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1 INTRODUCAO

O estudo de hibridos interespecificos, obtidos através de
fusic de protoplastos, em fungos filamentosos, vom fornecendo
informacdes Uteis, principalmente porque ¢ uma ferramenta de grande
valia para o geneticista, que pode combinar caracteres, distantes
filogenéticamente, em um Unico nudcleo e, assim, obter tanto gendtipos
desejados quanto novas combinacdes que podem se constituir em  vias
metabdlicas, que antes nio existiam nas espécies. Esses hibridos podem
permitir o estudo da interac8o génica de dois patrimdnicos gendélicos
diferemtes ; o que pede cenbribuir para o nesse entendimente da
regulacic da expressic génica e, até mesmo, do préprio conceito
bioclédgico de espécie. A andlise genética de tais hibridos permite
estudar a homclogia entre grupos de ligacic comparando-se os

resul tados com aqueles obtidos para cruzamentos intraespecificos

CPEBERDY, 198QD.

Paralelamente, temos o© fato de que a produgido de enzimas
extracelulares & uma pratica crescente em todo o© mundo, onde
processos quimicos de convers3c de substrato s8oc substituidos por
por processos enzimdticos. Tais processos s8c menos drasticos e,
na maioria das vezes, reciclaveis devido a utilizaclo de enzimas

imobilizadas (PRZYBYT e SUGILR, 1988a,bl.

Dentro das enzimas extracelulares utilizadas encontra-se a
glicoamilase CE.C. 3.2.1.3) que ocupa a segunda posicloc em importincia

e em quantidade produzida por ano (SCHMIDELL e FACCIOTI, 1984). A

L}



importancia pode ser explicada tanto pela sua utilizacdoc no
bioprocessamento de amido com a obtencdo de xaropes de alto teor de
glicose, como pelo fato da glicocamilase atacar e hidrolizar granulos
de amide cru, o gque representa uma economia de energia, pois pode-se
proceder tal hidrdlise sem o estigic de alta temperatura, requerida

pelo processo de gelatinizacioc (PRIEST, 18984).

A fonte bicldégica dessa enzima, atualmente, constitui-se
principalmente de fungos filamentosos pertencentes aos géneros
Aspergillus o Rhizopus C(MONTENECOURT e EVELEIGM, 18881, Baseados nos
fatos descritos acima, pesquisadores vém estudando a glicoamilase em

seus aspectos genédticos, bioquimicos e moleculares.

Além disso, o entendimento dos mecanismos genéticos envol vidos
com sintese, secreclo & consequente acumulo de enzimas extracelulares
em hibridos interespecificos, especialmente entre 4. niger e A.
awomori, se torna de vital importincia para gue se possa aumentar a
eficiénecia de sistemas de eoxpressio de proteinas heterdlogas de

interesse industrial (van BRUNT, 1988; WARD et alii, 1880D.

Baseados nos fatos acima destacados o presente trabalho tem,
por objetivo, estudar sob o© ponto de vista genético hibridos
interespecificos de Aspergillus niger e A. awamori tanto no que diz
respeito a complementacl8c dos marcadores auxotréficos e morfoldgicos
guanto na interacloc dos genes de baixa producdo Clgp_) de A. niger e
os genes de producdc normal Clgp+) de A. awamori nos hibridos e nos

setores recuperados dos cruzamentos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

21 0S FUNGOS Aspregillus niger Van Tieghem, 1887 E

Aspergillus awamori Nakasawa, 1918.

Os fungos A. niger & A. awameri sao considerados por RAPER e
FENNELL (1665) como pertencentes ac grupe niger, apresentam ampla
distribuiclo geografica e ocorrem numa grande variedade de substratos.
Possuem grande valor econdmico, sende largamente utilizados em

processos industriais.

Coldénias de A. niger crescem restritamente em meio de Czapek,
atingindoc um didmetro de 2,8 a 32,0 cm em 10 dias de incubacdo a
toemperatura ambiente (24 a - 268°C, As coldédnias s8c compactas,
apresentande a coloraclc do micélio basal variando entre branco e
amarelado., Os conidiéforos s8oc bisseriados, com seu comprimento
variando, geralmente, entre 1,8 ¢ 32,0 mm. Conidios sic tipicamente
pretos ou carbonarios apesar de, algumas vezes, apresentarem uma

coloraclco marromr escuro. No que diz respeitoc a suas formas, eles sio

wente globe na maturidade, com um didmetro variando entre 4,0
e B,0 um. As s espessas S3c espessas e irregularmente
enrrugadas, apresentana. 1inilacdes descontinuas.

Coldnias de A. awamori, por sua vez, apresentam um crescimento
rdpido quando crescidas em meio de Czapek, atingindo um didmetro de 8B
a 7 cm quando cultivados & temperatura ambiente (24 a 26°C). Coldnias,

nessas condi¢des, apresentam -se ligeiramente sulcadas radialmente,

3



com uma coloragio do micélio basal usualmente brance mas, algumas
vezes, amarelado. Os conidiéforos sao biséeriados, com um comprimento
que varia de 200 a 300 um até 2 a 3 mm, dependendc da linhagem.
Conidios apresentam uma coloragac inicialmente verde-—amarronzado
escuro tornando-se, posteriormente, marrom-chocolate escureo. Quanto a
sua forma, s3c globosos ou sub-globosos, apresentando um diametro de
2,5 & 8,0 um, algumas vezes atingindo até 8,0 um. As equinulac¢des sao

irregulares.

O A, niger @ © A, awameort sio classificados come pertiencentes
a Sub-Divisic Deuteromycota, onde encontram-se espécies de fungos que
noc tem o estagio sexual descrito, e que se supde reproduzirem-se

assexuadamente CBOLD, 1976).

Come alternativa de recombinagio o© ciclo parassexual foi
descrito em 4. niger CPONTECORVO et alii, 1983 e em A. awamort

CVIALTA e BONATELLI JR, 1980D.

LA -s& © ciclo parassexual e vér; os marcadores em

de A. nig -, foi possivel determinar a existéncia de pelo

menos oito grupos de rclo CéOS et alii, 1988,198Q; DEBLTS et alii,
1990a), o©os quais parecs.. homologia com os de A. awamorti (VIALTA e
BONATELLI JR., 1980). O genc. de A. niger foi recentemente estimado
como tende um tamanho de 35,8 38,8 Mb, sendo que o tamanho dos

cromossomo varia entre 2,5 - 6,68 Mb (DEBETS et alii, 1990bd.



22 A ENZIMA GLICOAMILASE

A enzima gliccamilase (1,4-a-D-Glucan-Glucohidrolase - E.C.
2.2.1.3 & uma exocarboidrase, capaz de hidrolizar consecutivamente
ligacdes glicosidicas o-1,4 e «-1,8 originando glicose a partir das
extremidades ndoc redutcoras do amido (SANA e ZEIKUS, 1988). Essa enzima
é capaz de converter totalmente a maltose, amilose e amilopectina em
glicose (DIXON e WEBB, 1962). A gliccamilase & também denominada

amiloglucosidase, gluc-amilase & y-—amilase (SAHA e ZEIKUS, 1989,

A glicocamil ase & uma enzima produzida por varios
mi creorganismoes, ;,ais como: Candida tsukubaensis C(DE MOT et. al. ,1888);
Corticum rolfii (TAKAD et.al.,1986); Cephalosporidium chartiola
CKRZECHOWSKA e URBANEK, 1878); Rhizopus Javanicus C(WATANABE e
FUKINBARA, 1973D; Tricosporun pullulans C(DE MOT e VERACHTERT, 19886D;
Neurospora crassa CMURAYAMA e ISHIKAWA, 1973);, Mucor rowcianus (TSUBOI
et alii, 19740, Rhizopus niveus CTAKEGAWA et alii, 1989)
Saccharomyces diastaticus C(PRETORIUS e MAMUR, '19883; Aspergillus
awamorit CHAYASHIDA, 1978); A. niger (ONO et alii, 1988), entre outros.

A nivel industrial destacam-se espécies dos géneros Rhizopus o

Aspergillus (SAHA e ZEIKUS, 1989D.

: UEDA C1987) cobservou que a glicocamilase isclada do black-koji
consistia em duas formas. Posteriormente foi observado que Aspergillus
oryzae possuia quatro formas de glicoamilase e que tais formas
possuiam idénticas propriedades quimicas e fisicoquimicas, exceto

diferencas minimas em suas propriedades eletreforéticas, coeficiente



de sedimentacdo e em pH de solubilidade C(MORITA et alii, 1966; ONGA
ot 21ii,10868>. MIAMN o UEDA (1977 a,b) observaram a existéncia de trés
formas de glicocamilase (I, II e III> em A. oryeae. Entretanto,
RAZZAQUE e UEDA C1978) descreveram a linhagem RIB-40 de A. oryzae como
também tendo trés formas de glicoamilase sendo, entretande, sua
produclo duas vezes maior que a linhagem de laboratdério utilizada
anteriormente por MIAH © UEDA Cop. cit.l. SAHA et alii (19790 além de
confirmarem a existéncia de trés formas de glicoamilase nesse fungo,

relataram que a propor¢io dessas enzimas era de B1CI>:3CII2:1CIIID.

! TAKAHASHI ot alii C1978) relataram trés formas de glicoamilase
em Rhizopus sp mostrando existir uma similaridade muito grande entre

suas propriedades enzimaticas.

O A. niger tem um sistema de glicocamilase composto geralmente
por duas formas, a glicoamilas;e I CGID e 11 (CGIID> CFLEMING e STONE,
1968; LINEBACK, 1988, FREEDBERG et alii, 1978, FINCH © LEONARD, 1978;
RAMASESH et alii,1982), as gquais, segundo MANJUNATH e RAO (19800,
possuem atividades enzimiticas similares e s8c imunoldgicamente
indistinguiveis. Entretanto, apesar de ambas as formas de gliccamilase
serem capazes de adsorver >e digerir amideo soldvel, apenas a
glicoamilase 1 é capaz de fazer isso com o amido cru CSVENSON et alii,

1988>.

MEDDA et alii (19880 caracterizaram do ponto de vista
bioquimico a glicoamilase isoclada de um Aspergillus preto. Tal enzima
demonstrou possuir seu ponto isoelétrico ac redor do pH 3,4 e, © pH e

temperatura &timos para digestdc do amido, da ordem de 4,8 e 80°C,



respectivamente. Os autores demonstraram ainda que a enzima se
adsorvia quase gque completamente em amido cru e era ativa scobre tal
substrato. A enzima possue quase que 7.684 de seu peso em

carbohidratos.

UEDA e SAMA C1980>, trabalhando com preparacgdes comerciais de
glicoamilase de um A4spergillus preto, observaram que a enzima era
inibida quande em altas concentragbes e que, tal inibiglo, era
verdadeira apenas para a GI. Quando em baixas concentracdes, a enzima
demonstrou ser bastante efetiva tanto no que diz respeito a atividade
catalitica quanto i capacidade de adsorc¢8c em amido cru. Esse fendmeno
foi posteriormente caracterizade pela presenca de um fator que era
capaz de adsorver-se em amido cru bloqueando, assim, a ag8o da
glicoamilase (SANA e UEDA, 1983>. Um fator de inibic8c foi também
isolado a partir do 4. niger 18, © qual se mostrou eficaz em bl cquear
a aclc da GI de um Aspergillﬁs preto, da glicoamilase de Rhizopus
niveus @ o—amilase bacteriana e fungica através de sua interacdo com

os grénulos de amido (TOWPRAYOON et alii, 1988).

MATSUMURA et alii (<1988, trabalhando com preparacdes
comerciais de glicocamilase prévanientes de RAizopus niveus, constatou
gue a adsorcfoc é um fendmeno temperatura dependente e que a enzima era
suscetivel a inibic3c pela glicose (Cinibic3c pelo produted em dois
sitios diferentes. A inibic3c peloc produto era mais pronunciada em

baixas temperaturas.

Ainda no que diz respeitoc a interacdo enzima substrato,

HOSCHNKE et alii (19800, trabalharam com varias amilases e entre elas a



glicoamilase de 4. niger. Os autores relataram que os grupamentos
tirosina ,quando acetilados, resultam num decréscimo de 87% na
capacidade de ligac8oc com o substrato e apenas um decréscimo de 10% na
atividade catalitica, sugerindc entic que tais grupamentos sejam os

principais responsaveis pela capacidade de adsorcao.

A glicoamilase de A. niger teve sua sequéncia de aminoacidos

determinada por SVENSON et alii (1e82>. BOEL Lt alii <(1984a,bd,

observaram que nessa espécie existe apenas uma cépia do gene e que a
traducic em in witro gerava duas formas moleculares, supostamente Gl e
GIlI, as gquais deveriam surgir desta Unica cépia gendmica.
Comparando-se a sequéncia gendmica com a obtida por cDNA, constatou-se
a existéncia de )':elo menos cinceo introns e, os autores propuseram que
o processamento diferencial do maior desses introns, com 1688 pb, era
responsivel pela existéncia da forma GII. Posteriormente, SVENSON et
alii €1988), comparando a sequéncia de aminocacidos da forma GII com a
sequdncia de aminodcido da forma GI concluiram que o© processamento

diferencial do mRNA proposto por BOEL et alii C(op. cit.D ndc era

possivel sugerinde, entdo, uma protedlise pés-tradugcico como provavel

mecanismoe de origem do GII.

Segundo WHITE et alii (19840, o gene da glicocamilase de A.
awamori possue uma suposta sequéncia sinal de @4 amino dcidos e quatro
pequenos introns com 60 pb cada um, sendo que as sequéncias
flanqueadoras destes mostram uma consideridvel homologia com sequéncias

consenso para introns de eucariotos.

A possivel oxisténcia de dois mRNAs, como descrito por BOEL



et alii Cop. cit.) para A. niger, foi também constatade para A4.
awamori CBHELLA e ALTOSAAR, 1987). Eles observaram que havia apenas
uma cbépia do gene para glicoamilase no genoma, que, a traducdo in
vitro gerava duas formas, GI e GII. Também para essa espécie foi
levantada a hipdtese de uma possivel protedlise pds-traducao

CHAYASHIDA, 1988).

MEDDA et alii <1981)> cbservaram que a glicoamilase de um
Aspergillus preto se adsorvia completamente em amido cru quando em seu
ponto isocelétrico. Tal wenzima (PM 76.0003, apés tratamentc com
protease alcalina,gerou duas formas, uma maior CPM 88, 000) que nio se
adsorvia em amido e tinha pouca atividade catalitica e uma forma menor

CPM 11.000) que reteve tanto a capacidade adsortiva quanto catalitica.

Resul tados semelhantes foram obtidos por YOSHINO e HAYASMHIDA
C1978) que submeteram a gliccamilase de 4. awameri var Kawashi a
di versos tratamentos enzimiticos recuperandeo diferentes formas
proteicas com diferentes atividades enzimdticas, entre elas formas

semel hantes s formas GI e GII nativas da espécie.

Com tudo isso, pode-se notar que © mecanismo dJque gera eossas
duas formas em A. niger e A. awamori, como também em ocutras espécies é
controvertido. Existem relatos de que até mesmo a composicio do meio
de cultivo tem sua influéncia sobre o tipo de glicoamilase produzida

por A. awamori var Kawashi (HAYASHIDA, 197%5).

: Além de todas essas varidveis, tem-se ainda evidéncias de que

o mecanismo de formaclc de ambos os tipos seja caracteristice da



espécie em questio. PUNT et alii (1991D introduziram, via

transformacico, em 4. nidulans e em uma linhagem de A. niger com o gene
estrutural da glicoamilase deletado, © plasmideo pGLAB8 carreando o
gene estrutural da glicoamilase (glaA) de A. niger sob o controle do
promotor do gene gpedA C(gliceraldeido-3-fosfate dehidrogenasel e
cobservaram que, em A. nidulans, apenas a forma GI foi detectada,
enquanto que, em A. niger, as formas GI e GII ocorriam come na

linhagem parental.

No que diz respeito a regulacdoc dessa enzima, sabe-se que em
A. awamori, esta & principalmente a nivel transcricional C(NUMBERG et
alii, 1984). BMELLA © ALTOSAAR €(1988) constataram repressioc catabdlica

pela glicose, que pode ser mediada por AMP ciclico CcAMP),

Os dados obtidos por FOWLER et alii (1990) sugerem que em A.
niger também ocorre regulacdo ac nivel de transcrigdo. Porém, ao
contrarioc de A. awamori, a glicose parece funcionar como um indutor
pois nd3c reduz significativamente a producdo aoc ser fornecida
juntamente com amidc ou maltose e, consegue reverter o efeito
repressor observado quandoe xilose é fornecida como.fonte de carbono. O
nivel da enzima observado na presenga de glicose &, no entanto,
34 5 37% do cbservado na presenca de amido ou maltose, © gque sugere

que a inducloc seria menos efetiva.

