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INTRODUCCION. 

Neurospora crassa es un hongo de la clase ascomice-- 

tos, cuyas cepas silvestres pueden crecer en un medio mí- 

nimo en el que este presente una fuente de carbono y de

nitrógeno, algunos elementos en cantidades traza, y la -- 

vitamina biotina. Como fuente de carbono puede utilizar

succinato, glicerol, glucosa, otros monosacáridos y algu- 

nos oligo y polisacáridos. El nitrógeno puede ser propor- 

cionado como nitrato, nitrito, amonio o en forma de nitró

geno ormino. 

Neurospora crassa es un organismo, que a diferencia

de los organismos procariotes tienen: a) mayor tamafto, b) 

organelos celulares como: mitocondrinas, vacuolas, etc., 

c) núcleo definido por una membrana nuclear, d) más de -- 

un cromosoma, e) una membrana celular mas compleja ( con - 

colesterol) y f) se reproduce sexualmente. 

La fase vegetativa de Neurospora crassa esta consti- 

tuida por filamentos ramificados multinucleados, llamados

hifas, las que estan segmentadas por septos que contienen

poros y que permiten el paso de nucleos y citoplasma. Los

nucleos se dividen por mitosis y al conjunto de hifas se

le llama micelio. 
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En ciertas condiciones de limitación de nutrientes y

de deshidratación, los extremos de las hifas 'se segmentan

y forman esporas. A su vez las esporas ( conidias) en un

medio acuoso y en presencia de los nutrientes adecuados, 

germinan para dar micelio. 

Neurospora crassa además se reproduce sexualmente a

través de la participación de dos cepas de diferente tipo

sexual ( A y a ) en la cual las esporas de un tipo se -- 

usan para inocular ( fertilizar) cultivos diferenciados - 

sexualmente ( protoperitocio) del otro tipo. Estas caracte

rísticas de Neurospora crassa han permitido realizar el - 

análisis genético y bioquímico más completo de un eucario

te. ( Vogel y Kopac 1959) 

Una cepa silvestre de Neurospora crassa en un medio

mínimo, sintetiza los 20 aminoácidos que son incorporados

en proteínas. En el caso del aminoácido arginina, se han - 

identificado la mayor parte de las enzimas que participan

en su síntesis y su catabolismo, e igualmente se han encon

trado las mutantes correspondientes a la ausencia de cada

una de ellas. 
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En la fig. 1 se esquematiza la via biosintetica y ca

tab6lica de arginines. 

En Neurospora crassa, el aminoácido arginina es sin- 

tetizado a partir de la glutamina. Este aminoácido en una

reacción catalizada por la enzima carbamil fosfato sinte- 

tasa especifica de arginina ( Davis y col 1967) cede su

nitr6geno amino para formar carbamil fosfato y ácido glu- 

támico. El ácido glutámico forma ornitina, a través de un

ciclo de reacciones en el cual participan cuatro diferen- 

tes enzimas ( fig. 1). 

La enzima ornitino transcarbamilasa, cataliza la rea

cci6n de condensación entre carbamil fosfato y ornitina - 

produciéndose citrulina y fósforo inorgánico. 

En el siguiente paso, citrulina y ácido aspártico se

condensan formando el ácido arginino succinico, siendo es

ta reacci6n catalizada por la enzima arginino succinico - 

sintetasa dependiente de ATP y Mg++. 

En la última reacci6n de esta vía, la enzima argini- 

no súccinasa cataliza la eliminación de ácido fumárico -- 

del ácido arginino succinico para producir arginina. 
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En la via catabólica de arginina la enzima arginasa

cataliza la hidrólisis de este aminoácido para formar -- 

ornitina y urea. 

La ornitina producida, transamina con el ácido -- 

ceto glutárico formándose ácido glutámico, y el semialde- 

hido del ácido glutámico, siendo esta reacción catalizada

por la enzima - ornitino c transaminasa. 

E1 semialdehido del ácido glutámico se cicliza expon

táneamente formándose el ácido A 1, pirrolín carboxílico, 

que por último es convertido enzimáticamente en el aminoá

cido prolina. 

En Neurospora crassa, la arginina acumulada intrace- 

lularmente, proveniente del medio de cultivo, interrumpe

la biosíntesis endógena de este aminoácido, debido a que

modula negativamente la síntesis de los intermediarios de

la vía, ornitina y carbamil fosfato y además induce su -- 

catabolismo. 

