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J. RESUMEN 

L•s pectlna .. s mlcrobl•n.. -n un grupo de enzimas que degradan las sustancias 

p6ctlcas y tienen un Pllpel Importante en I• lndustrl• •llmentarla, principalmente en los procesos 

de ext...cci6n y cl.rtflc.c:IOn de jugos de frut•s. L•s preP11raelones comerciales de enzimas 

pectlnolltlc.s ua.d .. en los procesos de •llmentos son de origen fúnglco, particularmente del 

g6nero A.,..,..... Noeotros hemos •ISllldo I• CBPll pectinolltlca Aspeqilllu• ap. CH-Y-1043, 

que produce un slstem• pectinolltico formlldo al menos por cuatro ectlcvldades pectlnolllicas 

extrecelul-: endopectlna... exopectln... pectlne 11a.. y pectln• ester.aa cuando crece en 

pectln• y desechos mgrolndustrl•lea que .. conti.nen. Est• CBPll h• mostrado un potencial P11ra la 

producclOn de ..... enzimas en mayor escala, por lo que conSideramos Importante llevar a cabo 

el mejoramiento gen6tico. u fusión de protoplastos, lnvolucr• múltiples eventos de 

entrecruz•mlenlo ..,.,. largms r9010nes del oenom• de las C8PllS fusionadas, dando lugar a la 

obtención de cepas 1'9COmbln•ntes, lo CUlll es un• ventaja digne de tomarse en consideración para 

llev•r • cmibo el mejonuniento de capma productores de sistemas multienzimátlcos. Considerando 

el potenci•I del mejoramiento de CBPllS por fusión de protoplastos, deeldimos llevar a cabo la 

fusión lnta,...,.cle de IUperglllua .,a. CH-Y-1~ con Aaperglllua .,_.,,,,.. ATCC-1•7H y la 

fusión lntreespecle de Aapa,..,..,. .,., CH-Y-1~. para obtener hlbrldos mejorados en su 

C&Plleldmd de produelr pectin•us. 

En primer lugar, se obtuvieron CBPllS mutantes auxotróficas de cada especie, para poder 

Identificar loa hlbrldoa de~s de I• fusión de protoplastos. Las cepas auxotróficas obtenidas 

mostraron ser establea y no se afectó su capaeldad para producir pectlnaHs con respecto a las 

CBPllS progenitores. Se determinaron las condiciones de obtenelón de protoplastos, en cuanto al 

tipo de enzlm•s lltlcas, establllzlldor osmótico y tiempos de Incubación. Se establecieron 

condiciones diferentes entre les cepma, Y• que las enzimas lltlcas comerciales de Tdcllodenna 

11-hlm que contienen prlnclpalmente quitlne .. s, fueron las más eficientes para obtener 

protopl•stos de ~.,..,a. Af~ ac1e·. mientras que la mezcla de enzimas del hongo 

celulolllico A-•••,.._ .,. CH-M-1010 y 1 .. de T. llMzanlum fueron les más eficientes para 

obtener protopl ... os de A. ~ F7 11a·. Tambl6n se observaron diferencies entre las cepas con 

respecto a la reoeneraelón de los protoplastos. Le m•yor frecuencia de regeneración de 

,..,,.,.,.._ .,a. se obtuvo con KCI (83.,.), mientras que en A. nawpea, el sorbltol fue el 

est•bilizmdor osmótico en donde se obtuvo el meyor procent•Je de regener•ción. La producción de 

pectl- tampoco se afectó por la fOlllWCión y regenareelón de protopl ... os en ambas cepas. 



Se seleccionaron cuatro hlbridos lnterespeeie despu6s de la fusión de protoplastos en 

presencia de polietllenglicol, los cuales mostraron un incremento en la producción de 

endopec:tlnasas de 130% (HH, HE, HP:) lf 150'io (tu). La producción de pectina liasas tam~n se 

Incrementó en los hlbl'idos HE lf tu (211-220%) • las 48 h del cultivo 1f a las 72h, tu, HE, HF y 

HH mostraron Incrementos de 155, 138, 118, lf 118% respectivamante, en rwlaeión • ,..,..,.,.,.,. 

.,a. CH-Y-tCMa. Debido • que los hlbfidOS saleccionlldos mostraron -r Inestables. sa indujo la 

haploidlzaeión con p.ftuorofenllalanlna (PFA) para oblener cepas estables majoradas en la 

produceión de pec:tlnasas. Se obtuvieron cepas que presentaron ceracteñstices que han Sido 

descritas para heterocanones ir cepas dlploides. Las cepas tratadas con PFA dieron lugar • la 

aparielón de capas segregantes, de las cuales se seleccionaron tres cepas denominadas HP, HL, 

HV, las cuales mostraron un incremento en la producción de endGp9ctln ... s • 29"C 1f 37-C lf el 

segregante He que Incrementó la produccl6n de estas enzimas IÁnicemente • 37-C. La produceión 

de pectina llasas en el sagregante HZ sa lncr9menló 4~ • 37"'C ir 275% • 28"C. Estas cepas 

- han mantenido estables durante mueha ....iembras y no muestran capacidad de segreg8Clón 

cuando - crecen nuevamente en PFA. Tamb!MI se obluvlaron hlbridos lntraespecie de 

Aspa,.,,,_.,._ CH-Y-tMa, entre los cuales el hlbrido H15 aumentó 180% I• producción de 

endopectlnasas. 

El Incremento en la praduceión de pec::llnasas observado en las capas -lecclonadaa sa 

debió en parte • un mairor creelmlento. aunque los Incrementos en la actividad especifica sugieren 

que otros factores tales como una malfOr lnduceión o secreción, entre otros, pudieran estar 

Involucrados. Estos resultados muestran que la fusión de protoplastos es una herramienta 

Importante para el mejoramiento de capas de hongos productoras de pectin ... s. 
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11. ANTECEDENTES 
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ANTECEDENTES MEDIATOS 

Lll• sust•nei- p6cllC8S son un grupo de poll..airidoa que junto con I• c.luloN y I• 

l'lemlc:elulosa son loa compuestos mu •bund8ntea producido• por I•• pl•nt-. Las sust•ncl•• 

p6cllc8a - enc:u8ntr8n loc8llz8d- en 18 lemel• media de la• ~lu,.. veeet•le• por lo que eatan 

lnvolucnidaa en I• edllealón cmlul8r y conutbuyen a d•r estructura y flmwz& a loa tejidos vegat8 .... 

En I• lnduatrl• son •pllead- P11f8 la el8bor8d6n de mermeladas, jamones y tam~n son 

utilizad- corno aditivos en los rann- por •u 8CClón detoxlflC8111e, l'l•mostatlca, antlflt>f'inolltlca 

y como lubricante lntestln•I (Fog8rty y Kelly, 1883 ; V•n Buren, 1ff1). L- sust•neiaa p6cllcas 

estan contilltukül• por un• Clldan• llne•I de molotc:ulas de aeido g•lac:turónlco unidas por enl-

a, 1-4, en donde loa grupos cartM>xllo pueden est•r parcial o tot•lmente -•riflcados con metano!. 

Cuando et grado de metoxllaclón de loa grupos cairboxllo es mayor del 50"' se denomln•n 

pectln•s altamente metoxlladas y Si <&ste es menor del 50% - ll•m•n pectln•s de b•jo contenido 

de metoxllos. Cu•ndo menos del 10 "' de grupos carboxllos son meto>cllados - denomina aeido 

pollg•lactul'Onlco o aeido p<&ctico (V01'8gen et •l. 1995). Dentro de l•s austanei•a p<&cticas l'la sido 

Identificad• ta preMnei• de reglones no suatltuld•s que contienen exclusivamente unidades de 

aeldo g•lac:turónicO metoxllado o no metoxllado, l•s cu•les son mas susceptibles a la aceión 

pectlnolltlc8 y de 1'11giones ell•mente sustituidas ("l'l•lry") que son mu dlflelles de degradar por l•s 

pectina .... La L-1'8mnOS8 es el sustltuyente mas •bund•nte de l•s sustancias p<&cticlls, que se 

encuentra en un 2-4 "' y esta unida • I•• molotc:ulas del g•lac:turonato por enl•ces CL,1-2. L• 

ramnoaaa unidas a I• caden8 prineiP81 de las sust•nei•s pactlcaa constituyen los 

ramnogalacluronanoa que varlan en t•m•llo y composieión, en dOnde l'lan sido Identificados 

azúcara• neutros como I• L-a,...._, D-galactOS8, D-xlloaa y L-fucoul (Voqgen et al. 1ff5, 

Pllnlk y Voragen, 1993). 
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A un grupo complejo de enzimas que degl'lld•n l•s su••ncl•s p6c:tlces, se les denomln•n 

pec:tln•-- E•- enzlm•s son lmporUint .. de9de el punto de vi•• biológico y• que Intervienen en 

el Ciclo del cerbono, en I• pat~ne8ia de pl8nt•s en donde 8dÜlln como fmctores de vlrulenci• 

(Collmer y Keen, 18M) 'I en los ~ de m8durac:lón 'I descomposición de frut•• 'I veget•les 

(Ven llurwn, 1981). La epllC8Ci6n pr6c:tlC8 ,.,... imponente de •- pec:tln• ... es en le Industrie 

811menterl• per• le extrección y cl•rlfic8CIOn de jugos 'I en I• eleboreción de vinos (Vormgen, 

1 ... ). 

Las pec:tln- se dividen en dos grupos, les pectlnest- 'I les despollmereses. Uls 

pec:tlnest- (Pe) 8CtÜlln removiendo los grupos metoxllo present .. en el C8rboxllo del *=Ido 

g818Clur6nlco, d•ndo como produelo flnel el 6cldo pollgelectur6nlco y metenol (Flg. 1e). Les 

de9pollmer8Slls rompen los enl- OL, 1-4 de I• C8dene principal ectuendo en dos formes: por 

hldróllsls lncorporendo une mol6cule de mgue e le pectlne (polimetllg•lmcturoneses, PMG) (Fig. 1b) 

y 81 *=lelo pollg818durónlco (poligel.aurone ... PO) 'I por B-ellmlneclón fOrmendo un doble enlece 

entre los 6tomos de carbono 4 'I 5 de le molécula del gelecturonato en la pectina 

(pollmetllgel8duronato ll•ses, PMCIL) (Flg. 1c) 'I el 6cldo pollg•lecturónlco (pollgel•cturoneto 

lleMS PGL). Estes enzlm•s se cl•slflclln elllmlsmo de acuerdo a su sitio de acción, cuando •ctú•n 

sobre el extremo no reductor de le mo~la se denominan de tipo "exo" y cuendo actúan 

ele•tortemente dentro de le mol6cul• pollm6rtC8 se denominan de tipo "endo". otras enzimas que 

pertlelpen en le degredeclón de lu aushlnci .. p6ctlces son las ollgogelacturonasas (00) 'I las 

Ollgog•lecturonato ll•MS (OOL) que 8ctúen sobre dlmeros 'I ollgómeros. Todes est•s enzlm•s 

form•n entonces un complejo slsteme multlenzlmMlco pectlnOlltlco. Existen otres enzlmes 

-rtes que 8ctúen sobre 1 .. SU91enci .. p6c:tices t•voreciendo le ección de les pectlnesas. 

Schols et •l. reporteron en 1990 I• ldentlflC8ción de una ramnogelecturon•se. que no es activa 

eotlr'8 et 6cldo pollg8'8Clurónlco pero - C8J18Z de degr8d8r l•s iwgi-s "h•l'lf" d•ndo lugar • 

tetr6meros de 6cldo g•l8durónlco con ram- en el extremo no reductor. 
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Lea pec:tin-a son genenilmente enzim•s extr•celul•re• e induclblea, lo que h•ce 

,_..,. ,. lldtelOn de pedln• o d9 lllgún suatr•to que I• cont•nu- .,.ni eatlmul•r su bioalnteSis. 

Algun•a de ..... enzlm.s pueden ur producid•• constilutlv•mente y t•m.,,.n •lgun•s son 

aenSltlles • f8pr99l6n ~.a»llQI (Agullllr y Hultrón, 1990; M•kSonmo et al., 1H9) .. 

Lea ~ aon producida por un• ar•n v•nedad de ora•nlamoa como I•• b9c:ten••. 

levlldunia. hongos y Slf•nt .. (Pllnlk y Rombouta. 11N11). sin emb111go no existe un org•nlsmo en I• 

netunile- C9JN1Z de producir tocMa ,.. llCtivld-.. pectinolltle11a que - h•n repcHt9Clo. Loa hongos 

fll-.it- _. loS orci-nlamoa mM emplemdos, delbldo • que aua enzlm•• aon extnicelul•re• y 

delbldo • que prodUc:en prtnclP11lment• endOpollg•lacturon•A• que aon 1.. que tienen m•yor 

l!pllc.9cldn an I• lnduMrt8 por su cspacided de faclllt•r I• preelpltaclón de l•s sust•ncl .. ~lcaa y 

de dlaminulr I• vl9COsidad de loa jugos de frut•s. L• producción comerclsl de pectln• .. • - llev• • 

cabO -nci•lmente con especltta del gWlero A.,,.,,,,,,,.,., siendo A-.ie..- nlfler uno de los 

orgsnlsmoa mb utilizados por su elevad• producción de endopoligalllCturonasas, ademlls de que 

produce otnaa actividad- que f•vorecen una mayor degradación de la pectina (Whlt•ker, 1990). 

Es neceNno enfetiz•r que Is pectln• pre-nte en I• naturaleza contiene reglones de !leido 

pollgallleturónleo no metoxilado, por lo cual requiere t•nto de I• •cción de l•s polig•l•cturon ... s 

como de 1 .. polimetllg•l•cturon- pani su degradación. 

Postertormenta • I• •cción de 1 .. pectin• .. • extracelul•re• aobfw 1 .. sustanc1 .. ~leas. 

los productos de su degrad•clón aon metabOllz~a en el lnteñor de I• c»lul•. Le rut• del 

metllbollamo del a-lacturoneto ha sido eacl•reclcW únlcamant• an la bllct•n• E,.,,,,,. 
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lldgT __ 

ICOG 
EJ<TllACE LULAR 

PAREO CELULAR 

Pl .. ra 2. Rula eleSQClaliva ele la pectina y el 6cido poliplllclurónice ea Erwlttlo clr'Jlsuttt'1fll. Los,.._ -
c:alall....._ par ,_ ~: PE, pDCliaa -crasa; PL. pDCliftll U- (5 pna, pel A-E); PG • 
......,__; OG, ollaoplac:turonua; OGL. oli.,..._,_liMa. lldul, 5~.._,x.iuronato 
¡--. *-'O, KD0 ~; Ud C, wawtO i-; ....e ...,_to oJ<ido.reducUu; ......... 
alUOUIO lllclnüu; A4M' KD0 a-; ...... 2-ccto-311eoxi~-r~ ...._. Los llincmu ele 
lraDlpOlte ele azúcana al latcrior ele la o6lula - -r. pua el U.....-W ele alclohcXWONllo y lrdgT, pua 
el U........-ele KDG. 
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y del 2-ceto-3-deoxlgluconato (lrdllrT). Las ollgog•lllduron•sas lntr•celul•res •ctú•n sobre los 

dlrneroa Pll,. gen.,.r monómeros que son met•bolizedos por vl•s diferentes que convergen en el 

2-ceto-s-deoxlgluconmo (KDCI) y loa productos fin•... de ...aas vlas son el piruvmo y el 3-

fosfoglleenllc:lehido (Hugouvieux-Cott•Pmt81yRobert-B.touy,1H7). 

Aunque .. ru111 degrm811v• del g11lllduronmo no h• sido ... •blecld• en hongos, •lgunos 

... udlos re•llzMIOs en ~- nldlulllna lndiClln que el g•l•cturonmo es C8t•bolizmo por une 

NI• no fOafOl'tl•lv• que d• lug•r •I D-gllee,.lc:lehldo y piruveto, pero no existen evidencies 

bloqulmle8S de I• exlatencl• de I• mism• NI• que - presenl• en E,,.,,,,_ e,.,,,.,,,....,. (Uitzetter 

et •l. 1eee y y¡_, et •l., 1988). 

El •v•nce en el estudio del stlltem• multienzimMico pectlnotltieo h• Sido lento, •unque en 

loa últimos •flos .. h• logrmo un m•yor conocimiento • nivel filliológleo y motecul•r de •lgun•s 

de I•• enzimas que lo componen, prlncipelmente en Erwlnla CltlJ'S8ft....,, El'Wlnla e~ y 

~.,...,. ,,,,,.,., Sin emb8rgo •ún t•lt•n muchos estudios en 6stos y en otros org•nismos que 

permit•n un m•yor entendimiento de los mecenismos de •cclón concerted•. de los mecenismos 

reguletortos y de gen6tie11 molecul•r que pued•n conducir no soto •I mejor conocimiento de este 

ststem• multienzlmMico, Sino que t•mbl6n permit•n el pl•nle•miento de nuev•s estrmegl•• de 

rnejoremiento de cep8S pere log,.r un• m•yor o mejor •pllcmción s>r*:tice. 

Lll cerecterizllción cin6tiell de los componentes indlvldu•... del Sistem• pectinotltieo 

pr9Mnt- en loa extrectos crudos producic:IOS por tos microorg•nlsmos h• sido diflell, debido • que 

.... enzimas pueden ectu•r gen9f'8fldO sustrmos que son utllizMIOs por las otres enzimas del 

mismO 9191- peclinotltlco y porque 8Clu .. rnente no est•n disponiblas los sustmos Pll,. medir en 

fonNI lndlvlduel •todas las lldivld8des. Por otro ledo, muches de las pec:tin- h•n Sido dlflcl ... 

de ...,_,.,.y purtfiCllr debido e que tien.n diferente loc81izeclón celuler y proplededes muy 
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pmrecidlls. De hecho, 1• presenel• de un• SOi• llCllvidad enzimMics no excluye I• posibilidad de 

que mas de una especie molecul•r -• presente. En este sentido, 111 muhiplicidad de l11s 

peelln- h• sido identificada por dlferenci• en los puntos isoeléctricos de las poctlna llasas 

producidas por.,_,,,,. e,,,,,..,,.,,.,< Ried y Collmer, 1 .. 5) y de las •ndopoliQ•l•cturon•ss• 1 y 

11 de aa..,,_ ~ (.Johnston y Wllltsmson, 1882). L• muhipllcidsd tambi6n h• sido demostrad• 

genMic-nte y h• sido estudi_,. P8f'll otll- infonnaci6n •cerca de le estructure de los genes 

que codlflcen.,.,. las pscttn•- y estudiar la regul8clón de estos~ (Keen, N.T. y T•m•kl, s. 

1888; Ke9ler. H.C.M. y Visser, J. 1990) 

La.~ mejor .. udladoe de rarmaa m.:ihiples de pectln-• • nivel rnolecul•r, son el de 

I• pectina l._. producid•• por ~ e,,,,,._..,., l•s CU•les son codlfiead•s por diferentes 

genes que - agrupan en rSCimos (clusters). uno de 6Slos constituye I• t•mili• pel llC y el otro I• 

famHI• pel ADe en donde cad• gene pe# de est•s t•mili•s es tr•nscrllo lndivldu•lmenle (T•m•kl et 

•l. 1 ... ). Tambi6n en A••,.,..,. ,,,,,., h• sido demostrac:to que I• muttipllcidad de I•• pectln• 

11-•• debid• • I• presenel• de un• t•mlli• de genes denominados pel A, pel B, pel C, pel D y 

pal e que fueron alSllldOS • pmrtlr de I• hibfidlz•clón heterólog• del gene ,,., D con I• biblioteca 

genómlc:s de A. ,,,,,., (H•rmsen et el. 1990; Kusters v•n Sommeren et •l. 1882). H•st• el 

momento no - .. be el por qué de I• exlstenel• de v•ri•s enzlm•• Simll•res en un solo organismo, 

•lgunoe 1nvestigsdor9S h•n especulado que I• multiplicidad le confiere un• m•yor cspmeldsd de 

sdllpl9Ci6n al medio ambiente, que se reflej• en un• m•yor probabilidad de sobrevivencl•. El 

•vanee en el estudio de la muhiplleldsd de l•s pectinasss, pod,.. conducir • un m•yor 

entendimiento del papel de estas enzima en el proceso complejo de I• degradación de I• peetln•. 

En la T ..... f - .,,...,...n ejempla. de I•• llClivldades pectinolllics• que se presant•n en algunos 

hongo.. 
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T•bla l. peetln ... • pl"Gd-W.. por •o•a- filll•-t-. 

