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1. RESUMO

0 presente trabalbo teve por objetivo o estudo 

de aspectos relac�onarlos com a parassexualidade e a produção 

de �cido cítrico na linhagem lOvlQ de AspergiZZus niger. 

Com relação à parassexualidade foi constatado 

que para a ofitenção de colônias prototr6ficas, ap6s o cruza

mento de linhagens auxotr6f1cas pelo método de ROPER (1952), 

existe a necessidade de se a□mentar a quantidade de meio com

pleto de 2% �ara 4% na mist□ra utilizada para obtenção de mi

célio beterocariótico. 

As colônias prototróficas isoladas puderam ser 

classificadas em dois tipos: coro setores [CSl e ausência de 

setores CASl. D tipo CS foi discriminado rlo tipo AS por ter 

diâmetro de conídios maior que as parentais auxotróficas, e 

por segregar as marcas genéticas envolvidas no cruzamento, en 

quanto que as colônias AS, na maioria dos casos, têm diâmetro 

de conídios semelhante as parentais. Colônias do tipo CS e 

as linhagens auxotróficas mostraram menor frequência de coní

dios binucleados que a linhagem parental lOvlO, com a diferen 

ça que a variação nas primeiras foi de 20% a 27%, e nas segu� 

das houve maior amplitude de variaç�o. As colônias CS segre

garam todas ou, no mínimo, uma das marcas genéticas, o que 
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permitiu a sua separaçao em dois outros tipos. CS I e CS II, 

respectivamente. O Benlate, c�m concentraç6es que variaram de 

1,5 até 4 µg/ml de meio completo, revelou-se agente eficien

te na haploidização das linhagens CS, onde a ·ocorr�ncia es 

pontânea do fenômeno é rara. 

Nos estudos conduzidos sobre a produção de á

cido cítrico, as reversoes obtidas dos mutantes auxotróficos 

sugerem a exist�ncia de fenômenos pleiotr6picos, o que nao 

foi observado no estudo da produção dos diplóides obtidos en 

tre linhagens de baixa produção. 

Não houve a�mento na produção de ácido cítri

co em relação ã linhagem lDvlD pela diploidização, havendo 

nos diplÓides de um dos cruzamentos menor variação na produ

çao, o que pode ser explorado no melhoramento genético da li 

nhagem. Os segregantes obtidos evidenciaram alelismo dos g� 

nes envolvidos na produção de ácido cítrico da linhagem 

lDvlO, e confirmaram a aus�ncia de marcadores genéticos obser 

vada nas linbagens .do tipo CS II. 
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2. I NTRODUÇAO

O fungo filamentoso AspePgillus niger é utili

zado na produção industrial de ácido cítrico, metabólito em 

pregado principalmente n�s indnstrias de alimentos, rejrige -

rantes e farmacêutica. A produção anual de ácido cítrico foi 

estimada em cerca de 90.000 toneladas por LOCKWOOD (1975). 

O Brasil tem sido trarlicionalmente um importa

dor de ácido cítrico com os dados abaixo: 

ANO TONELADAS VALOR EM US$ 

1974 

1975 

1976 

2.349 

1,925 

1.7.36 

L:x 10001 

2.062 

2.484 

2.358 

Muitos estudos do ponto de vista.genético têm 

sido conduzidos em várias das espécies de microrganismos uti

lizadas na produção de metabólitos de interesse para o homem 

desde que, segundo CALAM (1972), as indústrias constataram que 

não estavam havendo ganhos na produtividade com o uso apenas 

da técnica de mutação e seleção. Este interesse pode ser ava

liado pelo grande número de trabalhos disponíveis nos Últimos 

10 anos sobre o assunto. 
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No caso do A. nige1?, existem poucos relatos de 

estudos que utilizaram técnicas genéticas aplicadas ao melho

ramento de linhagens que acumulam o ácido cítrico em larga e� 

cala,bem· como, de estudos conduzidos considerando o ciclo pa

rassexual nesta espécie. 

Levando em conta estes aspectos. o presente tr� 

balho tem como objetivos estudar: I) o ciclo parassexual na 

linhagem industrial lDvlO de A. niger e II) aspectos genéti -

cos da produção de ácido cítrico, considerando a obtenção de 

revertentes de mutantes auxotr6ficos, o efeito da diploidia e 

a avaliação dos segregantes dos diplóides. 
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. O fungo AspergiZlus nigeP 

O fungo Aspergillus niger e considerado por 

RAPER e FENNELL (19651 como organismo tipo do grupo niger. E� 

te grupo é constituído de várias espécies bastante heterogê 

neas nas quais estão incluidos os fungos saprofíticos mais c� 

muns. E descrito, quando cultivado em meio de Cz apek sólido , 

como evirlenciando duas séries de esterigmas; colônias (coní

diosl com coloraç�o negro carv�o a olho fÕ; conídios globosos 

com aspecto rugoso, sem equinulações verdadeiras medindo apr� 

ximadamente 5 µm de diâmetro na maturidade . 

Os conídios segundo YUILL (1950) e SHCHERBAKDVA 

e RES�AYA [19781, são uninucleados porém, BARACHO e COELHO 

C1S78 a, 19]B ól, estudando 34 isolados, inclusive a linhagem 

do presente tra5alho, encontraram conídios binucleados varia� 

do de 17 a 80% do total de conídios analisados. A proporção de 

conídios óinucleados pode ser influenciada por condições ambi 

entais LBARACHO e COELHO, op. cit.), bem como. pela natureza g� 

nética da linhagem pois, CHANG et alii (1974) observaram au

mento na proporção de conídios binucleados em diplóides (87 a 

92%) em relaçªo as linhagens haplóides parentais (60 a 65%). 
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�edidas do diâmetro de conídios efetuadas com 

intuito de separar linhagens diplÓides e haplÓides foram rea

lizadas desde os trabalhos pioneiros de P0NTEC0RVD (1952) e 

P0NTEC0RV0 et alii ( 1953a), onde as linhagens diplÓides apr� 

sentavam diâmetro 1,1 a 1,3 vezes maior que o das linhagens h� 

plóides. Estas apresentaram de 3,56 a 4,59 Um. o que foi con

firmado por Ll:-10AS [1976, 1968). CHANG et alii (1974), SHCHER 

BAK0VA e RESVAYA (19.78), BALL et alii (1978) e DAS e ROY (1978). 

Contudo, RDSIM et alii (1978) estudando haplóides, heterocá -

rios e diplóides concluiram que o diâmetro de conídios nao e 

critério confiável para a caracterização de diplóides. 

D o  ponto de vista genético, existem poucos tra 

balbos conduzidos e, as pesquisas iniciais de P0NTEC0RV0 (1952) 

e P0NTEC0RV0 et alii (1953a), que evidenciaram a presença do 

ciclo parassexual, seguiram-se as de LH0AS 0961, 1967, 1968) 

e VAN TUYL (19.771 que sugerem a ocorrência de 6 grupos de li

gaçao, com permuta mit6tica ocorrendo coro frequência 2,5 ve -

zes maior qne em Aspergillus nidulans. O uso do ciclo parass� 

xual é a única forma de análise genética disponível atualmen

te devirlo � falta de evidenciação ou � não-existência do ci -

elo sexual. o que enquadra o A. niger como Deuteromiceto. 

Em todos os trabalhos ficou evidenciada a faci 

lidade no isolamento de diplÓides usando-se as técnicas usuais 

de obtenção ae óeterocários forçados (R0PER, 1952), com a 

frequência dos dipl6ides oscilando, nos diversos trabalhos i 

desde 1 at§ 4,6 x l □-
6 conídios. Segundo CHANG et alii (1974),

a presença de conídios heterocarióticos em heterocários obti

dos entre linhagens binucleadas, com frequência calculada de 

1 x 1□-
4, interferiria no isolamento de diplóides. Porém rel�

tos de dificuldade no isolamento de diplóides existem no tr� 

balbo de B ONATELLI JR. (1977) com mutantes obtidos da linha -

g�m lDvlD de A. nigeP. 

PRASAD (19701 analisando, em mutantes com alte 

raçao da coloração de conídios, complementação gênica em hete 
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rocários,sugere que existem vários genes nio-alélicos que in

fluenciam a coloraçio de conídios do A. niger. tendo constata 

do, confirmando dados de PONTECORVO et alii ll953a). a existên 

eia de não-autonomia quanto � coloração em algumas combinaç6es 

de mutantes. 

3.2. O ciclo parassexual em fungos 

O ciclo parassexual, descrito no Aspergillus 

nidulans em 1952, por PONTECORVO e RDPER. é a alternativa de 

recombinação tradicionalmente estudada em espécies de fungos 

classificados como Deuteromicetos. 

Segundo PDNTECORVO ll956) a sequência de· even

tos, fusão de nficleos haplÓides. permuta mit6tica e haploidi

zação constituem o ciclo parassexual. A fusão de nficleos ha -

pl6ides rleve ser fen6meno passível de ocorrer na natureza.com 

evidências nos trabalhos de NGA et alii (1975) em A. niger. O 

aparecimento de diplóides som�ticos, por fusão de núcleos ha

plÓides, caracteriza fase importante do ciclo parassexual po

rém, a origem dos diplóides pode �ambém ser devida a falhas 

no processo mit6tico ou meiótico. 

Nos estudos normalmente conduzidos em condições 

de laboratório o objetivo primordial é a obtenção de dipl6ides 

heterozigotos de genótipo conhecido, os quais, são utilizados 

na análise genética, ao contrário dos diplÓides homozigotos 

que podem ser origi,nados de fusões de núcleos ocot'ridas espo� 

tansamente nos processos de divisão nuclear. 

Os processos iniciais para formação dos diplói 

des somáticos são: anastomose de hifas e heterocarioee, que 

foram objeto de revisões por CATEN e JINKS (1966), DAVIS (1966) 

e TINLINE e McNEILL (1969). Como consequência da proximidade 

dos núcleos diferentes no mesmo citoplasma (Heterocariose) e 
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xiste a possibilidade de ocorrer a fusão de núcleos ou Cario

gamia, originando o diplóide somático heterozigoto. A frequê� 

eia normalmente é baixa - 1 diplÓide por 105 a 107 conídios

coletados de heterocários - mas, pode ser aumentada por agen

tes físicos, como a luz ultra-violeta [ISHITANI e SAKAGUCHI , 

1956) ou agentes químicos, como a colchicina (SHCHERBAKOVA e 

RESVAYA, 19-781, cânfora (PONTECORVO et aZii, 1953a, 1953b 

RDPER, 1966). Em A. nig er, PDNTECORVD et aZii ( 1953a), julga

ram que o tratamento com cânfora era desnecessário devido a 

alta frequência de diplóides obtidos espontaneamente. 

Os diplóides somáticos assim obtidos assemelbam

se as linhagens selvagens com relação às características mor

fológicas e nutricionais, porém, devem ser observados outros 

critérios para confirmação da condição diplóide, tais como 

a) conteúdo de □NA dos núcleos, b) contagem do numero de cro

mossomos, e} segregação ae marcas genéticas em heterozigose ,

dl volume celular e nuclear, el sensibilidade à luz ultravio

leta, fl mutabilidade, g) número de núcleos em conídios, h) 

sensibilidade ao fungicida Benlate, i) forma e diâmetro da ve 

sfcula dos conidióforos, etc.· Os critérios podem fornecer boas 

evidências da condição diplÓide da linhagem isolada.

A condição diplÓide permite a formação de re -

comb.inantes que surgem por: I} permuta mitótica e/ou II) nao

rlisjunção mitótica, eventos seguidos ou não pela haploidiza - 

çao. 

A permuta mitótica descrita por STERN C.1936) 

em DPosophiZa, foi estudada em A. niduZans por RDPER e 

PRITCHARD (1S55 l e PONTECORVO e KAFER (1958), que concluiram 

que o fen6meno: 11 é raro, ocorr�ndo uma permuta em 500 mito

ses; 21 ocorre no estágio d8 4 fios; 3) forma produtos recí - 

procos, e 41 permite a formação de núcleos homozigotos para a 

lelos ligados e distais em relação ao ponto de permata. Isto 

ocorre com os marcadores proximais e marcas genéticas em 

outros cromossomos continuando em heterozigose. Neste tipo 

de 



análise podem ser estabelecidas a ordem dos genes e 

do centrômero num braço cromossômico. mas, segundo 
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posição 

RDPER 

(1966} existem limitações que são: 1) não há idéia da associa 

ção dos genes em relação a outros grupos de ligação. o que e 

xiste na baploidização; 2) há necessidade de marcas seletivas 

distais que devem ser recessivas ou semi-dominantes e. 3) nao 

bá avaliação rápida das frequências de recombinação como nas 

análises meióticas. 

A ocorrência de segregantes haplóides. diplói

des e aneuplóides são devidas às perdas sucessivas de cromos

somos (não-disjunção). que originariam diversos estados aneu

ploides instáveis como os hiperdiplÓides (2n+l) e os hiperha

plÓides ln+l), de acôrdo com KAFER (1960. 1961). 

