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1. INTRODUCXO

A grande import8ncia gue se .tem dade ao estudo do

Aspergillus niger deve-se 8 sua.utilizag3o em processos de

fermentag¢do; com os _guais podem ser obtidos varios metabd-
litos de dAnteresse "industrial (LOCKWOOQD, 1975; BANKS e

col., 1976).

Do ponto de vista genético, desde a determinagio da
ocorréncia do <ciclo parassexual por PONTECORVO e col.
(1953) diversos trabalhos foram regliéados tanto <om linha-
gens gque ndo sd3o utilizadas industrialmente (LHOAS, 1967;
YAN TUYL, 1971) como com linhagens industriais {CHANG e
TERRY, 1973; DAS e ILCZUK, 1978; BALL. e Egi., 1978; BONA-
TELLI JR.-e col., 1983). O0s resultados indicam gue ha pos-
sibilidade de .se obter -melhoramento da produgdo de  metabd-
litos por indugdo de mutagdes, pelo.unuso de dipldides e/ou

segregantes em escala industrial.

Um aspecto ainda pouco exploradoc nesta espécie & o
estudo do ponto de vista molecular, do gual destacamos a
clonagem génica e a transformagio genética. Para que estas

técnicas sejam plenamente desenvolvidas sdc requisitos mui-



to importantes a otimizagdo da produgao de protoplastos e

das técnicas de extrag¢do de DNA.

Considerando os aspectos acima, o presente trabalho

tem como objetivos:

I) definir uma metodologia que permita obter niimero
elevado de protoplastos bem como estabelecer melhores con-

di¢8es de regeneragao dos mesmos.

I11) determinar um método adeqguado para a extragio
de DNA de alto peso molecular, altoc grau de pureza possibi-
litando a sua digestd3o por enzimas de restrigdo e posterior

religagdo.



2. REVISXO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Produgdo de Protoplastos

As bactérias gram-positivas e gram-negativas tém
sido wutilizadas ha& mais de cinguenta anos, por diferentes
pesguisadores, para a obtengdo de protoplastos, segundo

HOPWOOD (1981).

Os estudos genéticos desenvolvidos nas Gltimas dé-
cadas utilizando procariotos se beneficiaram scbremaneira
das técnicas de produgdo e regeneragio de protoplastos,
Principalmente com microrganismos dos géneros Bacillus e

Streptomyces.

FODOR e col. (1976) e SCHAEFFER e col. (1976) obti-
veram recombinantes de Bacillus, atraves da fusao de proto-
plastos assim como HOPWOOD e col. (1977) ta bém os obtive-

ram de Streptomyces. Transformantes desses actinomicetos

sdo também bons exemplos do sucesso obtido por BIBB e col.

(1278) na utilizagdo de protoplastos em experimentos de



transformagdo. No entanto, o estabelecimento da competéncia
celular desenveolvida por DAGERT e EHRLICH (1979) em

Escherichia coli tem feito deste wmicrorganismo um mo-

delo para aplicagdo dessas técnicas em procariotos.

Dentre do grupo dos eucariotos, Saccharomyces

cerevisiae representa um sistema bem esclarecido, desde as

etapas de obtengio até& as de regeneragldo de protoplastos.
Este sistema ficou definido a partir dos trabalhos desen-
volvidos por HINNEN (1978) e BEGGS (1978) que utilizaram
a enzima zimoliase na obtengdo de protoplastos em fungdo da

efici€ncia de transformagio.

Recentemente tem sido pesquisado o uso de liposso-
mos, membranas de fosfolipidios, como veiculos de transfe-
réncia de DNA nos protocolos de transforma¢do- Estas vesicu-
las encapsulando © DNA de interesse sd3o0 misturadas com os
protoplastos e, através da fus3o de membranas, occorre a pe-
netrag¢do do material genético na célula (AHN e PACK, 1985).
A eficiéncia do processo foi estudada por varios autores em
diferentes circunst@ncias: RADFORD e col. (1981) utilizaram

protoplastos de Neurospora crassa, HOLUBOVA e col. (1985)

protoplastos de Bacillus subtilis, AHN e PACK (1985) estu-

daram a transformagdo de Saccharomyces cerevisiae, na pre-

senga de DNAR encapsulado em lipossomos, contudo, nao cobser-
varam aumento significativo na eficiéncia. Porém, destaca-
ram serem estes veiculos potentes tanto para a introdugdo

de plasmidios na cé&lula, como para dificultarem a aglo de



DNases presentes no sistema.

Pode-se considerar dque os problemas de obtencdo e

regeneracdo de protoplastos envolvem os seguintes itens:

- utilizagdo de enzimas liticas na digestdo da parede celu-

lar:;

- utilizagao de fatores auxiliares das enzimas durante a

digestio;

- escolha adeguada de estabilizadores osmdticos.

2.1.1 = Enzimas liticas

EMERSON e EMERSON (1958) foram os primeiros a ob-

servarem protoplastos de fungos filamentosos usando mutan-

tes osmdticos de Neurospora crassa, deficientes na formagdo

de parede celular. Essas linhagens evidenciaram sensgibili-
dade osmdtica ao serem incubadas num sistema litico, libe~
rando proteoplastos. BACHMANN e BONNER (1959) observaram os
Mesmos resultados incubando conidios e hifas jovens de N.
crassa durante guatro dias,'com as enzimas liticas do cara-

mujo Helix pomatia. Outros fungos como Penicillium

italicum, Helminthosporium gramineum, Alternaria citri,

Verticillium albo-atrum, Trichotecium roseum e Mucor

sphaerosyporum, ac serem submetidos ao mesmo tratamento,

responderam de maneira semelhante, com a enzima comercial-



mente denominada de Helicase - BDH (suco digestivo do cara-

mujo). Em Aspergillus nidulans e Fusarium culmorum a libe-

ragdo de protoplastos ocorreu com apenas duas horas de in-

cubagio (AGUIRRE e VILLANUEVA, 1962).

HAMILTON e CALVET {(1964) obtiveram protoplastos dos

mutantes osmbdticos de Neurospora crassa sem o uso de enzi-

mas liticas. Eles aumentaram a concentragdo de aglicares no
meio de cultura até 20% e verificaram que a partir de 10%
ocorria a liberagdo e manuten¢gidao de protoplastos. Este fato
foi atribuido a inibig83o0 da sintese da parede celular e a
pressdo osmdtica, favorecendo a formagao de protoplastos. A
impossibilidade de se utilizar tal procedimento com outros
fungos filamentosos, forgou o desenvolvimento de outras me-
todologias gque permitissem a obtengidao de protoplastos uti-

lizando diferentes preparados de enzimas liticas.

Dentre os autores que utilizaram enzimas 1liticas
como principal ferramenta na obtengdo dos protoplastos des-
tacaram-se MUSILKOVA e FENCL (1968). Eles demonstraram gue
a concentragdo da enzima afetava a produgdo de protoplastos

de varios fungos como Penicillium purpurogenum, Rhizopus

nigricans, Cephalosporium  salmosynematum, Cladosporium

fulvum, Botrytis paeoniae, Alternaria tenuis, A. tomato,

Aspergillus niger e A. oryzae. Observaram ainda que, niao so

a concentragio de enzimas, mas tamb&m a variagdo nas fontes
de carbono e nitrogénio dos meios de cultura interferiam na

liberagidc dos protoplastos. Para o A. niger constataram gue



o nimero de protoplastos oscilou entre ¢ - 1& /ml, sendo
que, a produg¢io decrescia com a variagdo da temperatura (25
~ 43 c) e idade do micélio (15 - 40 horas). Paralelamente,
o niimero auvumentava em fungdo dos menores pesos fmidos de
micélio (0,3 a 0,5 mg) com a guantidade de 10 mg de enzima

litica fixada para os experimentos.

