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CARACTERIZAÇAO GENtTICA E 

nige� van Tieghem E 

DADOS CITOLOGICOS EM A�pe�gillu� 

A�pe�gillu� awama�i Nakazawa

Autor: Maria Helena Pelegrinelli Fungara 

Orientadora: Prof� Dra. Aline A. Pizzirani-Kleiner

RESUMO 

O presente trabalho foi realizado cbm a fi�ali 

dade de estudar linhagens amilolíticas de A. awama�i (ATCC 

22342 e ATCC 11382) e de A. nige� (ATCC 22343 e ATCt 10864) 

considerando a caracterização genética e aspectos citológicos. 

Na anil ise citológica dos conídios foi verifi

cado que as 1 inhagens ATCC 22342 e ATCC 22343 produzem coní

dios uni, bi, tri e tetranucleados e,as 1 inhagens ATCC 10864 

e ATCC 11382, conídios uni e binucleados. Entre as 1 inhagens 

ocorreu variação nas frequências dos diferentes tipos de coní 

dios formados. Nos diplóides isolados,houve redução nas fre-

quências de conídios com mais de um nGcleo em relação is li

nhagens que lhe originaram. 

Foi observado que as linhagens ATCC 22342 e 

ATCC 22343 estavam em condições heterocariótica, para proli-

na ou arginina; também foi identificado o local do bloqueio 

metabólico da síntese desses aminoicidos, através do cresci-



.xii. 

mento das colônias em meios diferenciais. Das 1 inhagens origi 

nalmente heterocarióticas, foi possível isolar colônias prot� 

tróficas, auxotróficas e colônias proto/auxotróficas para pr� 

1 ina ou arginina. 

As quatro linhagens foram avaliadas quanto a 

produção de enzimas amilolíticas através do índice do halo de 

degradação do amido. As linhagens apresentaram variação de 

produção, destacando-se a linhagem ATCC 22342 como a mais pr� 

missora. Os diplóides se mostraram 

aos mutantes que lhes originaram, 

superiores em 

principalmente o 

relação 

diplóide 

interespecífico. Os testes em meios contendo quantidades cres 

centes de glicose indicaram que,possivelmente, as enzimas nao 

são reprimidas catabolicamente pela glicose. Em relação a ana 

lise eletroforética para esterases, ficou evidenciado que as 

linhagens apresentam diferenças quanto ao padrão de bandas,f� 

to também comprovado para sensibilidade ao benlate. 

Mutantes auxotróficos e morfológicos foram obti 

dos pelo m�todo de isolamento total, e em A. awamani pelo mi

todo de enriquecimento por fi ltração,conseguindo-se um aumen

to de 41 vezes em relação ao método anterior. 

Pelas técnicas clássicas foram obtidos diplói

des entre mutantes da mesma 1 inhagem e de espécies diferen

tes. A diploidia foi confirmada pelo crescimento idêntico em 

meio mínimo e meio completo (MC), pela produção de setores 
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em MC e MC + pfa e, pelo numero de núcleos presentes nos co

nídios. Na fusão de protoplastos de A. awamofl.-i e A. rú.gvr. foi 

possível isolar produtos de fusão porem em baixa frequência. 
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GENETIC CHARACTERIZATION ANO CITOLOGIC DATA IN A�pehgillu� 

nigeh van TI EGHEM ANO A�pehgillu� awamohi Nakazawa

Author: Maria Helena Pelegrinelli Fungara 

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

SUMMARY 

The present research was carried out with the 

aim of studing amylolytic strains of A. awamohi (ATCC 22342 

and ATCC l 1382) and of A. nige� (ATCC 22343 and ATCC 10 864) 

considering the genetic characterization and cytological 

aspects. 

ln cytological analysis of the conidia was 

verified that the ATCC 22342 and ATCC 22343 strains produced 

conidia with one, t wo, three and four nuclei,and the ATCC 10864 

and ATCC 11382 strains produced conidia with one and two nuclei. 

Among the strains ocurred variation in the frequencies of 

different types of conidia., 

1 t 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. lt 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 e nzymes,possibly,are not repressed 

by glucose. ln relation to eletrophoretic analysis for esterases, 

i t was showed that strai ns presented differences for the bands 

standard; this event was conf i rmed 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. awamo�i was obtained an increase of 41 times 

of auxotrophic mutants. By using classic techniques were 

obtained diploids among mutants of thé sarne 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. ln protoplasts fusion 

of A. awamo�i with A. nig��, was possible to isolate fusion 

products, but in low frequency. 



1 • I NTRODUÇAO 

O melhoramento genético de fungos de interesse 

industrial conta com a existência de variabilidade natural ou 

com a possibilidade de aumentar esta variabilidade pela indu

ção de mutações ou através de métodos recombinacionais. Den

tro deste contexto, o estudo da mutação e dos mutagênicos,re

presentam uma grande contribuição fornecida pela genética de 

microrganismos, haja visto o grande emprego da técnica muta

ção-seleção no melhoramento de fungos economicamente importa� 

tes. 

Sendo a maioria das espécies de fungos indus

triais desprovidas de ciclo sexual, a possibilidade de aumen

tar a variabilidade visando o seu melhoramento via métodos re 

combinacionais, fica restringida ao ciclo parassexual. Em A.

nige.Jt este ciclo foi descrito por PONTECORVO et alii (1953a), 

entretanto em A. awamoJti tal fenômeno ainda nao fol constata-

do. Estas duas espécies são de reconhecido valor 

na produção de enzimas amilolíticas, especialmente 

industrial 

na pro-
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dução de ami loglicosidase, e a ocorrência de parassexual idade 

em A. a.wamoJti, seria interessante na obtenção de recomb i nan 

tes com qual idades desejáveis, além de estudos de ordem gené

tica nesta espécie. 

O fenômeno parassexual entre os fungos tem re

centemente recebido nova dimensão com o desenvolvimento do iso 

lamento, cultura e fusão de protoplastos (PEBERDY,1979). Pri

meiramente porque esta nova metodologia permite a formação r� 

!ativamente fácil de heterocârios,se mostrando portanto mui

to valiosa em fungos onde a anastomose de hifas e dificulta 

da. Em segundo lugar porque através da fusão interespecífica 

de protoplastos, a interação de genomas de espécies diferen

tes, abri� uma nova área dentro da genética de fungos e da 

biologia molecular. 

Considerando estes fatos, o presente trabalho 

foi desenvolvido com o objetivo de caracterizar 1 inhagens de 

A. a.wa.moJti e A. nige.Jt no que diz respeito a obtenção de mu

tantes, estudar alguns aspectos citológicos e obtenção de di 

plóides intra e interlinhagens e também interespecíficos, quan

do possível pela metodologia parassexual e quando não, através 

da fusão de protoplastos. Por último, a avaliação da produ

ção de enzimas amilolíticas nos diplóides e haplóides que os 

constituíram. 
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2. REVIS�O BIBLIOGRÃFICA

2.1. Considerações gerais sobre A�pengillu� nigen van Tieghem

e A�pengillu� awamoni Nakazawa 

Os f ungos A�pengillu� nigen e A�pengJllu� awa

moni enquadram-se no grupo niger (RAPER e FENNELL, 1965). As 

esp�cies de A�pengillu� deste grupo são provavelmente mais co 

muns do que qualquer outro grupo dentro do gênero. Elas apr� 

sentam uma ampla distribuição geogr�fica e ocorrem numa gran

de variedade de substratos, sendo abundantes nos solos princl 

paimente em solos de regiões tropicais e subtropicais. São fun 

gos que se destacam pelo valor econômico,sendo largamente usa 

dos em indústrias. 

Tanto o A�pengillu� awamoni Nakazawa como o 

A�pengillu� nigen van Tieghem apresentam esterígmas biseria

dos, mas o A�pengillu� nigen apresenta colônias com conídios 

globosos com aspecto rugoso com equinulações e coloração ne

gra a olho nu, medindo em torno de 4 a 5µ de diimetro,enquan-
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to que o A-0peJtgillu-0 awamoJti apresenta colônias com conídios 

marrons avermelhados, conidióforos medindo de a 1, 5 mm de 

comprimento e conídios variando de 4,0 a 4,5µ em diâmetro. 

DevidÓ à não existência ou evidenciação do ci

c 1 o sexua 1 o A-0peJtgi.llu-0 nigeJt e, também o A-0peJtgillu-0 awarnoni 

sao classificados como Deuteromícetos, sendo a análise genétl 

ca em A. nigeJt efetuada através do ci elo parassexual. (PONTE

CORVO et alii, 1953a); entretanto para o A-0pengil.lu-0 awarnaJti 

ainda não foi evidenciado o ciclo parassexual. 

2.2. Isolamento de mutantes auxotrôficos 

Apesar da mutação ser o principal fator que fo.!:_ 

nece explicações para a enorme va�iabil idade e diversidade e

xistentes entre os fungos,esta ocorre espontaneamente com bai 

xa frequência. Desta forma, na maioria dos programas para iso-

lamento de mutantes que então serão usados para estudos gené-

t i e o s o u me s mo p a r a o u t r o s f i n s , i n e 1 u em-s e processos para au-

mentar a freqüência de mutação, fazendo-se uso do tratamento 

de células com agentes mutagênicos, físicos ou químicos. 

Grande parte do desenvolvimento da genética de 

fungos tem sido baseada no uso de mutantes bioquímicos,primel 

ramente estudados em NeuJto-0poJta por BEADLE e TATUM (1945). 

O tipo de mutante bioquímico que tem sido mais estudado e o 
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auxotrôfico, que é incapaz de crescer em meio mínimo; contudo 

é capaz de crescer se uma ou mais substâncias específicas 

adicionadas ao meio. 

sao 

Mutantes podem ser conseguidos com maior ou me 

nor facilidade dependendo das características do fungo a ser 

usado. Fungos com abundante produção de esporos preferível-

mente uninucleados, com ciclo vital relativamente rápido,cre� 

cendo em meios de cultura de composição definida, sao favorá 

veis para estudos genéticos. Também em fungos que não pos-

suem estas características favoráveis podem-se obter mutantes, 

embora com maior dificuldade. 

O procedimento tradicional porem menos eficien 

te para isolamento de mutantes auxotr6ficos é tomar uma gran

de amostra de células de uma população tratada com um mutagê

nico e aval iâ-las individualmente para sua habilidade de cres 

cimento em meio mínimo. 

E m  fungos com conídios predominantemente multin� 

cleados, muitos núcleos mutantes não serão detectados devido a pr� 

sença de um ou mais núcleos não mutantes no mesmo conídio, perm..!_ 

tindo crescimento normal e dificultando dessa maneira o isolamen

to de colônias mutantes. Entretanto, em NeuJLo�poM alguns autores têm a-

dotado o uso de linhagens que produzem somente microconí-

dias uninucleados (LINDEGREN e LINDEGREN, 1941; TATUM et alii,

1950). 
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Após isolados os mutantes auxotróficos o seu 

requerimento para crescimento pode facilmente ser identifica

do pela técnica de auxonograf ia (PONTECORVO, 1949). 

REAUME e TATUM (1949), utilizaram pela primei

ra vez o método "Rescue" com final idade de obter mutantes au-

xotrôficos de leveduras. O método consiste em semear células 

haplóides em diluições apropriadas . .. . em meio m1n1mo e incubá-las 

por vários dias. Assim que sobreviventes prototróficos cresce 

rem e formarem colônias, a posição destas deverão ser marca-

das. A seguir, meio completo é colocado sobre o meio mínimo 

e, apos solidificado, as placas são incubadas novamente. As 

colônias que crescerem posteriormente à adição de meio compl� 

to são prováveis mutantes auxotróficos. Uma segunda alterna-

tiva, utilizada com sucesso por L�IN et alii (1948) em Ne.Ll-

no�pona e por BOONE et alii (1956) em Ve.ntunla lnae.quall� é a 

identificação de não crescimento ou esporos retardados por e

xaminação microscópica e transferência para meio enriquecido, 

esperando-se que parte deles cresçam agora normalmente. 

O método de enriquecimento por filtração foi 

primeiramente utilizado em Ophlpo�toma multlannulatum por 

FRIES (1947), que consiste em inocular conídios submetidos 

a tratamento mutagênico em meio mínimo líquido e, remover as 

células prototrôficas crescidas por repetidas filtrações atra 

vês de algum tipo de filtro estéril no qual as hifas dos esp� 
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ros germinados, são retidas. tpós filtração, grande parte dos 

conídios capazes de crescerem em meio mfnimo são removidos e 

os restantes são semeados em placas contendo meio completo. 

A eficiência do método de enriquecimento por 

filtração depende de vários fatores sendo o principal o tempo 

de incubação no meio mfnimo líquido antes da fi ]tração. Este 

é importante porque os conídios auxotróficos podem iniciar a 

germinação pela liberação de substâncias das células prototró 

ficas em crescimento e serem portanto retidos no filtro ou me� 

mo formarem heterocârios prototróficos. O método de enrique

cimento por filtração foi utilizado com sucesso em Ne.u.Jtofipo!ta. 

(\./00D\./ARD et alii
., 

1954; CATCHESIDE, 1954), Copn,é,nu.'5 la.gopu,.s 

(DAY e ANDERSON, 1961}, Sc.h,é,zophyllu.m c.ommu.ne. (ANDERSON e DEPPE, 

1977), Me.�anh,é,ziu.m an,é,,.sopf,é,ae. (SILVEIRA, 1983). 

MOAT et alii (1959), demonstraram em Sac.c.hano

myc.e.,.s que e possível utilizar substâncias que matam somente 

células em crescimento , sendo que anfoterecina B, endomicina 

e nistatina foram as mais eficientes. Quando populações de 

células de leveduras contendo pequena proporção de mutantes 

auxotróficos foram inoculados em meio mínimo mais antibiótico 

e, após um período de incubação o antibiótico foi removido por 

centrifugação e células foram semeadas em meio suplementado 

livre de antibiótico, a proporção de auxotróficos entre as ce 

lulas sobreviventes foi cerca de cinquenta vezes maior que a 
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população original. Encontram-se ainda na literatura outros 

relatos que fazem uso de antibiótico e outros antimetaból itos 

com eficiência para obtenção de mutantes auxotróficos em lev� 

duras (COOK, 1974; MEGNET, 1965; SNOW, 1966; 

1976; MELO CRUZ, 1977). 

YOUNG et alii,

Posteriormente, foi demonstrado em A.6pengillu.6 

nidulan.6 que os antibióticos polieno e N-glicosil po 1 i -

fungin células 
- - , matam em germinaçao, mas -nao matam con1-

dios que 
-

nao estejam germinando (BAL et alii, 19 75) Este 

método pode também ser usado para seleção de mutantes 

auxotróficos. 

Ainda um outro método para isolamento_ de mu-

tantes auxotróficos que foi utilizado par a Sac.c.haJt..otn yc. e.6 

(LITTLEWOOD e DAVIS, 1973), Nr�uJt..o.6po,'i..a (RUSSELL e COHEN,1976}e 

A. 6.tavu.6 (DONKERSLOOT e MATELES, 1968) depende da incorpor�

ção pela célula, do tipo selvagem em meio mínimo, de ácido ribo 

nuc1eico ou precursores de proteína marcados com tritium ( 3 H). 

Durante subsequente incubaçio a célula do tipo selvagem ten-

de a ser morta pela radioatividade que ela incorpora,enquanto 

que os mutantes auxotróficos que não forem ativos na síntese 

macromolecular durante o pe_ríodo de exposição ao precursor tri-

tiado, tendem a sobreviver. Este método também tem sido efi-

ciente no enriquecimento de mutantes auxotróficos. 

SPICZKIC e FERENCZY (1978) ,demonstraram a técni 



. 9. 

ca enzimática de enriquecimento de mutantes auxotróficos e ter 

mos sensfveis de Schizo6acchanomyce6 pombe. O método é basea

do na observação de que a parede celular jovem e mais sensf

vel a enzima lftica que a parede celular velha. A enzima pro

duzida por Tnichodenma vinide pode l isar a parede celular, e 

é mais ativa para células em crescimento do que para culturas 

estacionárias. No experimento acima a taxa de enriquecimento 

de mutantes auxotróficos encontrada foi de 79,7 vezes. O pri� 

cfpio -do método e resultados preliminares são apresentados por 

FEREMCZY et alii ( 1975). 

2.3. Ciclo parassexua1 e sua importância 

Encontram-se na literatura vários relatos sobre 

variabili.dade em fungos e,nestes, 

tação como fonte de variabilidade, 

sal ientam·se que além da mu 

também a heterocariose, a 

recombinação sexual, a parassexual idade e determinantes cito 

plasmáticos fornecem amplas explicações para a grande variabi 

l i d a d e e d i ver s ida d e ex i s tentes entre os fungos (AZEVEDO, 1 9 7 2 ,

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

Em  fungos, além do processo sexual que e uma 

caracterfstica observada em Ficomicetos, Ascomicetos e Basi

diomicetos, existe uma alternativa de sexo, ou seja o ciclo 

parassexual, descrito pela primeira vez em A6pengillu6 nidu-
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.tanJ.i (PONTECORVO e ROPER, 1952). Este ciclo parassexual, co� 

siste na àlternativa de recombinação nos fungos classificados 

como Deuteromicetos, também conhecidos como ·fungos imperfei-

tos, que assim são denominados pelo fato de não possuírem ou 

não terem ainda descrito o seu ciclo sexual. Desta forma,pe� 

cebe-se a grande importância do ciclo parassexual como fonte 

de recombinação em fungos imperfeitos. 

