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1. INTRODUCAO

O fungo filamentoso Aspergillus niger ¢ de grande interesse
industrial devido a sua capacidade de produzir acidos organicos, metabdlitos
secundarios e enzimas extracelulares (BERRY e col., 1977, BARBESGAARD,
1977, Van BRUNT, 1986), como também, pela sua utilizagdo na biodegradagdo de
compostos complexos (SHAILUBHAI e col., 1984). Além disso, eles representam
consideravel importancia em estudos genéticos e bioquimicos por apresentar um
nivel de complexidade de eucariotos aliado a facilidade de manipulagdo de um

procarioto.

O fungo A. niger ¢ classificado como sendo Deuteromiceto

devido a inexisténcia ou ndo determinagio do ciclo sexual.

Uma  alternativa de  recombinagdo  genética  nos
Deuteromicetos ¢ o ciclo parassexual, descrito inicialmente por PONTECORVO e
ROPER (1952) em Aspergillus nidulans. Em 1953a, PONTECORVO e col,
descreveram esse ciclo em A. niger tendo sido posteriormente demonstrado em
varias espécies (AZEVEDO, 1976; CATEN, 1981; RIBA ¢ RAVELOJOANA,
1984; VIALTA, 1987).

O ciclo parassexual, além de sua importincia como fonte de
vaniabilidade genética, permite o mapeamento em fungos imperfeitos (AZEVEDO,
1972, 1976, VALENT, 1985; MASIERO, 1988), o melhoramento de fungos que
possuem caracteristicas de interesse econdémico (SERMONTI, 1969; BONATELLI
Jr., 1977, 1981) e, através da analise mitdtica, o estabelecimento do numero de

grupos de ligagdo para uma determinada espécie.

Apesar da importancia biotecnoloégica desse fungo, poucos

trabalhos envolvendo a genética tem sido realizados. Ultimamente, tem-se



explorado seu potencial para uso em experimentos de transformagdo (KELLY e
HYNES, 1985; BUXTON e col, 1985; GOOSEN e col, 1987; Van
HARTINGSVELDT e col., 1987). Portanto, uma maior compreensio de aspectos
genéticos desse fungo e a possibilidade de seu uso para analise genética é de
importancia fundamental.

Este trabalho teve como objetivo verificar a interagdo alélica,
complementagdo de marcas, equivaléncia de grupos de ligagdo e ocorréncia ou ndo
de recombinagdo entre um grupo de linhagens de A. niger, derivadas da linhagem
10v10, utilizada industrialmente na produgdo de 4cido citrico e boa produtora de
glucoamilase, com 6 grupos de ligagdo identificados e linhagens derivadas da

N402, proveniente da Holanda, com marcadores genéticos em 8 grupos de ligagdo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O fungo Aspergillus niger

O nome Aspergillus foi introduzido por MICHELI em 1729
(apud RAPER e FENNEL, 1965) para designar os fungos que apresentavam um
padrdo caracteristico de conidiéforos. Os fungos que pertencem a esse género s3o
de distribui¢do mundial, sendo, segundo RAPER e FENNEL (1965), encontrados

em quase todos os tipos de substratos (alimentos, tecidos, couros, vegetagdo, etc).

Dentro do género Aspergillus a espécie Aspergillus niger ¢,
provavelmente, a mais comum. Seu nome se deve & pigmentagdo negra
caracteristica dos conidios (RAPER e FENNEL, 1965). A produgdo do pigmento
preto, no A. niger, ¢ profundamente influenciada pela presenga ou auséncia de
quantidades minimas de cobre nos substratos sendo, inclusive, essa caracteristica
usada para estimar a concentragdo de cobre no solo (MULDER, 1948). O
envolvimento do cobre na pigmentagdo também foi descrito para o Aspergillus
nidulans (CLUTTERBUCK, 1972).

O fungo A. niger apresenta, quando cultivado em meio
Czapek sdlido, conidios pretos, globosos quando maduros, de aspecto rugoso com
equinulagdes descontinuas, sendo evidenciadas duas séries de esterigmas, medindo
aproximadamente 4-5 um de didmetro na maturidade. Os conidios s&o
considerados uninucleados (YUILL, 1950), embora também 4. niger com conidios
binucleados tenham sido relatados (BARACHO e COELHO, 1978). Em cultura
submersa, com agitagdo e temperatura elevada, o A. niger pode apresentar
recapitulagio imediata de esporogénese seguida de germinagdo de esporos
(SMITH, 1977).



A ocorréncia desse fungo estda documentado em todas as
partes do mundo, mas, em contraste com outras espécies de Aspergillus, menos
que 50% sdo encontrados nos tropicos (DOMSCH e col., 1980). Segundo RIPPEL
(1939; apud DEBETS, 1990), o A. niger pode ser facilmente selecionado com

base no crescimento especifico em tanino 20%.

Nenhum estagio sexual é conhecido no ciclo de vida do
A.niger, tendo sido portanto, classificado como Deuteromiceto, sub-divisdo
Deuteromicotina.

Devido a sua versatilidade metabdlica, o A. niger ¢ uma
espécie de grande interesse industrial por ser boa secretora de proteinas (Van
BRUNT, 1986) além de acumular varios tipos de metabdlitos (SMITH e
PATEMAN, 1977). Este fungo é amplamente usado na industria para produgdo de
acidos organicos, como os acidos galico, citrico e glucénico (LOCKWOOD,
1975), para produgdo de enzimas industriais como a amilase, glucoamilase,
celulase, hemicelulase, pectinase, glucose oxidase e catalase (UNDERKOFLER,
1976) e nas fermentagdes de alimentos (WOOD, 1977). Alguns Aspergillus
também podem produzir micotoxinas nos alimentos e outros podem causar
aspergiloses (EDWARDS e AL-ZUBAIDY, 1977). Outro aspecto importante do
A. niger ¢ sua classificagdio, juntamente com o Aspergillus oryzae, como GRAS
(Generally Recognized As Safe), pelo "Food and Drug Administration”, EUA, o

que tem estimulado a sua utilizagdo como produtor de proteinas heterdlogas
(WARD, 1989).

2.2. Recombinacio parassexual em fungos

Recombinagdo, sem o envolvimento do ciclo sexual em
fungos, foi primeiramente descrito por PONTECORVO e ROPER (1952) em



A.nidulans e foi chamado de recombinagio parassexual Em 1953a,

PONTECORVO e col., descreveram esse ciclo em A. niger.

O ciclo parassexual, como considerado por PONTECORVO
(1956, 1958) e ROPER (1966), consiste essencialmente das seguintes sequéncias
de eventos: 1) anastomoses de hifas de homocarios de diferentes fenotipos dando
um heterocario; 2) fusdo de dois niicleos haploides no heterocario; 3) ocasional
permuta mitética durante a multiplicagdo do niicleo dipléide, resultando em
recombinantes homozigotos para segmentos de um cromossomo e/ou 4) ocasional
ndo-disjungdo, principalmente via sucessivos estados aneuploides, resultando um
numero haploide de cromossomos. Contrastando com a recombinagio por meiose,
no ciclo parassexual ndo ha coordenagdo precisa entre fusdo nuclear,

recombinagdo e redugdo do numero de cromossomos.

A frequéncia de formagdo de um dipléide heterozigoto é
normalmente ao redor de lem 106 a 1 em 107 conidios coletados do heterocario
porém, essa frequéncia pode ser aumentada por meio de tratamento com luz
ultravioleta (ISHITANI ¢ SAKAGUCHI, 1956), ou agentes quimicos como a
canfora (PONTECORVO e col, 1953a, b; ROPER, 1966) ou colchicina
(SHCERBAKOVA e RESVAYA, 1978). Em A. niger, devido a alta frequéncia de
dipléides obtidos espontaneamente, PONTECORVO e col. (1953a) julgaram o
tratamento com canfora desnecessario. BONATELLI Jr. (1981) obteve 1 dipléide
em 105 conidios em uma determinada linhagem de A. niger e, em outra linhagem,
a frequéncia encontrada por BOS (1985) foi de 1 diploide em 106 conidios.

Os diploides assim obtidos, assemelham-se a linhagem
selvagem com relagdo as caracteristicas morfologicas das coldnias, podendo,
entretanto, serem separados das linhagens haploides parentais auxotroficas por
crescerem em meio de composigdo definida (Meio Minimo), pelo conteudo do
DNA nuclear (HEAGY e ROPER, 1952; VIALTA, 1987) e pelo didmetro de
conidios 1,1 a 1,3 vezes maior (PONTECORVO e ROPER, 1952;



PONTECORVO e col.,, 1953a; LHOAS, 1967, 1968; CHANG e col., 1974; DAS ¢
ROY, 1978; BONATELLI Jr. e col.,, 1983; VIALTA, 1987). Entretanto, para
algumas espécies de fungos como citado nos trabalhos de ISHITANI e col. (1956)
em A. oryzae e Aspergillus sojae; HOLLIDAY (1961) em Ustilago maydis,
TINLINE (1962) em Cochliobolus sativus, PAPA (1973) em Aspergillus flavus:,
PAPA (1978) em Aspergillus parasiticus, ROSIM e col. (1978) em A. niger ¢
MESSIAS e AZEVEDO (1980) em Metarhizium anisopliae o diametro de

conidios ndo € considerado um critério muito confiavel.

Outro critério para distinguir colonias diploides de haploides
¢ a utilizagdo de agentes haploidizantes, ou seja, substdncias que induzem a
formagdo de segregantes haploides. Uma série de substancias com tal efeito tém
sido empregadas. Os primeiros relatos nesse sentido foram feitos com p-
fluorfenilalanina (pFA) em trabalhos com A. niger e A. nidulans (LHOAS, 1961;
MORPURGO, 1961). Relatos da utilizagdo do pFA em outras espécies de fungos
foram feitos por PAPA (1976, 1978, 1984), BENNET (1979), BRADSHAW e col.
(1983). Outras substancias que atuam como agente haploidizante sdo o clorhidrato
(SINGH e SINHA, 1976) e o fungicida Benlate, inicialmente utilizado por
HASTIE (1970) em, A. nidulans, para obtengdo de segregantes de colonias
diploides. Esse fungicida tem sido utilizado para essa finalidade também em outras
espécies (UPSHALL e col., 1976, BONATELLI Jr., 1981, BRADSHAW e col,,
1983; BONATELLI Jr. e col,, 1983; VIALTA, 1987; OLIVEIRA, 1991).

O ciclo parassexual tem sido demonstrado em varias espécies
de fungos de importancia industrial, por exemplo, A. niger (PONTECORVO e
col., 1953a), A. oryzae e A. sojae (ISHITANI e col, 1956), Penicillium
chrysogenum (PONTECORVO e SERMONTI, 1954), A. awamori (VIALTA,
1987); fungos entomopatogénicos como M. anisopliae (MESSIAS, 1979,
MESSIAS e AZEVEDO, 1980; AL-AIDROOS, 1980) e Verticillium lecanii
(JACKSON e HEALE, 1987); fungos patogénicos de plantas como C. sativus
(TINLINE, 1962), Fusarium oxysporum f. pisi (BUXTON, 1956), Fusarium



tricinctum, Fusarium sporotrichioides (CULLEN, e col., 1983), Pyricularia
oryzae (GENOVESI e MAGILL, 1976) e Verticillium dahliae (HASTIE, 1973) e
fungos de interesse médico como Aspergillus fumigatus (BERG ¢ GARBER,
1962), A. flavus (PAPA, 1973) e Candida albicans (KAKAR e col., 1983).

Evidéncias de que a fusdo de nucleos haploides seja um
processo passivel de ocorrer na natureza sdo dadas pelos trabalhos de NGA e col.
(1975) em A. niger, WHELAN e MAGGEE (1981) em C. albicans ¢ UPSHALL
(1981) em A. nidulans. Recombinagdo parassexual foi encontrada nos membros
de todas as principais classes de fungos: Ascomicetos, Ficomicetos,

Basidiomicetos e Deuteromicetos.

A recombinagdo no ciclo parassexual pode ocorrer através de
permuta mitdtica, que foi estudada por ROPER e PRITCHARD (1955) e
PONTECORVO e KAFER (1958), os quais concluiram que o fendmeno ¢ raro,

ocorrendo uma permuta a cada 500 mitoses no estagio de quatro fios.

Os diferentes estagios do ciclo parassexual podem variar
muito na frequéncia e na estabilidade conforme a espécie de fungo estudada. Em
casos extremos, um dos passos pode ser tdo transiente que eles regularmente ndo
sao sequer detectados. Por exemplo, em Humicola sp. dipldides originam-se
diretamente de culturas de mutantes auxotroficos misturados em Meio Minimo,
sem detecgdo de heterocarios (De BERTOLDI e CATEN, 1975), enquanto no
Cephalosporium acremonium o estagio diploide ¢ transiente e pode permanecer
despercebido (HAMLYN e BALL, 1979). LHOAS (1967) constatou alta
frequéncia de recombinagdo mitética e BONATELLI Jr. e col. (1983) verificaram
que na linhagem /0v/0 de A. niger a frequéncia era ainda maior. O termo
parameiose foi entdo sugerido por Bonatelli Jr. e col. (1983), para denominar o
fendmeno caracterizado pelo isolamento, diretamente do heterocario, de haploides
recombinantes e diploides homozigotos para as marcas genéticas estudadas.
SILVEIRA e AZEVEDO (1987) e BAGAGHI e col. (1991) detectaram esse



fendmeno em M. anisopliae. Principalmente para fungos nos quais faltam os
processos de recombinagdo sexual, esse processo pode contribuir para aumentar

significativamente a variabilidade genética natural dessas espécies (BONATELLI
Jr. e AZEVEDO, 1992).

Recombinagdo mitética pode ser eficientemente usada para
analise genética em fungos. Para fungos assexuados ¢ a tnica técnica para
mapeamento, mas também nos fungos sexuados ela pode ser mais conveniente que

a técnica convencional de mapeamento meidtico, como por exemplo em
A.nidulans (KAFER,1977).

2.3. Modelos de recombinacgio

Modelos de recombinagdo foram formulados considerando as

propriedades observadas de recombinagdo mitdtica e meidtica.

O modelo de MESELSON-RADDING (MESELSON e
RADDING, 1975) € iniciado por transferéncia de uma fita simples (ou
assimétrica) a qual pode tornar-se dupla (ou simétrica) depois de isomerizagdo. O
modelo ¢ uma extensdo do modelo proposto por HOLLIDAY (1964a) e explica os
padroes de segregagdo aberrante observados em fungos que sugere formagao de
DNA heteroduplex em somente uma cromatide. Conversio génica, como no
modelo de HOLLIDAY, resulta de reparo enzimatico de pares de bases erradas
(mismatched) em regides heteroduplex. Informagdes adicionais foram obtidas
sobre mecanismos de recombinagdo em fungos por experimentos de
transformagdo. Especialmente transformagdo em leveduras tem sido usada como
modelo para estudos de recombinagdo (ORR-WEAVER e col., 1981). Células de
leveduras podem ser transformadas com DNA plasmidial por integragdo do

plasmidio na sequéncia homoéloga do cromossomo por uma permuta simples ou



por substituigdo através de conversdo génica ou permuta dupla (HINNEN e col.,
1978, ORR-WEAVER e col., 1983). Adicionalmente, uma alta frequéncia de
transformagdo € possivel em levedura se o plasmidio transformante contém
fragmentos cromossomicos pelos quais o plasmidio pode ser mantido (STRUHL e
col., 1979). Plasmidio contendo a sequéncia ARS (sequéncia de replicagdo
auténoma) transforma em alta frequéncia porque nfio ¢ necessario a integragio do
plasmidio em um sitio homoélogo no genoma. Transformagio em leveduras tem
sido uma técnica muito usada para estudar mecanismos de recombinagio porque o
DNA transformante pode ser manipulado experimentalmente (ORR-WEAVER e
col, 1981; ORR-WEAVER e SZOSTAK, 1985).

Recombinagdo mitdtica em fungos ocorre em nivel muito
menor que recombinagdo meidtica. Em mitoses, sequéncias homologas pareiam
somente ao acaso. Essa talvez ndo seja a maior razdo para a baixa frequéncia de
recombinagdo uma vez que a frequéncia de recombinantes mitoticos pode ser
aumentada por raios X, luz ultravioleta e tratamentos com mutagénicos quimicos,
quase para os niveis meidticos (HOLLIDAY, 1964b; DAVIES e col., 1975;
SHANFIELD e KAFER, 1971).

ORR-WEAVER e SZOSTAK (1985) sugerem que uma
provavel explicagdo para a existéncia de recombinagdo mitdtica seria que ela ¢
simplesmente uma consequéncia da atividade de reparo de DNA ("DNA repair").
Bases erradas, introduzidas por erro na duplicagdo de DNA ou espontaneamente,
ou ainda, lesdo no DNA, sdo todas removidas ou reparadas e o reparo pode
resultar em recombinagdo. O fendmeno de indugdo de recombinagdo  por
tratamento com agentes mutagénicos tem sido usado em muitos fungos para

facilitar o isolamento de recombinantes mitéticos (DEBETS, 1990).

Como mencionado anteriormente, a ocorréncia de permuta
mitética pode ser explicada no estagio Gy, mas o inicio de ambos, recombinagio

mitoética induzida ou espontdnea, pode ocorrer ja no estagio G| do ciclo celular



(FABRE, 1978 ¢ ESPOSITO, 1978). Portanto, foi proposto que a recombinagdo
mitotica se inicia no estagio de duas cromatides e que uma recombinagdo
intermedidria ¢ determinada durante a fase S pela passagem da forquiltha de
duplicagdo (ESPOSITO, 1978). Entretanto, considerando recombinagdo
intergénica, um possivel heteroduplex e conversdo génica inicial permanecerdo
ndo detectaveis pois, isso sO podera ser observado se houverem marcadores
genéticos ja localizados (por exemplo, se recombinagdo heteroalélica ¢ estudada).
Assim, ndo havera diferenga significativa no resultado de recombinagdo caso
iniciagdo seja por uma quebra na fita simples ou dupla no estagio G| ou Gy.

Portanto, a préxima permuta no dipléide heterozigoto sera modelada como 4

cromatides trocadas.

2.4. Analise genética baseada em recombinac¢ido mitdtica

A analise genética baseada na recombinagdo mitdtica em
fungos filamentosos haplodides comega com a obtengdo de diploides heterozigotos
para um numero de marcadores genéticos conhecidos. Para A. nidulans uma
técnica eficiente de sele¢do de diploide foi descrita por ROPER (1952). Um
heterocario entre duas linhagens mutantes auxotroficos com diferentes deficiéncias
nutricionais é crescido em Meio Minimo. Os conidios no heterocario sdo
uninucleados, e como todos os conidios haploides sdo auxotréficos, os conidios
diploides heterozigotos prototréficos poderdo ser selecionados em Meio Minimo.
Esse método tem sido usado para o isolamento de dipldides em muitos outros
fungos uninucleados. O método ¢ também aplicavel para fungos que tem conidios
multinucleados que originam, por mitoses sucessivas, conidios primarios
uninucleados jovens. A. niger ATCC1015 tem conidios binucleados mas, como
eles sdo homocaridticos, a técnica de isolamento de diploides pode ser aplicada
com sucesso (BOSCHLOO e col., 1990). Conidios heterocariéticos que resultam

da migragdo de varios nicleos de fialides heterocaridticas para-os esporos, foram
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observados em varias espécies de Aspergillus como por exemplo Aspergillus
carbonarius (YUILL, 1950), A. flavus (PAPA, 1973), A.parasiticus (PAPA,
1978) e Aspergillus echinulatus (BAKER, 1945). Apesar dos conidios
heterocariéticos interferirem na técnica de selegdo de dipléide, colénias diploides
puderam ser selecionadas por PAPA (1978) em A. parasiticus, embora

apresentasse 28% de conidios heterocarioticos.

Como ocorre pouca coincidéncia de permuta mitdtica e
haploidizagdo, os marcadores genéticos em um cromossomo segregam juntos e
independentemente dos marcadores de outros cromossomos nio homologos
(PONTECORVO e KAFER, 1958). Linhagens mestras foram construidas e os
genes puderam ser atribuidos aos grupos de ligagdo para A. nidulans (McCULLY
e FORBES, 1965) e também para A. niger (BOS e col., 1988). Um dipléide pode
ser obtido entre linhagens mestras com marcadores em um ou varios grupos de
ligagdo e uma linhagem carregando um marcador nio mapeado. Pela analise de
segregantes haploides isolados ao acaso, ligagdo de uma nova marca com um dos

marcadores da linhagem mestra pode ser observada e, assim, o grupo de ligagdo
pode ser estabelecido.

A presenga de segregagdo e recombinagdo mitética pode ser
facilmente demonstrada se o sistema genético for adequadamente escolhido. Em
genética, o termo segregagdo é usado para descrever a separagdo de dois alelos
constituindo um heterozigoto, em individuos ou células fenotipicamente
distinguiveis. Ocasionalmente, pode-se ver segregacdo de alelos de um

heterozigoto quando uma célula heterozigota sofre divisdo mitotica.

Recombinantes por permuta mitética podem ser explicados
como resultado de permuta para as quatro cromatides no estagio G, da mitose,
como foi demonstrado por STERN (1936) em Drosophila, baseado na analise
genética de manchas gémeas ("twin spots") que supds que deveriam ser o produto
reciproco de permutagdo. Isso foi confirmado por ROPER e PRITCHARD (1955)
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em A. nidulans. Eles analisaram segregantes dipldides prototroéficos que foram
isolados de um dipléide heterozigoto para um numero de marcadores ligados e

carregando um arranjo frans de duas mutagdes alélicas ad16 e ad8.

Em Saccharomyces cerevisiae, ROMAN (1956) demonstrou
em um experimento comparavel ao citado acima, que recombinagdo heteroalélica
ocorria predominantemente por recombinagdo ndo-reciproca: conversdo génica.
Também, em A. nidulans, foi mostrado, mais tarde, que recombinagdo intragénica
era principalmente uma consequéncia de conversdo génica (PRUTAMENT, 1964;
BANDIERA e col., 1973).

Os mecanismos possivels para recombinagdo mitdtica:
reciproco (permuta) e ndo-reciproco (conversdo génica), foram estudados
principalmente em 8. cerevisiae e foram revistos por ORR-WEAVER e
SZOSTAK (1985) e ROEDER e STEWART (1988).