Posteriormente MUSILKOVA e col. {1969} relataram

também a preparagdo de um sistema enzimftico de Penicillium

purpurogenum capaz de lisar a parede de hifas jovens e 1li-

berar protoplastos de fungos filamentosos. Obtiveram proto-

plastos de Aspergillus niger, A. awamori e Penicillium
chrysogenum, utilizando o produto das culturas do P.

purpurogenum, saturado com 80% de sulfato de amdnia. Veri-

ficaram gue o niimero de protoplastos atingiu valores da or-
&

dem de 10 , eguivalente ao do controle tratade com Helica-

se. Valolores inferiores foram observados no tratamento dos

fungos Aspergillus oryzae, Cephalosporium e Trichothecium

roseum. Constataram ainda gque, o complexo enzimatico obti-

do do P. purpurogenum, ndoc apresentou nenhuma ag¢do na libe-

ragéao dos protoplastos dos miceélios de Fusarium

melanosporum e Cladosporium fulvum, gquando submetidos ‘as

mesmas condig¢des de ensaio.

Diversos outros grupos tentaram estabelecer siste-
mas autoliticos visando criar alternativas que facilitassem
a obteng¢do de protoplastos. REYES e LAHOZ (1976) descreve-

ram um método de liberagdo a partir do micélio Jovem de



bt

Neurospora crassa, utilizando o complexo enzimatico obtide

desse fungo. Protocolo semelhante foi montado por ISAAC e
GOKHALE (1982) gue observaram a presen¢a de protoplastos de

Aspergillus nidulans apds incubar o mic&lio com enzimas 1%I-

ticas do prdprio A. nidulans. Verificaram que, o ponto ma-
ximo de atividade autolitica coincidia com o nimero maior

de protoplastos obtidos no sistema.

Outras alternativas na busca de enzimas que fossem
eficientes e que aumentassem a frequéncia de protoplastos,
foram testadas por ACHA e VILLANUEVA (1963) e AGUIRRE e

col. (1964). Os autores compararam estreptozima extraida de

Streptomyces com a Helicase de Helix pomatia. Constataram

seus efeitos lesivos sobre a parede celular de fungos fila-
mentoscs e leveduras, com produgdio semelhante de protoplas-

tos em ambos os tratamentos.

O0s fungos do género Trichoderma, desde a dé&cada de

70, tém sido empregados na produgdo de enzimas liticas.
VRIES e WESELS (1972) utilizavam enzimas presentes no meio

de cultura de Trichoderma viride no ataque & parede de

Schizophyllum commune com a consequente produgdo de proto-

rlastos. ISAAC e PEBERDY (197%) executaram o mesmo procedi-

mente com Trichoderma harzianium obtende protoplastos de

Aspergillus nidulans e de outros géneros de fungos.

Atuvalmente, complexos enzimaticos produzidos comer-

cialmente tém sido mais utilizados, em fungio da especifi-~



cidade de hidrdlise, sobre os diferentes componentes da pa-
rede celular dos fungosg (JOHNSTON, 1965; HASEGAWA e NORDIN,

1969; HAMLYN e col., 1981; ROKEM e ccl. 1986).

HAMLYN e col. (1981) trabalharam com varias enzimas
comerciais e estudaram a agdo isolada e combinada entre
elas como segue abaixo:

Novozym 234 Cellulase CP,
Novozym 234 Cereflo;
Novozym 234 Cellulase CP / Cereflo;

Novozym 234 Cellulase CT / Cereflo;

NSNS NN

Novozym 234 Cellulase (Merck) / Cereflo e

Cellulase CP / Cereflo.

Os autores montaram sistemas liticos para os fungos

Aspergillus niger, A. nidulans, A. rugulosus e A

ochraceus, conseguindo resultados variados em relagdo a
proedugido de protoplastos da ordem de 100 - 10 protoplatos/

ml.

2.1.2 - Utilizagdo de fatores auxiliares das enzi-

mas liticas.

Outros tratamentos puderam ser incluidos ao sistema
de digestdo da parede celular de fungos, visando facilitar
a agdo das enzimas liticas. DOOIJEWAARD KLOOSTERZIEL e col.
{1973) acrescentaram compostos de tiois, tais como ditio-

treitol (DTT), 2 - mercaptoetanocl ou cisteamina como



tratamento preliminar da cultura liguida do fungo

Geotrichum candidum. Observaram que a liberag¢3o dos proto-

platos ocorreu de maneira mais ripida e eficiente, facili~
tando o estudo que vinham desenvolvendo sobre os mecanismos
de secregdo de lipases extracelulares. As resquisas no sen-
tido de estudar o processamento da biossintese da cefalos~
porina, foram desenvolvidas por FAWCETT e col. (1973) gue

submeteram também o micélio do Cephalosporium acremonium,

aos compostos acima citados resultando na obtengdo de pro-

toplasteos. Para o grupo dos Aspergillus HAMLYN e col.

(1981) observaram que a presenéa desses tibis, n83o afetava
a produgdo de protoplastos nesses fungo, fato que era per-
ceptivel apenas gquando utilizavam as linhagens de

Acremonium chrysogenum e Saccharomyces cerevisiae.

O uso de detergentes no tratamento auxiliar das en-~
zimas digestivas, foi uma estratégia montada por SIETSMA e
BOER (1973) quando se detiveram a estudar a regeneragdo da
parede de protoplastos em linhagens de Pythium. Ac submete-
rem o mic&lio desse fungo a um pré~tratamento com detergen-
tes (Triton X-100, Deoxicolato e lauril sulfato de sodio}
verificaram gue o Triton X-100 foi o mais eficiente, faci-
litando a agdo enzimAtica (cellulase e helicase) liberando
uma grande guantidade de protoplastos em 4 horas de incuba-
gao. Durante os testes com Pythium, verificaram que tanto
os derivados de tiol guanto os agentes quelantes (citrato e
EDTA) promoviam tal efeito sendo a eficiéncia de regenera-

gdo em meio ligquido e sdlido de aproximadamente 30%. Obser-



varam também gque a regeneragfo sd ocorria na presenga de

estabilizadores orgédnicos.

Em relagd3o ac Aspergillus niger, COLE e POPE (1981)

citaram os detergentes Triton X-100, Nonidet P-40, Tween -
B0 e Dodecil sulfato de sddio (SDS) como os causadores da
liberagdo crescente de protoplastos, quando acrescidos ao
sistema nas concentragdes (p/v) de D,1%, 0,2% e 0,5%. Acima

desse patamar a produgdo se mantinha embora o SDS a 1% in-

terferisse na germinag¢io dos conidios.

Os detergentes tém-se prestado também aoc estudo da
cinética de divis3o celular, pois também favorecem a sin-
cronizagdo dos ciclos mitdticos {(BERGEN e MORRIS, 1983).

Linhagens selvagens e mutantes de Aspergillus nidulans, fo-

ram selecionadas por GAMBINO e col. (1984) para anidlise dos
microtfibulos durante o periodo da interfase da mitose. Para
tanto foi necessaria a remogdo da parede celular com No-
vozym 234 com o auxilio de Tween - 80 a 0,2%, e os proto-
plastos foram analisados por imunofluorescéncia, apbs 10

horas de crescimento.

Em relagdo 3 participagdo de aminocacidos STEVENSON
(1985) verificou que o acréscimo da glicina 3,7% (p/v) com-
binada a 1lisozima, facilita a digestdo da parede de

Streptomyces coelicolor. O autor observou a liberag3o de

protoplastos a partir de tubos germinativos e de micé&lio,

em microscdpio eletrdnico.



