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I. RESUMEN

Las pectinasas microbianas son un grupo de enzimas que degradan las sustancias
pécticas y tienen un papel importante en la industria alimentaria, principalmente en los procesos
de extr on y clarificacion de jugos de frutas. Las preparaciones comerciales de enzimas

pectinoliticas d en los pr de alimentos son de origen fungico, particularmente del
género AspergiNus. Nosotros hemos aislado |a cepa pectinolitica Aspergliius sp. CH-Y-1043,
que prod un si pectinolitico formado al menos por cuatro acticvidades pectinoliticas
fulares: pectinasa, sxopectinas, pectina liasa y pectina esterasa cuando crece en
p.din- y & hos agroindustriales que la contienen. Esta ceps ha mostrado un potencial para la
[ ion de estas enzimas en mayor escsia, por lo que consideramos importante llevar a cabo
el mejoramiento genético. La fusid de protopl i K miltiples eventos de
entrecruzamiento entre largas regiones del g de las f d. lugar a la
b i6n de cepas r mbi , 10 cual es una ventaja digna de tomarse en consideracion para
flevar a cabo et mojorlmhmo de cepas productoras de sistemas multienzimaticos. Considerando
el p | del de P por fusiéon de pr P decidimos llevar a cabo la
fusion interespecie do wmu sp. CH-Y-1043 con Aspergiiius flavipes ATCC-16798 y la
fusion pecie de Aspergilus sp. CH-Y-1043, para obtener hibridos mejorados en su

capacidad de producir pectinasas.

En primer lugar, se obtuvieron cepas mutantes auxotréficas de cada especie, para poder
identificar los hibridos pués de la fusion de prc 4 >s. Las cepas auxotroficas obtenidas
mostraron ser estables y no se afecté su cap para producir pectinasas con respecto a las
cepas progenitoras. Se determinaron las condiciones de obtencion de protopiastos, en cuanto at
tipo de enzimas liticas, estabilizador osmético y tiempos de incubacion. Se establecieron
condiciones diferentes entre ias cepas, ya que las enzimas liticas corr ial de Trichoadk
harzanium que contienen principal te quiti fueron las mas eficientes para obtener
protoplastos de Asperpilius sp. A13 ade’ mientras que |la mezcla de enzimas del hongo
celulolitico Awreobeasidium sp CH-M-1018 y las de T. harzanium fueron las mas eficientes para
obtener protopiastos de A. fiavipes F7 lis". También se ob varon dif ias entre las cepas con
respecto a la regeneracion de los protoplastos. La mayor frecuencia de regeneracion de
Aspergiius sp. se obtuvo con KCI (83%). mientras que en A. flfavipes, el sorbitol fue e!

ilizedor otico en se obtuvo el mayor procentaje de regeneracion. La produccién de

pecti P e 6 por ia f 6

y reg 6n de p P s en bas c




Se seleccionaron cuatro hibridos interespecie después de la fusion de protopiastos en
presencia de polietilenglicol, los cuales mostraron un incremento en la produccién de
endopectinasas de 130% (HH, HE, HF) y 150% (HJ). La produccion de pectina liasas también se
incrementé en los hibridos HE y HJ (211-220%) a las 48 h del cultivo y a las 72h, HJ, ME, HF y
HMH mostraron incrementos de 155, 138, 118, y 118% respecti . on relacion a Aspergifus
sp. CH-Y-1043. Debido a que los hibridos seleccionados mostiraron ser inestables, se indujo Ia
haploidizacién con p-fiuorofenilalanina (PFA) para obilener cepas estables mejoradas en ls

produccion de pecti Se obtuvi P que p caracteristicas que han sido
descritas para heterocariones y dipl Las cep tratadas con PFA dieron lugar a la
aparicion de cepas segregantes, de las les se sel i n tres cep d inadas HP, ML,
HV, las cuales mostraron un incremento en la prod 6n de dopectin a 20 y 37°C y el
segregante HB que i 6 la produccion de ( v a 37°C. La produccitn

de pectina liasas en el segregante HE se increments 450% a 37°C y 275% a 20°C. Estas cepas
se han manteniio estables durante muchas resiembras y no muestran capacidad de segregacion
cuando se crecen nuevamente en PFA. También se obtuvieron hibridos intraespecie de
Aspergiius sp. CH-Y-1043, entre los cuales el hibrido H1S aumenté 190% Ia produccion de

endopectinasas.

El incremento en la produccién de pectinasas observado en las cepas seleccionadas se
debi6é en parte a un yor cr . aunque los incrementos en ia actividad especifica sugiersn
que otros factores tales como una mayor induccion o secrecion, entre otros, pudieran ester
involucrados. Estos resultados muestran que la fusion de protopiastos es una herramienta
de hongos productoras de pectinasas.

importante para et j i de cep
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ANTECEDENTES MEDIATOS

Las sustancias pécticas son un grupo de polisacéridos que junto con !a celulosa y ia
hemicelulosa son los compuestos mis abundantes producidos por las plantas. Las sustancias

pécticas se encuentran localizsdas en la lamela media de ias células vegetales por 10 que estén
& dar estructura y firmeza a (os tejidos vegetaies.

involucradas en la sdhesié iular y comribuy
En la industria son aplicadas para la elaboracién de mermeiladas, jamones y también son
ifi h tética, antifibrinolitica

utilizadas como aditivos en los farmacos por su accion d
y como lubricante intestinal (Fogarty y Kelly, 1883 ; Van Buren, 1991). Las sustancias pécticas
onico unidas por

ostén constituidas por una cadena lineal de moléculas de dcido g
a,1-4, en donde los grupos carboxilo pueden estar parcial o totaimente esterificados con metanol.
Cuando el grado de metoxilacion de los grupos c.iboxuo es mayor del 50% se denominan

pectinas sitamente metoxiladas y si éste es menor del 50% se llaman pectinas de bajo contenido
i son laclos se der i &cid

de metoxiios. Cuando menos del 10 % de grupos car
polig rénico o dcido péctico (Voragen et al. 1995). Dentro de ias sustancias pécticas ha sido
identificada Ia presencis de regiones no sustituidas que conti ) lusivamente unidades de
ilado, las cuales son mas susceptibles a la accién

acido gal " metoxilado © no
pectinolitica y de regiones altamente sustituidas ("hairy”) que son més dificiles de degradar por las
pecti Lta L es of sustituyente mas abx te de las st i pécti Que se
encuentra en un 2-4 % y estd unida a las lécul del galact ato por 1] a,1-2. Las
ramnosas unidss a la cadena grincipal de las wcias  pé constituyen los
[ galactur que varian en fio y P ion, en han sido identificados

! D-xik y L-f (Voragen et al. 1995,

azGcares neutros como la L-arabinosa, D

Piinik y Voragen. 1993).
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A un grupo compiejo de enzimas que degradan las sustancias pécticas, se les denominan

pectir Estas imas son importantes desde el punto de vista biolégico ya Que intervienen en
el cicio del carbono, en la patogé de pl en o actoan fi de v
(Colimer y Keen, 1688) y en los pr de . ] ion y d posicion de frutas y vegetales

(Van Buren, 1901). La aplicacion préctica maés imponante de las pectinasas es en la industria
alimentaria para la extraccion y clarificacion de jugos y en |a elaboracion de vinos (Voragen,
1989).

Las pectinasas se dividen en dos grupos, las pecti y las despoli Las
pectinesterasas (PE) actiuan removiendo los grupos r ilo p en & car del scid:
galacturénico prod final @l &cido poligalacturéni yr I (Fig. 1a). Las
despotimerasas P los ] o,1-4 de |la cadena principal actuando en dos formas: por
hidrolisis incorporando una motécula de agua a la pectina (polimetilgal: PMG) (Fig. 1b)

y &l &cido poligalacturénico (poligalacturonasas PG) y por B-eliminaciéon for do un d )
entre los &tomos de carbono 4 y S5 de la molécula del galacturonato en la pectina
(polimetiigalacturonato liasas, PMGL) (Fig. 1c) y el #&cido poligatacturénico (poligalacturonato

limsas PGL.). Estas enzimas se clasifican asimismo de acuerdo a su sitio de accion, cuando actuan

L] no reduct de la lécula se denominan de tipo “exo” y cuando actuan

leatori de Ia lécula polimérica se denominan de tipo "endo”. Otras enzimas que

participan en la degradacion de las sustancias pécticas son ias oligogalacturonasas (OG) y las
oligogsalacturonato liasas (OGL) que actian sobre dimeros y oligémeros. Todas estas enzimas

forman entonces un compiejo sistema multienzimético pectinolitico. Existen otras enzimas

iA

accesorias que actuan sobre las sustancias pécticas favor Ia de ias pectinasas.
Schols et al. reportaron en 1990 la identificacion de una ramnogalacturonasa, que no es activa
sobre el écido poligaiacturénico pero es capaz de degradar las regiones “hairy” dando lugar a

tetrémeros de &cido gal 6 con 1 on el extremo no reductor.
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ul e inducibles, lo que hace

Las peciinasas son general

necesana la adicion de pectina o de algun sustrato que la contenga para estimul
o ser producid constituti y

sub
algunas son

Algunas de estas P
sensibles a represion catabdlica (Aguilar y Huitrén, 1990; Maidonado et al., 1989)..

Las pectinasss son producidas por una gran variedad de organismos como ias bacterias,
bargo NO existe un org en ia

levaduras, hongos y plantas (Pilnik y Rombouts, 1981), sin
naturaleza capaz de producir todas las aclividades pectinoliticas que se han reportado. Los hongos

filamentosos son los organismos mdés empleados, debido a que sus enzimas son extracelulares y

debido a que producen principaim polig: que 3on ias que tienen mayor
aplicacion en la lndudﬁo por su capacidad de facilitar ia precipitacion de las sustancias péctlicas y
de disminuir ia viscosided de ios jugos de frutas. La produccion comercial de pectinasas se lleva a
cabo esencisimente con especies del género Aspergilius, siendo Asperpius niger uno de los

organismos mas utilizados por su elevada producciéon de endopoligalacturonasas, ademas de que

produce otras actividades que favorecen una mayor degradacion de la pectina (Whitaker, 1990).

Es necesario enfatizar que Ia pectina presente en ia natur reg: de &
por 0 cual requiere tanto de ia accién de las poligalacturonasas

poligatacturd no
como de las polimetiigalacturonasas para su degradacion.

sobre Ias sustancias pécticas,

Post als ion de iss pecti
los productos de su deg ion son bolizad: en el interior de ia célula. La ruta del
maetabolismo del gailacturonato ha sido escl ida  ani on Ia bacteria Erwinis
i " e

chrysantemi (Figura 2), en donde los &cidos mono y digalact
atraviesan {a pared cefular por medio de dos sistemas de transporte: ef de! aldohexuronato fexu7)
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y del 2-ceto-3-d Qg ato (AdigT). Las oligogalacturonasas intracelulares actuan sobre l0s

di para g 6 que son metabolizados por vias diferentes que convergen en el
2-ceto-3-deoxigiuconato (KDG) y los productos finales de estas vias son el piruvato y el 3-
fosfogticeraldehido (Hugouvieux-Cotte-Pattat y Robert-Badouy, 1987).

Aunque (a ruta degradativa del galacturonato no ha siin establecida en hongos, aigunos
estudios realizados en AspergiNus nidulens indican que el gatacturonato es catabolizado por una
ruta no fosforilativa que da lugar al D-gliceraldehido y piruvato, pero no existen evidencias
bioquimicas de 1a existencia de 1a misma ruta que se presenta en Erwinia chrysantemi (Litzetter
ot al. 10808 y Visser et al., 1988).

Efl avance en el estudio del muttier &tico pectinolitico ha sido iento, aunque en
los ultimos afios se ha logrado un mayor conocimiento a nivel fisioloégico y molecular de algunas

de las enzimas Que lo comp princip en En chrysanteny, Erwinia carotovora y
Aspergilius niger. Sin embargo aun faltan muchos estudios en éstos y en otros organismos que

p itan un y dimi de los ismos de iéon cc tada, de [0S mecanismos

regulatorios y de gené ) lar que pued ducir no solo al mejor conocimiento de este

sistema muftienzim#ético, sino que también permitan el planteamiento de nuevas estrategias de

y de cepas para lograr una mayor o mejor aplicacion practica.

La caracterizacion cinética de los componentes individuales del sistema pectinolitico

presentes on los exir: dos producidos por 108 microorganismos ha sido dificil, debido a que
ostas enzimas pueden actuar generando sustratos que son utilizados por ias otras enzimas del
mismo sistema pectinolitico y porque actuaimente no estén disponibles ios sustratos para medir en
forma individual a todas ias actividades. Por otro lado, muchas de iss pectinasas han sido dificiles

de separar y purificar debido a Gue tienen diferente localizacié ) y propiedades muy



parecidas. De hecho, |la presencia de una sola actividad enzimitica no excluye ia posibilidad de
En este sentido, ia muliplicidad de las

que mas de una peci lar esté pr
pectinasas ha sido identificada por difer i en los punt isoeléctricos de las pocting hasas
producidas por Erwinia chryssntemi ( Ried y Colimer, 1985) y de las endopoligal Iy

1l de Sotrytis cinerea (Johnston y Williamson, 1992). La multiplicidad también ha sido demostrada
gendticamente y ha sido estudiada para obtener informacién acerca de Ia estructura de los genes
que codifican para las pectinasas y estudiar la regulacion de estos genes (Keen, N.T. y Tamaki, S.
1988; Kester, H.C.M. y Visser, J. 1990)

Los casos mejor estudiados de formas multiples de pectinasas a nivel molecular, son el de
ias pectina liasas producidas por Erwinie chrysantemi, 1as cuales son codificadas por difer
QeNnes Que S8 SQrUPan en racimos (ciusters), uno de éstos constituye la familia pel BC y el otro la

familia pel ADE en donde cada gene pef de estas familias es transcrito individuaimente (Tamaki et
al. 1988). También en AspergiNus niger ha sido demostrado que la multiplicidad de las pectina
liasas e@s debida a la presencia de una familia de genes denominados pel A, pel B, pe!C, pelD y
pel E que fueron aisiados a partir de la hibridizacion heterdloga del gene pel D con ia biblioteca
genomica de A. niger (Harmsen et al. 1990; Kusters van Sommeren et al. 1992). Hasta o)

momento no se sabe el por qué de la existencia de varias enzimas similares en un solo organismo,
d le i una Y P de

algunos i stig han esp lado que la mulip

sdeptecion al medio ambisnte, que se refleja en una mayor probabilidad de sobrevivencia. Et

avance en el estudio de la multiplicidad de las pectinasas, podré conducir & un mayor

entendimiento del papel de estas enzimas en ef proceso compiejo de la degradacién de ia pectina.
En ia Tabla 1 se presentan sjemplos de las actividades pectinoliticas que se pressntan en aigunos

nongos.



Tabla 1. pectinasas producidas por hongos filamentosos.

