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Introduccidén

Después del carbono, el hidrégenc y el oxigeno, el nitroégeno
es el elemento mas abundante en los sistemas vivos; sin embargo,
junto con el fésforo, es el que se encuentra en menor cantidad en
la corteza terrestre. Es asi, que los microorganismos y las plan-
tas han desarrollado una serie de estrategias para buscar el
nitrégeno y asimilarlo. Estas estrategias se traducen en
diferentes procesos que comprenden la forma de buscarlo, incor-
porarlo a la célula, metabolizarlo para convertirlo en amonio,
asimilarlo en glutamato y glutamina, distribuir el nitrdégeno
presente en estos aminodcidos a través de enzimas que transaminan
y transamidan, acumularlo en organelos especificos, sintetizar
macromoléculas y finalmente degradar el nitrégeno celular para
reciclarlo otra vez a amonio (1).

La asimilacién de amonio lleva a la sintesis de glutamato y
glutamina, que es donde converge y diverge el metabolismo nitro-
genado. La utilizacidén de cualquier compuesto nitrogenado del
medio, conlleva siempre a su conversién a amonio y por otro lado,
el nitrdégeno celular continuamente es reciclado a amonio (1). Es
también, durante la asimilacién de amonio, donde el metabolismo
de nitrdégeno y de carbono se unen a través de proporcionar este
ultimo esqueletos de carbono, poder reductor y energia, indispen-
sables para la asimilacién de amonio. Debido a lo anterior, el
proceso de la asimilacién de amonio es un punto clave del metabo-
lismo celular donde se controla el resto de los procesos del me-
tabolismo nitrogenado (1). El1 amonio asimilado en glutamato y
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glutamina se distribuye a todos los compuestos celulares nitroge-
nados por reacciones de transaminacién y transamidacion.

La deshidrogenasa glutamica biosintética (GDH-NADPH) y la
glutamino sintetasa (GS) son las unicas enzimas capaces de incor-
porar el amonio a moléculas organicas en microorganismos. La GDH-
NADPH cataliza la reaccidén para sintetizar glutamato a partir de
a-cetoglutarato, NADPH y amonio. La GS sintetiza glutamina a par-
tir de glutamato, amonio y ATP.

La GDH-NADPH de Neurospora crassa es un hexamero constituido
por subunidades iguales con un pesoc molecular de 48,000 daltones
(2). Los estudios de Fincham y colaboradores (3,4,5,6,7,8), han
establecido su estructura oligomérica y su secuencia de
aminodcidos; han demostrado una aparente correlacion entre los
sitios de diferentes mutaciones puntuales y la posicién de los
aminodcidos en el polipéptido, y han clonado el gene estructural
de la GDH-NADPH de N. crassa. La actividad de la GDH-NADPH es
ligeramente menor cuando se usa glutamato o glutamina como fuente
de nitrdégeno gque cuando se usa amonio (9). Fincham y
colaboradores han descrito mutantes que carecen de la actividad
de la GDH-NADPH, estas mutantes en comparacion con la cepa sil-
vestre presentan una baja velocidad de crecimiento en amonio como
fuente de nitrdégeno, mientras que la velocidad de crecimiento es
casi igual a la de la cepa silvestre en cultivos limitados de
amonio (10). Estos datos indican que la GDH-NADPH se requiere
principalmente para asimilar el amonic cuando éste se encuentra
en exceso.

En N. crassa existe otra glutamato deshidrogenasa que utiliza
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NAD como cofactor (GDH-NADH), a la cual se le ha dado una funcidén
catabdélica y cataliza la formacién de 2-oxoglutarato y amonio a
partir de glutamato (11). Esta enzima estd sujeta a la represioén
catabdélica por carbono (11).

La GS de N. crassa estd formada por dos mondmeros denominados
a y B. Los monémeros a (GSa) se constituyen principalmente en un
tetrdmero, mientras que los mondmeros B (GSB) forman un octéamero
(11) . Tanto los mondmeros a como los B tienen un peso molecular
de 48000 daltones y se pueden separar electroforéticamente en un
gel de acrilamida con SDS-urea, siendo el polipéptido B el que
migra mas rapido de los dos (13). Se ha encontrado que la
expresion de estos mondmeros y la forma oligomérica en la que se
estructuran, varian segun la cantidad de amonio disponible. Asi,
en exceso de nitrdgeno, el oligdémero de la GS que predomina es un
octamero compuesto principalmente por mondémeros B (10). En cul-
tivos limitados de amonio se encuentra un tetramero de GS (14)
compuesto principalmente de mondmeros a (12). También se ha en-
contrado la presencia de dos mondémeros de la GS en formas
oligoméricas intermedias entre el tetramero vy el octamero (12).
Se ha demostrado que la sintesis in vivo del polipéptido a o B
corresponde a una diferente concentracién de mRNA especifico
(15) . Hay evidencia experimental que indica que probablemente los
polipéptidos o y B son codificados por dos mRNA's diferentes
(15):-

La GS de Neurospora ha sido caracterizada genéticamente al es-
tudiarse diferentes auxétrofos de glutamina. Se han reportado

mutantes auxdétrofas que muy probablemente mapean en el gene
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estructural del polipéptido B (16). Un tipo de estas mutantes son
auxétréfos parciales de glutamina, ya que son capaces de crecer
con glutamato como fuente de nitrdégenc a 37°C , pero no a 25°C.
Estas poseen un mondémetro a de la GS igual al de la cepa sil-
vestre, carecen del monémetro B y presentan un nuevo polipéptido
(y) de menor peso molecular, que se puede explicar como producto
de una mutacién en el gene estructural del polipéptido B (16).
Ademas se obtuvieron, a menor frecuencia, mutantes que sdélo
crecen en glutamina, éstas presentan un polipéptido B alterado en
su punto isoeléctrico (16). Se ha propuesto que el polipéptido
(y) alterado bloquea la actividad del polipéptido a de la GS par-
ticipando en la formacidén de oligdmeros hibridos anormales y no
funcionales (16). Este tipo de mutantes se han obtenido con baja
frecuencia, probablemente debido a que muy pocas mutaciones sen-
cillas en el gene de la GS B podrian dar un fenotipo tan complejo
para dar la auxotrofia (16).

Las cepas revertantes obtenidas, a partir de los auxotrofos de
glutamina, sélo sintetizan el mondmetro a de la GS que se estruc-
tura en un tetramero y les permite crecer en amonio como fuente
de nitrogeno (16). A partir de estas revertantes, se han aislado
mutantes resistentes a un inhibidor de la GS, la L-metil-metio-
nina sulfoximina que dan como resultado un cambio estructural en
el polipéptido a de la GS que las hace resistentes a este in-
hibidor y cambia sus propiedades cataliticas (J. Calderén, L.M.
Martinez y J. Mora, sometido a publicacién). Esta mutacién mapea
en un lugar diferente de las mutaciones en el gene B8 de la GS, lo

que indica que la GS a y la GS B son codificadas por diferentes
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genes y que no existe entre ellas una relacién precursor-
producto.

La GS esta altamente regulada y ésta ocurre a varios niveles.
La calidad de la fuente de nitrdégeno regula a la GS, asi, en
glutamato como fuente de nitrégeno hay mayor actividad y
concentracién de la enzima que en glutamina (17). Se demostré que
esta diferente concentracién de la enzima es el resultado de la
alteracién en su velocidad de sintesis, permaneciendo constante
su velocidad de degradacién (18) y que las diferencias en
velocidades de sintesis obedecen a cambios en la concentracidn
del RNA mensajero especifico para esta enzima (19). La GS de N.
crassa también es regulada por la fuente de carbono, asi se ha
reportado gque cuando el micelio de N. crassa se cultiva en
ausencia de fuente de carbono, la GS se degrada, esto se propuso
como un mecanismo regulador para conservar energia (20).

La glutamina y otros productos finales de la transamidacién de
la glutamina regulan alostéricamente los mondmeros a y B de la GS
(Guzman J. y Mora J., en preparaciodn).

Se ha demostrado que los mondémeros a y B de la GS son inhibi-
dos in vitro por glicina y serina, y que estos aminodcidos inhi-
ben totalmente el crecimiento en glutamato cuando la GDH esta
ausente (21). Estos aminodcidos ejercen un doble efecto regulato-
rio; a) inhiben alostéricamente a la GS y por lo tanto, dis-
minuyen las pozas intracelulares de glutamina y b) regulan la
sintesis de la GS al inducir preferencialmente la sintesis del
polipéptido B (21). Se ha obtenido una mutante sensible a glicina

que presenta una alteracidén estructural en el polipéptido B de 1la
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GS (16). Se ha propuesto que el doble efecto regulatorio de la
glicina y la serina en la sintesis de la glutamina es un
mecanismo por el cual se obtiene una relacién adecuada entre las
pozas de glutamato y glutamina. La inhibicidén de la GS por estos
aminoacidos favorece inicialmente la asimilacién de amonio en
glutamato y otros aminoacidos. Posteriormente, sin embargo, al
disminuir la concentracién de la glutamina se induce la sintesis
de la GS B, restableciendo la sintesis y recuperando finalmente
la poza de glutamina (21).

La modificacidén oxidativa de la GS parece ser otro mecanismo
que participa en la regulacién de la actividad de esta enzima en
N. crassa. Se ha reportado gque la oxidacidon de los polipéptidos
a y B de la GS inactiva a la enzima, dando origen a dos
polipéptidos dcidos que son mas susceptibles a la protedlisis que
los polipéptidos no modificados (22).

La glutamina sirve como donador de nitrdgeno en una gran
variedad de vias biosintéticas (Fig. 1), y ademas es un correpre-

sor del catabolismo nitrogenado en Neurospora crassa. Debido a

que la concentracion intracelular de la glutamina es el resultado
de su sintesis y degradacidén y que de ello depende la regqulacién
de la expresion genética de un gran numero de enzimas del metabo-
lismo nitrogenado, es importante conocer tanto la sintesis de 1la
glutamina, como su asimilacién.

Las enzimas que pueden participar en la asimilacidén de la
glutamina son: las transamidasas, la glutamato sintasa (GOGAT),
las glutaminasas, la via de la transaminasa de glutamina-p-ami-

dasa y la L-aminodcido oxidasa.
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Las transamidasas son enzimas que catalizan la donacién del
grupo amido de la glutamina a un aceptor, dando como productos el
aceptor con un grupo amino y acido glutamico. La mayoria de estas
transamidasas utilizan ATP. Asi, el &atomo amido de la glutamina
es usado para la sintesis de los atomos de nitrégenoc 3 y 9 del
anillo de purina, los grupcs aminos de la glucosamina, guanina,
citosina, 4cido p-aminobenzoico, el &tomo de nitrégeno de car-
bamilfosfato (que es utilizado para la sintesis de la arginina y
el &tomo de nitrégeno 1 del anillo de pirimidinas), el atomo de
nitrogeno 1 del anillo del imidazol de histidina y el atomo de
nitrégeno del pirrol del triptofano (23).