.,_.., •• pe PL endo-PC endo-PM eao-P 

,,._,..tlhu ftiger 39.000 42,000 42.000 54.000 

49,000 49.000 54,000 

:12,000 

~ .... 33,100 32,000 

~~ :U,500 32,000 

Sdllll 1 

·~ 2•.000 24,000 "6.000 

:11.000 .... ooo 

~*·-~ 37,000 37,000 

37,000 ....,,._ 
36,000 

36,000 

............ --" 32,.fOO 

42,100 

Loa fenómenos ragulatorloa a90Cledos a la producción de pec:tlnaaaa han sido ealudlado• 

mlll• en bac:terias que en hongos. Mucho• de ealos estudios fueron realizados adic:lonando 

comp&MStoa al medio de cuHlvo para Interpretar su efecto en la regulación, a travn del 

lncretn9nto, la dlamlnueión o la daaapllriclón de la actividad pectlnolltlca (Agullar y Huitrón, 1987; 

MaldonadO et al. 1M9). Da .... ..._,. fue aalablacldo qua la mayorfa de las enzimas 

pectlnolftleas son Inducid- por pacllna, pectato o loa productos da su degradación, Sin embargo 

el vareladaro inductor aún no - conoce. Phatr (1947) .uglrió qua al D-glllactarato (llleldo múelco). 

- .a Inductor dlraeto da la slntaalS da •- pectlneataraaas y pollgal8Cturonaaas de ,._.le,,,,.,,,, 
cai,aa•-- La pactlna y el lllCido gal8ctur6nieo Indujeron en forma dlfareneial la alntas.ta de 

pactl-da~ - (Perley y Page, 1971). La• andopollmetllgalacturonaaas de 
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"-••- .,._ CH-Y-1043 fueron Inducida• por el 6cido galactunmieo (Aguil•r y Hultrón, 1987). 

Las pollgal.cluronasas y pectlneste~s de ~IHua n,.... son -nsibles a represión 

catab611ca por glucou (Shlnmyo et al. 1978; Maldonado et al. 1989). La sintesis de pectina liasa 

en ,.._,._y ~,.,._es tam~ inducible por pectina y reprimida por azúcares reductores 

(HOIZ y Knox-DavleS, 1988; CanMt" • al., 1H9). 

La tacnologla de DNA recombiname ha sido poco aplleada an el -udlo de sist•m

muKlanzimMICos c:omo al pac:tlnolltico en hOngoa filamentosos. Da hacho han Sido clonadoS pocos 

ganaa de enzimas pac:tlnotltlcas. Sin amba!QO, la caracterización a nivel mOlacular da aatos ganas 

lndlvldualas en algunos mlen>ofQanlsmos ha permitido obtener lntonnKión mu prac¡sa de la 

ragu'-16n de la alntasts de enzimas pac:tlnolltlcas. En Aap....,,._ nlduMns .. demostró la 

rapf981ón catabólica de la pectato llasa, cuando IOs RNA mensajeros (RNAM) no fueron transcritos 

por atacto de la adición de la gl- al madlO con pectina (Daan y Tlmbertake, 1989). Debido a 

que al gana oraA. ha demostrado partleipar en la regulación por cart:lono en Asp,,,.ulua nldu,.,.., 
en ... mtsmo aatudlO, se axpf996 el gana de la pectato nasa en una capa oraA.· y tambi6n sa 

presentó la represión catabólica por glucosa, lo cual sugiere que el gene cntA. no est6 Involucrado 

en la rapr981ón que sa presenta en .... capa. La expresión del gana qua codifica para la pactina 

llasa A de Aapa,.,,,.,. n,.... demostró que este gene es regulado a nivel de transcripción con 

una alta acumulación de RNAln cuandO crecen en un medio con pectina y as -nsible a represión 

catab611ca por glucosa (Harmsen et al., 1990). La Introducción da míaltlplas coplas del gene pelA 

de .,.,..,....,. ,.,,,.,. en Aapa19Mf11a llldul9na permitió la producción constitutiva de la pectina 

Hase A. an las transformantes que fueron capaces de producir la enzima en ausanela del inductor ( 

KuMars van llomaran et al., 1H1). 

La caractarizaei6n de ue-s pactinolltlcos clonados en los microorganismos, tambi6n ha 

permitido un -miento al conocimiento de la -Nctura motacutar. L- sacuenel- da 

nuela0lkla9 y el an611Sis de amino6cldos en pectina llasas han mostrado la axl .. enela de raglOnas 
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hOm6logaa • ,,.." .. del •lineamiento de , .. wuenci•• en .,.,,,,,. callflD•- 11' A. ,,,.,_, 

(G!Jl'Sler, 1990). UI ldentmcaclón de ..Cu '9Qlones conserved•• junto con l•s modm~on•a 

qulmic:.a deacrff•• por v•n der Hooderhoven (1975), h•n sugeridO que dOa AISiduos de espett .. o 

en ,.. poaic:k>nea 174 11' 187 osU1n Involucradas en c:at61isis o en•- el sustralo (kuSlers van 

8omeNft .. •l., 1892). El •llneemlenlo de ... secuencl•• de nueleótidos de 1 .. pectln• estere-• 

de ..... ..,. nlflW, del Comete 11' del frijol, ,.veló le pnraenci• de un 90to reaidUo de hlalldin• en 

une 1'9QIOn conaerv~ de••• dlfer9nt .. 9Sp9Cies. El reemplez•mlento del rwsiduo hl•ldln• 137 

por •••nin• • ,,..".. muteg6nesla .dlrtgllhl, ~usó p61'dld• tOC.1 en le ectlvlded de I• pec:tln• 

est.,..u de A. nlflW, IO cual indica que ..Ce '9Slduo est6 ioc.llzado probeblemente en et aitiO 

ectlvo ( ~ 11' Khllnh, 19N). Exl8ten aOlo doa repottea con d•os prefiml_,.. de cttahllogrefl• 

de reyos X de,_ peál- de.,..,,,,. (Klm et •l. 1989; Yoder et el., 1990). Elltos ... udloa, ••1 

como IOa de modlfiCllCl6n qulmiee, podrf•n Mr de gren •ll'ude pera escterecer el pepel de ••• 

sec:uenciea conaerv8d•s 11' I• releci6n .. rvcture función de l•s pec:tlnesu. 

Un objetivo lmpott•nt• en los orgenlamoa productores de compuemos de inte,..• lndustrf•I 

es el mejoremlenlo ~leo de I•• cepes. Esta actMded h• estado dirigid• principelmente • 

obtener cepea modifleedes que Incrementen los rendimientos del producto per• reducir o mentener 

los co•o• del proceao. Aunque loa mecenlsmos bioqulmlcoa 11' gen6tlcos que controlen I• 

expreaión de le alnteals de loa productos usuelmente son poco conocidos, I• exper1enci• h• 

rnoatrado que el mejaremiento de cepea puede ser logredo •ún en eu .. ncie de un conocimiento 

det•llado de dichos mecentamos. Un buen ejemplo de mejoremiento ft el logrado en ,..,,..,,._ 

clWJ•a•- en dOnde .. Incrementó ha91• 500 v-s le producci6n de penlellln• con reapecto 

• I• oepmi allv..cre (Rowlenda. 1M4). 

El mejorWnlenlo de cepila ~ puede Mr epllcma pmire modlflellr ~rec:t•rf•ic:.a 

eapecffic:a corno le morfologl• p. ej. • .,.va de m~neala 11' aelecelón .. h•n obtenido cep89 

a Pllftlr de '-'9oa fla-nt- que el pefder au cepeclded de formar pefleta mejOnlran et 

mezCUldO 11' I• lranaferenci• de oxigeno dulante la fennentllCIOn (~'!Jl'Ok 11' W•ng, 1983). 
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Ta~n - puede -llar la contamiNICldn del medio de c:ultlvo por madlo del uso de antibióticos y 

de cepas producto.-.• reslatentea a ... os agentes. Por ejemplo, la cepa lndustrlel s11..-..,e
,_,._a91- ATCCtW .. modlflc6 pe.-. tener reaiMencla a I• eatreptomlelna. Esta 

mutllflte ha 8ido utilizada pe.-. la bloCntnafocmllCión de eateroldea a g.-.n escala en pre .. nci• del 

antlbl6tlco, pera prevenir le contamlnecidn IM!derlene (Mazze et al., 1H2). Estos estudios indicen 

que la kM:lu966n de ..... propiedades en lo9 organismos, tam*n pueden representer un benefielo 

-.6rnlco en el proceso. 

La modlftc:aci6n o mejonimlento de lea cepea he sido realizada en gren parte utilizando el 

..-.odo trmdlOonel de mutllg6neals mediante el emp!H de agent- flSICOS y qulmlcoa, como lo 

90fl entre otroe. la nltl'090Quenidlne (NTG) y el metll eteno sulfoneto ~•> que se enlazan en 

diversos eltlOS del DHA. transfiriendo un grupo elkllo, ClluNndo traneiclon- (Cllmblo de une purln• 

por oe... o de une plrlmldlne por otra) y t.-.nsverllonea (cemblo de une Pl'rine por une plrlmidlne) 

(Eder et al, 1N8; llrookea, 1890); el 6cido nitroso (AN) cause dttseminec:.lonea oxidetiv•• en le 

lldenlne, Cito.In• y guanina que den lugar • le hipo-nline, urec:.ilo y xentine respectivamente 

(Schu.ter, 1990) y le luz ultravioleta (UV) provoca dimerl.:aciones entre plrlmidinas lldy-ntes o 

de las plrlmidinea que se encuentren entre cadenes complemenlaries causando entrecruzamiento 

(Gllekmen .. el. 1SNMI). La aplicación de un progreme de mejoramiento gen6tico en el hongo 

C91ulolftieo Panll:l#lun plnophllum 871..,11, permitió seleccioner du.-.nte tretemientos sucealvoa 

de mut•neala con U.V. y NTG e le mutante NTGlll/9 que incrementó 5.0 v-s le actividad de 

e11rtloxlmetileelul ... , 2.0 veces la actividad de xilanesas. 2.0 veces le actividad de B

glucoaldNa 111' 3.0 veces le actividad en papel filtro con respecto • la C9f>11 prugenito.-. (B,_.. et 

el. 1N7). Fue dMerminlldo tem*n en este estudio, que les mutent- incrementaron le proteln• 

~ler 111' la actividad especifica. La rezón del incremento de varias enzimas por le acción de 

la NTO 111' le luZ U.V. no fueron ... udladaa. Sin emDergo, los autores .. rlbu]ltffOn este efecto a la 

mumct6n en~ que controlan la alnteAIS de verles enzimas. 
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En el -..eme pec:tlnolilicO, twy poc11 Información de tr•baJo• aotwe rnejor•mlento gen611co. 

Algunos ... udlos nt•llzlldos con 6xllo twn sido report8dos por S•jer (1974), quien llevó • cmbo I• 

mutag6ne91a de ~,,,,._ -,p. 7419 con ulll'llvlOlel• y etllenoimln• y obtuvo mut•nt•• 

lllperproduct- que lncrwment- de 2-3 veces I• producelón de pollg•l.c:turon ... s el ser 

crecidea en pectlne, •unq- I• producc:lón de pectlnester. .. a fue dlamlnulde. T•mbl6n ll•n Sido 

obtenida mutent- lwnalblea • repreai6n cmtabóllcll por gluCOM en Aspa,.,..,. ,.,,,_, que 

incrementeron 3.8 veces I• producción de endopectln• .. s en pectlne (Antier et el. 1993) y I•• 

mutenl- iwnalble• • le repreai6n Cllleb6liCll por glicerol de As,.• • ..,.,. .,,_ CH-Y-1Na que 

produjeron mllJrClf' llCllvidlld de ~ cuando crecieron en c:611e11re de limón pero no en 

pecllne (Solla, ..... 1990). 

Le ~ gen611C:e l.mlll6n 11• Sido empleed• como un medio per. logrer el 

rnej0r8mlenlo de CSPllS (818111 y E-. 1993; Ann6, 1993). Exlalen venos rn610doa de 

recomblnecl6n neturel como le conjugación y tr.nsducelón que ae preunten en beet•ri- y I• 

llelerocerto.ie y el Cielo aexu•I que .. preaent• en los llongoa fll•ment-. Aunque todos ... _ 

procedimientos pueden aer •pllc:edola en el contexto de mejor•mlento de cepes, los slstem•s m6s 

•mpllemente ... udlmdos en I• tl'llnSf•renel• de genes con el fin del mejor•mlento gen6tlco son I• 

tecnologl• de DNA recombln•nt•. I• fusión de protoplestos 'I el m6todo s>ml'llsexuel (en !longos). 

(Petlerdy, 1889) 

Le tecnologl• de DNA recomllln•nt•. 11• permitido el mejOr•mlento de cepes medl•nt• I• 

m•nlpulecl6n de genes eapeclficOS y puede aer •pllelld• P11r• eumenter le dosis g6nlce, •llerer el 

greda de exprea16n y llever • CebO le muteQ6neals de genes eapeclflcoe. En As,.•,..,.,.. 

nldl ••- .. lagr6 con9l"'lr ce,.. aobreproductoraa de I• enzime gllcereldellldo-:S-toar .. o 

~ (CIOP), entre 1- cu.lea, le u.n.torm.me A1 Incrementó nueve veces I• llCllvlded 

CIDP - reepecto • le cepe allve9lre y el Incremento fue proporciOn•I •I nllmero de coplu 

e9tlmedo en le tl'llnllfalmente (Henegraaf el .... 1991). otros ejemplOS lmpartent- son I• 
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expresión de l•ctoferrin• human• en un• tr•nsformante de A.,..,.,,,.,_ °'YZ- que es capaz de 

se~•rt• •I medio de cuHlvo como un• proteln• biológicamente .ctlv• (W•ro et al., 1992) y la 

expresión y MCntCión de qulmosln• por une tl'llnsform•nte de Tncllade-WI (H•"'kl et •l., 

1889). En rel•ción •sistemas enzlm•llcoa complejos, a lr•vllls de est• metodologl• solo - han 

clonado genes lndlvldu•le• de sus componentes enzlmmtlcos. Se han IOQl'lldO Incrementar algunas 

de las .ctlvidlldeS enz1m1Hlces Pf9Mntea en el sistema celulolltlco, por ejemplo, el meJol'llmlento 

en la produceión de I• endoglue11naaa l!GI por una tranformente de T. _., oblenld• • ll'llV .. de 

I• lntroducei6n de un .,._srnldo que contenl• cDNA del gene .,,,, 1-rtlldo en un cassette de 

expresión entre el promotor y lea secuencias terminadoras del gene celoblohidrolaae 1 (clrltl ) 

(UU8ihllo et al. 1 .. 1). 

H ... • donde sabemos, por lngenlerla genll!ltlca no se h• logrado el mejoramiento de todos 

loa componentn de ningún sistema multlenzlm6tlco. En el ceso del aisteme multlenZimMlco 

pectlnolftleo, loa estudios de clonación, han sido realizados principalmente por el lnter6a de 

Identificar loa genes ptWSentes en loa organismos a fin de comparar le estruc:lul'll, organización y 

regulación de estos genes (Harm-n et al. 1990; Gysler el al. 1990). Aunque estos resultados son 

muy Importantes por el conocimiento que han generado, aún no son suficientes pal'll tener un 

Impacto en la pnlictlce. Un ejemplo importante en el mejoramiento de cepas a tl'llv6s de este 

sistema, es el reportado por Bussink (1992). quien obluvo cotransformantes de un gene 

pectinolltlco, el de la ~lllua nlfler pyr A con múltiples coplea del gene pollgalecturonaae 

.,,.,_,,,. L.11 produeclón de esta enzima fue determinada en pulpa de remolacha. en donde la 

ll'llnsforrn.nte TU produjo un• actividad PO medida por grupos reductores 50 veces m•yor que el 

control A. ,.,._ IMOa. 

Olrll fann• de llevar • cebo la recombinación genll!ltic. ea por el mModo pal'llMxual • 

ll'llV .. de I• •n.stomoala de la hlf- de hOngOs filamentosos, y• que tam~ tiene un potencial 

pal'll llev• a c.bo el mejol'llmlento de cepa en donde no se sw-aente el ciclo se•-1 (stahl y 



E._r, 1993). El cielo per•-•u81 en hongos h• sido bff&n estudllldo en ~lllua nlduMn9 

(Pontecorvo, 1953) 11 l•s princif)91es et•pas - present•n en .. F'lguN a. El primer paso es I• 

fusión de l'lif•s de dos individuos l'l•ploides (n) 1>9ra d., lug•r al heteroc.rión, en donde los núcleos 

de •mlNls ce1>9s comparten el miuno Cilopl•sm•. El micelio heterocllrióntlco es idenliflcsdo en el 

rnediO mlnlmo que carece del msr-.dor presente en ced• Individuo. En est• silu.:ión, solo lss 

hif- que contienen •mbos núcleos pueden crecer en dicho medlO. Po•erlormente ocurre I• 

csnog.m,., en donde - fusion.n loe núcl- .,,._ni_ en el hele-"611, .,.,. d., IUQV •I 

dlploide somMtco 

r'' 
PAIU<NTALIUY 

llAPILOIDaa ll&C'OM81NANTES 

t t 
AN&VPLOD

( 2n -2. 2n-3 .. ) 
. t f. 

• 
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(n) 

(n) 

fa.s/Ólf de c/lop/IUMtu 

H&T&RDC::ARION 
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fiui6't j n11c/ear 

ncollfblnoc:IÓll 1 1 1 nod/sywnción 
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Figu,. 3. E11queme --pe-uel q--pr-en• •• .... ..,..,,... 
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(2n) que contiene el grupo de cromosomas completo de cada genotipo progenitor. Debido a que 

las fusiones nucleares para formar el diplolde ocurren con bajas frecuencias, son ·utilizados ciertos 

agent- como el alcanfor y la luz ultravioleta que incrementan la formaei6n del heterozlgoto 

diplolde (Caten, 1981). En esta etapa, puede ocurrir la recombinaeión gen6tica a través del 

entrecruzamiento mitótico entre los cromosomas homólogos presentes en el diploide. Este evento 

involucra el intercambio reciproco entre com6tldas no hermanas, posteriormente los centrómeros 

se dividen y separan dando como resultado que una crom6tlda recombinante y una no 

recombinante pasen a cada polo. Para llegar al estado haploide, que - la condieión més astable, 

el diplolde pierde gradualmente cromosomas como un resultado de la nodisyuneión, en donde la 

nodisyunei6n primaria da lugar a la formaeión de aneuploldes (2n-1) y la no disyunción secundaria, 

involucra la pérdida de otros cromosomas que generan diferente tipos de aneuploldes 2n-2. 2n-3, 

etc. hasta alcanzar el nivel haplolde (n). Este proceso puede ser acelerado utilizando agentes 

como la p-fluorofenilalanina. que es el anélogo del aminoécido correspondiente y el fungieida 

benzlmldasol llamado también benomil, que actúan sobre la subunldad B de la tubulina inhibendo 

el ensamblaje de mlcrotúbulos y causando pérdida de cromosomas al azar (Caten, 1981). 

Aunque la cruza parasexual ha sido más aplicada para llevar a cabo estudios bésicos 

(Furtaneto y Pizzirani-Kleiner, 1992), también ha sido utilizada con el objeto de mejorar la 

produceión de amilasas, proteasas y lipasas en ~lllua nklu,.,.. (Moscoso y Rosato. 1987), 

sin embargo, en este caso los hlbridos no lograron Incrementar la produceión de enzimas. Un 

inconveniente importante en este procedimiento, es la incompatibilidad vegetativa que puede 

presentarse entre las cepas, la cual impide la formaeión del heterocari6n (Hocart et al., 1993). 

Otra alternativa para el mejoramiento de cepas es la fusl6n de protoplastos. La obteneión 

de hlbridos por fuSión de protoplastos es un sistema que ha demostrado ser útil para realizar 

diferantes tipos de -udlos con microorganlamos y células vegetales, prineipalmente para lograr 
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recomblnllCiones gen6tk:.ss lnt,...specle, lnterespecie e intergen6rtc.s• (Peberdy, 1989, 1991). 

Mediante la fusión de protoplastos - aumenta la probabilidad de rec:omblnaclón de grandes 

segmentos de ONA de un organismo a otro (Peberdy, 1979). Es decir, - puede recombinar 

información genétic.s que de otra forma no podria ocurrir en la naturaleza. Este sistema permite 

superar lo• problemas de Incompatibilidad vegetativa que pudieran preunta,.. entre los hongos 

(Wegemann-Budde y Schauz, 1991) y las baneras blológic.ss que existen entre diferentes g6neros 

y especies de plantas. 