GHOSM ot alii C1990), observaram que em A. terreus cepa 4, a
glicoamilase sofre repressao catabdlica pela glicose. A linhagem,
quando cultivada em amido, teve a produgdo de enzima di minuida na

medida que glicose foi sendo adicionada ac meio de cultivo. Por outro
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lado, nessa espécie, a glicoamilase parece ser induzida por maltose e

outros carbohidratos contendo unidades de maltose, de modo semelhante

ao observado para 4. niger.

DOWHANICK et alii 19803, estudaram a expressic ¢ regulacio de
glicoamilase pela levedura Schwanntomyces castellii. A partir de seus
resultados, os autores concluiram gque a enzima nessa espécie também &
induzida por maltose @ amido e & regulada ac nivel de transcricfo. A
transcrigcdo ndc cocorria quando células sdo expostas a glicose ou
2-deoxiglicose sendo que, nessas condi¢Ses, haveria também degradacio
da enzima tanto intracelularmente quanto extracelularmente. Na
presenca de ac¢uUcares como celcbiose, galactose, lactose e xilose, ou
na falta de aualquer carbochidrato, sémente o© nivel basal da

pré—-glicoamilase é detectado.

2.3 FUSAO DE PROTOPLASTOS

Os primeiros relatos sobre a técnica de obtenciac de
protoplastos foram feitos por EDDY e WILLIAMSON (1Q87,1980) e BACHMANN
© BONNER (1959). Os protopast§s tém sido utilizados para facilitar a
manipul ac8o genética, permitinde realizar cruzamentos que dificilmente

ocorreriam utilizando as técnicas convenciocnais (PEBERDY, 1979, 1880D.

A obtencdc de protoplastos foi relatada, desde entio, em
ensaios usando varios complexos liticos diferentes. Entre eles temos a
utilizaclo de suco gastrico de MHelix pomatia CEDDY o WILLIAMSON, 1987,

1988); enzimas liticas de Streptomyces satswnraensis (SIETSMA et alii,
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1987) e enzimas liticas de Trichoderma viride (DE VRIES e WESSELS,

19730, entre ocutros.

Apds a obtencdc dos protoplastos, parte-se para a fase de
fuslo. LOPEZ~BELMONTE et alii (19681 descreveram pela primeira vez a

fusdo esponténea de protoplastos em Fusarium culmorum.

Varias tentativas foram feitas posteriormente utilizando-se de
uma grande variedade de agentes fusogénicos (FERENCZY et alii,1Q74,
BINDING, 1374>. Entiretanto, passo importante foi dadeo por CONSTABLEL e
KAQ (€1974), quando introduziram o pelietilencgliceol (PEG) come agente

fusogénico, aoc trabalharem com protoplastos de plantas.

Estudos foram feitos posteriormente ne sentido de se
estabelecer algumas varidveis relacionadas com a utilizagio do PEG em
fungos CANNE e PEBERDY, 1978), culminandc em uma metodologia que pode
ser utilizada com sucesso em varias espécies de fungos filamentosos
CANNE e PEBERDY, 1976 e , inclusive, no cruzamento entre linhagens de
Saccharomyces cerevisiae com © mesme tipo de reacioc sexual (SVOBODA,

1978).

A utilizagcSoc do PEG como agente fusogénico permitiu a
recuperacio de produtos de fusdoc entre 4. nidulans e A. rugulosos
CKEVEI e PEBERDY, 1977). Do produte de fusdo heterccaridtico foi
recuper ado o hibrido interespecifico com conidios marrons.
Segregantes foram obtidos via haploidizac3c em Benlate e a andlise
gendtica de tais setores sugeriu um alto grau de homologia entre as

duas espécies.
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FERENCZY et alii (1977), relataram a obtencioc de produtos de
fusdo, posteriormente caracterizados como hibridos interespecificos
entre A4. nidulans e A. fumigalus. O heterocario recuperado apds a
fus8c possuia um crescimento amorfe com conidiac8o pouce frequente.
Citoldégicamente, as hifas apresentavam—-se com deformacdes. Apesar de
conidios germinarem em meioco minimo, os autores sugerem gue, nNesSse
caso, devido a incompatibilidade entre as espécies, a complementacio

seja consequéncia de uma aneuploidia.

BRADSHAW o PEBERDY (1984) obtiveram produtos de fusdo entre A.
nidulans, produtor de penicilina, e A. rugulosus, ndc produtor do
antibidtico. Quatre hibridos foram ‘sintetizados utilizando-se
diferentes linhagens dessas espécies e, os segregantes, foram
induzidos através de haploidizac3o com Benlate. Aproximadamente S0%
dos segregantes de cada cruzamento produziram penicilina, indicando
segregacido de um ou diversos genes ligados essenciais para a producio
do antibidtico. A anidlise da produclo dos setores de dois dos hibridos
revelou uma dispersic relativamente grande indicando a existéncia de
um sistema poligdnico controlando a producio do antibidtico, Baseado
nesses resultados, os autores sugerem que A. rugulosus é deficiente em
um ou mais genes ligados, os quais sfo essenciais para a produgio de
penicilina e que, apesar disso, alguns genes ndoc funcionais de A.
rugulosus, quando combinados com outros de 4. nidulans, podem resultar
em um fendtipo melhorado, visto que, em um dos hibridos, foi possivel
recuperar segregantes com producio significativamente superior ac das

linhagens parentais.
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FUNGARO (19840 recuperou, em baixa frequéncia, produtos de
fusloc entre 4. niger e A. awamori. O autor observou que o© agente
fusogénico, PEG, apresentava uma toxicidade preferencialmente contra o
A. niger e atribuiram a baixa frequéncia de fusio cobservada a essa

toxicidade.

KIRIMURA et. al. C1986), obtiveram dipldides entre linhagens
de A. niger através de fusico de protoplastos induzida por PEG e
posterior tratamento com d-cidnfora. O dipldéide obtido possuia producic
do &acido citrico intermedidria em relacfio aos parentais,tanto quando
cultivado em meico sdlido quanto em meic liquido sob agitacio.
Posteriormente, tal dipldide foi submetido a haploidizacio com Benlate
CKIRIMURA et g;i;,lQSBCD, onde observou-se gque fatores envelvidos com
a producio de acido em cultivo sdlido pareciam segregar
independentemente daqueles envolvidos com a produgaoc em meic liquido

sob agitacao,

VIALTA C1987), apds tentar exaustivamente o cruzamento entre
linhagens de A. niger e A. awameri através do ciclo parassexual,
conseguiu, através de fusl8o de protoplastos induzida com PEG, obter
produtos de fusido heterocar6£icos. De um destes, surgiu um setor
prototréfico preto crescendo vigorosamente em meico minimo que,
posteriormente, foi caracterizado através de difmetro de conidiocs,

dosagem de DNA e segregacdc em Benlate, come sende o hibrido

interespecificc entre as duas espécies. Tal hibrido apresentou
compl ementacio entre marcadores auxotréficos = morfoldgicos
envolvidos, segregacio desses mesmos marcadores nas combinacdes

esperadas, demonstrando uma possivel homologia entre os cromossomos
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das duas espécies. O hale de hidrélise de amido do hibride foi
intermedidric entre os encontrados para as linhagens parentais e, a
produc8c de enzima do hibrido, era similar & apresentada pela linhagem

da parental de 4. niger.

Em experimento posterior, KIRIMURA et aliidl1988b) recuperaram
80 dipldides provinientes de diversas fusdes entre as linhagens YANG
N2 2 e WU-2223L. Tais dipldides apresentaram uma grande variacdc em
seu indice de producdc de &cido citrico quando cultivados tanto em
meio sdélido (40 - 100 mg-ml) quanto em meio liquido sob agitacido (10 -
80 mg-ml) sendo que, alguns desses dipldides, ultrapassavam em cerca

de BO% a producdoc das linhagens parentais.

OGAWA (198Q> wutilizou a técnica de fus8c induzida de
protoplastos com PEG para recuperar produtos de fus8c entre A. niger e
A. usamii mut shirousamit. Segregantes prototréficos hapldides,
recuperados do hibrido através de habloidizac3o com Benlate, foram
considerados recombinantes com alta produtividade de amilase e &cido
citrico, inclusive maior que a das parentais. Tais dados demonstram
que © Benlate pode gerar recombinantes afetando a producic da enzima

e acido citrico.

DAS e GHOSH C1989> utilizaram a fusfo de protoplastos por PEG
para obterem dipldides entre linhagens incompativeis de A. niger.
Setores foram obtidos do dipldide através de haploidizagdc com
Benlate. Tais setores foram ent8c analizados quanto & producdc de
glicoémilaée, onde ;bservou—se que apresentavam uma média de producic

de até 68% maior que a das linhagens parentais.
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KIYOHARA ot alii (196800 também utilizando-se de técnicas de
fus3c induzida de protoplastos pro PEG conseguiram obter produtos de
fus8o entre A. oryzae e Monascus anka. Foi observada a complementacdo
das auxotrofias a nivel de heterocaric e, o hibrideo foi recuperado
apds tratamento com luz UV. Este, produziu etanol antes das linhagens
parentais porém, a quantidade de amilases, proteases e adcido kojico

produzidos era intermedidria em relac8c as parentais.

Seguinde a linha de cruzamentoc intergenérico por fusioc de
protoplastos induzida por PEG temos o trabalhe de KIRIMURA et alii
€1988a), que descreve a obtencglc e caracterizac8o de um hibrido entre
A. niger e Trichoderma viride. Dessa fusio, foi possivel recuperar
dois tipos distintos de fusionantes sendo que, o© obtide em menor
frequdncia, (28%0, era fenotipicamente semelhante a linhagem parental
de A. niger © o de maior frequéncia (75% de morfologia hibrida entre

as duas especies.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAIS.

311 LINHAGENS UTILIZADAS

3111 Linhagens utilizadas para cruzamentos interespecificos.

Foram utilizadas, nos cruzamentos interespecificos, as linhagens

de A. niger e A. awameri descritas abaixo:
A. awamort
oe :a..r‘gA1 )oroA1 rm:»rvf\1 (:s,oA1 gr@A1
MP :leuA proA morA cspA bwnA
1 1 B 1 1
Q2 :c:ur‘gB1 ,c:«roA1 morA1 <:s,c:u€\.1 gre\A1
As linhagens de A. awamort foram descritas por VIALTA (1987D.
A. niger
lap 61 :pc:cl::A1 l,gpA‘31 fw*n.A1 CVALENT, 19881

Sv-24 : pabA’ nt c.l-’s1 l 8PB73 ol vAaC MASIERO, dados ndo

publicados)
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3112 Linhagens utilizadas nos testes de detecgclio de enzimas

extracelul ares.

A. aqwamorti
NRRL 2iiz : Linhagem selvagem, parental dos mutantes
utilizados., Apresenta, quandc cultivada em

meio completo, conididéforos baixos.

A. niger

lap 08 :pabA‘ rulc:1 lngOs CCALIL, 1988).

lap 73 : pabA nicA snub lgpB_  C(VALENT, 1985,

pab fwn :,cvab.ll.1 )"wn.l\.1 CBONATELLI JR. et alii, 19831,

nic olv :ni.c:A1 olvA9 CBONATELLI JR. et alii,19831,
pabAinicAiolvAa: pccb.«f-\1 ru.'c:lf-\1 ol‘uAa CVALENT, 19850

snu :pa,t‘;'.l%.1 nt',cA1 snuAi olvAa CMASIERO, dados ndo publi-

cadosD.

3113 Descricio das mutac¢des envol vidas:

argA‘ - deficiéncia para sintese de arginina, responde também

para citrulina;

proA1 - deficiéncia para sintese de prelina;

l@uA1 - deficiéncia para sintese de leucinaj;

argB‘ - deficiéncia para sintese de arginina;

p@bA1 - deficiéncia para sintese de Acido p—-amincbenzdico;
m:cA‘ - deficiéncia para sintese de acido nicotinico;
greA‘ - conidios com coloracio verde;

ie



bunA - conidios com coloragic marrom,;

otvﬁa - conidios com colorgdo oliva;
funh - conidios com coloragdoc marrom,
morA‘ - coldnias com crescimente radial semelhante as com o

alelo selvagem e massa micelial menos densa;

morAz - coldnias enrrugadas, possuem uma elevaglo na regiio
central, crescimento radial mais lento e formagio de
conidios mais tardia. Os conidicos dessas coldnias
possuem coloracidoc mais clara;

cspAi—-colénias com conidiéforos baixos;

Lgpﬁ“ - confere producio de glicoamilase entre 1 a 2 U GAml
com crescimento normal em amido;

lngﬂy— confere produgcio de glicoamilase entre 3 a 4 U GA/ml
com crescimento normal em émido;

lng°5 - confere produclo de glicoamilase entre 1 a 2 U GA/ml
com crescimento tardio em amido;

snuﬁa - confere producfio de glicoamilase ao redor de O U GA“ml

com crescimento tardioc em amido;

3114 Hibridos sintetizados

H.1 : o8/71ap 61;
H.2 : O02-/71apBl,;

H.2 : NgP//SV—24;

Foi utilizado também ¢  hibrido N%P//pabﬁ&nicﬁuolva

sintetizado por VIALTA (1987).
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312 MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS.

312.1 Mo MNto{MM) CPONTECORVO ot alii, 1983bD.

Nitrato de Sddio 6,00 g
Cloreto de Potassio 0,82 g
Sulfato de Magnésioc + 7 HEO 0,82 g

Fosfato Dihidrogenado de Potédssio 1,82 g

Sulfato de Ferro + 7 HEO tracos
Sulfato de Zinco tracos
Glicose 10,00 g
Agua Destilada 1000,00 ml

)

O pH foi ajustado para 8,8 com NaOH 4% ou HCl 1N, quando

o meio foi necessario sdlido, adicionou-se 1B g de agar por litro.

3122 MEIO MNIMO DUAS VEZES FORTE

Foi preparade de maneira semelhante ac item 2.1.2.1, onde

todos os componentes tiveram sua quantidade dobrada.

3123 MEI0O COMPLETO (MC) CPONTECORVO et alii,18983b, modificade de

acordo com AZEVEDO e COSTA, 1973D.

Adiciconou—-se a um litro de MM :

Peptona 2,0 g

Caseina Hidrolisada 1,8 g
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Extrato de Leveduras 0,8 g

Solucdo de Vitaminas (item 3.3.1> 1,0 ml

O pH fol ajustado para 6,8 com NaOH 4% ou HCl1 1N, quando

o meio foi necessario sdlido, adicionou-se 15 g de agar por litro,

312.4 MEIO COMPLETO DUAS VEZES FORTE

Foi preparade de modo semelhante ac item 2.1.2.3, onde todos

os componentes tiveram suas quantidades dobradas.

3125 MEI0O DE PRODUCAO DE MICELIO (MCS) CHAMLYN et. al , 1981D.

[}

Ao meio minimo acrescentou-se

Caseina Hidrolisada 2.0 g

Extratoc de Levedura 5,0 g

O pH foi ajustado para 6,8 com NaOH 4% ou HCl IN. O meic foi

suplementado com as substincias para as gquais as linhagens eram

deficientes.

312.6 MEIO DE FERMENTACAO (MAC) CBONATELLI JR. et.al., 18841

Farinha de Raspa Integral de Mandioca 20,0 g

Nitrato de Sdédio 1,0 g
Fosfato Dihidrogenade de Potassio 1,0g
Sulfatco de Magnésio 0,8 g

1



Agua Destilada 1.01

O pH foi ajustadeo para para 5,5 com NaOH 4% ou HCl 1N. O meio,
quandoc necessario, foi suplementado com as substancias para as quais

as linhagens eram deficientes.

312.7 MEI0O PARA REGENERACAO DE PROTOPLASTOS.

Misturou-se , assepticamente iguais volumes de MM ou MC duas
vezes forte e KCl 1,2M (item 3.1.3.2). Foi mantide & temperatura

de B0 - 80°C até o monento do uso.

[

3128 MEI0O MNIMO coM AMIDO (MMA).

O MMA, para observacio de halo de hidrélise por amilases, foi
feito de modo semelhante ao MM (ditem 3.1.2.12, substituindo-se a
glicose por igual concentragdoc de amido soldvel. Quando necessario
acrescentou-se Triton X-100 ac meio, concentracidoc final de 0,1%
CMMA+TX100) . Para as linhagens com deficiéncias nutriciocnais o meio foi

suplementado com os requisitos nutricionais necessarios.

3129 MEIO MNIMO COM SKiM MiLK (Msk) (COMEN, 1972)

O MSK, para observacio do halo de hidrdlise por proteases, foi
preparade de mode semelhante aco MM C(item 3.1.2.10, substituindo-se o
nitrato de sédio por Skim Milk, concentragic final de 1%, Quando
necessirio acrescentou-se Triton-X100 ac meio, concentracio final de

0,1% (MSK+TX100>. Para as linhagens com deficiéncias nutricionais o
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meio foi suplementado com os requisitos nutricionais necessarios.