Los datos que apoyan lo anterior son los siguientes: 

a).- Una doble mutante de Neurospora, la pyr- 3a; arg- 

1? s, incapaz de sintetizar carbamil fosfato especifico - 
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para síntesis de pirimidinas, y con un bloqueo parcial en

la enzima ornitino transcarbamilasa ( OTC), crece en medio

mínimo y no en presencia de arginina ( Davis y Woodward -- 

1962). 

b).- Williams y col ( 1971) han demostrado que la do- 

ble mutante arriba mencionada, crece en medio mínimo debi

do a la elevación en la poza de carbamil fosfato especifi

co de la vía, esta elevación permite a este metabolito el

ser usado también como precursor de pirimidinas. El blo- 

queo de la enzima OTC, que tiene esta mutante, es el cau- 

sante de que al disminuir la poza de arginina, se aumente

la síntesis de la enzima que cataliza la formación de car

bamil fostato precursor de arginina. En presencia de argi

nina en el medio de cultivo, esta cepa no crece debido a

que la enzima mencionada se sintetiza en menor cantidad, 

lo cual hace disminuir la poza de carbamil fosfato. 

c).- La cepa mutante aqa de Neurospora, deficiente - 

en la actividad de arginasa, es inhibida en su crecimiento, 

si en el medio esta presente el aminoácido arginina. Esta

inhibición se revierte si al medio se le adiciona putresi

na o espermidina ( Davis y Col 1970). 
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Los resultados anteriores han sido interpretados por

Davis como que una cepa que carece de arginasa, en pre- 

sencia de arginina, se empobrece de ornitina. Este aminoá

cido es precursor de la espermidina y la putresina, meta- 

bolitos que son indispensables para el crecimiento del -- 

hongo. La depleci6n de ornitina que ocurre en presencia

de arginina es el resultado de la ausencia de arginasa y

de el retrocontrol negativo que la arginina ejerce sobre

la síntesis de ornitina a partir del ácido glutámico. 

Los datos presentados, indican que en presencia de - 

arginina en el medio de cultivo, se cierra la biosíntesis

de este aminoácido y se induce su catabolismo. 

La cepa arg- 8 de Neurospora crassa es un aux6trofo

de prolina, y crece si al medio se le agrega dicho aminoá

cido ( Castañeda y col 1967; Vogel y Bonner 1954). Esta -- 

mutante también crece en arginina y ornitina, como resul- 

tado de la acción de una permeasa para aminoácidos básicos

Sánchez y col 1972), una arginasa ( Castañeda y col 1967; 

Davies y col 1970) y una ornitino transaminasa ( Davis y

Mora 1969). Estas funciones conducen a la formaci6n de á- 

cido glutámico y del semialdehido de este ácido, siendo - 
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éste último un precursor de prolina, el cual la cepa arg- 8

no es capaz de sintetizar por la via biosintetica normal. 

Es una paradoja que la cepa arg- 8 no utilice, como

precursores de prolina, la ornitina y la arginina end6ge- 

namente sintetizadas, más aún, hemos encontrado que esta

cepa, cuando se incuba en un medio mínimo acumula argini- 

na que no es catabolizada. 

En este trabajo reportaré la acumulación de los ami- 

noácidos glutamina y arginina, que ocurre cuando Neurospo

ra crassa es deprivada de un aminoácido. 
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MATERIAL Y METODOS. 

CEPAS. - 

Todas las cepas que se utilizaron en el presente tra

bajo provienen del Fungal Genetics Stock Center en Darmou

th College, Hanover N. H., U. S. A. y de la colección parti- 

cular del Dr. Jaime Mora. Las dobles mutantes fueron obte

nidas después de realizar las cruzas correspondientes. 

Las cepas son las siguientes: 

arq- 8, prol- 4 y prol- 1 auxótrofos de prolina

arq- 5 y arq- 6 aux6trofos de arginina

trip -1, trip -2, trip -3 y trip -4 aux6trofos de tript6fano

his -3 e his -6 aux6trofos de histidina

phe- 1 aux6trofo de fenilalanina

tir-1 aux6trofo de tirosina

arom auxótrofo de aminoácidos aromaticos ( fenilalanina

y tript6fano) 

iv -1 aux6trofo de isoleucina y valina

val -1 aux6trofo de valina

lis -1 aux6trofo de lisina

pyr- 3 aux6trofo de uridina
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Dobles mutantes

arg- 5 ; arg- 8

arg- 6 ; arg- 8

prol- 4; trip -2

pvr- 3a arg- 8

Medios: 

Para los experimentos de crecimiento en medio liqui- 

do, N. crassa se crecio en el medio mínimo N de Vogel ( Vo- 

gel 1956) al 2% suplementado con sacarosa al 1. 5% 6 glice

rol al 2%. 

El medio de Vogel contiene por litro de agua bidesti

lada: 

Na3citrato' 5H20 150 g. 

KH2PO4 250 g. 

NH003 100 g. 

MgSO4.. 7H20 10 g. 