A d e s c o b e r ta d o c i c l o p a r a s se x u a l em A-0 pe/1.g,é.,UU6 

nidu.tanJ.i teve como suporte o trabalho de ROPER (1952) que utl 

l izando mutantes morfológicos e nutricionais obteve combina

ção desses marcadores em uma linhagem diplóide de AJpengi.t.tuJ.i 

nidulanJ.i. Tais colônias diplóides originaram-se da fusão de 

núcleos hé!plôides nos heterocários, estes decorrentes da anasto 

mose de hifas. Estes núcleos diplóides multiplicam-se por dl 

visões mitóticas sendo eventualmente incluído nos conídios. 

Neste mesmo fungo, AJ.ipengi.tluJ.i nidu.tan�, foi verificado que 

os diplóides poderiam permanecer neste estado permanentemente 

ou produzir diplóides homozigotos para um ou vários marcado

res, diplóides estes,que teriam sido originados por permuta 

mitótica, similar ao crossing-over meiótico, mas nao seguido 

de redução (PONTECORVO e ROPER, 1952). 

Para a demonstração do ciclo parassexual em fu� 

gos,as seguintes etapas devem ser consideradas: (a) produção 

de linhage·ns com marcas nutricionais e/ou morfológicas a pa� 
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tir do isolado selvagem, ( b }  formação de heterocários balan

ceados pela fusão de hifas contendo núcleos diferentes, (c} de

tecção, isolamento e purificação do diplóide heterozigoto e, 

por último (d) recuperaçao de segregantes recombinantes ha

plóides e diplóides para análise de acordo com sua morfologia 

e seus requerimentos nutricionais. 

Após obtenção e caracterização dos mutantes au 

xotróficos e morfológicos deve-se proceder a formação de het� 

rocários entre mutantes complementares para requisitos nutri

cionais, sendo a heteriocariose resultado de anastomose de hi 

fas adjacentes e migração de um núcleo de uma hifa para outra 

(ROPER, 1952). Entretanto, a mais freqüente fonte de héte·· 

riocariose é aquela derivada por mutação em um ou mais núcleo 

dentro do micélio homocariótico (ISHITANI e SAKAGUCHI, 

TINLINE, 1962, CUNHA, 1970). 

1956, 

A fusão de hifas e a habilidade de formar hete 

tocârio sao determinadas pela constituição genética das 1 inha 

gens parentais e também influenciadas por condiç�es ambientai�. 

S endo a anastomose de hifas e heterocariose processos que an

tecedem a formação de diplóides, encontram-se na literatura 

trabalhos que tratam de suas particularidades (CLUTTERBUCK e 

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

A partir do heterocário pode-se obter a fusão 
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de núcleos que então darão origem ao diplóide heterozigoto(RQ 

PER, 1952). Estes, por divisões mitóticas produzirão novos 

núcleos diplóides, que por sua vez podem sofrer permuta mitó

tica resultando recombinantes que se diferenciam do diplóide 

origina 1. Assim como certos agentes apresentam a propriedade de au

mentar a freqüência de formação de diplóides (PONTECORV O et alii,

1953b; DAY e JONES, 1968; IKEDA et alii, 1957, SHCHERBAKOVA e RESVAYA, 

1978) a freqüência de permuta mitótica também pode ser alterada com 

certos agentes químicos ou fÍsicos (SHANFIELD e KAFER, 1971). 

A identificação do fenótipo tipo selvagem é o 

primeiro indício para o reconhecimento de conídios diplóides 

obtidos do heterocârio resultante do cruzamento de parentais 

haplóides com marcas auxotróficas e/ou morfológicas. Entretan 

to,devem-se eliminar as possibilidades de que este seja um re

vertente ou mesmo um aneuplóide, assim sendo, outros crité

rios, tais como: diâmetro de conídios, diâmetro de núcleos, 

morfologia e desenvolvimento de colônias, sensibilidade a mu

tagênicos, segregação de marcas parentais, e comparação do nu 

mero de núcleos por conídios do diplóide com os haplôides, se 

rão de grande valor para a confirmação do possível diplóide. 

A través de não disjunção mitótica, o diplÕide 

pode passar por várias fases de aneuploidia e originar haplól 

des que também se diferenciam dos haplóides que originaram o 

diplóide. A haploidização de dlplóides de A�pe�gillu� nige�, 
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como uma consequência da adição do análogo de aminoâcido,para� 

fluorfenilalanina, ocorre por sucessivas perdas cromossômicas, 

(LHOAS, 1961; MORPURGO, 1961; LHOAS, 1968) como encontrado por 

KAFER (1961) para A�pengilluó nidulanó no caso de haploidiz� 

ção espontânea. A partir desta descoberta o pFA (para-fluor

fenilalanina) vem sendo utilizado para haploidização de dipló.!._ 

des de outros fungos tais como, PeniQillium Qhny�ogenum (BALL, 

1971), HumiQola �p (BERTOLDI e CATEN, 1975), Uótilago viola 

Q e a ( D A Y e J O N E S , 1 9 6 8) e ou t r os . A l é m d e s ta , ou t r a s .sub s -

tâncias foram avaliadas quanto à açao haploidizante e, resul 

tado satisfatório foi encont"rado para N-glicosil polifungina 

(BAL et alii, 1975), Griseofulv ina (KAPPAS e GEORGOPOULOS, 

1974), Benomyl (HASTIE, 1970), Chloroneb (KAPPAS e GEORGO

POULOS, 1975; PACHECO-SANTANA, 1974; AZEVEDO et alii, 1977), 

fungicidas benzimidazólicos 

1973), Botran, 

19 75) 

PCNB e SOPP 

e thiophanato (KAPPAS et alii,

(KAPPAS e GEORGOPOULOS, 

Est� bem evidenciada a importincia do ciclo p� 

rassexual referente a estudos de ordem genética, bem como seu 

grande valor como fonte de recombinação em fungos de apl ic� 

ção industrial que na maioria são deuteromicetos. 

Este mecanismo alternativo de sexo permite o 

mapeamento de genes e centrômeros nos diferentes grupos de 1 i 

gaçao. Deste modo , FORBES (1959), baseado na segregação mitó 
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tica localizou novas mutações de A�pe�gillu� nidulan� em seus 

devi dos grupos de ligação. GROSSI (1980) através de análise 

mitótica confirmou resultados previamente obtidos por outros 

autores que, o locus para resistência ao cloroneb em A�pe�

gillu� nidulan� está no grupo de ligação 111. Através da anã 

1 ise mitótica, pode-se também estabelecer o número de grupos 

de 1 igação de uma espécie; desta forma estabeleceram-se seis gr� 

pos de ligação para A�pe�gillu� nige� (LHOAS, 1967), sete pa

ra A�pe�gillu� ólavu� (PAPA, 1976) e quatro para Hum�Qola(BER 

TOLD I e CATEN, 1975). 

Como descrito por AZEVEDO (1972), o uso de di

plôides ou heterocários obtidos pelo ciclo parassexual permi

te o estudo de dominância e recessividade de genes em um mes

mo núcleo ou em núcleos diferentes, mas em um citoplasma co

mum, respectivamente. Estudos mais detalhados a respeito de 

permuta mitótica e haploidização podem ser feitos através do 

ciclo parassexual. 

Os estudos relativos a instabilidade genética 

sao de grande interesse não só no sentido acadêmico, mas tam

bém para aplicações industriais, principalmente no que diz 

respeito ao melhoramento e prevenção de degenerações em linha 

gens industriais (BA.LL e AZEVEDO, 1976). No caso de fungos, 

o ciclo parassexual facilita os estudos do processo de insta

bi 1 idade mitôtica visto que, certos processos de instabilida-
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de em AJpengllluó nldulanJ sao desencadeados pela presença de 

um segmento cromossômico em duplicata (BAINBRIDGE e ROPER 

1966). Estes processos de instabilidade em 1 i nhagens com 

segmentos em duplicata podem ser devido a permutas mitóticas 

desiguais,produzindo deleções o que faria com que as colônias 

apresentassem setores mais vigorosos pela ,li perda de segmen-

to duplicado 

dem. 

ou deteriorado por duplicações 

A ocorrência do ciclo parassexual foi 

em tan-

verifi-

cada em vários gêneros de fungos. Além das trinta e seis es-

pécies de fungos que tiveram seu ciclo parassexual descrito 

como relata a revisão de AZEVEDO (1976), outras espécies tais 

como, Hum.lc.ola óp (BERTOLDI e CATEN, 1975}, Aópengilluó óp 321 

(PEREIRA, 1978) , Ac.nemonium c.h!tyóogenum (BALL e HAMLIN,1978), 

Me�anhlzlum anlóopllae (MESSIAS, 1979), tiveram o fenômeno p� 

rassexual descrito. 

Sendo a anastomose de hifas requisito obriga

tório para ocorrência do ciclo parassexual, este evento ocor-

re com facilidade entre variantes genéticos de uma l i nhagem. 

Entretanto, devido a fenômenos 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 espécies diferentes. As descobertas nos últi-

mos anos envolvendo o isolamento, regeneração e a fusão de pr� 
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toplastos em f ungos têm apresentado nova dimensão ao fenômeno 

parassexual nos organismos que possuem ou  não o ciclo sexual 

bem estabelecido, ou  que apresentem barreira impedindo a tro 

ca gênica, recombinação e conseqüente variabilidade genética 

entre e dentre 1 inhagens. A t r a v é s d a s f u s õ e s i n t e r e s p e c í f i ca s 

e intergenéricas, a interação de genomas de duas espécies ou gê 

neros diferentes tem aberto um novo campo dentro da genética 

de f ungos e da biologia molecular. 

2.4. Aspectos sobre produção de enzimas amiloliticas por 

fungos 

Recentemente novas enzimas degradadoras de ami 

do têm sido detectadas em microorganismos, entretanto, as úni 

cas enzimas amilolíticas derivadas de f ungos filamentosos que 

têm significado ind ustrial são a a-amilase e a amiloglicosida 

se. 

Segundo FOGARTY e KELLY (1980} as enzimas ami

lolíticas de origem microbiana comercialmente importantes po

dem ser divididas em várias classes: 

1) Amilases de açao exo

a) Amiloglicosidase. A amiloglicosidase é uma en

zima de ação exo (age nas extremidades da cadeia) que produz B D-gl ic� 

se pela hidrólise de ligação a 1,4 consecutivamente de finais de cadeias 
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nao redutores de amilose, amilopectina, e glicogênio. Esta en 

zima também hidrolisa ligações a. 1,6 e a. 1,3. 

b) 8-amilase. Esta enzima degrada amilose,ami

lopectina e glicogênio de maneira 1
1exo 11 de fins de cadeia não 

reduzidos, por hidrólise de 1 igações glicosídicas alternadas. 

Desta forma ela produz maltose como resultado da hidrólise 

de amilose e, maltose e uma dextrina limite como resultado da 

hidrólise de amilopectina e glicogênio. 

e) Outras enzimas de ação 11exo11
• Estas enzifílas

hidrolisam ligações a. 1,4 mas nao 1 igações a. 1 ,6 e produzem 

-

como produto final outros que nao a maltose quando atuam sob 

o substrato amido.

2) AmiZases de ação endo

a) a Am i 1 as e . Esta enzima hidrol isa ligações 

a 1,4 na ami lose, ami lopect ina e gl icogênio,de maneira 11endo11 

(age no interior da cadeia), mas as ligações g l i cos í dicas 

a. 1 ,6 em polímeros ramificados não são hidrolisadas. 

3) Enzimas desramificadoras

Estas enzimas hidrol isam somente ligações a. 1,6. 

4) Enzimas que produzem cicZodextrinas

Estas enzimas hidrolisam amido resultando uma 
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dos ciclo dextrinas. 
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chama-

A amiloglicosidase ocorre quase que exclusiva

mente em fungos, enquanto que a a amilase ocorre tanto em fun 

gos como em bactérias. Os fungos não apresentam produção in-

dustrial relevante de B-ami lase e enzimas desramificadoras, Pº..!:. 

tan.to estas nao serao aqui consideradas. 

A seleção de um organismo para produção de uma 

determinada enzima requer a consideração dos seguintes crité

rios: (l) extensiva seleção 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 lí 

quido de fermentação; (5) a enzima deve preferencialmente ser 

produzida extracelularmente e facilmente removida do líquido 

de fermentação; (6) o organismo deve ser nao patogênico e não 

relacionado filogeneticamente a um patôgeno; (7) idealmente 

não deve produzir toxinas ou outros materiais biologicamente 

ativos; (8) o organismo deve ser geneticamente estável e nao 

susceptível a bacteriôfago. 

Tanto em cultura submersa como em cultura de 

superfície o fungo A-0pe�gillu-0 nige� produz consideravelmente 
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mais amilogl icosidase do que a-amilase, e o inverso e verda

deiro para A.ópe.Jtg.Lt.lu-6 oJLyzae.. Consequentemente, A. nige.Jt e 

um dos organismos uti 1 izados para produção comercial de amil� 

glicosidase e, a a-amilase fúngica é produzida comercialmente 

pelo A.ópe.1tgi.l.lu.ó 01tyzae. (POOL e UNDERKOFLER, 1953, Apud FO-

GARTY e KELLY, 1980). Entretanto, S M I L E Y e t a Z i i, 196 4, d e -

monstraram que o fungo filamentoso A.ópe.Jtgi.llu-6 

3112 produz três vez mais amiloglicosidade que 

awamoJti NRRL 

o A.ó pe1t-

gil.tu.ó nige.Jt NRRL 337, 

do industrialmente. 

que até então vinha sendo uti 1 iza

Além disso, os autores também observa 

ram que o A. awamoJti NRRL .3112 produz quantidades consl

deravelmente menores de transglicosidase, enzima esta inde

sejável por catalisar ligações sacarídicas a 1,6, isto e, a 

síntese de isomaltose e panose a partir de glicose e mal-

tose, respectivamente. Desta forma, a presença de transgl ic� 

sidade na preparação de ami logl icosidase limita o poder de sa 

carificação desta enzima. 

-

Espécies do genero Rhizopu-6 nao produzem tran� 

gl icosidase, mas esta enzima é produzida por espécies do gên� 

ro A.ópe1tgi.l.luf.>. Sendo assim,esta deve ser removida ou inativa 

da antes de tais preparações serem usadas na produção comer

cial de dextrose. Esta característica, produção de .transglico

sidase por espécies do gênero A.ópe.JtgillU-6 produtores industriais de ami 

loglicosidase constitui uma desvantagem deste genero em comparaçao 

ao gênero RhizopU-6. Entretanto, o gênero Rhizopu'-> nao pro-
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duz satisfatoriamente amilogl icosidase em cultura submersa. 

Vinte linhagens de fungos obtidas de vários la 

borat6rios e dez 1 inhagens de fungos isolados de amostras do 

solo, sendo que estas constituíam espécies e 1 inhagens do ge

nero A�penglllu� e Rhlzopu�, foram examinadas para habil ida

de de produção de ami logl icosidase. Através deste estudo ve

rificou-se que o A�penglllu� awamonl NRRL 3112 produz a maior 

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

A genética de microrganismos, com seu grande 

progresso na elucidação de campos, tais como mutação-seleção e 

de processos de recombinação, forneceu e tem fornecido subsí

dios que puderam e podem ser positivamente explorados no me

lhoramento de microrganismos de interesse industrial. As es

pécies modelo da genética de fungos não possuem importância di 

reta para a indústria de fermentação, mas seu estudo tem pos

sibi 1 itado oportunidades de aplicação com sucesso dos princí

pios e descobertas até agora encontrados. Neste sentido,o e� 

tudo da mutação e dos mutagênicos representam uma grande con

tribuição fornecida pela genética de microrganismos haja vis

to o grande emprego da técnica da mutação - seleção no melho

ramento de fungos industrialmente importantes. 

Mutação artificial de um organismo envolve tra 

tamente de células ou suspensão de esporos com o agente mutagê 

nico escolhido atê que 95 a 99% de mortal idade seja encontra-
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do. As c élulas sobreviventes sao cultivadas em meio apropri� 

do para originar colônias. Isolados são subsequentemente se

lecionados para produção da enzima desejada . Aquelas que au

mentaram a produção quando comparado com as células não tra

tadas são então reexaminadas para avaliar sua estabilidade. 

Irradiação com luz ultravioleta foi utilizada 

com sucesso para obtenção de mutantes de A, phoeniei� com pro 

duçào de amiloglicosidase aumentada (BARIBO, 1967, Apud FOGA� 

TY e KELLY, 1980). Resultado semelhante foi obtido em A.  Óºi 

tidu�, sendo que neste último caso o nível de transgl icosida-

se foi substancialmente menor (BODE, 1966, Apud 

KEL LY, 1980). 

FOGARTY e

Linhagens mutantes de A. nige� produtores de 

ami logl icosidase e livres de transgl icosidase foram obtidas 

após tratamento com radiação ultravioleta e/ou tratamento com 

NTG (AUNSTRUP, 1977). Ainda com tratamento à luz ultraviole-

ta e NTG, mutantes de Rhizopu� 6o�ma�eien�e� produziram até 15 

vezes mais amiloglicosidase que a linhagem parental (LIN, 

Apu d FOGARTY e KELLY, 1980). Um mutante da l i n ha gem A. awamofi.i 

19 72, 

NRRL 

3112 que produz 100% mais amiloglicosidase que 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 à produtividade enzimáti

ca e mudanças morfológicas. U m  mutante (MNNG-UV mutante) que 
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teve diferentes características de crescimento em "Malte leve 

dura agar" da linhagem parental produziu igual quantidade de 

amiloglicosidase àquela produzida pelo mutante MNNG (PARK e

SANTI, 1977). Mutantes com propriedades aumentadas de prod� 

ção de amiloglicosidase foram isolados de A. awamo�l NRRL-3112 

após tratamento mutagênico com NTG, dietil sulfato, NaN0 3 e 

irradiação gama. O melhoramento encontrado em três passos se 

quênciais de tratamento mutagênico e seleção foi de 2,5 vezes, 

sendo que nestes mutantes a produção de a-amilase também foi 

aumentada (NEVALAINEN e PALVA, 1979). 

