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il) Resumen 

En nuestro laboratorio estamos interesados en la diferenciaci6n celular y para 

entenderlo utilizamos como modelo experimental el hongo Neurospora crassa. 

En N. crassa se han identificado tres catalasas (Cat-1, Cat-2 y Cat-3). Para 

caracterizar estas catalasas se purificaron y se produjeron anticuerpos 

policlonales especificos contra la Cat-1 y la Cat-2. Los anticuerpos estan 

dirigidos contra la parte proteica. Con estos anticuerpos hicimos la deteccion 

intracelular de las catalasas utilizando el método de oro coloidal. Las 

preparaciones se observaron en un microscopio electrénico de transmisiOn. 

Los resultados muestran que la Cat-1 se localiza principalmente en la pared 

celular en los diferentes estados de diferenciacién de N. crassa. Esto indica que 

la funcién principal de esta catalasa es de proteccién contra el peréxido de 

hidrégeno exdgeno. 

La Cat-2 también se encuentra en la pared celular de los diferentes estados de 

diferenciacién. Sin embargo, una buena parte de la Cat-2 se encuentra en las 

mitocondrias. 

iii



IH) Introduccién 

“Los procesos de diferenciacién estan relacionados con distintas formas de 

crecimiento, con la resistencia a condiciones ambientales adversas y con 

diferentes formas de reproduccién. Analizando los sistemas de diferenciacién 

estudiados, se ha visto que tienen caracteristicas comunes o frecuentes.’ Los 

microorganismos crecen en una gran variedad de condiciones ambientales, por 

ejemplo, en condiciones relativamente pobres de nutrimentos, temperaturas, 

salinidad y / 0 pH extremos, que son favorables para el crecimiento. Se induce su 

diferenciacién sélo cuando los cambios ambientales no les permiten mantener un 

estado fisiolégico de crecimiento estable. En estas condiciones, el proceso de 

diferenciacién se inicia con un cambio metabdlico brusco, en el que hay una 

disminucién de la actividad biosintética, detencién del proceso de replicacién, un 

catabolismo general muy acentuado y la produccién de varios metabolitos 

secundarios.' Las estructuras diferenciadas tienen un bajo contenido de agua y 

hay acumulacién de iones y metabolitos, y son mas resistentes a las condiciones 

ambientales extremas” (Hansberg y Aguirre, 1990).' 

Con base en estas caracteristicas comunes en el proceso de diferenciacién 

de los microorganismos, Hansberg y Aguirre en 1990 proponen una teoria en la 

que los estados de crecimiento y diferenciacién son estados estables y entre cada 

uno de estos estados estables se da un estado inestable.” 

“La célula en un estado fisioldgico estable, mantiene una baja 

concentraci6n intracelular de O2 (< 1 x 10° M), limitando la entrada de éste a la 

célula y reduciéndolo. La reducci6n produce energia que es usada para mantener 

el crecimiento, por lo tanto, ef crecimiento se puede ver como una consecuencia 

de la necesidad de la célula de reducir el 2” (Hansberg y Aguirre, 1990).° 

El consumo de Oz es regulado por el poder reductor celular (XH). La 

relacién entre la concentracién intracelular del O2 (O2 in) y el poder reductor (O2 in/ 

XH) se mantiene constante en un estado estable. * 

“Un estado diferenciado es una condicién fisiologica de la célula en la que 

para mantener su estabilidad se aisla del O2 ambiental. Un estado diferenciado es 

estable y puede presentar crecimiento. Sin embargo, por su aislamiento, los  



estados diferenciados pueden producir sélo una cantidad limitada de energia, la 

cual es usada parcialmente para mantenerse aislado del O2 externo”. 

En N. crassa, se ha visto que entre cada uno de los estados de 

diferenciacién se genera un estado hiperoxidante, caracterizado por la producci6n 

de especies de oxigeno reactivas por arriba de la capacidad celular para 

neutralizarlas. Como consecuencia, sé observa una pérdida del poder reductor 

celular, con excrecién del disulfuro de glutatién; una oxidacion de proteinas, que 

modifican la actividad de las enzimas y sus rutas metabdlicas; consumo, oxidacion 

e induccién de los carotenos; y la induccién de la actividad de la catalasa. La 

diferenciaci6n celular se puede considerar como una respuesta celular para 

contender con un estado hiperoxidante.° 

Utilizamos Neurospora crassa como modelo experimental, ya que presenta 

caracteristicas favorables para esta investigacién, como lo son la apatogenicidad, 

la facilidad para separar las diferentes estructuras celulares (hifas vegetativas, 

hifas adheridas, hifas aéreas y conidios) y obtenerlas en una cantidad adecuada 

para su estudio bioquimico. 

1. Ciclos de vida de Neurospora crassa 

Neurospora crassa tiene un ciclo de vida sexual y otro asexual. El ciclo 

sexual se inicia con la diferenciacién de un ascogonio, que es un crecimiento de la 

hifa enrollada con una rama apical llamada tricogeno. Una hifa cubre el ascogonio 

formando un protoperitecio con el tricogeno expuesto. El tricogeno se une con un 

elemento espermatico de sexo opuesto.*® 

En la reproduccién asexual se forman macroconidias y microconidias a 

partir de los conidiéforos en las hifas aéreas. La macroconidia es multinucleada y 

germina eficientemente, por fo cual, el hongo se reproduce. La microconidia es 

uninucleada y germina con poca eficiencia (1-20%).5 

En la reproduccion asexual de N. crassa ocurren tres pasos de 

diferenciaci6n. Las hifas entran en contacto directo con el aire, se adhieren unas a 

otras. Esto ocurre en 40 min aproximadamente. Después de las hifas adheridas 

empiezan a crecer hifas aéreas, a las 2.5 horas de exposicién al aire. Los conidios



se forman después de 9 horas de exposicién al aire a partir de los conididforos 

que se encuentran en la punta de la hifa aérea.® Por lo tanto, en el proceso de 

conidiacién de N. crassa se dan transiciones entre estados estables: de la hifa 

vegetativa a la hifa adherida, de la hifa adherida a la hifa aérea, y de la hifa aérea 

a los conidios® (Fig.1). 

2, Morfologia 

La hifa en N. crassa, que llega a medir hasta 30 ym, esta segmentada por 

septos que la dividen en unidades similares. El septo tiene un poro central, que 

permite el paso dei citoplasma y los organelos. Este poro es caracteristico de los 

Ascomycetos y de los Deuteromycetos.* 

Los macroconidios de N. crassa pueden medir hasta 10 um y tienen 

caracteristicas diferentes al micelio, relacionadas con su funcién. Son resistentes a 

la desecacién, el calor, los acidos y a la congelacién. La pared celular de los 

conidios es una estructura muy resistente, que los hace capaz de soportar 

condiciones adversas. * 

Los nucleos miden de 1-2 um de diametro, son pequefios comparados con 

los de animales y plantas. Como todos los nucleos, tienen una doble membrana 

con un espacio perinuclear de 10-70 nm entre ellas.° 

Las mitocondrias son organelos de dobie membrana, que dependiendo de 

su localizacién, estado de desarrollo del hongo y condiciones de crecimiento, 

varian en su forma, composicién quimica y capacidad funcional. En cortes finos 

vistos al microscopio electrénico, se observan formas desde circulares, ovaladas, 

elongadas y algunas veces bifurcadas. ° 

La pared celular aisla a la célula del medio externo. Contiene factores de 

reconocimiento en su superficie que tienen que ver con la aglutinacion y la 

teproduccién.* 

3. Diferenciacién celular de los microorganismos 

La capacidad de la mayoria de los microorganismos aerobios para reducir 

el Oz generalmente es mayor que e! O2 que entra a la célula. Sin embargo, hay



condiciones en que el Os intracelular puede aumentar, por ejemplo, cuando 

aumenta la velocidad de entrada, 9 cuando el consumo del Q2 esta limitado o 

deprimido y la entrada aumenta o se mantiene. Cuando la concentracion 

intracelular del O2 aumenta, es mas probable que se generen especies de 

oxigeno reactivas. Estas especies son: el dioxigeno en singulete ('Q2) y las 

especies de oxigeno parcialmente reducido, como lo son el superéxido (02) y su 

forma protonada (HO), el peréxido de hidrégeno (H202) y el radical hidroxilo 

(HO}.! 

EI dioxigeno en singulete ('O2) se forma cuando uno de los electrones sin 

aparear del dioxigeno absorbe energia y cambia el sentido de su giro. Se puede 

generar in vivo cuando se iluminan las células en presencia de oxigeno, debido a 

la captacién de la energia tuminosa por los pigmentos celulares, tales como la 

clorofila, tas flavinas, el retinol y los hemos.’ 

EI superdéxido (O°) se forma cuado el oxigeno en su estado basal se reduce 

al aceptar un electron. El superdéxido es poco reactivo, pero su forma protonada 

(HQ2) es mas activa y puede iniciar la peroxidacién de lipidos. El superéxido se 

genera in vivo durante la respuesta de los fagocitos (neutréfilos, monocitos, 

macréfagos y eosindfilos) al contacto con particulas extrafias a través de la 

NADPH oxidasa. También la xantina oxidasa produce O°,’ 

Cuando el superéxido acepta un electrén, se forma el radical perdxido (O27) 

que en condiciones fisiolégicas forma inmediatamente perdxido de hidrégeno 

(H202). En solucién acuosa, el superéxido puede dismutar y generar H202 y O2.° 

E! peréxido de hidrégeno se forma como producto de la reaccién de varias 

oxidasas, como lo son la urato oxidasa, glicolato oxidasa y también se genera por 

la dismutacién del superdéxido espontanea o por la superdéxido dismutasa. El H202 

puede difundir facilmente y su toxicidad se debe posiblemente a la formacién del 

radical hidroxilo.® 

El radical hidroxilo (OH) se produce por medio de la reaccién de Fenton en 

la que el H2O2 se reduce al aceptar un electron de un metal de transicidn (cobre I, 

fierro Il). Este es el radical mas reactivo y reacciona rapidamente con azicares, 

aminoacidos, fosfolipidos, bases del DNA y acidos organicos.®



Hay varios mecanismos antioxidantes que sirven para contender la 

generacion de estas especies de oxigeno reactivas: 

- Las super6xido dismutasas (SOD), generalmente contienen cobre-zinc 

(Cu-ZnSOD) o manganeso (MnSOD). La CuZnSOD se encuentra practicamente 

en todos los organismos eucariotos, también se ha encontrado en £. coli. La 

MnSOD se encuentra en las mitocondrias de los eucariotos y en los procariotos y 

la FeSQD se ha encontrado en algunas bacterias, algas y algunas plantas 

superiores, pero no se ha encontrado en animales. Las SOD catalizan la 

reaccién:® 

207 +2H* > H202 + O02 

- Las catalasas son enzimas antioxidantes, tienen como funcién principal el 

desechar el H2O2 dismutando dos molécuias de perdéxida de hidrégeno en 

dioxigeno y agua. Aunque la mayoria de las bacterias anaerébias no tienen 

catalasa, tienen una pseudocatalasa, enzimas que no tienen hemo pero que 

llevan a cabo la dismutacién del H2O2, La bacteria anaerobia Propionibacterium 

shermanii si tiene actividad de catalasa, al igual que la mayoria de las células 

aerobias.® 

La reaccion que catalizan es la siguiente: 

2H202> 2H20 +02 

- Las peroxidasas llevan a cabo la reaccién general:® 

SH2 + H202>S+2H20 o 2SH+H202> 28+2H20 

donde SH. 0 SH representa un sustrato reducido. 

