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RESUMO

Linhagens haplbides, bem como heterocariocs e dipldi-
des do fungo Aspergilflfus nidufans foram analisados quanto a pro
dugao das enzimas extracelulares lipase, amilase, protease, fos
fatase e urease. Foram utilizados tres linhagens normais e oi-
to mutantes morfoldgicos, além de diferentes combinagées entre
ambos . Os ensalos foram efetuados em meios de cultura solidos,
contendo cada gual, um substrato especifico. As linhagens mor-
folbgicas do tipo compacto foram também analisadas microscopi

camente, e comparadas as demais, previamente descritas.

Pelos resultados obtidos,foi constatadec que as cold -
nias de crescimento reduzido em um ou mais meios de cultura fo
ram sempre as mais alteradas também no aspecto enzimatico, bem

como no microscdpico.

o

As compactas B-VIII e B-6, bem como os heterocarios
pp+M~32 e ppt+M-35, destacaram-se por apresentar a maior produ
cao de lipase, amilase, protease, enguanto que outraslinhagens
e heterocarios mostraram maior produgac em relagac a apenas u

ma ou ocutra dessas enzimas.A linhagem compacta pp-6 constituiu um ex



x

cecao, ja que nao apresentou producac de protease, embora o he-
terocario MSE + pp-6 tenha produzido o mais alto nivel de ati-
vidade dessa mesma enzima. Para fosfatase e urease ocorreu o
inverso ,isto €, as colbnias de menores dimensGes apresenta -
ram evidéncias de menor atividade enzimitica. Quanto aos di-
ploides, houve restauragao do fendtipo enzimatico original bm

ou pp em todos os casos.

As alteragaes aqguil descritas foram discutidas, con-
siderando-se a possibilidade de problemas de permeabilidade nos

mutantes morfoldgicos utilizades.



SUMMARY

The production of extracellular enzymes such as lipase,
amylase, protease, phosphatase and urease by haploids,heterocaryons
and dipleoids of A. nidufans were analysed. Three normal
strains, eight morphological mutants and differents combinations
among them were utilized. The enzymatic test were carried
out using soclid culture medium containing specific substrate

for each enzvyvme under assay-

The results shwed that slow growing colonies in one
or more culture medium showed aléo more alterations in the enzyme
production. In general compact colonies {B-VIII and B-6) and some
heterocaryons (pp+M-32 and pp+M-35) showed higher production of
lipase, amylase and protease. For specific enzymes there are
others strains and heterocaryons that must be considered. The
strain pp~6 was a special compact strain showing no activity of
p{otease at all; however in the heterccaryon MSE + pp-6 there
was a strong interaction producing the highest level of
mpgétease activity.For phosphatase and urease the results
were guite different, the smaller colonies having lower
enzymatic activity.There were no differences in the diploids

and the level of enzymes production returned to the



respective original strain bm ou pp.

211 the alterations described, specially in haploids
and heterocaryons were discussed considering permeability

problems in the morphological mutants.



1. INTRODUCAO

0 fungo Aspergillus nidulfans, da classe Ascomycetes,
apresenta diversas caracteristicas gque o tornam adeguado para
estudos experimentais. A analise genética & relativamente faci-
litada, através do ciclo parassexual, sexual ou fusao de proto-
plastos,e, muitas linhagens com diversos marcadores genéticos
s3o disponiveis atualmente. Seu crescimento & relativamente ra-
pidb e se desenvolve em diversos meios de cultura definidos e
complexos. Apresenta estruturas de diferenciagao relativamente
simples, que se formam com altc grau de sincronia. Oferece, co-
mo alguns outros, a oportunidade de se comparar a interagao en-
tre genes, na condicao dipldide ou na heterocaridtica. Os prin-
cipais estudos efetuados ao nivel de nutrigéo, fisicplogia, me-

tabolismo e genética, podem ser vistos em CLUTTERBUCK (1974).

. Os +trabalhos sobre mutantes morfoldogicos de Al
nidufans restringem-se, na maioria das vezes, &s tégnicas de
isolamento, descricac e mapeamento geng&tico. Muito pouco foi

pesguisado sobre o aspecto biogquimico e fisiclbgico desses mu-
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tantes, principalmente no que se refere & correlagac entre mor-
fologia alterada e & producac enzimatica. As maiores contribui-
¢oes foram provenientes do fungo do género Neunrcépeonrna, onde as
alteragdes morfoldgicas guase sempre foram acompanhadas por mu-
dancas na compésigéo da parede celular, afetando crescimento e
atividade enzimatica (MISHRA, 1977).

Por outro lado, a enzimologia tem despertado interes-
ses crescentes, nas ultimas décadas, sobretudo do ponto de vis-

ta tecnoldgico e da biologia molecular. Enzimas microbianas tém

sido requeridas para a indQstria de alimentos, para a farmaceu-

tica, para processos bioldgicos, terapéuticos, etc. Linhagens
microbianas mutantes, boas produtoras de enzimas, constituem
problema extremamente urgente (OSTRIKOVA e KONQVALOV, 1978},

assim como as interagOes genéticas e condigOes ambientails  gue
favoregam uma maior produgaoc.

Assim sendo, mutantes morfoldgicos de AspengllLus
nidufans, previamente isclados, foram utilizados com o objetivo
de se detectar algumas diferencas entre eles, no que se refere
a proﬁugéo das enzimas extracelulares, lipase, amilase, protea-
se, fosfatase e urease. A comparacac foi efetuada entre as 1li-
nhagens em condicao hapldide, assim como na interagao existente

entre heterocarios e diploides heterozigotos.



2. REVISAO DA LITERATURA

Diversos mutantes morfoldgicos tém sido descritos em
Aspengdllus nidulans, e uma rapida abordagem sobre o assunto
constituirzd a primeira parte desta revisac bibliografica.

Em seguida, serd feita uma introdugao as enzimas hi-
droliticas: lipase, amilase, protease, fosfatase e urease, pro-
curando-se enfatizar mutantes enzimaticos em A. nidulans.

Da revisao constara, ainda, uma breve analise sobre o
uso de meio sdlido nos ensaios sobre enzimas microbianas, utili

zados no presente trabalho.

2.1. Mutantes morfoldgicos em Asperglllfus nidufans

Os mutantes morfoldgicos em A. nidufans tem sido em-

#
pregados em estudos genéticos, desde o trabalho inicial apre-

sentado por PONTECORVO (1953). Além de se constituirem marcado-

res genéticos bastante Oteis, eles também foram utilizados para



o esclarecimento de aspectos sobre a morfogénese.

Em fungos filamentcsos, a principal manifestacao ce
diferenciagao consiste na formacdo de esporos sexuais e asse-
xuais. Assim sendo, A. nidulans apresenta caracteristicas favo-
réaveis a estudos desta natureza, principalmente por possuir uma
estrutura conidial bem definida. A maioria dos mutantes morfo -
logicos descritos foi analisada principalmente sob o aspecto ge-
nético. Uma revisao sobre o assunto pode ser vista em CLUTTER -

BUCK (1874) e BIAGI (1977). Esses mutantes podem ser enguadra -

dos em trés categorias principais:

a) Mutantes gue apresentam um Unico determinante geneé
tico responsavel pela alteracac morfoldgica (heran

ca monogénica)

A majoria dos mutantes pertence a esse primeiro gru-
po. Eles apresentam alteracoes, principalmente na conidiacgaoc e
no crescimento vegetative. Ha linhagens asporogénicas, bem como
outras oligosporogénicas. Existe, também, uma variabilidade mui
to grande na pigmentacao dos conidios (CLUTTERBUCK, 1974: BIA -
GI, 1977). Alguns mutantes possuem estruturas de diferenciagao
alteradas, como os esterigmas (KAFER, 1958; CLUTTERBUCK, 1969) ,
ou, mesmo, outras outras alteragoes gerais das colbnias (CLUTTER

BUCK, 1974; BIAGI, 1977 e ROSATO e AZEVEDO, 1983).
b) Mutantes morfoldgicos com alteracSes genéticas mais
complexas-

Esses apresentam, também, alteragBes de crescimento

vegetativo, de conidiagao, de coloracdao do micélio, a2lé&m de ou-



tras caracteristicas gerais da coldnia. No entanto, as altera-
cdes desse segundo grupo sao atribuidas 3 existéncia de trans-~
locacOes (BAINBRIDGE, 1963; CLUTTERBUCK, 1970), de duplicacgoes
{BAINBRIDGE e RPPER, 1966; AZEVEDO e ROPER, 18970) ou de aneu-

ploidias (UPSHALL e KAFER, 1974).

¢) Mutantes morfoldgicos devido a fatores citoplasma-

ticos

Os exemplos mais significativos foram relatados por
ARLETT (1957), ARLETT e col. (1962) com os mutantes "rod", e
por ROSATO e AZEVEDC (1980), com um mutante compacto.

Apesar dos genes de mais de uma centena de mutantes morfoﬁg_i‘g
cos em A. nidufans estarem mapeados, pouco se conhece sobre as
alteracces bioguimicas correspondentes e, portanto, apenas al-
guns trabalhos foram feitos sobre o assunto.

Em A. nidulans, cada fase da esporulagao & acompanha-
da pela sintese de uma fenol oxidase especifica {lacasej). As~
sim, na formacao do pigmento cconidial, ocorre sintese de lacase
I (CLUTTERBUCK, 1972), enguanto gue a lacase II ocorre nos cleis
totécios jovens e nas células de hillle que os envolvem {(HERMANN
e col., 1983). Além dessa enzima, gue constituiu um marcador do
infcio da fase sexual, foi estudada a wu-1,3 glucanase, de gran-—
de significado para o processco de frutificacao (ZONNEVELD, 1972,
1973, 1974).

KOIDE e col. (1979) tambdm estabeleceram relagoes en-
tré-morfogénese e algumas enzimas. Assim, os mutantes classifi-
cados em grupos, de acordo com anormalidades no aparelho coni-
dial e maior formagao de c&lulas de htille, apresentaram, ao meg

mo tempo, alteracgoes de atividade enzimatica extracelular de



protease, nuclease e invertase.

Alguns casos de mutactes auxotrdficas também  foram
correlacionados a alteragoes morfoldgicas. Linhagens deficien-
tes para colina, na auséncia dessa, produziram formagoes esfé-
ricas chamadasé“balées" {MARKHAM e BATNBRIDGE, 1978, 1979}). Mu-
tantes deficientes para arginina em A. nddufans, produziram fe-
ndtipos aconidiais, aberracodes do desenvolvimento sexual, e uma

baixa eficiéncia de germinacao conidial, conforme o meio de cul

tura utilizado (SERLUPI-CRESCENZI e col., 1983).

2.2. Enzimas hidroliticas

Enzimas hidroliticas, ou, simplesmente hidrolases, um
grande grupo de 211 enzimas, constituem a classe 3 no sistema
E.C., isto &, segundo a classificac3o enzimdtica da Comissao de
Enzimas da Uniao Internacional de Bioquimica. O critério adota
do & baseado no tipo de reagao guimica catalisada. Assim sendo,
as hidrolases tém, em comum, o envolvimento de agua na formagao
do produto. Essas, por sua vez, sao classificadas com base no
tipo de ligacdo sobre a gual atuam. A reagao geral para essas
enzimas pode ser esquematizada como na equagao abaixo ( Equacao
I}, onde ocorre a transferéncia de um dos componentes do subs-

trato para a agua (WHITAKER, 1972).