Para poder llevar a e.abo loa estudios de fusión es necesaria la obtención de protoplastos 

que son ~ul•• de9pn>vistas de pared por la aceión de las enzimas llticaa (Anné, 1993). Los 

protopl ... oa repreuntan entidades organizadas con un metaboliamO activo y trensferencia de 

energla (Davla. 1885). por lo que Ofrecen un modelo Interesante pare llevar a e.abo estudios 

bloqulmlcoa y motfológlcos en loa hongos. En estos organismos las poblllCionea de protoplastos 

pueden ser helerog6neas con respecto a los organelos que contienen y son c.spaces de regenerar 

a células normales cuando se encuentran en los medios adecuado• (Boa. 1985). 

Ha sido observado que aún la sola formación y regeneración de protoplastos puede dar 

lugar a modificaciones en las cepas, como en el hongo RobllMnla sp. en dónde se Incrementó en 

una de I•• cepas regeneradas, 8 veces la produccción de exogluc.snasa, 20 veces la B

glucosldasa. 4 veces I• xllanasa y 5 veces la amilasa, con Incrementos en la producción de 

biomasa y también de la actividad eapeclflc.s (Kuwabare, 1989). También - obtuvo entre los 

protopl ... oa regenerados de T. _., una cepa que Incrementó 2.0 v-• la produceión de B

gluc:oaldasaa (KOlar et al .• 1985). 

Por la capacidad de regenel"llCión de los protoplastoa, también su obtención ha sido 

aplieada en la ldentific.sción bloqulmlc.s de los componentes de la pared celular de Se~ 

e-. (S.ntandrew. 1883). Loa protoplaatoa también son utilizados para intnxlucir protefnas 

vla llposomaa en ,,,,,,_ula ,,_,,_.,.,,. (Ouoma et al., 1990) y para estudiar las trensrnlalones 
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de virus entre hongos, de esta manere se demostró que los virus puedan ser transmitidos de una 

especie a otre en ~llua (Lleng-Plngyan y Chen Kalying, 1987) 

Le fuSlón de protoplastos es epllceda en estudios gen6tlcos b6Slcos. En IUperg#llua 

nldulena se realizó la fuSlón de protoplastos entre cepas que presentaron Incompatibilidad 

vegetativa, que es controlada por genes nueleeres denominados het, e fin investigar su número y 

localización en los hlbódos (Dales y Croft, 1990). La dominancia de las relaciones 

vlrulencie/evlrulencla en hlbridos lntr-specie del hongo patógeno de plantas he sido -udlada en 

el hongo Flutñe ,..,.,_ (Talbot et el., 1N8) y también se ha realizado el mapeo gen6tlco a trevés 

de la fusl6n lnterespecle de plantes del ~nero #le"*- (Medgy-y et el., 1H5). 

Les eplleeción prllctice m6s Importante de la fusión de protopl•os es el mejoramiento 

genMlco de cepas (Peberdy, 1991; Dldek-Brumec et el., 1993). Llame le atención, un hlbrldo 

obtanldo e través de la fusión intergen6rice entre las bacterias e~ ._ y 811Clllua 

• .,.....,., que como cerecterlstice nueva presenta la actividad de B-glueosldase en forma 

extracelular que antes no tenla (Gokhale et al .. 1984). En hongos filamentosos se ha llevado a 

cebo la fusión de protoplastos para mejorar la producción del antibiótico penicilina en hlbridos 

interespecle de Penlcllllum t:h'JfSG119'fum y Penlcllllum afolonlfenlm (Ann6, 1982), la 

producción de B-glucoSldasa en Al!Pa,.,llus n,,,_ (Hoh et al. 1992), el mejoramiento de 

Tllcltodeln9 INl#z-lum como agente biocontrol contra patógenos de plantes (Pe'er, y Chet, 

1990) y le actividad llpolltlce en hlbridos lntr-specle de Penlcl#lum c~olunt (Reymond, et el. 

1888). También le fuSión de protoplestos ha Sido aplicada pare al mejOremiento de cepas 

Industrie ... que son utilizadas pare la elaboración de alimentos fermentados como el sake, miso, y 

salsa de soya en donde se requiere la participación de varias enzimas (Ullhljima, 1993). Se han 

obtenido hlbridos que producen mayor ectlvldlld de proteasa, emil ... y peplldesll que cualquiera 

de les dos cepas progenitores (Ullhljlme et el. 1990•). Es importenta menc:ioner que en los 

estudios de le fuaión de protoplestos se puaden Identificar las etapas que se presenten durante el 
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ciclo p.mr•-xual como el heterocarlón 11 el dlploide que pueden ser -•bles o lneat•bles (Og-• 

et al. 19811; Ushijima et al., 1990b). 

La fusión de protoplastos h• mostrado ventajas para logr•r el mejor•miento de sistemas 

muillenzim6tlcos, sin embargo, son esc.sos los reportes de su apll-aón en sistem•s como el 

celulolltlco 11 el xil•nolltlco. En hongos peclinollticos, no exlst•n reportes concemientea 

especlflealmente • lncrement•r I• produccl6n del sistem• pectinolltlco por fusión de protopl•stoa. 

o.bldo • que I• fusión de prolopl•stos es un• •llemallva que no ha sido explorad• SN1ra el 

mejor•mlento de sistem•• pectlnolltlcOs en hongos, .. propuso estudl•r I• fusión de pn>toplestos 

de "•.,....,. .,,_ CH-Y-tM3 con otra especie del g6nero As.a.,...,. productor• de pectlnws, 

11• que de -• m•nera se podrla h•cer posible la obtención de nuev•s cep.ms por fusión gen6tlce, 

que produ~n sistem•s pectlnolltlcoa con nuevas proporciones de componentes pectlnollllcos. 

ANTECEDENTES INMEDIATOS 

En I• cep.m ~ltu. sp. CH-Y-t043 h•n sido idenllfiClld•s cuando menos cu•ro 

activid~s pectlnolillces extr•celulares diferentes •I ser cuhivad• en pectln• 11 en materleles 

celulóslcoa. Se h• reportado la presencia de actividades de endopectlnaH (endo..P), 

exopeClln.,.. (exo-P), peclin•ll•H (l"L) 11 pectlnaester•H (N) (Agullar 11 Hullrón, 

19119,11187,1980; Lanas et al .• tHSI; Solls et •l. 1990 11 Delgado et •l. 1993). Est• ceJNI ha 

demostrado tener potencial para I• produeción de pectlnas.s a m•,,ar escala: pre-ni• pocos 

requerimientos nutrlcion•les, por lo que es cep.mz de crecer en un medio simple a .,._ de ..... 

Industriales 11 -aua de la llave; produce rna,,or ectlvidad de endGpollgelec:lu~. a 37 -C que a 

29 -e, lo cu•I puede tener vent•J- en ~ a gran escal•. porque loa costos de enfrl•mlenlo 
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pueden ser reducidos. L•rios et •l. (1888) demostró que A•....,..,,. produca mayor actividad 

de endopectln• .. s cu•nc:to es crecido en desechos agrolndustri•les Sin pr9tratamlento que cu•ndo 

es crecido en sustratos puros y que la producción maxlm• de estas enzimas se lleva acabo en 

valores ext'9mos de pH (2.8), lo cu .. puede Inhibir el crecimiento bacteriano. Ademas, le actividad 

especifica de los filtrados libres de ~lules es meyor que le que pntsenten algune pntpareclones 

comerciales ( S.val et al. 1882; Saval y Huitrón, 1883). Tambl6n se h•n obtenido pectlnesas en 

fermentador de 1000 L con rendimientos mayores a los que se producen en metraz agitado. 

~ •· CH-Y-104a fue eislado y seleccionado • partir de muestras de suelo de 

una zona henequenera del estedo de Vucatan por su alte producelón de endOpectln•- ye que 

son las pectina- de meyor eplicec:lón Industrie! (S.val, 1885). Le producción de enctopectln ... s 

y pectlne 11 .... se f•vorece por el uso de P9Clln•s eltemente metoxlladu, lo cuel Indica que estan 

Pl'8Hnt- enzimas del grupo de las pollmetllgelecturonesas (Aguller et el. UKt1: Delgado et el. 

1993). La producción de exopollg•lecturonasas he sido detectad• en el medio extracelul•r y 

tambi6n esocillde e c.tlules (micelio o conldlas). Entre un 35 % y un 50 % puede ser liberad• •I 

medio a diferentes valores de pH, por la adición de detergentes o de enzimas lltlcas (Agull•r y 

Huitrón, 1993). Se demostró un• actividad constitutiva de exopoligalacturonasa cuando 

Aflpergl,,... sp. CH-Y-10C3 se creció en glucosa, sacarosa, ácido galacturónico y glicerol (Agull•r 

y Hullrón, 1990). La producción de pectln•us en ~lllua sp. CH·Y-104S ha demostrado ser 

induclble por pec:tln• y sensible • represión catabólica por los productos de la degrad•clón de la 

pectln• que son •cumulados durante I• ferment•Clón (Agull•r y Hultrón, 1987). L• apllcaelón de un 

Slstem• de cultivo alimentado en donde se limitó el suministro de pectina y en consecuenei• se 

evitó le ecumuleclón de grupos raductores, Incrementó 1 O v_. le pnlducelón de pectln ... s 

(Aguller y Hultrón, 11N18). La gluc:ou, el acldo gelecturónico y el glicerol ejercen una fuerte 

represión cat.eb611c8 en la slnteSls de endo y exopollgelecturona .. s el ser edlelonadas •I medio 

c:on pectina (Agullar 11 Hultrón, 1Sl87; Solla et al., 1990.) 
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Debido •I polenclal que presenl• ~ .,,. CH-V-tN3 en la pl"Odueción de 

peclln•N•, en el 1.-botalono h•ll lnl..-.s en su mejoramienlo gen611Co • fin de buse11r nueva• 

cepas que .... n mejor.et•• en su cePllCidm pecllnollllc., a lrav6s de la fusión de prolopl•slos con 

A1r,p.,..,..,. ,,..,.._ ATCC-te7M. Esla _.,. lambl6n produce endopeclln•N• 11 exopec:lln-. 

P9fO presenla m•lfOf" acllvldm de peclina 1i- bajo cierl•s condiciones del culllvo (Oftlz, 1991) 

OBJETIVO 

En !HIN a lo anleriOrmenle cil.SO, el objellvo de es1e lralHIJu esl• conlrado en I• olllención 

de hlbrldos lnle,.specle de lbpwgllltd .ip. CH-V-1043 11 A.,,,.,.ulua ,,_,,,.. ATCC-te7N que 

-•n sobrepnxfuelores de peetln._s, en parllcul•r de ~uellos que ,,.._nlen una •N• produCclón 

de endopeclln ... s 11 peclln• 11 ..... 
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Protopleata from pectlnolytlc fungl : laolatlon, regeneratlon 
and pectlnolytlc enzyme productlon 

a. SOlfe, M.E. Flore• •nd C. Hultrón 
Depanmenl of Biotechnology. lnst1tute ol B1omed1cal Research. Nat10na1 Unwcrs1ty of Me•1co. Mmt1co C1ty, Me.111eo 

FS/2": ~ 12 OrctoDw 1995 and kCepled '5 OecemtMtr 1995 

s. SOLfS. M.E. FLORES ANO c. HUITRON. 1996. ProtuplOl'it rc:le.ase in pe.:tinul,·tic !!lotrain 
mutilnts of.-l•~'l(illMs sp. CH-\"-lo+l (.\13) and .-lspo!rgi//usJ/•ll"iflo!s .\TCC-16795 (F7J is 
dL'SCribo:d. Optimum ~·icld uf pru1oplas1s .\ 1 J WilS ob1ained in a lapse of 1 h .. ·hcn 
commerciall~· l~·tic enz~ mes uf Tr1'·'111tlc.>1·,,,,, har:::.4lni11111 (2 mg mi - 1) u-ere added in 0·05 mol 
1- 1 ci1ra1e-phospha1e buffer pH 5·0cunraining0·7 mo11- 1 KCI and 10 mgm1- 1 BS.\. 
Best results in F7 were obtained ''ht:n the protoplasting s~·s1em of Al3 was supplcnu:nted 
"·ith 10 mlJ mi- 1 ~-lure11¡,,,_,.ú/i"'" sp. I_, tic enz~ mes. Jsolated pro1oplasrs in A.13 and F7 
\\"ere capable uf a high n:gcncr.ition frcquc:nc~· of 87 .. ~o and 5.1°u "hcn O· 7 mol 1- 1 KCI and 
sorbitol •·ere used as osmoric sr;.1hiliif.crs. Endo-P. Exo-P and pcctin lyasc producrion 
"'·ere nut modified durin!( 1hc prtN.·ess of rcge:neration. 

INT .. ODUCTION 

:\ticrubial ('C1:tinases pi.-~· an in1portan1 rule wi1hin rh ... • fuoJ 
inJusu·,· .... hcir use is c~M:ntial in rhc prc,...-t..·ss uf c,rr;Ktiun 
anJ t.:larific:arion of fruir iuices (Fog'otrr,- o1nd KcH,· 1•)10; 
PilLniL and \"or:1gcn 199.1). Commcrcfal prcr••rarion~ of pcc
rk enzymcs uscd in food processing m.iinl, 4.:on1c frum fungal 
suurc.:e!I,. p.artic:ul<1rly frum rhe gcnus .-l$p,•r.1!i//11s. \\ºe ha,·e 
pre' iousl~- reportcd rhe productiun of e:\tracellufar pc.._·rin01scs 
frnm 1hc fungus .-l$Jtc•r.1ullus sp. CH-\"-10 ... .l \\ hkh wc isolMc.-J 
from rhe ~lon•n Mate of Yu..:<1ran (Sa,·otl ,., 11/. 1982; Sa'<al 
.tnd Huirrón i98J; Huitrón d 11/. l'J~-f ). This mkro-organism 
gro\\"~ bcrrcr ar .17°C (Sa,·al .anJ Huitrón 19Hl; Larios "' 11/. 
1 'JR•J) on (M.'l:IÍn or matcrials containintr ('tt."cl in. and pruJu...-c..·s 
a i-:ctinol, rk sys1cm formed b}· al lt..·a ... r fuur c'rr.1c.:cllubr 
r~ pc.-s of pcc.:tinolylic enL~ mes: endo-(14.."'Clinascs~ cxo-p...·t.:tin
.a~~. pectin l!·•se and pectin esrcraM: (Sonal and HuitrOn 
198.1; .\suilar and Huitrón 1987; Larios n al. 1989; .-\¡ruilar 
"' '11. 19'>1 ; Delpdo .. , al. 1993). 

Srrain impro,·emrnt prugr.ams for industriall,· rc:lc,·.ant 
spcc:ic.-s h.a'c rradirionally in,·oh·cd mura(l'cncsis and sc..·lccriun. 
Currcntl~-. thc use of protorl.asts is in1portólnl for ~cncric 
fusiun (Pcberd)· 1991) .and transform.uion (Curnagh ,., 11/. 
1992) .and uften plays an cssential role in strain impruu:mcnt 
(<llJ-.a"a ~' 11l 1989; Pe•er ilnd Chcr 1990). \\'e are inrerc~teJ 
in protoplast isolarion from pectinof)·tic fungi bccausc the 

Currrs,.,,.,,.·•c>c- 1•: LJr c.,,/ns H•ilni•. IJt-,.,,,_.,,, ufBiut~d1•r1lu1t..1·. 
l•i1i111u r'.f·a1t1,.,JN•l ll11c'drc>A •• '\'41111 .. I (·'11n-rn11'.)• uf.Ur.t·1,·o. 
l ".,.f.11 •. f.,. ;nZJN •• tl~.1·1.-0. D.F. fH.ilO -"~-'-""'· 

peclinoh tic s' stcn1 is cot11plc:x oanJ cun"'i:o..ts uf JifT..:rcnl en,.~ -
m.atic c."Umponcnts. "l"hcn ir n1igfu he rossihlc ltt ohr.ain ne" 
strains b)· l(cnctic fusiun producin¡,r p:.._·rinul, tk "'' !rl.tcms t.:un
sistintr of "º'el proporrions of enL~ matic co111p»ncnrs. 

Protoplas1 fusion rc4uircs .10 ctlicicnt rruccJurc: fur pro
toplast isol.1tion anJ rc~cnc:ration (.-\.njani-Kun1.iri .anJ PanJ.a 
1992; Hashiba 1992). On rhc uthcr hanJ. as far as \\C ""º"· 
there are no rcports on rhc isolarion of prurortasts from 
pectinol-' ric funp:i. Thc prescnt rcporr describes the con
ditions fur thc Í!ri.olation. regencratíun .and pec..·tinase pro
duc..·tion of protoplast.¡ regcneratcd from .-lsJ4'1:e11/u.' sp. CH
\"-IU.fl and .-l.iper.irillu .... //11;,.·1pc•s .\ ... CCC-16795. 

MATl! .. IALS AND METHODS 

Mtc-..nlama 

: Thc micro-organisms u sed in this \\ orl \\ere . ·l:J¡t,·r.i:l/111." titp 
CH-V-U).fl "ild-r~pc srrain prc,iousl~· ÍM>l.atcJ in our lah
orator,· (Sol\ al anJ 1 fuirrón l9H.1) and . l.•-p1•r¡.:11/11Ji jl1n·1¡tt·s 
:\TCC-16795 \\ilJ-r'P'-' strain. Rorh prm.lu,:e c'\lrou.:1.·llulo1r 
pcl."tinul~ ric acrh·irics .. l.(f'<"''.f!illu.•·. \ J J (¡1J1.•nu,.inc au~otrorhk 
murant) anJ. -l . .fla:.·ip,·,.- t"7 "·ere dcri' cJ from .-l ... Jtc·rJ!ill11s "'P· 
CH-l"-l!H3 and frum A./l•1t·ip;s .\TCC-16795 rc•pcctiwl~. 

Potato dcxrrose agar medium (PO:\) was useJ for wilJ srrain 
propagation . .'.\linimal medium (~l~I) cont.aincd (" /,·): 2••,, 
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uni• "'ª" Jctincd OIK thc amount of cn7.)·rne •·hich rcd&K:ed the 
initi;,al ''ÍM.'IKÍI)· ufthe rcctin tiülution b,· 5()ll1J. E•o-¡pt..-.:tina~ 

.a.:th·ir)· "°._.,,. dc1crn,in.:d h,.- quantifü:ation uf the libcroucd 
n ... ludntr IP'ºUPll frum .-.~rin a,. •·as prc,·iousl)· reported (Asu
ilo1r anJ l luitrUn 19M7». <>ne unit (I,;) "ª" dcfincd a• thc 
o1muun1 uf t:R1!)"m&.• "hM.:h caral)'fM."S thc Íf>rmatiun uf a 1 ''mol 
ut· s-.alacrurunk ar.:id cqui,·ah:nt• h - 1 pH J·O. Pe..:rin •~•ase 
:M:ti,·ir_,- ,..,,.. determined b_,· moniturins the increase in absorb
ana: at Zl5. <>ne unir (l.:) wu defincd as 1he amoun1 of' 
4:n7._,-me that pn:Mlu.:es an iSM:reoe in absorbance or O· I at 
2.15 nm in rhc reacticMt mbllure under 1hc reponed auay 
.:nndilÍC>ntl (l>elpdo ""'· 1993). 

.... UL Ta AND Dlacu•••ON 

\\'i1h rite aim ufuhrainintt trcnctic marLcrs to be USf..""' in futurc 
prutuplaKt fU•iun expcrim.:nts. •·e mutall'.cnizcd .-ls/fc'r.rtill11s sp. 
CH· l· -llN.J and . .,,,...,Kill11•.ff•"''~' ATCC-16795 spcwes •irh 
!'IT<i. <>ne .Jcnosinc n.~uirins muranr •·a• sclccted from 
• -lsJ1t.·1~il/11s sp. •nd named .\ 1 J. and one 1_,·•inc auxutruph •·a• 
oh•ai"""" frurn .-l.j1111·i,,.• and named F7. Both murants •·ere 
!lilahlc sinc.-e the)· prcsented lo•· rc,·crsion frequc:ncin, 
Z x 10-• and .f x 10-•. n.'11ipc&:ti,·ely. The strillins . .,sr~'lfillu• 
"P· and . .f . ./fdt.'i~• •·ere MClc&."ted as lCUUd rc.-.:tinul)·ril: enz)·me 
prudu...-era and rhcrcfure v.·e t:unsidered it imponant to e'·alu
are thc rroduc:1ion of cndo-pa:1inascs (enJo-P) uf auxu
truphic mu1an1s. since these are of major imponillnce in 
industry .• \s shu•·n in Fip la and lh • .\13 mu1ant )·ield was 
!llit1htl)· lo•·er ahan rhat obtained •"ith .-l•~'li/IMS sp. and the 
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Ple- 1 c.u.npariM111 o( endo-¡pn.-cinuc M.-ti,·iry productiun b,· •·ild 
.araiaa anti au•Dlropitk 1111t1tan1• pv•·i11s un pcc1in. o . . 4•~'6ill111 
•P· CH·Y-lo+J; e. Al.J mu•ant; A.-4•JWr6illw.Jl•n·iJlt'• ATC,C.... 
16795; •• F7 -· 

• .. , mutant proJuctiun protilc \\as similar to the ":ild-t)·pe 
strain. The)· wcrc: grown undcr the ume culture conditions 
(pectin supplcmcntcd •ilh adenosine or l)·sine). Thesc 
rcsuhs. tugcthcr wi•h thc ohSt:r\·atiun that mutants sho•· 
similar gro•·th 10 poarcntal !ilrain!i (data nur shown). indicated 
th111 thc mutan•s prcscrn.•d lhcir iJrow•h and endopcctinul)'lic 
production capacity. 