Embora com menor expressao a recombinação gen� 

tica tem auxiliado o desenvolvimento de linhagens superiores. 

Lembrando-se que a maioria dos fungos industrialmente impor-

tantes são classificados como deuteromicetos,a combinação de 

caracteres vantajosos Ji existentes ou obtidos via mutação so 

mente é permitido através do ciclo parassexual. 

A aplicação da parassexual idade em linhagens 

industriais consiste não somente a possibilidade de melhora

mento para aumentar a produção pe� -0e mas, também para ou

tras características desejiveis que podem indiretamente ter e

feitos favoriveis na produção da substância. 

O melhoramento na produção de amilogl icosidase 

em linhagens de A. nlge� foi conseguido através do cruzamento 

parassexual de uma 1 inhagem altamente produtora com uma outra 
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pouco produtora de ami loglicosidase. Desta forma,conseguiu-se 

recomb inantes com eficientes caldo de fi ]tração, característica 

esta da 1 inhagem pouco produtora. Um dos recombinantes foi su-

perior para a produção de ami loglicosidase do que a melhor 

linhagem parental previamente uti 1 izada para este propósito 

(BALL et alii, 1978). Ainda em A. nige�,diplóides foram ob ti

dos pela técnica de ROPER (1952) e avaliados para a produção 

de ami log1icosidase; estes mostraram aumento significativo de 

até 42% na produção, o que possivelmente indica efeito da do

sagem gênica na produção (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 A;.,pe.Jt-

g.,i_f-f..u.ó nige.JL f oram ATCC 10 864 (NRRL 330) e ATCC 22343 (NRRL 3122) 

e as 1 inhagens de A.ópe.Jtgi-f..fu,S awamoJLi foram ATCC 11382 (IFO 4398) 

e A T C C  2 2 3 4 2  (NRRL 3 112),catalogadas como produtoras de enzi 

mas ami lo] íticas (Catalogue of Strains 1, 1 980). 

3.2. M�ios de Cultura e Soluções Utilizadas 

3. 2. 1. Meio Mini mo ( PONTECORVO et alii ., 1953b) 

NaN03 . 

KH2P01+ . •

KC 1 • 

MgS0 ... 7H20 

FeS0 4 

ZnS01+ 

Glicose 

Agar. 

Agua destilada. 

pH ajustado para 6, 8 com NaOH 4% 

. 6,00 g 

. l , 5 O g

0 ,5 g

O, 5 g

. traços

. traços

. ) o, o o g 

.15,00 g

. 1. 00 O mi
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3.2.2. Meio Completo (PONTECORVO et alii,  1953b, modi-

ficado) 

Adiciono u-se ao meio mínimo: 

Peptona. . • . . . • . . . . . . 

Caseína hidrolizada . . . . .

Extrato de levedura . .

Solução de vitaminas. 

pH ajustado para 6,8 com NaOH 4% 

. 2, 00 g 

l , 5 g

. O, 5 g 

. l , O ml

3 • 2 . 3 . Me i o M í n i mo L i q u i d o ( P O N T E C O R V O e t a Z i i, 19 5 3b ) 

Preparado segundo o ítem 3.2. l., não sendo adi 

cionado o.agar. 

3.2.4. Meio Completo Líquido (PONTECORVO et alii,1953b, 

modificado) 

Preparado segundo o ítem 3.2.2., 
-

nao sendo adi 

cionado o agar. 

3.2.5. MM KCl para reversao e obtenção de produtos de 

fusão 

O meio foi preparado segundo o item 3.2.l ., on 

de cada componente foi colocado em quantidade dobrada, com ex 

ceçao da água. No momento do uso,, este foi diluído com KCl 1,2 M 



. 26. 

em tampão fosfato pH 5,8, na proporção 1:1. 

3.2.6. MC KCl para obtenção de crescimento de hifas, 

protoplastos e conidios 

Preparado segundo o item 3.2.2., onde cada com 

ponente foi colocado em quantidade dobrada, exceto água. No 

momento do uso,este foi diluído com KCl 1,2 M em tampão fosfa 

to pH 5,8, na proporção 1:1. , 

3.2.7. Meio Minimo mais 2% de Meio Completo 

E m  tubos de ensaio, foram adicionados 3 ml de 

meio mínimo líquido mais 2% de meio completo líquido. Estes tu 

bos foram autoclavados e conservados em refrigerador. 

3.2.8. Meio Minimo Líquido para crescimento de micê-

1 i o

Ao meio mínimo preparado segundo o ítem 3.2. l .  

foi adicionado o aminoácido prolina na concentração de 50µg/ml. 

3.2.9. Meio Minimo de amido 

O meio mínimo de amido foi preparado segundo o 
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ítem 3.2. 1., substituindo-se a glicose por amido na mesma con 

centração'usada no meio de P ONTECORVO et alii, 1953b. 

3.2. 10. Solução de Vitaminas 

B i o t i n a , O , 2 m g ; A c i d o p -a m i no b e n z ó i c o , 1 O , O mg ; 

Tiamina, 50,0 mg; Piridoxina, 50,0 mg; Acido nicotínico,100,0 

mg; Riboflavina, 100,0 mg; Agua destilada esterilizada,100 ml. 

A solução foi posteriormente esterilizada em banho-maria por 

15 minutos e guardada no refrigerador a 4° c em frasco escuro, 

sob clorofórmio. 

3.2. 11. Solução de �cido Nucleico de Leveduras 

Acido nucléico de leveduras, 2 g em 15 ml de 

solução 1 N de HCl. Acido nucléico de leveduras, 2 g em 15 ml 

de solução lN de NaOH. Ambas as soluções são aquecidas a 100° c 

por 20 minutos, misturadas e o pH é ajustado para 6,0 com NaOH 

4%. Filtra-se e completa-se o volume para 40 ml sendo a se

guir conservada no refrigerador à 4° c, sob clorofórmio. 

3.2. 12. Solução de Caseina Hidrolizada 

Preparou-se a solução, dissolvendo-se 100 mg 

de caseína hidrolizada em 10 ml de H2 0 destilada esteriliza-
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da. Esta foi aquecida em banho-maria por 15 minutos e a se

guir conservada em refrigerador a 4
°
c.

3.2. 13. Suplementos Adicionados ao Meio Minimo 

Estoque de suplementos foram preparados,adici� 

nando-se cada �m deles em frascos escuros contendo 10 ml de 

água destilada esterilizada. Estes foram posteriormente aqu� 

cidos por 15 minutos e conservados em refrigerador a 4
°
c.

3.2. 14. Solução Salina 

Preparou-se uma solução de cloreto de sódio 

O , 8 5 % ( d i s s o l v e -se o s a l em água d e s t i .l a d a) . A s o 1 u ç ão f o i 

distribuída em frascos (9 ml por frasco) sendo a seguir auto

clavada. 

3.2. 15. Solução de Tween-80 (0,1%) 

Foi adicionado O, 1 ml de Tween-80 em 100 ml de 

agua destilada com homogeneização. A solução foi distribuída 

em tubos de ensaio (2,5 ml), que foram a seguir autoclavados 

e mantidos à temperatura ambiente. 
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3.2.16. Solução de Albumina 5% 

Preparou-se uma solução com 5,0 ml de clara de 

ovo em 100 mi de água desti !ada. Filtrou-se e conservou-se em 

frasco escuro a 4
°

c no refrigerador. 

3.2. 17. Solução Helly 

Bicromato de potássio, 3 g; Cloreto de mercu 

rio, 5 g e Agua destilada, 100 mi. Conservou-se a solução em 

frasco escuro a temperatura ambiente. 

3.2. 18. Solução Giemsa 

Diluiu-se uma parte de Giemsa em 66 partes de 

glicerina a 6o
0

c e após resfriamento,misturou-se com 66 par-

tes de metanol. 

biente. 

Esta solução foi mantida à temperatura 

3.2. 19. Formol Neutro 

am-

O formo! neutro foi preparado pela adição de 

uma parte de carbonato de cálcio em 3 partes de formalina. A 

solução foi agitada esporadicamente durante 10 dias. 
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3.2.20. Solução Tampão Fosfato pH 6,9 

Solução A: NaH2P04, 2 7,8 g e agua destilada, 

1.000 ml. 

Solução B: Na2HP0 4, 53,65 g e água destilada, 

l.000 ml.

Misturou-se 45 ml de solução A em 55 ml da so

lução B. A essa mistura foram adicionados 100 ml de água des 

tilada. A mistura foi preparada no momento de uso e,o restan 

te das duas soluções foi mantida à 4
°
c.

3.2.21. Tampão Tris-Citrato pH 8,6 

Trizma-base 0,076 M, 
-

9,2 g em l.000 ml de a-

gua destilada e Acido cítrico 0,005 M, 1,05 g em 1.000 ml de 

agua dest i !ada. 

Quando básico, adicionou-se ácido cítrico até 

chegar pH 8 ,6, e quando ácido adicionou-se Tris Citrato até 

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

3.2.22. Tampão Borato pH 8,l 

Acido bórico 0,3 M, 18,5 g/l .000 ml de agua e NaOH 

0,06 M, 2,4 g/l.000 ml de água. Corrigiu-se o pH com ácido bórico 
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até pH 8,1 ou com NaOH quando este estava ácido. 

3.2.23. Tampão Fosfato 0,2 M pH 5,8 

Solução A: NaH 2 P01;, 27,6 e agua destilada 1.000ml. 

Solução B: Na2 HP0 4 .12H 2 0, 71,6 g e água desti-

lada, 1 .000 ml. 

Adicionaram-se 920 ml de solução A em 80 mi de 

solução B. As soluções A e B foram conservadas no refrigera

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

3.2.24. Solução de KCl 1,2 M pH 5,8 

Para o preparo desta solução, 84,47 g de KCl 

foram dissolvidos com agitação e aquecimento em 500 ml de so

lução A (tampão fosfato pH 5,8). Levou-se ao potenciômetro e 

adicionou-se solução B (tampão fosfato pH 5,8) até atingir-se 

pH 5,8. O volume final foi acertado para 1000 ml com tampão 

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

3.2.25. Solução KCl 0,6 M pH 5,8 

Esta solução foi preparada diluindo-se a solu

ção KCl 1 ,2 M (item 3.2.24.) volume a volume em tampão fosfa-
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to pH 5,8. Au toclavou-se e conservou-se em refri gerador. 

3.2.26. Solução de Polietilenoglicol {PEG) 30% 

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

Solução B: Glicina, 3,75 g e águ a destilada, 

l. 000 ml.

Foram adicionados 10,0 ml da solução A em 10,0 

ml de solução B e o volu me completado para 100 ml com água de� 

tilada. O pH foi corrigido para 8, 0 com NaOH 4% e adiciona 

do PEG 6.000 em concentração. final de 30%. 

3.2.27. Solução de Enzimas para Produção de Protoplas

tos (HAMLYN et alii, 1981) 

Para cada 1,0 ml de KCl O ,6 M em tampão fosfato 

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

constituído de 2 , 5  m g  de 11 celu lase CP11 e 2,5 mg de NOVOZYM 234. 

3.2.28. Solução de Benlate 

Metil-1 (Buticarbamoil) 2-Benzimidazol Carboma 

to (Benlate), 24 m g  e água desti !ada esteri 1 izada, 100 ml. O 

benlate foi dissolvido em l gota de acetona e posteriormente 

adicionou-se água. Filtrou-se e aqueceu-se a solução em ba-
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nho-maria durante 15 minutos. A solução foi conservada à 4
°
c.

3.2.29. Gel de Acrilamida 

Acri lamida, 3,325 g; Bis acri lamida, O, 175 g; 

Temed, 50 µl; Persulfato de Amônio 10%, 0,6 mle Tampão Tris

-citrato pH 8,6, 50 ml. 

3.2.30. Solução de Persulfato de Amônia (AP) 

Solução aquosa a 10% de AP. 

3.2.31. Solução para Revelação de Esterases 

Fast Blue R.R., 25 mg; a naftilacetato, 10 mg 

e tampão fosfato 0,2M pH 5,8, 50 ml. 

3.2.32. Solução de Lugol 

lodo, 4 g; Iodeto de potássio, 8 g; água dest.!._ 

!ada, 100 ml. Esta solução concentrada foi diluída 1:10. 

3.3. Sistema de Filtro para Tecnica de Enriquecimento 

No interior de funis de vidro foram fixadas 6.



. 3 4 . 

camadas de gaze com au xílio de fita crepe. Este conjunto foi 

envolto em papel de alumínio e autoclavado por 15 minutos a 

120°
c. 

3.4. Uso de Palitos para Transfer�ncia de Colõnias 

Foram utilizad os palitos roliços para transfe

rir conídios no caso de inoculação em placas. 

3.5. Esterilização e Incubação 

Os meios de cultura e as soluções 

foram esterilizados em autoclave por 15 minutos a 

temperatura de incub ação foi de 28 ° c. 

utilizadas 

12o
º

c. A 

3.6. Coloração de Confdios (ROBINOW e CATEN, 1969) 

Conídios jovens (2 - 3 dias) de crescimento em 

MC a 28
°

c, foram coletados, colocados sobre lamínula em presença de 

alb umina 5% e homogeneizados com o auxílio de outra lamínula. Após 

secagem, colocou-se 5 ml de fixador Helly adicionado de mais ou me-

nos 0,3 ml de formol neutro sobre a lamínula p or 1 5 minutos no 

escuro. Estas foram posteriormente lavadas com álcool 70%. 

A seguie fez-se a hidrólise a 63
° c com H C l l N por 20

m i nu t os em b a n h o-ma r i a , sendo e n tão l ava d a em agua d e s t i I a -
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da por duas vezes. O material foi corado com 10 ml de tampão 

fosfato pH 6,9 mais 18 gotas de solução de Giemsa, lavado com 

tampão fosfato e observado ao microscópio ótico. 

3.6.1. Determinação do Nümero de Nücleos 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 microscópio ótico e determinada a porcent� 

gem de núcleos por conidio. Para este fim fez -se a observa 

ção de 1.000 conidios de cada 1 inhagem. 

3.6.2. Medida do Tamanho dos Conidios 

A medida dos conidios foi feita apos prepara

ção do material,como descrito no item 3.6. ,e utilizando-se uma 

ocular micrométrica adaptável ao microscópio Ótico. Foi fei

to a medida de 30 conidios escolhidos aleatoriamente de cada 

1 inhagem. 

3.6.3. Medida do Tamanho de Nücleos 

O material foi preparado segundo o item 3.6. e 

a medida de 30 núcleos de conidios uni, bi, tri e tetranuc.lea 

dos foi feita utilizando-se ocular micrométrica adaptável ao 



. 36. 

microscópio ótico. 

3.7. Determinação dos Padrões Eletroforêticos em Linhagens 

de A. awamohl e A. nigeh por Eletroforese em Gel de 

Acrilamida 

3.7.1. Preparação das Amostras 

As I inhagens a serem determinadas eletroforeti 

camente foram crescidas em tubos de ensaio contendo MM lfqui-

do (2,5 ml) por 96 horas a 28° c. Neste perfodo fJrmou-se uma 

fina película que foi retirada com alça e colocada em tubo 

com 0,2 mi de tampão tris-citrato pH 8,6 (tampão gel). Usan

do-se um bastão de vidro o micélio foi esmagado,sendo logo a

pós adicionado mais O, 1 ml de tam�ão e O, 1 ml de sacarose 40%. 

Estas foram centrifugadas a 3.000 rpm por 6 minutos. 

nadante foi aplicado ao gel de eletroforese. 

3.7.2. Placa de Gel de Acrilamida 

O sobre 

Foram dissolvidos 3,325 g de acrilamida e 

O, 175 g de bisacrilamida em 50 ml de tampão tris-citrato pH 

8,6. Após dissolvido foi adicionado 50 µl de TEMED (tetra-

methyl - ethylenodiamine) e 0,6 ml de solução AP 10% (persu_!_ 

fato de amanio) ,sendo a mistura im�diatamente vertida em pla

ca de 15 cm X 16 cm X 0,3 cm. A polimerização 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. Aplicação das Amostras e Corrida da Eletrofore 

se 

Com aux ílio 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. O tampão do eletrodo uti 1 i 

zado foi o tampão borato pH 8,2. A corrida foi feita a 30 mA, 

120 V em geladeira por quatro horas. 

3.7.4. Revelação das Esterases 

A pôs a corrida o gel foi cuidadosamente retir� 

,do da placa e colocado em cuba de plástico com 50 ml da solu 

ção reveladora (item 3.2,31.). 

3.8. Sobrevivência ã Mutagênicos 

3.8. 1. Sobrevivência ã Luz Ultra Violeta 

Suspensões de conídios das linhagens de A. awa.moJr.,i. 

ATCC 22342 e ATCC 11382 em tween-80 foram fel tas, e com auxílio de 

camara de Neubauer o número de conídios por ml foi estimado. Es-



. 3 8. 

tas suspensoes foram diluídas (1:10) em salina e colocadas 

em placa de Petri esterilizadas, e então submetidas a irra

diação luz ultravioleta a diferentes intensidades de fluxo 

de energia (J/m 2/s). Diluições apropriadas de cada tempo de 

irradiação foram feitas em soluções salina 0,85% e O, 1 mi foi 

semeado em placa contendo MC. As placas foram incubadas a 

28° c por mais ou menos 48 horas,sendo após este período cont� 

do o número de colônias por placa. Fez-se a curva de sobre

vivência,tomando-se o número de colônias no tempo zero minu

tos de irradiação como 100% de sobrevivência. 

