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1. INTRODUCKO

A carencia de alimentos de alto valor nutri-
tivo € um problema que se reveste de grande importancia e que
de longa data ameaga a vida das populagoes humanas. Para con-
tornar este problema, grandes centros de pesquisa utilizam plan
tas cultivadas e animais domésticos visando o aumento dos ni-
veis de produgdo atraves dos metodos de Genetica e Melhora-

mento vegetal e animal.

A6 lado das fontes convencionais de produgao
de alimentos entretanto, surge uma nova possibilidade: a uti-
lizacgao de microrganiémos como produtores de proteinas e vita
minas, cujos valores nutritivos assemelham-se muito, aos dos

alimentos normalmente utilizados, nas dietas animal e humana.



2.

0 interesse no estudo dos microrganismos prodg

tores de alimentos, nao se limita ao aspecto produtividade,
mas procura auxiliar a solugao de outro grande problema des-
te século: a poluigao ambiental. A esse respeito, oOs mi-
crorganismos agiriam como destruidores de resfiduos da indds-
tria e agricultura, gue normalmente seriam desprezados pelo
homem e gue no entanto, podem ser transformados pela agao dos

microrganismos em componentes altamente nutritivos.

Além das vantagens ja citadas, acrescentam-se
outras, inerentes aos microrganismos e citadas por KTHLBERG
(1972): os organismos em questao tem um tempo de geragao mui-
to curto, podendo fornecer rapidos aumentos de massa; os mi-
crorganismos podem ser facilmente modificados geneticamente,
o seu crescimento e progdutividade independem de mudangas cli-
maticas e alta produtividade pode ser conseguida em espagos

relativamente peguenos.

A matéria seca dos microrganismos, com altos
teores de aminoacidos essenciais, estd sendo utilizada em va-
rios paises do mundo, como suplementadora da dieta cereal dos
animais, desde que, a maioria dos cereais componentes dessas
racéés possuem baixas concentragoes dos principais aminoéci-

dos.

entre os microrganismos gue poderiam se adaptar
a esses propositos, destacam-se as leveduras, principalmente

aquelas @spécies da familia Caryptococaceae e do género Torula



. 3.
(HENNEBERG, 1926). A Torulfa uxtilis, por exemplo(INSKEEP, et
ali1,1951) pode produzir substancias cem alto teor protéico

e vitaminico.

As leveduras do genero Torufa tem um ciclo vi-
tal muito simples, pois ndo se conhece nas mesmas um estéa-
gio dipldide perfeito, além disso, conforme citagao de FOWELL
(1969} sao organismos exclusivamente haploides e desprovidos
de um ciclo sexual, multiplicando-se simplesmente por brcta-

mento.

Be acordo com as consideragoes citadas, o pre-
sente trabalho teve como principais finalidades a verificacgao
da variabilidade natural existente em linhagens do genero Torula
isoladas da natureza, guanto ao carater produgao de biomassa
e a investigacao, em Toirula utilis, da possibilidade de exis-
téncia de um sistema de recombinacgdo. A ocorrencia de uma
variabilidade natural elevada permitiria a selegdo de 1linha-
gens mais apropriadas para a produgado de biomassa e a consta-
tagao de um sistema de recombinacgdo possibilitaria o emprego
de métodos geneticos racionais de melhoramento de microrganis
mos associados aos métodos mais empiricos baseados na obten-
¢ao de mutantes induzidos por agentes mutagenicos,para a pro-

dugao de linhagens melhoradas.



2. REVISAO BIBLICGRAFICA

2.1. Alguns aspectos relacionados com a utilizagao das le-

veduras (Terufa) na alimentagao animal e humana

Os microrganismos, foram durante muitos anos
conhecidos, pelos males gue causavam aos outros seres vivos;
entretanto, ao lado desses males, figuram os grandes benefi-
cios gue provém da existéncia desses seres na terra, tais co-
mo: destrui¢gdo de matéria organica, eliminagdo de materiais
poluidores, uso medicinal (antibicoticos) e atualmente o seu

emprego nas dietas animal e humana.

Principalmente nos Ultimos anos, esta existin-
do uma tendencia para o desenvolvimento de microrganismos a

partir de residuos das indistrias e agricultura e a seguir,
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usar estes microrganismos como fonte de proteinas (JOHNSON ,
1967; GRAY e STAFF, 1967). Dentre os microrganismos utiliza-
‘dos para esta finalidade, salientam-se as leveduras, princi-
palmente especies do genero Toaulfa (MOORE, 1945; SPERBER, 1945;
VON LOESECKE, 1946; AGARWAL, SINGH e PETERSON,1947, JOHNSON,
1947; AGARWAL e PETERSON, 1949; THATCHER, 1954; DAWSON, 1965;
JOHNSON, 1967; BHATTACHARJEE, 1970; SERZEDELLO, NUEVO MIGUEL,

BARSANTE de CAMARGO e BARBIERI, 1970; KIHLBERG, 1972).

A busca de novas fontes de produgao de alimen
tos, além das convencionais, tem sido constante nos Gltimos
anos, motivada nd@o so0 pela falta de quantidade dos alimentos
como também pela sua ma qualidade e principalmente pelo aumen
to populacional cujo crescimento ultrapassou significativamen

te o suplemento alimentar mundial (BHATTACHARJEE, 1970).

0s microrganismos, sdo importantes como fonte
potencial de alimentos, (BHATTACHARJEE, 197(), porque o mate-
rial celular microbiano e especialmente rico na maioria das
vitaminas do grupo B e em proteinas que contem aminoacidos es
senciais. Alem disso, conforme o mesmo autor, eles podem con
tribuir para o enriquecimento potencial das dietas deficien-
tes desde que, suas proteinas sao comparaveis com fontes pro-
téicas convencionais como: ovos, leite, carne e peixe em ter-

mos de todos os padroes de nutrientes.

Foi verificadg per CARTER e PHILLIPS (1944), que

leveduras do género ToAul@ apresentam um teor protéico em tor
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no de 45 a 55% além de alto conteldo de vitaminas. FINK e JUST
(1939) argumentaram, gue essas leveduras apresentam?se com al

to conteldo de aminodcidos essenciais no seu padrao proteico.

VON LOESECKE (1946), considerou que, a prin-
cipio deve-se utilizar as leveduras, principalmente Toruwla sp,
para suplementar deficiencias de aminoadcidos e vitaminas dos
graos de cereais. Aleéem do seu alto conteldo protéico, as le-
veduras sado uma das fontes mais ricas de vitaminas do comple

xo B e contém grandes:quantidades -de-minerats dssenciais.

DAWSON (1965) em sua revisao, salientou que as
leveduras poderdo no futuro, substituir a proteina animal, e
contribuir satisfatoriamente para a melhoria da nutrigao ani-

mal e mais tarde, humana.

Foi observado por XUSHIGE, TAKEUCHI e TWASA
(1964) que a Torula utilis, apresentou-se com o mais alto con
telido de lipideos entre 10 especies diferentes de 1leveduras,

que foram ensaiadas.

FINK, LECHNER e HEINRICH (1936) verificaram que
a Torula utilis, pode produzir grandes guantidades de gordu-
ras em curtos periodos de crescimento. HILDICH e SHRIVASTAVA
(1948) indicaram que a gordura de leveduras e semelhante a ou
tras gorduras vegetais, exceto gue, ela foi relativamente in-

ferior em Acido hexadecandico.

THATCHER (1954), apresentou uma revisao sobre
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as substancias de valor nutricional produzidas pelas 1levedu-
ras e sua contribuigdo na suplementagdo dos alimentos que a-

presentam deficiencias especificas.

KIHLBERG (19?2}, em recente revisao sobre o as
sunto salientou que, as leveduras sao muito ricas em vitami-
nas B e apresentam um alto conteddo do aminoédcido lisina, que

existe em quantidades muitos baixas nas dietas cereais.

BHATTACHARJEE (1970) salientou que, dentre os

microrganismos existentes, as leveduras apresentavam a maio-

ria das caracteristicas favoraveis para serem usadas prefe-

rencialmente como fonte de alimentos. 0 mesmo autor salien-
a . .

tou, que durante a II. Guerra Mundial a Alemanha incorporou

cerca de 26.000 toneladas de Toaufa uififis, por ano, na ali-
mentagao do seu povo. A Torula utifis tem sido a especie mais
comumente utilizada nos dias de hoje, nao somente pelo seu al
to conteldo proteico (ceérca de 45-55% do peso seco) como pe-
la sua habilidade em utilizar materiais baratos e residuais
e pela sua rapida taxa de crescimento, palatividade e falta

de patogenicidade.

De acordo com MOORE (1945), a Torufa wtifas foi
utilizada pela primeira vez pelos alemaes em 1815; & mais pa-
latavel que a levedura da cerveja e tem um valor alimentar
semelhante a esta. 0 autor acrescentou que, essa levedura po
deria primeiramente ser usada em tres diregdes: a) no trata-

mento de deficiencias de vitaminas do complexo B, b) como fon
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te indireta de alimento para o homem, sendo acrescentada em
bolos, concentrados de porcos, galinhas, etc., e ¢) nos perig

dos de falta de alimentos de valor nutricional.

Aléem do alto valor alimentar KIHLBERG (1972)
descreve outra grande vantagem do uso de leveduras na alimen
tagdo, que € a sua capacidade em utilizar como substrato, re-
siduos de indlistria e agricultura de baixo custo que contri-
buem para a poluigac ambiental. Varios substratos podem ser
considerados tais como: resfiduos rijos, melagos, residuos do
processamento de frutas, sdro de leite, residuos de indis-
trias de fernentagoes alcodlicas, hidrolizados de celulose,
material de esgoto além de hidrocarbonetos como a gasolina,

alcanos refinados, gas natural e metano.

0 proprio KIHLBERG, na sua revisao de 1972,
calculou que uma quantidade de proteina equivalente ao requi-
sito protéico de toda a populagdo, poderia ser produzida usan
do 15 - 20% da produgao de petroleo anual como um substrato

para crescimento microbianeo.

AGARWAL e PETERSON (1949), trabalhando com le-
veduras alimentares verificaram que, a Torula utifis, foi a
especie que apresentou melhor produgédo celular, em substrato
de melago composto de outras fontes de carbono, que n&oc o a-
glcar. Durante a 1197 Guerra Mundial, os alemdes haviam empre
gado a Torula utifid e outras especies de leveduras como su-

plemento alimentar e tinham verificado que esses microrganis-
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mos podiam usar pentoses residuais, acido acetico e outros
compostos organicos presentes nos restos de fermentagdo alco®

lica, para o seu desenvolvimento.

DAWSON (1965) em sua revisao, citou uma se-
rie de experimentos de crescimento de leveduras, 8obre varios

substratos principalmente restos de produgao.

Estudos sobre obtengdo de levedura alimentar
em substratos de vinhaga, foram feitos por SERZEDELLO, NUEVO
MIGUEL, BARSANTE DE CAMARGO e BARBIERI (1970). A levedura usa
da foi a Toaula utilfis e os resultados obtidos mostraram que
a vinhaga, adicionada de (NHs)2HPO4 (0,1%) pode ser um Otimo
substrato para produgdo de massa celular e proteina por essa
especie de levedura. Além disso, os mesmos autores considera
ram que a vinhaga adicionada do seu proprio residuo autoliza-
do poderia melhorar em 50% a sua capacidade alimentadora para

Torula utilis.,

TAUK (1978) estudando também produgdo de pro-
teina por Tohrula utifis, sobre substrato de vinhaga verificou
que, essa levedura pode produzir cerca de 32% de proteina so-
bre esse substrato, alem de apresentar algumas vantagens em
relagdo a outras especies tais como ser pouco exigente e ter

um crescimento muito réapido.

JOHNSON (1967) considerou que,as leveduras séao

organismos capazes de utilizar hidrocarbonetos,principalmente



.10.
alcanos, como substrato, para obtengdo de altas produgdes ce-
lulares. Salientou- que, nos Estados Unidos tem-se produzi
do em escala industrial, massa celular de leveduras do genero
Torula, crescidas em residuos industriais de bebida alcooli-

ca, para suplementar dietas animais.

WILEY, DUBEY, LUECK e HUGHES (1950) descreve-
ram o contelGdo de gordura, proteina, fibra, carbohidrato, vi-
taminas B, célcio, fosforo e cinza de Torula utilfis, crescen-
do sobre polpa de indistria de madeira e outros residuos in-
dustriais. Foi notada, uma produgao significativamente alta

de vitaminas, por esses organismos.

Foi EHRENSVARD (1948)  que, trabalhando  com
Torula utilis verificou a marcante adaptabilidade dessa espé-

cie de leveduras a uma diversidade de substratos.

THATCHER (1954), em sua revisao sobre alimen-
tos de fungos, descreveu uma serie de trabalhos gue trataram
de substratos usados para produgao de alimento microbiano. A
esse respeito, foram citados como substrato para 1leveduras:-
restos de gqueijaria e soro, residuos de bebida alcoolica, hi-
drolizado de madeira, melago e residuos da agricultura. ;Nos
experimentos. nos guais esses substratos foram utilizados, a

Torula utifis foi considerada a especie mais produtiva.

Com relagdao a produgado de proteinas por mi-

crorganismos, KIHLBERG (1972) apresentou uma brilhante revi-
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sao, detalhando as vantagens do uso dos microrganismos na ali
mentagdo; a produgado de proteina usando materiais de baixo cus

to e os modelos de produgao em grande escala.

Também BHATTACHARJEE (1970), salientou em sua
revisao sobre o assunto, que na Inglaterra cérca de 30.000 to
neladas de leveduras desenvolvidas sobre residuos de cerveja-
ria, sao usadas anualmente para alimentagao animal, extra-

tos de leveduras, e suplementagao de dietas.

AGARWAL, SINGH e PETERSON (1947) estudaram as
produgdes de quatro espécies de leveduras cujos substratos
foram: melago de cana e beterraba. ©Os resultados obtidos,
mostraram que a Torufa utifis foi a especie mais produtiva,
sendo que o0 seu teor protéeico esteve ao redor de 52%, além de

apresentar um alto conteddo de vitaminas do complexo B.

GRAHAM et alii (1976) estudando produgao de
proteina por trés diferentes espécies de fungo,verificaram que
o pH do meio, a temperatura de incubagao, a concentracao de
esporos e o tempo de incubagédo, influem no crescimento micro-

biano e na produgdo de proteina unicelular.

Naturalmente, mais pesquisas serdo necessarias
visando transformar a producao microbiana em alimentosaceita-
veis e adequados para o uso nas dietas = animais e : humanas
(XKIHLBERG, 1972) mas, os dados confirmam a certeza de que, um

novo horizonte se abre para a solugao do problema da fome,que
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existe em muitos paises do globo terrestre.

Uma perfeita revisao sobre o assunto podera
ser encontrada em TAVARES (18974) que focaliza a questao sob
dois aspectos principais: a) produgado de alimento proteico por
microrganismos visando o seu emprego na alimentagao humana,
as especies e substratos mais adequados para produgao de bio_
massa e b) consideragdes sobre o melhoramento das espécies mi

crobianas, a exemplo do que se faz nas plantas e animais supg

riores.

2.2. Alguns aspectos da genetica em leveduras gque podem

ser transpostos para o genero Torula

As leveduras da familia Cayptococcaceae e do
genero Torufa, tem um ciclo vital muito simples pois nao se
conhece nas mesmas, um estagio diploide perfeito; essas leve
duras sao exclusivamente haploides e desprovidas portanto de
um ciclo sexual, multiplicando-se simplesmente por brotamento
(FOWELL, 1969). Segundo SATAVA (1934) a Torulopsis,por exem-
plo, seria uma levedura hapldéide derivada do genero Saccharo-
myces, ideia esta que foi aceita ainda por WINGE e LAUSTSEN

(1937) e LINDEGREN e LINDEGREN (1943).

Portanto, gquase nada se conhece sobre a genéti

ca da Torula, especialmente da Torula utilis que e uma das es
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pécies mais valiosas, para ser usada como produtora de pro-
tefnas e vitaminas (BATTACHARJEE, 1970; AGARWAL, SINGH e PE-
TERSON, 1947). Sabe-se no entanto,:, que a ausencia de um
estagio sexual nestas leveduras, € um obstaculo ao seu melho-
ramento genetico e portanto, hd necessidade de se encontrar
na Torula ufilis, algum processo de recombinagdo genetica pa-
ra melhoria das qualidades da espécie, a semelhanga do ciclo
parassexual que ocorre em Aspergiflus (revisto por AZEVEDO,
1972) ou do tipo transformagdo, que ocorre em bacterias e al-

gumas especies de leveduras (OPPERNOORTH, 1962).

Alguns estudos geneticos comegam a surgir, com
a Torula utilis, mas sdo fragmentarios e por esta razdo os me
todos basicos sdo aqueles geralmente usados para outras leve-
duras mais bem estudadas geneticamente como Saccharomyces
cernevisiae (MORTIMER e HAWTHORNE, 1969). Nessa especie,REAU-
ME e TATUM (1949) encontraram uma quantidade de mutantes equi
valente a 10% do total de celulas tratadas com nitrogenio mos
tarda. Foi notado, no entanto, que as coldonias mutantes apre
sentavam mais que uma deficiencia bioquimica e os requisitos
dessas linhagens para aminodcidos simples, vitaminas, purinas
e pirimidinas eram raramente absolutos. Também outros muta-
genicos tais como a luz ultra-violeta (POMPER e BURKHOLDER,
1949) foram usados para obtengao de mutantes deficientes nu-
tricionais de linhagens hapldides de Saccharomyces cerevisdiae.
No entanto, metodos seletivos s&o altamente eficientes na ob-

tengdo de mutantes. Assim, MOAT, PETERS e SRB (1957) usaram
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o antibiotico nistatina, gue tem a mesma agao selecionadora -
de mutantes que a penicilina em bacterias (revisto por ADEL-
BERG e MYERS, 1953). A nistatina e usada como selecionadora
de mutantes causando uma remogdo seletiva ou morte das <célu-
las que crescein no meio minimo, em relagao aos mutantes, que
nao crescem nesse meio. SNOW (1966) trabalhando com uma le-
vedura, Saccharomycesd cerevidiae e tratando as células com o©
mutagénico etilmetano-sulfonato e o antibiotico nistatina,iso
lou 10% de celulas mutantes e considerou que o metodo usado
com a nistatina era analogo aquele da selegdo de mutantes pe-

lo uso da penicilina em bacterias.