Algunas de las peroxidasas son especificas en cuanto al sustrato que 

utilizan, pero también hay algunas no especificas, por lo que aceptan una gran 

variedad de moléculas como sustrato.®



- Las catalasas-peroxidasas, como su nombre lo indica, presentan actividad 

tanto de catalasa como de peroxidasa. 

Hay también algunos mecanismos no enzimaticos que sirven para 

contender con un estado hiperoxidante, estos son: 

4.- Compuestos liposolubles: 

- La vitamina E ( tocoferol ) es el antioxidante mas ampliamente distribuido 

en Ja naturaleza. Este sirve como proteccién contra fa peroxidacién de lipidos de 

las membranas mediante su reaccién con radicales peroxilo (ROO: ) y alcoxilo 

(RO ')}.° La vitamina E reacciona y desactiva el oxigeno en singulete. 

- Los carotenos protegen a los lipidos de !a peroxidacién atrapando y 

desactivando al oxigeno en singulete.° 

- La bilirrubina también desactiva al oxigeno en singulete y reacciona con el 

radical peroxilo.® 

2.- Compuestos hidrosolubles: 

- La vitamina C (Acido ascérbico), ademas de su funcién como cofactor de 

varias enzimas, reacciona directamente con el superdéxido y el radical hidroxilo y 

también con varios hidroperéxidos lipidicos.® 

Et ascorbato puede actuar como prooxidante al reducir el Fe(II!) a Fe(ll) y si 

hay H2O2 presente, se puede formar hidroxilo a través de la reaccion de Fenton.® 

- El glutation, ademas de ser sustrato de la glutati6n peroxidasa, reacciona 

con el radical hidroxilo y con el oxigeno en singulete y participa como cofactor de 

varias enzimas.® 

- El Acido rico es un poderoso atrapador de radicales hidroxilo. ® También, 

parece evitar la oxidacién de la vitamina C, probablemente debido a que es capaz 

de formar complejos con metales de transicién como el fierro y el cobre."° 

4, Importancia del perdéxido de hidrégeno 

Cualquier sistema biolégico que genere O'2 produce perdéxido de hidrégeno. 

La produccién in vitro del H,O2 a través de la dismutacién del O2 se observa



frecuentemente en las preparaciones de mitocondrias y de los microsomas.** El 

peroxide de hidrégeno puede inactivar algunas enzimas directamente por 

oxidacién del grupo tio! (-SH) como en Ia gliceraidehido-3-fosfato deshidrogenasa, 

una enzima de la via de {a glucdlisis. Por eso, ante la exposicion de las células a 

una dosis alta de peroxido de hidrégeno puede causar falta de ATP por inhibicién 

de la glucdlisis."' 

El H2Q2 puede cruzar las membranas celulares rapidamente, a diferencia 

del O'2 que por estar cargado, no puede hacerlo. Una vez dentro de la célula, el 

H202 puede reaccionar con el Fe** y Cu’, formando el radical hidroxilo, que es 

muy reactivo y puede dar origen a muchos de los efectos toxicos del H2O2. Esta 

reaccioén se conoce como la reaccién de Fenton." 

El H2©, intracelular proviene fundamentalmente de la dismutacién 

espontanea 0 enzimatica del radical superoxido. La enzima SOD dismuta el radical 

superoxido a peréxido de hidrégeno. La cadena de transporte de electrones de la 

mitocondria es una fuente principal del H2O2 a través de la produccion del 

superdxido."" 

Otra fuente es la NADPH oxidasa de los fagocitos. La oxidasa reduce el O2 

con NADPH y produce superdxido. Por otro lado, la xantina oxidasa y la xantina 

deshidrogenasa producen super6oxido y peréxido de hidrégeno, respectivamente. '' 

5. Caracteristicas de las catalasas 

En 1936, Stern mostré que la catalasa contiene protoporfirina [IX como el 

grupo prostético de la enzima. Desde entonces, se ha encontrado que las 

catalasas de varios organismos estudiados contienen este tipo de hemo.’ 

La mayoria de las catalasas se conforman de cuatro subunidades y 

contienen cuatro grupos prostéticos por molécula.’* La enzima nativa es de color 

verde y tiene dos picos de absorcién a 400 nm y a 590 nm correspondientes al 

grupo hemo y al complejo |, respectivamente. ? 

En Bacillus subtilis y Escherichia coli se encuentran dos catalasas. La 

actividad de catalasas aumenta durante la iniciacién de fa esporulacion de B. 

subtilis y en la fase de crecimiento preestacionario en E. coli. La catalasa-2 es



    

especifica para las esporas en B. subtilis y la catalasa HPII es especifica de la 

fase estacionaria en E. coli? Klebsiella pneumoniae presenta tres tipos de 

catalasa denominadas KpA, KpCP y KpT. La KpA y la KpT presentan actividad de 

catalasa tipica, mientras que la KpCP presenta actividad de catalasa-peroxidasa. 

En los animales, la catalasa esta presente en todos los érganos y esta 

especialmente concentrada en el higado y los eritrocitos; en los érganos como el 

cerebro, corazén y musculo esquelético la concentracion es baja."? Las catalasas 

de los animales tienen una baja afinidad por el H2O2, siendo de 1 molar y estan 

localizadas en los peroxisomas.'* Mediante la técnica de transferencia de genes, 

se ha determinado que la catalasa-peroxidasa de Synechococcus se localiza en el 

citplasma cuando el gen es expresado en células de cobayo.'4 

En las hojas de Nicotiana sylvestris existen dos tipos de catalasa, ‘una 

catalasa tipica (CAT-1) y una catalasa-peroxidasa (CAT-3)."> En Zea mays se han 

encontrado tres catalasas distintas (CAT-1, CAT-2 y CAT-3). La CAT-2 se 

encuentra en las células de! haz de la hoja y es una catalasa tipica. La CAT-3 se 

encuentra en las células mes6filas y presenta actividad de catalasa-peroxidasa.'° 

Aspergillus nidulans tiene tres catalasas, la CatA, la CatB y la CatC. La 

CatA se expresa durante la conidiacién y es !a principal catalasa en la conidia. La 

CatB se presenta durante el crecimiento y se incrementa a altos niveles durante la 

conidiacién.? La CatC se ha encontrado en micelio a las 48 horas de crecimiento. "® 

Se ha descrito una catalasa de N. crassa, con una masa molecular de 320 

kDa, aproximadamente, y que no contiene protoporfirina como grupo prostético.” 

En nuestro laboratorio se hizo un ensayo de entrecruzamiento de la 

catalasa-1 (Cat-1) con glutaraldehido’**°. Los resultados muestran que ta Cat-1 

es un homotetramero con un PM de 88.6 kDa para el mondmero (Fig.2). 

En un zimograma de un extracto de N. crassa se observan diferentes 

bandas de actividad. Estas bandas corresponden a dos tipos de catalasa: 

catalasa-1 (Cat-1) y catalasa-2 (Cat-2) y sus formas modificadas por el oxigeno en 

singulete.2' La Cat-1 presenta cinco conférmeros: Cat-1a (no modificada), Cat-1b, 

Cat-1c, Cat-1d (parcialmente modificados) y Cat-1e (con los cuatro monomeros 

modificados).



La Cat-1 se induce durante la conidiacién y en diferentes condiciones de 

tension; la Cat-2 se presenta en el micelio y en los conidios y en condiciones de 

tensién caldérica.2? Los ensayos de cinética indican que la Cat-2 posiblemente sea 

una catalasa-peroxidasa (Diaz, comunicacién personal). Ultimamente, se ha 

observado una tercera catalasa (Cat-3) que presenta la misma movilidad 

electroforética que la Cat-1c. Esta Cat-3 se esta caracterizando en nuestro 

laboratorio. 

Es importante destacar que la actividad de fa catalasa se incrementa 

durante la diferenciacién celular en varios microorganismos y que una catalasa se 

acumula en un nivel alto en la célula diferenciada.? 

6. Localizacion de las catalasas 

La actividad de la catalasa de los tejidos animales y las plantas esta 

asociada generalmente con los organelos subcelulares conocidos como 

peroxisomas. En el higado de la rata y del rat6n los mondémeros de la catalasa se 

sintetizan en los polirribosomas libres. Los mondémeros entran en jos peroxisomas 

y ahi se les afiade el grupo hemo y adquieren la forma tetramérica.”* Sin embargo, 

existen algunas catalasas no peroxisomales en higado de algunos animales como 

en el caso del cobayo. Otros reportes mencionan la existencia de catalasas 

citosélicas en varias especies.” Se ha reportado que las mitocondrias, los 

cloroplastos y el reticulo endoptasmico contienen poca actividad de catalasa.® 

En Saccharomyces cerevisiae se ha descrito una catalasa peroxisomal 

(catalasa-A) y otra citosdlica (catalasa-T).” 

Fowler menciona que hay por lo menos dos catalasas distintas en 

Aspergillus niger. La catA posiblemente tiene una localizacion peroxisomal 

mientras que la catR posiblemente sea una proteina secretada y localizada en la 

pared celular.2* En Aspergillus nidulans se ha obsevado que la CatA” se localiza 

principalmente en la pared celular de los conidios y fa CatB"* en ta pared celular 

de! micelio.



