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CARACTERIZAGCAO GENETICA E DADOS CITOLOGICOS EM Aspergillus
niger van Tieghem E Asperngillus awamord Nakazawa

Autor: Maria Helena Pelegrinelli Fungaro

Orientadora: Prof? Dra. Aline A. Pizairani-Kleiner

RESUMO

0 presente trabalho foi realizado com a finali
dade de estudar linhagens amiloliticas de A, awamori (ATCC
22342 e ATCC 11382) e de A. nigen (ATCC 22343 e ATCC 10864)

considerando a caracterizagao genética e aspectos citologicos.

Na analise citoldgica dos conidios foi verifi-
cado que as linhagens ATCC 22342 e ATCC 22343 produzem coni-
dios uni, bi, tri e tetranucleados e,as linhagens ATCC 10864
e ATCC 11382, conidios uni e binucleados. Entre as linhagens
ocorreu variagao nas frequéencias dos diferentes tipos de coni
dios formados. Nos diploides isolados,houve redugao nas fre-
quéncias de conidios com mais de um nicleo em relagcao as li-

nhagens que lhe originaram,

Foi observado que as linhagens ATCC 22342 e
ATCC 22343 estavam em condigoes heterocariotica, para proli-
na ou arginina; tambem foi identificado o local do bloqueio

metabolico da sintese desses aminoacidos, atraveés do «cresci-
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mento das colonias em meios diferenciais. Das linhagens origi
nalmente heterocarioticas, foi possivel isolar colonias proto
tr6ficas, auxotroficas e coldnias proto/auxotréficas para pro

lina ou arginina.

As quatro linhagens foram avaliadas quanto a
producao de enzimas amiloliticas através do indice do halo de
degradagao do amido. As linhagens apresentaram variagao de
produgao, destacando-se a linhagem ATCC 22342 como a mais pro
missora. Os diploides se mostraram superiores em relagao
aos mutantes que lhes originaram, principa]mente o diploide
interespecifico. O0s testes em meios contendo quantidades cres
centes de glicose indicaram que,possivelmente, as enzimas nao
sao reprimidas catabolicamente pela glicose. Em relagao a ana
lise eletroforetica para esterases, ficou evidenciado que as
linhagens apresentam diferengas quanto ao padrao de bandas,fa

to também comprovado para sensibilidade ao benlate,.

Mutantes auxotroficos e morfologicos foram obti
dos pelo metodo de isolamento total, e em A. awamoiri pelo me-
todo de enriquecimento por filtragao,conseguindo-se um aumen-

to de 41 vezes em relagao ao método anterior.

Pelas tecnicas classicas foram obtidos diploi-
des entre mutantes da mesma linhagem e de espécies diferen-
tes. A diploidia foi confirmada pelo crescimento idéentico em

meio minimo e meio completo (MC), pela produgao de setores
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em MC e MC + pfa e, pelo numero de nucleos presentes nos co-
nidios. Na fusao de protoplastos de A, awameri e A. nigern foi

possivel isolar produtos de fusao porém em baixa frequencia.
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GENETIC CHARACTERIZATION AND CITOLOGIC DATA IN Asperngillus
nigen van TIEGHEM AND Aspergillus awameri Nakazawa

Author: Maria Helena Pelegrinelli Fungaro

Adviser: Prof® Dra. Aline A. Pizzirani-Kleiner

SUMMARY

The present research was carried out with the
aim of studing amylolytic strains of A, awamorl (ATCC 22342
and ATCC 11382) and of A. nigen (ATCC 22343 and ATCC 10864)
considering the genetic characterization and cytological

aspects.

In cytological analysis of the conidia was
verified that the ATCC 22342 and ATCC 22343 strains produced
conidia with one, two, three and four nuclei,and the ATCC 10864
and ATCC 11382 strains produced conidia with omaéndtwornmleh
Among the strains ocurred variation iﬁ the frequencies of

different types of conidia.

It was observed that the ATCC 22342 and ATCC
22343 strains were in heterokaryotic condition,for proline or

arginine, and it was also identified the site of metabolic
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blockade of the synthesis of these aminoacids through the growth
of the colonies in differentiated media. |t was possible to
isolate prototrophic colonies, auxotrofic colonies for proline

or arginina and, proto/auxotrofic colonies from the heterokaryotic

strains,

The four strains were evaluated for production
of amylolytic enzymes through the halo index of the starch
degradation. These strains presented variation in production;
the ATCC 22342 standed out as the most promissing. The diploids,
'mainly the interespecific one, were superior to the original
mutants. The trials in media containing crescent amounts of
glucose indicated that, the enzymes,possibly,are not repressed
by glucose. In relation to eletrophoretic analysis for esterases,
it was showed that strains presented differences for the bands

standard; this event was confirmed by the sensitivity to benlate.

Auxotrofic and morfologic were obtained by the
method of total isolation and, by the technique of filtration
enrichment in A, awamor{ was obtained an increase of 41 times
of auxotrophic mutants. By using classic techniques were
obtained diploi&s among mutants of the same strain, and among
strains of different species. The diploidy was confirmed by
identical, growth in minimal and complete média (CM), by
production sectors in the conidia. In  protoplasts fusion
of A. awamori with A, nigen, was possible to isolate fusion

products, but in low frequency.



1. INTRODUGAO

0 melhoramento genético de fungos de interesse
industrial conta com a existéncia de variabilidade natural ou
com a possibilidade de aumentar esta variabilidade pela indu-
cao de mutacoes ou através de métodos recombinacionais. Den-
tro deste contexto, o estudo da mutagao e dos mutagenicos,re-
presentam uma grande contribuicao fornecida pela genética de
microrganismos, haja visto o grande emprego da teécnica muta-
g¢ao-selegao no melhoramento de fungos economicamente importan

tes.

Sendo a maioria das especies de fungos indus=-
triais desprovidas de ciclo sexual, a possibilidade de aumen-
tar a variabilidade visando o seu melHoramento via metodos re
combinacionais, fica restringida ao ciclo parassexual. Em A.
nigen este ciclo foi descrito por PONTECORVO et al<Z (1953a),
entretanto em A. awamoad tal fenomeno ainda nao foi constata-
do. Estas duas espécies sao de reconhecido valor industrial

na produgao de enzimas amiloliticas, especialmente na pro-
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ducao de amiloglicosidase, e a ocorréncia de parassexualidade
em A. awamori, seria interessante na obtencao de recombinan
tes com qualidades desejaveis, aléem de estudos de ordem gené-r

tica nesta especie.

0 fenomeno parassexual entre os fungos tem re-
centemente recebido nova dimensao com o desenvolvimento do iso
lamento, cultura e fusao de protoplastos (PEBERDY,1979). Pri-
meiramente porque esta nova metodologia permite a formagao re
lativamente facil de heterocarios,se mostrando portanto mui-
to valiosa em fungos onde a anastomose de hifas € dificulta
da. Em segundo lugar porque através da fusao interespecifica
de protoplastos, a interagao de genomas de espécies diferen-
tes, abriu uma nova area den£ro da genéetica de fungo§ e da

biologia molecular.

Considerando estes fatos, o presente trabalho
foi desenvolvido com o objetivo de caracterizar linhagens de
A. awamori e A. niger no que diz respeito a obtengao de mu-
tantes, estudar alguns aspectos citologicos e obtengao de di
ploides intra e interlinhagens e também interespecificos, quan-
do possivel pela metodologia parassexual e quando nao, atraveés
da fusao de protoplastos. Por uUltimo, a avaliagcao da produ-
cao de enzimas amiloliticas nos diploides e haploides que os

constituiram.



2. REVISKO BIBLIOGRAFICA

2.1. Consideracoes gerais sobre Aspergillus niger van Tieghem
e Asperngillus awamordi Nakazawa

0s fungos Aspergillus nigern e Aspexrgillus awa-
mont{ enquadram-se no grupo niger (RAPER e FENNELL, 1965). As
espécies de Aspengillus deste grupo sao provavelmente mais co
muns do que qualquer outro grupo Qentro do gEnero. Elas apre
sentam uma ampla distribui¢ao geografica e ocorrem numa gran-
de variedade de substratos, sendo abundantes nos solos princi
palmente em solos de regioes tropicais e subtropicais. Séofug
gos que se destacam pelo valor economico,sendo largamente usa

dos em industrias.

Tanto o Asperngillus awamoni Nakazawa como O
Aspergillus niger van Tieghem apresentam esterigmas biseria-
dos, mas o Aspergillus niger apresenta colonias com conidios
globosos com aspecto rugoso com equinulacoes e coloragao ne-

gra a olho nu, medindo em torno de 4 a 5u de diametro,enquan-
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to que o Aspergillus awamordi apresenta coldonias com conidios
marrons avermelhados, conidioforos medindo de 1 a 1,5 mm de

comprimento e conidios variando de 4,0 a 4,51 em diametro.

Devido a n3o existéncia ou evidenciagao do ci-
clo sexual o Asperngiflus nigern e, também o Aspengillus awamori
sao classificados como Deuteromicetos, sendo a analise genéti
ca em A, ndiger efetuada através do ciclo parassexual. (PONTE-
CORVO et alii, 1953a); entretanto para o Aspengillus awamori

ainda nao foi evidenciado o ciclo parassexual,

2.2. Isolamento de mutantes auxotroficos

Apesar da mutacao ser o principal fator que for
nece explicagoes para a enorme variabilidade e diversidade e-
xistentes entre os fungos,esta ocorre espontaneamente com bai '
xa frequencia. Desta forma, na maioria dos programas para iso-
lamento de mutantes que entao serao usados para estudos gené-
ticos ou mesmo para outros fins,incluem-se processos para au-
mentar a freqliencia de mutacao, fazendo-se uso do tratamento

de celulas com agentes mutagenicos, fisicos ou quimicos.
]

Grande parte do desenvolvimento da genética de
fungos tem sido baseada no uso de mutantes bioquimicos,primei
ramente estudados em Neurospora por BEADLE e TATUM (1945).

0 tipo de mutante bioquimico que tem sido mais estudado € o
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auxotrofico, que € incapaz de crescer em meio minimo; contudo

€ capaz de crescer se uma ou mais substancias especificas sao

adicionadas ao meio.

Mutantes podem ser conseguidos com maior ou me
nor facilidade dependendo das caracteristicas do fungo a ser
usado. Fungos com abundante producao de esporos preferivel-
mente uninucleados, com ciclo vital relativamente répido,crei
cendo em meios de cultura de composigao definida, sao favora
veis para estudos genéticos. Também em fungos que nao pos-
suem estas caracteristicas favoraveis podem-se obter mutantes,

embora com maior dificuldade.

0 procedimento tradicional porem menos eficien
te para isolamento de mutantes auxotroficos € tomar uma gran-
de amostra de células de uma populacao tratada com um mutageée-
nico e avalia-las individualmente para sua habilidade de cres

cimento em meio minimo.

Em fungos com conidios predominantemente multinu
cleados, muitos nucleos mutantes nao serao detectados devido a pre
senca de um ou mais nicleos nao mutantes no mesmo conidio, permi
tindo crescimento normal e dificultando dessa maneira o isolamen-
to de coldnias mutantes. Entretanto, em Newtospora alguns autores tem a-
dotado o uso de linhagens que produzem somente microconi-
dios uninucleados (LINDEGREN e LINDEGREN, 1941; TATUM et ali<,

1950) .
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Apos isolados os mutantes auxotroficos o seu
requerimento para crescimento pode facilmente ser identifica-

do pela técnica de auxonografia (PONTECORVO, 1949).

REAUME e TATUM (1949), utilizaram pela primei-
ra vez o método "Rescue’” com finalidade de obter mutantes au-
xotroficos de leveduras. 0 método consiste em semear células
haploides em diluicoes apropriadas em meio minimo e incuba-las
por varios dias. Assim que sobreviventes prototroficos cresce
rem e formarem colonias,a posicao destas deverao ser marca-
das. A seguir, meio completo € colocado sobre o meio minimo
e, apos solidificado, as placas sao incubadas novamente, ‘As
colonias que crescerem posteriormente a adigao de meio comple
to sao provaveis mutantes auxotroficos. Uma segunda alterna-
tiva, utilizada com sucesso por LEIN et alZZ (1948) em  Neu-
rospora e. por BOONE et aliZ (1956) em Venturdia Lnaequalis é a
identificagcao de nao crescimento ou esporos retardados por e-
xaminacao microscopica e transferéncia para meio enriquecido,

esperando-se que parte deles crescam agora normalmente.

0 metodo de enriquecimento por filtracgao foi
primeiramente utilizado em Ophipostoma multiannulatum por
FRIES (1947), que consiste em inocular conidios submetidos

a tratamento mutagenico em meio minimo liquido e, remover as
células prototroficas crescidas por repetidas filtragoes atra

ves de algum tipo de filtro estéril no qual as hifas dos espo



. 7.
ros germinados, sao retidas. Apos filtracao, grande parte dos
conidios capazes de crescerem em meio minimo sao removidos e

os restantes sao semeados em placas contendo meio completo.

A eficiéncia do método de enriquecimento por
filtracao depende de varios fatores sendo o principal o tempo
de incubacao no meio minimo liquido antes da filtragao. Este
€ importante porque os conidios auxotroficos podem iniciar a
germinagao pela liberacao de substancias das células prototro
ficas em crescimento e serem portanto retidos no filtro ou mes
mo formarem heterocarios prototroficos. O método'de enrique-
cimento por filtracao foi utilizado com suéesso em Neurospora
(WOODWARD et alii, 195L4; CATCHESIDE, 1954), Coprdinus Lagopus
(DAY e ANDERSON, 1961), Schizophylfum commune (ANDERSON e DEPPE,

1977), Metarhizium andisopliae (SILVEIRA, 1983).

MOAT et alii (1959), demonstraram em Sacchanro-
myces que € possivel utilizar substancias que matam somente
celulas em crescimento, sendo que anfoterecina B, endomicina
e nistatina foram as mais eficientes. Quando populacoes de
células de leveduras contendo pequena proporcao de mutantes
auxotroficos foram inoculados em meiovmfnimo mais antibiotico
e, apos um periodo de incubagao o antibiotico foi removido por
centrifugacao e células foram semeadas em meio suplementado
livre de antibiotico, a proporgao de auxotroficos entre as cé

lulas sobreviventes foi cerca de cinquenta vezes maior que a
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populagao original. Encontram-se ainda na literatura outros
relatos que fazem uso de antibiotico e outros antimetabolitos
com eficiencia para obtencao de mutantes auxotroficos em leve
duras (COOK, 1974; MEGNET, 1965; SNOW, 1966; YOUNG et al<z,

1976; MELO CRUZ, 1977).

Posteriormente, foi demonstrado em Aépengiﬂﬁué~
nidufans que os antibioticos polieno e N-glicosil boli-
fungin matam células em germinacao, mas -nao matam coni-
dios que nao estejam germinando (BAL et alizi, 1975). Este
método pode também ser wusado para selecao de mutantes

auxotroficos.

Ainda um outro metodo para isolamento de mu-
tantes auxotroficos que foi utilizado para Saccharomyces
(LITTLEWOOD e DAVIS, 1973), Neurxospora (RUSSELL e COHEN,1976}e
A. fLavus (DONKERSLOOT e MATELES, 1968) depende da incorpora
¢ao pela célula,do tipo selvagem em meio minimo, de acido ribo
nucleico ou precursores de proteina marcados com tritium (*H).
Durante subsequente incubacao a célula do tipo selvagem ten-
de a ser morta pela radioatividade que ela incorpora,enquanto
que os mutantes auxotroficos que nao forem ativos na sintese
macromolecular durante o perfodo de exposicao ao precursor tri-
tiado, tendem a sobreviver. Este método também tem sido efi-

ciente no enriquecimento de mutantes auxotroficos.

SPICZKIC e FERENCZY (1978),demonstraram a técni
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ca enzimatica de enriquecimento de mutantes auxotroficos e ter
mos sensiveis de Schizosaccharomyces pombe. 0 método € basea-
do na observacao de que a parede celular jovem € mais sensi-
vel a enzima litica que a parede celular velha. A enzima pro-
duzida por Taichoderma viride pode lisar a parede <celular, e
€ mais ativa para células em crescimento do que para culturas
estacionarias. No experimento acima a taxa de enriquecimento
de mutantes auxotroficos encontrada foi de 79,7 vezes. 0 prin
cipio do metodo e resultados preliminares sao apresentados por

FERENCZY et alZi< (1975).

2.3. Ciclo parassexual e sua importancia

Encontram-se na literatura varios relatos sobre
variabilidade em fungos e,nestes, " salientam-se que alem da mu
tacao como fonte de variabilidade, também a heterocariose, a
recombinagao sexual, a parassexualidade e determinantes <cito
plasmaticos fornecem amplas explicagoes para a grande variabi
lidade e diversidade existentes entre os fungos (AZEVEDO, 1972,

BRADLEY, 1962, TINLINE e MCNEILL, 1969, AZEVEDO, 1976).

Em fungos, alem do processo sexual que € uma
caracteristica observada em Ficomicetos, Ascomicetos e Basi-
diomicetos, existe uma alternativa de sexo, ou seja o ciclo

parassexual, descrito pela primeira vez em Aspengiflus nidu-
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Lans (PONTECORVO e ROPER, 1952). Este ciclo parassexual, con
siste na dlternativa de recombinacao nos fungos classificados
como Deuteromicetos, também conhecidos como ‘fungos imperfei-
tos, que assim sao denominados pelo fato de nao possuirem ou
nao terem ainda descrito o seu ciclo sexual. Desta forma,per
cebe-se a grande importancia do ciclo parassexual como fonte

de recombinagao em fungos imperfeitos.