2.1.3 - Otimizagdo de estabilizadores osmdticos

Inicialmente BACHMANN e BONNER (1959) determinaram
gque os melhores estabilizadores osmdticos para protoplastos

de Neurospora crassa, eram sacarose, maltose, ramnose e

frutose. Estes, juntamente com manitol e gsorbitol foram
posteriormente classificados por SIETSMA e BOER (1973) como
estabilizadores orgédnicos e as solugdes de KC1l, Nac1, NH,
Cl, MgSO, designadas de estabilizadores inorganicos. Esgses
autores verificaram através de ensaios osmdticos, que 2
formagd3o de protoplastos de Pythium era afetada na presenga
dos estabilizadores orgdnicos e prontamente favorecida na
presenga dos inorgidnicos ao contriario do que ocorria nas

placas de regeneracgao.
Fatoreg como esses fizeram com que estudos de oti-
mizagdo de solugbes fossem desenvolvidas para cada fungo em

questio.

Para o Aspergillus nidulans ficaram ‘padronizadas

solugdes de KCl e MgS0O, 0,6M, na preservagao da membrana
dos protosplastos. Nessas condigoes, ISAAC (1979) analisou
ultraestruturas e também determinou a variabilidade do nfi~
mero de niicleos presentes nos protoplastos liberados com 1
e 3 horas de digestdo da parede celular. Verificou~se que o
niimero midximo de 10 nicleos correspondia as preparagdes conm

MgSo0O {PEBERDY, 1979).



Para os protoplastos de Humicola sp. MACEDO (1986)
verificou que dos varios estabilizadores utilizados, o MgSOy
foi o que melhor favoreceu a regeneragi3o em meio de cultura

sobrepujando-se ao efeito do sorbitol.

2.2 - Extragdo de DNA

Varios métodos de isolamento de DNA t&m sido pro-
postos com o interesse de se estabelecer um procedimento
geral que sirva de base aos mais diversos organismos. Ape-
sar de alguns métodos jA estarem definidos, continua haven-
do a preocupagdo de ajusti-los e otimizad-los de acordo com
as particularidades do tipo celular com que se esti traba-
lhando (SMITH e HALVORSON, 1961; SPECHT e Egi., 1982; GAR-
BER e YODER, 1983). Conseguir DNA biologicamente ativo e
livre de impurezas & essencial para submeté-lo "a anali-

BEeS.

Visando a estes objetivos MARMUR (1961) foi um dos
primeiros pesquisadores a relatar detalhadamente, um proce-
dimento mediante o gqual foram testados aproximadamente 200
microrganismos. Ressaltou a importincia dos componentes das
solugdes utilizadas em cada etépa, destacando a agdo do
clorofdormio, dodecil sulfato de sddio {8DS) e agentes gue-
lantes na desmnaturagdo das proteinas e inibig3o das DNases.
O autor conseguiu, a partir de 1 - 2g de células, obter 2mg
de DNA que utilizou para determinar medidas fisicas como

coeficiente de sedimentacgdo (Spg,w )}, temperatura média de



fus3io (Tm) e peso molecular (PM). A confirmagio das pro-
priedades biolbdgicas dessa molécula, ele obteve transfor-

mando linhagens de Diplococcus pneumoniae e de Bacillus.

As informagdes citadas acima vieram fortalecer tra-
balhos posteriocores nos quais a maioria dos pesquisadores as
utilizou e discutiu o mecanismo de agdo do detergente SDS5S
(NOLL e STUTZ, 1967) e do perclorato de sddio (Na ClOa) no
isolamento de Acidos nucléicos de bacteridfagos (FREIFEL-
DER, 1967). 0 uso do NaClO,, em altas concentragdes (5M),
foi uma alternativa descrita por MARMUR (1961) para auxi-
liar a dissociagdo das nucleoproteinas. Este autor concluiu
que nio & possivel descrever uma té&cnica inica que seja
eficiente na purificag¢3o de DNA de varios microrganismos,
sugerindo alteragdes ao longo das etapas e adaptagdes des-
se métode na extragd3o de DNA de tecidos animais (KALF e
GRECE, 1967; XLETT e SMITH, 1968). Para tecidos vegetais,
as altera¢des relatadas (STERN, 1968) se referem essencial-
mente 3 ruptura da parede celuldsica dos diferentes Orgdos

e a substituig¢3o do fenol pelo SDS a 5% (p/v).

As solugdes propostas serviram de base para o esta-
belecimento de métodos mais refinados mna extragdoc de DNA,
independentemente do tipo de cé&lula em estudo. Os objetivos
almejados eram preparages mais puras para que se pudesse

caracterizar melhor essa molécula.

0 processo de purificagidc do DNA, quer seja ele de



origem animal, vegetal ou de microrganismos, apresenta mui-
ta resisténcia na separag8o dos polissacarideos na etapa
final. Em relagdo a estas dificuldades EDELMAN (1975) suge-
re o uso da coluna de concanavalina A ligada 3 sefarose pa-
ra facilitar tal separagdo. Os polissacarideos ligam-se 3
resina da coluna por afinidade de cargas e as molé&culas de
DNA a atravessam. Ele obteve assim mais de 95% do DNAR livre
de polissacarideos. Recurso semelhante foi descrito por
LURQUIN e col. (1975), gue utilizaram também o sistema de
coluna. 0s autores submeteram a amostra a uma filtragdo em
agarose com alta forga idnica e obtiveram rendimento de 150
a 200 uyg de DNA, a partir de 600 mg de tecido fresco. Con-

sideraram essas adaptages favorfveis, o que tornou esse

método rdpido e aplicivel a varias espécies vegetais.

Uma outra abordagem em plantas foi utilizada pelo
grupo de LEMMERS e col. (1980) ao adaptar um procedimento
de isolamento de DNA de alto peso molecular. 0s autores se-
guiram etapas gque envolviam desde © congelamento de c&lulas
com nitrogénio liguido, até& didlise exaustiva do DNA depois
da purificagdo em CsCl, sem se fazer necessirio o uso de

colunas, visando a aplicacgio em experimentos de clonagem.

O isolamento de nficleos por centrifugagdo diferen-
cial define uma outra estratégia utilizada descartando as-
sim, de inicio, componentes indesejaveis i purifica¢do do

DNA como descrito por GEALT e col (1976).

Ao tentarem, sem sucesso, obter DNA de protoplas-



tos, os autores desenvolveram um método gue consistiu em

isolar nficleos do fungo filamentoso Aspergillus nidulans.

Através de uma descrigdo pormenorizada ressaltaram o trata-
mento inicial das hifas com nitrogénio liquido observando
gque 25 a 50% da quebra do micé&lio ocorria devido 3 tritura-
¢do com homogeneizador (tipo "blender"). Constataram que o
congelamento favorecia esse processo ac mesmo tempo gue pa-
ralisava bruscamente as reagdes enzimiticas. Apbds esta eta-
pa, presumiram gue ocorreria uma perda muitoc grande de DNA
quando se removiam as hifas por filtra¢83oc. Ao optaram por
centrifugagio diferencial verificaram que, através de mi-
croscopias de fluorescéncia e eletrdnica, niicleos permane-
ciam intactos, a partir dos guais extrairam o DNA. Metodo-
logia semelhante foi adotada por FELDEN e col. (1976) com

objetivo de se estudar as proteinas histdnicas desse fungo.

A necesgsidade de caracterizagao do genoma de indi-
viduos de diversas espécies que contivessem ou nd3o segmen-
tos de DNA clonado, tem direcionado as etapas alternativas

na purificagio de DNA de alto peso molecular.

DAVIS e col. {(1977) obtiveram preparag¢bes de fago
A, bactérias (plasmidial e cromossomal) leveduras e células
animais. Constataram gque os critérios adotados forneceram
moléculas de DNA suficientemente puras para analises enzi-

maticas e de hibridizagdo.