CaC12. 2H20 5 g. 

Sol. de Biotina* 5 ml. 

Sol. Elementos traza** 5 ml. 

La solución de biotina se prepara disolviendo 5 mg. 

de biotina en 100 ml. de agua. 
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La solución de elementos traza contiene por 100 - 

ml, de agua bidestilada: 

Ac. c1trico. H2O 5 g. 

ZnSO4. 7H20 5 g. 

Fe( NH4) 2( SO4) 2. 6H2) 1 g. 

CuSO . 5H20 0. 25 g. 

MnSO4H2O 0. 05 g. 

H3BO3 0. 05 g. 

Na2Mo04. 2H2O 0. 05 g. 

Finalmente se añade 5 ml. de cloroformo por litro - 

de medio como preservativo. 

Para el medio mínimo SN ( sin nitrógeno) no se añade

NH4NO3. y en los elementos traza en vez de Fe ( NH4) 2( SO4) 

26H2O, 
se añade la misma cantidad de FeSO4. 7H2O. 

Condiciones de crecimiento: 

Las esporas usadas como inóculo en los experimentos

de crecimiento en medio liquido, fueron recogidas de ma - 

traces erlenmayer ( 250 ml) con 50 ml. de medio mínimo de

Vogel ( MM) con sacarosa al 1. 5% y agar al 1. 5%. Estos - 

matraces fueron inoculados con esporas y después de ser
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incubados por tres días en la oscuridad a 29° C. y dos -- 

días con iluminación a 250C., se les agrega agua estéril

15- 25 ml); la solución de esporas fue filtrada en un tu- 

bo de vidrio ( 15 x 1. 5 cm) que contiene lana de vidrio y

el filtrado, usado como inóculo. 

para los experimentos de crecimiento en medio liqui- 

do, se usaron 200 ml. de MM de Vogel suplementado con sa- 

carosa al 1. 5% contenidos en un matraz de florencia de -- 

250 ml., al que se le ponen dos tubos de vidrio ( 22 x 0. 05

cm) para burbujear aire, que se sostienen con el tapón de

algodón del matraz y se introducen hasta 1 cm. arriba del

fondo. Estos matraces son inoculados con una suspensión - 

de esporas para obtener una absorbancia de 0. 04 a 540 Mu

de con celdilla de 10 x 1. 5 cm. en un colorimetro ---- 

Bausch and Lomb. Los matraces son incubados en un baño de

agua a 25° C, a través de los tubos de vidrio se introduce

una corriente de aire hidratado que aerea y agita. 

Cruzas

Las cruzas fueron hechas en tubos de medio sólido con

Corn Meal Agar ( Difco) al 1. 7%. Las esporas de un tipo -- 

sexual se inoculan y se incuban en la oscuridad a 251C.; 

entre los 5 y los 8 días aparece el protoperitecio que es
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fertilizado con esporas del otro tipo sexual. Después de

incubar a 25° C. de 10 a 15 días en la oscuridad, los tu— 

bos

u— 

bos son expuestos a la luz 2 días y las ascosporas resul- 

tantes son suspendidas en 5 ml. de agua, que es filtrada

en una columna de vidrio ( semejante a la descrita ante--- 

riormente) el filtrado se centrifuga 10 minutos a 2000 r. 

p. in. en una centífuga clínica y después de decantar el -- 

sobrenadante, el paquete de ascosporas es activado 30 minu

tos en un baño de aceite a 60° C. Después de suspender las

ascosporas en 2 ml. de agua y agitar, se toma una muestra

0. 1 a 0. 3 ml.) la que se ve al microscopio para calcular

una dilución que permita platear de 40 a 80 ascosporas -- 

por placa. 

La ascosporas activadas se platean en MM de Vogel - 

con glucosa al 0. 05%, sorbosa al 1% y agar al 2%. Las as- 

cosporas germinadas después de 24 horas de incubación son

disecadas individualmente y pasadas cada una a un tubo - 

7 x 1 cm) con MM de Vogel con sacarosa al 1. 5% y agar al

1. 5%. Después de incubados los tubos 5 días a 290C., con

un palillo de madera húmedo se toma una muestra de espo- 

ras de cada tubo, la que se siembra en lineas de 3 cm. - 

sobre placas con MM de Vogel con sorbosa al 0. 8%, sacarosa
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al 0. 4/ y agar al 1. 5% ; estas placas son incubadas a 290

c. y se registra al crecimiento macrosc6pico a 24 y 48 ho

ras. 

