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Introduccion. La esterasa Stcl forma parte de la via de
biosintesis de esterigmatocistina en A. nidulans, el cual es un
precursor de aflatoxinas. Existe poca informacién de las
enzimas involucradas en esta via de biosintesis, las cuales
pueden ser blanco para el disefio de nuevos farmacos contra
aspergillosis. Se ha reportado Unicamente en A. nidulans una
secuencia putativa del gen Stcl (1). Nosotros hemos clonado
expresado y caracterizado la enzima (2), pero no tenemos
informacién sobre la expresion de esta enzima por A.
nidulans.

El presente trabajo se centra en la identificacion
inmunoldgica de la esterasa mediante péptidos disefiados a
partir del conocimiento de la secuencia de la misma, y de la
determinacion desu actividad en extractos celulares del
hongo crecido en diferentes medios y condiciones de
produccion de esterigmatocistina.

Metodologia. Produccién de anticuerpos. A partir de la
secuencia de la enzima se disefiaron secuencias de péptidos
que pueden generar antigenicidad. Los péptidos fueron
sintetizados y se utilizaron para la generacién de anticuerpos.
Evaluacion de la especificidad de anticuerpos. La
especificidad de los anticuerpos se probd utilizando la
enzima Stcl clonada en P. pastoris. Se evaluaron diferentes
concentraciones de suero.

Crecimiento de A. nidulans en diferentes medios vy
condiciones de produccién de esterigmatocistina. Se
probaron 3 medios y condiciones de producciéon de
esterigmatocistina ya reportados (3-5) y la produccién en un
medio minimo (6).

Obtencion del extracto celular de A. nidulans. EI micelio fue
colectado, congelado con nitrégeno liquido y almacenado a -
70°C, posteriormente fue pulverizado y resuspendido en
amortiguador de fosfatos, pH 7.5 con DTT, NaCl y cocktail
de proteasas.

Inmunoblot. Se realizaron geles SDS-PAGE al 10% (7) y se
transfirieron a membranas de PVDF para inmunoblot
realizado con la técnica de Towbin (8)

Zimograma. Se realizaron geles SDS-PAGE al 10% (7) y se
evaluo la actividad in situ con a—naftilacetato.

Resultados y discusion. Los experimentos realizados
mostraron que los anticuerpos generados tienen una alta
especificidad por la enzima Stcl recombinante, dado que se
pudo detectar la enzima aun con diluciones de 1:40,000 del
anticuerpo.

Dentro de las diferentes condiciones de produccion de
esterigmatocistina, el extracto celular del hongo crecido en

los medios que contienen avena (5), jarabe de maiz (YEC)
(4) y el medio minimo optimizado para produccion de lipasa,
mostro actividad de esterasa. Los inmunoblots realizados con
estos extractos, identificaron una banda tenue de proteina
correspondiente al peso molecular esperado para la proteina
Stcl (30kDa).

Conclusiones.El anticuerpo Anti-Stcl generado es especifico
para la proteina Stcl. De los extractos celulares obtenidos de
de los medios evaluados, en la avena se observa mas
claramente la banda con un peso molecular de 30 kDa. La
enizma identificada puede purificarse con cromatografia de
afinidad, secuenciarse y caracterizarse a fin de comparar sus
propiedades con las de la enzima recombinante. También se
pueden realizar experimentos de inmunolocalizacion a fin de
elucidar donde se lleva a cabo la biosintesis de esta via.
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