La transamidasa mas estudiada es la carbamil fosfato sintetasa

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

de 163,000 daltones y esta compuesto por dos subunidades, una
subunidad pesada de peso molecular de 130,000 daltones y una sub-
unidad ligera de un peso molecular de 40,000 daltones. La sub-
unidad pesada tiene los sitios de unién para amonio, bicarbonato,
ATP y los efectores alostéricos UMP, IMP, ornitina y amonio. La
subunidad ligera tiene el sitio de unién para el grupo yY-glutamil
de la glutamina. Aparentemente las dos subunidades contribuyen a
la unién de la glutamina debido a que la subunidad ligera, por
separado, tiene una baja afinidad por glutamina. Cuando las sub-
unidades estan separadas, 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 la
hidrélisis de la glutamina. Los aspectos estructurales y fun-

cionales descritos para la carbamil fosfato sintetasa respecto al
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sitio de unién a la subunidad ligera son caracteristicas
generales de las transamidasas (26). Asi, parece que el grupo
amido de la glutamina se une a un sitio que se encuentra cerca de
otro que une amonio (26).

La glutamato sintasa (GOGAT) es una transamidasa que catali za
la transamidacién reductiva de la glutamina con el 2-oxogluta-
rato para dar 2 moléculas de glutamato, esta enzima sélo se en-
cuentra en microorganismos y plantas. E1 hecho de que mutantes de
Bacillus subtilis, que carecian de la actividad de glutamato des-
hidrogenasa y de alanina deshidrogenasa, crezcan en un medio mi-
nimo (27) y de que en Aerobacter aerogenes la sintesis de gluta-
mato deshidrogenasa puede estar totalmente reprimida sin afectar
la capacidad de este microorganismo para asimilar amonio (28),
llevd a la demostracidén de que existe otra via para asimilar
amonio. En esta via el amonio es asimilado por la glutamino sin-
tetasa para dar glutamina y después la GOGAT lleva a cabo la
transamidacién reductiva de este aminoacido, dando dos moléculas
de glutamato.

La participacién de la GOGAT en hongos filamentosos se demos-

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

cién de que una cepa mutante que carece de la actividad de GDH
crece igual que una cepa silvestre en cultivos limitados de

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

neidad, estd constituida por un sdlo tipo de mondmeros de peso
molecular mayor a 200,000 daltones. La actividad de la GOGAT en
un medio con amonio es baja, comparada con la actividad en un

medio limitado de amonio y se reprime ern glutamato y glutamina
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(29) . La mayor actividad de la GOGAT se presenta cuando se crece
en un medio limitado de amonio. En estudios realizados en
mutantes en las vias que participan en la sintesis de glutamato
GDH-NADPH y GOGAT en cultivos con exceso de amonio y cultivos
continuos limitados de amonio, se concluyé que la GDH-NADPH es la
enzima que sintetiza preferencialmente glutamato, tanto en exceso
como en limitacién de amonio, y que la GOGAT tiene un papel im-
portante en sintetizar glutamato a partir de la glutamina, prin-
cipalmente en condicidén de limitacidén de amonio (30).

Las glutaminasas son enzimas que catalizan la deamidacidén
hidrolitica de la glutamina, dando como productos glutamato y
amonio. La actividad de glutaminasa se encuentra en una gran can-
tidad de microorganismos (31). Las mejor estudiadas son las

glutaminasas de Escherichia coli. Estas bacterias tienen dos

glutaminasas que se distinguen por su pH dptimo; la glutaminasa A
tiene un pH d6ptimo de 5, mientras que la glutaminasa B tiene un
pH o6ptimo de 7 (32). La actividad de la glutaminasa A aumenta
cuando el microorganismo entra en la fase estacionaria en cul-
tivos que contienen una alta concentracién de amonio y también
cuando se crece a este microorganismo en glutamina como fuente de
nitrégeno. Cuande la concentracién de amonio es baja, la ac-
tividad de esta enzima no aumenta. La glutaminasa B parece ser
constitutiva debido a que su actividad no se ve influenciada por
la fase de crecimiento, ni por diferentes condiciones
nutricionales. La glutaminasa B es inhibida por nucleosidos tri y
difosfatados y es activada por nucleosidos monofosfatados (32).

La via de la transaminasa de glutamina-w-amidasa también puede
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participar en la degradacion de la glutamina. La transaminasa de
glutamina cataliza la reaccidén de transaminacién entre glutamina
y muy diversos 2-oxoacidos. El1 2-oxoacido de la glutamina (2-
oxoglutaramato) es hidrolizado por una w-amidasa a 2-oxoglutarato
y amonio. La transaminasa de glutamina, a diferencia de otras
transaminasas es irreversible in vivo, debido a que uno de los
productos de esta reaccidén, el 2-oxoglutaramato, no se acumula
porque es hidrolizado por la w-amidasa (33). El1 estudio de 1la
transaminasa de glutamina se ha realizado en tejidos de mamiferos
y se ha encontrado que en los tejidos de rata hay por lo menos
tres diferentes transaminasas de glutamina (34): 1) La trans-
aminasa de glutamina L soluble, cuyos mejores sustratos son la
glutamina, la metionina, el 2-oxo-y-metiol butirato, el B-
mercaptopiruvato y el glioxalato. 2) La transaminasa de glutamina
K soluble, cuyos mejores sustratos son: la glutamina, la fenila-
lanina, y los correspondientes 2-oxodcidos. 3) La transaminasa de
glutamina K mitocondrial que difiere de la transaminasa K soluble
en ciertas propiedades fisicas. Se ha encontrado actividad de
transaminasa de glutamina en tejidos de mamiferos (33), en cier-
tas plantas superiores (35), en bacterias (36), en levaduras (37)
Y en insectos (38). La actividad de w-amidasa ha sido encontrada

en tejidos de mamiferos, levadura, Escherichia coli, Streptococus

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

Otras enzimas que podrian participar en la degradacién de 1la
glutamina son las L-aminoacido oxidasas, que catalizan la
desamidacidén oxidativa de los L-aminodcidos. La L-aminoacido

oxidasa de Neurospora crassa es capaz de desaminar oxidativamente
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a la glutamina con una actividad 50% menor que la que presenta
con la histidina, que es el mejor sustrato de esta enzima (39).
La L-aminoacido oxidasa se encuentra presente tanto en extrac-

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

de esta enzima requiere tanto de la induccién por un aminoacido,
asi como simultdneamente de la depresion catabdlica nitrogenada,
por lo que la actividad de esta enzima no se encuentra en exceso
de amonio ni en glutamina como fuente de nitrégeno (40). En con-
diciones de derepresion nitrogenada, la limitacién de carbono en
presencia de un aminoacido como inductor no permite la induccidn
de la L-aminodcido oxidasa. Los inhibidores de la sintesis de
proteinas y de la sintesis de RNA bloquean la acumulacién de 1la
L-aminodcido oxidasa, lo que sugiere que la expresién de esta en-
zima es controlada a nivel de su transcripcioén (40).

Cuando a un microorganismo se le da un aminoacido comé fuente
de nitrdégeno, éste debe degradarlo hasta amonio para que se pueda
sintetizar glutamato y glutamina y en esta forma distribuir el
nitrdégeno para la sintesis de diferentes compuestos nitrogenados.
Sin embargo, en el caso de que la glutamina sea utilizada como
fuente de nitrdgeno, la estrategia celular podria ser diferente,
ya dque este compuesto al donar su nitrégeno por transmidacién
libera siempre glutamato. El grupo del Dr. Jaime Mora propuso que
en N. crassa, la glutamina como fuente de nitrégeno también es
degradada hasta amonio para ser después resintetizada (41). Se
propuso que la degradacién de la glutamina ocurre por la via de
la transaminasa de glutamina—-w—amida.sa y la reasimilacion del

amonio de la'glutamina ocurre por la GDH-NADPH y la GS, lo que da
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origen a la operacién de un ciclo aparentemente futil (41).

Se ha estudiado la asimilacién de la glutamina en Neurospora
crassa y se ha encontrado que este aminodacido es degradado a
amonio y 2-oxoglutarato a través de las enzimas de la via de la
transaminasa de glutamina-w-amidasa (42). En esta via la
glutamina transamina para dar diferentes aminoacidos y 2-oxo-
glutaramato a través de la participacién de la transaminasa de
glutamina, después, el 2-oxoglutaramato formado es hidrolizado
por la w=-amidasa a 2-oxoglutarato y amonio (42).

En N. crassa no se detecta actividad de glutaminasa, y ex-
perimentos con diversas mutantes e inhibidores demuestran que
esta via no opera en la degradacidén de la glutamina (42,43).

En cuanto a la participacién de L-aminoacido oxidasa en la
degradacion de la glutamina en N. crassa, se ha reportado que la
glutamina reprime a esta enzima (40). Se encontrdo que la ac-
tividad de L-aminacido oxidasa en glutamina como fuente de
nitrégeno es muy baja comparada con la actividad que se encuentra
en histidina. Debido a que el DON inhibe completamente 1la
excrecion de amonio a partir de glutamina y a que la L-aminoacido
oxidasa no es inhibida in vitro por este compuesto, parece ser
que esta enzima tiene un papel menor en la degradacién de
glutamina (42).

La GOGAT juega un papel importante en la asimilacidén de 1la
glutamina en N. crassa como lo indica la acumulacién de 1la
glutamina y la disminucién en el contenido de glutamato y alanina
en una mutante que carece de la actividad de esta enzima (43).

Estos efectos son mas aparentes en la doble mutante GOGAT™ ;GDH™
12



que acumula una gran cantidad de glutamina y tiene una poza de
glutamato y alanina muy pequefia (43). La mayor excrecioén de
amonio de la cepa GOGAT  ;GDH  comparada con la cepa GDH  puede
explicarse por la limitacién de glutamato que impide la asimila-

cién de éste por la GS (43). El alto contenido de glutamina en la
cepa GOGAT ;GDH~ posiblemente se debe a que la limitacidén de
glutamato impide la distribucién de la glutamina, ya que ambos
aminodcidos se requieren en algunas vias biosintéticas (43). El
bajo crecimiento que presenta una cepa GOGAT  ;GDH  en glutamina
como fuente de nitrdégeno, asi como su crecimiento dptimo en
aminoacidos que eficientemente dan glutamato por transamidacién,
indican que la contribucién de otras transamidasas a la poza de
glutdmico debe ser pequena (43). Los resultados obtenidos indican
que las enzimas que participan en la sintesis de glutamato en
glutamina comec fuente de nitrdégeno son principalmente la GOGAT vy
la GDH (43). Esta ultima enzima asimila el nitrdégeno que proviene
de la degradaciodon de la glutamina por la via de transaminasa de
glutamina-w-amidasa.