X-Y + H-0O-1
substrato agua

Equacac I



G7.

2.2.1. Lipases

As lipases (E.C. 3.1.1.3.) pertencem ao grupo das es-
terases, enzimas de ampla distribuicao na natureza. As lipases

&

hidrolisam ligacdes éster-carboxilicas desdobrando &steres emn
dcidos graxos e glicerol (WHITAKER, 1972).

Os fungos filamentosos sintetizam lipases extracelu-
lares em grande quantidade. Essas tém encontrado usos crescen-
tes. Conseglientemente, o interesse na pesquisa para novos pro-
dutores e a elucidacdao das condigOes de biossintese de lipase
sAo bastante significativos (VOLKOVA e LEBEDEVA, 1979).

0s trabalhos de investigacao sobre as lipases micro-

bianas tém sido, no entanto, bastante dificultados pelo uso de

grande niimero de substratos, pelas condicdes de ensaio e méto-

dos empregados. O grande problema reside na falta de conheci-

mentos sobre os substratos naturais da lipase e seu papel fisip

.1bgico. Geralmente, o principio usado & o da estimativa de aci-

dos graxos liberados de triglicérides, apds certo tempo de incu
bacac (LLOYD e col., 1971).

A.necessidade de um componente lipidico no meio de
cultura, para a producao de lipase extracelular foi demonstra-
da por varios autores. Assim, a farinha de soja, por exemplo,
foi pesguisada como. um componente inseparavel de muitos meios
nutrientes para microrganismos industriais, gue produzem anti-
bibticos e enzimas, incluindo lipases. Contudo, a complexidade
de composicac de tais meios, dificulta o isolamento dos produ-

tos de biossintese microbiana. A determinagao dos componentes

‘da farinha de soja, necessarios a sintese de lipase, permiti-

riam uma simplificacao do meio e, talvez, um aumento do seu efei
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to indutor. Nao ha divida de que a fragao lipidica da farinha
de soja estimula a biossintese da lipase extracelular em fungos .
Resultados diferentes sao, no entanto, encontrados para cada
caso. Em Aspergillus, por exemplo, a atividade lipolitica em
melios Ccom fari;ha de soja &, na maioria dos casos, fraca ou
ausente. De 35 espdcies de Aspergilfus estudadas, A. nridulans
apresentou o maior Indice de produgao de lipase, nessas condi-
¢oes. Em Geotrichum asteroddes, os componentes da farinha de
soja de natureza lipidica sao indutores da lipase extracelular.
Presume—se gue, nesse caso, o estimulo seja através de acido
oleico. Ja em Rhizopus cohnii, a sintese de lipase & realizada
na presenca de componentes lipidicos e n&o lipidicos. Existem,
portanto, indutores suplementares para a produgao da enzima
(VOLKOVA e LEBEDEVA, 1979).

Os tweens também sao bem conhecidos peloc seu efeito
estimulante para o crescimento de microrganismos, bem como para
a producaoc de enzimas lipoliticas. H&, no entanto, informagoes
sobre a inibicao desta mesma agao em certos microrganismos. A
funcao do tween sobre a sintese de lipase & evidentemente devi-
da ao seu contefido de acido oleico. Varios tipos de tweens fo-
ram ensaiados em Oospoira £aci@é, guanto a produgac de lipase ex
tracelular. Os melhores resultados foram obtidos ac se adicio-
nar tween 80 a um meio contendo Sleo de semente de algodao. To-
dos os tweens utilizados, ao mesmo tempo gue estimulam a bios-—
sintese de lipase, além de uma determinadh concentragac, passam a
ser inibidoras da acao dessa mesma enzima. A capacidade dos

tweens aumentarem a produtividade das culturas & explicada pelo

fato de que, alénm de poderem ser usados como fonte de carbono
suplementares e servirem COmO emulsificadores de 6leos e gordu-

ras (TABAK e SHCHELOKOVA, 1978}, também poderem promover uma ex



crecao de lipase extracelular, devido a uma alteragzo na permea
bilidade da parede celular (SALTON, 1951; BROWN e WINSLEY, 1969).

A necessidade da presenga de lipides no meio de cres-
cimento para a sintese de lipase extracelular, foi demonstrada
também em Gegirlichum candidwn, isolado de farelo de arroz (IWAI
e col., 1973}.

Nos fungos termofilicos Humicola grisea, Mucor pusil-
Lus, Talaromyces Lthermophilfus e Theamoascus chustfaceus, a pre-
senca de lipides também aumenta a produgac da enzima. No entan-
to, a deficiédncia dos mesmos nao interfere na sua sintese. En-
tao, nesse caso, a lipase nao & do tipo indutivo {OGUNDERG,

1980) .

2.2.2. Amilases

Genericamente, as amilases sao hidrolases que atuam
sobre amido, glicogénio e polissacarides derivados, hidrolisan
do as ligacOes glicosidicas aw-1,4. As amilases compreendem : -
~amilase (E.C. 3.2.1.1.) gue hidrolisam endoliticamente o subs-
trato, de uma maneira teoricamente ac acasc, embora um certo ng
mero delas, particularmente as de microrganismos, exibam uma
certa regularidade de agao. B-amilases (E.C. 3.2.1.2.) e gluco-
amilases (E.C. 3.2.1.3.) gue hidrolisam unidades de maltose e
de glicose respectivamente, da extremidade terminal nao reduto-

ra do substrate. As glucoamilases, embora, preferencialmente hi

-

lisar tamb®m as ligagbes a-1,6. As B-amilases sao  encontradas

somente em plantas superiores, enguanto gque as o e gluccamilases

+8ém sido encontradas em bactérias e fungos (WHITAKER, 13572).



As o-amilases, também conhecidas como amilases fUngi-
cas, sao das mais antigas enzimas microbianas comerciaveis e mui
to usadas er indistrias téxteis, de papel, de adesivos e de ali
mentos. E produzida, principalmente, através de Aspengilius
ohyzae, embora também seja constatada em outros tipos de micror
ganismos. Ja a glucocamilase, conhecida tambem como amilogluco-
sidase, & obtida, principalmente, através de varios membros de
AspengLllus nigen (BARBESGAARD, 1977). A glucocamilase acumulada
por fungos filamentosos e leveduras & utilizada na sacarifica-
cao do amido de varias fontes. Além de A, ndigex, varias espé-
cies do género Aspeigillus produzem glucoamilases (BANKS e col,,
1976) . MOHSIN e col.(197%/b,clestudaram a produgac de glucocamila-
se em algumas espécies de Aspergillus e purificaram a enzima de
A. foetdidus e A, awamondl.

Alguns mutantes de fungos cuja sintese de amilase apre
sentou-se alterada foram estudados =, em alguns deles, fol veri
ficada a alteracao simulté@nea de duas ou mais enzimas. Em mutan
tes de A. ohyzae foram encontrados altos niveis de o-amilase ex
tracelular (OSTRIKOVA e KONOVALOV, 1978). Em A. nigen, LE MENSE
e col. (1947) e PARK e DE LIMA (1972) estudaram mutantes com al
tos niveis de glucoamilase e KVESITADZE e col. (1981a) com o-ami
lase e gluccamilase simultaneamente. Analogamente, em mutantes
de. A. awamoii, uma grande producao de glucoamilase foi encontra
da por SMILEY e col. (1964), NEVALAININ e PALVA (1979) e PARK e
DE LIMA (1972), enquanto gue PARK e DE SANTI (1377) e XKVESTIADZE
e col. (1981b)descreveram mutantes com maior guantidade de -
~amilase e glucoamilase simultaneamente. Por outrc lado, mutan-
tes com producac diminulida de glucoamilase foram encontrados

tambeém em A. niger, onde as mutagoes foram recessivas. A produ-



cao de gluccamilase foi atribuida pelo menos a 2 genes nesse
fungo: ;2361 e ééEBB e/ou ;3273. Através da analise de segre-
gantes pdde-se evidenciar a ligagao entre os genes (VALENT, 1985 .
Em Neusospora crassa uma mutagdo aumentou a producac de a-amila
se, glucoamila;e, alem de outras enzimas {(GRATZNER, 1972). Uma
outra mutacdc, ainda em Neurospoia, causou redugao de glucoami-
lase no micdlic e no meio de cultura, ac lado de outros efeitos
fenotipicos: aumento de fosfatase Acida extracelular, resistén-
cia ao efeito da sorbose, sensibilidade & alta osmolaridade do
meio de cultura e pobre crescimento {(MURAYAMA e ISHIRAWA} 1973).
Em ambos os casos foi sugerida uma mutacac gue causasse prima-
riamente uma alteragao na estrutura da parede, e como efeito
pleiotrdpico secundério, ocorressem alteracOes enzimaticas  ou
outros efeitos fenotipicos. LAMPEN (1965) propds um modelo para
a inclusac de uma fungdo regulatdria no sistema de glucoamilase
em Neurospcohra. Esse autor propds a existéncia de sitios de liga
¢3do para a enzima, na parede celular, gue, gquando preenchidos,
reprimiriam a sintese ulterior da enzima. Dessa maneira, uma mu
tacdo afetando a parede, afetaria, também, a regulacao enzimati
ca.

0 estudo das amilases flingicas também contribuiu para
a taxonomia de Aspergiflus. Assim, as linhagens de A. nidufans
puderam ser distinguidas de espécies similares, num estudo de
94 linhagens por meio de eletroforese em gel de pcliacrilamida.
Fsses resultados foram confirmados pela analogia com zimogramas
de esterases e pela producdo de cleiostotécios férteis nos di-

verses cruzamentos (KURZEJA e GARBER, 1973).



2.2.3. Proteases

A classificagao das enzimas proteoliticas (E.C. 3.4.)
apresenta problemas, mesmo para Os taxonomistas biogquimicos. A
comissac sobre nomenclatura enzimdtica em 1972, reconheceu trés
grupos: as exopeptidases, as hidrolases dipeptidicas e as endo-
-hidrolases peptidicas. Somente o terceiro grupo, no entanto,
chamado genericamente de "proteases", foi relevantemente estuda
do em Asperngillflfus. Esse grupo de enzimas compreende as protea-
ses alcalinas (E.C. 3.4.2.1.), as tiol proteases (E.C. 3.4.2.2.),
as proteases &cidas (E.C. 3.4.2.3.) e as neutras (E.C. .3.4.2.4.,
geralmente dependentes de um ion metaliceo. A maioria dos fungos
& capaz de sintetizar uma ou mais dentre essas proteases (CQOHEEN ,
1977) . | |

A. nidufans sintetiza trés proteases neutras e alcali
nas extracelulares a, v € £, além de uma estritamente intrace-
-~ lular, 8, guando crescido em meio contendo proteina como 1Unica
fonte de nitrogénio. As guatro proteases sao individualmente dis
tinguiveis por eletroforese, sensibilidade a inibidores, prefe-
réncia aos substratos, pH Otimo de acgao, etc. (COHEN, 1973a).
Foram isolados, nesses fungos, mutantes deficientes para as pro
+eases extracelulares e definidos tres loci correspondentes,

xprA, xXprB e xprC, nos grupos de ligacao VIII, VII e VIII, res-

pectivamente. Essas mutagoes mostraram-se recessivas no hetero-
cario e no dipldide (COHEN, 1972a). Uma outra mutagaoc, monoge-
‘nica, recessiva, pleiotrépica, no locus ﬁggcl, envolve a perda
éimulténea de todas as proteases (COHEN, 1972a, 1973a).