Fuente PE rG rL  endo-PG endo-PM exo-P
Aspergillus niger 39,000 42,000 42.000 54,000
49,000 49,000 54,000
32,000 :
Asporgilins sajes 33,100 32,000
Aspevgilius japenicus 35,500 32,000
Sclorativmn relfsii 28,000 24.000 46,000
31,000 48,000
Carticoram rolfsii 37,000 37,000
37,000
Betryiis cinerea 36,000
36.000
Alernaria mali 32,400
42,100
Los fend regul iados a I8 produccion de pectinasas han sido estudiados
adicionando

Much de est estudios fueron realizados

més en bacterias que en hong
compuestos al medio de cultivo para interpretar su efecto en Ia regulscion, a través del
o ia desaparicién de ia actividad pectinolitica (Aguilar y Huitrén, 1987;
fue blech que la yoris de Ilss enzimas

il

, la o

Malkionado et al. 1988). De esta
pectinoliticas son inducidas por pactina, peciato o los productos de su degradacion, sin embargo

ol verdadero inductor ain no se conoce. Phaff (1947) sugirié que el D-gaiactarato (&cido mucico),

es ol inductor directo de ia sintesis de las pectinesterasas y poligalacturonasas de FeniciMium
fe dife ! la si de

& indui
on

chvysogenum. La peciina y el dcido galact

pecltinasas de Fuserium rosewm (Periey y Page, 1971). Las dopolimetiigal de

10



Aspergiiius sp. CH-Y-1043 fueron inducidas por el dcido galacturénico (Aguilar y Huitron, 1987).
Las poligalacturonasas y pectinesterasas de Aspergifus niger son sensibles a represion
catabolica por glucosa (Shinmyo et al. 1978; Maldonado et al. 1989). La sintesis de pectina liasa
on Fusarium y Verticiiuom es también inducible por pectina y reprimida por 3
(Holz y Knox-Davies, 19868; Cander et al., 1080).

red:

La tecnologia de DNA recombinante ha sido poco aplicada en el estudio de sistemas
multienziméticos como el pectinolitico sn hongos fil

De hecho han sido clonados pocos
genes de snzimas pectinoliticas. Sin embargo, Ia caracterizacion a nivel molecular de estos genes

individuales en aigunos microorganismos ha permitido ob infor 6N Mas pr de ia
regulacion de ia sinesis de enzimas pectinoliticas. En AsperpiVus niduiens se demostrd a
presion catabslica de la p

tato liasa, cuando los RNA mensajeros (RNAm) no fueron transcritos
por efecto de la adicion de ia glucosa al medio con pectina (Dean y Timberlake, 19089). Debido a
que el gene creA ha demostrado pacticipar en 1a reguiacion por carbono en AspergiNus nidulens,

on este MISMO ostudio, SO expresd ol gene de ia Pectato liasa en UNa Cepa CreA’ y también se
presento la represio taboli

>a por gl io cual sugiere que el gene creA no esta involucrado

on la repr on que se p

en esta cepa. La expresion del gene que codifica para ia pectina
lissa A de Aspergiiius niger demostré que este gene es reguiado a nivel de transcripcion con

una alta acumulacion de RNAM cuando crecen en un Mmedio con pectina y es sensible a represion
catabdtica por giucosa (Harmsen et al., 1990). La introduccion de multiples copias del gene peiA

do Aspergiius niger en Aspergiius nidulfans permitié la produccion constitutiva de la pectina
linsa A on las transformantes que fusron

p de producir {a { on ia det ind [§
Kusters van Someren et al., 1981).

La caracterizacion de genes p liticos cl d

permitido un fento al imient

en {os microorganismos, también ha
de la estructura L 1l

. Las secuencias de
nuciedtidos y ¢! andlisis de aminoécidos en pectina lissas han mostrado ia existencia de regiones

11



homdiogas a través del slineamiento de ias secuencias en Erwinia cerotovors y A. niger
(Gysler, 1990). La identificacion de estas regiones conservadas junto con las modificaciones
quimicas descritas por van der Honderhoven (1975), han sugerido Que dos residuos de aspartato
en las posiciones 174 y 187 estén involucradas en catdlisis o enlace al sustrato (Kusters van
Someren et al., 1992). E! alineamiento de las secuencias de nucledtidos de las pectina estorasss

de Asperngius niger, del tomate y del frijol, reveld ia presencia de un solo residuo de histidina en
Et to del! residuo histidina 137

una region conservada de las dif D
por alanina a través mutagénesis dirigida, causé pérdida tots! en ia activided de la pectina

osterasa de A. niger, o cual indica que este residuo estd localizado probablemente en el sitio
activo ( Duwe y Khanh, 1996). Existen s0i0 dos reportes con datos prefiminares de cristalografia
de rayos X de las peclinasass de Erwinie (Kim et al. 1989; Yoder et al., 1990). Estos estudios. asi

como los de modificacion quimica, podrian ser de gran ayuda para eaclarecer el papel de ias
lacion estruct funcion de las pectinasas.

vadas y Ia ¢

Un objetivo importante en los organismos productores de compuestios de interés industrial
. Esta actividad ha estado dirigida principaimente a

es el mej b gené de las cep
ob pas modifi que i ten los rendimi del prod para reducir o mantener
ios del pr Aung los ismos bioquimicos y genéticos que controlan ia
oxpresién de ia sintesis de los product imente son poco i ia P ha
” do que el ) de cep puede ser logrado aun en de un

de j b o8 ®f logrado en MeniciNum

detaliado de dichos mecanismos. Un buen @j
chrysogenum en donde se increments hasta 500 veces ia produccion de penicilina con respecto

a la cepa silvestre (Rowiands, 1084).

El mejoramiento de cepas también puede ser aplicado para modificar caracteristicas

especificas como ia morfologia p. ej. a través de tagé y seb ién s han ottenido cepas

a pattir de hongos filsmenosos que &l perder su capecidad de formar pefiets mejoraron ef
ntacién (Gb yok ¥y Wang, 1683).

mezciado y la transferencia de oxigeno durante la fi

12



También se puede evitar ia contaminacion del medio de cultivo por medio del uso de antibiéticos y
de cepas productoras resistentes a estos agentes. Por ejemplo, ia cepa industrial Strepfomyces

roseochromogenes ATCC13400 se modificd para tener resistencia a |a estreptomicina. Esta
{ ion do est a gran on p ia del

mutante ha sido utilizada para la

antibittico, para prevenir la contaminacion bacteriana (Mazza ot al., 1982). Estos estudios indican
que la inclusitn de estas propiedades en los organismos, también p o un B ficio

ScoN6MICo en el Proceso.

La modificacion o mejoramiento de las cepas ha sido realizada en gran parte utilizando el

método tradicional de mutagénesis mediante ¢! empleo de agentes fisicos y quimicos, como lo

son entre otros, Ia nitrosoguanidina (NTG) y el metil etano sulfonato (MES) que se enlazan en
(c bio de una purina

diversos sitios del DNA, transfiriendo un grupo aikilo, causando
por otra o de una pirimidina por otra) y transversiones (cambio de una purina por una pinimidina)

(Eder et al, 1989; Brookes, 1990); e écik (AN) d b idativas en la
que dan lugar a la hipoxantina, uracilo y xantina respectivamente

denina, citosina y 9
(Schuster, 1960) y la luz ultravioleta (UV) provoca dimericaciones entre pirimidinas adyacentes o
entrecruzamiento

entre P entarias caw

de las pirimidinas que se
(Glickman et al. 1988). La aplicacion de un programa de mej

celulolitico Pemniciiliun pinophilum 871801Ii, permitié seleccionar durante tratamientos sucesivos
t6 5.0 ia actividad de

i n
[ ] > en el ]

de mutagénesis con U.V. y NTG a ia mutante NTGHI/S que incs

2.0 veces la aclividag de xilanasas, 2.0 veces I(a actividad de B-

carboximetiicelulass,
giucosidasas y 3.0 veces Ia actividad en papel filtro con respecto a ia cepa progenitora (Brown et
ia pr i

al. 1987). Fue determinado también en este estudio, que las
extrecetiular y la'.cﬂvld-d especifica. La razén del incremento de varias enzimas por ila accién de

Ia NTG y ia luz U.V. no fueron estudiadas, sin go. los atribuy este ef ala
mutacion en genes que controlan ia sintesis de varias enzimas.

13



En ol sistema pectinolitico, hay poca informacion de trabajos sob j i g 0
Algunos estudios realizados con éxito han sido reportados por Sajer (1974), Quien llevé a cabo la

mutagénesis de Peniciium sp. T4/B con ultr y etil imina y obtuvo mutantes
hiperproductaras que incrementaron de 2-3 veces ia produccion de poligalacturonasas al ser
crecidas en pectina, que ia prod ion de pecii fue di ida. También han sido
obtenidas mutantes | sibles a represio boli por gt on AspergiNus niger que
incrementaron 3.8 veces la prod i6n de dopecti e;l peoctina (Antier et al. 1993) vy las

mutentes insensibles a la represion catabdiica por glicerol de Aspergiius sp. CH-Y-1043 que
produjeron mayor actividad de endopectinasas d ieron en cé de limon pero no en
pectina (Solis, et al. 1990).

La recombinacion gendtica también ha sido empleada como un medio para lograr el

mejoramiento de cepas (StaM y Esser, 1993, Anné, 1903). Existen varios métodos de

recombinacién natural como Ia jugacion y d 6n que se presantan en bacterias y ia
heterocariosis y e! ciclo sexual que se presenta en los hongos filamentosos. Aunque todos estos

procedimientos pueden ser aplicados en el cor de mej to de cep tos si més
ampliamente estudiados en (a transferencia de genes con el fin del mejoramiento genético son la
tecnologia de DNA recombinante, la fusiéon de protopl y el mé parasexual (en hongos).
(Peberdy, 1989)

La tecnologia de DNA recombinante, ha permitido el mej i de cep mediante ia
manipulacion de genes especificos y puede ser aplicada para ia dosis géni it ol
grado de expresion y lievar a cabo ia mutagénesis de genes especificos. En Asperpius
niduians se logté construir P breprod de la enzima gliceraldehido-3-fosfato

] A 6 la actividad

deshidrogenasa (GDP), entre (as cuales, (a tr
GDP con respecto 8 Ia cepa siivestre y o incremento fue proporcional al niumero de copias

estimado on la transformante (Hanegraaf ot al.,, 1991). Otros sjempios importantes son ia

14



xpresion de | rina humana en una transformante de Aspergilius oryzee que es capaz de
secretaria al medio de cultivo como una proteina bioldgicamente activa (Ward et al., 1992) y ia

expresion y secrecion de quimosina por una transformante de Trichoderma reesei (Harkki et al.,
lacion a si im#éticos plej a través de esta metodologia solo se han

19869). En r
clonado genes individuales de sus componentes enzimiticos. Se han logrado incrementar algunas

i celulolitico, por sjemplo, e! mejoramiento

de las actividades aticas p en el
en la produccion de la endoglucanasa EGI por una tranformante de 7. reesed obtenida a través de
introduccion de un plssmido que contenia cDNA del gene egl? insertado en un cassette de

a
ias terminadoras del gene celobiohidrolasa | (cbh )

expresion entre el p y las sec
(Uusitalo ot al. 1991).

1] :Jd. o

Hasta donde sabemos, por ingenieria genética no se ha logrado el bj

ios componentes de ningun sistema multienzimético. En el caso del sistema multienzimatico
d principal por el interés de

poctinolitico, los estudios de clonacién, han sido reali
identificar los genes presentes en los organismos a fin de comparar ia estr
regulacion de estos genes (Harmsen et al. 1990; Gysler et al. 1990). Aunque estos resultados son

. organizacion y

muy importantes por el conocimiento que han generado, aun no son suficientes para tener un

la practica. Un ejemplo importante en e! mejoramiento de cepas a través de este

impacto en
obtuvo cotransformantes de un gene

sistemna, es el reportado por Bussink (1992), quien

pectinolitico, el de la Aspergiltus niger pyr A con miltiples copias de! gene poligalacturonasa
lacha, en donde la

(pgal?). La produccién de esta enzima fue determinada en pulpa de remn
d S0 v mayor que el

transformante T27 produjo una actividad PG medida por grupos r
control A. niger NS02.

mbinacion genética es por el método parasexual a

Otra forma de Hevar a cabo la

través de ia anastomosis de (as hifas de hongos filamentosos, ya que también tiene un potencial
ta ©f ciclio sexual (Stahl y

para llevar a cabo ! ) b de en donde no se P

1s



Esser. 1993). El ciclo parasexusl en hongos ha sido bién estudiado en Aspergilus niduians
en la Figura 3. El primer paso es ia

(Pontecorvo, 1953) y las principales etap se pr
fusion de hifas de dos individuos haploides (n) para dar lugar al heterocarién, en donde los nucleos

de b parten el mi top El mi heterocanontico es identificado en el
o ini que ca detl ma dor p en cada individ En esta sit ion, solo ias
hifas que b nuck [ crecer en dicho medio. Posteriormemnte ocurre la
cariogamis, en donde se f los nucieos pr on o h carion, para dar lugar al
diploide somatico
HAPLOIDES Jusidn de citoplasmas
P
// — (n) —_——
W77
(n)
HETEROCARION
PARENTALES Y (n+n)
HAPLOIDES RECOMBINANTES
ANEUPLODES Jusion nuclear
{ 2n -2, 2n-3.)
. tte
recombinacion V | = nodisyuncion
mitética : : 1 secundaria
'
(]
ANEUPLOIDES
C 2n=t) . DIPLOIDES (2n)
(% ¥4
\§/
i nodisymncion
- primaria
induccion con
benomil y ‘o '.4
ilalani
pSluorofen e e em———- DArLOIDES
RECOMBINANTES

Figura 3. Esquema del ciclo p I que se p on Aspergiius
{ ——= ) NUclecs haploides n ; ( ) nucleos diploides 2n ; (- - - - ) nucieos sneuploides




(2n) que contiene el grupo de cromosomas completo de cada genotipo progenitor. Debido a que
las fusiones nucleares para formar el diploide ocurren con bajas frecuencias, son utilizados ciertos

ag al y la luz uftravioleta que incrementan la formacion del heterozigoto

diploide (Caten, 1981). En esta etapa, puede ocurrir la recombinacion genética a través del

entrecruzamiento mitético entre los cromosomas homélogos pi en el dipl Este evento
involucra el intercambio reciproco entre comdtidas no hermanas, posteriormente 10s centromeros
se dividen y separan dando como resultado que una cromitida recombinante y una no
recombinante pasen a cada polo. Para llegar al estado haploide, que es !a condicion més estable,
ol diploide pierde graduaimente cromosomas como un resuitado de ia nodisyuncion, en donde la

nodisyuncion primaria da fugar a Ia formacion de aneuploides (2n-1) y la no disyuncién secundaria,

involucra la pérdida de otros crorv que g an diferente tipos de aneuploides 2n-2, 2n-3,

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

como Ia p-fluorofenilalanina, que es e! andlogo del aminoacido comespondiente y el fungicida
benzimidasol llamado también benomil, que actuan sobre la subunidad 8 de la tubulina inhibendo

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

Aunque la cruza parasexual ha sido mas aplicada para llevar a cabo estudios basicos

(Furaneto y Pizzirani-Kieiner, 1992), también ha sido utilizada con el objeto de mejorar ta

prod ion de Pf y lip en Aspergilius nidul (M Yy R 1987),

sin embargo, en este caso los hibridos no lograron incrementar la prod i6n de enzimas. Un

tante en este procedimiento, es la incompatibilidad vegetstiva que puede

v P

presentarse entre {as cep ia cual P ia formacion de! heterocarion (Hocart et al., 1993).

