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Introduccion. La identificacion de las fracciones
isoenzimdticas en geles de poliacrilamida ha permitido
determinar la expresion fenoctipica de loci enziméticos
caracteristicos de un organismo que son indicadores de
patrones de un género o especiel. Asimismo, e
establecimiento de un perfil de isoenzimas de un
microorganismo puede servir de referencia para determinar
lavariacién evolutiva de genes. En estudios previos se llevé
a cabo la induccion de la haploidizacién de hibridos
interespecie de cepas Aspergillus que pueden dar lugar ala
obtencién de diploides o haploides recombinantes®. Una
manera de identificarlos es mediante el andlisis
isoenzimético.

El objetivo de este trabajo fue determinar las condiciones
para obtener los perfiles de isoenzimas de las cepas en
estudio para identificar los hibridos recombinantes vy
establecer ladiferencias con respecto alas cepas parentales.

Metodologia La cepas parentales fueron Aspergillus sp CH-
Y-1043, A. flavipes ATCC-16795 y los hibridos HV, HB,
HL, H15, HPy HZ. Las enzimas fueron extraidas evaluando
el sistema | que contenia buffer Tris.base 0.1M, NADP
33mg/L y EDTA 0.012M y € Il que contenia Tris base
0.05M, polietilenglicol 3350 a 1%, é&cido citrico 0.007M,
acido ascoérbico 0.1% y cisteina 0.1%. Las muestras fueron
liofilizadas y corridas en un gel de poliacrilamida a 7.5%,
150 V, 4°C por 4 horas, evaluando dos buffers, el TEB para
un sistema continuo y e POULIK para un sistema
discontinuo. Las enzimas esterasa (EST), maato
dehidrogenasa (MDH), glutamato deshidrogenasa (GDH),
fosfatasa &cida (FAC), fosfatasa alcalina (FALC) y glucosa
6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) fueron revelados con
soluciones especificas®.

Resultados y discusién. Las condiciones en donde se
identific6 un mayor nimero de isoenzimas y una mejor
resolucion fue la siguiente: el sistema de extraccion | con el
buffer TEB se selecciond paraidentificar los sistemas FAC y
GDH, y con la extraccion 11, la identificacion de EST y la
G6PDH; e buffer POULIK con la extraccidon | para la
isoenzima FALC y en € sistema de extraccion Il el sistema
MDH.
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Fig. 1. Perfilesisoenzimaticos de la MDH delos hibridosy
las cepas parentales (Flav,CHY)

Los patrones electroforéticos de las isoenzimas de los
parentales fueron diferentes, asimismo, los hibridos se
distinguieron entre los parentales en algunos perfiles de
isoenzimas. En la Figura 1 se nuestran los perfiles de la
MDH producidos por las cepas. La aparicion de nuevas
bandas en los hibridos interespecie indicé que pudo haber
ocurrido la fusion nuclear. Las diferencias en la expresion
fenotipica en los hibridos se atribuyen a los eventos de
recombinacién que ocurrieron durante la fusion de
protoplastos.

Conclusiones. Se establecieron las condiciones para
identificar los perfiles de isoenzimas y los resultados
obtenidos mostraron que los hibridos presentaron
modificaciones como resultado de la recombinacion.
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