En Claviceps purpurea mediante la técnica de Diaminobencidina, 

localizaron la actividad de catalasa en la pared celular de las hifas. La actividad se 

acumula en el espacio periplasmico y en la superficie de las hifas.2° Mediante la 

técnica de proteina A oro localizaron la catalasa principalmente en la pared celular 

y también la localizaron en el citoplasma.”° 

Las catalasas de rata, humanos y la catalasa-T de levaduras se localizan 

en los peroxisomas por su secuencia en el C-terminal. 26 

En N. crassa no se ha reportado Ia localizacion de las catalasas. 

IV) Objetivos 

- Purificar la Cat-1 y la Cat-2. 

- Producir anticuerpos policlonales especificos contra la Cat-1, contra la 

Cat-2 para poder utilizarlos como herramienta de localizacién de estas catalasas. 

- Caracterizar cada uno de los anticuerpos. 

- Determinar la localizacién intracelular de la Cat-1 y la Cat-2 durante el 

ciclo de crecimiento y diferenciacién de N. crassa. 

- Cuantificar la Cat-1 y la Cat-2 en las estructuras de cada estado de 

crecimiento y diferenciacion de N. crassa. 

V) Hipdtesis 

La Cat-1 y la Cat-2 se encuentran localizadas en e! citoplasma y en las diferentes 

estructuras de cada estado de crecimiento y diferenciacién, ya que se obtienen a 

partir de los extractos sin necesidad de utilizar detergentes o solventes que 

rompan las estructuras celulares. 
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VI) Material y Métodos 

1. Purificacién de la catalasa-1 

Se inoculé un medio de cultivo con N. crassa (cepa silvestre 74A) a una 

concentracién de 1x10®° conidios / ml. Se sembraron 30 matraces de 500 ml 

conteniendo 100 ml de medio minimo de Vogei para los cultivos sélidos con Agar 

2 % | Sacarosa 1.5%.” Los cultivos se incubaron por tres dias a 30°C en la 

obscuridad y dos dias a 24°C en la luz. 

Se cosechd el micelio aéreo y los conidios directamente en acetona, 

agitando para desprenderlos. Posteriormente se filtro la suspensi6én a través de 

papel Whatman No.1. La extracci6n con acetona se repitio una segunda vez para 

obtener la mayor cantidad posible de material. 

Se homogeneizaron 2 g de polvos de acetona en 40 ml de Soluci6én H* en 

un vaso del homogenizador Bead Beater con la mitad del volimen de perlas de 

vidrio (0.3-0.5 mm de diametro). El vaso se colocé en una licuadora y se agité a la 

maxima velocidad durante 20 seg, tres veces, con intervalos de 20 seg. El 

homogeneizado (A1) se centrifugo en una centrifuga refrigerada (Hettich, 

Universal 16R), 5 min, 800 x g, a 4°C. Se separ6é el sobrenadante (S1) y el 

precipitado (P1). A este ultimo se le afiadid 20 mi de Solucidn I*, se volvié a agitar 

3 x 20 seg y se centrifug6, resultando un sobrenadante (S2) y un precipitado (P2). 

Se aiiadié 10 ml de Solucién I* a la pastilla P2, se volvié a agitar 3 x 20 seg y de 

nuevo se centrifugo. Se mezclaron los tres sobrenadantes (S1 + S2 + S3), se 

congelaron y descongelaron 2 veces y se centrifugaron 10 min, 800 x g. El 

sobrenadante (S4) se precipité con 2 voilimenes de acetona, a -20°C, durante una 

noche. La suspensién se centrifugé, 10 min, 800 x g, desechando el sobrenadante 

de acetona. El precipitado (P6) se resuspendi6 en 10 ml de Solucién J*, se 

centrifugé 10 min x 3000 rpm y se repiti6 el lavado de la pastilla una vez mas. 

Los sobrenadantes S5, S6 y S7 se juntaron y se centrifugaron 10 min x 

3000 rpm. El sobrenadante (S8) se precipit6 con 35% de sulfato de amonio, 

lentamente y con agitacién moderada de manera que éste entrara en solucion 

conforme se agregé. Una vez que todo el sulfato de amonio entro en solucion, se 
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dejé en agitacién durante una hora. La solucién se centrifug6 10 min a 800 x g y 

la pastilla ($35) se resuspendiéd en 3 ml de una mezcla 50 mM de NazHPOs, y 

K2HPO, / sulfato de amonio 0.5 M y se agregaron 5 mi de fenil sefarosa (Phenyl- 

Sepharosa CL-4B Pharmacia) equilibrada en la misma solucion. Se dejo agitando 

30 min con un agitador magnético a baja velocidad y posteriormente se dejé 

asentar la resina, se eliminé el sobrenadante y luego se lavé la suspensidn de la 

resina con 30 ml de 50 mM de NapHPO, y K2HPO, / sulfato de amonio 0.5 M 

durante 30 min, agitando a baja velocidad, se dejé asentar la resina nuevamente y 

se eliminé el sobrenadante. 

Se virtié la sefarosa en una columna de 5 ml, se dejé asentar y luego se 

dejé salir ta solucién colectando alicuotas de 1 mi. 

La columna se eluy6 con 20 mi de una soluci6n de Na2HPO« y K2HPO, 50 

mM / sulfato de amonio 0.5 M, luego con 20 mi de Na2HPO, y KzHPO, 50 mM, 

después con 20 mi de Na2HPO, y K2zHPO, 10 mM y finalmente con 20 ml de agua, 

colectando fracciones de 1 ml. 

Se determino la actividad de catalasa de las fracciones colectadas y se 

juntaron las fracciones con mayor actividad. La catalasa se concentro por filtracion 

a través de una membrana de exclusién de corte a 30 kDa (YM 30 Amicon). 

Se analiz6 la pureza de la Cat-1 y la presencia de los confoérmeros (Cat-1a 

- Cat-te) en las diferentes fracciones mediante electroforesis en geles de 

poliacrilamida, en condiciones desnaturalizantes y no desnaturalizantes. 

Se tomaron alicuotas de 0.2 ml y se guardaron junto con las demas 

fracciones a 4°C. 

Soluciones: Solucién H*: Solucién |*: Solucién J*: 

Boratos 10 mM 10 mM 10 mM 

KCI 50 mM 50 mM 50 mM 

Manitol 20 mM 20 mM 20 mM 

LDS 2% 

PMSF 0.5 mM 0.5mM 

EDTA 1.0mM 1.0 mM 

DTT 0.2 mM 0.2 mM 
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ASA 1.0 mM 

2. Electroforesis en gel de poliacrilamida 

Se analiz6 la actividad de los conférmeros de la catalasa mediante 

electroforesis en un gel de poliacrilamida al 8% en condiciones no 

desnaturalizantes. Los geles se corrieron en unas camaras mini-gel de Bio-Rad, 

con separadores de 0.75 mm. 

El gel se prepard de la siguiente forma: 

Inferior Superior 

Acrilamida* 1.33 ml 283.6 ul 

Tris 2 M, pH 8.8 1.083 ml 283.6 yl 

Agua 2.583 ml 41.1 mi 

Persulfato de amonio 10% 12.5 ul 8.3 pl 

Temed 83 ul 3.33 oul 

* Acrilamida al 30% - Bisacrilamida al 0.8% 

El amortiguador de corrida contenia Glicina 1.44 % y Trizma base 0.3%. 

El amortiguador de entrada para !a muestra contenia una concentraci6n 

final de 2x y contenia Glicerol 10 %, Trizma base 5 % (tomado de una solucién 

concentrada 2 M) y Azul de Bromofenol 0.2 %. 

El gel se corrié durante 2.5 horas a 150 V y se reveld por actividad de 

catalasa segun el método descrito por Gregory y Fridovich (1974) como se 

describe a continuacién. El gel se fijé durante 2 minutos con metanol al 5%, se 

lavé3 veces con agua y se incubé durante 5 minutos con 50 ml de H2O2 10 mM. 

Luego se lavé una vez mas con agua y se reveld con 5 ml de ferricianuro de 

potasio (1 g / 50 ml agua) y 5 ml de cloruro férrico (1 g / 50 ml agua) hasta que 

aparecieron las bandas de actividad y se par6 la reaccién con acido acético al 

10%. 
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La electroforesis en condiciones desnaturalizantes se hizo segtin el método 

de Laemmli (1970).75 Se us6é una cAmara mini gel de Bio Rad. 

El gel se prepardé de la siguiente manera: 

Inferior Superior 

Acrilamida* 1.32 mi 216.5 yl 

Tris 2M, pH 8.8 864 pl = (pH 6.8) 283 oul 

Agua 41.72 ml 41.15 mi 

SDS 10% 40 yl 16.6 ul 

Persulfato de amonio 10% 10 pl 83 ul 

Temed 66 ul 3.3 ul 

* Acrilamida al 30% - Bisacrilamida al 0.8% 

El amortiguador de corrida contenia lo mismo que el del gel nativo, sdlo 

que se le adicionéd 0.1% de SDS. A las muestras se les agregéd una soluci6én con 

una concentraci6n final de 2x que contenia: 

§-Mercaptoetanol al 5% 

Amortiguador 4% (glicerol 10%, SDS 4%, Tris al 5% tomado de una solucion 

concentrada 2 M y Azul de Bromofenol al 0.02%). 

El gel se corriéd durante 45 min a 200 V y después se tifiéd con una solucién 

de Coomasie que conitenia: 

Azul de Coomasie 240 mg 

Metano! 120 ml 

Acido acético 40 mi 

Agua destilada c.b.p. 500 mi 

Esta soiucion se paso a través de un papel filtro Whatman N° 4 y se guard6é 

a temperatura ambiente. 

3. Actividad de catalasa 

La actividad de catalasa se determind usando un electrodo Clark, cubierto con una 
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membrana de celofan, conectado a un oximetro* y a un graficador (Rio et al 

1977).2"5 La determinacién se llevé a cabo en una camara con 2 ml de un 

amortiguador de NazHPO, y K2zHPO, 50 mM, pH 7.8 y 10 mM de H202 . La 

reaccién se inicio al agregar la proteina. 

La actividad se determiné mediante la formula: 

(0.5/m) x 15=X 

(X) ° vol inyectado / 4 

m= pendiente en centimetros. Una unidad de actividad enzimatica es la cantidad 

de catalasa que transforma 1umol de perdxido de hidrégeno por minuto a 25°C. 