3.8.2. Sobrevivência ã Radiação Gama 

Suspensões de conídios das linhagens de A. aw� 

mo�i ATCC 22342, A. nige� ATCC 10864 e ATCC 22343, foram esti 

mados quanto ao número de conídios por mi e,diluições de l :10 

em salina foram submetidas a diferentes doses de irradiação g� 

ma 6 °Co (Krad). Diluições apropriadas de cada dose foram fei 

tas em solução salina 0,85% e, 0, l ml foi semeado em 

contendo MC. As placas foram incubada·s a 28° c por volta 

placa 

de 

48 horas,sendo após este período contado o número de colônias 

por placa. A curva de sobrevivência foi feita� tornando-se o nume-

ro de colônias obtidas na dose de zero Krad de irradiação co

mo 100% de sobrevivência. 
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3.9. Determinação da Heterocariose na Linhagem de A�pen

gillu� awamoni ATCC 22342 e A.nigen ATCC 22343

Separadamente, foram feitas suspensões de coní 

dios em tween-80 das 1 inhagens ATCC 22342 e ATCC 22343. Estas 

foram diluídas apropriadamente e semeadas em MC, após incuba 

ção a 28° c por 96 horas, estas foram transferidas para MM(pl� 

ca com 26 pontos). Após a verificação de que algumas colônias 

cresciam normalmente enquanto que outras apresentavam cresci 

mento residual, foi feita semeadura de uma m esma suspensão na 

mesma diluição em MM e em MC. 

foram contadas. 

Depois de 72 horas as colônias 

3.9.l. Detecção da Auxotrofia nas Linhagens A. awamo

ni ATCC 22342 e A •. n,i.gen ATCC 22343

Conídios das colônias crescidas em MC,foram n� 

vamente transferidas para MC,mas agora em placa com 26 pon-

tos. Após incubação a 28
°

c por 96 horas,estas foram transfe 

ridas com auxílio do replicador multifio para MM, MM + vitami 

nas, MM + aminoácidos, MM + ácidos nucléicos. Da mesma forma 

c i ta d a a c i ma as e o l ô n i as for a m t r a n s f e r i d as p a r a MM + todos os 

aminoácidos separadamente. Apôs 96 horas de incubação a 28
° C

observou-se crescimento normal ou residual das colônias. 
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3 . 9 . 2 . I s o 1 ame n to d e e o 1 ô n i a s d e A . ni g e.11. A T C C 2 2 3 4 3 

e A. awamo11.i 22342(pro/argf e (pro/arg) +

O isolamento de colônias(pro/argf e (pro/argt de 

A. nige.11. ATCC 22343 e A. awamoJti ATCC 22342 foi feito através

de várias semeaduras em MC e transferências para MM apos 

crescimento e esporulação. Através de observação visual e re 

picagem isolaram-se colônias que sempre crescem bem em MM,colô

nias que sempre apresentam crescimento residual em MM mas,cre� 

cimento normàl em MM+ prol ina ou MM+ arginina e também colô-

nias que tanto apresentavam crescimento normal como residual 

em MM. 

3.9.3. Evidenciação do Bloqueio Metabolico da Via 

Biossintetica dos Aminoâcidos Prolina e Argi

nina nos Isolados(pro/argf das Linhagens ATCC 

22342 e ATCC 22343. 

As colônias isoladas que apresentaram somente 

crescimento residual em MM foram inoculadas em MM e MM suple

mentados com intermediários pertencentes à via metabólica dos 

aminoácidos prolina e arginina (arginina, prolina, ornitina, 

ácido glutâmico, citrulina, glutamina). Após 72 horas de in-

cubação a 28
°

c, foi feito a medida do diâmetro 

nos diversos meios suplementados. 

das colônias 

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

e ATCC 22343. 

3.10. Obtenção de Mutantes Auxotrõficos e Morfológicos 

3.10. 1. Mutantes Auxotrõficos e Morfolõgicos obtidos 

com Irradiação Gama 

Foram feitas suspensoes de conídios das linha 

gens selvagens de A. nige� ATCC 10864 e ATCC 22343 em tween-80 

O, 1% provenientes de crescimento em MC por 7 a 8 dias a 28° c. 

O nGmero destes conídios foram estimados fazendo-se o uso de 

câmara de Neubauer,sendo irradiados com radiação gama 6 °Co na 

dose de 40 Krad para a linhagem ATCC 10864 e dose de 60 Krad 

para a linhagem ATCC 22343. Após irradiação diluições apro-

priadas foram semeadas em MC e incubadas por 48 horas a 28°c. 

Depois destas colônias terem esporulado, estas foram transfe 

ridas com auxílio de palitos roliços esterilizados para MM 

(placa com 26 pontos). Após 4 8  horas de incubação, as colô 

nias nao crescidas foram transferidas novamente para MC, e en

tão consideradas como sendo mutantes auxotróficos. Mutantes 

morfológicos foram selecionados através de observação visual 

da morfologia de colônias. 

Com objetivo de se ensaiar as deficiências nu

tritivas dos mutantes obtidos, MM sólido mais O,l ml de cada 
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uma das soluções de caseína hidrol izada, de ácidos nuGléicos, 

de vitaminas e de extrato de leveduras, foram feitas. Os mu-

tantes auxotróficos foram inoculados nas placas 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 não em MM,

a deficiência de cada um, sendo então posteriormente 

ridos para MM mais cada um dos aminoácidos, MM mais 

indicou 

transfe 

cada um 

dos ácidos nucléicos e cada uma das vitaminas separadamente. 

Para obtenção de duplos mutantes seguiu-se o mesmo critério 

acima com exceção de que o requisito nutricional referente a 

mutação simples era adicionado ao MM.

3. 10.2. Mutantes Auxotrõficos e Morfolôgicos

com Irradiação Ultravioleta 

obtidos 

Con í d i os d a 1 i n hag em d e Pv5peJr..g.Lttu/5 a.L\JamoJÚ i so

l a do (pro/arg)- provenientes de crescimento em MC por 7 a 8 dias 

a 28° c, foram transferidos para solução de tween-80. O núme-

ro de conídios foi estimado fazendo-se contagem em camara de 

Neubauer,sendo posteriormente a suspensao irradiada com luz 

ultravioleta recebendo l.872 j/m4/s. Após irradiação diluições 

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

Os passos que sucederam estas etapas foram 

iguais aos descritos no ítem 3.10.1., com excecão de que 
. , 

foi 

adicionado O, 1 mi de prol ina por placa. 
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3.10.3. Enriquecimento de Mutantes Auxotr6ficos da Li

nhagem de AJpenglllu� awamonl Linhagem ATCC 

22342 Selecionado (pro/arg) 

Suspensão de conídios da linhagem de A. awa-

mohl ATCC 22342 selecionado (pro/arg) em tween-80 0,1% foi subme 

ti daà irradiação u 1 travioleta na dose de 1872 j /m 2 /s. 

Com a finalidade de se ter um controle, 0,1 ml 

da suspensão apropriadamente diluída, foi semeada em MC antes 

de ser submetida à irradiação. Após irradiação, novas dilui 

ções foram semeadas em MC e l ml da suspensão foi inoculado 

em 5 frascos Erlenmeyer de 500 ml contendo em cada um deles 

100 ml de MM + pro líquido (é importante ressaltar que estes 

frascos foram envoltos com papel alumínio). O conteGdo de um 

destes frascos foi imediatamente filtrado em funil com gase 

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

O precipitado foi ressuspendido em 3 mi de so

lução salina e procedeu-se a semeadura desta em MC (O,l ml por 

placa). Os 4 frascos restantes foram incubados em mesa rota-

tória a 30
° c com agitação de 150 rpm,sendo estes retirados da 

incubadora em diferentes intervalos de tempo, com 12, 20, 24, 

e 36 horas. Após retirado da incubadora estes foram filtra-

dos, centrifugados, ressuspendidos e O, l mi semeados em MC,da 

mesma forma descrita acima. Estas placas foram incubadas a 

28°
c por 72 horas. Terminado este tempo as colônias foram con 
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tadas e transferidas para placas com 26 pontos contendo 

MM+ pro para que fossem reconhecidos os mutantes auxotrôficos, 

b em como para se verificar a p orcentagem de mutantes auxotrô

ficos nos diferentes tempos de filtração. 

3.11. Teste da Produção de Enzimas Amiloliticas em Placa 

As 1 i n hagens selvagens de A. awamolti ATCC 22342 

e ATCC 1 1 3 8 2 ,  e de A. nige.Jt ATCC 22343 e ATCC 10864 b em como 

alguns dos mutantes de A. nige.Jt ATCC 22343 e A. awamoJti ATCC 

22342 foram inoculados em MM de ami do (ftem 3.2.9.). As pla

cas foram incub adas a 2 8 ° c e, apôs 6 dias de crescimento, 

foi medido o diâmetro das colôni as e também diâmetro da colÔ 

nia + halo, este detectado através do uso de lugol {ítem 

3.2.32.). 

3. 12. Testes de Repressão CatabÕlica de Enzimas Amiloliticas

pela Glicose 

Conídios das linhagens selvagens de A. nig e.Jr. 

ATCC 10864 e ATCC 22343, e as linhagens selvagens de A. awamoJr..-<. 

ATCC 22342 e ATCC 11382,foram inoculados separadamente no centro 

da placa de Petri contendo MM (ami do) , sem glicose, outras adicio

nados com 0,5%, 1%, 1,5%. Estas foram incubadas por 6 dias a 28 ° c. De 

corri do est e  período, fez-se a leitura do diâmetro da colôni a, 
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bem como do diâmetro da colônia mais o halo de atuação das en 

z i ma s a m i '1 o l í t i c a s , f a z e n d o -s e u s o d e s o l u ç ã o d e l u g o 1 . 

3. 13. Curva Dose/Resposta ao Benlate

As I i nhagens selvagens de A. awamoni ATCC 22342 

e A T C C 1 l 3 8 2 e t a m b é m a s 1 i n h a g e n s s e I v a g e n s d e A. rúg eJt A T e C 

10864 e ATCC 22343, foram inoculadas em placa de Petri conte� 

do MC, MC + 0,3 µg/ml de benlate, MC + 0,6 µg/ml, MC + 0,9 µg/ml, 

MC+l,2µg/ml, MC+l,8 µg/ml, MC+2,4 µg/ml, MC + 3,0 µg/ml, 

MC + 6,0 µg de benlate por ml de meio. Após 41 horas de i ncu-
-

8
º baçao a 2 C, seus diâmetros foram tomados. 

3.14. Teste de Reversão 

Todas as linhagens mutantes foram ensaiadas p� 

ra reversao das marcas nutricionais. Para tal,utilizou-se MM 

e meio suplementado com o requisito nutricional da linhagem. 

Conídios dos diversos mutantes foram suspensos em solução de 

tween-80 e semeados em placas preparadas conforme descrito a-

cima. 
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3.15. Anãlise Genética 

3.15.1. Obtenção de Heterocãrios 

Confd)os das diferentes linhagens (com compl� 

mentação para marcas auxotróficas e/ou morfológicas) foram e� 

locados em tubos de ensaio contendo 2,5 ml de MM líquido su

plementado com 2% de MC líquido (ítem 3,2.7.) que permitiu a

germinação inicial dos esporos. 

Após 6 dias de 
o 

incubação a 28 C formou-se uma 

pel ÍcL:la à qual foi transferida para meio mínimo sólido e em 

alguns casos MM+ prol ina. Essa película foi dividida entre 

os quadrantes da placa, afim de se formarem os setores hetero 

carióticos. As placas foram incubadas a 28° c por 8 dias. 

3.15.2. Obtenção de DiplÕides 

Conidios de colônias heterocarióticas em MM 

obtidos pela metodologia de ROPER (1952), foram usa-

dos para obtenção de suspensões em _tween-80 (cerca de 10 7

conídios/ml). Estas soluções foram semeadas em MM e em al-

guns casos MM+pro sem diluição e incubadas a 28° c por 3 - 4 

dias. As colônias que se desenvolveram nestas placas foram 

trans'feridas novamente para MM (prováveis diplóides) e MC (p� 

ra testar a estabilidade das colônias isoladas). 
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3.15.3. Metodologia utilizada para Comprovação da Di

ploidia 

3.15.3.1. Numero de Colônias originadas em MC 

e MM

Para se distinguir as colônias diplóides das 

colônias heterocarióticas crescidas no MM, conídios destas f� 

ram ressuspendidos em solução de tween-80 e o número de 

dios por mi 1 i litro foi estimado em câmara de Neubauer. 

con1-

D i l ui 

çoes foram feitas de modo a se obter colônias bastante indivi 

dualizadas na placa. Estas foram semeadas em MM e MC. Os po� 

síveis diplôides deverão originar aproximadamente o mesmo nu

mero de colônias tanto em MM como em MC. 

3.15.3.2. Numero de Setores originados em MC 

e MC+pFA 

O numero de setores em MC foi observado apos 

inoculação, dos diplóides e linhagens, que os constituíram, no 

centro das placas contendo MC, as quais foram incubadas à 28 ° c 

por 6 dias. Da mesma maneira observou-se o número de setores 

dos diplôides obtidos em MC + 75 µg/ml de pFA. 

3.15.3.3. Numero de Núcleos por Confdios dos 

DiplÕides obtidos 

Para isso seguiu-se a metodologia descrita no 
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Ítem 3.6. l., exceto que apenas 300 conídios de cada diplóide 

foi observado. 

3. 16. Produção de Protoplastos

Conídios crescidos em MC a 28° c por 7-8 dias, 

foram suspensos em solução salina e determinadas suas concen

trações (conídios/ml) com auxílio de Câmara de Neubauer. As 

suspensões foram adicionadas em meio completo 1 íquido (ítem 

3 .2.4.), para uma concentração final de 10 6 conídios/ml e, in

cubadas em agitador rotatório (150 rpm) a 28° c por 23 horas. 

Ao fim deste período, o micélio desenvolvido foi filtrado em 

filtro BÜchner com auxílio de bomba de vácuo e lavado em KCl 

1,2 M (tampão fosfato pH 5,8). A seguir o micélio foi pesa

do e colo.cado em presença de KCl 0,6 M (tampão fosfato pH 5,8) 

e complexo de enzimas líticas na proporção de 50 mg de micé

lio: l ,O ml de KCl 0,6 M 5 mg de enzima ,sendo 50% de celula

se CP e 50% de NOVOZIN. 

Incubou-se novamente em agitador rotatório por 

2:30 horas para que ocorresse a digestão 1 ítica. Após este P! 

ríodo, verificou-se a presença de protoplastos com o auxílio 

de microscópio. Após observar-se a presença de protoplastos, 

centrifugou-se a suspensão por alguns segundos a 500 rpm, re-

tirou-se o sobrenadante e este foi centrifugado por 10 minu 

tos a 3.000 rpm. O sobrenadante foi eliminado e o 11pel let11 
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foi ressuspenso em KCl 0,6 M e  então novamente centrifugado 

(3.000 rpm, 10 minutos). Esta operação foi repetida duas ve-

zes. Os protoplastos obtidos foram ressuspensos em KCl 0,6 M 

e contados em c�mara- de Neubauer com auxflio de microscópio 

ótico. 

3.17. Fusão de Protoplastos (PEBERDY, 1979) 

Os protoplastos obtidos em KCl 0,6 M foram mis 

turados em quantidades iguais, cerca de 10 6
, centrifugados a 

3.000 rpm por 10 minutos e o pellet foi lavado por centrifúg� 

ção em presença de KCl 0,6 M por duas vezes. O pe 1 1 e t obtido, 

foi ressuspenso em l ml de polietileno glicol (PEG) a 30° c e 

omantido a 30 C por 10 minutos. Apôs este perfodo, adicionou-se 

KCl 0,6 M· e centrifugou-se por 10 minutos a 3.000 rpm. Lavou-se 

duas vezes. O pel let obtido foi ressuspenso em l ml de KCl 

0,6 M e  diluições apropriadas foram feitas e semeadas pela 

técnica 1 1 pour plate 11 (0,5 ml) em MM KCl e MC KCl (45 - so º c). 

3. 18. Verificação da presença de Hifas, Esferoplastos e

ConTdios na suspensão de Protop1astos 

Os protoplastos das linhagens mutantes obti-

dos no ftem 3. 16. foram semeados por 1
1pour plate11 em MC e MC 

KC 1 
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A comparaçao do numero de colônias crescidas em 

MC e MC KCl indicará o número de hifas e conídios presentes 

na solução, visto que em MC haverá crescimento de hifas e co

nídios enquanto que em MC KCl haverá crescimento de hifas,pr� 

toplastos e confdios. 

3. 19. Teste de Reversão dos Protoplastos

Suspensões não diluídas de protoplastos obti

d o s p e I o f tem 3 . 1 6 . f o r a m s em e a d o s p o r 11 p ou r p 1 a t e 11 em MM K C 1 . 

As colônias crescidas neste meio após incubação 

7- 8 dias representam os revertentes.

3.20. Anãlise estatística 

a 28° c por 

Para a evidenciação do bloqueio metabólico da 

via biossintética dos aminoácidos prol ina e arginina (ítem 

3.9.3.), foi realizada a análise da variância da medida dos 

diâmetros das colônias crescidas nos diferentes meios de acor 

do com as substâncias pertencentes � via metabólica dess�s a-

minoácidos. Nos testes de repressão catabólica das 

amilolíticas pela glicose (ítem 3.12.),foi também 

enzimas 

realizada 

a anã! ise da variância para os índices colônia + halo (colô-

nia das quatro linhagens crescidas em MM 1% de amido e concen 
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trações variáveis de glicose,comparando os índices obtidos en 

tre as 1 inhagens e, entre cada linhagem dentro dos diferentes 

meios. 