Determinación de la proteína: 

para determinación de proteína, las muestras de los

cultivos se colectan en filtros membrana ( millipore tipo

HA 0. 45 u), se lavan con dos volúmenes de H2O destilada y

se introducen en 2 ml. de ácido tricloroácetico al 5%. Se

centrifuga 10 minutos a 2000 r. p. m. a 40C.; y el precipi- 

tado se resuspende en NaOH 1 N. De esa suspensión se to- 

ma alícuota para la determinaci6n de proteína por el méto

do Lowry ( Lowry y Col 1951) 

Determinaci6n de la poza de arginina: 

De la misma muestra que se toma para la determinación

de proteínas, después de la precipitación se toma una ali

cuota del sobrenadante para la determinación colorim6tri- 

ca de la arginina por el método de Van Pilsum ( Van Pilsum

y col 1956). 



Determinación deop zas de otros aminoácidos: 

Las muestras se colectan en filtros millipore y se - 

sumergen en 5 ml, de ácido pícrico al 1% ; después de cen

trifugar, 10 minutos a 2000 r. p. m. a 4° C. el sobrenadante

se pasa a través de una columna con resina Dowex AG1X2 -- 

malla 200- 400), ( 1. 5 x 2 cm) previamente equilibrada con

agua. Se eluye con 7 ml, de HCL 0. 02 N y 2 ml, de H2O, y

el eluato es neutralizado con 1 6 2 gotas de NaOH 1N, és- 

te después de liofilizado es disuelto en 0. 5 ml. de HC1 - 

O. 1N y es pasado por un analizador de aminoácidos techni- 

con. 

Determinación de la poza de ornitina: 

Las muestras se colectan en filtros millipore y se - 

sumergen en 5 ml. de ácido pícrico al 1%, después de cen- 

trifugar 10 minutos a 2000 r. p. m. a 40C., el sobrenadante

se pasa a través de una columna con resina Dowex AG 1 X 2

malla 200- 400) de 1. 5 x 2 cm., previamente equilibrada - 

con agua. Se eluye con 7 ml. de HC1 0. 02 N. y 2 ml. de -- 

H2O, el eluato se neutraliza, y se pasa por una columna - 

con resina Dowex 50W -X8, ( malla 200- 400) de 1. 2 x 7 cm., 

previamente equilibrada con 30 ml. de f'ormiato de amonio

0. 1 M. 
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Se eluye ornitina con 30 ml. de formiato de amonio 0. 3 M. 

La ornitina se determina colorimétricamente por el método

de Chinard ( Chinard 1952). 

RESULTADOS

Acumulación de arginina durante la deprivaci6n de amino- 

ácidos. 

Cuando las conidias del auxótrofo de prolina ar9- 8

son incubadas en medio mínimo, acumulan arginina intrace

lularmente ( gráfica 1). La acumulación de este aminoáci- 

do empieza inmediatamente después de la deprivaci6n, y - 

12 horas después cesa, a concentraciones que son por lo - 

menos 20 veces mayores que la presente en el in6culo. 

La acumulación de arginina por las conidias, es la

consecuencia de un proceso biosintético, lo que es mos— 

trado

os- 

trado por la ausencia de acumulación en los auxótrofos - 

sencillos ar9- 5 y arg- 6 y los dobles aux6trofosarg- 5;- 

ar,q- S y arg- 6; arg- 8 ( gráfica 1). 

Cuando otros auxótrofos de aminoácidos son incuba- 

dos en medio mínimo, también acumulan arginina ( tabla 1). 

De nuevo, cuando además en uno de estos auxótrofos está - 

también presente, la mutación arg- 5, no se observa acumu

1acibn. 
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Cuando los aux6trofos están creciendo en presencia - 

del aminoácido que requieren, o cuando actidiona, un inhi

bidor de síntesis de proteínas, está presente durante la

deprivaci6n, no se observa acumulación de arginina ( tabla

II). 

La ornitina, un precursor de la arginina, no se en— 

contr6 acumulada cuando conidias de los aux6trofos senci- 

llos arq- 8 y trip -2 se incubaron en medio de Vogel. 

La deprivaci6n en las conidias de otros nutrientes - 

esenciales, como la deprovaci6n de uridina en la cepa au- 

xotr6ficaip r -3a, no da por resultado acumulación de argi

nina en medio de Vogel, ni cuando se usó glutamina como - 

única fuente de nitrógeno. 

Los datos presentados, muestran que durante la depri

vaci6n de aminoácidos en las conidias, la arginina que - 

proviene de biosíntesis se acumula. Esta acumulaci6n re- 

quiere de que cierta síntesis de proteínas sea llevada a

cabo. 

Acumulación de glutamina durante la deprivaci6n de amino- 

ácidos. 