A excrecao das proteases extracelulares de A, nldubans

& reprimida por amdnia ou per cutras fontes de nitrogénio (CO-



A et

HEN, 1972a,b, 1973a e PATEMAN e col., 1973), de enxofre ou de
carbono de baixo pesc molecular. Se o meio for deficiente para
gualguer um desses elementos, a protease & excretada (CCHEN,
1973b, 1981).

A proéease intracelular também esta sujeita ao siste-
ma de repressao dependendo da presenca desses mesmos elementos
citados, ou mesmo, de mol@&culas de baixo peso molecular conten-—
do fésforo. Os sistemas de repressao sao, no entanto, indepen-
dentes (COHEN, 1973b). O mutante xprD, dentre outros, foi sele-
cionado, por mostrar-se totalmente insensivel & repressao pela
amdnia, no gue se refere a producao de protease, e ﬁambém de ni
trato redutase, xantina desidrogenase e absorgéo de glutamato.
E parcialmente dominante no dipldide heterozigoto (COHEN, 1972Zb;
PATEMAN e col., 1973; ARST e COVE, 1973).

A regulacao de proteases em A. ndidulans & feita, por-
tanto, por um sistema de repressao. A indugao de protease, por
uma proteina exdgena, nao ocorre (COHEN, 1973b, 1981) diferente
mente de Neunospoia, onde os dois tipos de sistemas se comple-

mentam (DRUCKER, 1972; COHEN e col., 1975}.

2.2.4. Fosfatases

As fosfatases (E.C. 3.1.3.), bem como as lipases, per
tencem ao grupo das esterases. As fosfatases atuam em ligagoes
dcter~-fosfato. Para cada variedade de corganismo existe um certo
n@mero de fosfatases, caracterizadas, sobretudo, por diferentes
pHs Otimos de acao. Assim, elas sac chamadas genericamente de
fosfatases acidas (E.C. 3.1.3.2.) ou fosfatases alcalinas (E.C.

3.1.2.3.), dependendo do pH (WHITAKER, 1972).
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As fosfatases alcalinas foram extensivamente estuda-
das em Escheadichdia coli, o gue tem contribuldo para estudos em
organismos mais complexos, como Aspergiflus, por exemplo (DORN,
ig65a) .

A. nddufans produz, em meio com baixo teor de fosfa-
to, cinco isoenzimas de fosfomonoesterases, facilmente distin-
guiveis eletroforeticamente. Elas foram designadas por P-1, P-
II, P-III, P-IV (DORN, 1965a,b, 1967 e 1968 e DORN e RIVERA,
1966) e P~V (HARSANYI e DORN, 1972). As duas primeiras, P-1 ¢
P-IT s3o alcalinas, nao tendo nenhuma atividade apreciavel abai
xo de pH 5. O ion Mg parece ser essencial para a total ativida-
de dessas duas enzimas. As demais, P~III, P-IV e P-V, sac aci-
das. Os pHs Otimos de agao correspondentes a cada uma dessas
cinco enzimas sao 8 e 10; 9,5; 4,8; 4,8 e 6,1, respectivamente.
Em meios com altos niveis de fosfato, somente duas delas que sao0
constitutivas, as chamadas P-II & P-1V, sao produzidas. As de-
mais s3o, entdo, reprimidas. Ainda gue essas fosfatases alcali-
nas apresentem as mesmas propriedades basicas gque as de E. cold,
seu sistema enzimdtico & mais complexo. A caracteristica  mais
marcante se refere aoc maior nlmero de variantes enzimaticas em
A. nidufans, bem como aoc grande numero de loci correspondentes
ao controle de suas atividades. B fosfatase P-I, por exemplo,
possui 10 genes responsaveis pelo seu funcionamento, enguanto
gue para a P-V foram designados um minimo de 19 loci.

A analise gendtica das fosfatases em A. nidufans indi
caram relacionamento compiexo entre elas. Assim, mutagces Gni-
cas em varios casos, puderam ser associadas & perda de varias

fosfatases. Por outro lado, alteracoes mutacionais miltiplas, le

varam somente a perda de uma fosfatase. Além disso, um supres-



sor gené&tico de um mutante deficiente para fosfatase alcalina,
restaura sua atividade com perda concomitante de um componente
de fosfatase Acida. Um outro supressor produz uma restauragao
parcial da atividade de fosfatase alcalina, Foi sugerido que as
fosfatases rep£esentam proteinas heteromultiméricas, cada wuma
constituida por duas ou mais cadeias polipeptidicas, com dife-
rentes seqgfidncias de aminodcidos, e que algumas dessas, Sac co-
muns a. duas ou mais dessas enzimas. Portanto, uma alteracao mu-
tacional de um subunidade comum, conduziria & inativagao de
mais de uma fosfatase. Por outro 1a&o, uma alteracao de uma sub
unidade pertencendo z uma sd fosfatase levaria & inativagao de
somente aguela fosfatase.

Os dados obtidos por SINGH e SINHA (1979) diferem dos
obtidos pelos autores anteriormente citades, no gue se refere a
seqtidncia das isoenzimas na eletroforese. Entretanto, ha con-
cordancia gque duas éelas atuam em pH Otimo alcalino e as outras
trés, em pH acido e, gue, tanto no primeiro, como no segundo ca

so, apenas uma das enzimas e de natureza constitutiva.

2.2.5. Ureases

A urease {(E.C. 3.5.1.5.}) & uma hidrolase gue age sO-
bre a uréia produzindo didxido de carbono e amdnia. Fol & pri-
meira enzima a ser cristalizada, por SUMNER (1926}, da Universi
dade de Cornell, USA, gue recebeu, por esse motivo, O prémic No
bel em l946:néséé fato foi de profunda importancia em pesguisa
enzimoldgica e, logo, foi constatada +também, a ampla distribui-
cao da enzima em diversos organismos. Apesar Gisso, poucos estu

dos de ordem genética foram feitos sobre urease {HAYSMAN e HCWE
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Jr., 1971).

Em varias espécies de funcos e bactérias foram isola-
dos mutantes para urease. Em Neurospoia chrassa, por exemplo, em
bora a ocorrédncia da enzima tenha sido conhecida desde 1944 (SRB
= HOROWITZ, 194;} a existéncia de mutantes deficientes para a
urease, foi relatada muito mais tarde (KOLMARK, 1965; STACHOW e
SANWAL, 1967). Nesse organismo, a enzima mostrou-se Ge natureza
constitutiva e guatro loci em dois grupocs de ligagao diferentes
estio envolvidos na atividade da mesma (KOLMARK, 19%6%a,b e HAYS
MAN e HOWE Jr., 1971) 

Aspengiflfus nidufans pode utilizar uréia como lnica
fonte de nitrogénio, mas nao de carbono (PATEMAN e KINGHORN ,
1976) . Existem quatro loci envolvides na utilizagao de uréia,

conhecidos por urei, ureB, ureC e ureD. O locus ureh é conheci-

do como responsavel pela absorcao de uréia (DUNN e  PATEMAN,
1972).70 ures, est3 intimamente relacionado ao anterior =, tal-
vez, o ureB seja o gene estrutural para a urease. As funcoes do
ureC e ureD, ainda nao estao de todo esclarecidas. Todos os mu-
tantes conhecidos para gualguer um desses loci, sac, no entan-
to, deficientes para urease e nac se desenvolvem completamente
quando a uréia & fornecida como uUnica fonte de nitrogénic (PATE
MAN e KINGHORN, 1977).

MACKAY e PATEMAN (198C) trabalhando com uma linhagem
mutante para o locus ureD, conseguiram regtabelecer, "in vivo",
ao menos em parte, a atividade enzimatica e a capacidade de
_@rescimento em meio com uréia como Gnica fonte de carbono, com
a adig3o de Ions nigquel. A resposta do mutante foil especifica
para niguel a um &timo de concentragao {(dosagens maiores mostra
ram-se tdxicas). Estes trabalhos sugerem, gue o ureD possa de

algum modo estar envolvide na produgao ou incorporagac de um co
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fator nigquel, essencial & atividade de urease. Apesar dos mutan
tes para o locus ureC nzo apresentarem resposta semelhante ague
les para o locus ureD, existe a possibilidade do locus em ques-
t3o, ter também algum papel concernente ao ion niguel.

Efeitos paralelos sao encontrados em um outro tipo de
mutante de A. nidufans, onde a adicdo de melibdenio aumenta as
atividades de nitrato redutase e xantina desidrogenase, altera-
das por mutacao do locus denominado cnxE. No entanto, outros lo-
ci, cnxAiA, B, C, D, F ¢ H parecem estar também, de varias manei-
ras, envolvidos na producao e incorporagao do cofator molibde-
nio {(KINGHORN e PATEMAN, 1977}.

0 sistema de absorcio de uréia em A. ndidubans & espe-
cifico e repressivel por amdnia. Mutantes que sao insensiveis
para outros sistemas de repressao de ambnia, tais como. nitrato

redutase e absorcac de Acido glutamico, o sao tambem guanto a

absorgao de uréia (DUNN e PATEMAN, 1972).

2.3, Uso do meio solido nos ensaios sobre enzimas microbianas

Os ensaiocs sobre enzimas microbianas envolvem uma sé-
rie de dificuldades. A producac enzimatica por fungos &, usual-
mente, investigada em extratos de micélio ou em filtrados da cul
tura. Muitos métodos sic facilmente afetados por tampOes e pela
degradacao de produtos normalmente encontrados em cultura micro
biana (LAWRENCE e col., 1967). Além disso, em culturas mantidas
por muitos dias em meios complexos, © gue & fregliente, torna-se
ainda mais dificil a distincaoc bioldgica entre enzimas estrita-
mente intracelulares das gue sac capazes de serem excretadas ex

tracelularmente ou mesmo periplismicas (POLLOCK, 1962}, E gificil
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saber se a enzima foi excretada ou simplesmente foi liberada cc
mo conseqli®ncia da autdlise, em determinadas condigoes. A pre
senca da enzima no extrato micelial nao define adeguadamente a
enzima intracelular, ja gue as extracelulares podem ser encon =

tradas dentro da célula ou em tr3nsito, através das paredes,du-

rante a fase de secregao ativa (COHEN, 1977).

O uso do meio sdlido para a detecgao da produgac(sin
tese e atividade) enzimatica permite um rapido discernimento de
enzimas especificas em grandes populacoes de fungos e maior fa-
cilidade de pesquisa para variantes genétidas. Tzl meio pode
tamb&m ser utilizade em estudos ecoldgicos, onde as capacida =
des enzimadticas de fungos podem ser comparadas com outros orga

nismos (HANKIN e ANAGNOSTAKIS, 1975).