CIRILLO, HARSCH e LAMPEN (1964), estudando o
efeito de antibioticos polienos, sobre a membrana celular de
leveduras, verificaram que a nistatina em baixas concentra-
¢Oes, afeta a integridade da membrana o que resulta em defei-
tos de permeabilidade relativamente especificos; a altas con-

centragles a nistatina causa a destruigdo da membrana celular.

STACHIEWICZ e¢ QUASTEL (196&), descreveram a
nistatina como sendo um polieno produzido por Streptomyces
nounrdedL; salientaram que a nistatina inibiu o crescimento da
maioria dos fungos em concentragdes de 1 - 10 ug/ml, mas que

nao teve efeito sobre bacterias ou celulas animais.

LAMPEN, MORGAN, SLOCUM e ARNOW (.959), verifi-
caram que a nistatina é absorvida pelos organismos que s&:sen

siveis a sua agdo e essa absorgao parece ter duas fases: a) uma
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que & a penetragdo ou ataque a ceéelula e que e dependente de
energia, do pH e da concentracao de nistatina de fora e b) uma
forte ligagdo aos constituintes celulares, que € relativamen-

te estavel ao calor e € revertida com muita dificuldade.

MARINI, ARNOW e LAMPEN (1961),evidentiaram que
a nistatina, em concentragdes acima de 5 ug/ml afetam a mem-
brana celular produzindo um rapido aumento na permeabilidade

da celula a pequenos ions.

KINSKY (1961), sugeriu que a toxicidade seleti
va dos polienos para fungos e algumas algas poderia ser devi-
da a um Unico componente da membrana desses organismos que,

especificamente se combinaria com os antibiéticos polienos.

PANIKER, KURUP e INDIRA DEVI (1963),trabalhan-
do com diferentes espéecies de Candida verificaram que, a con-
centragio minima inibitdoria de nistatina (concentragdo essa,
que prevenia visiveis crescimentos) para todas as especies

ensaiadas foi igual ou menor que 40 unidades/ml.

BODENHOFF (1969), estudando resistencia de 1i-
nhagens dos generos Candida e Torulopsis a antiflingicos, veri
ficou que a concentragdo minima inibitoria para as 1linhagens

foi de 30 unidades/ml para o antibicdgtico nistatina.

CAMPOS (1973) apresentou, uma importante revi-

sao sobre o assunto e encontrou que os niveis de resistencia

das linhagens de Candida albicans a nistatina, variaram de
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1,0 a 50 upg/ml.

Muitos mutantes resistentes a drogas, sao usa-
dos para estudos geneticos e BRYSON e SZ2YBALSKY (1952), tra-
balhando com bactérias desenvolveram a tecnica da placa gra-
diente, que facilitou grandemente a obtengao de mutantes re-
sistentes, atraves de sucessivas passagens do microrganismo
em estudo, em concentragdes crescentes da droga. Essa técnica,

aplica-se muito bem a outros fungos e leveduras.

BODENHOFF (1969) estudando leveduras dos géne-
ros Candida e Torulopsis obteve mutantes resistentes a nista-

tina usando a técnica da placa gradiente.

CAMPOS (1973), apresentou uma revis3o sobre mu
tantes de levedura resistentes a drogas e selecionou coldnias
resistentes até a concentragao de 200 upg/ml de nistatina; sa-
lientou ainda, que o modelo de resisténcia a essa droga era
de mUltiplos passos. Nesse mesmo trabalho, a autora revisou
e discutiu aspectos relacionados com o crescimento de celulas
selvagens e resistentes a nistatina e competigédo entre essas
celulas, verificando que, em um meio de cultura ausente dadro
ga, as coldonias selvagens apresentaram crescimento mais exu-

berante que as mutantes resistentes.

Resultados semelhantes, foram descritos por
BERGAMIN FILHO (1973), que comparou o crescimento de 1linha-

gens de Corynebactenium michiganense, selvagens e  mutantes
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resistentes a antibidticos.

Também o corante cristal violeta (BIER, 1968)
pode ser usado para obtengdo de mutantes resistentes a drogas
em leveduras. A esse respeito, PELCZAR e REID (1966) comen-
taram que essa droga, na diluigcdo de 1:10.000 era letal para
os fungos dos generos Monifia e Torula e na diluigao de 1:1000000
era inibitdéria para esses microrganismos. Segundo os mesmos
autores, parece que os corantes atuam nos microrganismos atra
ves da combinagdo com as proteinas celulares, produzindo alte

ragbes nocivas as células.

Os estudos de cruzamentos genéticos entre celu
las haploides, para obtencao de heterozigotos ou celulas di-
pléides estd@o muito avangados em certas especies de levedu-
ras, particularmente em Saccharemyces cerevisiae (MORTIMER e
HAWTHORNE, 1969). Entretanto, nas outras especies, principal
mente Torula utilis, esses estudos sdo mais raros e tem se

baseado principalmente no fenomeno da transformacgao.

OPPERNOORTH (1960), trabalhando com S.carfsbeagensis,
gue tinha capacidade de fermentar certos aglcares e usando
preparagoes de acido nucléico dessa espécie, transformou cé-
lulas de S. cerevdisiae gue nao fermentavam os referidos aglca

res em células capazes de fermenta-los.

KHAN e SEN (1974), estudaram transformagao em

tres espécies de leveduras: S. cerevisdiae, Candida e Hansenula.
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As celulas doadoras se diferenciavam das receptoras pela capa
cidade de crescer em determinado substrato, e os experimentos
foram feitos expondo as células receptoras a 10 ug de DNA/m1,
por 30 minutos a 30°C e sob condigdes de agitagao aercbica.
0Os resultados obtidos, mostraram que, células de C. Lipolytica
transformaram células de C. uti{lis e vice-versa; celulas de
S. cerevisiae transformaram celulas de S. acetd, S. mellis
e S. oleaceus e celulas de H. petersdonidi transformaram celu-
las de H. jadinii. Portanto, evidenciou-se com esse trabalho
que, DNA exdgeno pode transformar células receptoras de leve
duras, transmitindo a essas celulas certas caracteristicas,

a exemplo da transformagdo que ocorre em bacterias.

Quanto aos aspectos relacionados com o melho-
ramento de leveduras, a semelhanga do que e feito comumente
em plantas e animais superiores, uma excelente revisado e en-
contrada em TAVARES (1974) que, estudando produgédo celular da
levedura Sacchanomgceé uvarum, planejou os ensaios de produ-
¢do segundo o delineamento estatistico em blocos ao acaso
com tres repetigdoes e utilizou os metodos de "selegac entre
colonias” e "entre e dentro de linhagens” concluindo que nes-
sa especie existe uma grande variabilidade natural que deve
ser aproveitada em qualquer programa de melhoramento. Argu-
mentou finalmente, que os principios do melhoramento em fun-
¢3o de parametros biométricos, poderé@o ser muito bem usados
para os microrganismos a exemplo do que ja& acontece em outros

organismos.
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3. MATERIAL E ®ETODOS

3.1, Origem das linhagens

Foram utilizadas oito linhagens de Torwla utidis,
{Candida utilis; Torulopsis utilfis) provenientes do estoque
do Instituto de Medicina Tropical - Sao Paulo, e mais quatro
linhagens de leveduras, nao classificadas, isoladas de baga-
¢o de cana-de-agltcar da Usina Monte Alegre do Municipio de Pi
racicaba ~ Sao Paulo. As linhagens usadas, estao descrimina-

das na Tabela 1.
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3.2. Meios de cultura

Os seguintes meios de
Meio Completo (REAUME e TATUM, 1949)

Extrato de levedura. . . . & s .« .
Peptona « « &+ + v = & « & v s 2 s 4 s
Glucose. + =« « « =« s s s 2 2 »
Agar v v 4 v v v e e e e e e e e

Agua destilada . . . . . « &« « « « .
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cultura foram utilizados:

kS

5,0
3,0
10,0
15,0 ¢

1 litro

R 0Q 0Q

0 pH foi ajustado para 6,0 com NaOH 4% ou HC1

IN. Este meio, foi usado para manutengado das linhagens no es-

togue, para crescimento das culturas e o mesmo meio, 1iqui-

do (sem agar), foi usado para ensaios de produgdo de biomas-

Sa.

Meio Minimo (REAUME e TATUM, 1949)

Glucose.: « « v o 2 = + & s s s a4 o+ s
Asparagina . + s+ « & s+ 2 2 s e & s »
KH2POy + v v v v v v v v e e e e e
MgS0y . 7 H2a0 v v v v v & v & & & &
CaCly . 2 Ha0 v v v 4w o v o 6 s« a s .»
{NHy)2504. & & o & 5 w & s s 2 s 1

KI & v ¢ v o o v s s o o s o 4 s« s

Biotina. . .« « + + & <+ o+ o s . . s
Piridoxina . « &+ « & & v s o 2 2 s s
Pantoteno de calcio. . . . . . . .

Acido p-aminobenzoico. . . . . . . .
Inositol . .« .+ & o « « & & & 4 s s s
Tiamina. « « .+ « + + o & & + & . .
Na;By07 . 10 H,0 s s s s e s a s s e

20,0
2,0
1,5
0,5
0,3
2,0

pe 0@ 0Q 0o O0Q OQ

0,1 g
10,0 ug
1,0 mg
1,0 mg
1,0 mg
1,0 mg
1,0 mg
0,01 mg
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MﬂSUq ¥ s * a @ 5 a2 5 ] » » v s = 2 s 0;02 mg
ZnSOu v v s o v 4 s s s s s s e e« . 2,0 mg

CuSOy v« 4+ = v v & & & o + 3 2 % o & » 0,1 mg

{NHy)gMo902y4 . 4 HoD e s+ 2 « + « » 0,02 mg

FeSO0y v v » « & & & = &+ &+ & s = « . » 0,2 mg
Agar . . . .« .« = 4+« 4 2 .« . . 15,0 g
Agua destilada. . . . . . .+ + « . . . 1 litro

0 pH foi ajustado para 5,68 com NaGOH 4% ou HC1
IN. Este meio, foi usado para detecg@o de colonias mutantes
e o mesmo meio, liguido (sem agar), se prestou a ensaios de

produgao de biomassa.

Meio de Pijper - Meio Acido (JOLY, 18954)

Peptona s s e o x s a s a2 . w . as 10 g
Extrato de carne. . . + : « &+ « .+ .+ 5 g

Agua destilada. . . .+ « « . . . . . . 1 litro

0 pH foi ajustado para 3,8 com NaOH 4% ou HC1
IN. Este meio, foi usado para eliminar contaminacgéao portmc@é

rias gue sdo inibidas em meio acido.

Meio de Malte (LILLY e BARNETT, 1951)

Extrato de malte . . . . + + . .« . . . 20 g
Extrato de levedura. . . .+ « +«+ 5 . « - 2 &
Agar . . v ¢ v vt e e e e e e . . e s 15 g

Agua destilada . . + + « + « + o . « . 1 litro

0 pH foi ajustado para 5,0 com NaOH 4% ou HC1 1N.
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Este meio foi utilizado, para o isolamento de

leveduras do genero Toiufa, de bagago de cana de aglcar.

Meio de Agar Sabouraud Dextrose (BEECH e DAVENPORT, 1971)

Peptona micolégica. . . . . . . . . . 10 g
Dextrose . . + & ¢ s &+ o o &« s o« + & . 40 g
AZAr <« + & « « v + & o + 4+ 4+ « 4 ... 20 g
Agua destilada. . . . .+ + « +« « « « .+ 1 litro

0 pH foi ajustado para 5,8 com NaOH 4% ou HC1 1N.

Este meio foi utilizado, para se fazer isola-
mento de leveduras, do genero Toiuld, de bagaco de cana de

acglcar,

Meio de Agucar (BEECH e DAVENPORT, 1971)

Sulfato de amonia . . . . . . . . . . S5 ¢g
Agucar refinado . . . . . . . . . . . 1D g
Fosfato de potadssio monobadsico. . . . 1l g
Sulfato de magnésio . . . . . . . . . 0,5 ¢g
Cloreto de s6dio. . + . + + « » +. . . 0,1 g
Cloreto de cadleio » +» + « + « « . . . 0,1 g
Extrato de levedura . . . « . . . . .« 2,0 g
Agua destilada. . . . . « . . . . » . 1 litro

0 pH foi ajustado para 5,0 com NaOH 4% ou HC1

IN.

Este meio foi utilizado, para se fazer isola-
mento de leveduras, do género Toiula,de bagago de cana de agu

car.
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Todos os meios de cultura, foram esterilizados
em autoclave por 15 minutos, a pressado de 1 atmosfera e a tem

o} -
peratura de 120 C. A temperatura de incubagao em todos os ex

perimentos foi de 28°¢,

3.3. Drogas e solugoes utilizadas

Solugao salina - A preparagao desta solugdo foi
feita, diluindo-se 8,5 g de cloreto de s6dio em 1 litro de &a-
gua destilada. A seguir, a solugao foi autoclavada (1 atmos-

fera de pressao por 15 minutos).

A solugao salina foi usada, para se proceder
as diluigbes e posteriores semeaduras dos indculos, nas pla-

cas de Petri ou nos frascos de produgado de massa celular.

Solugao de estreptomicina - 0 antibidtico em
questao, foi acrescentado aos meios de isolamento de diferen-
tes especies de levedura, para prevenir contaminagdes bacte-
rianas. A solugado foi preparada, usando-se 100 mg de estrepto-

micina em 10 ml de agua esterilizada.

Solugao de tetraciclina - Esse antibiodotico, foi
acrescentado aos meios de isolamento de diferentes especies de
leveduras, para evitar contaminagado das culturas com bacté-
rias. A preparagao da droga foi feita, dissolvendo-se 250 mg

de tetraciclina em 2,5 ml de HC1l 0,1 N e o volume foi comple-
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tado para 25 ml com agua esterilizada.

Solugao de Vitaminas

Acido p-aminobenzéico . . . . . . . . 10 mg
Piridoxina . . « . + &+ + . ¢ « « « = » 50 mg
Tiamina . . + &+ &+ « « + + 4 « &« s « » 50 mg
Acido nicotinico. . . . . . . . . . .100 mg
Biotina . . .« & + .+ & & o « 4+ 4 s+ o a 0,2 mg
Riboflavina . . . . . .+ . .« « s« +100 mg
Agua destilada. . . . . . &« « +« + . .100 ml
A solucao foi aguecida em banho-maria por 15

minutos, e colocada em frasco escuro adicionada de 2mlide ci9
roférmio, sendo entdo conservada em refrigerador a 4°C.
Solugao de acido nucleico de leveduras - Dis-
solveram-se 2 gramas de acido nucléico em 15 ml de HCl, 1IN e
2 gramas em 15 ml de NaOH 1N, as duas solugoes foram fervidas
separadamente, durante 20 minutos e misturadas em seguida,
acertando-se o pH para 5,0, Apos filtragao foi completado pa
ra 40 ml o volume, com agua destilada e a solugdo foi conser-

vada em frasco escuro em: cloroformio, no refrigerador.

Solugao de casefina hidrolisada - Dissolveu-se

1 g de caseina hidrolisada em 100 ml de agua-

Solugao de extrato de leveduras - Dissolveu-se

1 g de extrato de leveduras em 100 ml de agua.

As solugbes de vitaminas, acido nucleico de le

veduras, caseina hidrolisada e extrato de leveduras foram uti



.28,

lizadas, para caracterizagdo dos mutantes auxotroficos.,

Para se efetuar a caracterizacao final dos mu-
tantes deficientes nutricionais foram usados ©s seguintes ami
noadcidos: prolina, arginina, lisina, triptofano, metionina,
histidina, isoleucina, glutamina, homoserina, sendo todos eles
na concentragao de 10 upg/ml, alem de treonina (20 pg/ml)} e
cistina (50 pg/ml); vitaminas: acido nicotinico (0,5 pg/ml),
acido p-aminobepzéico (0,05 pg/ml), bioctina (0,05 pg/ml), tia
mina (10 pug/ml), ribé%iévina (0,5 ug/ml) e piridoxina (0,5 ug/ml)
e acidos nucleicos: adenina, guanina, timina e citosina na
concentragao de 10 pug/ml. Foram usadas também: xantina dis-

solvida em HCl O0,1N e uracila dissolvida em NH40H 1N.

Solugao de nistatina - (Lederle . Laboratories
Bivision) - 100.000 unidades por ml. Este produto foi utiliza
do, para obtengao de mutantes resistentes a drogas e como a-

gente selecionador de mutantes auxotroficos.

Solugao de cristal violeta - Foi feita uma so-
lugédo de 100 mg de cristal violeta diluidos em 100 ml de agua
esterilizada. Este corante foi utilizado, para a obtengao de

mutantes resistentes a drogas.

Os reagentes usados para determinacao do teor

proteico das linhagens de Torufa foram:

Solugao D -~ AdigionQu-se Z2;0 ml de uma solugao

a 2% de sulfato de gobre pentahidratado e 2.0 ml de uma solu-
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cao a 4% de tartarato duplo de sodio e potassio em um frasco

de 100 ml. O volume foi completado com solugdo a 2% de carbg
nato de sodio. Esta solugdo foi sempre preparada no momento
de uso.