Nos dois casos, comoo delineamento experimen-

tal utilizado, foi inteiramente casualizado, utilizou-se o 

modelo matemático abaixo apresentado (PIMENTEL GOMES,1973); 

Fontes de Graus de Quadrado 
variaçao liberdade médio 

Tratamentos n-1 Q1 

Erro n ( r - l ) Qz 

T o t a l ( n. ·r) - 1

Em ambos os casos o F foi calculado dividin-

do-se os _quadrados médios dos tratamentos pelo quadrado me-

dio do erro. As médias dos tratamentos foram comparadas pelo 

teste de Tukey através da seguinte fórmula: 6 = q :_, onde: 
vr 

q = v a l o r d a a m p I i t u d e t o t a l e s t u d e n t· i z a d a a n í v e l d e 5 ou l % 

de probabi I idade; r = número de repetições, s = estimativa do 

desvio padrão residual. 

Y = m. - m 
1 U 

O controle entre .as média� foi do tipo: 



. 52. 

4. RESULTADOS

4. l. Diâmetros de conidios, núcleos e porcentagens de co

nídios uni, bi, tri e tetranucleados 

Apôs a coloração pelo método descrito no item 

3.6., foi possível observar conídios uni, bi, tri e tetranu

cleados nas linhagens ATCC 22342 e ATCC 22343 e conídios uni 

e binucleados nas linhagens ATCC 11382 e ATCC 10864. As fre

quências obtidas para cada um dos tipos de conídios das qua

tro 1 inhagens, estão apresentadas na Tabela l. 

A Tabela 2 mostra os valores médios (m) e os 

desvios padrões (s) do diâmetro de 30 conídios e de seus nu

cleos das duas 1 inhagens de A�pe11.glllu� awamo11.l, ATCC 22342 e 

ATCC 11382, e também das duas linhagens de A�peliglllu� nlge.11., 

ATCC 10864 e ATCC 22343. 



Tabe la l 

Linhagens 

ATCC 22342 

ATCC 11382 

ATCC 22343 

ATCC 10864 

,53. 

Percentagens de con í dios uni, bi, tri e tetranu-

cleados das linhagens se l vagens de 

22343, ATCC 10864 e de A. awamoJti 

ATCC 1 1382. 

A. nige.Jt ATCC 

ATCC 22342 e 

Percentagem de con í d i os 

Uninuclea 
dos 

Binuclea 
dos 

Trinuclea 
dos 

27,0 71 ,6 l , O

45,2 51+, 8 0,0 

35,7 55,3 7,9 

34,8 65,2 0,0 

N'? de conídios 
Tetranu observados 
cleados 

0,4 1.000 

0,0 1.000 

1,1 1.000 

0,0 1.000 

4.2. Sobrevivência a mutagênicos fisicos 

4.2.1. Sobrevivência a radiação gama 

S u s pensões d e c o n í d i os d as l i n h age n s d e Ã-6 p efL

gillu� awamoJti ATCC 22342, A�peJtgilld� nige.Jt ATCC 10864 e 

ATCC 2234 3,foram irradiadas com radiação gama Cobalto 60 ( 6 ° Co) 

como descrito no item 3.8 .2. As Tabe las 3, 4 e 5 ,  apresentam 

os res u l tados de sobre vivência obtidas,para as I inhagens aci-

ma citadas. Com os dados dessas Tabe las, foram construídas 

as curvas de sobrevivência que estão representadas nas Figu

ras 1, 2 e 3, respectivamente. 
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Tabela 2 - Diâmetro e desvios padrões de conídios e núcleos 

das linhagens ATCC 22342, ATCC l 1382, ATCC 22343 e 

ATCC 10864. 

Diâmetro em micrômetros 

L n h a g e n s Conídios Núcleos 

ATCC 22342 

ATCC 11382 

ATCC 22343 

ATCC 10864 

Uninucleados 

Binucleados 

Trinucleados 

m 

4, 1 O 

4,52 

5,47 

Tetranucleados 5,77 

Uninucleados 3,99 

Binucleados 

Uninucleados 

Binucleados 

4,30 

4,34 

4,56 

Trinucleados 5,70 

Tetranucleados 6,41 

Uninucleados 4,07 

Binucleados 4,28 

± s 

0,28 

0,39 

0,29 

O, 1 8 

O, l 9 

o, o 3 

0,38 

0,25 

o,48 

O , 5 1 

a,22 

O, 2 1 

m 

1 , 84 

1 , 81 

l , 82

1 , 80 

1 , 7 2 

l , 6 7

l , 8 4

1 , 7 3 

1 , 7 5 

l , 6 7

1 , 8 O 

1 , 82 

± s 

O, 1 5 

O, 1 O 

O, 1 1 

0,08 

O , 1 l 

O, l 4 

O, 19 

O, 13 

0,07 

O, 12 

O, l O 

O, 1 3 
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Tabela 3 - Percentagem de confdios de A. awamoni ATCC 22342 
sobreviventes à radiação gama. (Os dados consti-
tuem a média de 2 repetições). 

Dose (Krad) Confdios viáveis/mi 
% relativa de 
sobreviventes 

ro 

ü 

e 

(Q) 

> 

> 

Q) 
1-

-º

o

V) 

Q) 

-o 

� 

o 
20 
40 
60 
80 

1 00 

100 

90 

80 

70 

60 

50 

40 

30 

20 

10 

o 20 40 

1,22 X ]06

8,85 X 10 5 

1,09 X 10 5 

4 ,05 X 10 4 

9,95 X 10 3 

2,63 X 10 3 

60 

Taxa dose Krad 

80 100 

Figura l - Curva de sobreviv�ncia de A. awamani 

linhagem ATCC 22342 à radiação gama. 

100,000 
72,540 

8,890 
3,3 06 
0,7 79 
O, 2 l 4 
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Tabela q - Percentagem de conídios de A. nige� AT CC 10864 so
breviventes à radiação gama. (Os dados constituem 
a média de 2 repetições). 

Dose (Krad) Conídios viâveis/ml % relativa de 
sobrevivência 

o 1 , 9 O X 1 o 7 100,000 
20 l , 5 2 X l O 6 10,98 0  
4 0  4 ,74 X l O 5 3,490 
60 6,25 X l O 4 0,460 
8 0  2,45 X 1 o 

4 O, l 4 7 
l O O l , 1 7 X 1 o 

4 0,078 

100 

90 

80 

<U 

70 

e 

(Q) 60> 

> 

Q) 50 L 

.o 

o 

V, l�O

Q) 

-o 

iX' 30 

20 

10 

o 20 40 60 80 100 

Taxa dose Krad 

Figura 2 - Curva de sobrevivência de A. nige� 

l i n h a g e m A T C C 1 O 8 6 4 à r a d i a ç ão gama .



Tabela 5 - Percentagem de conídios de A. 
, breviventes à radiação gama. 

a média de 2 repetições). 

. 5 7. 

nigen ATCC 2234 3 so
(Os dados constituem 

Dose (Krad) Conídios viáveis/mi 
% relativa de 
sobrevivência 

o 
20 
40 
60  
80 

l O O

100 

90 

80 

ro 

u 70
e 

((!) 

> 60
> 

(1) 
I.,_ 50 
.o 

o .
V') 

(1) 
40 

-o 

<N' 30 

20 

l O

o 20 

l,3 2 X 10
7 

8,20 X 10 6

J,21 X 10 6 

6,05 X J0 5

9,05 X 10 4

2 , 9 6 X l o 4 

40 60 

Taxa Dose Krad 

80 

100,000 

6 2,120 
9, l 6 O 
4,580 
0,680 
0,220 

100 

Figura 3 - Curva de sobrevivência de A. nigen 

linhagem ATCC 22343 à radiação gama. 



.58. 

4.2.2. Sobrevivência a luz ultravioleta 

Suspensões de conídios das 1 inhagens de A. awa 

moni ATCC 22342 e ATCC 11382, foram irradiadas com luz ultra 

violeta, como descrito no ítem 3.8.l. As Tabelas 6 e 7, apr� 

sentam os resultados de sobrevivência obtidos, e as Figuras 

4 e 5 apresentam as respectivas curvas de sobrevivência. 

Tabela 6 - Percentagem de conídios de A. awamoni ATCC 22342 

sobreviventes à luz ultravioleta. (Os dados cons

tituem a média de 2 repetições). 
------------------------------------

Fluxo de 
energia J/m 2/s 

o 

468 

936 

1 • 872 

2.808 

3,744 

4.680 

Conidios vi�veis/ml 

3,80 X l O 5 

l , 9 2 X 1 o 5 

l , l 7 x 1 o 5 

3, 1 4 X 1 O 4 

8, l 7 X l O 3 

3,34 X l O 3 

l , o 6 x 1 o 3 

% relativa de 
sobrevivência 

100,000 

52,290 

28,210 

6,230 

1 , 1 2 O 

0,620 

0,390 



ro 

( (1) 

> 

> 

2N' 

100 

90 

80 

70 

60 

50 

40 

30 

20 

l O

o 936 l. 872 2.808 3.744 4.680 

J/m2 /s 

Figura 4 - Curva de sobreviv�ncia de A. awamo�i 

linhagem ATCC 22342 � luz ultravíole 

ta. 

. 59. 
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Tabela 7 - Percentagem de conidios de A. awamoni ATCC 11382 so 
breviventes à luz ultravioleta. (Os dados consti
tuem a média de 2 repetições). 

Fluxo de 
energia J/m 2/s 

o 
4 68 
936 

l. 872
2.808 
3.744 
4.680

100 

90 

80 

70 
e 

((!) 

60 >

> 

Q) 

50 1.. 

..o 

o 
(./) 

40
(!) 

7J 

� 30

20

l O

Conídios viáveis/mi 

5,95 X ]0 5 

3,50 X 10 5 

l,]0 X 10 4 

],00 X }0 3 

4,40 X 10 2 

2,50 X }0 2

1,00 X 10 2 

% relativa de 
sobrevivência 

l O O , O O O

58,000
l , 8 4 O
O, 1 6 O
0,075
0,042
O, O 1 6

L-�-___.!:::==========--------

o 936 1. 872 2.808 3.744 4.680 

Figura 5 - Curva de sobrevivência de A. awamoni 

linhagem ATCC 11382 à luz ultraviole 

ta. 
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4.3. Relação da media do numero de núcleos por conídio e 

percentagem de sobrevivência 

Com objetivo de relacionar o numero de núcleos 

por conídio e a percentagem de sobrevivência aos mutagênicos 

usados, foram utilizados os dados da Tabela l para se calcu 

lar a média do número de núcleos por conídio para cada 1 inha  

gem e esta média foi relacionada com as percentagens de sobre 

vivência às diferentes doses. Os dados são reapresentados na 

Tabela 8 e 9, para irradiação gama e luz ultravioleta, 

pectivamente. 

res-

Tabela 8 - Média do número de núcleos por conídio e percenta 
gens de sobrevivência à radiação gama 6 °Co nas di� 
ferentes doses. 

Linhagens 

ATCC 22342 
ATCC 22343 
ATCC 10864 

Média do número de · 
núcleos por conídio 

1,748 
1,744 
1,652 

% 

20 

72,54 
62,12 
10,98 

de Sobrevivência 

Doses (Krad)· 

40 60 80 100 

8,89 3,30 0,77 0,21 
9, 16 4,58 0,68 0,22 
3,49 o,46 O, 14 0,07 

Tabela 9 - Média do número de núcleos por conídio e percenta 
gem de sobrevivência à diferentes doses de ultra� 
violeta. 

Linhagens 

ATCC 22342 
ATCC 11382 

Média do número de nú 
. 

.. 
-

� c l eos por con I d i os 

l, 748 
1,548 

468 

52,29 
58,00 

% de sobrevivência 

Doses (J/m2 /s) 

936 1872 2808 3744 4680 

28,21 6,23 l , 12 0,62 0,39 
l, 84 O, 16 0,07 0,04 0,01 
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4.4. Heterocariose na linhagem de A. awamohi ATCC 22342 e 

�- nigeh ATCC 22343 

Utilizando-se da metodologia descrita no 

3.9., o numero de colônias obtidas . ., . em meio m1n1mo e em 

item 

meio 

completo de uma mesma suspensão de conídios em tween-80 e a

presentado na Tabela 10. 

Tabela 10 - Número de colônias da linhagem ATCC 22342 e ATCC 

22343 em MC e MM. (Os resuitados constituem a mé

dia de 10 placas). 

Linhagem 

ATCC 22343

ATCC 2234 2 

MC 

159, O 

47,5 

MM 

1 O 8, 2 

1 O , 1 

4.4.l. Auxotrofia nas linhagens de A. awamohk 

ATCC 22342 e A. n;,ge.h ATCC 22343 

Após transferência de colônias isoladas para 

MM, MM+ vitaminas, MM+ ácidos nucléicos e MM+ aminoácidos co

mo descrito no item 3.9. 1 ., observou-se crescimento normal p� 

ra 100% das colônias em MM+aminoácidos,enquanto que em MM, 

MM+vitaminas, MM+ácidos nucleicos continuou o aparecimento 

de colônias com crescimento normal e também residual. Poste-

riormente estas foram trarsferidas para MM+ todos os aminoâ-

cidos separadamente e o resultado observado foi crescimento 
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normal para todas as colônias em placas contendo MM supleme� 

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

Utilizando-se da metodologia descrita no Ítem 

3.9.2. pode-se isolar colônias que sempre apresentavam cres

cimento normal em MM (pro/arg) + colônias que sempre apresen-

tavam crescimento residual em MM sem prolina ou argini-

na (pro/arg)- e colônias que continuavam a segregar em MM au 

sente de prol ina ou arginina +(pro/arg) 

4.4.2. Evidenciação do bloqueio metabõlico da via 

biossint�tica dos aminoãcidos prolina e argi

na nos isolados (pro/arg) das linhagens ATCC 

22342 e ATCC 22343 

Após inoculaç�o de colônias(pro/argf em MM su

plementado com substâncias pertencentes à via metaból ic2 dos 

aminoácidos prolina e arginina (ítem 3.9.3.). A medida do 

diâmetro àas colônias nos diversos meios suplementados foi e

fetuada e estas são apresentadas naTabela 1 l e, os valores e 

significâncias dos quadrados médios da anâl ise da variância 

na Tabela 12. A Tabela 13 apresenta a média do diâmetro das 

colônias em MM suplementado com pro1ina, arginina e ornitina1 

após 48, 72 e 96 hs de incubação. 
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Tabela 12 - Valores e significância dos Quadrados Médios da 

Fontes de 

Linhagens 

Meio para 

Meio para 

Erro 

Média: 

Análise da Variância da Medida do Diâmetro das Co 

lônias das linhagens ATCC 22342 pro/arg e ATCC 

22343 pro/arg em MM e MM suplementado com subs

tâncias pertencentes à via metabólica dos Aminoá

cidos prolina e arginina. 

Variação G. L. Q.M. F 

0,0100· 3,0107 n . s . 

Linhagem 6 1,1165 338,3333** 

Linhagem 2 6 0,9930 300,9090** 

28 O ,0033 

Coeficiente de Variação:% 

l , l 8 6

4,84 

.n.s. = N�o significativo. 

**Significativo ao nível de 1% de probabilidade. 
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Tabela 1 3  - Médi a do diâmetro d as colôni as das linhagens ATCC 

2234 2  (pro/arg) e ATCC 2234 3  (pro/arg) em MM su 

plementado com arginina , prol ina e ornitina em d i 

ferentes períodos d e  incubação. 

L i n h a g e n s 

22343 22342 
M e o s

Horas de incubação Horas de incubação 

48 72 96 48 72 96 

MM + Prol ina 1, 00 l, 50 2,50 l , 00 l ,60 2,70

MM + Arginina 1 , 05 l, 60 2,60 1 , l O 1, 55 2,65 

MM + Ornitina O, l O 1, 00 1, 85 0,50 1 , 30 2,30 
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4.5. Obtenção de mutantes 

4.5. l. Obtenção de mutantes de A. awamon�. linhagem 

ATCC 22342 

Confdios da 1 inhagem de A. awamon� ATCC 22342 

selecionados(pro/argf foram submetidos à irradiação ultravio-

leta, como descrito no item 3.10.2. Cerca de 1 .500 colônias 

foram analisadas, não sendo detectado nenhum mutante auxotró-

fico nem mesmo morfológico. Desta forma tentou-se um enri-

quecimento de mutantes auxotróficos pelo método de filtração 

descrito no ftem 3.10.3. 

Tabelas l4 e 15. 

Os resultados são apresentados nas 

T a.b e l a 1 4 - Número d e c o n f d i os p o r m i 1 i l i t r o 
irradiados e não irradiados, sem 
tração . 

( m l ) , 
f i l 

Sem filtração 

N? de colônias por ml 

Não irradiado 
Irradiado 

l,97 x 10 6 

],88 X ]0 5

Tabela 15 - Número de conídios por ml após dife
rentes tempos de incubação e fi ]tração. 

Com fi ]tração 

Tempo (horas) 

zero 
12 
20 
24 
36 

N<: de colônias 
por ml em MC 

2,66 X ]0 3

],23 X 10 3 

2,5] X 10 2 

],37 X ]0 2

3,70 X 10 1 
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A Tabela 16 mostra a percentagem de mutantes 

auxotróficos obtidos nos diferentes tempos de incubação em MM 

líquido. Com esses resultados construiu-se a Figura 6. Na Fi 

gura 7 está representada em es quema, os passos seguidos pa-

ra obtenção de mutantes da linhagem ATCC 22342 através da técni

ca de enriquecimento por fi ]tração e da técnica de isolamento 

total. Os marcadores genéticos obtidos foram: ade, met, pro, 

pyr (requisitos nutricionais para adenina, metionina, proli-

na, plridoxina, respectivamente) e marcadores morfológicos 

mor1, mor 2, mor3, correspondendo os dois primeiros a colô-

nias de crescimento normal de coloração bege e o último a co

lônia pouco compacto com esporulação escassa de coloração bege. 