Uma associagdo de permuta mitética com conversdo génica
mitdtica foi observada para um numero de genes em S. cerevisiae com frequéncia
de conversdo génica como resultado de permuta ao redor de 10 a 55%
(ESPOSITO e WAGSTAFF, 1981). Isso ¢ sustentado pela observagdo que agentes
indutores estimulam ambos os eventos de recombinagdo (FOGEL e HURST,
1963), embora ndo no mesmo grau, sugerindo que os dois tipos de eventos podem
ser isolados. Dados obtidos com mutantes afetados em recombinagdo demonstram
também que conversdo génica mitdtica e permuta mitdtica requerem algumas das

mesmas fungdes, mas também sdo separaveis (ORR-WEAVER e SZOSTAK,
1985).

Técnicas genéticas para a analise de recombinagdo
parassexual foram desenvolvidas para A. nidulans mas raramente tem sido
adotadas para A. niger (LHOAS, 1967; Van TUYL, 1977).
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LHOAS (1967) relatou a distribui¢do de 31 marcadores em 6
grupos de ligagdo. Van TUYL (1977), estudando resisténcia a fungicidas em
A.niger, comegou com um tipo selvagem diferente, isolado de bulbos de jacintos e

também observou 6 grupos de ligagdo em A. niger.

BONATELLI Jr. iniciou em 1977 estudos basicos sobre
parassexualidade e produgdo de acido citrico em uma linhagem industrial de
A.niger, denominada /0v10, obtendo mutantes com marcadores em dois grupos de
ligagdo (I e II) (BONATELLI Jr., 1981). A partir dessas linhagens, VALENT
(1985) isolou mutantes que apresentavam baixa e média produgdo da enzima
glucoamilase e CALIL (1988) obteve mutantes com atividade enzimatica de 20 a
60% maior que a linhagem parental. Visando estabelecer novos marcadores
geneticos, para posterior mapeamento dos mutantes de produgdo alterada da
glucoamilase, MASIERO (1988, 1992) obteve uma série de mutantes:
morfologicos, auxotroficos, de resisténcia e de produgdo de enzimas, cujos
marcadores estavam distribuidos em 6 grupos de ligagio (MASIERO e
BONATELLI Jr,, 1989; VALENT e col., 1992; MASIEROQ, 1992).

Como as linhagens de LHOAS (1967) ndo estio mais
disponiveis e somente poucas linhagens de 4. niger de Van TUYL (1977) foram
preservadas, uma nova cole¢do de linhagens foi iniciada (BOS, 1985) usando a
linhagem ATCC 9029, produtora de 4cido glutimico. Muta¢des foram induzidas
com baixas doses de UV para minimizar a ocorréncia de outros tipos de danos
(BOS, 1987). Essas mutagdes estavam distribuidas em 6 grupos de ligagdes. Em
adigdo aos 6 grupos de ligagdo descritos por BOS e col., (1988), DEBETS e col.,
(1990b) encontraram mais 2 grupos, totalizando-se assim, 8 grupos de ligagdo
descritos para A. niger. Uma série completa de linhagens mestras de A. niger,
contendo marcadores auxotroficos, morfoldgicos e de resisténcia, distribuidos nos
8 grupos de ligagao descritos, foi publicada por BOS ¢ col. (1993).



2.5. Determinacio da ordem do gene

A ordem do gene dentro de um grupo de ligagdo pode ser
determinada em relagdo ao centrémero, pela analise de recombinantes mitdticos
derivados de culturas diploides heterozigotas. Também os recombinantes dipléides

homozigotos parciais sdo especialmente informativos.

Devido a permuta, todas as marcas distais ao sitio de troca
podem tornar-se homozigotas enquanto todas as marcas proximais permanecerao
heterozigotas. O principal problema na analise do mapa mitotico é o fato de que a
permuta espontanea € tdo rara que sistemas seletivos sdo requeridos para detectar
os produtos de recombinagdo. A selegdo depende fortemente da viabilidade das
marcas seletivas. Para maior informagdo, essas marcas seletivas devem estar
distais e na posigdo cis em relagdo a outra marca seletiva recessiva no mesmo
cromossomo. Sem recombinagdo adequada, tal arranjo genético pode somente ser
encontrado pela sele¢do sucessiva de novas mutagdes em um unico mutante. Uma
analise completa requer um marcador distal seletivo em cada brago do

Cromossomeo.

Mesmo em A. nidulans, um fungo geneticamente bem
caracterizado, com um mapa genético contendo mais de 200 marcadores mapeados
(CLUTTERBUCK, 1987), é, muitas vezes, dificil encontrar pré-requisitos para um
mapa mitdtico eficiente.

Em A. nidulans, dificilmente ocorre qualquer coincidéncia
entre haploidizagdo e permuta. Além disso, haploides de dipldides heterozigotos
normalmente n3o mostram recombinagdo intracromossomal. Em A. niger,
entretanto, haploides induzidos compreendem uma porcentagem significativa que
mostram recombinagdo entre marcas ligadas (LHOAS, 1967, BOS ¢ col., 1988;
MASIERO, 1988; CALIL, 1988). Recombinantes hapléides foram usados por
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LHOAS (1967) para determinar a ordem das marcas em um Cromossomo € estimar

a distancia entre eles.

Linhagens dissomicas de A. nidulans sdo viaveis porque sdo
relativamente instaveis e mostram perda ao acaso de um dos cromossomos
duplicados na mitose. Até aproximadamente 6% dos setores haploides
selecionados ao acaso, do cromossomo dissdmico I e III mostraram resultar de
recombinagdo entre os homoélogos antes da perda do cromossomo (ASSINDER e
UPSHALL, 1986, ASSINDER e col., 1986). Foi sugerido, portanto, o uso desses
recombinantes para mapeamento mitdtico. Foi argumentado que, se aneupldides
estdo em um estagio relativamente duradouro na geragdo de haploides em meio de
haploidizagdo, permutas, nesses aneuploides, podem explicar a coincidéncia
observada de permuta e haploidizagdo encontrada em A. niger mas ndo em
A.nidulans (KAFER, 1977).

Em A. nidulans, também foi sugerido o uso de linhagens
translocadas para mapeamento de marcas no segmento cromossdmico, por analise
de translocagdo no diploide homozigoto (MA e KAFER, 1974) ou por analise de
translocagdo dissdomica (KAFER, 1975).

Como mencionado anteriormente, permuta mitotica
espontdnea € rara, mas pode ser induzida por tratamento de dipléides heterozigotos
com agentes mutagénicos para facilitar a detecgdo de recombinantes necessarios
para mapeamento mitdtico. Em A. nidulans permutas induzidas por luz
ultravioleta (UV) parecem mostrar a mesma distribuigdo que permuta espontanea e
a frequéncia com a qual uma marca torna-se homozigota, pode ser usada como
uma medida relativa da distancia entre esse marcador e o centromero (WOOD e
KAFER, 1969). Multiplas cépias ndo foram mais frequentes que o esperado de
coincidéncia ao acaso que trocas simples. Isso também é verdade para indugdo
quimica de recombinantes mitdticos em A.nidulans (SHANFIELD e KAFER,

1971). Também em Schizosaccharomyces pombae os dados de mapa mitotico
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baseados em recombinantes induzidos com UV estdo consistentes com a ordem

proposta com base nos recombinantes espontaneos.

Como na haploidizagdo, ha consideravel variagdo na
frequéncia de permuta mitética em diferentes organismos. A frequéncia absoluta
de permuta mitética em organismos superiores é extremamente dificil de ser
estimada. Em fungos, isso é possivel, mas as informagdes sdo limitadas devido a
baixa frequéncia de permuta e ao aparecimento de recombinantes. Para
A.nidulans, a incidéncia de permuta mitdtica usando marcadores para coloragdo
de conidios foi estimada ao redor de 0,1 a 0,3% por brago do cromossomo,

estando, provavelmente, correlacionada ao comprimento do brago (KAFER, 1961).

Uma tentativa de estabelecer a ordem dos genes, relativa ao
centromero, de 60 loci distribuidos nos 8 grupos de ligagdo de A. niger, foi feita
por DEBETS e col. (1993). Foram encontrados marcadores genéticos em ambos 0s
bragos dos cromossomos, exceto para cromossomos II e IV, os quais podem ser
acrocéntricos. Informagdes sobre a frequéncia absoluta de recombinagdo mitotica
nos diploides heterozigotos também foram obtidas. A frequéncia de recombinantes
dipléides homozigotos através de ndo-disjungdo em A. niger é menor que 1075,
enquanto a frequéncia de segregantes hapléides ¢ ao redor de 10-3. A frequéncia
de uma marca resultando de permuta mitética depende da posi¢do relativa para o

centrémero e variou de 6x10-3 (niaAy) até 4x10-2 (enxDg).

2.6. Problemas inerentes a analise genética classica

A genética classica de fungos requer uma colegdo de
marcadores genéticos cuja analise pode ser Mendeliana tipica ou via ciclo
parassexual (PONTECORVO, 1958).
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Por varias razdes, para muitos fungos, a indugdo de mutagio
ndo conduz a uma cole¢do de marcadores desejaveis . Um problema inerente a
muitas espécies tem sido o de encontrar métodos adequados para determinar se
esporos, presumidamente haploides, contém um nuamero (base) uniforme de
cromossomos. Devido ao seu tamanho, cromossomos de fungos sdo dificilmente
visualizados por técnicas citologicas convencionais. Em fungos, que tem

cromossomos apropriados para um caridtipo citoldgico, o nivel de ploidia dificulta
a verificagdo.

A sele¢do de marcas genéticas induzidas em espécies de
fungos que sdo poliploides ou que toleram aneuploidia pode falhar simplesmente
porque mutagdes originadas num homoélogo de um par de cromossomos
dissdmicos seriam complementadas pelo alelo do tipo selvagem. Outros problemas
ndo relacionados ao isolamento de marcadores genéticos afetariam também o uso
desses marcadores na analise do genoma do fungo. Em Tilletia sp., onde um
esquema elaborado para recuperagdo de alelos mutantes foi desenvolvido (MILLS
e CHURCHILL, 1988), dados de ligagdes foram dificeis ou impossiveis de serem
obtidos simplesmente porque linhagens mantidas em cultura, sem transferéncia
semanal, perdiam sua capacidade de cruzar ou ndo completavam o ciclo sexual
(TRAIL e MILLS, 1990). Outras complicagdes sdo inerentes a alguns fungos

imperfeitos onde ndo ocorre o ciclo sexual impedindo uma analise genética

Mendeliana tipica.

Fragmentos de DNA até 23 Kb podem ser determinados por
eletroforese convencional usando gel de agarose. Porém, para fragmentos maiores,
essa técnica vai tornando-se inadequada. Esses e outros problemas podem ser
resolvidos por uma aplicagdo apropriada de técnicas de Eletroforese em gel de
campo pulsado - PFGE ("Pulsed-Field Gel Electrophoresis”) combinando o
padrdo molecular e a genética classica. Usando essa técnica (PFGE), o genoma
pode ser determinado por separagdo dos cromossomos, resultando no chamado

cariotipo eletroforético. Qualquer segmento de DNA clonado pode, entdo, ser
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relacionado com uma das bandas do cariétipo eletroforético por hibridizagdo por
Southern.

2.7. Eletroforese em gel de campo pulsado

Moléculas de DNA menores que aproximadamente 20 kb sdo
fracionadas em matrizes de agarose por eletroforese convencional porque elas sdo
suscetiveis de separagdo por "peneiramento” (sieved). Moléculas maiores de DNA
ndo sdo penetradas e, portanto, seu tamanho ndo pode ser determinado porque sua

velocidade ndo é proporcional ao seu comprimento.

Em 1984, SCHWARTZ e CANTOR descreveram um novo
tipo de sistema de eletroforese, onde moléculas de DNA eram expostas
alternadamente a 2 campos elétricos perpendiculares. O sistema era capaz de
separar moléculas de DNA de até 2 Mb. Modificagdes nessa técnica foram
obtidas rapidamente (SNELL e WILKINS, 1986) e o tamanho que hoje pode ser
determinado esta entre 5 a 10 Mb.

Eletroforese em gel de campo pulsado - PFGE ¢ uma técnica
que separa moléculas de DNA em matrizes de agarose expondo-as a campos
elétricos que se alternam em 2 diregdes (SCHWARTZ e CANTOR, 1984). O
tempo requerido para a molécula de DNA trocar de diregdo em resposta a uma
troca na dire¢do do campo elétrico é dependente do tamanho. Moléculas grandes
de DNA requerem mais tempo para reorientar-se que moléculas pequenas. A
determinagdo do tamanho de uma cadeia de DNA depende da duragdo do
intervalo da troca de pulso. Geralmente é necessario um longo periodo de tempo
para a separagdo dos cromossomos do genoma. Embora métodos anteriores tenham
geometria de eletrodo varidvel, geralmente dngulos obtusos tem sido usados. Mais
tarde, CARLE e OLSON (1985) publicaram uma modificagdo no método usando
campos ortogonais.
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Consideragdes teoricas da dinamica da molécula de DNA no
gel de agarose pelo PFGE foram discutidas em uma série de estudos (DEUTSCH.
1987; SMITH e CANTOR, 1987, SOUTHERN e col.. 1987.: CARLE ¢ OLSON.
1987: BIRREN e col., 1988; BANCROFT e WOLK, 1988; CANTOR e col., 1988:
MATHEW e col., 1988; HIGHTOWER e SANTI, 1989. OLSON 1989;
SCHWARTZ ¢ KOVAL, 1989; De la CRUZ e col., 1990). Além do mais.
aplica¢ao de PFGE para analise de cromossomos tem sido objeto de varios artigos
(ANAND. 1986: LAl e col., 1989; SMITH e col.. 1986).

Para algumas espécies. ou mesmo entre linhagens da mesma
espécie. a capacidade de visualizagdo do tamanho da molécula de DNA do
cromossomo de um fungo por PFGE ¢ dependente de condigdes apropriadas e
reproduzivels de produgdo de protoplastos. Uma variedade de enzimas que
degradam a parede celular de fungos sdo comercialmente viaveis para isolamento
de protoplastos, embora a especificidade e eficiéncia de enzimas individuais ou
combinadas. concentragdo do meio isotonico e condi¢des de reagdo deve ser
estabelecida para cada espécie (BELLIS e col., 1987 HAMLYN e col., 1981).

O sucesso na separagdo de cromossomos de S. cerevisiae por
PFGE (SCHWARTZ ¢ CANTOR, 1984.: CARLE e OLSON 1984, 1985)
pavimentou o caminho para estudos similares em outros fungos. Inicialmente
empregada para cromossomos de S. cerevisiae, a técnica tem ampla aplica¢ao
para fungos. Cariotipos eletroforéticos (o genoma em bandas cromossomicas)
foram descritos para varias espécies representando pelo menos 22 géneros de
fungos, e tem revelado diferengas em relagdo ao numero e tamanho do

cromossomo para uma mesma espécie (MILLS e McCLUSKEY, 1990).
PFGE fo1 usado para obter um cariotipo eletroforético parcial

da linhagem N+402 de A. niger, no qual 7 dos 8 grupos de ligagdo foram atribuidos

a uma das 4 bandas cromossomais separaveis (DEBETS e col.,1990a). A posigdo
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do cromossomo correspondente ao GL VII ndo foi determinado, devido ao fato de
ndo se ter disponivel um gene especifico do GL VII ou um transformante no qual o
DNA 1ntroduzido estivesse no GL VII. Porém, recentemente, o gene nicB.
especifico para o GL VII, clonado por VERDOES e col. (1994) fot usado e por
hibridizagao por Southern a posigao do cromossomo VII no cariotipo eletroforético
fo1 identificada (VERDOES e col.. 1994).

2.8. Preparacio de Protoplastos

Protoplastos sdo células desprovidas da parede celular. A
obtengdo de protoplastos tem sido usada como uma ferramenta tanto para a
manipulagdo genética como para cruzamentos entre microrganismos utilizados em
pesquisa basica (PEBERDY. 1979) ou de interesse industrial (PEBERDY, 1980),

além de experimentos envolvendo a biologia molecular.

O isolamento de protoplastos de células microbianas, envolve
a digestdo total ou perfuragdo localizada da parede celular por enzimas, permitindo
que o conteudo celular envolvido pela membrana celular seja liberado e se

mantenha estavel em meio hipertonico.

Os primeiros relatos sobre a técnica de isolamento de
protoplastos foram feitos em S. cerevisiae (EDDY e WILLIAMSON, 1957),
utilizando o suco digestivo de Helix pomatia como complexo litico. Em 1958,
EMERSON e EMERSON utilizando esse mesmo complexo enzimatico, isolaram
protoplastos de Neurospora crassa. O mesmo foi também aplicado em outros
fungos filamentosos como por exemplo: A. niger (MUSILKOVA e FENCL, 1968)
P. chrysogenum e A. chrysogenum (FAWCETT e col.,, 1973).
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Outras alternativas na busca de enzimas que fossem eficientes
¢ que aumentassem a frequéncia de protoplastos. foram ensaiadas por ACHA e
VILLANUEVA (1963) e AGUIRRE e col. (1964). Os autores compararam
estreptozima extraida de Streptomyces com helicase de H. pomatia ¢ observaram

produgdo semelhante de protoplastos em ambos os tratamentos.

Mais tarde. boa parte dos pesquisadores comegaram a usar
complexos enzimaticos obtidos a partir de microrganismos tais como: zimolase.
dertvada de Anthrobacter luteus (YAMAMURA e col.. 1975) e enzimas liticas de
Trichoderma viride (De VRIES e WESSELS. 1973; ISAAC e PEBERDY. 1979).
Complexos enzimaticos purificados e constituidos por diferentes polissacarases
(celulase. gumase. maltase. hemicelulase e quitinase) tem sido utilizados para a
obtengdo de protoplastos em diferentes espécies de fungos (EMERSON e
EMERSON. 1958: DIATEWA e col.. 1981 HAMLYN ¢ col., 1981: SILVEIRA e
AZEVEDO. 1987).

Atualmente. complexos enzimaticos produzidos
comercialmente tem sido mais utilizados, em fungdo da especificidade de
hidrolise. sobre os diferentes componentes da parede celular dos fungos
(JOHNSTON. 1965: HASEGAWA ¢ NORDIN, 1969;: HAMLYN ¢ col.. 1981:
ROKEM e col.. 1986).

HAMLYN e col. (1981) trabalharam com varas enzimas
comercials ¢ estudaram a acdo i1solada e combinada entre elas. Os autores
montaram sistemas liticos para os fungos A. niger. A. nidulans. Aspergilluy
rugulosus e Aspergillus ochraceus, conseguindo resultados variados em relagao a

produgdo de protoplastos. da ordem de 10° - 107 protoplastos/ml.

MUSILKOVA e col. (1969) relataram também a preparagio
de um sistema enzimatico de Penicilium purpurogenum capaz de hisar a parede de

hifas jovens e hiberar protoplastos de fungos filamentosos. Obtiveram protoplastos



de A. niger. A. awamori e P. chrisogenum. utilizando produto das culturas do
P. purpurogenum. saturado com 80% de sulfato de amonia. Verificaram que o
numero de protoplastos atingiu valores da ordem de 100 equivalente ao do
controle tratado com helicase. Valores inferiores foram encontrados no tratamento
dos fungos A. oryzae. Cephalosporum e Trichothecium roseum. Constataram
ainda que. o complexo enzimatico obtido de P. purpurogenum, nao apresentou
nenhuma acdo de liberagdo dos protoplastos dos micélios de Fusarium
melanosporum e Cladosporium fulvum, quando submetidos as mesmas condigdes

de ensaio.

Muitos trabalhos vem sendo feitos com o objetivo de estudar

os fatores que afetam a liberagdo de protoplastos em diferentes fungos.

PEBERDY e col. (1976). estudando os fatores que atetavam a
liberagdo de protoplastos em varias espécies de fungos filamentosos. concluiram
que a maior eficiéncia era obtida quando utilizadas culturas em fase exponencial
de crescimento. Existem muitos trabalhos relatando a influéncia dessa variavel.
principalmente em leveduras (EDDY e WILLIAMSON. 1957: BROWN, 1971:
SHAHIM. 1971: DEUTCH e PARRY. 1974; STEPHEN e NASIN. 1981).

MUSILKOVA e FENCL (1968), estudando A. niger.
constataram que a aeragdo € uma variavel muito importante na liberagdo de
protoplastos. Concluiram. ainda. que o meio residual de cultivo deve ser retirado
da suspensdo de micélio. através da lavagem com solugdo de alta pressdo

osmotica.

Para algumas espécies, a eficiéncia da produgdo de
protoplastos pode ser aumentada promovendo-se um pré - tratamento das células
com o 2-deoxi-D-glicose (FOURY e GOUFFEAU. 1973). ou com compostos de
t101s. entre eles o ditiotreitol. 2-mercaptoetanol ou cisteamina (DOOIJEWAARD e
col.. 1973: FAWCETT e col., 1973; FINKELMAN e col., 1980). Entretanto, para
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o grupo dos Aspergillus, HAMLYN e col. (1981) observaram que a presenga

desses t101s. ndo afetava a producdo de protoplastos.

O uso de certos tipos de detergentes. tais como o deoxicolato.
o laurilsulfato e o Triton X-100 foi uma estratégia montada por SIETSMA e
BOER (1973). quando estudaram a regeneragdo da parede de protoplastos em
linhagens de Pythium sp. Nesse trabalho. os autores verificaram que o Triton X-
100 for o mais eficiente. facilitando a agdo enzimatica das enzimas celulase ¢
helicase. Em relagdo ao A. niger. COLE e POPE (1981) citaram os detergentes
Triton X-100. Nonidet P-40. Tween 80 e dodecil sulfato de sodio (SDS) como os
causadores da liberagao crescente de protoplastos, quando acrescidos ao sistema
nas concentragoes de 0.1%. 0.2% e 0.5%. Acima desse patamar a produgdo se

mantinha embora o SDS a 1% interferisse na germinagao dos conidios.