As condigoes de validade matematica de ensaios de di
fuszdo em Agar , puderam ser comprovadas em um método especifi-
co para lipases microbianas extracelulares, desenvolvido em
Micrnococeus 4dreudenredchid (LAWRENCE e col. 1967). BAssim ,
foi obtida uma relacac linear quando o logaritmo das diluigoes
da lipase foram relacionados com os didmetros das zonas de hi-

drdlise produzidas pela enzima.

Além disso, os ensaios em meio sb6lido sao semicuan-
titativos, Jj& que a grandeza da produgao enzimatica pode ser
estimada pela medida do didmetro das zonas de hidrdlise no a-
gar, correspondente a agéo enzimatica, relacionada com o tama
nho da coldnia. Desse modo, a atividade enzimatica de varian-
tes da mesma espécie, pode ser determinada (HANKIN e ANAGNOSTA

KIS, 192753;.
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3. MATERIAL £ METODCS

3.1. Linhagens
Foram utilizadas trés linhagens controle do fungo As-
pergiflus nidulans, com marcadores genéticos conhecidos, proce-

dentes de Glasgow, Escbcia e, oito mutantes morfoldégicos, deri-

vados dessas linhagens iniciais.

3.1.1. Linhagens controle

s linhagens controle foram EEA}; methGl;ﬁthm:Stﬁnn

E (Mc CULLY e FORBES, 1965) e prod,; Dabaké; y&,. Para designa-
-las serao utilizados os simbolos abreviados bm, MSE e pp res-
pectivamente , no decorrer do trabalha. 2slinhagens, seus marca-
éores genéticos e respectivos grupes de ligagao encontram-se na

tabela 1.
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3.1.2. Mutantes Morfoldgicos

Foram utilizados oito mutantes morfoldgicos, sendo
cinco cbtidos por BIAGI (1977) e trés, do tipo compacto: por
ROSATO e AZEVEDO (1983). A tabela 2 mostra os simbolos empre-
gados para esses mutantes, indicando as linhagens originais,bem
como os respectivos grupos de ligagao envolvidos com O determi

nante morfoldgico.

A figura 1 mostra uma das linhagens controle (pp)bem

como a sua derivada compacta (pp-6).

Figura 1 - Linhagem padrao pp (acima) e linhagem compacta

derivada pp-6 (abaixo).
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Tabela 2 - Mutantes morfolbgicos: origens, simbolos e respecti-

vos ¢rupos de ligacao.

Origem Simbolo Grupo de ligagao
bm B~-9 VI
B-23 I
B~ 24 VII
B-VIII¥* VIT
‘B-6% I
MSE M- 32 IV
M- 35 IT
PP pp-6* v

* Linhagens compactas

3.2. Meios de cultura e solugoes

3.2.1. Meio minimo (PONTECORVO e col., 1953)

NANO, ttiteiei e a e e aen e 6,00 g
) Kﬂzyoé ....................................... 1,50 g
KO e v v o meeoasnnsscaasaenssnnesssencnneusenen 0,50 ¢
MgSO4 .7320 .................................. 0,50 g
L= TR 0,01 g

FZate > 2 = ..
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Znsoé....,...............,,..,............... G,01 g

GliCOB et nnteenncosenonasasassanneenseasnsssaail,00 g

Agua destiladad...vovervenenecnncncaeasaaas.. 1000

pH ajustado para 6,8 com NaOH 1N ou HC1 1N

ml

Para obtencao de meio sdlido, foi acrescentado agar na

concentragao de 2%.

3.2.2. Meio completo (PONTECORVO e col., 1953,

AZEVEDO e COSTA, 1973).

Meio minimo (item 2.2.1.) adicionado de:

o7 o8 ol o - WD O U A G
Caseina hidrolisada......eeeceenan
Extrato de levedlra..ceeccecssnns
Solucao de Vitaminas.........-...

Hidrolisado de acido nucléico de

pE ajustado para 6,8 com NaOH 1IN

3.2.2.1. Solucgdo de vitaminas

Acido nicotInicO.. e e s e neeeenns

Acido p-aminobenzOics. .. cvarenvns
Bloting .. it ct e s encnenean f e r e s e r e
p PiridoHing. e sevenenennnseas e e
Riboflaving. . v e et i e e et vananns .
TiamMINg . e eeeeneneons e ek e m e r e .

=

Agua destilada esterilizada......

LR A B I

leveduras

ou HC1 1IN

---------

-

-

-

modificado

por

i

ml

mg

mg
mg
mg
mg

ml
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A solugao foi aquecida em banho-maria a 100°C, por 15
minutos. Depois foi guardada em frasco escuro, no refrigerador

-

a 4oC, sob cloroformio.

3.2.2.2. Hidrolisado de acido nucleico de leveduras

Acido nucleico de leveduras - 2 g em 15 ml de solugao
1IN de HCL

Ecido nucleico de leveduras - 2 g em 15 ml de solugao
1IN de NaOH

Ambas as solugdes foram aquecidas a 100°C por 20 mi-
nutos, e entao, misturadas. o pH foi ajustado para 6,0 com NaOH
1N ou HC1l 1N. Apds filtracZo da mistura, o volume foi completa-
do para 40 ml. Foi guardada no refrigerador a 4°C, em £frascos

escuros.

3.2.3. Meio minimo liquideo mais 2% de meio completo

Ao meio minimo liquido (item 3.2.1.), foi adicionado
2% de meio completo também liquido {(item 3.2.2.). 2,5 ml da so-

lugcao resultante foi distribuida em cada tubo de ensaio.

3.2.4. Meio para detecgao de atividade lipolitica ( HANKIN e

ANAGNOSTAKIS, 1975)



CaCL, + 2Hy0u v e asaansanerenannenananennannn 0,10 g
Agar.....oeu.. e eaes e er s nerast e, 20,00 g
Agua destilada..... ettt ee et iice et 1000 ml

pH ajustado para 6,0 com NaOH 1N ou HC1l 1N

Como substrato foi usado 1% (v/v) de monolauratc de
Sorbitan (Tween 20), gue foi autoclavado separadamente e adicio

nado ac meio estéril e resfriado, no momento precedente ao uso.

3.2.5. Meio para detecgao de atividade amilolitica ( HANKIN e

ANAGNOSTAKIS, 1975)

Agar Nutriente (NA)

Extrato de Carne. ... icieneessnsnnssnannsnnns 3,00 g
2= o s 3+ - e 5,00 g
= 00 Y 1,00 ¢«
0 = ol O 15,00 ¢
Agua destilada. . veeeevrnsvasenncansnnnnaneens 1000 ml
O meio foi dissclvido em banho-maria a 1009C. O pH

foi ajustado para 6,0 com NaOH 1N ou HC1l IN.

Como substrato, foi acrescentada ao meio, sclugaoc aquo

sa de amido solivel na concentragao finalde 0,2%. A mistura, foi, en-

tap autoclavada.
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3.2.6. Meio para detecgao de atividade proteolitica { COHEN,

1972b)

Meio pinimo sblido (item 3.2.1.) sem NaNOB.

pH ajustado para 6,0 com NaOH 1N ou HC1l 1N.

Como substrato, 0,1% de solucaoc de leite em pd desna-

tado & 10% (p/v) foi adicionado ao meio.

3.2.7. Meio para detecgao de atividade de fosfatase ( HANKIN e

ANAGNOSTAKIS, 1975)

Plate Count Agar (Difco - PCA)

pH ajustado para 6,0 com NaOH 1N ou HC1l 1N

Como substrato, 2% de solucao de difosfato de fenol~
ftaleina 0,01lN, recém-preparada, foi adicionada ao meio, j& es-

téril e resfriado, no momento precedente ao usoc.

3.2.8. Meio para detecgao da atividade de urease (HANKIN e ANAG-

NOSTAKIS, 1975)

Plate Count Agar (Difco - PCA)

pH ajustado para 6,0 com NaOH 1N ou HC1l 1N

Como substrato, 1% de solugao receém-preparada de uréia
de 0,50 g/ml foi acrescentada ao meio, J& estéril, e resfriada

a aproximadamente 48°C, no momento precedente ao uso.
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3.2.9. Suplementos adicionados aos meios de cultura

Foram preparadas solugoes estogue concentradas que fo-
ram aguecidas em banho-maria por 15 minutos e conservadas no re-

frigerador a 4¢C.

Concentracac final no

Substancia
meio de cultura(Pg/ml)
Acido NicotInico . iveee e o me e e e, 0,50
Acido p-aminobenzoiCo . e eeeeorennnennnnn. 0,25
o ot I o = 0,20
b whs o ¢ B 3 = 50,00
PiridoxXinag ....eveeueecsee S r e s a e te e 0,25
oo B I o 3 50,00
xu N eTok il 1= T o - 0,50
TioSSULFALO de SBALO wuueeeernnrsnrenennnn. 100,00

3.2.10. Solucao de tween 80

Solugao de 0,1% de tween 80 em Agua destilada (v/v)e

distribuida 2,5 ml por tubo.

3.2.11. Solucaoc de lugol

Solucac de 50% de lugol em Agua destilada (v/v)

312.12. Hidrdxido de amdnio (vapores)
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3.2.13. Sobrecamada para revelacao de urease (preparada no mo-

mento precedente ao uso)

Tampép fosfato 0,0IM, PH=6.u.eereenecnnnans 100,00 ml
F:Xe F=5 < e G re e e 1,50 ¢
Uréia..... e s e cesaactateseana e et an 1,00 g
Solucao de azul de bromotimol a 1%.......... 0,50 ml

A ureéia foi adicionada a mistura agar-tampao, lique-
feita e resfriada, a 48°C aproximadamente, para evitar a hidro-
lise.

A solugao de azul de bromotimol, foi, entao, adiciona

da.

3.2.14. Solucac de Benlate

Fol preparada uma solucao estogue em dgua destilada, aguecida

em banho~-maria a 1009C,por 15 minutos e conservada no refrigerador a

40C, A concentracao final no meio de cultura foi de 1,5 ug/ml.

3.2.15. Solugao de lisol

Lisoform em agua destilada a 10%.

-7'3,3. Incubagao

,

M”A”iﬁéﬁéagéo foi feita sempre a temperatura de 37°C.
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3.4. Obtencao dos heterocarios

Os heterocarios foram obtidos a partir de pares de 1i
nhagens gue diﬁeriram sempre nos seus requisitos nutricionais,
envolvendo sempre uma das linhagens controle, de acordo com a
técnica descrita por PONTECORVO e col. (1953). Para isso, foram
inoculados conidios em 2,5 ml de meio minimo liguido enriqueci-
do com 2% de meio completo, © que permitiu um crescimento ini-
cial e subseqgliente anastomose das hifas. ApbOs 4-6 dias de incu-
bagéo, a pelicula micelial formada foi suficiente para sua uti-
lizagac. Os heterocarios serao designados utilizando-~se o sinal

+ entre os simbolos das linhagens hapldides gue os originaram.