"l"herc are a numbcr of impurtant fillctors ~-hich inOuenc.--e 
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Ple. a EfTcct ofthc l~·tic cnzymcs and a1¡motic s1.1bilizcn on 
pro1opl;1st rclcasc from . .fsJJax•llMJ sp. (All). L~·tic cnzynwa used 
w·cre frotn: (a» .-IJJIC'r1il/111 spccin;; (b) . .frt•ru/ta,ur l11lftll; and 
(e) TrülloJ~""• llar::.4111;,,.. Osmodc ••abili.an O·i mot 1- 1 

uwd •·ere: O. KCI •e. ~lsSC.>4 ; 6. NH .. CI 



fungal protupfosr isolatiun. i.c. orµanisn1s. lytk t..•n.-:yrnt..· 
s\'Stcms. osn1utit: stahilizcrs and cuhcrs. In this scnsc, wc 
c:~t.ahlisht..·d 1hc condilicms f(,r prutopfosl ohtcnrion and rcµcn
cra1ion li•r .·l.,·pi·r.t.:illu.-r sp. 11Jc- and. / . . //,n:1pt:.-r l)'S · nHnanrs. 
Figure 2 shows thc numhcr uf protuplasrs rclcascd frun1 AJ .l 
111,·cclium 1rconcd with thrcc J,tic cn.1:\n1c s\·s1cn1 .. and K<:r. 
i'iµS<>~ omd NI l~CI ¡ts usmuti¡. stahili;crs. ~lol~imum rckasc 
uf proruplasts wo1s uhtaincJ wi1h 7i-it·hotf,·1·111c1 /lar:;.a11111111 
cnzymcs which yiclJcJ 1·5 x too; prutoplasts mi 1 afu:r .l h 
incuhouiun with KCI or l\litSO.,. (Fig. 2c), .·lrt/lr,,/1t1i·1,·r lu11•11s 
cnzyrncs pruJuccd 4 x 10~ mi - 1 protoplasts with KCJ in 2 h 
(,..ig. 2h) and thc hill'hcst _,.·icJJ wirh Aspi•r1-:ill11.f cnzymcs was 
5 x 101 mi - • with KCJ or .1\-lgSO,. (Fig. 2a). Sorne authors 
ha\·c rcpurtcd that prutculytic acti\•ity prescnt in ly1ic cnzyme 
systcnu. affccrs pruroplast ,_ iclJ omd rcµcncmtinn capadty 
(1\lolun ;md JcflCry llJH6; Kitamnto JCJHH). In our case. thc 
01dc.li1iun uf 10 1nf.t mi 1 nt" hcn•inc sc..·rum ¡tJhurnin CUSA) tu 
the prnlt1fJfos1 fitr1nin~ syMctn inL·rc.·;1sc1.I fron1 U·;?H x IU' rnf 1 

te• H·5 x lfJ~ 1111 1 rclc01scc.I in 1 h fnun Al.t n1)cclium. 
<>ur n:suhs a1ercc with othcr stuJics in '4'hit.:h 7i-. '111r:::..111i11111 

en.1:yn1cs. comn1only known u.s Ntn·uzym 2.l-f, prn,·cd to he 
\"cr,_- eflicicnt in thc ohrcntion of fungal protopl.asts (Colling.s 
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i•t al. J 9HH). Pn.·,·ious rcpurts statc that fun1rnl protOfl)ast 
uhtcntiun rcquircs thc pn.·sc.•m:c of chitimtscs (Shandu n 11/. 
J9H9; Hashiha 11J<J2), which cuukl cx1,Jain lhe satisfüc1ur) 
functiun of rhc 7i·id111,/t-r11111 cnz) n1c mhrurc. sinct..· 1hc chi-
1inasc cnntcnl uf this n1ix1urc is high. 

·rabie 1 prcscnts dlL· rc~uh~ uhtaincd Juring thc prutuJlJasr 
forn1ation uf thc .·/ . .f/11r:ipt>.'i F7 stmin. ,.hcse "'ere more 
Jiffk·uh to rclco1sc.· ¡111d Wt..' hotc.I to use scl.·en h tic cnz,·n1c 
mixtures. \\'e ohtJincd 2·75 x JO~ rrotuplasts mi._ 1 wirh iytiL· 
cnzyn1cs from thc L"ellulcJ)) tic~ c.·;t!'ot-liL:c fi.1nµ-u!'>. ·J111·,•r1bt1.~1tli11111 
sp. Cl-1-1\l-IOIH C 10 mµ- tnl 1

) prudut..·cd in rhis l:.1lmr.t11,ry. ~•• 
sii:tnificant differcnccs \\ere obscr\·L·J bc.·t\\ecn o¡c..JJcd usn101ic 
stahilizcrs. This numhcr incrc•tscd lo 2 x 10'' mi- 1 \\ilh the 
addirion uf Tr. llt1rzt111111111 cnzyn1cs (2 mg mi 1

) for 1 h. h 
shuuld also be mcntioncJ that "hcn 1i-. lfftr:::.1111i11111 cnz,·mc-. 
wcrc ac.lc.lcd on rhcir own tu F7 n1yf.:cliun1. no pro1uPlasts 
wt..·rc uhscncd cn.•n afrcr 5 h uf incuh;1tion. Hoth .-\ 1.l :.md F7 
prutopla!->ts \\crt..· oh .. cnt.•d with •I pha!-.c cuntr;tst n1kru.,t..·opt..· 
muf phu1ug-ni1Jhcll (Fij.!. J) 01nd, 01s shuwn •. lspt'J:tú/111 ... -.;p. ;\ l.l 
protoplusts are -.;n1o1lkr than . l . .flin:ipr'.\ F7 prutoJ"Jla!-.IS. "J"hc 
facr th•1t .·IJll'tº"""·"idium enz~ n1cs wcrc ctlidcnt to uh101in 
.·h·p,·1;i:il/io· .fl1n·1"pr•s F7 p1·01opl;is1s is intcrcsting-. since 1hcrc 

100r 

80 

20 

O ----.zZ,;.l-
Glucose NaCI KCI 

Flg. 4 1·:1ri.·l"I 11f11.,11111lil· .. 1.1hili¡¡oc..·1· . ., 11n rc~i..·nl·r.11i11n frct1ucncy uf 
prru11plol"1"' frum 1 ... p1·1:i~1//11 . .; :-.p.(:\ J.l) <•> anll .·l.•P1•r,¡:1//11.f./"1t·1p1•s 
(1-'7) (a). Pru1upl1tMI'> frurn h111h sfntins wcrc rl·~cnc..·r~fc:J on 
S1\l~I media at 37ºC anti 2•JºC rc..·spcc1hcly 
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Chmutic lrM:ubatinn Pru1opla•t• 
T.._ t lntluencc of l)·ric S)'stClll aNI 
tnimutic !Otabilizcr un 

··~·M.·t."fti!)ft'M: <.:unt.~n1r11ti1M1 ... hifo!"'"h time rclcucd protorlast r~lt:a.• frutn . -l•IM''Sill .. 
tm11ml ., 11n_,.1-•1 11•1 (xml- 1 ) Jlat'4"''• o·-7> 

.• ,,,......,$..,,,, ....... 10+2 KCI 2 2·0• 10" 
<:11·~1-UHM + T,,a·ltn.kr..., 
..,,=-... -
.... ,...,,,. ........ 10 KCI l 2·75x 10!5 
C-.H0 M-101a !\t11so. J 2· .. x 105 

SH,Q .1 2·1 )(lo• 

. ... • .,, + 11.-1;,,. ,.,..,;. JO+IO KCI .. 2·2x 101 

~•sso. .. 1·8xtO' 
SH.CI .. 1·5x 10' 

. ,.,,,,,.;,, .. spccic9' 2 "ª 5 o 
'.\ts§O, 5 o 
SH.O 5 o 

Tr. ""''~•i•• 2 KO o o 
!\tsso. o o 
SH.CI o o 

Tr. ""r:..i•i•• .. KO 5 o 
~•sso. 5 o 
SH,CI 5 o 

·"''"'""'""' ,,,,~fn .. KO s o 
~•sso. s o 
SH,a 5 o 

!\l)ccli11 (200 m(I) "en: incub.atcd in 0·05 mol J- 1 t:itra1c-ph1mph;nc buffer (pH S·O) containinp: 
l)·tic- cnz)·ft'K. .. and ditTcrcnt oamudc •tahili7.t:r •• líºC and IDO re,· min - 1

• 

¡are no prc\·fous repon" tu our kno• lcdt1c on 1he applic.."ation 
of l>·tic cnz)·mea of rhe ycur-likc fun1u• . -f11uolr111itli11• to 
thc pruduction of filamcnrous funP protoplasts. \\re ha,·e 
dctcaed in "-"'CH-free filtratcs of rhis orsani•m cxtracellular 
eftZ''lllCS auch aa 1.."'Cllula.es nteasured as C~ lüsc and filler 
papfl- M.."ti..-i1y. ., ... nuca and /1-slUCUAidascs (IArio-. '' 11/. 
198J). Rcccntly •·e ha,·e aho dctccred endo- and ex.o-pec
tinulytic acli\:it)·. 

PnMoplaar rcp:ncratiun fn..-qucnc)· diffcttnces bc1•·een 
snains and sp&.-ci"'as are of'ten found .and rettcnerariun is also 
atTcaeJ b) SC\·cral physk:al facton in-.:ludins thc narurc oí thc 
cul1urc 11K0dium and thc namotic llitahilizer (Hashiha 1992). In 
rhia RftK. •·e ntahlishcd the condition• for rcp:rwration of 
A t 3 and .. ., prutoplaau. Thcoe •·ere rcpnerated in 11.111.t 
t."'Dntainins ditrcrcnt ounotic Ntahilizers. As sho•·n in Fis. 
... . f•~'llill•• ap. A 13 protoplasta Jid not rep:neratc in the 
prncnc:e of stucoae. aodium ... -taloridc or sucrosc:. whilc in KCI 
rescncntion ruec ro 87''b. and in NH..CI rcpncration •u 
65%. On the contrary. the onl)· ounotic atabilizer which 

promoted rcgcncration of thc 1-~7 strain "'·as sorbitol (53~o). 
lt muat be cmphasized that the rcpncration frequcncies 
obtained in thc prescnt stud)' are hishcr than rhosc rcported 
for orhcr spccies of Aspe,.xilltu. such as .4. or-y::.a,, .. -f. 11rrt1•uri 
and _..f. sojae. "'·hich oscillate bct•·ecn 10 and .]()Dh (Ogawa el 
11/. 1988; Ki,·ohara ~• "'· 1990; Ushisima" al. 1990). The 
cause. for thcsc frcquency variations oí resencration amons 
funsi of differcnt 8enera. species or strains. ha,·e not been 
disco,·ered ~·et ; ho"'·c,·cr. it has bren obscr,·ed rhat protoplasrs 
obtained in shnrt c!'t.posurc times to l)·ric cnzymcs ha,·e greatcr 
capacit)' 10 rqcncratc than thosc •·hich ha,·c bccn in conract 
with thesc: enz:rmcs for lonser pcriods. since the membrarw 
ia liabk to be Jamap:J (l.akshmi and Chandra 1993). The 
colonies obtained aftcr rcscneratintt protoplasts •·ere alllO 
anal)·scd as to their re1•ersion frequency to thc orisinal phcno
l)·pc and thesc wt:rc of thc order of 10-1 for .'-13 and F7 • 
,·cry similar to thosc obtaincd for sporcs. •hich indicatea that 
the fonnation and rcpncration proccss of protoplut• has no 
cfl"ect on the srabilit)" of thc mutation in both srraina. 

0 t-Tlw 9oc:'9lf lar ""'*9d 8ecteriology, L.-n In Appll# M'c» Di' ·e' 6J D. -....Z 



T ... a •:IMltt-(1'1. ... "tillaM: (F.nJu .. P). 
.:~ut-pcr.:tina..: ct:~•PP) ;1nd ..... -..·tin l?o·a11e (PL) 
l'Fndur.."tinn h?o· .\-1.l mu1;1nr .. 
fql\."ftl.T•lt.-d .\-U mu••nt .. t'"-7 1nu1;1n1. 
~neralt.-d l·'"-7 mu1an1 • . ·ls,_-,_;11au 
.... (:tf.,·.uM.I ..... 
.f•~,..t//#•./Ñl"l/IC"S .,TC:<:-1197'15 
P••• •"' l"u k-nMtft fll.'1:1 .. ""* carhun .... _ 

S1rain• 

. .. :s,_,,.,,, •••. 
Cff., .. , ... ) 

A-U 
•-ratcd.-\-ll 
.~.Jf,li·i,.. 

.-\Tcc:-16795 
F-7 
R~nerarcd F-7 

PAOTOPLASTS FAOM PECTINOLYTIC FUNGI •1 

Pt.:~1inul!o tic a..."ti,·it!o' 

EnJ11-P F.x~P PL 
Rcquircmenr" n: mi"'') (L·m1- 1 ) (1: ... 1-1) 

Pl'ulotroph .1-12 8·•1 ...., -- .1·29 11-110 .JIU -- 2·99 8·29 -Prurorruph 7·91 7·91 726 

ly.- 7·80 6·80 700 
1, .• - 7·M 7 ..... 7•1 

~licro...wpniuns •·ere pu•n in lcmon pccl anJ incuha1cd ar l7ºC or .!'9"'C as apec:ifiedl in 
!\larniah; and !\lcthud•. Enz,·mc dctcrmin<11iona •ere pcrfonncd at IZO h for E~P Md 
Ex«>-P. and ar 7Z h fur PL. 

Ir haa bcen repurlcd 1hat thc aimple c"·ent oí protoplaat 
formaaion and rcpncralion can modif,- a slrain ci1hcr b~· 
inc:rcasins or diminishins ita rcsiatancc to antibiocics. by caus
ins a pnetk: ,.•riation or b)· increasins thc production of an 
antihiocic (''"amashita rl al. 1985; Huna ~' al. 1988). On 
thc other hand. thc irnpro,·cmcnt in ccllulase production 
by _...,ratcd prutupl .. ls uf lla•ill•,¿• Y-20 has also bccn 
rerortcd (Ku•·abara ~' 111. 1989). lt is ror thcsc rca50ns that 
•·e &..'OIHidcrcd it ÍOllWlf'lant to asllCSs the production of cndo
pccr inac., cxo-pcctinasc and pcctin lyasc for the A.ll mutant .. 
~neratcd .\. 1l mutant. thc F7 mutanl and thc resencratcd 
F7 mutant anJ to compare thcm •·ith thc parental strain 
production utoins lcmon peri as thc only carbon source and 
inducer. our intcrcst hcins in 1hc productiun ufcnz~·mcs from 
thia asroindustrial •aste. Rcsults in Table 2 sho•· that thc 
produ.:tiun uf thesc pcctinut~·tic enz)·mcs was similar in all 
strains. buth for .-l:1JJe~illNs sp. and .-1. flai.·i.IJ's. •·hich indi-
t. ... tcd that thc c,·cnts •·hich occur during r.:gencration do nor 
modií)'· cndo-P. cxo-P and pcctin l)·asr production. 

Rcsuhs rrcw:nrcd hercio t..""Onfirm thc nccessity of cstab
lishins thc protoplast tOrmatiun and rcgencration conditions 
rur a ¡s¡,·cn mkro-orsaniam. sincc thcsc pruccucs are affcctcd 
b)· multiplc facton a~. thu•. it is not rec..·ommcndahlc to 
aJftaidcr \ 0alut.'"S csaablishcd íur Olhcr micro-orsanisma u rcf
crcnce .. c,·cn ií the)· are of thc u.me pnus or spccics. Thcrc
fore. •·e dcfincd an adcquatc ¡>t'IKCdurc to attain rapid 
illOlation and hish rcscncration frequc-nc)· of .. f1~'6i/11,. sp. 
CH-Y-llMJ •nd .4sfJ<'6illus fl11•·i~s ATCC-lt>795 pcc
tinul)·tic: prutoplasts .. an cucnti.al prcrequisitc far protoplast 
fuaion. 
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~ .. .______. ......... _ 
lmprovement of pectina .. productlon by lnterapeclflc 
hybrld• of A•pel'lllllu• atraln• 

& ...... M.E. ~ end C. HUllÑll 
O.........., el -.1eCU1o1o9. ,,.,,.,,,,,,. el aom•deal ,.....,_• NalllNWI Chflww8lly ol Melllt:o. UNAM, .._ .. -·,-··-·----...... ·-
•. 80Ll8, 1111 .•• PLOllOI•• ANO c. NUITllOION ...... Protoplaar fusion induced by polyethylenc 
slycal and ea••. - puf'-.1 betw-au-phic murana ofpectinolyric funsi A1,,...;l1"1 
sp. CH-Y-1043 (AIJ) .-- and ~lhujl.'llil'• ATCC-16795 (F7) zy,-. Protorrophic 
colon'- -developsd - minimal mediUIB with a fusion frequeney of 1-0 >e 10-•. The 
re~ frequeney of rhe muration in spores and proroplasrs wu low and ransed from 
2·0 ro 4·0 >e 10-•. Four pr-ophie hybrids (HH, HE. HF and 1-Q) eahibited enhanced 
producri- of endo-pecti- and pecrin-lyue. The hishesr producri- wu observed 
in JU; msaimum acrivities were 150 snd 160'*> respccrively. whereas rhe ex ... 
pectinue production wu similsr ro rhe wild-rype atrain A11J#'6i/1"1 sp. CH-Y-1043. 
Hybrid JU sbowed rhe pa-r srowrh; nevenhel-, specilllc endo-pectinase and pecrin
l)'UC aerivities were hisher in ali hybrids rhan rhOM pn>duced by rhe wild-type strains. 

INTRODUCTION 

l)esndation ot tha polyaaccharide ..-ctin requinm the pu-
11C11pstian of difl'CNllt - whic:ll cam- the pectino
lyrfc multi-enxymatic aynem. Pecrinaaes are widely used In 
rhe Industrial proceo1insorrruira and veprabla (Fasarry and 
KeUy 1983; Pilknik and Voralftl 1993). ~i""' apoda are 
uMCI ror peefin•se produt;t:ion on canunerci•I scale, n:peci•IJY 
A~illtu •il"• bccauH ir: produc:a sc'•cral enzymatic com
.,_.,.,.. auch u nodo- and exo-polYSal•cturonue (PO), pec-
1in-1,._ (PL), ..-in ••erue (PE) and olisosalacturonaoe 
(00). 

We have becn workins with rhe íun-~i/hu sp. CH
Y-IOfJ i9oloited '""" a rroplcal - in the aoutheut of 
Mcúl:o. Thia -.in --bener ar 37°C in a aimple medium __.,..._.,.ala• lemoft -9 u aole carllon -rce (Saval ,,.t. IN3;Apllarandffulrr6111986;1Arias,,.t.1919)and 
......,_ a11 -rrace11u1sr psaillOJylic: •Y••- whlcll llho- ar 
1- lllur activiria: _... and no PG, PL, and PE (Apilar 

.ancl Huinón 1987, 1990; Apilar,, •l. 1991; Delsado ,, 
al. 1 .. 3). Si9ce A.,,..ellru sp. CH-Y-ICN3 prod- hisher 
.. ..-aulu enclo-pecti- aaivil)' when i• --- '
-' tllan - .-r1-. ir Is por.ori8Jly uaeíul ror larp -i. .,....unioft 91_.¡_ rrorn .... lndU11rial ·-es . .....,._ 
....... s-lc ............. nt °' lhis -.!11 ia im ..... ant. 