E�cessões à sequência de eventos do ciclo par� 

saxual foram evidenciadas em Aaremonium ahrysogenum (Cephalo� 

porium aaremonium) (N�ESCH et alii, 1973; BALL e HAMLIN •

19781 e em Peniaillium patulum (CALAM et alii, 1973). Em A. 

chrysogenum na seleção de diplÓides são obtidas 2 classes de 

colônias prototróficas. Na primeira classe as colônias obti -

das são estáveis não segregando nenhuma das marcas genéticas 

envolvidas no cruzamento, mesmo com o uso de pFA (p-fluorofe

nilalanina) ou raios gama. Na segunda. os prototróficos sao 

instáveis, segregando pelo me�os uma das marcas genéticas en

volvidas no cruzamento. Esta segunda classe ocorre em apenas 

alguns cruzamentos. Os resultados foram confirmados e amplia-· 

dos com a utilização da técnica de fusão de protoplastos,pois 

puderam ser isolados. com o uso de meios seletivos, colônias 

recombinantes sem que fosse constatada a presença de diplóides. 

Estes dados sugerem que o estado diplóide é transitório, como 

na meiose, com segregação cromossômica e permuta mitótica o

correndo em alta frequência. Em P. patulum. foi constatada a 

formação de prototróficos estáveis com raros segregantes ha 

plóides. A interpretação destes resultados é difícil devido à 

ausência de critérios inequívocos para estabelecer a natureza 
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haplÓide ou diplóide das linhagens estudadas. 

A ocorrência do ciclo parassexual foi verifica 

da em diversos gêneros de fungos filamentosos, incluindo cer 

ca de 41 espécies (AZEVEDO, 1976; MESSIAS, 1979), com 8 espé

cies do gênero Aspergillus. 

Além da sua importância como fonte de variabi

lidade, o ciclo parassex□al favorece certos estudos de ordem 

genética, como se segue: I) Mapeamento genético em fungos im 

perfeitos (AZEVEDO, 1972, 1976); II) Interações gênicas aléli 

cas ou não, sendo o estado diplóide importante modelo para o 

estudo de regulação gênica em eucariotos [revisão em SMITH e 

PATE�AN, 1S77l; III) Instabilidade genética (AZEVEDO, 1972 

1R76); IV} fielboramento de características de interêsse econô 

mico [SERMONTI, 1969; BONATELLI JR., 1977; MESSIAS, 1979) e 

V) Estudos da origem e relações genéticas entre raças fisioló

gicas de fungos fitopatogênicos [BUXTON, 1956, 1962; AZEVEDO,

1976).

3.3. Técnicas genéticas no melhoramento de fungos produto

res de metab6litos de interisse industrial. 

O nso da mutação induzida no melhoramento de 

microrganismos produtores de metabÓlitos de interêsse comer -

cial, segundo DEMAIN [1973), foi o evento responsável pelo es 

tado atual da indústria de fermentações. O uso intensivo da 

técnica foi iniciado com os trabalhos conduzidos em 1945 com 

Peniaillium ahrysogenum e dos raios X como mutagênico, que 

culminaram na obtenção da linhagem X-1612 com produção supe -

rando 2 vezes a da linhagem_parental. Existem relatos ant�rio 

res de KRESLING e STERN (1935), citados por DAS (1972), que 

obtiveram mutantes de A. niger com produção de ácido cítrico au 

mentada após o uso de agentes mutagênicos. 
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O uso do ciclo parassexual foi sugerido por 

PDNTECORVO et aZii(l953al após a constatação de sua ocorrên -

eia em A. niger lPONTECDRVO, 1952) e em P. ehrysogenum (PONTE -

CORVO e SERMONTI. 1953). Porém, a facilidade de trabalho com 

os agentes mutagênicos e os resultados obtidos com a seleção 

de mutantes mais produtivos protelaram o uso do ciclo parass� 

xual até o final da década de 60 quando, segundo CALAM (1972), 

foi atingido um platô com relação aos ganhos devidos as novas 

mutações induzidas, sendo intão. iniciados programas que uti

lizaram processos de recombinação, inclusive o ciclo parasse

xual, visando superar o impasse. 

Apresentaremos os trabalhos relevantes com re

lação ã aplicação de processos de recombinação em fungos, ini 

ciando pelos estudos conduzidos com os mutantes auxotróficos 

que sao essenciais para estudos de recombinação em microrga -

nismos. 

3.3.1. Mutantes auxotrôficos 

As mutações que condicionam au�otrofia podem 

determinar ganho, perda ou não-alteração na produção dos met� 

úÓlitos CrevisÕes em SERMONTI, 1969; DEMAIN, 1973; HOPWOOD e 

�ERRICK, 19771. Em A. niger diversos trabalhos consideraram es 

te aspecto com poucos resultados relatando ganho. os quais 

são as evidéncias de �USILKOVA e FENCL (19701 com mutante de 

ficiente par� arginina e, BONATELLI JR. (1977) com mutante de 

ficiente para tiamina. Resultados rle diminuição ou não-altera 

ção da proaução incluem os t�abalbos de MUSILKOVA e FENCL 

(19701, CHANG e TERRY (19731. BDNATELLI JR. (1977), SHCHERBA

KOVA e RESVAYA (1978) e DAS e ROY (1978). 

tlelhor entendimento da interferência das muta

ções para auxotrofia na produção de roetabÓlitos está contida 
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nos trabalhos de POLSINELLI et alii (1963) que relatam. em 

trabalho com Streptomyces antibio�icus, que a queda signific� 

tiva na produção de actinomicina ocorre somente com deficiên

cia na síntese de aminoácidos encontrados na molécula do anti 

biótico. Porém, em P. ehrysogenum (MAcDONALD et alii3 
1963) e 

e rn A. n i g e r C BONA TE L LI J R • • 19 7 7 ) há per d a em r e 1 ação à p r .9. 

dução de, respectivamente, penicilina e ácido cítrico.em mu 

tantes deficientes para a síntese de adenina. a qual aparente 

mente não está relacionada com a síntese dos metabólitos cita 

dos. Outra abordagem pode ser obtida coro o isolamento de re -

versões dos mutantes deficientes nutricionais, como fizeram 

�AcDONALD et alii (op.cit.l, com mutante deficiente para tio� 

sulfato. Num total de 11 revertentes, 5 tinham produção igual 

â linhagem parental, e 6 igual ao matante deficiente, sugeri� 

do reversão verdadeira e devida a gene(s) s□pressor(es). res

pectivamente. 

Estes resultados inrlicam q�e a avaliação dos 

efeitos da au�otrofia na produção de substâncias de interêsse 

comercial é complexo. merecendo melbores estudos; pois pode 

abrir no�os caminhos no melhoramento de linhagens. tendo em 

vista o uso cada vez maior de técnicas de recombinação que 

utilizam com freq□ência mutantes com deficiência nutricional. 

Em seguida, apresentaremos os dados referentes 

ao uso de �eterocários, mistura de linhagens, diplÓides e se 

gregantes, cujos resultados obtidos estão sumariados na Tabe

la 1. 

3.3.2. H.eterocãrios e mis.tura de linhagens 

Em toBos os casos citados nao foi evidenciado 

ganho na produção e, sim manutenção ou produção intermediá -

às linhagens paternais, com □ma referência de queda na prod� 
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TABELA l - Uso de heterocários, mistura de linhagens, diplÓides e segregantes sexuais e parassexuais no melhoramento 
da produção de metabólitos em linhagens de fungos utilizados em indústria. 

Ml:TOOOS 

ESPl!CIE 

P. chrysogenum

· e. acremoniwn

(A.chrysogenwn}

Emmceitops-ls sp. 

A. fonsecaeus 

A. foet-ldus

A. n-lgezo

PRODUTO AUTOR (ESJ 

penicilina ELANOER, 1966 (apud 
SERMONTI, 1969) 

SF.RMONTI 0969) 

MAcOONALD et aUi Cl963l, 
MAcOONALO (1965) 

BALL (1973) 

cefalosporina C BALL e HAMLUl (1978) 

sinematina FANTINI (1962) 

ácido glucõnico CIEGLER e RAPER (1957) 

glicoamilase 

penicilina 

CHANG E TERRY (1973) 

MAcDONALD (1973) 
0ITCHBURN et aZU (19761 

l'ERRICK (1975a, 1975b) 

emiloglicosidase BALL et aU.i 119781 

ácido cítrico YUILL (1951) 

MISTURA. 
LINHAGENS 

• ou inter 
mediária -

HETEROCARIOS 

< 

produção sob con 
trole nuclear-

• ou intennediária

<·· 

produção sob con 
trole nuclear-

0IPL0I0ES 

> 

<·· 

SEGREGANTES 
SEXUAIS PARASSEXUAIS 

< 

< ···>

<···>

mutações domina!!_< •• ,> 
tes. recessivas 

e semi�dominantes 

<o >
aea6 gêni 
ca aditiva

Intermediária <·· 

CIEGLER e RAPER (1957) • ou intermediária 

Ct!Ar�G e TERRY (1973) 

TAVARES E AZEVEDO (19741 

BONATELLI JR. (19781 

produção sob con 
trole nuclear 

BARACH0 etaU.i (1978) <• m ou.inte_!'. 0 

mediaria 

DAS a ROY Cl978l • 

SHCHERBAKDVA e • 
Rf.SVAYA (1978) 

Not11ção: em ralação à linhagem parental com produção mais elevada do metabólito. 

<· - ·> respectivamente, menor, igual ou .maioi:- produção. 

em ralação às linhagens parentais, produção intermsdiárla, 

,; não foi estudado, 

efeitos heterg 
tices 

(maiorª est11bi
lid11del 

<···>

<:;;. 
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çao lELANOER, 1966 apud SERMONTI. 1969), podendo ser notada 

ainda a pouca utilização destes métodos para o estudo da pro 

dução de meta5Ólitos. Observação pode ser feita com o teste 

de heterocário que mostra o maior envolvimento de genes nu

cleares e/ou herança citoplasmática na produção dos metabóli 

t_os (SERMONTI , 19691 CHANG e TERRY, 19731.

3.3.3. DiplÕides 

Neste item estão incluidos dipl6ides que com 

relação aos genes envolvidos na produção, podem ser heterozi 

gatos ou homozigotos. 

Com relação aos primeiros, que consideramos co 

mo os sintetizados entre linhagens divergentes por muitós pa� 

sos de tratamentos com mutagênicos ou entre· linhagens isola

das independentemente após tratamento com mutagênico para ob 

tenção de matantes com produção-elevada ou entre linhagens 

com diferentes origens� houve ganho na produção nos trabalhos 

de SERMDNTI [19691, BALL (19731 e TAVARES e AZEVEDO (1974) e, 

mesmo nestes trafialhos. em apenas alguns cruzamentos. Isto 

foi interpretado como devido, na maior parte dos casos , a na 

tureza recessiva Bas mutaç6es que aumentam a produção (deno

minadas positivas! presentes nas linhagens estudadas. Outra. 

observação foi feita por MAcDONALD [19661 que obteve duas 

classes de diplÓides, com produção de penicilina· entre 

300 0- 35 O O 117m 1 e a e 3Q0-120Q ]1Jm 1, isolados do cruz ame nt o en 

tre linhagens divergentes. A ocorrência da classe de produ -

çao menor foi interpretada como devido ã ocorrência de muta

çao dominante conrlici ona ndo bai_xa produção, pois uma das li 

nhagens parentais deu origem espontaneamente a mutante com 

queda acentuada na produção. Uma bipótese altern9tiva seria 

que os diplóides com produção elevada tem origem dos de me

nor produção �or segregação. pois os �ltimos podem produzir 
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segregantes com produção elevada (MAcDONALD, op. cit.). 

No caso dos diplÓides homozigotos, que consid� 

ramos como os obtidos do cruzamento de mutantes a□xotróficos 

obtidos de uma única linhagem parental. apenas em 2 trabalhos 

foi constatado ganho significativo na produção (ELANDER, 1966 

apad SER�ONTI, 1969; DAS e ROY, 197B1, sendo que, nos demais 

casos a produção foi semelhante ou inferior ãs linhagens pa

rentais. Porém. certas características encontradas nos diplói 

des podem ser úteis, como foi o caso da maior estabilidade do 

diplÓide obtido por TAVARES e AZEVEDO L1974l constatada por 

BONATELLI JR. (197B), o que lhe conferia vantagem em relação 

à linhagem parental. resultando em maior produção de ácido cí 

trico com ajustes efetuados nas condições ambientais. Este di 

plóide não segrega as marcas genéticas das linhagens paren tais 

apresentando diâmetro de conídios semelhante â linhagem pare� 

tal lOvlO (BONATELLI JR •• dados não publicados). 