HAUTALA e col. (1977) adotaram um sistema mais ri-



goroso na purifica¢do do DNA de Neurospora crassa. Separa-

ram nficleos de conidios germinados e obtiveram 6 mg de DNA
que foram, a seguir, submetidos ao gradiente de CsCl. Nessa
etapa final, conseguiram recuperar 62% do material total
aplicado e concentrado numa banda corregpondente a 1,72g/ml
de CsCl. Verificaram que a relagdo de DNA e proteina(Aqym
:Aggp ) se aproximou de 1,9, e estimaram o PM em 1,0 -~ 2,0 x
1J daltons. Valores prdximos a estes foram observados em

Aspergillus nidulans por MORRIS {(1978) gque encentrou a mes-

ma correspondéncia de PM com os fagos padrdes: Ty = 2,6 x
1J e = 3,2 x 1J daltons. 0 autor conseguiu DNA de alto
peso molecular, através de protoplastos e ruptura de espo-
ros com nitrogénio ligquido, auxiliado por pérolas de vidro.
Através de gel de agarose 0,5% (p/v), comparou e analisou o
DNA obtidos pelos dois processos. Estimou em aproximadamen-
te 250 MY de DNA por cada grama de esporos e 450 )g por

grama de protoplastos. O autor determinou uma egquivaléncia

de 0,5 - 0,75 g de protoplastos para cada 5 g de micélio.

Visando extrair o DNA do interior de mitocondrias,
alguns autores té&m utilizado guantidades maiores de micé&-
lio fresco na produgido de protoplastos. Foram necessarios
50 g de micé&lio, para gque MORRIOTT e col. (1984) conseguis-
sem uma Trecuperag¢do aproximada de 60 gag de DNA mitocon-
drial, a partir de protoplastos do funge Fusarium
oXysporum. Os autores trataram © mic@&lio inicialmente com
pmercaptoetanol para em seguida montarem um sistema de di-

gestio da parede celular. Eles combinaram a Novozym 234 3



cellulase - CP nas propor¢Ses de 0,5% (p/v) e conseguiram
depois de 16 horas de incubagdo, os protoplastos dos quais
isclaram as mitocdndrias. O DNA que extrairam dessas orga-
nelas foi caracterizado por microscopia eletrénica e anali-
ses de restrigdo demonstrando gue essa molécula & circular
e gque apresenta 46,5 Kb. Verificaram gue aoc ser submetido
ao gradiente de CsCl formava-se uma Qnica banda c¢orrespon-

dendo a densidade de 1,685 g/ml.

Segundo WEEKS e col. (1986} um procedimento rapido
e eficiente para se obter DNA de diferentes fontes pode ser
aplicado utilizando ultracentrifugagio. Eles usaram células

Hela, Chlamydomonas reinhardi, insetos, vegetais leveduras

e bactérias no teste de tal metodologia. Os autores proce-
deram & lise celular, acrescentando em seguida CsCl matis
EtBr, eliminando algumas etapas de desproteinizagdo comum
em outros processos. Ao evitarem o tratamento com fenocl e
clorofdrmio conseguiram reduzir o tempo de preparagdo, cen-
trifugando o material por 4 horas a 100.000 rpm. Depcis de
5 horas de trabalho observaram que o DNA se encontrava 1li-

vre de contaminag¢fes, resolvido em bandas nitidas.

2.3 - Aplicag¢bes mais Recentes Envolvendo Proto-

plastos e DNA

O desenvolvimento da Tecnologia do DNA Recombinante
(TDR), particularmente em relagdo ds té&cnicas habituais da

Engenharia Gen&tica foi possivel gragas & wutilizag3o de



bactérias como hospedeiras em trabalhos de transformagio
(MANDEL e HIGA, 1970). Nos Ultimos anos, fungos ji bem es-
tudados bioguimica e morfologicamente mostraram-se de gran-
de utilidade. Diversos pesquisadores interessados na trans-

formagdoc gen&tica de Neurocspora crassa {(CASE e col., 1979)

e Aspergillus nidulans (YELTON e col., 1984) viram nesses

microrganismos os modelos de aplica¢gdes dessas té&cnicas, em
fungos filamentosos. Varios foram os objetivos para os

qgquais se voltaram.

2.3.1 - Complementagdo com marca de selegdo para

auxotrofia

A transformagio desses microrganismos tem sido des-
crita por diversos grupos que conseguiram estabelecer essa
metodologia clonande genes como o ga - ' de N. crassa gue
codifica para a enzima dehidroquinase, capaz de complemen-
tar duplos mutantes (gqa-2; aro=-9) desse fungo (CASE e
col., 1979). Foi observado tamb&m gque o gene pyr - 4 que
codifica para a descarboxilase orotidina 5'~ fosfato em N.

crassa, pode transformar linhagens de A. nidulans deficien-

tes para essa caracteristica (BALLANCE e col., 1983).

Genes origindrios do A. nidulans foram também uti-
lizados na construg¢do de vetores para a transformagio desse
fungo (JOHN e PEBERDY, 1984). YELTON e col. (1984) trans-
formaram linhagens de A. nidulans, deficientes para o trip-

tofano, com o plasmidio integrativo contendo o gene tpr C.



Em Escherichia coli, esses autores observaram gue, o plas-

midio construido por eles apresentava-se replicativo. O
mesmo foji observado por BALLANCE e col. (1983) ac wutiliza-
rem o gene arg B de A, nidulans, através da construgio de

um vetor com capacidade de promover transformagdo em fungo.

Em relagdo ao Aspergillus niger, esse sistema tam-

bém estd sendo adaptado. O gene arg B anteriomente sele-

cionado de A. nidulans, foi utilizada por BUXTON e col.

(1985} gue pela primeira vez demonstraram a transformagio
do A. niger. Eles observaram mutantes desse fungo expres-
sande esse gene, complementando a defici&ncia & ornitina
transcarboxilase {oTrc). Posteriormente, KELLY e HYNES
(1985) observaram linhagens de A. niger expressando o gene
amd@ S de A. nidulans através de integrag¢d3o gendmica. A ma-
neira como sucedeu a integragdo no cromossoma levaram esses
autores a acreditar gue o sistema de transformagdo em A.

niger aproxima-se mais do sistema de mamiferos gue do de

leveduras.

2.3.2 - Isolamento de uma sequéncia de replicagio
autdnoma ("ARS") através da utilizag¢io de

vetores integrantivos

As propriedades de um vetor podem ser alteradas,
transformando-os de vetores integrativos em vetores repli-
cativos ou autOnomos pela insergdo de sequé@ncias de DNA es-

pecificas. Estes fragmentos de DNA s3o conhecidos como se-



quéncias de replicagdo autdnoma (ARS) guando o DNA inserido
é de origem diferente da cé&lula hospedeira e como *ori"

gquando & DNA isolado da prépria espécie.

Plasmidios de replica¢do autdnoma sdo comuns em
bactérias com grande nfimero de cépias por cé&lula (DAGERT e
EHRLICH, 1979) e em leveduras {(GUNGE, 1983). A estratégia
de se modificar um plasmideoc integrativo para replicativo
tem sido utilizado em levedura (TEIXEIRA, 1985}). Em fungos
filamentosos, RAQ e REDDY (1984) descreveram © isolamento

de seguéncias do Phanerochaete chrysosporium capazes de

promover a replicagio autdnoma ("ARS") em plasmidio -de

Saccharomyces cerevigiae. PAIETTA e MARZLUF (1985) tentaram

o mesmo utilizando conidios germinados de Neurospora

crassa. 0O processo aplicado foi o tratamento com acetato de
litio visando iscolar sequéncia replicativa do prbéprio fungo

(norin)-

2.3.3 - Introducgio de genes exdgenos com objetivos.
de expressar uma caracteristica de interes-

se

BUXTON e col. (1985) propuseram estudos comparati-
vos a nivel molecular entre A. nidulans e A. niger onde a
regulagido de genes e outros processos servissem de fontes
de esclarecimentos da biologia molecular de fungos filamen-

tosos de importfincia biotecnoldgica.

Sendo esses microrganismos capazes de altos niveis



de produgl@o, varios autores pensaram em clonar genes gue
neles pudessem se expressar, na tentativa de secretar pro-
teinas de interesse industrial. Um exemplo & o caso do gene
da enzima p-glicosidase origindria do A. niger, se expres-
sando em leveduras (PENTTILA e col., 1984). Um outro caso &
o do gene amd S de A. nidulans se expressando em A.' niger

(KELLY e HYNES, 1985).