=.::;.••;.-:=:-:~~=:::-:ÑAM. ...,.. ____ ,. ___ 
• ·-...... -. .. Alllllled•••-........... __ 

Proroplur rualon h•• been atabliahed ... - °' tr•n•
ferrina scnedc infonnation. end prO\•ides an adequate methocl 
ror pneric: analyaia and atrain lmpro.--ent (l'eberdy 1989, 
1_'91), Obrainins new •traina throup -plan rusian, --
11cufarly or the aenu• As~il/111, wirh better pt'Oduc:don of 
proteun, '9-alucosidases, as -·ell a• ciaic acid, "8s becn 
rcported (Hoh rl •l. 1992; Vlhijima 1993), but u far aa -
know there are not re-porta specifically concernins the incrase 
of pectinolytic 1ya1em production by protopla• fusion. Aa 
rncntionecl before, we are interested in improvina die pec
rinue procluction by protoplut fu1ion between ~illtn 
ap. CH-Y-ICN3 and A•#nSi//#1 ./f•vi/lft ATCC-16795. We 
recently reponed the i90btion and resenuation of protopluta 
flom "- two atrains (Solla rt •I- 1996). The p.--1 arudy 
_.. the resulto~ inlenpecific: proroplaat r...;- .... _ 
~tu •P· CH-Y-1043 and A~lu ~..n,.n ATCC-
16795 and the c:haraaeriution or hybrids with nspecr ro 
tlleir pectl- ,...,..uction praflles. · 

llATaRIAL8 AND llaTHOD8 ....... 
A,,,,.Ulu sp. CH-Y-ICN3 wilcl-q.pe Min (whirs • .,....) 
.....~hu,Jl.vi#Jn ATCC-16795 wilol-q.pe nnin (lwo
•-) wers _.. r.a protorrophic auaiM. The •'""""'Pille 
Mu-n deriv .. tt rrorn rhem wers A.,,..;tlu AU ... - ..,. 
A . .Jlavi#ft F1 ·1ys (Soli• ,, .t. 1996). . 



......_ and cunure condlllon• 

For ......,.serion, perenlel cella •·ere roulinely srown on 
.,....10 ...,,.,,_ epr ple1a (PDA) ea 37-C (A~lhu ep.) 
end 29-c (A . ./1•1..,). The mu1en1 •1raine •·ere srown on 
complel8medium(CAl)c:on1einins(w.l'"):Z'lbslucoee,0-3% 
yeu1 ea1rac1 (Oifco) •nd 0·3% bec1opep1- (Oifco) •nd Z'lb .........,. 

Mlnlmel mediu111 (AIAI) con1eined (w.l'w): Z'lb SIUCDH, 
0·1 .... K 1HPO., 0·05.,._ MsS0 •. 7H.,O, 0·05% KCI, 0.001% 
FeSO.. 0-3% NaNO, •nd Z'lb becloepr. The pH w• 
edj\llled .. 4·5 wilh Z lllOI -• H.SO •• Enzyme producdon 
mediu111 (EP) cwouined (wh): 0-2% (NH.>.SO •• 0-Z'M> 
KHol'Oe and 0-Z'lb K.HPO. end 1% lemon peel .. oole 
carbon -rce (llerilized aepere1ely). The inilial pff •·•• 3·0. 

ll"nttoplaet leoletlan M41 fuelon 

l\lu1en1 •para AIJ •de- end F7 ly•- (10") ,. . .,.., uoed to 
in-ulate 100 mi oí liquid CM conrained in 500 mi RHks end 
incutNi1ed et ZOO rev min-• ror IS h (All) end Z4 h (F7). 
l\lycelie were hervated by cen1rifus•tion end wHhed lwice 
•.-ilh diHilled •·e1er. Protoplutins wH períormed u•ins ZOO 
ms orwet m)'celia in 5·0 miº' ci1re1e-phoophe1e bufTer (0·05 
mo11- 1), pH 5·0 •upplemented wilh 0·7 mol 1- 1 Ka u 
oslftOlic •••biliur. TrüAMI,,,,• ll•ra.111il• lytic enzyma were 
•ddecl •t concentnrion z ms m1-•; •lter th•t, mycelium 
•u•peneloml were lncubeled et 37-C on • •h•l<ins incube1or 
et 100 rev min- 1

• Pro1oplu1 formolion wu exemined •·ilh 
ph- contrut microec:opy (Nikkon microocope) et • mes
nificetion oí >< 40. Af1er enzyme ceU -11 disa•ion, pro10-
plute _,. fthered throush couan, wuhed wi1h bufTer 
citrere-phoophete with Ka end centriíused ror 10 min et 
100 •· Proropluta •·ere rauopended in 1·0 mi ar 1he oame 
bufl'er. Pt'otoplas1 fusion ""ªª carried out •• foUo•·•: rro10-
plas1 suapensiona (10'} or eac:h au•otroph •·ere mixed and 
centriíupd ror 10 min H 500 •· Pelle1ed pro1oplute were 
rau•pended in 1-0 mi oí a eolu1ion c:ontainins (w.l'v) 30% 
pol)'ethylene slycol (PEO) MW 3335 and O·OI mo11-' e.a. 
in 0·05 mol 1-• slycine-NaOH bufTer, pH 7·5. Af'rer 10 
min o( incubation at room temperature. a.he 1u1pension wu 
wuhed with 0·05 lllOI 1-• citra1e-phoepha1e bufTer pH 5·0 
with 0-7 mol a-• Ka, and centriíused ror 10 min et 500 •· 
The eedimented proaopluta were rau1pended in 1he ume 
bufTer and eerial dilutione were prepared and plated ror rqen
eratian on AlM and CM containins 0·35 mol r• ror both 

. KCI and oorbitol. Thae pl11a were incub11ed at Z9"C ror 5 
d. Fu1ion írequency •·as delined u the ratio ar number or 
colonia whidt devcloped on l\tM with rapect to CM plala. 

En&~ pnMfuctlon concll&Jon• 

Eaperimente were per(...-d with perentel and hybrid •tr•ine 
i• 500 mi Erlenmeyer llluks, ach conteinins zoo mi or EP 

medium and were inoc:ulared •·ilh 4•0 mi or • •- aue
pen1ion oreech •train (5·0 toral optlcal den•ill)' at 540 nm). AH 
oirein1 were sro- in a •hakins incubetor (New Bnlft•wic:• 
Sc:ienliftc Co., USA), ZOO rev min-• íor IZO h H 3'79C, end 
A. ,114~.;#Jn al zcrc. Sampla or 10·0 mi were wilhdra- eac:h 
Z4 h durins rermente1ion and immedia1ely ftltered throush 
Milli_. membrana or 0·45 11m pare alae. Ta.- cell-lree 
filtrala were uaed ror en&)"llletic a1uya. The pellel - u ... 
ror mycelial proaein determinationo. 

Ena.-ao-.-

Endo-pectinua •·ee delermined by reduction oí .,¡..,_¡11)' or 
a 1% pectin aolulion et 30"C 1nd pH 4·Z, uoins en O.awald 
Viocooimeaer H previouoly deocribed (Larios,, •l. 1989). One 
unit (U) wu dcfined u lhe amount or enasme which reduca 
1he initial viocooill)' oí lhe pectin -lution b)' 50%. Eao
pecrinase acli~ity •·u derermined by quanrification or 1he 
liberated redudns sroupa rrom pectin ª" previouoly reported 
(Asuiler and Huitr6n 1916). One unit (U) WH dellned u the 
emount ar en&yme •·hich catalyoeo the rormation or 1 11mol 
or1alac:turonic ac:id equivalen1a h- 1 at pH 5·0. Pect:in lyase 
at;th·ity wa• detcrmined by monitorina &he increa.e in absorb· 
ence at .Z35 nm under lhe reponed aa1y conditiona: 1% 
pectin, Tria-HCI bufrer pH l·I, 40-c, Z h (Delpdo " •l. 
1993). One unit (U) we1 delined u die amount or enayme 
whic:h produce. an increue in absorbance oí O· I at 235 nm 
in the reaction mixture. 

M)fcollal prololn 

The mycelial pellet wu rau1pended in Z·O mi oí IO'M> tri
c:hloroacetic ac:id and 11orcd º'·crni1ht at 4ºC. The umpln 
\\ºCre hornosenfa·.•d fer JJ mi:-t9 :rnd f:rtcr C'Cntriru¡:ed ÍOI' 15 
min at 1400 •· Precipitate ,.. ... resuspended in 0·66 mo11-• 
N.OH. Aliquoao o( O·Z mi •·ere Úeed for pro1ein de1er
mination by the Lo•·ry me1hod with bovine serum •lbumin 
(BSA) as otandord (Lowry" •l. 1951). Afrer reaction, umpl
•·ere centriíused ror 10 min ar l.fOO • and their aboorbance 
•t 590 nm •·•• measured. 

RESUL TS AND DISCUSSION 

To improve peclinolytlc: en&yme production intenpecific 
protoplHt f\aeion ben .. een A•""6ill11• sp. All (acle-) and 
,,,,_.illou.Jl•1.·;~· F7 (lye-) •·ith polyethylene slycol (PEB 
3335) waa períormed. Fisure 1 sho- a micropho1asraph)' or 
che íu•ion misture and protopla•t• or boch ••raina which 
remained tQSelher durins membrene fu.ion. After íueion, 
auxOb'ophic mukft' complemenlation wu round aince pro
lolrOphic colonia appeared and were iooleted on minimal 
medium containins Ka end oorbitol. Coloni• appearins 
were praumcd ro be hybrids, aince bolh perenlal •traína were 

o 1ft7 n.e 8-1' lor Applied •• ,.. IOIO!lw. ~ /n Appl/'8d _,, e '•m ••· -..coo 
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auaocrophic and could not pow on lllinimal medium. The 
-ltilil)' that prorotrophic colony development moy be due 
IO nvcnion ol auaotrophic proroplua ia nat very lii:ely, 
aince lhe rewenion fteqvency in boda all'aiN wa• very low 
(2·1>-4-4 x 10-') u ohown in Table l. We obuined an inrer
•pec:ific r ... - frequeney oí l ·0 X 10-a (T•ble 1). which io 
hilher lhan reponed in orher proroplut fuaioft8 or oeveral 
.;1-.;1¡.,. apecia, for cxample a f\loion frequency of 0·2-
2·1 x 10-• - obuined between A. ~- and A . .._;., ouxo
rrophic muranb (Uohilimo 1991). Alao, 10-•-10-• fuoion 
frequcncin between A. 1tipr and A. ~,.., hove been 
reponed (Pinuan and Kaiyins 1987). The inrenpccific pro
roplan fu.ion Crequency berween A. fliJMI•• and A.fot11W•t11s 
wu of the order of 10-• (Ferenczy ''a/. 1977). In conrrast, 
the frequcncies obt•ined in this srudy are similar to those 
rr.poned for inttnpecific fusiona berween AsJ#n'6ill11• """'"',. 
FGSC 407 and aeven atrains of As~illtu ,..,,1on1s (2-
3 x 10-1) (Kcvei and Peberdy 1984). In rhc work preocnred 
here rhc frequency fuoion wirhour PEG (0·5 >< 10") clcorly 
shoW9 the importance of chis compaund abo in protoplaat 
fuoion bn-.. Afl#n6illu •P· A 13 and A. jlavil'• F7 (Table 

- , Pn>penia ........ 
au•Oll'Ophic mutan• •reina 
and fullion fNll- Mutant 

acraina 

~huAU 

A.~W,..F7 

INTEASPECIFIC PECTINOLYTIC HY•FU08 ~ 

1). Ali prorotrophic colonim dcvcloped wcre rranofened 
rnany times in MM wirh the aim of •electins more •tabla 
hybrid•. Only 13 were selectcd, rhn:e were pown on letnon 
peeJ at 29ºC and 37°C to e\•aluatc pextinue production and 
wcre comparcd wirh wild-rype arraino of A•,,,.;llu op. CH
Y-1043 and A•Ji'-.ill,,•.Jl•vil'• ATCC-16795. Aa aho- in 
Fis. 28, •• 72 h and 37ºC ninc hybrido exhibired similar 
production to the larsat producer, and four hybrida named 
HH, HF, fU and HE·dioplayed hishcr pecrinue production 
than both atraina. However, thi• differenee was not obeervecl 
at 29"C (Fis. lb), rhercforc, rhc four hybrid• wcre aelected 
for rurthcr studics. 

Thcse resulta led us to follow the kinetic:s, not only of 
endo-pectinase but abo pectin-Jyase and eao-pecrinase pro
duction ofwiJd-type strains and hybrids (Hff, HF, HJ, HE) 
grown on MP medium containing Jemon peel ar 37ºC. Fisure 
Ja shows that endo-pectinuc production was detecred after 
24 h of fermentation in A4~~il/11s sp. CH-Y-1043 and pro
cceded Jinearly until S d. Endopecrinolytic activity pro
duction by A . .Jl•vÍJI'° ATCC-16795 wu alao deteetcd at 24 
h bur rcodled only 6·5 U m1- 1 at 120 h while the orher ouain 

Spore Protoplut 
s- re,·cnion revcrsion Fullion 
colour Phenotype f"requcncy f"requency f"rwquency 

whi1c -- 2·0x 10-7 4-0x 111' 1-0x 10-a 

brown .,..- 3·0>c 10-7 2·0x 10-7 
(withPEG) 
0-5><10-
(wi1hout PEO) 

_INll __ ......,. .. thentlooCnUlftberof-oplaou.....,.n...in lftl
----.ie- -.11..., ....... For protop!Mt .._.,_, KO wu ....... filr AIJ 
- - far F7 ..... _,.ttolion 0·7 niol 1-• . 

• t•7 The ~far~" O' r1alolll>, '--In,.,,,,._,_ O[• 
0 O> 84, CJOO..GllO 
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~·-~ a C".ornpuüon º' endopcctinolytic acdvity produc:tion •-s hybrids, _.,,..;JI•• sp. CH-Y-IOU and A.,_.;/l.,ft•vi~• 
AT'TC-16795 pown on lemon fecl for 7Z h •t (a) 37"C and (b) 
29"C 

pn>duced 23·0 U mi- 1• ffisher acrivity wu -rved after 48 

:tli ,., -30 --;; 
-i Zli 

2 

:1 2 

120 
H 

... --
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'I 
O! 

ti • J 2 
o o o 2 3 • 50 2 3 • ti 

Time (d) 

~l .. 3 Pcctinolytic production profilcs of "4$,,,.ill•• ap. CH-Y-
1043 <•J. A1µrail/..,ft•'"i1'" ATC:C-16795 ([JJ, hybrid HJ 
(0), hybrid HE (e), Hybrid HH ('VJ and hybrid HF ('~) 
grown on 1% Jemon pcel. Ali \.·aJuca are thc ..._n of"dvee 
dcrerminations 

h of' f'ermentation in hybrids •·ith respec:r ro A•~'6illiu sp. (J2·8 U ms") which indicares rhat othcr f'actors ue probably 
CH-Y-1043. Endo--pcct:inase producrion at 120 h was 1300k also invoh·ed in thc risc of spccific endo-pecrinae acriviry 
in HH, HE and HF, but in HJ it was 150% with respect to and rhat this is not only dueto an incrcase in powth. 
thc same wild-typc srrain (Fig. Ja). Pcctin-lyase production Table 2 also shO\\'s that thc othcr thrce hybrids dispJayed 
""ª• al.so hisher in hybrids HE and HJ (211-222%) at 48 h, a arcatcr specific endo-pcctinasc activity than the -.·ild-type 
and at 72 h of culture, HJ, HE, HF and HH showcd 155, strains of A1p~rgi/l1u sp. CH-Y-1043 and A • ./fct.."f"/#1 ATCC-
138, 118 and 119 respectivcly in relation to As~illtu sp. 16795, cven though thcy showed les• powth than HJ. With 
CH-Y-1043 (Fis. lb). After this time, a f'aU in pectin-lyaae respe:ct to the pectin-Jyase activity, hybrids JU and HE 
acth.·it)• was obser,·ed, which could be due to proreolytic sho"·ed •pecific activities of 209 and 220 U ms- 1 ar 72 h 
dq:radalion, u observed in other apecies of senu• Al/'1fn"1il/111. rcspectiveJy which •re 119 and 125~ hitr"er with nepecc to 
Susceptibility of pcctin-lyua to the action of acid proteucs A. fl11v1jJ#•, the •·ild-type strain with hiahat specific activiry 
which are libcrated in the medium has bttn reponed in (175·2L1ms- 1).0ntheor:herhand.rheHHandHPactiviries 
A1~11,,, •v~ (Kunen van Someren rt .,/. 1992). On the wcre slishtly hisher. Table 2 also sho ... that h:r"rida HE, 
other hand, exo-pecrinue produc:rion wu similar in hybrids HH •nd HF had a specific exo-pectinase activity similar to 
and A•/W'rill•• sp. CH-Y-1043, whilc A. ft•vil1< pracnted As/)rr6il/1U sp. CH-Y-1043, but which ÜJ approximately half 
lowcr producrion (Fis. Je). of th .. obtained by A . ./favipr1 

Maximal spec:ific acrivitia were obtainedl to determine ií Thesc resuJrs indicare lhat 1here is an improvemcnt of 
the incnua in cnaymatic activity were duc to more powth. endo-pectinase and pcctin-])'ase production and in lhe speci-
Tha HJ hybrid oho- more ,... .. .,, Iban thc other ooraino fic activiiy of lhc four hybrids of lheee cnzy-, but per-
whidl wu...., related to - en~ acdviiy. ticularlyofhybridHJ.Thisloanin-nsfeétnprdinsthe 
ffowcver. u ahown ill Table 2. spcdfic ac:tivily oCJU (15·8 practical potenriaJ oft.his new strain in es.tracellular pecrinue 
U ms-'> io hi ... cr then duit oC A<,_.¡/hu sp. CH-Y-1043 procluc:tion from apoindunriol by-proclucUI. At _ .. the 

O ••7 The 8ocie1y lor Appl ... Becl•iologlf. Latt.-. in~- t '<>¡» ... ~ 



INTERSPECIFIC PECTINOLYT•C Hv•,.•o• • 

T ... a Clnnwth alMI specik pectinul>·•ic Kti,·itift produced ~y hybrida and paren1al straina 

~tyceliel Eftdo..peccinuea Pectin-lyua E•o-pectinases 
pl'Olein ...... (m• 1111- •) U ,...- 1 JWOC•in '11> U .... - 1 protein "" U m.-• proccin "" .......- 1·7.f 12·1 100 167·2 95 4·92 55 

CH·Y-ICMJ 
A.~ O·li 7·J 57 17S·Z 100 1·9.f 100 

ATCC-16795 
H,.-IQ 2·15 15·1 IZJ 209·J 119 J·9J .... 
H,-HE 1·12 16·.f UI 219·7 IZS 4·1J S.f 
H,.-HH 1·17 ..... 116 l ... ·4 105 4·75 53 
H,_HF 1·14 15·2 111 115·1 106 4·74 5J 

GIOtWlh and ena)'Malic cleterrninationa were carried. out •·it11 _,..,.._ or UO h or rerrnentation on 1% lemon peel cxcepc ro.. pectin-
1)- (7211). . 

dara prnenred hcrc cannot be compered to other pec:tinolytic 
c...,,.... production b)' hybrids obuincd by protoplaH fusion 
llecau• u far •• •·e know thcrc are no pubJishcd data on 
........ - IU8ion of _.inolytlc runsi. In concluoion, ·-e 
,....Ita indiate that protoplast fu1ion i1 an important rool 
IO i111prove lhe production of pectinolyric: multi~ymatic 
8)'11 ... in funsi. 
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Obtención y canacterlzaclón de segregantes 
Inducidos por la p - fluorofenllalanln• en 

hfbrldos lnterespecle de A•pe'fllllus 

l:ll!pm~nln de• Hi•>t<"L·ru>IC)8id, lnstiluln J1• lnvc.liJ~ .. ,-¡,,,wM Hiomt"di•·••, UnivrndJo1J 
NacjonaJ Aulónuma de Mé•it.:o, UNAM. A. P. 7022H. Mé.ico, 1.J.F. otSJO. 

La _..,¡ón de híbridos interespccie par un qcnte haploidizante, se usó para obtener cepas estables, mejoradas en 
1111 -idad de producir pectinallas. La fusión de protoplastos se realizó entre las cepas pcctinolfticas A .. pergilleu $J>. 
CH-Y-1043 y ,._,_;11,,.. flovipe .. ATCC-16795 cuyas temperaturas óptimas de producción son de 37"C y 29"C 
._i;-te y pradu<en diCercntes perfil,.. de actividades pcctinolfticas. lnicislmente los híbridos que -icran 
en el .-io aúnimo de -ión ftteron heterocviones. El tratamiento de las cepas con la p-Duon>Cenilalmtina 
permitió-_, _ __.tes, entre los cuales se seleccionaron los sq¡rc_.tes denominados HL, HV. HB y 1D> 
que inr;remcnt8ron la producción de endopectinaus a 29 °C y 37 -C y el segregante HZ que incrementó 4.S veces Ja 
producción de JJC"otina JU.- en ambas temperaturas. Estas cepas se han manienido estables después de muchas 
n..-.iernbras. 