A descoberta do ciclo parassexual em Asperngillus
nidufans teve como suporte o trabalho de ROPER (1952) que uti
lizando mutantes morfologicos e nutricionais obteve combina-
cao desses marcadores em uma linhagem diploide de Aspengillus
nidufans. Tais colonias diploides originaram-se da fusao de
nucleos haploides nosfmtaocéﬁos, estes decorrentes dé anasto
mose de hifas. Estes nucleos diploides multiplicam-se por di
visoes mitoticas sendo eventualmente incluido nos <conidios.
Neste mesmo fungo, Asperngillus nidulans, foi verificado que
os dipléides poderiam permanecer neste estado permanentemente
ou produzir diploides homozigotos para um ou varios marcado-
res, diploides estes,que teriam sido originados por permuta
mitotica, similar ao crossing-over meiotico, mas nao seguido

de reducao (PONTECORVO e ROPER, 1952).

Para a demonstracao do ciclo parassexual em fun
gos,as seguintes etapas devem ser consideradas: (a) produgao

de linhagens com marcas nutricionais e/ou morfologicas a par
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tir do isolado selvagem, (b) formacao de heterocarios balan-
ceados pela fusao de hifas contendo nicleos diferentes, (c) de-
teccao, isolamento e purificacao do diploide heterozigoto e,
por Gltimo (d) recﬁperagéo de segregantes recombinantes ha~
ploides e diploides para analise de acordo com sua morfologia

e seus requerimentos nutricionais.

Apos obtengao e caracterizagao dos mutantes au
xotroficos e morfologicos deve-se proceder a formacao de hete
rocarios entre mutantes complementares para requisitos nutri-
cionais, sendo a heteriocariose resultado de anastomose de hi
fas adjacentes e migracao de um nucleo de uma hifa para outra
(ROPER, 1952). Entretanto, a mais freqgiente fonte de hete-
rioqariose € aquela derivada por mutacao em um ou mais nucleo

dentro do micélio homocariotico (ISHITANI e SAKAGUCHI, 1956,

TINLINE, 1962, CUNHA, 1970).

A fusao de hifas e a habilidade de formar hete
tocario sao determinadas pela constituigcao genética das linha
gens parentais e tambem influenciadas por condig¢oes ambientais.
Sendo a anastomose de hifag e heterocariose processos que an
tecedem a formacao de diploides, encontram-se na literatura
trabalhos que tratam de suas particularidades (CLUTTERBUCK e

ROPER, 1966; CATEN e JINKS, ]966; TINLINE e MCNEILL, 1969).

A partir do heterocario pode-se obter a fusao
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de nucleos que entao darao origem ao diploide heterozigoto(RO
PER, 1952). Estes, por divisoes mitoticas produzirao novos
nicleos diploides, que por sua vez podem sofrer permuta mito-
tica resultando recombinantes que se diferenciam do diploide
original. Assim como certos agentes apresentam a propriedade de au-
mentar a frequéncia de formacao de diploides (PONTECORVO et alit,
1953b; DAY e JONES, 1968; IKEDA et aliz, 1957, SHCHERBAKOVA e RESVAYA,
1978) a frequéncia de permuta mitotica também pode ser alterada com

certos agentes quimicos ou fisicos (SHANFIELD e KAFER, 1971).

A identificacao do fenotipo tipo selvagem € o
primeiro indicio para o reconhecimento de conidios diploides
obtidos do heterocario resultante do cruzamento de parentais
haploides com marcas auxotroficas e/ou morfologicas. Entretan
to,devem-se eliminar as possibilidades de que este seja um re-
vertente ou mesmo um anéupléide, assim sendo, outros crite-
rios, tais como: diametro de conidios, diametro de nucleos,
morfologia e desenvolvimento de colonias, sensibilidade a mu-
tagénicos, segregacao de marcas parentais, e comparagao do ng
mero de nucleos por conidios do diploide com os haploides, se

rao de grande valor para a confirmacao do possivel diploide.

Atravées de nao disjuncao mitotica, o diploide
pode passar por varias fases de aneuploidia e originar haploi
des que também se diferenciam dos hapldides que originaram o

diploide. A haploidizacao de diploides de Aspergilfus nigenr,
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como uma consequéncia da adicao do analogo de aminoacido,para-
fluorfenilalanina, ocorre por sucessivas perdas cromossomicas,
(LHOAS, 1961; MORPURGO, 1961; LHOAS, 1968) como encontrado por
KAFER (1961) para Aébe&giﬁﬁub nidufans no caso de haploidiza
cao espontanea. A partfr desta descoberta o pFA (para-fluor-
fenilalanina) vem sendo utilizado para haploidizagao de diploi
des de outros fungos tais como, Penicillium chrysogenum (BALL,
1971), HumicolLa sp (BERTOLDI e CATEN, 1975), Ustilago viola
cea (DAY e JONES, 1968) e outros. Além desta, outras subs-
tancias foram avaliadas quanto a acao haploidizante e, resul
tado satisfatorio foi encontrado para N-glicosil ,polifung}na
(BAL et alii, 1975), Griseofulvina (KAPPAS e GEORGOPOULOS,
1974), Benomyl (HASTIE, 1970), Chloroneb (KAPPAS e GEORGO-
POULOS, 1975; PACHECO-SANTANA, 1974; AZEVEDO et ali1,1977),
fungicidés benzimidazolicos e thiophanato (KAPPAS et alitz,
1973), Botran, PCNB e SOPP (KAPPAS e GEORGOPOULOS,
1975) .

Esta bem evidenciada a importancia do ciclo pa
rassexual referente a estudos de ordem genética, bem como seu
grande valor como fonte de recombinacao em fungos de aplica

cao industrial que na maioria sao deuteromicetos.

Este mecanismo alternativo de sexo permite o
mapeamento de genes e centromeros nos diferentes grupos de 1i

gagao. Deste modo, FORBES (1959), baseado na segregagao mito
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tica localizou novas mutagoes de Asperngiflus nidufans em seus
devidos grupos de ligacao. GROSSI (1980) através de analise
mitotica confirmou resultados previamente obtidos por outros
autores que, o locus para resistencia ao cloroneb em Aspen-
gillus nidulans esta no grupo de ligagao Ill. Atraves da ana
lise mitotica, pode-se também estabelecer o numero de grupos
de ligagao de uma especie; desta forma estabeleceram-se seis gru
pos de ligacao para Aspergillfus niger (LHOAS, 1967), sete pa-
ra Aspengillus fLavus (PAPA, 1976) e quatro para Humicolfa(BER

TOLDI e CATEN, 1975).

Como descrito por AZEVEDO (1972), o uso de di-
ploides ou heterocarios obtidos pelo ciclo parassexual permi-
te o estudo de dominancia e recessividade de genes em um mes-
mo nGcleo ou em nicleos diferentes, mas em um citoplasma co-
mum, respectivamente. Estudos mais detalhados a respeito de
permuta mitotica e haploidizacao podem ser feitos através do

ciclo parassexual.

Os estudos relativos a instabilidade genética
sao de grande interesse nao so no sentido acadéemico, mas tam-
bém para aplicagoes industriais, prinéipalmente no que diz
respeito ao melhoramento e prevencao de degeneracoes em linha
gens industriais (BALL e AZEVEDO, 1976). No caso de fungos,
o ciclo parassexual facilita os estudos do processo de insta-

bilidade mitotica visto que, certos processos de instabilida~-
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de em Aspengillus nidulans sdo desencadeados pela presenca de
um segmen}o cromossomico em duplicata (BAINBRIDGE e ROPER
1966). Estes processos de instabilidade em linhagens com
segmentos em duplicata podem ser devido a permutas mitoticas

desiguais,produzindo delecoes o que faria com que as colonias

. . &
apresentassem setores mais vigorosos pela perda de segmen-

to duplicado ou deteriorado por duplicagoes em tan-
dem.

A ocorréncia do ciclo parassexual foi wverifi-
cada em varios generos de fungos. Além das trinta e seis es~-
pécies de fungos que tiveram seu ciclo parassexual descrito

como relata a revisao de AZEVEDO (1976), outras espécies tais
como, Humicefa sp (BERTOLDI e CATEN, 1975}, Aépengiﬁﬂué Ap 321
(PEREIRA, 1978), Acremenium chrysegenum (BALL e HAMLIN,1978),
Metarhizium anisepliae (MESSIAS, 1979), tiveram o fendmeno pa

rassexual descrito.

Sendo a anastomose de hifas requisito obriga-
torio para ocorrencia do ciclo parassexual, este evento ocor-
re com facilidade entre variantes genéticos de uma linhagem.
Entretanto, devido a fenomenos de incompatibilidade na parede
celular dos fungos dificilmente ocorre anastomose de hifas de
diferentes origens dentro da mesma espécie e mais dificilmen=-
te ainda entre especies diferentes. As descobertas nos ulti-

mos anos envolvendo o isolamento, regeneracao e a fusao de pro
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toplastos em fungos tem apresentado nova dimensao ao fendomeno
parassexual nos organismos que possuem ou nao o ciclo sexual
bem estabelecido, ou que apresentem barreira impedindo a tro
ca genica, recombihagéo e conseqiente variabilidade genetica
entre e dentre linhagens. Através das fusoes interespecificas
e intergenéricas, a interagao de genomas de duas espécies ou gé
neros diferentes tem aberto um novo campo dentro da genetica

de fungos e da biologia molecular.

2.4. Aspectos sobre producao de enzimas amiloliticas por
fungos o

Recentemente novas enzimas degradadoras de ami
do tem sido detectadas em microorganismos, entretanto, as ani
cas enzimas amiloliticas derivadas de fungos filamentosos que

tem significado industrial sao a a-amilase e a amiloglicosida

se.

Sequndo FOGARTY e KELLY (1980) as enzimas ami-~
loliticas de origem microbiana comercialmente importantes po-

dem ser divididas em varias classes:
1) Amilases de agao exo

a) Ami logl»icdsi<jase. A amiloglicosidase & uma en-
zima de acao exo (age nas extremidades da cadeia) que produz B D-gl ico

se pela hidrolise de ligagao a 1,4 consecutivamente de finais de cadeias
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nao redutores de amilose, amilopectina, e glicogenio. Esta en

zima tambeém hidrolisa ligagoes o 1,6 e a 1,3,

b) B-gmilase. Esta enzima degrada amilose,ami-
lopectina e glicogenio dg maneira '"exo'" de fins de cadeia nao
reduzidos, por hidrolise de ligacoes glicosidicas alternadas.
Desta forma ela produz maltose como resultado da hidrolise
de amilose e, maltose e uma dextrina limite como resultado da

hidrolise de amilopectina e glicogenio.

c) Outras enzimas de acao ''exo'. Estas enzimas
hidrolisam ligacoes a 1,4 mas nao ligagoes a 1,6 e produzem
como produto final outros que nao a maltose quando atuam sob

o substrato amido.,

2) Amilases de agao endo

a) o Amilase. Esta enzima hidrolisa ligagoes
a 1,4 na amilose, amilopectina e glicogenio,de maneira ''endo"
(age no interior da cadeia), mas as ligacgoes glicosidicas

@ 1,6 em polimeros ramificados nao sao hidrolisadas.
3) Enzimas desramificadoras

Estas enzimas hidrolisam somente ligagoes a 1,6.
4) Enzimas que produzem ciclodextrinas

Estas enzimas hidrolisam amido resultando uma
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série de polimeros D-glicosil ciclicos ndao reduzidos, chama-

dos ciclo dextrinas.

A amiloglicosidase ocorre quase que exclusiva-
mente em fungos, enquanto que a o amilase ocorre tanto em fun
gos como em bacterias. 0s fungos nao apresentam produgao in-
dustrial relevante de B-amilase e enzimas desramificadoras, por

tanto estas nao serao aqui consideradas.

A selecao de um organismo para producao de uma
determinada enzima requer a consideragao dos seguintes crité-
rios: (1) extensiva selegao deve ser procedida para selecio
nar o organismo mais apto; (2) o organismo deve produzir a en
zima com boa produtividade em tempo relativamente curto; (3)
o organismo deve crescer e produzir a enzima em nutrientes
nao caros; (4) o organismo deve ser facilmente removido do 11
quido de fermenta§50; (5) a enzima deve preferencialmente ser
produzida extracelularmente e facilmente removida do 1liquido
de fermentagao; (6) o organismo deve ser nao patogénico e nao
relacionado filogeneticamente a um patogeno; (7) idealmente
nao deve produzir toxinas ou outros materiais biologicamente
ativos; (8) o organismo deve ser geneticamente estavel e nao

susceptivel a bacteriofago.

Tanto em cultura submersa como em cultura de

superficie o fungo Aspergiflfus nigen produz consideravelmente
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mais amiloglicosidase do que a-amilase, e o inverso € verda-
deiro para Aspengiflus oryzae. Consequentemente, A. nigen e
um dos organismos utilizados para producao comercial de amilo
glicosidase e, a a-amilase fungica &€ produzida comercialmente
pelo Asperngillus oryzae (POOL e UNDERKOFLER, 1953, Apud FO-
GARTY e KELLY, 1980). Entretanto, SMILEY et qal<7,196k4, de-
monstraram que o fungo filamentoso Aspergillus awamordi NRRL
3112 produz trés vez mais amiloglicosidade que © Aspen-
gilfus nigen NRRL 337, que até entao vinha sendo wutiliza-
do industrialmente. Além disso, os autores também observi
ram que o A. awamor{ NRRL 3112 produz quantidades consi-
deravelmente menores de transglicosidase, enzima esta indS
sejavel por catalisar ligacdes sacaridicas a 1,6, isto e, a
sintese de isomaltose e panose a partir de glicose e nml:
tose, respectivamente., Desta formé, a presenga de transglico
sidade na preparacao de amiloglicosidase limita o poder de sa

carificagao desta enzima.

Espécies do género Rhizopus nao produzem trans
glicosidase, mas esta enzima € produzida por espécies do géne
ro Aspengiflfus. Sendo assim,esta deve ser removida ou inativa
da antes de tais preparacoes serem usadas na producao comer-
cial de dextrose. Esta caracteristica, produgao de transglico-

sidase por espécies do genero Aspergiffus produtores industriais de ami_

loglicosidase constitui uma desvantagem deste género em comparacgao

ao genero Rhizopus. Entretanto, o genero Rhizopus nao pro-
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duz satisfatoriamente amiloglicosidase em cultura submersa.

Vinte linhagens de fungos obtidas de varios la
boratorios e dez linhagens de fungos isolados de amostras do
solo, sendo que estas constituiam espécies e linhagens do gé-
nero Aspergillfus e Rhizopus, foram examinadas para habilida-
de de producao de amiloglicosidase. Atraves deste estudo ve-
rificou-se qge o Aspengillus awamord NRRL 3112 produz a maior

quantidade da enzima referida (PARK e LIMA, 1972).

A genetica de microrganismos, com seu grande
progresso na elucidacao de campos, tais como mutacao-selecao e
de processos de recombinagéo; forneceu e tem fornecido subsi-
dios que puderam e podem ser positivamente explorados no me-
lhoramento de microrganismos de interesse industrial. As es-
pécies mo@elo da genética de fungos nao possuem importancia di
reta para a industria de fermentacao, mas seu estudo tem pos-
sibilitado oportunidades de aplicacao com sucesso dos princi-
pios e descobertas ate agora encontrados. Neste sentido,o es
tudo da mutagao e dos mutagénicos representam uma grande con-
tribuicao fornecida pela genetica de microrganismos haja vis-
to o grande emprego da técnica da mutacao - selecao no melho-

ramento de fungos industrialmente importantes.

Mutagao artificial de um organismo envolve tra
tamento de células ou suspensao de esporos com o agente mutagé€

nico escolhido até que 95 a 99% de mortalidade seja encontra-
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do. As celulas sobreviventes sao cultivadas em meio apropria
do para originar colonias. I solados sao subsequentemente se-
lecionados para produgao da enzima desejada. Aquelas que au-
mentaram a producac quando comparado com as células nao tra-

tadas sao entao reexaminadas para avaliar sua estabilidade.

Irradiag¢ao com luz ultravioleta foi wutilizada
com sucesso para obtengao de mutantes de A. phoenicis com pro
dugcao de amiloglicosidase aumentada (BARIBO, 1967, Apud FOGAR
TY e KELLY, 1980). Resultado semelhante foi obtido em A. goe
ftidus, sendo que neste Gultimo caso o nivel de tranéglicosida-
se foi substancialmente menor (BODE, 1966, Apud FOGARTY e

KELLY, 1980).