3.3,4. Recomliinantes 

· 3.3.4.1. Sexuais

Nos casos em que honve possibilidade do uso do 

ciclo sexual para obtenção de recombinantes foram cibservados 

ganhos de até 50% em espécies do gênero E'mexiieeZZopsis (FANT.!_ 

NI, 19621. No fungo A. niauZans este método foi eficiente na 

obtenção ae linhagens melhoradas para a produção de penicili

na. foram obtidos ganhos rápidos com a fixação de diferentes 

com5inações gênicas e/ou alélicas, o q□e é indicação de que 

muitos genes estão envolvidos na produção. Houve também evi -

a;ncias de ação gênica aditiva predomin�nte com rápido esgot� 

menta rla varianilidaae genética disponível (MERRICK, 1975a • 

1975b). 
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3.3.4.2. Parassexuais 

No primeiro trahalho. procurando determinar a 

herança das mutações positivas para produção de penicilina 

MAcDDNALD et alii (1965) constataram em P. ahPysogenum a ocor 

rência de segregação preferencial dos genomas parentais, o 

que impediu a análise proposta. Superando este problema com o 

uso de uma Gnica linhagem parental (Q-176) e de pFA (p-fluor� 

fenilalaninal como agente haploidizante, BALL (1973) estabel� 

ceu 3 grupos de ligação em P. ahrysogenum, verificando que a 

combinação nos segregantes, de mutações diferentes, ocasiona

va aumento na prod□ção. No mesmo fungo, ELANDER (1966, apud 

SERMONTI, 19691 �erificou que não houve ganho na produção dos 

segregantes estudados que, inclusive, produziam menos que o 

heterocário e o diplÓide do qual foram obtidos. 

BALL e HAMLIN (1978) estudando segregantes do 

cruzamento entre linhagens de A. ahrysogenum, constataram que 

1 dos segregantes tinha produção superior em 40% ã da linha -

gem parental mais produtiva. 

BALL et alii(l978� trabalhando com linhagem de 

A. niger produtora de amiloglicosidase, obtiveram, do diplói

de sintetizado entre mutantes coro menor e maior produção, se

gregantes, os quais facilitavam a recuperação da enzima, pois

o meio de cultura após a fermentação tinha menor viscosidase e, 

consequentemente , maior rapidez na filtração� Relataram tam

bém, que não foi possível obter esta característica com o uso

de mutagênicos.

O trabalho acima evidencia, como o trabalho de 

BONATELLI JR. (19781, que o melboramento de outras caracterís 

ticas desejáveis do ponto de vista econômico, que não a prod� 

ção, pode ser obtido pelo uso do ciclo parassexual. 
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4. MATERIAL E MtTODOS

4.1. Linhagens utilizadas 

A Figura 1 resume a genealogia das linhagens u

tilizadas no presente trabalho. 

FIGURA 1 - Genealogia das linhagens de Aspergillus niger 

pur 99 pir --1 --1

uv 

10:ylO 

NTG 9 uv 

nic
1 

pab1 tia
1 

uv uv 

9 , indicam os mutag�nicos usados na o5tenç�o dos mutantes 

NTG - N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina 

LIV - luz ultravioleta de lâmpada germicida 
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99 , indicam os símbolos usados para os mutantes, 

fwn - conídios de coloração marrom-claro, 

olv - conídios de coloração oliva, 

nic - de·Hciência nutricional para ácido nicotínico,

pab - deficiência nutricional para ácido p - ami no b e n z ó ico,

pi� - deficiência nutricional para piridoxina,

pur - deficiência nutricional para purinas (adenina ou 

guanina), 

tia - deficiência nutricional para tiamina. 

Todas as linhagens foram derivadas da linhagem 

lüvlü de A. niger, que é utilizada na produção de ácido cítri

co em escala comercial pelo m�todo de fermentação em sup�rfí  - 

cie. A linhagem lOvlO foi gentilmente cedida pelo Dr. ENRIQUE 

OUPRAT, da Fermenta - Produtos Químicos Amália S.A. (Para maio 

res detalhes ver BDNATELLI JR., 1977). 

b) Meio completo - MC  (PONTECORVO  et  alii, 1953b).

4.2.1. Meios de cultura (a quantidade dos compostos u

sados estã expressa em gramas por litro de âgua 

destilada ao menos que esteja especificado de 

outra maneira). 

a) Meio Mínimo - MM (PONTECORVO et alii, 1953b) .

Nitrato de Sódio 6,0; Fosfato dihidrogenado de 

Potássio 1,5; Cloreto de Potássio 0,5; Sulfato de Magnésio .7H2 □ 

0,5; Glicose 10; Sulfato ae Ferro e Sulfato de Zinco, traços. 

O pH do meio foi ajustado para 6, B com NaDH 4% 

ou HCl lN; quando desejado sólido foram adicionadas 15 g de 

ágar DIFCD por litro de meio. 

4.2.  Meios de cultura e soluções usadas
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A um litro de MM foram adicionados: 

P e p tona 2 , O ; C as e:[ na h i dr o 1 i z a d a L 5 ; Extra t o 

de levedura 0,5; Solução de vitaminas 1,0 ml (Ítern 4.2.2.a) e 

Solução de hidrolizado de ácirlo nucleico de leveduras 2,5 rol 

(í tem 4. 2. 2 . ó l • 

O pH do meio foi ajustado para 6,8 NaOH 4% ou 

HCl lN; quando desejado sólido foram adicionadas 15 g de ágar 

em rama por litro de meio. 

e) Meio de Fermentação - MF (DOELGER e PRESCOTT,

1934}.

Sacarose 140,0; Nitrato de Amonia 2,23; Fosfa

to Monohidrogenado de Potássio 1,0 e Sulfato de Magnésio • 7 

l:i20 0,23.

O volume rlo meio e completado para 1 litro com 

água deionizada. O p� foi ajustado para 2,0 com HCl lN. Fo

ram preparados erlenmeyers de 125 rol com 25 ml de meio e este 

rilizados coro pressão de 1/2 atmosfera e temperatura de 111 9 C 

por 30 minutos. 

4.2.2. Soluções 

a} De Vitaminas (a quantidade dos compostos e�

tã expressa em mg por 100 rol de ãgua desti

lada).

Biatina 0,2; Acido p-arninobenzóico 10; Tiamina 

50; Piridoxina 50; Ácido Nicotínico 100 e Riboflavina 100. 

A solução foi esterilizada em vapor fluente e 

guardada em frasco escuro no refrigerados, sobre clorofórmio. 
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b) De Hidrolizado de Ãcido Nucleico de Levedu

ras.

4 g de Acido N□cleico de Leveduras são utiliza 

das , sendo 2 g misturadas com 1 5  ml de NaOH lN e 2 g com 15ml 

de HCl lN. As misturas foram aquecidas a 1D09 C por 20 minutos, 

juntadas e o pH ajustado para 6,0. A mistura resultante � 

filtrada, o volume completado para 40 ml e, guardada em refri 

gerador, sobre clorof6rmio. 

e} Salina

B,5 g de cloreto de sódio sao misturadas com 

1 litro de água destilarla. Foram preparados frascos com 9 ml 

e esterilizados. 

d} Tween 80

1 ml de Tween 80 foi misturado com 1 litro de 

água destilada, a solução resultante foi distribuída 

por tubo de ensaio e esterilizada. 

e} MM com 2% ou 4% de MC

2,5 ml 

Ao meio mínimo [MMI foi adicionado meio coropl� 

t o (M C l num a . p r o p o r ç ão d e 2 % o u 4 % • As s o l a ç õ e s r e s u 1 t a n t e s f E. 

ram distribuídas 2,5 ml por tu□o de ensaio e esterilizadas. 

f} Estoque de Ãcido Cítrico

1 g de ;cirlo cítricn foi adicionada a 250 rol de 

agua destilada. A solução obtida foi agitada até a completa 
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dissolução do ácido e conservada em refrigerador. 

g) Albumina 5%

5 ml de clara de ovo foram misturadas a 95 ml 

de água destilada esterilizada, agitada até a obtenção de so

lução homogênea e, conservada no refrigerador. 

h) Fixadora

Foram misturados álcool absoluto, ácido lático 

e ácido acético glacial na proporção de 6:1:1, em volume, re� 

pectivamente. A solução obtida foi mantida ã temperatura ambi 

ente. 

i} Tampão Fosfato

Em 1 litro de água destilada foram adicionados 

Fosfato Dihidrogenado de Potássio 0,6 g e, Fosfato Monohidro

genado de Sódio 2,8 g. Conservada no refrigerador._ 

jl Corante Giemsa

foi dissolvida l g de Giemsa � quente, em 54 ml 

de glicerina. Após resfriamento, foram acrescentados 84 ml de 

metanol P.A. A solução obtida foi filtrada, novamente aqueci

da e, conservada em frasco escuro à temperatura ambiente. No 

momento do uso foi feita diluiç§o de 18 gotas do corante em 

10 ml de tampão fosfato [ftem 4.2.2.il. 

4.3. Suplementos adicionados· aos me�os de cultura 



4.3.1. Ao meio mínimo - MM 

Composto 

Ácido Nicotínico 

Ácido p-aminobenzóico 

Adenina 

Pirido.xina 

Tiamina 

Concentração final 

no meio 

0,05 µg/ml 

0,7 µg/ml 

70 1Jg/ml 

0,05 µgJml 

0,05 -µg/ml 

4.3.2. Ao meio de fermentação - M� 

Composto 

Acido Nicotínico 

Ácido p-aminobenzóico 

Adenina 

Piridoxina 

Tiamina 

Concentração final 

no meio 

5 Jlg/ml 

5 }lg/ml 

25 -µg/m 1

5 -pg/ml

5 )lg/ml

4.4. Esterilização e temperatura de incuhação 
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Todos os meios de cnltnra e solnç8es utiliza

das [exceto quando especificado de maneira diversa) foram 

esterilizados em autoclave ã temperatura de 1209 C e com pre� 

são de 1 atmosfera por 15 minutos. 

Os e�perimentos foram conduzidos em estufas com 

temperatura regulada a 289C. 

4. 5. Reversão de marcas· auxot:rÔficas
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ConÍdios das linhagens selecionadas para o e�

perimento foram coletados· em solução de tween 80 de colônias 

com 6-8 dias, seu número estimado em lâmina hematimétrica e,a 
5 

concentração ajustada por diluição em salina para semear 10 

10
6 .. d. 1 coni ios por p aca.

Uma das linhagens - nic - teve parte da sus ---1 
pensao de conídios submetida a tratamento com luz ultraviole

ta (UV) por tempo suficiente para ser obtida sobreviv�ncia de 

1-5% a fim de serem estudadas reversões induzidas 

JR., 1977). 

4.6. Técnicas genêticas 

(BONATELLI 

As técnicas genéticas utilizadas estão basea -

das nos relatos de PONTECORVO et alii (1953b) para trabalhas 

que utilizam a ciclo parassexual e seguem, como :referências 

principais, a obtenção de heterocários. diplÓides e segregan

tes dos diplÓidesc 

4.6.1. Obtenção de heterocãrios 

Conídios de linhagens diferentes quanto � mor

fologia e/ou defici�ncias nutricionais foram misturados em 

tubos de ensaio contendo MM líquido com MC líquido na propor

ção de 2% ou 4% (ítem 4.2.2.el. Após 2-4 dias de incubação, a 

película desenvolvida na superfície do líquido é transferida 

para placas de Petri contendo.MM sólido. Este Último passo 

permite a evidenciação do micélio �eterocariótico formado co 

mo setores de crescimento vigoroso. 
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4.6.2. Isolamento de colônias prototrÕficas 

Conídios foram coletados de setores heterocari 

óticos em solação de tween 80 e semeados em placas de 

contendo MM sólido. Foram utilizadas concentrações de 

10
6 

conídios por placa, sendo o número de conÍdios

Petri 

10
4 

estimado 

em lâmina hematimétrica. As placas foram incubadas por 3-5· 

dias. As colônias crescendo isoladas com coloração de conÍdios 

e morfologia uniformes foram selecionadas, e seus conídios 

transferidos para MM sólido por inoculação em estrias. Após 

2-4 dias foi observado o crescimento que, no critério seleti

vo adotado, deveria ser uniforme ao longo das estrias, com a

coloração de conÍdios e a morfologia das colônias semelhantes

à colônia original [lOvl□).

Depois da seleção procedida como descrito aci 

ma, foram efetuadas medidas ao diâmetro de conídios e 

de crescimento em Benlate [ÍteTD 4.6.3.l. 

4.6.3. Haploidização de colônias prototrÕficas 

teste 

O agente haploidizante usado foi o fungicida 

Benlate lmetil-1- (óutilcarbamoil)-2-úenzirnidazol carbamato 1 

nas concentrações de 1 a 4 �gJml de MC (HASTIE, 19701. Além 

de poder óaploidizar as linBagens prototróficas, evidenciando 

setores, a presença do fungiciaa no meio de cultura retarda o 

seu crescimento tornando irregulares as bordas das colônias • 

Esta observação foi usada como critério adicional na caracte

rização das colônias prototr6ficas. 

Os setores oútirlos foram purificados por inoc� 

lação em estria e, em seguida, pela ofitenç�o de col6nias iso

ladas. Foram estocados em tubos de ensaio contendo meio com -

pleto sólido inclinado. Foram tamüém classificados quanto 
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morfologia [coloração de conídiosl, auxotrofias e, em alguns 

casos, quanto ã ploidia, por medida de diámetro de conídios. 