3.1.3 SOLUCOES UTILIZADAS

3131 SOLUCAO DE VITAMINAS

Biotina 0,2 mg
Acide p-aminobenzdico 10,0 mg
Tiamina 50,0 mg
Piridoxina 80,0 mg
Acido nicotinico 100,0 mg
Riboflavina 100,0 mg
Agua destilada esterilizada ~100,0 ml

A soluclo foi esterilizada em vapor fluente e guardada em

o P .
frasco escurc a 4 G sobre clorofdmio.

313.2 SOLUCOES ESTOQUE DE AMINOACIDOS E VITAMINAS.

Arginina : 10,0 mg-ml
Prolina 10,0 mg-/ml
Leucina 10,0 mg-ml
Acido p-aminobenzdico 280,0 ug-/ml
Acidoe nicotiniceo 280,00 ug-s/ml

As solucBes foram esterilizadas por autoclavagem e estocadas
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3.13.3 SOLUCAO DE TWEEN.

Foram adicionados O0,1 ml Tween 80 em 89,9 ml de &Agua
destilada. Aliquotas de 2,5 ml dessa solucido foram colocadas em tubos

o ~ - L=
de ensaic, autoclavadas e entioc estocadas a 4 C.

3.13.4 SOLUCAO SALINA.

Cloreto de Sbédio 8,8 g

Agua destilada 1,01

Frascos contendo 8 ml dessa socluclo foram preparados e

autocl avados.

3135 ramMPA0 FosFrato 0.2M pPH 5.8

Soluglo A - Fosfato Dihidrogenade de Potissio 24,0 gl

Solugdo B - Fosfatc Hidrogenado de Sédio 71,8 gl

Foram adiciconados 920 ml da seolugioc A em 80 ml da solucioc B. A

soluclo foi estocada em frasco escuro & 4°c.

3.13.6 SOLUCAO DE BENLATE EM AGUA.

Foram colocados 80 mg de Benlate (fungicida,
metil ~1-butil —carbomoil -2-benzimidazole-carbamate) em um frasco escuro
previamente esterilizado. Ac Benlate foi acrescentade 1 ml de acetona.

Com auxilio de um bastio de vidro, a solucloc foi homogeneizada e a ela
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adicionou-se 92 ml de adgua destilada esterilizada. A scolucio foi entio

agitada ¢ conservada a tempsratura ambiente.

3.13.7 soLucAo DE LisoL 107%.

Foi adicionade 1 ml de lisoférmic a 9ml de A&gua destilada

esterilizada. A solucio foi estocada a temperatura ambiente.

3.13.8 soLucAo DE aMiDO 14 EM TAMPAO cITRATO O.MM - pPH 4.0.

Dissol veu-se 1 g de amido soltGvel, a quente, em
aproximadamente 40 ml de &gua destilada. Misturando-se 32 ml de uma
solucdo 0,1M de acido citrico em 17 ml da solugdo 0,1M de citrato de
sddic 2 HZO; adicicnou-se © amido dissolvido e completou-se o volume

para 100 ml com agua destilada. O pH foi ajustado para 4,0

3139 soLuCcAO DE KcL 1.2M.

Dissolveu-se 89,47 g de KCl em 500 ml da solugcdo A (item
2.3.8), com agitaglo e aquecimento, O pH final foi ajustado para 5,8,
adicionando-se a soluclco B, Acertou-se o©o volume para 1 litreo com

tamp8o fosfato pH 5,8 (item 3.1.3.8).

313.10 soLucAo pDE kcL O.6M.

Misturou-se iguais volumes de KC1 1,2M e tampio fosfato pH

5,8 (ftem 3.1.3.8D.
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3.13.11 soLucAo pDE PEG 30% .

Solugao A: CaC12.2H20 - 14,8 g em 1 litro de A&gua
destilada.
Solugdo B: Glicina - 2,79 g em 1 litro de dgua destilada.

Foram adicionadoes 10 ml da solu¢do A em 10 ml da solucic B, e
o voelume completadoe para 100 ml com &gua destilada. O pH foi ajustado

para 8,0 com NaOH 4% e adicionado PEG 8000 (Sigmad em concentracao

final de 30%

31312 SOLUCAO DE LUGOL CBUCHERL, 1962>

Iodo metdlico 2,0 g

Iodeto de potéassio 3,0 g
Alcool etilico Q0% 100,0 ml

A solugdo foi estocada em frasco escuro a temperatura

ambiente.

3.2 METODOS.

3.21 DOSAGEM DA ENZIMA GLICOAMILASE

As linhagens, cuja produsdc de glicoamilase era de interesse
se determinar, foram inoculadas em MC e crescidas por sete dias. Apds
isso conidios foram. coletados com auxilio de algca de platina,

inoculados em meioc de fermentacio MAC (item 3.1.2.8) e incubados por

c6



QBhr. Findo esse periodo, aliquotas foram coletadas e, apés
devidamente diluidas, 0,8 ml foram incubados com igual volume de
soluc8o de amido 1% em tamp3oc citrato O,08M pH 4,0 a 80°C por 60

minutos.

Essa mistura foi deixada 5 minutos a 100°C para inativac8c da
enzima presente. AcuUcares redutores foram dosados pelo metode da
o—toluidina C(Kit BRIOBRAS e DOLES). Uma unidade de glicocamilase foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 100 mg de

glicose por ml em 60 minutos a 680°C.

322 FUSAO DE PROTOPLASTOS

s

3021 OBTENCAO DE PROTOPLASTOS CHAMLYN gt alii, 19810

Conidiocs de colénias crescidas por sete dias em MC foram
suspensos em salina Citem 3.1.3.40, transferidos para frascos
deErlenmeyer de 280ml com SO0ml de‘MCS @ incubados por 18 hr. O micélio
obtido foi coletado por filtragio e lavado com KCG1  1,2M Citem
3.1.3.9). Dessa biomassa, 280 mg foram transferidos para frascos de
Erlenmeyer de 128 ml contendé Bml de KCl1 0,8M C(item 3.1.3.103 onde
adicionou-se 22 mg de NOVOZYM 234 C(NOVO Industria do Brasild) e igual
quantidade de CELULASE CP (John and Sturge Ltd , Selby, UKJD. A mistura

foi deixada sob agitacdoc C1SOrpmd por 2 hr a 230°C.

3.2.2.2 FUSAO INDUZIDA DE PROTOPLASTOS

Apds o periodo de digestdo do micélioc, a mistura foi primeiro
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filtrada em membrana de Nylon (100 um de didmetrod para se eliminar as

pellets de micélio ainda intactas ou parcialmente digeridas.

Fragmentos menores de micélio, resultantes da digestio, foram
eliminados centrifugando-se o filtradeo por 18 segundos na posig¢ido 1 da
centrifuga Excelsa Baby. O sobrenadante foi recuperado, o volume
completado com KC1 0,6 M (item 3.1,.3.11) & centrifugade por 10 minutos
na posicioc 4. O sobrenadante foi descartado @ © pellet de protoplastos
ressuspendido em KC1 0,6M e novamente centrifugado como anteriormente.
O pellet foi recuperado e lavado mais duas vezes como descrilo no
passo anterior para que fossem eliminade, © maximo possivel, os

residuos de enzimas ainda restantes provinientes da digestio.

Apds a Gltima centrifugacdo o pellet foi ressuspendido em 1,8
ml de KCl1 O,68M. Desse volume aliquotou-se 0,8 ml que foi devidamente
diluido em KCL O,8M e plagqueado em MO e MC/KCl (item 3.1.2.72 para
avaliacio do nimero de protoplastos vidveis, fragmentos de micélio e
conidios ni3o germinados. O numerc de protoplastos totais foi estimado

através de contagem em cimara de Neubauer.

Avaliado o numer o total de protoplastos, quantidades
aproximadamente iguais de ambas as espécies foram misturadas e
centrifugadas por 10 minutos na posiclo 4. O sobrenadante descartado e
o pellet ressuspenso em 1ml de soclucdc de PEG (item 3.1.3.11>. A

suspens3o foi incubada & 20°C por 10 minutos.

Finda a incubaclo, a suspensic teve seu volume completado a

10ml com KCL 0O,8M e foi centrifugada por 10 minutos, posicio 4. O



pellet foi ressuspendido em 1,8ml de KCL O,6M e distribuido em 4 a 8

placas descartidveis . O espalhamento foi feito vertendo-se MM-KCl

sobre a suspencac de protoplastos,
A frequéncia de fus8o foi estimada de duas maneiras:

I - Baseando-se no total de protoplastos empregados CN®

de coldénias crescidas em MMs/KCL s N2 de protoplastos totais

empregados)

Il -Baseando-se no nUmero de protoplastos viaveis (N2 de
coldnias crescidas em MM/7KCGL N2 de protoplastos viaveis da parental

que teve mencor numerocd.

3223 CARACTERIZACAO DAS COLONIAS CRESCIDAS EM MM/KCL

As coldénias crescidas em MM/KCl foram entdo repicadas para MG
¢ MM cortando-se as pequenas colénias em duas partes, sendo uma

transferida para MC e a cutra para MM

Este procedimente foi mantide até que surgisse pelo menos um
conididéforo demonstrande complementag8oc para <or, no caso, com
conidios pretos. Os conidios foram ent8o transferidos para MM
inicialmente por estria e, em um segundo passo, por plaqueamento em
baixa densidade de conidios por placa, até a purificagdo do suposto

hibrido.
A partir desse ponto, foi seguida a caracterizacio através da
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avaliacdo do didmetro de conidios em solugclo de lisol 10% Citem
3.1.3.7>. Confirmada a evidéncia do didmetro de conidios, © suposto
hibrideo foi entioc submetido a3 segregagio em MG + Benlate (HASTIE,
19700 em uma concentragdo de 1.5 ugsml. Para tanto, utilizou-se uma
suspensidoc de conidios em Tween 80 (item 3.1.3.3), a qual foi plagueada

em uma densidade nunca superior a 300 conidios por placa.

Os setores recuperados eram entic purificados em MC &, em
seguida, caracterizados quanto a auxotrofials) e morfologialCsd. Tanto
o hibride quanto os setores dele recuperados tiveram sua capacidade

?
we a2cUmulo de enzima quantificada como descrito no item 3.2.1.

2

323 TESTES DE FORMACAO DE HALO DE HIDROLISE EM PLACA

As linhagens de interesse foram inoculadas em MMA, MMA+TX100,
MSK & MSK+TX100 objetivando a detecclo de halos de hidrdlise em amido
& proteina. Apds tempos regulares de incubagio as placas foram
retiradas da estufa e o didmetro da colénia @ dos halos, revelados com

soluclo de Lugol (item 3.1.2.12 D, medidos.

Dessa avaliaglo surgiu um numero adimensional resultante de
divis8c do didmetro apresentado pela colénia mais o halo de hidrélise
(ac qual nos referiremos sumariamente comeo halc de hidrdélised, pelo
didmetro do coldnia, que foi entdc utilizado para comparacdes entre as
linhagens. Das coldnias crescidas a 20°C algumas foram aleatoriamente
separadas e estocados a 4°c para apdés tempos regulares terem,
ent3oc,seus halos de hidrdlise foram revelados com Lugol ©

gquantificados..
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324 TESTE DE FORMACAO DE HALO COM ENZIMAS PURAS.

Enzimas puras comerciais foram utilizadas para se testar
possibilidade de atividade & 4°C. As enzimas utilizadas foram
glicoamilase de Rhizopus sp. (Diazyme L100, 100 DUrmld, e a a—amilase

de A. oryzage (Claras 40, 40.000 SKBU-grl. Ambas da Miles Enzimes.

Em placas com MMA confeccionou-se, com auxilic de pipeta de
Patour, orificios dentro dos quais foram pipetados volumes iguais da
preparacic estogque de enzimas assim come as suas respectivas
diluicGes. As placas, cujos orificios continham tanto glicoamilase
come a-amilase © Aagua destilada esterilizada comc controle, foram
ent8o incubadas t‘,anto 4 20°C guanto A 4°C. Apdés 24 hr foram reveladas
com solucio de Lugol. Um teste quantitativo foi realizado coletando-se
pedacos do meioc de cultura tantoc da regifio onde houve a suposta
degradacio do amido quanto do meio de cultura antes do contato com a

snzima e colocando-os para reagir com o teste de glicose oxidase

existente nas fitas Multistix 10 3G, CAMES).

325 ESTERILIZACAO DOS MATERIAS UTILIZADOS.

Todos os meios e solugdes utilizados foram autoclavados i
1 atmosfera por 20 minutos, As vidrarias foram esterilizadas em

forno de Pasteur a 180°C por 2 hr.

326 TEMPERATURA DE INCUBACAO

Todos os cultivos quando ndoc especificados, foram realizados a
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307C.

3.2.7 ANALISE GENETICA DOS SETORES

A andlise genética dos setores fol realizada com o auxilio do

programa Genecalc 1.0 (OLIVEIRA e BONATELLI JR., 1981D.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

41 OBTENCAO E FUSAO DE PROTOPLASTOS

Pelos resultados apresentados na TABELA 1,pode ser observado
gue ha variacioc tanto entre como dentro de linhagens com relagiao aoc
nimero e a viabilidade dos protoplastos obtidos apesar das condi ¢des

bastante similares utilizadas nos experimentos ( O caso tipico foi

observadc com a lap 61, que foi cruzada com a 08 e 02D0.

Os resultados parecem indicar que, um fatoc importante na
obtencic de provaveis produtos de fusio entre as duas espécies, é a
viabilidade dos protoplastos da linhagem de A. niger. No casc do
cruzamento 02 vs lap 61, observamos que a lap 61 apresentou maior
viabilidade (32,2%) do que no cruzamento 08 vs lap 81 (4,8%, o que
pode ser um dos fatores responsaveis pelc aumento de 20 vezes na
frequéncia de fusio observada, quando esta foi calculada em fungdo dos
protoplastos viaveis e 8 vezes com relacio ao total de protoplastos

empregados.

Esse fendmenc pode estar relacicnade com observacdes feitas
anteriormente CFUNGARD, 1984: VIALTA, 1987; WARWAR, 19900 de que © PEG
tem a toxicidade maior para os protoplastos de A. niger. Um fator que
nic pode ser inteiramente descartado é que foram utilizadas diferentes

linhagens de A. awamori o que pode, também, ter sua contribuigio.

A variacl8c na frequéncia de regeneracdc ja é um fato

estabelecido pois, em Neurospora crassa foram obser vadas frequéncias
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TABELA 1 Resul tados referentes a viabilidade das linhagens,
frequéncias de fus3o e regensracidc nos cruzamentos
realizados.

N2 de pro- N2 de pro-|% de re- 1
linha- p P ’ PPF freq. de fusfc”
toplastes Jtoplastos jgenera-—
geons ) . - o~ A B
totais viaveis cao,
og g, 8x10° 1,2x10° 12,8
6 6.2x10°°% | 9,9x10°°
lap 81 | 1,3x10° 6,0x10* 4,6
M_P 1,0x10° n,d’ -
5
. 29 32,8x10 -
sv-24 7,8%x10° n.d. -
G 4
o2 1,240 1,0x10 0,83
30 5,010 | 3,0x107?
lap 61 |8&,0x10° 1,0x10° 32,3
1~ Provdveis produtos de fusiico observados em MM com KCl.

2~ Frequéncias de fusdo calculados segundo item 3.2.2.2:
A prbtoplastos totais;

B: protoplastos vidveis.

(=]

o nT— de vidveis n8c foi estimado

A contaminacio das placas de MC e MC/KCL.

3- n.d.:

devido

protoplastos
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que variavam entre 20 a 80% (BACHMANN e BONNER, 1988) e, em Ffusartun
culmorwn ela variou entre B a 82% (LOPEZ-BELMONTE et alii 1R860. Em A.
niger, DAS et alii (1989) observaram uma variagdc entre 3,1 a 38,1%.
VIALTA C1987) trabalhando com as linhagens pabA‘nicﬁuolvAa de 4. niger
& Mzi“ do 4. auwamcrd Cltem 2.1.12 wshzeorvou gue az porceentagens de
regeneracio foram de 14,4% e 17% para a primeira e, 7,8% & 18% para a

segunda, nos doiszs experimentos de fusdc realizados.