Reativo de Folinciocalteau - Foi usado o pro-

duto comercial (marca E. Merck) que foi diluido, para uma nor

malidade igual a 1.0.

3.4, Ensaios

3.4.1. Escolha das linhaqens

Foi feito um experimento, para avaliar a produy
cdo, em termos de massa celular, das linhagens de Torula utilis
do estogque. As medidas de avaliagdo consideradas foram: absor
bancia e peso seco. Foram semeados indculos de 10° celulas,
em frascos de 250 ml com 50 ml de meio completo.liquido. Os
inoculos, provieram de uma cultura de 48 horas de incubagéo
a 280C, em placas de Petri contendo meio completo. As colo-
nias foram tomadas ao acaso e o indculo foi padronizado, por

contagem das celulas em camaras de Newbauer.

O0s frascos foram incubados em agitador a ZBDC
por um periodo de 48 horas, gquando foram medidas a absorban-

cia e 0o peso seco da massa celular.
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A medida da absorbancia foi feita, no Fotoco-
lorimetro (Evans Electroselenium Ltd., England), sendo o meio

completo usado como "Blank”.

0 peso seco das celulas foi medido, centrifu-
gando-se 25 ml das amostras (centrifuga Sorwall Superspeed RC2-B)
a 5.000 rpm, durante 10 minutos. A seguir, descartou-se o s0
brenadante, ressuspendeu-se o precipitado em 5 ml de agua des
tilada, colocou-se a solugao em vasos da Boemia com a tara de
terminada previamente e procedeu-se a secagem do material em
estufa a 70°¢ por 24 horas. Finalmente, efetuou-se a pesagem
da materia seca de levedura, nos vasos de Boemia e calculou-se
o peso seco, por diferencga. As pesagens foram efetuadas, em
balanga Mettler H20T7, e os pesos foram equacionados, padroni-
zando-se as medidas para peso seco por litro de meio de cultu

ra utilizado.

3.4.2, Curvas de crescimento

A determinagao da curva de crescimento foi fel
ta, para as linhagens de Torula utiflis e foram consideradas
trés medidas: absorbancia, peso seco e contagem de celulas.
As medidas da absorbancia e do peso seco, foram feitas, como
descrito anteriormente. O método da contagem das células, foi
aquele proposto por AZEVEDO e NEDER (1963). Foram tomadas cul

turas de dois dias e inoculadas {(10% células) em frascos de
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250 ml, contendo 50 ml de meio de cultura.

Esses frascos, foram incubados a 2806; amostras
de 0,1 ml foram retiradas a intervalos de 5 horas e em segui-
da, semeadas em placas de Petri contendo meio completo de le-
veduras. Essas placas foram incubadas a 28°C e apos dois dias
procedia-se a contagem das colonias. Para as medidas de absor
bancia e peso seco, foram tambem retiradas amostras a inter-

valos de 5 horas e o ensaio foi feito em estufa.

3.4.3. Testes de produg¢ao para avaliacao de biomassa

Para os testes de produgado, que tinham por fi-
nalidade a avaliagdo da biomassa, 10% células da levedura, pro
venientes de colonias crescidas durante dois dias em placas
de Petri, incubadas a 2808, foram inoculadas em frascos de
250 ml, contendo 50 ml de meio completo. Esses frascos,foram
conservados no agitador por 24 - 48 horas, a uma temperatura
de 28°C. As seguintes medidas foram tomadas: absorbancia e
peso seco e o procedimento foi identico aos citados anterior-

mente.
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3.4.4. Testes de producao para avaliacao do teor pro-
téico das linhagens

Foram feitos ensaios de produgdo, com as 1i-
nhagens de Toiaufa utdilfdis, visando principalmente a determina-

gdo do teor proteico das mesmas.

Para o preparo do inoculo, foi utilizado om.fras==
co de 250 ml:; contendo no seu interior 100 ml de meio comple-
to. Nesse frasco foram semeados 5 ml de uma suspensao aguosa
de células da levedura obtidos por raspagem de um tubeo de cul
tura pura. O frasco assim preparado, foi incubado a 28°¢C por
48 horas. ApOs esse tempo, adicionou-se ao meio, 50 ml de a-
gua destilada, esterilizada e agitou-se até gque toda a cultu-
ra estivesse em suspensdo: essa solugao foi transferida para
um frasco vazio, esterilizado e filtrada atraves de 138 de vi-
dro, para reter as partibulas do meio de cultura. Do filtrado
foram utilizados 2 ml, que eram inoculados em cada frasco Er
lenmeyer contendo 50 ml de meio completo liquido. O0Os frascos
preparados com o inoculo (todos os frascos apresentavam o mes
mo nimero de células, isto &, 10% células/50 ml de meio) eram
transferidos para agitador onde permaneciam em agitagao cons

tante por 48 horas.

Amostras foram retiradas a intervalos gue va-
riaram conforme as medidas tomadas: intervalos de 1 hora para

medidas de pH e absorbancia e intervalos variaveis de 1 a 4 ho

ras para medidas de peso seco.
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As medidas do pH, foram feitas no pH - meter E£520
Metrohm Herisan e de absorbancia no espectrofotometro Colleman

Junior II (Comprimento de onda de 660 nm).

As medidas do peso seco foram feitas com auxi-
lio do miliporo, os miliporos vazios eram pesados e apos a
filtracao do material, eram secos em estufa de 100°C e nova-
mente pesados. A diferenga encontrada entre os pesos, corres

pondia a guantidade de biomassa produzida pelas celulas de

Torulfa por um determinado periodo de tempo.

Para a dosagem das proteinas foi usado o "metg
do de LOWRY et alii (1951)" e as ceélulas receberam alguns tra

tamentos preliminares tais como:

0 material celular filtrado foi,juntamente com o pap#l de
filtro (apds ter sido seco e pesado) transferido para um

tubo de ensaio.

- Foram adicionados 25 ml de NaOH - 1N e foi agitado o conteé
do do tubo de ensaio, ate o material se desprender do papel

e se desagregar.

- 0 tubo foi levado em banho de &gua fervente., durante 30 mi-

nutos.,

- Foi resfriado suavemente e transferido o contetdo do tubo
para um baldo voluméetrico de volume conveniente {(normalmen-

te 50 ou 100 ml), a solugao de NaOH, 1IN foi usada para atin

gir o tragco de afericao do baléao.
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- 0 volume foi filtrado e as proteinas dosadas pelo "metodo

de Lowry”,

3.4.5. Calculo da porcentagem de proteina a partir
dos valores de transmitancia ou absorbancia

0 calculo da porcentagem de proteina, em rela-
G0 a producdo total de biomassa é feito, levando-se em con-
ta o valor de transmiténcia, que é determinado no espectrofo-

témetro.

Para esse calculo, € necessario se tomar um pa
drao de proteina, que no caso foi o soro humano com uma curva
determinada previamente, pelo "método de Lowry”. A curva de
calibragao para proteina de soro humano foi usada em todos

0os ensaios:

C* = 1666,4882 - B849,8378 log. 1

onde: C* @ a concentracado protéica calculada pela curva de ca

libragdo e T e o valor de transmitancia do produto final.

0 valor protéico real da amostra e calculado

pela formula:

* Vb
1000
Va

- Ep . mp
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onde:
Vb = volume do baldo onde se fez a diluigao (ml),

Ep = equivalente em proteina do papel (mg de proteina’/

mg do papel).
mp = massa do millipore (mg).

Va = volume da amostra, filtrado (ml).

Para a avaliagado da proteina das amostras,usan
do-se os dados de absorbancia, procedeu-se a leitura no mesmo
espectrofotometro acima e o calculo foi feito diretamente.,con

siderando-se o soro albumina bovino como padrao proteico.

3.4.6. Isolamento e classificagao de linhaasns de
levedura do bagago de cana de agucar

Foram isoladas linhagens de levedura, da natu-
reza, mais propriamente de bagago de cana de aglcar na Usina
Monte Alegre - Municipio de Piracicaba. Foram utilizados dois
métodos de isolamento: método de enriquecimento e semeadura

da agua de lavagem,

0 método do enriguecimento consistiu em se pe-
sar 1 g do bagago de cana de agucar e diluir em 40 ml de agua
destilada; a seguir tomar 1 ml dessa solugao e inocular em um
frasco contendo 200 ml de meio de malte liguido. Essa solu-
cao final, foi incubada a 2808, por 48 horas para que os mi-

crorganismos: pudessem se desenvolver.A Apos esse tempo, foi
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feita a semeadura desse material nos seguintes meios: meio com
pleto de leveduras, meio de aglcar e meio sabouraud dextrose;
todos eles acrescidos de antibidticos para evitar contamina-

¢oes bacterianas.

0 segundo método, consistiu na lavagem de 1 g
do bagago de cana de agicar, com 40 ml de agua destilada e pos
terior filtragem desse material. A seguir, fez-se diluigoes
apropriadas do filtrado e semeou-se 0,1 ml em placas de Petri
contendo os mesmos meios de cultura citados acima. As placas

de Petri foram conservadas em estufa de ZBOC por 48 horas.

Apos esse periodo de tempo, foram isoladas co-
lonias de leveduras, que se assemelhavam morfologicamente a-
guelas espécies do genero Torufa. Essas coldnias foram trans
feridas pela tecnica da estria para placas de Petri contendo
os mesmos meios de cultura e novamente permaneceram em estufa
de 28°C por 48 horas. As celulas, assim purificadas, foram
inoculadas em tubos de ensaio contendo meio completo inclina-
do e conservadas em refrigerador, a espera dos ensaios preli-
minares de classificagao dos diferentes tipos. Esses ensaios
foram efetuados, uma semana apos o isolamento e o metodo de
classificagéo seguido foi o de LODDER (1971). 0Os estudos de
identificacdo das diferentes especies de levedura encontradas,
basearam-se principalmente na morfologia e na fisiologia das

especies (zimograma dos hidratos de carbonol.
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3.4.7. Determinacgao dos niveis de resistencia

Para a obtencao de mutantes de Torula utllis,
resistentes a drogas foi necessaria, primeiramente, a determi
nagdo dos niveis de resisténcia das amostras a nistatina e

cristal violeta.

0 método consistiu em se preparar placas de Pe
tri com concentragbes variaveis das drogas (Tabelas 2 e 3) adi
cionadas de meio completo de leveduras. Apés a solidificacao
das placas procedeu-se a semeadura de uma alga de platina, rg
tirada de uma cultura liquida da linhagem a ser dosada, cultu
ra essa proveniente de placas de Petri, com meio completo,man

tidas em estufa de ZBOC por 48 horas.

As placas semeadas, permaneciam em estufa de
28°¢ por 48 horas, guando eram anotados os resultados. A con
centragcao da droga imediatamente inferior aquela,onde nao hou
ve crescimento indicava o valor correspondente a resisténcia

da linhagem. As Tabelas 2 e 3 fornecem as concentragdes, gue

foram utilizadas.
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Tabela 2 - Quantidade da solug&o estoque de nistatina (solu-
cdo estoque = 35,7 mg/ml) e de meio completo de le
veduras para se obter a concentragao desejada da

droga: teste de resistencia das linhagens.

Solugao Diluigég Quantidade de Concentracéao
estoque da solucgao meio completo da droga
{ml) estoque (ml) (wg/ml)
0,4 sem diluir 19,6 714,00
2,0 1:10 18,0 357,00
1,0 1:10 19,0 178,50
0,4 1:10 19,6 71,40
2,0 1:100 18,0 35,70
1,5 1:100 18,5 26,70
1,2 1:100 18,8 21,36
1,0 1:100 19,0 17,85
0,8 1:100 19,2 14,24
0,6 1:100 19,4 10,68
0,4 1:100 19,6 7,10
2,0 1:1000 18,0 3,50
1,0 1:1000 19,0 1,70

0,0 - 20,0 0,00
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Tabela 3 - Quantidade da solugaoc estoque de cristal violetalso-
lugao estoque = 1 mg/ml) e de meio completo de le-
veduras para se obter a concentragao desejada da
droga - teste de resistencia das linhagens.

Solugao Diluigég Quantidade de Concentracgao

estoque da solugao meio completo da droga

(ml) estoque {(ml) {ug/ml)
2,0 sem diluir 18,0 100.,0
1,0 sem diluir 19,0 50,0
0,7 sem diluir 19,3 35,0
0,5 sem diluir 19,5 25,0
0,3 sem diluir 19,7 15,0
2,0 1:10 18,0 10,0
1,0 1:10 19,0 5,0
0,7 1:10 19,3 3,5
0,5 1:10 19,5 2,5
0,3 1:10 19,7 1,5
2,0 1:100 18,0 1,0
1.0 1:100 19,0 0,5
0,7 1:100 19,3 0,3
0,5 1:100 19,5 0,2
0,3 1:100 19,7 0,1

0,0 - 20,0 0,0
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3.4.8. Avaliagao da sobrevivencia das linhaaens de
Torula utilis a drogas

0 método consistiu em se preparar placas de Pe
tri, contendo meio completo adicionado de concentragédes varié
veis das drogas nistatina e cristal violeta. Apds a solidi-
ficagao do meio de cultura, procedeu-se a semeadura,de 0,1 ml
de uma solugédo de celulas de Toaula utifis, previamente culti
vadas em meio completo liquido a 28°¢C por 48 horas. As pla-
cas de Petri, semeadas, foram conservadas em estufa de 28°¢
por 48 horas, quando foi efetuada a leitura, por contagem do
nimero de células viaveis. Para a analise da sobrevivéencia
das linhagens foram utilizadas concentragdes de nistatina e
cristal visleta, semelhantes aguelas descritas nas Tabelas 2

e 3.

3.4.5. Isolamento de mutantes resistentes a drogas

Os mutantes de Toaufa utilfisd, resistentes a
drogas foram isolados pelo metodo da placa gradiente de = BRYSGW

e SZYBALSKY (1952).

Para @ nistatina foram efetuadas 8 transferen-

cias empregando-se os gradientes:
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1-0 - 3,5 pug/ml
2~0 - 7,1 pyg/ml
3-0 -17,8 ug/ml
4 -0 - 35,7 pg/ml
5-0 - 71,4 pyg/ml
8 -0 -178,5 ug/ml
7 -0 -357,0 ug/mil

8 -0 -714,0 ug/ml

Para o cristal violeta, foram feitas 7 trans-

ferencias usando-se os seguintes gradientes:

1-0 - 0,2 pyg/ml
2-0 - 0,3 ug/ml
3-0 - 0,5 pg/ml
4-0 - 1,0 pg/ml
5-0 - 1,5 ug/ml
6 -0 - 2,5 ug/ml
7-0 - 3,5 ug/ml

As colonias gue conseguiram crescer nos gradien
tes superiores aos da linhagem selvagem, ap0s as respectivas
transferencias, foram isoladas em tubos de ensaio contendo
meio completo inclinado e estocadas em refrigerador. As colo-
nias mutantes resistentes a nistatina, foram semeadas em pla-
cas de Petri contendo meio completo e as seguintes concentra-

¢oes da droga: 3,5; 7,13 17,8; 35,7; 71,45 178,5; 357,0 e
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714,0 ug/ml, tendo como finalidade a confirmacgdo das resistéen-
cias. No caso do cristal violeta, as seguintes concentracgodes
foram utilizadas no meio completo: 0,2; 0,3; 0,5; 1,0; 1,5
2,5 e 3,5 pug/ml. A leitura foi feita, pelo crescimento das
colonias (inoculadas nas placas por meio de uma alga de plati

na) nas concentragtes acima.

3.4.10. Determinacao da sobrevivencia das colonias
selvacens 2 mutantes resistentes a nistatina

Apos o isolamento das colonias mutantes resis-
tentes a nistatina, pelo metodo da placa gradiente, foram obser
vados os niveis de resisténcia dessas colonias a nistatina,pe

lo metodo descrito no Iitem 3.4.7.

Aléem disso, foram tambem observados os niveis
de sobrevivencia a nistatina, das coldnias selvagens e mutan-

tes, pelo método descrito em 3.4.8.

3.4.11. Crescimento das colonias selvagens e mutantes
resistentes a nistatina

0 metodo utilizado para se efetuar as curvas
de crescimento das colonias selvagens e mutantes resistentes

a nistatina, consistiu em se semear gelulas de Torula utildis,
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em meio completo de levedura e proceder a contagem das colo-
nias. As culturas semeadas, foram primeiramente cultivadas em
meio completo solido a ZBbC durante 48 horas. A seguir.,reti-
raram-se colonias isoladas, que foram inoculadas em solucao
salina e contadas na camara de Newbauer. Apds a contagem das
células, inoculou-se 1 x 10% células nos frascos de 250 ml, con
tendo 50 ml de meio completo liquido. Esses frascos foram agl

tados, & temperatura de 28°C por 48 horas.

Aliquotas de 1 ml, foram retiradas a interva-
los de 4 horas e semeadas em placas de Petri contendo meio com
pleto. Essas placas, foram incubadas a 28°¢C por 48 horas e

apos esse tempo, foi feita a contagem do numero de células.

Um estudo comparativo do crescimento das linha
gens selvagem e resistentes foi feito atraves dos calculos do
coeficiente de regressao linear e meia vida relativa das 1i-

nhagens, de acordo com os esquemas de BERGAMIN FILHO (1973).

3.4.12. Sobrevivencia de celulas de Torula utilis a
Tuz ultra-violeta

Para a obtengdo de mutantes auxotréficos, foi
usado como agente mutagenico, a luz ultra-violeta e para isso
determinou-se a sobrevivencia das celulas de Torulfa ulilis, a
esse mutagenico. A tecnica usada, consistiu em se tratar uma

suspensado de celulas (obtidas de cpldnias isoladas, crescidas
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em placas de Petri em estufa de 2808 por 48 horas) com luz
ultra-violeta. O tratamento com luz ultra-violeta (2537 g)tl
nha a duragdo final de 80 segundos e a distancia da luz as ce
lulas de Torula utilis era de 15 cm., Amostras foram retira-
das nos seguintes tempss: 0; 10; 20; 30; 40; 60 e 80 segundos.
As amostras, eram semeadas em placas de Petri, e permaneciam
incubadas a 28°C por 48 horas, guando entdo se procedia a con
tagem das celulas viaveis. Finalmente, estimava-se a porcen-
tagem de sobrevivencia das ceéelulas de Torula utilis, em rela-

¢do a amostra ndc irradiada {(tempo zero).