EMERSON ¢ EMERSON (1958) trabalharam com N. crassa
¢ observaram que protoplastos obtidos a partir de conidios parecem ser menos
uniformes que os obtidos a partir de hifas. especialmente em baixas concentragdes
de agucares e enzimas. GENTHNER e BORGIA (1978) em Mucor racemosus ¢
BOS e SLAKHORST (1981) em A. nidulans e A. niger. verificaram que a
produgdo de protoplastos a partir de conidios resulta mais homogénea no que se

refere a composi¢ao de organelas e, portanto, no seu desenvolvimento.

MUSILKOVA e FENCL (1968) demonstraram que a
concentragdo da enzima afetava a produgdo de protoplastos em varios fungos
como P. purpurogenum, Rhizopus nigricans, Cephalosporium
salmosynematum, C. fulvum. Botrytis paeoniae. Alternatia tenuis. Alternatia
tomato. A. niger e A. oryzae. Observaram ainda que. ndo so a concentragdo de
enzimas. mas também a variagdo nas fontes de carbono e nitrogénio dos metos de
cultura interfertam na liberagdo dos protoplastos. Para o A. niger constataram que
o numero de protoplastos oscilou entre 10+ a 10° /ml, sendo que a produgdo

decrescia com a variagdo da temperatura (25 - 43°C) e a idade do micélio (15 - 40



hs). Paralelamente. o numero aumentava em fungdo dos menores pesos umidos de
micélio (0.3 a 0.5 mg) com a quantidade de 10 mg /ml de enzima litica fixada para

0S experimentos.

Diversos outros grupos tentaram estabelecer sistemas
autoliticos visando criar alternativas que facilitassem a obtengdo de protoplastos.
REYES e LAHOZ (1976) descreveram um método de liberagdo a partir do miceho
jovem de V. crassa. utilizando o complexo enzimatico obtido desse mesmo fungo.
Protocolo semelhante foi montado por ISAAC e GOKHALE (1982) que
observaram a presenga de protoplastos de A. nidulans apo6s incubar o micélio com
enzimas liticas do proprio A. nidulans. Verificaram, também, que 0 ponto maximo
de atividade autolitica coincidia com o nimero maior de protoplastos obtidos no

sistema.

Variagdes quanto aos estabilizadores osmoticos usados nas
reagdes também foram estudados. BACHMANN e BONNER (1959)
determinaram que os melhores estabilizadores osmoticos para protoplastos de
N.crassa eram sacarose, maltose, ramnose e frutose. Ja para Pythium sp. a
utilizagdo de estabilizadores inorganicos como KCl, NaCl. MgSO, for mais
conveniente. Para A. nidulans, solugdes de KCl e MgSO4 0.6M mostraram-se
eficientes na preservacdo da membrana dos protoplastos (ISAAC. 1979).
MACEDO (1986) trabalhando com Humicola sp. verificou que. entre varios
estabilizadores utilizados, 0 MgSOy foi o que melhor favoreceu a regeneragao em
meio de cultura e, BORGES (1987) verificou que em A. niger o melhor
rendimento relativo a produgdo de protoplastos foi obtido com o uso de Tween 80

durante a formagdo do micélio e uso de MgSOy4 0,5M como estabilizador.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Microrganismos utilizados:

* - linhagens mutantes. derivadas da linhagem [0v/0 de Aspergillus niger.
produtora de 4cido citrico, com marcadores genéticos em 6 grupos de ligagdo.
utilizadas em nosso laboratorio para estudos de fatores genéticos envolvidos na
produgdo da enzima glucoamilase (BONATELLI Jr. e col., 1983: MASIERO ¢
BONATELLI Jr., 1989; MASIERO. 1992). Todas as linhagens tem conidioforos
altos (¢cspA ™).

* _ linhagens mestras de A. niger derivadas da linhagem N+402. produtora de
acido glutdmico, com marcadores genéticos em 8 grupos de ligagao (BOS e col..

1988. 1989a.b). Todas as linhagens tem conidioforos curtos (¢spAj).

* _ linhagens de A. niger, com genes deletados: 4B+ /AGLA (VERDOES e col..
1994); AA20 (den HERDER e col., 1992) e AB/.1 (MATTERN e col., 1992). A
linhagem AB+ 1AGLA ¢ derivada da AB+4 1 (van HARTINGSVELTD e col..
1987) onde o gene da enzima glucoamilase (g/a4) foi substituido pelo gene de
resisténcia a fleomicina. Na linhagem 4420 o gene da enzima a-galactosidase
(aglA) e, na linhagem AB/./ o gene da peptidase (pepA4), foram substituidos pelo

gene pyr(; de A. oryzae e A. nidulans, respectivamente.

As linhagens de A. niger, derivadas da linhagem /0v/0 ou N402. que foram
utilizadas neste trabalho, assim como seus marcadores alocados nos respectivos

grupos de ligagdo. estdo relacionadas no QUADRO 1.



QUADRO 1 - Relagdo das linhagens utilizadas, com seus marcadores genéticos
alocados nos respectivos grupos de ligagao.

GRUPOS DE LIGACAO
origem | linhagens | 11 11 v \Y% Vi VI VIII
PF wnA*  pabA,
1
0 NO 0IVA 3
nicA
\Y PNO 0lvA 3 pabA
nicA
1 SM22 fwnA argA
0
SVi12 0lvA4 3 metA
nicA
SMI3 JwnA lvsA melA |
N620 fwnA 1rpA ) bioA leud nicA | pabA |
lysA7
N N653 fwnA hisD 4 hioA leuA meiB pabA
lvsA 7
4 N669 0lvA 3 hisD 4 bioA arghg nicA PAxXA >
lvsA~
0 N690 twnA hisD 4 hioA leud | nicA | paxA >
lvsA7
2 N8035 0lvA | hisD 4 bioA leuA metB ) pabA enxC’s
lvsA~
N§23 fwnA argH > lvsA7 leuA PAxA > trpB)
N849 wnAy argH ;> IvsAy hisC'3 pheA pdxA nicBs nirA 3
N&68 PyrA 5 leuA pheA pabA oliC’ >
N875 1rpA pyrA s hisC'3 pheA pxA > nicBs crnBj o
N8&9 wnA bioA phed | lysl Hg
pyras
NS890 fwnA argH > pyrds leuA pheA lvsDys  oliC) crnB o
N894 olvA4 leuC's pyrDyg

*- as siglas referem-se a:

arg: deficiéncia nutricional para arginina

bio: deficiéncia nutricional para biotina




crn: clorato resistente

JSwn: conidios de coloragdo marrom

his: deficiéncia nutricional para histidina

leu: deficiéncia nutricional para leucina

lys: deficiéncia nutricional para lisina

mer: deficiéncia nutricional para metionina

nic: deficiéncia nutricional para acido nicotinico

nitr: deficiéncia nutricional para acido nicotinico ou triptofano
oli: oligomicina resistente

pyr: deficiéncia nutrictonal para uridina

olv: conidios de coloragdo verde-oliva

pab: deficiéncia nutricional para acido p-aminobenzoico
pdx: deficiéncia nutricional para piridoxina

phe: deficiéncia nutricional para fenilalanina

trp: deficiéncia nutricional para triptofano

3.2. Meios de Cultura

3.2.1. Meio Minimo (MM) (PONTECORVO e col., 1953b)

Nitrato de sodio 6.00g
Cloreto de potassio 0,52¢g
Sulfato de magnésio 0.52¢
Fosfato diidrogenado de potassio 1,52¢
Sulfato de ferro tragos
Sulfato de zinco tragos
Glicose 10,00g
Agua destilada, completado para 1.0 hitro



O pH foi ajustado para 6,5 com NaOH (IN) ou HCI (IN).

Para obter o meio solido, foram adicionados 15g de agar por litro.

3.2.2. Meio Completo (MC) (PONTECORVO e col., 1953b, modificado por
AZEVEDO e COSTA, 1973)

Adicionou-se a 1 litro de MM:

Peptona 2,0g
Caseina hidrolizada 1.5¢
Extrato de leveduras 0.5¢
Solugdo de vitaminas (item 3.3.3.) 1 ml

O pH fo1 ajustado para 6.5 com NaOH (IN) ou HCl (IN).

Para se obter o meio solido, foram adicionados 15g de agar por litro.

3.2.3. Meio Minimo liquido mais 4% de Meio Completo (MM + 4% MC)

Foi adicionado ao MM (item 3.2.1.) liquido, 4% de MC (item

distribuidas em tubos de ensaio. Os tubos foram autoclavados e conservados em

refrigerador a 4°C.

3.2.4. Meio para producio de micélio (MCS)

Ao Meio Minimo liquido adicionou-se:
Caseina hidrolisada 2,0g
Extrato de levedura 5,0g



O pH foi ajustado para 6,8 com NaOH (1N) ou HCI (IN). O
melo foi suplementado com as substancias para as quais as linhagens eram

deficientes.

3.3. Solucdes

3.3.1. Solucio de Tween 80 (0,1%)

Foi adicionado Tween 80 a agua destilada em uma
concentragdo de 0.1% (v/v). Foram colocados 2,5 ml em tubos de ensaio os quats

toram autoclavados e conservados em refrigerador a 4°C.

3.3.2. Soluc¢ao Salina (0,85%)

Adicionaram-se 8,5g de cloreto de sédio em 1 litro de agua
destilada. Foram colocados 9 ml dessa solugdo em frascos com tampa de baquelite

e. em seguida. autoclavados.

3.3.3. Solu¢do de Vitaminas

Biotina 0,2mg
Acido p-aminobenzoéico 10,0mg
Tiamina 10,0mg
Piridoxina 50,0mg
Acido nicotinico 100,0mg
Riboflavina 100.0mg
Agua destilada esterilizada, qsp 100,0ml



A solugao for estocada em frasco escuro e o mesmo foi
colocado em banho-maria a 60°C por 30 minutos, repetindo-se a operagdo durante
5 dias consecutivos. A conservagdo foi feita em refrigerador a 4°C sobre

cloroformio.

3.3.4. Solucao de Benlate

Em um frasco escuro, previamente esterilizado. foram
colocados 60 mg de Benlate (fungicida: Metil-1  (butil-carbamoil)-2-
Benzimidazole-carbamato) mais Iml de acetona e, apos homogeneizar. completou-
se o volume para 100 ml com agua destilada esterilizada. A solugdo for entdo

agitada e conservada em refrigerador.

3.3.5. Solucao lisol 10%

For adicionado 1 ml de lisoforme em 9 ml de agua destilada

esterilizada. A solugao fo1 estocada e conservada em refrigerador a 4°C.

3.3.6. Suplementos adicionados aos Meios de Cultura

Quando necessarios, os requisitos nutricionais das linhagens
em estudos foram adicionados na concentragdo final de até¢ 5 pg/ml variando para

as diferentes vitaminas (ver item 3.3.3) e 50 pg/ml para aminoacidos.

3.3.7. Tampao fosfato 0,2 M (pH 5,8)

Solugdo A - fosfato dihidrogenado de potassio

Solugdo B - tostato hidrogenado de sodio



Foram adicionados 920 ml da solugdo A em 80 ml da solugdo

B. A solugao final foi estocada em frasco escuro.

3.3.8. Solucdode KCl 1,2 M

Dissolveram-se 89,47 g de KCI em 500 ml de solugdo A (item
3.3.7). O pH final foi1 ajustado para 5.8 adicionando-se a solugdo B. Completou-se

0 volume para | litro com tampao fosfato pH 5.8.

3.3.9. Solu¢ao de KC10,9 M

Adicionaram-se 67.09 g de KCI em agua destilada e
completou-se o volume final para 1 litro. A seguir, a solugdo foi esterilizada de

acordo como descrito no item 3.4.

3.3.10. Soluc¢io de KCI 0,6 M

Misturaram-se volumes iguais de KCI 1,2 M e tampao fosfato
pH 5.8 (item 3.3.7).

3.3.11. Solu¢dao MgSO4 1,2 M

Dissolveram-se 317,36 g de MgSOy4 em 500 ml de solugdo A
(item 3.3.7). O pH final foi ajustado para 5.8 adicionando-se a solugdo B.

Completou-se o volume para | litro com tampao fosfato pH 5.8



3.3.12. Solugdo MgSO4 1,0 M

Dissolveram-se 246,47 g de MgSO4 em 500 ml de solugdo A
(item 3.3.7). O pH final foi ajustado para 5.8 adicionando-se a solugdo B.

Completou-se o volume para 1 litro com tampéo fosfato pH 5.8.

3.3.13. Solugio MgSO4 0,5 M

Misturaram-se volumes iguais de MgSO4 1.0 M e tampdo
fostato pH 5.8 (item 3.3.7.)

3.3.14. Solugao sacarose 1,2 M

Dissolveram-se 410,78 g de sacarose em 500 ml de solugdo A
(item 3.3.7). O pH final foi ajustado para 5,8 adicionando-se a solugdo B.

Completou-se o volume para | litro com tampao fosfato pH 5.8.

3.3.15. Solucgéao sacarose 1,0 M

Dissolveram-se 342,31 g de sacarose em 500 ml de solugdo A
(item 3.3.7). O pH final foi ajustado para 5.8 adicionando-se a solugdo B.

Completou-se o volume para 1 litro com tampao fosfato pH 5,8.

3.3.16. Solucao sacarose 0,8 M

Dissolveram-se 273,85 g de sacarose em 500 ml de solugdo A

N

(tem 3.3.7). O pH final foi ajustado para 5.8 adicionando-se a solu¢do B.

Completou-se o volume para [ litro com tampao fosfato pH 5.8.
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3.3.17. Solucao NaCl 0,7 M / CaCl, 0,2 M

Dissolveram-se 40,1 g de NaCl e 29, 4 g de CaCl; em 500 ml
da solucdo A (item 3.3.7). O pH final fo1 ajustado para 5,8 adicionando-se a

solu¢do B. Completou-se o volume para 1 litro com tampao fosfato pH 5.8.

3.3.18. Soluc¢io SE

Sorbitol 1M
EDTA 50 mM

3.3.19. Solu¢ao LMA -SE

Low melting agarose 1,4%
Sorbitol IM
EDTA 250 mM

3.3.20. Solucao de Sarcosyl - EDTA - proteinase K

N.laurylsarcosinato de sédio 1% (p/v)
EDTA 0,5M
Proteinase K 1 mg/ml

3.3.21. Solucao tampao TAE (50x ; solucio estoque)

Tris 40 mM
Acido Acético 57,1ml
EDTA (0,5 M) 100 ml

‘wd
‘wd



Dissolveram-se 242 g de Tris em 700 ml de agua destilada,
adicionaram-se 100 ml de solugdo EDTA 0,5 M e completou-se o volume para

9429 ml com agua destilada. Por ultimo, adicionou-se cuidadosamente o acido

acético.

3.4. Esterilizacio e temperatura de incubacio

Todos os meios de cultura e solugdes usados foram
esterilizados em autoclave a temperatura de 120°C e | atmosfera de pressio.

durante 20 minutos. a ndo ser quando especificado de maneira diferente.

Em todos os experimentos, a temperatura de incubagdo foi de
280C.

3.5. Método de cultivo e manuten¢ido da linhagens

As culturas foram inoculadas em placas de Petri contendo MC

vegetativo. A manutengdo das culturas foi feita em tubos de ensaio contendo MC

ou MM (no caso dos diploides) inclinado a 4°C.

3.6. Obtencio e caracterizacio dos dipléides

3.6.1. Obtencao dos diploides

Os diploides foram obtidos, via ciclo parassexual, pelas

técnicas descritas a seguir.



3.6.1.1 Através de método de ROPER (1952)

Suspensao de conidios de cada uma das linhagens
selecionadas para cruzamento foram feitas em tubos de ensaio contendo MM
liquido mais 4% de MC (item 3.2.3.). Apos misturar as duas suspensdes estas
foram incubadas por 2-3 dias. As peliculas desenvolvidas foram cortadas em 4
pedagos com auxilio de uma al¢a de niquel-cromo e transferidas para placas de

Petr1 contendo MM (item 3.2.1.) sendo entdo, incubadas por 5-7 dias.

Havendo evidéncias que o heterocario havia sido formado.
coletou-se cerca de 107 conidios em solugdo Tween (item 3.3.1.). diluiu-se em
salina (1:10) (item 3.3.2.). semeando-se aliquotas de 0.1 ml em placas contendo

MM para 1solamento de possiveis diploides. As placas foram incubadas por 7 dias.

As colonias crescendo 1soladas em MM solido, que
apresentavam coloragdo e morfologia uniformes foram selecionadas e seus
conidios transferidos para MM solido por inoculagdo em estrias. Apos purificagdo

por semeadura, foi feita a caracterizagao dos possiveis diploides.

3.6.1.2. Através do método de INGLE e HASTIE (1974), modificado
por VENEZIANO - LABATE (1989).

Em um tubo de ensaio contendo 2 ml de MC liquido foram
colocados 109 esporos por ml de cada linhagem envolvida no cruzamento. Apos
agitagdo, retiraram-se goticulas dessa suspensdo de esporos as quais foram
colocadas numa placa de Petr1 descartavel. A placa fot entdo invertida e. na tampa.
fo1 colocado papel filtro previamente esterilizado, o qual foi umidecido com agua
destilada esterilizada. Apos vedar a placa com parafilme, a mesma foi incubada a
280C por 16-18 horas. As peliculas formadas pelo crescimento do micélio foram

lavadas com salina esterilizada e transferidas para placas de Petri contendo MM.



As colonias crescidas que apresentavam coloragdo e morfologia uniforme, foram
1soladas e purificadas em MM solido. Apds crescimento, foi feito a caracterizagdo
dos possiveis diploides. No caso do dipldide N849 AB41AGIA o MM foi
suplementado com fleomicina e dos diploides N890 ABI.1 e N§9O AA20. 0 MM

fo1 suplementado com oligomicina, ambos na concentragéo final de 1pg/ml.

3.6.2. Caracterizacio dos diploides

Os critérios utilizados para caracterizagdo dos diploides foram

0s seguintes:

A- Prototrofia: cruzando-se linhagens com diferentes marcas genéticas. 0s
diploides devem ser prototroficos (as marcas se complementam), crescendo

portanto, em Meio Minimo.

B- Coloracao de Conidios: quando os hapldides envolvidos no cruzamento sdo de
coloragdo diferente, espera-se uma colonia com coloragdo da linhagem selvagem

devido a complementagdo.

C- Didmetro de Conidios: espera-se que o diametro dos conidios dos diploides
seja ao redor de 1.2 vezes maior que as hnhagens parentais haploides
(BONATELLI Jr. e col., 1983). O diametro de conidios das linhagens parentais
(haploides) e dos possiveis dipldides foram medidos com uma objetiva

micrométrica em montagem em lamina com lisol 10% (item 3.3.5.), apos 7 dias de
haploides. Foram medidos 30 conidios por linhagem em estudo.
D- Teste com Benlate (HASTIE, 1970 e UPSHALL e col., 1976) - 0s possiveis

diploides foram inoculados em placas com MC contendo 0,25 a 1,0 pg/ml de

Benlate (item 3.3.4.). O controle fo1 feito em MC sem Benlate. Verifica-se a



formagao de setores e crescimento reduzido em relagdo as parentais haploéides,

quando linhagens diploides sdo inoculadas em meio de cultura com Benlate.

3.7. Obtencdo e caracterizacdo dos segregantes hapléides

3.7.1. Obtencio

O 1solamento dos segregantes foi feito inoculando-se os
diploides em 4 pontos equidistantes em placas de Petri com MC (item 3.2.2.) mais
0S requisitos nutricionais necessarios (item 3.3.6.). Adicionou-se também 0,25 a
1,0 Wl/ml de Benlate (item 3.3.4.). As placas foram incubadas durante 5-6 dias. Os
setores formados nas colonias diploides foram purificados em MC e, a seguir.

estocados em tubos de ensaio contendo MC inclinado.

Outro procedimento empregado para a obtengdo de
segregantes for a semeadura de uma suspensdo de conidios (ao redor de 103
conidios/placa de Petri) dos diploides por "pour plate" em MC adicionado de
Benlate e dos requisitos nutricionais quando necessarios (BOS e col.. 1988). Desta
forma. pode-se obter um maior numero de segregantes verde-oliva (contendo o
gene olvA|), os quais geralmente crescem mais devagar que os marrom-claro
(contendo o gene firnA|). Com ajuda de uma alga de platina e uma lupa. isolou-se
apenas um conidio de cada setor segregante que, apo6s purificagdo, foram

caracterizados pelos critérios propostos.

3.7.2. Caracterizacio

Os segregantes foram caracterizados quanto a coloragdo dos
conidios e a auxotrofia. Para a determinagio das marcas auxotroficas dos

segregantes, utilizou-se uma bateria de placas de Petri com MC, MM. MM



adicionado de todos os requisitos nutricionais envolvidos e ainda. uma série de
placas contendo MM mais todos os requisitos nutricionais envolvidos no
cruzamento menos um deles. A avaliagdo do crescimento foi feita apos 1 e 2 dias

de crescimento.

Em todas as analises genéticas dos dipldides heterozigotos.
somente os segregantes haploides foram utilizados. Segregantes diploides foram
descartados e. em caso de duvida, utilizou-se o critério de diametro de conidios

para separar haploides de diploides.

3.8. Obtencio de protoplastos

Suspensdo de 10° conidios/ml foram inoculados em frascos
Erlenmeyer de 250 ml com 50 ml de MCS (item 3.2.4) mais o(s) complemento(s)

nutricional(is) exigido(s) para cada linhagem.

Os frascos foram incubados em agitador rotatorio a 120 - 160
rpm por 18 horas a 30°C para crescimento do micélio. O micélio, em fase
exponencial de crescimento, foi filtrado e lavado 3 vezes com estabilizador
osmotico concentrado (KCI 1,2 M: MgSO, 1,0 M ou sacarose 1.2 M ou 1.0M).
Esse procedimento foi facilitado pelo uso de bomba a vacuo acoplada ao funil de
Buchner, contendo papel filtro previamente esterilizado. O peso umido do micélio
fo1 determinado e quantidades de 50 mg de micélio foram ressuspensas em 1 ml de
estabilizador osmotico mais 10 mg/ml da enzima de digestdo. A seguir, o material
foi incubado em agitador reciproco a 30°C por 2-3 horas. Ao longo desse tempo.
aliquotas foram retiradas para o monitoramento em microscopio da quantidade de
protoplastos liberados. A mistura foi1 filtrada em filtro de nylon de 100 pum e, em
seguida. centrifugada a 400g por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o
precipitado lavado 3 vezes com o estabilizador osmoético. O numero de

protoplastos foi estimado em lamina hematimétrica.