Linhagens mutantes de A. nigeir produtores de
amiloglicosidase e livres de transglicosidase foram obtidas
apos tratamento com radiacao ultravioleta e/ou tratamento com
NTG (AUNSTRUP, 1977). Ainda com tratamento a luz ultraviole-
ta e NTG, mutantes de Rhizopus {formascienses produziram até 15
vezes mais amiloglicosidase que a linhagem parental (LIN, 1972,
Apud FOGARTY e KELLY,1980). Um mutante da linhagem A. awamorl NRRL
3112 que produz 100% mais amiloglicosidase qhe a linhagem original foi
obtido pelo tratamento com N-metil-N'nitro-N-nitrosoguanidina. Pos-
teriormente este mesmo mutante foi tratado com luz ultravioleta,
sendo os sobreviventes avaliados quanto a produtividade enzimati-

ca e mudancas morfologicas. Um mutante (MNNG-UV mutante) que
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teve diferentes caracteristicas de crescimento em '"Malte leve
dura agar'" da linhagem parental produziu igual quantidade de
amiloglicosidase aquela produzida pelo mutante MNNG (PARK e
SANTI, 1977). Muténtes com propriedades aumentadas de produ
cao de amiloglicosidase foram isolados de A. awameni NRRL -3112
apos tratamento mutagénico com NTG, dietil sulfato, NaNO; e
irradiagao gama. O melhoramento encontrado em trés passos se
quénciais de tratamento mutagénico e selecao foi de 2,5 vezes,
sendo que nestes mutantes a producao de a-amilase tambem foi

aumentada (NEVALAINEN e PALVA, 1979).

Embora com menor expressao a recombinagao geneé
tica tem auxiliado o desenvolvimento de linhagens superiores,
Lembrando-se que a maioria dos fungos industrialmente impor-
tantes sao classificados como deuteromicetos,a combinacao de
caracteres vantajosos ja existentes ou obtidos via mutagao so

mente € permitido através do ciclo parassexual,

A aplicacao da parassexualidade em linhagens
industriais consiste nao somente a possibilidade de melhora-
mento para aumentar a prongéo per se mas, também para ou-
tras caracteristicas desejaveis que podem indiretamente ter e-

feitos favoraveis na producao da substancia,

0 melhoramento na producao de amiloglicosidase

em linhagens de A. niger foi conseguido atraves do cruzamento

parassexual de uma linhagem altamente produtora com uma outra
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pouco produtora de amiloglicosidase. Desta forma,conseguiu-se
recombinantes com eficientes caldo de filtracao, caracteristica
esta da linhagem pouco produtora. Um dos recombinantes foi su-
perior para a produgao de amiloglicosidase do que a melhor
linhagem parental previamente utilizada para este proposito
(BALL et ali7,1978). Ainda em A. nigen,diploides foram obti-
dos pela técnica de ROPER (1952) e avaliados para a produgao
de amiloglicosidase; estes mostraram aumento significativo de
até 42% na producao, o que possivelmente indica efeito da do-

sagem genica na producdo (VALENTE e BONATELLI JR., 1982).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Linhagens Utilizadas

As linhagens utilizadas foram obtidas na Ame-
rican Type Culture Colletion, USA. As linhagens de Aspen-
gilLus nigen foram ATCC 10864 (NRRL 330) e ATCC 22343 (NRRL 3122)
e as linhagens de Aspergillus awamord foram ATCC 11382 (1F0 4398)
e ATCC 22342 (NRRL 3112),catalogadas como produtoras de enzi

mas amiloliticas (Catalogue of Strains 1, 1980).

3.2. Meios de Cultura e Solucdes Utilizadas

3.2.1. Meio Minimo (PONTECORVO et aliz, 1953b)

NaNoO3 « + + v « v & v v « « « . . 6,00
KHPOy. . « . « o « « . + . . . . 1,50
KCT . . . « « + + « v « « « + « . 0,5
MgS04,.7H20 . « . « . . . . . . . 0,5
FeSOy . « ¢« v+ « + + + « « « « + .+ tragos
ZnSO0y v + « + + 4+ « + + +« + « .« . tragos
Glicose . + «v « + &+ 4 « « « +« . .10,00 g
Agar. . . . o . . .+ « +« . . . 15,00 ¢
Agua destilada. . . . +. . . . . .1.000 ml

pH ajustado para 6,8 com NaOH 4%
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3.2.2. Meio Completo (PONTECORVO et alzz, 1953b, modi-
ficado)

Adicionou-se ao meio minimo:

Peptona. . + « +« « « « « « « «.. 2,004
Caseina hidrolizada . . . . . . . 1,5 ¢
Extrato de levedura . . . . . . . 0,5

Solugao de vitaminas. . , . . . . 1,0 ml

pH ajustado para 6,8 com NaOH 4%

3.2.3. Meio Minimo Liquido (PONTECORVO et alzz, 1953b)

Preparado segundo o item 3.2.1., nao sendo adi

cionado o. agar.

3.2.4. Meio Completo Liquido (PONTECORVO et aliZ,1953b,
modificado)

Preparado segundo o item 3.2.2., nao sendo adi

cionado o agar.

3.2.5. MM KC1 para reversao e obtengao de produtos de
fusac

0 meio foi preparado segundo o item 3.2.1., on
de cada componente foi colocado em quantidade dobrada, com ex

cegao da agua. No momento do uso, este foi diluido com KC1 1,2 M
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em tampao fosfato pH 5,8, na proporgao 1:1.

3.2.6. MC KC1 para obtencao de crescimento de hifas,
protoplastos e conidios

Preparado segundo o item 3.2.2., onde cada com
ponente foi colocado em quantidade dobrada, exceto agua. No
momento do uso,este foi diluido com KC1 1,2 M em tampao fosfa

to pH 5,8, na proporgao I:1. ,

3.2.7. Meio Minimo mais 2% de Meio Completo

Em tubos de ensaio, foram adicionados 3 ml de
meio minimo liquido mais 2% de meio completo liquido. Estes tu

bos foram autoclavados e conservados em refrigerador.

3.2.8. Meio Minimo Liquido para crescimento de mice-
lio

Ao meio minimo preparado segundo o ftem 3.2.1.

foi adicionado o aminoacido prolina na concentragao de 50ug/ml.

3.2.9. Meio Minimo de amido

0 meio minimo de amido foi preparado segundo o
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item 3.2.1., substituindo-se a glicose por amido na mesma con

centracao usada no meio de PONTECORVO et al<i, 1953b.

3.2.10. Solucao de Vitaminas

Biotina, 0,2 mg; Acido p-aminobenzoico, 10,0 mg;
Tiamina, 50,0 mg; Piridoxina, 50,0 mg; Acido nicotinico,100,0
mg; Riboflavina, 100,0 mg; Agua destilada esterilizada, 100 ml.
A sblugéo foi posteriormente esterilizada em banho-maria por
15 minutos e guérdada no refrigerador a 4°C em frasco escuro,

sob cloroformio.

3.2.11. Solucgao de Acido Nucleico de Leveduras

Acido nucléico de leveduras, 2 g em 15 mi de
solucao 1 N de HC1. Acido nucleico de leveduras, 2 g em 15 ml
de solucdo IN de NaOH. Ambas as solugdes s3o aquecidas a 100°C
por 20 minutos, misturadas e o pH € ajustado para 6,0 com NaOH
4%. Filtra-se e completa-se o volume para 40 ml sendo a se-

. . - 0 -
guir conservada no refrigerador a3 4°C, sob cloroformio.

3.2.12. Solugao de Caseina Hidrolizada

Preparou-se a solucgao, dissolvendo-se 100 mg

de caseina hidrolizada em 10 ml de H,0 destilada esteriliza-
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da. Esta foi aquecida em banho-maria por 15 minutos e a se-

-

. . o]
guir conservada em refrigerador a 4°C.

3.2.13. Suplementos Adicionados ao Meio Minimo

Estoque de suplementos foram preparados,adicio
nando-se cada um deles em frascos escuros contendo 10 ml de
agua destilada esterilizada. Estes foram posteriormente aque

. . . o
cidos por 15 nminutos e conservados em refrigerador a 4°C.

3.2.14. Solugao Salina

Preparou-se uma solucao de cloreto de sodio
0,85% (dissolve-se o sal em agua destilada). A solugao foi
distribuida em frascos (9 ml por frasco) sendo a seguir auto-

clavada.

3.2.15. Solugao de Tween-80 (0,1%)

Foi adicionado 0,1 ml de Tween-80 em 100 ml de
agua destilada com homogeneizagao. A solugao foi distribuida
em tubos de ensaio (2,5 ml), que foram a sequir autoclavados

e mantidos a temperatura ambiente.
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3.2.16. Solugao de Albumina 5%

Preparou-se uma solucao com 5,0 ml de clara de
ovo em 100 ml de agua destilada. Filtrou-se e conservou-se em

o .
frasco escuro a 4°C no refrigerador.

3.2.17. Solugao Helly

Bicromato de potassio, 3 g; Cloreto de mercd
rio, 5 g e Agua destilada, 100 ml. -Conservou-se a solugao em

frasco escuro a temperatura ambiente.

3.2.18. Solugao Giemsa

Diluiu-se uma parte de Giemsa em 66 partes de
glicerina a 60°C e ap6és resfriamento,misturou-se com 66 par-
tes de metanol. Esta solugao foi mantida a temperatura am-

biente.

3.2.19. Formol Neutro

0 formol neutro foi preparado pela ‘adicao de
uma parte de carbonato de calcio em 3 partes de formalina. A

solucao foi agitada esporadicamente durante 10 dias.
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3.2.20. Solugao Tampao Fosfato pH 6,9

Solugao A: NaH,P0,, 27,8 g e agua destilada,
1.000 ml. .

Solugao B: NaHPO,, 53,65 g e agua destilada,

1.000 ml.

Misturou-se 45 ml de solucao A em 55 ml da so-
lugao B. A essa mistura foram adicionados 100 ml de agua des
tilada. A mistura foi preparada no momento de uso e,o restan

te das duas solugoes foi mantida a 4¢.

3.2.21. Tampao Tris-Citrato pH 8,6

Trizma-base 0,076 M, 9,2 g em 1.000 ml de a-
gua destilada e Acido citrico 0,005 M, 1,05 g em 1.000 ml de

agua destilada.

Quando basico, adicionou-se acido citrico ate
chegar pH 8,6, e quando acido adicionou-se Tris Citrato ate

pH 8,6. Completou-se o volume com Balao.

3.2.22. Tampao Borato pH 8,1

Acido borico 0,3M, 18,5 g/1.000 ml de agua e NaOH

0,06 M, 2,4 g/1.000 ml de agua. Corrigiu-se o pH com acido bérico
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até pH 8,1 ou com NaOH quando este estava acido.

N

3.2.23. Tampao Fosfato 0,2 M pH 5,8

Solugao A: NaH,PO0,, 27,6 e agua destilada 1.000ml.
Solugao B: NaHPO,.12H,0, 71,6 g e agua desti-

lada, 1.000 ml.

Adicionaram-se 920 ml de solucao A em 80 mi de
solugao B. As solucoes A e B foram conservadas no refrigera-

dor e o tampao fosfato foi preparado no momento de uso.

3.2.24. Solugdo de KC1 1,2 M pH 5,8

Para o preparo desta soiugéo,_84,47 g de KCI
foram dissolvidos com agitagao e aquecimento em 500 ml de so-
lugao A (tampao fosfato pH 5,8). Levou-se ao potenciometro e
adicionou-se solucido B (tamp3o fosfato pH 5,8) até atingir-se
pH 5,8. 0 volume final foi acertado para 1000 ml com tampao

fosfato pH 5,8. Autoclavou-se e conservou-se em refrigerador.

3.2.25. Solugao KC1 0,6 M pH 5,8

Esta solucao foi preparada diluindo-se a solu-

cao KC1 1,2 M (Ttem 3,2.24.) volume a volume em tampao fosfa-
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to pH 5,8. Autoclavou-se e conservou-se em refrigerador.

3.2.26. Solucao de Polietilenoglicol (PEG) 30%

Solugao A: CaCl , 11,0 g e agua destilada, 1.000ml.

Solugao B: Glicina, 3,75 g e agua destilada,

1.000 ml.,

Foram adicionados 10,0 ml da solugéo A em 10,0
ml de solugao B e o vclume completado para 100 ml com éguadqi
tilada. 0 pH foi corrigido para 8,0 com NaOH 4% e adiciona

do PEG 6.000 em concentracgao. final de 30%.

3.2.27. Solucao de Enzimas para Produgao de Protoplas-
tos (HAMLYN et alzz, 1981)

Para cada 1,0 ml de KC1 0,6 M em tampao fosfato

pH 5,8 foram adicionados 5,0 mg de complexo 1litico, sendo este

constituido de 2,5 mg de '"celulase CP" e 2,5 mg de NOVOZYM 234,

3.2.28, Solugao de Benlate

Metil-1 (Buticarbamoil) 2-Benzimidazol Carboma
to (Benlate), 24 mg e agua destilada esterilizada, 100 ml. O
benlate foi dissolvido em |1 gota de acetona e posteriormente

adicionou-se agua. Filtrou-se e aqueceu-se a solugcao em ba-
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nho-maria durante 15 minutos. A solucdo foi conservada 2 4°C.

3.2.29, Gel de Acrilamida

Acrilamida, 3,325 g; Bis acrilamida, 0,175 g;
Temed, 50 ul; Persulfato de Amonio 10%, 0,6 mle Tampao Tris-

-citrato pH 8,6, 50 ml.

3.2.30. Solugao de Persulfato de Amonia (AP)

Solugao aquosa a 10% de AP.

3.2.31. Solugao para Revelagao de Esterases

Fast Blue R.R., 25'mg; o naftilacetato, 10 mg

e tampao fosfato 0,2M pH 5,8, 50 ml.

-

3.2.32. Solugao de Lugol

lodo, 4 g; lodeto de potassio, 8 g; agua desti

lada, 100 ml. Esta solucao concentrada foi diluida 1:10.

3.3. Sistema de Filtro para Tecnica de Enriquecimento

No interior de funis de vidro foram fixadas 6 .
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camadas de gaze com auxilio de fita crepe. Este conjunto foi
envolto em papel de aluminio e autoclavado por 15 minutos a

120%¢.

3.4. Uso de Palitos para Transferencia de Colonias

Foram utilizados palitos roligos para transfe-

rir conidios no caso de inoculagao em placas.

3.5. Esterilizacao e Incubagao

Os meios de cultura e as solugoes utilizadas
foram esterilizados em autoclave por 15 minutos a 120°C. A

temperatura de incubacao foi de 28°c.

3.6. Coloragao de Conidios (ROBINOW e CATEN, 1969)

Conidios jovens (2 -3 dias) de crescimento em
MC a 280C, foram coletados, colocados sobre laminula em presenca de
albumina 5% e homogeneizados com o auxilio de outra laminula. Apos
secagem, colocou-se 5 ml de fixador Helly adicionado de mais ou me-
nos 0,3 ml de formol neutro sobre a laminula por 15 minuto§ no
escuro. Estas foram posteriormente lavadas com alcool 70%.
A seguie fez-se a hidrélise a 63°C com HCI 1IN por 20

minutos em banho-maria, sendo entao lavada em agua destila-
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da por duas vezes. 0 material foi corado com 10 ml de tampao
fosfato pH 6,9 mais 18 gotas de solugéo de Giemsa, lavado com

tampao fosfato e observado ao microscopio otico.

3.6.1. Determinacdo do Numero de Nicleos por Conidio

Conidios provenientes de crescimento em MC por
2-3 dias a 28°C foram preparados segundo o item 3.6. Estes fo
ram observados ao microscopio otico e determinada a porcenta
gem de nucleos por conidio. Para este fim fez-se- a observa

cao de 1.000 conidios de cada linhagem.

3.6.2. Medida do Tamanho dos Conidios

A medida dos conidios foi feita apos prepara-
cao do material,como descrito no item 3.6.,e utilizando-se uma
ocular micrometrica adaptavel ao microscopio otico. Foi fei-
to a medida de 30 conidios escolhidos aleatoriamente de cada

linhagem.

3.6.3. Medida do Tamanho de Nucleos

0 material foi preparado segundo o item 3.6. e

a medida de 30 nucleos de conidios uni, bi, tri e tetranuclea

dos foi feita utilizando-se ocular micrométrica adaptavel ao
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microscopio otico.

3.7. Determinacao dos Padroes Eletroforeticos em Linhagens
de A. awameni e A. nigen por Eletroforese em Gel de
Acrilamida

3.7.1. Preparacao das Amostras

As linhagens a serem determinadas eletroforeti
camente foram crescidas em tubos de ensaio contendo MM liqui-
do (2;5 ml) por 96 horas a 28°C. Neste perfodo formou-se uma
fina pelicula que foi retirada com alga e colocada em tubo
com O,é ml de tampao tris-citrato pH 8,6 (tampao gel). Usan-
do-se um bastao de vidro o micélio foi esmagado,sendo logo a-
pos adicionado mais 0,1 ml de tampao e 0,1 ml de sacarose 40%.
Estas forém centrifugadas a 3.000 rpm por 6 minutos. O sobre

nadante foi aplicado ao gel de eletroforese,

3.7.2. Placa de Gel de Acrilamida

Foram dissolvidos 3,325 g de acrilamida e
0,175 g de bisacrilamida em 50 ml de tampao tris-citrato pH
8,6. Apos dissolvido foi adicionado 50 g1 de TEMED (tetra-
methyl - ethylenodiamine) e 0,6 ml de solugao AP 10% (persul
fato de amonio),sendo a mistura imediatamente vertida em pla-

ca de 15 cm X 16 cm X 0,3 cm. A polimerizagao ocorreu em tem
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peratura ambiente. Foi feita uma pré corrida «com amperagem

e voltagem baixa por 30 minutos em geladeira.