4.5.2. Obtenção de mutantes auxotrôficos e morfolõ

gicos da linhagem de A. nige� ATCC 10864 

Mutantes de A. nige11. linhagem ATCC l 0864 foram 

obtidos através de indução com irradiação gama, utilizando-se 

a metodologia descrita no Ítem 3.10.l. 

Na Figura 8 está representado os passos segul 

dos para a obtenção de mutantes simples e duplos de A. nige� 

ATCC 10864. Os marcadores genéticos obtidos foram: pab, n i e, 

PY r • bio, ade (requisitos nutricionais para ácido p-aminobenzóico, 

ácido nicotínico, piridoxina, biotina e adenina, respectivamente) e 

marcadores morfológicos mor1 que corresponde a colônia de co

nídios esverdeados e mor 2 que corresponde a colônia de cresci 

mento irregular, micélio amarelo e 

çao. 

de escassa esporula-
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T abela 16 - Percentagem de mutantes a uxotróficos obtidos nos 
diferentes tempos de incubação. 

Tempo (horas) 
N<? de colônias N <? de mutantes % de mu-

analisadas a uxotróficos tantes 

zero 1 . 3 3 1 l 0,075 
20  l 82 5 2,747 
24 13 O 4 3,076 
36 34 o o 

1 O 

9 

8 

7 

6 

(1) 

4"O 

o-'<' 

3 

2 

o 10 20 30 40 50 

Tempo (horas� 

Figura 6 - Percentagem de mutantes obtidos nos 

diferentes tempos de incubação. 



(pro/ a rg) mor 1

+ 
22342(pro/arg) 

(pro/arg) met 

uv 

ATCC 22342 

Purificação 

22342 (p·ro/arg) 
+-

22342(pro/arg) 

uv 

Enriquecimento 

(pro/arg) ade (pro/arg) pyr 

. 70. 

(pro/arg) pyr 

(pro/arg) met mor2 (pro/arg) met mor 3

Figura 7 - Passos seguidos para obten ção dos mutantes 

m or fológicos e a uxotróficos de A. awamo�i 

linhage m A T C C  2 2 3 4 2. 
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ATCC 10864 

pab nic pyr ·mor 1 

pab bio nic pyr nic ade nic mor2 nic mor 1

Figura 8 - Passos segui dos p a ra o btenção de mutantes de A�

pengillu� nigen ATCC  10864. 



22343(pro�arg)+ 

(pro/arg) nic1 (pro/arg) nic2 

ÀTCC 22343 

Purificação 

22343(pro/arg)-

so Co

(pro/arg) met 

+-22343 (pro/arg) 

(pro/arg) lys 

. 72. 

(pro/arg) mor 1 

Figura 9 - Passos seguidos para obtenção de mutantes 

de A. nige� 1 inhagem ATCC 22343. 
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4.5.3. Obtenção de mutantes auxotrõficos e morfolõgi

cos de A. nlgeh linhagem ATCC 22343 

A Figura 9 demonstra os passos seguidos para 

obtenção de mutantes de A. nlgeh ATCC 22343 com irradiação g� 

ma como descrito no item 3.10.l. Os marcadores genéticos obt_!_ 

dos foram pro, arg, nic, met, lys (requisitos nutricionais p� 

ra prolina, arginina, ácido nicotínico, metionina e l is i na, 

respectivamente). O mutante morfológico mor 1 apresenta colô 

nia de crescimento normal com conídios brancos. 

4.6. Teste de reversao 

Os mutantes de A. nlgeh e A. awamohl foram en

saiados (segundo o item 3.14.) para verificação da estabilida 

de das marcas nutricionais e morfológicas para que pudessem 

ser utilizadas com devida segurança na análise genética. A 

frequência de reversão espont�nea para os marcadores dos mu

tantes obtidos e a serem utilizados nos cruzamentos genéticos 

estão representados na Tabela 17. A simbologia desses mutan-

tes,para as 1 inhagens ATCC 22342, ATCC 22343 e ATCC 10864,es-

tá apresentada na Tabela 18. As características 

das 1 inhagens originais uti 1 izadas encontram-se 

fenotípicas 

na Fig u-

ra 10 e da 1 inhagem ATCC 22342 com os três mutantes morfológ_!_ 

cos dela obtida podem ser vistos na Figura 11. 
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Tabela 17 - Frequência de reversão espont�nea de diferentes 

mutantes de A. awamo�i e A. nige� uti 1 izados nos 

cruzamentos genãticos. 

ATCC 22342 

ATCC 22342 

ATCC 22342 

ATCC 22343 

ATCC 22343 

ATCC 10864 

ATCC 10864 

ATCC 10864 

M u t a n t e s 

(pro/arg) ade 

(pro/arg) pyr 

(pro/arg) met mor 2

(pro/arg) nic 

(pro/arg) met 

nic ade 

nic mor 2

pab bio 

Frequência de reversão 
em 10 6 conídios 

< l 

< l 

< 1 

< 1 

< 1 

< 1 

< l 

< 1 
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Tabela 18 - Sim bo lo gia dos m utantes de  A. awamoJti e A. nige.Jt 

o btid os por irradiação gama  

uti 1 izados para c ruza m e ntos. 

e luz ultravioleta, 

Linhagem original 
irréldiada 

ATCC 22342 

ATCC 22-343 

ATCC 10864 

Morfo
logia 

normal 

normal 

esporos 
bege 

normal 

normal 

normal 

normal 

micélio 
amarelo 

Mutante 
n utricional 

prolina ou arginina, 
piridoxina. 

prol i na ou arginina, 
adenina. 

prol i na ou arginina, 
metionina. 

prolina ou arg1n1na, 
ácido nicotínico. 

prolina ou arginina, 
metionina. 

ácido nicotínico, 
adenina. 

ácido paraominoben-
- . 

biotina ZOICO, 

ácido nicotínico 

Simbolo gia d o  
m utan te 

(pro/arg) pyr 

(pro/arg) ade 

(pro/a rg) met mor2 

(pro/arg) nic 

(pro/arg) met 

nic ade 

pab bio 

nic mor2 



Figura l O - Linhagens de A. rúge_Jr,: A- ATCC l 0864 e 
B- ATCC 22343, e Linhagens de A. awamo
tu.,: e- ATCC 11382 e D- ATCC 22342.

Figura 11 - Linhagens de A. awamo,'Ú: A- ATCC 22342 e 
mutantes morfológicos dela obtidos: 
B - mor 1 , C - mor 2 e D- mor 3 • 

. 76. 
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4.7 . Produção de enzimas amiloliticas em placas

Segui ndo-se a m e todologia desc r i ta ítem 3. 11. 

ob teve-se o diâmetro das colônias, e o diâmetro  das colônias 

m ais os halos de deg r adação de amido, e desta forma pode-se 

c a l cul ar  a r el ação c olônia+ ha lo/colônia das linhagens selva

gen s (apresen tados n a  Tabel a  19) e dos m utan tes das duas li

nhagen s  m ais produtor as uti l izados em a lgun s  dos c ruzamen tos 

citados n a  Tabel a 25 (apresen tados n a  Tabel a  20). 

Tabela 19 - Média do diâmetro em centímetro (cm) das colôniàs,colônia+ha 
lo e relação colônia+ halo/colônia das linhagens selvagens de 
A. rúgen e A. awamoJÚ..

L i h a g e n s Diâmetro das Diâmetro co- Halo+colônian co lôn i,as (cm) lônia + halo co lon ia 
(cm) 

22342 2,33 4,00 1, 72 
22343 3, J O 4,90 1, 58 
10864 5, 16 6,03 1 , 17 
l 1382 4, 1 O 5,20 l , 27

Tabela 20 - Média do diâmetro em centímetros (cm) das colônias,colônia+ha 
lo e relação colônía+halo/colônia das mutantes de A. nigen,
linhagem 22343 e A. awamo!Ú linhagem 22342. 

Diâmetro das Diâmetro co- Halo + colônia 
L n h a g e n s colônias (cm) lônia + halo colónia 

(cm) 

22342(pro/arg) met mor 2 2,82 4,74 1 , 68 
22342(pro/arg) pyr 2,80 4,74 1 ,69 
22342(pro/arg) ade 
2234 3 (pro/arg) nic 2,82 4,68 l ,65
22343(pro/arg) met 

(-) 
-

nao realizado. 
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4.8. Teste de repressao catab6lica das enzimas amiloliti

c-a s p e l a g 1 i e o s e 

Os resultados do diâmetro das colônias e rela

ção colônia + halo/colônia em placas contendo meio mínimo a

crescido de prol ina 1% de amido e diferentes concentrações de 

glicose, variando de O a 1,5% das linhagens ATCC 22342, ATCC 

10864, ATCC l 1382 e ATCC 22343, foram tomados segundo o í tem 

3.12. (apresentado na Tabela 21). A Tabela 22 mostra a comp� 

raçao das médias dos Índices colônia + halo feito �elo teste 

de Tukey .enquanto que a Tabela 23 apresenta os valores e

significâncias dos quadrados médios da análise da variância. 
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Tabela 23 - Valores e significâncias dos Quadrados Médios da 

Análise de Variância relaç ão halo + colônia/colô

nia em placas contendo MM 1% de amido e concentra 

çoes variáveis de glicose. 

Fontes de Variação G. L. Q.M. F 

Linhagens 3 1 , 692 7 100,7560** 

Linhagem 1 p/Meio 3 O, 0071 O, 4226 n.s. 

Linhagem 2 p/Meio 3 0,0937 5,5773** 

Linhagem 3 p/Meio 3 0,0035 O ,2083 n.s. 

Linhagem 4 p/Meio 3 0,0004 O, 0238 n.s. 

Erro 32 0,0168 

Média l , 49

Coeficiente de Variação:% 8,70 

n.s. =Não significativo.

**Significativo ao nível de 1% de probabilidade. 
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4.9. Curvas de dose resposta ao benlate 

Os diâmetros das colônias de,Jinhagens selva

gem inoculadas em MC apos 41 horas de incubação contendo con

centrações variáveis de solução benlate são apresentados na 

Tabela 24. (Os dados correspondem à média de 3 repetições). 

Com estes dados construiu-se a Figura 12. 

Tabela 24 - Diâmetro das colônias das linhagens selvagens em 

diferentes concentrações de benlate. 

( ) µg/ml 22342 l 1382 22343 10864 

o' o l , 9 7 1 , 9 7 l , 2 2, 3 

o, 3 l , 9 O 1 , 9 5 l , 2 2,36 

0,6 l , 8 3 l , 8 3 1 , 2 2,3 

0,9 l , 8 3 l , 7 7 l , 2 2, l 3 

l , 2 l , 4 O 1 , 4 O l , l 3 l , 5 3

l , 8 0,75 0,4 0,65 0,65 

2,4 0,25 o o, 3 0,55 

3, O o o o 0,43 

6,0 o o o 0,40 
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Figura 12  - Curva dose resposta ao Benlate das linhagens 

ATCC 22342, ATCC 22343, ATCC 11382 e ATCC 10864. 



4.10. Padrão eletroforetico de esterases das linhagens 

ATCC 22342, ATCC 10864, ATCC 11382 e ATCC 22343 

. 84. 

O perfi I eletroforético para esterases em gel 

de poliacrilamida das linhagens selvagens obtido segundo o 

ítem 3,7,, é apresentado na Figura 13.
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Figura 13 - Padr�o eletroforético de Este 

rases. 
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4.11. Cruzamentos genéticos pela metodologia clâssica 

4.11.1. Obtenção de heterocãrios 

Ap ó s  obtidos os mutantes tentou-se a obtenção 

de heterocári os conforme o método descrito no Ítem 3. 15,1. 

Utilizando-se conídios das 1 inha gens representadas na Tabela 

18, várias combinações foram fe itas para os cruzamentos. 

As melhores p el Ículas formadas entre os cruza

mentos foram transferidas p a ra meio m ínimo e a Tabela 25. mos

tra o desenvolvimento dessas p el Ículas. 

Tabela 25 - Desenvolvimento de pel Ículas em MM+ 2% MC e ap os 
t r a n s f e r i d a s p a r a M M  s ó l i d o e, em a l g u n s c a s o s 
MM + prol ina. 

Desenvol- Desenvol-

Cr u z a m  t o vimento da vimento da e n 
película pe 1 í cu la em 

em MM+ 2%MC MM sólido 

10864 pab b i o x l 0864 nic ade ++ ++ 

22342 (pro/arg) pyr X 22342 (pro/arg) met morz- ++ ++ 

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 mor2 +-

22343 (pro/arg) nic x 22342 (pro/arg) met mor2 ++ +-

10864 pab bio X 22342 (pro/arg) met mor2 +-

10864 nic pyr X 22342 (pro/arg) met mor2 +-



Após crescimento dos conídios semeados 

. 86. 

em MM 

provenientes das películas que cresceram em MM, pode-se obse� 

var a frequência de colônias crescidas neste meio para alguns 

cruzamentos {heterocários e/ou diplóides) que e apresentado 

na Tabela 26. 

4.11.2. Isolamento dos passiveis diplõides 

Os possíveis diplóides dos diferentes cruzame� 

tos foram isolados seguindo-se a metodologia descrita no item 

3. 15.2. Para a diferenciação de colônias heterocarióticas e 

diplóides a metodologia descrita no item 3.15.3. foi utili-

zada. Os possíveis diplóides foram ressuspensos em tween-80 

semeados MM e MC, desta forma pod�-se observar que algumas 

colônias originavam o mesmo número em MC e em MM (dlplóides) 

enquanto que outras apresentavam número de colônias signific� 

tivamente maior em MC. Colônias que resultaram em mesmo núme 

ro de conídios germinando em MC e MM foram selecionados e en

tão inoculados em MC e MC + pFA conforme a metodologia descri 

ta no ítem 3. 15.3.2. A Tabela 27 apresenta o número de seto-

res originados nestes meios. As 1 inhagens mutantes utiliza-

das para constituírem os possíveis diplóides, citadas na Tabe 

la 18, foram também inoculadas em 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 comprovaçao da diploidia o numero 

de núcleos por conídios foi estimado utilizando-se da meto-

dologia descrita no Ítem 3.15.3.3. 

apresentados na Tabela 28. 

Os resultados obtidos são 

4. 12. Fusão de protoplastos

Com o objetivo de se obter híbridos interespe-

cfficos de A. nige� 1 inhagem ATCC 10864 e A. awamo�i l i nha-

gem ATCC 22342 a técnica de isolamento e fusão de protoplas

tos foi utilizada, visto que através de cruzamento pela meto

dologia cl�ssica (ciclo para�sexual) não foi possível a obten 

ção de diplóides utilizando-se as linhagens mutantes ATCC 

22342 (pro/arg) met mor2 e ATCC 10864 nic ade como parentais. 

Através da metodologia descrita no ítem 3. 16., obteve-se pro-

toplastos das referidas I inhagens. A Tabela 29 mostra o nume 

ro de protoplastos obtidos de cada linhagem, através da esti

mativa em câmara de Neubauer e o número de colônias resultan-

te da semeadura em MC e MC KCl para ambas as linhagens. 
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T abela 29 - NGmero de protoplastos estimados em camara de Neu 

bauer e nGmero de colônias/mi crescidos em MC e 

MC KC  1. 

L n h a g e n s 

ATCC 22342 (pro/arg) met mor2 

ATCC 10864 nic ade 

N'? de proto
plastos esti 
mado em câma 

ra de Neubaüêr 

J,84 X 105 

5,44 X 10 6 

N'? de colô 
nias/ml em 

MC 

1, 72 X J 02 

0,]3 X 101 

N? de colô 
nias/ml em 

MC KCl 

4,0 X ]0 5 

5,2 X 105 

A metodologia descrita no Ítem 3.19. foi uti li 

zada para se obter a frequência de reversão dos marcadores 

genéticos dos protoplastos obtidos, e para ambas as linhagens 

a frequ�ncia de reversão dos protoplastos foi menor que 1. 

A fusão de protoplastos foi realizada utilizan 

do-se a metodologia descrita no Ítem 3. 17., e o nGmero de co-

lônias crescidas em MC KCI e MM K Cl é apresentado na Tabe-

la 30. 
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4. 13. Teste da produção de enzimas amiloliticas em placas

para os diplôides obtidos 

Seguindo-se a m etodologia desc r i ta no ítem 3.11., 

obteve-se o diâmetro das colônias, e o diâmetro das colônias 

m a is os halos de degradação do a m ido , e desta for m a  pode-se 

calcular a rela ç ão colônia + halo/col ôn ia dos d ipló ides obt i

dos. (Tabela 31). 

Tabela 31 - Média do diâmetro em centímetro das colônias, colônia+ halo 

e relação colônia + halo/colônia dos diplóides obtidos. 

D p 1 ó d e 

22342 pro/pyr // 22343 pro met 

22342 pro ade// 22342 pro pyr 

223lf3 pro n i c// 2231+3 pro met 

22342 pro met mor z// 22343 pro 

10864 nic ade// pab bio 

(-) 
-

nao rea lizado. 

mor 2 

nic 

Diâmetro das 
colônias 

2,20 

2,26 

2,00 

1,52 

Diâmetro ha 
lo+colônia 

4,36 

4,24 

4,60 

4, 14 

Halo+colônia 
co loni a 

1, 98 

"I, 87 

2,30 

2,72 
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5. OISCUSSl'\O

5.1. Aspectos citolõgicos e indução de mutação 

No que diz respeito ao melhoramento de A◊pe�

gLf..tu◊ pertencentes ao grupo niger para produção industrial de 

substâncias exôgenas, um dos aspectos de interesse tem sido a 

instabilidade de linhagens. Entre os vários fatores que de-

vem estar envolvidos nessa instabi 1 idade,pode-se relacionar a 

formaç�o de conTdios com mais de um núcleo, que normalmente 

instabilida ocorrem nas espécies desse grupo. Desse modo, a 

de poderia estar associada a fenômenos de heterocario-

se,admitindo-se formação de conídios com mais de um núcleo homo 

ou heterocariôticos. Neste sentido o .estudo do número de nú-

cleos por conidio nestes A◊pe!tglttu◊ poderia ter implicações 

no melhoramento destes, além do seu grande valor como técnica 

auxiliar nos estudos genéticos. 