3.8.1 Variacdes ensaiadas ao longo do trabalho em experimentos separados

Ensalaram-se diferentes solugdes osmoticas ¢ enzimas. bem
como vartou-se o tempo de crescimento do micélio, o meio ¢ a forma de

crescimento e o pre - tratamento do micélio. conforme especificado a seguir:

I- As solugdes osmoticas ensaiadas foram: KCI 0.6M: KCI 0,9M: MgSO, 1.OM e
0.5M: sacarose 1.2M. 1.0M ou 0.8M e NaCl 0,7M-CaCl, 0.2M. Todas as solugoes
foram preparadas em tampao fosfato, pH 5.8 (item 3.3.7), com exce¢ao de KCl
0.9M (item 3.3.9).

2- As enzimas utilizadas foram: Novozym 234, Cellulase CP. lysing enzyme (de
I'richoderma  harzianum), driselase, onozuka, hemicelulase. macerozyme.

meicelase ou helicase ("snail enzyme").

3- O tempo de crescimento do micélio variou de 9 a 23 horas.

4- O meio de cultura para crescimento do micélio em MC (item 3.2.2) ou em MM

(ttem 3.2.1)

5- Efetuou-se ou nao Pré-tratamento do micélio com ditiotreitol por 1:30 hs

0- Suspensdes bem concentrada de conidios foram semeadas, com o auxilio de um
pincel n® 4. em placas de Petri contendo MC solido coberto por uma pelicula de
papel celofane. Apos 16 ~ 18 horas de crescimento. retirou-se o papel celofane o
qual fo1 transferido para uma Placa de Petri contendo KC1 0,9 M mais 0.5 % da

enzima Novozym 234 ¢ 1 % de helicase ("snail enzyme").



3.9. Preparacio das amostras de DNA cromossdmico integro para

eletroforese de campo pulsado

A suspensdo de protoplastos obtida no item 3.8. for aquecida
em banho - maria a 50°C durante 5 minutos e a seguir, misturou-se igual volume
de agarose 1.4% (LMA - "low melting agarose") preparada em solugdo SE (item
3.3.19). A mistura tfo1 homogeneizada lentamente, colocada em moldes ¢ deixada
solidificar. Apos solidificagdo. as inclusdes (também chamadas de "plugs") foram
imersas em solugdo de sarcosyl - EDTA - proteinase K (item 3.3.20) a 30°C
durante 24 horas. Substituiu-se entdo o sarcosyl - EDTA - proteinase K por EDTA
50 mM e incubou-se mais 24 horas. As inclusdes foram estocadas em EDTA 50
mM a 4°C.

3.10. Eletroforese de campo pulsado

O equipamento usado para a eletroforese em campo pulsado
for o CHEF - DR Il (Bio Rad), que propicia em angulo de 120° entre os campos

elétricos. O tampdo de corrida foi o TAE (item 3.3.21).

Os parametros eletroforéticos (tempo de pulso. tempo de
cortda e voltagem) ¢ a concentragdo de agarose no gel foram variados durante as
corridas. A agarose do gel foi preparada em tampao TAE. Os "plugs" foram
inseridos nas canaletas e selados com a agarose. A temperatura mantida durante a
corrida for de 4°C a 12°C.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Obtencio e caracterizacdo de dipléides

Com o objetivo de se verificar a complementagao dos
marcadores genéticos presentes nos grupos de ligagdo I, II, Il e 1V das linhagens
mutantes derivadas da linhagem /0v/0 de A. niger. diploides foram sintetizados.
via ciclo parassexual (item 3. 6. 1.). entre as linhagens derivadas da /(v/0 e as
linhagens mestras derivadas da linhagem N402 (item 3.1). Os dipléides obtidos
foram caracterizados segundo os critérios propostos no item 3. 6. 2. e os resultados
estdo resumidos na TABELA 1.

TABELA I - Caracteristicas dos diploides e respectivos parentais haploides.

linhagens coloracio segregacao média do relacdo
haploides de conidios em Benlate didmetro 2n/parentais

dos conidios

(um)

1- NO verde-oliva - 4,5
2- PNO verde-oliva - 4.7
3- SM13 marrom-claro - 4.1
4- SM22 marrom-claro - 4,1
S-81772 verde-oliva - 5.1
6-N620 marrom-claro - 4.0
7-N655 marrom-claro - 3,6
8-NG6Y verde-oliva - 4,5
linhagens 1%/ 2**
dipléides
1* x 6** preto + 5.8 1.3/1.4
2% x TH* preto + 5.7 1,2/ 1.6
3F x %X preto + 6.1 1.5/13
4x N ¥ preto - 5.6 1.3/71.2
S* x Tx* preto + 6.1 1.2/1.7

*. primerro parental: **_ segundo parental cm questao.
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A frequéncia de diploides heterozigotos encontrada foi de
106, apesar de haver muita variacdo entre os heterocarios. LHOAS (1967)
trabalhando com outra linhagem de 4. niger relatou a obtengdo de 1 diploide em
104 conidios. Ja BONATELLI Jr. (1981) na linhagem /0v/0 de A. niger ¢ BOS
(1985) na linhagem N402 também de A. niger obtiveram 1 diploide em 10° e | em
10 conidios. respectivamente.  Muitas vezes. a frequéncia de heterocarios
observada. foi maior que a de diploides, um fendomeno também mencionado por
DEBETS e col. (1989).

Todos os diploides obtidos se assemelham quanto a coloragdo
de conidios a linhagem selvagem. apresentando diametro de conidios 1.2 a 1. 7
vezes maior que o apresentado pelas linhagens parentais, podendo-se inferir.
portanto, que os conidios dos dipldides possuem no minimo o dobro do volume
dos haploides. Resultados similares quanto ao diametro de conidios mator nos
diploides foram obtidos por PONTECORVO e ROPER (1952) em A.nidulans.
VIALTA (1987) em A. awamori e, em A. niger por PONTECORVO e col.
(1953a). LHOAS (1967. 1968), CHANG e col. (1974), DAS e ROY (1978),
BONATELL!I' Jr. e col. (1983). VALENT (1985). BOS (1985), MASIERO (1988)
e CALIL (1988).

Os diploides, quando inoculados em meio completo mais
Benlate. apresentam colonias reduzidas com formagao de setores com conidios de
coloragdo 1gual as respectivas linhagens parentais (UPSHALL e col.. 1976;
BRADSHAW e col.. 1983; BONATELLI Jr.. 1981; BONATELLI Jr. e col.. 1983:
VALENT. 1985. VIALTA. 1987, MASIERO., 1988; CALIL, 1988. DEBETS.
1990b.c). comportamento este. também encontrado nos diploides sintetizados

neste trabalho.

Os dados referentes a complementagdo dos marcadores

genéticos nos diploides obtidos. estdao descritos no item 4.2



4.2. Complementac¢ao dos marcadores genéticos

4.2.1. Diploide N620/NO

Neste diploide, houve complementagao dos marcadores nicA
(GL V. N620) e nicA; (GL I, NO), observado pelo crescimento do diploide em
Meio Minimo. Os segregantes obtidos conforme metodologia descrita no item 3.
7. 1.. foram caracterizados de acordo com o descrito no item 3.7.2. juntamente
com as linhagens parentais como controle. Os resultados da auxanografia e

caracteristicas morfologicas dos segregantes estdo na TABELA 2.

O teste de auxanografia, acima referido, mostrou que 1
segregantes cresceram em MM (item 3.2.1.). indicando serem segregantes
prototroficos. e 39. ndo cresceram em MM porém, cresceram em todos 0s meios
de cultura ensaiados. Tendo em vista que a linhagem N620 mostrou
comportamento esperado e, 1sto ndo ocorreu com a N(), imaginou-se que pudesse
estar havendo interagdo entre requisito(s) nutricional(is) da primeira com a

segunda.

Na tentativa de esclarecer esses resultados ¢ com base no
que for evidenciado em animais ¢ em Neurospora que o acido nicotinico ¢
biossintetizado a partir do triptofano através do acido 3-hidroxiantranilico
(BROWN e REYNOLDS, 1983). foi feito um teste de auxanografia com 18
segregantes € varios controles em meios com e sem acido nicotinico (nic) €/ou
triptofano (trp) e, pelos resultados obtidos (TABELA 3) pode-se observar que. a
linhagem N(). que contém a marca nicA; (GL I), cresceu em MM mais nic e MM
mais trp. assim como a N(J) e PNO cresceram em MM mais T (T significa, neste
caso, todos 0s requerimentos nutricionais envolvidos no cruzamento) menos nic e

MM mais T menos trp e nao cresceram em MM mais T menos nic menos trp, o



que ndo ¢ observado na linhagem N620. Entre os segregantes ensaiados, 16
apresentaram o mesmo resultado. sugerindo que sdo portadores da marca nicA
presente no grupo de ligagao | da linhagem parental NO. Os outros 2 segregantes
mostraram-se prototroficos como ja havia sido detectado no teste anterior
(TABELA 2). Mutantes deficientes para o acido nicotinico que apresentavam
crescimento em triptofano também foram obtidos por DEBETS (comunicagdo
pessoal). os quais foram chamados de nir. sendo que as mutagdes nirBy ¢ nirC,
estao mapeadas no GL V e n1rDs mapeada no GL I. Diploide entre nicA| e nirBy

apresentou complementagdo entre esses marcadores (dados nao apresentados).

Os resultados da anahise nutricional e morfologica nos
permitem deduzir que ha heterozigose dos marcadores nicAy, frnA| e o/vA; do
grupo de ligagdo | de ambas as linhagens e. ¢spA| da linhagem N620. a qual.

inclusive apareceu nos segregantes na proporgao 1:1(26:24).

A nao detecgdo de heterozigose para as demais marcas
nutricionais pode ter tido como origem a nao-disjung¢do pois, em outros diploides
fo1 observado heterozigose para os marcadores que ndo segregaram neste

cruzamento.
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TABELA 2 - Resultados do teste de auxotrofia dos segregantes do dipldide
N62() N() em relagdo aos marcadores auxotréficos e morfoldgicos.

segregantes MC MM+ MM MM+ MM+ MM+ MM+ MM+ MM+  csp cor

T* T-pab  T-pic  T-trp T-bio  T-lys T-leu
SOl k% + + + + + + + + + fwn
S02 + + + + + + + + + + fwn
SO3 + + - + + + + + +- - olv
S04 + + - + + + + + + - olv
S0 + + - + + + + + + + olv
S06 + + - + + + + + + + olv
SO7 -+ - + + + + + -+ - olv
SO8 + + - + -+ “+ + + + olv
SO9 + + - + + + -+ + + + olv
S10 - - - + + + + + - olv
Shi - - - + + + + + - olv
S12 + + - + + + + + -+ - olv
S13 + + - + + + + + + - olv
Si4 + + - + + + + + + + olv
SI3 - + - - + + + + + - olv
Sl6 -+ + - - + + + + + - olv
S17 - - - - + + -+ + + - olv
S18 + + - + + + + + + - olv
S19 + + - + + + + + + + olv
S20 + -+ + + + + + + + - fivn
S21 + + - + + + + + + + olv
S22 + + - + + + + + + olv
S23 + + - -+ + + -+ + hs - olv
S24 - + - + + + + + + + olv
S23 - + - + + + + + + + olv
S26 + + - + + + + + + + olv
S27 -~ + + + + + + + + - fivn
S28 - + - ™ + + + + - olv
S29 - + - + + + + + + + olv
S30 - + + + + + + + + - fivn
S31 + + - + + + + + + + olv
S32 + + - + + + + + + - olv
S33 - + - + + + + + + - olv
S34 -+ + - + + + + + + + olv
S3A3 + + + + + + + + + + fun
S36 + + - + + + + + + + olv
S37 + + - + + + + + + + olv
S38 + - + + + + + + + + fivn
S39 - v - + + + + + - ol
S40 - - - + + + + + + - oly
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continuagdo da TABELA 2

segregantes MC MM+ MM MM+ MM+ MM+ MM+ MM+ MM+  csp cor

T T-pab  T-nic  T-trp  T-bio T-lvs T-leu
S41 + + + + + + + + + + fivn
S42 -+ + - + + + + + + - ol
S43 + + - + + + + + + - olv
S44 + + - + + + + + + + olv
S45 + + + + + + + + + - fwn
S46 -~ + + + + + + + + - fun
S47 - + - + + + + + + + olv
S48 - + - + + + + + + + olv
S49 - + - - + + + + - + olv
S50 + + + + + + + + + - fwn
arentais
N620 - + - - - - - - - - fiwn
NO + + - + + + + + + + olv

* T. significa. todos 0s requisitos nutricionais necessarios para O crescimento;
pab= acido p.aminobenzoico: nic= acido nicotinico; trp= triptofano; bio= biotina;
lys= lisina: leu= leucina; csp= altura dos conididforos: baixos (-) ou altos (+).

** Os sinais + e - indicam, respectivamente, crescimento e auséncia de

crescimento.
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TABELA 3 - Marcadores auxotréficos e morfologicos de alguns segregantes do

diploide N620 NO e diferentes linhagens como controle.

MC+ MM MM+T MM+ MM+ MM + MM MM MM COR
trp +T* -nic-trp T-nic  T-trp nic+trp +nic +trp

controles
NO +¥ K + - + + + + + - olv
PNO + + - + + - - - - olv
Pl + + + + + - - - - fivn
NY22 + - + + + - - - - fun
NG2O - + - - - - - - - ol
AYARN) + + + + + - - - - fwn
segregantes
S2 + + + + + + + - + olv
S3 + - + + + + . ) olv
S4 + + - + + + + + - oh
S5 + - - + + + + - - olv
S6 + ~ - + + + + - - oh
S7 + - - + + + + - - olv
S¥ + - - + + + + + - olv
S9 - - - + + + + + - olv
S10 - + - + + + + + - olv
S1i -~ + - + + + + + - olv
Si2 - + - + + + + + - olv
SI3 . . _ - + + + + - olv
St4 - - - + + + + + - olv
SI5 - - - + + + + - - olv
S16 - + - + + + + + - olv
S17 + + - + + + + + - olv
S19 + + - + + + + + _ olv
S20 + + -+ + + + + + + fwn

* T . significa. todos 0s requisitos nutricionais necessarios para o crescimento:

nic= acido nicotinico: trp= triptofano.

** Os sinais ~ e - indicam, respectivamente, crescimento e auséncia de

crescimento.
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4.2.2. Diploide N655/PNQO

O diploide obtido deste cruzamento (N63535 ¢ PNO) cresceu
em MM, podendo-se inferir, portanto, que houve complementagdo da marca pab-
presente em ambas as parentais ou seja, pabA; do GL Il da linhagem PNO e
pabA | do GL VI da linhagem Né6535.

Pelo método descrito no item 3.7.1.. foram isolados 34
segregantes, os quais foram caracterizados segundo a morfologia e auxotrofia
(TABELA 4). Nenhum segregante /euA, foi detectado, o que sugere homozigose
da marca como observado na segregacdo do diploide N620 NO (item 4.2.1.).
Entre os recombinantes haploides obtidos por LHOAS (1967) também foi
observado, em alguns casos, a predominancia de alguns prototroficos para os
marcadores estudados. Ele exphicou isso por viabilidade reduzida do recombinante
auxotrofico no meio para haploidizagdo com p-fluorfenilalanina. Neste trabalho
entretanto, foi utilizado o Benlate como agente haploidizante mais o fator de
crescimento essencial e ndo for observado diferenga significativa na viabilidade
dos segregantes haploides (observado pelo tamanho da colonia) carregando uma
ou mais marcas auxotroficas envolvidas. E portanto improvavel que a auséncia de
recombinantes auxotroficos haploides seja causada pela viabilidade reduzida
durante haploidizagao. Uma explicagdo mais provavel para a predominancia de
recombinantes prototroficos ¢ a ocorréncia no diploide heterozigoto de um
recombinante homozigoto para o alelo do tipo selvagem. Tal recombinante pode
resultar de uma permuta durante o desenvolvimento do dipléide heterozigoto.
Segregagdo de um recombinante diploide prototréfico € viavel em MM, enquanto
0 reciproco, recombinante auxotrdfico ndo segregaria nesse meio. Outra causa
poderia ser a mesma aventada anteriormente, ou seja, ndo-disjungdo dos

cromossomos homologos.
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TABELA 4 - Genotipo dos segregantes do diploide N655 PNO e respectivos parentais.

N655  fwnA, hisD, IlysA,  bioA ; leud;, meaB, pabA, + cspA, no de
PNO alvA + + + + + pabA;,  nicA, + segregantes
SwnA| + + hioA, + + + nicA,  cspA, 13
SenA + + hioA, + + + + CSpA |
SrnA + + + + + + nicAy  cspA, 23
firnA, + + + + + + mcA, + 2
ofvAy + + + - + + - + l
pnA, + lvsA, - + + + nicAy  cspA, 7
SwnA + lsAg  hioA, + + + nmeA| cspA, I
olvA, + + hioA, + + pabA,  nicA,  cspA, 1
olvAy  hisDy  lusAy hioA, + + pabA, + - 2
SwnAy o hisDy hwA, + + + + ncA,  ospA, !
olvAy  hisD, + hioA, + + pabAy  nicA;  cspA, !
SwnA + [vsAs + + meiB, + nicA;,  cspA, 1
Total 54

O grupo de ligagdo 1 da linhagem PNO, tem os marcadores
nicAy e olvAs em associagdo e, o grupo equivalente da linhagem N653, tem o gene
SvnA| associado provavelmente com o alelo nicA1* como constatado na analise
do diploide N620 NO. Porém, na segregagio do diploide agora estudado. pode ser
observado que os segregantes fitnA| s3o na sua totalidade nicA|. A sugestdo que
pode explicar tal constatagdo envolve permuta no intervalo "A" e, segregacdo das
cromatides 2 e 3 para o mesmo polo na formagdo do diploide isolado como
apresentado na FIGURA 1.

Deve-se considerar que a marca fivnA, é epistatica sobre
olvA; (LHOAS, 1967). Esses eventos também explicariam o aparecimento de

segregantes o/vA; nicA| " e olvAy nicA|




FIGURA 1 - Modelo sugerido para formagdo do dipléide N655 PNO.
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4.2.3. Dipléide N669/SM13

O diploide obtido do cruzamento entre as linhagens N669 e
SM13. se encontra dentro dos critérios propostos para a caracterizagio de diploides
(item 3.6.2.). Em relagdo & marca auxotrofica lisina, presente nas duas parentais
envolvidas no cruzamento. houve complementagdo no diploide. sugerindo
portanto, que o gene /ysA; (GL HI da linhagem SM/3) ndo € alelo do gene /ysA,
presente no GL Il da linhagem N669 e, consequentemente, pode-se sugerir que

ndo ha equivaléncia entre esses grupos de ligacao.

Foram 1solados 76 segregantes e caracterizados segundo a
morfologia e auxotrofia (item 3.7). os quais segregaram todos os marcadores

envolvidas no cruzamento (TABELA 3).

Pela analise mitotica dos segregantes desse diploide
(TABELA 6), podemos observar uma baixa porcentagem de recombinagdo entre
os marcadores nicA |, presente no grupo de ligagdo V da linhagem N669 e merA .
presente no grupo de ligagdo 1V da linhagem SM 13 (7,9%), sugerindo equivaléncia
dos grupos de ligagdo. Ainda em relagdo a marca metA |, ha evidéncias de ligagdo
com a marca ¢spA| da linhagem N66Y pois, a analise dos segregantes mostrou
14.6% de recombinagdo entre os genes mel/A| - cspA|, assim como entre nicA| -
¢spA| a porcentagem de recombinacdo for de 11.8%. Portanto. pelos resultados
obtidos ha uma forte indicagdo da equivaléncia do grupo de ligagdo IV da
linhagem SA//3 que contém o gene mefA |, com o grupo de ligagdo V da linhagem
N669 que contém o gene nicA), como também sugere que o gene c¢spA, da
linhagem N66Y deve estar nesse mesmo grupo de ligagdo. Tomando-se em conta
que a linhagem N66Y € auxotrofica para biotina (bio”) e lisina (lys~), e a SM/3
prototrofica para biotina e auxotrédfica para lisina. mas com lisina em outro grupo
de ligagao. podemos esperar poucos segregantes bio™, lys™ na permuta mitotica e.
como podemos observar na TABELA 3, houve 4 segregantes com o genotipo bio~.

lys™. Portanto. o reciproco daria 8, numa porcentagem de recombinagdo ao redor



de 10,4% para esses marcadores, o que confirma a ligagdo entre hioA; e lysA; no
GL III da linhagem N+402.



TABELA 5 - Genotipo dos segregantes do diploide N669//SM13 e respectivos parentais.