3.4.13. Sobrevivencia de celulas de Torula utilis em
meio liquido adicionado de nistatina

A nistatina foi usada como agente selecionador
de mutantes auxotroficos ¢ a solugdo estoque de nistatina era
de 10 pg/ml. O método, consistiu em se cultivar celulas de
Torula utilfid em placas de Petri, contendo meio completo, em
estufa de 28°¢C por 48 horas. Em seguida, foram tomadas colo-
nias isoladas e diluidas em solugdo salina. Apos diluicgdes
apropriadas, foi tomado 0,1 ml e inoculado em um tubo de en-
saio contendo meio completo liquido (9 ml) e nistatina (1 ml=
10 pg de nistatina). Amostras foram retiradas, semeadas em
meio completo solido e incubadas a 280C por 48 horas. As amos

tras foram retiradas nos seguintes tempos: 0; 20; 40 e 60 mi-

nutos. Finalmente, fez-se a contagem das células viaveis e
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calculou-se a porcentagem de sobrevivenpcias das mesmas.

3.4.14. 1solamento de mutantes auxotroficos

A técnica do isolamento de mutantes auxotrofi-
cos, usando a luz ultra violeta (2537 ®) como mutagenico e a
nistatina como agente selecionador consistiu em se inocular,
colonias isoladas de Torula ufilis (previamente crescidas em
meio completo a 28%¢ por 48 horas) em um frasco de 250 ml,
contendo 50 ml de meio completo ligquido, por um periodo de
24 horas. Em seguida, procedeu-se a centrifugagao do mate -
rial a 5000 rpm por 10 minutos. Ressuspendeu=se o precipita-
do em solugao salina. Fez-se uma contagem das celulas de

Torula util4is em camaras de Newbauer.

A seguir as células foram tratadas com luz ul-
tra-violeta (a distancia da luz a placa contendo as celulas
de Torula utifis foi de 15 cm), por um tempo correspondente a
5% de sobrevivéncia. As ceélulas tratadas, foram inoculadas
em 20 ml de meio completo l1liquido, e permaneceram incubadas a
ZBOC durante 18 horas. A seguir, foram centrifugadas, suspen
didas em solugao salina, recentrifugadas. ressuspendidas em
solugao salina e inoculadas (1 ml da solugac salina) em meio

minimo liquido sem nitrogénio (sem (NH4J280,).

As células de Torula utifdid. permaneceram por

3 a 5 horas nesse meio, quando foi adigionada uma solucao de
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nistatina de 10 upg/ml. Apdés 60 minutos de tratamento, proce-
deu-se a semeadura em placas contendo meio completo de  1leve-
dura. As placas permaneceram na estufa de 28°¢ por 48 horas.
quando as colonias foram transferidas para duas séries de pla
cas (uma delas contendo meio minimo e a outra meio completo]),
pela técnica da réplica de LEDERBERG e LEDERBERG (1952). ApGs
incubagao por 48 horas a 280C, foi feita a leitura das pla-
cas e as colonias que cresceram no meio completo, mas nao no
meio minimo, foram consideradas mutantes deficientes nutricio

nais ou auxotroficas.

3.4.15. Caracterizacao dos mutantes auxotroficos

As colonias mutantes auxotroficas de Terula
utifis foram ensaiadas, com a finalidade de se caracterizar
as suas deficiéncias nutricionais. 0 metodo consistiu em se

preparar placas, contendo meio minimo de levedura e semea-las
com 0,1 ml de uma solugao de celulas de Torula utifis, mutan-

tes auxotrdficas. As células da linhagem mutante,tinham sido
isoladas das placas de meio completo, gque haviam crescido em

estufa de 2800 por 48 horas.

As placas assim preparadas, permaneciam incu-

o -
badas a 28 C por 12 horas, guando lhes eram adicionadas as sg
guintes substéncias: caseina hidrolisada., acido nucléico de

levedura, vitaminas, extrato de levedura e meio completo. Es-
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sas substancias eram colocadas em locais separados nas placas,
com o auxilio de uma alga de platina. O crescimento visivel,
ao redor de qualquer uma dessas substancias, com excegao do
meio completo, indicava a deficiéncia da linhagem mutante. Pa
ra a caracterizagao final das celulas mutantes., o procedimen-
to foi idéntico ao anterior. utilimando-se apenas todas as

substancias que compunham os grandes grupos.

3.4.16. Testes de cruzamentos

Para verificagao da existéncia de algum siste-
ma de recombinagao ou troca de material genético entre celu-
las de Torula utifis, procedeu-se a uma serie de cruzamentos

entre individuos mutantes.

Foram considerados dois tipgs de cruzamentos:
o primeiro, entre celulas de Torufla utifis mutantes auxotro-
ficas e o segundo entre células de Torula utifis mutantes re-

sistentes a drogas.

0 método usado, para o cruzamento de células
mutantes auxotrdficas consistiu em se tomar duas coldnias mu-
tantes para requisitos nutricionais diferentes que foram cen-
trifugadas separadamente. A seguir, elas foram suspensas em
solugao salina, recentrifugadas e ressuspendidas novamente em

solugao salina. Foi inoculado 0.1 ml de cada solugao, separa
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damente, em dois tubos de ensaio contendo 9 ml de meio minimo
de levedura. A seguir, foram tomados 0,05 ml de cada solugao
e efetuou-se a mistura em um 39 tubo de ensaio contendo 9 ml
de meio minimo; todos os tubos foram incubados a 2808 por 6
horas. Apos esse tempo, foi feita a semeadura das placas da
seguinte forma: cinco placas de meio minimo foram semsadas com
indculos procedentes do tubo nimero trés, cinco placas com ing
culos do tubo ndmero um e cinco placas com inoculos do tubo
nimero dois, o mesmo numero de placas contendo meio completo

foi semeado como anteriormente e serviu de testemunha nos cru

. o
zamentos. Todas as placas foram incubadas a 28 C por 24 -48
horas. Ffinalmente, foram observados os resultados., por pre-
senga ou ausencia de crescimento das células e contagem das

mesmas nas diferentes placas-.

No caso do cruzamento entre celulas de Torula
ut{lis4, mutantes resistentes a drogas o método consistiu em
se tomar duas colonias, resistentes cada uma delas a uma dro-
ga diferente, centrifugéa-las e suspendé-las em solugcao sali-
na. A seguir, 0,1 ml de cada uma dessas solugoes foi inocula
do separadamente em um tubo de ensaio contendo 9 ml de meio
completo e em um terceiro tubo foram inoculados 0,05 ml de ca
da solugdo. Os tubos foram inoculados a ZBDC por 6 horas.
Finalmente, procedeu-se a semeadura e de cada tubo foram se-
meadas vinte placas., sendo cinco de cada um dos seguintes meios:
meio completo, meio completo mais nistatina. meio completo

mais cristal violeta e meio completo mais nistatina mais cris
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tal violeta; isso porque, uma das linhagens era resistente a

nistatina e a outra a cristal violeta.

As placas foram incubadas a 28°C por 24 - 48 ho

ras, quando foram observados os resultados.

3.4.17. Analises estatisticas

Os ensaios de produgao, foram feitos conforme
o delineamento estatistico em Blocos ao Acaso e Inteiramente
Casualizado com duas ou trés repetigdes. As coldnias de cada
linhagem ou tratamento foram tomadas ao acaso e o procedimen-

to geral seguiu os esquemas propostos por PIMENTEL, GOMES (1963).
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4. RESULTADOS

4.1. Escoiha das linhagens

Com a finalidade de se escolher as linhagens
mais promissoras, para os estudos geneticos foi feito um en-
saio de produgao de massa celular, envolvendo as oito linhe-
gens de Torula ufilis do estoque. Esse ensaio, que constou
do crescimento das celulas em meio completo de leveduras por
48 horas a 2808, foi realizado conforme o metodo descrito no
item 3.4.1. e os resultados obtidos representam medias de tres
coldénias por linhagem. com duas repetigoes. A Tabela 4, apre

senta os resultados obtidos.
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Tabela 4 - Absorbancia e massa celular (peso seco) de oito

linhagens de Torula utilLis.

Absorbancia Peso seco (g/1)
Linhagens

1? rep. 2% rep. mMédia 19 rep. 22 rep. Média
L1 4,40 4,30 4,35 2,26 2,96 2,61
L 2 4,20 4,30 4,25 1,86 2,72 2,29
L3 4,30 4,30 4,30 2,12 3,00 2,56
L 4 4,10 4,40 4,30 2,00 2,76 2,38
LS 4,30 4,20 4,25 1.86 2,56 2,21
L6 4,30 4,40 4,35 2,00 2,56 2,28
L7 4,20 4,30 4,25 2,50 2,50 2,50
L8 4,30 4,30 4,30 2,20 2,16 2,18

Nota-se facilmente, mesmo sem analise estatis-
tica gue o valor de absorbancia, para todas as linhagens nao
difere, isto €, as linhagens apresentam produgoes semelhantes

guanto ao carater absorbancia.

Quanto ao carater peso seco, foi feita uma ana
lise de variancia atraves de um Experimento Inteiramente Ga-
sualizado, com duas repetigoes e oito tratamentos. A nao signi-
ficancia para tratamentos, sugere, gque as linhagens nao dife-
rem guanto ao carater produgao de massa celular (em termos de

peso seco). Os resultados sao apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Ensaio de produgao de oito linhagens de Torula
utifis. Andlise de variancia para o carater peso

seco. Experimento Inteiramente Casualizado com duas

repetigoes.

F.V. G.L. S.Q Q.M. F
Tratamentos 7 0,373 0,0533
Residuo 8 1,694 0,212 0,251 n.s.
Total 15 2,087
Em vista dos resultados obtidos, foram esco-

lhidas as linhagens 1, 2, 3 e 4 que apresentavam colonias iso
ladas, com bordos delimitados e com 6timo crescimento nos dois

meios de cultura utilizados (meio completo e meio minimo}.

Essas linhagens foram submetidas a novos tes-
tes de produgao, com a finalidade de selecionar aquelas, mais
adequadas para serem usadas nos estudos geneticos da Toaula

utif4is e nos ensaios de produtividade.

Os testes de produgao, foram levados a efeito
sob agitagao constante a ZBOC, de acordo com os métodos des-
critos nos itens 3.4.3., 3.4.4, e 3.4.5, As medidas conside

radas foram pH, absorbancia, peso seco e teor de proteina.

Foi observado, que o valor do pH diminuia, a

medida que a cultura crescia em agitagdo constante. enquanto



.51.
gue, os valores de absorbancia e peso seco aumentavam. 0 teor
protéico das linhagens esteve em torno de 30 - 35% da concen-

tragao total do meio, para todas as linhagens de Torula ufLilia

examinadas.

Quanto ao teor de proteina em g/1. houve um au
mento gradativo a medida que a cultura evoluia até a amostra
final de 30 horas. A porcentagem de proteina aumentou muito
na amostra de 3 horas, mas tendeu a estabilizagdo nos demais

tempos., para todas as linhagens ensaiadas.

Os resultados obtidos com os ensaios de produ-

cao constam das Tabelas 6 e 7 e das Figuras 1, 2 e 3.

Os dados de produgac de matéria seca e pro-
teina, das guatro linhagens de Torula utifis {(amostras de 0 a
12 horas) foram delineadas em Blocos ao Acaso com B amostras
e 4 linhagens. Os resultados obtidos. sao os constantes das

Tabelas 8, 8 e 10.
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Tabela 6 - Dados de pH e absorbancia de Toaufla utilis. linha-
gens L 1. L2,L3 e L4 obtidos por ensaios de pro-
dugao em agitador constante. Valores medios de

duas medidas.

Linhagens
Tempo

(horas) pH Absorbancia

L1 L 2 L 3 L 4 L1 L 2 L3 L 4
0 5,20 5,20 5,10 5,25 0,140 0,100 0,145 0,170
1 5,10 5,18 5,00 5,10 0,150 0,120 0,170 0.190
2 4,75 4,80 4,80 4,90 0,217 0,160 0.220 0,250
3 4,50 4,60 4,50 4,70 0,210 0,160 0,270 0,350
4 4,10 4,30 4,30 3.50 0,i30 0.100 0,102 0,200
5 3,70 4,50 4,20 4,25 0.225 0,100 0,140 0,200
B 3,30 4,00 4,10 4,50 0.280 0,230 0,200 0,220
7 3,15 3,30 4,00 4.40 0,339 0,350 0,240 0,270
8 3,10 3,00 3,80 4.40 0,393 0,380 0,290 0,280
g 3.10 3,00 3,70 4,20 0,225 0,440 0,308 0,310
10 3,10 3,45 3,70 4,25 0,235 0,300 0,380 0,450
11 3,25 3,05 3,30 4.00 0.251 0,550 0,400 0,400
12 3,30 2,95 3,50 4.10 0,280 0,310 0,300 0,300

24 4,50 4,00 3,90 4.45 - - - -

30 4,50 4,60 4,00 4.50 - - - -

35 4.50 4,40 4,20 4,50 - - - -
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Tabela 8 - Ensaio de produgao de guatro linhagens de Torula
utilis. Analise de variancia~, para o carater peso

seco. Blocos ao Azaso com 6 amostras e 4 linha-

gens.

F.V G.L S.Q Q.M F.
Linhagens 3 1,360 0.453 4,09%
Amostras 5 39,620 7,924 71,39%%*
Residuo 15 1,664 0,111
Total 23 X = 2,12

C.V. =15,7%

0 resultado obtido para blocos, € significati
vo ao nivel de 5% de probabilidade. isto €, existem linhagens
que diferem entre si, gquanto ao carater produgao de matéria
seca. Em relagao as amostras tomadas, ha diferengas signifi-
cativas ao nfvel de 1% de probabilidade para todas as 1linha-

gens.

Para testar., quais as linhagens que se dife-
renciam em termos de matéria seca foi usado o teste de Tukey.
que compara medias. O teste mostrou que, a linhagem L1 foi
estatisticamente superior as demais, quanto ao teor de maté-
ria seca produzida. As linhagens L2 e L3 nao diferiram en-
tre si, para o carater em questao, entretanto a linhagem L 2
foi diferente da L 4 e as linhagens L3 e L 4 nao diferiram

para o mesmo carater.
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Tabela 8 - Ensaio de produgao de guatro linhagens de Torula

utifis. Andlise de variancia para o carater produ

Gao de proteina {(g/1).

tras e 4 linhagens.

Blocos ao A:aso com B amos

F.V. G.L. S.Q. Q.M F.
Linhagens 3 0,032 0,010 0,469 n.s.
Amostras 5 3.574 0,714 30,810%%*
Residuo 15 0,348 0,023
Total 23 X=0,91" "

C.V. =21,7%

Portanto, nao existem diferengas

significati-

vas entre as linhagens quanto a produgao de proteina em g/l.

Com relagao as amostras elas diferem entre si.como era de se

esperar para uma cultura em crescimento.
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Tabela 10 - Ensaio de produgao de quatro linhagens de Teaula

util4is. Analise de variancia para o carater por-
centagem de proteina. Blocos ao Acaso com B amos

tras e 4 linhagens.

F.V. G.L. 5.9. 4 Q.M. F.

Linhagens 3 549,820 183,3067 6.99%*
Amostras 5 867,937 193,5874 7,38%%
Residuo 15 393,550 26,2367

Total 23 X = 36,7

Quanto ao carater, porcentagem de proteina em
relagado ao peso seco. a andlise estatistica mostrou gque, exis
tem diferengas altamente significativas entre pelo menos duas
das linhagens de Toiula uftifis examinadas. Tambem foram detecta
das diferengas significativas entre pelo menos duas das amos-

tras consideradas para todas as linhagens.

Ffoi aplicado o teste de Tukey, para verificar
guais foram as linhagens que diferiram quanto ao carater por-

centagem de proteina.

Comparando-se as médias de producao de protei-
na em porcentagem, de todas as linhagens, observou-se que a

linhagem L 2 €& mais produtiva que as linhagens L1 e L 4 e nao
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diferiu significativamente da linhagem L 3. Q(Quanto as demais
linhagens (L 1,L 3 e L 4) néao foram detectadas diferengas signi

ficativas entre elas, com relagao ao carater ensaiado.

A Tabela 11 mostra os resultados obtidos, para

todos o0s caracteres.

Tabela 11 - Teste de Tukey para os carecteres  materia seca
lg/1),zptoteinactegl/d) eu% de protefnas dasrguatro
linhagens«de-Torula ufilis.

Linhagens Matéria seca Proteina % de proteina
(g/1) (g/1)
X X X
el 7,45 a* 8,76 a 31,72 a
L2 5,48 b 0,69 a 44,52 b
L3 6,16 b.c 0,71 a 36.35 a,b
L 4 6,39 c 0,66 a 34,33 a

Teste de Tukey: diferengas minimas significativas.

. 1% = 1,83
Materia seca {5% = 0,77

. 1‘}0 = 0,44
Protelna(g/l}tS% = 0,35
. . 1% = 14:85
> de pl"Otelna ts‘}o = 113,78

*tm gada coluna, mé&dias com a mesma letra nao diferem es-
tatisticamente.
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As linhagens L1 e L 3, foram escolhidas para

serem usadas nos ensaios subsequentes.

4.2. Curvas de crescimento

Os dados das curvas de crescimento das linha~
gens L1 e L3, foram computados conforme o meéetodo descrito
em 3.4.3., sendo retiradas amostras a intervalos de 5 horas,

considerando-se a media de duas repetigoes por amostra.