3.5. Obtencac e isolamento dos dipldides

Foram preparados heterocarios, segundo o item 3.4., pa
ra posterior obtencao dos diploides. Cada pelicula micelial he-
terocaridtica foi cortada em guatro partes, gue foram colocadas
emrplacas de Petri contendo meio minimo, em pontos aproximada-
mente eguidistantes. A incubagaoc foi feita por mais 5-7 dias.
Por meio de algas de platina, conidios de regides tipicamente
heterocaridticas foram transferidas para tubos contendo solugao
de tween 80. As suspensoes foram homogeneizadas e, em seguida,
0,1 ml das mesmas foi semeado em placas com meio minimo, afim de possibilitar
a selecao dos dipldides (ROPER, 1952). A incubagac foi feita em
3-4 dias. Os dipldoides heterczigotos foram reconhecidos pelo
_crescimento em meio minimo e pela coloracao complementar dos co
nidios. Os dipldides foram purificados por estrias e(ou) por co

lonias isoladas.



R

-

30.

Para confirmacao do estado dipldide, foi verificado
se as colOnias eram capazes de produzir setores hapldides. Co
mo agente haploidizante foi utilizado benlate (HASTIE, 1970).
As linhagens foram, entao,inoculadas em placas de Petri em
quatro pontos, e, apds aproximadamente 6-8 dias de incubagac,
os resultados foram obtidos. Também foi feita a medicao dos
conidios em microscopio dptico com ocular micrométrica, toman

do-se cadeias de cinco ou mais conidios, em laminas com lisol.

Os dipldides foram conservados em meio minimo solido

inclinado, em refrigerador a 49C aproximadamente.

Para designar os dipldides serd utilizado o sinal //

entre o simbolo das linhagens hapldides gue ©0s originaram.

3.6. Verifica¢ao da producao das enzimas extracelulares: lipa-

se, amilase, protease, fosfatase e urease

A verificacao da producao das enzimas extracelulares,
lipase, amilase , protease, fosfatase e urease,fol analisada em
hapldides, dipldoides e heterocarios.Os ensaios sobre a ativida
de de lipase, amilase, fosfatase e urease, foram feitas de aocxy
do com a técnica de HANKIN e ANAGNOSTAKIS (1975) e para o caso
da protease, a de COHEN (1972b).Foram utilizados meios solidos
especificos em placas de Petri, acrescidos de substratos igual
mente especificos, para cada caso. Aos meios para verificacgao
de lipase e protease, foram adicionadas solucoes suplementares
de aminodcidos e vitaminas, conforme as exigénciasnut&fcibnais
de cada linhagem. Sobre cada meio de cultura,com auxilio de uma
alca de platina, foi feita a inoculacgao,por pontos, dos hapléi;

des e dipldides. Os heterocirios tiveram sua pelicula micelial
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cortada em circulos de 6 mm de diametro, que foram aplicados
cuidadosamente sobre os diversos meios sdlidos. Para cada caso,
foram feitas gquatroc repetigoes. A produgac de enzimas foi veri-

ficada apds 3-6 dias de incubacao.

>

3.6.1. Atividade de lipase

PGde ser observada devido & formacao de um precipita-

do de cristais de sal de cdlcio do acido ldurico liberado pela

enzima, facilmente visivel em torno das coldnias.

3.6.2. Atividade de amilase

O criterio utilizado nesse casc, foi a habilidade de
degradacao do amido pela enzima. Apds a incubacgao, uma solugao
de lugol, revelou as areas em que o amido ainda estava presen-

te, contrastando com aguelas onde o mesmo fora consumido.

3.6.3. Atividade de protease

A atividade de protease em geral, fol analisada por

observacao direta de halos transparentes, contrastando com a ©”

pacidade do meio de cultura.

*

3.6.4. Atividade de fosfatase

A revelacao, neste caso, fol feita através da adigao
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de algumas gotas, ou simplesmente vapores de NH4OH, sobre as co
16nias, que tornaram vermelhas as areas correspondentes a ativi

dade enzimatica.

3.6.5. Atividade de urecase

Apds o crescimento das coldnias, foi vertida scbhre
elas uma sobrecamada de uréia contendo ur indicador de pH (item
3.2.13). Apds alguns minutos, as areas correspondentes a ati-
vidade enzimatica, tornaram-se de diferentes tonalidades de a-

zul.

3.7. Indices Enzimaticos

Nos ensaios para lipase, amilase e protease, a forma
cio de um halo, em torno da coldnia, indicando a extensao da
area cujo substrato foi degradado pela enzima, tornou o método
semi~guantitativo. Foram medidos os diametros dos halos (in-
‘cluindo as coldnias), bem como o das colonias. Foi estabeleci-
da uma relacao entre ambos, indicando gquantas vezes oOs primeiros sao
maiores que os segundos. Essa relacao foi chamada de INDICE ENZIMATICO, que

corresponde, portanto, a relacao halo/colonia.

No caso da fosfatase e urease, ndo houve a formagao

de halos, mas, sim, coloracac das coldnias e de areas  difusas

S

em torno das mesmas. Nao obstante, puderam ser feitas compara
coes, devido a diferencas acentuadas quanto as tonalidades de
coloracao obtidas, e també&m, guanto ao tempo aproximado neces-

sirio para sua revelacao. As linhagens foram, entao,classifica
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das em trés grupos guanto A producao enzimadtica: as de reagao
intensa, simbolizado pelo sinal +, as de reagao intermediaria,
por ¥ , e aguelas de fraca intensidade de reagac, por - .

A tabela 5 reiine os principais dados referentes as

técnicas para a verificagao da produgac de cada uma dessas enzi

mas.

3.8. An3lise estatistica

A anadlise estatistica foi realizada apenas nos ensaios
para a verificagac das enzimas lipase, amilase e protease, ©por
meio de delineamento de blocos casualizados. Foram considerados
trinta e um tratamentos, correspondentes a onze linhagens ha-
pldides, dez heterocadrios e dez dipldides, com quatro repeti-
cdes em cada caso. As diversas comparagoes entre as médias dos
indices foram realizadas através do teste de Tukey, ao nivel de

5

o

3.9. Analise microscopica

As linhagens compactas foram analisadas microscopica-
mente, segundo a técnica de cultivo em laminula (BIAGI, 1977).
para isso,laminulas esterilizadas foram colocadas em placas de Petri
contendo meio complete sdlido. A seguir, as linhagens foram se-
meadas em volta das laminulas, a uma distancia aproximada de 0,5
om das mesmas. Apds 3-4 dias de incubagao, as laminulas, com mi
célio aderente As bordas, foram colocadas em laminas de micros-

copia para observagao a fresce. As linhagens foram, entao, foto
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grafadas e comparadas com aguelas de crescimento normal ou gua-—

se normal descritas por BIAGI (1977).
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4. RESULTADOS

Para lipase, amilase e protease, a verificacao da ati
vidade enzimatica foi calculada através de indices. Para fosfa-
tase e urease, os métodos foram mais subjetivos, nao tendo sido
possivel uma associagao numérica (item 3.7). Assim sendo, oOs re
sultados, quanto a producao enzimatica, serao divididos em duas
parteé, conforme se trate das trés primeiras enzimas acima refe

ridas, ou das duas ultimas.

4.1. Producao das enzimas extracelulares lipase, amilase e pro-

tease, nas linhagens hapldides € emheteroci&rios e dipldides

A estimativa dasg médias, obtidas de 4 repetigées, dos
indices enzimaticos para lipase, amilase e protease, bem como,
dos halos formados e diametrosdas coldnias em hapldides, hetero

carios e dipldides, constam das tabelas 4, 5 e 6§, respectiva-

mente.
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Os indices enzimaticos, em relagao aos diametros das
coldnias, de haploides, heterocarios e dipldides, separadamente,
sao ilustrados nas figuras 2, 3 e 4, respectivamente para lipa-
se, amilase e protease.

Compafando—se os indices de todas essas linhagens e
diferentes combinacoes, como um todo, através de analises de va
ridncia para cada uma dessas enzimas, constatou-se que eles nao

sao iguais entre si, em nenhum dos trés casos (tabelas 7, 8 e 9).

Tabela 7 - Analise de variancia das linhagens e combinagoes, pa

ra a lipase

Fontes de G.1. S.0. 0.M. F

variacgao
Blocos 3 0,0219
Tratamentos 30 37,1813 1,2394 78,44%
Residuo 90 1,4257 0,0158
Total 123 38,6289

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade
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Tabela 8 - Andlise de varidncia das linhagens e combinagoes, pa

ra a amilase

ngzizgége G.L. 5.0. Q.M. F
Blocos 3 0,09C8

Tratamentos 30 70,6286 2,3543 43,44*
Residuo 90 4,8805 0,0542

Total 123 75,5999

* gignificativo ao nivel de 5% de probabilidade

Tabela 9 - Anilise de varidncia das linhagens e combinagoes, pa

ra a protease

Fontes de

Variagao G.L. 5.0. Q.M. F
Blocos 3 0,0639
Tratamentos 30 27,0198 0,9007 90,98*
Residuo 90 00,8876 0,009%
Total iz23 -7 27,9713

*

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade
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As médias de todos os indices foram, entido, ordenadas

em ordem decrescente e comparadas segundo o teste de Tukey (ta-
belas de numero 10, 11 e 12, para lipase, amilase e protease,res

pectivamente) .

4.1.1. Producgao de lipase

Pela andlise da tabela 10 e da figura 2, para lipase, pd
de~se verificar gue o0s Indices enzimdticos mais elevados fo-
ram os das linhagens compactas, os da série MSE, bem como os dos
heterocarios pp + M~32 e pp + MM-35. Essas coldnias foram as de
menor diametro, no meio de cultura para verificagdo de lipase.Re
sultados intermedi@rios foram encontrados para os heterocarios
MSE + B—%9, MSE + B-6 e para a linhagem hapldide pp. ©Nos demais

casos, naoc. se observaram grandes diferencas.

4.1.2. Producac de amilase

A tabela 11 e a figura 3, para amilase, mostraram gue
os maiores indices, nesse caso, foram os das linhagens com -
pactas, dos heterocarios pp + M-32 e pp + M-35, além da linha =~
gem B-23, de menor crescimentoc nesses ensaios. Os demais resul-

tados apresentaram-se guase iguais entre si.

A figura 5 mostra o resultado de um ensaio para a-

milase em uma linhagem compacta. Nessa, vé-se claramente um
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halo visivelmente grande em relagao ao tamanho da colonia.

Fig. 5 - Ensaio para amilase. Linhagem

compacta.