N669  olvA;  hisD s sA;  bioA, argFg  nicA; pabA, + cspA, ng de
SMI13  fwnA, + lysA, + + + + metA, + segregantes
SwnA, + + + + nicA, + + espA | 16
SwnA, + + + + + + metA, + 8
olvA|  hisD, + + argFg  nicA|  pabA, + cspA, 4
SwnA, + lys + + nicA, + + cspA, 4
SwnA, + + bioA, + + + metA, + 3
olvA, + + + nicA,  pabA, + cspA| 3
JwnA,  hisD, + + nicA,  pabA, + cspA, 3
SwnA,  hisD, + + nicA, + + cspA, 2
SwnA, + lys + argFg  nicA, + + cspA| 2
olvA|  hisD, + + + nicA;  pabA, + csphA 2
olvA,  hisD, lys + argFg  nicA, + + + 2
olvA, + + + nicA, + + CSpA| 2
olvA, + + argFg  nicA|  pabA, + cspA, 1
olvA, + + + + + + + 2
olvA|  hisD, + + nicA, + + cspA, 1
SwnA, + lys + argFg  nicA|  pabA, + cspA 1
JwnA, + lys + argFg + pabA|  metA, + 1
SwnA, + + + + + + metA;  cspA, 1
olvA;  hisD, + bioA, + nicA;  pabA, + cspA, 1
olvA,  hisD, lys + + nicA,  pabA, + cspA, 1
olvA|  hisD, lys + + nicA, + + espA| 1
olvA,  hisD, + + + + + + cspA, 1
olvA,  hisD, lys + argFg  nicA, + + cspA, 1
SwnA, + + + + + pabA|  metA,; + 1
olvA|  hisD, lys + argFg  nicAy  pabA, + + 1
SwnA, + lys bioA|  argFy nicA;  pabA, + cspA,| 1
olvA,  hisD, + argFg  nicA, + + cspA, 1
olvA | + + + + pabA,  metA,  cspA, 1
SwnA,  hisD, lys + argFg  nicA;  pabA, metA, + 1
olvA|  hisD, + + + nicA,  pabA, + + 1
SwnA, + + + + nicA,  pabA, + cspA 1
olvA|  hisD, lys + + nicA, + + + 1
olvA;  hisD, + + + + + + + 1
SwnA,  hisD, lys + + + + metA, + 1
olvA|  hisD, lys + + nicA, + metA,  cspA, 1
JwnA,  hisD, lys + + nicA, pabA, + CSpA, 1
Total 76

53
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4.2.4. Diploide N669/SM22

Este diploide for sintetizado com o objetivo de verificar se o
gene argA |, presente no grupo de ligagdo IV das linhagens derivadas da /0v/0 de
A. niger ¢ o gene argFg, presente no grupo de ligagdo IV da linhagem de

referéncia eram alelos.

O diploide obtido desse cruzamento cresceu em MM. uma
evidéncia. portanto. de que os genes argA, e argFg nao sdo alelos. Do diploide
formado em MM. foram isolados 64 segregantes e analisados segundo a
auxotrofia. sendo que a propor¢do observada foi de 43 segregantes arg” : 21 arg-
(TABELA 7).

Na tentativa de diferenciar a marca arg™ proveniente de uma
ou de outra parental. foi feito teste com as linhagens N669 ¢ SM22 em meio que
continha prolina. ornitina ou citrulina no lugar de arginina e foi verificado que a
linhagem SAM22. apds 3 dias de incubagdo, cresce em MM mais citrulina (dados
nao apresentados). Ensaios foram feitos com os segregantes arg™ em meio com
citrulina, visando identificar se eram portadores do gene argA, ou argFg. Porém, a
analise nao pode ser concluida pois. o comportamento da linhagem SAM22. em MM
mais citrulina mostrou-se instavel. Em contrapartida, ndo se pode distinguir entre

08 segregantes contendo gene argA, ou gene argFy.

Para a verificagdo da equivaléncia do grupo de ligagao IV da
linhagem SM22. que contém o gene argA,;, foram feitos outros cruzamentos cujos
resultados serao apresentados no item 4.3.4. Entretanto, considerando os genes
hioA| e lysA; presentes no grupo de ligagdo Il da linhagem N66Y. podemos
observar no total dos 64 segregantes, apenas 2 segregantes recombinantes (bio~.
lys™). ou seja. 3% de recombinagdo mitdtica entre esses marcadores. Entre os
marcadores nicA| e cspA,, a frequéncia de recombinagdo observada foi de 15,6%.

refor¢ando a evidéncia de que o gene ¢spA| esta localizado no grupo de ligagdo V

]
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da linhagem de referéncia, como sugerido anteriormente com a analise dos
segregantes do diploide N669 SM 3.

TABELA 7 - Genotipo dos segregantes do diploide N66Y SM22 e respectivos parentais.

N669 olvA, hisD IysA, bioA, argFy nicA, pabA, cspA no de
SM22  fivnA, + + + argA, + + + segregantes
A + + + arg + pabA - 4
fwnA, + + + + nicA, pahA, oSpA 16
olvA, + + + + nicA, + CSpA 2
hen A, + + + + + pahA] eSpA, 3
A + + /7/()Al + nicA, + CspA 1
funA, hisD, + + + nmicA, pabA, CspA ]
SnA - + + + nicA, + espA 13
olvA, + + + arg nieA pabA, CspA, 4
olvA, + + + + + + + 3
olvA, hisD, + + arg nmch pabA, espA, 4
olvA, hisD, + + arg + + cspA| |
olvA, hisD, + + arg nicA, pabA, + 2
fwnA, + hwAS hioA, arg + + + 1
MenA, + -+ hioA, + nicA, pabA, espA,| i
fenA + IvsAS hioA, arg + pabA, - !
olvA, + + + arg nicA, pabA, + l
olvA, + + + arg nicAy + cspA, ]
SnA, + + + + + + espA, !
/\rnA] + + + + + + + |
olvA, + lvsA, hioA, arg nicA, pabA, espA| |
olvA hisDy [vsAs hioAq arg nicA, + cspAy 1
Total 64




4.2.5. Diploide N635//SV12

Para verificar se a marca merA|, presente no GL IV da
linhagem S17/2 e a marca merBy, presente no GL V da linhagem N655. eram

alelicas. foi feito o cruzamento entre ambas as linhagens.

Apos crescimento em MM mais 4% de MC (item 3.2.3). das
duas linhagens em conjunto. as peliculas formadas foram inicialmente transferidas
para. MM. Apos 5 dias de incubagdo. essas peliculas nao apresentaram
crescimento. sendo entdo transferidas para MM suplementado com metionina
(MM + met) e, a partir dai. foi observado formagdo de heterocarios. Conidios de
uma colonia heterocariotica foram transferidos para MM + met por estrias. Esta
transferéncia foi repetida. Fez-se, entdo, uma suspensio de esporos do heterocario
e. ap0s 4 passagens sucessivas por MM + met, foram isoladas 3 colonias.

supostamente diploides, denominadas A, B e C.

As colonias A e B foram repicadas, por estrias. em MM e
MM -+ met. apresentando crescimento somente em MM + met. Porém. na segunda

transferéncia para MM e MM + met, somente a colonia A cresceu em MM.

Uma suspensao de conidios da colonia C foi semeada em MM
¢ MM + met. de onde foram isoladas 5 colomas, denominadas: C1. C2. das placas

de Petri com MM e C3. C4 e C5 de placas de Petri contendo MM + met.

As 7 colonias isoladas foram caracterizadas segundo os
critérios propostos (item 3.6.2), sendo que a colonia C5 ndo apresentou didmetro
de conidios superior as linhagens parentais (dados ndo apresentados). Os diploides
denominados N655 SV12 A (com fendtipo met™) e N635 SV12 B (com fendtipo
met”), provenientes das colonias A e B. respectivamente, foram escolhidos para

analise dos segregantes.

il
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Um segundo cruzamento entre as linhagens N6335 e SV/2 foi
realizado. e as peliculas foram transferidas para MM + met, devido a evidéncia
anterior de que nao se desenvolviam em MM. Cinco coldonias heterocarioticas se
desenvolveram (H1. H2, H3. H4 e HS5), as quais foram repicadas em MM + met.
Os procedimentos e resultados obtidos com cada uma das cinco colonias foram os

seguintes:

H1: Apos 3 transferéncias, por semeadura da suspensdo de esporos. para MM +
met, 16 colonias, supostamente dipldides, foram selecionadas. Essas coldnias.
atraves de moculagao por ponto. foram transferidas para MM e MM + met sendo
que. somente uma colonia cresceu em MM. Esta foi classificada portanto, como
met”. As 15 colonias met™, foram novamente inoculadas em MM e MM ~ met, e
apenas uma manteve a caracteristica met~. Essa colonia, dipldide. denominada

N655> S1'12 D, for selecionada para analise dos segregantes.

H2: Da mesma maneira como foram selecionadas as 16 colonias do HI1. desse

heterocario foram selecionadas 21 coldnias, sendo que todas cresceram em MM.

H3: Uma colonia supostamente diploide isolada da primeira suspensdo de esporos,
foi sucessivamente transferida para MM e MM + met. Foi observado crescimento

em MM somente apos 4 repicagens sucessivas nos dois meios de cultura.

H4: Deste heterocario, foi feita suspensdo de esporos (10%/ml), que foi semeada
em MM e MM + met. Esta operagdo foi repetida por mais 5 vezes e, em todas foi
observado crescimento de provaveis diploides apenas em MM + met. Somente na

6" semeadura ocorreu crescimento em MM (frequéncia de 2x10°¢ met).

H5: Duas colonias, provaveis diploides. cresceram em MM (frequéncia de
4x10°) apos terem sido transferidas tres vezes para MM + met. A condigdo
diploide foi confirmada posteriormente, usando o critério de didmetro de conidios

¢ o teste de segregacdo em Benlate (item 3.6.2).



Através desses resultados, pode ser sugerido que as peliculas
provenientes desse cruzamento, sO se desenvolvem na presenga de metionina mas.
apos formagdo de heterocarios tipicos. pode haver o aparecimento de diploides
met™. A repicagem sucessiva de coldnias heterocaridticas met- pode aumentar
consideravelmente a frequéncia de colonias met™ (6 a 100%), possivelmente por
multiplicagdo dos nucleos (conidios) que ja sdo met™ e que ocorrem em baixa

frequéncia (< 10-0).

Um teste de reversdo da marca met~ das linhagens parentais
N655 e S1'12 for feito para verificar se haveria uma alta taxa de reversdo. o que
poderia justificar o aparecimento de diploides met™ Porém, ambas as linhagens
apresentaram uma taxa de reversao menor que 107, ndo sendo. portanto. razoavel
sugerir reversao da marca met- como causa do aparecimento de colonias diploides

met”.

Uma outra hipotese seria a ocorréncia de crossing-over
mitotico apos fusdo de nucleos. Os resultados obtidos indicam que o nucleo
diploide ¢ primariamente met, originando met* posteriormente. As colonias
diploides met- isoladas, podem originar diploides met™, o que sugere que o

aparecimento do 2° tipo de diploide, necessita da ocorréncia de fusdo nuclear.

Evidéncias de que merA| e merB sdo alelos foram baseadas

nos seguintes resultados:
a) os heterocarios tipicos, sdo na grande maioria dos casos. met™ (99%).
b) outro dado que parece confirmar o alelismo e, consequentemente, que o

dipléide N655 S1/2 deve ser inicialmente met, vem da observagdo que

heterocarios formados entre um diploide met- (N655 SVI2 B) e as linhagens



parentais (N655 e S1/2) foram met. ou seja. ndo houve complementa¢do com

melApou meiB.

¢) a indicagdo obtida pela analise dos segregantes do diploide N669 SM 3
que o gene merA ). mapeado no GL 1V da linhagem SM/3 e nicA;. no GL V da
linhagem N66Y, segregaram de acordo com padrdes que sugerem a equivaléncia
desses grupos de ligagdo. Nessa mesma analise foi verificado que o marca cspA| e
seu alelo selvagem cspA ™ esta no mesmo grupo de ligagdo que nicA; e meiA,.
respectivamente (TABELA 6).

Segregantes do  diploide N635 SV'/2 B foram isolados e
analisados (TABELA 8). Todos os 87 segregantes mostraram-se met~ O mesmo
comportamento for observado nos 48 segregantes isolados do dipléide N6355 S1'/2
D (TABELA 9). Porém | houve segregacdo do marcador cspA e ¢cspA, ™. 0s quais.
pelos resultados obtidos pela analise dos segregantes do diploide N669Y SM /3
(1tem 4.2.3). parecem estar no mesmo grupo de ligagdo que contém os marcadores

merB, e merA |, respectivamente.

O diploide N655 SVI2 B foi ensaiado varias vezes por
semeadura e por inoculagdo de ponto. Em nenhuma ocasido foram constatadas
colonias met™. Tal fato pode ser explicado pela ocorréncia de permuta mitdtica.

apenas para as mutagoes merA | ou meiBy, como apresentado na FIGURA 2.

Portanto, a segregagdo das cromatides 2 e 4 produziriam

somente haploides met-. sendo estes, cspA;™ ou ¢spA|.
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TABELA 8 - Analise dos segregantes do diploide N635//SV12 B.

GRUPO DE LIGACAO MARCADORES Ne DE SETORES (+/-)"
I nicA | 40/47
I JwnA/olvAs 39/48
11 hisD, 48/39
11 lysA5 71/16
11 bioA, 75/18
Y leuA, 52/35
IV/V metA | merBy 0/87
IV/vV CcSpA 30/57
VI pabA, 34/53

*. +/- = prototrofia / auxotrofia do respectivo marcador.

TABELA 9 - Analise dos segregantes do diploide N655//SV12 D.

GRUPO DE LIGACAQO MARCADORES Ne¢ DE SETORES (+/-)"
I nicA, 17/31
I JwnA,/olvA, 17/31
11 hisD, 12/36
111 lysA; 5/43
111 bioA, 0/48
Y leuA, 35/13
VIV metAy;merB, 0/48
IV/vV CSpA| 31/17
VI pabA, 21/27

*. /- = prototrofia / auxotrofia do respectivo marcador.
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FIGURA 2 - Modelo proposto para o aparecimento do diploide N635 51772 B.
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Com relagdo aos demais marcadores, o padrdo de segregagdo
foi como o esperado. isto ¢. segregaram todas as marcas presentes nas parentais.
como também podendo novamente ser evidenciado a ligagdo dos genes nicA, e
olvA;, presentes no GL [ da linhagem derivada da /0v/0. descrito anteriormente
por BONATELLI Jr. e col. (1983), e também a ligagdo dos genes hioA| e lysAq no
GL [ da linhagem derivada da N402, descrito anteriormente por BOS e col.
(1988) (TABELAS 10 e 11) e verificado nos segregantes obtidos dos cruzamentos

anteriores.

Tal padrao de segregagdo ndo ocorreu quando foi analisado o
diploide N635 51712 A, onde observou-se alta frequéncia de segregantes com
marcadores tipo selvagem das auxotrofias da linhagem N635. 0 mesmo ndo
ocorrendo com os marcadores morfologicas ¢spA; e fivnA; (TABELA 12). E.
quanto ao marcador nicA| da linhagem S}'/2. foi recuperada em alta frequéncia
(175 mice = 7 mic™). sendo que, em 48% dos setores associada a marca firnA
(88/182). indicando assim. ter ocorrido uma frequéncia muito alta de crossing-over
mitotico no intervalo nic. fwn, olv (que estdo no mesmo grupo de ligagao - GL
TABELA 13). No diploide N655 SVI2 B e N635 SVI2 D a frequéncia de
recombinagdo nesse mesmo intervalo for de 6% e 0%, respectivamente
(TABELAS 10 e I1).

Uma hipotese quanto a formagao do diploide N655 SVi2 A,
met™. seria a ocorréncia de um crossing-over intragénico entre as mutagdes A e B
no gene merA/B. Se 1sso ocorreu, dependendo da localizagdo do gene c¢spA,.

teriamos os casos propostos nos modelos [ e Il apresentados na FIGURA 3.
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TABELA 10- Analise mitdtica dos marcadores do grupo de ligagdo 1 e 11l do

diploide N6535 SVI2B

nic—+ nic
fwn 2 37
olv 3 43

% recombinagio: 5.7%

bio+ bio-
lys+ 8 4
lys- 8 67

% recombinagio: 13.8%

TABELA 11- Analise mitotica dos marcadores do grupo de ligagao | e 111 do

dipléide N635 SV12D

nicr nic
fwn 0 17
olv 0 31

% de recombinagdo: 0%

bio+ bio-
lys+ 43 0
lys- 5 0

% de recombinagdo: 10,4%
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TABELA 12 - Analise dos segregantes do diploide N635//SVI2 A.

GRUPO DE LIGACAO MARCADORES N DE SETORES (+/-)°
| nicA, 71175
I JwnAj/olvAs 93/89
Il hisDy 180/2
I IvsAs 181/1
111 bioA, 181/1
AY leuA, 181/1
IV/V metAsmetB, 177/5
IV/V CSpA 60/122
VI pabA 182/0

*. +/- = prototrofia / auxotrofia do respectivo marcador.

TABELA 13- Analise mitotica dos marcadores do grupo de higagdo 1 e I1I do

diploide N635 SV124

nic+ nic
fwn 6 87
olv ] 88

% de recombinagdo: 48.8%

bio-

lys+

lys-

l

% de recombinagdo: 1,1%
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FIGURA 3 - Modelos propostos para a formagdo do diploide N655 SF12 A,
com a ocorréncia de crossing-over intragénico.
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No MODELO I, a cromatide 3 (¢spA; + +) deveria estar
associada a ¢spA T ou ¢spA|, ou seja, cromatides 1 e 3; 2 ¢ 3 ou 4 e 3. Entretanto,
foram recuperados segregantes ¢spA* e ¢spA,, ficando excluido a possibilidade

de um diploide formado entre as cromatides 4 e 3.

No MODELO II, a cromatide 3 (+ + +) deveria estar

associada a ¢spA . ou seja. cromatides 2e 3 ou 3 e 4.
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Quanto ao fenotipo met” dos segregantes desse diploide.
deveria ser na sua maioria ¢spA,. porém. o que se observou ¢ que houve 122
cspAj e 177 met™. portanto. 55 segregantes met” sdo ¢spA;*. indicando uma alta
frequencia de recombinagdo também nesse intervalo (csp/met). pois. se
considerarmos as cromatides 1 e 3 do modelo I, ha 31% de recombinagio e se

considerarmos as cromatides 3 e 4 do modelo 11, ha 68% de recombinagao.

Portanto. uma % de recombinagdo de 2 a 5 vezes maior
(dependendo da combinagdo a ser considerada). quando se compara com a
frequencia de 14.6% observada no diploide N669 SAMI3 (TABELA 6) nesse

mesmo intervalo.

O diploide N655 S1'12 A exibe ainda. como citado acima.
uma alta frequencia de segregantes com alelos selvagens equivalentes aos da
finhagem N655. derivados da linhagem 51772 Esses setores. quando ensaiados
para ploidia. mostraram-se haploides. sugerindo um comportamento andémalo na

segregacao desse diploide .

Convém destacar, que ha relatos na literatura de alta
frequencia de recombinagdo mitdtica em Aspergillus niger (LHOAS 1968, e
BONATELLI Jr. 1981) porém. os trabalhos de BOS (1988) e DEBETS e col.
(1990b. 1993) com a linhagem N+02 ndo citam esta ocorréncia. No caso atual.
trata-se de cruzamento entre hnhagens que com muita probabilidade nao sao
completamente isogenicas. o que pode de alguma forma ter contribuido para que
esse comportamento anomalo aparecesse. Porém, como se viu, os dois diploides.
NGS5 SEI2 Ae N655> S112 B, foram isolados do mesmo heterocario e, o que
diferenciou imicialmente foi o fenotipo (met™) ndo esperado do diploide A. Na
analise genética dos segregantes, as diferengas desses diploides foram

evidenciadas pelos diferentes padrdes de segregacdo observados.
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4.3. Equivaléncias de grupos de ligacido

4.3.1. Grupo de ligagao |

4.3.1.1. Obten¢ao e caracteriza¢io dos dipléides N889//PNO e N890//SV12

For obtido diploide entre as linhagens N88Y e N0 ¢ entre as
linhagens N§90 e SV12 (item 3.1.), via ciclo parassexual, como descrito no item
3.7.1.2. com o objetivo de verificar qual a equivaléncia do GL | das linhagens

derivadas da /(v/0 em relagdo aos grupos de ligagdo da linhagem de referéncia.

Apos caracterizagao, conforme proposto no item 3.6.2.. tendo
sido confirmado se tratar de um diploide, foram obtidos 153 segregantes do
diploide N&889//PNCO) e 349 segregantes do dipldide N890//SVI2 (item 3.7.1) os
quais foram caracterizados conforme item 3.7.2. Como pode-se observar nas
TABELAS 14 e 15, houve segregagdo de todos os marcadores envolvidos no
cruzamento. Na linhagem N889 os genes bioA| e pyrAs estdo no mesmo grupo de
ligagdo (GL III) apresentando, pelos genotipos dos segregantes do diploide
NESYI/IPNO expostos na TABELA 14 uma porcentagem de recombinagdo de

18,9% ou seja, 19 segregantes recombinantes

4.3.1.2. Mapeamento

Pela analise genética dos diploides N§&89 PN e N890O SV12.
o alelo mutante nicAj, presente no GL | das linhagens testadoras /’N() e SV'12
parece estar no mesmo GL [ pois, como apresentado na TABELA 16 a
porcentagem de recombinagdo entre firnA| (GL I, N88Y e N890) e nicAy (GL I;
PNO e 51712) fot de 3,9% e 5,4%, respectivamente.
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TABELA 14 - Genotipo dos segregantes do diploide N889/PNO e respectivos parentais.

N889 SwnA, + + bioA, PyrAs  pheA;  lysFy, cspA ng de
PNO olvA; nicA;,  pabA, + + + + + segregantes
SwnA, + + + + + 1ysF o9 + 2
olvA, nicA, pabA, + + pheA, + cspA| 2
SwnA, + + + + pheA;  lysF,e  cspA 5
olvA; nicA, + + + pheA, + cspA| 14
SwnA, + pabA, + Dyris + lysF,q + 1
SwnA | + + + pyrAs  pheA, lysFoo CSpA | 7
olvA, nicA, pabA, + pyrAs  pheA, + cspA| 1
SwnA, + pabA, bioA, PyrAg + lysF,g + 1
olvA, nicA, + + + + + + 12
SwnA, + + bioA, pyrAg + lysF,g  cspA| 2
SwnA, + pabA | + pyrAs  pheA, IysF g + 1
fwnA1 + + + pyrA5 + + + 2
olvA, nicA,; pabA, bioA, + pheA, + cspA, 6
SwnA, + pabA, + pyrAs  pheA, lysFyqg cspA, 2
olvA, nicA, pabA, bioA, + pheA, 1ysF,q cspA| 1
olvA, nicA, + + pyrAg + + + 1
olvA, nicA, + bioA + pheA, + cspA 1
SwnA, + + bioA, + pheA lysFqq cspA, 2
olvA, nicA, pabA, bioA, + pheA,; lysF,g  cspA, 2
SwnA, + + + + pheA, + cspA, 11
olvA, nicA, pabA, + + pheA, + cspA| 20
OlvA, nicA pabA, bioA, + + lysFyg + 1
fwn A1 + pab A] + + + + + 2
SwnA, + pabA, bioA, pyrAs  pheA, lysFqog cspA, 9
olvA, nicA, pabA, + + + + + 2
SwnA, + + bioA, PyrAs  pheA lysF,g cSpA, 2
JwnA, + pabA, + + pheA, lysFoq cSpA, 4
olvA, + pabA, + + pheA| + cspA, 1
SfwnA, + pabA, + + pheA, + cSpA, 3
JwnA, + pabA, + + pheA, IysF4g + 1
olvA, + + + + pheA, + cspA| 4
olvA, + + + + pheA, N csSpA, 1
olvA, nicA, + bioA, + + lysFyg + 1
SwnA, + + bioA|  pyrAg  pheA + cSpA| 2
SwnA, + pabA, + pyrAs  pheA, + cspA, 1
SwnA, + + + + + + + 3
JwnA, + pabA, bioA, pyrAs  pheA, + cspA, 2
SwnA, + pabA, + + + 1ysFoq + |
SfwnA, + pabA, + + + + cspA, 10
olvA, nicA, pabA, + + + + cSpA, 2
fwn A, + + + + + + cspA, 2
SwnA, + + + + pheA, + + 1
olvA, nicA, pabA, bioA, pyrAs  pheA, lysFoq + 1
olvA, nicA pabA, + + pheA, + + 1
Total 153
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TABELA 15 - Genotipos dos segregantes do diploide N890//SV12 e respectivos parentais.