Otra alternativa para el ) de cep es la fusion de protopiastos. La obtencién

de hibridos por fusién de protoplastos es un sistema que ha demostrado ser util para realizar
diferantes tipos de estudios con microorganismos y células vegetales, principaimente para lograr
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& i ie e intergenéricas (Peberdy. 19089, 1001).

ta |la probabilidad de i ion de gr

Mediante la fusion de pr se
segmentos de DNA de un organismo a otro (Peberdy, 1979). Es decir, se puede recombinar

informacion genética que de otra forma no podria ocurrir en la naturaleza. Este sistema permite

D de incompatibilidad vegetativa que pudieran presentarse entre los hongos

los pr

(Wagemann-Budde y Schauz, 1991) y las barreras biol6gicas que existen entre diferentes géneros

y especies de plantas.

Para poder llevar a cabo los estudios de fusién es nec ia la ob i6n de protopiastos
que son célul T istas de pared por la accion de las enzimas liticas (Anné, 1983). Los
protoplastos rep entidades organizedas con un metabolismo activo y transferencia de

i un modelo inter para a cabo estudios

energia (Davis, 1985), por lo que
bioquimicos y morfolégicos en los hongos. En estos organismos ias pobiaciones de protoplastos
[ ogé con respecto a fos org que contienen y son capaces de regenerar

P ser

P

a células normales cuando se encuentran en los medios adecuados (Bos, 1985).

Ha sido observado que aun la sola formacion y regeneracion de protoplastos puede dar

lugar a modificaciones en las cepas, como en el hongo Robillarde sp. en dénde se i nté en
una de ias cepas regeneradas, 8 veces la producccién de gl sa, 20 v la B-
il con increr en la prod ion de

glucosidasa, 4 veces la xilanasa y 5 veces la aw
ifica (K bara, 1989). También se obtuvo entre los

biomasa y también de la actividad D
protoplastos regenerados de T. reesedé una cepa que inci 620V s la pr 6n de B-

glucosidasas (Kolar et al., 1985).

Por la capacikiad de regeneracion de los protoplastios, también su obtencion ha sido
aplicada en la identificacion bioquimica de los comp de |a pared celular de Schizophilium
commune, (Sentandrew, 1983). Los protoplastos también son utilizados para introducir proteinas
via liposomas en MHansenuls polymorpha (Duoma et al., 1990) y para estudiar las transmisiones




de virus entre hongos, de esta v se 6 Que los virus pueden ser transmitidos de una

especio a otra en Aspergillus (Liang-Pingyan y Chen Kaiying, 1987)

La fusion de protop es licada en estudios genéticos bésicos. En Aspergifius

nidulens se realizé la fusion de protoplastos entre cep que p on | patibilidad

vegetativa, que es controlada por genes 1 ninados het, a fin investigar su niumero y
localizaciéon en flos hibridos (Dajles y Croft, 1990). La dominancia de las relaciones
virulencia/avirulencia en hibridos intraespecie del hongo patégeno de piantas ha sido estudiada en
el hongo Fluvie fulva (Talbot et al., 1988) y también se ha realizado el mapeo genético a través

deo la fusion pecie de p del gé Nicotiana (Medgyesy et al., 198S5).

Las aplicacion practica mas importante de (a fusion de protoplastos es el mejoramiento
genético de cepas (Peberdy, 1991; Didek-Brumec et al., 1983). Llama la atencion, un hibrido
obtenido a través de la fusion intergendrica entre las bacterias CeluNomonas sp. y BaciNus
subtilis, que como caracteristica nueva presenta la actividad de BG-glucosidasa en forma

extracelular que antes no tenia (Gokhale et al., 1984). En hongos filamentosos se ha lievado a

cabo la fusion de p P S para mej la produccion del antibidtico penicilina en hibridos

interespecie de Penicillium chrysogenum y Peniclllium stoloniferum (Anné, 1082), Ia
produccion de B-gluc on Asperpilius niger (Hoh et al. 1992), el mejoramiento de

Trichoderma harzani como agente biocontrol contra patégenos de piantas (Pe'er, y Chet,

1990) y ia actividad lipolitica en hibridos intraespecie de PeniciNium caseicolum (Reymond, et al.

1988). También la fusion de protoplastos ha sido aplicada para el b to de P

industriaies que son utilizadas para la elab ion de alir f el sake, miso, y
salsa de soya en donde se requiere |a participacion de varias enzimas (IJshijlml. 1993). Se han
obtenido hibridos que producen mayor actividad de proteasa, amilasa y peptidasa que cusiquiera
de Ias dos cepas progenitoras (Ushijima et al. 1990a). Es importante mencionar que en los

estudios de Ia fusién de protoplastos se p id ifi las . qQue se pr o el
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ciclo parasexual como el heterocarion y el diploide que pueden ser estables o inestables (Ogawa

et al. 1988 ; Ushijima et al., 1990b).

de

s ha mostrado ventajas para lograr el j
ios reportes de su aplicacion en sistemas como el

La fusion de pr P

multienziméticos, sin bargo, son

celulolitico y el xilanolitico. En hongos pectinoliticos,
d ion del si pectinolitico por fusién de protoplastos.

No existen reportes concernientes

especificamente a i 18 pt

Debido a que ia fusion de protoplastos es una alternativa que no ha sido explorada para el

j i de sist pectinoliticos en hongos, se propuso estudiar ia fusiéon de protopiastos

de Asperpitius sp. CH-Y-1043 con otra especie del género Aspergidus productora de pectinasas,
ya que de esta manera se podria hacer posible ia obtencion de nuevas cepas por fusion genética,

que produjeran sistemnas pectinoliticos con nuevas proporciones de componentes pectinoliticos.

ANTECEDENTES INMEDIATOS

En la cepe Aspergilius sp. CH-Y-1043 han sido identificadas cuando menos cuatro

actividades pectinoliticas extracelulares diferentes al ser cultivada en pectina y en materiales

celuldsicos. Se ha reportado I|a presencia de actividades de endopectinasa (endo-P),
exopectinasa (exo-P), pectina-tiasa (PL) y pectinaesterasa (PE) (Aguilar y HMHuitrén,
1986,1987.1900; Larios ot al., 1989; Solis et al. 1900 y Deigado et al. 1993). Esta cepa ha

d i6n de i a8 Y : presenta pocos

P

demostrado tener potencial para la pr
por lo que es capaz de crecer en un medio simpie a base de sales

req i nutrici
industriales y agua de ia Hlave; produce mayor actividad de poligalactur a37°Cquea

20 °C, (o cual puede tener ventajas en pr a gran la, porque 108 costos de enfriamiento
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6 que Aspergiius sp. produce mayor actividad
riales sin pretratamiento que cuando

den ser reducidos. Larios et al. (1989) d

de pecti > es crecido en d hos agroir
&xi de enzimas se lleva acabo en

Ademas, le actividad

"

©s crecido en sSustratos puros y que Ia p
valores extremos de pH (2.8), lo cual puede inhibir e}

especifica de los fitrados libres de células es mayor Que |18 que presentan alguna preparaciones
cti en

comerciales ( Saval et al. 1982; Saval y Huitron, 1983). También se han P
a los que se producen en matraz agitado.

fermentador de 1000 L con rendimi S v

Asperpifus sp. CH-Y-1043 fue aislado y seleccionado a partir de muestras de suelo de

de Yucatén por su aita prod 6n de pecti ya que
i6n de endopecti

una zona h q del
son ias pectinasas de mayor aplicacién industrial (Saval, 1985). La prod
y pectina liasas se favorece por el uso de pectinas altamente metoxiladas, i0 cual indica que estén

presentes enzimas del grupo de las polimetiigalacturonasas (Aguiler et al. 1991; Deligado et al.
ligal; ha sido d en el ¢
o conidias). Entre un 35 % y un S0 % puede ser liberada a!

odi Har y

1993). La produccion de P

hidh iada a células (miceli

medio a diferentes valores de pH, por la adicion de detergentes o de enzimas liticas (Aguilar y

Huitron, 1993). Se demostrd una actividad constitutiva de exopoligatacturonasa cuando

Aspergiius sp. CH-Y-1043 se crecié en glucosa, sacarosa, acido galacturonico y glicerol (Aguilar
y Huitrén, 1990). La produccién de pectinasas en Aspergilius sp. CH-Y-1043 ha demostrado ser
inducible por pectina y sensible a represion catabdlica por los productos de la degradacion de ia

pectina que son acumulados durante la fermentacion (Aguilar y Huitrén, 1987). La aplicacion de un

sistema de cuitivo alim > en donde se | (1] i de p y en se
evité la acumuiacion de grupos red 3 6 10 veces ia produccion de pectinasas
(Aguilar y Huitron, 1988). La ¢! @l #cido galacturéni y el gl | ejercen una fuerte

presio bdélica en ia de endo y poligalact al ser adicionadas al medio

con pectina (Aguilar y Huitron, 1987; Solis et al., 1990.)
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AspergiNus sp. CH-Y-1043 en la producciéon de

Debido al pot ial que p
pectinasas, en el iab hay és en su o} i genéti a fin de buscar nuevas
que sstén mejoradas en su capacidad pectinolitica, a través de 1a fusién de p Pl con
Aspargitius Navipes ATCC-18798. Esta ceps bién prod dopecti y pecti

Pero pressnta mayor actividad de pectina lissa bsjo ciertas condiciones del cultivo (Ortiz, 1991)

OBJETIVO
En base a lo anteriormente citado, el objetivo de este trabsjo esta
de hibridos interespecie de Aspergiius sp. CH-Y-1043 y Aspergilius flavipes ATCC-18798 que

sean sobreproductores de pectinasas, en particular de aquellos que presenten una alta produccion

de endopectinasas y peciina liasas.
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8. SOLIS. M.E. FLORES AND C. HUITRON. 1996. Protoplast release in pectinolytic strain
mutants of .dspergillus sp. CH-Y-1043 (A13) and . Ispergillus flavipes ATCC-16795 (F7) is

described. Optimum yield of protoplasts Al

commercially Ixvtic enzyxmes of Trichoderma harzanium (2 mg mi

3 was obtained in a lapse of ! h when

="y were added in 0-05 mol

- cilrate-pilosphale buffer pH 5-0 containing 0-7 mol 1! KCl and 10 mg mi~' BSA.
Best results in F7 were obtained when the protoplasting system of Al3 was supplemented

with 10 mg ml

. Aurenbasidium sp. Istic enzymes. Isolated protoplasts in A13 and F7

were capable of a high regencration frequency of 87% and 33%0 when 0:7 mol 1-' KCI and
sorbito] were used as osmotic stabilizers. Endo-P, Exo-P and pectin lyase production

were not modified during the process of regeneration.

INTRODUCTION

Microbial pectinases play an important role within the food
industry. Their usc is essenatial in the process of extraction
and clarification of fruit juices (Fogarty and Kelly 1983
Pilknik and Voragen 1993). Commercial preparations of pec-
tic enzymes used in food processing mainly come from fungal
sources, particularly from the genus . dspergillus. We have
presiously reported the production of eatracellular pectinases
from the fungus . dspergillus sp. CH-Y-1043 which we isolated
from the Mayan state of Yucatan (Saval ¢z «/. 1982; Saial
and Huitron 1983 ; Huitron ez a/. 1984). This micro-organism
grows better at 37°C (Saval and Huitron 1983 Larios of al.
1989) on puctin or materials containing poectin, and produces
a pectinolytic system formed by ar least four extracellular
€\ pes of poctinolytic ensymes: '] ‘tinases, exo-poctin-
ases, pectin lvase and pectin estcrase (Saval and Huitron
1983 ; Aguilar and Huitron 1987 ; Larios ¢z o/. 1989 Aguilar
et al. 1991 ; Delgado et al. 1993).

Strain improvement programs for industrially relevant
species ha e traditionally involved mutagenesis and sclection,
Currently, the use of protoplasts is important for genctic
fusion (Pcberdy 1991) and transformation (Curragh ¢ al.
1992) and often plays an cssential role in strain improsement
(Ogawna e al. l989 Pe'er and Chet 1990). We are interested

in ¥ P from pectinolstic fungi because the

Cmrnpwul. wee 1o: Dv Carlos Huitrin, Depariment of Biviechnolugy.
of B dical Rescarch, N l Lniversizy of Mexico,

LN AN AP 70228, Mexico, D.F. 04310 Mexico.

pcclmnl\ tic system is complex and consists of different enzy-
matic components. Then it might be possible to obtain new
strains by genctic fusion producing pectinoly tic sy stems con-~
sisting of novel proportions of enzy matic componunts.

Protoplast tusion requires an cfficient procedure for pro-
toplast isolation and regeneration (Anjani-Kumari and Panda
1992 ; Hashiba 1992). On the other hand, as far as we know,
there arc no rcports on the isolation of protoplasts from
pectinolytic fungi. The present report describes the con-
ditions for the isolation, regencration and pectinase pro-
duction of protoplasts regenerated from _Aspergillus sp. CH-
Y-1043 and .Aipergillus flazvipes A TCC-16795.

MATERIALS AND METHODS

Micro-organisms

. The micro-organisms used in this work were dspergilius sp

CH-Y-1043 wild-type strain previously isolated in our lab-
oratory (Saval and Huitron 1983) and . Ispergilius flavipes
ATCC-16795 wild-type strain. Both produce estracellular
pectinolytic activities. . fsperaillus A 13 (adenosine ausotrophic
mutant) and . 1. fuzipes F7 were derived from . dspergillus sp.
CH-Y-1043 and from _A. flazipes ATCC-16795 respectively.

Media
Potato dexlrose agar medium (PDA) was used for wild strain
prop ion. Mi 1 di (MND) J (W/v): 2%

© 1996 The Society for Applied Bacteriology
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fetined axs the of uhuh (] 2 the

ity of the ¢ i ] b\ 3000, i
" was -lucrmmu.l by quantification uf the I:bualcd
reducing groups from poctin as was previously reported (Agu-
ilar and Huitron 1987). Once unit (L) was defined as the
amount of cnzynw which catalyses the formation of a 1 gmol
of galacturonic acid cquivatenes h~' pH 3:0. Pectin lyase
activity was determined by monitoring the increase in absorb-
ance at 235, One unit (L) was defined as the amount of
cazyme that produces an incrcase in absorbance of 0-1 at
235 nm in the rcaction mixture under the reported assay
conditions (Delgado ¢f «l. 1993).

RESULTS AND DISCUSSION

With IM .mn ol ubummg guu.lu markers to be used in futurc

exper ized Aspergillus sp.
(.H—\ 1043 and . 4spergillus, jluupa Al l'CC-lo79> spores with
NTG. One adenosine requiring mutant was sclected from
Aspergillns sp. and named A13, and onc lysine auxotroph was
obtained from . 4. futipes and named F7. Both mutants were
stable since they presented lou reversion  frequencies,
2x1077 and 4 x 1077, iy. The ins . dspergillus
sp. and .. Huvipes were sclccu-d as guod pectinolytic cnzyme
prod % and th € we Sered it important to evalu-
ate the 7 B of d (endo-P) of auxo-
trophic mutants, since lhetc are of major importance in
industry. As shown in Figs 1a and 1b, Al3 mutant yvield was
slight!ly lower than that obtained with . dspergilius sp. and the

2 2
(-] ~
T

activity (Ui’
-]
[ ]
1}

o8-
[ 2 3ol
o2
S | —
24 72 120 24 72 120
Time (h)
'l..l‘" pare ul' dor-p activity production by wild
and i uupecnn O. Aspergillus
p. CH-Y-1043; @. Al3 ' A Asperg ATCC-
16795; 4. F7 mutsne
© 1996 The

F7 mutant production profile was similar to the wild-type
slum They vurc grown under the same culture conditions
pec d with ad i or lysine). These
results, mgcnhu with the observation that mutants show
similar growth to parcntal strains (data not shown), indicated
that the murants preserved their growth and endopectinolytic
production capacity.
There are 3 number of important factors which influence

x10°mi

Protoplast released
x10'ml”
N
T

1 mr!