INTRODUCC:ION 

Los hongos filamentosos del género A.</X!r~i/111.v son de especial interés debido a su habilidad 
para secretar metabolitos y enzimas que son requeridas para su aplicación en procesos industriales. 
Enh'e estu enzimas, las p.x:1inasas tienen imponancia biológica y práctica por su papel en 
pat~i• de plantas (Collmer and Keen, 1986), en la maduración de f'rutas y vegetales (Bennet and 
Della Penna. 1987) y en el procesamiento de alimentos, principalmente en la recuperación y 
clarificación de jugos de ftutas (Vorasen, 1986). 

Un ac:tividlld importante en los microorganismos productores de compuestos de interés 
indu9trial es el mejormniento genético de cepas. A través de la mutagénesis se han obtenido cepas 
sobrcproductoru de la actividad endapoligalacturonasa en .Aspergillus nlger (Antier et al. 1993) y 
Penlc//llll"' occ/lanls (Jain et al. 1990) y la poligalacturonasa de Penicl//lu"' sp. (Sajer, 1974). 
Tunbién han •ido obtenidas transfonnantes de Aspergillus niger que incrementaron la producción de 
la polipbicnaronua (Bussink et al. 1992). Nosotros estamos interesados en la producción de 
pcctina9as Aspergllltu sp. Cff-Y-1043 cuyos filtrados enzimáticos presentan al menos cuatro tipos 
de 8Clivid8dR pectinolític::as: Cndopcctinuas, cxopecW>asas, pectina lia&u y pectina esterasas (Larios 
et al.1989; Aauilar et al. 1991; Delgado et al. 1993). Como parte de los estudios del mejoramiento 
geno!tico de ata cepa han sido oblenidas mutantes que inc:rementaron la producción de la 
cadopoljplKturonua (Soli• et al.1990). 

Desde el punto de vista b~qpco, si bien es importante obtener cepas alaamcnte 
productoras de af&una de las enzimas que componen el sistema pectinolitico, también es c:onveniente 
explanar ocru altcmativas para inc..-r los rendimientos y la eficiencia de las pcctinasas como 
sistema multienzimMico. En este sentido, la fiasión de protoplastos descrita inicialmente por Peberdy 
en 1979, ....-a la probabilidlld de n:combinación de grandes se¡pnentos del genoma de un 
cxpniano a ouo, lo cual haría filctible la transferencia y e><pn:sión de segmentos de DNA que 



codificaran para un complejo multienzinWtico. La fusión de protoplastos ha sido aplicada para el 
mejoramiento de cepas industriales y se han obtenido híbridos interespecie de Aspergillus que 
incrementaron simultaneamentc la producción de varias de las enzimas hidroli~te• que se requieren 
para la elaboración de alimentos Ce~ (Ushijima. 1993). 

En base a estos estudios y a la naturaleza multicnzimática compleja del sistema pcctinolltieo 
de Avwr~i/111.v .vp. consideramos la fbsión de protoplastos como alternativa para obtener cepas con 
nuevas proporciones de co11111c.M1Clllfi..."S cnzinláticus. M.ccicntcn1c11tc n:portanMtS l;1 c.1btcnciiln ,. li.1s1lM1 
de protoplastos entre "'·'l"''~ilh1.v .vp. CH-Y-1043 y A . .fl<1v1¡N.v ATCC-1<•7•>!ó que producen 
pcetinasas a 37 "C y 29 "C respeetivamcnte,en donde se obtuvieron hibridos sobrcproductores de 
endopectinasas y pectina liasas (Solía, et. al. 1996; 1997). sin embargo, los híbridos fueron 
inestables. Agentes recombinósenCJs, como el benomil, la p-tluorof"enilalanina (PFA), el 
metilbenzimidazol-2-il-carbamato (MBC) y el hidrato de cloral. inducen la haploidización durante el 
ciclo parasexual que se presenta en honaos filamentosos (Caten, 1981) y han permitido la obtención 
de haploides estables mejorados en la producción de ácido cítrico (Kirimura et al. 1988) y enzimas 
(Bermúdez-Tórresetal. 1992; Ushíjimaetal. 1987, 1990). 

En este trabajo reportamos la fusión de protoplastos de Aspergil/11s sp. CH-Y-1043 y 
A. flavipes A TCC-1679S, y el tratamiento de los híbridos con la PFA. con el fin de obtener híbridos 
estables mejorados en la producción de peetinasas. 

MATERIAL Y METODOS 

Microoraanismoa 
Las cepas silvestres A .... pt~ry:.i/111 ... · ... p. CH-v-10.iJ (esporas blancas) y .·'l.,pc•r¡,:i/111 ... .fla\•i1w .. ,· ATCC-167•J:1' 
(esporas café) se utilizaron co1no cepas prototróficas. Las 1nu1antcs m1xotrólicas obtenidas a partir de cll•ts 
fueron A.•pcrs¡il/11.v AD (adc") y. l. .f/11.,ipc•.• 1'7 (lis") ( Solis el al. l •J•)(>). 

Medios y condiciones del cuhivo 
Propagación: Las cepas protolrófieas se crecieron en medios de papa dextrosa agar (POA) a J7ºC 
(Aspergil/us sp.) y a 29 ºC (A. flavipes). Las cepas mutantes se crecieron en medio completo (MC) 
conteniendo (p/v): 2% glucosa, O.Jo/e extracto de levadura (Oifco) y O.Jo/o de bactopeptona y 2% de agar 
bacteriológico. El medio mlnimo (MM) contenla (p/v): 2% de glucosa, 0.1% K,HPO •• 0.0!1% MgS0 •. 7H20. 
o.0!1% KCI, 0.001% FeSO,, o.J% NaNO, y 2% de agar batcriológico. El pH se ajustó a 4.!I con n,so. 2N. El 
medio para la producción de emdmas contenla (p/v): 0.2% (NH.,)i so, y 1% de cáscara de limón y se 
esterilizaron por separado. El pH inicial llC ajustó a J.O. 

Obtención y rusión de protoplast-. 
Las condiciones empleadas para la obleni::ión y fusión de protoplastos. han sido detalladas en trabajos 
previos (Solls et al. 1996, 1997). Los hlbriclas que aparecieron en MM se trataron de la siguiente manera: 
toda la pablación de esporas fue mezcl8da con MM (J!lºC) conteniendo 0.!1% de agar bacterioló¡pco y 
posteriormente se transfirió a placas y dapués de que solidificó el medio se incubaron a 29"C. Las colonias 
que presentaron un crecimiento vigoroso se sel~ionaron y postcrionncntc estas colonias se crecieron en 
MC conteniendo 1 mg mr' de PFA durante l!I dias a 29"C. Los sectores scpepntes que aparecieron en las 
colonias fileron purificados y posterionnente se seleccionaron aquellas que mantuvieron la prototrofla al 
crecer en MM .. 

Ensayos para la determiaación de la actividad eaaimlhic:a. 
Las condiciones para la producción de pecli ...... en las cepas segregantes y progenitores ha sido reponada 
previamente por Solls et al. ( 1997) y las mediciones de las actividades enzimáticas se realizaron en los 
filtrados libres de células. La actividad de endopectinasas se determinó por la reducción en la viscosi.s.d de 
una solución de pectina al 1 % a pH 4.2. usando un viscoslmetro Ostwald. de acuerdo a Larios et al. (1989). 



Una unicl8d (U) se definió como la cantidad de enzima que reduce al !100/o la '·iscosidad inicial de una 
110luci6n ele pectina. La actividad de exopectinasas se determinó por la cuantificación ele los grupos 
reductores libcnidoll a panir de la pectina, como ha sido prc:viamenlc rcponado por Aguilar y Huilrón 
(19116). Una unidad (U) se definió como la cantidad de enzima que calaliza la formación de un 1&mol de 
equivalentes ele ácido galacturónico h"1 a pH !l.O. La actividad de pectina liasa se determinó monitoreando el 
incremento en la abllOlbancia a 23!1 nm bajo las condiciones ele ensayo rcponadas por Delgado et al. (1993) 
(pectina 1%. buft"er Tris-HCI pH K.8. 40°C. 2h). Una unidad (U) se definió como la cantidad ele enzima que 
produce un incremento de 0.1 en la absorbancia a 23!1 nm en la mezcla de reacción. 

Pratei- miceli ... 
El micelio precipitado después de centrifugar to mi del cullivo. se rcsuspcndió en 2.0 mi de ácido 
tricloro.xtica al 100.A. y almac;cnado a 4 ºC durante la noche. Las muestras se homogcni.l'.a1·on durante 15 
min y clc9¡IUl!s centrifugadas a 3SOO ra· min·• por 15 min. El precipitado se rcsuspcndió en una sol. de 
NllOll 0.66 N. Se utilizaron allcuogs ele 0.2 mi para cuantificar la proteína por el método de Lowry con 
albúmina llll!rica bovina (ASB) como eaándar (Lowry el al. 19SI). Después de la reacción las muestras se 
cenlrifupron a 3500 rev min·•. 

Eatimaei611 del e-t-ido de DNA. 
La estimación del contenido de DNA se realizó por el método de Schneider (1946). Una alícuota de to" 
conidias mr' en agua destilada. se ulili7.ó para cada determinación. Las conidias la,·adas )' centrifugadas se 
rc:su911Cndicron en 2 mi de ácido pcrclórico O.!I N (APC) a ll"C por 30 min para remover el material soluble 
en ácido frio. El material i1t110lublc se colectó por ccnlrifugación y se descanó. Posteriormente. las células se 
resu9pCRdieron en 2 mi de agua destilada y 2 mi de ATC O.!I Na O"C. Después se incubaron las muestras en 
hielo durante l!I min para remover los compuestos de bajo peso molecular. Los ácidos nucleicos se 
hidrolizaron calentando a 80 ºC durante 20 minen 2 mi de ATC. El hidrolizado se enfrió a OºC. y después 
se centrifugó para recuperar el sobrenadanlc. Se realizó una recxtracción del precipitado a lltl°C por 20 min 
en 2 mi ele APC O.!IN y se mexlaron los dos sobrenadantes. El DNA se estimó utilizando el reacth·o de la 
difenilamina por el método de Bunon (19!16) usando DNA de limo de cabra como estándar. 

Electroforeaill en ael de poliacrilamida-SDS. 
La electroforesis se rcali".ó de acuerdo al método de Laemmli ( t•J7o). con un gel de resolución que contenia 
(plv): acrilamida al 10"/o, bis-acrilamida (Bio-Rad) 2. 7•y,, y ASB 20 µg mr'. El gel concentrador contenía 
aerilamida 4% y bis-acrilamida 2. 7%. La concentración de SOS (Bio-Rad) fue de O. l % en los geles y en el 
bufl'cr de corrimiento. El buffer de la muestra conlenia: SOS 4%. glicerol 20%. 2 ... mcrcaptoctanol IOo/u, Tris
HCl 12!1 mM pH 6.8 y azul de bromorenol O.OO!lo/o. Las muestras se me7.claron con buffer de muestra y 
a>locadaa en un bafto a ebullición durante 1 min. Las muestras se corrieron en un gel ,·enical de l.~ mn1 a 
30 mA durante !I h en una cámara de electroforesis SE-600 (Hocfer Scientific lnstrumenls). Las proteínas 
se fijaron y posteriormente se liftcron con azul de Coomasie. 

RESULTADOS Y DISCUSION 

Se realizó la fusión de protoplastos entre Aspergillus sp. Al.3 (ad1>) y A. jlavipes F7 (lis') 
c:oa el fin de obtener cepas estables y mejoradas en su producción de pectinasas. Las colonias 
protócrofaa recuperadas en MM después de la fusión. presentaron conidias del tipo de ambos padres 
(blancaa y c:atcs). moñologia irregular y crecimiento lento. Cuando algunas de estas colonias se 
subc:ultivadali en MM y MC. se observó la segregación de las mutantes progenitoras. Estos 
resultados superen que las cepas eran heteroearioncs. ya que estas características han sido utilizadas 
para describirlos en fusiones realizadas en Aspergillu.• por Ogawa et al. (1989) y Kirimura et al. 
(1987). 



Existen mucholl reportea en Asperglllus en donde 11e ha mejc>qdo la producción de 
~ matilultc la diploidizaeión de lcM heterocariones y su haploidización con .,._...yl o PFA 
q- interfieren can la aubunidad 8 de la tubulina. c:auundo pérdida deo c- al azar huta 
~el Cllllldo Mploidc que ca el mM Cltablc (Kcvei y Pcberdy, 1!'70, Caten. 1981). En Cl9te 
trablVo, • roeoloclaroa lu aporu de laa c:oloniu pl'OloCróf"ocaa para .. culti......_ en MM --. a 
fin de 8Clocc:imuu' las colonia que apaRllCicnJn clcade las primera 24 h del cultivo, ya quo ha •ido 
alablclcido que aquellas que p..-.- un cn:icimiento mú w.on-o ac canlCferian por 
001nplen•1tar mejor las aulllOlroflu que lcM heterocarionca, lo cual In pcnnitc cnx:er mú lápido 
(Ann6, 1982 ; Kirimura et al. 1990). En bue a cale criterio ac llCloc:cionaron ocho eoloniu quo 
-.aron difincneiu moñológicu can n::apoc:ao a loa pras .. -nitoras y tambill!n ac obllCrvó un _,,_ 
tamafto en laa c:onidiu. lo cual aambién suaicn: au calado diploidc. Pmtcrionneate las eaporaa de 
cala& c:oloniu fücro11 plaWadaa en MC c:onlelticndo PFA para oblaocr colonia aisladas, en donde f"uc 
observada la ..,.nción de aocton:a ~- Bajo catu mismas c:andic:ionca las cepas p~ 
no..,...... aoc:cton:a, lo cual indicó su atado haploide. 

Se ollcuviclml 82 ~. mudxM de loa cualca prcacntamn roquerimiclnlc. 
aullOCl'óflcxJ9, aunque también ac aislaran c:cpu que cn:cicnJn en MM. Cinco _,....._ 
p~ donomUuldoa HB, HV, HL, HP y HZ pn:acntaron un bual cn:icimiento tan1o a 37 "C 
- a 29 "C, a difi:rcncia de Aspe"1lll1- sp. y A fla11lpe.v que cn=cc:n mejor a 37 "C y 29 "C 
rmpectivamcnte. La tabla 1 presenta la comparación de algunas caractcrlsticaa de loa aq¡rq¡anlca 
aclcccionadoa y loa pl'OIJCllilOres. 

T..,_I 
Prapiedades de..,.__.._ ydu 1 ... cepu _ .. ,,uonui 

...,_lo crcx:imienlo - .... _ ....... 29"C l7"C conidióforos 

.._¡•-
Aq.,..;11,,_. Al l l& .. •ntu bueno abundanlell 
A.flo.,i¡..:.1'7 .,.r,¡ """''° lc1Uo e-
scan.-aw1t1,."S 
llL .unarillo huerto btk.."110 -IJP -- htk."Jtu -IJV """"" bueno -HZ cuf"c bueno ht~no a'bundanlell 

Laao;epas 8-wlcrecidadurante.:incodia•cnMM. 

<:alcwde 
conidiu 

blanco 
c:ufC 

hlunc.:o 
blanco 
blanco 
<:aft! 

C- parte de la caracterización do lu c:epu, ac dctcrminaro11 lu actividadca pcc:tinollticaa 
voluml!tricu y capec:lflcaa, producidas por loa aq¡rq¡antca y las ccpaa proscnitoras al acr crccidu en 
cáacara de limón. Loa acgrcganlea HL. HV, HO y HP incrementaron 146 % la actividad 
cndopcc:tinolitica a 37"C con r.."apcc;to a Aa,,..'lll/111.v .vp. CH-Y-1043, naicnlraa que el scgn:ganlc HZ 
produjo una actividad aimilar a Aapergl//Na .fla11I/"'·'· ATCC-1679~. la cual ca cinco vccca 1ncnor 
que la de A.rpergl/1111 sp. (Fig. IA). Cuando lu ccpaa ac crecieron a 29"C ac dclecr.aron ~ 
de 191 %, 170 % y 220 % en HV, HP y HL rcapcclivamClllC, en n:lación al mib productivo de loa 
propnitana. i..- ....,...._ HB y HZ pnidujcron una actividad pccünoHtica similar a A.rpe"1llllus 
sp. y Al . .fkwlpes rapocüvmncntc (Fia. ID). 



TIEMPO (dfu) 

Fis-1 Perfila• produccióll • .......... "linasa pcw- ..,....,.._ 
HZ (6), Hll (a), HP <•>.HV (6).llLC•> y,_....,. __ 
A.-ra•lbl• •Cff·Y-1043 (e) .... A.jlaw,,_• ATCC-1679!1 <e> 
- a J7'C (A) - :l9'C ( 11). 

Fia 2 . Perfiles• la producci6ft de ,.aiml liua por 1- cepaa 
~grc¡;an1cs y propnitor-. t...a. ""9bolo. y condicione9 .... 
los miUlk'IS de la fiaun 1. 

Durante el cultivo, también se determinó la cinética de producción de pectina liasas (Fia. 2 
A y 2 B), en ck>ndc únicamente el scgrcgante HZ incrementó la producción de estas ..:nzimas (4SO % v 
275 % a 37 -C y 29 -C respectivamente). Fue muy interesante observar que en HZ no se presenta 1;. 
c:aída en la curva de actividad como en las otras cepas. La pérdida de la actividad de pcctina-liasas 
en As~,gt/111.s nlg•" ha sido atribuida a la presencia de protcasas en el medio de cultivo (Kusters van 
Sonwren, 1992). No sabemos las causas del incremento en la producción de estas enzimas en HZ con 
respe.:to a las otras cepas, aunl\ue pudieran ser c:onsidcrados algunos factores como mayor secreción, 
resistencia a protcasas o una mayor estabilidad al pff o temperatura de las pectina liasas. 

Se detenninó la actividad especifica a panir de la proteína micelial obtenida al final de los 
cultivos (Fia. 3). Los incrementos en la producción de endopcctinasas detectada en los se¡¡rcgantes 
HP. HL, HV a 29"C no se debieron solamente a un mayor crecimiento ya que la actividad especifica 
ca hasta un 75 % maycw que en los proaenitores. En relación a la actividad de pectina liasas el 
K8reaantC HZ aumentó la actividad especifica de 3 y 2.S veces a 3 7 "C y 29 ºC respectivamente, con 
respecto a ao. pr~enitorca. A tra~·es de searcpción inducida por aaentes haploidizantcs también se 
lcJsró la oblenc:i6á de cepas estables que incrementaron la producción de ácido aibcrélico (Bermúdez
Torrcs et al. 1992). protcasas y amilasas (Kirimura et al. 1989) y celulasas Sandhu y Bawa (1992). 
Aunque no han sido establecidos los eventos aenélicos que causan el incremento de los productos en 
ao. híbrido9, padria suacrirse, que durante el proceso de haploidización, ocurren mutaciones en aencs, 
tales - inlearacioncs, duplicaciones o la eliminación de fragmentos de aencs que modifiquen la 
producción o 9CCreción de cnzimu. 
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..... --..... _. ....... -'8<a .... ....._._ .... 
-: (J)HV; (4)-(S)HP; (6) HL; (7) HZ..__.,_.._..._, 
(1) A-..U..••P· CH0 Y 0 Joe3- (J) A.Jlo.,,,_•. ATCC-16795. LM---•loo IJO._ a29'C <•>y J?"C -). 