4.1.3. Producao de protease

Para protease, o maior resultado foi o do heterocario MSE +
+ pp—-6, O que foi surpreendente, ja que a linhagem pp-6 nao apre -
sentou formacao de halo. Indices igualmente altos ou intermedia -
rios também foram encontrados nos heterocarios pp + M-35, pp + M-
-32, MSE + pp, MSE + B-9, nas compactas B-VIII e B-6, e, ainda,nos
heterocidrios MSE + B—23 e MSE + B-6. Para os demais casos, Os I€~

sultados foram iguais.
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Tabela 10 - Indices para LIPASE extracelular em ordem decrescen-
te (Imf
Linhagens ’ Im
B - VIII 2,89 a
M - 35 2,75 a b
pp + M- 32 2,55 abc
B - 6 2,47 b c
MSE 2,35 c d
M - 32 2,04 d e
pp — 6 2,00 d e
pp + M- 35 1,99 e
MSE + B-9 : 1,56 f
MSE + B~ 6 : 1,52 t g
rr 1,50 £fgh
MSE //B -6 7 1,38 fghi
MSE // B - 23 1,31 fghiij
B -9 1,29 fghiij
MSE // B - 24 1,26 fghiij
pp // M= 35 1,25 fghilij
bm 1,25 fghi3j
MSE + pp 1,23 f ghij
MSE + B - 24 1,22 f ghiij
MSE + pp -6 1,22 f ghij
B - 23 1,18 g hij
MSE + B - VIII - 1,19 g h i 3
MSE //B - VIII 1,18 g hi3j
MSE // bm 1,15 hi3j
MSE //pp -6 1,13 iJj
pp // M- 32 1,10 i j
pp // MSE 1,09 i3
MSE + B~ 23 1,06 i j
MSE + bm 1,04 53"
"MSE //B -9 1,03 i3
B —~ 24 1,00 j

Indices seguidos pelas mesmas letras nao diferem ao nivel de 5%.
A5% (TUKEY) = 0,35
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Tabela 11 - Indices para BAMILASE extracelular em ordem decrescen=-

te (I)
Linhagens ‘ Im
B - VIII 3,67 a
pp + M~ 32 3,18 a b
pp + M= 35 3,17 a b
B —- 6 3,17 a b
pp - 6 2,69 b
B —- 23 2,54 b
MSE + pp -6 1,73 c
MSE + B-9 1,68 c d
MSE + B~ 24 : 1,60 c d
MSE + B~ 23 1,49 c d
MSE 1,46 c d
MSE 4+ B-VIII ‘ 1,37 c d
M - 32 1,37 c d
MSE + pp 1,33 C d
MSE + bm 1,28 C d
B — 24 1,25 c d
jo}e] 1,22 o] d
MSE + B-6 1,21 C d
B~ 9 1,290 c 4
bm 1,16 c d
MSE //B - 23 1,15 o] d
M - 35 1,14 c d
MSE //pp -6 1,13 c 4
pp // MSE 1,12 c 4
MSE //B-19 1,11 C 4d
MSE // bm 1,10 c a
pp // M- 32 1,10 c d
MSE // B - 24 1,06 d
MSE //B~6 1,05 7 d
'MSE // B - VIII 1,05 d
pp // M~ 35 1,05 d

Indices sequidos pelas mesmas letras nao diferem ao nivel de 5%.
A5% (TUKEY) % 0,65
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Tabela 12 - Indices para PROTEASE extracelular em ordem decres-

cente (.Im)

Linhagens ) Im
MSE + pp -6 ' 2,38 a
pp + M-35 2,36 a b
pp + M- 32 2,21 a b
MSE + pp ‘ 2,19 a b
MSE + B-9 2,14 a b
B - VIII 2,09 a b d
B - 6 1,87 a
MSE + B~ 23 1,85 a
MSE 4+ B-6 1,80 a
B - 23 1,25 e
M - 32 1,20 e
MSE <+ bm 1,19 e
MSE + B~ 24 1,18 @
MSE + B~ VIII 1,18 e
MSE // B~ 24 1,18 e
MSE //B-23 1,16 e
MSE //B-6 . 1,14 e
pp //M=~35 1,11 e
B - 9 1,11 e
MSE // pp - 6 1,10 e
pp 1,10 e
B - 24 1,08 e
bm 1,07 e
MSE //B~-9 1,07 e
MSE + B~-VIII 1,06 e
MSE // bm 1,06 e
pp // M= 32 1,05 e
M - 35 1,04 e
MSE Tt 1,02 e
"MSE // pp 1,02 e
pp - 6 1,00 -

Indices seguidos pelas mesmas letras nac diferem ao nivel de 5%.
A5% (TUxkpy) = 0,28
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4.2, Producao de fosfatase e urease nas linhagens hapldides e

em heterocarios e dipldides

4.2.1. Producic de fosfatase nas linhagens haplodides

As linhagens hapldides compactas, bem como a B-23,
apresentaram reagoes de fraca intensidade em 1 ou 2 minutos. Na
guelas de crescimento normal, usadas como controle, bem comoc em
uma das mutantes, a B~9, as reagSes foram intensas e de pronto.

Nas demais, os resultados foram intermediarios (tabela 13).

4,2.2. Produgdo de urease nas linhagens haploides

As linhagens hapldides compactas, seguidas pela B-23,
apresentaram as reacgoes mais fracas do grupo, demorandoc mMesSNO,
de alguns até mais de 30 minutos, para a sua verificagao. As
demais, apresentaram reacac intensa, demonstravel pela colora-
cdo forte e rapidez de resultados, que foram de imediato (tabe-

la 137.

4.2.3. Producdo de fosfatase e urease em dipldides e heteroca-

rios

Em todos os casos, tanto heterocdrios como dipldides,
apresentaram resultados positivos para ambas as enzimas. Até on

de os métodos empregados permitiram, nao foram observadas dife-

rengas entre as linhagens, gquantc ao aspecto em guestao.
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4.3. Observagoes microscopicas

Como uma complementacao, algumas observagoes micros-
cOpicas foram feitas, afim de se verificar se alteragdes estru
turais acompanharam as enzimiticas. Apesar de se constituirem
apenas um esbog¢o preliminar, sem se realizarem medigoes ou ana

lises estatisticas, diversas anormalidades foram observadas.

As linhagens compactas foram examinadas ao microsco-
pio Optico e comparadas as demais, previamente descritas por
BIAGI (1977). Varias alteragoes estruturais foram observadas,
microscopicamente, indicando um desenvolvimento andmalo. Hifas
sinuosas com formagOes globosas intercaladas &s células normais
foram encontradas nas linhagens B-23, B-24, M-32 e pp-6. Hifas
retorcidas e ¢onidi6foros curtos e também retorcidos foram en-
contrados nas compactas e na M-32. Os conididforos das compac
tas B-6 e pp-6, apresentaram-se, as vezes, sem vesiculas e(ou)
esterigmas aparentes, formando duas fileiras de éonidios (figu
ra 6). Na compacta B-VIII, as extremidades das hifas mostra -
ram~se arrendondadas, as vezes, dando a impressdo de gque os
conidios brotaram diretamente das mesmas. Além disso, os coni
dios foram abundantes na B-6, escassos na pp-6 e raros na li -
nhagem B-VIII. As principais caracteristicas observadas nas

linhagens compactas, podem ser vistas na tabela 1l4.




Fig. 6 - Linhagem compacta pp-6. Aumento 1200 x.

Em ordem decrescente de severidade de alteragoes

croscopicas colocaram—-se as compactas, bem come a B-23, em

53.

mi-

pri-

meire lugar, seguidas pela B-24 e M-32, e, finalmente, a -9 e

a M-35, gue se aproximaram dos padrces utilizados.
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Tabela .4 - Aspectos microscdpicos caracteristicos observados nas

linhagens compactas

Linhagem Micelio Conidioforo Conidios
B-6 pouco ramificado curtos abundantes
células peguenas retorcidos
hifas finas células largas e
extremidades afi escuras
ladas - falta de vesicu-
la e {(ou) este-
rigma
B-VITII muito ramificado curtos rarcs
celulas peguenas abundantes
hifas largas falta de vesicu-
retorcido la e(ou) esterig
extremidades arre ma
dondadas -
pp - © células peguenas curtos escassos
estruturas globo finos
sas N retorcidos

extremidades afi
ladas

falta de vesicu-
la elou) esterig
ma -
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5. DISCUSSAD

5.1. Linhagens haploides

0s mutantes utilizados no presente trabalho apresenta
ram grandes diferencas de crescimento (figura 1) e, algumas ve-
zes, coldnias de uma mesma linhagem mostraram dimensoes diferen
tes, conforme o meio de cultura empregade. A propria MSE, uma
das linhagens controle, apresentou crescimento reduzide em meio
para verificacao de lipase (tabela 10 e figura 2). As linhagens
de menor crescimento foram também as mais alteradas enzimatica-
mente. Essas apresentaram os maiores Indices enzimaticos para
lipase, amilase e protease, além dos resultados, de modo geral,
terem sido marcantemente nitidos e ripidos, em relacac as de-
mais. A QOnica excegao foi a compacta pp-6,gque nao apresentou formacac de
hzlo para protease. Quanto as outras duas enzimas, fosfatasé e%ﬁm@
se, ocorreu o inverso, isto &, essas mesmas linhagens de dimen-
stes reduzidas, apresentaram respostas fracas e demoradas acs

ensaios, indicando pequena guantidade de enzima extracelular {ta



56.

bela 13). Nesses ensaios para fosfatase e urease, nao se efetua
ram medicles das dimensdes das coldnias, ja gue as técnicas em-
pregadas nao o exigiram (item 3.7.). Apesar disso, parece nao
haver diivida de gue a linhagem B-23 teve um crescimento menor,
| :
nesses casos, analogamente ao gue ocorreu em meio para amilase.
E, mais uma vez, seu comportamento se aproximou daquele das com
pactas (itens 4.2.1. e 4.2.2.).

Ao microscOpioc dptico, as alteragoes estruturais mais
severas corresponderam a duas das linhagens compactas, bem como
a B-23 (tabela 14 e figura 6). Mesmo nos casos em gue as altera
coes de crescimento e de Indice enzimatico foram peguenas para
serem consideradas significativas estatisticamente, sua ordem
de grandeza foi bastante coincidente com a ordem de severidade
das alteracdes observadas na analise microscOpica, sugerindo uma
correlacao entre esses fatos (tabelas 10, 11, 12 e 14 ),

O mutante compacto B-6 talvez merec¢a uma analise mais
profunda em estudos posteriores, ja gue sua resposta foi, por
vezes, duvidosa. Nesse, as alteragoes enzimaticas foram grandes,
como nos demais compactos. Macro e microscopicamente, seu aspec
to variou, mostrando-se em algumas vezZes bastante anbmalo e, em
cutras, quase normal. ROSATO (1%82) constatou nesta linhagen,

anormalidades no metabolismo de nitrogénic. Desde gue esse ele-

mento & essencial para a célula, outras alteragbes fisiolbgicas
decorrentes seriam esperadas.

Os fatores determinantes das diferengas e semelhancas
observadas em cada caso, sao dificeis de serem precisados, dada
a natureza complexa do problema. Na verdade eles ultrapassam Os
objetivos do presente trabalho. Seriam necessarias novas pesgui
sas nesse sentido. Entretanto, algumas hipOteses podem ser esbo

cadas a respeito. E possivel, que mais de uma se aplique a cada
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caso.