3.7.3. Ap]icégéo das Amostras e Corrida da Eletrofore
se

Com auxilio de micropipetas colocou-se 30 ml
de amostra por canaleta do gel, sendo que em uma delas colo
cou-se o corante azul de bromo fenol. A placa foi colocada
em cuba de eletroforese vertical. 0 tampao do eletrodo ﬁtili
zado foi o tampao borato pH 8,2. A corrida foi feita a 30 mA,

120V em geladeira por quatro horas.

3.7.4. Revelagao das Esterases

Apos a corrida o gel foi cuidadosamente retira
‘do da placa e colocado em cuba de plastico com 50 ml da solu

cao reveladora (item 3.2.31.).

3.8. Sobrevivencia a Mutagenicos

3.8.1. Sobrevivencia a Luz Ultra Violeta

Suspensoes de conidios das linhagens de A, awamoni
ATCC 22342 e ATCC 11382 em tween-80 foram feitas, e com auxilio de

camara de Neubauer o numero de conidios por ml foi estimado. Es-
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tas suspensoes foram dilufdas (1:10) em salina e colocadas
em placa de Petri esterilizadas, e entao submetidas a ‘irra-
diacao luz ultravioleta a diferentes intensidades de fluxo

de energia (J/mz/s). Diluicoes apropriadas de cada tempo de
irradiacao foram feitas em solucoes salina 0,85% e 0,1 ml foi
semeado em placa contendo MC. As placas foram incubadas a
28°C por mais ou menos 48 horas,sendo apds este perfodo conta
do o numero de colonias por placa. Fez-se a curva de sobre-
vivencia,tomando-se o numero de colonias no tempo zero minu-

tos de irradiacao como 100% de sobrevivencia,

3.8.2. Sobrevivencia a Radiacao Gama

Suspensoes de conidios das linhagens de A. awa
moadi ATCC 22342, A. nigen ATCC 10864 e ATCC 22343, foram esti
mados quanto ao numero de conidios por ml e,diluicoes de 1:10
em salina foram submetidas a diferentes doses de irradiagao ga
ma ®%Co (Krad). Diluigcoes apropriadas de cada dose foram feli
tas em solugao salina 0,85% e, 0,1 ml foi semeado em placa
contendo MC. As placas foram incubadas a 28°¢ por volta de
48 horas,sendo apos este periodo contado o numero de colonias
por placa. A curva de sobrevivencia foi feita, tomando-se o nume-
ro de colonias obtidas na dose de zero Krad de irradiacao co-

mo 100% de sobrevivencia.
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3.9. Determinacao da Heterocariose na Linhagem de Aspexn-
gillus awamord ATCC 22342 e A.nigern ATCC 22343

Separadamente, foram feitas suspensoes de coni
dios em tween-80 das.linhagens ATCC 22342 e ATCC 22343. Estas
foram diluidas apropriadémente e semeadas em MC, apos incuba
¢cao a 28°¢ por 96 horas, estas foram transferidas para MM(plg
ca com 26 pcntos). Apos a verificagao de que algumas colodnias
cresciam normalmente enquanto que outras apresentavam cresci
mento residual, foi feita semeadura de uma mesma suspensao na

mesma diluicao em MM e em MC. Depois de 72 horas as colonias

foram contadas.

3.9.1. Detecgao da Auxotrofia nas Linhagens A. awamo-
ni ATCC 22342 e A. nigen ATCC 22343

Conidios das colonias crescidas em MC,foram no
vamente transferidas para MC,mas agora em placa com 26 pon-
tos. ApOs incubagao a 28°¢ por 96 horas,estas foram transfe
ridas com auxilio do replicador multifio para MM, MM + vitami
nas, MM + aminoacidos, MM + acidos nucléicos. Da mesma forma
citada acima as colonias foram transferidas para MM + todos os
aminoacidos separadamente. Apds 96 horas de incubacdo a 28°C

observou-se crescimento normal ou residual das colonias.
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3.9.2. Isolamento de colonias de A. nigern ATCC 22343
) e A. awamori 22342(pro/arg) e (pro/arg)?

0 isolamento de coldnias(pro/arg) e(pro/argf de
A. nigen ATCC 22343 e A. awamori ATCC 22342 foi feito através
de varias semeaduras em MC e transferencias para MM apos
crescimento e esporulagao. Através de observagao visual e re
picagem isolaram-se colonias que sempre crescem bem em MM,colo-
nias que sempre apresentam crescimento residual em MM mas,cres
cimento normal em MM + prolina ou MM+ arginina e tambéeém colo-

nias que tanto apresentavam crescimento normal como residual

em MM.

3.9.3. Evidenciagao do Bloqueio Metabolico da Via
Biossintetica dos Aminoacidos Prolina e Argi-
nina nos Isolados(pro/arg) das Linhagens ATCC
22342 e ATCC 22343,

As colonias isoladas que apresentaram somente
crescimento residual em MM foram inoculadas em MM e MM suple-
mentados com intermediarios pertencentes a via metabolica dos
aminoacidos prolina e arginina (arginina, prolina, ornitina,
acido glutamico, citrulina, glutamina)., Apés 72 horas de in-
cubac3o a 28°C, foi feito a medida do diametro das colonias

nos diversos meios suplementados.

Vale ainda ressaltar que esta metodologia des-
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crita foi sequida para ambas as linhagens, isto €, ATCC 22342

e ATCC 22343,

3.10. Obtengao de Mutantes Auxotroficos e Morfologicos

3.10.1. Mutantes Auxotroficos e Morfologicos obtidos
com Irradiacao Gama

Foram feitas suspensoes de conidios das linha
geﬁs selvagens de A. ndigexn ATCC 10864 e ATCC 22343 em tween-80
0,1% provenientés de crescimento em MC por 7 a 8 dias a 28°c.
0 numero destes conidios foram estimados fazendo-se o uso de
camara de Neubauer,sendo irradiados com radiacao gama °°Co na
dose de 40 Krad para a linhaéem ATCC 10864 e dose de 60 Krad
para & linhagem ATCC 22343, Apos irradiagao diluigoes apro-
priadas foram semeadas em MC e incubadas por 48 horas a 28°C.
Depois destas colonias terem esporulado, estas foram transfe
ridas com auxilio de palitos roligcos esterilizados para MM
(placa com 26 pontos). Apés 48 horas de incubagao, as cold
nias nao crescidas foram transferidas novamente para MC, e en-
tac consideradas como sendo mutantes auxotroficos. Mutantes
morfologicos foram selecionados atraveés de observagao visual

da morfologia de colonias.

Com objetivo de se ensaiar as deficiencias nu-

tritivas dos mutantes obtidos, MM solido mais 0,1 ml de cada
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uma das solucoes de caseina hidrolizada, de acidos nuﬁléicos,
N

de vitaminas e de extrato de leveduras, foram feitas. 0s mu-
tantes auxotroficos foram inoculados nas plécas acima e estas
foram incubadas por 2 ou 3 dias a 28°C. Desta forma o cres-
cimento dos mutantes em uma das placas, e nao em MM, indicou
a deficiencia de cada um, sendo entao posteriormente transfe
ridos para MM mais cada um dos aminoacidos, MM mais cada um
dos acidos nucleicos e cada uma das vitaminas séparadémenté.
Para obtengao de duplos mutantes seguiu-se o mesmo critério

acima com excecao de que o requisito nutricional referente a

mutacao simples era adicionado ao MM,

3.10.2. Mutantes Auxotroficos e Morfologicos obtidos
com Irradiacao Ultravioleta

Conidios da linhagem de Asperngdllus awamorl iso-
lado (pro/arg) provenientes de crescimento em MC por 7 a 8 dias
a 28°C, foram transferidos para solucido de tween-80. 0 nime-
ro de conidios foi estimado fazendo-se contagem em camara de
Neubauer,sendo posteriormente a suspensao irradiada com luz
ultravioleta recebendo 1.872 j/m?*/s. Apos irradiagao diluigoes

apropriadas foram semeadas em MC e incubada por 48 horas a 28°¢.

O0s passos que sucecderam estas etapas foram
iguais aos descritos no ftem 3.10.1., com excecao de que foi

adicionado 0,1 ml! de prolina por placa.
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3.10.3. Enriquecimento de Mutantes Auxotroficos da Li-
nhagem de Asperngiflfus awamori Linhagem ATCC
22342 Selecionado (pro/arg)

Suspeﬁséo de conidios da linhagem de A. awa-
morl ATCC 22342 selecionado (pro/arg) em tween-80 0,1% foi subme

tidaa irradiagao ultravioleta na dose de 1872 j/m?/s.

Com.a finalidade de se ter um controle, 0,1 ml
da suspensao apropriadamente diluida, foi semeada em MC antes
de ser submetida a irradiagao. Apos irradiagao, novas dilui
coes foram semeadas em MC e 1 ml da suspensao foi inoculado
em 5 frascos Erlenmeyer de 560 ml contendo em cada wum deles
100 ml de MM + pro liquido (& importante ressaltar que estes
frascos foram envoltos com papel aluminio). 0 conteddo de um
destes frascos foi imediatamente filtrado em funil com gase

(ftem 3.3.) e o filtrado foi centrifugado a 4.000 rpm por minutos.

0 precipitado foi ressuspendido em 3 ml de so-
lugcao salina e procedeu-se a semeadura desta em MC (0,1 ml por
placa). Os 4 frascos restantes foram incubados em mesa rota-
téria a 30°C com agitacao de 150 rpm,sendo estes retirados da
incubadora em diferentes intervalos de tempo, com 12, 20, 24,
e 36 horas. Apos retirado da incubadora estes foram filtra-
dos, centriFQQados, ressuspendidos e 0,1 ml semeados em MC,da
mesma forma descrita acima. Estas placas foram incubadas a

28°¢ por 72 horas. Terminado este tempo as colonias foram con
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tadas e transferidas para placas com 26 pontos contendo
MM + pro péra que fossem reconhecidos os mutantes auxotroficos,
bem como para se verificar a porcentagem de‘muténtes auxotro-

ficos nos diferentes tempos de filtragao.

3.11. Teste da Producao de Enzimas Amiloliticas em Placa

As linhagens selvagens de A. awamohd{ ATCC 22342
e AfCC 11382, e de A. niger ATCC 22343 e ATCC 10864 bem como
alguns dos mutantes de A. nigen ATCC 22343 e A. awamord ATCC
22342 foram inoculados em MM de amido (item 3.2.9.). As pla-
cas foram incubadas a 28°C 9; apos 6 dias de crescimento,
foi medido o diametro das coiGnias e tambem diémetroAda colo
nia + halo, este detectado através do wuso de lugol (item

3.2.32.).

3.12. Testes de Repressao Catabolica de Enzimas Amiloliticas
pela Glicose

Conidios das linhagens selvagens de A. ndigexn
ATCC 10864 e ATCC 22343, e as linhagens selvagens de A. awamord
ATCC 22342 e ATCC 11382,foram inoculados separadamente no centro
da placa Ide Petri contendo MM (amido),sem glicose, outras adicio-
nados com 0,5%, 1%, 1,5%. Estas foram incubadas por 6 dias a 28%¢. De

corrido este periodo, fez~se a leitura do diametro da colonia,
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bem como do diametro da colonia mais o halo de atuagao das en

zimas amiloliticas, fazendo-se uso de solugao de lugol.

3.13. Curva Dose/Resposta ao Benlate

As linhagens selvagens de A. awamexd ATCC 22342
e ATCC 11382 e tambem as linhagens selvagens de A. nigex ATCC
10864 e ATCC 22343, foram inoculadas em placa de Petri conten
do MC, MC+ 0,3 ug/ml de benlate, MC-+0,6 pg/ml, MC+ 0,9 ug/ml,
MC + 1,2ug/ml, MCv+l,8 pg/ml, MC + 2,4 ug/mi, MC + 3,0 ug/ml,
MC+ 6,0 ng de benlate por ml de meio. Apos 41 horas de incu-

~ fo) .~
bagao a 28°C, seus diametros foram tomados.

3.14. Teste de Reversao

Todas as linhkagens mutantes foram ensaiadas pa
ra reversao das marcas nutricionais. Para tal,utilizou-se MM
e meio suplementado com o requisito nutricional da linhagem.

Conidios dos diversos mutantes foram suspensos em solugao de
tween-80 e semeados em placas preparadas conforme descrito a-

cima.



.46

3.15. Analise Genetica

3.15.1. Obtencao de Heterocarios

Conidios das diferentes linhagens (com comple
mentacao para marcas auxotroficas e/ou morfologicas) foram co
locados em tubos de ensaio contendo 2,5 ml de MM liquido su-
plementado com 2% de MC liquido (item 3.2.7.) que permitiu a

germinagao inicial dos esporos.

Apos 6 dias de incubacgao a 28°C formou-se uma
pelicula a qual foi transferida para meio minimo solido e em
alguns casos MM+ prolina. Essa pelicula foi dividida entre
os quadrantes da placa, afim de se formarem os setores hetero

caridticos. As placas foram incubadas a 28°C por 8 dias.

3.15.2. Obtencao de Diploides

Conidios de colonias heterocarioticas em MM
obtidos pela metodologia- de ROPER (1952), foram usa-
dos para obtencao de suspensces em tween-80 (cerca de 107
conidios/ml). Estas solugoes foram semeadas em MM e em al-
guns casos MM+ pro sem diluigao e incubadas a 28°C por 3 - 4
dias. As colonias que se desenvolveram nestas placas foram
transferidas novamente para MM (provaveis diploides) e MC (pa

ra testar a estabilidade das colonias isoladas).
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3.15.3. Metodologia utilizada para Comprovagao da Di-
ploidia

3.15.3.1. Numero de Colonias originadas em MC
e MM

Para se distinguir as colonias diploides das
colonias heterocarioticas crescidas no MM, conidios destas fo
ram ressuspendidos em solucao de tween-80 e o numero de coni-
dios por mililitro foi estimado em camara de Neubauer. Dilul
¢oes foram feitas de modo & se obter colonias bastante indivi
dualizadas na placa. Estas foram semeadas em MM e MC. Os pos
siveis diploides deverao originar aproximadamente o mesmo né-

mero de cclonias tanto em MM como em MC.

3.15.3.2. Nimero de Setores originados em MC
e MC + pFA

0 ndmero de setores em MC foi observado apos
inoculagao, dos diploides e linhagens que os constituiram, no
centro das placas contendo MC, as quais foram incubadas a 28%¢
por 6 dias. ©Da mesma maneira observou-se o numero de setores

dos diploides obtidos em MC+ 75 ng/ml de pFA.

3.15.3.3. Numero de Nucleos por Conidios dos
Diploides obtidos

Para isso seguiu-se a metodologia descrita no
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item 3.6.1., exceto que apenas 300 conidios de cada diploide

foi observado.

3.16. Producao de Protoplastos

Conidios crescidos em MC a 28°C por 7-8 dias,
foram suspensos em solucgao salina e determinadas suas concen-
tracoes (conidios/ml) com auxilio de Camara de Neubauer. As
suspensoes foram adicionadas em meio completo liquido (Ttem
3.2.4,), para uma concentracao final de 10® conidios/ml e, in-
cubadas em agitador rotatério (150 rpm) a 28°C por 23 horas.
Ao fim deste periodo, o micéiio desenvolvido foi filtrado em
filtro Bluchner com auxilio de bomba de vacuo e lavado em KCI
1,2 M (tampao fosfato pH 5,8). A seguir o micélio foi pesa-
do e colocado em presenga de KCI 0,6 M (tampao fosfato pH 5,8)
e complexo de enzimas liticas na proporgcao de 50 mg de micé-
lio: 1,0 ml de KCl1 0,6 M 5 mg de enzima,sendo 50% de celula-

se CP e 50% de NOVOZIN, '

Incubou-se novamente em agitador rotatorio por
2:30 horas para que ocorresse a digestao litica. Apos este pe
riodo, verificou-se a presenca de protoplastos com o auxilio
de microscopio. Apos observar-se a presenca de protoplastos,
centrifugou-se a suspensao por alguns segundos a 500 rpm, re-
tiroti-se o sobrenadante e este foi centrifugado por 10 minu

tos a 3.000 rpm. O sobrenadante foi eliminado e o 'pellet"
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foi ressuspenso em KCl1 0,6 M e entao novamente centrifugado
(3.000 rpm, 10 minutos). Esta operagao foi repetida duas ve-
zes. O0s protoplastos obtidos foram ressuspensos em KC1 0,6 M

e contados em camara- de Neubauer com auxilio de microscopio

otico.

3.17. Fusao de Protoplastos (PEBERDY, 1979)

O0s protoplastos obtidos em KC1 0,6 M foram mis
turados em quantidades iguais, cerca de 10°%, centrifugadés a
3.000 rpm por 10 minutos e o pellet foi lavado por centrifuga
cao em presenca de KC1 0,6 M por duas vezes. 0 pellet obtido,
foi ressuspenso em 1 ml de polietileno glicol (PEG) a 30°C e
mantido a 30°C por 10 minutos. ApoOs este periodo, adicionou-se
KCl 0,6 M e centrifugou-se por IOIminutos a 3.000rpm. Lavou-se
duas vezes. O pellet obtido foi ressuspenso em 1 ml de KCI
0,6 M e diluigoes apropriadas foram feitas e semeadas pela

técnica "pour plate" (0,5 ml) em MM KC1 e MC KC1 (45 -50°¢C).