2.3.,4 - Fusido de protoplastos

Também com perspectivas de uso industrial, REYMOND

e col. (1986) destacaram fusdo de protoplastos. Eles comen-

taram gque a utilizag¢do dessa técnica em linhagens de Peni-~

gillium, Aspergillus e Cephalosporium tem tido come propd-

sito aumentar a produ¢ao de metabdlitos. Alegam gue, © su-
cesso de tal método, tem sido um incentivo na sua utiliza-
gdo. REYMOND e FEVRE (1986) seguiram os protocolos de ANNE
e PEBERDY, (1976) e obtiveram 1J /ml protoplastos de

Penicillium. Conseguiram linhagens hibridas entre b.

caseicolum, P. album ou P. rogueforti através da fusido de

protoplastos.

Foi observado ainda, que os produtos de fusdo entre

linhagehs de Metarhizium anisopliae (SILVEIRA e AZEVEDO

1287) ndo ultrapassou a taxa de 1% , o gue levaram esses
autores a considerarem incompatibilidade inter e intra es-
pécies, para justificar a taxa reduzida da fusao de proto-

plastos. Outros autores relacionaram-na, a fatores que en-



volvem isclamento e natureza dos protoplastos (KEVEI e PE-

BERDY, 1984).



3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Procedéncia das Linhagens

As linhagens 'de Aspergillus niger escolhidas para

este trabalho foram obtidas de estoques do Departamento de
Genética e Evolugdo do Instituto de Biologia da Universida-
de Estadual de Campinas - SP. Apenas a linhagem 10vi0 pro-
veio da indiistria, Fermenta - Produtos Quimicos Amalia S.A,

onde & utilizada na produgdo de Acido citrico.

As demais, nic,olvqe pab1fwn1, foram obtidas a par-

tir da 10v10 através de varios passos de tratamento com mu-
tagénicos no laboratdrio de Genética de Microrganismos da

UNICAMP (BONATELLI JR. e col., 1983).

Os fungos Humicola sp. e Picnoporus sanguineus fo-

ram cedidos pelo grupo do Prof. Carlos Roberto Felix, do
laboratbdrio de Enzimologia, do Departamento de Biologia Ce-

lular da Universidade de Brasilia -~ DF.



3.2 - Meios de Cultura Utilizadas

3.2.1 - Meio Minimo

NaNOg «ocvocensvens.
KHpPOy eovenannnennnn
KCLl o veesocnvoscnen
MgSO4 « 7TH30 sevevesns
FESO4 ecesecnnonenes
ZNnS04 ecvaesvres o
GlicosSe ..ceceececans
Egary ceeeseronasanes

Agua Destilada .....

O pH foi acertado pa

3.2.2 = Meioc minimo

- MM (PONTECORVO e col., 1953)

ra 6,8

ligquido

com

NaOH

esse. 6,009
ssse. 1,500
cs2.. 0,50qg
«se.. 0,50qg
«sese 0,019
esvee=. 0,01g
«esss 10,0049
....-15,009

sess 1000ml

iN.

Preparagdo idéntica ao MM (item 3.2.1) porém sem

acrescentar agar.

3.2.3 -~ Meio comple
1953) modi

(1973).

to - MC,

ficado

por

(PONTECORVO e c¢ol.,

AZEVEDO e COSTA

Acrescentar aoc MM os seguintes nutrientes:

Caseina Hidrolisada

saesstearsarssessrseasesess 1,509



Extrato de Levedura

Peptona ....isiievecesnevsccsancanss

Solugdo de Acidos nucleicos

de levedura {(item 3.3.2) teveveees

Sclugdo de Vitaminas

Agua destilada

até

{item 3.3.3)

O pH acertado em 6,8 com NaOH 1N.

3.2.4 - Meio completo liguido

Prepara¢do idéntica ao MC (item 3.2.3)

acrescentar &gar.

+vs+ 0,509

ve.. 2,009

eeas 1,00ml

«ess 1,00ml

ses 1000ml

porém nio

3.2.5 - Meio minimo duas vezes concentrado (MM 2xC)

€ meio completo duas vezes concentrado (MC

2xC)

Preparado de acordo com o meio de cultura corres-—

pondente, sendo utilizado a metade do volume de agua indi-

cado para a concentragdc normal.

302-6 - Meio YGT

Extrato de Levedura

(GAMBINO e col.,

GlicosSe (.eesesocnencan

Tween 80 ...cesceascees

Agua destilada

até

1984)

1000ml



3.2.7 - Meio YG

Preparagdo idéntica ao YGT {(item 3.2.6) sem acres-

centar "Tween" 80.
3.2.8 - Esterilizagd3o e conservacgio

[ ]
Os meios foram autoclavados a 120 C por 15 minutos

e guardados na temperatura ambiente ou em refrigerador.

3.3 - Preparo de Solugdes para Tratamento de Coni-

dios e Protoplastos

3.3.1 - Solugdc de caseina hidrolisada.

Caseina hidrolisada ...eeeesseccsncasssas 100,0mg

Agua destilada ... At@ ceoesecccarecssees 10,0ml

A caseina hidrolisada foi adicionada a Agua desti-
lada autoclavada, apds o que foi aguecida a Qd C, durante

20 minutos. Conservou-se a solugido em refrigerador (4' c).

3.3.2 - Solugdo de Acido nucleico de levedura {AZE-

VEDO E COSTA, 1973)

Solugdo a
Acido nucleico de levedura ......vses02... 2,00qg

Solugdo de NaOH 1N .c.iccecassnsssasssss 15,00ml



Solugdo b
Lcido nucleico de levedura ...css0ese0202.4+ 2,00¢g

SOlugEo de HCLl TN .t eceseceesctscesassnescacas TS'OOml

As solugles a € b foram misturadas e aquecidas a 90’
C por 20 minutos. Apds filtragdo o volume foi ajustado pa-
ra 40ml com Agua destilada esterilizada e a solugac mantida

. [ ]
em frasco escuro sobre cloroformio a 4 cC.

3.3.3 - Solugdo de vitaminas (AZEVEDOC e COSTA,

1973)

Ecido nicotinico tieieccieccsscsenacass 100,0mg
Lcido p-aminobenzdico ..seescsaceccess 10,0mg
Blotina ceceeecervossseroresssvsnccssssonsn 0,2mg
PiridoXina .ccececececssscccsssccosascncses 50,0mg
Riboflavina ..cseceovccenasssseasssesneas 100,0mg
TiAMiNA «+scsaececssscsssssssassassssaos 50, 0mg

fgua Destilada Autoclavada ... até ... 100,0ml

Esta solugdo foi aguecida a 90' ¢ em banho maria por
20 minutos. A solugao foi mantida em frasco escuro sobre
cloroformio e estocada a 4 c.

3.3.4 - Sclugdo salina (0,85%)

NAGCl eccinsveassssncsssvnoesassascssatoanas 8,509’

Egua Destilada ... 8Lt& sieveveaasasns 1000ml



Foi

distrikuic-

% CcOm rosca,

autoclavada a

120° ¢ por 15 minvtos € conu.ervada a temperatura ambiente.

~ Seolugdc tampdoc fosfato 0,2M

3.3.5

Solugdo A: pH=
NaHpPOg +evueen.s
Agua Destilada
Solugdo B: pH=
Na,HPOg . 12H,O
Agua Destilada
Para

misturou-se

¢des A e B respectivamente.

solug¢des A ou

3.3.6

5,0
-
9,0
B

. .

.

24,00qg

1000ml

71,6¢g

1000ml

se conseguir uma solug¢do tampdo 0,2M, pH 5,8

uma proporg¢d&o de nove para um (9:1)

B.

- Sclugdo tampido

Solugao A: pH=

NazHP

Lgua

9,0

Of 2Hp0 ....