Time (h)
#ig. 3 Effcct of the Iytic 2 and i bil on

protoplast relcase from -l:prrulhu sp. (A13). Lytic enzymes used
were from: (a) . 4:pnpllm spccn-s (b) -lnlnrulmurr Juteus ; and
(<) Trichoderma A. il 07 moll~?

used were: O, KCI. @, .\uso.. &.NHC
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Fig. 3 Microphatographs in phasc-contrast (.n 40 %) of
protoplast released from (a) L dspergillus sp. (A13) and (b) cdspergillus

Havipes (KF7)

on, i.c. organisms, lytic enzyme
stabilizers and othe In this scnse, we
ions for protoplast obtention and regen-
murants.

fungal protoplas
stems, osmoti
established the cond
eration tor Aspergillfus sp. ade™ and A, fluvipes |
Figure 2 shows the number of protoplasts released from A3
mycclium treated with three Iytic cnzyme systems and KO
MgSO, and Ni l4(.l -l\ usmutu; stabili ximum release
of prot t with Vrichoaderma harzaninm
enzymes \\hu.h tded 145 x 10° protoplasts ml ' afier 3 h
incubation with KCl or MgSO, (¥ig. 2¢), .Adrthrabacter tuteus
enzymes produced 4 x 10* ml ™! protoplasts with KClin 2 h
(Fig. 2b) and the highest yicld with Aspergillus enzymes was
5x 10" mi~!' with KCl or MgSO, (Fig. 2a). Some authors
have reported that protealytic activity present in lytic enzyme
systems affeets protoplast yvicld and regencerarion capaci
(Mann and Jetfery 1986 ; Kitamoto 1988). In our case, the
addition of 10 mg ml * of bovine serum albumin (BSA) o
the protoplast forming s
1o 85> 10° nnl
Our results agree with other studic
enzymes, commonidy Imuvan as Novoz
very efticient in the ob of fung

in which 77. harzaninm
ym 234, proved to be
I (Collings

© 1996 The i for App!

et al. 1988). Previous reports state that fungal protoplast
abrention requires the presence of chitinases (Shandu ez of.
1989 ; Hashiba 1992), which could explain the satisfactory
function of the Trichaiferma enzyme mixture, since the chi-
tinase content of this mixture is high.

Table 1 presents the results obrained during the protoplase
formation ot the L flavipes F7 strain. These were more
difficult 1o release and we had 1o use seven Iy cnzyme
mixtue We obtained 2:75 x 10° protoplasts ml ~! with lytic
enzymes trom the cellulolytic s cast-like fungus . durcobasidinm
AM-1018 (10 mgml ) produced in this laboratory. No
signiticant differences were observed hn.l\\ cen added osmotic
stabilizers. "This number increased to 2 x 10" mi~ ! with the
addition of 7r. harsanium enzymes (2 mg ml ') for 2 h. It
should also be mentioned that when 7r. harseniiom cnzymes
were added on their own to 7 mycclium, no protoplases
were observed even after 5 h ofincubation. Both Al3 and F7
ts were observed with a phase contrast microscope
sographed (Fig, 3) and, as shown, Cfspergiflus sp. A3
protoplasts are smaller than L flavipes ¥7 protoplasts. “The
fact that Adurcobusidinm cnzymes were efficient to obtin
Aspergilius flavipes F7 protoplasts is interesting, since there

100 —

80

60 [~

Regeneration frequency (%)

20 —

oL—mmm i

Glucose NaGl  KCi  NH.Cl Sucross Sorbitol

Fig. 4 ritcer o ismatic stabilizers on regencration frequency of
protoplasts from dspergitius sp. (A13) (@) aond Aspergillus flavipes
(°7) (B3). Pratoplasts trom buth streins were regenerated on
SMM media at 37°C ancd 29°C respectively

. Lettars in Applied Microbiology 23, 36-42
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Table ¥ Influcnce of Ixtic system and

Osmatic Incub, L4 b stabilizer on
Loy tic enzy e Concentration  stabilizers time L ] plast release from . dipergillus
rource (mgml ) G7Tmall™") (Y] (xml~") _/Iu.n[u-x (F7)
<Anrenbusidinm op. 10+2 | &) 2 2-0 x< 10"
CV-NMAAOIN + Trichodcrma .
Aarzanium
Aurcwbassdinm xp. 0 [ (oi} 3 278 x 10*
CH-M-1018 MySO, 3 2-4 x 10*

NH.C a 2-1 =10
A, niger + Helis pomatia 30+ 10 [ 4 2210

MgSO, 4 18 x< 10"

NH.QO + 1-5 = 10*
-spergillus species 2 | o} s o

\MgSO, 5 o

NH.C 5 (]
Tr. harzuninm 2 KQ (1] [}

NMgSO, 4] o

NHO o (]
Tr. harzanium + | =] E] o

MgSO, 5 o

NH.Q1 3 L]
Arthrobacter Iutens 4 | St} 5 o

MgSO, 5 [\]

NH.CO 5 [\]

Nycclia (200 mg) \nuc incubated i in [+ X 0: mul 1= citeate-phosphate buffer (pH 5-0) containing

Iy

¢ enzyoaws and

are no previous reports to our knowledge on the i

at 37°C and 100 rev min~

of Iytic enzymes of the yeast-like fungus . furcobasidium to
the prod of fil fungi p pl We have
dctected in cell-free filtrates of this organism extraccllular
enzymes such as cellulases measurcd as CMCase and filier

activity, xyl and p-gi id (Larios ¢1 al.
1982). Recently we have also detecred endo- and exo-pec-
nm:lync aunlt\.

3 £

v differences between
strains and specics are often found and regeneration is also
affected by scveral physical factors including the naturc of the
culture medium and the mcnotu: slalnllzer (Hashiba l992) In
this sense, we lished the di for reg of
Al13 and F7 protoplasts. These re regenerated in MM
containing different osmotic stabilizers. As shown in Fig.
4, Aspergillus sp. A3 p did not rep in the
presence of glucose, sodium chloride or sucrose, while in KCl
regencration rose to 87%, and in NH,CI regeneration was
63%. On the contrary, the only osmotic stabilizer which

© 1998 The

pr d rcgeneration of the F7 strain was sorbitol (53%0).
It must be cmphasized that the regencration frequencics
obtained in the present study are higher than those reported
for other species of .4spergillus, such as 4. oryzae, 4. amamori
and A. sojae, which oscillate between 10 and 30%0 (Ogawa o1
«l. 1988 ; Kivohara et al. 1990 Ushigima ¢ al. 1990) The
causes for these freq Y variati of regx ation
fungi of differcnt of have not been
dlsco\ered vet; however, it lus becn observed that protoplssts
b d in shortexp ¢ times to Ivtic enzymes have greater
capacity 10 regenerate than those which have been in contact
with these enzymes fur longer periods, since the membrane
ulubl:lobc‘ ged (L.aksh 'and(“ dra 1993). The
incd after reg 1! were also
analysed as to their reversion frequenc\ to thc original pheno-
type and these were of the order of 10-7 for Al3 and F7,
very similar to those ob d for spores, which indicates that
the fo and of p! pl has no
cffect on the sulnlu\ of the muunon in both strains.

for Applied B, QJy. Letters in Applie 23, 3842



PROTOPLASTS FROM PECTINOLYTIC FUNG!I &%

Table 2 Endo-purtinase (Fado-P),
-.‘u-pnumanc (Eao-P) and pectin hvase (PL)
by

Pectinolytic activity

nd
.l-prrmllm u’a AP
grown on 1 kmon pocl as sole carbon
source

Endo-P Exo-P PL
Straing Requirements (L") (T mi—") (Tt~
Aspergrllus sp. Prowotroph 32 841 490
]
ade ™ 329 480 3as
ade ™ 2:99 829 400
Prototroph 791 79 726
lys~ 7-80 680 700
Regenerated F-7 Iys™ 764 7-64 741

\lanllﬂ\l were grown in lemon pr:l and incubatcd at 37°C or 29°C as specified in

ials and M

Enzyme d i were performed st 120 h for Endo-P and

Exo-P, and at 72 h for PL.

[ (3 Ilal becn reported that the simple event of protoplast
¢ i can modify a strain cither by

PP

. ) o',. inishing its resi o
inga mnc variation or by the p of an
antibiotic (Yamashita e2 al. 1985; Hotta n al. 1988). On
the other hand. the mlpm\ement in ccllulase production
by of Robillarda Y-20 has also been

by caus-

R. Pérez for ccllulolytic enzyme producnon Thanks are
cxtended to J. Aviléz and E. Vizq for p and
graphic work. This work was supported |n part b\ a grant
from Programa de Apoyo a las divisiones de Posgrado,
UNAN, project D/CCH/9262.
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Improvement of pectinase production by interspecific

hybrids of Aspergilius strains
8. Seolle, ':'!_ Flores and c.“ Hu:'w_én

oy. &
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L ty of M UNAM, M
plast fusion ind d by polyethylene
phi of pectinolytic fungi Aspergilius

glycol and Ca?*, was performed b

p. CH-Y-IO‘J (AIJ) -dc' -nd A:pr‘rllm,hw)a ATCC—IO?OS (F2) bs—. I’lotouophlc
i The

2
wers de d on

and pr P

) medium with a funon frequency of m x 10-3,

was low and ranged from

ion fi ofthe in spo!

2~0 lo 4-0x 10-. l-‘our prototrop)uc hybrids (HH, HE HF and HJ) exhibited enhanced

jon of end

and pectin-lysse. The highest production was observed

in HJ ; maximum sctivities were 150 snd 16096 respectively, whercas the exo-
pectinase production was similsr to the wild-type strain Aspergilius sp. CH-Y-1043.
Hybrid HJ showed the greatest growth ; nevertheless, specific endo-pectinase and pectin-
lyase activities were higher in all hybrids than those produced by the wild-type strains.

INTRODUCTION
Degradstion of the polysaccharide pectin requires the par-

sicipation otdllfemt Yy wh-ch P the p
are widely used in

l"k analei.

the industrial procaun‘ of l'rmls -nd ve‘cnblu (Fogarty and

Kelly 1983 ; Pullmnl: lnd Vorsg: 993). rgillus species sre

used for p cp on cial scale, pecislly
4. llu niger, b it prod several Yy ic com-~

pel\cnu such as endo- and exo—polynl-cmronm (PG), pec-
tin-lyase (PL), pectin (PE) and olig

(OQ).
We have been working with the fungus Aspergil/us sp. CH-

Y-1043 isolsted from s pical zone in the southeast of
Mexico. This strain grows better st 37°C in s simple medium
contsining pectin or lemon peel as sole carbon source (Saval
o al. l’CJ A‘\lilu lnd Hulttﬁl l’“ Laerios ez al. 1989) and

ytic sy which sh at
lenn four ncuvui. endo snd exo PG, PL., snd PE (Aguilar
and Huitron 1987, 1990; Aguilar ¢z o/. 1991 ; Delgado e

"ol I”J) Since qu'galln sp. CH-Y-1043 pmduc- higher
Bular PeCti] miwqwhmitmwonkmon

’-llh.non, in, it is Uy "l’orlun‘alc

i from agroi There-
lhn. the .amie improvement of this nnm is important.
= D Corlas Mei O o Diosech

Mn e T teaneicn of Mvioes Srvan,

“.h-lm&ﬂﬂ.mw

© 1997 The for Applied 4

Protoplast fusion has been established as a mesns of trans-
ferring genetic informastion, and provides an adequate method
for genetic -mly:u and nnm impvo\unent (Pcberdy 1989,
1991), Ob ing new per-
ticularly or the genus Aspergillus, with better production of
, as well a3 citric acid, has been
repoﬂed (Hoh et al. 1992 ; Ushijima 1993), but as far as we
know there are not reports specnﬁc-ll) eoncermn. the incresse

of pecti prod by p As
mentioned before. we sre mutened in lmprovm. the pec-
d 1 ipergillus

tinsse p by
sp. CH-Y—IO‘J lnd Aam:lln Slevipes A1‘CC-I6795 We

recently reported the isolation and regeneration of protoplasts
from these two strains (Solis ¢7 o/. 1998). 'n.e pr.ult study
reports the results of i ific

Aspergillus sp. CH-Y-1043 and AWI-: Savipes ATCC-
16795 and the characterization of hybrids with respect to

their pectinase production profiles.

MATERIALS AND METHODS

Strains
Amnllu op. CH-Y-1043 wild-type strsin (wlmc spores)
snd Aspergillus flavipes ATOC-IGNS wil‘—cypc strain (bn-n
The

spores) were used rs pi
mutsnts derived from them m Aspergilius A13 ade” m‘
A. flavipes FY i1ys (Solis es al. 1996).
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Media and culture conditions

For propagstion, parental cells were routinely grown on
potato dextrose sgar plates (PDA) st 37°C (Aspergillus lp)
and 29°C (4. flavipes). The ins were g
complete medium (CN) containing (w/v) : 296 glucose, 0'.!%
yeast extract (Difco) and 0-396 bactopeptone (Difco) snd 2%

Minimal medium (MAM) contained (w/v): 2% glucose,
0-1% K,HPO,, 0:05% MgSO,.7H,0, 0:05% KC1, 0.001%
FeSO,, 0:39% NaNO,; and 296 bactosgar. The pH was

medium and were inoculated with 40 ml of a spocre sus-
pemnon ol'eu:h strain (5-0 total optkal density at $40 nm). All
i in a shaki (New Br
Sclennﬁc Co USA), 200 rev min—"* foe 120 h st 37°C, md
A, flavip all"c Sasmples of 10-0 ml were withdrawn esch
24 h dutin' fe ion and i distely filtered through
Millipore membranes of 0-4S um pore size. These cell-free
filerates were med for myln-ne sssays. The pellet was used

for mycelial p

adjusted te 4-S with 2 mol ~' H,;SO,. Enzyme prod:

medium (EP) contsined (w/v): 0-29 (NH.).SO.. 0-2%
KHPO, and 0:29% K,HPO, and 19 lemon peel 3s sole
carbon source (sterilized separstely). The initial pH was 3-0.