4.7. Avaliação aa produção de ãcido cítrico das 

de A. niger. 

linhagens 

4.7.1. Fermentação em meio de DOELGER e PRESCOTT (1934) 

Foram preparadas as suspensoes de conídios em 

solução de tween 80 ã partir de linhagens desenvolvidas por 

7 dias em toóos de ensaio contendo meio completo inclinado 

Das suspensões foram coletados 0,2 rol para serem inoculados em 

erlenmeyers contendo meio de fermentação. 

No caso dos mutantes a□�otróficos o composto r� 

querido foi adicionado de acôrdo com o ítem 4.3.2. Nas linha

gens prototróficas foi adicionada a mesma quantidade em volu

me de água destilada esterilizad a  para compensar a diluição do 

meio de fermentação. 

O período de fermentação foi de 7 dias a 28 9 C • 

O meio de fermentação resultante foi filtrado atrav�s de pa 

pel de filtro e estocado em frasco com tampa de baquelite no 

congelador (-16 9 Cl por período de, no máximo, uma semana. 

4.7.2. Determinação da quantidade de âcido cítrico 

4.7.2.1. Titulação do meio de fermentação 

foi retixad� uma alíquota de 1 ml do meio de 

fermentação que foi titulada com solução de NaDH 0 6 1 N. usan

do como indic�dor 2 gotas de solução alcoólica de fenolftaleí 
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na 1% [peso por volumel. A solução básica utilizada foi pre -

viamente padronizada com Biftalato de Potássio 0,1 N. 

4.7.2.2. Determinação do âcido cítrico 

M;todo de MARIER e BOULET (1958). 

Alíquotas dos meios rle fermentação foram conve 

nientemente diluídas para que a concentração final do ácido 

cítrico oscilasse entre 200 - 400 pgJml. Das diluições foram 

retiradas amostras de 1 ml que seguiram pelo procedimento a

baixo: 

1) Adição de 1,3 rol de piridina, seguida de a

gitação,

21 Adição de 5,7 ml de anidrido acético, com a 

gitação, e 

31 Colo�ação imediata em banho-maria regulado 

a 32 9 C por 30 minutos. 

As soluções padrão com 200, 300 e 400 µg de 

cido cítrico em 1 ml e o branco - 1 ml de água destilada 

seguem o mesmo procedimento. As leituras foram feitas em colo 

rfmetro marca f□Jl EP-412 com fi lt:ro de 472 nm. 

a-

4.7.2.3. Câlculo da concentração de âcido cí -

t-ri:co no :meio de fe·rmentação. 

Devido as correlações encontradas entre a titu 

lac;ão (ácidos totais) .do meio de fermentação e a quantidade.de 

ácido cítrico produzida pelas linbagens em estudo, tanto pela 

FERMENTA (D□PRAT, comunicação pessoal ; BONATELLI JR., 1978 ) 

como por BONATELLI JR. (la77), foi decidido expressar. no pr� 
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sente trabalho, a concentração de ácido cítrico pelo volume tE 

tal de Na□ H 0,1 N utilizado para neutralizar a amostra do meio 

de fermentação (ítem 4.7.2.1}. A adoção desta maneira de ex

pressar nao quer indicar que toda a acidez medida seja devida 

ao �cido cítrico mas, que o valor do volume total da base uti

lizada representa convenientemente a quantidade do �cido que 

interessa ao estudo, 

4.8. Técnicas citolÕgicas 

4,8,1 • .MedLda do diâmetro de conídios 

Confdios foram coletados rle colónias que cresce

ram em �e s6li.do por 7 dias. Os conídios coletados foram colo

cados em lâmina com 1 gota de lisol (lisoforrn bruto diluido 1: 

10 em água destilada} e, medidos com auxílio de ocular microm� 

trica [lOxl em microsc8pio com objetiva de aumento 40x. 

4.8.2. Contagem do número de núcleos em conídios 

Conídios de linhagens com 1-2 dias de crescimen-

to em MC sólido foram coletados, colocados em lamínula com 

uma gota de solução de albumina 5% lítem 4.2,2.gi. Foram, em 

seguida, misturados com a albumina e espalhados na superfície 

da lamínula com auxílio de alça de 

a secagem, foram colocados durante 

dora (ítem 4.2.2.ól. Foram, então, 

co6licas R5%, 70% e 50% e, em 6gua 

platina esterilizada. 

10 minutos em solução 

hidratados em soluções 

destilada. Foi feita 

Após 

fixa-

al-

então 

hidr6lise com HCl lN durante 5 minutos� temperatura ambiente 

e, em seguida, em banho-maria regulado a 60 9 C por 6 minutos . 
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A aeguir; foram lavados em tampão fosfato (ítem 4.2.2.i) por 

5 vezes, corados por 15-20 minutos em Giemsa (item 4.2.2.j) , 

lavados novamente em tampão fosfato e, finalmente. observados 

em microsc6pio. O nGmero de nacleos foi estimado num mínimo 

de 100 e no máximo 180 conídios. Esta técnica foi citada em 

PAES OE BARROS (1977). 

4.�. Análises estatísticas

Estão discriminados apenas os testes não-paramé 

tricos utilizados. Os paramétricos são encontrados em PIMENTEL

GOl"IES U966). 

4.9.1, Prova de KRUSKAL-WALLIS (SIEÇEL, 1956). 

São atribuídos postos a cada uma das N observa

ções das amostras a serem comparadas, senno que, à menor das 

observações atribui-se o posto 1, � seguinte o posto 2, ... e 

â maior, o posto N. Em seguida determina-se a soma dos postos 

de cada amostra. Com os valores obtidos, usando-se a f6rmula 

abaixo, podemos saber se as amostras são diferentes ou não: 

Fórmula para o cálculo de H 

12 I<. 
R j2

H -= E - 3 (N+l)

C.N+ll j= 1 nj 

aonde: I<. -= nõmero de amostras 

nj .:::: 
,. de amostra jnumero casos na 
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N = nj, número de observações em todas as 

comEJ.inarlas 

amostras 

Rj = soma dos postos na amostra 

E = indica o somatório de todas as K amostras. 
j= 1 

Ocorrendo empate entre as observações das amos

tras o valor H é corrigido pela fórmula abaixo: 

tl 

ET 
1 -

N
.3

- N

aond&: H = 

c valor corrigido de H,

T = t
3 

- t ( t , sendo o numero de opservações empata-

das em um grupo de escores empatados) 

N = N. lver fórmula anterior)

ET = somatório de todos os grupos de empates. 

O valor de� quando o tamanho das amostras nao 

é muito pequeno, i.e, menor que 5 casos nos diversos grupos , 

tem distribuição s�melhante ao qui-quadrado com GL = k - 1. 

4.�.2. Prova de KOLMOGOROV�SMIRNOV (SIEGEL, 1956)

Esta prova nos informa se duas amostras foram 

e�trafdas rla mesma população (ou de populações com mesma dis

tribuição), sendo sensível a qualquer diferença nas distribu� 

çoes - diferenças de locação (tend�ncia central), na disper -

sao, na assimetria, etc. 
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,t'Jétodo 

11 Construímos orna distriBuiç;o de frequência 

cumulativa para cada amostra de oóservações, utilizando os 

mesmos intervalos para amDas as· distriDuiç6es. N�o � necessã

rio que o número de casos seja igual nas amostras. 

21 Para cada intervalo subtraímos uma função da 

outra. 

3) A prova testa o maior desses desvios consta-

tados. 

Fórmula para cálculo da diferença significativa 

D = 1, 36 / 

aonde: D = diferença significativa. 

nl 
= número de casos na amostra 1 •

n2 
= número de casos na amostra 2. 

1,36 = valor da Tabela para cálculo da s i g n i f i c ã nci a

nível de 5%.

O v a 1 o r d e- D é t e s t a d o c o n t r a o v a 1 o r 

de acôrdo com o ítern 3 de Método. 

obtido 
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5. RESULTADOS

5.1. Parassexualidade 

5.1.1. Obtenção de colônias prototrÕficas 

Na Tabela 2 estão resumidos os resultados obti 

dos nos cruzamentos efetuados de acôrdo com os ítens 4.6.1. e 

4.6.2. Como pode ser verificado apenas o procedimento usando 

4% de meio completo foi eficiente e, portanto. foi utilizado 

nos demais cruzamentos. 

5.1.2. Caracterização das colônias prototrôficas 

A caracterização das colónias foi feita inici

almente pelos crit�rios de di�metro de conídios lítem 4.8.1.) 

e crescimento em Meio Completo contendo 2 µg/ml de Benlate (í 

tem 4.6.3). Os resultados obtidos estão na Tabela 3. Foram 

constatados 2 tipos de colônias prototróficas. CS (com seta -

resl e AS (ausência de setores}, de acôrdo com os dados obti 

rlos no teste em Benlate e na medida do di�metro de conídios . 



.32. 

No cruzamento 3x5 foram obtidos os 2 tipos de colônias. 

As colônias prototróficas usadas no presente 

trabalho, q ue evidenciaram segregaçao em Benlate, posteriorme� 

te tiveram o número de núcleos em conídios estimado de acôrdo 

com o ítem 4.8.2. Os dados estão na Tabela 4, junto com os re-

sultados o5tidos com as linhagens parentais, inclusive 

lOvlO. 

5.1.3. Segregaçio das linhagens prototr&ficas 

a

As linnagens prototróficas, que pelos critérios 

citados nos ftens anteriores puderam ser discriminadas inequi

vocamente das linnagens parentais - tipo CS, foram deno�ina -

das dipl6ides, e destas segregantes foram obtidos ap6s o trat� 

menta com Benlat� lítem 4.6.3) para estudar a heterozigose das 

marcas genéticas envol�idas nos cruzamentos. 

As Tabelas 5 e 6 resumem as observações feitas 

nos segregantes do diplÓide nic1/Jpab1fwn1. Os resultados indi

caro ligação entre os genes fwn1 e nic1•

Os segregantes do diplóide pur1//pir1olv1 estão

discriminados nas Tabelas 7 e 8 e, na Figura 2. Pode ser veri

ficado que não há ligação entre as marcas genéticas e, que o 

diâmetro dos conídios dos segregantes é semelhante ao constata 

do para as linhagens parentais. 

Na Tabela 9 estão os segregantes do diplóide 1 

do cruzamento tia1Jwn3/Jpir1olv1 e, na Tabela 10, os segregan

tes do diplÓide 2 do mesmo cruzamento. Pode ser evidenciado que 

o diplÓide 1 só segregou para o gene fwn3 e, o diplÓide 2 se -

gregou os genes fwn3, tia1 e pi�1. Não houve evidências de li

gação entre os genes considerados. 
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5.2. Produçio de icido cítrico 

As linhagens utilizadas no presente trabalho fo 

ram ensaiadas q□anto â prod□ção de ácido cítrico de acôrdo 

com os ítens 4.7.1 e 4.7.2 e seus sub-itens. 

5.2.1. Das reversoes dos mutantes au_xotrÕficos 

Os reyertentes estudados foram isolados dos mu 

tantes auxotrÕficos de acôrdo com o ítem 4.5. 

Nas Tabelas 11, 12 e 13, estão os resultados ob 

tidos com os revertentes espontâneos dos mutantes pur1- pu�R1
e purR2, e pir1 - pirR1 a pirR4 comparados com as linhagens

auxotróficas e a linbagem lOvlO. Pode ser nótado que existem 

revertentes com produção igual ou menor que a linhagem lOvlD, 

e outros com produção intermediária entre as linhagens paren

tais auxotróficas e prototróficas. 

Nas Tabelas 14, 15 e 16, estão os resultados ob 

tidos com as re�ersões espontâneas - E1 e E2, e induzidas -11
a I11 - com luz ultravioleta do mutante nic1 comparadas com

a linhagem auxotrófica e a linhagem parental lOvlD. Neste ca 

so os revertentes espontâneos não diferem das linhagens pare� 

tais, enquanto que os induzidos foram iguais às parentais, c� 

linhagem 

lOvlO e de todos, menos 13, com nic1. Três dos revertentes -

I8, 19 e r 11 - produziram menos que a lDvlO.

s.2.2. �os diplÕides

Os diplÕides caracterizados de ac6rdo com os 
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procedimentos relatados em 5.1.2, foram ensaiados quanto ã 

produção de ácido cítrico, com os resultados discriminados 

nas Tabelas 17� 18, 23 e 27. Os dip16ides obtidos não produ

ziram mais ácido cítrico que as parentais au�otr6ficas. exce 

to os obtidos do cr□zaroento entre tia1fwn3 e pir1olv1• que

diferem significativamente da linhagem pir1olv1 . Os_ obtidos

do cruzamento entre pur1 e pir1olv1 diferem significativame�

te da linhagem l □vl□, o que não ocorre coro os obtidos nos 

demais cruzamentos. 