Apesar do expressive aumento da frequéncia de fusdoc do
experimento acima relatade as freguéncias apresentaram-se
relativamente baixas e extremamente varidveis, situando-se entre 1072
a 10>, Tal wvariac8o pode ser devido a varios motivos, entre eles
temos o préprio ‘fendmenc de agregacioc causado pelo agente fusogénico
CPEG) que pode, teoricamente, diminuir o numerc de unidades formadoras
de coldnias observadas em MM/KCl. Outro fator que pode ser levantado é
a estabilidade da membr ana dos protoplastos no momento do

pl aqueamento,

Uma Ul tima hipdtese seria a auséncia de elementos
citoplasmiticos de forma a diminuir a viabilidade do préprioc produto
de fus3o. Deve-se levar em conta que protoplastos liberados no inicio
do processo de digestfo (1 a 2 hrs) tendem a ter, pelo menos em A.

nidulans, até BO% de anucleados C(FPEBERDY, 1879a0.

No que diz respeito a frequéncia de fusdo, primeiramente, ha
de se salientar gque o cidlcule feito neste trabalho wutiliza a
viabilidade dos protoplastos antes do tratamento com PEG sendo que a

maioria dos trabalhos publicados wutilizam a viabilidade apds o
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tratamento com o agente fusogénico. De qualquer modo, as frequéncias
de fusZoc relatados se encontram na casa de 10 ° C(DAS et alii, 198G,

KIYOHARA et.al.,1990) a 1072 COGAWA, 1989; VIALTA, 1930,

4.2 SELECAO DOS PRODUTOS DE FUSAO

421 INSTABILIDADE EM HBRIDOS INTERESPECFICOS

Apds a fus3oc de protoplastos, foi observado, nos trés
cruzamentos realizados, que o= provaveis produtos de fusdoc C(PPFD
desenvol vidos eﬁ MM KC1 tinham a forma da coldnia irregular,
crescimento restrito e nio formavam conidiéforos, o gue concorda com
observacSes de VIALTA (19872 e VIALTA e BONATELLI JR.C1980D. Estes
foram repicados para MM e MC, de acordo com o item 3.2.2.2, até que
fossem constatados conididforos com coloraglo preta, © que indicaria

complementacioc das mutacdes para coloragic de conidios e provavel

fusic de nucleos (VIALTA, 1987D.

No casc do cruzamenté entre as linhagens 08 e lap 81, o
conididéforo identificado produziu conidios que formaram coldnias com
as caracteristicas esperadas para © hibrido interespecifico, isto &,
com crescimento regular e ndc restritc em MM, além de abundante
formacic de conididforos curtos, caracteristicos da linhagem de A.

awamori utilizada, com conidios pretos (VIALTA e BONATELLI JR, 18320D.
Contudo, no caso dos cruzamentos P%P vs SV-24 @ 02 vs lap 681,
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os conididéforos com conidios pretos resultaram em coldnias com
crescimento lento e irregular em MM, Estas, no entanto, produziram
conididforos com conidios pretos, o que as diferenciava dos provaveis
produtos de fusio isclados inicialmente além do que, a quantidade de
conididéforos era menor que a esperada para os hibridos de acordo com o

anteriormente relatado,

No casc do cruzamento entre MJ’ e SV-24, uma suspensic de
conidios foi preparada ¢ semeada em MM e MO, para que o© ndmerc de
coldnias nos dois meios de cultura pudesse ser estimado. A porcentagem
do nUmeroc de coldnias crescidas em MM pelo numero em MC foi de 27,3%,
o gque sugere mais fortemente que as coldnias obtidas no passo anterior
n3o sejam hibridos e sim, heterocirics, que apresentam coloragao nao
autdnoma dos conidios e um nimerc de conidios dipldides superior ao
usualmente detectado. A nico autonomia foi descrita anteriormente em
cruzamentos intraespecificos nestas espécies (PONTECORVO et alii,

1983; BONATELLI JR. et alii, 1982; VIALTA4, 1987D.

Desse plaqueamento, isolou-se 100 coldnias ao acaso crescidas
em MC para estudos posteriores . Entre estas, observou-se 2 classes
morfoldgicas distintas, A, B e C, com uma porcentagem de 185,8%, 13,4%

e 71,1% respectivamente.

O tipo A é caracterizado como tendo um crescimento vigoroso e
regular em MM, conidios pretos e conididforo alto como o 4. niger. O
tipo B possui uma morfologia semelhante ao tipo A, exceto no tamanho
do conididéforo, que nesse caso ¢ baixo, semelhante a linhagem de A.

awamori, o gque & determinadc pelo alelo cspA1. 0O tipo C pareceu ser
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muito semelhante ac heterccdrio originalmente isoclado, principalmente

devido a morfologia da coldnia e a escassa formacac de conidios.

Caracterizados os trés tipos morfoldgicos observou-se que,
através dos sucessivos plagusamentos em MM, o© tipo C desaparecia
permanecendoc apenas ©os tipos A e B . Através plaqueamentos similares,
cbservou-se também que © tipo A dava origem a ele mesmo e ao tipo B,
em uma porcentagem de até 8%, O tipo B, por sua vez, dava crigem apenas
a coldnias com a mesma morfologia. Deste modo, supds-se que os tipos A

e B deveriam ser hibridos,e que,o tipo C deveria ser um heterocario.

Os provaveis hibridos, A e B, foram submetidos =
caracterizac8c proposta no item 2.2.2 aonde a natureza hibrida de
ambos foi confirmada, tanto por intermédic de didmetro de conidios

gquanto por haploidizac8o em Benlate Citem 4.2.23.

Fatos semelhantes foram observados durante © isolamento do
hibrido no cruzamento 02 vs lap B1. Neste caso também foi possivel a
recuperacido de dois tipos morfoldgicos A e B, também distinguiveis
pela altura dos conididforos, como no caso anteriormente descrito.
Entretanto, a porcentagem com que © tipo A origina o© tipe B, neste

caso & de 230%, refletindoc uma instabilidade 8 vezes maior.

A semelhanca observada entre esses dois casos, associado ao
fato de que os hibridos OB-4lap 81 & © h%P/fpatwanicﬁaolvﬁg CVIALTA e
BONATELLI JR., 1980> terem conidiéforos baixos, semelhante aoc A.
awamori, nos permite sSupdr gque isso talvez possa ser um fato

relativamente comum na hibridizaclo interespecifica entre 4. niger e
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A. awamori. Talvez os dois primeiros hibridos isclados tenham surgido
também de um precursor tipo A, n3oc evidenciado durante © processo de

repicagem do provavel produto de fusio.

Uma possivel sequéncia dos eventos relatados nos cruzamentos
interespecificos entre 4. niger e A. awamorit estic sumarizados na

FIGURA 1.

Os fatos acima relatados nos levaram a especular se, na
realidade, o verdadeiro hibrido interespecifico nic seja recuperado,
devido a uma instabilidade bem maior que a observada no caso dos tLipos
A e que, algumas divisdes apds a cariogamia, ja temos o ndclec hibrido

rearranjado de modo que se torne muito dificil a recuperacaoc do

hibride original.

Outro fato & que, assim como identificamos os tipos
morfoldgicos PPF,A, B e C, os quais s3c de facil visualizaclo, ¢
possivel que existam outros tipos, porém sem diferencas morfoldgicas,

que possam tornar mais facil a sua recuperacio.

A recuperagic de tiﬁos morfoldgicos distintos também foi
relatado no cruzamento entre espécies de Penicillium, P. chrysogenum e
FP. baarnense (MELLON, 19882, Saccharomyces cerevistae e S. diastaticus
CHOFFMAN et alii, 18870 e, entre A. niger e Trichoderma reesel

CKIRIMURA et alii, 1988a). Provavelmente, maiores informacGes sobre
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A. NIGER

(1>

C

N

PPF l A

(2> ™
A
B
A. AWAMORI
Legenda: -
PPF - Provavel produtoc de fusio;
A, B, C - Tipos morfoldgicos observados durante a obtencio dos

hibridos;
1 - MzP x SV-24; 02 x lap B1,

e - 08 x lap 61, MzP x pabA1nicA’olvAa

FIGURA 1 Esquema provavel da origem dos tipos morfoldgicos observados.
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diferencas entre os dois hibridos isclados neste trabalho poderiam ser
obtidas através de cruzamentos planejados com linhagens com todos os
grupos de ligac3c marcados e andlise dos cromossomos através de

caridtipos eletrofcoréticos (MILLSE & McCLUSKEY, 1880).

422 DIAMETRO DE CONDIOS E SEGREGACAO

A caracterizacioc dos provaveis hibridos foi feita através dos

seguintes parametros:

i— Didmetro de conidios;

ii~ Segrega¢ac em Benlate.

O diametro de conidios constitui-~se em uma avaliac8o indireta
da ploidia de uma determinada linhagem , entretanto, apesar de ndo dar

soguranca absoluta, é uma evidéncia de facil obtencio.

Os resultados referentes ac didmetro de conidiocs podem ser
cbservados na TABELA 2 aonde se nota que todos os hibridos
apresentaram um didmetro de conidieos da ordem de 8 wm, © que concorda
com VIALTA e BONATELLI JR. (1990>. Podemos notar gque em todos os
hibridos isolados a relagdoc didmetro do hibrido ~ didmetro da parental
nc foi menor que 1,2, o que reflete pelo menos © dobro do volume do
conidio hibrido em relacgfc ac dos parentais. Nos casos onde houve o
envolvimento da linhagem lap 61 tivemos uma relacdo entre 1,3 e 1,4.
Entretantoc, podem ser valores apenas aparentemente maiores devido ao

menor diimetro dos conidios da linhagem de A. niger.
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TABELA &2 Didmetro de conidios (@), desvioc padrio (o D e

n-4

covaridncia (CV % das linhagens e hibridos, incluindo as

relagdes hibridosparental

Linhagem g pum © CV 2
lap 61 4,8 0,4 8,8
o2 5,0 0.4 8,0
1- 02 /71aptiCAd 6,98 0,3 4,6
2- o02/-1apB1CRBD S,1 0.8 8,2
Cid>-,02 : 1.3 (1>1ap B1 : 1,4
‘CZD/OB : 1.2 (2>71ap 61 : 1,3
lap 61 4.8 0,4 8,3
o8 8.2 0.4 T,\7
08/ apB1 6,7 0,3 4,4
ogs lapBl ~ 08 @ 1,3 o8/ lapBl Aslap 61 : 1,4
MzP 4,8 0,6 12,8
sSv-24 5,0 0,4 8,0
1- MzP//SV—24CAD 5,8 0,8 2,4
2- MzP//SV—84CB) 8,1 C, 4 6,8
CID/MZP ;1,2 C1>-/3v-24 : 1,2
'*CBD/MZP 1 1,3 (2)-5v-24 : 1,2
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Apds a constatacadoc citoldgica, partiu-se para a caracterizacio
genética dos hibridos. Esta & uma evidéncia primdria ou direta pois,
com a recupera¢ic de recombinantes, pode-se deduzir que houve a
cariogamia e posterior segregacdc em Benlate, O0s resultados das
TABELAS 2 a 8 mostram que segregantes recombinantes, onde marcas de A.
awamort foram recuperadas juntamente com marcas de 4. niger, puderam

ser constatados em todos os hibridos isolados.

0Os resultados observados aqui sio condizentes com aqueles
relatados por outros pesquisadores. VIALTA (198702, +trabalhandoe com
linhagens de A. niger e A. awamoT L » cbservou que o hibrido
interespecifico apresentava um didmetro de conidios 1,2 vezes maior
que as linhageﬁs parentais, evidéncia posteriormente constatada
através da andlise genética associada & quantificagioc do DNA por

nucleo.

43 ANALISE MITOTICA DOS HIBRIDOS INTERESPECKFICOS

431 o HBRIDO 08//LAP 61

No caso desse hibrido, quase todas as combinacBes possiveis
foram recuperadas com excessic do pzr‘c:v.AA:‘)"wre.A1 CTABELA 2, Al & A23, ©
que poderia ser explicado como um problema de amostragem pois sé foram
recuperados seis setores fwmﬁa (12%0. Entretanto tal possibilidade tem
suas ressalvas visto que, no gque diz respeito aos marcadores argA‘ =]
pabAi, ambos foram encontrados associados a este marcador de cdr em

uma distribuicdoc préxima do 1:1 esperado.
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TABELA 3 Namero de setores encontrados para cada combinaciac de marcas

no hibride 08-/-1apbl.

arg pro fwn gre cep
+ - - + +
54 14 S 18 <4 19 (8]
pab
13 14 ? 20 2 25 o
arg fvn gre csp
+ - - +
14 i o 12 12 o]
pro
11 27 G a2 F-X: o
fwvn gre csp fwn gre
- +
3 19 22 o o o
arg csp
S 44
3 23 28 O
% - O significado dos marcadores estd no item 2.1.1.3.
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Quandc analisamos a segregaciio do gene selvagem om relagioc ao
alelo mutante, vemos que os genes clr.rgA1 e argA: tem uma segregacio que
nido difere estatisticamente de 1:1 sz. o5 0.7 assim como os alelos
pabA’ e pabA: Cxi_ 05=O.3D. Ne caso dos genes para cér, gr‘e-»A1 =3 fwnAi,
os poucos setores fwnA‘ recuperados apresentam o marcador de A. niger.
Os alelos pz"oA1 @ proA:, por sua vez, apresentaram um desvio de
segregacac que nadc diferiu estatisticamente de 1:3 sz' o5 0.012, o©

que pode seor devido a uma possivel segregacic preferencial do aleloc de

A. niger.

Na TABELA 32 cbserva—-se gque gquase todas as combinacdes
apresentam uma c'iistribuics"\o que ndo difere estatisticamente de 1:1,
Apgnas nos casos de pI‘OA1 vs argA1 =] ‘}oroA1 s cdr temos um desvio de
segregagio C1:3, xz. °5=O, 00; 1:2, xi- 05=O, 190 respectivamented,
reforcando a hipdtese de que parece haver uma segregac8o preferencial
de algumas combinacdes. Nioc foi detectada ligagdoc entre nenhum dos
marcadores. Apesar do cruzamento ser <:spA1 vs cspA:, todos os setores
recuperados carreavam ¢ marcador de A. awamort, cspA‘, sugerindo uma

homozigose desse alelo no hibrido que pose ser devida a uma naoc

disjuncio ou permuta mitdtica.

432 os HBRIDOS M P//sv-24

4321 mp//sv-24(a)

Neste hibrido, todos os marcadores auxotréficos e morfoldgicos

envolvidos foram recuperados em todas as combinacdes possiveis, como
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pode ser observado nas TABELAS 4, A2 e A4. Com excessio do pabAi, que
teve uma segregacidco gque ndo difere estatisticamente de 1:1
2

Cx

° °5=1.63, todos os outlros apresentaram algum desvio de segregacdo.

Os marcadores proﬂa = nicA1 e cdr apresentaram uma segregacdo que nio

diferiu estatisticamente de 3:1 Czi 05=O.01).

Apenas um setor carreando o marcador Z.euA1 foi recuperadoc,
repetinde o padric observado anteriormente por VIALTA (1987). Nesse

hibride, © alelo LeuA: de A. niger parece ter sido favorecido.

Analisando-se mitoticamente o hibrido, observa-se gue a
distribuicic de 1:1 esperada foi constatada apenas nas combinacdes

envol vendoc © marcador pubaA{ Nas demais associagdes a distribuicio

variou entre 3:1 (leuA vs proA, leuA vs nicA - & = 0,03; leuA

1 1 1 1 0. 05 1

vs cér - 2 = 0,8 e 2:1 (proA vs nichA - o> = 0,34; proA vs cor
0. 05 1 1 0. 05 1

- X = 0,22). Foi evidenciado a ligacio entre nicA e olvA Co =

©. 05 1 2 0. 05

0,2), como havia sido sugerido anteriormente por VIALTA C1987).