4. Electroelucion 

La proteina se electroeluy6 para garantizar su pureza. Primero se corrié un 

gel nativo de un sdlo pozo con 800 ug de proteina. Para localizar la catalasa en el 

gel, cortamos una tira longitudinal y la tefiimos para actividad de catalasa. Con la 

ayuda de la tira, se localizé la banda en fa parte del gel no tefiido y se cort6. Una 

vez separada la banda de la catalasa, se dividid el gel en fracciones pequefias 

que se colocaron en los pozos de electroelucién con amortiguador que contenia 

Glicina 0.14% y Trizma base 0.03%. Se utilizé amortiguador que contenia Glicina 

1.44% y Trizma base 0.3% en el resto de la camara de electroelucién (Little Blue 

Tank, ISCO).*° La electroelucion se hizo durante 3 horas a 3 Watts. 

5. Determinacién de proteina 

Se hizo la determinacién de la Cat-1 en un espectrofotometro Beckman (DU 

650) por la absorbencia a 400 nm, que es la longitud a la que absorbe el grupo 

hemo. Una absorbencia de 0.05 corresponde a 73.3 pg de catalasa / ml. 

6. Glicosilacién de la catalasa-1 

Se hizo el ensayo de glicosilaci6n de la Cat-1 de N. crassa con anticuerpos 

producidos contra una Cat-1 a la cual no se le quitaron los carbohidratos. Se corrié 

un gel tipo Laemmli de un pozo que contenia 1 mg de extracto de micelio de 20 

* YSI modelo 53 Yellow Spring Instruments. Co. Inc. 
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horas de crecimiento y se transfirié a una membrana de nitrocelulosa. Se le dié un 

tratamiento con peryodato de sodio a la membrana de nitrocelulosa’ y se hizo un 

“Western Blot’. Como control se hicieron las mismas incubaciones pero sin 

peryodato de sodio. Se manejé una dilucién del suero de 1:40. 

Se produjeron otros anticuerpos contra una Cat-1 tratada con peryodato de sodio 

para remover los carbohidratos. Se precipito la catalasa con acetona y se 

resuspendié en un amortiguador de acetato de sodio 50 mM, pH 4.5, conteniendo 

peryodato de sodio 10 mM. Incubamos la enzima 24 horas en la obscuridad a 

temperatura ambiente y al terminar, se paré la reaccién con etilenglicol 1 M. 

Después se dializé la enzima toda la noche contra un amortiguador de fosfato de 

sodio 50 mM, pH 7.0, a 4°C.*" Con esta enzima se inyecté un conejo después de 

haberlo inmunizado previamente con una Cat-1 que no habia sido tratada con 

peryodato de sodio. 

7. Produccién de anticuerpos policlonales anti-catalasa-1 

Utilizamos un conejo de la raza Nueva Zelanda blanco para la produccién 

de los anticuerpos. Se inoculé por la via intradérmica la catalasa pura nativa. 

Tomamos una muestra de sangre de la vena marginal de una oreja para obtener 

el suero pre-inmune y usarlo como control. El suero se obtuvo dejando cuagular 

la sangre y centrifugandolo a 5000 x g durante 10 minutos a 4°C. El suero se 

guardé a -80°C.*? 

Para la primera inoculacion se trituraron 100 ug de Cat-1 contenida en un 

gel de poliacrilamida junto con 1 ml de Adyuvante Completo de Freund y se 

inyecté la mezcla en el dorso del conejo. 

A los 15 dias se hizo el primer sangrado y la titulacién de los anticuerpos. 

Ese mismo dia se aplicd el primer refuerzo con 50 yg de catalasa nativa 

electroeluida de un gel, junto con amortiguador de fosfatos salino (PBS) y 1 ml de 

Adyuvante Incompleto de Freund. Después de 10 dias se hizo otro sangrado para 

titular los anticuerpos y se aplicd otro refuerzo. 

  

' Los detalles del método de transferencia y del tratamiento con peryodato se describen en la seccién de 

Caracterizaci6n de los anticuerpos anti Cat-1. 
? Los detalles del método se describen en la seccion de Titulacién de los anticuerpos anti-catalasa 1. 

16



Después de tres inoculaciones, se sangré a blanco por puncién cardiaca 

para obtener ef suero hiperinmune. 

EI PBS se obtuvo a partir de una soluci6n concentrada de PBS 10x que 

contenia: 

NaCl 80 g 

KCI 2 g 

Na2HPO, -12H20 28.98 g 

KH2PO, 2 g 

Na2HPO. 11.49 g 

Agua destilada c.b.p. 1 L 

La solucién de PBS 10x se guardé a temperatura ambiente. 

La solucién PBS se guard6 a 4°C. 

8. Titulacién de los anticuerpos anti catalasa-1 

Para hacer las titulaciones, utilizamos la técnica de “Western Bloting” y 

membranas de nitrocelulosa de 0.45 ym** (Bio-Rad) en una camara Hoefer. Se 

transfirieron a una membrana tas proteinas separadas por electroforesis en un gel 

en condiciones desnaturalizantes. También se transfirieron en una membrana las 

proteinas separadas por electroforesis de un gel en condiciones no 

desnaturalizantes para ver si los anticuerpos reconocen el tetramero de la 

catalasa. Los extractos transferidos a la membrana de nitrocelulosa provinieron de 

un micelio de 20 horas de crecimiento, de un micelio sometido a tension calérica y 

de conidios. 

Para el extracto del micelio en crecimiento, se hizo crecer N. crassa en un 

matraz Fernback con 700 mi de medio de cuitivo Vogel / sacarosa inoculando 

100,000 conidios / ml. Después de 20 horas de cultivo en una incubadora con 

agitacién a54xg ya 30°C, se colecté el micelio por filtraci6n y se hicieron polvos 

de acetona. Estos polvos se guardaron a —20°C. El extracto se hizo rompiendo los 

polvos de acetona con perlas de vidrio y una solucién Hepes que contenia: 
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Hepes 238 mg 

DIT 7.8 mg 

Desferal 3.3. mg 

PMSF* 250s 

Agua destilada c.b.p. 50 =m 

*De una preparacién concentrada 0.2 M que se agrega al momento de utilizar la 

solucién Hepes. 

La solucién de Hepes se guard6 a 4°C. 

EI extracto se observé al microscopio optico para corroborar la ruptura 

completa del micelio. El micelio se centrifugé a 11,260 x g durante 5 minutos y al 

sobrenadante se le determins la proteina por el método de Bradford (1976).*° Para 

la separacién por electroforesis, se cargd 1 mg de proteina del extracto en un gel 

de poliacrilamida de un solo pozo. 

El extracto del micelio sometido a tensién calérica se prepard de la misma 

manera que el extracto de 20 horas pero, al término de la incubaci6n, se transfirié 

aun matraz Erlenmeyer de 4 litros, se le agreg6 2100 ml de medio fresco y se 

dividié pasando 250 mi a matraces de 1 litro. Estos matraces se incubaron durante 

2 horas a 48C agitandolos a 200 rpm. Ei micelio se colecté por filtracibn y se 

hicieron polvos de acetona. Los polvos se rompieron igual que el extracto de 20 

horas. Se determind la proteina del extracto por el método de Bradford para cargar 

1 mg de proteina del extracto en un gel de poliacrilamida de un s6lo pozo. 

Para hacer el extracto de conidios se descongelaron rapidamente los 

conidios y se centrifugaron a 11,260 x g durante 5 minutos. A la pastilla de conidos 

se le agregé una solucién hepes y se homogeneiz6 agitando con perlas de vidrio. 

Una vez corroborando al microscopio dptico la ruptura de los conidios, se 

centrifugé el extracto y se le determind la protefna por el método de Bradford para 

cargar 1 mg de proteina de extracto en un gel de poliacrilamida de un sdlo pozo. 

Después de correr los extractos en geles de poliacrilamida, se hizo la 

transferencia a las membranas de nitrocelulosa durante 3 horas a 30 Volts, 

utilizando un amortiguador que contenia: 
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Tris 6.05 g 

Glicina 28.979 

Metanol 400 ml 

Agua destilada c.b.p. 2 L 

Ajustando a un pH de 8.3. 

Esta solucién se guard6 a 4°C. 

Al terminar la transferencia, tefimos el gel de poliacrilamida con azul de 

Coomasie para corroborar fa transferencia de las proteinas del gel a las 

membranas y la membrana se tifid con Rojo Ponceau. Las membranas se lavaron 

con PBS y después se fijé fa proteina utilizando glutaraldehido al 0.5% en PBS 

durante 15 min. Antes de incubar con el suero, las membranas, con las proteinas 

transferidas de un gel en condiciones desnaturalizantes, se bloquearon con una 

solucion de PBS / Tween 20 al 0.3% / leche semidescremada al 5%. Las 

membranas con las proteinas transferidas de un gel nativo, no se trataron con 

glutaraldehido y se utiliz6 albumina 2% en PBS para bloquear los sitios 

inespecificos. Incubamos las membranas con el suero a 37°C durante 2 horas, en 

una solucién de PBS / Tween 20 al 0.3% / leche ai 0.2% o PBS / BSA 1 mg / ml, 

dependiendo de la membrana. Después se lavaron las membranas por 5 minutos 

4 veces con PBS / Tween 20 al 0.3% para las membranas de gel tipo Laemmli y 

con PBS para las membranas de gel nativo. 

Posteriormente, incubamos las membranas con un segudo anticuerpo, que 

esta acoplado a una peroxidasa (Sigma immuno Chemicals Anti-Rabbit IgG, whole 

molecule, peroxidase conjugate), a una diluciébn de 1:500 durante 1 hora a 37°C. 

El segundo anticuerpo anti-conejo reconoce el anticuerpo de conejo en contra de 

la catalasa. Al terminar esta incubacién, lavamos tres veces las membranas con 

PBS / Tween 20 al 0.3% y después dos veces con PBS y revelamos la actividad 

de peroxidasa con 4-cloronaftol. Después de esto, se enjuagaron las membranas 

con agua destilada. En las membranas de gel nativo no utilizamos Tween 20. 

El 4-cloronaftol se preparé de la siguiente manera: 
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4-cloronaftol* 2 ml 

PBS 10 mi 

H202 al 30% 10, ot 

Esta solucién se prepard inmediatamente antes de ser utilizada. 

*3 mg de 4-cloronaftol / ml de metanol. Esta solucién se guardé a —20°C. 

9. Caracterizacién de los anticuerpos anti-Cat-1 

Se corrid una electroforesis en un gel en condiciones desnaturalizantes y en 

un gel en condiciones no desnaturalizantes con los extractos de micelio de 

Aspergillus nidulans, de conidios de A. nidulans, de conidios de Neurospora 

crassa, de higado de rata y con la catalasa bovina. 