3.18. Verificacao da presenca de Hifas, Esferoplastos e
Conidios na suspensao de Protoplastos

Os protoplastos das linhagens mutantes obti-
dos no item 3.16. foram semeados por 'pour plate'" em MC e MC

KC1.
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A comparagao do numero de colonias crescidas em

MC e MC KCI1 indicara o numero de hifas e conidios presentes
na solucao, visto que em MC havera crescimento de hifas e co-
nidios enquanto que em MC KC1 havera crescimento de hifas,pro

toplastos e conidios.

3.19. Teste de Reversao dos Protoplastos

Suspensoes nao diluidas de protoplastos obti-
dos pelo item 3.16. foram semeados por '‘pour plate' em MM KCI.
As coldnias crescidas neste meio apés incubacao a 28°C por

7 -8 dias representam os revertentecs,

3.20. Analise estatistica

Para a evidenciacao do bloqueio metabolico da
via biossintética dos aminodcidos prolina e arginina (item
3.9.3.), foi realizada a analise da variancia da medida dos
diametros das colonias crescidas nos diferentes meios de acor
do com as substancias pertencentes a via metabolica desses a-
minoacidos. Nos testes de repressao catabolica das enzimas
amiloliticas pela glicose (item 3.12.),foi também realizada
a analise da variancia para os indices colonia + halo (colo-

nia das quatro linhagens crescidas em MM 1% de amido e concen
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tracoes variaveis de glicose,comparando os indices obtidos en

tre as linhagens e, entre cada linhagem dentro dos diferentes

meios.

Nos dois casos, comoo delineamento experimen-
tal utilizado, foi inteiramente casualizado, utilizou-se o

modelo matematico abaixo apresentado (PIMENTEL GOMES,1973).

Fontes de Graus de Quadrado
variagao liberdade medio
Tratamentos n-1 Q,
Erro n (r-=1) Q;
Total (n.r) =1
Em ambos os casos o F foi calculado dividin-

do-se os quadrados medios dos tratamentos pelo quadrado mé-

dio do erro. As medias dos tratamentos foram comparadas pelo
teste de Tukey atraves da seguinte formula: A = q—;é:_z onde:

q = valor da amplitude total estudentizada a nfveqrde 5 ou 1%
de probabilidade; r = numero de repetigoes, s = estimativa do

desvio padrao residual.

0 controle entre .as medias foi do tipo:
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4. RESULTADOS

4.1. Diametros de conidios, nucleos e porcentagens de co-
nidios uni, bi, tri e tetranucleados

Apos a coloracao pelo método descrito no item
3.6., foi possivel observar conidios uni, bi, tri e tetranu-
cleados nas linhagens ATCC 22342 e ATCC 22343 e conidios wuni
e binucleados nas linhagens ATCC 11382 e ATCC 10864. As fre-
quéncias obtidas para cada um dos tipos de conidios das qua-

tro linhagens, estao apresentadas na Tabela 1.

A Tabela 2 mostra os valores médios (m) e os
desvios padroes (5) do diametro de 30 conidios e de seus GG-
cleos das duas linhagens de Aspergillus awamordi, ATCC 22342 e
ATCC 11382, e também das duas linhagens de Aspergillus nigen,

ATCC 1086h e ATCC 22343.
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Tabela 1 - Percentagens de conidios uni, bi, tri e tetranu-
cleados das linhagens selvagens de A. n{igex ATCC
22343, ATCC 10864 e de A. awamorni ATCC 22342 e
ATCC 11382.

Percentagem de conidios
N¢ de conidios

Linhagens Uninuclea Binuclea Trinuclea Tetranu observados
dos dos dos cleados
ATCC 22342 27,0 71,6 1,0 0,4 1,000
ATCC 11382 45,2 54,8 0,0 0,0 1.000
ATCC 22343 35,7 55,3 7,9. 1,1 1.000
ATCC 10864 34,8 65,2 0,0 0,0 1.000

4.2. Sobrevivencia a mutagenicos fisicos

4.2.1. Sobrevivéncia a radiacao gama

Suspensoes de conidios das linhagens de Aspen-
gLLlus awamord ATCC 22342, Asperngillus nigern ATCC 10864 e
ATCC 22343,foram irradiadas com radiacdao gama Cobalto 60 (®%°Co)
como descrito no item 3.8.2. As Tabelas 3, 4 e 5, apresentam
os resultados de sobrevivencia obtidas,para as linhagens aci-
ma citadas. Com os dados dessas Tabelas, foram construidas
as curvas de sobrevivencia que estao representadas nas Figu-

ras 1, 2 e 3, respectivamente.



Tabela 2 - Diametro e desvios padroes de conidios e

n

das linhagens ATCC 22342, ATCC

ATCC 10864,

.54,

nucleos

11382, ATCC 22343 e

Diametro em micrometros

Linhagens Conidios Nicleos
m * s m + s
Uninucleados L, 10 0,28 1,84 0,15
Binucleados 4,52 0,39 1,81 0,10
ATCC 22342 Trinucleados 5,47 0,29 1,82 0,11
Tetranucleados 5,77 0,18 1,80 0,08
Uninucleados 3,99 0,19 1,72 0,11
ATCC 11382
Binucleados b,30 0,03 1,67 0,14
Uninucleados L, 34 0,38 1,84 0,19
Binucleados 4,56 0,25 1,73 0,13
ATCC 22343
Trinucleados 5,70 0,48 1,75 0,07
Tetranucleados 6,41 0,51 1,67 0,12
Uninucleados L, 07 0,22 1,80 0,10
ATCC 10864
Binucleados 4,28 0,21 1,82 0,13
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Tabela 3 - Percentagem de conidios de A. awamoxrl ATCC 22342
sobreviventes a radiagao gama. (0s dados consti-
tuem a media de 2 repetigoes).

% relativa de

Dose (Krad) Conidios viaveis/ml .
sobreviventes
0 1,22 x 10° 100,000
20 8,85 x 10° 72,540
4o 1,09 x 10° 8,890
60 4,05 x 10" 3,306
80 9,95 x 10° 0,779
100 2,63 x 103 0,214
100
90
80
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o
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® 40
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o 30}
20¢
10}
0 20 40 60 80 100
Taxa doée Krad
Figura 1 - Curva de sobrevivencia de A. awamord

linhagem ATCC 22342 a radiagao gama.



Tabela 4 - Percentagem de conidios de A.
breviventes a radiagao gama.
a média de 2 repeticoes).
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nigen ATCC 10864 so-
(0s dados constituem

% relativa de

Dose (Krad) Conidios viaveis/ml 29
sobrevivencia
0 1,90 x 107 100,000
20 1,52 x 10° 10,980
40 L,74 x 10° 3,490
60 6,25 x 10" 0,460
80 2,45 x 10" 0,147
100 1,17 x 10" 0,078
100
90 -
80
2 70
O
ol
‘2 60
s
® 50
Haj
o
v 4o '
o
©
se 30
20
10
0 20 Lo 60 80 100
Taxa dose Krad
Figura 2 - Curva de sobrevivéncia de A. ndigexn

linhagem ATCC 10864 a radiacao gama.



.57.

Tabela 5 - Percentagem de conidios de A. ndigexn ATCC 22343 so-
. breviventes a radiagao gama. (0s dados constituem
a média de 2 repetigoes).

% relativa de

Dose (Krad) Conidios viaveis/ml D
sobrevivencia
0 1,32 x 107 100,000
20 8,20 x 10°8 62,120
40 1,21 x 10°8 9,160
60 6,05 x 10° 4,580
80 9,05 x 10" 0,680
100 2,96 x 10" 0,220
100
90
- 80
(1]
o 70}
fond
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2 60
>
(s}
5 50
o .
wn
© Lo
©
s 30
20
10
0 20 Lo 60 80 100
Taxa Dose Krad
Figura 3 - Curva de sobrevivencia de A. ndigexn

linhagem ATCC 22343 a radiagao gama.
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4.2.2. Sobrevaéncia a luz ultravioleta
Suspensces de conidios das linhagens de A. awa
mori ATCC 22342 e ATCC 11382, foram irradiadas com luz ultra
violeta, como descrito no item 3.8.1. As Tabelas 6 e 7, apre
sentam os resultados de sobrevivencia obtidos, e as Figuras

4L e 5 apresentam as respectivas curvas de sobrevivencia.

Tabela 6 - Percentagem de conidios de A. awamord ATCC 22342
sobreviventes a luz ultravioleta. (0s dados <cons-

tituem a média de 2 repetigoes).

Fluxo de
energia q/mz/s

% relativa de

Conidios viaveis/ml NP
sobrevivencia

0 ' 3,80 x 10° 100,000

468 1,92 x 105 52,290
936 1,17 x 103 28,210
1.872 3,14 x 10" , 6,230
2.808 8,17 x 103 , 1,120
3.744 3,34 x 108 0,620

4.680 1,06 x 108 0,390
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Figura 4 - Curva de sobrevivéncia de A. awamord
linhagem ATCC 22342 a luz ultraviole

ta.
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Tabela 7 - Percentagem de conidios de A. awamond ATCC 11382 so
breviventes a luz ultravioleta. (0s dados consti-
tuem a média de 2 repetigoes).

Fluxo . de o C - %Z relativa de
. 2 Conidios viaveis/ml D .
energia J/m“/s sobrevivencia

0 5,95 x 105 100,000
468 3,50 x 10° 58,000
936 1,10 x 10" 1,840
1.872 1,00 x 103 0,160
2.808 L,4o x 102 0,075
3.744 2,50 x 1072 0,042
4.680 1,00 x 102 0,016
100 j
90
80
©
—~ 70
(8]
C
‘T 60
S
2 50
Q0
(0]
Y40
(0]
O
s 30
20
10
0 936 1.872 2.808 3.744 L4.680
J/mz/s
Figura 5 - Curva de sobrevivéencia de A. awamoid

linhagem ATCC 11382 a luz ultraviole

ta.
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4.3, Relacdo da média do nimero de nucleos por conidio e
percentagem de sobrevivencia

Com objetivo de relacionar onumero de nucleos
por conidio e a percentagem de sobrevivéencia aos mutagénicos
usados, foram utilizados os dados da Tabela | para se calcu
lar a média do namero de nucleos por conidio para cada linha
gem e esta media foi relacionada com as percentagens de sobre
vivencia as diferentes doses. O0s dados sao reapresentados na
Tabela 8 e 9, para irradiagcao gama e luz ultravioleta, res-
pectivamente.

Tabela 8 - Media do namero de nucleos por conidio e percenta

gens de sobrevivéncia a radiacao gama °°Co nas di-
ferentes doses.

% de Sobrevivencia
Média do numero de -

Linhagens nicleos por conidio Doses (Krad)
20 Lo 60 80 100
ATCC 22342 1,748 72,54 8,89 3,30 0,77 0,21
ATCC 22343 1,744 62,12 9,16 4,58 0,68 0,22
ATCC 10864 1,652 10,98 3,49 Q,46 0,14 0,07
Tabela 9 - Media do numero de nicleos por conidio e percenta

gem de sobrevivéncia a diferentes doses de ultra-
violeta.

% de sobrevivencia

Média do nimero de na

. 2
Linhagens "7 ° sor confdios Doses (J/m*/s)

468 936 1872 2808 3744 L4680
ATCC 22342 1,748 52,29 28,21 6,23 1,12 0,62 0,39
ATCC 11382 1,548 58,00 1,84 0,16 0,07 0,04 0,01
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4.4. Heterocariose na linhagem de A. awamornd ATCC 22342 e
A. nigen ATCC 22343

Utilizando-se da metodologia descrita no f{tem
3.9., o numero de colonias obtidas em meio minimo e em meio
completo de uma mesma suspensao de conidios em tween-80 é a-

presentado na Tabela 10.

Tabela 10 - Ndmero de colonias da linhagem ATCC 22342 e ATCC
' 22343 em MC e MM. (0s resultados constituem a me-

dia de 10 placas).

Linhagem MC MM
ATCC 22343 159,0 108,2
ATCC 22342 k7,5 10,1

4.4.1. Auxotrofia nas linhagens de A. awamorl
ATCC 22342 e A. nigen ATCC 22343

Apos transferencia de colonias isoladas para

MM, MM +vitaminas, MM+ acidos nucléicos e MM+ aminoacidos co-
. L4 .

mo descrito no item 3.9.1., observou-se crescimento normal pa
ra 100% das colonias em MM+ aminoacidos,enquanto que em MM,
MM + vitaminas, MM+ acidos nucleicos continuou o aparecimento
de colonias com crescimento normal e também residual. Poste-
riormente estas foram transferidas para MM+ todos os aminoa-

cidos separadamente e o resultado observado foi crescimento
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normal para todas as colonias em placas contendo MM suplemen

tado com prolina (pro) e/ou MM suplementado com arginina (arg).

Utilizando-se da metodologia descrita no f{tem
3.9.2. pode-se isolar colonias que sempre apresentavam cres-
cimento normal em MM (pro/arg)+ colonias que sempre apresen-
tavam crescimento residual em MM sem prolina ou argini-
na (pro/arg) e coldnias que continuavam a segregar em MM au

sente de prolina ou arginina (pro/arg)+_.

4.4.2. Evidenciacao do bloqueio metabolico da via
biossintetica dos aminoacidos prolina e argi-
na nos isolados (pro/arg) das linhagens ATCC
22342 e ATCC 22343

ApSs inoculacao de coldnias(pro/arg) em MM su-
plementado com substancias pertencentes a via metabolice dos
aminoacidos prolina e arginina (item 3.9.3.). A medida do
diametro das colonias nos diversos meios suplementados foi e-
fetuada e estas sao apresentadas naTabela 11 e, os valores e
significancias dos quadrados medios da analise da variancia
na Tabela 12. A Tabela 13 apresenta a média do diametro das
colonias em MM suplementado com prolina, arginina e ornitina,

apos 48, 72 e 96 hs de incubacgao,



6k,

"96Z1°0 :SWG

*Aayn) ap 9231s23 o|ad apepl|lqeqoud

ap 9 ap [@AJu OB 33uUsBWED|1S|1P}Sd WIJd4|Ip OBU BUID| EPWSdW Ep s2piInbas selpay
200€°0  €°0 €0 €9 200€°0 €0 €0 €0 (WW) owlulw olay
2L9%°0 ‘0 S0 S0 200€£°0 €0 €0 € PUIWEIN|Y + WW
2/9€‘0 €90 0 £°0 200€°0 €0 €0 € 0o 1WeIN(Y OPIdY + WW
200€°0  €£°0 €0 € 2€€€0 €0 €0 %0 BUI(NJIILD) + WW
o0zl 7l S qo0l ‘1 L1 0L Z°1 BUIIIUIQ + WKW
BCES L Gl 9L  §°1 eEES L -9°l St gl eutulbay + WKW
eO0S‘l  §°1 Sl Sl 2009°| Gl 9L L*1 BU||OJdd + WW
BIPOW 111 [ | BIpPoOW L1 [l !
-Amgm\oLavmqmmm (baesouad)gngze eJni(n) ap SsOI3al

s uabeyu

1

*eulu

-161e 2 euj|oad sopioeoulwe sop ed||Oqelaw BIA B Sajuadualsad sejoue]

'sqns wo> opejuawa(dns owlulw ojaw 3 owjulw ojaw ws (baesouad)gyEzz IILY

@ _(bieysouad). zy€zz J3Ly suabeyuy| sep sejuo|0d> sep oJjdwelp Op epIpaW - || e|aqe]



.65.

Tabela 12 - Valores e significancia dos Quadrados Médios da
Analise da Variancia da Medida do Diametro das Co
1onias das linhagens ATCC 22342 pro/arg- e ATCC
22343 pro/arg_ em MM e MM suplementado com subs;
tancias pertencentes a via metabolica dos Aminoa-

cidos prolina e arginina.

Fontes de Variagao G.L. Q.M. F
Linhagens 1 0,0100" 3,0107 n.s.
Meio para Linhagem 1 6 1,1165 338,3333*%
Meio para Linhagem 2 6 0,9930 300,9090**
Erro ' 28 0,0033
Média: 1,186
Coeficiente de Variagao: % 4,84

n.s. = Nao significativo.

**Sjignificativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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Tabela 13 - Média do diametro das colonias das linhagens ATCC
22342 (pro/arg) e ATCC 22343 (pro/arg) em MM su
plementado com arginina, prolina e ornitina em di

ferentes periodos de incubacao.

Linhagens

22343 , 22342
Meios
Horas de incubacao Horas de incubacao
438 72 96 48 72 96
MM + Prolina 1,00 1,50 2,50 1,00 1,60 2,70
MM + Arginina 1,05 1,60 2,60 1,10 1,55 2,65

MM + Ornitina 0,10 1,00 1,85 0,50 1,30 2,30
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4.5, Obtencao de mutantes

4.5.1. Obtencao ce mutantes de A. awamori, linhagem
ATCC 22342 ‘

Conidios da linhagem de A. awamori ATCC 223h£
selecionados(pro/arg)-foram submetidos a irradiacao ultravio-
leta, como descrito no item 3.10.2. Cerca de 1.500 <colonias
foram analisadas, nao sendo detectado nenhum mutante auxotro-
fico nem mesmo morfologico. Desta forma tentou-se um enri-
quecimento de mutantes auxotroficos pelo metodo de filtracgao
descrito no Ttgm 3.10.3. 0s resultados sao apresentados nas

Tabelas T4 e 15,

Tabela 14 - Nimero de conidios por mililitro (ml),
irradiados e nao irradiados, sem fil
tracao.