O marcador cspA teve uma distribuigdo que n3o diferiu
estatisticamente de 1:1 Czi.°5= 0,8 com relaglc ac seu alelo cspA: de
A. niger. Scbre sua distribuidﬁo em relacdoc acs demais marcadores foi
constatado © 1:1 esperado, com excessidc do pabﬁu, com © gqual
observou-se uma distribuicdoc que ni3c diferia estatisticamente de 1:2
2

Cx

= 0,23D.
0. 05
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TABELA 4 Numero de setores encontrados para cada combinagdco de
marcas no hibdrido MZP//SV—?ACA).
‘ .
pro pob nvc csp
- + + - + - brwv olv - +
- o 1 1 o o 1 o 1 1 o
Leu -
+ 12 3o 27 21 12 8o 2 39 1 27
pab nic csp
-+ + - bwn olwv - +
- ] 7 3 > 3 o ? 5
pro
+ 15 22 ® ze 6 a1 13 22
nic olv bwn cep olv bwn cep
- + - + - +
- 17 3 18 2 4 10 - a7 o 18 17
pab nic
+ zo o 22 ? 16 11 + 3 o 2 10
olv bwn
* — Q significado dos marcadores esta no ftem
+ zo ? 32.1.1.3.
cap
- 18 2z
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4322 M P//sv-24(B)

Como mais uma diferenca a ser levantada entre os dois hibridos
encontramos agora diferentes padrdes de segregacio (TABELAS 8, A5 e
AB). MNeste caso dos marcadores pabﬁu, nicAb e os genes de cor
apresentam uma segregacio que nioc difere estatisticamente de 1:1
Czi.°5= 3.4 , 0.8 e 0.8, respectivamente). O0Os marcadores leuA1 e proA1
apresentaram um acentuado desvio da segregacdo visto que nenhum setor
LeuAi foi recuperado do cruzamento e apenas seis (9,7% carreandc o
marcador proﬁu. Pode-se observar que a segregacic novamente &
preferencial em favor dos marcadores de A. niger LeuAj = proA:, comoe

j& havia sidoc observado nos setores dos hibridos O08-/71ap 681 e

MZP//SV—84CAD. )

A analise genética desse hibrido demonstirou que os genes leuld
@ © proA apresentam uma porcentagem de recombinacdoco da ordem de 9,6%
sugerindo uma possivel ligac¢8o entre eles. Tal fato nio foi constatado
no hibrido anterior, th//SV—24 CAD. O marcador pabﬁu, tanto
associado ao nicﬂn quanto aos marcadores de cdr, apresentou uma
segroegacdo que ndo diferiu estatisticamente de 2:1 Czi‘°5= 0,08 ¢ 0,83
respectivamente). A evidéncia de ligacdc entre nicA1 =) olvAa também
foi wverificada nesse hibrido. As demais combinacdes apresentaram-se

dentro do 1:1 esperado.

Como observado para o O8//lap 81, aqui também todos os setores
recuperados carreavam o marcador de A. awamorti cspAl, sugerindo uma
homozigose de alelo no hibride (fato anteriormente observade no

hibrido 08//1ap B1).
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TABELA 8

leu

pob

cep

Numerc de setaores encontrados para cada combinacac de
marcas no hibdride MZP//SV—84CB).
‘ .
pro pab nic bwn olv cep
+ + - + - - +
o o o ) o o o o )
56 ar 25 ao a3z a0 a2 sz o
pab nic bwn olv csp
- + - - +
- 3 3 2 2 4 P o
pro
+ as 22 2e 2@ 28 28 50 o
nvc olv bwn cesp olv bwn csp
- + + - +
17 7 17 7 o 2e - 3z o )
niLc
16 23 15 29 ) 20 + o 3o o
olv bwn
o o ®* — O significado dos marcadores esta item
3.1.1.23.
az ao
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433 M P//PABA; NICA, OLVA,

Todos o©os marcadores auxotréficos e morfoldgicos envolvidos
foram recuperados na maioria das combinacdes esperadas (TABELA 6, A7 o
A8>. O marcador leuA1 de 4. awamort foli recuperado em apenas um dos
setores (2,04%), mostrando novamente ser de dificil recuperacio. Os
marcadores prc»A1 e )(:x:tb)&1 apresentaram uma distribuicio gque ndo diferiu
estatisticamente de 3:1 ( xz. o5 0,186 e 0,0 respectivamented guando
.comparados com seus respectivos alelos. Ambos os marcadores mLcA1 @
genes para c<¢dr apresentaram uma distribuicico que ni3co diferiu
estatisticamente de 1:1 Cx:°5= 2,082 nas mesmas condi¢des.

A andlise genética deste hibrido revelou que as associacles
entre os marcadores La'(.ufl.1 e proA1 apresentava uma distribuiglo que nio
difere estatisticamente de 2:1 ( x2’05= 0,00 e gque a combinaclo entre

l@uA1 = pabA1 ndoc diferia do 1:2 sz'os= 0,168>. As demais combinacdes

apresentaram uma distribui¢8o dentro do 1:1 esperado.

Os marcadores n.it:A1 e olvAa apresentaram novamente evidéncia

2 P
de ligacioc ( X o5 0,02). Todos os setores recuperados desse hibrido
apresentaram o marcador c:sp»‘-\1 de A. awamori, sugerinde novamente uma

homozigose desse alelo.
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TABELA 8 Numero de setores encontrados para cada combinacido de marcas

no hibrido MéP//pabAanicﬂaolva.

»*
pro pob Ny e bwn olv csp
- + + - + - - +
- 1 (o] (o] 1 o 1 1 (o] 1 (o]
leu
+ 12 s 36 114 1o 29 19 208 47?7 o
pab nic bwn olv csp
s
- + + - - +
- 3 10 4 o S -] 13 o
pro
+ o 206 15 20 15 20 as (o]
nic olv bwn cep olv bwn cep
- + - + - +
- > 3 ;] 4 12 (o] - 28 1 29 o]
pab nic
+ 20 16 20 16 3o [o] + (e 19 19 (o]
olv bwn
% - O significado dos marcadores estid no item
+ [e] o]
3.1.1.3,
cep
- 29 20 51




434 0s HBRIDOS 02//LAP 61

4341 o2//Lar 61 (A

Todos o©s marcadores auxotréficos e morfoldgicos envolvidos
foram recuperados (TABELAS 7, A9 e A10). O marcador proAr apresentou
um desvioc consideravel em relagdo ac 1:1 esperado, visto que apenas
14,8% dos setores apresentavam o marcador de A. awamort, pr‘oAi.
Marcadores morfoldgicos apresentaram uma distribuigio que ndc difere
éstatisticamente de 3:1 Cx2.05= 0,110 em favor dos genes cspA1 =]
fwnAi, © primeiro de 4. auamori e o segundo de A. niger. Os marcadores
argB e pabA também apresentaram um desvio de segregagdc consideravel,

entretanto, tal ocorréncia pode ser atribuida & ligagcdec detectada

entre esse dois loct.

No que diz respeito a interaclo entre marcadores, observa-se

que a segregaclo 1:1 esperada foi constatada entre os genes csphA e

marcadores de cér (x° _= 1,90 e ontre cspA o pabA (x> = 2,9). Nas
0,05 0,05

demais combinagdes observou-se combinacdes que nao diferiam

estatisticamente de 2:1 C(argB vs cdr, x°'°5= 0,01; argB vs cspA,
2 _ . ~ 2z _ . . 2 _
%o,os— 0,01; pabA vs cdr, xo,os 0,062; 21 d(proA vs pabA, xo,os

0,01; proA vs cspA, x2,05= 0,110, As combinacdes argB vs proA e proA

vs c¢bdr apresentam desvic de sergergagio.

Como foi comentado acima, os mar cadores argB e pabA
apresentaram evidéncia de ligac¢io, sendo a proporcao
Parental : Recombinante, nesse caso, igual a 40:1.
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TABELA

7 Numero de setores encontrados para cada combinacao

marcas no hibrido O2/71ap 81CAD.

*
arg pro fvn dgre csp
+ - + - - +
av o) 21 S 27 1o 26 114
pab
1 ) 4 o 3 1 4 o
arg gre fwn csp
- + - +
(o] S S (o] 3 )
pro
3 a2 s 3o 27 e
fwn gre csp fwn gre
-+ -—
z7 11 11 27 + ] 3
arg cep
22 e
3 o o] 3 -

% — O significado dos marcadores estid no item 3.1.1.3.
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4342 o2//Lar 61 (B)

Todos os marcadores auxotréficos e morfoldgicos envolvidos
foram recuperados (TABELAS 8, All e Al2). Novamente observa-se um
desvio na segregacico dos marcadores genéticos envolvidos, sendo que os
dnicos alelos a apresentarem uma distribuicdec que n3c diferia
estatisticamente de 1:1 sio os marcadores de cér greaA1 e fwnA1 Cx; os"
0.09>. Os alelos do gene prohA apresentaram um desvio que nao diferia

estatisticamente de 3:1 Cx(z) °5= 0.0), novamente favorecendo o alelo de

A. niger.

A andlise genética revelou que apenas nos casos do argB1 Vs
cdr e ,pabA1 vs <br foi possivel se cobservar uma distribuic3oc que nio
diferia estatisticamente de 1:1. No caso das associacdes entre czz‘gB1
vs proAi, pz*oA1 vs PabA1 =] proA1 vs c¢ér nota-se um desvioc que naoc
difere estatisticamente de 2:1 Cxi°5= 0,18; 0,18 e 1,63
respectivamente), © que sugere que o© marcador proA1 seja responsiavel
por esse desvio, pois é o fator comum em todos os casos. No caso do
m“gB1 vs pabAi, nic foi possivel observar nenhum setor carreando uma

combinacao recombinante, sugerindo que osses dois genes possam estar

ligados.

Nesse hibrido, assim como no 08//1lap 61, MzP//SV-—24 (B> e
}oizP//l;v.:-xbA1 ni <:A1 ol VAa » h3co fol recuperadoe nenhum setor carreando o
mar cador cspA: de A. niger, sugerindo que também nesse caso estar

ocorrendo homozigose nesse alelo,
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TARELA 8 Nameroc de setores encontrados para cada combinagio de

marcas no hibdrido O2--lap G1CED,.

pre pab cop cor
+ - - + + - fwn gre
+ 33 10 42 o o 43 o +3
org
- ] 1 Q 1 [¢] 1 o i
. pab cop cér
- + + - fwn gre
+ EE] o o 23 21 12
pro
- 10 1 o 11 2 o
cEp cor cor
- + gre fwn fwn gre
+ 1 (&) 1 o + (o] (o}
pab cep
- 43 o 20 23 - 23 21
® - 0 significado dos marcadores esta no item 3.1.1.3.
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435 CONSIDERACOES FINAIS SOBRE A ANALISE GENETICA DOS HBRIDOS

Como pode ser observado, a diferenca morfoldgica observada
entre os dois tipos A e B se reflete também a nivel de segregacic nos
setores analisados. Em ambos os casos observamos que, nos desvios de
segregacao, o© marcador da parental de 4. niger é favorecido. Com o
objetivo de se complementar a anialise, novos setores foram recuperados
do hibrido MZF'//pad:usxA1 nicA1 olvAa &, estes, caracterizados gquanto a
seus marcadores auxotréficos e morfoldgicos envolvidos no cruzamento.
0s resultados comparativos entre esses hibridos CMZP//SV—24(A e B) e

MzP//pal:ul\1 nicA1 olvAa) podem ser observados na TABELAS O,

Nesta Tabpela podemos observar gue existe uma variacdo na
segregacdo de um hibrido para © outro e inclusive entre o padrio de
segregacio observado por VIALTA e BONATELLI JR, (19800 e o© padrao
encontrado em nosso trabalho no mesmo hibrido ¢ MZP//pabAini cAiol vAaD
especialmente em relacio a marca proA1 que, em nossc caso, apresentou
uma segregacio que nido di fériu estatisticamente de 3:1 ( x: o> 0,173 e
no trabalho de VIALTA e BONATELLI JR. Cop. cit.) uma segregacdoc que

ndoc difere estatisticamente de 2:1 sz 05= 0,27,

Como pode ser observado nas TABELAS 4,8 e 8, o marcador leuA’
é de dificil recuperacic sendo encontrado em apenas dois cases, um no
hibrido MzP/SV—84 (A e o outro ne hibrido MZP//pabaA:l nicA1 olvAa. De
um modo geral, quandoc as combina¢Ses entre as marcas nic se encontram
em uma distribuicio do tipo 1:1, apresentam um desvio ‘favorecendo a

combinag3c parental, © Unico casc que exclui-se dessa generalizacao

58



TABELA @ Namero Cnd e porcentagem (%) de setores obtidos,

provinientes dos hibridos MZP//SV—24CAD = MZP//SV—84CB) ©

N%P//pabﬁanicﬂaolvAa.
Classes de Setores Hibridos

A CBD M,P//PNO* M_P//PNO®
lou’ pro pab  nic cdr n % n % n % n %
+ + - ~ olv 12 26,80 14 (22,63 6 (12,82 12 (25,8>
+ + + - olv 14 (28,60 14 (22,62 14 (29,22 7 C14,9D
; - + +  bwn 2 C 4,10 2 C 3,22 4 C 8,30 7 C14,9
+ - - - olwv 4 C 2,20 3 4,8 2 C 4,2 1 ¢ 2,15
+ - + ' - alv 5 (10,25 1 C 1,6 6 (12,5 1 ¢ 2,10
+ + + + olv 2 ¢ 4,1D o ¢ 0,03 o C 0,00 o C 0,0
+ + + + bwn 8 (10,20 20 (22,3 12 28,00 7 €C14,9
+ +. - + bwm 1 C 2,00 8 (12,90 26,2 1 ¢ 2,10
- + + - alv 1 ¢ 2,0 o C 0,00 c C 0,00 O C 0,00
+ - - +  bwn 1 ¢ 1,00 O C 0,02 o C 0,00 8 (10,65
- - - -  bwn o C 0,0 o C 0,0 1 ¢ 2,10 o C 0,0
+ + - + olv 1 C 2,0 o C 0,00 O C 0,0 0.C 0,00

1~ Setores obtidos no presente trabalho.
2- Dados obtidos por VIALTA C1987D.

* — O significade dos marcadores esti no item 3.1.1.3.
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feci entre l.(;:mﬁ.1 e pabA1 do MZP//pabA1ni cAlol VAa nos setores

provenientes de nossos estudos.

Levando-se em considerac8c a idéia corrente de haploidizacic
CKAFER, 1980, 1961), naturalmente em dipldides e, provavelmente em
hibridos, & possivel se observar o fendmeno da nic disjuncio
ocasionande © subsequente isclamento de setores hapldides. Tal
fendmeno de haploidizac8c pode ser acentuado com a utilizaglc de

agentes haploidizantes como o Benlate,.

Tomando-se isoladamente os hibrides MZP//SV—24 CA e B> e
MZP//pabAinicAiol vAa, pode-se notar que em todos os casos os alelos
LeuA: e proA: de A. niger foram favorecidos. Em relacioc aos demais
marcadores nota-se que a regidc com os genes de A. niger, nicAll ol,'uAa,
foi recuperada com maior frequéncia no hibride MZP//SV—24 CAD,
apresentando uma distribuic8o de 1:1 nos demais hibridos. O gene pa,bA1
apresentou uma distribuic8oc que ndc diferiu estatisticamente de 1:1
nos hibridos MZP//SV-24 CA & B). No caso do MZP//pabAinicAiolvAa, o

alelo favorecido foi o de A. awamort pabA:.

Retornando a Tabela 8, observamos gqua as marcas favorecidas,
de wum modo geral, s3c aquelas referentes as auxotrofias de amino
dcidos sendo que de 70 a 80% dos setores recuperados pertencem as

+ + . .
classes I.awﬁa.1 proA‘e que as classes pabAim,cAtolvAa e nLcAiol.'uAa
congregam ac redor de B0% de todos os setores isoclados, estando os
domais setores distribuidos em até 10 classes adiciocnais. A classe de
setor prototréfico com coloragio Z:um.A1 tem sua frequéncia variando de

10,2% CMzP//SV—BILCA)D a 32,7% « MZP//SV—84CBD) sendo que, Se ©esSa
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classe for incorporada as classes pabAjnicAiolvAa e nicAioL'uAa teremos

de 688 a 78% de todos os setores recuperados nessas trés categorias.

No caso do 08-//1ap 61 pode-se notar, atravées da TARBELA 10, que
ambos ©os setores prototréficoes, greA1 = fwru-ﬁ;1 » apresentam as mencores
porcentagens, discordando do observade nos hibridos anteriores. Setores
carreandco ambos os marcadores selvagens dos loct argh  proA,
apresentaram uma frequéncia de 17%. Entre esses dois loct, a
combinacic que apresentou a maior freguéncia foi a c:.r‘gA1 proAj ,
representando 50% de toda a amostragem de setores desse hibrido sendo

que, destes, 67% carreavam o© alelo pabA: sendeo, portanto, setores

argh, proA: pabA: .

No que d'iz respeito aocs hibridos 02--1ap 61 (A e BY (TABELA
100, apenas cinco das possiveis classes de-setores foram recuperadas.
Destas, trés s3c comuns aos dois hibridos & duas n3oc. Em ambos os
casos, a E:lasse de maior frequéncia foi a pabA1 fwnAx, que no tipo CAD
atingiu 868% e no (B) 48%. Nenhum dos tipos prototréficos Cgrts?.l\.1 e
fwnAiD foi recuperado, provavelmente, devido a ligacdc entre os loct
argB e pabA, Setores carreandce ambos os alelos selvagem a.rgB: =) pr*oA:r
foram encontrados em 78% (02/71ap B1C(AD e 78% (C(02-/71ap ©B1(B)) dos

setores analisados.

Resultados como esses sugerem que as marcas prototréficas para
amino acidos s3o favorecidas nos hibridos estudados. Tal fendmeno pode
ser explicado, talvez, por uma concentracdc nioc adequada dos amino
dcidos no MC, de modo gue marcas selvagens passam a ser recuperadas

mais facilmente. Além desse fator, nao podemos descartar
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TABELA 10 Numero de setores (N) por classe provinientes dos hibridos

0B//1apB1 C(H1), O2/~lap B1CAD (H2) e O2-//lap B1C(B> CH3).