Un méfado acneralizado para dctenninar el sJ1ldo de ploidla de los searepmcs a la 
dcccnnin8eián del ~de DNA, por lo cual en esle trabajo fue estimado c.I -iclo de éste en 
... ocipma pnisenitoru y en los scpeaanlCa. En la tabla 2 se muestran los reaukados. en donde 8C 

puedo CJbecn.ar que b megreaantea presentan un conten.ido de DNA similar al de las cepas ............... 
T..,_2 
Contenido de DNA en las cepas segrepntes ~- progen.itoras . ..,.,..._ cont. DNA /eoni& segreaantes cont. DNA I c:on.idia 

(IO-' li8) (10"' li8) 

A,,_,.lhu •. 5.52 (± 0.52) HZ 4.77 (± O.JO) 
CH-Y-IOU HP 5.21 (± 0.57) 

HL 5.33 
(t º·'ª' 

A. /11Ni1»• 4.99 (%0.:M) HP 5.09 (t O.Ja) 
ATCC-16795 HB 5.80 (to ... , 

La eanictcrización de k» -arepntes en bate a au ploidia. no e11 fkil debido a que se 
,......_ de nModoa -'iticoa muy prec~ para identificar las etapas de bctcn>c:arión. diploide. ul 
- I09 dif'en:atcs estados de ..-ploidia que • presentan duranle la haploiclización. Además, en 
aia- -- , ai...- etapas pueden escapar a su deteeeión, como p. ej. en Asar;,.,.,, en donde la 
fluc cliploide --~ - trwitoria (Molnar et al., 1990) y también en Cwplta/aspori,.,., en donde 
los ~ 8deecimllldos inicial..-c fuer- haplcHdcs y no pudieran ser dcfectadas lu ctapaa de 
___..y diploide (Hamlyn y a.u. 1979). Los sesreaarites obtenidm en a1e estudio, se hlln 
m m ti4o -..bles ......... mucllu ... icmbru y ma manaen.ido su capacidlld de producción de 



~· CUUldo lu cepas se cultivaron nuevamente en praencia de la PFA no mostraron 
eapKidad para .can:aar sectores. Estos multados aunados a un contenido de DNA similar entre las 
cepas pl'Ol&Cftitocu y los tcpeBantcs. sugieren la haploidla de las cepas. 

La c:omparación de perfiles electroforéticos de las proteínas presentes en los filtrados 
-imátic:a9 de laa cepas progenitoru y el scarcsantcs HZ se presenta en la Fis. 4 en donde 11e 
obKrva que el ..,._ HZ presenta un perfil de proccinas diferente a los progenitores y confirma 
su aenotipo recombinante. 

2 .J 

Kda 

M.•-- -....... 

.. 

-
---· 

Fig ... Elecll'oforesls en gel desm•lur•lizante de 
las prolejn.a e•lrac(?luJat"l!S produchJ•• por I•• 
a:"~p.• pK>Beonilora• Aspn6illus sp CH-Y-IOl3 ( 2); 
A~perg1Ilus }lilvipn ( 3) y el segrtl'g•nle HZ ( 4 ). 
( 1 ) : son m•rc•dores de peso molecular. 

En este trabajo. la fusión de procoplastos intcrcspo:cie y la segregación inducida por PF A 
pennitió la obccnción de nuevas cepas con diferentes propiedades en relación a los progenitoras. lo 
cual indica que es un sistema adecuado para se lle\'ar a cabo el mejoramiento scnético de cepas de 
inlcn!s industrial. 
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Endo-pectinase production by intraspecific hybrids 
of Aspergillus sp. CH-Y-1043 obtained by protoplast 
fusion. 

S. Solfa, E. Flores-5.inchez and C. Huitrón. 

Deparbnent of Biotechnology, lnstitute of Biomedical Research, National University of 
Mexico, UNAM. A.P. 70228, Mexico City, D.F. 04510 

Alt•lract 
Protoplast fusion induced by polyethyleneglycol and Ca•• was carried out between two 

auxotrophic mutants of Aspcrgillus sp. CH-Y-1043. The hybrids obtained showed significant 
differences in endopectinase activity and morphology con1pared to the prototrophic strain. 
Strains grown on lemon peel showed production improvement with respect to the parental 
str•in. Since H15 hybrid showed up to 90" higher endopectinase produclion than the wild 
type CH-Y-1043, kinetics of enzyme production in Fembach flasks and Fermentar (14L) by 
H15 were determined. 

1. INTRODUCTION 

Microbial pectinases have a gredt nun,ber of applications in food industry such as the 
preparation of fruits and vegetables purées and olive oil extraction. Their use is importan! in 
wine and fruit juice technology since pectinolytic enzyme action results in greater yields of 
extracted juices and reduces the filtration titne (1-2). The presence of endopectinases is 
essential for these applic .. tions. Ca111n1ercial prepar .. tions of pectic enzymes mainly come 
from fungal sources, particularly fron1 the genus Aspcrgil/us. 

Weisolated a strain of Aspcrgillus sp. CH-Y-1043 which grows better at 37"C and is capable 
to produce extracellularly variable amounts of inducible endo, exo-pectinases and pectin 
lyases when grown on pectin anda wide variety of materials containing pectin (3-6). Also, 
the presence of a constitutive conidial and cell bound exo-pectinase has been identified in 
this fungus (7). The specific activity of cell free fillrates of Aspcrgillus sp. CH-Y-1043 is two 
times higher than the best con1n1ercial pectinases preparations and the yield of clarifying 
apple juice by both is similar. f'actors influencing enzyme produclion, such as carbon and 
nitrogen source, temperature and pH have been studied (6-9). Our work on regulatory 
aspects demonstrated induction by galacturonic acid .. nd catabolic repression by glucose (9). 
Recently we have been working on the isol .. tion .>f protoplasts from this and other 
pectinolytic fungi (10) and h•ve used then1 for genetic fusion tluough intra and interspecific 



prolopl••I fusion, bec•u- W• •N inleresled in improving endopec:tina- produclion. 
Clbt.ntion of hybrids by intra and in .. nrecific protoplast fusion h•• •hown higher yield• of 
enzynws which are biotechnologically inleresling in lh• genus ""spcrgillus (11-13). In thi• 
work we describe inlr••pecific prolopl•st fusion in ""SP•"6illus sp. CH-Y-1043 mul•nt slr•ins 
and the evalu•lion of en.1opec:tinolytic enzyn1e produ.-tion by hybri•is wh ... n were grown on 
lemonr-1. 

2. MATElllALS AND Ml>THODS 

2.1.Slral-
Aspcr•illus sp. CH-Y-10l3 was used as lhe prototrophir. p•renl•I slr•in. The auxotrophic 

mulanta A200 ad .. (an adenine-requiring n1ul•nl) and A400 pyr- (a pyridoxine niquiring 
mulant) weN isol•led fron1 the parenl•I str•in by lreatn1enl wilh N-methyl-N'-nitro
nirr-gu•nidm• (NTC) •• de.cribed previously (10). 

2 • 2 • Media and culture condiUone. 
Pa.wnlal celle w• .. roulinely grown in polato dextrose agar (PDA) al 3?"C •nd the 

mulant str•in• in complete rnedium (CM) conl•ining (w/v): 2" glucose, 0.3" yeast eidract 
•nd 0.3,. bac:lopeplone. Minimal medium (MM) contained (w/v): 2" glucose, 0.1" K2HPO., 
0.05,. MgS0..7H.O. 0.05" KCI, O.OC>l" FeSO., 0.3" NaN~ pH 4.5. CM and MM were 
.olidified With 2" bacloagar. Enzyme produclion medium in Erlenmey•r Qasks (EPl) 
conlaining: 0.2" (NH.)>SC>., 0.2" KH2PO• an•f 0.2" K2H~. and 1" len1on peel as sole 
carbon source (sterilized sep•r•lely). The inili•I pH w•s 3.0. The me.fium for enzyn1e 
production in fermentar and Fernbach fl•sks (EP2) conldined: 0.4" (NH.hSO., O.OS" 
IC2H~ O.OS" KH2PO., 3" lemon peel and pH 2.8. 

2 • 1 Prolopla•t Jallon and fusion. 
The rnelhod and condilions e111ployed for protoplast isolalion and regeneration have 

been detailed elsewere (10). Fusion experimenls were c•rried out with 11'.J6 proloplasts of two 
•u>eolrophs (ad..-, pyr-) which were n1ixe.1 and centrifuge.1 10 n1in al 2000 rpm. Pelleted 
protoplasta were resuspended in 1 n1I of • solution containing (w/v) 30" polyethyleneglycol 
3335 (PEC) •nd O.OlM C•Cb in 0.0SM glycine-NaOH buffer, pH 7.5. Afler 10 min •I room 
temper•lu,,.., the suspension W•s centrifuged 10 ntin al 2000 rpnt. The pellel was 
resuspended in osmotic St4bilizer solution (0.7M KCI) dnd seridl dilutions were plated for 
regeneration on MM •nd CM cont•ining 0.7M KCI. 

2 • C. E-y-• praduC'lfon condillons. 
E>eperimenls in 500 mi Erlenmeyer flasks and Fernb.tch fl•sks contained 200 mi and 1 L 

of EPI .nd EP2 ntedium respec:lively. lnocul• added to these cultures W•• 2 mi of spore 
suapen•ion (5.0 optic•I densily al 540 nm) for edch 100 mi EP medium. All cultures were 
grown •t 3?-C: in a sh4klng incub.ltor (New Brunswik Sci. Co., USA). •t 200 rpan. Then 10 mi 
of -mple were with•tr .. wn each 24 h .furlng fern1entdtlon ""'f imn1e.t1 .. 1ely fill,.red through 
Millirore membranes of 0.45 µn1 pore size; these cell-free flllrdtes were used for enzymalic 
••say• ...et e>elracellul•r protein determinations by the Lowry n1ethod (14). Experimenl• in 
the 14 L t.rrnentor (Microgen Ferntenlor New Brunswik Sci. Co., USA) were carried with 
10L of ferrnenlation rnedium EP2 •nd inoculum ••fded W•H l L of n1yceliuan grown 24 h in 



F•mlMch Raak with the s"'""' nu•Jium (EP2). Ten1perature was 37''C. Aereation now ""J 
agit•tion waa 1 vvm •nd 200 rp111 res,-:tively. 

2 • 9. Enzyna•lk ••••Y 
Endo-peclinases were Jetermined by reduction of viscosity of a 1" (w/v) pectin solution 

al 30"C .nd pH 4.2 using an Ostwald viscosimeter as previously described (9). One unil waa 
defined a• the •mounl of enzyme which reduced the initial viscosity of the solution by 50". 

2 .6. Extr-ellulu prolein. 
Protein concentr•tion w•• detennined in cell free filtrates, according to the Lowry 

method (14) with bovine serie •lbumin (BSA) •• st•ndard. 

3. RESULTS ANO DISCUSSION 

Strains used in this study and characteristics of the mutants Wilh respect to the parent•I 
alrain •re shown in T,tble 1. Although both A200 and A400 strains displayed • poor 
aporul•tion, lheir growth was different, A200 showed faster growth. Protoplasts were 
obtained from A200 and A400 mutants using Tric/10dcrm11 harzaniunt lytic enzymes. As 
shown in T•ble 1 the protopl•sl yield from A200 was 1.4 " 106 ml-1, this value was high.,.r 
with reapect lo the protoplast nun1ber obtained from A400 mutant (0.5 " 106), in spite of 
incubation tinw of A200 mycelia being short.,.r. Protoplasts from mutants ade- and pyr- were 
fused wilh the •ddition of PEG •nd Ca•+ and many colonies developed •fter 5 days of 
incubation on MM pl•tes with 0.7 M kCI, probably because they complemented au><otrophic 
requerúnenta. 

Of the total, twenty si>< hybrids were assayed for endo-pectinase production on lemon 
peel, bec•use we are interested in the enzyme production from this raw materi•I. The 
rel•tive <1elivity of the hybrids with respect to Aspcrgillus sp. CH-Y-1043 is presented in Table 
2. The highest increases (up to 46") were observed in HS, H6, HlS, Hll, Hl3, H14, HlO and 
H25 hybrids. In sorne hybrids, lower values of endopeclinases production with respect to 
p•rental slr•in were obtained. 

Table 1 
Charac:tcristics ofp.:arcnl.:al strain. mut.:anls and conditions for protoplast isolation. 

protoplast isol.:ation 

Strains requircmcnt sporularion growrh extracel. mycelial age lime yicld 
pigment (h) (h) I06 ml"' 

Aspergillru 
CH·Y-1043 prototroph good &ood 

A200 pyridoxine poor good brown 13 0.5 1.4 
A400 adenosine poor vcry slow grecnish 22 1-2 0.5 

Protoplasts were isol.:ated usina 2 ma mi"' Trichoderma harzanium l)"tic enzymes and O. 7 M 
kCI •• osmotic stabilizer in O.OS M phosphate buffer 



T•ble J. 
Comparison or n::hali~·c cndopc..-c1inol)1ic ac1ivi1y produccion bccw .. -cn 
parcnt:il scr:iin 3lld hybrids 

,._,.1111u 100 H6 1.14 Hl.1 U6 H20 90 
CH·Y·IOU H7 ... Hl4 139 H21 "' HI .. Ha 91 HU 143 H2J 7J 

H2 7S H9 ... H16 9J H23 ... 
H.l 96 HIO I~ Hl7 "ª IU4 9J 
~ 78 Hll l.lJ Hl8 136 IUS 136 
HS 1.N HIJ ,. Hl9 90 H26 66 

Dc1cm1i"3tions -re c:irricd out in ccll f;ec fillra1cs obtained al 96 h of" 
rcm1en1:11ion on I % lcn'IOll pcel. 

Four intr•specific hybrids were fin.dly sclt!eted •nd they were grown to obt•in the kinetics of 
endopectin•ses production •nd elCtr•cellul•r protein content. The course of endopectin•
production by Aspcrgillus sp. CH-Y-10t3 •nd hybrids during their growlh on 1" lemon peel 
is shown in Figure 1. 
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In the p•rent•I str•in enzym•tic .-ctivity re•ched the m•ximum value •t 96 h. The hybrids 
H5, H15 •nd HlO showed good activity compared to Aspcrgillus sp. CH-Y-10t3. Also. • 
diffeft!nee with respect to p.,ent•I str•in w•s detected, • slight drop of •ctivity in hybrids •I 
120 h. This effect w•• not due to ch•nges of the pH during ferment•tion bec•u- it w•• 
siinim in •ll cultures. The c•uses of this respon- in hybrids •re unknown. More 
experirnents for to ev•lu•te the presence of prot••- in the culture medium should a. 
pe~onned. T•ble 3 presents the d•t• of the ~igher levels of endopectin•- produced by 



hybrids, .. xtrac .. Uular prot..in and specific activity. The optimal strain was H15, which 
p-nted an lncrease of 90" with respect to the parental strain. Protein content in cell free
filtrates was also higher in hybrids and the specific activities were increased mainly in thl! 
H15 strain. 

Ttlble .J. 
lncrcases in cndopc:ctinolytic activity in h)·brids ... ith rcspect to Aspergillus :rp. CH-Y-1043 

Proccin ENDO-P rclativc increasc spccific activity 
Strains (mamr') (Un11"1

) (%) (U mg prot·') 

Asp<''7Jlll11s 0.310 27.17 87.36 
CH-Y-ICU3 

H5 0 ... 51 "º·· 50 90.5 
H6 0.3 .... 32.0 "º 92.9 

H12 o ...... 37.9 39 91.5 
Hl5 0 ..... 1 51.6 90 116.0 

Dctermi11alions wcre carricd oul i11 ccll ncc nllralH oblained al 96 h offcrmcnlalion 
on l % lemon pecl. 

Ou .. to the potential for .. ndo-pectinase production shown by the hybrid H15 on lemon 
,-1, studies on fermentor using 3tí lemon pel!I were performed. As shown in Figure 2A, 
maximum .. ndopectinolytic activity was 80.0 U mi·• which is higher (60tí) than the activity 
produced by hybrid H15 in 500 mi Erlenmeyer flasks we had previously observed in 

20 

2 3 4 5 1 2 3 4 5 
n111: (days). 

Fia. 2 Endoopcclinasc production by thc hybrid H 1 S 
arown on ]•/e lcmon pcel in (A) 14 L fennentor and 
(B) Fembach flask (2L) 



On th.._, other luuu.f., sinu.11t.1neous to lhe fertncntalion in ferancnter., kinclics of 
en .. toJ.'teelin.1se in other Fe1·nb .. 1ch nask wilh the saine 111ediun1 added &ts inocuh1111 was 
dl!lt.•r111ine..t. Under these co1u.filions \Ve found 48" n1ore aclivily than in lhe (eranenter. lt is 
i•nporl.ult lo 1nenlion 1he iterealion problen1s observed al lhe beginning of formenlalion in 
lhe ferinenler, lhal resull in a high viscosily of the mediun1, lhen, faclo1·s afle.:-ling o><ygen 
lr•nsference couJ.1 be assesse..1 and which probably does not <><"cur in Fernbach fl4sks. 

lnlritspecific hybrid H15 is regarded as• useful strain e>Chibiling high strong endopec:linase 
produclion fron1 agroilniustrial byproducl con1pared to parental strain As¡lf!rgillus s¡•. CH-Y-
1043. Also, intraspecific hyl•rids lro1n Pc11icilliu111 msei.-0/11111 have b..-en reporled which 
produce twice the Upolylic activity than the parental slrain (15) and in As¡>crgillus sojn.: 
hybrids •vere obtained wilh high prole•se and glutan1inase ao:tivity (16). Proloplnst lusion, 
like intraspeciíic rusion .. has been shown in this work .. to be ¡u.fequale for s1r.1in i111proven1ent 
of tx->clinolylic fungí. 
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DltlCUSION GENERAL 

UI tlldrdli9ia camplet8 de le Pl'Cllne, rwquief9 I• llCCl6n concettede de ven•• protefnea ca
lnvolua.n csw-nt- ectlvldedea enzl"'*6caa. •- cuete• gene111lment• no son producida por un 

SOio organlamo. En este 9efttld0, I• fual6n de protopfelltoa podrl• Mr une hernimlentll lmportente 

,..,. ~ cepea pectlnoutlc:aa con nuev- combin8Cionea de ge_. • t111v" de la 

recombffteción ..-...1ce. )fa q- medl•nt• este Sistema han sido obtenidos hfbridoa con 

propl9declea mbdaS de 1- c:epea prooentt-. Pe111 obtener mlcroorgeniamoa con un aiatema 

rnulllenZlmMlco de pecü- mejoredo, .. fu.ion.ron protoplWoa lntreeapecie de A••••'•• 
ap. CH-Y•tMa e lnt-.pecie con A .. rl ... • ,...,.._ ATCC·t•7M. 

Pe111 log111r el Objetivo plantelldo en este t111baijo, - realizó en primer lugar, el elalamlento 

de mutent .. euxotróflcas de c«ta une de 1 .. cepas • fusionar, pere utilizarte• como marcedof9a lf 

de este mene111 feeillter la identlficaelón de los hfbrldos resultantes. Esta eatrelegla he alelo la m•• 

comúnmente utlllzeda ( Adems el el. 1M7; Brlldsh- et al. 1M3), l•m*n se han utlllzlldo. 

aunque en menor frecueneie, mutentes con men:edores de reSistenele a •nllbiótlcos. funglc:ldaa, e 

lnhlbldorea metebóflc:oa (Me~ lf Subik, 1M1; Mlnuth lf E._r, 1M3; Wright, 1878). ~del 

tl'lllemlento mut_.nlco con nltroaoguenldlna, se obtuvieron euxótrofoa pe111 ecfenoSln• lf edenlne 

de••••,.......,. Ctt-Y-tCNa lf uno de llaine de~...,.,.,._,......__ un punto lmporteme pere 

et deaerrollO de-• trebejo, fue le eatebillded que moat111ron le• mutant .. ewcotróflc:M, lf9 q- .. 