Protoplast solation and fusion

ANutant spores Al3 sde™ and F7 lys— (10°) were used to
inoculate 100 mi of liquid CM contained in 500 m! flasks and
incubeted at 200 rev min—" for 18 h (Al13) and 24 h (F7).
Mycelis were harvested by centrifugation and washed twice
with distilled water. Protoplasting was performed using 200
mg of wet mycelia in 5:0 ml of citrate—phosphate buffer (0-05
mol I-'), pH 50 lupplememed with 07 mol 1-' KCl as
osmotic stabilizer. Trichede jumw lytic Y wese
added at conccnmnon 2 mg mi-*; nl’ter that, mycehum

Enzymatic Y
Endo-pectinsscs wee determined by reduction of viscosity of
8 196 pectin solution st 30°C and pH 4-2, using an Ostwald
Viscotimeter as pnvnoully described (thm 3 -l 19.9) One
unit (U) was defined as the of Yy
the initial vi ity of the p lution by $509%. Exo-
pectinase activity was determined by quantification of the
liberated reducing groups from pectin as previously reported
(Aguilar and Huitrén 1986). One unit (U) was defined as the
amount of enzyme which catalyses the formstion of 1 umol
of galacturonic acid equivslents h=" at pH 5-0. Pectin lyase
activity was determined by monitoring the increase in absorb-
ance at 235 nm under the reportied assay conditions: 196
pectin, Tris-HCI buffer pH 88, 40°C, 2 h (Delgsdo ¢s ol.
1993). One unit (U) was defined as the amount of enzyme
hich d an incresse in absorbance of 01 st 235 nm

were i 1 n 37°C on s shak
d with

at 100 rev min—". P formation was
phase contrast microocopy (Nikkon micraoscope) at 8 mag-~
nification of x 40. After enzyme cell wall digestion, proto-
plasts were filtered through cotton, washed with buffer
citrate—phosphate with KCl snd centrifuged for 10 min st
100 g. P, 1 were ¥ pended in 1-0 ml of the same
buffer. Ptolophsl fusion was carried out as foilows: proto-
plast suspensions (10*) of each ph were d and
centrifuged for 10 min at 500 g. Pelleted protoplasts were
resuspended in 1-0 ml of s solution containing (w/v) 30%
polyethylene glycol (PEG) MW 3335 and 0-01 mol 1~' CaCl,
in 0-05 mol 1-"' glycine-NasOH buffer, pH 7-5. After 10
min of incubation at room P e, the ion was
washed with 0-0S mo} 1 cm'ltephotp!ule buffer pH $0
with 0-7 mol 1-' KCQ1, nml centrifuged for 10 min at 500 g.
The sedi d were ded in the same
buf¥fer and serisl dilutions were prepared -nd plated for regen-
eration on MM and CM contsining 0-35 mol 1~* for both
. KCI and sorbitol. These plates were incubated st 29°C for §
d. Fusion fr was defined as the ratio of number of
colonies which dcveloped on MM with respect to CM plates.

Enzyme production conditions

Experiments were performed with psrental and hybrid straing
in 500 ml Erlenmeyer flasks, esch containing 200 m! of EP

in the re-cnon mixture.

Mycelial protein

‘The mycelial peliet was resuspended in 2-0 ml) of 1096 tri-
chloroacetic acid and stored oserm‘ht at 4°C. The samples
were homo‘em-»-d fcr 15 min, and !atcr centrifuged for 15
min st 1400 g. P was 1 ded in 0-66 mol 1"
NasOH. Aliquots of 02 ml were used for protein deter-
mination by the Lowry method with bovine serum albumin
(BSA) asstandsrd (Lowry ez #/. 1951). After reaction, samples
were centrifuged for 10 min at 1400 g sand their absorbance
at 590 nm was measured.

RESULTS AND DISCUSSION

‘To improve pectinolytic enzyme production interspecific
protoplast fusion between Aspergilius sp. A13 (ade™) and
Aspergillus flavipes F7 (lys™) with polyethylene glycol (PEB
3335) was performed. Figure 1 shows a microphotogrsphy of

the fusi i snd p pl of both strains which
[, ined together during b D Aher fusi

phi k P ion was found since pro-

hi Joni d and were isolsted on minimal

medium containing "KCl and sorbitol. Colonies -ppeumc
were presumed to be hybrids, since both parentsl strains were

for A 0y, Lefters in Apphed AMicrobiclogy 26, 000000
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INTERSPECIFIC PECTINOLYTIC HYBRIOS 3

Fl. 1 Mkn:phomﬂ:phy of the fusion
from
Amlln p. Al) and Aspergillus
Flin

u:;ucopy Ampl-ﬁunonm (a)
x 40, and (b) x 100

auxotrophic and could not grow on minimal medium. The

“ilitythu, phi colony devel may be due
to of phi ! is not very likely,
since the i 'y m both ins was very low

(204-0x10"") as -hown in Table 1. We obuined an inter-
specific fusion frequency of 1-0 x w-' (T-ble 1), which u
higher than reported in other of

Aspergillus species, for fusi fe of 0-2—
2-1 5 10~* was obtained between A orysee and A. sejae auxo-
trophic mutants (Ushijima 1991). Also, 10-°-10* fusion
frequencies between 4. wiger and A. oryzae have been
reponed (Plll'ylll and Kuym‘ 1987). The nmenpec.ﬁc pro-

A. nidulans and A. fumig

was of the order of 10~* (Ferem:zy et al. 1977). In contrast,
the frequencies obuained in this study are similar to those
reported for interspecific funons between Aspergillus nidulans
FGSC 407 and seven of Aspergilius rugule Q-
3 x 10~?) (Kevei and Peberdy 1984). In the work presented
here the freq fusion with PEG (0'S x 10°%) clearly
shows the importance of this compound also in protoplast
fusion between Aspergilius sp. Al3 and A. flevipes F7 (Table

o 4

1). All p hi
many nme- in MM with the aim of -elecnng more stables
hybrids. Only 13 were selected, these were mwn on lemon
peel at 29°C and 37°C to eval ion and
were compared with wild-type strains of A;mdhu sp. CH-
Y-1043 and Aspergilius Sovipes ATCC-16795. As shown in
Fig. 2a, at 72 h and 37°C nine hybrids exhibited similar
production to the largest producer. and four hybrids nlmed
HH, HF, mandHEd: play

than both ins. Hi , this diffe was not obeerved
at 29°C (Fig. 2b), therefore, the four hybrids were selected
for further studies.

‘These results led us to follow the kinetics, not only of
endo-pectinase but also pectin-lyase and exo-pectinase pro-
duction of wild-type strains and hybrids (HH, HF, HJ, HE)
grown on MP medium containing lemon peel st 37°C. Figure
3a shows that endo-pectinase pr ion was detected after
24 h of fermentation in Aspergillus sp. CH-Y-1043 and pro-
ceceded linearly until § d. Endopectinolytic activity pro-
duction by A. flavipes ATCC-16795 was slso detected at 24
h but reached only 6:5 U ml—! at 120 h while the other strain

Table 3 Properties of the
auxotrophic mutant strains Spore Protoplast
and fusion freq Mutant Spore reversion reversion Fusion
strains colour Phenotype freq £
Aspevgillus Al3 white  sde™ 20x10"7 40x18 10102
(with PEG)
A. flavipes F7 brown  lys— 30x10"7 20x10~7 05 x 10-®
(without PEG)
] o fin was defined as the ratio of ber of p 4 in mini

plates. For protoplast n-pnention, KCI was sdded for A13

nnd-wbwolhrﬁhmhuwnmmo7nmll"
@ 1987 The Sociaty for Applied Bacierioiogy, Lelers in Appled Microbiclogy 84, 000-000
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o

Endo-pactinase (U me")

'cnvruA.co:'anlaxLu

Fig. 2 Comperi: of end lytic activity producti
among hybeids, Aspergilius sp. CI-Y-1043 and Aspergil/us flavipes
ATTC-16798 grown on lemon feel for 72 h at (a) 37°C and (b)

29°C

produced 23-0 U ml—*. Higher activity was observed after 48
h of fermentation in hybrids with respect to Aspergilius sp.
CH-Y-1043. Endo-pectinase production at 120 h was 1302%%
in HH, HE and HF, but in HJ it was 150% with respect to
the same wild-type strain (Fig. 3a). Pectin-lyase production
was also higher in hybrids HE and HJ (211~-2229%) at 48 h,
and at 72 b of culture, HJ. HE, HF and HH showed 155,
138, 118 and 119 resp ly in relation to Aspergillus sp.

as L—- (@) (b)
—1 400
3o 200 >
2
ekl 200
|3
2 K
20— 100
1. o
0 o _
& o
10} . s
[ ]
8 4
J 2
P SR N R | TR [ W S N PY
[ 1 2 3 4 S50 1 2 3 4 8
Time (d)}
profiles of A. illus sp. CH~Y-

Fig. 3 Pectinolytic prod
1043 (@), Aspergillus flavipes ATCC-16798 (D). hybﬂd H)

(©), hybrid HE (@), Hybrid HH (V) and hybrid HF (W)
grown on 196 lemon peel. All valucs are the mean of three

determinations

(12-8 U mg”') which indicates lhat or.her f-ctors are probably
activity

also involved in the rise of sp

and that this is not only due to an increase m growth.
Table 2 also shows that the other three hybrids displayed

a greater specific endo-pectinasc activity than the wild-type

strains of Aspergillus sp. CH-Y-1043 and 4. flavipes ATCC-

16795, even though they showed less growth than HJ. With

activity, hybrids HJ and HE

ly
CH-Y-~-1043 (Fig. 3b). After this time, a fall in p in-lyase
activity was observed, which could be due to proteolytic

p to the pectin-ly
lhoued lpecnﬁc activities of 209 and 220 U mg~' at 72 h
ively which are 119 and 125% higher wuh mm to

dmad-uon. as observed in other sp of genus Aspergillus.
in-lyases to the action of acid prolmu

ptibility of p
which are hbmted in the medium has been reported in
Aspergilius niger (K van S. et al. 1992). On the
other hand, ion was similar in hybrids

and Aspergillus sp C‘I-I-Y-IMJ while 4. favipes presented
' lower production (Fig. 3c).

Maximal specific activities were obnined to determine if
the increases in enzymatic activity were due to more growth.
The HJ hybrid lhowod more growth unn the other uuuu
which was also r d to
However, as shown in Table 2, specific u:nvuy of HJ (ls-l
U mg™"') is higher than that of Aspergilius sp. CH-Y-1043

A _/lcwpe:, the wild-type strsin with high
(175-2 U mg™~'). On the other hand, the HH and HF -cnvmu

were slightly higher. Tnble 2 also sho“ that hybrids HE,
HH and HF had a sp activity similar to
Aspergillus sp. CH-Y-1043, but whlch is approximately half

of that obtained by A. flavipes
Theu resuhs indicate um there is an improvement of
and pecti duction and in the speci-
fic acuvny of the I'our h)bnds ol‘ these enzymas, but par-
ticularly of hybrid HJ. Thisisan xnlmn' fact regarding the
pucnul potential of un: new tn'lm in umlluhr pectinase
from ag d isl by-p At p €, the
24, 000-000
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INTERSPECIFIC PECTINOLYTIC HYBAIDS §

Table 8 Gruwth and specific pectinvlytic activities produced by hybrids and parents) strains

Mycelial Endo-pectinases Pectin-lyases Exo-pectinases
Straine (rml mi-') Umg-' prowein % Umg~' protein % U mg~' protwein %%
Awpergitine 174 129 100 1672 95 92 ss
CH-Y-1043
A. flowvipes 087 3 57 175:2 100 $-9¢ 100
ATCC-16795
Hybeid H) 215 ~ 15-8 123 2093 119 393 44
Hyboid HE 1-82 164 129 2197 128 483 54
Hybrid HH 1-87 149 116 1844 105 475 53
Hybrid HF 1-84 152 118 1858 106 474 53
Gi h and d were carried cut with samples of 120 h of fermentation on 1% lemon peel except for pectin.
lysses (72 h). -
data pr d here be pared to other pectil '_, tic Delgado, L., Trejo, B., Huitréon, C. and Aguilar, G. (1993) Pectin-
enzyme production by hybrids obuined by protopl. Iyase production by Aspergillus sp. CH-Y-1043. Applied Aficre-
because as flr as we know there are no published data on biology and Biotechnology 39, 515-519.
of p Iytic fungi. - these Ferencay, L.: Szegedi, M. and Kt\"tl. F (1976) l_m_enpeciﬁ_c pro~
t-ulu indicate that pmtoplut fusion is an important ool ;‘;"I‘::'l';':" and complementation in Aspergilli. Experimentia
to i fi the pr ot p I v Fogarty, W.M. and Kelly, C.T. (1983) Pectic enzymes. In Micredial
.""-" in fungi. Enzymes and Bistcchnology ed. Fogarty, W.M. pp. 131-182. Lon-
don : Elsevier Applied Science.
Hoh Y K., Tun. K Y. -nd Ycoh H.H. (1992) Prowpl-sl fusion of
ilius miger Applicd Bie-
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Obtencién y caracterizacién de segregantes
inducidos por la p - fluorofenilalanina en
hibridos interespecie de Aspergilius

NARA SOLIN; MARIA ELENA FLORES ¥ CARLOS HUFFRON

Depa de Bi ia, b igaciones B 1
N. ! Auta de Mi UNAM A ™. 70228. México, DF OISIO
uwlbndemmdos pecie por un haploidi s¢ uso para ot cepas establ d.
La fusion de proloplnstos se rcalizo entre las cepas pecunolmcax A.vpcrgllhu sp
CH~Y-I043 y A:pn.nllus ﬁawpe.v ATCC-16795 cuyas p de p son 37°C y 29C
yp paﬁln de -cuvndndu inoliti Inicial los Mbndos que aparecieron
en ¢l medio de ion f El i de las cepas con la p-fluorofenilalanina
¥ iti6 obe. cntre los J los insdos HL, HV, HB y HP
que i 1a prod on de end a 29 “Cy37°Cy el lcgregume HZ quc lncrcmenlé 4.5 veces la
produccion de penun- liasas cn ambas temperaturas. Estas cepas sc¢ han s de
resicmbras.

INTRODUCCION

Los hongos f' lanu.nlosos dcl géncro Aspergilluy son de cspecial interds debido a su habilidad
para y i quec son requcridas para su aplicacion cn proccsos industriales.
Entre estas enzimas, las pectinasas tiencn importancia biologica y practica por su papel en
patogéncsis de plantas (Collmer and Keen, 1986), en la maduracnon dc frutas y vegetales (Bennet and

Della Penna, 1987) y en el de >s, princip en la recup y
clarificaciéon de jugos de frutas (Voragen,l986)

Un actividad unpoﬂamc en los microorganismos productorcs de compumos de interés
i is se han ¢

industrial es el meijc i > B > de cep A través dc 1a mutagé
1} masa en Aspergillus niger (Antier et al. l993) y

sobreproductoras de la actividad endopolig:

P lisem (Jain ct al. 1990) y la poligalacturonasa dc Pemcillluln sp. (Sa_per, l974)

También han sido obtenidas transformantcs de Aspergillus niger que on la p de
dos en la prod ion dc

Ia poligalacturonasa (Bussink ct al. 1992). Nosotros s inter
pectinazas Asptrglllns sp- CH-Y-IMB cuyos filtrad imati pr al cuatro tipos
id i ina li y pectina esterasas (Larios

de acti
ct al 1989; Agmluctal 1991; Delgadoctal 1993) Comopanedelos dios del
gamdeesuoep-hnnsudoobwmdas que la prod ion de la

ronasa (Solis ct al. 1990).