Las proteinas separadas por electroforesis se transfirieron de los geles a 

las membranas de nitrocelulosa, se bloquearon y se lavaron como se describi6é 

anteriormente. Luego se remojaron las membranas con una solucién de acetato 

de sodio 50 mM, pH 4.5 y se incubaron en esta misma soluci6bn con 20 mM de 

peryodato de sodio durante 1 hora a temperatura ambiente en la obscuridad. Al 

terminar, se enjuagaron las membranas con la misma solucién de acetatos y se 

incubé a 4°C en amortiguador de fosfato de sodio 100 mM, pH 7.5, 1% glicina 

durante toda la noche. Se lavaron las membranas con PBS / Tween 20 al 0.3% y 

posteriormente se hizo el “Western Blot” utilizando los anticuerpos a una dilucién 

de 1:1,000. 

Como control, se hizo el mismo procedimiento pero sin agregar peryodato 

de sodio. 

10. Obtencién de los conidios 

Se hizo crecer N. crassa en cultivos sdlidos de medio minimo de Vogel con 

Agar al 2% durante dos dias a 30°C en obscuridad y tres dias a 24°C en luz. Los 

conidios se recolectaron agitando los matraces con 100 ml de agua y pasando la 

suspension de un matraz a otro. La suspension se filtr6 a través de una gasa en 
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un embudo. Los conidios se colectaron a 4°C y se alicuotaron en tubos Eppendorf. 

Las alicuotas se pusieron durante una hora a —20°C y después se guardaron a 

- 80°C. 

11. Obtencién de los micelios vegetativo, adherido y aéreo 

Se hizo crecer N. crassa en un matraz Fernback con 700 ml demedio 

liquido de Vogel con 1.5 % de sacarosa, inoculando 100,000 conidias / ml. Se 

dej6 crecer durante 20 horas en una incubadora a 30°C con agitacion a 54 x g. 

Una vez terminada la incubacion, se filtraron 50 mi de cultivo por un sistema 

Millipore con papel Whatman N° 4. Justo antes de que todo el cultivo se terminara 

de filtrar, se lavé el micelio con agua destilada, moviendo el sistema de filtracién 

para resuspender el micelio. Antes de acabar de filtrar, se lavé el micelio con 250 

ml de solucién de fosfato de potasio 30 mM, pH 6.1, resuspendiendo el micelio y 

después dejando asentar el micelio de una manera homogénea aplicando vacio 

para eliminar el exceso de agua y que solo quedara himeda la masa micelial. 

Después, se paso el micelio a una caja Petri con 4 papeles Whatman humedos y 

se incubéd durante 9 horas a 24°C con 75% de humedad relativa. Después de la 

incubacién, se desprendié con una espatula fina el micelio vegetativo, el adherido 

y el aéreo y éstos se pasaron a tubos Eppendorf y se guardaron a -20°C. 

12. Purificacién de la Catalasa-2 

La catalasa-2 se purificé a partir de la fraccién de catalasa-1 que se eluyd 

de la columna de fenil sefarosa con amortiguador de fosfatos 10 mM. Esta fraccién 

se concentré, se cargo por proteina en un gel y se corriéd una electroforesis en 

condiciones no desnaturalizantes. Se corté la banda correspondiente a la catalasa 

2 yse electroeluyd. 

13. Determinacién de proteina 

La cantidad de catalasa-2 se determind por su absorbencia a 400 nm. 
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14. Glicosilacién de la catalasa-2 

Se utilizé el mismo método para remover los carbohidratos de la Cat-2 que 

el utilizado para la Cat-1, a partir de la quinta inmunizacién al conejo. 

Se hizo el ensayo de glicosilaci6én de la Cat-2 con los anticuerpos 

especificos de esta catalasa, dando un tratamiento con peryodato de sodio® a la 

membrana de nitrocelulosa con un extracto de 20 horas sometido a tension 

calérica. Se hizo un control sin darle tratamiento con peryodato de sodio a la 

membrana de nitocelulosa. Para el “Western Blot”, se usaron los anticuerpos a 

una dilucién de 1:500 con un suero obtenido de la catalasa-2 no tratada. 

15. Produccién de anticuerpos policionales anti-catalasa-2 

Se utiliz6 un conejo de la raza Nueva Zelanda Blanco para producir los 

anticuerpos. El calendario para la produccién del suero hiperinmune fué el mismo 

que para la produccién de los anticuerpos anti-catalasa 1, dando 6 Inoculaciones 

de la catalasa-2. EI conejo se sangré a blanco por puncién cardiaca para obtener 

el suero hiperinmune. 

16. Titulacién de los anticuerpos anti-catalasa-2 

Para hacer las titulaciones, utilizamos la técnica de “Western Blot”. Los 

extractos transferidos a las membranas de nitrocelulosa provinieron de un micelio 

de 20 horas de crecimiento sometido a tensién calérica. Las proteinas se 

separaron por electroforesis en un gel en condiciones desnaturalizantes. También 

se transfirieron las proteinas separadas por electroforesis en un gel en 

condiciones no desnaturalizantes. Se fijaron las proteinas con glutaraidehido al 

0.5% en PBS y se bloquearon las membranas de nitrocelulosa con PBS / Tween 

20 al 0.3%/leche semidescremada al 5%. El suero se diluyO en PBS / Tween 20 al 

0.3%/ leche semidescremada al 0.2%. 

3 Los detalles de esta técnica se encuentran en la seccién de Glicosilacién de la catalasa-1. 
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17. Caracterizacién de los anticuerpos anti-Cat-2 

Se corrié una electroforesis en un gel en condiciones desnaturalizantes y en 

un gel en condiciones no desnaturalizantes con los extractos de micelio de 

Aspergillus nidulans, de conidios de Neurospora crassa, de higado de rata y con la 

catalasa bovina. 

Se hizo el mismo procedimiento de caracterizacién que el utilizado para los 

anticuerpos anti Cat-1. El suero se incub6é a una dilucién 1:4,000 para el gel en 

condiciones desnaturalizantes y una dilucién 1:400 para el gel en condiciones no 

desnaturalizantes. 

Como control, se hizo el mismo procedimiento pero sin agregar peryodato 

de sodio. 

18. Inmunolocalizacién de la Catalasa-1 y la Catalasa-2 

Para hacer la inmunolocalizacién, se us6é el método de inmunomarcaje 

utilizando proteina A oro de 5 nm. 

Las estructuras celulares de los micelios vegetativo, adherido, aéreo y los 

conidios se fijaron durante 1 hora con glutaraldehido al 0.5% en amortiguador de 

cacodilato 0.1 M a un pH 7.2 a temperatura ambiente.*’ Después de esto, se 

centrifugaron durante 5 minutos a 4,380 x g. El material se resuspendiéd en 

cacodilato 0.1 M, pH 7.2, se incubaron durante 15 minutos a temperatura 

ambiente. Este paso se hizo dos veces. El material se resuspendid nuevamente 

en solucion de cacodilato y se incubé durante una noche. Se centrifugé y se 

deshidraté el material durante 15 minutos con etanol al 30% con el material 

resuspendido, se centrifugé y deshidratoé nuevamente con etanol al 40%, 50%, 

60%, 70%, durante 15 minutos cada uno. Se repitid dos veces mas la 

deshidratacién con etanol al 70%. Se centrifugé y desechdé el sobrenadante. El 

material se infiltré en resina LR White:etanol al 70% (2:1) durante toda la noche. 

Después de centrifugar durante 5 minutos a 4,380 x g, se le ariadio al 

material una resina LR White, incubando durante 15 minutos a temperatura 

ambiente para después centrifugar. Las muestras se pasaron a capsulas de 

gelatina y se les afiadié resina. Se guardaron las capsulas durante 48 horas a 
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60°C para que polimerizara la resina. Después se quité la capsula de gelatina para 

hacer cortes de 90 nm en un ultramicrotomo Leica Ultracut R. Los cortes se 

montaron en rejillas de niquel de 300 “mesh” cubiertas con “formvar’. 

Los cortes se bloquearon durante 5 minutos con PBS/leche 

semidescremada al 3%. Al terminar el bloqueo, se enjuagaron las rejillas con PBS. 

A partir de este paso, se utiliz6 una camara humeda. Después se incubaron las 

rejillas con el suero concentrado, durante 2 horas a 4°C. Al terminar, se 

enjuagaron con PBS y se incubaron las rejillas durante 1 hora con proteina A oro 

de 5 nm, a 4°C. Se enjuagaron con PBS y posteriormente con agua.*® 

Para localizar la Cat-2 en el micelio aéreo, se utiliz6 proteina A oro de 10 

nm. 

Los cortes se tifieron incubandolos durante 15 minutos en acetato de 

uranilo ai 2% en un portaobjetos excavado. Al terminar, se enjuagaron con agua y 

los cortes se incubaron durante 5 minutos con citrato de plomo seguin Reynolds 

(1963)? y se volvieron a enjuagar con agua para observar al microscopio 

electrénico de transmisién a 60 KV (JEOL 1200 EX Il). 

Cemo control, se hizo el mismo procedimiento pero sin la incubacién con 

los anticuerpos.* 

Se tomaron fotos representativas de cada estado de diferenciacién de 

N. crassa, tanto de los controles como de los experimentales, mostrando una parte 

de la pared celular, e! nucleo, las mitocondrias, el citoplasma y el fondo. 

19. Cuantificacién de la catalasa-1 y de la catalasa-2 

Una vez hecha la inmunodeteccién de la Cat-1 y de la Cat-2, se analizaron 

los cortes de los diferentes estados de diferenciacién de N. crassa y se hizo la 

cuantificacién de las particulas de oro en la pared celular, las mitocondrias, el 

nucleo, el citoplasma. 

Para hacer la cuantificacion, se analizo un total de 3 ym? de cada una de 

las estructuras, restandole la cantidad de particulas de oro encontradas en el 

fondo del corte, tomando este total como 100%. El resultado se expresé en 

ndmero de particulas de oro / um? y en porcentaje. 
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Vil) Resultados 

1. Purificacién de la catalasa-1 

Los principales pasos de purificacién de la Cat-1 fueron la congelacion y 

descongelacién, la precipitacién con acetona, precipitacion con sulfato de amonio 

al 35%. Se logré eluir ta Cat-1 pura en las fracciones recuperadas con la mezcla 

de NazHPO, y KzHPO, 10 mM. Las fracciones con mayor actividad se 

concentraron por medio de un filtro Amicon, obteniendo un aumento en la 

actividad especifica de 170 veces y un rendimiento del 48%. Al ser analizada la 

enzima en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes se observa 

una pureza mayor del 90% ( Diaz, comunicacién personal ). 