N890  fuwnA, argHy;  pyrAg  leuA, pheA; lbsDg  oliC, + + cspA, no. de
SVI12  olvA, + + + + + + nicA, metA, + segregantes
SwnA, argH,, + leuA | + + oliC, + metA | + 3
olvA, + + leuA | + + + nicA;  metA| + 3
SwnA, argH, + leuA,  pheA, + oliC, + + cspA 53
olvA, + + + pheA, + oliCy  nicA, + cspA| 28
olvA, + + leuA,  pheA, + oliCy  nicA, + cspA, 35
SwnA, argH, pyrig + pheA|  lysDg  oliC, nicA, + cspA, 10
olvA, + + leuA + + oliCy  nicA,  metA, + 5
SwnA, argH,, + + + + oliC, + melA, . + 6
olvA,4 + pyrAs  leuA|  pheA| lysDs  oliC, nicA| + cspA, 5
SwnA,  argH, + + pheA, + oliC, + + cspA, 54
olvA, + + + + + oliCy  nicA, + cspA| 1
OlvA, + + + + + oliCy  nicA;  metA, + 10
olvAy  argH,, + + pheA, + oliCy  nicA, + cspA, 14
olvA, + + + + + oliCy  nicA, + + 11
SwnA, argH, pyrA s + + + + + metA + I
olvA, + pyrAg + pheA, + + nicA,; + cspA, 2
OlvA, + pyrAg + pheA,  lysDg + nicA, + cSpA,| 5
olvA, + + + pheA, + + nicA, + cspA, 1
olvA, + + leuA|  pheA, + + nicA,; + cspA, 5
OlvA, + + leuA + + oliCy  nicA, + + 1
olvAy  argH,, + leuA)  pheA, + oliCy  nicA, + cspA, 7
olvA, + pyrAs  leuA|  pheA, lysDg + nicA, + cspA| 2
SfwnA,  argH,, pyrAs  leuA;  pheA| lysDy oliC,  nicA, + cspA, 5
olvA4 + pyrag + pheA, lysDg  oliC, nicA, + cspA| 1
olvA;  argH,, pyrAg + pheA|  lysDg + nicA, + cspA, 2
SwnA,  argH, + leuA)  pheA, + + + + cSpA 3
SwnA, argH, pyrAs + pheA, + + + + cspA, 1
SwnA,  argH|, + + + + + + metA, + 1
SwnA, o argH|, pyrAg leuA|  pheA, + oliC,  nicA, + cspA 1
olvAy  argH,, + + + + oliCy  nicA;  metA, + 1
olvA, + pvrAc + pheA, + oliC,  nicA, + cspA, 2

continua na pagina seguinte
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continuagdo da TABELA 15

olvA;  argH,, + + pheA, + + nicA,; + cspA| 2
olvA; argH,  pyrAg leuA, pheA;  lysDg + nicAp  metA,  cspA, 1
fwnA|  argH|, + leuA,  pheA, + oliC, + + + 1
SwnA, + + leuA,  pheA| + oliC, + + cspA, 6
SwnA| + + + + + oliC, + metA, + 4
olvA, + + + pheA, + oliC, + + cspA, 1
SwnA, + + + pheA, + oliC, + + cspA, 9
olvA, + + + pheA; lysDg  oliC, nicA, + cspA, 3
olvAy  argH,, + + pheA, + oliC,  nicA;  metA, + 1
SwnA, argH,, + + pheA, lysDs  oliC, + + cspA, 8
olvA, + + leuA)  pheA, lysD; oliCy  nicA, + cspA,| S
SwnA, argH,, + leuA|  pheA, lysDs  oliC, + + espA 5
olvAy  argH,, + + pheA| + oliC, nicA, + + 1
olvA;  argH,, pPyrAs  leuA,  pheA, lysDg  oliC,  nicA, + cspA, 1
olvA,4 + PyrAg + pheA;  lysDg + nicA)  metA,  cspA, 1
olvAy  argH|, pyrAs  leuA|  pheA, lysDs + nicA,; + + 1
olvA, + + leuA|  pheA,  IysDy + nicA, + cspA, 1
olvAy;  argH,, pyrAg  leuA,  pheA, lysDg + + + cspA 1
olvAy  argH,, + leuA;  pheA, lysDg oliCy  nicA, + cspA, 1
olvA;  argH|, + leuA)  pheA, lysDq + nicA;  metA)  cspA, 1
SwnA,  argH|, pyrAs  leuA|  pheA, lysDg  oliC, + metA  cspA, 1
OlvA; + + + pheA,  lysDg oliCy  nicA, + + 1
olvA;  argH,, + leuA, + lysDg  0liCy  nicA, merA, + 1
olvA;  argH,, + + + + oliCy nicA; metA, cspA, 1
olvA;  argH,, + leuA|  pheA, + oliCy  nicA, + + 1
SwnA, argH|,  pyrAg + pheA, + oliC, + + cspA, 1
olvA; + + leuA, + lysDs  oliC, nicA; metA, espA| 1
OlvA, + + leuA)  pheA, + oliCy  nicA, + + 1
SwnA,  argH,, + + pheA, + oliC, + + + 1
olvAy  argH,, + + + lysDg  oliC,  nicA, metA, + 1
SfwnA,  argH,, pyrAs  leuA|  pheA, lysDg + nicA, + cspA 1
olvA, + + + + + oliC, + + + 1
olvA, + + + + + + nicA;,  metA, + 3
Total 349
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TABELA 16 -

N8S8YIIPNO e N8YO/ISVI2

Analise genética dos segregantes haploides dos diploides

Diploides Marcadores Fenotipos segregantes Porcentagem de
(Grupos de Ligagdo) recombinantes
ax b** ab ab* ath atb®

NSS9IPNO - finAy(1)  nicA() 6 69 78 0 3.9
hioA | (111) nicA (1) 65 55 19 14 51.6
PyrASIIL) nicAy(]) S3 65 31 4 37.3
PheA (V) nicAy(l) 26 19 S8 SO 497
lvsE7(VIH)  nicA (1) 44 63 40 6 32.7

NSYOISYI2 fwnAy(l)  nicA (1) 17 160 170 2 5.4
argH (1) nicA (1) 54 142 133 20 21.2
pyrAs(IIL)  micA (1) 40 147 S 157 56,4
leu A\ (IV)  nicA (1) 85 75 102 87 493
pheA(V)  nicA (D) 148 145 39 17 473
IsDas(VI)  nicAy(1) 50 15 137 147 56,4
oliCy (VII)  nicA (1) 156 155 31 7 46,7

*- marcadores referentes as linhagens derivadas da N+402
**- marcadores referentes as linhagens derivadas da /0v/0




4.3.2. Grupo de ligacao I1

4.3.2.1.0btencdo e caracterizac¢io dos diploides N690//PNO, N823//PNO e
N875/IPF

Foram obtidos diploides entre as linhagens N69Y0 e PNO; N823
e PNO): e entre as linhagens N875 e PF (item 3.1.2), via ciclo parassexual. como
descrito no item 3.7.1.1 (cruzamento N690) e PNO) e 3.7.1.2. (demais
cruzamentos). com o objetivo de verificar qual a equivaléncia do GL I das
linhagens derivadas da /0v/0 em relagdo aos grupos de ligagio da linhagem de

referéncia.

ApOs caracterizagdo, conforme proposto no item 3.6.2.. tendo
sido confirmado se tratar de um diploide. foram obtidos 70 segregantes do diploide
N6YOIIPNO. T11 segregantes do diploide N823//PN(O) e 74 segregantes do diploide
N&75//PI (item 3.7.1) e caracterizados conforme item 3.7.2. As TABELAS 14. 17.
I8. ¢ 19 apresentam os genodtipos dos segregantes. Quanto ao marcador nic.
presente nas parentais do cruzamento N690 e PNO. houve complementagio. o que

indica que sdo mutagdes diferentes.

4.3.2.2. Mapeamento

Pela analise genética dos dipléides N690//PNCO). N823//PNO.
NSS9/IPNO e N873//PF. o alelo mutante pabA - presente no GL I das linhagens
testadoras ’N(O) e Pl parece estar no GL. VI pois. como apresentado na TABELA
20 a porcentagem de recombinagao encontrada entre pabA| (GL 1l; PNO e PI) e
pdxAy (GL VI N6Y0O: N823 e N873) foi de 14.3% nos segregantes do diploide
N6YO PNO. 13.5% nos segregantes do diploide NS89 PNO e 10.8% nos
segregantes do diploide N875 PF. Pode ainda ser notado que as porcentagens de
recombinantes obtidas entre os marcadores dos demais grupos de ligagdo

envolvidos no cruzamento e o GL II, variou de 36.9% entre o marcadores firnA; e
. ]



pabAy (respectivamente GL I, N823 e GL II. PNO. no dipléide N823 PNO) e
68,5% de recombinagdo entre bioA| e pabA | (respectivamente GL III, N690 e GL
Il, PNO no diploide N690 PNO) indicando auséncia de ligagdo dos marcadores
envolvidos. Se forem consideradas ainda as linhagens de referéncia. no caso N69(
e N823 e seus respectivos marcadores no grupo de ligagdo Il - AisDy e argH .
respectivamente, nota-se que a porcentagem de recombinagdo obtida entre esses
marcadores e pabA| presente no grupo de ligagdo Il da linhagem /’N() foi de

55.7% e 45.9% respectivamente. ndo estando portanto, ligados.
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TABELA 17 - Genotipo dos segregantes do diploide N690 PNO e respectivos parentais.

N690  fwnA, hisD, IysA, bioA ; leud; nicA;  pdxA, + espA, ng de
PNO  olvA, + + + + nicA, + pabA, + segregantes
SwnAy o hisD + + leuA, + puxAs + + l
olvA; + + + leuA,  nicA, + pabA;  aspA, 8
SwnAy o hisD, + + leuAy  nicAy  pdxA, + + l
oAy + + + leuA | nicA, + pabA, - 3
JwnA, + wAs  hioA)  leuA, nicA, + pabA,|  cspA, 1
olvAL + + + leuAy  nicAy  pdxA, + cspA, 9
olvA; + + + + nicAyp  pdxA, + + 4
SenAy o hisDy o lusA, hioAy  leuA, + pdxA,  pabA, - 1
olv Ay + + - + nicA + pabA,  cspA, 2
SenAy o hisD, + + leuA + pxAs + - 2
olvA, + + + leuAy  nicA,  pdxA, + + 9
SwnAy o hisD, + + + + pdxA, + + 2
SinAy o hisD, + - + + + pabA, - 3
SenA + vsAq  bioA)  leuA|  nicA, pdxA, + CSpA ]
SenA, + fvsA, + leuA | nicA;  pdxA, + espA, ]
SwnAy o hisD, + + leuA|  nicA, + + cspA| |
olvA; + {vsA, + leuA|  nicA,  pdxA, + + ]
olvAy + + + + nicA, + + ¢spA| 4
SwnA, hisD, + + + nicA;  pdxA, + CSpA| 2
olvA,; + + + leuAy  nicA;  pdxA, pabA, + 1
SvnAy o hisD, + + leuA, + + pabA, + |
SenA + + + leuAy  nicA;  pdxA, + espA, 1
SenAy o hisD, + + + nicAy  pdxA, + cspA| 3
penAy hisD,  [vsA, + + + paxA, + + 1
SwnAy o hisDy  IusA, + leuA, + pdxA, + + !
SenA, + + + leuAy  nicA, + pabA|  cspA, 1
SwnAy o hisDy + + + + + + - I
penAy hisD, + + + nicAy  pdxA,  pabA,  cspA, 1
olvA, + + + leuA,  nicAy  pdxA, pabA,  cspA, |
enA + + + leuA, + pdxA, + + !
ohAy + + + + nicA;  pdxA, + CcspA, 1
Total 70




TABELA 18 - Genotipo dos segregantes do dipléide N823//PNO e respectivos parentais.

N823 fwnA, argHy,  lysA,  leuA, pdxA,  trpB, + + cspA, ng. de
PNO oA, + + + + + nicA;  pabA, + segregantes
olvA, + + leuA | + trpB, + pabA, + 3
SwnA,  argHp,  lysA, + padxA,  mpB, + pabA,  cspA| 1
OlvA, + + + pdxA,  1rpB, + + + 2
SwnA| argH|, IysA, + pdxA,  trpB, + + cspA,| 7
olvA, + + + pdxA, + + + + 1
olvA,4 + lysA, + + 1rpB, + pabA|  cspA| 1
olvA, + + leuA|  pdxA,  1mpB, + + cspA,| 3
SfwnA| argH), lysA, + + trpB, + pabA,  cspA 3
olvA,4 + + + trpB, + pabA, + 1
SwnA|  argH,  lysA, + + trpB, + pabA;  cspA| 1
olvA;  argH,, + + + trpB, + pabA, + 1
olvA, + + + + trpB, + pabA,  cspA, 6
olvA;  argH,, + leuA, pdxA, 1rpB, + pabA, + 2
SwnA|  argH|, + + pdxA,  wpB, + + cspA 8
olvAy  argH,, IysA, leuA| pdxA, wpB, + pabA,  cspA, 2
olvAy argH,, IysA, + pdxA,  1rpB, + + + 1
olvA;  argH,, + leuA|  pdxA,  trpB, + + + 1
olvA;  argH,, + + paxA, + + + cspA, 1
olvA;  argH,, + leuA + + + pabA, + 1
olvA, + lysAq  leuA; pdxA,  rpB, + + cSpA 1
SwnA, argH,, + + paxA,  wrpB, + + + 1
olvA, + lysA, + paxA,  rpB, + pabA,  cspA| 1
SwnA,  argH|, + leuA, + trpB, + pabA;  cspA, 2
olvA, + lysA;  leuA; pdxA,  1rpB, nicA, + cspA| 1
olvA;  argH|, + + + trpB, + pabA,  cspA, 3
SwnA, argH, lysA, leuA, + trpB, + pabA|  cspA, 3
SwnA, argH, lysA, leuA| pdxA, 1rpB, nicA, + cspA, 1
SwnA, argH;, IysA, leuA, pdxA,  trpB, nicA,  pabA, + 1
SwnA, argH,, + + + trpB, + pabA,  cspA| 1
olvAy  argH,, + leuA, + trpB, + pabA|  cspA, 4
JwnA, argH,, + + pdxA, + + + cspA, 2
olvA;  argH,, IysA, leuA, + rpB,  nicA)  pabA; cspA, 1
JwnA,  argH,, lysA;  leyA, + + + pabA,  cspA, 1
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continuagdo da TABELA [§

olvAy  argH, + leu A, + 1rpB, + pabA, + 2
funA, - + + pxA, trpB, + + - 1
olvA; - + s + rpB, + + cspA, 1
olvAy  argH,, + leu,  pdxA, rpB, + + CSpA| 1
SwnAy argH, + + + pB, + + cspA, ]
olvA; + + + pdxA, 1rpB, + cspA, 2
olvA;  argH,, + leuA,  pdxA, 1rpB,  nicA, + + 1
SuenAyargH, Ay lenA + rpB, + pabA, + |
fenAy o argH|,  lvsA, + paxA, + + + espA 3
MmnAy o argH, Ay leuA pdxA, + + cSpA, 3
olvAy  argH |, [isA, + + 1rpB, nicAy  pabA,  cspA, 1
olvAy + + - + + + pabA,  cspA, |
SwnAy o argH,  sAg o leuA, pdxA, 1rpB, + pabA,  cspA, l
olvAy + + leuA, + trpB, + pabA,  cspA, 3
SfwnAy argHy, + leuA|  pdxA, 1pB, + + cspA, 2
SwnAy o argHy,  wAg leuA, + + + pabA,  cspA, 2
olvA;y  argH, - + pexA, 1rpB, + + - !
SfwnAy o argH, + leuA + rpB, + + + 1
olvAy  argHy,  lvsA, + + trpB, + pabA,  cspA| ]
olvAg + + leuA|  pdxA, 1rpB, + pabA,  cspA, !
pwenAy argH, + leu A,  pdxA, 1rpB, + pabA, + !
olvA, + + + + + + pabA,  cspA, 1
olvA, + + + pexA, + + + CSpA 1
hrnA, argH 5 + leuA,  pdxA, + + + cSpA 1
olvA, + + leuA,  pdxA, + + pabA, + 1
olvAy  argH|, LAy + paxA,y + nicA, + cspA, ]
SiwnA| + hwAg  leuA + + + pabA, - 1
SwnAy o argH, + leuA|  pdxA, + mcA| + cSpA, |
olvAy + leu A, - irpB, cspA| !
olvA, + + + pdxA, + nicA,  pabA, + 1
Total i11
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TABELA 19 - Genotipo dos segregantes do diploide N875 PF e respectivos parentais

N875 + rpA,  pyrAs  hisC;  pheA, pdxA,  nicBg + cspA, no. de
PF jivnAl + + + + + + pabA, + segregantes
A, rpA, + hisCy + PAxA, + + + 1
+ rpA| + hisCy pheA;  pdxA,  nicB + espA, ht
SnAy upA, + hisCy  pheA| + + pabA,  cspA| 2
SenA, + + + pheAy  pdxA, + - cspA, 1
+ rpAy  pwrAs  hisCy pheA| + niceBs  pabA,  cspA, 3
JunA, + + hisCy + pdxA, + + + 5
+ rpA, * + + pdxA,  nicBj + + l
SirnA, - + hisCy  pheA, + + pabA,  cspA, 3
+ rpAy purAg hisCy o pheA, + nicBs  pahA| + 1
prnA, + PvrAs  hisCy pheA;  pdxA, + + espA 5
- 1rpA, + hisCy + pdxA,  nicB; + - 1
+ UpA, + hisCy  pheA| + nicBs  pabA|  cspA, 1
SwnA, + pyrAs  hisCy o pheA, + + pabA,  cspA, 5
- rpA, + + pheA,  pdxA,  nicBg -+ cspA, l
SenA, + + hisCy + + + + + |
SwnA| + + hisCy pheA,  pdxA, + + espA, +
+ rpAp pyrAg + pheAy  pdxA,  nicBy + - !
SwnA - + hisCy + + + pabA, -+ 2
+ rpA, + hisCy  pheA, + nicBs + CSpA, 2
penA, + - + pheA, + + pabA,  cspA| 2
- rpA, + hisCy  pheA, + nicBg + + 1
+ pA, + hisCy pheAy  pdxA,  nicBs  pabA, espA !
penAy o rpAy pyrAg hisCy pheA,  pdxA, + + espA| l
+ rpA, + hisCy + paxA,  nicBs + CSpA |
JwnA, + pyrAg + pheA, + + + espA ]
-+ vpAy pyrAs  hisCy o pheA, + nicBg + + 1
SwnA, + pyrAg hisCy + + + pabA,  cspA| 1
+ + + hisCy  pheA;  pdxA,  nicB + espA| 1
SenAy o pAy pyrAg hisCy pheA, + + pabA,  cspA 1
+ rpA, + + pheA, + nicBs  pabA,  cspA 2
+ rpAy pyrAg + pheA, + nicBs  pabA,  cspA, 1
+ 1rpA, + hisCy  pheA, + nicBy  pahA, + 2
+ 1rpA, + hisCy + + nicBs  pabA, + 2
+ + pyrAs  hisCy pheA|  pdxA,  nicB, + cspA 2
hnAp rpA, + hisCy pheA,  pdxA, + + cSpA, 3
+ rpAp pwrAs hisCy o pheA| pdxA,  nicBg + cspA, 2
SenAy pA, + + pheA,  pdxA, + + cspA, ]
+ rpAy pwrAs hisCy + + nicBs  pabA, + |
- + + + pheA, + nicBs  pabA,  ospA, |
SwenAy o rpAy purAg + pheA| + + pabA|  cspA, l
+ + pyvr AS + + + + + osp A 1 1
fwnAL trpA, - hisCq + + + pabA, + ]
Total 74
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TABELA 20 - Analise genética de segregantes haploides dos diploides

N69O PNO, NE89 PNO, N§23 PN e N875 PI

Diploides Marcadores Fenodtipos segregantes Porcentagem de

(Grupos de Ligac¢io) recombinantes
ax* b** ab ab* a*b atb?t

N69O PNO — penA(1y  pabA (11) 8 19 15 28 514
hisDL(ID)  pabA(11) 6 14 17 33 55.7
bioA (1) pabA(11) 2 I 21 46 68.5
IvsA5(I)  pabA (1) 2 5 21 42 02.8
leuA(IV)  pabA,(1]) 17 31 6 16 471
pdxAy(V1)  pabA(1l) 4 41 19 6 14,3

N823 PNO  AvnAy(l)  pabA(1l) 19 37 33 22 36.9
argH5(I1)  pabA(11) 13 2] 39 38 459
IysA(1L)  pabA(11) 34 35 8 24 52.3
leuA((IV)  pabA | (1T) 35 24 17 35 63,1
pdxAy(VI)  pabA(1l) 3 47 49 12 13,5
1rpBA(VIL)  pabA (11) 15 9 37 50 58,6

N889 PNO  fwnAy(l)  pabA,(1ly 34 41 41 37 46.4
bioAy(1I)  pabA(11) 65 55 10 23 57.5
pyrAs(l)  pabA(11) 59 59 16 19 51.0
pheA(V)  pabA (1) 25 20 50 S8 542
IvsF2(VIL)  pabA(11) 53 54 22 24 50,3

N875 PF mpA(1l)  pabA,(11) 19 22 12 21 54,1
pyrAs(I)  pabA,(11) 12 15 19 28 54.1
hisC3(1V)  pabA(11) 24 35 7 8 432
pheA(V)  pabA (1) 24 32 7 I 473
pdxA (VD)  pabA(11) 1 36 30 7 10,8
nicBs(VIL)  pabA,(11) 15 19 16 24 2,

*- marcadores referentes as linhagens derivadas da N402

**- marcadores referentes as linhagens derivadas da /0v/0
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4.3.3. Grupo de ligacao 11

4.3.3.1. Obtencio e caracterizacio dos diploides N875/SM13 e N868/SM13

For obtido diploide entre as linhagens N875 e SM/3: NK6& e
SM 13 (item 3.1.2). via ciclo parassexual, como descrito no item 3.7.1.2.. com 0
objetivo de verificar qual a equivaléncia do GL I e IV das linhagens derivadas da

/0v10 em relagdo aos grupos de ligagao da linhagem de referéncia.