Destilada

Solugao &: pH=

NaHzP

Agua

O, .540 ..

Cestilsca

5

o

i

L A T )

fosfato 0,02M

L O I I R T R

"t s s e oa LI I }

das solu-

©C ajuste de pH foi feito com as

3,56qg

1000ml



Para se conseguir uma solugdo tampdo 0,02M, pH 5,6
adicionou-se uma proporgdo de nove para um (9:1) das soclu-

¢0es B e A respectivamente at& o pH desejado.

3.3.7 - Solugdo tampdo fosfato para coloragdo de

conidics e protoplastos (FURTADO, 1968).

Solugdo - A
NagPOg « 12H20 +vvvesvuunnsosesssanaaaneas 3,739

Agua Destilada ... 8t& ..eeseevcecnsvese 1000ml

Solu¢do - B
KH2P04 L I I I L T T T Y 2'40g

Agua Destilada ... at@& .eeeiveccnnevess. 1000ml

Para obter a solugdoc tampdo no pH= 7,0 misturou-se
uma proporgdo de sete para trés (7:3) das solugdes A e B

respectivamente.

3.3.8 - Solugdes de KC1 (ISAAC, 1979)

a) Solugdo 1,4 M v

Dissolver 104,63g de KCl em aproximadamente 333,0ml
de solug¢do A (item 3.3.5). Deixou-se no agitador magnético
aguecendo até dissolug¢gio total. Levou-se ao potencidmetro e

foi-se adicionando soclugdo B até& pH 5,8. Completou-se até

1000ml com tampdc fosfato pH 5,8.



tragdes

b} Solugdes diluidas de KC1

Utilizou-se a solugdo acima, diluida até& as concen-

desejadas (1,2M; 1,0M; 0,7M; 0,6M e 0,5M) com ©

tampdo fosfato 0,2M pH 5,8.

me de

3.3.6)

Estocagem a 4 c.

3.3.9 - Solugdo MgS804 1,0M (ISAAC, 1979)

2) MgSO4 «7TH20 1,0M «vsvvvenocnossasess 246,479

HpO Bidestilada ... até& ..cecveenca. 1000ml
Dissolver 246,47g de MgSOq . THeO em um pegueno volu-
solugdo B (item 3.3.6). Usou-se a solu¢gdo A (item

para ajustar o pH para 5,6. Completou-se o volume

final com tampdoc fosfato pH 5,6.

b) Solugdo MgS04 «sesetesotcsasansnsns 0,5M

Misturar partes iguais das solugdes, MgSO4 1,M e

tampao fosfato pH = 5,8 (0,02M).

3.3.10 - Solug¢do estabilizadora de sorbitol

a) Solugdo de Sorbitol 1,2M
e SOrbitol ... ieri i et aranesrsesssnsaass 21,869

. Tris/HC1 0,01M pH 5,8 ... at@& .vuecaeaa 100ml



b) Solugdoc de Sorbitol 1,0M
. S0rbitol ....ceiiecrtirettvreesneee-ass 18,229

. Tris/HC1l ©0,01M pH 5,B ... até ....--.. 100ml

3.3.171 - Solugdo de Albumina 5% (ROBINOW E CATEN,

1969)

Clara de OVO et esenecsosrsnrssesosnasssassns 5ml

Agua destilada autoclavada «.sesssaes0as 100ml

Apbds a homogeneizagdo dos dois componentes filtrar

]
e estocar a 4 C.

3.3.12 - Solugdo fixadora para conidios (FURTADO,

1968)

A sgolugdoc & uma mistura de etanol absoluto, dcido

latico e acido acético glacial nas proporgdes de 6:1:1 res-

pectivamente, preparada na hora do uso.

3.3.13 - Solugao fixadora para protoplastos

Metancl abscluto mantido a temperatura ambiente.

3.3.14 -~ Solugdo de HCl 1N (37%)

HCl Concentrado ..eeeevssoacssasssnasncass 85ml

Agua Destilada ... At& .cesvecessccasessss 1000ml



Mantida a temperatura ambiente.

3.3.15 - Solugdo Corante Giemsa (BECAK e PAULETE,

1976)

Giemsa em pd ...civeierierniinecnransasss 3,8g
Metanol .ececessearsccensssassssssssscass 250ml

Glicerina sevesneesasssnsssensscsssssecsanscs 250ml

As trés substdncias foram homogeneizadas na ordem
apresentada, permanecendo em repouso por trés dias antes do

USO .

3.4 - Preparo de Solug¢Ges para Tratamento do DNA

3.4.1 - Tampdo de extragdo de DNA de protoplastos

{pH =8,0)

Tris - HCl1 pPH 8,0 ...cceeecssesscssaaness 0,02M
Na g EDTA +seeeeesssnncensssscossnosnanssas 0,02M
NAaCl tccevevenseosssascsnnssosssnsceasnensas 0,1M

Espermiding ...eseeeanecesascnsssccsnesse 0,005M
SACATOSE 4 es s sessssssasanssesssenssenseass 0,25M

BEDS tasns s vt sststsnaicsssosescsssssassassss 2%

3.4.2 - Tampdes para as demais extragdes

. Solugio-I

Triton X-100 .....0cocceeocsecnseneasssasnaa=s- 0,5%



NAC]l e oveconnssnsssssessonssssnssssesonosonsesn

Naz EDTA L I T T I I I T S R R R L I I N S A )

Estocagem a 4 c.

+ Solugao~II

SDS LI N N I L R I T I A I N Y O A R R N I B D I I I B B I

NaCl L A I N Y R R I I L A I I R I I I IR T I Y B L I N

Na, EDTA «rveesecrossacsonssncsnananananaes

]
Estocagem a temperatura ambiente ou 4 C.

3.4.3 -~ Sclugao de egpermidina I (pH

RIS, 1978, Modificado)

Tris-HCl PH 8,0 .uivisscacsnsanssnas

Na , EDTA cesccceeseossncssncsossncses

SACAYOSE s cancessessnssssssasssssanses

Espermidina L A L LR A B R R R B A B B A

3.4.4 - Solug¢gdo tampdo TR (MANIATIS

Tris—HC]l ..t cctacseacscsscnsssasssnsnss

NazEDTA L R L T I I I I I R Y

Ajustou-se o pH para 7,5.

-

-

=8'

LI I

LI A ]

col

* e e

0,1M

0,01M

0,5%
0, 1M

0,01M

0) (MOR-

0,01M
0,10M
0,5M

0,005M

., 1982)

0,020M

0,001M



3.4.5 - Solugdo tampio TE (MANIATIS e col ., 1982)

TYrisS—HC] cacasssssesssossssnscasossssssansass 0,025M

NA2 EDTA sucevscsassssassasasssassasasess 0,01M
Ajustou~se o pH para 8,0.

3.4.6 - Solugdo espermidina II - 10 x (TP) (solugio

10 vezes concentrada).

Espermidina P N T I R R R R R R 0,04"
NazEDTA P R N I I N I R R A R R P S Y 0,10M
Tris-HC1l PH 8'5 T s s e s e e e st e s e TTEEREE Y+ 0,10M

KCl teceeeessnssascsscsnsosscnnsoascssrssasnsass 0,36M
O pH foi ajustado para 9,5.

3.4.7 - Solugdo espermidina II' (TP')

Solugdo TP 10x (item 3.,4.86) ..ceaceassass 20,0ml
Sacarose I..‘.O.O....(O'SM) * & & & 4 & & & a8 s = So'oml
ﬁ-Mercaptoetanol eeve(0,0714M) .+ iieeneenns 0,2ml
Triton x-100 (V/V) --(0,5%) R EEEEEEE ) 1'0m1

Agua bidestilada .cceavicvanceasssscanasassi128,8ml

]
Estocagem a 4 C até o momento do uso.