El amonio liberado a partir de la glutamina es asimilado por
la GDH, asi como también por la GS como lo indica: a) la mayor
excrecién de amonio de la cepa GDH';GSt en comparacién con la
cepa GDH (43), b) la acumulacién de glutamato y alanina que se
da en la mutante GSi (43), c) el marcaje de la glutamina en la
cepa silvestre en presencia de [U—14C] sacarosa y la disminucidn
del marcaje de la glutamina en una cepa Gsi (43). La excrecién

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

cepa GOGAT ;GDH- indica que una gran parte de la glutamina es
15



degradada a amonio, Yy que éste es asimilado nuevamente en
glutamico y glutamina por la GDH y GS (43).

Se ha demostrado que para asimilar glutamina como fuente de
nitrégeno es necesario convertir este aminoacido a glutamico, y
que la GOGAT y la via de la transaminasa de glutamina junto con
la GDH son las enzimas que participan en esa conversioén (43).

La sintesis de glutamina en presencia de este aminoacido como
fuente de nitrégeno es necesaria como lo indica la correlacién
encontrada entre el crecimiento y la actividad de la GS en la
mutante GS: en limitacién de glutamina (43).

La glutamina también se degrada por la via de la transaminasa
de glutamina y la w-amidasa en amonio como fuente de nitrégeno
como lo sugiere: a)la presencia de la actividad de la transa-
minasa de glutamina y de la w-amidasa, b)la acumulacién de 2-
oxoglutaramato en presencia de DON, c)el hecho de gue en una
mutante sin actividad de asparagino sintetasa pueda sustituirse
su requerimiento por asparagina, con su correspondiente a-ceto-
acido (a-cetosuccinamato), debido a la aminacién de éste por la
transaminasa de glutamina. Estos datos indican que el reciclaje

de glutamina también opera en esta condicidén (43).

El reciclaje de glutamina en Neurospora crassa puede servir

para varias funciones ademas de la de contribuir a la irreversi-
bilidad de la transaminasa de glutamina debido a la sintesis
endergdénica de glutamina, que en la reaccién total envuelve un
gran cambio de energia libre que favorece la formacidén de
aminoacidos por esta transaminasa (33). Debido a que la gluta-
mina, ademds de ser un donador de nitrogeno, es también un corre-

14



presor de catabolismo nitrogenado (44), su recambio puede ser una
manera de regular rapidamente su concentracién intracelular (45).
Esto es debido a que un aumento en la velocidad de sintesis de la
glutamina, combinado con una disminucién en la velocidad de
degradacién de ésta, ocasionaria una rapida acumulacién de la
glutamina, y viceversa, una disminucién en la velocidad de
sintesis de la glutamina acompafada de un aumento en la degrada-

cién de ésta, ocasionaria una rapida disminucién en la glutamina
intracelular. De esta manera, se regularia rapidamente la concen-
tracién de la glutamina en la célula y ésta a su vez, regularia
las actividades de la sintesis y la degradacidén del nitrdégeno
celular. El reciclaje de la glutamina puede ser también un
mecanismo general para tomar o liberar el carbono de los compues-
tos orgdnicos nitrogenados. El1 reciclaje de la glutamina a
glutamato y otros aminocacidos puede ser una manera de mantener el

balance de los compuestos nitrogenados (33).

En Neurospora crassa, el grupo del Dr. Mora ha demostrado que
cuando se inhibe el reciclaje de la glutaﬁina a través de inhibir
su sintesis, se disminuye el catabolismo de carbono a partir de
sacarosa (46). Estos resultados pueden explicar la necesidad de
la operacién del ciclaje de la glutamina (43,46). Se propuso gque
el punto de interaccién en la regulacidén coordinada entre el me-
tabeolismo del carbono y del nitrégeno, puede ser el gasto de ATP
para la sintesis de la glutamina. La regulacién del metabolismo
del carbono por la carga energética ha sido ampliamente estudiada

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

hibe la GS con glicina o L-metionina sulfoximina, 1la
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concentracién intracelular de ATP se incrementa comparada con la
condicién en la cual no se inhibe la GS (1).

En este trabajo se reportan los estudios de marcaje con L-
[amido—13N] glutamina para conocer las vias que participan en 1la

asimilacién de la glutamina en Neurospora crassa en nitrato de

amonio como fuente de nitrdégeno, la identificacidén de las vias
que participan en la asimilacién de la glutamina como fuente de
carbono y nitrdégeno y un estudio sobre el gasto energético del

ciclaje de la glutamina en Neurospora crassa.
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Objetivo

En estudios sobre el metabolismo nitrogenado en Neurospora
crassa, en condiciones en las cuales se restringe el crecimiento
de este hongo (47), o bien en ausencia de crecimiento, como
sucede en conidias de cepas auxétrofas privadas del aminoacido
que requieren (41,48), se encontré que existe una acumulacién de
algunos aminoacidos como arginina y glutamina. La acumulacién de
estos aminoacidos es paralela a un aumento en la actividad
especifica de la GS que, por lo menos en un caso, involucra la
sintesis de novo de la enzima (41). A través del estudio de
mutantes alteradas en las enzimas que participan en 1la
asimilacién de amonio, se dedujo que para que la acumulacidén de
arginina se lleve a cabo se requiere resintetizar la glutamina
(41) . Para explicar esto, se propuso que la glutamina que entra a
la célula es degradada a nitrégeno inorgdnico y esqueletos de
carbono, los cuales son reasimilados en glutamato y glutamina que
se requieren para la sintesis de arginina y otros aminoacidos
(41). Se propuso que la degradacidén y la resintesis de 1la
glutamina dan origen a la operacién de un ciclo, el primer paso
de este ciclo consiste en la sintesis de diferentes aminoacidos
por medio de una transaminacién de glutamina, el segundo paso es
la hidrélisis del 2-oxoglutaramato formado a 2-oxoglutarato y
amonio por una “W-amidasa, el tercer paso es la utilizacidén de es-
tos productos por la deshidrogenasa glutamica biosintética para
formar glutamato y el cuarto paso estd dado por la resintesis de

glutamina a través de la glutamino sintetasa.
1.7



Se han demostrado las vias que participan en la asimilacién de
la glutamina cuando se utiliza este aminodcido como fuente de
nitrégeno (42,43). Asi, se ha demostrado que la via de la transa-
minasa de glutamina-w-amidasa participa en la degradacidén de la
glutamina a amonio y 2-oxoglutarato (42). También la GOGAT par-
ticipa en la asimilacién de la glutamina sintetizando dos molé-
culas de glutamato (43). A partir de los resultados obtenidos
utilizando inhibidores y mutantes en las enzimas que participan
en la asimilacidén de amonio, se concluyé que el amonio liberado
por la via de la transaminasa de glutamina-.-amidasa es asimi-
lado por la deshidrogenasa glutamica y la glutamino sintetasa, 1lo
que da lugar a un ciclo en el cual la glutamina es continuamente
degradada y resintetizada (43).

Uno de los objetivos de este trabajo es el demostrar las vias
que participan en la asimilacion de la glutamina y si opera el
reciclaje de este aminoacido cuando se crece N. crassa en una
fuente inorganica de nitrdégeno como NH4NO3, condicidn en la cual
uno podria esperar que no es necesario degradar la glutamina.

N. crassa no es capaz de crecer en glutamina como fuente de
nitrégeno y carbono (19), una posible causa podria ser que en
esta condicidn operara el reciclaje de la glutamina y que el
poder reductor (NADPH), energia (ATP) y esqueletos de carbono se
utilizaran para la sintesis de glutamato y glutamina en lugar de
ser utilizado para otras reacciones biosintéticas y crecer. De
tal manera que otro objetivo de este trabajo es el demostrar en
N. crassa las vias que participan en la asimilacién de la gluta-

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

como fuente de nitrdégeno y carbono.
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Resultados

Los resultados sobre la operacién del reciclaje de la

glutamina en Neurospora crassa en nitrato de amonio como fuente

de nitrdégeno, utilizando L—[amide—13N]g1utamina como marca, se
publicaron en el Journal of Bacteriology, 171:1772-1774, 1989. El
titulo de este trabajo es nl3y Isotope Studies of Glutamine As-
similation Pathways in Neurospora crassa", y los autores son:
Calderdn, J., A.J.L. Cooper, A.S. Gelbard y J. Mora.

Los resultados sobre el estudio sobre las vias que participan

en la degradacién de la glutamina en Neurospora crassa en

glutamina como fuente de carbono y nitrégeno y el gasto
energético del reciclaje de la glutamina se publicaran en el

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

trabajo es "Glutamine Assimilation Pathways in Neurospora crassa

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

autores son: Calderdn, J. y J, Mora.
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L-[amide-"*N]glutamine in Neurospora crassa is metabolized to ['*N]glutamate by glutamate synthase and to

2

["*N]ammonium by the glutamine tr

pathway. The ['*N]ammonium released is assim-

ilated by glutamate dehydrogenase and glutamine synthetase, confirming the operation of a glutamine cycle.
Most of the nitrogen is retained during cycling between glutamate and glutamine.

In Neurospora crassa, glutamine, in addition to partici-
pating in transamidation reactions, is converted to 2-oxoglu-
tarate and ammonium by the enzymes of the glutamine
transaminase-w-amidase pathway, in which a transaminase
catalyzes transfer of amino nitrogen of glutamine to various
oxo acids. 2-Oxoglutaramate thus produced is hydrolyzed by
w-amidase to 2-oxoglutarate and ammonium ion (2).

The amine nitrogen of glutamine is also assimilated by the
action of glutamate synthase (glutamine oxoglutarate ami-
dotransferase [GOGAT]), which synthesizes two molecules
of glutamate from glutamine and 2-oxoglutarate (1). From
the results obtained with several inhibitors and mutants.
Calderén and Mora concluded that the ammonium ion
released by the w-amidase pathway is assimilated by gluta-
mate dehydrogenase (GDH) and by glutamine synthetase (1.
2). These enzymes, when combined with the glutamine
transaminase and w-amidase, yield a glutamine cycle in
which glutamine is continually degraded and resynthesized
(1). We report here the data obtained by using L-[amide-
13N Jglutamine as a tracer to study the metabolic pathways of
glutamine assimilation in N. crassa.

!N, the longest-lived radioisotope of nitrogen (7, » = 9.96
min), was used to label ammonia (7). L-[amide-'"Nlglutamine
was prepared from ["*N]ammonia by using glutamine syn-
thetase immobilized onto CNBr-activated Sepharose as pre-
viously described (16).