5.2.3. nos segregantes de diplÕides 

Os resultados obtidos com os segregantes es

tão discriminados nas Tabelas de 1g a 22 e Figura 3, compar� 

dos com as linhagens parentais. Como pode ser observado não 

b& rliferença significativa entre os segregantes e as linha -

ge�s parentais, com os segregant�s prototr6ficos produzindo 

mais �cido cítrico que os auxotr6ficos. 

Nas Tauelas 23 a 25 estão os dados obtidos com 

os segregantes comparados com as linhagens parentais. Os se 
. -

gregantes são semelhantes estatísticamente quanto â quantid� 

de de ácido cítrico acumulada. às linhagens auxotr6ficas e 

ao àiplóide que lbes deu origem, diferindo da linhagem l□vl□.
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Os resultados obtidos, com a comparação com as 

lináagens parentais, estão sumariados nas Tanelas 26 a 28. Os 

segregantes testados são diferentes significativamente da li

nhagem pir
1

01�
1

• 
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TABELA 2 - freqDência de colônias prototr6ficas em cruzamen

tos de lin�agens de Aspergillus niger. 

LINHAGENS NO 

CRDZAMENTO *
ME'.TODO 

COLÔNIAS PROTOTRdFICAS 

(POR 10 6 CONÍOIOS)

** 
9 

II o 

I 30 

II o 

I 81 

II o 

1 

II o 

* , para símbolos das linhagens ver FIGURA 1.

** , mitodos I - M� + 4% de MC

II - MM + 2% de MC Citem 4.2.2.el 

*** 

*** , obtida apenas uma colônia prototrófica e a suspensao de 

conídios não foi contada. 
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r�BELA 3 - Diâmetro de conídios e crescimento em Benlate das co

lõnias prototróficas comparadas com as linhagens pa-

rentais. 

* 

LINHAGENS 
CRESCIMENTO BEN 

LATE (2 µg/mll** 

1. n1c1

2. pab1fwn1
3. pirl�l

4. tia1pir3

5• �1�3

6 • .E..!:!.!:1

7. cruzamento lx2
*** 

AS 

AS 

AS 

AS 

AS 

AS 

cs 

8. cruzamento lx3 a AS 

b 

e 

9. cruzamento lx4

10. cruzamento 2x3 a

b 

e 

u. cruzamento 2x4 a

b 

e 

12. cruzamento 3x4 a

b 

e 

13. cruzamento 3x5 a

b 

14. cruzamento 3x6

AS 

AS. 

cs 

AS 

AS 

AS 

AS 

AS 

AS 

ÁS 

AS 

AS 

cs 

AS 

cs 

OIAMETRO 

(µm) 

4,29 

4,23 

4,13 

3,81 

_4,26 

3,69 

5,03 

3,98 

4,46 

4,22 

4.70 

3,98 

3,98 

3.98 

4,22 

3,98 

4,71 

3,98 

3.72 

5.31 

4.30 

4.81 

* , para s!mbo!o das linhagens ver FIGURA 1.

@ 

RELAÇA□ OIA�ETRO PRO

TQ1RÕFICAS / PARENTAIS 

1.17 - 1,19 

0,93 - 0,96 

1,04 - 1,08 

0,98 - 1.02 

1,09 - 1.23 

o,·94 - o,96 

0.99 - 1.11 

1.os - 1,17

0.94 - 1.04 

1,14 - 1.24 

0,96 - 1,04 

0,90 - 0,98 

1,25 - 1.29 

·1,01 - l.04.

1,16 .. 1,31

, !§_, significa colônias sem setor-as e crescimento COIIJ bordas reg�lares e,

.E§.. significa colônias com setores e crescimento _com·bordas irregulares,

e, ind::�
•lônioo bol•de• indopondont=ente.
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TA6ELA 4 - Número de núcleos em conídios de linhagens prato -

trÓficas e mutantes de AspePgiZZus nige�. 

LINHAGENS 

l0vl0 

nic1

pab1fwn1

pur1

pir1olv1

tia1fwn3

nicr/]pab1 fwn 1

pur1/Jpir1olv1

** 

tia1fwn3//pir1olv1

C0NÍDI0S 

DIAMETR0 

(µm) 1 

5,35 33,11 

4,29 56.63 

4,23 76,10 

3,69 90,20 

4,13 84,06 

4,26 68,99 

5,03 78,32 

4,81 77,02 

5,31 71,59 

NÜMER0 DE NlJCLE0S 

2 3 

** 

65,57 1,32 

42.71 0,66 

23,90 

9,80 

15,94 

31,01 

20,28 1,40 

21.74 1,24 

27,27 1,14 

* representado em porcentagem de conídios com 1. 2 ou 3 núcleos.

** a notação indica linhagens parentais cruzadas para obten

ção das linhagens prototrÕficas.
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TABELA 5 - Característica morfológica. (coloração de confdios) e 

auxotrofias dos segregantes isolados do dipló_ide

�l//pabl�l• 

SEGREGF-NTE COLORAÇAO AUXOTROFIA SEGREGANTE COLORAÇAO AUXOTROFIA SEGREGANTE COLORAÇAO AUXOTROFIA 

N' CDN!OIOS pab* nic* N9 CON!DIOS pab nic N9 CON!DIOS pab nic 

·fwn • 21 fwn • 41 fwn • • 

2 fwn . . • 22 fwn • • 42 fwn • ♦ � -� 

3 fwn • ♦ 23 fw'l ♦ + 43 fwn + 

** 

fwn I I 24 fwn + + 44 fwn • • 

5 · fwn I I 25 fwn • + 45 fwn + 

6 fwn • 26 fwn • ♦ 46 fwn ♦ ♦ 

7 fwn + ♦ 27 fwn + + 47 fwn • + 

a· fwn + 26 preta + 48 fwn. ♦ 

9. fwn + 29 �wn ♦ + 49 fwn + 

10 fwn ♦ • 30 fwn + + 50 fwn ♦ 

11 fwn ♦ ♦ 31 fwn + + 51 fwn • 

12 fwn • • 32 preta 52 fwn • •♦

13 fwn • 33 fwn • ♦ 53 fwn • ♦ 

14 fwn • ♦ 34 fwn • 54 fwn ♦ •

15 fwn I l 35 fwn • 55 fwn • • 

16 fwn • 36 fwn + • 56 fwn + •

17 fwn + 37 fwn • 57 fwn ♦ 

18 fwn + 38- preta 58 fwn • • 

19 -fwn • + 39 fwn • 59 f,�n ♦ 

20 fwn + • 40 fwn + ·+ 60 fwn • • 

"'· para símbolos de coloração de conídios e auxotro-fias ver FIGURA 1.

Os sinais .. e - significam, respectivamente. prototrofia e auxotrofia 
p�r� as marcas genéticas ensaiadas. 

** Segregantes perdidos • 
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MARCADOR 

MARCADOR nic 

+ 

� + 33 1 

21 2 

fwn 

+ 

paE:i. + 1 33 

2 21 

fwn 

+ 

nic + o. 54 

3 o 

O�servação: Os segregantes analisados, num total de 57� es -

�. tão discr:t:minados na Tabela 5.
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TABELA 7 - Car�cterística morfológica [coloração de conídios) 

e auxotrofias dos segregantes isolados do diplóide 

pur1JJpir101v1•

SEGREGANTE COLORAÇAO AUXOTROFIAS *

N9 CONÍDIOS pir pur 

1 preta + + 

2 oliva + 

3 oliva + + 

**  
oliva + 

5 preta + + 

6 oliva + + 

7 oliva + + 

8 preta + + 

9 oliva + 

10 oliva + + 

11 oliva + + 

12 oliva + 

13 preta + + 

14 preta 

* para símbolos das auxotrofias ver FIGURA 1. Os sinais + e - signifi-
cam, respectivamente, prototrofia e auxotrofia para as marcas genéti
cas ensaiadas.

** , o segregante n 9 4 durante a análise genética originou, espontaneamen 
te, outro segregante com conídios marrons que apresentava a mesma de 
ficiência nutricional lau�otrofia) do original. 
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TABELA 8 - Análise mitôtica do diplÓide pur
1

//pir
1

olv
1 

MARCADOR 

MARCADOR pur 

+ 

pir + 9 o 

4 1 

olv 

+ 

pir + 4 5 

1 4 

olv 

+ 

par· + 4 9. 

l o 

Oóservação: Os segregantes analisados. num total de 14, es -

tão discriminados na Tabela 7. 
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figuro 2 

REPRESENTAÇÃO GRÁFICA 00 DIÂMETRO MÉDIO OE CONÍDIOS DAS 

LINHAGENS PARENTAi$ E HISTOGRAMA DOS DIÂMETROS DOS SEGREGANTES 
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TABELA a - Característica morfológica (coloraç;o de conídios) 

e auxotrofias dos segregantes isolados do diplóide 

1 Ctia1fwn3/Jpir
1

olv11

COLORAÇAO SEGREGANTE AUXOTROFIAS SEGREGANTE COLORAÇAO AUXOTROFIAS 

N9 CON!OIOS pir tia N9 CONÍDIOS pir_:_ tia 

1 fwn + + 16 fwn + + 

2 fwn + + 17 fwn + + 

3 fwn + + 18 fwn + + 

4 fwn + + 19 fwn + + 

5 fwn + + 20 fwn + + 

6 fwn + + 21 fwn + + 

7 fwn + + 22 fwn + + 

8 fwn + + 23 fwn + + 

g fwn + + 24 fwn + + 

10 fwn + + 
· 25 fwn + + 

11 fwn + + 26 fwn + + 

12 fwn + + 27 fwn + + 

13 fwn + + 28 fwn + + 

14 fwn + + 29.. fwn + + 

15 fwn + + 30 fwn + + 

* , Para significado dos símbolos de coloração de conídios e

auxotrofias ver FIGURA 1. Os sinais + e - significam, res 

pectivamente. prototrofia e auxotrofia para as marcas ge

niticas ensaiadas. 



TABELA 10 - Característica morfológica Ccoloração de conídios l 

e auxotrofias dos segregantes isolados do diplói� 

de 2 

SEGREGANTE COLORAÇAO AUXOTROFIAS 

N" CON!OIOS pir tia 

1 fwn + + 

2 fwn + 

3 fwn + + 

4 fwn + + 

5 fwn + + 

6 fwn + + 

7 fwn + 

B fwn + 

9 fwn + 

10 fwn + + 

11 fwn + + 

12 fwn + + 

13 fwn + + 

*, para significado dos símbolos de coloraç�o de conídios e 

auxotrofias ver FIGURA 1. Os sinais + e -. significam, res 

pectivarnente, prototrofia e auxotrofia para as marcas gen� 

ticas ensaiadas. 
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TABELA 11 - Produç�o de �cido cítrico de mutantes auxotr6fi -

cos e suas reversões comparadas coro a linhagem p� 
rental 1av10 

LINHAGENS REPETIÇÕES 

I II 

lDvlD 9 ,. 6 
*** 

9 ,. 3 

pur1 0,.3 0,6 

pir1 0 ,. 4 O, 5 

** 
purR1 11 .. 8 6,1 

purR2 4 .. 7 6,4 

pirR1 6 .. 8 8,9 

pirR2 4 , l 3,8 

pirR3 O .. 6 0,4 

pirR4 0,4 0,6 

* , para significado; dos símbolos das linhagens parentais 

** 

ver FIGURA 1. 

, símbolos indicam .reversões dos mutantes pur1 - purR e

E.!!,1 ... pirR. ·

**• , produç�o de Scido cítrico e�pressa em rol de NaOH 0,1 N 

(:{tem 4. 7. 2. 31. 
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TABELA 12 - Análise da variância dos dados da Tabela 11. 

FONTES DE VARIAÇÃO GL SQ QM 

TRATAMENTOS 8 241,670 30,20875 

RESÍDUO 9 20,075 2.23055 

TOTAL 17 

** , diferença si�nificativa ao nível �e 1%. 

F 

** 

13,543 
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TABELA 13 - Teste de midias dos dados rla Ta�ela 11. 

LINHAGENS MEDIAS 

lOvlO 9,45 a 

purR1
8 ., 9. 5 a b

pirR
1 

7 ., 85 b e 

purR
2

5 ., 55 li e d 

pirR
2 3 ., 95 d e 

pirR
3 0 ., 50 e 

pirR
4 O ., 50 e 

pur1
O ., 45 e 

pir --1 O ., 45 e 

* , linhagens com a mesma letra não dife.re.m significati'1amen

te a nfwel de 5% pe.lo teste �e DUNCAN lPIMENTEL GOMES

19.661. 
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TAaELA 14 - Frodnçâo de ácido cítrico da linbagem auxotrófi

ca n:i: e 1 e de s □as revers Ões e spon tâ neas (E) e i .!:!.

duzidas (Il por luz ultravioleta (UV) comparadas 

com a linhagem parental l0vl0 

LINHAGENS REPETIÇ(jES 

I II 

l0vlQ 18.1 12,6 

nic1 8,7 9,9 

E 14.9 10,2 1 

E 18,8 10.6 2 

Il 20.0 13.9 

I 8,4 8�9 2

I3 16.3 17,8 

I 17.9 13,5 4 
I 10.1 9,0 

6 

I7 12,5 13,5 

I
8 5,2 6,6 

I .. 9 6,4 8,8 

110 9,1 14,5 

111 6,7 4,9 

* 
, pro d u ç ã o d e á e i d o e :t: t ri e o e.x p r e s s a em m 1 d e N a O E:I O , l N ( :! 

tem 4.7.2.31. 
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TABELA 15 - Anãlise- da vari�ncia dos dados da Tafiela 14 

FONTES DE VARIAÇAO GL SQ 

TRATAMENTOS 13 403,75 

RESÍDUO 14 111,21 

* ,  significativo ao nível de 5%.