Para saber si otros aminoácidos además de arginina, 
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se acumulaban durante la deprivaci6n, se incubaron con¡-- 

dias de la cepa arq- 8 durante 10 horas en medio mínimo, y

el extracto soluble en ácido se pasó a través de un anal¡ 

zador de aminoácidos ( ver métodos). Los resultados se mues

tran en la tabla iii, de dónde se puede calcular que des- 

pués de la deprivaci6n hay un aumento de 4. 5 veces en el

nitrógeno amino, del cual el 32. 6 % está en arginina y el

21. 9 % en glutamina. En el in6culo el 18. 1 % está en arg¡ 

nina y el 14. 5 % en glutamina. La concentración de ácido

glutámico aumentó sólo 2 veces después de la deprivaci6n

y el nitrógeno amino acumulado en este aminoácido es el - 

9 % en el in6culo y el 12 % después de la depr¡ vaci6n. 

Resultados similares fueron obtenidos en el aminogra

ma de un extracto libre de células de la mutante trip -2. 

En relaci6n a la acumulación de glutamina y arginina se

debe mencionar que el primer aminoácido es el substrato - 

de la vía biosintetica de arginina, lo que se discutirá

más adelante. 

Catabolismo de arginina durante la depravación de amino- 

ácidos. 

Ya que la mutante arq- 8 no crece en condiciones dónde
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glutamina y arginina se acumulan, se concluye que el últi

mo aminoácido no se cataboliza durante la deprivaci6n de- 

prolina. Se sabe que glutamina previene el crecimiento de

esta cepa en arigina. ( Vaca y Mora 1977) 

En la gráfica 2 se muestra que coinidias de la mu

tante arg- 8 crecen en arginina, sólo cuando este aminoáci

do está presente en el momento de la inoculaci6n, la adi- 

ci6n de este compuesto 3 horas después no provoca el cre- 

cimiento en medio de Vogel, sin embargo, lo hace si el ni

trato de amonio se substituye por ácido glutámico. Al con

trario de arginina, ornitina es un suplemento adecuado pa

ra el crecimiento de esta mutante, aún cuando. se adiciona

6 horas después de la deprivaci6n ( gráfica 2). 

Resultados similares fueron obtenidos con conidias de los

dobles aux6trofos arg- 5; 2rg- 8 y arq- 6; arq- 8. En experi- 

mentos no presentados aqui, se ha observado que la ausen- 

cia de crecimiento en presencia de arginina, no está rela

cionada a la baja acumulación de este aminoácido provenien

te de el medio de cultivo. 

Se han obtenido resultados similares con el aux6- 

trofo de prolina pro¡ - 4, que como el mutante arg- 8 también
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crece en prolina, arginina u ornitína. Cuando las conidias

de esta mutante se preincuban 3 horas en medio de Vogel, 

no se observa ningún crecimiento cuando se añade arginina. 

Para probar si la deprivaci6n de otros aminoácidos

también previenen el catabolismo de arginina, se exploró - 

el doble aux6trofo prol- 4; trip -2. Se encontró que la de -- 

privación de tript6fano resulta en la acumulación de argi- 

nina y en la prevención de su catabolismo. ( gráfica 3) 

Los resultados presentados sugieren que la deprivaci6n

de un aminoácido interfiere con la hidrólisis de la argi-- 

nina por la arginasa. 

Coordinación entre la biosíntesis Y el catabolismo de argi

nana. 

Debido a que se encontró que cuando se acumula argi

nina no se cataboliza, se estudió una posible correlación - 

entre la biosíntesis de arginina y su catabolismo en el -- 
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doble aux6trofoip r -3a ; arq- 8. Esta cepa permite la de -- 

privación de prolina 6 de pirimidinas y así acumula 6 no

arginina. 

Cuando se incubaron conidias de esta cepa en uridina

deprivadas de prolina) se acumuló arginina. Esto no pasa

cuando las conidias se incuban en prolina o arginina ( de - 

privadas de uridina) ( gráfica 4). 

Como se muestra en la gráfica 5, las conidias depri- 

vadas de prolina no crecieron cuando se les agregó argini

na, sin embargo la deprivaci6n de uridina si permitió el

crecimiento cuando se agreg6 pirimidina. 

Es evidente que existe una coordinación entre la bio

síntesis y el catabolismo de arginina, ya que cuando se

acumula no se cataboliza y viceversa. 

Se obtuvo más evidencia a este respecto cuando se en

contr6 que las conidias de la cepa arq- 8 cuando son depri

vadas de prolina en presencia de actidiona, crecen en pre

sencia de arginina si se quita el inhibidor. Como lo mues

tra la tabla = actidiona previene la acumulaci6n de argi

nina durante la deprivaci6n. 
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Efecto de la fuente de carbono en la acumulación de - 

arginina. 