N2 de colonias por ml

. ~ Nao irradiado 1,97 x 10°
Sem filtragao Irradiado 1,88 x s
Tabela 15 - Namero de conidios por ml apos dife-

rentes tempos de incubacao e filtragao.

N° de colonias

Tempo (horas) por ml em MC

zero 2,66 x 103
12 1,23 x 103
Com filtracgao 20 2,51 x 102
24 1,37 x 102
36 3,70 x 10t
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A Tabela 16 mostra a percentagem de mutantes
auxotroficos obtidos nos diferentes tempos de incubacao em MM
liquido. Com esses resultados construiu-se a Figura 6. Na Fi
gura 7 esta representada em esquema, os passos sequidos pa-
ra obtencao de mutantes da linhagem ATCC 22342 atraves da tecni-
ca de enriquecimento por filtracao e da técnica de isolamento
total. Os marcadores genéticos obtidos foram: ade, met, pro,
pyr (requisitos nutricionais para adenina, metionina, proli-
na, piridoxina, respectivamente) e marcadores morfologicos
mor,, morz, mors, correspondendo os dois primeiros a colo-
nias de crescimento normal de coloracao bege e o ultimo a co-

1onia pouco compacto com esporulacao escassa de coloracgao bege.

4.5.2. Obtencdo de mutantes auxotroficos e morfolo-
gicos da Tlinhagem de A. niger ATCC 10864

Mutantes de A. nigex linhagem ATCC 10864 foram

obtidos através de inducao com irradiagao gama, utilizando-se

a metodologia descrita no iftem 3.10.1.

Na Figura 8 esta representado os passos segui
dos para a obtencao de mutantes simples e duplos de A. nigexn
ATCC 10864. O0s marcadores genéticos obtidos foram: pab, nic,
pyr, bio, ade (requisitos nutricionais para acido p-aminobenzoico,
acido nicotinico, piridoxina, biotina e adenina, respectivamente) e
marcadores morfologicos mor; que corresponde a colonia de co-
nidios esverdeados e mor; que corresponde a colonia de cresci
mento irregular, micélio amarelo e de escassa esporula-

¢ao.
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Tabela 16 - Percentagem de mutantes auxotroficos obtidos nos
diferentes tempos de incubacao.
Tempo (horas) N2 de colonias N? de mutantes % de mu-
P analisadas auxotroficos tantes
zero 1.331 1 0,075
20 182 5 2,747
24 130 4 3,076
36 . 34 0 0
10
9
8
7
w
)
= 6
C A}
(1]
e}
s 5
=
5k
%
3 e
2
]
0 10 20 30 Lo 50
Tempo (horas)
Figura 6 - Percentagem de mutantes obtidos nos

diferentes tempos de incubagao.
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ATCC 22342

Purificagao

223&2(pro/arg)+ 22342 (pro/arg) 22342(pro/arg)+-

uv
Enriquecimento

(pro/arg) mor; (pro/arg) met (pro/arg) ade (pro/arg) pyr (pro/arg) pyr

uv
t
(pro/arg) met mor; (pro/arg) met mor3;
Figura 7 - Passos seguidos para obtengao dos mutantes

morfologicos e auxotroficos de A. awamord

linhagem ATCC 22342.



VA

ATCC 10864
SOCO
pab nic pyr mor,
60¢o
6004 ®%¢Co
pab bio nic pyr nic ade nic mor, nic mor;
Figura 8 - Passos seguidos para obtengao de mutantes de As-

pergillus nigen ATCC 10864,
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- ATCC 22343
Purificagao
223143(pro(arg)+ 22343 (pro/arg) 223“3(pro/arg)+-
60 Co
(pro/arg) nic, »(pro/aré) nicy (pro/arg) met (pro/arg) lys (pro/arg) mor,
Figura 9 - Passos segUidos para obtengao de mutantes

de A. nigen linhagem ATCC 22343.
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4.5.3. Obtencao de mutantes auxotroficos e morfologi-
cos de A. ndigen linhagem ATCC 22343

A Figura 9 demonstra os passos seguidos para
obtengao de mutantes de A. nigex ATCC 22343 com irradiagao ga
ma como descrito no item 3.10.1. Os marcadores genéticos obti
dos foram pro, arg, nic, met, lys (requisitos nutricionais pa
ra prolina, arginina, acido nicotinico, metionina e lisina,
respectivamente). O mutante morfologico mor; apresenta colé

nia de crescimento normal com conidios brancos.

4.6. Teste de reversao ’

Os mutantes de A. niger e A. awamori foram en-
saiados (segundo o ftem 3.14.) para verificagao da estabilida
de das marcas nutricionais e morfoldgicas para que pudessem
ser utilizadas com devid; seguranca na analise genetica. A
frequencia de reversao espontanea para os marcadores dos mu-
tantes obtidos e a serem utilizados nos cruzamentos genéticos
estao representados na Tabela 17. A simbologia desses mutan-
tes,para as linhagens ATCC 22342, ATCC 22343 e ATCC 10864,es-
ta apresentada na Tabela 18. As caracteristicas fenotipicas
das linhagens originais utilizadas encontram-se na Figu-
ra 10 e da linhagem ATCC 22342 com os trés mutantes morfologi

cos dela obtida podem ser vistos na Figura 11.



e

Tabela 17 - Frequéncia de reversao espontanea de diferentes
mutantes de A. awamoil e A. nigen utilizados nos

cruzamentos genéeticos.

Frequencia de reversao

t t S .
M ou an © em 10° conidios

ATCC 22342 (pro/arg) ade <
ATCC 22342 (pro/arg) pyr | <1
ATCC 22342 (pro/arg) met mor, . ‘ <1
ATCC 22343 (pro/arg) nic <1
ATCC 22345 (pro/arg) met <1
ATCC 10é64 nic ade | <1
ATCC 10864 nic mor, <

ATCC 10864 pab bio <




Tabela 18 - Simbologia dos mutantes de A,

A

utilizados para cruzamentos.
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awamori e A. nigen

obtidos por irradiacao gama e luz ultravioleta,

Linhagem original Morfo- Mutante Simbologia do
irradiada logia nutricional mutante
normal prolina ou arginina, (pro/arg) pyr
piridoxina.
ATCC 22342 normal prolina ou arginina, (pro/arg) ade
adenina.
esporos prolina ou arginina, (pro/arg) met mor,
bege metionina. )
normal prolina ou arginina, (pro/arg) nic
ATCC 22343 acido nicotinico.
normal prolina ou arginina, (pro/arg) met
metionina.
normal acido nicotinico, nic ade
adenina.
normal acido paraominoben- pab bio
ATCC 10864 zoico, biotina
micelio acido nicotinico nic morz

amarelo




Figura 10 - Linhagens de A. nigex: A- ATCC 10864 e
B- ATCC 22343, e Linhagens de A. awamo-
nd: €~ ATCC 11382 e D- ATCC 223L2.

SET 84

Figura 11 - Linhagens de A. awamori: A- ATCC 22342 e
“mutantes morfologicos dela obtidos:
B- mori, C- mor, e D- morgs.

.76.
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4.7. Producao de enzimas amiloliticas em placas

Seguindo-se a metodologia descrita ftem 3.11.

obteve-se o diametro das colonias, e o diametro das colonias

mais os halos de degradacao de amido, e desta forma pode-se
calcular a relacao colonia+ halo/colonia das linhagens selva-
gens (apresentados na Tabela 19) e dos mutantes das duas li-

nhagens mais produtoras utilizados em alguns dos <cruzamentos

citados na Tabela 25 (apresentados na Tabela 20).

Tabela 19 - Média do diametro em centimetro (cm) das colGniés,colénia4-hE
lo e relagao colonia+halo/colonia das linhagens selvagens de
A. nigen e A. awamondi.

. Diametro das Diametro co- Halo+ colonia
Linhagens -~ ~ e
colon[as(cm) lonia + halo colonia
(cm) '
22342 2,33 4,00 1,72
22343 3,10 4,90 1,58
10864 5,16 6,03 1,17
11382 4,10 5,20 1,27

Tabela 20 - Média do diametro em centimetros (cm) das colonias,colonia+ha
lo e relagao colonia+ halo/colonia das mutantes de A. nigexr,
linhagem 22343 e A. awamorl linhagem 22342.

Diametro das Diametro co- Halo+ colonia
Linhagens colonias (cm) lonia + halo colonia
(cm)
22342 (pro/arg) met mor, 2,82 4,74 1,
22342 (pro/arg) pyr 2,80 4,74 1,69
22342 (pro/arg) ade - - -
22343 (pro/arg) nic 2,82 4,68 1,65
22343 (pro/arg) met - - 2

(=) nao realizado.
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4.8. Teste de repressao catabolica das enzimas amiloliti-
cas pela glicose

Os resultados do diametro das colonias e rela-
cao colonia + halo/colonia em placas contendo meio minimo a-
crescido de prolina 1% de amido e diferentes concentracoes de
glicose, variando de 0 a 1,5% das linhagens ATCC 22342, ATCC
10864, ATCC 11382 e ATCC 22343, foram tomados segqundo o fitem
3.12. (apresentado na Tabela 21). A Tabela 22 mostra a compa
racao das medias dos indices colonia + halo feito pelo teste
de Tukey. enquanto que a Tabela 23 apresenta os valores e

significancias dos quadrados médios da analise da variancia.
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Tabela 23 - Valores e significancias dos Quadrados Medios da
* Analise de Variancia relacao halo + colonia/colo-
nia em placas contendo MM 1% de amido e concentra

coes variaveis de glicose.

antes de Variacao G.L. - Q.M. F
Linhagens 3 1,6927 100,7560*%*
Linhagem 1 p/Meio 3 0,0071 0,4226 n.s.
Linhagem 2 p/Meio | 3 0,0937 © 65,5773%**
Linhagem 3 p/Meio 3 0,0035 0,2083 n.s.
Linhagem 4 p/Meio ' 3 0,0004 0,0238 n.s.
Erro | 32 0,0168

Média 1,49

Coeficiente de Variacao: % 8,70

n.s. =Nao significativo.

**Sjgnificativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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4.9. Curvas de dose resposta ao benlate

N

Os diametros das colonias de:-linhagens selva-
gem inoculadas em MC apo6s 41 horas de incubagao contendo con-
centracoes variaveis de solucao benlate sao apresentados na

Tabela 24. (0s dados correspondem a media de 3 repetigoes).
Com estes dados construiu-se a Figura 12.

Tabela 24 - Diametro das colonias das linhagens selvagens em

diferentes concentracoes de benlate.

() ug/ml 22342 11382 22343 10864

0,0 1,97 1,97 1,2 2,3

0,3 - 1,90 1,95 1,2 2,36
0,6 1,83 1,83 1,2 2,3

0,9 1,83 1,77 1,2 2,13
1,2 1,40 1,40 1,13 1,53
1,8 0,75 0,4 0,65 0,65
2,4 0,25 0 0,3 0,55
3,0 0 0 0 0,43
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4.10. Padrao eletroforetico de esterases das linhagens
ATCC 22342, ATCC 10864, ATCC 11382 e ATCC 22343

0 perfil eletroforetico para esterases em gel
de poliacrilamida das linhagens selvagens obtido segundo o

item 3.7., € apresentado na Figura 13.
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Figura 13 - Padrao eletroforetico de Este

rases.
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4.11. Cruzamentos geneticos pela metodologia classica

4.11.1. Obtengao de heterocarios

Apos obtidos os mutantes tentou-se a obtencao
de heterocarios conforme o método descrito no Jitem 3.15,1,
Utilizando-se conidios das linhagens representadas na Tabela

18, wvarias combinagaes foram feitas para os cruzamentos.

As melhores peliculas formadas entre os cruza-
mentos foram transferidas para meio minimo e a Tabela 25 mos-

tra o desenvolvimento dessas peliculas.

Tabela 25 - Desenvolvimento de peliculas em MM+ 2% MC e apés
transferidas para MM solido e, em alguns casos
MM + prolina.

Desenvo 1- Desenvol-
vimento da vimento da

Cruzamento . v
pelicula pelicula em

em MM+ 2%ZMC MM solido

10864 pab bio x 10864 nic ade ++ ++
22342 (pro/arg) pyr x 22342 (pro/arg) met mor.- ++ ++
22342 (pro/arg) pyr x 22342 (pro/arg) ade ++ ++
22343 (pro/arg) nic x 22343 (pro/arg) met ++ ++
22343 (pro/arg) met x 10864 nic ade - -
22343 (pro/arg) met x 10864 nic mor, +- --
22343 (pro/arg) nic x 22342 (pro/arg) met mor, ++ +-
10864 pab bio x 22342 (pro/arg) met mor; += -

10864 nic pyr x 22342 (pro/arg) met mor, +- -
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Apos crescimento dos conidios semeados em MM

provenientes das peliculas que cresceram em MM, pode-se obser
var a frequéncia de colonias crescidas neste meio para alguné

cruzamentos (heterocarios e/ou diploides) que & apresentado

na Tabela 26.

4.11.2. Isolamento dos possiveis diploides

O0s possiveis diploides dos diferentes cruzamen

tos foram isolados seguindo-se a metodologia descrita no item

3.15.2. Para a diferenciacao de colonias heterocaricticas e
diploides a metodologia descrita no ftem 3.15.3. foi utili-
zada. Os possiveis diploides foram ressuspensos em tween-80
semeados MM e MC, desta forma pode-se observar que algumas

colonias 6riginavam o mesmo numero em MC e em MM (diploides)
enquanto que outras apresentavam numero de colonias significa
tivamente maior em MC. Colonias que resultaram em mesmo nume
ro de conidios germinando em MC e MM fo}am selecionados e en-
tao inoculados em MC e MC + pFA conforme a metodologia descri
ta no item 3.15.3.2. A Tabela 27 apresenta o numero de seto-
res originados nestes meios. As linhagens mutantes wutiliza-
das para constituirem os possiveis diploides, citadas na Tabe
la 18, foram também inoculadas ém MC, de acordo com a metodo-

logia descrita no item 3.15.3.2.,sendo essas ausentes de seto

res.
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Ainda para a comprovac¢ao da diploidia o numero

de nucleos por conidios foi estimado utilizando-se da meto-

dologia descrita no item 3.15.3.3. O0s resultados obtidos sao

apresentados na Tabela 28.

4.12. Fusao de protoplastos

Com o objetivo de se obter hibridos interespe-
cificos de A. niger linhagem ATCC 10864 e A, awameri linha-
gem ATCC 22342 a tecnica de isolamento e fusao de protoplas-
tos foi utilizada, visto que atraves de cruzamento pela meto-
dologia classica (ciclo parassexual) nao foi possivel a obten
cao de dibléides utilizando-se as linhagens mutantes ATCC
22342 (pro/arg) met mor, e ATCC 10864 nic ade como parentais.
Atraves da metodologia descrita no item 3.16., obte;e—se pro-
toplastos das referidas linhagens. A Tabela 29 mostra o nume
ro de protoplastos obtidos de cada linhagem, atraves da esti-

mativa em camara de Neubauer e o nUmero de colonias resultan-

te da semeadura em MC e MC KCI para ambas as linhagens.
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Tabela 29 - Namero de protoplastos estimados em camara de Neu

bauer e numero de colonias/ml! crescidos em MC e

MC KCI.
N? de proto- N¢ de colo N¢ de colo
. plastos esti  nias/ml em nias/ml em
Linhagens mado em cama MC MC KC1

ra de Neubauer

ATCC 22342 (pro/arg) met mor, 1,84 x 10° 1,72 x10% 4,0 x 10°
ATCC 10864 nic ade 5,44 x 10° 0,13 x10' 5,2 x 10°

A metodologia descrita no item 3.19. foi utili
zada para se obter a frequéncia de reversao dos marcadores
geneticos dos prctoplastos obtidos, e para ambas as linhagens

a frequencia de reversao dos protoplastos foi menor que 1.

A fusao de protoplastos foi realizada utilizan
do-se a metodologia descrita no item 3.17., e o numero de co-
lonias crescidas em MC KCl e MM KCl é apresentado na Tabe-

la 30.
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4.13. Teste da producao de enzimas amiloliticas em placas
para os diploides obtidos

Seguindo-se a metodologia descrita no item 3.11.,
obteve-se o diametro das colonias, e o diametro das colonias
mais os halos de degradagao do amido, e desta forma pode-se
calcular a relacao colonia + halo/colonia dos dipl'c')ides obti-

dos. (Tabela 31).

Tabela 31 - Média do diametro em centimetro das colonias, colonia + halo

e relacao colonia + halo/colonia dos diploides obtidos.

D i -, Diametro das Diametro ha Halo+colonia
iploide <

colonias lo+colonia colonia
22342 pro/pyr // 22343 pro met mor, 2,20 4,36 1,98
22342 pro ade/ 22342 pro pyr 2,26 4,24 1,87
22343 pro nic// 22343 pro met 2,00 4,60 2,30
22342 pro met mor,/ 22343 pro nic 1,52 Lok 2,72

10864 nic ade/ pab bio - - -

(-) nao realizado.
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5. DISCUSSAQ

5.1. Aspectos citologicos e inducao de mutacao

No que diz respeito ao melhoramento de Aspen-
gtllus pertencentes ao grupo niger para produgao industrial de
substancias exogenas, um dos aspectos de interesse tem sido a
instabilidade de linhagens. Entre os varios fatores que de-
vem estar envolvidos nessa instabilidade,pode-se relacionar a
formagao de conidios com mais de um nucleo, que normalmente
ocorrem nas especies desse grupo. Desse modo, a instabilida
de poderia estar associada a fenomenos de heterocario-
se,admitindo-se formagao de conidios com mais de um nucleo homo
ou heterocarioticos. Neste sentido o estudo do numero de nu-
cleos por conidio nestes Asperngillus poderia ter implicacoes
no melhoramento destes, alem do seu grande valor como técnica

auxiliar nos estudos geneticos.