The N. crassa cultures were grown for 8 h at 30°C on
Vogel minimal medium (17) containing 1.5% sucrose and 25
mM NH,NO, as the nitrogen source. Six milliliters of this
medium was centrifuged, and after decantation, 50 pl of
L-[amide-'*N]glutamine (1 to 5 mCi [50 to 100 pM]) was
added to the cell suspension. Uptake of label was stopped by
adding 2 ml of water, and after centrifugation and a further
wash, the metabolites were extracted with 0.2 ml of ice-cold
1% (wt/vol) picric acid. The "*N-labeled metabolites were
analyzed by using a high-pressure liquid chromatography
system (Series 4; The Perkin-Elmer Corp.. Norwalk, Conn.)
in which the effluent was continuously monitored with
Ramona D flowthrough vy detector (5).

A Partisil 10 SCX 10 pM (4.6 by 250 mm) (Phenomenex.
Rancho Palo Verdes, Calif.) analytical cation-cxchange col-
umn was used for separation: the clution conditions were as
reported previously (5). In some cases glutamate was mea-

* Corresponding author.
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sured by high-pressure liquid chromatography of the o-
phthaldialdehyde derivates (10), and ammonia content was
determined enzymatically with glutamate dehydrogenase
(4).

The relative radioactivity incorporated into the o-amino
and amide groups of glutamine was determined as follows. A
sample (0.1 ml) of the picric acid supernatant was added to a
Dowex-1 column (acetate form: 0.5 by 2 ¢cm), overlaid with
Dowex-50 resin (Tris form: 0.5 by 2 ¢m), and washed with 2
ml of water. The cluate (from which ammonium and gluta-
mate were removed) was adjusted to pH 5 with 2 M acetic
acid. and 5 U of glutaminase (grade V: Sigma Chemical Co..
St. Louis. Mo.) was added. The solution was incubated at
30°C for 10 min and poured onto a Dowex-50 column (Tris
form: 0.5 hy 4 ¢m). The pass-through from this column and
a 2-ml water wash were added to a Dowex-1 column (acetate
form: 0.5 by 4 ¢cm). which in tirn was cluted with 5 ml of
water. The radioactivity retained on the columns was mea-
sured by placing them in an Auto gamma counter (1.LKB
Instruments. Rockville. Md.). Label retained on the second
Dowex-1 column and on the Dowex-50 column represented
label originally present in the amino group and the amide
group of glutamine. respectively.

2-Oxo-[''N]elutaramate was prepared from L-[amide-"*N|
glutamine (cf. 3). and label in this compound was determined
as follows. A 0.1-ml sample of the picric acid supernatant
was added to @ Dowex-1 column (acctate form: 0.5 by 4 cm)
and washed with water. The pass-through and water washes
were saved. 2-Oxo-" ‘N Jglutaramate was eluted with 0.4 ml
of 2 M acetic acid followed by 1 ml of water. To the
combined eluate (1.4 ml) wus added 2 ml of 1 M Tris
hvdrochloride (pH 8.5) and 80 U of purified rat liver -
amidase (31 This solution was incubated at 30°C for 20 min
and then added 1o a Dowex 50 column (I'ris form; (.5 by 4
cm) and washed with 2 ml of water. ‘This pass-through was
combined with the Dowex-1 pass-through, and the Label in
these combined fractions plus the label remaining on the
Dowen-1 column represented Tabel incorporited into metab-
olites other than 2-oxoglutaramate: the label retained on the
Dowex-50 column represented Libel originally present in
2-oxoglutaramate.

Atter the addition of 1 -{amide-"*Nglutamine to the wild-
type strain, glutamate was more highly labeled than other
nitrogen-containing metabolites, with the exception of glu-
tamine (Table 1). At 25 min, a small but significant amount of
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TABLE 1aDistribution of label derived from L-|amide-'*N]glutamine among various metabolites
Percentage of label in:
Metabolite Wild-type strain GDH ™ :;:::]ﬂ':lﬁ
muYar}T strain MS*®
5-min label 25-min label (10-min label) (25-min kibel)
Acid compounds” 1.36 2.60 1.34
Carbamyl phosphate 0.18 1.21 0.19
Aspartate 0.16 0.26 0.43
Glutamate 8.34 13.9 16.1 2.7
Glutamine* 86.0 78.4 434 40.2
Proline 0.37 0.24 0.81
Ammonium 2.98 0.78 14.4
Histidine? 0.07 0.19 ND'
Arginine ND 1.21 ND
Alanine ND ND 219 14.7
2-Oxoglutaramate ND 0.07
Glutamine (amine) 1.73 8.00 5.60 L7

“ Incubated previously for 20 min with methionine sulfoximine (MS).

» Compounds of undetermined structure eluting earliest from the SCX column.

¢ BN label in amine plus amide.
“ Tentative assignment.
“ ND, Not detected.

label was present in 2-oxoglutaramate (Table 1). The fact
that the labeling of the amino group of glutamine increased
during the first 25 min after the pulse (Table 1) provides
direct evidence that the amide nitrogen of glutamine was
redistributed in the glutamine molecule through the forma-
tion of glutamate by GOGAT or from the glutamine trans-
aminase-w-amidase pathway. followed by reductive amina-
tion by GDH (1).

In a mutant strain lacking GDH activity (GDH ") (6), the
relative amount of label in ammonium was higher (Table 1)
than that found in the wild-type strain (Tuble 1). In this
mutant, the intracellular ammonium pool was larger (1.4
wmol/mg of protein), and the intracellular glutamate pool
was smaller (65 nmol/mg of protein) than those of the
wild-type strain (0.4 pmol/mg of protein and 135 nmaol mg of
protein, respectively). These data indicate that an important
fraction of the ammonium derived from glutamine degrada-
tion is normally assimilated by GDH into glutamate (12). No
glutaminase activity has been detected in N. crassa (9) and
the double mutant strain (GDH ™ GOGAT ") requires gluta-
mate for growth (1). Thus, as Table 1 indicates, GOGAT is
responsible for ["*N]glutamate formation from v-[amide-'*N]|
glutamine in the GDH ~ strain.

The presence of a glutaminase would produce ["*N]gluta-
mate from L-[amide-'*N]glutamine only after glutamine had
been labeled in the amino group. Table 1 shows that the label
in glutamate is threefold higher than that present in the
amine of glutamine.

The GDH™ mutant strain has a higher GOGAT activity
than does the wild-type strain (12). Furthermore, 2-oxoglu-
tarate is accumulated in this mutant strain (11. 12). The
relatively large incorporation of label into glutamate in the
GDH™ mutant strain (Table 1) can be explained as a result of
high GOGAT activity and the accumulation of 2-oxoglut-
arate.

In contrast, the amount of label incorporated into gluta-
mate in the wild-type strain is lower than that in the GDH
strain because glutamate is synthesized to a large extent by
GDH: as a consequence. the glutamate concentration is
lower in this mutant (as shown above and in reference 12).
The important role of GDH and GOGA'T was lurther shown
in experiments carricd out with GOGAT  mutants. After 20

min of incubation with L-{amide-""N]glutamine. 83% of the
label was recovered in glutamine (of which ~90% was in the
amide and ~109% was in the amine position) and 37 was in
glutamate. Thus, 11% of the label in this experiment with
GOGAT  mutants was in glutamine (amine) plus glutamute,
compired with 229 (Table 1) in the wild-type.

The difference in the labeling of the amine and the amide
groups of glutamine (Table 1) in the wild-type strain com-
pared with that in the GDH  strain (Table 1) can be
understood in part if the NH,' accumulated (as shown
above and in reference 12) lowers the relative specific
activity of [''NJammonium and also if the relative specific
activity of ["*N]elutamate is higher in the GDH™ mutant.

The appreciable transfer of amine (glutamate plus glu-
tamine) nitrogen to alanine in the GDH  strain (Table 1) but
notin the wild-type strain may be expliined by accumulation
of pyvruvate as a result of o decrease in 2-oxoglutarate
utilization in this strain (11, 14).

In the wild-type straun, nitrogen derived from glutamine
(amide) was not diverted to other compounds as extensively
as in the GDH  mutant strain (Table 1), but rather was
efficiently incorporated into glutamine (amine) via glutamate
(Table 1),

As expected, inhibition of glutamine synthetase activity
by L-methionine sulfoximine (15) greatly decreased the label
in glutamine (amine and total). As a result of glitamine
synthetase inhibition. labeled glutamate accumulated (Table
D and some label was transferred to alanine.

The retention of more than 90% of the "N label in
glutamate and glutamine in the wild-type strain (Table 1)
indicates that almost all the nitrogen was retained during
cycling between these two metabolites. This could explain
why the encrgy spentin glutamine cyeling is very high (13;J.
Calderon and J. Mora. submitted tor publication) and why
the synthesis of glutamine s necessary for the eflective
utilization of carbon (R).
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Neurospora crassa wild-type is almost unable to grow on glutamine as sole nitrogen and carbon
source but a GDII=:GS* double mutant strain, lacking NADP-dependent glutamate
dehydrogenase and partially lacking glutamine synthetasc did grow. Under these conditions, the
double mutant had a higher chemical energy content than the wild-type. Fnzyme assays and
labelling experiments with glutamine indicated that in the double mutant glutamine was
degraded (o ammonium and to carbon skeletons by glutamate synthase, the catabolic (NADI-
dependent) glutamate dehydrogenase and the glutamine transaminase 0-amidase pathway.

INTRODUCTION

Since glutaminc is a nitrogen doner and the final preduct of ammonium assimilation in micro-
organisms, it plays a central metabolic role as a repressor of nitrogen catabolism. It has been
shown that in Neurospora crassa glulamine is a negative regulator of nitrogen catabolism (Vaca
& Mora, 1977; Marzluf, 1981). Glutamine synthetase (GS) (EC 6.3.1.2) is composed of two
polypeptides (Sinchez er al., 1980; Divila er al., 1980) and glutamine regulates the level of
specific enzyme synthesis (Vichido er al., 1978), which correlates with the amount of mRNA
(Sanchez er al., 1978; Lara er al., 1982). The carbon source also participates by regulating GS
degradation (Mora et al., 1980).

In N. crassa, glutamine, in addition to being assimilated by transamidation reactions, is
converted imo 2-oxoglutarate and ammonium by the enzymes of the glutamine transaminase w-
amidase pathway (Culderon er af., 1985). In this pathway, glutamine is transaminated to yickd
different amino acids and 2-oxoglutaramate through the participation of a glutamine
transaminase (T-Gln). Subsequently, the 2-oxoglutaramate is hydrolysed to 2-oxoglutarate and
ammonium by the action of an w-amidase (Calderdn ef al., 1985). In this fungus, glutamine is
also assimilated directly to a-amino nitrogen by the action of glutamate synthase (GOGAT)
(EC 1.4.1.14), which synthesizes two molecules of glutamate (Calderon & Mora, 1985). The
ammonium reteased by the glutamine transaminase - m-amidase pathway is assimilated by
NADP-dependent glutamate dehydrogenase (NADP-GDIN(EC 1. 19.4.1.4) and also by GGS,
#hag leading to (he operntion of a glutmnine cycle (Calderon & Mora, 1988, GOGAT ulso
participates in cycling glutamine to glutamate (Calderén & Mora, 1985). As a result of the
glutamine cycle, glutamate and glutamine are continually resynthesized (Calderon & Mora,
1985) at the expense of carbon skeletons, reductive power and ATP. No glutaminase activity has
been detected in V. crassa (Calderon et al., 1985). We have reported (Hernindez & Mora, 1986)
that cycling is necessary to maintain an optimal carbon flow from sucrose.