Apo0s caracterizagdo, conforme proposto no item 3.6.2.. tendo
stdo confirmado se tratar de um diploide, foram obtidos 233 segregantes do
diploide N875 SM13 e 167 segregantes do diploide NS68 SM13. (item 3.7.1) e
caracterizados conforme item 3.7.2. Os genotipos dos segregantes estdo
apresentados nas TABELAS 21 e 22 onde pode-se observar que houve segregagao

de todas os marcadores envolvidos no cruzamento.

4.3.3.2. Mapeamento

Pela analise genética dos diploides N§75 SMI3 e
N&68 SM13. o GL 11l da linhagem SM/3, que contém o alelo mutante /ysAj.
parece corresponder ao GL VI das linhagens mestras pois, como apresentado na
TABELA 23, a porcentagem de recombinagdo encontrada entre /ysA; (GL Il
SM13) e pdxA, (GL VI, N§875) ou pabA; (GL VI, N&6&) foi de 6.4% nos
segregantes do diploide N&75 SMI3 e 72% nos segregantes do diploide
N868 SM13. Nota-se, também, que as porcentagens de recombinantes obtidas
entre os marcadores dos demais grupos de ligagdo envolvidos no cruzamento e o
GL I das linhagens derivadas da /0vI0, esta entre 44.2% e 63.5% indicando
auséncia de ligagdo dos marcadores envolvidos com o grupo de ligagdo em

questao.
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TABELA 21 - Genotipo dos segregantes do diploide N&75 SM13 e respectivos

parentais.
N875 + rpA,  pyrAs  hisCy pPheA|  pdxA, nicB 5 + + CspA, no. de
SMI13  firnA, + + + + + + lysA,  metA + segregantes
NenA, - PyrAs + + pdxA,  nicBg + meiA - !
: IrpAy pyrAg + pheAy  pdxA,  ni cB; + + CSpA, 3
Ay 1rpA, + + + pdxA, + + metA, + 3
+ IrpA, + + pheA, + nicBg + - pA, !
fenA + + + + + + lsAp netA, - 4
fnA, -+ + hisCy pheA, pdxA, - + + CSpA| 17
+ rpA, + + pheA, + + IvsA, + CSpA, 2
fnA, - PVrAg + pheA,  pdxA, + + + espA, 2
- - - + pheA  pdxA,  nicB 5 + - cspA, 13
prnA, + - - + + nieBs - lusAy merA, + |
- rpAy pywrAs hisCy + + nicBs - IusAy melA, + 1
-+ rpA, + hisCy  pheA, + nmicBs - lvsA, + cspA 3
SwnA, + pyvrAs hisCy o pheA| + meBg o vsA, - espA, ]
SwnA| + PVirAL + pheA| + + [vsA, -+ espA 6
A, + + hisCy + + + lvsAp merA, + 8
- rpA, + + pheA, + meBs o lvsA, + CSpA, 5
firnA, + + + pheA, pUxA, + + + CSpA, 19
- + PyrAs + pheA,  pdxA,  nicB < + + CSpA, 2
SenAy o pA, + hisCy o pheA, pdxA, + + + espA, 2
+ rpAy pyrAs + pheA, + meBs  lusAp o metA| espA, I
henA + + hisCy  pheA| + + lvsA, + CSpA 11
SenA, + + + pheA, + + lvsA, + aspA, 6
- rpA, + + pheA;  pdxA,  nicB 5 + - CSpA, 18
- + + hisCy pheA, + nicBs - [vsA, + + |
hvnA, + pyrAg + + paxA, + + metAy  cspA, 2
+ - + + pheA| + nicBs + + espA 2
SenA + + + + pelxAy + + mel A, + 10
+ + PyrAs - pheA, + nicBs LA, + CespA, 2
- + + + pheA, + niceBs fusA, - CSpA 5
fenA, + + + + paxA, + + metAy  cspA| 1
- + pvrAs  hisCy + pdxA,  nicBs o [usA, metA, + 1
+ + hisCy  pheA, + nmcBy o lusA, + espA 4
+ pyrAs  hisCy o pheA, + nicBs  lvsA, - CSpA| 3
fenA + + hisCy  pheA, + + + + espA +
+ + PyrAg + pheA, + nicBs + + CspA, 1
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continuagio da TABELA 21

+ + + + pheA,  pdxA, nicBg + + + 1
- + pyrAs + + + + CSpA, 1
+ + + hisCy  pheA, + nicBg + + CSpA, 1
fenA, + pyrAs hisCy + + + IvsAy el Ay + 3
fenA, + pyrAg hisCy pheA, + lvsA, + cspA, 3
fenA| - + hisCy + pelxAy + metA, + 8
MnA, pyrAg hisCy o pheA,  pdxA, + - cspA, 4
- rpA, + + pheA,  pdxA,  nicBg + - + 1
fenAy 1rpA, + hisCy + paxA, + + metA, - 2
Ay rpAy pvrAg + pheA|  pdxA, + oSpA, |
+ rpA, + hisCy  pheA, + nicBy A - v !
MmnAy pA, + hisCy pheA;  pdxA, IvsA, - espA |
- rpA, - hisCy pheAy  pdxA,  nicBs + + CspA| 3
penA, rpA, + hisCy + + A melA, - |
- 1rpA, - isCy o pheA; pdxAy,  nmicBg o A, CSpA, |
henA + Pyrig + + + + fvsAy melA - l
- - + + + [vsA, + espA l
- rpA, + + pheA,  pdxA,  nicBs LA, + CSpA| 1
- - pyrAs hisCy o pheAy pdxA,  nicBs + - + l
- + pyrAs hisCy pheAy pdxA,  nicBg + - CSpA| |
- + + hisCy + pdxA, + + metA, + l
prnA + + pheA|  pdxA, + + + 2
+ rpA, pyrAg + pheA + nicBs  usA | + CSpA 1
-+ rpAy pvrAg hisCy o pheA, + nicBs  lisA + CSpA 3
A, + VA + + pdxAy + + metA, + 1
fwnA, + pyrAg + + + IvsA, -+ + I
SunA, + pheA, + + + + espAy !
penAL pA, + + + + IvsA, mielA + 2
Ay rpAy pvrAs + pheA;  pdxA, + + - - !
penA, + hisCq + + + + metA, + 1
A, rpA, + + + pdxA2 + + mel A + 2
MiA rpA, - + pheA,  pdxA, + - cspA 3
- rpAy pyrAg hisCy o pheA| pdxA,  nicBg + -+ eSpA, 1
- - - + pheA,  pdxA, + + - CSpA| 1
- + - hisCy  pheA;  pdxA, + + CSpA| |
SwnA, + pyvrAsg + + + + IvsA, + CSpA| |
SwnAg + pyrAs hisCy pheA,  pdxA,  nicBg + + cspA 1
Total 223




TABELA 22 - Genotipos dos segregantes do diploide N868 SM13 e respectivos

parentais.
N868 + pyrAs  leuA;  pheA|  pabA;  oliC, + + cspA, no. de
SM13  fiwnA, + + + + + ysA;  metA + segregantes
finA| + + pheA, + + [lysA, + CSpA, 10
+ - feuA, + + oliC, + + + 1
MnA, - leuA, - + + LAy melA| - 5
- - len A, - + oliC, lvsA| metA| + 7
prnA + - + + + lvsA| metA + 3
+ + leuAy  pheA, + oliC, lvsA| + CSpA, 22
SnA, + N + + oliC, lysA| metA, + 18
SfenAy o purAg - - + + lvsA, + - |
fenA, + + + + oliC, IvsAy mietA] apA| 2
+ - + pheAy  pabA,  oliCy + + CSpA, 7
+ PyraAs + pheA, + oliCy  IvsA, + CSpA, 8
hnA, - - pheAy  pabA,  oliC, + + CspA, 4
fnA, + leuA;  pheA,  pabA,  oliC, + + CpA, 6
- + leuAy  pheA,  pabA,  oliC, + + cspA, 6
penAy purAg + pheA, + + [vsA, + CSpA, 4
+ + + + pabA,  oliC, + + - 2
- + + pheA, + oliC, vsA, + CSpA, Y
SwnA, - + + + oliCy  IvsAy  metA, - 3
Ay purAq + + pabA,  oliC, + metA, - 1
+ pyrAs  leuA| pheA, + oliC, + + + 1
~ + leuA;  pheA, + + [vsA| + espA, 3
SunA, + leuAy  pheA,  pabA, + + + espA, 1
frnA, + + pheA, + oliC, lvsA, + CSpA| 12
A, + leuA|  pheA, + oliC, lvsA, + cSpA| 9
* + leuAy  pheAy,  pabA;  oliC, [vsA, + espA 3
MnA, + + pheA;  pabA, + [vsA, + CespA, 1
wnA, + + + + oliC, + + espA, ]
+ + leu A, + + oliCy + + cSpA, 3
fwnA + + pheA,  pabA, + + + espA, I
- pyrAg + pheA, + + lysA, + CSpA, I
penAy o pyrAs leuA, + + + lvsA, + + 1
SwnAp o pyrAg + pheA,  pabA, + + + espA l
+ + leuA,  pheA, + oliC, + + cspA, 1
SwnAy o pyrAg o leuAy pheA, + + lvsA, + CespA ]
- - leu A, + pabA,  oliC, + metA, - !
penA + feuA;  pheA, + oliC, + + espA 1
- + + pabA,  oliC, - + CSpA, !
- + + + oliCy  IysA, + + 1
- pyrAs + pheAy  pabA, + + + CSpA| 1
+ + + pheA,  pabA,  oliC,  [vsA, + cspA, ]
Total 167




O fato de que tanto o GL Il como o GL Ill das linhagens

denivadas da /([0 corresponderem ao GL VI das linhagens de referéncia pode ser

explicado pela existéncia de uma aberragdo cromossdomica, do tipo translocagio.

por exemplo. envolvendo os grupos de ligagdo correspondentes.

TABELA 23 - Analise genética dos segregantes haploides dos diploides

N&75 SM13 e NS6&5 SMI3

|

Diploides Marcadores Fenotipos segregantes Porcentagem de
(Grupos de Ligacao) recombinacio
ax b** ab ab* a*b ath*

N&75 SMI13 tpA (1) lysA (1) 30 42 66 95 53.6
pyrAs(I)  fvsA (1) 28 22 68 N 61.4
hisCy(1V)  [ysA(11) 57 46 39 9] 63.5
pheA (V) lysA (L) 71 105 25 32 4472
pdxA, (V1) [psA (1) 6 128 90 9 6.4
nicBs(VID) - lysA(111) 45 51 51 86 56,2

N868 SMI13 pyrAs(IIT) - vsA (11D 19 3 109 36 32.9
leu A (1V)  lvsA (1) 70 18 58 21 54.5
phe A (V) DsA (1) 84 33 44 6 53.9
pubA (V1) lysA(11]) 5 32 123 7,2
oliCH(VI) — lysA(11]) 97 35 31 4 60,5

*- marcadores referentes as linhagens derivadas da N402

**- marcadores referentes as linhagens derivadas da /0v/0

84



4.3.4. Grupo de ligacao 1V

4.3.4.1. Obtencao e caracterizacio do dipléide N805/SM22

As linhagens N8035 e SM22 (item 3.1.2) foram cruzadas. via
ciclo parassexual, para obtengdo de diploide (item 3.7.1.2), com o objetivo de
verificar, juntamente com os diploides N§75 SMI3 e N86& SMI3. qual a
equivaléncia do GL IV das linhagens derivadas da /0v/0 em relagdo aos grupos

de ligagdo da linhagem de referéncia.

Apos caracterizagdo, conforme proposto no item 3.6.2.. tendo
sido confirmado se tratar de um dipléide, foram obtidos 137 segregantes do
diploide N&O> SM22 (item 3.7.1) e caracterizados conforme item 3.7.2. A

TABELA 24 apresenta os genotipos dos segregantes.

4.3.4.2. Mapeamento

Pela analise genética dos diploides N875 SM13, N§68 SM13
e N8O5 SM22 (TABELA 25), a porcentagem de recombinagdo encontrada entre 0s
marcadores merA, (presente no GL IV da linhagem testadora SM13) e argA; (GL
[V da linhagem SM22) e os marcadores pheA; (GL V, N§75e N86&) ou meiB| (GL
V. N&S03) for de 2.1% nos segregantes do diploide N875 SMI3. 4.8% nos
segregantes do diploide N868 SMI3 e 10,2% nos segregantes do diploide
N8O SM22, uma evidéncia portanto de ligagdo entre esses marcadores. o que
permite sugerir a equivaléncia do GL [V das linhagens derivadas da /0v/0 com o
GL V das linhagens de referéncia. DEBETS e col. (1989) trabalhando com as
linhagens derivadas da N4(2 encontraram nos segregantes analisados apenas 1%
de recombinantes mitoticos (por permuta mitotica) entre os marcadores pheA.
argAy e meiB>. os quais foram mapeados no GL V. Pode-se ainda notar que as
porcentagens de recombinagdo obtidas entre os marcadores do GL IV das

linhagens de referéncia e os marcadores do GL IV das linhagens SM13. SM22 e

85



SV12 indicam auséncia de ligagdo. e, consequentemente pode-se considerar que
esses grupos de ligagdo ndo sdo equivalentes. O mesmo aconteceu com oS
marcadores dos demais grupos de ligagdo envolvidos com uma frequéncia de
recombinagao que variou de 35% a 64.8%. indicando auséncia de hgagao dos

marcadores envolvidos.

Porém em relagdo ao gene ¢spA |, atraveés da analise mitotica
dos segregantes dos diploides heterozigotos N875 SMI3. N&6&S SMIS.
N&O5 SAM22 e N890 SV12 (TABELAS. 15, 21. 22 e 24), pode-se constatar a
ligagdo entre os genes presentes no GL V das linhagens de referéncia. como por
exemplo. phcA| das linhagens N875. N§6&, NS9O e meiB| da NSO5 e os genes
metAy das linhagens SAM /3 e SV12 e argA| da SM22. ambos mapeados no GL 1V
da linhagens derivadas da /0v/() (MASIERO, 1988).
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TABELA 24 - Genotipo dos segregantes do diploide N§05 SM22 e respectivos parentais.

N8OS olvA,  hisD, bioA; IysA, leuA, metB, pabA, + cspA, no. de
SM22  fivnA, + + + + + + argA, + segregantes
olvA, hisD, + IvsAs  leuAy metB, + + cspA, 3
nenAy + - - + metB, + + epA, 19
olvAy hisD, - ~ leuA;  meiB, + + eSpA 10
A, hisD, + [VvsAg + + + arghA - |
olvA,  hisD, + IvsA,  leuA,  metB;  pabA, + cspA 1
N A | - + + + + + argA | - 8
olvAy hisDy  hioA, lwsAs  lewAy melB,  pabA + expA I3
A, -+ + - - + pabA,  argA, . 12
ol A, hsD, - leuA + pabA, + r 7
pnA, - * + + metB;  pahA, + espA, 16
olvA, hisD, + + lewuA,  metB)  pabA, - espA, 17
A, A + T + + pabA, argA, : 1
A, - hivA  hwA, - metB,  pabA, - apA, 1
mnAL hisDy o hioA hwAs + meiB,  pabA, + CspA, |
olvA| hisDy  hioA, sAs leuAy meiB, + + espA 8
oAy hisDy hioAy WAL lenAy merB) pabAy argA; cspA, |
olvAy hisDy + + leuA|  meiB,  pabA, + - 3
pnA, + + + + metB, + + - ]
olvA, hisD, hioA, [vsAo leuA, metB, + + - |
praA, + + + + + + argAy  cspA 2
SenA + + + + metB,  pabA, + + !
olvA, hisD,  bioA, lvsAs  lewA,  metB,  pabA, + - |
fnAy o hisD, - + + + pabA, argh, - 2
fenAy hisD, + + + + + argA, + !
olvAy hisDy + + leuA,  melB, pabA, argA, + 1
A, v - - -+ meltB, + + CSpA 1
alvA, . + leuA|  melB, + + CSpA, 1
olvA, hisD - + leuA,  melB, + + - 1
olvA, hisD, + + leuA, + + + - I
Jwnhy + + - + + + + - 4
Total 137
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TABELA 25- Analise genética de segregantes haploides dos dipldides

N&875 SM13. N8S68 SM13 e N8SO5 SM22.

Diploides Marcadores Fenotipos segregantes Porcentagem de
(Grupos de Ligacao) recombinacio
a* h** ab ab™ a*h ath*

N875 SM13  trpAy(1l) met A (1V) 12 60 42 119 56,2
purAs(Il)  merA(IV) 11 39 43 140 64.8
hisC(1V) metA(1V) 25 78 29 101 541
pheA (V) metA (1V) 1 175 s3 4 2,1
PAXAS(VI)  metA,(1V) 31 103 23 76 459
mceBs(VIL)  merA(1V) S 91 49 88 39.9

NS6N SM13 pyrAs(IIL)  metAj(1V) 0 22 42 103 61.7
leuA[(IV)  metA((IV) 32 56 10 69 60.5
pheA (V) metA (1V) 0 117 42 8 4.8
pabA (V1) metA(1V) 2 33 40 90 55.1
oliCH(VIL)  metA(IV) 34 98 8 27 36.5

N8O5 SM22 olvA (1) argA(1V) ] 67 47 22 65.0
hisDy(Il)  argA((I1V) 6 67 17 47 38.7
hsA5(I)  argA((1V) 2 28 21 86 64.2
leuA((IV)  argA(1V) 1 67 22 47 35.0
metB (V) argA(1V) 1 101 22 13 10,2

L pabA (VD) argA(1V) 15 57 8 57 474 |

*- marcadores referentes as linhagens derivadas da N+4()2

**- marcadores referentes as linhagens derivadas da /0v/(
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4.3.5. Consideragoes gerais

A FIGURA 4 apresenta a distribuigdo dos genes nos
diferentes grupos de ligagdo das linhagens /0v/0 e N402 de A. niger.

FIGURA 4 - Distribuigdo dos genes* nos grupos de ligagdo (GL) das linhagens

1OvI0 e N402.

10v10
GL
I 0lvAy nicAj fwnA,
I pubA,
1)1 lysA,
v metA, argA,
v IgpBy3™*
\% ssuA "
N402
(L
/ olvA fwnA
11 IrpA leuCsy argH» hisDy
11 PYrAS lysAy bioA
v argFyg leuA, hisCs
} meiB pheA nicA | CSPA |
Vi pabA | pdxA2 lysDss
Vil nicBs cnxCs 1rpB; 0liCy lysFHg
Vi nicAx crnB) pyrDg

*_ A ordem dos genes ndo foram consideradas.

**_as siglas. /gpB73 ¢ ssuA|. condicionam. respectivamentc. baixa produgdo de glucoamilase ¢

baixa utilizagdo do amido. Para os demais genes. veja item 3. 1.

89



Com base nos dados da FIGURA 4, e pelas analises genéticas
realizadas neste trabalho, podem ser sugeridas as equivaléncias dos grupos de
ligagdo das linhagens de referéncia derivadas da N402 e linhagens derivadas da
10v10, ambas de A. niger , apresentadas na FIGURA 5.

Mapeamentos em linhagens de A. niger foram feitos por
LHOAS (1967) que relatou a distribuigdo de 31 marcadores em seis grupos de
ligagdo e tentou estabelecer a ordem dos genes em um desses grupos. Van TUYL
(1977), a partir de um tipo selvagem diferente, estudando resisténcia a fungicidas,
também observou seis grupos de ligagdo em A. niger.

As linhagens estudadas por LHOAS mostraram-se
incompativeis com as linhagens derivadas da /0v/0 (BONATELLI Jr,
comunicagdo pessoal) e com as linhagens N402 (BOS e col., 1993). As de Van
TUYL ndo estdo mais disponiveis e nenhuma informagdo se tem quanto a sua
compatibilidade com as linhagens de LHOAS ou com as linhagens derivadas da
10vi0 e N402.