Desde el punto de vista biotecnologico, si bncn cs lmponame P alt.
productomdealgumdclas que p el bién cs
i los rendimi nylaeﬁ ia de las pecti

sistema multienzimitico. En cste sentido, la fusi pl. descrita inicialmente por Peberdy
en 1979, aumenta la probabilidad de bi ion de¢ grandes segn del g de un
organismo a otro, lo cual haria factible la ¢ ferencia v expresion de seg >s de DNA que




codlﬁcaranparaunu plejo Iti imatico. La fusién dc protoplastos ha sido aplicada para ¢l

mejor > de cep mdustnales y se han obtenido hibridos interespecic de Aspergillus que
on simul 1a p ion dc varias de las cnzimas hidrolizantes que se requieren

para la elaboracion de alimentos fermenudos (Ushijima, 1993)
En basc a c¢stos cstudios y a la \! multi leja del si pectinolitico
de Aspergillus sp. consideramos la fusia ds. pro(oplnslos como nllcmx\llvn para obtawr cepas con
nucvas proporciones  de compe aticos. Re 1! te reportamos i obtencion v fusion

d¢ protoplastos cntrc Aspergillies sp. CH-Y- I()43 y A favipes ATCC-16795 quc producen
pectinasas a 37 °C y 29 °C respectivamente, en donde sc obtuvicron hibridos sobreproductores de
cndopectinasas y pectina liasas (Solis, et. al. 1996; 1997), sin embargo, los hibridos fueron
incstables. Agentes recombinogenos, como ¢l  benomil, la p-fluorofenilalanina (PFA), el
metilb imidazol-2-il-carb > (MBC) vy ¢l hidrato de cloral, ind la haploidi ion durante cl
ciclo p I que sc p en hongos filamentosos (Caten, 1981) y han pcrl'mudo la obtencion
de haploides estables mejorados en la produccion de acido citrico (Kirimura ct al. 1988) y enzimas
(Bermudez-Torres ct al. 1992; Ushijima et al. 1987, 1990).
En cste trabajo reportamos la fusion de protoplastos de Aspergillus sp. CH-Y-1043 y
A ﬂawpes ATCC-I6795 y el u'ammemo de los hibridos con la PFA, con el fin de obtener hibridos
dos en la prc d de

d ) P

MATERIAL Y METODOS .

Microorganismos
Las ccpas silvestres Aspergilius sp. CR-Y-1043 (csporas blancas) v l\p('rg:llu\ [Inwpm ATCC-16798
(csporas café) sc utilizaron como ccpas p oficas. Las a partir de cllas

fucron Aspergillus A13 (adc) y 1. flavipes F7 (1is?) ( Solis ¢t al. 1990).

Medios y condiciones del cultivo

Propagacion: Las ccpas prototroficas se crecicron cn mcedios dc papa dextrosa agar (PDA) a 37°C
(Aspergillus sp.) y a 29 °C (A. flavipes). Las ccpas en di pl (MC)
conteniendo (p/v): 2% gl 0.3% dc levad (Dnl'co) y 0.3% de bactopeptona v 2% de agar
bactcriolégico. El di i (MM) ia (p/v): 2% de glucosa, 0.1% K:HPO,, 0.05% MgSO,.7H-0,
0.05% KCI, 0.001% FcS0,, 0.3% NaNO, y 2% dc agar batcriolégico. El pH sc ajusté a 4.5 con H.S0,4 2N. El
medio para la produccion dc cnzimas comcnia (p/v): 0.2% (NH,): SO4 vy 1% dc cascara de limon y s¢

esteriti por scg do. El pH inicial se ajusté a 3.0.

Ob i6n y fusién de pr L

Las condiciones cmplcadas pam la ob i6 y fusion de p 1 han sido delalladal cn trabajos

previos (Solis et al. 1996, 1997). Los hibridos quc i cn MM sc de la si

toda la p de esp fuc 1lada con MM (35°C) contcniendo 0.5% dc agar bactcriologico y

postcriormente s¢ transﬁné a placa: y dcspués dc quc solldlﬁco cl medio sc incubaron a 29°C. Las colomas

quc p un creci ior estas colonias sc cn

MC conlcmendo 1 mg ml' d¢ PFA dunnlc 15 dias a 29’C l.os SCCtores SCgrecgantics que aparceicron en las
purificados y p aqucllas que mantuvieron la prototrofia al

crecer cn MM..

Ensayos para la determuucmn de In actividad enzimiética.
Las condiciones para la prod de p cn las cepas scgrcgantes y prog i ha sido rep
previamente por Solis et al. (1997 y ‘las mediciones de las actividades se li en los
filtrados libres de células. La actividad de endopecunam sc determinG por la reduccion en 1a vi idad de
una solucién de pectina al 1 % a pH 4.2, do un O id, dc do a Larios et al. (1989).

i
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Una unidad (U) sc definio como la cantidad de enzima quc reduce al 50% la viscosidad inicial de una
solucion de pectina. La actividad dc exopectinasas se dotermind por la cuantificacion de los grupos
reductores libcrados a partir dc la pectina, como ha sido previamente reportado por Aguilar y Huitron
(1986). Una unidad (U) sc definio oomo la cantidad dc cnzima quc cataliza la formacion de un pmol de
cquivalcentes de dcido galacmrémco h'apHS0.La actividad de pectina liasa se determino monitoreando cl

en la ab ia » 235 nm bajo las i de yo rcportadas por Delgado et al. (1993)
(pectina 1%, buffer Tris-HCI pH &.8, 40°C. 2h). Una unidad (U) sc definié como la cantidad de enzima quc
prod un i dc 0.1 cn la absorbancia a2 235 nm cn la mcercla de reaccion.
Proteina micelial.
El micelio precipitado despucs de centrifugar 10 ml del cullivo. sc resuspendio cn 2.0 ml dc acido
tricloroacético al 10% y al do a 4 °C di 1a he. Las ras s¢ h gcenizaron di 15
min y después centrifugadas a 3500 rev min' por 15 min. El precipitado sc pendio cn una sol. dc
NaOH 0.66 N. Sc utilizaron alicuotas de 0.2 ml para cuantificar la p por cl método de Lowry con
albumina sérica bovina (ASB) como estandar (Lowry ct al. 1951). Después dc la ion las ras sc
centrifugaron a 3500 rev min'.
Esti ion del ido de DNA.
La i ion del ido dc DNA sc lizd por ¢l método dc Schneidk (l‘)46) Una alicuota dc 107
conidias ml”' cn agua destilada, sc utilizo para cada deicrmi ion. Las idi das y centrifugadas sc

ndicron en 2 ml dc amdo perclorico 0 5 N (APC) a 0°C por 30 min pan remover ¢l matcrial soluble

cn dcido frio El sc colectod por centrifugacion v sc d 10. P ior las cclulas sc

ron en 2 ml de agua destilada y 2 ml de ATC 0.5 N a 0°C. Después se i b las as cn
hiclo durante H min para er los P dc bajo peso lecul Los acid 1 s¢
hidroli. doa80°Cd 20 min en 2 ml de ATC. El hldtollzado sc enfri6 a 0°C. ¥ dcspucs
se centrifugd para cl Se liz0 una reextraccion del precipitado a 80°C por 20 min
cn 2 ml de APC 0.5N 3 y sc {} los dos sob d El DNA se estimé utilizando cl reactivo de la
difcnilamina por ¢l método de Burton (1956) usando DNA dc timo dc cabra como cstandar.
Electrofomu en gel de polmcrnlnmnd--SDS.

do al método de L li (1970). con un gel dc lucia que ¢

(p/v) acrilamida al 10%, bns-acnlamnda (Bio-Rad) 2.7% y ASB 20 pg ml’'. El gel c i
acrilamida 4% y b ida 2.7%. La ion dc SDS (Blo-Rad) fue dc 0.1% cn los geles y cn cl
buffer de corrimicnto, El buffer de 1a mucstra contenia: SDS 4%. g 1 20%, 2 1 10%, Tris-
HC1 125 mM pH 6.8 y azul dc bromofcnol 0.005%. Las sc con buﬂ'cr de mucstra v
colocadas cn un bafio a ebullicion durante 1 n'un Las muecstras sc corricron en un gel vertical de 1.5 mm a
30 mA durantc S h en una ¢i de is SE-600 (Hocfer Scientific Instr ). Las p
sc fijaron y p ior sc ti con azul de Coomasie.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se lizo la fusion dc protopl entre Aspergillus sp. Al3 (ade’) Y. A. flavipes F7 (hs)
con cl fin de obtener cepas estables y mejoradas ¢n su prod ion de Las col
fas peradas cn MM después de 1a fusion, presentaron conidias del tipo de ambos padrcs
(blancal vy cafés), morfologia irregular y i > lento. C do algunas de cstas colonias sc¢
subcultivadas en MM y MC, sc¢ obscrvo la scgregacion dc las mutantes progcnitoras. Estos
resultados sugicren que las cecpas eran heterocariones, ya que cstas caracteristicas han sido utilizadas
describirlos en fusiones rcalizadas en Aspergillus por Ogawa ct al. (1989) y Kirimura ¢t al.
(1987).




Exismmuchoareponcseud.tpergilluscndondcscha sjorado la produccion dc
compuestos modiante la diploidizacion de jos b y su haploidizacion con b 10 PFA
quemterﬁemnconlawbumd.dndchmbnlma.mundopétduhdu al azar h
mdwadohlpbmqueuelm“ubk(l(cvcly?ebﬂdy 1970, Caten, 1981). En cste

sc b nmulnl P dcmmwmmmcumvm«luhdmw..
fin do selocc ias cok quc ap dc tas pri 24 h del cultivo, ya que ha sido
utabbcdomnwwlhqumucmmmwnmw
compicmontar mcjor las auxotrofias que los heterocariones, lo cual jes permitc croecer mis rdpido
(Anné, 1982 ; Kirimura ct al. 1990). En basc a cstc critcrio sc scloccionaran ocho colonias que
mouruwdn&mmnmfdommmmpcﬂoabnpmgcmmyumbmseobwnéunmya
tamafio cn las conidias, 1o cual también sugicrc su cstado diploidc. Poncnonncnw las esporas de
cstas col fu pl fas cn MC comteniendo PFA para ob cn jc fuc
bscrvada la aparicion dc scgregames. Bajo cstas mismas condici las ccpas progy
NO SCRICGATron scct lo cual indicé su cstado haploidc.

Scob(uvncrmazw mchoudcloscullupmmnmm

auxotroficos, también sc que en MM. Cinco scgrogantes
mﬂmmﬂa HV, HL, HPyHmemuronunbnmcmnmmm.37°C
como a 29 “°C, a difcrencia dc Aspergillus sp. y A Jlavif que or a 37 °C y 29 °C

respectivamentc. La tabla 1 p ma la P ion dc algunas caractcristicas dc los scgregantcs
scleccionados y los progenitorcs.

Tabla 1

pi s de los scgr y do las copas progonitoras
pigs imi color de
ccpas extracclular 29°C rc conididforos conidias
progenitoras
Aspergilins A3 - lento bucno t . b
A. flavipes 7 café bucno lento cacasos café
sCgregantcs
1L amarillo bucno bucno escasos blunco
npe - bucno bucno cacasos blanco
nuv - bucno bucno eacasos blanco
HZ cafeé bucno bucno abundanics calé
Las ccpas fucron crecidas durantc cinco diss cn MM.
Como parte de la izacion de las ccp scdctcmummnhsacuvndade-poctmollucu
volumétricas y cspecificas, producidas por los scgregar y las ccpas progc al scr cn

cascara de limon. Los scgregantes HL, HV, HB y HP incrementaron 146 % la actividad
endopectinolitica a 37°C con rcspocto a Aspergilius sp. CH-Y-1043, micntras que cl scgregantc HZ
produjo una actividad similar a Aspergilius flavipes ATCC-16795, Ia cual ¢s cinco veces  menor
que la de Aspergillus sp. (Fig. 1A). Cuando ias ccpas sc i a 29°C sc detectaron incrementos
de 191 %, 170 % y 220 % ca HV, HP y HL respecti cn rclacion al mas productivo dec los
progenitores. Los scgregantes HB y HZ produjcron una actividad pectinolitica similar a Aspergillus
sp. y A. flavipes respoctivamente (Fig. 1B).




PICTINA LIASAS (0 al-))
8§ 8

IDOPICTINASAS (0 al-l)
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TIEMPO (dias) TIEMPO (dias)
Fig.1 Perfiles de pr i Fig. 2. Perﬁlcs de Is produccion de mina liasa por las cepas
HZ (&), HB (). HP (0). uv ). "L(') y pre Los son
Aspergiilus sp CH-Y-1043 (@) “4 Slavipes ATCC-16793 ®) los mismos d. lafigura 1.
crecidos 3 37°C (A ) and 29°C(B).

Durante ¢l cultivo, también se detcrminé la cinética de produccion de pectina liasas (Fig. 2
A y 2 B), en donde unicamente el scgregante HZ inc 5 1a produccion de estas cnzimas (450 % v
275 % a 37 *C y 29 °C respéctivamente). Fue muy intercsante obscrvar que cn HZ no se presenta la
caida cn la curva de actividad como en las otras ccpas. La pérdida de 1a actividad de pectina-liasas
en Aspergillus niger ha sido atribuida a la pr de prc  en el medio de cultivo (Kusters van
Somercn, 1992). No sab las del i to cn la prod on de estas enzimas cn HZ con
respecto a las otras cepas, aunque pudicran scr considerados algunos factores como mayor secrecion,
resistencia a proteasas o una mayor estabilidad al pH o tempcratura de las pectina liasas.

Se determind Ia actividad especifica a partir dc la protcma vmcehal obtenida al final de los
cultivos (Fig. 3). Los i en la produccion de endop da en los segregantcs
HP, HL, HV a 29°C no sc dcbicron solamente a un mayor crecimiento yva que la actividad especifica
es hasta un 75 % mayor que ¢n los progenitores. En relacion a 1a actividad de pectina liasas ¢l
scgregante HZ aumentd a actividad especificade 3 y 2.5 veces a 37 °C y 29 °C respectivamente, con

respecto a los progcmtora A través de Wlén inducida por agentes haploidizantcs también se
on la produccion de acido giberélico (Bermudez-

logré la obtencitn de cep bles que incr

Torres et al. 1992), p y il (Kiri et al. 1989) v cclulasas Sanddhu y Bawa (1992).
Aunque no han sido cstablecidos loa eventos genéti que eli de los prod en
los hibridos, podria sugenne, que el p de haploidizacion, ocurren taci en gcnes,
tales integra p o la elimi i6n de fr de genes que modifiquen la

duccién o ién de

»
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ig. 3 Incremento relative de ls actividad eapecifica de las endopectinasas en
shgegantes : (3)HV. (4)HR (S)HP. (6) HL; (7) HZ conrespecio s l-m
(1) Aspergilius sp. CH-Y-1043 and (3) A. flavipes. ATCC-16795. Las determinacionss fAaeron
reslizades & las 120 . 2 29°C (@) vy 37°C (W).

Un método g tH para o i el grado de ploidia de los scgregantes cs Ia
decmmcndndelmndochNA por lo cual en este trabajo fuc estimado ¢l contenido de éste en
las cepas progenitoras v en los segregames. En la tabla 2 sc muestran los resultados. en donde se
puode observar que los scgregantes p un cc ido de DNA similar al de las ccpas

progenitoras.
Tabla 2
Contenido de DNA en las Cecpas Segregantes ¥ progenitoras.
Progenitoras cont. DNA /conidia segrcgantcs cont. DNA / conidia
A0’ ugy (107 ug)
Aspergilius sp. 5.52 (2 052 HZ 4.77 (2 030
CH-Y-1043 HP 521 (=057
HL 533 (: 0351
A. flavipes 4.99 (203e) HP 509 (t032)
ATCC-16793 HB 580 (: 0.49)

Estos resultados son el promedio de cinco determinaciones.

hmnzacnéndebcmmbueasuplondm.noe‘ﬁcudebndoaquese
requicren de métodos analiticos muy preci para ificar las ctapas de h ion, diploide, asi
mm&fmmammmnprmdummeh‘ loidizacion. Ademas, en
algunos casos , algunas ctapas p a su P. €. en Fusarium. en donde la
fasednpladcdumémmmnona (Molnlretal 1990) y también en Cephalosporium en donde
lospm seleccionados inicialmeme fucron haploides y no pudicron ser detectadas fas etapas de

idn y diploide (Hamlyn y Ball, 1979). Losn‘regamesobtmulaenmesaﬂo.aem
ido su idad de prodh de

mantenido estables durante muchas resiombras y han p




pectinasas. Cuando las copas sc cultivaron nucvamente cn presencia de la PFA no mostraron
capacidad para scgregar sectorcs. Estos resultados dos a un ido dc DNA similar entre las
ccpas progenitoras y los segregantes, sugicren la haploidia dc las cepas.