Através da anã 1 i se da proporção de con Íd ios 

binucleados em 34 1 inhagens de A. nige..Jt, BARACHO e COELHO (1978) 



. 95. 

observaram diferenças significativas entre linhagens, quanto 

à produção de conídios binucleados,sendo encontrado de 1 7 a

8 0% desse tipo de conídio entre as linhagens analisadas. Os 

mesmos autores relatàram que em alguns casos essa variabi 1 i-

dade não parecia decorrer de uma condição genética das 1 i nha 

gens, mas seria decorrente do processo empregado na manuten-

ção da linhagem ou ser consequência das diferentes idades dos 

conídios examinados. 

No presente trabalho, diferenças no numero de 

núcleos por conídio foram também observadas para as I inhagens 

de A. n,i, g e,JL e A. awamo!Li ana 1 i sadas (Tabela 1), sendo que na 

inhagem de A. nig e.JL ATCC 2 2 3 4 3  observaram-se conídios uni, 

bi, tri e tetranucleados,enquanto que para a linhagem ATCC 10864 

somente conídios uni e binucleados foram encontrados. O mes 

mo foi observado para A. awamo!Li onde a linhagem ATCC 22342 a-

presentou conídios com um, dois, três e atê quêtro núcleos, 

enquanto que para a 1 inhagem ATCC l 1382 somente conídios com 

um e dois núcleos foram encontrados. Pode-se também verifi

car pelos dados dessa Tabela que entre as linhagens de A. awa-

mo!Li ocorre grande diferença na frequência de conídios 

binucleados, enquanto que para as linhagens de A. n,i,ge.!L 

uni e 

esta 

diferença foi menos acentuada. Sendo as condições utilizadas 

idênticas para todas as I inhagens pode-se inferir 

são características da pr6pria 1 inhagem. 

que estas 
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O diâmetro dos núcleos e conídios uni, bi tri 

e tetranucleados das linhagens selvagens foram medidos (Tab� 

la 2) . Das mensurações efetuadas, pode-se observar que nas 

quatro 1 inhagens o diâmetro dos confdios aumenta proporciona! 

mente com o aumento do número de núcleos por conídio. Neste 

sentido os dados obtidos diferiram dos apresentados por ROSIM 

e t ali i ( l 9 7 7) par a 3 1 i n h age n s mutantes d e A. nig e.'1.., onde o 

diâmetro dos conídios uninucleados foram os mesmos dos coní-

dios binucleados. Com relação aos núcleos, não foram observa 

dos diferenças entre o diâmetro e o numero de núcleos por coní

d i o , c 0.m p a t í v e 1 com os r e s u 1 ta d os d e R OS I M e t a l i-i ( l 9 7 7 ) , i n 

dicando que núcleos dos conídios binucleados 

tem as mesmas dimensões. 

e uninucleados 

O estabelecimento de curvas de sobrevivência 

utilizando-se radiação gama 6 °Co (Tabelas 3, 4 e 5 e Figuras 

1, 2 e 3) e luz ultravioleta (Tabelas 6 e 7 e Figuras 4 e 5), 

possibilitou verificar diferenças entre as espécies e entre 

1 inhagens da mesma espécie quanto a sensibilidade para as do

ses utilizadas, bem como a escolha da dose adequada para a 

obtenção de mutantes. Para o A. awamci1tl 1 inhagem ATCC 22342 

e A. nige.Jt linhagem ATCC 22343 observou-se que a dose de 60 

krad de radiação gama 6 °Co permitiu a sobrevivência de 3,306% 

e 4,58%, respectivamente, enquanto que para a 1 inhagem ATCC 

10864 de A. nlge.Jt a dose de 40 krad foi a que permitiu 3,49% 
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de conídios sobreviventes. Utilizando-se luz ultravioleta 

verificou-se que a dose de l .872 J/m 2 /s que corresponde a 20 

minutos de irradiação na fonte usada, permite 6,23% de coní-

dios sobreviventes para a linhagem ATCC 22342 de A. awamoti...{. e, 

para a linhagem ATCC 11382 esta mesma dose de irradiação permitiu 

somente O, 160% de sobrevivência. Para outras duas linhagens 

de A. awamoti...{., IZ 1066 e IZ 1887, obtidas da micoteca do Ins

tituto Zimotécnico, ESALQ/USP, as doses de 40 e 60 Krad de ra 

diação gama permitiu melhor percentagem de sobrevivência para 

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

Devido a variação observada quanto a sobrevi-

vência das linhagens aos mutagênicos usados e quanto a fre-

quência dos tipos de conídios formados,procurou-se relacionar 

essas duas características. As relaç6es, média do numero de 

núcleos por conídio com doses de irradiação, estão mostradas 

nas Tabelas 8 e 9 para radiação gama e para luz ultravioleta, 

respectivamente. Para os dois mutagênicos, a relação encon-

trada sugere que quanto maior a média do número de núcleos por 

conídio, menor ser� a sensibilidade ao mutagênico. Tal obser

vação p�e ser atribuída ao fato de mutaç6es letais em um nu 

cleo de conídios multinucleados serem mascarados 

selvagem do(s) outro(s) núcleo(s), diminuindo a 

pelo alelo 

sensibilida-

de à irradiação,possibilitando maior sobrevivência. 
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5. 2. Heterocariose nas 1 inhagens de A. awa.moJu., ATCC 22342 e

A. nigeh ATCC  22343

Verificou-se que conídios das 1 inhagens ATCC 

22342 e ATCC 22343 de A. awamohi e A. nigeh, 

quando semeados em MM e MC segundo o ítem 3,9. 

respectivamente, 

apresentaram 

menor número de colônias emMM do que em MC (Tabelas 10). Al

guns conídios deveriam ser então auxotróficos e outros proto

tróficos sugerindo dessa forma uma possível heterocariose das 

linhagens para algum(s) requisito(s) que impossibilitava· cer 

tos conídios de se desenvolverem em MM mas que em MC, cresciam 

normalmente. Assim, os resultados aqui apresentados ( í tem 

4.4.l.) sugerem que além da presença de mais de um núcleo por

conídio estes devem, eventualfuente, estar em condição hetero 

cariótica, balanceando prototrofid/auxotrofia para os aminoá 

ciclos prolina ou arginina. Dentro desse contexto, VIALTA e 

BARACHO (1984) observaram em A. awam0/1.i NRRL 3112, segregação 

espontânea de conídios mutantes para a síntese de prolina e 

arginina na frequência de l ,3 a 9,6%, atribuindo-a também, a 

presença de heterocariose. Entretanto devido a presença de 

conídios em diferentes condiç�es de proto-auxotrofia na mesma 

colônia, a percentagem de heterocariose detectável deve va-

riar com o número de repicagens que a 1 inhagem original so-

freu atê o momento do experimento,sendo portanto não inferi-

da no presente trabalho. Em condições de laboratório, fungos 
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do genero A6pe4gillu� que formam confdios binucleados ou mui 

tinucleados produzem conídios heterocarióticos em heteroca-

rios como A. o4yzae e A. 6ojae (ISHITANI et alii, 1956), A. 

nige4 (CHANG et alii� 1974) e A. n,i_dulan� (PIZZIRANI-KLEINER, 

19 81 ) 

Utilizando-se dos isolados (pro/arg)-, através

da medida do diâmetro das colônias nos diversos meios suple

mentados com a� substâncias intermediárias da biossíntese da 

arginina e da prolina,pode-se supor o local de ocorrência do 

bloqueio metabólico na via biossintéfica destes aminoácidos. 

Os resultados apresentados na Tabela 1 l revelaram a incapaci

dade das colônias (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 glutâmi

co e citrulina e, a capacidade de crescimento nos meios supl� 

mentados com prolina, arginina e ornitina. 

Nesse particular, no esquema metabólico estabe 

lecido para Neu4o6po4a c4a�6a, a arginina é sintetizada a pa� 

tir do glutamato via citrul ina e ornitina. A degradação da ar 

ginina a glutamato ocorre via ornitina e semialdeido y gluta

mato. Sendo que este Último é um intermediário biossintético na 

via da síntese de prolina. Esta relação metabólica é aprese� 

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

cessa na presença de arginina exógena, devido a inibição da e_!! 

zima aceti lglutamato Kinase. Uma linhagem mutante de N�u4o�-

po4a c4a��a (mutante pro-3) incapaz de sintetizar semialdei-

do y glutamato a partir de glutamato foi obtido e, observado 

que a fonte alternativa para formação de prolina foi a orniti 

na. Esta via cataból ica normalmente opera somente na presen

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

Através dos resultados obtidos supoe-se que o

bloqueio metabólico nas linhagens ATCC 22342 (pro/arg) e ATCC 

22343 (pro/arg) est� na passagem de glutamato para semialde! 

do y glutamato, pois estes foram incapazes de crescer em MM 

suplementado com glutamina e ácido glutâmico,sugerindo que o 

bloqueio ocorra após a formação destes. Por outro ladó,quan-

do prolina é adicionada ao meio, observa-se crescimento, pois 

nesta hipótese sugerida ela ê o produto final da via bloquea

da. A arginina quando adicionada ao meio seria convertida a

través da enzima arginase em ornitina e, esta por sua vez,se

ria convertida em semialdeido y glutamato através da via al

ternativa mediada pela enzima ornitina aminotransferase. Maior 

viabilização desta hipótese foi verificado quando o MM foi su 

plementado com ornitina,onde houve crescimento das linhagens, 

embora o diâmetro das colônias 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 colônia em meio com ornitina, 

quando comparado com prol ina 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 a arginina estiver em excesso haverá bloqueio da enzi

ma ornitina transcarbamilase e então a ornitina será converti 

da em glutamato y semialdeido. A Tabela 13 mostra 

tro das colônias em meio suplementado com prol ina, 

e ornitina tomados em diferentes tempos. Os dados 

o diâme

arginina 

contidos 

nessa Tabela demonstraram uma tendência do diâmetro das co 

lônias de aumentar de acordo com o aumento do período de incu 

bação e de se igualarem nos três meios, 

ta maneira a hipótese sugerida acima. 

favorecendo des-

Uma segunda alternativa para justificar as di

ferenças de crescimento nos meios com prol ina, arginina e or

nitina, seria a dificuldade de penetração da ornitina na cêlu 

la. 

Quanto ao não crescimento das colônias em meio 

suplementado com citrul ina a exemplo do encontrado para 24 mu 

tantes de A. nldulan� que requeriam arginina (PONTECORVO et 

alii, 1953b) não se pode inferir se a citrulina exógena nao 

é utilizada pela célula ou se não faz parte da via metabóli

ca. 

Para melhor esclarecimento deste fenômeno, a 
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obtenção de vários mutantes para síntese de prol ina e argini

n a , b e m c o mo a a n ã I i s e b i o q u í m i c a d a s l i n h é, g e n s s e r i a d e g r a� 

de valia. 

5.3. Obtenção de mutantes 

Após irradiação de conídios das 1 inhagens de 

A. nige.'1. ATCC l 0864 selvagem e da linhagem ATCC 22343 (pro/arg)

obtiveram-se mutantes auxotróficos e morfológicos. Para .a li 

nhagem ATCC 10864 foram obtidos mutantes nutricionais defi

cientes para vitaminas e ácidos nucleicos,enquanto que para a 

1 inhagem ATCC 22343 obtiveram-se mutantes para vitaminas e a

minoácidos. 

Irradiando-se coníáios da linhagem de A. awamo 

'1.i A T C C 2 2 3 4 2 (pro/ ar g )  com luz ultravioleta e procedendo-se 

seleção pelo método de isolamento total, verificou-se 0,075% 

de mutantes auxotróficos, demonstrando uma baixa eficiência 

deste mutagênico para esta linhagem quando comparada com A. 

nldulan6 onde foi encontrado 0,5% de mutantes 

(PONTECORVO et alii, 1953b). Entretanto, estes 

auxotróficos 

resultados 

são compatíveis uma vez que em A. nldulan6 os conídios sao 

u n i nu c l e a d os , e na l i n h agem d e A. awam o '1.l u t i l i z a d a for a m e n -

contrados conídios uni, bi, tri e tetranucleados. Em A. fta-

v U,S que é por ta d o r d e c o n í d i os u n i , b i , t r i e te t r a nu c I e a d os , 
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meno,- que em A. nidulan-6 (MESSIAS, 1977). 
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também 

A técnica de isolamento de mutantes auxotró-

ficos por enriquecimento pelo_método de filtração(FRIES, 1947) 

permitiu em A. awamoni, pelo presente trabalho (Tabelas 14 e 

15), aumento da frequência de obtenção de mutantes auxotrófi-

cos de 0,075% para 3,07 6%, a exemplo do obtido por (SILVEIRA 

e AZEVEDO, 1984) em Metanhizium ani.óopliae onde a frequência 

de mutantes auxotróficos foi aumentada de 0,01% para 6,13 %. 

Verifica-se pela Tabela 16 e Figura 6, 

tempo de 24 horas de incubação dos conídios irradiados 

método de fi ]tração proporcionou maior frequência de 

que o 

pelo 

mutan-

tes auxotróficos. A determinação do referido tempo (24 hs) 

foi feita pela técnica da réplica individual de colônias do 

MC para o MM para os diferentes tempos de incubação com obten 

-

çao das respectivas porcentagens. Tal determinação 

ser mais eficientemente obtida através do uso de 

morfológica associada a marca auxotrófica. 

uma 

poderia 

marca 

A ssim, tendo em vista a grande importância da 

determinação exata do melhor tempo de incubação sugere-se que 

agora, de posse de mutantes com marcas morfológicas e nutri 

cionais, obtidos neste trabalho, como demonstrado na Figura 

7, o experimento seja novamente conduzido, inclusive testan 

do-se um maior número de períodos de incubação, a fim de que 
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esta técnica seja aperfeiçoada para obtenção de maior numero 

de mutantes nesta espécie, 

Através deste método, mutantes auxotróficos p� 

ra aminoácidos e ácidos nucléicos foram obtidos,porém mutan

tes com deficiência nutricional para vitaminas não foram obti 
o 

-

dos no presente trabalho. Nesse particular SILVEIRA e AZEVE-

DO (1984), referiram-se à ineficiência do método de filtração 

para obtenção de mutantes deficientes para vitaminas. Um re-

sumo das etapas seguidas para a obtenção dos mutantes das li

nhagens aqui utilizadas, estão descritas nas Figuras 7, 8 e 9. 

Alguns desses mutantes (Tabe)as 17 e 18) foram selecionados 

para os próximos passos e nesses, o teste de reversão de muta 

ções foi efetuado (Tabela 17), mostrando que se tratam de mar 

cadores genéticos bastante estáve�s, pois as frequências de 

reversão foram sempre menores que um em 10 6 conídios. 

5.4. Produção de enzimas amiloliticas e outras caracteris

ticas das linhagens 

A relação do diâmetro colônia + halo/colônia vem 

sendo usada como uma maneira de seleção prévia de mutantes p� 

ra maior produção de substâncias exógenas,tais como ácido cí

trico e enzimas ami lol íticas. 

GARDNER et aZii (1956) comparou a produção de ácido cí 
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trico em A. nigeh,através da relação entre o índice obtido 

por mediç6es em placa e a produção de �cido cítrico em meios 

de fermentação. Para este caso, não foi encontrado correia-

ção que indicasse restrição do método de seleção em placa de 

1 inhagem mais produtoras . 

Para as enzimas amilolíticas, a produção foi 

determinada através dos índices de diâmetro de colônia mais 

diâmetro de halo/diâmetro de colônia. Na ava I i ação das qua-

tro linhagens originais (Tabela 19), a linhagem ATCC 22342 de 

A. awamohi mostrou ser mais promissora na produção dessas en

zimas (índice = 1,72) em relação as outras três av2liadas, e� 

bora a 1 inhagem ATCC 22343 de A. nig e� também tenha se mostra 

do bastante eficiente (índice = 1,58). Os mutantes auxotró

ficos originados dessas duas 1 inhagens,quando aval lados quan-

to a produção de enzimas ami lol íticas (Tabela 20) mostrar-am 

que tanto os mutantes auxotrôfi cos de A. awamohi como os de 

A. nig en não apresentaram variaç�es significativas 

p r o d u ç ão em r e 1 ação as 1 i n h age n s se I vagens. 

quanto a 

Os diplóides obtidos nos cruzamentos foram ava 

1 iados e, pode-se verificar que em todos os casos a produção 

do mesmo foi superior às linhagens selvagens bem como aos mu

tantes que lhes deram origem, sendo o diplóide interespecífl 

co de A. ni gen ATCC 22343 e A. awamoni ATCC 22342 o de maior 

índice (Tabela 31) . Apesar destes resultados serem compatíveis aos de 
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VALENT e BONATELLI (1983) ,onde observaram que em A. nige.Jt os 

diplóides produziram significativamente mais enzima (amilogl..!_ 

cosidase) que as linhagens haplóides, prefere-se não 

que a dosagem gênica esteja influenciando na produção, 

inferir 

pois 

o procedimento de uma metodologia mais específica para a dosa

gem enzimática seria aconselhável. 