0 problema da atividade enzimatica alterada pode en-
volver a sintese e(ou) a excrecio da enzima. Quanto & sintese,
poder—se-ia pensar, A primeira vista, gue, coldnias pegquenas,
porém, com umasmassa micelial densa, intensamente ramificada,
compactada, com hifas retorcidas, sinuosas, células globosas,
{(tabela 14), poderiam apresentar maior nimero de nlcleos por uni
dade de area. Tal situacdc poderia levar a uma produgao enzima-
tica maior do gue seria de se esperar, proporcionalmente ac ta-
manho da coldnia. Essa id&ia se aplicaria aos casos onde houve
maior atividade de lipase, amilase e protease extracelulares, no
entanto, nao explicaria a reducgac de fosfatase e urease, nesses
mesmos casos. Além disso, uma vez que as mutagbes sao monogéni-~
cas e deve haver varios "loci" envolvidos na produgao de cada
enzima, parece mais razcavel supor-se ser outra & causa. O pro-
blema talvez nao seja diretamente com a sintese da enzima e,
sim, com algum fator comum gue possa afetar a excregao enzimati
ca. 0 fator comum, entao, gue conduziria a excregéo de uma, ou
varias enzimas, simultaneamente, poderia ser a perda ou altera-
cao de uma proteina da membrana ou de algum precursor da pare—
de. Desta maneira, a fisiologia da parede se modificaria, incilu
sive no gue diz respeito & sua permeabilidade. E o gque foi atri
buido a Neurospora crassa (GRATZNER, 1972; MURAYAMA e ISHIKAWA,
1973) e Baciffus subifilfis {YONEDA e col., 1973; AYUSAWA e col.,
1975), onde mutacbes monogénicas afetaram caracteristicas de
crescimento e de enzimas extracelulares. No caso deB. Aubiiﬁib,m
‘assim como no presente trabalho, acs aumentos de amilase eXtra
celular corresponderam também aumentos de protease extracelu-
lar. Por outro lado, no trabalho referidoc sobre Neuwurospora, as

linhagens gue produziram mais amilase, produziram menos fosfata
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se, analogamente ao gue ocorreu no presente trabalho.

Além da possibilidade de proteinas estruturais da pa-
rede celular estarem envolvidas com o processo de secregao, uma
alteracao em um dos sistemas enzimaticos da membrana tambem afe
taria a permeagélidade da parede. Assim, alteracoes para permea
ses, de funcdes especificas no transporte de uma ou de um grupo
de substdncias, explicaria a alteragao do transporte de uma ou
de um grupo de enzimas especificamente. No basidiomiceto Us L=
fago viofacea, por exemplo, dois "loci" complementares estac en
volvidos na atividade de urease, sendo um deles estrutural, e ©
outro, relacionado é_permease (RAIRD e GARBER, 1981).

Em Aspergillfus onyzac, foram postulados sitios de li-
gacao para alfa-amilase, na parede do micelio (TONOMURA e col.,
1963; YABUKI e FUKUI, 1970), e analogamente, sugeridos para
Neurosponrna chassa (GRATZINER, 1972). Nesses casos, & guantidade
de enzima excretada nao pode se exceder a capacidade de ligacao
da enzima a parede celular (YABUKI e FURUI, 1970). Entao, no
presente trabalho, poder-se-ia pensar em uma mutagac em um des-—
ses sitios, alterando a guantidade de enzima liberada.

A mutacio em guestdo, poderia também afetar genes, que
determinem enzimas concernentes a algum aspecto metabdlico rela
cionado ao sistema de energia acoplado ao transporte (KINGHORN
e PATEMAN, 1977}).

Embora nao se possa precisar o ponto chave da questao,
parece haver uma causa comum, para as varias alteragOes apresen
tadas. O problema deve, de alguma manelra, esta;};elacionado a
parede celular, analogamente ao que oOCorre em mutantes morfold-

gicos de Neuncspora (MISHRA, 1977}. e
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5.2. Produgao de enzimas extracelulares em dipldides e hetero-

carios

Desde a descoberta do ciclo parassexual em fungos (RO
PER, 1952), a técnica da heterocariose e a da formagao de dipldl
des tem sido usada por varios pesquisadores para a andlise gené
tica e para a producao de linhagens melhoradas, especialmente
com microrganismos importantes industrialmente. Dessa forma,a
interagao entre muitcs genes, na condicao de dipldide ou nade

heterocério, pode ser comparada em muitos fungos.

No presente trabszlho, em todos os dipldides obtidos
em diferentes combiﬁagées, Zfoi restabelecido o fendtipo enzimid
tico das linhagens bm ou pp, utilizadass comc padrao, para todas
as enzimas analisadas.As mutagées devem, entac, ser recessivas
A linhagem MSE, wuma das controle utilizadas, apresentou Indi
ces maiores do gue as outras padroes bm e pp, para a lipase.No
diploide formado por essa linhagem hapldide MSE, com qualquer
uma das outras haplbides, normais ou nao, o fendtipo enzimatiom
das padroes bm ou pp, mais uma vez, foi restabelecido { tabela

10 e figura 2).

Os heterocarios apresentaram indices enzimaticos i
guais ou maiores do gue as linhagens padroes, haplbides, em
gquase todos os casos. Os (nmicos, dentre todos os heterocarios,que
apresentaram Iindicesenzimaticos menores do gue os dois hapldides
correspondentes,foram, guanto & lipase, guando se combinoua 1i
nhagem MSE, de Indice alto nesse casc, com as compactas,de in
dices igualmente alteos. Digno de nota, € gueun dos maiores Indi-
ces dentro todos os heterocirios analisados, fol o da combinacao MSE -+
pp-6, para protease, j& gue a linhagem compacta pp-6 nac a-

presentou formacao de halc para protease.
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Depois desse heterocario, as combinactes pp + M 353 e pp+
M-32, foram as de maior indice enzimatico para as enzimas, l1i-
pase, amilase e protease, além de MSE + pp e MSE + B-9% no ca-

so da protease.
p

Discrepancias entre o fendtipo produzido por um ge-
notipo idéntico nestas diferentes organizacbes celulares, hete
rocarioc e diplcide, eram esperadas. Existem alguns registros
na literatura. Assim, mutagoes recessivas em Aspergiflus {fa
vus para producac de aflatoxina (PAPA, 1980) e em A.ndidufans,
para utilizacao de fluorocacetato {(APIRION, 1966) o fendtipo o-
riginal do seivagem foi restaurade no dipldoide heterozigoto ,
mas, na~ no heterocaric. Talvez a grande heterogeneidade das
hifas heterccaridoticas, com sua diversidade de taxas e modelos
de distribuicgoes nucleares, seja senao a unica, pelo menos u-

ma das grandes responsaveis pelas diferencas entre heterocaric

e dipl&ide (CLUTTERBUCK e ROPER, 1966). Essas diferengas en-
tre o modelo de complementacac no diploide heterozigoto e no
heterociric devem ocorrer se ¢ produto de um gene regulador so
mente exercer seu efeito sobre um gene estrutural situado den
tro do mesmo nicleo. Se o produto de um gene regulador for
sintetizado em guantidades limitadas, a distribuicac desigual
dos nlcleocs nos heterocarios poderia fazer com gue a concentra
cao do produto fosse multo baixa, perto de nicleos de outro geg
ndétipo,para rue seu efeito normal pudesse se fazer sentir (COVE ,
1977). ©Por outro lado, os produtos génicos poderiam ser subu-
nidades de uma proteina, formada no citoplasma. -No heteroca

%io, os RNA, codificande para diferentes subunidades, poderiam
levar a formacao de cadeias polipeptidicas muito distantes un®
das outras, para permitir um interagaoc eficiente (PONTECORVO ,

19633 .
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No trabalho ora em guestao, houve, entfo, restaura=-
cao do fendtipo enzimdtico das linhagens padrGes bm e pp em
todos os casos de diploides e de alguns heterocdrios. Nesses
Gltimos, embora os resultades tenham sido heterogdneocs, ague-
les de maior fndice enzimitico foram praticamente os mesmos pa

ra as diversas enzimas analisadas.
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7. APENDICE

Para LIPASE, AMIIASE E PROTEASE extracelulares, os
diametros dos halos, das coldnias e os Indices enzimiticos (item
3.7), bem como as respectivas médias, sao mostrados em guatro
repeti¢oes, no pressnte apéndice. As tabelas Al’ Az e AB refe-
rem—-se aos dados de linhagens hapldides, hetercocarios e diploi=-
des, respectivamente, para lipase. Analogamente, para amilase,
os dados encontram—se nas tabelas A4, AS e A6 e, para protease,

A, & A,-

nas tabelas A g 9

"?J'




Tabela A

- Produgao de lipase nas linhagens hapldides.

76.

1
Linhagem Indice
p %* A on® _
HAPLOIDE Halo Colonia enzimatico
bm 45 35 1,29
49 38 1,29
57 47 1,21
55 46 1,20
média 51,50 41,50 1,25
B—9 45 35 1,29
45 34 1,32
45 36 1,25
45 35 1,29
média 45,00 35,00 1,29
B - 23 54 44 1,23
55 50 1,10
58 45 1,29
57 51 1,12
média 56,00 47,50 1,19
B~ 24 42 42 1,00
40 40 1,00
45 45 1,00
42 42 1,00
média 42,25 42,25 1,00
B—6 32 13 2,46
. 28 11 2,55
37 14 2,64
31 14 2,21
mddia 32,00 13,00 2,47

continua



Tabela A, - (Continuagao)
Linhagem - o Indice

HAPLOIDE Halo Colonia enzimatico

B~ VIII 23 8 2,88

22 8 2,75

19 7 2,71

29 ] 3,22

media 23,25 &8,00 2,85

MSE 22 10 2,20

12 5 2,00

19 7 2,71

20 & 2,50

media 18,25 7,75 2,35

M- 32 14 7 2,00

15 7 2,14

12 6 2,00

10 5 2,00

media 12,75 6,25 2,03

M- 35 25 10 2,50

18 & 3,00

25 10 2,50

18 & 3,00

media 21,50 8,00 2,75

o) o) 590 30 1,67

4 35 1,40

49 35 1,40

50 32 1,52

media 49,50 33,25 1,50

rp ~ 6 20 10 2,00

20 10 2,00

22 11 2,00

20 10 2,00

média 20,50 10,25 2,00

* MedicgOes em milimetros.



- Producac de lipase em heterocarios.

Tabela AZ
Indice
HETEROCARIO ) Halo Coldnia enzimatico

MSE + bm 45 4?2 1,07
40 39 1,03

43 43 1,00

44 41 1,07

nmédia 43,00 41,25 1,04
MSE + B-9 30 18 1,67
35 23 1,82

27 17 1,58

32 22 1,45

média 31,00 20,00 1,56
MSE + B~ 23 46 41 1,12
47 43 1,09

42 41 1,02

45 45 1,00

madia 45,00 42,50 1,06
MSE + B~ 24 36 29 1,24
37 21 ) 1,19

38 33 1,15

36 28 1,29

media 36,75 30,25 1,22
MSE + B-6 34 24 1,42
: 37 27 , 37
36 26 1,38

34 18 1,89

média 35,25 23,75 1,52

continua



Tabela &, - (Continuagao)

79,

HETEROCARTO Halo Coldnia Indice
enzimatico
MSE + B - VIII 45 37 1,22
. 1 38 1,11
39 3z 1,22
40 33 1,21
média 41,50 35,00 1,19
MSE + pp 4z 36 1,17
46 33 1,3

42 31 1,35
43 43 1,00
media 43,25 35,75 1,23
MSE + pp -6 45 35 1,29
45 38 1,18
45 37 1,22
45 38 1,18
média 45,00 37,00 1,22
pp + M- 32 32 12 2,67
36 14 2,57
35 14 2,50
32 13 2,46
media 33,75 13,25 2,55
pp + M~ 35 32 15 2,13
Z8 16 1,75
34 17 2,00
) 23 16 2,06
" nmEdia 31,75 16,00 1,99




Tabela A, - Producac de lipase em dipldides.

80.