La comparacion de¢ perfiles cl forcéticos de las pr cn los fitrados
mmﬁhcoldehleepnproscmtomyclscgrcgaanZscpmscnucnlaFug 4 cn donde se¢
obscrva quc cl segregante HZ presenta un perfil de proteinas diferentc a los progenitores v confirma

su genotipo recombinante.

Fig 4. Elec en 8" d de

las o {as por

Lepal progenitoras Asperg:llns sp CH-Y-IOI3 ( 2 )

Aspergillus ipes ( 3)y el segreg, Z(4).
(1): son o de peso ! b

En cste trabajo, la fusion de¢ protoplastos intcrespecic v la segregacion inducida por PFA
b ion de nucvas ccpas con difcrentes propicdades en relacion a los progenitoras, lo

itié Ia
cual indica que ¢s un sistema adecuado para sc licvar a cabo cl mejoramiento genético de ccpas de
interés industrial.
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Endo-pectinase production by intraspecific hybrids
of Aspergillus sp. CH-Y-1043 obtained by protoplast

fusion

S. Solfs, E. Flores-Sénchez and C. Huitrén.

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

Abstract .
Protoplast fusion induced by polyethyleneglycol and Ca?* was carried out between two

auxotrophic mutants of Aspergillus sp. CH-Y-1043. The hybrids obtained showed significant
differences in endopectinase activity and morphology compared to the prototrophic strain.
Strains grown on lemon peel showed production improvement with respect to the parental
strain. Since H15 hybrid showed up to 90% higher endopectinase production than the wild
type CH-Y-1043, kinetics of enzyme production in Fernbach flasks and Fermentor (14L) by

H1S5 were determined.

1. INTRODUCTION

Microbial pectinases have a great number of applications in food industry such as the
preparation of fruits and vegetables purées and olive oil extraction. Their use is important in
wine and fruit juice technology since pectinolytic enzyme action results in greater yields of
extracted juices and reduces the filtration time (1-2). The presence of endopectinases is
essential for these applications. Commercial preparations of pectic enzymes mainly come
from fungal sources, particularly from the genus Aspergillus.

We isolated a strain of Aspergillus 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 and a 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 filtrates of Aspcrgillus sp. CH-Y-1043 is two
times higher than the best commercial pectinases preparations and the yield of clarifying
apple juice by both is similar. Factors influencing enzyme production, such as carbon and
nitrogen source, temperature and pH have been studied (6-9). Our work on regulatory
aspects demonstrated induction by galacturonic acid and catabolic repression by glucose (9).
Recently we have been working on the isolation >f protoplasts from this and other
pectinolytic fungi (10) and have used them for genetic fusion through intra and interspecific



protoplast fusion, because we are interested in improving endopectinase production.
Obtention of hybrids by intra and interspecific protoplast fusion has shown higher yields of
enzymes which are biotechnologically interesting in the genus Aspergilius (11-13). In this
work we describe intraspecific protoplast fusion in Aspergillus sp. CH-Y-1043 mutant strains
and the evaluation of endopectinolytic enzyme production by hybrids when were grown on

lemon peel.
2. MATERIALS AND METHODS

2. 1. Strainse.
Aspergilius sp. CH-Y-1043 was used as the prototrophic parental strain. The auxotrophic

muunh A200 adc— (an adenine-requiring mutant) and A400 pyr (a pyridoxine requiring
d from the parental strain by treatment with N-methyl-N'-nitro-

nitrooogu-mdina (NTG) as described previously (10).

2.2.Media and culture conditions.
Parental cells were routinely grown in potato dextrose agar (PDA) at 37°C and the

mutant strains in complete medium (CM) containing (w/v): 2% glucose, 0.3% yeast extract
and 0.3% bactopeptone. Minimal medium (MM) contained (w/v): 2% glucose, 0.1% K:HPO,,
0.05% MgSO¢.7H20, 0.05% KCI, 0.001% FeSO, 0.3% NaNO, pH 4.5. CM and MM were
solidified with 2% bactoagar. Enzyme production medium in Erlenmeyer flasks (EP1)
containing: 0.2% (NH,):SO, 0.2% KH:PO, and 0.2% K:HPO, and 1% lemon peel as sole
carbon source (sterilized separately). The initial pH was 3.0. The medium for enzyme
production in fermentor and Fernbach flasks (EP2) contained: 0.4% (NH,):SO, 0.05%

KzHPOg, 0.05% KH2PO,, 3% lemon peel and pH 2.8.

2. 3. Protoplast lation and fusion.
The method and conditions employed for protoplast isolation and regeneration have

been detailed elsewere (10). Fusion experiments were carried out with 10¢ protoplasts of two
auxotrophs (ade-, pyr) which were mixed and centrifuged 10 min at 2000 rpm. Pelleted
protoplasts were resuspended in 1 ml of a solution containing (w/ v) 30% polyethyleneglycol
3335 (PEG) and 0.01M CaCl; in 0.05M glycine-NaOH buffer, pH 7.5. After 10 min at room
temperature, the suspension was centrifuged 10 min at 2000 rpm. The pellet was
resuspended in osmotic stabilizer solution (0.7M KCI) and serial dilutions were plated for

regeneration on MM and CM containing 0.7M KCI.

2. 4. Enzyme production conditions.
Experiments in 500 ml Erlenmeyer flasks and Fernbach flasks contained 200 ml and 1 L

of EP1 and EP2 medium respectively. Inocula added to these cultures was 2 ml of spore
suspension (5.0 optical density at 540 nm) for each 100 ml EP medium. All cultures were
grown at 37°C in a shaking incubator (New Brunswik Sci. Co., USA), at 200 rpm. Then 10 m!
of sample were withdrawn each 24 h during fermentation and immediately filtered through
Millipore membranes of 0.45 jum pore size; these cell-free filtrates were used for enzymatic
assays and extracellular protein determinations by the Lowry method (14). Experiments in
the 14 L. fermentor (Microgen Fermentor New Brunswik Sci. Co., USA) were carried with
10L of fermentation medium EP2 and inoculum added was 1L of mycelium grown 24 h in



Fernbach flask with the same medium (EP2). Temperature was 37C. Aereation flow and
agitation was 1 vvm and 200 rpim respectively.

2. 5. Enzymatic assay
Endo-pectinases were determined by reduction of viscosity of a 1% (w/v) pectin solution

at 30°C and pH 4.2 using an Ostwald viscosimeter as previously described (9). One unit was
defined as the amount of enzyme which reduced the initial viscosity of the solution by 50%.

2 .6. Extracellular protein.
Protein concentration was determined in cell free filtrates, according to the Lowry

method (14) with bovine seric albumin (BSA) as standard.

3. RESULTS AND DISCUSSION

Strains used in this study and characteristics of the mutants with respect to the parental
strain are shown in Table 1. Although both A200 and A400 strains displayed a poor
sporulation, their growth was different, A200 showed faster growth. Protoplasts were
obtained from A200 and A400 mutants using Trichodcrma harzanium lytic enzymes. As
shown in Table 1 the protoplast yield fromm A200 was 1.4 x 105 ml, this value was higher
with respect to the protoplast number obtained from A400 mutant (0.5 x 10¢), in spite of
incubation time of A200 mycelia being shorter. Protoplasts from mutants ade- and pyr were
fused with the addition of PEG and Ca?+ and many colonies developed after 5 days of
incubation on MM plates with 0.7 M KCI, probably because they complemented auxotrophic
requeriments.

Of the total, twenty six hybrids were assayed for endo-pectinase production on lemon
peel, because we are interested in the enzyme production from this raw material. The
relative activity of the hybrids with respect to Aspergillus sp. CH-Y-1043 is presented in Table
2. The highest increases (up to 46%) were observed in H5, H6, H15, H11, H13, H14, H10 and
H2S5 hybrids. In some hybrids, lower values of endopectinases production with respect to

parental strain were obtained.

Table 1
Characteristics of parcntal strain, mutants and conditions for protoplast isolation.

protoplast isolation

Strai equi sporulation growth cxtracel. mycelial age time yicld
pigment (h) Ch) 10°mi?
Aspergillus
CH-Y-1043 prototroph good good -
A200 pyridoxine poor good brown 13 0.5 1.4
A400 adenosine poor very slow  grecnish 22 1-2 0.5

P L lated using 2 mg mi”* Trichoderma harzanium lytic enzymes and 0.7 M
KCI as osmohc stabilizer in 0.05 M phosphate buffer




Table 2.
Comparison of relative cndopectinolytic activity production between

parcatal strain and hybrids

straing  ENDO-P (%) strains ENDO-P (%) strains ENDO-P (%)  sirains ENDO-P (%)

Aspergiling 100 H6 134 HI) 136 H20 90
CH-Y-1043 H? tis Hle 139 H21 ns
M1 [ 2] Hs L] HIS 143 H22 72
H2 7S H9 us Hi6 92 H23 s
H) [ HI0 146 HI7 1n2 H2e 92
He 7 HI 132 HIs 136 H2s 136
HS 136 H12 34 HI19 90 H26 66
Detcrminations were carricd out in cell free filtrates obtained at 96 h of
fer ionon 1%} peel.

Four intraspecific hybrids were finally selected and they were grown to obtain the kinetics of
endopectinases production and extracellular protein content. The course of endopectinase
production by Aspergillus sp. CH-Y-1043 and hybrids during their growth on 1% lemon peel

is shown in Figure 1.
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Fig. 1 Comparison of endo-pcctinase production between
hybrids and parental strain grown on 1% lemon peel.

In the parental strain enzymatic activity reached the maximum value at 96 h. The hybrids
HS, H1S and H10 showed good activity compared to Aspcrgillus sp. CH-Y-1043. Also, a
difference with respect to parental strain was detected, a slight drop of activity in hybrids at
120 h. This effect was not due to changes of the pH during fermentation because it was

similar in all cultures. The causes of this response in hybrids are unknown. More
luate the pi of pr in the culture medium should be

experiments for to e
performed. Table 3 presents the data of the higher levels of endopectinases produced by




hybrids, extracellular protein and specific activity. The optimal strain was H1S, which
presented an increase 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 the
H1S5 strain.

Table 3.
I in endopcctinolytic activity in hybrids with respect to Aspergilius sp. CH-Y-1043
Protcin ENDO-P rclative increase specific activity
Strains (mg mt™') Umt') (%) (U mg prot*)
Aspergilius 0.3)0 27.17 - 87.36
CH-Y-1043
HS 0.451 40.8 S0 9%20.5
He 0.344 32.0 40 92.9
H12 0.414 379 39 91.5
H1S 0.441 516 90 116.0

Determinations were carricd out in cell free filtrates obtained at 96 h of fermentation
on 1% lemon peel.

Due to the potential for endo-pectinase production shown by the hybrid H15 on lemon
peel, studies on fermentor using 3% lemon peel were performed. As shown in Figure 2A,
maximum endopectinolytic activity was 80.0 U ml! which is higher (60%) than the activity
produced by hybrid H15 in 500 ml Erlenmeyer flasks we had previously observed in

120
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Fig. 2 Endo-pectinase production by the hybrid H1S
grown on 3% lemon peel in (A) 14 L fennentor and
(B) Fembach flask (2L)




On  the other hand, simultaneous to the fermentation in fermenter, kinelics of
endopectinase in other Fernbach flask with the same medium added oas inoculum was
determined. Under these conditions we found 48% more activily than in the fermenter. It is
important to mention the aereation problems observed at the beginning of fermentation in
the fermenter, that result in a high viscosity of the medium, then, factors affecting oxygen
transference could be assessed and which probably does not occur in Fernbach flasks.

Intraspecific hybrid 1H15 is regarded as a useful strain exhibiting high strong endopectinase
production from agroindustrial byproduct compared to parental strain Aspergillus sp. CH-Y-
1043. Also, intraspecific hybrids from Penicillium cascicolum have been reported which
produce twice the lipolytlic activity than the parental strain (15) and in Aspergillus sojac
hybrids were obtained with high protease and glutaminase activity (16). Protoplast fusion,
like intraspecific fusion, has been shown in this work, to be adequate for strain improvement

of pectinolytic fungi.
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DISCUSION GENERAL

La hidgrdlisis compieta de {a pectina, requiere ia accion concertada de varias proteinas que
¥ alm no son producidas por un

involucran diferentes actividades enziméticss, las

s0lo organismo. En este sentido, la fusion de protoplastos podris ser una herramienta importante
ta

para obtener cepas peclinoliticas con nuevas combinaciones de genes & través de

recombinacion gendtica. ya que mediante este sistema han sido obtenidos hibridos con
) con un sisterna

propiedades mbdas de Iss cepas progenitoras. Para
multienzimaético de pectinasss mejorado, se fusi protopiastos i specie de Asperpiius
ap. CH-Y-1043 @ interespecie con Aapergifue flavipes ATCC-18798.

Para lograr el objetivo planteado en este trabajo, se realizé en primer lugar, el aislamiento

de mutantes auxotrdficas de cada una de las cepas a fusionar, para utilizarias como marcadores y

de esta manera facilitar la identificacion de (08 hibridos resuitantes. Esta estrategia ha sido la mas
también se han utilizado,

comunmente utilizada ( Adams et al. 19087; Bradshaw et al. 1983),
con marcadores de resistencia a antibidticos, fungicidas, e

Q ean fr 4 L4 tant
inhibidores metabdlicos ({ Maraz y Subik, 1981; Minuth y Esser, 1983, Wright, 1078). Después del

tratamiento mutagénico con r soguanitina, se obtuvieron auxétrofos para ade y ad

de Aspergiius sp. CH-Y-1043 y uno de lisina de AsperpgiNus ffavipes. Un punto importante para

ol desarnolio de este trabsjo, fue la estabilidad que las & que e
bt bajas f de reversion al fenotipo prototrédfico (107) en esporas y después de

formar y regenerar protopiastos. Estas frecuencias de reversion son P a las obtenid

on mutantes auxotréficas de Trichoderme peeudokoningil (Furlaneto y Pizzirvani-Kleiner, 1992)
y por io tanto, jos hibridos que 3@ obtuvieron en este trabsjo, pudieron ser manejados con Mayor

confianzs como tales y N0 como revenamntes.