2. Produccién de anticuerpos anti-Cat-1 

Se logré obtener un suero hiperinmune con un alto titulo de anticuerpos 

contra la Cat-1 después de 3 inoculaciones al conejo con la proteina nativa. Para 

hacer la titulacién de los anticuerpos mediante la técnica de “Western Biot”, se 

manejaron diferentes diluciones del suero. 

Con un extracto de micelio, crecido durante 20 horas y separado por 

electroforesis en un gel en condiciones desnaturalizantes, los anticuerpos dieron 

un titulo de 1:5,120 (Fig. 3a). 

Con un extracto de conidios, separado por electroforesis en un get en 

condiciones no desnaturalizantes, los anticuerpos dieron un titulo de 1: 2,621,440 

(Fig. 3c). 

Con un extracto de micelio que fue sometido a tensién calérica, separado 

por electroforesis en un gel en condiciones no desnaturalizantes, los anticuerpos 

tuvieron un titulo de 1:1,280 (Fig. 3d). 

Los anticuerpos en estos extractos reconocen a la Cat-1a. 

Con un extracto de micelio crecido durante 20 horas, separado por 

electroforesis de un gel en condiciones no desnaturalizantes, los anticuerpos 

tuvieron un titulo de 1:640 (Fig. 3b). Los anticuerpos reconocen a la Cat-1a y a la 

Cat-tc. 
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Estos resultados indican que los anticuerpos reconocen tanto al mondmero como 

al tetramero de la Cat-1 y no detectan otras proteinas. 

3. Glicosilacién de la catalasa-1 

Los resultados del “Western Blot” en la fig. 4 muestran que los anticuerpos 

producidos con la Cat-1 no tratada con peryodato de sodio, no reconocen ninguna 

banda de proteina en la membrana de nitrocelulosa con un extracto de micelio 

crecido durante 20 horas tratada con peryodato, a diferencia de la membrana 

control, que se incubé sin peryodato de sodio, en donde si se ve que los 

anticuerpos reconocen a la Cat-1. Esto sugiere que fos anticuerpos obtenidos 

estan dirigidos contra los residuos de carbohidratos de la Cat-1. 

4, Caracterizacién de los anticuerpos anti-catalasa-1 

Se hizo la caracterizacién de los anticuerpos anti Cat-1 producidos con la 

Cat-1 tratada con peryodato de sodio. Los extractos de micelio de Aspergillus 

nidulans, de conidios de Neurospora crassa, de higado de rata y de la catalasa 

bovina, separados por electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes y en un gel en condiciones no desnaturalizantes, se transfirieron 

a las membranas de nitrocelulosa y se les did un tratamiento con peryodato de 

sodio. El control se hizo sin peryodato de sodio. Para el “Western Blot” se usaron 

los anticuerpos con una dilucién de 1:1,000. No se observé ninguna diferencia 

entre las membranas tratadas con peryodato y las membranas control, por lo que 

estos resultados indican que fos anticuerpos estan dirigidos contra la parte 

proteica y no contra fos carbohidratos. Los anticuerpos no reconocen la Cat-A 

(resultado no mostrado) ni la Cat-B de A. nidulans, de rata y bovina por lo que son 

especificos para la Cat-1 de N. crassa (Fig 5). 

5. Inmunolocalizacion cuantitativa de la catalasa-1 

Utilizando los anticuerpos anti-Cat-1 de N. crassa, se determind la 

localizacié6n intracelular mediante la técnica de proteina A oro en los diferentes 

estados de diferenciacién de N. crassa. 
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Micelio vegetativo. Como podemos observar en la fig. 6, los resultados 

muestran que la mayor parte de la Cat-1 esta localizada en la pared celular 

(56.8%), aunque también se localiza en el citoplasma (22%), las mitocondrias 

(13.1%) y los nuicleos (8%) (Grafica 1, Tabla 1) . 

Micelio adherido: Los resultados muestran que la mayor parte de la Cat-1 

se localiza en la pared celular (86.9%) y también se localiza en los nucleos 

( 13.1%), pero no se observé Cat-1 en las mitocondrias ni en el citoplasma (Fig. 7, 

Grafica 1, Tabla 1). 

Micelio aéreo: La fig. 8 nos muestra que la Cat-1 se localiza principalmente 

en la pared celular (38.9%) y también se encuentra en los nucleos (26.7%), las 

mitocondrias (20%) y en el citoplasma (14.4%) (Grafica 1, Tabla 1). 

Conidios: Los resultados nos muestran que la mayor parte de la Cat-1 se 

localiza en la pared celular (66.5%) y en menor porcentaje la encontramos en el 

citoplasma (17%), las mitocondrias (8.7%) y los nucleo (7.8%) (Fig. 9, Grafica 1, 

Tabla 1). 

6. Purificacion de la catalasa-2 

La Cat-2 se obtuvo a partir de la fraccién de la Cat-1 eluida con 10 mM 

NazHPO, y K2zHPO,. La fig. 10 nos muestra esta fraccién que contiene !a Cat-2. 

Se corrié una electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones no 

desnaturalizantes, cargados por proteina. La banda de actividad de la Cat-2 se 

sometio a electroelucién. Ala Cat-2 pura, se le did el tratamiento con peryodato 

de sodio para la generacion de anticuerpos. 

7. Produccién de anticuerpos anti-Cat-2 

Despties de dar 6 inyecciones al conejo con la proteina nativa, se obtuvo un 

suero hiperinmune con un titulo de anticuerpos alto. Para hacer {a titulacion de los 

anticuerpos anti-Cat-2 mediante la técnica de “Western Blot”, se manejaron 

diferentes diluciones del suero. 
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La titulacion de los anticuerpos con un extracto de micelio crecido durante 

20 h, sometido a tensién calérica y separado por electroforesis en un gel en 

condiciones desnaturalizantes, fue de 1:16,000 (Fig. 11a). 

La titulaci6n de los anticuerpos con un extracto de micelio, crecido durante 20 h, 

sometido a tensién calérica y separado por electroforesis en un gel de condiciones 

no desnaturalizantes, fue de 1:800 (Fig. 11b). 

Estos resultados indican que los anticuerpos reconocen tanto a la proteina 

nativa como a la desnaturalizada y no reconocen otras proteinas. 

8. Glicosilacién de la catalasa-2 

Los resultados del “Western Blot” en la fig. 12 muestran que los anticuerpos 

producidos con la catalasa-2 no tratada con peryodato de sodio, estan dirigidos 

contra la parte proteica. En la membrana de nitrocelulosa tratada con peryodato de 

sodio y en la membrana control, con un extracto de micelio crecido durante 20 

horas y sometido a tensién calérica, se mantiene el reconocimiento de la Cat-2 

con los anticuerpos especificos. Esto nos dice que, posiblemente, la Cat-2 no 

tenga residuos de carbohidratos. 

9. Caracterizacién de los anticuerpos anti-catalasa-2 

Se hizo la caracterizacion de los anticuerpos anti-Cat-2 utilizando los 

extractos de micelio de Aspergillus nidulans, de conidios de N. crassa, de higado 

de rata y con la catalasa bovina, separados por electroforesis en geles de 

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y no desnaturalizantes, éstos 

extractos se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se les did un 

tratamiento con peryodato de sodio. El control se hizo sin peryodato de sodio. 

Para el “Western Blot” con las membranas transferidas de un gel en condiciones 

desnaturalizantes se utilizaron los anticuerpos a una dilucién 1:4,000. Para el 

“Western Blot” con las membranas transferidas de un gel en condiciones no 

desnaturalizantes se utilizaron los anticuerpos con una dilucién 1:400. 

No se observ6 ninguna diferencia entre las membranas tratadas con 

peryodato y las membranas control, por lo que estos resultados sugieren que los 
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anticuerpos estan dirigidos contra Ja parte proteica y no contra los carbohidratos 

que puedan estar unidos a la proteina. Los anticuerpos no reconocen la Cat-B de 

A. nidulans, ni la catalasa de rata y bovina. (Fig. 13). 

10. Inmunolocalizaci6n cuantitativa de la catalasa-2 

Utilizando fos anticuerpos anti-Cat-2 de N. crassa, se determino la 

localizacién intracelular mediante la tecnica de inmunomarcaje con proteina A oro 

en los estados de crecimiento y durante la diferenciacién de N. crassa. 

Micelio vegetativo: Como se puede ver en la fig. 14, la mayor parte de la 

Cat-2 se localiza en la pared celular (47.8%), también se localiza en las 

mitocondrias (25.7%), el citoplasma (15.3%) y los nuicleos (11.2%) (Grafica 2, 

Tabla 2). 

Micelio adherido: La fig. 15 muestra que la Cat-2 se localiza principalmente 

en la pared celular (59.2%), las mitocondrias (28.6%) y en menor proporcién en el 

citoplasma (10.2%) y en los nucleos (2%) (Grafica 2 , Tabla 2). 

Micelio aéreo: Los resultados muestran que la Cat-2 se localiza en las 

mitocondrias (35.5%), ademas de la pared celular (24.5%), el citoplasma (23.2%) y 

en los nucleos (16.8%), (fig. 16, Grafica 2, Tabla 2). 

Conidios: En esta etapa de diferenciacién de N. crassa, los resultados 

muestran (fig. 17) que la Cat-2 se localiza practicamente en ta misma proporcién 

tanto en fa pared celular (41.8%), como en las mitocondrias (39.3%) y se localiza 

en menor proporcién en los nuicleos (11.5%) y en el citoplasma (7.4%) (Grafica 2, 

Tabla 2). 
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VI) Discusién 

En este trabajo, se ha presentado ja caracterizacién parcial de dos 

catalasas de N. crassa, una catalasa tipica (Cat-1) y una catalasa-peroxidasa 

(Cat-2), partiendo de la proteina pura y utilizando anticuerpos especificos. Con la 

obtencién de los anticuerpos es posible conocer la localizacion de estas enzimas 

drante el ciclo de vida de N. crassa. 

Mediante la técnica de inmunomarcaje con proteina A oro encontramos que 

la mayor parte de la Cat-1 de N. crassa se encuentra localizada en la pared celular 

durante el crecimiento y los estados de diferenciacién. También se encuentra en 

menor porcentaje en otras estructuras intracelulares (Grafica 1, Tabla 1). 