QM 

31,0577 

7,9436 

F 

* 

3,9098 
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TABELA 16 - Teste de m�dias doa dados rla Tabela 14. 

LINHAGENS 111::DI AS 

I3 17, 05 a 

Il 16,9.5 a 5. 

I4 15,70 a b e 

1 Ü'1 l O 15,35 a ó. e d 

E
2 14,70. a b e d e 

I7 13,00 a b e d e f

E
l 12,55 a El e d e f g

110
11,BQ a b. e d e f g

I
s 

9 .. 55 b e d e f g

nic
1 

9 .. 30 b e d e f g

I2 8,65 d e f g

Ig 7,60 f g 

I
a 5,90 g 

I 11
5 .. 80 g 

* ,  linhagens com a mesma letra não diferem significativame� 

te a nível de 5% pelo teste de D□NCAN [PIEENTEL GOMES , 

Hl66l. 
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TABELA 17 - Produção de ácido cítrico dos diplÓides n:!.t/l�1fwn1
comparada com as linha&ens parentais. 

* 

LINHAGENS REPETIÇÕES 

II 

PRODUÇÃO 

MEDIA 

AMPLITUDE 

TOTAL 

lOvlO 
** 

13.0 13.9 

9,1 11,7 

10,0 -8,8

III 

12.1 

10.2 

4,5 

2.6 

1,4 
*** 

9,4 

9,9 

10.2 

10,6 

9,7 

10.1 

14,5 

13.0 

13,6 

13,6 

12.5 

11.7 

13,8 

12,9 

11.4 

11.a

12.1

10.9

11,0

.�1 

npf 7 

�9 

� 12 

npf 16 

� 27 

� 28 

npf 29 

npf 35 

npf 47 

npf 48 

npf 50 

npf 60 

npf 61 

* 
• 

** 

*** 

7,7 12.1

15.7 14,4

11,8 16,1

14,8 13,0

12,1 15,4

10.2 10,4

13,3 9,8 

11.5 11.1 

15.0 14.1 

9,7 12,6 

12,8 12,8 

10,5 12,9 

9,6 11.7 

10,5 11.1 

13,5 

11.2 

13,0 

13,3 

16.8 

12.1 

12,7 

9,5 

11,9 

9,9 

13,0 

11,4 

11. 5

para símbolos das linhagens ver FIGURA 1. 

.4,4 

2.2 

4,9 

1.a

3.3

6,6

3,5

5,6

5.5

2.9

2,9

2.s

2.1 

1.0 

produção de écido c!trico expr�ssa em m¾.,de NaOH 0,1 N Cí 

tem 4.7.2.31. 

notação indicando diplóide, os-números indicam diferentes i

solados. 

Observação: os dados foram comparados pela Prova de KRUSKAL-WALLIS 

com H = 21,072 ns a 5% comparado cem o valor da taba e 
la de qui-quadrado com 16 GL. �ue é igual a 26,30. 
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TABELA 18 - Produção de âcido cítrico .de .diplóides pur1//
pir1 oiv1 comparada com a das linhagens parentais

REPETIÇÃO PRODUÇÃO 

LINHAGENS I II III MEDIA 

* *** 

pop1 0,3 0.4 0,3 0,33 

PºPz 0.3 o. 3 0, 3 0,30 

** 

pur1 o.s 0,4 0,4 0 ., 43 

pir1olv1 □ . 3 0,4 0,3 0,33 

* notação indicando diplóides; os numeras indicam dife-

rentes diplÓides.

** 

para símbolos dàs linhagens ver FIGURA 1 •

*** produção de ácido cítrico expressa em ml de Na □ li O,lN

C.í tem 4.7.2.3].
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TABELA 1a - Produção de ãcido cítrico �as lin�agens paren -

tais dos segregantes da Tabela 5. 

LINHAGENS 

REPETIÇÕES nic
1 

pab
1
fwn

1 

1 10,7 9,0 

2 6,2 18,7 

3 12,4 8,6 

4 8,6 5,1 

5 11, 5 4,8 

6 10,8 11, 4 

7 9,3 a.o

8 10.0 8,2 

9.. 11, O 10,7 

lü. 10,0 8,1 

11 11,9 5. 8

12 8,2 9, 8 

1.3 s.s 6,5 

14 10.2 10.0 

15 5,8 8,6 

16 9.. 7 11 ., 3 

1.7 8,2 9,3 

** 
18 17,2 

* produção de ácido cítrico expressa em ml de Na□H O. 1 N (í tem 4. 7 .2. 3)

*-* , frasco de fermentação perdido. 
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TABELA 20 - Produção de ácido cítrico rlos segregantes obtidos 

do diplÕide nic1JJpa_!::1fwn1 citados na Taúela 5.

SEGREGANTE PRDDUÇAD SEGREGANTE PRODUÇAD SEGREGANTE PRODUÇÃO 

N9 N<i' N9 

5,0 21 11, 4 41 9 .. Q 

2 10.s 22 9,3 42 - **

3 8,9 23 8,4 43 8,7 

4 17,6 24 6,2 44 1L7 

5 9,5 25 13,8 45 

6 18,0 26 10.0 46 16,7 

J 10.1 27 10,3 47 5,3 

8 5,0 28 7.4 48 

9. '9 • 3 29 13,2 49 6,6 

10.. 10,6 30 10.2 50 6 .:o 

11 9,6 31 10,3 51 

12 13,5 32 a.s 52 

13 11,7 33 12,6 53 13.2 

14 10,7 34 6,0 54 7.7 

15 8,0 35 a.o 55 7.2 

16 11,1 36 6,0 56 16,7 

17 8,4 37 10,0 57 7,9 

18 9,5 38 7,5 58 

19. 9., 2 39 6,4 59 

20. 10,2 40 9,0 60 

* , produç�o de ácido cítrico expreésa em ml de ·NaOH 0,1 N (í

tem 4.7.2.3). 

** , frascos de ferrnentaç�o perdidos. 
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TABELA 21 - Prova de KDL1'1DGOROV-Sl:'.JIRNOV com as distribuições 

dos dados da FIGURA 3. 

LINHAGENS 

LINHAGENS nic
1 

nic
1 

-□ ,4599 0,2027
ns

SEGREGANTES 

SEGREGANTES 

O 37ª9. 0,1539
ns

. ... 

0,3719 0,1262
ns

Os valores discriminados sao, em ordem: 1 9 ) calculado [ítem 

4.9.21 e 2 9) máxima diferença entre as distribuições. 

ns • diferença nao significativa a nível de 5%. 

Observação: foi feito teste entre a distribuição de segrega� 

tes auxotróficos contra distribuição de segregan

tes prototróficos sendo obtido o resultado 0,3953 

0,3517
n 5

•
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TABELA 22 - Teste dos dados das Tabelas 19 e 20 de ac6rdo com 

o procedimento da prova de KRUSKAL-WALLIS.

LINHAGENS 

nic
1 

SEGREGANTES 

PROTOTRÕFICOS 

SEGREGANTES 

AtlXOTROfI.COS 

nic
1 

0,6538
ns

LINHAGENS 

SEGREGAl'JTES 

PRDTOTRÚFICOS 

0,7025
° 5 

2,1990
° 5 

* ,  diferença significativa ao nível de 2%.

SEGREGANTES 

AUXOTRÓFICOS 

6,361 
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· TABELA 23 - Produção de ácido cítrico doa segregantes citados

na Tabela 7 obtidos dos diplóides pur1 ././ pir1olv1
comparada com as linhagens parentais. 

REPETIÇÕES 

LINHAGENS I II 

lDvlD 18.1 12,6 

§.5 
2,4 o.s 

§.13 
1,9 1.3 

�8 
1, 1 0,2 

§.15 
0,6 0,3 

s
s 

0,4 0,3 

pur1
0,4 0,3 

pirl�l
0,4 0,3 

�4 
o.3 0.3 

s ·-3 
0,4 0.2 

s -1
0,3 0.3 

p.ur1.JJpir1 olv1
0,3 0,3 

�14
0,3 0.2 

512
0,2 0,2 

510
0,2 . o, 2 

511
0,2 0,2 

s
s. 

·o, 2 0,2 

�7 
0,2 0,2 

s 0,2 0,2 
-2

.lc, prorlação de ácido cítrico expressa em ml de NaOH O. 1 N lí tem 4. 7. 2. 3) • 
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TABELA 24 - Análise da variância dos dados da Tahela 23. 

FONTES DE VARIAÇAD GL SQ 

TRATA11ENTOS 18 427.223 

RES!DUO 19 17.255 

TOTAL 37 

*, significativo ao nível de 5%. 

QM 

23.735 

0,863 

F 

* 

27.503 
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TABELA 25 - Teste de m�dias dos dados da Ta�ela 23. 

LINHAGENS MEDIAS 

l0vl0 15,35 a

�5 
1. 60 b

�13 
1, 60 b 

s
B 

0,65 b 

�15 
0,45 b 

s
s 

0,35 b 

pur1 0,35 b 

pir
101v1 0,35 b 

s
4 

0,30 b 

s 0,30 b -3

S
l

0,30 b 

pur1//pir1olv1 0,30 b 

514
0,25 b 

5
12

0,20 b 

510 0,20 b 

511 0,20 b 

s
9. 

0,20 b 

s 
·~--7

0,20 b 

s2 0,20 b 

.x , linbagens com a mesma letra nao diferem significativamente 

ao nível de 5% pelo teste de DUNCAN (PIMENTEL GOMES, 1966). 
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TABELA 26 - Produção de ácido cft�ico de diplóides tia
1

fwn
3

// 

pir
1

olv1 
e segregantes CSl comparados com linha

gens parentais. 

REPETIÇÕES 

LINHAGENS I II 

lDvlQ 5,2*** 10.6 

tia1fwn3 6,9 8,8 

pir
1

01v1 0,3 0.4 

tfpo 4 6,0 11. 5

tfpo 5 7,4 15,0 

tfpo 6 9,5 10,4 

tfpo 3 5 ., g 10,6 

tfpo 1 5,5 9,4 
.!k:k 

S51 5 ., 7 7.6 

S61 8,0 7,9 

S81 6,2 10.5 

Slll 4,1 4,7 

S121 5,1 6,4 

' notação indicando diplóide; os números indicam diferen-

tes diplóides. 

** , notação indicando segregantes; todos os segregantes fo 

ram isolados do mesmo diplóide tfpo 1, e os números que 

precedem 1 indicam a. ordem de isolamento dos setores. 

*** , produção de icido cítrico e�press� em ml de Na0H 0.,1 N. 
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TABELA 27 - An�lise da variãncia dos dados da Ta�ela 26, 

FONTES DE VARIAÇAO GL 

ElLOCOS 1 

TRATAMENTOS 11 

RES!DUO 11 

TOTAL 23 

SQ QM 

56,130 56,130 

173,850 15,805 

35,520 3,229 

F 

** 

17,383 

* 

4,895 

* e ** ,  diferenças significativas ao nível de 5% e 1%. res -

pectivamente. 
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TASELA 28 - Teate das ��dias dos rlados da Tahela 26. 

LINl:lAGENS ME:DIAS 

tfpo 5 11.20 a 

tfpo 6 9,95 a b

tfpo 4 8,75 a b c 

S81 8,35 a b c 

tfpo 3 8,25 a b c 

S61 7,95 a b c 

1Dv10 7.90 a b c 

tia
1

fwn
3 

7�85 a b c 

tfpo 1 7,45 a b. c 

S51 6,65 b c 

S121 5,75 b c 

s111 4,40 c 

pir
1

oiv
1 0,35 d 

* ,  linhagens com a mesma letra nao diferem significativamente

a 5% pelo teste de DUNCAN (PIMENTEL GOMES, 1966).
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6, DISCUSS�O 

6.1. Parassexualidade 

6.1.1. Obtenção de colônias prototrÕficas 

O método de RDPER (1952) utiliza-se da comple

mentação das marcas genéticas recessivas para o isolamento de 

diplóides em fungos filamentosos. Esta característica estabe 

lece critérios seletivos fáceis de serem usados, como são os 

casos da prototrofia e o da característica morfológica, pri� 

cipalmente a coloração de conídios. Estes critérios permitem 

que, após a semeadu�a em meio mínimo [MM) de grande nGmero 

de conídios provenientes de heterocários, haja r�pida eviden 

ciação das colônias que possam ser diplóides. Estas, são me 

lbor caracterizadas posteriormente, com o uso dos critérios 

indicados no item 3.2. 