La acumulación de arginina por las conidias de

la cepa arg-$, cuando se incuban en medio de Vogel, de

pende de la fuente de carbono. Cuando se substituye sa- 

carosa por glicerol o se omite ta fuente de carbono, no

se observa ninguna acumulaci6n. 

Si en presencia de glicerol el amonio se substi

tuye por glutamina, se obtienen resultados similares -- 

gráfica 6). No se observ6 ninguna acumulación de argini

na en glicerol más AMPc. 

La biosíntesis y el catabolismo de arginina es

tán coordinadas en glicerol o en ausencia de fuente de - 

carbono. En estas condiciones arginina no se acumula y - 

las células crecen si son transferidas a un medio con - 

sacarosa y arginina. ( gráfica 7) 
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DISCUSION. 

Cuando conidias del hongo Neurospora crassa se depri

van de un aminoácido se acumula arginina ( tabla I). Esta

acumulación es el resultado de un proceso biosintetico -- 

que requiere de la presencia de una buena fuente de carbo

no, y de que cierta síntesis de proteínas se lleve a cabo

gráfica I y tabla II). 

La acumulación de arginina ocurre durante la depriva

ci6n de un aminoácido y no cuando un aux6trofo de pirimi- 

dinas se depriva de uridina. 

En 2 diferentes aux6trofos de aminoácidos estudiados, 

se encontró que también glutamina se acumula durante la - 

deprivaci6n de un aminoácido. Un poco más de la mitad del

nitrógeno amino de la célula se acumula en arginina y glu

tamina ( tabla III). Como se mencionó anteriormente la - 

glutamina puede ser considerada el substrato por excelen- 

cia de la vía biosintetica de arginina. La glutamina a - 

través de la acción de la carbamil fosfato sintetasa, es- 

pecífica para la síntesis de arginina ( Davis y Col 1967), 

provee el nitrógeno para el carbamil fosfato, y una molé- 

cula de ácido glutámico para la síntesis de ornitina. 
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El nitrógeno de 2 moléculas de glutamina puede ser - 

guardado en una molécula de arginina, se debe mencionar

que la ornitina, que es un intermediario en la síntesis - 

de arginina, no se encontró acumulado durante la depriva- 

ci6n de un aminoácido. 

En el aux6trofo de prolina arq- 8 se detectó por pri- 

mera vez la acumulaci6n de arginina durante la depriva--- 

ci6n de prolina. Como se dijo en introducción, el requeri

miento por prolina de esta cepa puede ser substituido por

arginina u ornitina. Fue sorprendente que esta mutante no

crece en medio de Vogel y sin embargo acumula pozas eleva

das de arginina. Aqui se demuestra que si esta mutante se

preincuba en medio de Vogel no crece cuando se añade argi

nina. ( gráfica 2). Hemos postulado que durante la depriva

ci6n de aminoácidos la arginina que se acumula no se cata

boliza porque la arginasa no se induce. 

El hecho de que la deprivaci6n de tript6fano también

permita la acumulaci6n de arginina y la prevención de su

catabolismo ( gráfica 3) indica que existe una coordina--- 

ci6n entre la síntesis y el catabolismo de arginina. Esta

coordinación implica que cuando se biosintetiza arginina, 

no se cataboliza, dándo como resultado que se acumule argi

nina; y viceversafel aminoácido puede ser hidrolizado -- 
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cuando no se sintetiza. 

Se encontr6 evidencia en favor de esta hipótesis -- 

cuando se estudi6 el doble aux6trofoip r -3a; arq- 8. Esta

cepa acumula arginina cuando se depriva de prolina, pero - 

no cuando se depriva de uridina, al mismo tiempo la depri

vaci6n de prolina pero no la de uridina, previene el cata

bolismo de arginina ( gráficas 4 y 5). 

Mas evidencia se obtuvo cuando se encontr6 que acti- 

diona previene la acumulaci6n de arginina, pero se catabo

liza cuando se agrega al medio y se remueve el inhibidor

tabla II). La biosíntesis y el catabolismo de arginina, 

también están coordinados, cuando la deprivaci6n de un - 

aminoácido se lleva a cabo en glicerol o en ausencia de

fuente de carbono. Es decir, que arginina no se acumula - 

en estas condiciones y que las células crecen cuando se

transfieren a un medio con sacarosa y arginina ( gráficas

6 y 7). 

Cuando Neurospora esta creciendo exponencialmente en

presencia de arginina, esta se cataboliza pero no se sin- 

tetiza ( Cañedo y col 1967) también cuando la levadura -- 

Gandida utilis está creciendo exponencialmente, la gluta- 

mina regula su propia síntesis ( Sims y Ferguson 1974). 
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Cuando Neurospora no crece porque ha sido deprivada

de un aminoácido, la glutamina se sintetiza en exceso y - 

la arginina ni previene su síntesis ni induce su catabo- 

lismo. Esto debe ser el resultado de que la biosíntesis y

el catabolismo son regulados coordinadamente. 