Foi verificedo, que as linhagens apresentaram
um comportamento semelhante para todas as medidas considera-
das. A fase logaritmica para os dados de absorbancia, e nuime
ro de celulas viadveis, se prolongou ate cerca de de 25-30 ho-
ras, seguindo-se a fase estaciondria. Apds esse intervalo de
tempo, houve diminuigdo da taxa de crescimento, para as medi-

das ensaiadas.

Desde que., os dados apresentados sugerem gque O
melhor intervalo de produgao de massa celular por celulas de
Torula utifis, foi de 45 - 50 horas de crescimento a 28°%C, 0
tempo usado nos demais experimentos foi padronizado para 48

horas de incubagao.

Os resultados obtidos para absorbancia, numero
de ceélulas viadveis e peso seco constam da Tabela 12 e as cur-

vas de crescimento podem ser visualizadas nas Figuras 4, 5 e 6.
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Tabela 12 - Dados de absorbancia, ndmero de células viaveis
e peso seco das linhagens L1 e L3 de Torula
utilis. 0Os valores, representam a meédia de duas

repetig0es por amostra.

Amostras L N? de celulas Peso seco
(horas) Absorbancia viaveis {g/1)
. Lo
L1 L3 L1 L3 L1 L 3
0 0,00 0,00 8,0x10' 1,6 x 102 0,40 0,44
5 0,00 0,00 6,3x102 3,7 x 102 0,36 0,76
10 0,00 0,10 8,7 x10* 6,1 x 10" 0,60 1,20
15 0,23 0,30 4,6 x10°% 4,7 x10° 1.20 1,52
20 1,95 2,00 3,1 x10% 1,1x10°® 1,40 1,56
25 2,70 2,50 1.1x107 1,8x10¥ 1,24 1,64
30 3,35 3,40 6,6 x107 1,4 x10% 1,58 1,68
35 3,20 3.40 4,1 x10%® s5,1x10°® 1,48 1,68
40 3,70 3,40 3,0x10%° 7,1x10% 1,60 1,64
45 3,40 3,50 5,0x10% 1,2x10'% 1,50 1,72
50 3,40 3,70 1,0x10° 7,5x10° 1.68 1,70
55 3,40 3,60 5,0x10% 1,4x10'% 1,40 1,80

60 3,35 3,60 5,4 x10% 1,1x10° 1,44 1,60
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4.3. Isolamento e classificagao de linhacens de levedura
do bagaco de cana da agucar

Para esse isolamento, foram consideradas amos-
tras de bagago de cana de agucar curtido (denominado bagacgo
velho) e bagago recem moido (denominado bagaco novo). O baga-
¢o de cana de agucar, de onde provieram as linhagens de Torula
sp., foi coletado na Usina Monte Alegre, no municipio de Pira
cicaba, sendo gque as linhagens B1 e B4 vieram do bagago

velho e as linhagens restantes do bagagco novo.

Os métodos de isolamento e selecao das amos -
tras de Torula sp foram aqueles descritos em 3.4.6. e os re-

sultados obtidos sao os constantes das Tabelas 13. 14 e 15.

Tabela 13 - Amostras de levedura, provehientes do bagago de
cana de agucar e meios de cultura utilizados para

a selecgao.

Amostras coletadas do bagago de cana

Meios de cultura de agucar

Velho Novo
Meio de aguUcar 2 4
Meio Sabouraud 4 1
Meio completo 3 8
Meio de malte 1 3

Total . . . 10 186
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Tabela 14 - Amostras de levedura. selecionadas morfologicamen

te e submetidas ao zimograma dos agucares.

N?tgzg ameS™  Método de obtencao Meio de Biiigo 32
cultura agucar
B 1¥ Enriquecimento Meio de malte velho
B 2 Semeadura da agua de lavagem Meio completo novo
B3 Enriquecimento Meio completo novo
B 4 Semeadura da agua de lavagem Meio completo velho
B S Semeadura da agua de lavagem Meio completo novo
B 6 Enriquecimento Meio de malte NoVvo

Foi observado que, o maior numero de amostras
provenientes do bagago de cana de aglUcar velho,cresceu no meio
Sabouraud, enquanto que o menor numero delas foi obtido do
meio de malte. Para as linhagens de Torula sp isoladas do ba
gago de cana de agucar novo, o melhor meio foi o completo en-
guanto gue poucas colonias cresceram no meio Sabouraud. Foram
isoladas 10 amostras do bagaco de cana de agucar velho e 16

do bagago de cana de aguUcar novo.

Atraves de analises morfoldgicas visuais e mi-
croscopicas foram selecionadas 2 amostras do bagago velho e
4 do bagago novo e estas foram submetidas aos testes de fer-

mentagcao dos agUcares, nos tubos de Durham.
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Tabela 15 - Zimograma dos hidratos de carbono das linhagens

de levedura.

Fontes utilizadas
Amos -

tras Galactose Lactose Maltose Rafinose Glicose Sacarose

B 1 - - - 1/3 + + +
B2 - - - 1/3 + + +
B3 - - - 1/3 + + +
B 4 - - - + + +
B5 - - - - + +
B 6 + - + - + +
L 1% - - - 1/3 + + +
L 3%* - - - 1/3 + + +
*

A linhagem L1 corresponde a Torula utifis niimero 1, do es-
toque.,

**A linhagem L 3 corresponde a Terula utilis nimero 2, do es-
toque.

Os resultados obtidos (Tabela 15)}.indicaram gue
as amostras B1l, B2 e B3 isoladas, provavelmente séo‘do ge-
nero Torufa sp, enquanto que a amostra B 8, possivelmente es-
téd classificada em outro genero de levedura. A amostraBS5, nao
conseguiu fermentar a refinose, mas como esse agucar € apenas
parcialmente fermentével pela Toaula ufifis, talvez essa 1i-
nhagem nao esteja tao distante dessa espécie. A amostra &8 4

por fermentar totalmente a rafinose pode nao estar situada no
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mesmo genero.

Para o ensaio final de producao de proteina fo
ram utilizadas as linhagens B1l e B 2 provindas respectiva-

mente dos bagagos de cana de agdcar velho e novo.

4.4. Obtencaoc de mutantes resistentes 2 drocas

Para se iniciar o estudo genético .da Torula
utif4is, primeiramente foram obtidos mutantes resistentes as
drogas nistatina e cristal violeta, pelo método descrito no
item 3.4.9. Os niveis de resistéencia das linhagens selvagens
de Torula utifis as duas drogas foram determinados previamen

te de acordo com o método descrito em 3.4.7.

Os resultados obtidos mostraram que,as 1linha-
gens L1 e L3 (selvagens) de Toaula utilfis apresentaram cres
cimento ate a concentragao de 10.68 pug/ml de nistatina. Quan-
to ao cristal violeta, as linhagens selvagens L1 e L 3 de
Torula utilfis tiveram um comportamento diferente, desde que,
a linhagem L 1 apresentou crescimento até a concentragao de
0,5 ug/ml e a linhagem L 3 se desenvolveu até a concentragao
de 1,0 upg/ml (Tabelas 16 e 17). A partir da linhagem L 1 fo-
ram obtidos mutantes resistentes a concentracao de 357 ug/ml

de nistatina e 3,5 ug/ml de cristal violeta (Tabelas 16 e 17).
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Tabela 16 - Niveis de resisténcia das linhagens L1 e L 3(sel
vagens) de Torula utifis e das linhagens mutan-
tes resistentes a 71,4 © 357 pg/ml de nistati-
na (m 71,4 e m 357).

Concentragao Linhagens
da droga
(pg/mi) L1 L3 m 71,4 m 357
0,00 + + + +
7,14 + + + +
3.57 + * + +
7,14 + + + +
10,68 + + + +
14,24 - -~ + +
17,80 - - + +
21,36 - - + +
26,70 - - + +
35,70 - - + +
71,40 - - + +
178,50 - - - +
357,00 - - - +
714,00 - - - -

+
L]

Presenca de crescimento.

i

Auséncia de crescimento.
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Tabela 17 - Niveis de resisténcia das linhagens L1l e L3 (sel
vagens) de Torula utifis e das linhagens mutan-
tes resistentes a 2,5 e 3.5 ug/ml de cristal vio
leta (m 2,5 e m 3,5}).

Concentragao Linhagens

da droga

(ug/ml) L1 L3 m 2,5 m 3.5
0,0 + + ¥ +
0,1 + + + +
0,2 + + + +
0.3 + . . .
0,5 + + + +
1,0 - N s .
1,5 - - " N
2,5 - - + +
3.5 - - - +
5,0 - - - -

+ = Presenca de crescimento.

- = Auséncia de crescimento.
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Foi feito também, um ensaio de competigao en-

tre a linhagem L 1 (selvagem) e duas colonias mutantes resis
tentes a nistatina. Em primziro lugar, procedeu-se a um en-
saio de sobrevivéncia das linhagens a concentragoes crescen-
tes da droga (Tabelas 18, 13 e 20) e em seguida foi analisa
do o crescimento das mesmas em meio completo (Tabelas 21, 22.
e 23). Os resultados obticos podem também ser melhor visua-

lizados na Figura 7.



73

Tabela 18 - Dados de sobreviveéncia de células de Tonula
utlifis, linhagem L 1, a concentragoes crescentes
de nistatina.

Concen-

tragao NGmero médio de células (dil. 187"} . -

da % media de
droga la. 2a. sobrevivéncia

(ug/ml) Repetigao Repeticao Media

0.0 280,000 324,000 302,000 100.00
0,7 242,000 258,000 250,000 82.78
1.7 240,000 280,000 260,000 86,10
3:5 253,000 285,000 264,000 87.42
7,1 230,000 298,000 264,000 87,42
17,8 35,000 23,000 29,000 9.60
35,7 0,002 0,002 0,002 0,0007
71,4 0,001 0,001 0,001 00,0003
178,5 0,000 0,000 0,000 0,00
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Tabela 19 - Dados de sobrevivéncia de células de Torula
utilis, linhagem mutante resistente a 71.4 ug/ml

de nistatina, a concentragoes crescentes da dro-

ga.
Concen-
tragao Nimero médio de células (dil. 107%) . -
da % media de
droga la. 2. Média sobrevivencia
{pg/mil Repetigao Repeticgao
0,0 340,0 380,0 360.,0 100,000
0,7 276,0 280,0 283.,0 78,610
1.7 218.,0 270,0 244 ;0 67,780
3,5 253,0 249,0 251.,0 69,720
7,1 200,0 255,0 227 ,0 63.060
17,8 225.0 267,0 246.0 68,330
35,7 275,0 234,0 2560 70.560
71,4 68,8 86,4 77 .6 21,560
178,5 85,6 56,8 71,2 19,780
357.,0 26,0 29,2 27 .6 7,670
714,0 8,0 9,6 8,8 2,450
1785.,0 2,0 1.0 1,5 0,420

3570,0 0.2 0.0 6.1 0,028
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Tabela 20 - Dados de sobrevivéncia de células de Toaula utilis,
linhagem mutante resistente a 357 ug/ml de nis~-

tatina., a concentracoes crescentes da droga-.

Concen-
tragao Niimero médio de células (dil. 107%) % media de
d;:;a la. 2a. sobrevivéncia
(pg/ml) Repetigao Repetigao Media
0.0 536,0 402 .06 469,0 100,00
0.7 454 .,0 410.,0 432,0 92,11
1,7 390,0 432,0 411,0 87,83
3.5 402,0 342,0 372.,0 79.32
7,1 360,0 344,0 352.0 75,05
17,8 400,0 312,0 356.,0 75,91
35,7 292,0 350,0 321,0 68.44
71.4 131.0 99,0 115.0 24,50
178,5 122,0 78,0 100.0 21,32
357.0 92.0 128,0 110,0 23,45
714.,0 112,0 90,0 101,0 21,53
1785,0 20,0 28,0 24,0 5,12

3570,0 5,0 7,0 6,0 1,28
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Tabela 21 - Dados de crescimento da linhagem L 1 (selvagem),
de Toaula utifis, em meio completo. Os valores
representam medias de duas repetigdes por amos-

L

t¥a.

(;empo Diluigées Nimero médio N° médio de céls viaveis/ml
oras) de col/placa (Re dugao a uma levedura)
0 10! 32,0 1,00
4 102 42,5 8.70
8 102 134,0 2.88 x 10°
12 10°% 37.6 7,93 x 10t
16 10" 168,5 3,48 x 10°
20 10°¢ 48,4 9,85 x 10"
24 1077 31,4 6.54 x 10°
28 1077 62.0 1,30 x 10°8
32 10”8 78,2 1,76 x 107
36 107 ° 75,2 1,55 x 10°
42 1070 24,4 4,98 x 107

48 1071°® 19,0 1.95 x 108
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Tabela 22 - Dados de crescimento de ceélulas de Torula utilis
linhagem mutante resistente a 71,4 ug/ml de nis-
tatina em meio completo. O0s valores represen-

tam meédias de duas repetigces ppr amostra.

(horas) Dilutgies §Ineno méto WO minip e cile yilversly

0 1071 50,0 1,00

4 1072 16,0 3,37

8 102 22,0 4,41
12 10 ~2 124,0 2,62 x 101
16 10~" 64,5 1,33 x 10°
20 10°° 33,0 7.0 x 10"
24 10°-¢ 183,5 3,79 x 10°
28 108 66,5 1,38 x 10°
32 10-°8 41,0 8,66 x 10°
36 10°° 36,5 3,25 x 107
42 10°° 23,5 2,28 x 10’

48 10°1°0 24,5 1,10 x 10°
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Tabela 23 - Dados de crescimento de celulas de Torufa uiifdis,
linhagem mutante resistente a 357 ug/ml de nista

tina, em meio completo. 0s valores representam

médias de duas repetigoes por amostra.

[;empo Diluigées Nimero médio N°¢ méﬁP de céls viaveis/ml
oras) de col/placa (Redugao a uma levedura)
0 10-? 35,0 1.00
4 1072 82,0 2,33
8 1072 219.0 6.35
12 1072 116,0 3.28 x 10°
16 10°" 37,0 1.06 x 10°
20 10°°¢ 38,0 1,08 x 10%
24 10°°8 85,5 2,80 x 10"
28 10°¢ 35,5 7,13 x 10%
32 1078 41,5 1,20 x 10°
36 107° 33.0 9,20 x 10°
42 107°? 14,0 1,98 x 10°

48 10719 72,5 2.08 x 107
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4.5. Tempo da geracao das linhacens szlvacem = resisten-
tes a nistatina em meio completo: meia vida relativa

A analise do crescimento das linhagens selva-

gem e resistentes a nistatina, foi feita pelo método des-
crito no ftem 3.4.11. Foi observado, um tempo de geragao
maior para os mutantes resistentes em relacao a linhagem

selvagem. 0O maior tempo de geragao foi encontrado no mutan-
te resistente a 357 ug/ml em comparagao com as demais linha-

gens (Tabela 24).

Tabela 24 - Taxa de crescimento de trés linhagens de Torula
ulilis.

Linhagens Taxa de geragao Tempo de geragao
& (geragcoes/hora) {horas / geragao)
L1 8.75 1,33
m 714 0.72 1,38
Mm1357,0 0.68 1,47
Quanto ao coeficiente de regressao linear. 0s
valores encontrados para os mutantes resistentes feoi infe-

rior ao da linhagem selvagem e os calculos da meia vida rela
tiva mostraram que, o mutante com maior resistencia tem uma
meia vida relativa muito meis curta gue o mutante com resis-

téncia menor (Tabela 25).
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Tabela 25 - Valores do coeficiente de regressdo linear (r) e

da meia vida relativa (MVr) das linhagens de

Torula utifis.

Linhagens T MVr (horas)
L1 0,1817 = 0,01400

m 71,4 0,1904 = 0,014586 533

m 357,0 0,1686 * 0,01118 30

-

4.6, Sobrevivencia de celulas de Toarula utilis a luz wul-

tra-violeta

Para obtengdo de mutantes auxotréficos de Toxaula
utifis, foi utilizada a luz ultra-violeta, sendo feita uma
curva de sobrevivencia das celulas dessa levedura a esse

agente mutagénico, de acordo com o método descrito no ditem

3.4.12.

O0s resultados obtidos com este ensaio, constam
da Tabela 26 e da Figura 8. Pode-se observar que. usando-se
58 segundos de irradiagao com luz ultra-violeta ocorre uma

mortalidade de cerca de 85% das celulas de Toaula utilis.
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Tabela 26 - Dados de sobrevivéncia da linhagem L 1de Torula
utifis a irradiacado com luz ultra-violeta (resul

tados de duas repetigoes).

Ndmero de células viaveis

Tempo % media de
{segundos) la. ] 2a. MSdi a sobrevivéncia
Repeticao Repeticgao

0 5,4 x 10’ 4,5 x 107 4,9 x 107 100,00
10 4,2 x 107 3,8 x 107 4,0 x 107 80,80
20 2,4 x 107 1,6 x 107 2,0 x 107 40,40
30 1,3 x 107 2,3 x 107 1,8 x 107 36,40
40 1,4 x 10’ 1,5 x 107 1,4 x 107 29,30
50 9,0 x 10° 8,0 x 10° 8,0 x 10° 17,20
55 3,0 x 10°8 5,0 x 10° 4,0 x 10° 8,10
60 3,0 x 10° 7,0 x 10° 5,0 x 10° 1,00

30 1,0 x 10" 3,0 x 10% 2,0 x 10" 0,04
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Sabe-se. gue a ocorréncia de mutantes e alta
{BURNETT, 1975) guando se considera uma sobrevivencia de 5%

das celulas e esse tempo foi usado para obtengdo de mutantes

auxotroficos dessa levedura, nos demais ensaios efetuados.