Nos cruzamentos efetoados no presente trabalho 

pelo método de ROPER (1952), foram oBtidas colônias prototró 

ficas, e nos casos específicos, com complementação das muta

ções que alteram a coloração de conídios, após modificação da 

mistura que foi usada na oõtsnção de micélio heterocariôtico 
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com o aumento na q.oantidade ..éle meio completo Cr!Cl adicionada 

ao ��- Estes dados confirmam a oüs.ervação de aoNATELLI JR , 

(1977), que não conseguiu isolar col6nias prototr6ficas cru

zando mutantes da linhagem l0vl D usando �� coro 2% de MC, e 

a utilidade rl6 m�todo descrito por ROPER [1952), usado ante

riormente em outras linhagens de A. niger por vários pesqui 

sadores (ver item 3.1). 

Os resultados sugerem que �� necessidade de 

maior quantidade de MC para que haja formação de heterocários 

com fusão efetiva de hifas, permitindo com isto que haja for 

mação de linhagens prototróficas por fosão de núcleos. 

A frequência de linhagens prototróficas variou 

conforme o cruzamento. e em todos os casos, foi superior aos 

dados relatados na literatura. Considerando a maior frequên

cia relatada - 4,6 aiplÓides por l□-
6 conídios provenientes

de h�terocários - os dados obtidos superam-na em , no mínimo 

1,9 e, no máximo, 17 vezes. Esta constatação na linhagem lDvlD 

pode ser explicada por: I) ocorrência de maior número de fu

s6es de núcleos nos cruzamentos estudados, originando conse

quentemente. maior número de conídios prototróficos, II) fu

são precoce de núcleos, formando pela maltiplicação do produ

to da fusão, grande número de conídios prototróficos, que 

podem ser considerados como produtos de eventos independen -

tes. Esta bipótese pode ser reforçada pela o□servação de que 

dos heterocários de alguns cruzamentos - por e�eroplo, �l x

pir1olv1 - apareceram setores que mostraram serem diplóides,

e III) pela reunião das duas hipóteses anteriores. 

A contagem de colônias heterocarióticos poderia 

aumentar o número de colônias prototróficas, segundo CHANG 

et aZii. 0.9.741-, po;rfu.Ii, quando ocorreram no presente trabalho. 

puderam ser discriminadas quer seja pela segregação de n� 

cleos diferentes, quer seja pelo crescimento restrito e irre 

gular das colônias em MM. 
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6,1,2 • .Ca-:racterizaçâo aaa· colônias protot:rí5ficas 

Os critérios usados permitiram separar as li

nhagens prototr6ficas obtidas em 2 tipos: Il tipo C S  e III 

tipo AS, de acôrdo com os resultados contidos nas Tabelas � 

e 4. 

O tipo CS com a formação de setores em meio 

completo contendo Benlate, evidenciou heterozigose das mar

cas genéticas envolvidas no cruzamento feito para sua obten

ção. O mesmo nao ocorreu com o tipo AS , inclusive com o 

uso de concentrações de Benlate variando de 2 até 7 µg/ml de 

MC e, de Cloroheb e da luz ultravioleta que são também agen

tes recombinogênicos. Estas observações foram complementadas 

com os estudos de segregaç�o efetuados posteriormente ·(ítem 

5. 1.3).

As medidas de diâmetro de conídios mostraram 

q u e as 1 i n h a g e n s d o t i p o CS t ê m , em t o d os os c a s os , d i â me t r o 

de conídios maior que as linhagens parentais, exceto a 

lDvlO. As colônias do tipo AS por sua vez têm, na maioria 

dos casos, diâmetro de conídios semelhante ao das parentais, 

com excessões observadas nas linbagens b do cruzamento 2 x 4 

e a do cruzamento 3 x 4. 

As linhagens CS estudadas mostraram ainda, me 

nor porcentagem de conídios binucleados em relação ã linha -

gero lDvlD, apresentando como esta conídios uni, bi e trinu 

oleados. Como consta da Tabela 4, as linhagens auxotróficas 

têm também menor número de binucleados, porém, a porcentagem 

é bastante vari§vel ao contr§rio da encontrada nas linhagens 

CS , que situou-se entre 20 e 27%. Estes resultados podem 

explicar o diâmetro de coníàios encontrado na linhagem l□vlO, 

pois ROSIM et aZ.ii CHl.7B1 observaram que em linhagens de A.

niger, os conídios binucleados são maiores que os uninaclea

dos. No caso das linhagens do tipo CS a causa do maior diâme 
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tro rle confBtos parece ser a Bupltc�ção do genoma. 

Oro estudo a ser conduzido seria a determinação 

do n�mero de nÕcleos em conídios das linhagens 

pliar os critérios que podem ser utilizados para 

AS, para am 

discriminar 

os tipos de colônias isoladas nos cruzamentos efetuados. Es

te trabalho poderia esclarecer se as linhagens AS com maior 

diâmetro de conídios são similares ã lOvlO, ou se são diplói

des estáveis. semelhantes aos descri tos por DAS e ILCZUK 0978). 

Os dados obtidos com as colônias do tipo CS 

sao diferentes dos relatados por CHANG et alii[l974], que o�-

servaram que as linhagens prototr6ficas isoladas t�m maior 

diâmetro de conídios e número de conídios óinncleados que as 

parentais. Pelos resultados disponíveis no presente trábalho 

estas linóagens poderiam ser similares ã lüvlO. As do tipo 

CS . com menor número de conídios binucleados, são semelhan -

tes �s linfiagens prototr6ficas isoladas em outros fungos fil� 

mentosos, como foi o caso de Aspergillus flavus lPAPA, 1973 J 

?IESSIA�. 1977). Aspergillus sp. (PEREIRA. 1978) e 

Metarhizium anisopliae (MESSIAS, 1979).

Para melhor discussão faltam dados de segrega -

ção das linhagens obtidas por CHANG et alii (1974), que pode

riam enquadri-las. inclusive como do tipo AS com maior diâme

tro de conídios. 

6.1.3. Segregação das linhagens prototrÕficas 

As linhagens do tipo CB obtidas foram utiliza -

das para estudos de segregação, visando determinar a presença 

e relações de ligação ou independência das marcas genéticas en 

volvidas nos crnzamentos. 

Os segregantes foram oBtidos com o uso de Benla 
te, pois as 1:,i:nliagens CS estudadas revelaram-se bastante 
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está�ei� com UJJ)a estimativa de 1 setor espontâneo por 16 colÔ 

nias cultivadag em �e. Estes dados são se.meluantes aos relata 

dos em A.nigeP �or DAS e ILCZUK l1Q7Bl, que tiveram dificuld� 

des para obter segregantes de linhagens dipl6ides e, os de 

CHANG et aZii(1974l, que não relataram segregantes de linha -

gens prototróficas. Em outras espécies os resultados são seme 

lhantes aos obtidos em Metarhizium anisopZiae (�ESSIAS, 1979) 

e, diferem dos encontrados em AspePgiZZus nidu Zans (PONTECORVO 

et aZii, 19535.l e AspergiUus sp. (PEREIRA, 1978). 

Os segregantes da linbagem CS nic1//pab1fwn1mo�

traram que as marcas genéticas envolvidas no cruzamento esta

vam presentes em beterozigose e, este foi também o caso da 

linbagern CS pur1//pir1oiv1, como esta resumido nas Tabelas 5

e 7, respectivamente. Os dados �a Tabela 9, por sua vez, evi

denciam que na linhagem CS 1 tia1fwn3//pir101v1 apenas o gene

fwn3 estava presente em heterozigose, enquanto que, na linha

gem CS 2, os dados da Tabela 10 indicam que há heterozigose P!:!., 

r a to d as as marcas , e.x c e to o 1 v 1 •

Com relação às segregações pode ainda ser dito 

que houve evidência de ligação entre os genes ni?1 e �l (Ta

bela 61, sugerindo que estes genes estejam no mesmo grupo de 

ligação como o constatado �or LHOAS [1S67) em linhagem não u

tilizada em indústria de A. nigeP. 

No caso da linhagem CS pur1J/pir101v1 (Tabela

71, um dos segregantes originou espontaneamente um outro "se

gregante" com coloração de conÍdios marrom-claro. Seria inte

ressante observar a frequência de aparecimento deste derivati 

vo, pois a ocorrência pode ser interpretada tanto como muta 

çao espontânea, como pela presença de duplicação na região em 

que está contido o gene fwn. Como a origem da linhagem l□vl□

é desconhecida, seria de interesse saber se a linhagem estuda 

da apresenta aberrações cromossômicas. 

A utilidade do aenlate como agente haploidizan-
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te parece eyidente pelos resultarloa relatados e oa que cons-

tam da Figura 2, na qual todos os segregantes t&m diâmetro 

de conídios semelhante âs linhagens parentais pur1 e pir
1
olvl"

Os resultados são reforçados pela constatação de UMBUZEIRO 

e BONATELLI JR. Wados não publicadosl, que encontraram ape

nas um segregante, num total de 29, com diâmetro de conídios 

semelbante ã linhagem CS nic
1

/Jpab
1

fwn
1

. No conjunto estes 

dados confirmam os relatos obtidos por HASTIE [1970) em 

AspergiZZus nidulana. BALL (1973) em PenieiZZium ehrysogenum 

e UPSHALL et alii ll976l em A. terreus. 

6.1.4. Discussão geral com respeito ã parassexualid� 

de na linhagem lOvlO de A. niger. 

Os dados disponíveis. apesar das limitações,s� 

gerem que a situação observada nesta linhagem de A. niger , 

seja similar à descrita em Aaremonium chryaogenum por BALL 

e HAMLIN llR7B1 e em PenieiZZium patulum por CALAM et alii 

[19731. 

Nos trabalhos citados foram descritos 2 tipos 

de col6nias prototróficas� O tipo I, chamado de prototrÓfi -

cas estáveis, é similar ao tipo AS descrito neste trabalho. 

e o tipo II. chamado de prototróficas instáveis, é similar 

ao tipo CS. Um problema apontado pelos pesquisadores foi a 

rlificuldade de discriminação entre linhagens baplóides e di

plóides, por não rlisporem de critério rSpido, como é o caso 

do diâmetro de conídios. No presente trabalho este critério 

parece ser válido pelos resultados obtidos no estudo dos se

gregantes da linhagem pur
1

/Jpir
1

olv
1 

discutido anteriormente

Citem 6.1.31. Com esta informação podemos separar as linha -

gens ohtidas em 3 tipo�: 

a) tipo CS I. que seriam diplóides heterozigo

tos totais - caso das linhagens CS nic1//
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úl tipo CS II, que seriam diplÓides heterozigo -

tos parciais - caso· das linbagens CS tia/wn3 //

pir
1

01v
1 

e, 

cl tipo AS, que seriam bapl8ides - ver Tabela 3 

para relação. Este tipo poderia ser desdobra

do por resultados a serem obtidos com a esti

mativa de número de núcleos em conídios. 

Em A. niger existem resultados que poderiam 

ser considerados semelhantes e que estão contidos nos traba -

lhos de LHDAS Cl9671. CHANG et aZ.ii09 74) e DAS e ILCZUK (1978).

No 19 existe relato sobre a dificuldade de manutenção de li

nhagens diplÓides. que nao segregavam os genes marcadores uti 

lizados, o que poderia ser interpretado como o isolamento de 

linhagens CS II ou AS. No 2 9 , pela ausªncia de relatos da 

segregação dos rliplÓides. que poderia ser explicado pela sele 

ção rle linhagens AS e, finalmente, no ·39, pela descrição de 

linhagens dipl8ides estiveis, por não segregarem espontanea -

mente após cerca de 4 meses de sub-culturas. o que as enqua -

draria como AS.

Ainda em A. niger, UMBUZEIRO e BONATELLI JR • 

(dados nao püblicadosl obtiveram colônias CS II. segregando 

pab1 e fwn1 e colônias AS. após o cruzamento das linhagens 

pa51fwn1 e pir101v1.

Em AspergiZ.Z.us niduZ.ans, PONTECDRVO et aZ.ii 

[1R53bl. descreveram aro diplÓide que não segregava a marca 

panto [deficiªncia para �cido pantotªnicol e, outro, que ap6s 

algumas suEi-cult.uras não mais segregava a marca lys (deficiê.!:!_ 

eia para lisinal. O primeiro relato pode ser encarado como si 

milar ao proposto para , com a ressalva que o modelo 

do ciclo parassexual derivou de estudos conduzidos em A. 

niduZ.ans. O 2 9 , deve ser consideiado como um prohlema impor -
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tante, EJpetHH' .. da e�taEiilidade constatada para élS linbagens CS.

Quanto ao mecanismo que originaria estes tipos 

ae linDagens prototróficas, pode ser especulada a ocorrência 

de alta frequência de recom5inação mitótica, restrita � fase 

em que os n6cleos dipl6ides estão no micãlio beterocari6tico , 

pois as linbagens isoladas mostraram-se bastante est�veis 

Neste aspecto deve ser considerado que e� 57 segregantes da 

linbagem nic1JJpab.1fwn1 não foi ob.servada nenhuma permuta mitó

tica entre os genes ligados nic1 e fwn1 e.Tabela 6), que pode

também ser interpretado como ligação absoluta. 