Indice

DIPLOIDE Halo Colbnia P

enzimatico

MSE // bm 30 25 1,20
32 28 1,14

27 24 1,13

27 24 1,13

média 29,00 25,25 1,15
MSE // 8= 9 27 27 1,00
27 27 1,00

27 25 1,08

28 27 1,04

madia 27,25 26,50 1,03
MSE //B - 23 41 32 1,28
44 34 1,29

32 26 1,23

44 31 1,42

media 40,25 30,75 1,31
MSE //B - 24 3% 30 1,30
42 34 1,24

32 26 1,23

39 31 1,26

madia 38,00 30,25 1,26
MSE //B-6 42 29 1,45
41 28 1,41

‘ 49 29 1,38
14 35 1,26

mEdia 41,75 30,50 1,38

na



Tabela %3 - (Centinuacao)
DIPLOIDE Halo Coldnia Indice
enzimatico

MSE //B-VIII 38 32 1,18

33 29 1,14

33 29 1,14

32 26 1,23

media 34,00 29,00 1,18

MSE // pp 26 25 1,04

28 25 1,12

28 25 1,12

27 25 1,08

madia 27,25 25,00 1,09

MSE //pp - 6 25 22 1,14

25 22 1,14

23 20 1,15

23 21 1,10

nedia 24,00 21,25 1,13

pp // M- 32 47 42 1,12

47 42 1,12

44 40 1,10

47 a4 1,07

madia 46,25 472 .00 1,10

op // M- 35 41 34 1,21

41 33 1,24

4z 35 1,20

42 31 1,35

media 41,50 33,25 1,25




Tabela Ay - Producao de amilase nas linhagens hapldides.

HAPLOIDE Halo Coldnia Indice
en21matlco

bm 34 30 1,13
35 30 1,17
35 30 1,17
35 30 1,17
média 34,75 30, 00 1,16
B~ 9 37 32 1,16
39 34 1,15
29 23 1,26
25 20 1,25
média 32,50 27,25 1,20
B-23 26 11 2,36
26 11 2,36
30 13 2,31
28 9 3,11
média 27,50 11,00 2,54
B- 24 27 22 1,23
28 22 1,27
27 22 1,23
28 22 1,27
média 27,50 22,00 1,25
B-6 22 7 3,14

17 6 2,83
. 16 5 3,20
21 6 3,50
média 19,00 6,00 3,17

continua



83.

Tabela A, - (Continuagao)
HAPLOIDE Halo Coldnia Indice
enzimatico
B-VIII 1% 6 3,17
) 12 3 4,00
9 2 4,50
12 4 3,00
meédia 13,00 3,75 3,67
MSE 33 22 1,50
31 21 1,48
30 21 1,43
30 21 1,43
media 31,00 21,25 1,46
M- 32 33 24 1,38
30 22 1,36
33 25 1,32
30 21 1,43
media 31,50 23,00 1,37
M- 35 36 32 1,13
39 34 1,15
39 34 1,15
42 37 1,14
media 39,00 34,25 1,14
PP 30 25 1,20
29 23 1,26
30 25 1,20
32 26 1,23
méedia 30,25 24,75 1,22
pp ~ 6 14 5 2,80
. 11 5 2,20
13 4 3,25
15 6 2,50
média 13,25 5,00 2,69




Tabela A; - Produgao de amilase em heterocarios.
HETEROCARIO Halo Coldnia Indice
) enzimatico

MSE + bm 34 26 1,31
35 27 1,30

36 30 1,20

34 26 1,31

mé&dia 34,75 27,25 1,28
MSE + B-9 31 18 1,72
30 18 1,67

30 18 1,67

30 18 1,67

media 30,25 18,00 1,68
MSE + B- 23 33 25 - 1,32
33 20 1,65

33 17 1,94

35 33 1,06

média 33,50 23,75 1,49
MSE + B~ 24 32 15 2,13
38 34 1,12

40 20 2,00

35 31 1,13

média 36,25 25,00 1,60
MSE + B-6 39 31 1,26
38 w732 i,19

’ 38 32 1,19
média 38,50 32,00 1,21

continua



Tabela A; - (Continuagao)
HETEROCARIO Halo Coldnia Indice
enzimatico

MSE + B - VIII 37 26 1,42
37 26 1,42

35 26 1,35

35 27 1,30

média 36,00 26,25 1,37
MSE + pp 38 28 1,36
38 26 1,46

38 31 1,23

39 31 1,26

média 38,25 29,00 1,33
MSE + pp-6 34 15 2,27
34 26 1,31

23 23 1,43

34 18 1,89

media 33,75 20,50 1,73
pp + M- 32 37 11 3,36
38 12 3,17

36 12 3,00

35 11 3,18

média 36,50 11,50 3,18
pp + M- 35 35 11 3,18
35 11 3,18

35 ~ 12 2,92

. 34 10 3,40
media 34,75 11,00 3,37




Tabela A. - Produgac de amilase em dipldides.

- . Indice
DIPLOIDE Halo Colonia enzimatico
MSE // bm 47 43 1,09
50 45 1,11
44 44 1,11
48 44 1,08
média 48,59 44 1,10
MSE //B~9 51 45 1,13
50 45 1,11
50 46 1,08
49 44 1,11
média 50 45 1,11
MSE //B-23 38 | 33 1,15
42 36 1,17
46 40 1,15
25 34 1,12
média 41 35,75 1,15
MSE //B- 24 37 35 _ 1,06
37 35 1,06
40 38 1,03
38 35 1,009
media 38 36 1,06
MSE //B~6 32 32 1 00
40 36 1,11
” 38 36 i,06
33 32 1,03
média 35,75 34 1,05

continua



Tabela A, - (Continuagao)
DIPLOIDE Halo Colonia §§d§c§
enzimatico
MSE //B~-VIII 35 33 1,06
36 34 1,06
35 34 1,03
35 33 1,06
madia 35,25 33,50 1,05
MSE // pp 50 43 1,16
50 47 1,06
53 48 1,10
52 45 1,16
média 51,25 45,75 1,12
MSE //pp -6 40 35 1,14
39 34 1,15
39 35 1,11
41 37 i,11
media 39,75 35,25 1,13
pp // M- 32 50 46 1,09
53 48 1,10
49 46 1,07
53 47 1,13
media 51,25 46,75 1,160
pp // M-35 40 39 1,03
39 38 1,03
3¢ 34 1,06
‘ 35 33 1,06
LZdia 3750 36,00 1,05




Tabela A

- Producao de protease nas linhagens haplodides.

88.

7
HAPLOIDE Halo Coldnia Indice
enzimatico
bm. 35 32 1,09
36 32 1,00
35 31 1,13
37 35 1,06
média 35,75 32,50 1,07
B~ 0 37 33 1,12
35 31 1,13
37 34 1,08
37 34 1,09
media 36,50 33,00 1,11
KE-23 22 16 1,38
25 19 1,32
26 22 1,18
26 23 1,13
media 24,75 20,00 1,25
BR-24 36 34 1,06
34 31 1,10
37 34 1,09
36 34 1,06
media 35,75 33,25 1,08
B-6 31 15 2,07
- 28 15 1,87
. 31 17 1,82
34 20 1,70
media 31,00 i6,75 1,87

continua



Tabela A, - (Continuagao)

89.

HAPLOIDE Halo Coldnia Indice
enzimatico

B~ VIII 15 7 2,14
11 5 2,20

8 4 2,00

14 7 2,00

média 12,00 5,75 2,09
MSE 36 36 1,00
30 29 1,03

31,5 31 1,02

32 31,5 1,02

média 32,38 31,88 1,02
M- 32 27 25 1,08
28 22 1,27

26 21 1,24

25 21 1,19

média 26,50 22,25 1,20
M- 35 31 28 1,11
34 34 1,00

32 31 1,03

32 31 1,03

media 32,25 31,00 1,04
PP 36 34 1,06
35 33 1,06

35 31 1,13

17 15 1,13

média 30,75 28,25 1,10
pp— 6 6 6 1,00
: 7 7 1,00
7 7 1,00

& 6 1,00

média 6,50 6,50 1,00




Tabela hg - Producao de protease em heterocarios.

- Indice
HETERQCARIO Halo Colonia enzimatico
MSE + bm 44 38 1,16
44 38 1,16
42 35 1,20
A4 36 1,22
média 43,50 36,75 1,19
MSE + B-9 45 20 2,25
45 20 2.25
44 23 1,91
43 20 2,15
media 44,25 20,75 2,14
MSE + B~ 23 35 18 1,94
35 17 2,06
34 19 1,79
37 23 1,61
media 35,25 19,25 1,85
MSE 4+ B - 24 32 29 1,10
35 33 1,09
33 34 1,12
31 22 1,41
media 34,25 29,50 1,18
MSE + B~6 34 19 1,79
32 18 1,78
. 35 19 1,84
34 19 1,79
madia 33,75 18,75 1,80

continua



Tabela Ay, - (Continuagao)

g1.

HETEROCARIO Halo Coldnia Indice
enzimatico
MSE + B-VITI 39 37 1,05
33 31 1,06
38 36 1,06
31 29 1,07
meédia 35,25 33,25 1,06
MSE + pp 34 18 1,89
36 17 2,12
35 19 1,84
35 12 2,92
media 35,00 16,50 2,19
MSE + ppr -6 39 17 2,29
40 17 2,35
39 17 2,29
39 15 2,60
media 38,25 16,50 2,38
pp + M- 32 38 18 2,11
34 19 1,78
38 17 2,24
38 14 2,71
nedia 37,00 17,00 2,21
pp + M- 35 28 12 2,323
28 12 2,33
25 i1 2,27
‘ 30 12 2,50
média 27,75 11,75 2,36




Tabela A, - Producao de protease em dipldides.
DIPLOIDE Halo Coldnia Indice
enzimatico

MSE // bm 37 35 1,06
37 35 1,06

37 35 1,06

37 35 1,06

média 37,00 35,00 1,06
MSE //B -9 30 28 1,07
30 28 1,07

29 27 ' 1,07

29 27 1,07

madia 29,50 27,50 i 1,07
MSE //R-23 38 32 1,19
34 30 1,13

34 30 1,13

38 32 1,19

media 36,00 31,00 l,1¢
MSE // B - 24 38 32 1,19
38 32 1,19

37 32 1,16

37 32 1,16

média 37,50 32,00 1,18
MSE // B -6 40 35 1,14
40 35 1,14

) 41 36 1,14
40 35 i,14

méedia 40,25 35,25 1,14

continua



93.

Tabela Ay - (Continuagao)
DIPLOIDE Halo Coldnia Indice
enzimatico

MSE // B~ VIZI 41 35 1,17
44 38 1,16

41 34 1,21

41 35 1,17

média 41,75 35,50 1,18
MSE // pp 39 38 1,03
40 39 1,03

39 38 1,03

36 36 1,00

média 38,50 37,75 1,02
MSE //pp - 6 28 25 1,12
28 26 1,08

36 32 1,13

32 30 1,07

média 31,00 28,25 1,10
pp // M- 32 43 41 1,05
40 38 1,05

41 39 1,05

a4 42 1,05

nédia 42,00 40,00 1,05
pp // M~ 35 37 34 1,09
37 33 1,12

37 - 32 1,16

. 37 35 1,06
média 37,00 33,50 1,11