Abbecviations:  AOA,  aminooxyacetic  acid: DON,  6-diazo-S-oxo-L-noleucine; GDI,  glutamale
dehydrogenase: GOGA'T, glutamate synthase; GS, glutamine synthetase; ‘}'-(‘.In. glutamine transaminase,

QOO1-5481 @) 1989 SGM
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1t has been shown (Calderon & Mora, 1985) that for glutamine to be optimally assimilated as a
nitrogen source, it must be converted to glutamate, the other nitrogen donor. The activity of
GOGAT and the incorporation of the ammonium released by the glutamine transaminase -o-
amidase pathway through the NADP-GDII are cssential to synthesize glutamate, since the
contribution ol amidotransferases other than GOGAT is a minor component of the net
assimilation of glutamine into glutamate (Calderon & Mora, 1985).

Glutamine cycling operates in the presence ol ammonium as nitrogen source as indicated by
the presence of 2-oxoglutaramate under such conditions (Calderan ef al., 1985). Studies using
'*N as a tracer have also shown the operation of glutamine cycling in N. crassa, where most of
the nitrogen is retained cycling between glutamate and glutamine (Calderon et al., 1989).

N. crassa is almost unable to grow on glutamine as sole nitrogen and carbon source (Mora et
al., 1980). We propose that this may be explained by the great expenditure of energy as a result of
glutamine cycling (Calderon & Mora, 1985), and also as a result of the trapping of carbon
skeletons in the continuous synthesis of glutamate and glutamine. In this paper we report thatin
conditions where glutamate and glutamine synthesis are restricted, N. crassa can spare carbon
skeletons and chemical energy, which in turn allows this fungus to grow on glutamine as the sole
nitrogen and carbon source. In addition, the pathways for glutamine assimilation for use as a
nitrogen and a carbon source have been identified.

METHODS

Strains. All slocks came from the collection of J. Mora or from the Fungal Genetics Stock Center, Humbolt State
University, Arcata, California, USA. The basic stocks were the wild-type strain 74-A; the am-/ strain lacking
glutamate dehydrogenase (GDIH-) (Fincham, 1950); the glnla strain partially lacking glutamine synthetase
activity (GS 1) (Davila et al., 1978); the double mutant strain am-1;ginla (GDI1-;GS%); and the en-am-2 strain
(GOGAT") that lacks GOGAT activity (Hummelt & Mora, 19804).

Growth conditions. Cultures of N. crassa were gtown on Vogel's minimal medium (Vogel, 1964) supplemented
with § mM-glutamine, instend of ammonium nitrate, ns the nitrogen source, nt 30 °C with shoking na indicated,
The carbon source used is stated in the text. )

Growth was measured as described previously (Vichido er al,, 1978) by determining the fotal protein
concentration by the Lowry method.

Determination of amino acid pools. Samples for amino acid analysis were prepared by homogenizing conidia with
80%4 (v/v) ethanol (Espin er al., 1979). The amino acids were separated in an Aminco Amino Acid Analyzer,
coupled with ertho-phthalaldehyde (Sigma) and quantified in an Aminco ratio fluorimeter,

Anmmaonium determination. Ammonium concentration in samples of medium was measured with an Orion
electrode (Espin ef ul., 1979). '

Determination of nucleotides. Aller 8 h growth, 300 ml of the culture medium were quickly filtered and immersed
in liquid nitrogen, and the nucleotides were extracted by resuspending the samples in 0-6 M-11CIO,. The extracts
were centrifuged at 10000 r.p.m. for 2 min, and the supernatants were adjusted to pll 7-7-5 by adding 1-0 M-KO11
with rapid mixing. The insoluble KCIO, was removed by centrifugation. The nucleotides were separated and
quantified by high-performance liquid chromatography on a Radial Pak sax-cartridge (Waters). The
chromatographic conditions were essentially the same as those used by McKeag & Brown (1978).

Determination of enzyme activities. Cell-free extracts of N. crassa were prepared as described previously (Davila
et al,, 1978). GS activity was measured by its synthetase activity as described by Ferguson & Sims (1974).
Catabolic NAD-dependent glutamate dehydrogenase (NAD-GDH) and NADP-GDII were measured as
described by Fincham (1950). GOGAT was measured as described by HHummelt & Mora (1980a). T-GIn was
measured as described by Calderén er al. (1985). '

Measurement of CO, from |U-"*Clglutamine. Samples of cultures grown for 12 h on 5 mM-glutamine ns sole
nitrogen and carbon source were transferred to a side-arm tube with fresh medium without glutamine, and
preincubated for 15 min with or without the inhibitors aminooxyacetic acid (AOA; 10 mu) and 6-diazo-5-oxo-L-
norleucine (DON; | mM). These cultures were then givena | h pulse with [U-"*C]glutamine [0-2 nCiml~* (7-5 kBq
mi~')] and unlabelled glutamine to give a final concentration of 0-5 mm. The CO, released was absorbed with
NaOll (Mora et al., 1972). When the CO, released was measured continually during 12 h of growth, the cultures
were grown on 5 mM-glutamine with [U-"“Clglutamine [0-2 pCi mI~' (7-5 kBq ml1-")] with shaking at 250 r.p.m.
(OD 4o of inoculum 0°1). ,

Glutamine labelling with [U-"4C lglutamate. Conidia from the wild-type, GS* and GDI1-;GST strains were
germinated for 12 hin a medium supplemented with 5 mM-glutamine. The mycelium was collected by filtration
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and transferred to a medivm containing 5 my-glutamine and 0-S pCi ml=" (IR-75 kBg ml ') [U-"1C glatamate.
After 90 min incubation the mycelium was collected and the amino acid content was determined as e=ported by
Espin et al. (1979): the radioactivity incorporated in cach amino acid was determined in a scintillatiéh counter

Reproducibility of resudts. The experiments reported were cach repeated at least once: representative results are
shown.

RESULTS

Growth of the wild-type strain and the double mutant strain GDI=;GS* on glutamine as a
1 nitrogen and carbon source

The N. crassa wild-type strain (74-A) grew very slowly on glutamine as a nitrogen and carbon
source (Fig. 1a). Previously, we described a glutamine cycle in which glutamine is continually
degraded and resynthesized in N. crassa (Calderén & Mora, 1985; Calderon er al., 1989). This
cycle consumes NADPIT and ATP for glutamate and glutamine synthesis, respectively. On this
basis, we tested the capacity-of the double mutant strain, lacking NADP-GDH activity and
partially lacking GS activity (GDH~;GS*), to grow on glutamine as the sole nitrogen and
carbon source. The double mutant strain did grow but the growth rate was slower than that on
glutamine plus sucrose (Fig. 1 @). The growth rate of the double mutantstrain increased when the
culture was optimally acrated by lowering the inoculum size (Fig. 1 5). Even the wild-type strain
could grow on glutamine as nitrogen and carbon source if the culture was inoculated at low cell
density (Fig. 10). The acration was also maodified by shaking at a low speed. When the wild-type
and the double mutant strains were incubaled with shaking at 100 r.p.m., their growth rates
were lower even with a low inoculum (Fig. [ ¢). Under these conditions the double mutant strain
showed a similar growth rate on glutamine as nitrogen and carbon source as on glutamine plus
sucrose; however, the wild-type grew only on glutamine plus sucrose (Fig. 1¢).

Chemical energy content, ghaumine cyeling enzymes, aming acid content and ammonium exeretion

The NADIH, NADPH. ATP and ADP contents were higher in the GDH-:GS?* double
mulant strain compared to the wild-type strain, when thesc strains were incubated on glutamine
as nitrogen and carbon source (Fig. 2). The difference in total chemical encrgy was almost 2007
when comparing the double mutant strain with the wild-type strain (Fig. 2). The aclivities of the
enzymes involved in glutamine cycling were measured. NAD-GDII activity was also
determined since the conversion of glulamine to glutamate would supply this amino acid which
can then be catabolized by NAD-GDII for the production of 2-oxoglutarite. As reported
previously (Dantzig er al., 1978), NAD-GDH and NADP-GDH are regulated by the carbon
source. Table | shows that on glutamine as nitrogen and carbon source the wild-type strain had a
low biosynthetic NADP-GDIH activity, although this was at least 14-fold higher than in the
double mutant strain, However, under the same conditions the catabolic NAD-GDIH activity of
the double mutant was 629 greater than that in the wild-type. The GDII-;GS* double mutant
strain calabolized glutamine efliciently, as indicated by the lower glutamine content (Table 2).

GOGAT also participates in glulamine assimilation. As shown in Table 1, GOGAT activity
was 6475, higher in the GDH~; GS* mutant strain on glutamine without sucrose compared to
the wild-type strain. In such conditions GOGAT aclivity is expressed despite the presence of a
glutamate pool (Table 2) which has been shown to repress GOGAT in N. crassa (Hummelt &
Mora, 1980h; Lommitz et al., 1987). As already reported (Ddvila et al., 1978), the single mutant
GS % strain has 10-[old less GS activity than the wild-type strain. This was also true for the
GDIH~;GSt double mutant strain growing in the presence of sucrose (Table 1). Similar to
NADP-GDII, GS activity was lower in the wild-type strain on glutamine compared to
glutamine plus sucrose. Nevertheless, GS activity in the wild-type strain was 25097 of thatin the
GDII=:GS* mutant stinin growing on glutamine as nitrogen and carbon source.

In the GDII=; (IS * stiain growing on glutamine alone as carbon and nitrogen source, 2-
oxoglutarate could be supplied to the tricarboxylic acid cycle through the operation of GOGAT
and the catabolic NAD-GDII activities (Table 1).
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Fig. 1. Grewth estves of the wild-type (O, @), GDH-;GS¢ (O.M), GS* (4)and GDH- (¥) strains
from cultures growa on § mM-glutamine with (open symbols), or without (filled symbols) 1:5% (w/v)
sucrose. The cultures were grown as follows: (a) shaking at 250 r.p.m., inoculum ODy,0=01; (h)
shaking at 250 r.p.m., inoculum ODg,o = 0-05; (c) shaking at 100 £.p.m., inoculum ODg,o = 0:05.