4.,7. Sobrevivencia de células de Torula utilis em meio
17quido adicionado de nistatina

A nistatina foi usada, como agente seleciona-
dor de mutantes auxotroficos de Torula ufilis e a sobrevi-
véncia das células a essa droga foi determinada de acordo

com o método descrito em 3.4.13.

A Tabela 27 e Figura 3. apresentam os resulta-
dos obtidos. Com esses dados, foi verificado que a nista-
tina teve um efeito inibitdrio sobre células de Towla utilis
com uma concentragao de 10 ug/ml, e que esse efeito era tan-
to mais acentuado quanto maior fosse o tempo de exposigao a

essa droga.

Para obtengao dos mutantes auxotroficos dessa
levedura, foi utilizada a luz ultra-violeta como agente muta
génico e a nistatina como selecionadora dos mutantes, com um

tempo de exposigcao de cerca de 60 minutos.



.85,
Tabela 27 - Dados de sobrevivéncia da linhagem L1 de Terufa

utilis, em meio ligquido adicionado de nistatina

(concentragao de nistatina = 10 ug/ml).

Tempo Ndimero de celulas vidveis % media de
{minutos) ' anbrevivéncia
la. 2a. Média

Repetigdao Repetigao ’

0 2,7 x 10° 2,8 x 10° 2,7 x 10° 100,0
20 6,0 x 10" 7,0 x 10" 5,5 % 10" 23,6
40 3,2 x 10*% 4,8 x 10*% 4,0 x 10" 14,4
60 6,0 x 10° 1,2 x 10* 9,0 x:10°8 3,2

80 7,0 x 10% 8,0 x 102 7,5 % 102 0.3
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4.8, Isolamento de mutantes auxotroficos

0 método utilizado para se isolar mutantes au-
xotroficos de levedura foi aquele descrito no f{tem 3.4.14.
Foi examinado, um total de 8.000 coldnias de Terula utildis,
linhagem L 1 e foram ensaiadas 50 possiveis colonias das

quais 8 foram caracterizadas como mutantes auxotrdficos.

Os resultados obtidos com os testes de isola-

mento dos mutantes, podem ser melhor visualizados nas Figu-

ras 10 e 11.

Pela tecnica da replica de LEDERBERG e LEDERBERG
{1952) foram selecionados os 50 provaveis mutantes, sendo
submetidos a um novo teste nas placas de meio minimo e meio

completo de leveduras-

Nas Figuras 10 e 11 podem ser observadas duas
placas. sendo a da esquerda constituida de meio completo e a
da direita de meio minimo. As colonias foram numeradas de
1l a 26 da esquerda para a direita, sendo o nimero 26.,a linha
gem selvagem, nas duas placas consideradas. ©Da placa da Fi-
gura 10, foram isoladas as coldnias 12, 18 e 25 que nao apre

sentaram crescimento algum no meio minimo, desenvolvendo-se

muito bem no meio completo. Da mesma maneira, foram isola-
das as colonias 1, 12, 14, 15 e 16 da placa apresentada na
Figura 11. Os mutantes auxotroficos isolados, foram numera-

dos de M1 a M8.



.88.

‘Figura 10 - Detecgao de mutantes auxotroficos: placa contro-
le com meio completo (esquerda) e placa com meio

minimo (direita).
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Figura 11 - Detecgao de mutantes auxotroficos: placa contro-
le com meio completo (esguerdal)l e placa com meio

minimo (direita).
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4.9. Caracterizacao dos mutantes auxotroficoes

Para a deteccao das exigéncias nutricionais dos
mutantes de Toaulfa utdlis foi utilizado o metodo descrito no

item 3.4.15.

Observou-se gue,; 0s mutantes tinham diferen-
tes requisitos nutricionais e nao apresentavam deficiéncias
especificas, isto e, requeriam tanto alguns aminoacidos como
vitaminas, purinas e pirimidinas para crescer no meio minimo.
O comportamento dos mutantes., diante das solugoes de caseina
hidrolisada, vitaminas e acidos nucleicos pode ser observa-
do na Tabela 28. Todos os mutantes apresentaram halos de
crescimento ao redor da solugao de caseina hidrolisada e com
excegao dos mutantes M3 e M6, todos os demais cresceram no
meio adicionado de &cido nucleico. Para a solugao de vitami
nas houve resposta de crescimento apenas dos mutantes: M2Z,M4
e M8, os demais nao apresentaram requisitos para vitaminas.
Formaram-se halos de crescimento ao redor da sclugao de meio

completo, para todas as colonias mutantes.

Os resultados da analise das necessidades nu-
tricionais, para cada substancia componente dos grandes gru-
pos, constam da Tabela 28. Observou-se gque, M1l. apresentou
crescimento no meio minimo suplementado separadamente com os
seguintes aminoacidos: triptofano, metionina, isoleucina“trqf

nina ou valina e com os seguintes acidos nucléicos (pirimi-
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dinas): timina, citosina ou uracila. ©O mesmo mutante nao a-
presentou crescimento. quando eram adicionadas vitaminas, ao

meio de cultura.

0 mutante M2, cresceu muito bem nas placas-:de
meio minimo suplementado com vitaminas ou purinas e pirimidi
nas. Quanto & suplementagao com aminodcidos essa colonia se
desenvolveu fracamente guando se acrescentou: triptofano, me

tionina. treonina ou &cido aspartico, ao meio de cultura.

Quanto aos mutantes M3 e M6, embora nao sen-

do provenientes de um dnico ensalo, apresentaram-se com as
mesmas deficiéncias nutricionais parecendo pertencer a um
mesmo grupo de mutantes. Essas colonias so conseguiram se

desenvolver no meio minimo adicionado dos seguintes aminoa-

cidos: triptofano, metionina., treonina ou valina., bem como

o fizeram fracamente no meio minimo adicionado de uracila.

0 mutante M4, apresentou melhor desenvolvimen-
to nas placas gue continham purinas ou pirimidinas, embora
tivesse crescido fracamente nas placas contendoc riboflavina
ou piridoxina e alguns aminodcidos como: triptofano, metio-
nina, histidina., treenina ou valina. Da mesma forma, o mu-
tante M5 apresentou regquerimentos principalmente para purinas
e pirimidinas., crescendo fracamente em placas contendo o éci
do p -aminobenzoico e os aminoadcidos: prolina., triptofano,

metionina. treonina ou valina.
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0 mutante M7, apresentou - dgsenvolvimento no
. r . . . . - . .
meio minimo acrescido dos seguintes aminoacidos isoladamen-
te: prolina, arginina. lisina, triptofano., metionina, histi-
dina, treonina, acido aspartico ou valina, entretanto,no meio
r . . . . . . .

minimo adicionado de guanina, timina ou uracila, houve um

pegqueno crescimento desse mutante.

0 desenvolvimento satisfatorio do mutante M8,
no meio de cultura acrescido dos acidos nucléicos: timina,
citosina ou uracila. sugere sua dependéncia para pirimidina,
embora tivesse apresentado um pequeno desenvolvimento quan-
do se acrescentou riboflavina. triptofano. isoleucina, treo-

nina ou valina ao meio minimo.

Observou-se também, gque todos os mutantes se
desenvolveram no meio minimo guando lhe era adicionado tripto
fano, treonina ou uracila. A maioria deles, com excegao do
M 8, cresceu no meio minimo acrescido de metionina e todos os
mutantes excedendo-se o M2, cresceram gquando se acrescentou

valina ao meio de cultura.

Foram selecionados, para os testes de cruza-
mentoc os mutantes: M1, M2, M3, M5 e M7, todos provenien-

tes da linhagem L 1. selvagem.
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Tabela 28 - Dados de crescimento de Toarula utifis em meio

completo.meio minimo e meio minimo suplementado.

Meio minimo adicionado de

Meio Meio

Linhagens completo minimo 'CaseJFna Vitaminas ACi—d.OS
hidrolisada nucleicos

L 1 (selvagem) + + + + +
M1 + - + - +

M 2 + - + . +
M3 + - + - -

M 4 + - + + +
M5 + - + - +
M8 + - + - -
M7 + - + - +

M 8 + - + + +

+ = Crescimento.

i
i

Auséncia de crescimento.
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4,10, Testes cde cruzaments

4.10.1. Testes de cruzamento entre mutantes auxotro-
ficos

Os testes de cruzemento, para verificar a exis
téncia de algum sistema de recombinacao em Terula utilis, fo-
ram feitos utilizando-se as linhagens mutantes auxotroficas.
duas a duas. de acordo com o método descrito em 3.4.186. Os

resultados obtidos constam da Tabela 30.

Os mutantes envolvidos nos cruzamentos foram
agueles descritos em 4.8. e estes foram misturados dois a

dois em todas as combinagcdes possiveis.

Uma analise dos dados apresentados, sugere a
presenga de possiveis recombinantes.resultantes de alguns cru
zamentos tais como: M1x M2; M1 xM5;M1xiM7:e M2x M5. Dos
cruzamentos: M2 x M3; M3 x M5;M3 x M7:e M5 x M7 nao re
sultou crescimento algum nas platas de meio minimo. em to-

dos o0s ensaios realizados.

Ffol notado que, os recombinantes resultantes
dos cruzamentos acima eram bastante precoces. desde que apare
ceram apos 36 horas de cultivo em estufa de 280Cv 0 seu desen
volvimento no meio minimo. em relagado ao tamanho das colonias

foi superior aquele das linhagens selvagens.



Tabela 30 - Dados de crescimento de linhagens de Torufa

envolvidas em testes de cruzamento.

.986.

utilis

Linhagens

Nimero medio®* de células viaveis

MC MM
Selvagem (L 1) 220 245,0
M1 183 0.0
M 2 205 0,0
M 3 150 4,0
M5 139 0.0
M 7 212 2,0
M1l x M 150 6.0
M1l x M 147 7.5
M1l x M 201 4,0
M1l x M 173 15,0
M2 x M 152 0,0
M2 x M 167 5,0
M2 x M 193 0,0
M3 x M 126 0,0
M3 x M 138 0.0
M5 x M 210 0.0
*0s valores, representam médias do niumero de células em 5
placas. As contagens foram feitas apds 36 horas de in-

cubagao.
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4.,10.2. Testes de cruzamento entre =utantes resisten-
tes a drooas

Os mutantes de Toxrula ufi{lis,  resistentes as
drogas nistatina e cristal violeta foram cruzados, conforme o
método descrito em 3.4.16., para verificar. a presenga de re-

combinantes.

Os mutantes utilizados. apresentavam os seguin

tes nivels de resisténcia:

m 71,4 - Resistente a 71,4 ug/ml de nistatina

e 0,5 ug/ml de cristal violeta.

m 3,5 - Resistente a 10,6 ug/ml de nistatina
e 3,5 pug/ml de cristal violeta.

Pelos resultados obtidos (Tabela 31), pode-se
verificar a auséncia de crescimento das - células: de Terula
utilfis mutantes resistentes a nistatina. nas placas contendo
cristal violeta, da mesma maneira que células de Terula uwtilis
mutantes resistentes ao cristal violeta, nao se desenvolveram
nas placas de meio completo adicionadas de nistatina. Entre-
tanto. notou-se facilmente o grande numero de celulas que se
desenvolveu em todos os meios utilizados., guando o inodculo

era resultante do cruzamento entre os dois mutantes.
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Tabela 31 - Dados de crescimento de linhagens de Torula utdfdis,

resistentes a drogas.

Numero medio* de células viaveis

Linhagens

MC  MC +nist. Gc*re- MC+nist.*
vigleta c. violeta
Res. nistatina 65 34 0 0
Res. cristal violeta 67 0 73 0
Res. nist. x res.
c. violeta 73 56 67 48

*Os valores representam médias da contagem do nimero de célu-
las de 5 placas.

4,11. Ensaios de producao

4.11.1. Analise ca producao celular cdas linhacens de
Torutla

Com a finalidade de verificar a variabilidade
existente, em termos de produgac de biomassa. entre as dife-
rentes linhagens de Toiaufa, envolvidas neste estudo, proce-
deu-se a um ensaio de produgaoc em agitador, a 280C por um pe-

riodo de 48 horas., de acordo, com o método descrito em 3.4.3.

A Tabela 32, resume o0s resultados obtidos e

pode ser observada uma desvantagem, em termos de produgcao ce-



.99.
lular, das linhagens mutantes de Toxiufa em relagao as linha-
gens selvagens e isoladas do bagago de cana de acdlcar, princi
palmente na amostra de 24 horas de cultivo. Quanto a amostra
de 48 horas, o0os mutantes auxotroficos apresentaram um desen-
volvimento semelhante ao das linhagens selvagens e isoladas
de bagaco de cana de acgucar enquanto que. os mutantes resis-

tentes a drogas apresentaram uma produgao inferior-

A analise estatistica dos dados de absorbancia
e peso seco {(Tabelas 33 e 34) das linhagens de Terufa (amos-
tra de 24 horas). confirmaram os resultados acima desde que .,
as linhagens mutantes foram significativamente inferiores em
termos de producao celular as linhagens selvagens e isoladas
do bagaco de cana de acgucar. Observou-se ainda gue. a produ
cao celular das linhagens mutantes auxotroficas., foi tambem
inferior aquela dos mutantes resistentes a drogas. As linha-
gens isoladas do bagago de cana de agtcar e selvagens nao di-
feriram estatisticamente quando o carater analisado foi peso
Seco. Quanto ao carater absorbancia, as linhagens selvagens
foram significativamente inferiores aquelas isoladas do baga-

¢o de cana de agucar-.

Também para a amostra de 48 horas, a analise
estatistica, confirmou a produgao celular significativamente
mais baixa dos mutantes resistentes a drogas. em relagao as

demais linhagens estudadas {(Tabela 35).



.100.

O0s resultados obtidos (Tabela 32) com o teste

de mroducgcao das linhagens de Toiaula, foram ensaiados em Expe-
rimentos Inteiramente Casualizados com duas repetigoes e apés
a revelagao da significancia de teste F, na analise de varian
cia, procedeu-se a aplicagao do teste de Tukey que compara mé

dias, de acordo com os esquemas de PIMENTEL GOMES (1963).
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Tabela 32 - Dados de absorbancia e peso seco de linhagens de

Torula.

Amostra das 24 horas Amostra das 48 horas
Linhagens

Absorbancia®* Peso seco Absorbancia Peso seco

{g/1) (g/1)

L1 7,20 4,20 10,00 5,20
L3 7,50 4,10 10.00 5,10
M1 0.70 0,55 10,00 5,00
M2 0.70 0,64 10.00 5,00
M3 0.35 0,43 10.00 4,60
M5 1.70 1.14 9,50 4,50
M7 2,20 1,30 9,80 4,90
m 71,4 5,70 3,10 9.70 3,70
m 3,5 4,380 2,90 9,00 3,80
B 1 8,50 4,40 10.00 5,00
B 2 9,30 4,60 10.00 4,90

*0s valores de absorbancia e peso seco representam médias de
duas repetigoes por amostra.
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Tabela 33 Ensaio de produgao das linhagens de Torwula. Anali
se de variancia para o carater absorbancia (24 ho
ras) . Experimento Inteiramente Casualizado com duas
repetigoes.

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F.
Linhagens 10 231,254 23,125 152,138%**
Residuo 11 1,669 0,152
Total 21
Tabela 34 Ensaio de produgao das linhagens de Torula. Anéli

se de variancia para o carater peso seco em g/l.
(24 horas). Experimento Inteiramente Casualizado
com duas repetigoes.

F.V. G.L. S.Q. g.M. F.
Linhagens 10 57,649 5,764 853,515%%
Residuo 11 0,097 0,00882
Total 21
Tabela 35 Ensaio de produgao das linhagens de Torufa. Anali

se de variancia para o carater peso seco em g/l
(48 horas). Experimento Inteiramente Casualizado
com duas repetigoes.

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F.
Linhagens 10 5,240 0,524 48,073%%
Residuo 11 0,120 0,01089
Total 21
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4,11.2. Andlise da producao celular das linhagens de

Torula, isoladas «a bagagco e cana de agucar

Foi feito um ensaio de produgao. com as linha-
gens B1l e B2, (comparadas com a linhagem L 1) disoladas res-

pectivamente de bagago de cana de agucar velho e novo, e fo-

ram consideradas as medidas de pH, absorbancia, peso seco e
teor de proteina. conforme os metodos descritos em 3.4.4. e
3.4.5.

O0s resultados obtidos, constam da Tabela 36, e
pode ser observada uma certa variabilidade com relagcao as me-
didas consideradas, para as diferentes linhagens. Quanto ao
carater materia seca. foi notada uma producgao maior das linha
gens Bl e B2 em relagao a linhagem selvagem. Quanto as me-
didas de absorbancia e proteina, houve um aumento gradativo em
relagao ao tempo de cultivo, para as trés linhagens ensaia-
das, chegando a estabilizagdo em torno da amostra de 20 horas.
Os resultados obtidos pcdem ser melhor visualizados, nas Fi-

guras 12, 13, 14 e 15.

Foi feita uma anélise estatistica dos resulta-
dos obtidos, para cada carater ensaiado, como pode ser obser-

vado nas Tabelas {37 a 39).