Neste trabalho, verificou-se a compatibilidade entre as
linhagens derivadas da /0v/0 e da N402 de A. niger. Os grupos de ligagdo ndo
sdo correspondentes, em muitos casos, porque cada autor usou denominagdes
diferentes para esses grupos e também marcadores diversos, conforme os mutantes
que iam obtendo, sem considerar os trabalhos dos outros. Para o isolamento de
mutantes, a linhagem N402 foi submetida a baixas doses de luz ultravioleta. A
linhagem /0v10, é uma linhagem de origem industrial, utilizada para produgéo de
acido citrico, tendo sido submetida, anteriormente, a diversos tipos de
manipulagdes, o que deve ter gerado alteragdes em varios niveis, inclusive
translocagdo génica.
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FIGURA 5 - Esquema das equivaléncias dos grupos de ligagdo (GL) entre as

linhagens /0v10 e N402 de Aspergillus niger.
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4.4. Localizagao dos genes glaA, agiA e pepA

Para a localizagao no cromossomo de genes clonados usando
CHEF- SOUTHERN. sondas cromossomo-especifico para todos os grupos de
ligagdo (GL). sdo necessarias. Como em A. niger o nimero de sondas sao
disponiveis apenas para poucos genes clonados, e. com o objetivo de obter
algumas sondas especificas adicionais, tres genes clonados, glaA. ag/A e pepA de
A. niger foram mapeados usando analise genética. Para esse fim. foram usadas
linhagens nas quais esses genes foram deletados por substituigdo de genes (item
3.1.2). Em duas dessas linhagens (4423 e ABI. 1), o gene foi rompido pelo gene
pvrG de A. oryzae (aglA) e o gene pyrG de A.nidulans (pepA). Na linhagem
AB4.1AGILA o gene glaA foi substituido pelo gene de resisténcia a fleomicina. O
uso de linhagens com genes deletados e substituigio de genes permite tambem
uma analise mais direta da mutagdo, por auxanografia por exemplo. em mutantes
que contenham mutagdes originalmente de caracterizagdo laboriosa. como a de
uma quantificagdo enzimatica. Diploides das linhagens transformadas com uma
linhagem mestra (item 3.1.1) foram sintetizados de acordo com o descrito no item
3.6.1.2. Apos o isolamento dos segregantes haploides dos diploides N§Y0//AB1. 1 e
N890//AA23.  como descrito no item 3.7.1. a segrega¢do da marca pyr+ foi
analisada e assim a localizagdo do gene rompido pode ser infenida. O gene glaA
foi localizado de maneira similar por analise da segregagdo do marcador
fleomicina-resistente usado para substituir o gene g/aA na analise dos segregantes
haploides do diploide N§49Y AB+4. 1AGLA.

Os resultados desses experimentos estdo sumarizados na
TABELA 26. Pode-se verificar que os genes pyrG| e pyrAs sao alelos (BOS ¢
col., 1993) e podem ambos ser complementados com o gene pyrG de A. oryzae ¢
A. nidulans. Como pode ser observado pela porcentagem de recombinantes. 0s
tres genes puderam ser mapeados: pepA no GL I, glaA no GL VI e ag/A no GL

VIIIL. O resultado da localizagdo de pepA esta em concordancia com os resultados



obtidos por MATTERN e col. (1992) que relataram em A. niger. a localizag¢do
genética de uma mutagdo protease, alélica de pepA, no cromossomo [. Quanto ao
gene glaA. VALENT e col.. 1992, trabalhando com a linhagem /0v/0 de A. niger.
mapearam uma muta¢do para glucoamilase (/gp61) no cromossomo Il. o qual €
correspondente ao cromossomo V1 das linhagens mestras usadas para a localizagdo
do gene glud (TABELA 20).

TABELA 26 - Porcentagem de recombinagdo entre genes marcados por delegao
e marcadores em grupos de ligagao especificos seguidos de

haploidizagdo do diploide heterozigoto.

Linhagens Grupos de Ligacao

1 i1 111 1V \4 VI Vil VIII
N849 fwnAy argHyy  lvsAy o hisCy pheAy  pdxA,  nicBs  nirAy
AB4.1 pyrGy
Yo 44 53 55 49 50 8* 05 57
N&YO fwnAy argHyy pyrAs leuAy pheA|  IysDys  oliCy crnB,
ABI1.1 pyrGi
% 0* 58 - 60 53 67 75 47
AA23 pyrG
% 48 39 - 37 48 44 63 14~

Para cada analise foram isolados 140-260 segregantes.
*Valor de recombinagdo indicando ligagao.




4.5. Obtencao de protoplastos para determinagio do caridtipo eletroforético

Por meto do estudo dos segregantes dos diploides sintetizados
entre as linhagens derivadas da /0v/( de A. niger e as linhagens mestras. ha
evidencias que o GL I parece ser equivalente nas duas linhagens. os GL Il e 1l
sertam equivalentes ao GL VI e quanto ao GL IV da linhagem /0v/( ha forte
evidéncia de ser o mesmo que o GL V da linhagem de referéncia. Porém. devido
ao fato de existirem relativamente poucos marcadores em cada um dos grupos de
ligagdo das linhagens em estudo. esses resultados ndo sdo conclusivos. Outra
alternativa de comparagdo de cromossomos seria a aplica¢ao da técnica PFGE, que
separa 0s cromossomos em matriz de agarose. Essa tecnica foi usada por
DEBETS e col. (1990a) e VERDOES e col. (1994), que estimaram o tamanho do
genoma total de A. niger entre 35.5 a 38,5 Mb. com tamanho dos cromossomos de
variando de 6.6 Mb (GL IV)a 3.5 Mb (GL Ve ]).

Com o objetivo de comparar os cromossomos das linhagens
derivadas da /0v/0 e as linhagens mestras, atraves do PFGE, a obtengdo de
protoplastos das linhagens em estudo foi1 feita de acordo com o item 3.8. Porém. o
sucesso na separagdo dos cromossomos por PFGE depende, entre outros fatores.
da quantidade de protoplastos obtidos, ao redor de 10%¥ protoplastos/ml. Como
pode ser observado nas TABELAS 27. 28, 29, 30 e 31, foram feitas mudangas nos
diferentes experimentos em relacdo ao estabilizador osmotico. quantidade e/ou
tipo de enzima utilizada, tempo de crescimento do micélio. etc. A linhagem 7’/ toi
escolhida. entre outras. para a padronizagdo do protocolo a ser utilizado. Nos
experimentos de 1 a 8 (TABELA 27) variou-se o tempo de crescimento do
micélio, e o tempo de digestdo da parede celular, porém o meio de cultura
uttlizado (MCS. item 3. 2.4), assim como as enzimas (Novozym 234 + Cellulase
CP) permaneceram constantes. No experimento 3, o estabilizador osmotico foi o
MgSO, 0.5 M. que. segundo BORGES (1987) apresentou melhor resultado na
linhagem /0v/(). quando comparado com outros estabilizadores osmoticos. Porém.

o mesmo resultado nao fo1 obtido nesse experimento e. no caso do experimento 6.
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onde foi utilizado KC1 0.6 M e MgSO4 0.5 M. a quantidade de protoplastos obtida
forde 3.7 x 100 ¢ 0.93 x 10°, respectivamente. Nos experimentos numeros 1. 4. 5 e
8 (TABELA 27) for usada também a linhagem N623. linhagem essa derivada da
N402._a qual apresentou um comportamento diferente da /’/. com a quantudade de

protoplastos produzidos variando de 1x10°a 62x10° nos diferentes experimentos.

Na TABELA 28 estao apresentados os resultados obtidos nos
experimentos de 9 a 14, sendo que. do 9 ao 12. o estabilizador osmotico utilizado
fo1 o NaCl-CaCl, (item 3.3.17). segundo o protocolo usado por DEBETS e col.
(1990a) com variagdes na quantidade de enzima Novozym 234 e pequenas
diferengas no tempo de digestao da parede celular. Dos experimentos de 9 a 14.
mesmo com quantidades de protoplastos consideradas baixas, foram preparados os
"plugs" para tentativa de determinagdo do cariotipo eletroforético. seguindo o
protocolo descrito no item 39 Em nenhum dos experimentos for possivel a

visualizagao das bandas.

Com base nos protocolos utilizados por FERREIRA (1991).
BORGES (1987). BOS (1985). DEBETS e col. (1990a). VERDOES (1994). os
quais usaram linhagens de A. niger para produgdo de protoplastos. uma série de
outras mudangas foram feitas nas preparagdes. na tentattva de aumentar a
quantidade de protoplastos liberados pelas linhagens derivadas da /0v/0 de A.
niger (TABELAS 29 e 30). O melhor resultado obtido com a linhagem /°/ for de 7
x 109 no experimento 22, porém. quando se repetiram as mesmas condigoes
(experimento 235) a quantidade de protoplastos obtida caiu para 2 x 10° O
experimento 26 (TABELA 30) foi montado com o objetivo de verificar se havia
aleuma enzima ou combinagao entre elas que pudesse melhorar efetivamente a
liberagdo de protoplastos. A produgdo de micélio da linhagem £/ for feita
inoculando-se suspensao de conidios bem concentrada (- 10Y conidios © ml) em
MM ¢ MC ¢ suspensao contendo 10° conidios / ml também em MM ¢ MC. A
seguir. o sistema litico toi montado usando combinagdes de diferentes enzimas. em

100 mg de micéhio umido ¢ 2 ml do estabilizador osmotico. A quantidade de
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protoplastos obtidos nas amostras que foram determinadas variou de 0.04 x10° a
0.55 x 100,

Nos experimentos 27 a 29, a obten¢ao de protoplastos fo
feita de acordo com o descrito no item 3.8.1.6.. sendo que. como consta na
TABELA  31. a quantidade de protoplastos liberados. aumentou
consideravelmente. quando comparados com 0SS experimentos anteriores.
realizados com as mesmas linhagens, mostrando ser um protocolo que gera alta

concentragdes de protoplastos.
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TABELA 27 - Obtengdo de protoplastos em linhagens de Aspergillus niger,
usando a Novozym 234 e Cellulase CP como enzimas digestivas,

na proporgdo de 1:1.

No. linhagens tempo quantidad  estabilizador tempode quantidade de
exper. crescimento e de osmético digestdo protoplastos
micélio (hs)  enzimas (hs) (x 109)
(mg/mlb)
1 PF 18 10 KCl1 0,6M 2 0.16
N623 18 10 KCl 0,6M 2 53
2 PF 18 10 KCl 0,6M 3 4
3 PF 16 10 MgS0y4 0,5M 2:30 0.8
4 PF 16 10 KC1 0,6M 2:30 <0.001
N623 16 10 KCI 0,6M 2:30 16
5 PF 17 10 KCl1 0,6M 2 0,44
N623 17 10 KCl1 0,6M 2 1
6 PF 23 10 KC1 0,6M 2:23 3.7
PF 23 10 MgSO4 0,5M 2:23 0,93
7 PF 18 10 KCl 0,6M 2:23 0.83
8 PF 16 10 KCI 0,6M 2:23 0,01
N623 16 5 KCl1 0,6M 2:23 62




TABELA 28 - Diferentes condigdes para obtengdo de protoplastos em linhagens

de Aspergillus niger utilizando a enzima Novozym 234

No. tempo quantidade estabilizador osmético  tempode  quantidade de
exper linhagens  crescimento  de enzima digestio protoplastos
. micélio (hs)  (mg/ml) (hs) (x 10%)
9 NO 18 10 NaCl 0,7M/CaCl, 0,2M 2 3
PF 18 10 NaCl 0,7M/CaCl, 0,2M 2 3.6
10 PF 16 7,5 NaCl 0,7M/CaCl, 0,2M 2 3.2
SM22 16 7,5 NaCl 0,7M/CaCl, 0,2M 2 1,7
SVi2 16 7.5 NaCl 0,7M/CaCl, 0,2M 2 1
PNO 16 7,5 NaCl 0,7M/CaCl, 0,2M 2 2.8
SAf13 16 7,5 NaCl 0,7M/CaCl, 0,2M 2 24
11 PF 16 10 NaCl 0,7M/CaCl, 0.2M 2:30 5
N402 16 10 NaCl 0,7M/CaCl, 0,2M 2:30 25
PNO 16 10 NaCl 0,7M/CaCl,, 0,2M 2:30 3
12 PF 17 10 NaCl 0,7M/CaCl, 0,2M 2:23 5
N4O2 17 10 NaCl 0,7M/CaCl, 0,2M 2:23 46
PNO 17 10 NaCl 0,7M/CaCl, 0,2M 2:23 3.3
13 PF 18 6 MgSO, IM 2:30 1.4
PNO 18 6 MgSO, IM 2:30 13
14 PF 23 6 KCI1 0,6M 2:30 2.8
PNO 23 6 KCl 0,6M 2:30 2
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TABELA 29 - Diferentes condigdes para obtengdo de protoplastos em linhagens

de Aspergillus niger. utilizando-se diferentes enzimas liticas.

No linhagens mc1o de enzimas  quantidade estabilizador lempo de¢  quantudade de
exper cultura/ tempo  utilizada de 0smotico digestio protoplastos
de crescimento s Cn/imas ths) (x100)
(mg/ml)
s PFa MCSP/18hs 1 5 NaCl-CaCl, 2 007
PNO4 MCS/18hs ! 3 NaCl-CaCl, 2 < 001
16 PF MC/18hs 1 5 NaCl-CaCl, 2 - 001
17 PF MC/16hs 2+3 5 KCl 0.6M 3 0.11
PF MC/16hs 2+3 8 KCI 0.6M 3 0.33
18 PF MC/11ths 1+2 8 Sacarosc (.8M 3 0.11
PF MC/Ilhs 1+2 3 Sacarosc 1.0M 3 0.31
PF MC/1 lhs 1+2 8 Sacarosc 1.2M 3 0.30
N402 MC/1Ths 1+2 8 Sacarose 0.8M 3 ¥
N402 MC/11hs 1+2 8 Sacarosc 1.0M 3 7.0
N402 MC/11lhs 1+2 8 Sacarosc 1.2M 3 5.1
) PF MM/ 5hs 1 10 Sacarosc 1M 2:30 0.76
PF MM/15hs 1 10 MgSO, 1.0M 2:30 0.66
20 PF MM/14hs 3 8 MgSO, 1.2M 3 !
N402 MM/16hs 3 8 MgSO, 1.2M 3 10
21 PF MC/10hs | 10 Sacarosc 1.0M 3 S
N402 MC/10hs 1 3 Sacarose 1.0M 2 79
22 PF MM/ 15hs 3 10 Sacarosc 1.0M 2:40 7
N402 MC/15hs 3 5 Sacarosc 1.0M 2:40 123
23 PF MC/16hs 1+3 3 Sacarose 1.0M 2:30 2
N402 MC/16hs 1+3 S Sacarosc 1.0M 2:30 70
24 PF MM/12hs 1+3 10 Sacarosc 1.0M 2:50 22
N402 MM/12hs 1+3 5 Sacarose |.OM 2:50 8.1
25 PF MM/ 15hs 3 10 Sacarosc 1.0M 2:40 2
N402 MM/ 18hs 3 3 Sacarosc 1.0M 2:40 74

a; pré-tratamento do micélio com ditiotrentol em tampdo fostato pH 7.3 por 1:30hs: b MCS ¢em 3.2.4

MC (item3.2.2). MM (item 3.1.1). ¢ enzimas: 1= Novozym 234, 2= Cellulase CP. 3= Lysing Enzymes
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TABELA 30- Diferentes condigdes para obtengdo de protoplastos da linhagem

PF.
NG, meio de N2 quantidade e estabilizador tempo de protoplastos/m
experiment cultura conidios/ml tipf) de osmético digestdo (hs) 1 (x10%)
] enzimas

26 MC* 10° teste 1** Sacarose IM 3 0,31
MC 109 teste 2 Sacarose |M 3 0,23
MC 109 teste 3 Sacarose IM 3 < 0,01
MC 109 teste 4 Sacarose IM 2 < 0,01
MC 109 teste 5 Sacarose 1M 2 < 0,01
MC 109 teste 1 KCl1 0,6M 3 0.06
MC 10 teste 3 KC10,6M 3 0,40
MC 10 teste 4 KCI 0,6M 3 < 0,01
MC 106 teste 2 Sacarose IM 3 0,55
MC 106 teste 3 Sacarose 1M 3 0,04
MM 109 teste 3 Sacarose IM 3 <0,01
MM 10° teste 5 Sacarose |M 3 <0,01
MM 106 teste 3 Sacarose 1M 3 0,43
MM 106 teste 5 Sacarose 1M 3 <0,01

* MC (item 3.2.2.), MM (item 3.2.1); **:Teste 1. 23 mg/ml Novozym 234; Teste 2: 23 mg/ml Novozym
234 + 10mg/ml Celulase CP; Teste 3: 5 mg/ml Novozym 234 + 5mg/ml Cellulase CP + 5mg/ml
Macerozyme, Teste 4: 5mg/ml Novozym 234 + 5mg/ml Celulase CP + 5mg/ml + 5mg/ml Driselase + 5
mg/ml Hemicelulase; Teste 5: Smg/ml Novozym 234 + 5mg/ml Celulase CP + 5mg/ml Driselase +

Smg/ml Hemicelulase + Smg/ml Macerozyme + Smg/ml Meicelase.
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TABELA 31 - Produgdo de protoplastos de linhagens de Aspergillus niger
utilizando 1% da enzima helicase e 0.5 % de Novozym 234
em KC1 0.9M.

No do linhagens tempo (hs) de tempo (hs) de protoplastos/ml
experimento utilizadas crescimento em digestao (x106)
celofane sobre MC

27 PF 6 2 84

NO 16 3 77

SM13 16 2:30 %0

28 PF 18 2 8&
SMI3 18 2:10 87

29 PF I8 2 91
SMI3 18 2 39

N402 ] 2 110
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5. CONCLUSOES

- Fo1 constatado a ndo complementagdo, no diploide, do gene merA |, presente no
grupo de ligagdo IV das linhagens derivadas da /0v/0 e metB,, presente no grupo
de ligacdo V da linhagem de referéncia (N+402), podendo-se inferir, portanto, que

sao alelos.

- Baseado nos resultados obtidos pela analise genética, poder-se-ia concluir que os
grupos de ligagdo I. II. Il e IV das linhagens derivadas da /0v/0 de A. niger sao
equivalentes aos grupos de ligagdo I, VI, VL. V. da N+402_ respectivamente. Dados

de CHEF/Shoutern. poderiam vir a confirmar essas equivaléncias.

- Pela porcentagem de recombinagdo mitotica, obtida entre o gene ¢spA| e os
genes presentes no grupo de ligagdo IV da linhagem /0v/0, na analise genctica
dos segregantes dos diploides, pode-se concluir que o gene cspAy esta localizado

no grupo de liga¢do 1V das linhagens derivadas da /0v/0.

- Foram ensaiados varios métodos para obtengdo de protoplastos da linhagem
10v10. O método no qual as linhagens foram inoculadas em placas de Pew
contendo meio de cultura, coberto por papel celofane, utilizando KC1 0.9 M. como
estabilizador osmotico e as enzimas helicase e Novozym 234, no processo de
digestdo. apresentou o melhor resultado, podendo ser utilizado no protocolo para
determinagédo do cariotipo eletroforético das linhagens derivadas da /0v/0 de

A. niger.

102



6. RESUMO

Este trabalho teve como objetivo verificar a interagdo alélica. a
equivaléncia dos grupos de ligagdo e ocorréncia ou ndo de recombinagdo entre as
linhagens /0v/0 e N402. ambas de Aspergillus niger. A primeira, com marcadores
genéticos em seis grupos de ligagdo, é uma linhagem industrial. utilizada para
produgdo de acido citrico e boa produtora de glucoamilase, enquanto a outra. com
marcadores genéticos distribuidos em oito grupos de ligagdo. ¢ proveniente da
Holanda. As linhagens foram cruzadas via ciclo parassexual para obtengao de
diploides. sendo possivel verificar a compatibilidade entre elas. Em relagao aos
genes estudados. pode ser detectado alelismo entre o gene merA (GL IV, da
10110y e o gene meB) (GL V. da N+402). Os demais genes envolvidos nos
cruzamentos mostraram complementagdo no diploide. Pela andlise genética dos
segregantes dos diploides obtidos, ha evidéncias dos grupos de hgagao L 1L 1L TV
das linhagens derivadas da /0}'/0 de A. niger serem, respectivamente. equivalentes
aos grupos de ligagdo 1. VI. VI, V. da N+402. sugerindo, em alguns casos. a
ocorréncia de translocagdo génica. Pela analise de segregagdo, também foi possivel
verificar a ligagdo do gene ¢spA| com os marcadores do grupo de ligagdo IV da
linhagem /0v/0. Protoplastos das linhagens foram obtidos visando determinar o
cariotipo eletroforético. usando a técnica de PFGE. Porém, as concentragoes de
protoplastos obtidas em varios experimentos mostraram-se insuficientes para a
separagdo e visualizagdo das bandas cromossomicas. Foram entdo. ensaiadas
diferentes condigdes para a obtengdo de protoplastos. A melhor concentragao de
protoplastos foi obtida quando as linhagens foram inoculadas em placas de Petn
contendo meio de cultura, coberto por papel celofane, utilizado KCI 0.9 M. como
estabilizador osmotico e as enzimas helicase e Novozym 234, no processo de
digestdo. Esse protocolo pode ser promissor para futura determinagdo do cariotipo

eletroforético das linhagens derivadas da /0v/0 de A. niger.
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7. ABSTRACT

This work has been done aiming to verify the allelic
interaction. the equivalence of the linkage groups and the occurrence of
recombination among strains /Ov/0 and N+402 of A. niger. The first one has
genetic markers distributted in six linkage groups and 1s an industrial strain used
for producing citric acid and also a good glucoamylase producer. The other one
has genetic markers assignment in eight linkage groups and is from a dutch group.
The strains derived from /0v/0 and N+402 were crossed using the parasexual cycle
and showed to be compatible for diploids isolation.  In relation to the genes
studied, it could be detected that both merA| gene (localized on LG IV of
strain/0v/0 ) and merBy gene (localized on LG V of strain N402) are allelic. No
other gene studied, showed to be allelic. By genetic analysis by haploidization of
heterozygous diploids. there 1s evidence that the linkage groups [, Il Il and IV
from strain /0Ov/( seems to be equivalent, respectively, to LG L IV. IV and V
from strain N402 suggesting, in some cases, that translocation may have occurred.
The haploidization analysis also showed clear linkage of the ¢spA | gene on the LG
IV of strain /0v/0 . In order to determine the electrophoretic karyotype using
PFGE technique, protoplasts were obtained. The protoplast concentrations
obtained were not enough for separation and visualization of the cromossomic
bands. Thus, some modifications in the methodology used, was done to try to
improve the protoplasts release. Among the different conditions that were
assayed, the best one was obtained when the conidia were plated on cellophane on
top of the culture medium, using 0,9 M KCI as osmotic stabilizer and both
enzymes. helicase and Novozym 234. This protocol 1s very promising to be used
in the future in order to determine the electrophoretic karyotype of the strains

dertved from strain /0v/0 of A. niger.
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