3.4.8 - Solugdo - TL

Tris-HCl pH 8,0

LR R I L R R R R I I I I S I R I I I ) 0,04[’1

WAC]l ottt oo nvassasssosssssronessessscensasnae 0,20“

.
.
.
.
-
.
-
s
-
(¢4}
L

Sarcosil ou SDS ... (p/v)

»

Naz EDTA L A I R I I B O B R O I Y I R T I Y Y T T Y Y I K I ) 0'01M

]
Estocagem a 4 C. Elevou-s5e a temperatura na hora do

uso, até a solug¢gdo adguirir o aspecto hialino.
3.4.9 ~ Solugdo clorofane (MANIATIS e col ., 1982)

Misturou-se volumes iguais de fenol bidestilado e
clorofdrmic e acrescentou-se 0,05% de 8-~hidroxigquinolina.

Foi equilibrado a seguir com uma sclugdo de:

Tris~HC]l PH B,Cl.ccccceccasrosnnescnssnsee 0,020M
Nacl " & & O & & S 3B S S 8 8 & B s & & SRS E RSSO 0'100M

NazEDTA LI A A K L O O I I O I I I I N A A B A A I I 0,001M

Estocagem a 4 C e utilizar apenas a fase fenodlica

(inferior).
3.4.10 - Solugdo de ribonuclease (RNase-A)
Em 1Tml da NaAc 0.05M, pH = 4,8, foram dissolvidos

10mg de Rnase-A. Esta solugdo foi fervida em banho maria

por 10 minutos, deixada por 20 minutoes & +temperatura am-



P
biente e em sequida feoi estocada a 4 C.

3.4.11 - Solugdo tamp&oc borato 10 x (10 vezes con-

centrada) (TEB 10x) para eletroforese {(MA-

NIATIS e col ., 1982)

Trizma base ...iosecincncnsrsansssansasns
Acido DOXicCO cvieienesentnensensnananss
NaA EDTA cusses ot tonanvsasnsassssasssescnsne
Agua destilada ... At& .evesncevnonnsan

Ajustou-se o pH para 8,3 e foi estocada

3.4.12 - Solucdo tampdo para amostra de

. 108,0qg

. 55,09

. 2,3g

« 1000mi

a a C.
eletrofore-

se (TA) 3x (3 vezes concentrada}

TEB 3x

Ficol (p/V) ceeveieiensnnsssscsssnasanaas 15,0%

Azul de bromofenol (p/V) ..eveveecsnsaaes 0,1%

L]
Solugao estocada a 4 C.

3.4.13 - Solugdo de brometo de etidioc (EtBr) a 1%

(p/v}) (MINIATIS e col ., 1982)

EtBr LR B L L O I I R Y I I A A B R T I Y I A I R S ) 0,109

Solugao Tampdo (1x {item 3.4.11) ..uiivuaes 10,0ml

Colocou-se em frasco escuro e foi mantida a tempe-

ratura ambiente.



3.4.14 - Solugdo de difenilamina-DFA (GILES e MYERS,

1965)

a) Selugdo Reagente (SR)
. Difenilamina +..cvvcsesveucssosesnsssas 4g

. Acido acético glacial ¢.evieceviansaass 100ml

b) Solugdo de Acetaldeido
« Acetaldeido ... cncccsrsesaassassssnaes 0,016g

-SOluQﬁO SR (R N N L A I I Y B R I N A I B RN B B 10m1

Foram preparadas na hora deo usc e manuseadas em banho

de gélo na capela de exaustdo de gases.

¢) Solugdo de Acido Percldrico 10% (v/v)
. Acido percldrico 70% ..cieiecncsnannanss 7,15 ml

. Agua destilada ..... at€& ..cccceecnssss 50,00 ml

3.4.15 - Solucgdo de Cloreto de Césio (CsCl) (MANIATIS

e col ., 1982)

Foram usadas gquatro molaridades diferentes (6,0M; 5,0M;
4,0M e 3,5M) do sal CsCl. Pesar 1,50g9; 1,26g; 1,01g, e 0,80
g, correspondente as meclaridades acima para volumes defini-
dos de 5ml. A estas solu¢gdes foram acrescentadas 1%p1 de
EtBr e a seguir preparados colchdes com as quatro concen-
tragdes conhecidas, em ordem decrescente de massa. Por {l-
timo adicionou-se & superficie, uma amostra de 100ul de DNA

total do Aspergillus nigexr em solugdo TR (=25ug de DNA).




3.4.16 - Solugdo tampdo para enzima de restrigio

(MANIATIS e col ., 1982)

Eco RI - Hind III e Pst I {alto sal)

NG.Cl LA A I A O Y B I O N R I T R I I I A A I A ] 0’1OM
Mgclz LI R A IR RE B B B Y I B I I R B B R R I S T T T AP T S N I Y 0’01M

Tris-HCl o-pH 7,5 I I L I I I R A I I R 0,01M

Agua bidestilada para completar o volume final.

3.4.17 - Solugdo tampdo para o sistema de ligagdo

(MANIATIS e col ., 1982)

Nacl lll'-...l........-..'..II.I..‘...... 0'100M
Tris HCLl +ePH 7,4 eeeeencasnonnenssnsenns 0,010M

M9504 L R L L R I R R R I R A A I IR T R SR W'Y 0'012M

3.5 - Preparo de Gel de Agarose 1% para Eletroforese

(MANIATIS e col ., 1982)

Agarose L L T I I R A T O'Sg
TEB (10!(} L A N N R R R Sml

Hzo * % 4 % 2 2 BSOS ESS A E A S A A RS S RN S SN S A s E RS 45m1

A preparagdo do gel reguer a mistura dos trés com-
ponentes e agquecimento até a completa dissolug3oc da agaro-

[
se. Foil resfriade a aproximadamente 60 C e despejado sobre



placas de vidro em posigdo horizontal, tendo em uma de suas
extremidades, um "pente" cujos dentes n3o tocam o fundo da
placa. Foi obtido assim um gel com fendas ou "slots" onde
foram depositadas as amostras e com espessura de 0,5 c¢m

aproximadamente.

3.6 - Manutengdo de Culturas

As linhagens mutantes e prototrdfica foram repica-
das em tubos de ensaio inclinado com meioc de cultura, de
seis em seis dias quando houve necessidade do usoc imediato.
Quanto ndo, depois deste tempo de incubagdo a 28°C, foram

estocadas a 4" C em climara fria.

3.7 - Obtengdo de Protoplastos

3.7.1 - Método descrito por HAMLYN e col . (1981)

Semeou—-se conidios, em tubos com MC inclinados e
incubou-se 3 28° C por 6 dias para obten¢8o de conidios. De-
pois desse periodo, os conidios foram resuspensos em salina
0,85% (p/v) e inoculados 10E conidios /ml em frasco Erlen-
meyer de 200-250ml, contendo 50ml de MC 1liguide (item
3.2.4). apds agitagio de 150 rpm 3 30" C por 18 horas, o mi-
célio em estigio de crescimento exponencial foi colhido e
lavado com unma solugdo inorgdnica osmoticamente concentrada
(KC1 1,2M - item 3.3.8-b ou MgsSOg 1,0M - item 3.3.9-a).