.104.

g€t G980 vE‘T £8°9 286 Z396°0 69T LY 1T 28T 2960 BY T 10°S 8
g‘0¢Z G980 vET 91°‘S G ET 9eL‘0 v T v ‘9 EvZ EEBD STAN EVE 144

g‘oc EEB D 62T vE‘Y vLT T08°0 1A 19°G IARA4 G980 vE‘T 06°€E 0c

(]
w

Z 660 61T EB‘E . 0¢LT G/S°0 680 6S ‘v gL 2960 BV T Z5°€E 8T
v ve G980 vE‘T vL € BLZ G/G5°0 680 L0°E g€ £08°0 80 52 AN
gLE 1439°0 v0“T 62°T z2°8¢ T/2°0 280 911 L°CE T42°0 Zv ‘o €80 8
G862 gTE‘D Bv ‘0 L0°T 142 B3T‘0 geE‘D Z6°0 L €T €210 1Z°0 AR 9
z2°0¢ ZET0 120 90 IANA €0T O gE‘D 090 SEV vLT1°0 LZ°0 0t ‘0 1%

691 G000 00 EE‘D A 030‘0 60°0 LY 0 ST 8¥0‘0 L0°0 €0 0

% 1/8 wy 099 (1/3) % 1/3 wupgg  (1/%8) % 1/3 wupgs  (1/%8)
mcwmpohn_ m«( Womm mcmmpohn_ m_l,m\ ".womm MCHmPO.Hn_ m..( Womm
18l 1ey 12U sea0y)

Z g T8 1 odws |

S N 3 9 VvV H N I 7

* (wa3eyutt Jod

SEepPTPaW sSenp ap BTP3W) VYMY0| 8p suadeyuTl sa8J3 ap eulsjoad & essewoTq 8p oednpoad ap sopeg - g€ e18Qge]



4

MATERIA SECA { g/)

10

[o2]

D
I

. 105,

OO LINHAGEM

é&--—-—-8 LINHAGEM B

Pa A  LINHAGEM B2

MRMC /MAP

Figura 12

Y T T T

24 32 40

o -
o

TEMPO ( horas)

- Produgao de materia seca (g/l1) por trés linhagens de Torula.

48



O-+++=O  LINHAGEM 1 ~106.

e - --© LINHAGEM Bl

| L\ LINHAGEM B2
1,8+
y- ]
7
s
7
7
s
,/
LS ' e
s e
s
PR
..... 2
........ 7
P £ A
y; 2
7
7
7
7
1,2 4 7
7
7
7
7
7
< or-—&
O
2
‘S
o 0,9+
?
~
o
< 4
I
I
i 3
S
=
0,6 ¥ =
S
0,3
0 8 16 24 32 40 48

TEMPO.  {horas)

Figura 13 - Dados de absorbancia de tres linhagens de Toaula, a diferen-
tes tempos de cultivo.



{g/1)

PROTEINA

.107.

OO LINHAGEM |

®----9©  LINHAGEM B

o—A  LINHAGEM 82

A
’,0 B
R
""""" -
e -
-
7 -~
-
< A
0'8_
0;6‘
3
S
:
0.4+ 5
0,2
. . . ; 4 ~—
o) 8 16 24 32 40 48

TEMPO  (horas)

Figura 14 - Produgao de proteina (g/l1) por tres linhagens de Toaula.



PORCENTAGEM DE PROTEINA

.108.

Orerrecees O LINHAGEM |

e----© LINHAGEM B

OH———N. LINHAGEM 82

50+

404

MRMC/MAP

¥ T T T H T

o 8 16 24 32 40 48

TEMPO (horas)

Figura 15 - Produgao de proteina (%) em relagao a matéria seca, por tres
linhagens de Torule.



.109.

Tabela 37 - Ensaio de produgao de trés linhagens de Torula.

Anédlise de variancia para o carater matéria seca

em g/l. Blocos ao Acaso com 9 amostras e 3 linha
gens.

F.V. G.L. S.Q0. Q.M. Fo.
Linhagens 2 10,66 5,33 4,63%
Amostras 8 153,32 19,17 16,67 %%
Residuocs 17 19,60 1,15
Total 27 © X 8.053,06

C.v. = 35,05

Como o teste F {Tabela 37). deu significativo
ao nivel de 95% de probabilidade, isso quer dizer que existem
diferengas entre linhagens para a medida de matéria seca. Pa-
ra testar as linhagens que diferiam foi usado o teste de
Tukey, que mostrou ser a linhagem B 1 mais produtiva que a
L1 e semelhante a B2. Quanto as linhagens L1 e B2 nao fo-
ram detectadas diferengas significativas entrge elas, para a

produgao de materia seca {g/1).

0 valor, altamente significativo do teste F,;
para as amostras era esperadg para uma cultura em crescimento.
mas o teste de Tukey foi gplicado com a finalidade de se co-
nhecer o ponto de maximo crescimento da cultura. O0s resulta-
dos obtidos mostraram que, nas primeiras amostras (0 a 6 ho-

ras) a produgac de matéria seca foi estatisticamente menor gue
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nas demais, sendo semelhantesentre si. Contudo., as amostras
de 8 a 16 horas so0 foram estatisticamente menos produtivas
do que a amostra de 48 horas, sendo semelhantes entre si. As

amostras de 20 a 48 horas, nao diferiram estatisticamente em

termos de produgao de matéria seca (g/1).

Tabela 38 - Ensaio de produgao de trés linhagens de Toxruda.
Anédlise de varianecia para o carater proteina em

g/l. Blocos ao A.aso com 9 amostras e 3‘linhagensa

F.V. G.L. 5S.Q. Q.M. F.
Linhagens 2 0,111 0,055 5,5%%
Amostras 8 2,88 0,36 36,0%%*
Residuo 17 0,17 0,01
Total 27 X = 0,54

C.V. =18,51

Como os valores de F, foram altamente signifi-
cativos (99% de probabilidade) para linhagens e amostras {(Ta-
bela 38) para o carater produgao de proteina, pode-se dizer
gue existem diferengas entre as linhagens e entre as amostras

dessas linhagens, para o carater em guestao.

Para saber quais as linhagens que diferiam en-
tre si, foi aplicado o teste Tukey, sendo verificado que a 11
nhagem B2 foi estatisticamente mais produtiva que a B1l e nao

diferiu ¢a L 1. Por outro lado, as linhagens L1 e B1 nao di
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feriram estatisticamente em termos de produgao de proteina

(g/1).

Quanto aos resultados do teste Tukey,para amos
tras foi verificado gue as amostras de 0 a 8 nao diferiram en
tre si mas foram estatisticamente inferiores as demais., para
produgao de proteina. Da mesma maneira, nao foram detectadas
diferengas significativas entre as amostras de 16 a 48 horas

de cultivo, para o mesmo carater.

Tabela 39 - Ensaio de produgao de trés linhagens de Torula.
Analise de variancia para gacaratef %ede proteina
em relagao a materia seca. Blocos ao Acaso com

9 amostras e 2 linhagens.

F.V. G.L., S.0. Q.M. F.
Linhagens 2 220,79 110,40 4,08%
Amostras a 800,28 112.50 4,15%%
Residuos 17 460,34 27,08
Total 27 X =22,63

C.V. = 22,99

Como os valores foram significativos para blo-
cos, ao nivel de 5% de probabilidade para o carater % de pro-
teina em relagcao a matéria seca (Tabela 39) provavelmente,

existem linhagens gue diferem para esse carater. 0Os resulta-
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dos do teste Tukey mostraram que a linhagem L 1 foi mais pro-
dutiva que a B1l e semelhante a B2 e nao foram estatistica-
mente diferentes as linhagens B1 e B 2, para o mesmo carater.

Juanto as amostras, foi verificada uma alta
significancia do teste F (99%) sugerindo diferencgas entre elas.
0 teste Tukey mostrou que., as amostras de 0 e 48 horas foram
estatisticamente diferentes para % de proteina ao contrario

das demais (amostras de 4 a 24 horas) que foram estatistica-

mente semelhantes para o mesmo carater.

Os resultados obtidos; foram reunidos na Ta-

bela 40.
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Tabela 40 - Teste de Tukey para os caracteres: materia seca
(g/1), proteina (g/1l) e % de proteina, de tres linha
gens de Torula.

Linhagens Matéria seca Proteina % de Proteina
{g/1) (g/1)
X X X

L1 Selvagem 2,28 a* 0,54 a 25,8 a

81 3.81 b 80,47 a, b 18,9 b

B 2 : 3,09 a, b 0.82 a., ¢ 23,2 a., b

Teste de Tukey: diferengas minimas significativas.

Matéria seca

(S

N0 o\
]

—

w

o

3 (1% = 0,16
Proteinalg/1)f-, _ (775
] c f1% = 8,20
¢ de Proteina 5% = 6,28

*Em cada coluna, médias com a mesma letra nac diferenm
estatisticamente.
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5. DISCUSSAOQ

A procura de novas fontes de alimentos e da me
lhoria daguelas jé& existentes, foi uma das grandes preocupa-
goes do homem desde os primeiros tempos de sua vida, guando
muitos recursos naturais existiam e muitas especies de plan-
tas e animais uUteis para a alimentagao nao tinham ainda sido

descobertos ou explorados.

Ate nossos dias, pesquisas foram feitas no cam
po da Geneética e do Melhoramento de Plantas e Animais Superio
res, mas sao recentes os estudos da utilizacao de microrganis
mos como suplemento protéico das dietas alimentares. Contudo,
necessarios se tornam cada vez mais esses estudos, uma vez que,
o acrescimo populacional nos Ultimos anos tem-se distanciado

bastante do suplemento alimentar disponivel,termando incerto
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o futuro do homem em termos de alimentagao (BHATTACHARJEE, 1970).

Aliados aos estudos microbioldgicos., bioquimi-
cos e nutricionais que j& vem sendo feitos, estudos genati-
cos também se revestem de grande importancia pois atraves de-
les, poderao ser conseguidas linhagens mais produtivas e sele
cionadas para diversas condigoes. Para gque esses estudos se-
jam realizados a contento, ha entao necessidade de se conhe-
cer a variabilidade natural dentro da espécie escolhida bem
como a possibilidade de cruzamento de linhagens através de um

ou mais sistemas de recombinagao.

Com base nos resultados obtidos no presente tra
balho, que visou o estudo da variabilidade do carater produ-
cao de biomassa em leveduras do género Toaufa e a verificagao
da existéncia de recombinagéo na espécie Toaufa ufilis a dis-
cussao sera dividida nos seguintes topicos: variabilidade na-

tural em Tosrula, isolamento de mutantes e recombinagao.

5.1. Variabilidade natural em Toaula

Um ensaio preliminar realizado com as oito 1i-
nhagens disponiveis mostrou que as medidas de peso seco obti-
das apos 48 horas de crescimento nao apresentaram diferencgas
significativas {(Tabelas 4 e 5). No entanto, guando gusatro des-
sas linhagens foram estudadas mais detalhadamente, apos pou-

cas horas de incubagao j& se notavam diferencas entre as linha



. 116 .
gens (Tabelas 6 a 11). Possivelmente entao, uma triagem de
linhagens para selegao com relagao a matéria seca e outras ca
racteristicas deve ser feita, apods poucas horas de incubagao,
isto €. na fase logaritmica de crescimento. Inclusive.,em de-
terminados tempos nota-se grande variagao na porcentagem de
proteina; por exemplo., apds 3 horas de incubagao atinge-se um
ponto maximo de porcentagem de proteinas . Esse pico deve cor
responder a fase que antecede a logaritmica, quando as celu-
las devem acumular proteinas para iniciar a fase de divisao
exponencial. Os resultados obtidos, confirmaram as afirma-
coes de TAVARES (1974). que encontrou grande variagao natural

entre linhagens de Saccharomyces uvvarum ensaiadas.

A escolha das linhagens mais promissoras foi
feita, com a finalidade de aproveitar a variabilidade ja exis
tente nos demais ensaios de produtividade e acrescentar que o
inicio de qualguer programa que vise o melhoramento de espe-
cies de Torulfa para produtividade celular ou protéica deve ser

a selecao das linhagens selvagens, como mostrou ainda TAVARES

(1974).

BDe acordo com as Tabelas 6 a 11 e as Figuras
1, 2 e 3 as linhagens L1 e L3 foram selecionadas para 0s
demais experimentos desde que, a linhagem L 1 apresentou-se

como a mais produtiva em termos de matéria seca e quantidade
de proteina (g/1) ., caracteristicas importantes guando se pre-
tende produzir biomassa para fins industriais. Pare os obje-

tivos deste trabalho, a linhagem I33.foi também escolhida,pois
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além de ter uma produgao semelhantt: as demais, possuia as ca

racteristicas desejaveis para os nossos propositos.

0 relativamente féacil isolamento de leveduras
do genero Toiaula de residuos industriais, como o bagago de ca
na de aglUcar, mostrou que esses organismos podem sobreviver
em residuos industriais, que pocdem ocasionar problemas de po-
luicao ambiental. O aproveitamento de residuos industriais
para crescimento de leveduras do genero Toaula, tem sido cons
tantemente citado principalmente por SERZEDELLO et ali7(1970),

THATCHER (1954), BHATTACHARJEE (1970) .e. "'KIHLBERG: (182722)s) =

Além disso, os ensaios de produgao celular e
de proteina das linhagens de Toiula isoladas do bagago de
cana de aglcar (Tabelas 13, 14 e 15) em comparagcao com a 1i-
nhagem L 1 {(original) de Torula uftifis sugeriram a existéncia
de variabilidade natural nesse género de leveduras, princi-
palmente para as seguintes caracteristicas: produgao de maté-
ria seca e proteina. FEssa variabilidade, detectada entre es-
pécies isoladas da natureza seria de grande valia nas indds-
trias interessadas em produzir leveduras em larga escala para
uso nas dietas alimentares, desde gue, antes da melhoria da
especie pelo uso de agentes mutagénicos, seriam selecionadas
da natureza as linhagens mais produtivas para os caracteres
desejados. O proprio TAVARES (1974) ja havia sugerido essa
idéia a exemplo das inumeras selegoes que sao efetuadas em
plantas e animais superiores, nos programas de melhoramento -

das espécies.
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5.2. Isolamento de mutantes

Para que qualquer trabalho de Genetica possa
ser realizado € necessario primeiramente, o isolamento de mu-
tantes gue se diferenciem do tipo ofiginal ou selvagem em uma
ou mais caracteristicas. Em microrganismos, diversos tipos
de mutantes sao utilizados, maior enfase sendo dada aos mutan
tes auxotroficos e resistentes a drogas, devido ao seu facil
isolamento e caracterizaceo (FINCHAM e DAY, 1971). Especifi-
camente em leveduras um grande numero de mutantes dos mais di
versos tipos tem sido isoclados, principalmente nos generos
Saccharomyces (SHERMAN e LAWRENCE, 1974) e Schizosac:haromyces

(GUTS et alii, 1974).

No entanto, no geénero Toirufa poucos sao 0s
trabalhos a respeito, e mesmo assim visahdo mais estudos bio-
guimicos do metabolismo de aminoacidos do gue propriamente
estudos genéticos (EHRENSVARD et aliz, 1947: 1951; STRASSMAN
et alziit, 1953; 1956). Assim, em uma primeira etapa tiveram
que ser isolados mutantes na especie em estudo.a -gscolha re-
caindo em mutantes resistentes a drogas e deficientes nutri-

cionais.

Mutantes resistentes @ nistatina foram obti-
dos a partir de uma linhagem selvagem (L 1) e altos niveis de
resisténcia foram conseguidos espontaneamente apos a utiliza-

cédo da técnica da placa gradiente (BRYSON e S7ZYBALSKY, 1952) [(Ta-
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bela 18). Uma outra droga utilizada. foil a cristal violeta on

de, pela mesma tecnica mutantes resistentes foram obtidos(Ta-

bela 17).

Mutantes resistentes a nistatina jd foram obti
dos em diversas especies de leveduras. STACHIEWICZ e QUASTEL
(1963), wverificaram gue a nistatina inibe o crescimento da
maioria dos fungcs em concentragoes que variam de 1 a 10ug/ml.
Por outro lado, BODENHOFF (1969) estudando a resisténcia de
amostras de Candida e Torulopsdisds a nistatina verificou que a
concentragao minima inibitdria para essas especies era de
30 pg/ml, resistencia essa superior a das linhagens de Torula

utilis por nos estudadas.

Quanto ao corante cristal violeta. foi verifi-
cado gue acima de 1 ug/ml havia inibigao do crescimento de
Toaula utilis - L 1. Para a linhagem L 3 a concentragao mini-
ma inibitoria de cristal violeta foi de 1,5 upug/ml. Os resul-
tados obtidos no presente trabalho, concordaram com agueles
citados por PELCZAR e REID (1966) para os fungos dos generos

Hondfia e Torula.

Quanto aos mutantes de Torufa ufifis resisten-
tes @ nistatina. foi observado que o modelo de resisténcia era
de miltiplos passos (Tabelas 18, 19 e 208) a exemplo do que ja
havia sido descrito por CAMPOS (1973) para a mesma droga apli

cada a Canddida afbicans. DEMEREC (1948). admitiu que, a re-
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sisténcia por miltiplos passos era controlada por varios ge-
nes com potencialidades semelhantes 8 a cada passo o micror-
ganismo que estaria sendo selecionado, mutaria para um desses
genes gue se somariam aos demais, aumentando assim a sua re-
sisténcia. No nosso caso, foram obtidos mutaentes para dife-
rentes concentragoes de nistatina, cujas resisténcias aumen-
taram a cada passo: a selegao requereu varias passagens pelas
placas gradientes o que nos levou a considerar o modelo de re

sisténcia como sendo de multiplos passos.

Para o corante cristal violeta. o modelo de re
sisténcia foi também provavelmente de multiplos passos. desde

que, a resisténcia das ceélulas foi aumentando gradativamente.

Com relagao aos mutantes resistentes a nistati
na, tormnou-se interessante um estudo mais detalhado dos mes-
mos antes de empreza-los nos testes de cruzamentos. Assim, cur

vas de crescimento de dois mutantes resistentes foram realiza

J

das

i

d

em comparacao com a linhagem L 1 original e sensivel (Ta-
belas 21, 22 e 23 e Figura 7). Foi assim possivel, o calculo
do tempo de geragao dos mutantes e da linhagem original, no-

tando-se um maior tempo de gZeracao para os mutantes (Tabela

™I

4) .