Setores Hi Hz H3
arg* pro pab cor N N N
+ + - gre 5] 4 iz
- - + qare 7 0 1
- + - gre 7 O O
- - - gre 3 O 0]
- + + gre iz O O
+ - + gre 1 o 0o
+ - - gre 4 5] 8
+ + + gre 1 1 o
- + + fwn 4 3 o
- + - fwn 1 0 0
+ + - fwn i 27 21
+ + + fwn 1 0 o
- - - fwn 1 O 0
+ - - fwn - o) 2
# — O significado dos marcadores estid no item 3.1.1.3.
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inteiramente que exista um problema de tamanho de amostra, o que nio
permitiria recuperar combinacdes que ocorram em menor frequéﬁcia.
Finalmente, uma outra hipdtese seria a existéncia de incompatibilidade
entre os grupos de ligag¢do, nos quais estioc localizados os marcadores
para auxotrofia que observamos em menor frequéncia nos segregantes dos
hibridos. Esta incompatibilidade poderia nio ser devida aos marcadores

utilizados, porém a outros fatores.

Analisando-se os cruzamentos interespecificos desde seus
estigios iniciais, observamos gque a cariogamia entre essas duas
ospécies parece ocorrer numa frequéncia bem inferior agquela observada
em cruzamentos intraespecificos (BONATELLI JR et al, 1883, VIALTA e
BONATELLI JR, 1980). Apds a fusio de nlcleos, a célula passa por uma
fase de adaptacloc onde rearranjos devem ocorrer de modoc a promover a
interacio dos dois genomas em contato. Desse pericodo de adaptacio
surge © hibrido do tipo B, © qual é aparentemente mais estivel, porém
apresenta uma série de diferencas tanto morfoldgicas quanto genéticas.
Algumas dessas variagtes, descontande agquelas gque podem ser geradas
apenas pela amostragem, s3doc mostradas nesse trabalho., Tais variacdes
devidas a amostragem si3c marcantes quando comparamos nossos resultados
da anilise genética do MZP//pabA;nicA;olvAa com os de VIALTA e

BONATELLI JR 19900, TABELA Q.

Maiores informacdes poderiam ser obtidas desses hibridos
através de estudos adicionais como recuperacidc de setores em MC
suplementado, wuma maior amostragem de setores e cruzamentos entre

linhagens de A. awameri @ 4. niger com todos os grupos de ligacaco
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mar cados.

4 4 PRODUCAO DE GLICOAMILASE

4 41 PRODUCAO DA ENZIMA NOS HIBRIDOS

Apds obtengdc @ caracterizacio dos produtos de fus8o como
hibridos interespecificos, estes tiveram sua producdo de glicoamilase
quantificada, (TABELAS 11, AlZ2 & Al4), Como pode-se cbservar, em todos
os casos envolvende genes de baixa produgdc de A. niger CLgpA61 =3
lng?a) o genes de producidc normal de A. auamori, os hibridos nio
recuperaram a producd3c do selvagem nem de uma nem da outra
espécie, peloc contrario, a produclc permaneceu proximo a média do
parental 4. niger, ou em um nivel intermediaric entre as duas
linhagens parentais. MNo caso do F&P//pabAJﬁx#ﬁolvﬁs, um cruzamento do
tipo lapf//tap+, ¢ hibride ndc diferiu significativamente de sua
parental A. niger , assim como do dipldide intraespecifico PF-/NO,
diferindo entretanto da linhagem selvagem de A. awamorti NRRL 3112 e da

parental MzP’ confirmando observacdes de VIALTA e BONATELLI JUR. (19800

Podemos também observar que n3o ha diferenga significativa
entre as médias dos hibridos cujo gendétipe era lgpﬁ//lgp+. O fato se
repete inclusive no casc do cruzamento 08 vs lap 61 onde, apesar das
linhagens parentais apresentarem uma média de producio ac redor de 1,8
U GA“ml, o hibrido apresentou uma produc8o no mesmo nivel dos demais.
Com o objetivo de se testar a possibilidade de marcas auxotréficas nédo

terem side totalmente complementadas, e estarem influenciando a
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TABRELA 11 Comparacao, através do teste de Tukey, das médias de
producio (U GA ml2 dos hibridos interespecificos e suas

respectivas linhagens parentais.

Linhagens U GA- ml
NRRL 2112 21.8 a
pabA nicA ol vA 13,6 b
1 1 3

M Pr/pabA nichA olvA 11,9 b

2 1 1 ]
PF.//NO 11,4 b
M P 8,8 c

2z
o 5.8 c d
MZP//SV-24 B 2,8 c d @
oz lap 61 CAD 3,8 d =)
SV-24 2,7 d @
MZP//SV—24 CAD 3,6 d =
O2--lap 61 (B 2.4 d e
08//LAFP 61 32,1 e
lap 61 1,8 =]
og ' 1,1 e

DMS = 2,8 U GA/ml.

Os valores seguidos das mesmas letras , nioc sdo

diferentes significativamente a3 nivel de 8%,
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producido de glicoamilase, alguns hibridos foram cultivados em MAC com
e sem suplementacio do meioc com os requisitos nutriciocnais envolvidos.
Os resultados observados nas TABELAS 12, AlS e A16 mostram gque nio ha
diferenca significativa da produgdc de enzima pelos hibrides
cultivados em ambas as condig¢des. Tais resultados sugerem que a baixa
producic observada nos hibridos do tipo Lgp_//lgp+ ndo deve ser devida

a efeito pleitrdépico de marcador parcialmente complementado.

Baseados em tais resultados pode-se sugerir que, em hibridos
interespecificos entre A. niger e A. awamorti, os genes de producac de
glicoamilase nfc apresentam uma boa complementacdo, podendoc ocasionar
a domindncia sugerida no MZP//pabAanicﬁaolvA% e a baixa produgio

apresentada pelos demais hibridos.

Talvez um possivel mecanismo para explicar tal domindncia
possa ser a repressic alélica, descrita em hibridos de eucariotos
superiores por WILSON st alii (1974a,b), onde observou-se que, para
alguns loci, apenas o produto génico de um ou de ocutro parental era
possivel de se detectar, fendmeno esse gque sugeria uma possivel
interagdo a nivel de genes regulatdrios entre as espécies estudadas.
Baseado nessa tecoria, poder-se—-ia supdr a repressioc de importantelsd
fator{es) regulatdriols) de 4. awamori pelo(sd de 4. niger, © que

resultaria em um blogqueio da capacidadede producdoc da primeira

espécie.
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TABELA 12 Comparacae, atravées do teste de Tukey, das médias de
producidoc (U GA/mlD dos hibridos interespecificos e algumas
linhagens parentais quando cultivados em MAC com e sem

suplementacdoc com os requisitos nutricionais.

Linhagens U GA~“ml
pabA1 fwnA1 18,8 a
M P//pabA nicAolvAa ® 8,3 b

2 1 1 3
M P 7.7 b

2
M P/ /pabA nicA olvA 7.4 b

2 1 1 3
M P/ SV-24 CAD ® 3,8 c
M P /SV-24 CA 3,4 c
o8- lap 61 2,8 . c
M _P//SV-24 cB>® 2,6 c
SV-24 2,3 c
og//lap 61° 2,3 <
M P/s/SV-24 CBD 1,8 c

DMS = 2,12 U G6A“/ml.

Os valores seguidos das mesmas letras , nio sdo
diferentes significativamente a nivel de 5%.

s - Producdo de glicoamilase em MAC suplementado.
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4 42 PRODUCAO DA ENZIMA PELOS SETORES

Como pode ser obser vado CTABELAS 12 a 17>, em todos os
cruzamentos houve uma variac3c n3o significativa das médias de
produgic de glicoamilase entre os marcadores, sejam eles auxoirdficos
ou mor fol égicos. Adicionalmente, tais mé&di as nao diferem

significativamente da média geral observada para os setores

Quando marcas siao observadas em suas combinacdes, classes de
setores, observamos que uma variaclo bem maior que aguela relatada
para os marcadores separadamente. Pode-se observar nas TABELAS 18 o
'3, que existem classes de setores com médias no nivel da linhagem
parental de 4. awamori, outras no nivel da parental 4. niger e também
classes intermedidrias em relagdo a ambas parentais. As classes de
setores que apresentaram os menores indices sdo: pabA1 o lvAa
C MZP//SV—24C AdD; pabA1 nt <:4"3;1 o Z.'uAa C MZP//SV—24C B3>, pr‘oA1
bwnAic MzP//pabAini CA1Ol vAa) 3 pal:uﬁ.’L greA1 Co8-/7lap ©613; proA1 pcz,bA1 f wrz.A1
Co2-71ap ©B1D, Para as <classes de maior producdc observou-se:
prototréfico bwnA1 C MZP//SV-84C ADD, proA1 bum.A1 C MZP//SV—84C B2D; pabA1
gre:'):.1 CMzP//pabAini cAiol VAR : pcz,bA1 jrwn.l!:.1 cosr/rlap B10, argBi. proA1

greA‘ co2-/71ap 6132,

Os resultados relatados acima sugerem que nidc deve weoxistir
ligac8c entre os marcadores analisados nos cruzamentos e producioc de
glicoamilase, assim como também sugere que n3c ha efeitoc pleiotrépico
destes sobre a producio

Quando os setores foram agrupados em classes de producdo
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TARELA 12 Relacac dos marcadeores auxeotréficos e 2 morfoldgicos,
Juntamente de suas respectivas médias de producio de
glicoamilase (U GA- ml), desvioc padrio Corn_1) @ covariancia
CCV). provinientes dos setores recuperados do hibride
Oo8//lap Bl., n - numero de sestores que apresentaram o
marcador.

Gene Alelo n U GA“ml LA v
+ 32 0,9 0,6 66,6
proA*
- 17 0,7 0.8 69,0
+ i3 0,7 0.4 59, 4
arghA
- 36 0,8 0.6 67,7
[ + 27 0,98 0,6 69, 4
pabh
- =2 0,8 0,8 68,7
gr‘eA1 41 0.7 0,8 69,9
cor
- j’wnA1 8 1,1 0,8 47,1
% - O significado dos marcadores esta no item 2.1.1.3.
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TABELA 14 Relacao dos marcadores auxotréficoszs e morfolégicos,
juntamente de suas respectivas médias de produgio de
glicoamilase (U GA“ml), desvio padrio CUW_) @ covariancia
CCV2, provinientes dos setores recuperados do hibrido
MZP//SV—24CAD. n - numerc de setores que apresentaram
© marcador.

Gene Alelo n U GA-ml o, v
+ 46 8,4 1,6 28,0

leuA ™
- 0 C,0 0,0 0.0
- + =4 5,3 1,86 30,86

proA
- i2 5,8 1,6 28,9
+ 27 8.8 1.4 23,86

pabh
- 1Q 4,4 2,0 48,2
+ 11 5,0 1,8 25,a

nicA
- 3B 5.3 1.6 29,8
olvAa 38 85,3 1,8 28,3

cor

fwnA1 B8 6,2 1.8 24,9
+ 26 5,3 1.7 31,0

scphA
- 20 5,6 1.4 25,4

* - O significado dos marcadores estid no item 3.1.1.3.




TABELA 18 Relacdc dos marcadores auxotrédficos e morfologicos,
juntamente de suas respectivas médias de produgio de
glicoamilase (U GA-ml), desvic padrio CowdD @ covariancia
CCV), provinientes dos setores recuperados do hibride
MzP//SV—24CB). n - numero de setores que apresentaram
o marcador.

Gene Alelo n U GA-ml o v
+ 58 B, 4 8,0 32,6
LeuA*
- 9] 0.0 0.0 0,0
+ 40 5,8 2,3 40,2
prohA
- 6 6,8 1,7 24,8
+ 32 6,2 2.2 38.2
pabA
- 23 5,85 2,4 42,6
- + a7 6,3 1,6 26,3
nicA
- 28 5,4 2,9 53,4
olvA ee 5,5 2,7 | 49,3
cor
fwnA1 27 6,3 1,6 26,2
+ (o) 0,0 0,0
scpA
- 85 5,9 2,3 28,6
* — O significado dos marcadores estia no item 2.1.1.2.
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TABELA

mor foldgicos,

18 Relacac dos marcadores auxctréficos e
juntamente de suas respectivas médias de
glicoamilase (U GA/ml>, desvio padrio CawdD @ covariancia
CCV2, provinientes dos setores recuperados
P%P//pabﬁunicﬁuolva. n - namer o de setores
apresentaram © marcador.

Gene Alelo n U GaA ml °_ . v
+ 47 Q,0 2,9 29,7

leuA*
- 1 10,1 0,0 0.0
+ 38 10,3 2,6 28,6

ProhA
- iz 6,8 9,6 27,1
+ 36 2,8 2,8 26,0

pabA
- iz 10,8 3,1 28,3
+ ig 3,6 2,8 22,08

nicA
- == 10,4 2,8 27,2
oLvA3 29 10,4 2.8 27,2
cor

fwnA1 ie 9,6 2,2 ee, 9
+ o 0,0 0,0 0,0

scpA
- 48 Q,g9 2,8 £9,4

% - O significado dos marcadores esta no item 3.1.1.3,
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TABELA 17 Relagio dos marcadores auxotrdficos e morfoldgicos,
juntamente de suas respectivas médias de produgac de
glicoamilase (U GA/ml), desvio padriao C0W43 & covariancia
(CVD, provinientes dos setores recuperados do hibride
o2-/71ap B1C(B). n - numerc de setores que apresentaram o
marcador.

Gene Alelo n U GA ml o, cv
+ 32 6,6 3,1 47,3

proA*
- 11 6,9 8,3 76,8
. + 43 6,4 3,4 82,8

argh
- 1 17,2 0,0 0,0
+ 1 i7.2 C,0 0,0

pabh
) - 43 6,4 2.4 52,5
greAi a1 7,0 4,2 80,0
fwnA1 23 6,3 3,2 50,9
+ O 0,0 0,0 0,0

scphA
- 44 8,6 3,7 88,6

% - O significado dos marcadores esta no item 3.1.1.3.
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TABELA 18 Média da producdo de glicoamilase e desvio padrioc das

classes de setores provinientes dos hibridos

MZP//SV—24C ADCH1D, MzP//SV—c’?AC B> CH2D

M P//pabA nicA olvA CH2D,
z 1 1 3

e

‘Setores Hibridos
leu pro  pab nic cér CH1> CH2> CH3D
+ + - -~ Qolv 4,8 + 1,6 4,8 + 2,7 10,0 + 3,9
+ + + - olv 5,85 + 1,6 5,9 + 2,9 10,0 + 2,9
+ - + +  bwn 5,6 + 2,8 7.2 + 0,9 7,3 + 1,9
+ - - - olv 5,3 + 2,2 6,68 + 2.8 11,1 + 3.6
+ - + ' - olv 5,9 + 0,7 6,6 + 0,0 9,9 + 1,2
+ + + + olv 5,8 + 0,4 - -
+ + + + bwn 6,9 + 0,4 6,3 + 1,7 2,8 + 1,86
+ . _ +  bwm - 5,9 + 1,7 11,8 + 1,8
- + + - olv' - - -=
+ - - + bwn 4.1 + 0,0 - -
- - - - bwn - - 10,1 + 0,0
+ + - + olv 2,6 + 0,0 -— e

1- O setor l,e"t.uf-\1 mch1 olvAa foi perdido durante a estocagem.

% — O significado dos marcadores esta no item 3.1.1.3.



TABELA 18 Média de producido de glicoamilase (U GA/ml) e desvio

padriac (o ‘D das classes de setores provinientes dos
.

hibridos 08//1lap B1 e 02-//lap 61C(B).

Classes de Setores o8/ lap 61 ogs71ap 61CBD

arg* pro pab cor UGAml ° UGA ml o
+ + - gre o, 0,6 6,8 2,8
- - + gre 0,6 0,4 17,2 0,0
- + - gre 0,8 0,8 - -
- - - gre 0,8 0,6 - -
- + + gre O,a 0.6 - -
+ - + gre 0,8 0,0 - -
+ - - gre 0,6 0,8 G,2 4,7
+ + + gre C,6 0,0 - -
- + + fwn i,2 0,8 - -
- + - fwn i.4 0,0 - -
+ + - fwn 1,0 0,0 6, 4 3,7
+ + + fwn 0,8 0,0 - -
- - - fwn 1,0 0,0 - -
+ - - fwn - 4,7 1,3

% — O significado dos marcadores estid no item 3.1.1.3,
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(FIGURAS 2 a B8) notou-se que, com excessido do 08//1lap 681 que sera
comentado depois, a distribuiclio destes se sobrepde a distribuicio
obser vada nas linhagens parentais. Quanto ac aspecto da curva, nota-se
que nos cruzamentos do tipo Lgp—//l,gp+, ela reflete uma distribuicic
bi-modal, onde cada moda reside sobre a média de cada parental. No
cruzamento lgp+//Lgp+, a distribuiclo observada nos setores parece ser
diferente das acima constatadas, © gue pode ser reflexo daqueles
cruzamentos envolvende marcadores afetande a producdc. Em ambos os
tipos de cruzamentos nioc foi possivel a recuperagic de selores
recompondo a producic das linhagens selvagens parentais, em especial a

de A. awamcori, NRRL 2112 (FIGURA 4.