Através da analise da proporcao de conidios

binucleados em 34 linhagens de A. nigen, BARACHO e COELHO (1978)
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observaram diferengas significativas entre linhagens, quanto
a producao de conidios binucleados,sendo encontrado de 17 a
80% desse tipo de conidio entre as linhagens analisadas. Os

mesmos autores relataram que em alguns casos essa variabili-
dade nao parecia decorrer de uma condigao genética das linha
gens, mas seria decorrente do processo empregado na manuten-
¢ao da linhagem ou ser consequéencia das diferentes idades dos

conidios examinados.

No presente trabalho, diferengas no numero de
nicleos por conidio foram também observadas para as linhagens
de A. nigern e A. awamori analisadas (Tabela 1),sendo que na
linhagem de A. ndigex ATCC 22343 observaram-se conidios uni,
bi, tri e tetranucleados,enquanto que para a linhagem ATCC 10864
somente conidios uni e binucleados foram encontrados. 0 mes
mo foi obgervado para A. awamoxd{ onde a linhagem ATCC 22342 a-
presentou conidios com um, dois, tres e ate quetro nacleos,
enquanto que para a linhagem ATCC 11382 somente conidios com
um e dois nucleos foram encontrados. Péde-se tembem verifi-'
car pelos dados dessa Tabela que entre as linhagens de A. awa-
mori{ ocorre grande diferengca na frequencia de conidios uni e
binucleados, enquanto que para as linhagens de A. niger esta
diferenca foi menos acentuada. Sendo as condigoes utilizadas
identicas para todas as linhagens pode-se inferir que -estas

sao caracteristicas da propria linhagem.
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0 diametro dos nucleos e conidios uni, bi, tri

e tetranucleados das linhagens selvagens foram medidos (Tabe
la 2). Das mensuracgoes efetuadas, pode-se observar que nas
quatro linhagens o diametro dos conidios aumenta proporcional
mente com o aumento do numero de nucleos por conidio. Neste
sentido os dados obtidos diferiram dos apresentados por ROSIM
et alii (1977) para 3 linhagens mutantes de A. niger, onde o
~diametro dos conidios uninucleados foram os mesmos dos confi-
dios binucleados. Com relagéo aos nucleos, nao foram observg
dos diferengas entre o diametro e o numero de n&ﬂéos;xw coni-
dio, compativel com os resultados de ROSIM et alii (1977), in
dicando que nucleos dos conidios binucleados e wuninucleados

tem as mesmas dimensoes.

0 estabelecimento de curvas de sobrevivéncia
utilizando-se radiacao gama ®°Co (Tabelas 3, 4L e 5 e Figuras
1, 2 e 3) e luz ultravioleta (Tabelas 6 e 7 e Figuras L4 e 5),
possibilitou verificar diferencgas entre as espéecies e entre
linhagens da mesma especie quanto a senéibilidade para as do-
ses utilizadas, bem como a escolha da dose adequada para a
obtencao de mutantes. Para o A. awamord linhagem ATCC 22342
e A. ndigen linhagem ATCC 22343 observou-se que a dose de 60
krad de radiagao gama °°Co permitiu a sobrevivéncia de 3,306%
e 4,58%, respectivamente, enquanto que para a linhagem ATCC

10864 de A. nigen a dose de 40 krad foi a que permitiu 3,49%
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de conidios sobreviventes. Utilizando-se luz ultravioleta
verificou-se que a dose de 1.872 J/m?/s que corresponde a 20

minutos de irradiagao na fonte usada, permite 6,23% de conf-

dios sobreviventes para a linhagem ATCC 22342 de A. awamerdi e,
para a linhagem ATCC 11382 esta mesma dose de irradiacao permitiu
somente 0,160% de sobrevivencia. Para outras duas linhagens

de A. awameni, 1Z 1066 e 1Z 1887, obtidas da micoteca do Ins-
tituto Zimotecnico, ESALQ/USP, as doses de L0 e 60 Krad de ra
diacao gama permitiu melhor percentagem de sobrevivéencia para

a obtencao de mutantes (FUNGAROe PIZZIRANI-KLEINER, 1983).

Devido a variacao observada quanto a sobrevi-
véncia das linhagens aos mutagenicos usados e quanto a fre-
quéncia dos tipos de conidios formados,procurou-se relacionar
essas duas caracteristicas. As relacoes, media do numero de
nucleos por conidio com doses de irradiagao, estao mostradas
nas Tabelas 8 e 9 para radiagao gama e para luz ultravioleta,
respectivamente. Para os dois mutagenicos, a relagao encon-
trada sugere que quanto maior a media dg numero de nucleos por
conidio, menor sera a sensibilidade ao mutagenico. Tal obser-
vacao pode ser atribuida ao fato de mufagaes letais em um nQ
cleo de conidios multinucleados serem mascarados pelo alelo
selvagem do(s) outro(s) nucleo(s), diminuindo a sensibilida-

de a irradiacao,possibilitando maior sobrevivéncia.
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5.2. Heterocariose nas linhagens de A. awamoxi ATCC 22342 e
A. nigern ATCC 22343

Verificou-se que conidios das linhagens ATCC
22342 e ATCC 22343 de A. awamordi e A. niger, respectivamente,
quando semeados em MM e MC segundo o item 3.9. apresentaram
menor numero de colonias emMM do que em MC (Tabelas 10). Al-
guns conidios deveriam ser entao auxotroficos e outros proto-
troficos sugerindo dessa forma uma possivel heterocariose das
linhagenshpara algum(s) requisito(s) que impossibilitava cer
tos conidios de se desenvolverem em MM mas que em MC, cresciam
normalmente. Assim, os resultados aqui apresentados (Ttem
L. 4. 1.) sugerem que além da presenga de mais de um nucleo por
conidio estes devem, eventualmente, estar em condigao hetero
cariotica, balanceando prototrofia/auxotrofia para os aminoé
cidos prolina ou arginina. Dentro desse contexto, VIALTA e
BARACHO (1984) observaram em A. awamoxd NRRL 3112, segregagao
espontanea de conidios mutantes para a sintese de prolina e
arginina na frequencia de 1,3 a 9,6%, atribuindo-a também, a
presenca de heterocariose. Entretanto devido a presencga de

conidios em diferentes condigcoes de proto-auxotrofia na mesma

colonia, a percentagem de heterocariose detectavel deve va-
riar com o numero de repicagens que a linhagem original so-
freu até o momento do experimento,sendo portanto nao inferi-

da no presente trabalho. Em condigoes de laboratorio, fungos
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do genero Aspergillus que formam conidios binucleados ou mul
tinucleados produzem conidios heterocarioticos em heteroca-

rios como A. oryzae e A, s0fae (ISHITANI et alii, 1956), A.

nigen (CHANG et alZizi, 197h4) e A. nidulans (PIZZIRANI-KLEINER,
1981).

Utilizando-se dos isolados (pro/arg)-, atraves
da medida do diametro das colonias nos diversos meios suple-
mentados com as substancias intermediarias da biossintese da
arginina e da prolina,pode-se supor o local de ocorrencia do
bloqueio metabolico na via biossintética destes aminoacidos.
Os resultados apresentados na Tabela 11 revelaram a incapaci-
dade das colonias (pro/arg)—, tanto para a linhagem ATCC 22343,
como para a linhagem ATCC 22342, crescerem normalmente em MM
e MM suplementado separadamente com glutamina, Acido glutami-
co e citrulina e, a capacidade de crescimento nos meios suple

mentados com prolina, arginina e ornitina.

Nesse particular, no esquema metabolico estabe
lecido para Neurospora crassa, a argininé e sintetizada a par
tir do glutamato via citrulina e ornitina. A degradacao da ar
ginina a glutamato ocorre via ornitinave semialdeido Yy gluta-
mato. Sendo que este Ultimo € um intermediario biossintético na
via da sintese de prolina. Esta relagao metabolica é apresen

tada no esquema a seguir.
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A sintese de arginina a partir de glutamato

cessa na presenga de arginina exogena, devido a inibigao da en
zima acetilglutamato Kinase. Uma linhagem mutante de Neuros-
pora chrassa (mutanfe pro-3) incapaz de sintetizar semialdei-
do y glutamato a partir de glutamato foi obtido e, observado
que a fonte alternativa para formagao de prolina foi a orniti
na. Esta via catabolica normalmente opera somente na presen-

ca de ornitina ou arginina exogena (WEISS e LEE, 1980).

Atraves dos resultados obtidos supoe-se que o
bloqueio metabolico nas linhagens ATCC 22342 (pro/arg) e ATCC

22343 (pro/arg) esta na passagem de glutamato para semialdei
do Yy glutamato, pdis estes foram incapazes de crescer em MM
suplementado com glutamina e acido glutamico,sugerindo que o
bloqueio ocorra apos a formagao destes. Por outro lado,quan-
do prolina e adicionada ao meio, observa-se crescimento, pois
nesta hipotese sugerida ela e o produto final da via bloquea-
da. A arginina quando adicionada ao meio seria convertida a-
traves da enzima arginase em ornitina e, esta por sua vez,se-
ria convertida em semialdeido Y glutamato atraves da via al-
ternativa mediada pela enzima ornitiné aminotransferase. Maior
viabilizagao desta hipotese foi verificado quando o MM foi su
plementado com ornitina,onde houve crescimento das linhagens,

embora o diametro das colonias neste meio tenha sido menor

que quando comparado ao suplementado com prolina ou arginina.
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Sugere-se que o menor tamanho da colonia em meio com ornitina,
quando comparado com prolina e arginina,seja porque quando se
adiciona ornitina esta tenha que ser convertida em arginina
antes de fazer uso da via alternativa. Desse modo somente
quando @ arginina estiver em excesso havera bloqueio da enzi-

ma ornitina transcarbamilase e entao a ornitina serad converti

da em glutamato Yy semialdeido. A Tabela 13 mostra o diame-
tro das colonias em meio suplementado com prolina, arginina
e ornitina tomados em diferentes tempos. O0Os dados <contidos

nessa Tabela demonstraram uma tendéncia do diametro das co
lonias de aumentar de acordo com o aumento do periodo de incu
bacao e de se igualarem nos tres meios, favorecendo des-

ta maneira a hipotese sugerida acima.

Uma segunda alternativa para justificar as di-
ferencas de crescimento nos meios com prolina, arginina e or-

nitina, seria a dificuldade de penetragao da ornitina na célu

la.

Quanto ao nao crescimento das colonias em meio
suplementado com citrulinara exemplo do encontrado para 24 mu
tantes de A. nidufans que requeriam arginina (PONTECORVO et
alii, 1953b), nao se pode inferir se a citrulina exogena nao
€ utilizada pela ceélula ou se nao faz parte da via metaboli-

ca.

Para melhor esclarecimento deste fenomeno, a
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obtencao de varios mutantes para sintese de prolina e argini-

- . . v . . .
na, bem como a analise bioquimica das linhagens seria de gran

de valia.

5.3. Obtencao de mutantes

Apos irradiacao de conidios das linhagens de
A. nigern ATCC 10864 selvagem e da linhagem ATCC 22343 (pro/arg)’
obtiveram-se mutantes auxotroficos e morfologicos. Para -a i
nhagem ATCC 10864 foram obtidos mutantes nutricionais defi-
cientes para vitaminas e acidos nucleicos,enquanto que para a
linhagem ATCC 22343 obtiveram-se mutantes para vitaminas e a-

minoacidos.

Irradiando-se conidios da linhagem de A. awamo
ni ATCC 22342 (pro/arg) <com luz ultravioleta e procedendo-se
selecao pelo metodo de isolamento total, verificou-se 0,075%
de mutantes auxotroficos, demonstrando uma baixa eficiencia
deste mutagénico para esta linhagem quando comparada com A.

nidufans onde foi encontrado 0,5% de mutantes auxotroficos

(PONTECORVO et aliZ, 1953b). Entretanto, estes resultados
sao compativeis uma vez que em A. nidufans os conidios sao
uninucleados, e na linhagem de A. awamordi utilizada foram en-

contrados conidios uni, bi, tri e tetranucleados. Em A. {fa-

vus que € portador de conidios uni, bi, tri e tetranucleados,
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a frequencia de mutantes auxotroficos encontrados foi também

menor que em A, nidulans (MESSIAS, 1977).

A tecnica de isolamento de mutantes auxotro-
ficos por enriquecimento pelo método de filtracao (FRIES, 1947)
permitiu em A. awamondi, pelo presente trabalho (Tabelas 14 e
15), aumento da frequencia de obtencao de mutantes auxotrofi-
cos de 0,075% para 3,076%, a exemplo do obtido por (SILVEIRA
e AZEVEDO, 1984) em Metarnhizium anisoplfiae onde a frequencia

de mutantes auxotroficos foi aumentada de 0,01% pera 6,13%.

Verifica-se pela Tabela 16 e Figura 6, que o
tempo de 24 horas de incubacao dos conidios irradiados pelo
método de filtracao proporcionou maior frequencia de mutan-
tes auxotroficos. A determinagao do referido tempo (24 hs)
foi feita pela técnica da réplica individual de coldnias do
MC para o MM para os diferentes tempos de incubacao com obten
cao das respectivas porcentagens. Tal determinacao poderia
ser mais eficientemente obtida atraves do uso de uma marca

morfologica associada a marca auxotrofica.

Assim, tendo em vista a grande importancia da
determinacao exata do melhor tempo de incubacao sugere-se que
agora, de posse de mufantes com marcas morfologicas e nutri
cionais, obtidos neste trabalho, como demonstrado na Figura
7, o experimento seja novamente conduzido, inclusive testan

do-se um maior numero de periodos de incubacao, a fim de que
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esta tecnica seja aperfeicoada para obtencao de maior numero

de mutantes nesta espécie,

Atraves deste metodo, mutantes auxotroficos pa
ra aminodcidos e acidos nucléicos foram obtidos,porem mutan-
tes com deflciéncia nutricional para vitaminas nao foram obti
dos no presente trabalho. Nesse particular SILVEIRA e AZEVE-
DO (1984), referiram-se a ineficiencia do metodo de filtragao
para obtencao de mutantes deficientes para vitaminas. Um re-
sumo das etapas seguidas para a obtencao dos mutantes das 1i-
nhagens aqui utilizadas, estao descritas nas Figuras 7, 8 e 9.
Alguns desses mutantes (Tabe1as 17 e 18) foram selecionados
para os proximos passos e nesses, o teste de reversao de muta
g¢oes foi efetuado (Tabela 17), mostrando que se tratam de mar
cadores geneticos bastante estaveis, pois as frequencias de

reversao foram sempre menores que um em 10% conidios.

5.4. Producao de enzimas amiloliticas e outras caracteris-
ticas das linhagens

A relacao do diametro colonia + halo/colonia vem
sendo usada como uma maneira de selegao prévia de mutantes pa
ra maior producao de substancias exogenas,tais como acido ci-

trico e enzimas amiloliticas.

GARDNER et alii (1956) comparou a produgao de acido ci
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trico em A. nigen,atraves da relacao entre o indice obtido
por medicoes em placa e a producao de acido citrico em meios
de fermentacao. Para este caso, nao foi encontrado correla-
cao que indicasse festrigéo do método de selecao em placa de

linhagem mais produtoras.

Para as enzimas amiloliticas, a producao foi
determinada atraves dos indices de diametro de colonia mais
diametro de halo/diametro de coldnia. Na avaliacao das qua-
tro linhagens originais (Tabela 19), a linhagem ATCC 22342 de
A. awamohrd{ mostrou ser mais promissora na producao dessas en-
zimas (indice = 1,72) em relagcao as outras trés avealiadas, em
bora a linhagem ATCC 22343 de A. nigexr tambem tenha se mostra
do bastante eficiente (indice = 1,58). 0s mutantes auxotro-
ficos originados dessas duas linhagens,quando avaliados quan-
to a producao de enzimas amiloliticas (Tabela 20) mostraram
que tanto os mutantes auxotroficos de A. awamord como os de
A. nigen nao apresentaram variacoes significativas quanto a

produgao em relacao as linhagens selvagens.

Os diploides obtidos nos cruzamentos foram ava
liados e, pode-se verificar que em todos os casos a produgao
do mesmo foi superior as linhagens selvagens bem como aos mu-
tantes que lhes deram origem, sendo o diploide interespecifi
co de A. ndigen ATCC 22343 e A. awamordi ATCC 22342 o de maior

indice (Tabela 31). Apesar destes resultados serem compativeis aos de
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VALENT e BONATELLI (1983),onde observaram que em A. niger os
diploides produziram significativamente mais enzima (amilogli
cosidase) que as linhagens haploides, prefere-se nao inferir
que a dosagem géniﬁa esteja influenciando na producgao, pois
o procedimento de uma metodologia mais especifica para a dosa

gem enzimatica seria aconselhavel.