Por otro Iado, a diferencia de 10 observado en las mutantes auxotréficas de Claviceps

Purpares y Trichoderme on d ia produccion de alcaloides y celul oi y
on un 95% y 100% respectivamente (Sandhu y Bawa, 1992; Didek-Brumec et al. 1993), las

mutantes lis' y ade  produjeron niveles similares a Ias cepas progenitoras en Ias mismas
condk de de endopectinasas, pectine |i y pecti

Posteriormentes se hizo indispensable la optimizacion de Ias condici de for on y
regeneracion de protoplastos de las cep , Y& Qque que existe una gran cantidad de

reportes en donde se detalian éstas. han sido estab dif condici aun en cepas
Por esta razén, fus necesario establecesr (as condiciones en nuestras

del mi oé y esp
cepas. En este estudio, también las condiciones resultaron ser muy particulares para cada especie
de Asperpius wtilizeds. Asi encontramos qQue |as enzimas liticas de Trichoderma harzanium,
Novozyma 234 (Sigma), fueron las mas eficiantes en Ia

Que cial se
obtenciéon de protoplastos de Aspergiius sp. ade A13, en relacién a las enzimas liticas de
Artrobacter huteus y de ias enzimas liticas de otras especies de AspergiNus. Una diferencia clara

entre estas tres preparaciones de enzimas liticas es el elevado co de quiti P
an ia preparacién enzimética Novozyma 234 y probablemente se obtiene una mayor cantidad de

protoplastos de esta mutante, en virtud de que en la pared celular de este microorganismo ests
te importants, como ha sikio reportado en otros hongos

presente is quitine un P
filamentosos por Farkas, (1985) y Wessels en (1990). Las enzimas de 7. harzanium también

mostraron una alte eficiencia en la obtencion de protop de cepas del género Aspergiius y
Trichodesme (Collings et al. 1968; Shandu et al. 1989 y Hashiba, 1992).

La adicion de la albumina sérica bovina (ASB) al dor de prot on
on e namero de protopilastos obtenk Este of pudo
ntes en la preparacion enzimdtica sobre la ASB, que
fecto negativo sobre jos protopiastos de

caso, pr 6 un
deb a la i6n de las p pr

puede actusr como sustrato adicional, disminuy
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t bién se ha ob vado sobre los protoplastos de AspergiNus

0 previo de las enzimas liticas con

A EI de las p

oryzae y Flammelina velutipes, en un
bentonita, disminuyd {a actividad proteolitica y también se disminuyd el efecto negativo sobre los

protoplastos (KHamoto et al. 1988).

Tal se iond amterio ., las condici de for de protopiastos de

Asperpiius Ravipes FT no resultaron ser las mismas que en Aspergéiius sp. A13. En este caso,
ia jor prep ion enzims mostrd ser el fitrado de Aweobssidium sp. CH-M-1018, un
hongo que es ceilulolitico verdedero y que se aisié en nuestro laboratorio (Larios, et al. 1982;
Hutron et al. 1984; Gilbon et al. 1088). A Ia fecha, no existen reportes de ia apli 6n de @
luloliticas obtenidas de org [ ites al género Auwreobasidivm, para ia obtencion

de protoplastos de hongos filamentosos. Aunque nuestra preparacion mostré ser eficiente en Ia

formacion de protopiastos, ia adicion de las enzimas de T. harzanium produjo un aumento de 727

% en el numero de protopiastos, 1o cual indica que para una buena formacion de protoplastos, se
liticas que no son producidas Por un MISMo onyanisMo

quiere de Ia i6n de difer
y por lo tanto existe compiementaridad entre las preparaciones usadas. En muchos otros casos, a
k de enzimas comerciales ha permitido una formaciéon de protoplastos mas

i » de

eficiente (Mashiba y Yamada, 1982 ; Abe ot al. 1982).

En relacién a Ias condiciones de regeneracién obtenidas para A13 y F7, nuevamente se
. qQue p ite un

varon dife entre las cepas en cuanto al tipo de il
de los protoplastos. Para Asperpius sp. A13, el KCI fue el

mayor po aje de regener

estabilizador en donde se obtuvo el mayor po je de reg i6n (83 %) a diferencia de la
regeneracion de protopiastos de A. flevipes F£7, en L] i fue el estabilizador
6n. Amb fi SON Mayores

entre los probedos, en donde se obtuvo un 57% reger 1.
que (as determinadas en otras especies de Aspergiius, 1as c
(Ogawa et al., 1909; Kiyohara et al. 1000). Las causas de las

] no han p do de un 30 %

' on las f cias de
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regeneracion entre las cepas aun no han sido esclarecidas, aunque algunos autores han atribuido
bacioén prolongada con las enzimas liticas que

las bajas fi ias de rege ion & una i
pueden dafiar la o bien, fi Ia obtencién de p piastos anucleados que son
P de reg (W iy Ch , 1993; Silveira y Azevedo, 1987).
Por otro lado, la formacion y regeneracion de p ! de las ¢ A13 y F7,
tamp fectd negeti U capacidad de produccion de endo-p exo-pecti y
pectina Hasas, ias cusles ya se iond, tamp se vieron afectadas por [0S marcadores

ya Que ha sido observado que durante {a formacion y

auxotréficos. Estos hechos son imps
regeneracion de 108 protoplastos puede haber modificaciones en Ia producciéon de compuestos,

inclusive pueden perder su capacidad para hacerio, como en los protoplastos regensrados de
cepas productoras de antibidticos y enzimas (Hotta et al., 1988; Kuwabara et al. 1989).

h es |a parte mas importante del! proceso de obtencién de

La fusion de protop
hibridos. Para incrementar la fusién que ocurre esponténeamente a bajas frecuencias (Ferencay,

1881), se ha utilizado principaimente e! polietilenglicol (PEG), (Hopwood, 1881; Anné, 1983), y
aunque en menor frecuencia, también se ha reportado el uso de otros compuestos como el NaNO;
(Power et al. 1979), solucion de Ca®>’ a pH elevado (Toister y Loyter, 1871) y el polivinil aicoho!
(Nagata, 1978). Se ha observado que el tiempo de exposicion, asi como e! peso molecular del
PEG, son determinantes para obtener un buen porcentaje de hibridos. En nuestro caso, utilizando

PEG 33350 en presencia de Ca2+ a pH 7.5 (Kao y Saleem, 1080) y un ti po de exp de 10
inutos se obt |/ de fusion de 1072, a diferencia de una f; ia de 10°
no se usd e! PEG. Esta f es yor que ias observadas en otras fusi interespecs

reslizacias en el género Aspergilius (Ushijima et al. 1991; Liang-Pingyan y Chen-Kaiying, 1987),
aunque son similares a las frecuencias reportadas para fusiones entre Aspergilius niduiens y
Aspergiius ruguwiosus (Kevei y Peberdy, 1984). En general, se ha reconocido que las

b on

frecuencias de fusion intraespecie son mayores que las de Ias f re
Trichoderma reeesl, en donde se han obtenido frecuencias de 10% (Stasz et al. 1088). Aunque
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no han sido esciarecidas ilas causas de tales diferencias, podria considerarse que estén
numero de cromosomas. la

involucrados algunos ta h logia y el
incompatibilidad de los organelos O dif: ias en el tiempo de duplicacion de los cromosomas de
cads pecie progenitora. De acuerdo a estos a d y ido & que la frecuencia de

reversion de 1os auxttrofos fue de 107, es poco probable que las colonias que aparecieron en el
medio minimo usado para identificar a jos hibridos, fueran revertantes.

é6s de much

Después de seleccionar los hibridos que permanecieron estables d
la produccion de pectinasas, se caracterizaron mas a

resiembras en medio mi y de eval
fondo custro hibridos denominados HiH, HF, HJ y HE, los cuales mostraron mayores niveles de

produccion de endopectinasas (50%) y de pectina-liasas (220% a ias 48 h y 55% a las 72 h del

cultivo ) que ias cepas progenitoras. Estos incrementos en (0os hibridos fueron atribuidos en parte
a un mayor i q los i en la actividad especifica indicaron que otros
factores pudieran estar involucrados. Estos resuitados fueron interesantes, ya que no existen

d ion de pecti por hibridos obtenidos por fusién de

i a la fusion de pr

reportes del b on ia pr

protoplastos. Entre los trabajos
Aspergiius (A. niger, A.oryzee, A. M)norl, A. usamil), también se obtuvieron hibridos que

incrementaron Ia actividad de varias enzimas hidrolizantes (Ushijima et al. 1987, 1980), de hecho,

interespecie en el género

[} de est mejoradas son utilizadas en la industria para la elaboracién de alimentos

fer <t Otros de su apli 6n en la industria, son los hibridos interespecie de

Saccharomyces dlasteticus, en donde se combindé ia habilidad de una cepa para producir
glucoamilasas con la capacidad de ia otra ceps para fermentar dextrinas, cuya accion combinada

produjo cervezs baja en calorias (Freeman, 1981). También se reporté un hibrido de PeniciNium
! icilina y es utilizado por

o K d de fer p

CHIYySOQONUMm que pr K
ta empresa Eli Lilly para I8 produccion comercial de penicilina (Rowlands, 1984). Es imporntante

recordar que ol interés de producir las enzimas pectinoliticas, es para su aplicacion en ia industria
ol mej iento gené soré

alimentaria, por o Que en ias cepas en donde se haya re

S




ios os ia cuantificacion de las

convenients llevar a cabo otros estudios compi
afistoxinas que producen las cepas mejoradas.

NoO existe publicacion alguna, en los estudios dirigidos al

de protoplastos, en donde de hayan identificedo Ias modifi
hibridos y Que dan lugar al incremento en Ia produccion de compuestos. Algunos trabajos dirigidos

éti entre difer Peci de Aspergifus. mostraron a

dife: perfiles entre los hibrid y las P Prog

o eventos que ocu en los

» estudio de ias relaci P

través del andlisis de
(Anné y Peberdy, 1981), por 1o que ha sido postulado que durante la recombinacion pueden ocurnir
modificaciones o fect la regulacion de genes., que

modifiquen los productos © que afecten la

" i que

ion de los

Durante ias propsgaciones de los hibridos obtenidos en este trabsjo, éstos mostraron
inestabilidad, ia cual ha sido reportada también en hibridos interespecie de Asperpiiius (Toyama y

Toyama, 1990) y en Peniciliium (Anné y Peberdy, 1985). Este hecho pudiera deberse a que en
ial que iste en hongos

los hibridos se pueden presentar las diferentes etapas del ciclo par
filamentosos, que incluyen la fase de heterocarién, diploide y aneupioide que generalmente son

inestables ( Caten, 1981).

Debido a que el estado haploide en los hibridos es el més estable y las frecuencias para

son utilizados ag haploidi o!

qQue esto ocurra espontaneamente son muy baj
benomil y la p-fluorofenilalanina que interfieren con subunidad 8 de ia tubulina durante e

do pérdida de cromosomas al azar (Hastie, 1970). Para

onsambisje de rUbul

oblener hibrikdos estabi mej en ia prod ion de pecti fi lizad

fusiones, en donde las coioni p en dio minimo ! aron isticas que se

han reportado en la fass heterocarion, como un crecimiento fento e irregular. Posteriorments se
vig y Que pr Y un y

seleccionaron ias colonias que mostraron un

tamafio on ias esporas en i6n a las cepas prog as, |0 cual indicd su estado diploide.
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Las cepas que pr caracteristicas semejantes a los diploides, se trataron con PFA

& fin de haploidizar ios productos de |a fusién. De esta Manera 36 obtuvieron cepas segregantes -
Que fueron denominadas HV, HP, HL, HB y HZ. Estas cepas 7 on caracteristi ipicas
de amMbos pedres y también incrementaron, con excepcién de HZ, Ia produccion vol :
esspecifica de endopectinasas a 20°C y 37°C, que son las temperaturas Sptimas de A. flavipes y
Agpenpiiius ap. respectivaments. También Hamo la atencion el segregante HZ, que incremens la
producciin de pectina liasas en ambeas temperaturas, el cual a diferencia de las otras cepas no
presentd la caida en Ia prod ion de onz Esta dismi ion de la activided de pectina

e y

Hasas, ha sido atribuida a la p cia de pr en ¢l medio de cultivo y se ha reporntado
también on ias lasas deo Asperpifus niger (Kusters van Someren et al. 1902). Las causas del
mejoramiento en este hibrido, pudieran deberse a modificaciones qQue se presentaron durante la

recombinacion, las cuales afectasen ia prod on de pr o bien que le confiriesen

resistencia a proteasas, 0 Que hubiesen ocufridio cambios a nivel de ind ion, reg én o
ion de La segregacion inducida por PFA o benomil en otros estudios ha permitido

obtener cep | mb haploides estables y que han ir ia prod on de acid

giberético, proteasas y amilasas (Bermudez-Torres et al. 1992; Kirimura et al. 1989).

Otra parte de ia caracterizacion, se realizé a través de la esti on de! de DNA
on los segregantes y en las Cepas Prog: . en donde se observé que los segregantes
mostraron un conenido de DNA similar a Ias cepas progenitoras. La estabilidad de las cepas
segregentes se confirmo, porg no ssctores segreg e ioron
nuevamanie en presencia de PFA y hasta ia fecha, no han modificado su cidad de prod 46
de pectinases.

Existen muchos reportes en donde se ha establecida Ia fase hapioide o diploide o
aneupicide a través de (a cuaniificacion del DNA en los segregantes y progenitorases, sin
ombeargo, ia interpretacion det grado de ploidia requiere ser muy cauteiosa. Pueden haber casos,
on donde el tipo de ploidia no @8 ciaro, como o del estado aneuploide 0 debido & que algunas




etapas del cicio parasexual no puedan ser identificad, Por

jemplo, se ha reportado que en
Fussrium oxyspornun no es posible detectar la fase diploide, por o que se asumid que es

transitoria (Moinar ot al. 1990). También se observd en Cephalospors i que s

cepas haploides sugen directamente despuéds de Ia fusion, sin que p det se las P
de heterocarion y diploide, por 10 que también asumieron que son muy transitorias (Hamiyn y Ball,
1979). La caracterizacion de los hibridos v ont de métodos analiticos mas especificos,

-

on donde puedan identificarse con Mmayor precision las diferentes etapas del ciclo parasexuasl.
AlQuUnos Métodos que permitirian una Mmejor interpretacion, serian ia electroforesis en pulsos para
determinar los cariotipos moleculares, o ol uso de marcadores de isoenzimas, o sl uso de sondas
moleculares.

Las relaciones gendticas y taxondmicas incluyendo el grado de h ogia ]
oentre Aspergiius sp. CH-Y-1043 y AspergiNus flavipes ATCC-16798 es totaimente
desconocido, sin embargo en el presente estudio, Ia obtencion de hibridos estables sugiere la
existencia de homologia entre estas especies.

También se logré incr la produccion de endopectinasas por los hibridos obtenidos
a través de la fusion intraespecie de AspergiNus sp. CH-Y-1043 utilizando una mutante con

auxotrofia ade” y otra con fia pir'. Estas fusiones fusron realizadas, debido a que
se ha establecido una mayor frecuencia de obtencién de hibridos recombinantes a través de

fusiones intraespecie en on a las f ir pecie & intergenédricas (Gadasu y Lingg.
1902). Otros ejemplos de mMej on hibrid intr pecie han sido observados en
Trichoderme reesel en donde se 6 la prod 6n de B-glucosidasas (Sandhu y Bawa,
1992) y dos ia produccion de cimetilicelulasas (Toyama ot al. 1984).

Este trabejo muestra que la fusion de protopiastos es una aitemativa importante para @
mejoramiento gendtico de hongos pectinoliticos del género Asperpiius y por 10 tanto, es una linea
qQue puede ser utilizada sols © combinada con otras como la mutagénesis y Ia tecnologia de DNA
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recombinants, Que han sido utilizedos en otros prog de mej gené de cepas de
interés industrial.
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