Todos esSses dados nos levam a sugerir que, os fatores
principais de producic, de A. niger @ A. awamori, estioc localizados em
grupos de ligacdo gue ndo os analisados nesses cruzamentos e que
segregam aleatoriamente, apesar de setores com médias de produgido
préximas &as parentais serem recuperadas em maior frequéncia. Tal
fendmeno pode ser influenciado pela amostragem sestudada, como visto na
anadlise genética C(item 4.2.4). A amostragem poderia ainda ser a
responsavel pela oscilagcio na média de producidc observada para os
setores que ora encontra-se no nivel da linhagem parenta de A. awamort
CMzP//SV—24CA e B2, e ora intermedidria entre ambas as parentais

C MZP//pabAini cAlol vAa e O2/71ap B81).

O hibrido 08-7lap 61 tem um comportamento um pouco diferente
dos outros obtidos. Nesse caso observa-se claramente que os
setores obtidos tendem a agrupar-se em classes de baixa producic, nao

sobrepondo a distribui¢8c dos parentais, o que pode ser responsavel
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woetores por Classe.

Classes de Produczo (U GA/mI).
—t— Setores ~a MZP -o-- 5V-24

FIGURA 2 Distribuicio da producio de glicoamilase dos setores e

linhagens parentais do hibrido MzP//SV—24CAD.
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Setores por Classe,
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FIGURA 3 Distribuicac da producio de glicoamilase dos setores e

linhagens parentais do hibrido MZP//SV—24C BD.
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Setores por Classe.
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FIGURA 4 Distribuicio da producio de glicoamilase

dos setores,

linhagens parentais do hibrido MZP//pabA1ni cA‘ol vAa & as

linhagens controle PF//NO (P-~ N) e NRRL 2112 C(NRD.
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Setores por Classe.
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pela média dos setores ser inferior a média da parental de menor
producido (lap B61).0utro fato adicional é a produclo da linhagem 08 de
A, awamort .Nos experimentos de VIALTA (19€7), foi observada uma
producio ao redor de 7 U GA/ml, producdc essa nunca obtida por ndés no
presente trabalho. Peloc contréaric, sua producgdo foi sempre no nivel da
linhagem de A. niger lap B81. Todos esses resultados sugerem que a
linhagem de A. awameri deve carrear alguma outra alteracdc adicional,
influenciando na produgdo de glicoamilase. A presenca de tal alteracao
pode explicar perfeitamente a tendéncia a baixa producdoc cobservada nos
setores recuperados desse hibrido., De qualquer modo, se tal alteracao
existir, ela deve ser complementada por algum equivalente de A. niger
pois nlo se observa diferenca significativa entre a producioc deste em

relagdo aos outres hibridos do tipo Lgp—//lgp+.

45 TESTE DE FORMACAO DE HALOS DE HIDROLISE

Foram realizados experimentos de formagdc de halos de
hidrdlise em amido (MMAD e em proteina (MSKD com o objetivo de se
evidenciar um possivel distdrbio no processo geral de secrecio
CTABELAS 20 e 212. Todas as linhagens estudadas de 4. awamort,
apresentaram halos de hidrdélise tanto em amido quanto eh proteina. No
caso da linhagem NRRL 32112, ssta ndoc apresentava halo em proteina em
48 hs de cultivo, entretanto, quando cultivada por 72 hs, osse assumia
um valor semelhante ao das ocutras linhagens. Essas linhagens, gquando
cultivadas na presenga de Triton X-100 C(MMA+TX100 e MSK+TX100D,

apresentaram um aumento significativo nc halo.
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TABELA 20 Relacdoc entre didmetro do halo de hidrdlise ~ diamstro da
coldnia em MMA, com (c/TXD e sem (s/TXD Triton-X100, quando
as linhagens foram cultivadas A& 30°C e, posteriormente,

transferidas para 4°c.

72hs ~ 30°C 48hs ~ 4°Q
Linhagens s/ TX cs/ TX s/ TX ¢ TX
NRRL 3112 1,30 3,87 1.80 3,88
MzP 3,00 3,80 2,88 3.85
o8 ‘ 2,26 3,30 1,71 3,60
oz 1,78 3,80 ~ 1,08 3,78
lap 08 1,00 1,00 1,00 1,00
lap 81 1,00 1,70 1,27 1,92
lap 73 1,00 1,00 1,00 1,00
SV-24 1,00 1,00 1,00 1,61
pab fwn 1,11 1,78 1,29 2,20
sSnu- 0,00 0,00 0,00 0,00
pab nic olv 1,00 ' 1,00 1,00 1,00
08//lap 61 1,00 2,75 1,44 32,87
M_P//SV-24CA 1,11 2,10 1,73 —
M_P//SV-24CBD 1,22 1,16 1,44 -
o2/ /lap B1CA 1.17 3,87 1.28 3,68
o27/1ap 61CRD 1,14 3,28 1.61 3,86
M_P//PNO 1,30 2,88 1,86 3,82
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TABELA 21 Relacdc entre diametro do halo de hidrélise .~ didmetro da
coldnia em MSK, com (cs/TX) e sem (s/TXD Triton-X1i00 quando
linhagens foram cultivadas & 30°C e, posteriormente,

transferidas para 4°C.

48hs ~ 20°C  |72hs30°C 48hs ~ 4°C

Linhgagens s/ TX cs/ TX c” TX s/ TX c” TX
NRRL 3112 1,00 1,00 1,67 1.00 1,00
M2P 1,37 1,00 -= 1,75 1,00
og 1,00 1,00 - 1,00 1,00
o2 . 1,37 1,00 - 1,00 1,00
lap 05 1,41 1,00 2,28 2,00 4,00
lap 61 1,27 1,00 2,61 2,00 3,80
lap 73 1,37 1,00 2,22 1,78 2,68
SV-24 1,36 1,00 2,22 2,00 2,80
pab fwn 1,42 1,40 2,46 2,00 4,68

snu 1,47 2,12 2,18 1,80 ——
pab nic olv 1.66 1,785 2,30 1,87 32,00
nic olv 1,20 1,00 2,83 2,72 4,00
08/ 1ap 61 1,87 2,66 2,40 1,00 3,00
M, P//SV-24CA | 1,00 1,00 1,00 1,00 2,28
M P//SV-24C(BD | 1,27 1,00 1,00 1,00 2,28
oz //1ap B1CA | 1,13 1,22 1,77 - 1,66
o2//lap B1CBY | 1,33 2,00 2,80 - 2,66
MZE//PNO 1,64 - —-= 1,54 2,80
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No caso das linhagens de A. niger, nem todas as linhagens
responderam da mesma forma. Linhagens comeo lap 08, sSv-24,
pabA;nicAuolva @ lap 73 nioc apresentaram halo de hidrdlise em amido
nem mesmco na presenca do Triton X-100. A linhagem lap 61 nio apresenta
halo de hidrdlise em amido sem o Triton X-100, entretanto, quandoc esse
& adicionado ac meioc de cultura, essa passa a apresentar um halo nas
mesmas dimensSes da parental pabA1 fwnA{ Tais dades podem, talvez,
sugerir um possivel problema de secreclo nessa linhagem, entretanto,

tais conclusdes precisam de uma melhor caracterizagdo sxperimental.

No que diz respeitc & formacio de halos de hidrdlise em
proteina, as linhagens de 4. niger se comportaram de modo semelhante
as linhagens de A. awameori, sugerindo gque, se existe algum problema de
SeCrecaco, esSse deve ser restrito & gliccamilase. A linhagem 08, nos
resultados apresentados n3c evidencia formacd3ce de haloc em 48hrs,

entretanto em outro experimento ela atingiu o valor de 1,15 (TABELA

=222,

Para nos certificarmos que o halo cobservado em MSK e MSK+TX100
ora realmente devido & proteases seondo secretadas, foi feito um
cultivo em MSK na presenca de 0,68% de nitrato de sdédioc, como fonte
inorginica de nitrogénio. Oé resultados apresentados na TABELA 22

confirmam a esperada repressidc pelo nitrogénio (COHEN, 1872,18810.

Outro fato interessante é que, cultivos com 72hs de incubaci3o
em MMA, quando estocados & 4°¢c por 48hrs apresentaram um aumento
significativo no haloc de hidrdlise, sendoc que nic foi constatada uma

variacio no didmetro das coldnias durante o© periodo de estocagem.
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TABELA 22 Relacido entre o didmetro do halo de hidrédlise ~ didmetro
da coldnia em linhagens crescidas em MSK e MSK sem
nitrogénic (MSKND> apds crescimento & 30°C por 48hs e

posterior estocagem a 4°¢ por 48hs.

30°¢C 4°¢C
Linbagens MSK MSKN MSK MSKN
MzP 1,37 0 1,81 O
o8 1,18 O 1,80 o
Oé 1,32 o) 1,83 0
lap 61 1,338 0 2,14 0
lap OB 1,34 O 2,04 o)
sSV-24 1,26 o} 1,83 o)
NRRL 2112 1,00 9 1.78 0
MZP//SV—24CAD 1,21 O 1,92 0
MZP//SV—24(B) 1,20 0 1,72 o
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Resultados semelhantes foram observados para os cultivos em M3SK

CTABELAS 20 e 210.

Testando-se preparacdes comerciais puras de oa—-amilase e
glicoamilase em placas com MMA em 30°C o 4°C CTABELA 232, constantamos
gue realmente existe atividade de ambas as enzimas, o que foi
confirmado através do método de glicose oxidase. MNas regides onde
havia © halec de glicocamilase, constatou-se cerca de 1000mg-100ml de
glicose @, nas regides de o-amilase, S00mg-100ml (TABELA 23D. O gque
causa o aumento do hale a 4°C pode ser devido a trés possiveis

hipdteses:

i—- maior degradac3o devidoe a um maior tempo de

incubacio;

ii~ desestabilizac3oc da parede celular, gerando uma
menor retencio das enzimas no espago

periplasmico (VAISNTEIN e PEBERDY, 1880);

iii- as duas hipdteses anteriores simul tineamente.

Em funcdc dos resultados obtidos parece mais plausivel a
terceira hipdtese apresentada, visto gque ndc houve uma variagio
proporcional dos halos a 4°C, © que seria esperadoc se sdémente a
primeira hipdétese fosse verdadeira. A variacdo observada pode entio
ser explicada ou por uma variacdoco da quantidade de enzima no

periplasma, ou por uma retencaoc diferencial das enzimas entre as
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TABELA 23 Formacac de halos de hidrdlise em MMA por

soluchDes puras

das enzimas glicoamilase (GA) e a-amilase (Amild.

Temp. incub. 30°¢ 4°¢

Vol ., Culd 8 4 3 2 1 5 4 3 2 1
GA. 1,9 1,8 1,7 1.8 1,86 1,4 1,3 1,2 1,3 1,1
GA 4°c.30°C 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
Vol. Cul) s 4 2,8 1,8 0,68 S 4 2,8 1,8 0,6
Amil. 2,8 2,4 2,2 2,2 2,2 1,7 1,7 1.6 1,8 1,8
Amil 4°C30°C 0,7 0.7 0,7 0,7 0.7
GA (30°¢): Corr = 0,99 Amil. ¢30°C: Corr = 0,97
4% Corr = 0,00 C4°c Corr = 0,08
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linhagens, que pode ser causada por diferencas estruturais a nivel de
parede celular entre as linhagens, como também ambos os fatores

simul tineamente.

Mutacdes que afetam a composicio da parede celular
influenciando a secrecic de enzimas extracelulares foram descritas
anteriormente. TREVITHICK e METZENBEG (198686a,bd observaram que
mutantes osmdticos isolados mostravam que a invertase total secretada
estava inversamente correlacionada com © grau de fraciconamento entre o
mondmero ative @ os agregados da enzima, & que isso poderia ser devido

a mudancas na composi¢ico quimica da parede celular.

GRATZNER (1972) descreveu a mutacdo exo-1 em Neurospora crassa
que alterava os niveis de varias enzimas extracelulares associadas com
a degradaclco de glucanas e sacaridecs em geral, entretantc, nd3o

parecia alterar o nivel de proteases extracelulares.

MURAYAMA o ISHIAWA (19730 observaram que a mutacio T2 em
N. crassa alterandoc a parede celular, também alterava os niveis de
enzimas extracelulares. As mutacdes TQ ¢ exol nioc foram avaliadas em

teste de complementacio.

Tudo isseo nos leva a crer que, em nossos mutantes, temos um

problema especifico da glicocamilase, visto gue as outras enzimas

extracelulares encontram-se em niveis aparentemente normais.
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5. CONCLUSOES

1-

A viabilidade dos protoplastos de A. niger parece ser de vital
importancia para a eficiente recuperacio de produtos de fusio entre

osta espécie e A. awamort.

A cariogamia entre as duas espécies estudadas parece disparar um
macanismo de instabilidade, © qual culmina em pelc menos duas

formas, A e B, as quais sio distintas morfoldgica ¢ geneticamente.

A andlise genética dos hibridos demonstrou que ndc hid um padrio

fixo de segregacac das marcas © qual pode variar de 1:1 até 2:1,

entretanto, sSempre favorecendo as  combinacdes parentais.
Adicionalmente, constatou-se ligacdo entre os alelos argB e
pabA.

Os hibridos do tipoc B, juntamente com o O08-/7lap B1 e o
MzP//pabA;nicﬁuolvAB, parecem serem homozigotos para o alelo
cspwa, sugerinde um possivel mecanismo de origem comum para esses

variantes morfologicos.

QO alelo cspw& demonstrou continuar sendo recessivo, mesmo
tratando-se de cruzamentos interespecificos, © que sugere que o©
alelo mutante ocasiona algum tipo de bloqueio no

desenvol vimento normal dos conididéforos.
A alta frequéncia de setores carreando os marcadores selvagens para
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aminoacidos, sugere gque deve ter ocorrideo uma deficiéncia na
suplementacioco do MC ou incompatibilidade de alguns grupos de

ligacdo. Ambos os fendmenos podem explicar os dados observados.

A quantificac8c da enzima glicoamilase nos hibridos sugere uma
possivel domindncia dos fatores de A. niger sobre os de 4. awamort
CMZP//pabﬁanicAtolvA%) ou ainda uma repressio repressic alélica

dos fatores de 4. niger scbre os de A. awameri,

0 teste de produgao de enzima pelos selores sugerem que os
marcadores envolvidos ndoc afetam pleictropicamente a produgdc o que
nico ha ligacioc entre estes genes ¢ os de producidc em ambas
as espécies..Os resultados também sugerem que a producdo de
glicoamilase, nas espécies estudadas, é ;ontrolada por uma hereanca
poligénica, sendoc que, devide a incompatibilidade entre essas
espécies, a recuperacic de setores com produglc similar a das
linhagens selvagens parentais, em especial a NRRL 23112, & de

baixa frequéncia.

Devido a algum problema adicional da linhagem 08, setores

provenientes do hibrido 08//1ap 61 tendem a se agrupar em classes
de producio inferiores a&s de ambas as parentais. O suposto gene
afetado encontra complementacioc no genoma de A. niger, visto que
o hibrido apresenta média de produgioc no nivel dos demais hibridos

lgp //lgp estudados.

11- Os halos de hidrdlise sugerem que as linhagens apresentam bloqueio

apenas em sua capacidade de producio de glicocamilase,
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descartando~-se a possibilidade de um bloqueic geral na secregaoc

de enzimas extracelulares.
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6. ABSTRACT

1__

W
i

The viability of A. niger protoplasts seems to be essencial to an
efficient recovery of fusion products between this kind of specie

and A awamort.

The nuclei fusion between both species studied seem to have as
consequence a mecanism of instability that produce, at least, two
kinds of forms (A and B) which could be geneticly and morphologicly

different.

The genetic study of the hybrids showed that the rate of markers
segregation is no constant, and that it could change from 1:1 until
3:1, although, always favorable to parental t(ype. Additionally

that, we realize a linkage between argh pabA loct.

The hybrid of type B, together with o8/ /1 apbl1 and
MzP//pabAinicAiolvAN showed to be homozigous f{or cspAi. This could
suggest a mecanism of commum origin for this morpheologic. types.
Such gene shwoed to con£inue being ressecive, eventhough it

was interespecific crosses.