Olltuvleran bajes fnlcuenciaa de ,.,,.raidn el fenotipo prolotróflco (10"') en esporea y cre.pun de 

fonner y 1Wg9f!elllr protopfaatoa. Emn rrwcuene1 .. de reversión 80R compm111bfes • las Obt•nldaa 

en muten! .. auxotrMlcea de 7Wcftadll- ,,.eudallonlnfll# (Furfaneto lf Plzzlrninl-Klelner, 11182) 

y por lo tenlo, IOe hf~ que - DbluvlenH'I en elle tlllba!Jo, pudieron ser meneJ.cioa con tne)il'Or 

-"-8 como, .... lf no como t'WVeftent ... 
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Por otro llldo, • dlferenel• ele lo ob9erv8do en l•s mut•ntes •uxotróficms de ca.~ 

,.,.,,,._ " TMhodl - --'· en dona I• producción de •'-loides " celul• .. s dlsmlnu"eron 

en un 85" " 10D'Mo ...-pectlv.emente (S.ndllu " B-•. 1892; Oidek-Brumec et •l. 1993). l•s 

muuntes lis" " -.- produjefan niveles Siml,.,.. • l•s cepe• progenitoni• en 1.. mlam•• 

condlclOlte• ele erwcimlenlo, de endopecll-•. peclln• 11 ... s " exopeclln•-•· 

Po.lerlormente M hizo lndiapenNble I• optlmiz•clón de les condlelone• de formaci6n " 

~ de protopl ... oa ele 1 .. cepma mut•ntes, "• que •unque existe un• gr•n cmntld8d de 

l'9pOftea en dona M det•ll•n ..... hmn sido est•bleeld•s diferentes condielones, •ún en cepms 

del mlamO ~ "e9peele. Por .... nizón, fue -no est•blecer lu condlelones en nue.tl'llS 

cepas. En .. e .. udlO. tem~n ,_ ~ resull•ron ser mu" peltlcul•res pel"ll c8dm eapee1e 

de °'1111111119'111• utilizlllq. Ael ._.,_ que 1 .. enzlm•s lltlcll• de TI*~ ,..,._,._, 

que comen:lmlmente .. denominen Novozym• 234 (Sigma). fueron lu milla efielentes en I• 

oblenelón de protopl ... _ de •••,.'Wua .,,. _.. At~. en rel•clón • l•s enzim•s lltlcms de 

.....,,..c..,.......,. "de l•s enzlm•s lltiClls de otras especies de..,,.,,,,.__ Una diferenci• cleni 

entre estu trws prep11rea-s ele enzlm•• llticlls es el elevado contenido de qultln•ses presentes 

en ,. pn1pmr8Clón enzlmllltiCll Novozym• 234 " probeblemente se obtiene un• m•"or cmntld8d de 

protopl ... oa ele .... mutente, en vlltud ele que en I• pered celuler de este mlcroorgenlsmo estlll 

p1W99nte I• qultln• como un componente lmpolt•nte, como he sido repoltmdo en otros hongos 

fil•rnent- por Fel'kma, (11iN15)" W-is en (1990). Les enzlmes de T. ,,__,_ tem.,..n 

mostniron una 1111• eflciencte en I• Obtención de protoplestos de cepes del ~nero ,_.,.,....,. y 

7Wellladl- (Colflnga et •l. 1 ... ; Shendu et el. 1H9" Heahlbm, 1892). 

u mdlcldn de I• elbtimlne únc. bovlne (ASB) el Sisteme form8dor de protopl•81-. en 

nueeero -· provocO un •umento en el número ele protopl ... os obtenidos. Este efecto pudo 

deber9e • ,. ección ele lu prot- prweentes en I• prwpelllCidn enzlmllltice -br'e I• ASB. que 

puede ectwir - sustrato mdidonlll, dlsmlnu"endo el efecto negetivo -brw loa protOpl•st- de 
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Ata. El erecto de I•• prote•us t•~ - h• observlldo sobre los protopl•stos de ~

~- 11 ~- _,.,...., en donde un tr••miento previo <le tas enzimas lltic.s con 

bentonlla, dismlnulfÓ I• .ctivi<llld proteollticlt 11 tam*n se disminu11ó el efecto negativo sobre los 

protopt••- (Kltmmoto et ... t988). 

T., como - mencionó 11n1enorm.n1•. t•• condiciones de form.ción <le protopl•st- de 

dtl\lll I • ..,. ....,._ P7 no resutt•ran ser 1•• mism•• que en •••...,.,. •· Ata. En este -· 

ta mejor ~ enzimaticlt -r6 -r et filtrlldo de A-obr,..-m .,,_ CH-M-toto, un 

hOngo que "cetulollllco verct.def'O 11 que - alllló en nuestro l•bomorlo (L•rlos, et •l. 1M2; 

Hullr6n et al. 1804; GHll6n et •l. 1 ... ). A ta feclla, no existen report" <le I• aplicación de enzim•• 

cetulolltlc:as oblenidas de org•nilllnOS petteneclentes •I ~nero AIHWob••,.._, par. I• obteneión 

de protopl ... os de hongOs fil•ment-. Aunque nuestr• prepar.Ción mostró ser efieiente en I• 

formllCión de protoptastos, la lldlelórl de l•s enzim•s de T. '-'Z-lum proctujO un •umento de 727 

% en et número de protopl•stos, lo cu•t inc:tic. que para una buena form.ción de protoplastos, se 

requiere de ta acción de diferent" enzim•s llticlts que no son prodUCic:las por un mismo organismo 

11 por lo t•nto existe comptementarl<llld entre l•s preparaciones u..cl•s. En muchos otros e.sos, la 

ac:tieión de mezcl•s de enzimas comerciales ha permitido una form•eión de protopl•stos mas 

efieiente (~shiba 11Y•mllda,1982; Abe et •l. 1982). 

En relaeión a 1 .. con<lieionea de regener•ción oblenic:tas para A13 11 F7, nuev•mente se 

ot>serv•ran <llfefenctas entre l•s cepas en cu•nto al tipo de est•bilizac:tor osmótico que permite un 

ma11or porcentllje de regener.Ción de tos protoptastos. Pu• AllP••Wus sp. Ata, et KCI fue el 

establlizlldor en donde se obtuvo el malfGr porcentaje de regeneración (83 "-> a diferenci• de I• 

regenerac:lón de protopt..e- de A. ....,._ n. en donde el sortMtol fue el único establlizac:tor 

entre tos prabedoa, en donde - Ollluvo un 57"- regeneración. Ambas frecuenei•s son ma11ores 

que tas determlnlldas en otr.s espec:leS de ~. l•s cu•les no h•n paslldo de un 30 "

<CO- et al., 1 ... ; Kl!IOh•r. et •l. 1890). Las cau ... de l•s v•rtaclones en t•s frecuene1 .. de 
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rwa•-1'8C16n entrw ·- cesNI• •un no h•n aidO •acl•IWcid•s. •unque •lgunos •utonts h•n •tribuido 

••• bllj•• frecuencl•s de regenerwci6n • un• incubltción pt"Olongm• con l•s enzlm•s lftlc.s que 

pueden d.,._r I• mamtwarl• o bien, t•vorecer I• olllenclón de protopl•Sloa •nucleadoa q- son 

lnc.~ de rwgener•r (Ulkshml y Ch•nd,.., 1983; Silveir• y AzevedO, 1987). 

Par otro llldO, ,. formllClón y rwgenenlClón de pt'Olopl•Slo• de l•s mut•nt- A13 y F7, 

tllmPOCO .rectó neo-tlv-e su cmpKidmd de producción de endo-pectin• .. s. exo-pectin•us y 

pecll- H-. ,_ ~como Y• - mencionó. t•mpoco se vieron •fectmd•s por los m•rc.donts 

-•Olróflcoa. Eal- hechos son Importantes, Y• que h• sido ot>servmo que durante I• form.aón y 

.....--nicl6n de toa protOpl.st- puede hMler modlflc.ciones en I• pt'Oduceión de compuestos, 

lnclualve pueden petder su ~-- .. ,.. h-rto. como en toa pro1op1.-os regenerlldoa de 

cepea PIOCIUCI- de ...a1Dió11eoa y enzlm•• (Holl• et •l., 1988; K_bll,.. et •l. 1989). 

La fuai6n de protOpl•SI-. - I• pm¡rte milis Importante del proceso de obtención de 

hlbrtdoa. p.,.. lncrament•r I• fualón q- ocurre espontlllne•mente • baJ•• frecuencl•s (Ferenczy, 

1981). se h• utill~o princlpmilmente el polletilengllcol (PEG). (Hopwood, 1981; Ann6, 1983). y 

•unque en menor frec:uenci•. tambi6n se ha reportmdo el uso de otros compuestos como el N•N03 

(P-r et •l. 1979). solución de ca•· • pH elevmdo (Toister y Loyter, 1971) y el pollvinil •lcohol 

~·· 1878). Se h• observaidO que el tiempo de exposición, •si como el peso molecul•r del 

PEG. son determln•nt- .,.,.. obtener un buen porcent•je de hlbridos. En nuestro e.so, utlllz•ndo 

PEG 3350 en ,,,._nc1. de Cll2+ • pH 7.5 (K- y S•l-m, 1988) y un tiempo de expoalclón de 10 

mlnUI- - OllluvlerOn frecuencias de fuai6n de 10". • dlferencl• de un• frecuenel• de 10"" cu•ndo 

no - ua6 el PEG. ESI• frecuena.t - m•yor q- I•• ollServ~ en ot,..s fuSiones lntereapecle 

.. ~en .. "*'8ro A-• .... (Uahljlm• et •l. 1891; Ll•ng-Plngy•n y Chen-K•lylng, 1987). 

eunque _, ......._ • lu r~ reportm•• .,.,.. rusi-s entrw A.,..,.,..,. ,.,.,,... 1f 

••• •'- ,.,.....,..,. • (Kevel y Peberdy, 1984). En gener•I. se h• reconocido q- 1-

twncl• de fU9IOn lntreaapecie son rneyorwa q- I•• de I•• fualonea lntereapeele, como en 

~·•- ,....,_ en donde - hen obtenido frwcuenclms de 10% (BWaz et •l. 1W). Aunq-
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no h•n alelo ttSCl8rWcicUls l•s cmu... de t•les diferencias. podrl• conslder•rse que estllln 

involUCl'lldos 81gunos f8Clores como I• homología y el número de cromosom•s. la 

lncompmtlbilld8d de loa Of'll8-loa o dlferwnci .. en el tiempo de duplic:M:ión de los cromo-m•s de 

C8d8 e..,.ae prugeniloni. De .cuerdo • eatos • estos datos y debido • que le frecuenci• de 

rwvenl6n de loa 8Wldtrofos fue de 10-'. es poco probllble que las colonl•s que •parecieron en el 

mediO mlnimO uMldO P8l'8 ldentlfleer • los hlbridos. fuer•n revert•ntes. 

~ de seleceion•r loa hfbrldos que permenecleron est•bles despu6s de much•s 

rwslembr8a - medio mfnimo y de ev•lu•r I• produceión de pectines.s, se cmr8cterlz•ron mllls • 

fondo CU81ro hfbrldoa denomlnmdos HH. HF, HJ y HE. los cu•les mostr.ron m•yores niveles de 

producd6n de endopeClln•Us (~) y de peeline-11•585 (220% • les 48 h y 55% • l•s 72 h del 

cultivo ) que 1 .. C9P9S pnigenltor.s. Eatos Incrementos en los hfbrldos fueron atribuidos en parte 

• un mmyor crec:imlento, •unque los Incrementos en I• •ctlvld8d especifica indicaron que otros 

fect- pudler.n ... er lnvoluCl'lldos. Eatos result8dos fueron lnteres.ntes, Y• que no existen 

rwport .. del mejoramiento en I• producción de pectln•s.s por hlbrldos obtenidos por fuSión de 

protopl ... os. Entre los tr.blljos concemientes • I• fusión de protopl•stos lnterespecle en el g6nero 

Aap_,,.,.,. (A. n,,,.,, A.CNJfZ-. A. -'· A. ~/). tembl6n se obtuvieron hlbrldos que 

lncrement•ron I• •ctlvld8d de verles enzlm•s hldroliz•ntes (Ushljlm• et •l. 1987, 1990), de hecho, 

•lgun•s de eat•s cepas mejorad•• son utiliz8des en I• industria par• la elaboración de alimentos 

ferment8dos. Otros ejemplos de su •pliceeión en la industria, son los hlbrldos interespecle de 

--~- ... Mll'IC.us, en dOnde se combinó la habilld8d de un• cepa par• producir 

gluc:o11m1ia- con 18 cepecidmd de 18 Olr. cepa par• ferment•r dextrin•s. cuy• •cción combin8d• 

produjo cerveu1 t:Nljll en cmtorfu (Frwem1111, 1H1). T•mbi6n se reportó un hlbrldo de P9nlclNlum 

e,.,._,•••- que produce eleV8du eo~r.Ciones de fenoxlmetil penleilina y es utlllz8do por 

I• emprwM Ell Ull)t par. I• produc:ci6n comercl•I de penicilina (Rowl•nds, 1H4). Es lmport•nte 

rec:ord8r que el lnt.,.. de producir las enzlm .. pectlnolltlcas. es par• su •pllCllCión en le Industrie 

ellment•rle, por to que en I•• cePllS en donde se h•y• re•liz8do el mejor.miento gen6tieo, serll 
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conveniente llev•r • ctibo otros -udl- complementarios como ea I• cu•ntlflCllCl6n de I•• 

•flMOXln•• que producen l•s cepas mejor9d••· 

No existe publicaici6n alguna, en loa estudios dirlgicfos al mejo,.miento de cepea por fuai6n 

de pratoplasta., en dOnde de hay•n ldentiflCedo ••• modlflcaci_. o eventos que acunen en loa 

hlllrtdoa y que dan lug•r al incremento en I• producción de compuestos. Algunos trabajos diriglcfoa 

., ... udio de ,_ retllCiones gen6ticais entre diferentes especies de Aiap9'fll,,.,., mostraron a 

tra~ del 8lnMlala de i-.uimas, dlferent- perfiles entre los hibridOs y las cepas progenitoras 

(AnM y Pebenly, 1N1), por lo que h• sido postulado que durante la recombinación pueden ocurrir 

rnodtflc8ciones como inaen:lones o eHminllCiones, que afecten la regulaeión de ge-. que 

modtflquen IOa productos o que afecten I• secntci6n de los mismos. 

Durante 1.. propegaciones de loa hlbridos olltenlcfos en este trebejo, 6stoa moat,.ron 

l,,.....,.Hdad, la cu•I ha sido reportada t•mbi6n en hlbriclos interespecie de ~,,_ (Toy•ma y 

To,,•m•, 1990) y en Penlclllhnn (Ann6 y Peberdy, 1985). Este hecho pudiera deberse• que en 

los hlbridos se pueden present•r las diferentes etapes del ciclo parasexual que existe en hongos 

filamentosos, que ineluyen la fase de hetel"CICllrión, diploide y aneuploide que generalmente son 

inestllblea (Celen, 1981). 

DltbidO • que el estado h•ploide en los hlbridos es el mu e81able y las frecuenci•s pere 

que esto ocurr. eapont•neamente son muy bajaa, son utilizados agentes h•ploidizantea como el 

Denontll y I• p.fluorofenil•lanin• que interfieren con subunidad B de I• tubulin• du,.nte el 

........,,... de mlerOtúbulos. caUSlll'ldo p6rdlcfa de cromosomas •I az•r (H•81ie, 1970). Para 

ollt- hlllrldoa ..._.,._ rnejc)radoa en I• producción de pectin ..... fueron realized .. nuev .. 

fu91onea, en donde 1 .. coloniaa recuper9d•• en medio mlnimo presentaron cel'8Clerlstic:ea que se 

INln '9PGftedo en la f•M heterocari6n, como un crecimiento lento e irregul•r. Postenonnente M 

~ , .. COIOnl- que mostraron un crecimiento vigo.-o y que present•ron un mayor 

l8lll8fto en ,_ eaporaa en rel•ci6n • l•s cepa progenitoras, 10 cu•I indleó su estedo diplolde. 
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Les cepes que pre-nt•ron cer.c:lerf81aa semej•ntes • IOs diploides, - tr•t•ron con PFA 

• fin de IHIPIOl:~il'M los praductOS dli .. fu816n. De -· m•nera se Obtuvieron cepes segrea-ntes 

que r....on ~· HV, HP, HL, HB y HZ. Est•• cesi-s mostraron cerllCterlstices fenotipices 

de .....,_ .....,.. y tembl6n i~. con excepción de HZ, I• producei6n volu~riCll y 

HPIClflc8 de eudap•c:tln- • 29'C y 3'79C, que son I•• tempef'llt- 6ptim•• de A • ....,._. y 

•• s W • ~ l'99peCl!v-..te. T~ li.mO I• etenclón el segreg11nte HZ. que lncrement6 le 

PI ad ICICiOll de pectinll U- en .,...... temperaturas, el cu•I • dlferenci• de les otras cepa no 

~ .. celde en .. producdOn de -- enzkn••· Est• dlsmlnUCIOn de I• llCtivlded de pectln• 

"-· 119 8IClo •rtbulclm • .. presencl9 de prate- en el medio de cu"lvo y se lle reportedo 

_.......,. en,_ W- de •11111 r •• • ,.,._ (Kusters van SomeNn et •l. 1882). Les ceuw del 

mejCWanllento en -e lllllrtdo, pudieran deberse • rnodl~iones que se prwsenttN"On duninte I• 

recomllin9c:l6n, les _.... •fecl- I• praducclón de prote ... s, o bien que le confiriesen 

resi.tencim • prote-. o que hubiesen ocunido cembios • nivel de lnducei6n, nigul11Ci6n o 

lleCNCi6n de enzlmes. u segnig11Ci6n Inducida por PFA o benomll en otros -udios 11• pennltldo 

otit-r C9J>llS recombin•ntes ll•ploldes estables y que ll•n incrementado I• producelón de 6Cldo 

~leo, prole•-• y •mllaA• (llennOdez-Torres et al. 1882: Klrlmuni et el. 1989). 

Otra Pllfte de I• cenictertzec:l6n. se re•Uzó • tr•v•s de I• ... lmacl6n del contenido de DNA 

en IOs .egregmntes y en I•• cepes progenltonis, en donde se observó que los segnigentes 

momlrerOn un contenido de DNA mlmll•r • les cepi1s progenitoras. La -•blllded de 1.. cepes 

.........,.... .. confirmó, porque no fonneron sectores segregmntes cuenda se crecieron 

n_.....,.e en .....,.a. de PFA y 11981• .. feclle, no !len modiflcedo su cepeclded de producei6n 

de pectinMM. 

Exl9len mua- repottes en donde .. 11• est•blecldm I• •- ll•ploide o dlploide o 

en•uplold• • lrmvM de le ~ del DNA en los segregmntes y progenltorew, ain 

......,.., .. ~ del Qf'lldO de ploldl• requiere ser muy ceute!Oell. Pueden lletler cesas, 

en dllnde el tipo de ploldl• no es ci.ro. como el del ..aedo eneuploide o debido • que elgunes 
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....... del ciclo s-r-xuel no ~ Mr identiflcedea. Por ejemplo, ae he reportlldo que en 

~....,,_ _,,.,....._ no ea posible detec:ter le tese diplOide, por lo que se asumió que es 

9.....itOl'ia (Molnar et al. 1M0). Tambl6n se observo en C~m ---..... quo las 

cepae heplaidH -ven dlNCtamente ....... de la fuaión, sin que puedan detec:terae lea eteJNi• 

de h9lerocart6n 'I dlplolde, por IO que~ eaumierOn que son mu., tranaitonea (Heml'ln ., Bell, 

1879). La caractertzaciOn de loS hlbrtdos requiere entonces de mModOS enalltlcoa m•• especifico•. 

en donde pueden identlflc:arse con ma.,or prKISIOn lea difef9nt" etepes del ciclo JNireaexual. 

Aiow- mModoa que pennltirien une mejor inlerprwteclón, serien la eleclrof0'9Si• en pul- .,.,.. 

delennlllal' IOe cariCltipOe rnoleCUIW, o el UllO de rnen:lldont• de laoenzlmea, o el uso de sonda• 

Las NlacioneS genMicaa ., 1 .. on6mlca• incluyendo el grlldo de homolOgia cromosoma! 

entre ••• .... ._ CH·Y-1.U 'I A911•,.,.._ ~ ATCC·1•7N es totelmente 

..._IOCICIO, Sin emb9fgO en el preMnte estudio, le obtención de hlbl'idoa establea sugiere le 

eJd9lencia de homologla entre ..... npeciea. 

Te~ se IOgró incrementer .. pnxlucciOn de endopectinesea por loa hibl'ido• obtenido• 

e trev .. de le fusión lntraespecle de ..,,_..,,,... .,,. CH·Y-1Ma utilizendO una mutente con 

auxotrofla ec1e· y otre mutente con euxotrofle p1r·. Estes fusiones fueron reelizaclea, debido a que 

se ha ... eblecldO una meyor f~ncla de obtención de hlbrldoa recomblnente• e trev6• de 

fuaioneS ........,.. en releciOn e ... fuaionea intereapecie e intergen6rlclls (Gedeu y Lingg, 

1992). Qt.- ejemplo• de mejOrel'nlento en hlbridOs intreespecle han Sido observedoS en 

~,__,en donde se incrwment6 la produeclón de a-gtucoSidew (Sendhu y a-. 
1992) 'I dDa - .. praducción de certxndrnetilcelu ..... (To.,ame .. al. 1H4). 

l!ele 1f1111eiO ..-.Ira que la fuei6lt de protopleatoa es una .. emativa lmportente .,.,.. el 

.........,......., gentlloo de llongOe pectlnoltti-clel ~••e,..._., por IO tento ... una Hnea 

que puede w ullllzecle aoi. o comllll r'e con at,.. como le ~ y .. tecnolOgla de DNA 
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~. que tl8n 8ido utillzedo9 en alllOS prognim•• de mejoramiento genMieo de cepms de 

lnt•r6s lndullln.I . 
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