Table |. Specific enzyme activities of the wild-type and GDIT~ ;GS*t strains

The specific enzyme activities were determined after 12 h growth on 5 mM-glutamine with or without
1-$% (w/v) sucrose as carbon source. The culteres were grown with shaking at 250 r.p.m.; the Asyo

imoculum had an ODy,, of 0-1. ND, Not detected.

Specific activity
[nmol min~' (mg protein)~')
—A

1

Strain Sucrese GOGAT T-Gln NAD-GDII NADP-GDII GS
Wikd-type + 109 | kL) 18:3 8040 60
= 81 34 2130-0 14-0 10

GDH-;GS¢ f 106 28 189 ND 06
= 133 55 34400 ND 04
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Fig. 2. Chemical energy content of the wild-type strain ((J) and the GDH~; GS* double mutant strain
(M) growing on glutamine as sole nitrogen and carbon source. The nucleotides were determined after
8 hof incubation. Chemical energy is expressed as the sum of ATP equivalents (1, 1/2, 3and 4 for ATP,
ADP, NADII and NADPH respectively). The cultures were inoculated at an OD,.,, ol 01 and grown
wulh shaking ai 250 r.p.an. ) )

ADP NADI NAI)I‘H

Tablc 2. Glutamine and glutamate content of the wild-type, GS*, and GDH ™~ ;GS* strains
growing on 5 mM-glutamine as sole nitrogen and carbcm source

Amino acid contents was determined after 12 h growth. The cullures were grown with shaking at
- 250 r.p.m.; the inoculum had an ODy,q of 0-1.

Amino acid conlenl

Strain Amino acid [umol (mg protein)~!]
Wild-type Glutamate 03
Glutamine 1-5
GSt Glutamale 05
Glutamine Il
GDH-;GSt Glulamale 03
. Glutamine 04

Table 3. Anmumonium excretion by the wild-type, GDH-, GS* and GDII- :GS* strains growing
on 5 mM-glutamine as sole nitrogen and carbon source

_ Ammonium present in the culture medium was determined after 12 h growth. T Ilc cultures were grown
with shaking at 210 r.p.m., the Inoculum had an Oy, of 01,

Ammonium excretion
A

Eumol ml=')

[umol (mg prolein")‘l

! Strain
Wild-type 015 829
GDIHI- 029 13-18
GSt 042 18-50
GDII-;GSt 1-92 22-85

With glutamine as nitrogen and carbon source both the wild-type strain and the GDI1-:GS*
mutant strains excreted ammonium as the result of glutamine degradation: however, the double
mutant strain excreted almost three times more ammonium than the wild-type (Table 3).

We reported previously (Calderdn et al., 1985) that in N. crassa glutamine is degraded by the
glutamine transaminasc -m-amidase pathway. Table I shows that T-Gln activily was present in
the wild-type and the double mutant strain grown on glutamine in the presence or absence of
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Table 4. Effect of inhibitors on 4 CO,y release from [ Clghatamine by the wild-type and
GOGAT" strains growing on glutamine as sole carbon and nitrogen source

H“CO, release

Strain Inhibitor [c.p.m. (mg protein)™']
WVild-type None 55126
DON (1 mm) 3626
AOA (10 mmM) 9811
GOGAT-  None 21574
DON (1 mM) 2079
AOA (10 mm) 3753

i
Table . '*CO, release by the wild-type. GDI{~,GS* and GDH~ ;GS? strains growing on
5 mM-glutamine as sole nitrogen and carbon source
14CO, released was determined during 12 h growth on 5 mum-glutamine and 0-2pCi ml (7-4 kBq)
[U-"*C|glutamine. The cultures were grown with shaking at 250 r.p.m.; the inoculum had an

0[),4,0 of 0-1.

14CO, relcase
' i -As N
Strain c.p.m. [c.p.m. (mg protein~')]
Wild-type 325371 442681
GDII- 110629 430506
ust 530834 592448
GDH-;GS*t 1331067 313930

sucrose; activity was 629 higher in the GDH~;GS? strain growing on glutamine as nitrogen
and carbon source as compared to the wild-type strain (Table I).

Although low NADP—GDI1 and GS activities were present in the wild-type Strain growing
on glutamine without sucrose (Table 1), some of the ammonium released from glutamine must
be incorporated since the GDH~ and GS* single mutant strains excreted 59% and 123%,
respectively, more ammonium than the wild-type strain (Table 3) and did not grow as well as the
GDII-;GS* strain under such conditions (Fig. 1a). ‘

Ghaamine degradation and synthesis

The glutamine degradation pathways of N. crassa growing on glutamine as sole nitrogen and
carbon source were demonstrated by incubating the wild-type and GOGAT" strains with
["*Clglutamine and measuring CO, production (Table 4). In the wild-type strain, DON, an
inhibitor of amidotransferase and w-amidase activitics, lowered CO, productton by 93%; when
AOA, an inhibitor of aminotransferases was added, '*CO, rclease lell by 829 (Table 3). The
amount of '*CO, released by the GOGAT- strain was only §| % of that released by the wild-
type; DON inhibited by 90% and AOA inhibited by 83% theamount of '*CO, released by this
strain (Table 4).

These results indicate that glutamine is degraded to 2-oxoglutarate by GOGAT the catabolic
NAD-GDII and the glutamine transaminase-w-amidase pathway. Glutamine oxidation was
also determined in the single mutants GDII- and GS1, in the double mutant GDI~;GS* and
in the wild-type strain. The mutant strains oxidized more glutamine than the wild-type strain.
The wild-type strain and the single mutant strains oxidized more glutamine per mg of protein
than the double mutant strain. However, total CO, production was four times greater in the
double mutant strain compared to the wild-type strain (Table 5).

Glutamine synthesis in the presence of glutamine as sole nitrogen and carbon source was
demonstrated by incubating the wild-type and mutant strains with ['*Clglutamate. Glutamine
labelling in the wild-type strain was five and thirteen times greater, respectively, than in the
GSt and GDH~;GS* strains, in spite of the higher specific radioactivity found in glutamate
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Table 6. Incorporation of label from ['*Clglutamate into glutamine in the wild-type, GS* and
GD!~ ;GSt strains growing on 5 mM-glutamine as sole nitrogen and carbon source

Specific radioaclivity

Glutamine labelling found in glutamale
Strain [e.p.m. (ing protein)™'] [c.p.m. (unol glutamate)~')
Wild-type 37524 230000
GSt 6905 332742
GDIH-;GS¢ 2788 3143685

(Table 6). This indicates that the ammonium that comes from glutamine degradation is
sequentially converted to glutamine. The fourlold lower glutamine content in the GDH~;GS¢*
sirain in comparison with the wild-type strain (Table 2) indicates that glutamine cycling is
scverely impaired in the double mutant.

DISCUSSION

* In N. crassa glutamine is degraded by the glutamine transaminase-w-amidase pathway to
ammonium and 2-oxoglutarate (Calderon er al., 1985) and the ammonium released by this
pathway is assimilated by NADP-G DU and by GS, thus leading to the operation of a glulamine
cycle by which this amino acid is continually degraded and resynthesized (Calderon & Mora,
1985). Glutamine is also cycled by GOGAT to glutamate (Calderén & Mora, 1985).

Although glutumine Is converled lo 2-oxoglutarule, this aimino acld cannol be elliciently
utilized as a nitrogen and carbon source by wild-type N. crassa (Mora et al., 1980), possibly
because of the great expenditure of energy as a result of glutamine cycling (Calderon & Mora,
1985). There have been reports indicating that a great amount of energy is expended in
glutamine synthesis. It has been shown that when ammonium is added to an ammonium limited
culture of E. coli, there is a burst of glutamine synthesis which imposes a drastic drain on ATP;
the accumulated glutamine activates the enzymes for GS inactivation by adenylylation and thus
the ATP pool is replenished (Wohlhucter er al., 1973). Fisher et al. (1986) reported that jn
Bacillus subtilis, the presence of the herbicide glyphosate results in the largely futile utilization of
significant amounts of phosphoenolpyruvate and ATP. The dramatic ability of L-glutamate and
L-glutamine to increase glyphosate resistance in B. subuilis fits in with possible consequence of
energy drain on nitrogen assimilation.

- We used a double mutant lacking NADP-GDIH and partially lacking GS in order to prevent
the waste of energy and carbon skeleton drain in the synthesis of glutamate and glutamine. This
GDH~;GSt double mutant strain grew on glutamine as sole carbon and nitrogen source while
the wild-type grew only very slowly. The GDIH- and GS? single mutants also grew only slightly
on glutamine alone, indicating that the synthesis of both glutamate and glutamine contributes to
this efTect. Better growth of the wild-type strain and the double-mutant was obtained in culture
conditions of high aeration suggesting that substrate oxidation is a limiting process lor growth
on glutamine as nitrogen and carbon source. The higher glutamine content of the wild type
strain was proof that the differences in growth between the wild-type and the GDII=;GS#
strains were not due to a difference in the uptake of glutamine.

All the enzymes that catabolize glutamine to plutamate, or ammonium and 2-oxoglutarate
were present at higher activities in the GDH~;GS* mutant compared to the wild-type when
grown on glutamine as nitropen and carbon source; however, the enzymes that assimilate
ammonium were present al higher activity in the wild-type. These differences were reflected ina
threefold higher ammonium excretion by the double mutant when compared with the wild-type
strain,

Although a higher rate of glutamine oxidation in the GDH~;GS#* strain than in the wild-
strain might be expected, the higher CO, production by the wild-type strain can be explained if
the energy from glutamine oxidation is expended on glutamine cycling in the wild-type strain,
which cannot happen in the double mutant. ‘The latter is confirmed by the higher excretion of
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ammonium on glutamine as nitrogen and carbon source and the decrease of glutmmine
resynthesis under these conditions in the double mutant, Futile cycles may not be entirely futile
since they can be considered as metabolic processes that uncouple catabolism from anabolism
and, although they waste encrgy, they compensate for variations in the carbon supply (Tempest
& Neijsell, 1987). In this sense, glutamine cycling is a futile cycle when N. crassa is grown on
glutamine as sole nitrogen and carbon source but it is necessary in order that glutamine can be
utilized as a ¢arbon source (Ilernindez & Mora, 1986). The difTerences in growlh between the
wild-type and the GDH - ;GS* strains can be explained as the result of sparing carbon skeletons
and energy when glutamate and glutamine synthesis is severely impaired.

A higher ATP, ADP, NADII and NADPIH content was observed in the GDH~; GS# strain
in comparison with the wild-type strain. This suggests that consumption of ATP by GS for
glutamine synthesis and NADPIT by the NADP-GDU for glutamate synthesis is very high and
that a mutant strain which lacks these enzyme activities can save energy which can, in turn, be
used for cell growth. Moreover, when growth on ammonium is inhibited by the GS inhibitors
glycine or methionine sulphoximine the intracellular concentration of ATP is higher after a
short period of incubation, as compared with non-inhibited growth on ammonium (Mora et al.,
1988).