The high frequency of segregants carring wild markers for amincacid
suggest that could happend a defficience on the supplementation on
CM or incompatibility of some linkage groups. Both fenomena

could explain the cbserved resultis.
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8—

The enzyme assay showed that in hybrids should be possible that the
A. niger elements could be dominant in relation wiith the
A. awamort. Such results suggest an allelic repression of 4. niger

eloments related to 4. awamort.

The enzyme assay of segregants showed that the markers involved do
not affect pleiotropically the production and that there is no link
between such genesa and production ones. The results also suggest
that the production of gluccamylase is controled by a poligenic
inherance and that the recovery of segregants with same production
of parental strains, especially NRRL 2112, is in a lower frequency
probably in the reason of the incompatibility between such species.
The hidrolysis halos suggest that the strains seems to present a
block only in it capacity of glucocamylase production, and no in all

extracellular enzymes.
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TABELA Al Andlise das marcas auxotrdficas morfoldgicas e produclo de

glicoamilase nos setores do hibrido 08-//1apBi.

Setor argB: proA, pabaA SCpA, cor UGA/ml
1 + + - - gre i.,8
2 - - + - gre 0,8
2 - + - - gre 0,6
4 - + - - gre 0,2
8 - - + - gre 0,8
& - - - - gre 0,2
7 - + + - gre 0,6
o] + + - - gre 0,8
Q - - - - gre 1,0

10 - - + - gre 0,1
11 - + + - gre 0,7
ie + + - - gre 0,8
13 , - + + - f'wn 0,8
14 - - + - gre 0,8
18 + + - - gre 1,0
ie - + - - fwn 1,4
17 - + + - gre i.8
is + - + - gre 0,8
19 - + - - gre 0,8
20 - - + - gre 1,2
=21 - - + - gre 0,0
22 - - + - gre 0,3
23 - + + - fwn 1.9
24 - + + - £wn 1,9

% — O significado dos marcadores estid no item 2.1.1.3.
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TABELA A2 Andlise das marcas auxotréficas morfoldgicas e produgio

de glicoamilase nos setores do hibrido O8-//1lap 61,

Setor argB: proA pabaA scpA, cor UGA- ml
28 - + + - gre 1,7
6 - - - - gre 1.4
27 - + + - gre 1,3
28 - + + - gre 1,32
es - + - - gre 1,6
30 - + + - gre 1,0
21 - + + - gre 1.3
22 - + - - gre o,2
33 + + - - fwn 1.1
34 - - + - gre 1,3
38 + + + - fwn 0,8
28 + . - - - gre 1.2
37 . + - - - gre o.2
28 - + + - gre 1,7
239 - + + ' - gre 0,3
40 - + - - gre 0,6
41 + + - - gre 0,2
42 + - - - gare 0,3
43 - + + - fwn 0,8
44 - - - - fwn 1,1
45 + + + - gre 0,6
48 + - - - gre 0,8
47 - + + - gre 0,0
48 - + - - gre 0,0
49 - + + - gre 0,2
* — O significado dos marcadores estid no item 3.1.1.3.
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TABELA A3 Anadlise das marcas auxotréficas morfolédgicas e producio de

glicocamilase nos setores do hibride MEP//SV—84 CA.

Setor leuAj proA pabaﬁ; nichA scpA cbr UGA-ml
i + + - - + olv 8,3
e + + + - - olv 8,7
3 + + + - - olv 1,3
4 + - + + + brw 7,7
5 + - - - - olv 4,1
6 + + - - + olv 2,8
7 + - + - - olv 8,7
2 + - + - - olv 8,2
g + + + - - olv 4,8

10 + + + + + olv 8,1
11 + + + + + bwn 6,3
ie + + + - - olv g,32
i3 + + + + + olv 8,6
14 + + - - + olv 6,1
i8 + + - - + olv 3,2
i6 + + + - - olv 8.1
17 + + - - + olv 4.8
i8 + + - + + bwn -
ig8 + + + ) = - olv 8,1
20 + + - - + olvy 8,4
21 + + + - - olv 8,7
ee + + - - + oly 2.3
23 + + o+ - - olv 6,1
24 + + - - + olv 8.4
28 + + - - + olv 3.6

* - O significado dos marcadores esta no item 2.1.1.3.
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TABELA A4 Analise das marcas auxotréficas morfoldgicas o producic de

glicocamilase nos setores do hibrido MaP//SV—24 A,

Setor leuA: proﬁu pabaﬁa nicﬁa scpAa cor UGA~-ml
28 + - + - - olv 8,7
27 + - + - - olv 5,2
£8 + + + + + bwn 7,8
29 + + + + + bwn 8,7
30 + + + + + bwn 6,0
31 + + + + - brw 8,8
32 + + + - e olv -
33 - + + - e olv -
34 + - - - + olv 8,1
38 + + + - + olv 7,8
36 + + - - - olv 7,8
27 + + + - + olv 2,9
32 + + - - + olv 4,8
29 + - - - + olv 32,
40 + - - + + bwn 4,1
41 + - + + - bwn 3,
42 + - + - + olv 5,9
43 + + + - + olv 7.2
44 + + + - - olv 5,1
48 + + + - - olv 8,7
46 + + - - - olv 8,8
47 + -~ . - - - olv 8,9
48 + + - - + olv 2,4
49 + + - + + olv 3,8

% - O significado dos marcadores estid no item 3.1.1. 3.
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TABELA AB Analise das marcas auxotrdéficas morfolégicas e producio de

glicocamilase nos setores do hibrido MZP//SV—84 CBD.

Setor leuAr proﬁa pabaﬁa nicﬁa scpﬁa cOr UGA~ml
1 + + + - - olv 8,8
2 + + + + - bwn 1.9
3 + + + - - olv 6,8
4 + - - - - olv 8,7
8 + + + + - bwn 4,9
s + + - - - olv 2,4
7 + + + + - bwn 8,3
g + + - + - bwn 7.2
o + + - - - olv 4,6

10 + + - + - bwn 6.2
i1 + + + + - bwn 7,8
ie + + + + - bwn 8.2
13 -+ + + + - bwn 7,2
14 + - - - - olvy 2,8
18 + + + + - bwn 6,6
i6 + + + - - olvy 8,7
17 + + + + - bwn 7.2
ig + + - - - aly 1,7
i9 + + - - - olv 1.8
c0 + + - + - bwn 2,1
21 + + - + -~ bwn 4,7
ce + + - - - olv 2,4
23 + + + - - olv -
c4 + + - - - olvy g,

+ + + - - olv 8,2
26 + + - - - olv 2.8
27 + + + + - bwn 6,8
e8 + + - - - olv 2,4
29 + + + - bwn -
20 + - + + - bwn 7,9
21 + + + + - bwn -

# — O significado dos marcadores estid no item 3.1.1.3.
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TABELA A8 Andlise das marcas auxotrdéficas morfoldgicas e produgio de

glicoamilase nos setores do hibrido MZP//SV—24 B>,

Setor leuA: proA pabaA nicA scpA, cor UGA~ml
32 + + + + - bwn 7.2
33 + + - + - bwn 8,8
34 + + + - - olv 8,0
28 + + - + - bwn 6,0
36 + + + + - bwn 8,2
37 + - + + - bwn 8,6
38 + + - - - olv 7.6
39 + + + + - bwn 8,8
40 + + - + - bwn 8,0
41 + + + + - bwn 6,4
42 + + + - - olv 7,6
43 + + + - - olv 4.6
44 ‘+ + - - - olv 8,2
45 + - - - - olv 7,4
46 + + - - - olv —
47 + + + + - bwn 2,8
48 + + + - - olv 2,2
4Q + - + - - olv 8,8
80 + + + - -~ olv 7.7
81 + + + - - olv 8,7
52 + + + + - bwn —_—
53 + + - + - bwn . 8,7
B84 + + = - - olv 8,7
58 + + + + - bwn 8,7
868 + + + + - bwn 8,6
87 + + + - - olv i,e
88 + + + - - olv 1,1
859 + + - - - olv -—
80 + + + + - bwn 7,6
81 + + - - - olv 8,7
ez + + + - - olv -

# — O significado dos marcadores estid no item 3.1.1.3.
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TABELA A7 Analise das marcas auxotréficas morfoldgicas e producioc de

glicocamilase nos setores do hibrido MZP//patmanicAaolvﬁg.

Setor leuAT proA pabaA nicA scpA, cor UGA~ml
1 + + + + - bwn g,0
2 + + + + - bwn 7,8
3 + + + + - bwn 10,4
4 + + - - - olv 10,7
8 + + - + - bwn i1.8
o] + - + - - olv 11.8
7 + + + - - olv ii,8
2 + + - + - bwn a,8
Q + + - + - bwn 13,1
10 + - + - - olv 8,7
11 + + - - - olv g,2
iz & + + - - olv 8,4
13 + + + - - olv 8,8
14 + + + - - olv 10,7
i8 + + + - bwn 14,1
i6 + - + - bwn 7,8
17 + + + + - bwn 7,4
ig8 + - + - - olv 7.2
i@ + - + - - olvy 14,1
20 + + + - - oly 14,7
21 + - - - - bwn 13,6
(A=A + - + + - bwn 9,8
24 + - - olv 8,8
28 + + - bwn a,8
26 + + + - - olv 11,9

# -~ O significado dos marcadores estid no item 3.1.1.3.
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TABELA A8 Analise das marcas auxotréficas morfoldégicas e producio

de glicocamilase nos setores do hibrido MZP//pab¢anicA&olva.

Setor leuAr proA pabaA nicA SCPA cor UGA~ml
a7 + + + - - olv 7,8
28 + - - - - olv 2,4
2o + + + - - olv 12,8
30 + + - - - olv 18,1
21 + + - - - olvy 15,1
32 - - - - - olv 10,1
32 + - + + - bwn 5,9
24 + + + - - olv ie,.8
28 + + + - - olv 2,9
37 + - + ~ - olv 11.1
38 + + - - - olv 4,7
38 + + - - - olv 10,4
40 "+ + + - - olv 11,8
41 + + + - - olv 10,1
42 + - + + - bwn 8,7
43 + + + + - bwn 9,2
44 + + + + - bwn g,2
45 + + + + - bwn 10,4
48 + - + - - olv 8,8
47 + + + + - bwn 11,0
48 + + + + - bwn 10,1
40 + - + - - olv _ 8,0
80 + + o+ + - bwn 8,2

% — O significado dos marcadores esti no item 3.1.1.3.

117



TABELA AQ Anidlise das marcas auxotréficas morfoldgicas e produgdo

de glicoamilase nos setores do hibrido O2//1ap 81CA).

Setor argB: proAk pabah scpﬁa cor
i + + - - fwn
2 + + - - fwn
2 + + - -+ £fwn
4 + + - - gre
8 + - - - gre
& + + - - fwn
7 + + - - fwn
2 + + - - fwn
Q + + - - fwn

10 + + - - fwn
11 s + + - - gre
iz + + - + f'wn
13 + + - - fwn
14 + + - - gre
i8 + + - - fwn
ig + + - - fwn
17 - + + - fwn
ie + - - + gre
19 + - - + gre
20 + - - f'wn
21 + - + fwn

% — O significado dos marcadores esta no item 2.1.1.3.
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TABELA AlO Anidlise das marcas auxotréficas morfoldgicas e producao

de glicocamilase nos setores do hibrido 02-/-1ap 61CAD.

Setor argB: proﬁa pabaﬁi scpﬁa cdr
22 + + - - f'wn
23 + + - + fwn
24 + + - + fwn
28 + -~ - - gre
26 + + - - fwn
27 + + - - fwn
c8 + - - - gre
29 + + - - fwn
30 + + - + fwn
21 + + - - fwn
32 + + - - fwn
33 + + - + fwn
34 + + - .- fwn
38 + - - + gre
36 + + + - gre
37 + + - - fwn
28 + + - - gre
39 - + + - fwn
40 - + + - f'wn
41 + + - - fwn

# - O significado dos marcadores esta ne item 3.1.1. 3.
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TABRELA All Andlise das marcas auxotréficas morfoldgicas o producgdo

de glicoamilase nos setores do hibrido 02--71ap B81(BD.

Setor argB: proA pabaA scpA cor UGA~ml
1 + + - - fwn 4,6
e + + - - fwn 32,0
3 + + - - fwn c,9
4 + + - - fwn 4,4
5] + + - - fwn g,2
& + + -~ - gre 6,6
7 + + - - fwn Q.8
8 + + - - gare 32,8
Q + + - - gre 10,3

10 + + - - fwn 11,8
i1 + - - - fwn 2,8
ie + + - - gre 2,1
13, + + - - fwn 4,8
14 + + - - fwn ie.,2
18 - - + - gre i7,2
i6 + + - - gre 8,8
17 + - - - fwn 8,6
i + + - - fwn 1,1
19 + + - - gre 7.4
20 + + - - fwn Q.2
21 + + - - fwn 8,0
22 + + - - f'wn 2,4
% — O significado dos marcadores estd no item 3.1.1.323.
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TABELA Al2 Anidlise das marcas auxotréficas morfoldgicas e producao

de glicocamilase nos setores do hibrideo O2//1ap 61CBD.

Setor argB: proA pabaA, scpA cor UGA ml
23 + + - - fwn 4,9
24 + + - - fwn 8,8
8 + - - - gre c,8
26 + + - - gre 10,3
e7 + + - - fwn 4,3
28 + - - - gre 4,8
2= + - - - gre 9,2
20 + + - - are 10,6
31 + + - - gre ie, s
32 + - - - gre 4,4
22 + + - - fwn g,2
24 ' + + - - are 7.6
38 + - - : - fwn 2,8
36 + - - - are 4,8
37 + - - - gre 16,6
38 + + - - gre 2,6
20 + + - - gre 8,8
40 - + - - ore 4.0
41 + - - - gre 3,8
42 + + - - gre 2,8
42 + + + - fwn 3,8
44 + + - - fwn 6,6

% - O significado dos marcadores estid no ftem 3.1.1.3.

121



TABELA Al13 Produgido de glicoamilase (U GA- ml) das linhagens

parentais e hibridos.

Linhagem I 11 111 iv v
o8 0,9 0,8 1,1 1,4 1,2
lap 61 1,2 1,8 1,2 1,9 1,6
o2 4,4 8,8 4,6 7.3 6,6

M_P 6.2 6,2 7.8 6,2 7,4
SV-24 2,1 4,1 4,3 3,3 2,7
pabAnicAolvA  11.8 12,3 18,3 13,8 14,7
o8/ /1apbl 3,4 3,3 2,8 3,8 3,0
MP//SV-24C A 3,6 3,8 3,5 3,5 3,8
MP.//SV-24C B 3,7 4,6 3,7 2,0 2,3
02//lap B1CA 2,3 3,8 2,0 4,2 3,8
02//lap B1CED 2,9 3,6 2,4 4,0 3,7
M_P//pabAnicAolvA 11,1 10,7 11,8 11,8 13,8
PF.//NO 11,86 11,6 11,9 12,6 8,9
NRRL 3112 21,2 23,9 23,4 14,3 24,4



TABELA Al4 Anidlise de variancia das médias de producido de glicoamilase

das linhagens na Tabela A13.

Causa da Graus de Soma dos Quadrado
variacao liberdade Quadr ados médio F

-
Linhagem 13 =2160,7 166,22 87,8
Residuc 86 108,22 1.8
Total ' 69 2267, 01
%% - Significativo & nivel de 1%.
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TABELA Al8 Producdo de glicoamilazse (U GA“ml) de linhagens parentaiz e

hibridos quando cultivados em MAC com e sem suplementacio.

Linhagem I 1T I11I v v
M_P 5,8 8,6 7,8 7.2 g, 4
SV-24 1,9 2,8 1,8 3,8 2,1
pabA_fwnA_ 16,4 14,2 16,4 18,8 18,0
08/ 1ap B1° 2,4 2,2 2,1 1,3 2,4
o8/ 1ap 61 4,2 3,8 2,4 1,3 2,4
szxxsv—a4cms 5,8 3,9 3,0 3,8 2,6
M P//SV-24C A 3,8 3,8 2,7 2,5 3,5
M:P//sv—a4cébs 3,2 3,8 2,6 1,9 1,7
M_P//SV-24CBD 2,0 1,0 1,8 2,1 2,0
M_P//pabA nicA ol vAz 9,4 8,6 6,7 9,1 7,8
MzP//pabAinicAiolvAg 7,8 8,0 7,8 2,9 7.9
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"ABELA A18 Anidlise de variancia das médias de producio de glicoamilase

das linhagens na Tabela AlS.

Causa da Graus de Soma dos Quadrado
variagao liberdade Quadrados médio F

¥
Linhagem 10 871 .2 87,1 85,3
Residuoc 44 44,6 1,01
Total ' 69 2267, 01

®¥% - Significativo a nivel de 1%.
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