As curvas de crescimento das celulas de Tecaula

vwtif4is selvagsm, mutantes resistentes a 71,4 uyg/ml e a 357
ug/ml de nistatina, concordaram com aquelas obtidas por BER-

GAMIM FILHO (1973) e CAMPOS (1973). Foi observada, no meio



121 -
completo ausente da droga uma desvantagem em termos de cresci
mento das linhagens mutantes em relagao a selvagem. Notou-se
que, 0 grau de resistencia teve influencia na taxa de cresci-
mento, pois a linhagem mutante resistente a 71.4 ug/ml de nis
tatina, foi inferior a linﬁagem selvagem e superior a 1linha-
gem mutante resistente a 357 ug/ml naguele meio. A 1linhagem
mutante resistente a 357 ug/ml, fol a gue apresentou menor
crescimento no meio completo sem nistatina. Os fatos acima
se explicam, pela necessidade das linhagens mutantes resis-
tentes, em mutar para genes de resistéencia em detrimento de
algumas de suas caracteristicas. como por exemplo crescimen-
to em meio completo. E provavel que, a mutacao para esses
genes tenha modificado o genotipo. das linhagens mutantes,que
era adaptado ao meio em guestao, tornando-o menos apto que as
linhagens selvagens, para esse carater. Quanto as diferen-
gas de crescimento. em fungao do grau de resistencia das 1i-
nhagens, foi interessante notar que, a linhagem com resisten-
cia menor apresentou-se mais adaptada ao meio completo,gue a
linhagem mais resistente. desde que deve ter mutado para um
nuimero menor de genes & seu genétipo apresentou-se menos modi
ficado gue o da linhagem mutante resistente » 357 npg/mlde nis

tatina.

As curvas de sobrevivéencia das linhagens de
Toarula ullfis, mutantes resistentes a nistatina e selvagem.em

M

meio completo adicionado da droga sugeriram como anteriormen-
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te; gque as linhagsns mutantes apresentaram vantagens em ter-
mos de crescimento. em relagao a linhagem selvagem, por esta-

rem melhor adapta<as nesse meio.

Foi notado, pelo calculos do coeficiente de re
gressao linear das linhagens selvagem e mutantes resistentes
gque, a nistatina € uma droga forte desde que. o coeficiante
de regressao linear foi menor nas linhagens mutantes em rela-
cao a selvagem. Quanto a meia vida relativa (MVr) das mes -
mas, foi interessante observar gue o mutante de maior resis-
téncia fm 357) teve uma MVr muito curta em comparagao com 0
mutante de resistéencia menor {m 71,4) (Tabela 25). Nossos da
dos concordam com as observacoes de BERGAMIM FILHO et alit
(1975) a respeito do mesmo fato. desde que os autores consi-
deram na maioria dos casos como droga forte., aquela cujo mode
lo de resisténcia seja do tipo multiplos passos e que essa
forga tende a ser tanto maior quanto maior o nfivel da resis-
téncia dos mutantes. Desde que, a meia vida relativa (MVr) é
uma funcao do coeficiente de regressao linear. as observagoes
acima, sao validas para a MVr dos mutantes em comparacao com

a linhagem original.

Para o isolamento de mutantes auxotroficos de
Tornula utilis, verificou-se em ensaios preliminares (MELO CRUZ,
nao publicado) gque a luz ultra violeta foi o mutagénico mais
apropriado, pelas facilidades de manuseio e tempo., além do

isolamento de maior ndmero de cé€lulas mutantes e facil obten-
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cao de 5% de sobrevivéncia (Tabela 26 e Figura 8) considerada
ideal para isolamento de mutantes (BURNETT 1975). Entretanto,
foi necessario o uso da nistatina como agente selecionador dos
mutantes a exemplo da técnica da penicilina muito utilizada em
bactérias (DAVIS, 1948). A técnica da nistatina para o isola
mento de mutantes auxotroficos em leveduras ja foi wutilizada
com sucesso por outros autores (MOAT et alii, 1959 SNOW. 1966

e NEDER et alii, nao publicade).

Para a Torula uftifis, foi necessario um ensaio
preliminar a fim de verificar qual a concentragao de nistati
na a ser utilizada (Tabela 27 e Figura 8). A obtengao de mu-

tantes auxotroficos em Torula wl{lis, com requisitos nutricio

nais bem definidos nao ocorreu em caso algum. Todos o0s mutan
tes auxotroficos isolados. mostraram um pequeno crescimento
em meio minimo, quando comparados com a linhagem selvagem.

mas esse crescimento podia se tornar igual ao da linhagem ori
ginal pela adicéo de véarios nutrientes: assim exemplificando
para o mutante 1 (M 1). ele apresentou crescimento em meio mi-
nimo adicionado de casefina hidrolisada ou acidos nucleicos(Ta
bela 28) e dentre os aminoacidos., varios deles 1isoladamente,
permitiram o crescimento do mutante (Tabela 29). 0 mesmo o©-
correu com os outros mutantes. Também os mutantes auxotro-
fices, podem ser caracterizados apenas até 36 horas depois da
inoculacao, pois apos esse periodo de tempo, eles apresentam

um crescimento gue finalmente se iguala ao da linhagem selva-

gem. Pode-se dizer portanto, gque os mutantes apresentam ape-
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nas uma auxotrofia parcial. Mutantes semelhantes foram encon
trados em $. cerevisiae por REAUME e TATUM (1949). Uma vez
gque, mesmo com deficiencias parciais. esses mutantes podiam
ser usados em testes de cruzamentos, desde gue. respeitadas
certas condigoes (tempo de leitura das placas. por exemplo} e
uma vez gue eles foram isolades visando especificamente ease
utilizagao, as causas dessas deficiéncias parciais nao foram
pesquisadas. No entanto. seria interessante o desenvolvimen-
to de futuros estudoé nesse sentido, que poderiam elucidar vé
rios aspectos do metabolismo de aminodcidos ou de sistemas de

regulacao em Torule utifis.

Para uma melhor caracterizacao dos mutantes re

sistentes e auxotroficos obtidos, foi feita uma analise da pro

dugao de biomassa dos mesmos em comparagaoc com as linhagens
selvagens L1 e L 3 e isoladas do bagago de cana de agucar
(B1 e B2). Foram detectadas diferengas altamente significa-

tivas, para a amostra de 24 horas de cultivo (Tabelas 32 a 35)
A produgéo celular dos mutantes auxotroficos foi in¥erioraqqg
la dos mutantes resistentes a drogas. das linhagens selvagens
Ll e L3 e das linhagens isoladas do bagaco de cana de acu-
car. Da mesma maneira, os mutantes resistentes foram menos
produtivos que as linhagens L1 e L3 e 1isoladas do bagago
de cana de acglcar. Entretanto, na amostra de 48 horas, as di

ferengas deixaram de ser significativas, especialmente para

os mutantes auxotroficos, sugerindo gue os mesmos por apresen
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tarem deficiencias apenas parciais tinham se recuperado duran
te a evolugao da cultura. 0O fato acima, nao ocorreu com O0S
mutantes resistentes, provavelmente devido a sua mutacao para
resisténcia ter atingido um ou mais. genes importantes,que a-

fetam o crescimento de células., nessa espécie.

Portanto. os resultados obtidos atraves dos en
saios de produgao, confirmam inteiramente os dados ja discuti
dos acima. De fateo. era de se esperar gque o0os mutantes resis-
tentes fossem menos produtivos gue as linhagens originais sen
siveis, uma vez gue eles apresentam uma taxa de crescimento
reduzida e tempo de geragcao maior. Os mutantes auxotréficos,
mesmo em meio completo utilizado para o ensaio de produgao,
continuam a apresentar menor produgao de biomassa., indicando
que os nutrientes do meic completo. pelo menos nos primeiros
estagios de crescimento nao conseguem suprir as deficiéncias
nutricionais desses mutantes. Isso parece indicar também.qgue
essas mutagoes envolvem processos metabdlicos complexos ou

regulagao génica-.

Embora os mutantes isolados no presente traba-

lho. nao visassem uma produgcao superior de biomassa foi cons-

tatado gque todos eles tiveram um comportamento inferior as
linhagens selvagens. Esse fato. vem indiretamente reforgar a
idéia de que., no estagio atual o isolamento de linhagens da

natureza e uma posterior selegcao das mesmas € mais apropriado.

Poder-se-ia tambeém pensar no uso de uma linhagem resistente
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a determinada droga como a nistatina, para crescimento prefe-
rencial da mesma. em substratos adicionados dessa droga. As-
sim, poderiam ser evitadas contaminagoes por outras espeéecies,
mesmo em ambientes nao assepticos. No entanto. ha que se
considerar no caso, gue como demonstrado no presente trabalho,
mutantes resistentes s&oc menos produtivos . Talvez uma manei-
ra de se contornar o problema. seja a partir de uma 1linhagem
jé& resistente, isolar um variante que continue resistente. po
rém, apresente produgao semelhante a da linhagem selvagem sen

r . ~ - - . ~ .
sivel. Para isso., nao so tecnicas de mutagao. mas -especial-

mente recombinagao sejam talvez as mais apropriadas.

[54)

.3. Recowbinagao en Torula utdildis

Gragas a obtengao de mutantes auxotroficos e
resistentes, foi possivel ensaiar a existencia de recombina-
cao em Toruda uilfAis. A mistura de mutantes auxotroficos,
dois a dois, em todas as combinagoes possiveis mostrou que,
a partir de certas combinagoes de mutantes foram obtidas colé
nias capazes de crescer em meio minimo. enquanto que as linha
gens parentais nao cresciam nesse meio (Tabela 30). Tambem a
mistura de mutantes resistentes a nistatina e cristal viole-
ta revelou colonias, gue podiam crescer em meio contendo as
duas drogas, enquanto as linhagens parentais nao foram capa-

zes de crescer nesse meio (Tabela 31).
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Esses resultados, revelaram gue, deve ter ocor-

rido uma possivel recombinacao entre as linhagens parentais,
resultando em segregantes que se diferenciavam geneticamente
das mesmas. Entretanto. pelos dados do presente trabalho, e
ainda prematuro afirmar. se o fenomeno observado foi realmen-
te uma recombinagao e fica muito mais dificil ainda.saber qual

o sistema de recombinagao gque esta ocorrendo.

No caso do cruzamento dos mutantes auxotrofi-
cos, as linhagens M1 e M2. por exemplo, nado apresentaram cres-
cimento algum, guando semeadas isoladamente em meio minimo;
no entanto da mistura M1 x M2 de 150 células semeadas,8 for
maram colonias no meio minimo. Esses resultados sugerem for-
temente a ocorréencia de recombinacao, mas nao pode ainda ser
afastada a hipotese que essas cé€lulas que cresceram em meio
minimo, sejam reversodes do fenotipo mutante para o selvagem.
Isso no entanto, € improvéavel pois reversoes nao foram detecta
das nas linhagens isoladas, embora a mistura pudesse ter al-

gum efeito, tipo mutagénico, aumentando a freguéncia de rever

50es.

Com relagao aos cruzamentos envolvendo linha-
gens resistentes., a alta frequencia de colonias capazes de
crescer em um meio no gual as duas linhagens parentais nao

conseguem crescer; também pode indicar a existencia de um efi
ciente sistema de recombinacao., embora seja mais facil admi-

tir nesse caso que o mecanismo de resisténcia envolvido seja
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tal. que o mutante produza um produto exdgeno capaz de degra-
dar a substancia inibidora; nesse caso a mistura das linhagens
resistentes semeada em meio contendo as duas drogas,seria ca-
paz de anular os efeitos inibitoérios de uma ou ambas as dro-
gas, permitindo entdao o crescimento de colonias. Maior nume-

ro de estudos devem ser realizados, para comprovar ou nao a

existéncia real de recombinagao nessa espécie

Admitindo-se no entanto qué; recombinagao te-
nha ocorrido, especialmente no caso dos mutantes auxotrofi-
cos, pode-se especular a respeito do mecanismo de recombina-
¢ao envolvido. Em leveduras, um mecanismo sexual de recombi-
nagado € conhecido em varias espécies. Em Saccharomyces cereuvisiaé;
por exemplo, existem tipos de reagao sexual diferentes. Celu-
las hapldides de tipos de. reagao -sexual opostas se fundem dan-
do a fase diploide e linhas haploides puras sao formadas, a
partir de ascoporos (FINCHAM e DAY, 1971; MORTIMER e HAWTHORNE,
1969). MNo presente trabalho. uma vez que os mutantesforam ori
ginarios de uma mesma linhagem., nao deve estar ocorrendo uma
recombinagdo sexual propriamente dita, mas pode ter ocorrido
fusao de celulas haplaides, dando individuos dipldides. Se as
mutagoes para auxotrofia forem recessivas. como ocorre na maio-
ria dos microrganismos, o diploide heterozigoto formado tem
capacidade de crescer no meio minimo. Inclusive,esse dipléi
de formado, pode por um processo parassexual produzir segre-

pantes hapldides selvagens. Formagao de diploides e recombi-
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nagao mitdtica foi verificado pela primeira vez em fungos,por
PONTECORVO e ROPER (1952) e a produgao de recombinantes a par
tir desses dipldides. sem ocorréncia de meiose foi denomina-
do de ciclo parassexual. A existéncia do ciclo parassexual,
ja foi constatada em dezenas de fungos. estudados zenetica-
mente (BURNETT, 1976. AZEVEDO., 1976). Em leveduras. recombi-

nagao mitotica € conhecida em Saccharomyces cerevisiae  (ROMAN,

1956 ;

HURST e FOGEL, 1964) e Schyzosaccharomyces pombe  (ANGEHRN

e GUTZ, 1968).

Se recombinacao houve, nas células de Torufa
utilis, analisadas na presente pesquisa,deve ter sido do tipo
parassexual, com formagao de diploides e talvez permuta mito-
tica e haploidizag¢ao. Muito mais estudos, ao nivel genético
e citologico tem no entanto que ser realizados. para compro-

var as ideias aqui propostas.

Be qualquer maneira, os resultados obtidos abrem
uma nova perspectiva no melhoramento de Teaufa., com a finali-
dade de produgao de biomassa. A variabilidade natural existen
te, permite que se estabelegam programas de selegao para se-
rem obtidas linhagens mais produtivas e adaptadas a diferen-
tes condicodes. A perspectiva de um sistema de recombinagao
nessa espécie, permite que além de técnicas de mutagao, cruza
mentocs geneticos possam ser efetuados, visando a combinagao

de caracteristicas geneticas favoraveis em uma mesma linhagem.
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&. RESUI0 E COMCLUSOES

As leveduras do genero Toaufa foram utiliza-
das muitos anos atrds, durante as Ultimas Grandes Buerras co-
mo suplemento alimentar de dietas humanas. mas seu uso mais
acentuado hoje em dia é na complementagcao protéica de ragdes
cereais deficientes. Dentre as espécies do género citado, sa
lientou-se a Torula utilis pela sua alta eficiéncia em utili-
zar substratos inaproveitaveis pelo homem, convertendo-os em

elementos nutritivos de grande valor nas dietas alimentares.

Os principais objetivos do presente trabalho
foram: testar a variabilidade natural entre algumas das linha
gens de Torula isoladas do bagago de cana de acucar fresiduo

industrial) e compara-las com linhagens de laboratorio:; obter

mutantes auxotroficos e resistentes a drogas de Torulfa UtiLis
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e atraveés de cruzamentos entre eles, verificar a ocorrencia de

algum sistema de recombinagao genética na especie.

De acordo com os resultados obtidos., as seguin

tes conclusdes foram tiradas:

a) Existe variabilidade natural entre esses or
ganismos, que poderd ser aproveitada nc Selegao das linhagens

de Torula para produgdo de proteina.

b) Mutantes auxotroficos parciais e resisten=
tes a drogas puderam ser obtidos espontaneamente e induzidos

por luz ultra-violeta em Tokula uiilis.

e) A produgao de biomassa nos mutantes obtidos.
foi quase ma maioria dos casos inferior a das linhagens sel-

vagens usadas como controle.

d) A detecg¢ao de possiveis recombinantes que
se diferenciavam das linhagens parentais mutantes usadas em
cruzamentos. sugeriu a existéncia de algum sistema de recombi

nagao na espécie.

e) A existéncia de variabilidade natural e de
um sistema de recombinagao em leveduras do genero Torula fa-
cilitara o seu melhoramento. nac somente pela aquisigao das
melhores linhagens da natureza, bem como. pelos processos de
mutagcao e testes de cruzamento com obtencao de wecombinantes

altamente eficientes para as caracteristicas desejaveis.
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7. SUNMARY A&ND CONC

w

USIONS

—

Yeasts from genus Torufa have been used years
ago, during the last two Great Wars as food supply for
humans. However their use increased today as a rich source
of vitamin and protein animal feed supplement. Among the
yeasts, Torula uvtilis has been mostly used due to its high
capacity in utilizying substrats which gonstitite industrial

residues. converting them in foods of great nutritionmal value.

The present research was carried out with the
following aims: teo test the natural variability among strains
of Torula isolated from sugar cane residues and to compare
them with laboratory strains: to obtain auxotrophic and drug

resistant mutants in Toauvfa utilfis and from crosses between

them to test the existance of a genetic recombination system
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From the obtained results the folowing

conclusions can be drawn:

al) Fatural variability was found in Torula.
Such variability can be used in the selection of strains

atming the improvement for protein production.

b) Partial auxotrophic mutants and drug
resistant mutants were obtained both spontaneously and induced

by ultra violet light in Torula utilis.

c¢) Biomass production from the obtained
mutants was in most cases bellow the biomass production from

the wild-type strains used as controls.

d) The dettection of possible recombinants
which distinguished from the parental mutants used in crosses
between strains suggested the existance of some recombination
system in Torubla utllis.

e) The occurrence of natural variability and
the existance of a recombination system in Torula wiilis will
facilitate breeding programs not only by isolation of better
strains from nature as well by employing mutation and cross
techniques with the production of recombinants highly

efficient for the desirable characteristics.
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