Wiame y colaboradores han proporcionado la evidencia

y un modelo para la coordinaci6n de la biosíntesis y el - 

catabolismo de arginina en Saccharomyces cerevisiae ( Wiame

1971). 

Nos gustaría proponer que en Neurospora, durante la

deprivaci6n de aminoácidos en presencia de una buena fuen

te de carbono y de nitrógeno, la glutamina y la arginina

se acumulan como reservorios de nitrógeno. Esta proposi-- 

ci6n implica que exista alguna coordinación entre la sante

sis de glutamina y la biosíntesis y el catabolismo de argi

nina, que debe ser responsable de la acumulaci6n de estos

aminoácidos. En ciertas condiciones, aún por encontrar, - 

estos reservorios de nitrógeno deben ser utilizados. 

Si se considera que la glutamina es el substrato de

la via biosintetica de arginina, y la arginina su produc

to, existe una relación inversa para estos aminoácidos en

la via catab6lica de arginines. 
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En este aspecto debe hacerse algún comentario

acerca del efecto de glutamina en el catabolismo de argi

nina. Se ha encontrado que glutamina previene el catabo- 

lismo de arginina y se propone que ésta es una regulación

por el producto final de la vía catab6lica de arginina - 

Vaca y Mora 1977). Como se reporta aqui, en una cepa -- 

que requiere catabolizar arginina para crecer, la gluta- 

mina inhibe el catabolismo de este aminoácido. 

Se postula que durante la deprivaci6n de un -- 

aminoácido, es la acumulación de glutamina lo que dispa- 

ra la apertura de la biosfnteses de arginina y también - 

el cierre de su catabolismo. 
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T A B L A I

Efecto de la Deprivaci6n de Aminoácidos Sobre la Acumula- 

ci6n de Arginina. 

Cepa

trip -1

trip -2

trip -3

trip -4

his -3

his -6

lis -2

arq- 8

prol- 1

e- 1

tir-1

arom ( Q' ala) b

arom ( trip)
b

iv -1 ( ileu)b

iv -1 ( val)
b

vál

Condiciones Experimentales

0 hs.) ( 24 hs.) 

umoles de arginina/ mg de proteína. 

0. 028 0. 81

0. 071 0. 95

0. 043 0. 04

0. 045 0. 76

0. 100 2. 10

0. 042 1. 70

0. 027 0. 92

0. 028 0. 72

0. 020 0. 42

0. 082 0. 72c

0. 026 0.
36c

0. 056 0. 37

0. 056 0. 53

0. 120 0. 41

0. 120 0.
35c

0. 036 0. 194



a.- Conidias de diferentes auxótrofos de aminoácidos fue- 

ron inoculadas en matraces de florencia de 250 ml. 

b.- Las abreviaturas dentro del paréntesis indican el -- 

aminoácido del cual la mutante fue deprivada. 

c.- La determinación de arginina fue hecha a las 10 horas, 

debido a que estas mutantes crecen a tiempos más lar- 



T A B L A II

Efecto de la Actidiona Sobre la Acumulaci6n de Arginina

Durante la Deprivaci6n de Aminoácidos. 

Condiciones Experimentalesa

Deprivadas

Cepa In6culo Deprivadas en Actidiona

umolas de arginina/ mg de proteína

trip -2 0. 052 0. 715 0. 165

his -6 0. 042 1. 700 0. 163

lis -2 0. 092 0. 584 0. 235

arq- 8 0. 028 0. 720 0. 222

a.- Excepto donde está indicado, las conidias fueron ino- 

culadas en matraces de florencia de 250 ml. e incuba- 

dos en medio mínimo con actidiona y sin ella a una -- 

concentración de 10 ug/ ml. 



T A B L A III

Aminograma de un Auxótrofo de Prolina^ 

Aminoácidos A B B/ A

umolas/ mg de proteína. 

aspártico 0. 085 0. 157 1. 9

treonina 0. 015 0. 084 5. 6

serina 0. 016 0. 042 2. 6

asparagina 0. 020 0. 039 2. 0

glutámico 0. 144 0. 309 2. 1

glutamina 0. 088 0. 373 4. 2

glicina 0. 110 0. 184 1. 7

alanina 0. 070 0. 175 2. 5

cistefna n. d. * 0. 151

metionina n. d.^^ 0. 027

isoleucina 0. 026 0. 052 2. 0

leucina 0. 011 0. 009 0. 9

ornitina n. d.;;„ 0. 035

lisina 0. 20 0. 120 0. 6

histidina n. d.* II0.035

arginina 0. 055 0. 280 5. 0

Conidias de la cepa ar^ g_ 8 fueron inoculadas en medio mf

nimo, y a las 0 horas ( A) y 10 horas B) después de la - 

inoculación se realizó el aminograma en el extracto so- 

luble en ácido. 