Dentro do aspecto da repressão cataból ica das 

enzimas amilolíticas (Tabelas 21, 22 e 23),verifica-se que as 

linhagens ATCC 10864, ATCC 11382 e ATCC 22343 não apresenta

ram diferenças estatisticamente significativas quando as me

dias dos índices em meio mínimo de amido com O, 5, 1,0, l,5% de 

glicose foram comparadas, sugerindo que estas 

são reprimidas catabol icamente pela glicose. 

linhagens nao 

Para a linhagem 

ATCC 22342 as médias diferiram significativamente, observan-

do-se inclusive, aumentos dos índices em relação ao aumento 

da concentração de glicose no meio. Nesse particular, hã de 

se considerar que a linhagem uti 1 izada é heterocariótica,pro

duzindo frequentemente conídios auxotróficos para prol ina. As 

sim dependendo do grau de heterocariose do inóculo,prolina de 

veria ser absorvida para crescimento normal da colônia,a qual 

poderia estar apresentando utilização dificultada em concen

traç6es mais elevadas de gl icose,resultando, experimentamente, 

em menor diâmetro de colônias (Tabela 21), 

Além da produção das enzimas ami lolíticas ou-
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tras características das linhagens de A. awamoJti e A. n,,i,ge.Jt f� 

ram consideradas. Entre essas, o comportamento das linhagens 

frente a adição 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 quanto aos seus 

níveis de sensibi ]idade a esse fungicida,com excessão das li-

nhagens ATCC 22342 e ATCC 22343 onde o crescimento de ambas 

é inibido com 3 µg/ml de benlate no meio. Essa observação, 

acrescentada as anteriores discutidas como presença de coní-

dios uni, bi, tri e tetranucleados, heterocariose e produção 

de enzimas, revela que as 1 inhagens ATCC 22342 e ATCC 22343 

são muito semelhantes, apesar de serem de espécies diferen-

tes. Isso nos levou a traçar o perfi 1 eletroforético de este 

rases para as linhagens (Figura 13}. Pelo padrão resultante, 

as quatro· 1 i n h age n s mostrar a m ser d i s t i n tas , i n c 1 u s i v e a A T C C 

22342 que apresentou apenas uma banda espessa e,na mesma pos� 

ção, a ATCC 22343 apresentou uma banda estreita e ainda duas 

outras bandas em posições diferentes. 

As duas linhagens em questao são espécies dis

tintas como catalogadas pelo ATCC e, de acordo com os parame-

tros aqui considerados, são muito semelhantes geneticamente 

desde que ambas foram sujeitas as mesmas variações ambientais 

em todas essas características analisadas. Vale ainda ressal 

tar que são fenotipicamente diferentes quanto a textura da co 

lônia (Figura 10). 
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5.5. Obtenção de diplÕides 

O primeiro passo para a formação de diplóides 

em fungos haplôides é o estabelecimento de um heterocário pe-

la fusão de hifas com nücleos geneticamente diferentes. No

presente trabalho, o estabelecimento de heterocários entre os 

mutantes selecionados foram, tentativamente, realizados cons! 

derando cruzamentos intra e interespecifícos. Das 

de obtenção de heterocários balanceados, 1 istados 

tentativas 

na Tabela 

25, o desenvolvimento da película heterocariótica foi possí-

vel para t-0das as combinaç�es exceto quando a linhagem de A. 

nigeh ATCC 10864 foi cruzada com a linhagem de A. nigeh ATCC 

22343 e, também quando cruzada com A. awamohi ATCC 22342, que 

resultaram em películas finas ou ausentes. A transferência 

das películas desenvolvidas para MM (alguns casos acrescido 

de prolina) produziram crescimento, exceto as películas finas 

acima referidas que não produziram crescimento. Uma outra pa.::_ 

ticularidade foi que a película desenvolvida em MM + 2% de MC

resultante do cruzamento de ATCC 22342 com ATCC 22343 re sul 

tou crescimento em MM+ prol ina, porém não vigoroso. 

A fusão de hifas e habilidade de formar hete-

rocários 
-

sao determinados pelo grau de similaridade dos geno-

mas das I inhagens envolvidas,sendo que dentro de uma mesma es 

pécie encontram-se 1 inhagens compatíveis e linhagens incompa-

tíveis para formação de heterocários. Em algumas espécies, a 
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incompatibilidade é bem estabelecida como em Neuno�pona cna�

�a e Podo�po!ta an�enina sendo também demonstrada em A. nidu-

ta H/.5 ( F I N e H A N e t a Z i i
., l 9 7 9) . Nesse particular os resultados 

mostraram ser as linhagens ATCC 22343 e ATCC 10864 incompatí-

veis. 

A formação de heterocários interespecíficos das 

linhagens de A. nigen ATCC l 0864 com A. awamoni ATCC 22342 não 

foi possfvel, entretanto,pode-se observar a formação de hete

rocários entre as linhagens de A. n,i_geft ATCC 22343 com a li-

nhagem de A. awamoni ATCC 22342. Como discutido anteriormen-

te (item 5.4.),as duas últimas linhagens citadas pertencem ao 

grupo niger mas, são de espécies diferentes e, no entanto, 

apresentam propriedades e características comuns. A forma-

ção de heterocários aqui demonstrada, 

de similaridade genética entre elas. 

confirma o alto grau 

Para alguns dos cruzamentos foi determinado a 

frequência de heterocários e/ou �iplóides obtidos em MM ou 

MM + prol ina (Tabela 26) ,sendo encontrado frequência de em 

10 6 para o cruzamento intra linhagem ATCC 10864, no cruzamen

to intralinhagem de A. awamofti ATCC 22342 a frequência obti

da foi de 36 em 106 conídios,enquanto que no cruzamento in

terespecífico de A. nigen linhagens ATCC 22343 com A. awamoni 

A T C C 2 2 3 4 2 a f r e quê n c ia o b t i d a f o i d e l l 3 em l O 6 con í d i os. As 

frequências de heterocários e/ou diplóides formados podem ser 

relacionados com as freqüências dos tipos de conídios produzidos 
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pelas linhagens. No primeiro caso, a linhagem ATCC 10864 for 

ma somente conídios uni (34,8%) e binucleados (65,2%) e apre

sentou menor frequência na formação de heterocârios. Com a 

1 inhagem ATCC 22342 a frequência de heterocários foi maior e 

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

de tri e tetranucleados. No terceiro cruzamento,a frequência 

de heterocários foi superior pois envolveu linhagens onde am

bas produzem conídios uni, bi, tri e tetranucleados. Essa mes 

ma relação. entre a frequência de heterocários e porcentagens 

de conídios com mais de um núcleo, já foi verificada pa-

ra A. nidu.lan-6 (PIZZIRANI-KLEINER, 1981), a qual foi comp� 

rada com as frequências obtidas para A. nige.tc. por CHANG e coL 

(1974). 

Sendo esses fungos multinucleados, núcleos de 

constituição gênica diferente em um mesmo conídio(conídio he

terocariótico) permitiria sua germinação e crescimento em MM. 

A distinção de colônias heterocarióticas de diplóides foi efe

tuada semeando-se conídios em MC e MM. No caso das colônias 

heterocarióticas, foi obtido em MM um numero reduzido de colÔ 

nias quando comparado com o numero obtido em MC,visto que os 

conídios heterocarióticos para os marcadores genéticos uti li

zados nos cruzamentos segregam havendo possibi 1 idade de apar! 

cimento de conídios uninucleado s  ou multinucleados com a defi 

ciência nutricional de uma ou de outra linhagem utilizada co 

mo parental e, estes são incapazes de crescerem em MM, enquanto 
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que em col6nias diplóides espera-se o mesmo numero de col6-

nias em MM e MC. Desta forma, os diplóides foram seleciona-

dos e submetidos à análise do número de núcleos por conídios. 

Através da Tabela 28 observa-se que em todos os diplóides ho� 

ve aumento na percentagem de conídios uninucleados com conse

quente diminuição de conídios binucleados em relação aos ha-

plôides selvagens. Em alguns casos esta diferença foi bastan 

te acentuada, tal como no cruzamento de A. awarno4i intralinha 

gem onde a selvagem apresentou 71 ,6% de conídios binucleados 

e nos dois diplóides obtidos a frequência de conídios binuclea 

dos foi de 25% em um dos casos e 20, 8% no outro. Entretanto 

nos cruzamentos envolvendo A. nig e4, a diferença de percent� 

gem entre conídios binucleados entre 1 inhagens haplóides e di 

plóides não foram tão discrepantes quanto para A. awamo4i. Es 

tudos em outras espécies de A,�pe4g .Lllu-6 demonstraram também que 

a condição diplóide, normalmente reduz o número de conídios 

com mais de um núcleo em comparação com as linhagens haplói

des como em A. 6.f.avu-6 (PAPA, 1973, MESSIAS, 1977) ,A-6pe4g,<-llu-6 

sp 321 (PEREIRA, 1978) e A. nidulan-6 (PIZZIRANI-KLEINER,1981). 

Em A. nig e4, ocorre também redução de conídios com mais de 

um núcleo em diplóides (AZEVEDO e BONATELLI JR., 1 9 8 1) e, 

para outras linhagens 
-

e descrito haver aumento de conídios 

binucleados em diplóides (CHANG et aZii� 1974). 

P ara se ter idéia da estabilidade destes di-

rlôides, bem como obter setores recombinantes,estes foram ino 
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cu lados em MC e MC acrescido de pFA (Tabela 27). Observou-se 

que em todos os casos o pFA aumentou o número de setores. Em 

um dos diplóides de A. awamof1�i, 22342(pro/arg) pyr //22342(pro/arg) 

ade, o número de setores em meio completo como em MC com pFA 

foi superior enquanto que,no diplóide 22342(pro/arg)pyr # 22342(pr�/arg) 

met mor2 o numero de setores foi significativamente menor 

tanto em MC como em MC + pFA. Neste caso, p odemos supor que 

o marcador morfológico (mor2) de uma das linhagens, tenha

algum efeito sobre os diplóides de modo a reduzir sua instabi 

li da de. Esse efeito no entanto, não é tão acentuado quando a 

1 inhagem portadora de mor2 c9nstitue diplÓides com 

de outras espécies como é o caso do diplóide 2 2 342 

linhagens 

(pro /arg) 

met mor2// 223L13 ( pro/arg) nic. Redução da instabilidade de 

diplóides pela presença de fatores genéticos são descritos em 

A. nidu.fa'n-6 (AZEVEDO, 1975; PIZZIRANI-KLEINER, 1981). A varia

ção na instabilidade dos diplóides obtidos pode, por outro 1� 

do, estar sendo influenciada p or aberrações cromossômicas in-

duzidas em algumas das linhagens envolvidas nos cruzamentos, 

formando dessa maneira diplóides não balanceados,mas que no 

p resente estudo não foram detectadas. A berrações cromossômi 

cas como duplicações cromossômicas,alteram a instabilidade de 

diplóides em relação a diplóides 1 ivres de duplicações (CASE 

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

O ciclo parassexual (PONTECORVO e ROPER, 1952) 

é basicamente caracterizado por heterocariose,formação de di-
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plóide, permuta mitótica e haploidização. Apesar de nao ter 

sido ainda observado o ciclo parassexual em A. awamo11.i a obten 

ção de heterocários e diplóides neste trabalho,constitui uma 

forte evidência da parassexual idade nesta espécie,embora para 

tal afirmação um grande número de setores originados dos di

plóides deverão ser aval iados,visto que um pequeno número des 

tes setores foram analisados, não tendo sido no entanto iden-

tificado nenhum setor recombinante,sendo todos prototróficos. 

Sugere-se também que um maior número de mutantes sejam obti

dos a fim de que mais cruzamentos sejam efetuados. 

5.6. Fusão de protoplastos 

Tendo em vista a nao obtenção de diplôides in

terespecíficos entre as linhagens ATCC 10861¼ de A. nige.'1. e 

ATCC 22342 de A. awamo'1.i através do ciclo parassexual ,tentatl 

vamente utilizou-se a técnica de isolamento e fusão de prato-

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

- -

estimou-se o seu numero em camara de Neubauer, para ambas as 1 inha 

gens (Tabela 29). As suspens�es de protoplastos foram semea 

d a s ( 11 p ou r p l a t e 11 ) em r-1 C K C l e M C com o o b j e t i v o d e e s t i ma r o 

numero de protoplastos regenerados, através da diferença do 

número de colônias crescidas em MC KC1, no qual se desenvol

vem protoplastos, confdios e hifas, e no MC onde protoplastos 

-

sao incapazes de crescerem. Através dessa determinação, no-
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tou-se grande diferença entre o numero de protoplastos estima 

da em câmara de Neubauer e o número de protoplastos realmente 

capazes de se regenerarem. 

determinou a frequ�ncia de 

Nos protoplastos,adicionalmente,se 

-

reversao a fim de se ter certeza 

sobre a estabilidade dos marcadores genéticos e, em todos eles, 

obteve-se frequência menor que (Tabela 17). 

Após procedimento de fusão, a semeadura em 

MC KC l demonstrou 6,0 x 10 5 colônias/mi enquanto que em MM KCl, 

obteve-se 5,0 x 10- 1 col6nias/ml (T abela 30). A eficiência do

método aqui empregado foi muito baixa, o que nos levou a con

siderar a influência de alguns fatores no processo. Um dos as 

pectos seria o número de protoplastos utilizados para a fusão, 

que foi relativamente pequeno. Um segundo fator se refere ao 

pequeno número de colônias obtidas em MC KCI ,visto que cerca 

de 10 6 protoplastos de cada linhagem foram misturados. Este 

seria talvez devido a baixa capacidade de regeneração como já 

mencionado acima. Um terceiro aspecto a considerar se refe-

re ao agente fusogênico utilizado, PEG, que no caso estaria 

exercendo um efeito tóxico maior sobre urna das linhagens, na 

ATCC 10864 de A. nige�. No MC KC1 esta linhagem parece estar 

sofrendo algum tipo d� seleção contrária,pois das colônias 

crescidas, 92,86% foram colônias da linhagem ATCC 22342(pro/arg) 

As hipóteses aqui levantadas poderão ser avaliadas 

melhorando o rendimento na obtenção e na regeneração de prot� 
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plastos e aperfeiçoando as técnicas para a fusão. Para a manu 

tenção da integridade dos protoplastos,estabi l izadores osmóti 

cos são uti l izados,sendo a natureza e a concentração de esta

bilizador fatores importantes que influenciam a obtenção dos 

mesmos (PEBERDY, 1979). Desta forma sugere-se o uso 

tros estabilizadores osmóticos,tais como Sorbitol, 

de ou

Manitol, 

MgCl2, CaC1 2 , para tentativamente aumentar a eficiência de proto-

plastização. Sugere-se ainda o emprego de outras 1 i nhagens 

mutantes; a utilização do mesmo mutante mas resistente ao 

PEG (AZEVEDO, J.L., comunicação pessoal) ou também o empre-

go de outros métodos para fusão como os de eletrofusão 

(ZIMMERMANN e VIENKEN, 1982) O aperfeiçoamento desta metodo 

logia le varia ao produto de fusão entre A. awamo4l e A. nlge� 

de um modo mais eficiente do que aquele aqui obtido, se tor-

na n d o em u·m a a l te r na t i v a p a r a e s t u d os g e n é t i c os e d e me l hora 

menta da produção de enzimas ami lolíticas nessas espécies. 
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6. CONCLUSÕES

A caracterização citológica e genética das I i

nhagens ami lolftlcas ATCC 22342 e ATCC 11382 de A. awamoni e 

ATCC 22343 e ATCC 10864 de A. nige�, permitiu concluir: 

a) As linhagens estudadas possuem variação quan-

to as frequências dos tipos de confdios uni, bi, tri ou te-

tranuclea?os,sendo que as linhagens ATCC 11382 e ATCC 

formam somente conídios uni e binucleados. 

b) Cada uma das linhagens apresenta um perf i 1

eletroforético distinto para esterases. 

c) Entre as I inhagens ocorre v ariação quanto 

as sobrevivências aos mutagênicos radiação gama e luz ultra

violeta, as quais podem ser correlacionadas com o numero de 

nGcleos presentes nos confdios. 

d) As 1 inhagens ATCC 22342 de A. awamoni e ATCC

22343 de A. nige.n sao heterocarióticas para prollna ou argin_!_ 

na. A heterocariose, no entanto, pode ser separada pela sele 
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çao de colônias prototrôficas, auxotróficas e proto/auxotrófl 

cas. Possivelmente, a mutação pro ou arg esteja na passa-

gem glutamato para semialdeido y glutamato da via metabólica 

da síntese desses dois aminoácidos. 

e) A utilização da técnica do isolamento de mu

tantes auxotróficos por enriqueciment6 pelo método da filtra

ção,em A. a..wamo1ti, permitiu um aumento de 0,075% para 3,076% 

em relação ao método do isolamento total de mutantes. 

f) A produção de enzimas amilolíticas é variá

vel entre as linhagens, sendo que a ATCC 22342 e ATCC 22343 

são as mais promissoras. A produção dessas enzimas não e,pos

sivelmente reprimida pela gl i·cose. 

g) Na formação de heterocários, há incompatibl

lidade entre as linhagens de A. n,tgeJt e compatibilidade entr·e 

a linhagem ATCC 223¼3 de A. nig elt e ATCC 22342 de A. a..wamo!ti. 

h) Ocorre formação de diplôides entre 1 i nha-

gens da mesma espécie e entre as duas linhagens citadas aci-

ma ( g) de A. nig eJt e A. awamoJti. A instabilidade dos diplói-

des é aumentada com pFA e a porcentagem de conídios com mais 

de um núcleo é reduzida em relação as linhagens que lhes ori

ginaram. 

i) t possível a formação de heterocârios e di

plôides em A. awamo1ti. 
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j) É possíve l a fusão de proto plastos entre A.

awamo'1.i e A. n--ége.'1., tendo sido obtido produtos de fusão em 

b aixa frequênci a, n ec essitando po rtanto um aperfeiçoamento das 

t�cnicas para ess e fim. 
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