6.1.5, Sugestões para Estudos Posteriores 

Como sDgest5es para avaliação do proposto no 

item anterior relacionamos: 

11 Estndo qualitativo e quantitativo de col6 

nias prototrÓficas formadas em vários cruza

mentos envolvendo diferentes linhagens de 

A. niger •. 

21 �edidas da quantidade de DNA por núcleo e 

do diâmetro do núcleo para verificar a ploi

dia das linbagens usadas e obtidas, 

31 Obtenção de mutantes triplos com, inclusive, 

marcas geneticas nao seletivas, e o uso da 

técnica de fusão de protoplastos associada 

coro meios seletivos apropriados, cerno o fei 

to por BALL e HAMLIN llS7Bl, para verificar 

se e__xiste a formação de todos os tipos poss.f 

veis de recomfiinantes, e 
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41 Est.udo de iiwenzi.tni:lS pa:r>a estudar a formação 

.de. J?ec omEi.i n antes .de o.u tro s s.egme nt os d o ge n E_ 

ma, como tamb�m dos que têm genes marcadores. 

6.2. Produção de ãcido cítrico 

6.2.1 • ..Das reve rsoes dos mutantes. auxotrÕficos 

Os res..ultados obti.dos constantes das Tabelas de 

11 a 16, nos permitem sngerir que baja efeito pleiotrópico das 

mutações que condicionam auxotrofia. Estes dados sugerem tam 

b�m. a existência de reversões verdadeiras e devidas a genes 

supressores pois houve, em alguns casos, revertentes corn pro-

dução semelhante à linhagem l□vlD - reversão verdadeira e • 

outros, com produção semelhante ao mutante auxotrófico. Uma 

outra classe de revertentes situou-se em posição intermediá 

ria quanto à produção. Os dados são semelhantes aos relatados 

em Peniaillium ah�ysogenum por MAcOONALD et alii (1963). 

Se este raciocínio for correto e, considerando 

as conclusões de POLSINELLI et alii (1963), estas mutações e� 

tão alterando direta ou indiretamente a biossíntese de ácido 

cítrico. Pode-se especular, seguindo o mesmo raciocínio, que 

estudos com relação ã biossintese de ácido cítrico possam ser 

conduzidos com estes mutantes. Outra possihilidade seria a 

ocorrência de revertentes com produção maior que a linhagem 

lOvlO, o que não foi constatado no presente trabalho. Um pon

to a considerar seria o estudo de reversoes das linhagens po� 

tadoras do gene tia1 que produzem cerca de 3ü% mais ácido cí

trico qoe a linúagem lQvlO. Em trabalhos preliminares foi ob

servado que estas linhagens são do tipo leaky lcom crescimen

to residual} o que impediu o isolamento de revertentes (BONA

TELLI JR., dados não publicados}. 
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6.2.2. Dos dip13ides e seus segTegantes 

De acorao com os resultados das Tabelas 17, 18

e 28, na□ foram obtidos diplóides com produção superior à. 

linhagem lOvlO em qualquer dos cruzamentos efetuados. Estes 

resultados confirmam as observações de todos os autores que 

tra6al�aram com dipl6ides homozigotos com relação aos genes 

envolvidos na produção de ácido cítrico em A. niger , exceto 

DAS e ROY [1S78l, que isolaram um diplÓide homozigoto produ

zindo significativamente mais que a linhagem parental proto

trófica. O tipo de observação feita por DAS e ROY (op. cit.) 

também é relatada em P. ohrysogenum por ELANDER (1966, apud 

SERMONTI, 19681 com relação ; produção de penicilina. Esta � 

corr�ncia é frequente quando são cruzadas linhagens or�gina� 

do diplÓides beterozigotos para os genes envolvidos na prod� 

ção Cítem 3.3.31. 

Outro rlado a ser considerado, � a menor ampli

tude de variação observada nos diplÓides nic
1
//pab

1
fwn

1
, os

quais foram isolados todos de um Único heterocário. Esta ob

servação sugere homeostasia com �elação â produção em linha

gens do tipo C� o que poderia ser utilizado no melhoramento 

genético da linbagem em estudo. Esta bomeostasia foi também 

observada em linhagens AS obtida por TAVARES e AZEVEOO(l974) 

p o r BONA T E L LI J R . C 1 9 7 8 1 . E s ta c a r a c t e r í s t i c a em 1 i n h a g e n s AS

pode ter aparecido por recombinação entre fatores original -

mente presentes nas linhagens de diferentes origens que fo -

raro cruzadas. 

Com relação aos s.egregantes obtidos do dip lÓi

de nic
1
./Jpao

1
fwn

1 
os resultados das Tabelas de 19 a 22 e Fi

gura 3, indicam qoe a média de produção e a distribuição con� 

tatarlas não diferem significativamente das linbagens paren 

t�is. Isto indica que existe uma homogeneidarle dos genes que 

conrlicionam proanção elevada, pois não houve o aparecimento 
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de recomtiin�ntas com consequente t7ansgressão na distribui 

ção. Esta afirmativa� reforçaaa por não e:xistir diferença 

significativa entre as proauções médias e as distribuições das 

linhagens parentais a□�otr6ficas, □em coroo, pela sua origem 

comum. Com relação ã segregação de diplóides boroozigotos p� 

ra os genes envolvidos na prodoção, ELANDER ll966, apud SER

MONTI, 19691 em P. chrysogenum,constatou que os segregantes 

parassexuais produziram sempre menos penicilina que o dipló� 

de original. 

Diferença com relação à produção foi observada 

entre os segregantes prototróficos e auxotrÓficos, mas nao 

quanto à distrióuição Lver Tabelas 21 e 221. Isto reforça o 

observado com relação às reversões de marcas auxotróficas que 

sugeriram efeito pleiotrópico das mesmas, conforme discussão 

no ítem 6.2.1. 

Nos diplÓides pop Cpur1//pir101v1). de acordo

com os dados das Taoelas 18, 23 e 25, a produção foi semelhan 

te às parentais au�otróficas, sendo porém, significativamen-

te diferente da linhagem lDvlO. Considerando os resultados 

obtidos com as reversões das auxotrofias, poderíamos esperar 

que os diplóides� por apresentarem complementação das mar -

cas genéticas recessivas, mostrariam produção similar ili -

nhagem parental prototrófica. O resultado deveria ser seme -

lb.ante ao ooservado com os diplÓides nic1/Jpab1fwn1, e o re

latado por vários autores que estudaram complementação em 

diplÓides de A. niger lCHANG e TERRY, 1973; DAS e ROY, 1978; 

SHCHERBAKOVA e RESVAYA, 19781. Isto não ocorreu, inclusive 

com os segregantes ohtidos, os quai�mesmo sendo em alguns 

casos prototrÓficos, produziram �cido cítrico em quantidade 

semelbante às parentais au�otrÓficas. Por estes resultadbs p� 

deríamos supor a e�istência de outrolsl gene(sl que determi

na[ml 5aixa produção, o que contradiz o observado no estudo 

das reversões. Este é om ponto que necessita maiores estudos 

pois a origem de .derivativos com hai:xa produção é frequente 
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em linb.agens industrii:lis de A. nige:r, assim coroo aui outros 

fungos atilizaaos. em :t.naúst:ria CBONATELLI JR,, 19771. 

No .diplÕide tfpo l Ctia1fwn3.I/pir1 olv1) e seus

segregantes a produção foi similar � linbagem l□vl□, como es 

tá relatado nas Tabela 26 a 28. Como o cruzamento envolveu li 

nhagens com produção alta ltia1fwn3) e baixa (pir1olv1), p�

daríamos propor dominância da característica alta produção . 

Esta sugestão poderia ser e�plicada pela complementação da 

marca pir1, para a qual existem evidências de efeito pleio -

trópico na produção, porém, esta consideração contradiria os 

resultados obtidos com o diplÓide pop, que mostrou com 

plementação com relação a marca pir1, mas têm produção de á

cido cítrico baixa. 

A ocorrência de mutaç6es dominantes condicio -

nando maior prorlução de metabólitos foi descrita por MAC 

DONALD [1SJ3l com relação � penicilina em A.niduZans e, nos 

demais casos relatados, os fatores envolvidos são recessivos 

ou, com efeitos aditivos (SERMONTI, 1969; BURNETT, 1975 

f'1 E R RI C K , 19.J 5 a , 19.J 5 b l. 

6.2.3. Sugest�es de .estudos posteriores 

Um aspecto que pode ser utilizado, após melhor 

caracterização • é o uso da alta frequência de recombinação 

evidenciada em alguns cruzamentos, o que facilitaria a obte� 

ção de recombinantes entre linhagens com características d� 

sejáveis. Este aspecto foi explorado por BALL e HAMLIN 

(1978) em icremonium chPysogenum, com obtenção de segregante 

com ganho na produção. 

Outra proposição seria estudar a produção de! 

c i d o c í t ri c o d os s e g r e g a n t e s a o d i p 16 i d e 2 t i a {wn 
3
1 _/ p i r 1 o 1 v 1

para esclarecer o papel do gene pir1, e se e:xistem outros fa
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tores en-volv:taos na carélcterística úai.¼a prorl.uçâo. 

Seria tamném aconselhável a utilização de linha 

gens com origens aiferentes para estudos quantitativos, como 

já está sendo feito em nossos laboratórios, bem como, o uso 

de diferentes mutantes com produção aumentada ou diminuida,p� 

ra estudo das possíveis interaç6es g�nicas, � semelhança dos 

trabalhos desenvolvidos com relação ã produção de penicilina 

por BALL (19731 em P. chrysogenum e por MAcDONALD e HOLT 

ll976) em Aspergillus nidulans. 
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7. CONCLUSÕES

Dos resultados obtidos as seguintes conclusões 

podem ser apresentadas: 

al Para obtenção de linhagens prototróficas na 

linhagem lDvlO de A. niger há necessidade de.aumento na quan

tidade de meio completo da mistura utilizada para obtenção de 

micélio heterocariótico. 

bl As linhagens prototróficas isoladas puderam 

ser separadas em 2 t�pos, CS e AS , de ac6rdo com o di;metro 

de conÍdios, segregação em Benlate e ntlmero de conídios binu

cleados. As linbagens do tipo CS foram consideradas como di 

plÓides que apresentam ou heterozigose para todos os marcado

res envolvidos no cruzamento - tipo CS I ou, no mínimo, hete

rozigose para um dos marcadores - tipo CS II. As linhagens do 

tipo AS, na maioria dos casos, foram consideradas como haplÓi 

rles, necessitando estudos posteriores para melhor caracteriza 

çao. 

cl Reversões isoladas dos mutantes auxotróficos 

indicaram efeito pleiotrópico das marcas pur1, pir1 e nic1
na prcidução de áci�o cítrico da linhagem estudada, sendo que, 

com relação as duas primeiras foram obtidas evidências contra 

ditórias quando do estudo dos diplóides e segregantes. 
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dl Os dipl6ides obtidos e seus segregantes nao 

aumentaram a produção de Scido cítrico,qnando comparados com 

a linhagem lOvlO. Os dipl6ides apresentaram, em alguns casos, 

menor variação na produção, o que pode ser explorado no melh� 

ramento genético da linhagem. O estudo da produção dos segre

gantes, em um dos cruzamentos, confirmou a aus�ncia de marca

dores genéticos nas linhagens do tipo CS II. 
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B. SUl"lf'lARY

From our results we can draw the following 

conclusions: 

al In order to obtain prototrophic strains of 

tbe lOvlO strain of A. nig e� it is necessary to increase the 

quantity of complete medium in the mixture used to obtain a 

beterokaryotic mycellium. 

bl Tbe isolated prototropbic strains could be 

separated into 2 types. CS and AS. according to the conidium 

diameter. the segregation on Benlate. and the number of 

binucleated conidia. The CS strains were considered diploid 

if tbey were either heterozygous for all the markers involved 

in tbe crossing Ctype CS I) ar beterozygous for at least one 

of the roarkers ltype CS II). In most case the AS strains were 

considered haploids. requiring further study for better charac 

terization. 

cl Isolated reversals of the auxotrophic mutants 

indicated a pleiotropic effect of tbe markers pur
1

• pir
1

• and 

n:tc
1 

in the citric acid yield in tbe strain studied although 

in relation to tbe first two markers contradictory evidence 

was obtained in tbe study of the diploids and 

products. 

segregation 



.dl Tbe diploids ana tli.ei;p segregation 

did not increase tbe citric acid yield wuen compareci 

l0vlO strain� I� some cases tfie diploirls sfiowed a 

. 81. 

products 

to tbe 

smaller 

variation in yield, wbick could be exploited in tbe genetic 

improvement of the strain. Tbe st□dy of the citric acid yield 

of tbe segregation products, in one of the crossings, confirmed 

the absence of genetic markers in tóe CS II line. 
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