On the basis of the results presented here, and taking into account the absence of NADD-
GDII and GS activities in the GDH~;GS#* strain, we infer that glutamate that comes from
glutamine by the GOGAT reaction can be preferentially degraded through the catabolic NAD-
GDH to 2-oxoglutarate since less of this compound is used in glutamate and glutamine synthesis
compared with the wild-type strain. In a similar way, the 2-oxoglutarate that comes [rom the
glutamine transaminase-w-amidase pathway can also be preferentially diverted to the
tricarboxylic acid cycle instead of being used to synthesize glutamate. No glutaminase activity is
found in N. crassa growing on glutamine as nitrogen and carbon source (Calderdn et al., 1985,
1989). _

Although we found that the biosynthetic NADP-GDH and GS activities were very low in the
wild-type strain growing on glutamine as nitrogen and carbon source, the better growth, the
higher ammonium excretion and the decrease in glutamine synthesis in the GDH~; GS* strain
indicates that the synthesis of glutamate and glutamine by NADP-GDII and GS is lmporl'ml to
spare carbon skeletons and chemical energy.
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Discusién

El estudio de las vias que participan en la asimilacidén de la
glutamina en N. crassa en una fuente inorganica de nitrdégeno
(nitrato de amonio) se realizé marcando con L-[amido-13N]
glutamina a la cepa silvestre y mutantes en las vias que par-
ticipan en la asimilacién de amonio de N. crassa y determinando
la distribucién de la radioactividad en los diferentes metabo-
litos nitrogenados.

El hecho de que en la cepa silvestre crecida en nitrato de
amonio como fuente de nitrégeno, se encuentre amonio y 2-
oxoglutaramato marcado (Tabla la), indica que la via de la transa
minasa de glutamina-w-amidasa participa en la degradacién de la
glutamina a amonio en esta condicién.

Una parte importante del amonio liberado de la glutamina es
asimilado por la GDH-NADPH para sintetizar glutamato, como lo in-
dica el mayor marcaje de amonio en la mutante GDH comparado con
la cepa silvestre (Tabla la). La GS también participa en la
asimilacidén del amonio como lo indica: a) el encontrar marcado el
grupo amino de la glutamina en la cepa silvestre (Tabla la); el
marcaje en el grupo amino se debe a que se estd sintetizando
glutamina a partir de glutamato marcado, y b) la disminucién de
la marca en glutamina, tanto en la del grupo amido como en la del
amino y el aumento del marcaje en glutamato y alanina cuando se
preincuba a la cepa silvestre con un inhibidor de la glutamino
sintetasa (L-metionina sulfoximina) (Tabla 1a).

La GOGAT participa en la asimilacién de la glutamina a
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glutamato en nitrato de amonio como fuente de nitrdégeno como lo
indica: a) la presencia de glutamato marcado en la mutante GDH™
(Tabla la), y b) la disminucidén del glutamato marcado en una
mutante GOGAT (Texto 18T articulo). El glutamato marcado que se
encuentra presente en la mutante GDH no proviene de una
glutaminasa, ya que una glutaminasa sélo podria dar glutamato
marcado después de que estuviera marcado el grupo amino de la
glutamina y, como se muestra en la Tabla la, la marca del
glutamato es tres veces mayor que la que se encuentra presente en
el grupo amino de la glutamina. También el hecho de que en N.
crassa no se ha encontrado actividad de glutaminasa (31,43) y el
hecho que una doble mutante GDH ;GOGAT crece mal en glutamina
como fuente de nitrégeno y que requiere de glutamato para crecer
éptimamente, apoya la participacién de la GOGAT en la sintesis de
glutamato indica que las glutaminasas no participan en 1la
degradacién de la glutamina.

El mayor marcaje de glutamato y el menor marcaje de glutamina
en la mutante GDH comparado con la cepa silvestre (Tabla la), se
puede explicar por una mayor actividad de GOGAT y una mayor poza
de 2-oxoglutarato en la mutante GDH™ (30), ya que en esta mutante
se estd sintetizando una mayor cantidad de glutamato por 1la
GOGAT, mientras que en la cepa silvestre una gran parte del
glutamato se sintetiza con la GDH. El1 hecho de que la mutante
GDH™ tenga una mayor poza intracelular de amonio, da como resul-
tado que en esta mutante se esté sintetizando glutamina a partir

de un amonio con una menor radioactividad especifica.

El mayor marcaje del grupo amino de la glutamina en la mutante
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GDH~ comparado con la cepa silvestre se explica por la menor poza
intracelular de glutamato en la mutante GDH , asi como el mayor
marcaje en glutamato en esta mutante, lo que da como resultado
una mayor radioactividad especifica del glutamato.

El mayor marcaje de alanina en la mutante GDH comparado con
la cepa silvestre, se puede explicar por la acumulacién de
piruvato a consecuencia de la acumulacion de 2-oxoglutarato en
esta mutante (14,30).

La distribucién de la marca en la cepa silvestre después de
haber marcado con L-[amido-13N) glutamina durante cinco minutos
muestra que después de la glutamina, el compuesto mdas marcado es
el glutamato, siguiéndole el amonio. Estos datos indican que una
gran proporcioén de la glutamina es asimilada en glutamato y
degradada a amonio en lugar de ser utilizada para la sintesis de
otros compuestos nitrogenados, de los cuales la glutamina es un
donador, como por ejemplo, histidina, carbamilfosfato, arginina,
purinas y pirimidinas. Asi, la marca en glutamato es 46 veces
mayor que la de carbamilfosfato y 116 veces mayor que la de his-
tidina, y la marca en amonio es 17 veces mayor que la de car-
bamilfosfato y 42 veces mayor que la de histidina, sin considerar
el amonio que se ha utilizado por la sintesis de glutamato y
glutamina. En la mutante GDH™ la marca en amonio es 76 veces
mayor que la que se encuentra en carbamilfosfato.

Si consideramos que en la cepa silvestre a los cinco minutos
del marcaje, el glutamato proviene de la asimilacién de la
glutamina por la GOGAT y sin tomar en cuenta la marca en

glutamina ni la asimilacion de amonio para la sintesis de
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glutamato y glutamina, asi como la asimilacién de glutamato para
la sintesis de la glutamina, se puede decir que un 62.2% de la
glutamina es asimilada a glutamato por la GOGAT, que por lo menos
un 22.2% de la glutamina es degradada por la via de la transa-
minasa de glutamina-y-amidasa, y sdélo un 15.5% del nitrdgeno se
deriva para la sintesis de otros compuestos nitrogenados.

La retencién de mas del 90% del nitrdégeno marcado en glutamato
y glutamina en la cepa silvestre (Tabla 1) indica que casi todo
el nitrégeno esta ciclando entre estos dos aminoacidos, lo que da
como resultado que en este reciclaje se gaste una gran cantidad
de poder reductor y energia.

Aunque en N. crassa la glutamina es convertida a 2-oxoglutara-
to, este aminodcido no puede ser utilizado eficientemente como
fuente de nitrdgeno y carbono (20). Una posiblidad para explicar
esta observacién podria ser que en glutamina como fuente de
nitrégeno y carbono, operara el reciclaje de la glutamina y que
diera como resultado que el poder reductor y energia en lugar de
utilizarse para otras reacciones biosintéticas y crecer, se gas-
tara en el reciclaje de la glutamina. En base a lo anterior, se
probé el crecimiento de cepas con mutaciones en las enzimas que
participan en la asimilacién de amonio. Una doble mutante GDH™
:GSi que carece de la actividad de deshidrogenasa glutamica
biosintética (GDH-NADPH) y parcialmente de la actividad de
glutamino sintetasa (GS) es capaz de crecer en glutamina como
fuente de nitroégeno y carbono mientras que la cepa silvestre
crece muy lentamente (Fig. 1A). Las mutantes sencillas GDH™ y GS1

crecen un poco mas que la cepa silvestre en esta condicién, 1lo
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que indica que tanto la sintesis de glutamato como la de
glutamina participan en este efecto. La cepa silvestre es capaz
de crecer en glutamina como fuente de nitrdégeno y carbono cuando
el cultivo se encuentra mas aereado como es el caso en el que se
utiliza un menor inéculo (Fig. 1B), en esta condicidén, la mutante
GDH':GSi crece mejor. Si se utiliza un bajo indéculo y se dis-
minuye la aereacién, la cepa silvestre sdlo presenta un
crecimiento inicial y deja de crecer, mientras que la doble
mutante GDH';GSi s6lo disminuye la velocidad de crecimiento. Es-
tos datos indican que la oxidacién es un proceso limitante para
la utilizacién de la glutamina como fuente de nitrdégeno y car-
bono.

Las diferencias de crecimiento entre la cepa silvestre y 1la
doble mutante GDH_;GSi no son debido a una diferencia en el
transporte de glutamina como lo muestra el mayor contenido de
glutamina en la cepa silvestre (Tabla 2).

En comparacién con la cepa silvestre, la doble mutante GDH™
:GS: tiene un contenido mas alto de ATP, ADP, NADH y NADPH que al
hacer la equivalencia en ATP del ADP, NADH y NADPH nos da casi el
doble de contenido de energia quimica en la doble mutante GDH™
;Gsi (Fig. 2). Estos resultados nos indican que el gasto de ATP
por la GS y de NADPH por la GDH-NADPH es muy alto y que, cuando
una mutante carece de las actividades de estas enzimas, puede
ahorrar energia y utilizarla para el crecimiento celular.

Se determinaron en la cepa silvestre y en la doble mutante
GDH';GSi las actividades enzimaticas de las enzimas que par-

ticipan en la degradacidn de la glutamina. Como se muestra en la
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Tabla 1b, la actividad de GOGAT, asi como la de la transaminasa
de glutamina, se encuentran presentes en glutamina como fuente de
nitrégeno y en glutamina como fuente de nitrégeno y carbono,
siendo estas actividades aproximadamente un 160% mayor en la
doble mutante GDH_;GSi comparado con la cepa silvestre en
glutamina como fuente de nitrdégeno y carbono. Se intentaron
varios ensayos para determinar actividad de glutaminasa en
glutamina como fuente de nitrdgeno y carbono y no se encontré ac-
tividad en ningin caso. Estos datos indican que las vias que par-
ticipan en la asimilacidén de la glutamina son similares, cuando
se utiliéa este aminodcido como fuente de nitrdégeno o como fuente
de nitrégeno y carbono (42,43).