Dentro do aspecto da repressao catabolica das
enzimas amiloliticas (Tabelas 21, 22 e 23),verifica-se que as
linhagens ATCC 10864, ATCC 11382 e ATCC 22343 néo_oapresenta-
ram diferencas estatisticamente significativas quando as me-
dias dos indices em meio minimo de amido com 0, 5, 1,0, 1,5% de
glicose foram comparadas, sugerindo que estas linhagens nao
séo_reprimidas catabolicamente pela glicose. Para a linhagem
ATCC 22342 as médias diferiram significativamente, observan-
do-se inclusive, aumentos dos indices em relagao ao aumento
da concentragao de glicose no meio. Nesse particular, ha de
se considerar que a linhagem utilizada € heterocariotica,pro-
duzindo frequentemente conidios auxotroficos para prolina. As
sim dependendo do grau de heterocariose do inoculo,prolina de
veria ser absorvida para crescimento ﬁormal da colonia,a qual
poderia estar apresentando utilizagao dificultada em concen-
tragaes mais elevadas de glicose,resultando, experimentamente,

em menor diametro de colanias (Tabela 21),

Além da produgao das enzimas amiloliticas ou-
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tras caracteristicas das linhagens de A. awamori e A. nigen fo
ram consideradas. Entre essas, o comportamento das linhagens
frente a adicao de quantidades crescentes de benlate no meio
de cultura (Tabela 24, Figura 12). Nesse caso pode ser obser
vado que as quatro linhagens originais diferem gquanto aos seus
niveis de sensibilidade a esse fungicida,com excessao das 1i-
nhagens ATCC 22342 e ATCC 22343 onde o crescimerto de ambas
e inibido com 3 pg/ml de benlate no meio. Essa observagéo,
acrescentada as anteriores discutidas como presenca de coni-
dios uni, bi, tri e tetranucleados, heterocariose e proaugéo
de enzimas, revela que as linhagens ATCC 22342 e ATCC 22343
sao muito semelhantes, apesar de serem de espeécies diferen-
tes. Isso nos levou a tragar o perfil eletroforetico de este
rases para as linhagens (Figura 13). Pelo padrao reSQItante,
as quatro linhagens mostraram ser'distintas, inclusive a ATCC
22342 que apresentou apenas uma banda espessa e,na mesma posi
cao, a ATCC 22343 apresentou uma banda estreita e ainda duas

outras bandas em posigoes diferentes.

As duas linhagens em questao sao especies dis~-
tintas como catalogadas pelo ATCC e, de acordo com os parame-
tros aqui considerados, sao muito semelhantes geneticamente
desde que ambas foram sujeitas as mesmas variacoes ambientais
em todas essas caracteristicas analisadas. Vale ainda ressal
tar que sao fenotipicamente diferentes quanto a textura da co

16nia (Figura 10).
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5.5. Obtencao de diploides

»

0 primeiro passo para a formacao de diploides
em fungos hapldoides é o estabelecimento de um heterocario pe-
la fusao de hifas com nucleos geneticamente diferentes. No
presente trabalho, o estabelecimento de heterocarios entre os
mutantes selecionados foram, tentativamente, realizados consi
derando cruzamentos intra e interespecificos. Das tentativas
de obtencao de heterocarios balanceados, listados na Tabela
25, o desenvolvimento da pelicula heterocariotica foi possi-
vel para todas as combinacoes exceto quando a linhagem de A.
nigen ATCC 10864 foi cruzada com a linhagem de A. nigern ATCC
22343 e, também quando cruzada com A. awamorl ATCC 22342, que
resultaraﬁ em peliculas finas ou ausentes. A transferencia
das peliculas desenvolvidas para MM (alguns casos acrescido
de prolina) produziram crescimento, exceto as peliculas finas
acima referidas que nao produziram crescimento. Uma outra par
ticularidade foi que a pelicula desenvolvida em MM + 2% de MC
resultante do cruzamento de ATCC 22342 com ATCC 22343 resul

tou crescimento em MM + prolina, poréem nao vigoroso.

A fusao de hifas e habilidade de formar hete-
rocarios sao determinados pelo grau de similaridade dos geno-
mas das linhagens envolvidas,sendo que dentro de uma mesma es
pecie encontram-se linhagens compativeis e linhagens incompa-

v . = = . - .
tiveis para formagao de heterocarios. Em algumas especies, a
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incompatibilidade e bem estabelecida como em Neuwurospora chras-
sa e Podo;pona ansenina sendo tambéem demonstrada em A. nidu-
Lans (FINCHAN et alii, 1979). Nesse particdlar os resultados

mostraram ser as linhagens ATCC 22343 e ATCC 10864 incompati-

veis.

A formacao de heterocarios interespecificos das
linhagens de A. ndigen ATCC 10864 com A. awamordl ATCC 22342 nao
foi possivel, entretanto,pode-se observar a formagao de hete-
rocarios entre as linhagens de A. nigex ATCC 22343 com a 1i-
nhagem de A. awamord ATCC 22342, Como discutido anteriormen-
te (item 5.4,),as duas Gltimas linhagens citadas pertencem ao
grupo niger mas, sao de espécies diferentes e, no entanto,
apresentam propriedades e caracteristicas comuns. A forma-
cao de heterocarios aqui demonstrada, confirma o alto grau

de similaridade genetica entre elas.

Para alguns dos cruzamentos foi determinado a
frequencia de heterocarios e/ou cdiploides obtidos em MM ou
MM + prolina (Tabela 26),sendo encontrado frequencia de 1 em
10° para o cruzamento intra linhagem ATCC 10864, no cruzamen-
to intralinhagem de A. awamordi ATCC 22342 a frequéncia obti-
da foi de 36 em 10° conidios,enquanto que no cruzamento in-
terespecifico de A. ndigen linhagens ATCC 22343 com A. awamord
ATCC 22342 a frequencia obtida foi de 113 em 10°® conidios. As
frequencias de heterocarios e/ou diploides formados podem ser

relacionados com as frequencias dos tipos de conidios produzidos
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pelas linhagens. No primeiro caso, a linhagem ATCC 10864 for
ma somente conidios uni (34,8%) e binucleados (65,2%) e apre-
sentou menor frequencia na formacao de heterocarios. Com a
linhagem ATCC 22342 a frequencia de heterocarios foi maior e

esta linhagem produz mais conidios binucleados (71,6%) além

'Y

de tri e tetranucleados. No terceiro cruzamento,a frequencia
de heterocarios foi superior pois envolveu linhagens onde am-
bas produzem conidios uni, bi, tri e tetranucleados. Essa mes
ma relacao. entre a frequéencia de heterocarios e porcentagens
de conidios com mais de um nicleo, ja foi verificada pa-
ra A. nidulans (P1ZZIRANI-KLEINER, 1981), .a qual foi compa
rada com as frequéncias obtidas para A. nigex por CHANG e col.

(1974) .

Sendo esses fungos multinucleados, nucleos de
constituicao genica diferente em um mesmo conidio(conidio he-
terocariotico) permitiria sua germinacao e crescimento em MM.
A distincao de colonias heterocarioticas de diploides foi efe-
tuada semeando-se conidios em MC e MM. No caso das <colonias
heterocarioticas, foi obtido em MM um nimero reduzido de colo
nias quandc comparado com o numero obfido em MC,visto que os
conidios heterocarioticos para os marcadores genéticos utili-
zados nos cruzamentos segregam havendo possibilidade de apare
cimento de conidios uninucleédos ou multinucleados com a defi
ciencia nutricional de uma ou de outra linhagem utilizada co

mo parental e, estes sao incapazes de crescerem em MM, enquanto
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que em colonias dipléides espera-se o mesmo numero de colo-
nias em MM e MC. Desta forma, os diploides foram seleciona-
dos e submetidos a analise do numero de nucieos por conidios.
Atraves da Tabela 28 observa-se que em todos os diploides hou
ve aumento na percentagem de conidios uninucleados com conse-
quente diminuicao de conidios binucleados em relagao aos ha-
ploides selvagens. Em alguns casos esta diferenca foi bastan
te acentuada, tal como no cruzamento de A. awamord intralinha
geﬁ onde a selvagem apresentou 71,6% de conidios binucleados
e nos dois diploides obtidos a frequencia de conidios binuclea
dos foi de 25% em um dos casos e 20,8% no outro. Entretanto
nos cruzamentos envolvendo A. nigen, a diferenga de percenta
gem entre conidios binucleados entre linhagens hapléfdes e di
ploides nao foram tao discrepantes quanto para A. awamohi. Es
tudos em outras especies de Aspergiflus demonstraram também que
a condigao diploide, normalmente reduz o numero de conidios
com mais de um nidcleo em comparacao com as linhagens haploi-
des como em A. gLavus (PAPA, 1973, MESSIAS, 1977) ,Asperngillus
sp 321 (PEREIRA, 1978) e A. nidufans (PIZZIRANI-KLEINER,1981).
Em A. nigen, ocorre também redugao de conidios com mais de
um nucleo em diploides (AZEVEDO e BONATELLI JR., 1981) e,
para outras linhagens e descrito haver aumento de conidios

binucleados em diploides (CHANG et al<i, 1974).

Para se ter ideia da estabilidade destes di-

ploides, bem como obter setores recombinantes,estes foram ino
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culados em MC e MC acrescido de pFA (Tabela 27). Observou-se
que em todos os casos o PFA aumentou o numero de setores. Em
um dos diploides de A. awamori, 22342(pro/arg) pyr / 22342(pro/argq)
ade, o numero de setores em meio completo como em MC com pFA
foi superior enquanto que,no dipléide 22342(pro/arg)pyr / 22342(pro/arg)
met morz2 o numero de setores foi significativamente menor
tanto em MC como em MC + pFA. Neste caso, podemos supor que
o marcador morfologico (morz2) de uma das linhagens, tenha
algum efeito sobre os diploides de modec a reduzir sua instabi
lidade. Esse efeito no entanto, nao € tao acentuado quaado a
linhagem portadora de mor, constitue diploides com linhagens
de outras espécies como € o caso do diploide 22342 (pro/arg)
met mor,// 22343 (pro/arg) nic. Reducao da instabilidade de
diploides pela presenca de fatores geneticos sao descritos em
A. niduﬂanér(AZEVEDO, 19753 PIZZIﬁANI-KLEINER, 1981). A varia
¢ao na instabilidade dos diploides obtidos pode, por outro la
do, estar sendo influenciada por aberracoes cromossomicas in-
duzidas em algumas das linhagens envolvidas nos cruzamentos,
formando dessa maneira diploides nao balanceados,mas que no
presente estudo nao foram detectadas. Aberragoes cromossomi
cas como duplicagoes cromossomicas,alteram a instabilidade de
diploides em relacao a diploides livres de duplicacoes (CASE

e ROPER, 1975; PIZZIRANI-KLEINER, 1981; OLIVEIRA, 1982),

0 ciclo parassexual (PONTECORVO e ROPER, 1952)

e basicamente caracterizado por heterocariose,formagao de di-
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ploide, permuta mitotica e haploidizagao. Apesar de nao ter
sido ainda observadoociclo parassexual em A, awamordi a obten
cao de heterocarios e diploides neste trabalho,constitui wuma
forte evidencia da parassexualidade nesta espécie,embora para
tal afirmacao um grande numero de setores originados dos di-
ploides deverao ser avaliados,visto que um pequeno numero des
tes setores foram analisados, nao tendo sido no entanto iden-
tificado nenhum setor recombinante,sendo todos prototroficos.
Sugere-se também que um maior numero de mutantes sejam obti-

dos a fim de que mais cruzamentos sejam efetuados.

5.6. Fusao de protoplastos

Tendo em vista a nao obtengao de diploides in-
terespecificos entre as linhagens ATCC 10864 de A. ndgen e
ATCC 22342 de A. awamondi atraves do ciclo parassexual,tentati

vamente utilizou-se a técnica de isolamento e fusao de proto-

plastos. Inicialmente, se fez a obtencao dos protoplastos, e

estimou-se o seu numero em camara de Neubauer, para ambas as linha

gens (Tabela 29). As suspensoces de protoplastos foram semea
das ("pour plate') em MCKC1 e MC com o objetivo de estimar o
numero de protoplastos regenerados, atraves da diferenca do

numero de colonias crescidas em MC KCl, no qual se desenvol-
vem protoplastos, conidios e hifas, e no MC onde protoplastos

sao incapazes de crescerem. Atraves dessa determinagao, no-
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tou-se grande diferenca entre o numero de protoplastos estima
da em camara de Neubauer e o nimero de protoplastos realmente
capazes de se regenerarem. Nos protoplastos,adicionalmente,se
determinou a frequéncia de reversao a fim de se ter certeza
sobre a estabilidade dos marcadores genéticos e, em todos eles,

obteve-se frequéencia menor que 1 (Tabela 17).

Apos procedimento de fusao, a semeadura em
MC KC1 demonstrou 6,0 x 10> coldnias/ml enquanto que em MM KCI,
obteve-se 5,0 x 10 ! coldnias/ml (Tabela 30). A eficiéncia do
método aqui empregado foi muito baixa, o que nos levou a con-
siderar a influencia de alguns fatores no processo. Um dos as
pectos seria o nimero de protoplastos utilizados para a fusao,
que foi relativamente pequeno. Um segundo fator se refere ao
pequeno nimero de colonias obtidas em MC KCl,visto que cerca
de 10° protoplastos de cada linhagem foram misturados. Este
seria talvez devido a baixa capacidade de regeneracao como ja
mencionado acima. Um terceiro aspecto a considerar se refe-
re ao agente fusogenico utilizado, PEG, que no caso estaria
exercendo um efeito toxico maior sobre uma das linhagens, na
ATCC 10864 de A. nigen. No MC KCIl esta linhagem parece estar
sofrendo algum tipo de selecao contraria,pois das colonias
crescidas, 92,86% foram colonias da linhagem ATCC 22342(pro/arg)
met morz. As hipoteses aqui levantadas poderao ser avaliadas

melhorando o rendimento na obteng¢ao e na regeneracao de proto
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plastos e aperfeigoando as tecnicas para a fusao. Para a manu
tengao da integridade dos protoplastos,estabilizadores osmot]
cos sao utilizados,sendo a natureza e a concentragéo de esta-~
bilizador fatores importantes que influenciam a obtencao dos
mesmos (PEBERDY, 1979). Desta forma sugere-se o uso de ou-
tros estabilizadores osmoticos,tais como Sorbitol, Manitol,
MgCl,, CaCl,, para tentativamente aumentar a eficiencia de proto-
plastizagao. Sugere-se ainda o emprego de outras linhagens
mutantes; a utilizagao do mesmo mutante mas resistente ao
PEG (AZEVEDO, J.L., comunicacao pessoal) ou também o embre—
go de outros metodos para fuséo como os de eletrofusao
(ZIMMERMANN e VIENKEN, 1982). 0 aperfeicoamento desta metodo
logia levaria ao produto de fusao entre A. awamoirdi e A, nigexn
de um modo mais eficiente do que aquele aqui obtidd, se tor-
nando em uma alternativa para estudos geneticos e de melhora

mento da producao de enzimas amiloliticas nessas espécies.
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6. CONCLUSOES

A caracterizagao citologica e genéetica das li-
nhagens amiloliticas ATCC 22342 e ATCC 11382 de A. awamori e

ATCC 22343 e ATCC 10864 de A. nigen, permitiu concluir:

a) As linhagens estudadas possuem variagao quan-
to as frequéncias dos tipos de conidios uni, bi, tri ou te-
tranucleados,sendo que as linhagens ATCC 11382 e ATCC 10864

formam somente conidios uni e binucleados.

b) Cada uma das linhagens apresenta um perfil

eletroforetico distinto para esterases.

c) Entre as linhagens ocorre variacao quanto
as sobrevivencias aos mutagenicos radiacao gama e luz wultra-
violeta, as quais podem ser correlacionadas com o numero de

nicleos presentes nos conidios.

d) As linhagens ATCC 22342 de A. awamondl e ATCC
22343 de A. ndiger sao heterocarioticas para prolina ou argini

na. A heterocariose, no entanto, pode ser separada pela sele
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¢ao de colonias prototroficas, auxotroficas e proto/auxotrofi

LY

cas. Possivelmente, a mutacao pro ou arg esteja na passa-
gem glutamato para semialdeido Yy glutamato da via metabolica

da sintese desses dois aminoacidos.

e) A utilizagao da tecnica do isolamento de mu
tantes auxotroficos por enriquecimento pelo metodo da filtra-
cao,em A. awamord, permitiu um aumento de 0,075% para 3,076%

em relagao ao método do isolamento total de mutantes.

f) A produgao de enzimas amiloliticas e varia-
vel entre as linhagens, sendo que a ATCC 22342 e ATCC 22343
sao as mais promissoras. A produgao dessas enzimas nao €,pos-

sivelmente reprimida pela glicose.

g) Na formagao de heterocarios, ha incompatibi
lidade entre as linhagens de A. n{gen e compatibilidade entre

a linhagem ATCC 22343 de A. niger e ATCC 22342 de A. awamori.

h) Ocorre formagao de diploides entre linha-
gens da mesma espécie e entre as duas linhagens citadas aci-
ma (g) de A. nigen e A. awamoni. A instabilidade dos diploi-

des € aumentada com pFA e a porcentagem de conidios com mais

de um nucleo € reduzida em relagao as linhagens que lhes ori

ginaram.

i) E possivel a formagcao de heterocarios e di

ploides em A. awamord,
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j) E possivel a fusao de protoplastos entre A,

awamoni e A. niger, tendo sido obtido produtos de fusao em
baixa frequencia, necessitando portanto um éperﬁﬁgommmto das

técnicas para esse fim.
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