No se detectó. 



Fig. 1 Vía biosintética y catab6lica de arginina.- Abreviaturas: 

glu., glutámico, Nac. 0., Nacetil ornitina, NacG., N acetil glutámi

co, NacGP., N acetil glutamil fosfato, NacSAG., N acetil semialhdehi

do glutámico, orn., Ornitina, glm, glutamina, CP. carbamil fosfato,- 

Cit., 

osfato;

Cit., citrulina, A. A. ácido aspártico, A. A. S., ácido arginino suc-- 

succinico, A. F., ácido fumárico, arg.- arginina, o< C. G. cetoglu- 

tarato, S. A. G.- semialdehido glutámico, SPAC., k, pirrolin ácido - 
carboxílico, prol.- prolina, S. P. síntesis de protéína. ENZIMAS: -- 

1) acetil ornitina glutamato quinasa, 2) N acetil glutamato quinasa, 

3) N acetil glutamil fosfato reductasa, 4) acetil ornitina amino -- 
transferasa, 5) carbamil fosfato sintetasa, 6) ornitino transcarba- 

milasa, 7) arginino succinico sintetasa, 8) arginino succinasa, 9)- 

arginasa, 10) ornitino S transami n sa, 11) pirrolin, 5, carboxila

to reductasa. 
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GRAFICA 2.- Efecto de la deprivación de prolina sobre el

catabolismo de arginina. Se incubaron conidias de la cepa

arg- 8 en MM adicionado con 100 ug/ ml, del aminoácido como

sigue: Arginina 0 hs., ( 0); 3 hs., ( G); ornitina 6 hs., 

MM, ( o). 
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6RAFICA 3.- Efecto de la depivaci6n de prolina o tripto- 

fano sobre el catabolismo de arginina. Se incubaron con¡ 

dias de la cepa arg-$; trip-2 en MM adicionado con 20 ug/ ml
de indol y/ o 100 ug/ ml. de prolina como sigue: prolina - 

más indo) 0 hs., ( 0); arginina más indol 0 hs., ( A); - 

prolina 0 hs., y 6 hs. después, prolina fué removida y - 
arginina más indol fueron adicionados, ( in ); indol 0 hs., 

y arginina a 6 hs., (• ). 



0
c

W
0
I. - 

Q. 

0.6

W

a

3
E

4 8 12 24

horas

GRAFICA 4.- Efecto de la deprivaci6n de prolina o uridina
sobre la acumulación de arginina. Se incubaron conidias - 

de la cepa pir- 3a; aarg- 8 en MM adicionado con 100 ug/ ml.- 
de uridina, ( o ); 6 100 ug/ ml de prolina ( Al.). 
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GRAFICA 5.- Efecto de la deprivación de prolina o uridina - 

sobre el catabolismo de arginina. Se incubaron conidias de - 

la cepa pir- 3a; arg- 8 en MM adicionado con 100 ug/ mi. de ca- 

da suplemento como sigue: arginina más uridina 0 hs., ( 0);- 

prolina 0 hs., y 3 hs., después, prolina fuá removida y argi
nina más uridina fueron adicionados, ( A); uridina a 0 hs., - 

y arginina a 3 hs., ( p ). 
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GRA FICA /. 6.- Efecto de la fuente de carbono sobre la acumula cion
de arginina . Se incubaron c onidias de la cepa ar 8 en MM con sa- 

carosa, ( 0); glicerol, ( a); s in fuente de carbono, • , y en glicerol con

glutamina como fuente de nitrogen o ( p) 
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GRAFICA 1.- Efecto de la deprivaci6n de prolina sobre la
biosíntesis de arginina. Acumulación de arginina por co- 

nidias de la cepas arg_$ ( 4 ) ar9- 5; arg_$ ( O) y arg- 6;- 
arg- 8 ( s). 
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GRAFICA %.- Efecto de la fuente de carbono sobre el catabo- 

lismo de arginina. Se incubaron conidias de la cepa arg- ó - 
en: MM con sacarosa como fuente de carbono y arginina 100 - 
ug/ ml, adicionada a 0 hs., ( O ); y a 3 hs. ( h); MM con gli

cero¡ como fuente de carbono durante 3 hs. y a este tiempo - 
las conidias fueron transferidas a un medio con sacarosa y- 
arginina ( VI); MM sin fuente de carbono 3 hs. y a este tiem
po las conidias fueron transferidas a un medio con sacarosa

y arginina. (•) 
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