Se determiné también la actividad de deshidrogenasa glutamica
catabdélica (GDH-NADH), debido a que se ha reportado que esta en-
zima es regulada por la fuente de carbono (49) y podria par-
ticipar en la degradacidén del glutamato sintetizado por la GOGAT
a 2-oxoglutarato y amonio. Como se muestra en la Tabla 1b, la ac-
tividad de GDH-NADH se induce mas de cien veces cuando se utiliza
glutamina como fuente de nitrégeno y carbono comparado cuando
s6lo se utiliza glutamina como fuente de nitrégeno, y esta ac-
tividad en la doble mutante GDH';GS: es un 162% mayor que en la
cepa silvestre en glutamina como fuente de nitrdégeno y carbono.

Se determinaron las actividades de la deshidrogenasa gluta-
mica biosintética (GDH-NADPH) y de la glutamino sintetasa en
glutamina como fuente de nitrogeno y como fuente de nitrégeno y

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

se reprimen en una mala fuente de carbono (20,49). En la cepa
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silvestre, la GDH-NADPH asi como la GS se reprimen respec-

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

de nitrdégeno y carbono, comparado cuando se utiliza este

aminoacido como fuente de nitrégeno. En la doble mutante GDH":GS:

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

es por lo menos 14 veces mas alta en la cepa silvestre comparado
+

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

nitrégeno y carbono. La GS se encuentra un 250% mas elevada en la
+

cepa silvestre comparada con la doble mutante GDH ;GS~ en
glutamina como fuente de nitrégeno y carbono.

En la doble mutante GDH—;GSi comparada con la cepa silvestre
en glutamina como fuente de nitrdégeno y carbono se encuentra
aproximadamente un 160% mas actividad de las enzimas gque par-
ticipan en el catabolismo de la glutamina a 2-oxoglutarato y
amonio mientras que en la cepa silvestre se encuentra una mayor
actividad de las enzimas gque participan en la asimilacidén de
amonio, lo que da como resultado que la doble mutante tenga
ligeramente aumentada su capacidad para degradar glutamina a
amonio y 2-oxoglutarato, y disminuida la asimilacién de estos
compuestos. Asi como se muestra en la Tabla 3, la doble mutante
GDH':GS: excreta casi tres veces mas amonioc por miligramo de
proteina que la cepa silvestre. Las mutantes sencillas GDH™ y Gsi
excretan mas amonio que la cepa silvestre y menos que la doble
mutante GDH';GS:, lo que indica que tanto la GDH como la GS par-
ticipan en la asimilacién del amonio gque proviene de 1la

degradacién de la glutamina cuando se utiliza este aminoacido

como fuente de nitrdgeno.
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La demostracién in vivo de las enzimas que participan en la
asimilacién de la glutamina se realizé midiendo la liberacidn de
14CO2 a partir de [U—14C] glutamina en la cepa silvestre y en una
mutante que carece de la actividad de GOGAT en presencia de
aminooxiacético (AOA) que es un inhibidor de las transaminasas o
de 6-diazo-5-oxo-L-norleucina que es un inhibidor de transa-
midasas que también inhibe a la w-amidasa. Como se muestra en la
Tabla 1, la mutante GOGAT libera un 39% de 14C02 comparado con la
cepa silvestre, lo que demuestra la participacion de la GOGAT en
la asimilacion de la glutamina a glutamato, asi como indica el
papel de la GDH-NADP en la degradacidén del glutamato formado a 2-
oxoglutarato y amonio. En la cepa silvestre como en la mutante
GOGAT™ 1la liberacién de 14002 a partir de [U—14C] glutamina es
inhibida por ACA y DON, lo que indica que la via de la transa-
minasa de glutamina-w-amidasa participa en la degradacién de la
glutamina a 2-oxoglutarato y amonio.

Como se muestra en la Tabla 5, la liberaciodn de 14C02 a partir
de [U—14C] glutamina en las mutantes GDH',GS: Yy GDH_;GS: es mayor
que la cepa silvestre; sin embargo, la liberacioén de 14002 por
miligramo de proteina en la doble mutante GDH';GSt es menor que
en la cepa silvestre. Estos resultados indican que en la doble
mutante GDH—:GS:, aunque hay una mayor degradacion de glutamina a
amonio (Tabla 3), el 2-oxoglutarato que se forma no se utiliza
para oxidarse y dar mas poder reductor y por lo tanto energia,
sino que éste se deriva para la sintesis de otros compuestos
organicos y crecer. De tal manera que en esta doble mutante GDH™

e

iGS”, el ahorro de NADPH y ATP para la sintesis de glutamato y
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glutamina es alto y ahora estos son utilizados para otras reac-
ciones biosintéticas y para crecer.

La sintesis de glutamina cuando el hongo se crece en este
aminodcido como fuente de nitrégeno y carbono se demuestra a
través de marcar con [U—14C] glutamato y determinar la marca en
glutamina. Como se muestra en la Tabla 6, se encuentra marcada la
glutamina en la cepa silvestre y esta marca disminuye en 1la
mutante GSi y aun mas en la doble mutante GDH—;GS:. Estos resul-
tados demuestran que, no obstante que la actividad de GS es muy
baja en la cepa silvestre en glutamina como fuente de nitrdégeno y
carbono, existe sintesis de glutamina y que aunque la diferencia
de actividad de GS de la cepa silvestre y la doble mutante es de
un 250%, estos resultados muestran que la sintesis de glutamina
es 13 veces menor en esta doble mutante. El1 hecho de que en la
doble mutante GDH';GSi exista una menor sintesis de glutamina que
en la mutante GS: indica que la sintesis de glutamato por la GDH
es importante para aumentar la poza de glutamato y para que éste
se derive para la sintesis de glutamina. Asi, se puede observar

%
en la Tabla 2 gque en la mutante GS~, la poza de glutamato es 166%

mayor que en la doble mutante GDH";GS:.

Los resultados reportados en este trabajo muestran que en N.
crassa en glutamina como fuente de nitrdégeno y carbono, este
aminodcido es degradado a amonio y 2-oxoglutarato por la GOGAT Yy
la GDH-NADH y por la via de la transaminasa de glutamina-w-ami-
dasa, y aunque las actividades de la GDH-NADPH y de la GS estan

muy bajas en esta condicién, existe una considerable sintesis de

glutamato y glutamina por estas enzimas, dando lugar a un ciclo
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en el cual la glutamina es degradada y resintetizada que da como
resultado que el 2-oxoglutarato no se deriva hacia el ciclo de
Krebs y su metabolismo a otros compuestos organicos, asi como a
un gasto futil de poder reductor (NADPH) y energia (ATP).

Es interesante mencionar que en glutamina como fuente de
nitrégeno y carbono las vias que participan en la degradacién de
la glutamina a 2-oxoglutarato (GOGAT-GDH-NADH, transaminasa de
glutamina-w-amidasa) requieren de un 2-oxocacido para que se
lleven a cabo, a diferencia de lo que podria ser la operacidén de
una glutaminasa y una GDH-NADH como puede suceder en otros
microorganismos (31,50). Una posible ventaja de que N. crassa
utilice estas vias para degradar glutamina a 2-oxoglutarato,
podria ser la de degradar glutamina sin depletar las pozas de
aminoacidos, ya que es necesario para que estas vias funcionen
6ptimamente una poza de 2-oxodcidos y ademdas que en el primer
paso de estas vias se sintetiza un aminoacido.

El reciclaje de la glutamina cuando el hongo se crece en este
aminodcido como fuente de nitrégeno y carbono puede considerarse
como un ciclo futil, asi el bloqueo de este ciclo da como resul-
tado que la glutamina se utilice eficientemente como fuente de
nitrégeno y carbono. Sin embargo, el reciclaje de la glutamina en
N. crassa puede tener una funcién importante cuando se utiliza
una buena fuente de carbono como lo muestra el hecho de que al
bloguear la sintesis de glutamina disminuye el catabolismo de
carbono de la sacarosa (46). Se ha propuesto que el gasto de ATP
por la GS y la regulacidn del metabolismo de carbono por la carga
energética pueden ser los puntos de interaccién en la regulacidn
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coordinada del metabolismo de nitrégeno y carbono (46). En B.
subtilis se ha reportado que mutantes totales de la GS dan como
resultado una utilizacién pobre de la glucosa como fuente de
carbono y la expresién de varios genes sujetos a la represidn
catabdlica por glucosa (51). Esto sugiere que este mecanismo de
regulacién coordinada puede ser general.

Los procesos ciclicos son comunes en el metabolismo celular,
éstos funcionan en oxidaciones y sintesis, en la generacién de
energia, poder reductor y en el transporte de una variedad de
compuestos a través de membranas (45). Sin embargo, existen
ciclos en los cuales la funcidén no es aparente, como es el caso
cuando una reaccién para la sintesis y degradacién de un com-
puesto es catalizado por diferentes enzimas y donde la sintesis
consume ATP. Estos ciclos causan una hidrélisis de ATP sin el
correspondiente cambio de reactantes, por lo cual a estos ciclos
se les ha identificado con el nombre de ciclos futiles (45). En
el metabolismo de carbohidratos existen tres ciclos en tejidos
gluconeogénicos: a) el de glucosa y glucosa 6 fosfato, b) el de
fructosa 6 fosfato y fructosa 1,6 difosfato, y c) el de fosfoenol
piruvato y piruvato.

El reciclaje de un compuesto puede tener la funcidén en el con-
trol metabdlico de amplificar los efectos de ligandos
alostéricos, asi por ejemplo la fosfofructoquinasa es inhibida
por ATP, mientras que la fructosa difosfatasa es inhibida por
AMP; de tal manera, una baja cantidad de ATP y una alta cantidad
de AMP da como resultado la sintesis de fructosa 1,6 difosfato y

su utilizacidén en la glicélisis (55). En las abejas zumbadoras se
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ha reportado que el reciclaje de fructosa 1,6 difosfato tiene un
papel importante en la termogénesis del musculo que utilizan para
volar (52).

En estudios realizados en E. coli se ha calculado tedricamente
gue en glucosa como fuente de carbono una mol de ATP da 28.8
gramos de peso seco de células. Sin embargo, los rendimientos ex-
perimentales son sélo un 50% de los tedricos (45). Gunsalus y
Shuster (54) postularon la posible disipacién de energia por un
mecanismo de ATPasa. Harder (55) propuso que para que la energia
biolégica se convierta bien, tiene que trabajar en condiciones de
maximo rendimiento de energia y por lo tanto tiene que funcionar
a una baja eficiencia, como es el caso de una maquina de vapor.
La aplicacidén de la termodindmica de sistemas en no equilibrio a
la conversion de energia en sistemas vivos concuerdan con este
postulado (56), de tal manera que debe haber procesos que con-
sumen el exceso de energia, asi, se ha propuesto que los ciclos
futiles pueden funcionar como reacciones disipadoras de energia

(45) .
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