La Cat-2 se encuentra localizada mayoritariamente en la pared celular, en el 

micelio adherido y el micelio vegetativo. En el micelio aéreo la Cat-2 se encuentra 

en mayor porcentaje en las mitocondrias, y en los conidios esta practicamente en 

la misma proporcién tanto en la pared celular como en las mitocondrias (Grafica 2, 

Tabla 2). 

Los anticuerpos especificos producidos contra la Cat-1 y contra la Cat-2 de 

N. crassa estan dirigidos contra la parte proteica, no contra los carbohidratos, 

reconocen la forma nativa y desnaturalizada de la proteina y no reconocen las 

proteinas contaminantes. Con esto podemos decir que estamos localizando tanto 

las formas activas como inactivas de la Cat-1 y ia Cat-2 de N. crassa. 

1. Glicosilacién de la catalasa 

La Cat-1 de N. crassa tiene residuos de carbohidratos unidos a la 

proteina. Se observé diferencias en el reconocimiento de esta proteina por los 

anticuerpos especificos contra Cat-1 cuando se traté la proteina con peryodato 

para remover los carbohidratos (Fig. 4). Por otra parte, el peso molecular de la 

Cat-1 de N. crassa de acuerdo con su secuencia de aminoacidos es de 79,139 

Daltones para el monémero (datos del laboratorio), mientras que el peso molecular 

obtenido por electroforesis de la proteina entrecruzada es de 88.6 kDa (Fig.2). La 

diferencia en parte se puede deber a la presencia de carbohidratos en la Cat-1. 
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Entre varias lectinas Unicamente la Concanavalina A se une a la Cat-1, lo que 

sugiere que la Cat-1 contiene residuos de giucosa y / o manosa. Adicionalmente, 

se tifio la enzima separada por electroforesis en un gel de poliacrilamida usando la 

reaccién de PAS (Peryodic Acid Schiff). Los resultados indican que la Cat-1 

contiene carbohidatos. 

La Cat-2 de N. crassa parece no tener unidos residuos de carbohidratos, 

ya que no se observan cambios en el reconocimiento de esta cataiasa con los 

anticuerpos después de un tratamiento con peryodato para eliminar los 

carbohidratos (Fig. 12). Los resultados sugieren que os anticuerpos sdélo 

reconocen la proteina. Como cabe la posibilidad de que el peryodato no haya 

eliminado los carbohidratos por completo, se hizo el ensayo con lectinas para 

detectar la presencia de glicédsidos unidos a la proteina. Los resultados mostraron 

que no hay ningun azticar que se una con fas lectinas utilizadas. También se hizo 

la reacci6n de PAS y no se obtuvo tincién de la proteina. Estos resultados 

sugieren que la Cat-2 no contiene carbohidatos. 

En la literatura existen datos que mencionan la presencia de carbohidratos 

en algunas catalasas de hongos. Witteveen sugiere que la localizacién extracelular 

de la catalasa de Aspergillus niger es debida a que esta glicosilada.° Fowler 

sugiere que la proteina puede ser transportada al reticulo endoplasmico y al 

aparato de Golgi, en donde son agregados los residuos de moléculas de 

carbohidratos.24 También la catalasa-1 de Aspergillus fumigatus es una 

glicoproteina y posee dos tipos de cadenas N-glicosidicas.*' En Claviceps 

purpurea ia catalasa (CPCAT1) contiene tres sitios de N-glicosilacién, “lo cual 

indica que CPCAT1 es una catalasa secretada’.*? Zhao muestra que los 

carbohidratos, como las ciclodextrinas incrementan la estabilidad in vitro de la 

superdxido dismutasa en condiciones de altas temperaturas y valores de pH 

extremos.*? El que la Cat-1 posea carbohidratos en su estructura, puede conferirle 

una mayor estabilidad. De hecho, los datos del laboratorio muestran que la Cat-1 

de N. crassa es una enzima muy estable. 
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2. Localizacién celular de las catalasas 

En varios organismos se ha determinado la localizacién de una catalasa 

utilizando distintas tecnicas, como el fraccionamiento por centrifugacién, la tincion 

con diaminobencidina en los cortes para microscopia de transmisién y el 

inmunomarcaje con proteina A oro en microscopia de transmisién. En fa literatura 

hay pocos trabajos sobre la localizacién de la catalasa con este ultimo método. El 

inmunomarcaje resulta ser una técnica mas confiable ya que los anticuerpos 

producidos son especificos. En cambio, la deteccién de la catalasa en las 

mitocondrias utilizando ef método de la diaminobencidina no es muy confiable ya 

que la tincién puede ser atribuible al citocromo c.¥ 

En este trabajo, el método usado para la fijacion de las estructuras 

intracelulares, la infiltracion y polimerizacion con la resina LR White permiten una 

mayor antigenicidad en comparacién con otras técnicas como lo es la infiltracién y 

polimerizaci6n con Epon. En base a esto y a la especificidad de los anticuerpos 

utilizados, nuestros resultados son confiables. 

Aunque en Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Aspergillus nidulans, 

Claviceps purpurea y Neurospora crassa las catalasas estudiadas se encontraron 

sobre todo en la pared celular, no todas las catalasas de los microorganismos son 

exocelulares. 

Hillar® muestra la localizacion intracelular de la catalasa HPI de E. coli 

mediante la técnica de inmunomarcaje con proteina A oro, encontrando las 

particulas de oro en toda la seccién del corte. Mediante la técnica de 

fraccionamiento celular por centrifugacién, encuentra que la mayor parte de la 

actividad de la catalasa (>95%) se encuentra en el citoplasma y en la fraccién de 

la membrana interna. El resto de la actividad de catalasa se encontré en la 

fraccién periplasmica. 

Transfiriendo el gen de una catalasa-peroxidasa de Synechococcus PCC 

7942 (CPX) a células de la linea 104C1 de cobayo, se observé un incremento de 

la actividad especifica de catalasa de 2 - 6.6 veces. Mediante la centrifugaci6n 

diferencial e “inmunoblot” se localizo la CPX en el citosol."* 
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En el maiz, midiendo la actividad de catalasa, se encontré que la Cat-2 

(catalasa tipica) se localiza en los peroxisomas de! haz de la hoja,"® la Cat-3 

(catalasa-peroxidasa) mostr6é actividad en las mitocondrias de las células 

mesofilas.® 

En Saccharomyces cerevisiae se encontré mediante técnicas citoquimicas 

una actividad de catalasa en los peroxisomas y una actividad de peroxidasas en 

las mitocondrias.*’ La catalasa atipica (catalasa-A) se localiza en los peroxisomas, 

donde ocurre la oxidacién de los acidos grasos. La catalasa tipica (catalasa-T) se 

localiza en el citoplasma, la cual es sintetizada en respuesta a una tensidén de tipo 

metabdlico o ambiental. 

Por otra parte, sobreexpresando la catalasa de Candida tropicalis (CTC) en 

una cepa de Saccharomyces cerevisiae sin catalasas (AAAT), Kinoshita®® muestra 

la localizaci6n peroxisomal de una parte de esta catalasa. Para ello, utiliz6 

anticuerpos anti CTC mediante la técnica de proteina A oro. El trabajo muestra 

que solo la forma tetramérica activa de la catalasa esta presente dentro de los 

peroxisomas y que las diferentes formas multiméricas, incluyendo la forma 

tetramérica activa, son producidas fuera de los peroxisomas. Sugiere que las 

subunidades de la catalasa y el hemo son transportados del citosol a través de la 

membrana peroxisomal donde los peroxisomas no permiten el paso de las 

subunidades o formas multiméricas, pero si de la forma tetramérica.”® 

Mediante la técnica citoquimica de la 3,3’-diaminobencidina en Aspergillus 

niger se demostré la actividad de una catalasa en los peroxisomas y en la pared 

celular, asi como en la capa externa de la misma.” Utilizando técnicas 

electroforéticas por medio de geles de poliacrilamida en condiciones no 

desnaturalizantes, se encontraron 4 catalasas distintas en A. niger, de las cuales 

dos son constitutivas (Cat |, Cat Il) y las otras dos se inducen (Cat Ill, Cat IV) 

cuando la actividad de la glucosa oxidasa se incrementa. La Cat | y la Cat Il se 

localizan dentro de la célula, mientras que las Cat Il y Cat IV se localizan 

principalmente en la pared celular.“ 

En A. nidulans, se mostré la presencia de la CatA en los conidios” y de ia 

CatB en un micelio de 48 horas de crecimiento,” utilizando anticuerpos y la 
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técnica de proteina A oro. La mayor parte de la CatA y de la CatB se localizan en 

la pared celular. Sin embargo, ambas catalasas se extraen parcialmente en los 

extractos de proteina soluble. '® 5 

Utilizando técnicas de biologia molecular, Navarro y Aguirre proponen que 

la localizacién especifica de la Catalasa A de Aspergillus nidulans esta mediada 

por la 5’ UTR del ARNm de catA y esto ocurre en dos pasos. Ei mensaje de catA 

puede estar acumulado en una forma inactiva para la traduccion, en respuesta a 

diferentes condiciones de tensién, incluyendo exposicion al aire. Esto puede ser el 

resultado de un incremento en la transcripcién de catA y/o la estabilizacién del 

mensaje. En un segundo paso, el ARNm de catA acumulado puede ser 

transladado a métulas, fidlides, conidiosporas y ascosporas*°. 

En Claviceps purpurea, utilizando anticuerpos policlonales con la técnica de 

proteina A oro, Garre localizé la catalasa en la pared celular y en el citoplasma, 

aunque en este ultimo con menos marcaje. En el nucleo, las mitocondrias, tos 

cuerpos lipidicos y grandes vacuolas, no se presentéd especificidad de los 

anticuerpos.”* Los autores sugieren que no hay peroxisomas cuando los hongos 

son crecidos en un medio con glucosa.”° 

En base a estos resultados y los resultados obtenidos en la 

inmunolocalizacién en N. crassa en este trabajo, podemos mencionar que ta Cat-1 

tiene una funcién de proteccién contra el peréxido de hidrogeno exdgeno asi como 

el producido metabdlicamente en la pared celular, como el generado por fa 

glucosa oxidasa. Ademas, protege contra el H2O2 producido por el metabolismo 

durante todos los estados diferenciados. Esta Cat-1 en N. crassa es la que 

presenta mayor actividad y se acumula en grandes cantidades en los conidios. La 

acumulacién de esta catalasa en los conidios puede estar relacionado con la 

germinacién sobre un sustrato vegetal que genera una alta concentracién de H20>. 

La presencia de la Cat-2, una catalasa-peroxidasa, tiene una funcion de 

proteccién contra el H2O2 exdgeno y contra el H2O2 metabdlico. La actividad se 

induce en el micelio aéreo, en los conidios y sobre todo en condiciones de tension 

caldrica. 
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Et hecho que una gran parte de la Cat-1 y la Cat-2 estén asociadas con la 

pared celular no quiere decir que no puedan solubilizarse en un extracto celular. 

Esto es debido a que la mayor parte de estas catalasas se localizan cerca de la 

pared celular, tanto del lado interno como externa y sdlo una parte minoritaria se 

encuentra dentro de la pared celular. De hecho, sdlo un 10 - 20 % de estas 

catalasas no se puede solubilizar en un extracto celular y queda atrapado en la 

fraccion insoluble. 
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Hifas en crecimiento Hifas adheridas 

  

Conidios Hifas aereas       

Fig. 1 Estados de diferenciacién durante el ciclo de vida asexual de N. crassa. Durante 
el ciclo se presentan 3 transiciones. (Hansberg, 1996) 
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Fig. 2 Entrecruzamiento de la Cat-1 con glutaraldehido ( promedio de 3 ensayos ). Gel de 
poliacrilamida tipo Laemmli al 4.5%. En el gel se distinguen las diferentes subunidades 
que conforman a la Cat-1. (1) PM pretefiidos. (2,6) PM entrecruzados. (3) Cat- 1 control. 

(4) Cat-1 con glutaraldehido 5mM. (5) Cat-1 con glutaraldehido 20 mM. 
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Fig. 3 Titulacion del suero hiperinmune de los anticuerpos anti Cat-1 mediante “Western 
Blot’. (a) Extracto del micelio crecido 20 h. separado en condiciones desnaturalizantes. 
Dil. 1:160-1:5,120, reconoce a la Cat-1a. (b) Extracto del micelio crecido 20 h. separado 
en condiciones no desnaturalizantes. Dil. 1:10-1:640, reconoce a la Cat-1a y a la Cat-1e. 
(c) Extracto de conidios separado en condiciones no desnaturalizantes. Dil. 1:10- 
1:2,621,440, reconoce a la Cat-1a. (d) Extracto del micelio crecido 20 h. sometido a 
tensién calérica separado en condiciones no desnaturalizantes. Dil. 1:20-1:1,280, 
reconoce a la Cat-1a. @Cat-1a. Cat-tc. 

  
Fig. 4 Glicosilacién de la Cat-1. Western Blot del micelio crecido 20 horas y separado por 
electroforesis en condiciones desnaturalizantes. Panel a: Control. Panel b: Tratamiento 
con peryodato de sodio. Para este ensayo se utiliz6 el suero producido con la Cat-1 sin 
tratamiento con peryodato de sodio. El Western Blot se hizo a una dilucién de 1:40. 
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Fig. 5 Caracterizacién de los anticuerpos anti Cat-1 por “Western Blot”. Carril 1:Extracto 
de micelio de A. nidulans. Carril 2: Extracto de conidios de N. crassa. Carril 3: Extracto de 
higado de rata. Carril 4: Catalasa de higado bovina. Panel a: Control del gel separado en 
condiciones desnaturalizantes. Panel b: Tratamiento con peryodato de sodio de gel tipo 
Laermmii. Panel c: Controi del gel separado en condiciones no desnaturalizantes. Panel d: 
Tratamiento con peryodato de sodio del gel nativo. El Western Blot se hizo a una dilucién 
de 1:1,000. 

    
Fig. 6 Micrografia de transmisién. Deteccién de la Cat-1 en el micelio vegetativo. 
Amplificacién 20,000. Barra = 200 nm.



  

  

Fig. 7 Micrografia de transmisién. Deteccién de la Cat-1 en el micelio adherido. 
Amplificacién 12,000. Barra = 500 nm. 

   Fig. 8 Micrografia de transmision. Deteccion de la Cat-1 en el micelio aéreo. 
Amplificacién 25,000. Barra= 200 nm. 
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Fig. 9 Micrografia de transmisién. Deteccién de la Cat-1 en los conidios. Amplificacién 
30,000. Barra= 200 nm. 

Cat-1 

Cat-2 

  

Fig. 10 Fraccién de la Cat-1 eluida con 10 mM NaKHPO, que contiene a la Cat-2. Gel 
nativo cargado con 5 ug de proteina y tefiido con azul de coomasie. 
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Fig. 11  Titulacién del suero hiperinmune de los anticuerpos anti Cat-2 mediante 
“Western Blot”. (a) Extracto del micelio crecido 20 h. sometido a tensién calérica de un 

gel separado en condiciones desnaturalizantes. Dil. 1:1,000-1:64,000. (b) Extracto del 

micelio crecido 20 h. sometido a tensién calérica de un gel separado en condiciones no 
desnaturalizantes. Dil. 1:100-1:12,800. 

ab 

| > Cat-2 

Fig. 12 Glicosilacion de la Cat-2. Western Blot del extracto de micelio crecido 20 h. y 
sometido a tensién calérica separado por electroforesis en condiciones desnaturalizantes. 
Panel a: Tratamiento con peryodato de sodio; Panel b: Control. El western Blot se hizo a 
una dilucién de 1:500. 
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Fig. 13 Caracterizacién de los anticuerpos anti Cat-2 por “Western Blot”. Carril 1: 
Catalasa de higado bovina. Carril 2: Extracto de higado de rata. Carril 3: Extracto de 
conidios de N. crassa. Carril 4: Extracto de micelio A. nidulans. Carril 5: Extracto de 
micelio de N. crassa crecido 20 h. sometido a tensién calérica. Panel a: Tratamiento con 
peryodato de sodio del gel separado en condiciones desnaturalizantes. Panel b: Control 
del gel tipo Laemmli. Panel c: Tratamiento con peryodato de sodio del gel separado en 
condiciones no desnaturalizantes. Panel d: Control del gel nativo. Panel a y b se manejé 
una dilucién de 1:4,000. Panel c y d se manejo una dilucién de 1:400. 

  
Fig. 14 Micrografia de transmisién. Deteccién de la Cat-2 en el micelio vegetativo. 

Amplificacién 25,000. Barra= 200 nm. 
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Fig. 15 Micrografia de transmisién. Deteccibn de la Cat-2 en el micelio adherido. 
Amplificacién 15,000. Barra= 500 nm. 
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Fig. 16 Micrografia de transmisién. Deteccién de la Cat-2 en el micelio aéreo. 
Amplificaci6n 20,000. Barra= 200 nm. 
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Fig.17 Micrografia de transmisién. Deteccién de la Cat-2 en los conidios. 
Amplificacién 25,000. Barra= 200 nm. 
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Edo. crecimiento] Pared celular | Nucleos Mitocondrias | Citoplasma 

Micelio vegetativo 56.8% (121) 8% (17) | 13.1% (28) 22% (47) 

Micelio adherido 86.9% (53) 13.1% (8) 0 0 

Micelio aéreo 38.9% (70) | 26.7% (48); 20% (36) 14.4% (26) 

Conidios 66.5% (145) | 7.8% (17) | 8.7% (19) 17% (37)           

Tabla 1 Inmunolocalizacion y cuantificacion de la Cat-1 durante el ciclo de crecimiento y 
diferenciaci6én de N. crassa. La cuantificacién se muestra en porcentaje (y en numero de 

particulas de oro / um’). 

  

  

  

    
    

Edo. Crecimiento| Pared celular, Nucleos |Mitocondrias | Citoplasma 

Micelio vegetative | 47.8% (119) | 11.2% (28) | 25.7% (64) | 15.3% (38) 

Micelio adherido 59.2% (29) 2% (1) 28.6% (14) 10.2% (5) 

Micelio aéreo 24.5% (38) | 16.8% (26) | 35.5% (55) 123.2% (36) 

Conidios 41.8% (51) | 11.5% (14) | 39.3% (48) 7.4% (9)             

Tabla 2 Inmunolocalizaci6n y cuantificacién de la Cat-2 durante el ciclo de crecimiento y 
diferenciacién de N. crassa. La cuantificacion se muestra en porcentaje (y en numero de 

particulas de oro / ym’). 
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Grafica 1 Localizacién de la Cat-1 en jas diferentes estructuras celulares durante el 

ciclo de crecimiento y diferenciacién de N. crassa, expresado en porcentaje. 
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Grafica 2 Localizacién de la Cat-2 en las diferentes estructuras celulares durante el 

ciclo de crecimiento y diferenciacién de N. crassa, expresado en porcentaje. 
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Lista de reactivos 

Los reactivos utilizados fueron de la mayor pureza disponible. Los boratos, cloruro 

de potasio, acetona, fosfato de sodio, fosfato de potasio, metanol, perdxido de 

hidrégeno, cloruro férrico, ferricianuro de potasio, acido acético, acetato de sodio, 

cloruro de sodio y el etanol fueron de marca Baker. El manitol, laury! sulfato de 

sodio, fenil metil sulfonil fluoruro, acido etilendiamino tetraacético, ditiotreitol, acido 

5-amino salicilico, sacarosa, sulfato de amonio, glicina, trizma base, glicerol, 

peryodato de sodio,  etilenglicol,  acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2- 

etanosulfénico, desferal, rojo Ponceau, albumina sérica bovina, anticuerpo 

peroxidasa y el 4- cloronaftol fueron de marca Sigma. El f-mercaptoetanol, 

glutaraldehido y el acetato de uranilo fueron de marca Merck. El azul de 

Coomasie, persulfato de amonio, acrilamida, azul de bromofenol, lauryl sulfato de 

sodio, reactive Bradfod y el Tween 20 fueron de marca Bio-Rad. El Adyuvante 

Completo e Incompleto de Freund fueron de marca GIBCO. El agar fue de marca 
  

Bioxon. La leche semidescremada fue de marca Svelty. La proteina A oro fue de 

marca IGN. La resina LR White fue de marca London Resin Company. El formvar 

fue de marca Electron Microscopy Sciences. 

56 

 


	Portada
	Contenido
	I. Lista de Abreviaturas 
	II. Resumen 
	III. Introducción 
	IV. Objetivos   V. Hipótesis 
	VI. Material y Métodos 
	VII. Resultados 
	VIII. Discusión 
	IX. Bibliografía 
	X. Figuras 
	XI. Gráficas 
	XII. Lista de Reactivos 