Esse procedimento foi facilitado pelo uso de bomba



& vacuo acoplada ao funil de Buchner, contendo papel de
filtro Wathman n? 1 ou 3 previamente esterilizados. © peso
fmido do mic&lio foi determinado e montado o sistema 1iti-

co, em Erlenmeyer de 25 ml, como se segue:

. Selugdo osmdtica: S5ml

. Novozym 234; Amg/ml (Produtos da Indfistria
"Novo Industri")

. Celulase CP: 4mg/ml (produte da JOHN e
STURGE )

. Micélio GUmido: 120mg

As solugdes osmdticas usadas foram: XKC1l 0,5M; 0,6M;
0,7M; MgsS04 0,5M e Sorbitol 1,0M; 1,1M, 1,2M, 1,4M. Incu-
bou-se durante 3 horas em agitador reciproco - 140 movimen-
tos por minuto 3 temperatura de 28" ¢. ao longo desse tempo,
aliguotas foram retiradas para o acompanhamento, em micros-
cbpio dptico, das condigdes dos protoplastos liberados. De-
peis de 3 horas os mesmos foram coletados por centrifugacgao
a2 500g durante 30 segundos. 0O sobrenadante foi recolhido e
o sedimento descartado. O sobrenadante foi centrifugado a
2.000g por 10 minutos e, o sedimento lavado duas vezes com
© estabilizador em uso. A seguir os protoplastos foram res-
suspendidos em solugdo estabilizadora e feito a contagem em
camara com reticulo Newbauer (hematimetro). Os protoplastos
foram plaqueados em meio de regeneragido (MC + XC1l 0,06M, MC
+ MgsS04 0,5M, MC + Sorbitol 1,2M) e mantidos a 28" ¢ por 72
horas. Apds esse periodo de incubagio foi estimada a viabi-
lidade expressa atraveés da taxa de regeneragdo dos proto-

rlastos.



3.7.2 -~ Método descrito por GAMBINO e col . {1984)

modificado

Este procedimento foi semelhante ao item 3.7 .1 po-
rém, com algumas modificag¢des referentes 3 substituig¢do do
MC 1liguido (item 3.2.4) pelo meio ¥GT (item 3.2.6) gquando
do indculo dos conidios. 0 tempo de incubagdo foi reduzido
de 18 para 92 horas. Apds esse periodo, com agitagdc a 100
rpm, a 30°c, os conidios com tubos germinativos foram lava-
dos com &gua estéril e colhidos para compor o seguinte sis-

tema litico com YG:

. B0olug30 oSMOtica +esesevsessuncacsaresss 2ml
e YG .ttt ittt esan s st assanenesanneansesass 2ml
o Celulase CP «cecierossssssssscassenaesness 4mg/ml
- NovozyYm 234 . .iseeacvesssscnesssneesses 4dmg/ml

« Tubos germinativos ..cectescsancasesess 120mg

As concentra¢des das solugbes osmdticas utilizadas
(MgsCc4 1,0M e Sobitol 2,4M acrescida de MgS04 50mM) ficaram
reduzidas & metade apds montagem do sistema litico. Essa
estapa constitui uma modificag¢do do meétodo usado por GAMBI-
NO (1984). A incubagdo transcorreu em 45 - 60 minutos a 30
C e 20 rpm. Apds esse tempo, os protoplastos foram coleta-
dos e lavados em suas respectivas solug¢gbes estabilizadoras
(MgS0g4 0,5M ou Sorbitol 1,2M) contados em hematimetro e

plagqueados em meio de regeneragdao.



Representagdo esquemitica do procedimento de obtengio

protoplastos do A. niger

EALEEMEYER

pE 150ml

-43-

100ml DX ¥GT

1, 8x 1; contoIok/wl

196 rpm 7 8,3 = 3,8 be / 3 ¢ - inaubagle

G

s.080g / 10 min) / tempararura amwblentas

DESCAATAR

[Feszeere]

Lavar com Lyua escéril

a

$.008g / 10 min. S sEperstura smbients

I 'nu.:’r‘]

AIEFOSPINDEL EM 10 ml do

DESCARTAR

SISTEMA LITICO - ¥G I

INCUBAR ER EALTNMAYER

PR 209 al

2 vexs=a

20 rpm 7 43 - 80 min. # M

|e

J00¢rpa / 2 minutos Stamperaturs ambisnte
i

DENCAKTAL

[Sownexroante ]
a

5.000 rpm f 10 min. / £ ¢
L

Ereeseit)

I SOBRINADANTE '

DESCARTAR

Lavar ix com o

sstabilizador esmdtice

6 B

suul"- / te mim. 7 £¢C

[sosrewpanrs]

OREACARTAR

"ll’.l.lf';

RESSUSPENDRR EN ESTAAILIZADOR

canbrico

BISTRIBUIR KM FPLACAS COMTENDO

AEIQ DE NIGCERKRACKD

dos



3.7.3 - Técnica de coloragao de protoplastos

(modificado pela autora)

Os protoplastos obtidos de acordeo c¢om o item 3.7.2
foram reduzidos a um volume de 0,5ml em solugdc estabiliza-
dora. Apbs a concentrag¢do do material, 1 a 2 gotas dessa
mmpénsao foram espalhadas em uma l3mina limpa, deixando-se
secar 3 temperatura ambiente de maneira que © material fi-
casse aderido. Em seguida procedeu-se “a FIXAGXZO em metanol
absoluto por 5 minutos. Apds esse tempo retirou-se a l&mina
da solugdo fixadora deixando-a escorrer em posig¢lo verti-
cal. N3o necessitando secar totalmente, mergulhou-se a 1l&-
mina em uma solug¢do de HCl 1N e a HIDROLISE ocorreu a 56 C
por 2 minutos. Depois lavou-se em agua corrente e em segui-
da em Aagua destilada. A COLORACXO ocorreu fazendo-se um
filme de tampdo fosfato sobre a ldmina e gotejando-se o co-
rante Giemsa, homogeneizando-se bem. Apbs 1 - 1,5 minutos
retirou-se o corante com agua de torneira. Depois de Dben
seca, uma MONTAGEM com balsame do Canadi foi feita sobre-
pondo-a em laminula. Foram feitas observagbes em microsco-
pio ©Optico com objetivas de 40x e 100x. Varios campos fo-
ram fotografados com 100x usando-se filme Kodak Panato-

nic-X.

3.7.4 - Técnica para observagdo nuclear em conidios

e micé&lio (LUNA 1985, Tese de Doutorado)

Esta técnica consistiu primeiramente no espalhamen-



toc de algumas gotas de solugdo de albumina 5% em 1l3minas
estéreis. Estas, depois de quase secas foram colocadas BEO~-
bre wuma placa com fungo fazendo-se uma leve pressio para
melhor ader&ncia dos esporos. Essa limina foi ent3o imersa
em solugdo FIXADORAR (item 3.3.12) por 30 minutos. Apds es-
se tempo procedeu-se a HIDRATAGCADO a temperatura ambiente
permanecendo 8 minutos em alcool 25%, 8 em 70% e 10 em 50%,
para em seguida se submetida a hidrdlise 3 guente. Usou-se
uma solugdo de HC1l 1N em um Becker, dentro de um banho ma-
ria previamente regulado para 63—66'0.‘Ap65 5 minutos as
laminas foram lavadas 3 vezes em &Agua destilada durante 10
minutos e imersas em tampdo fosfato (item 3.3.7) por 30 mi-
nutos. COROU-SE com Giemsa durante 20 minutos, lavando-se
rapidamente com tampio fosfato para execu¢do da MONTAGEM e

observagdo em microscbédpio bptico.

3.8 -~ Extrag¢d3c de DNA Total do Fungo Filamentoso

Aspergillus niger

3.8.1 - Extragdoc de DNA de protoplastos

Este método consistiu inicialmente da obtengdo de
protoplastos (item 3.7.1) na presenca de estabilizadores
osmdticos. A seguir, estes foram sedimentados e ressuspen-
didos em 1 ml de tampac de extragdo (item 3.4.1). Essa sus-
pensdc foi mantida a 4" c e tras extragdes sucessivas de 1
volume de clofofane (item 3.4.9) foram realizadas centrifu-

gando-se © material a 2.000g por 5 minutos a & c. a primei-



ra extragdo permaneceu 10 minutos em agitag¢do branda. A fa-
se fendlica foi descartada e recuperou-se a fase aquosa e
assim sucessivamente. Ao final da terceira. extragdo foi
acertada o sal para uma concentra¢io de 0,3M de NaCl e a
fase aguosa fol precipitada com 2,5 volumes de etanol abso-
luto, gelado. O material foi mantido a - 20°c por + 12 ho-
ras. 0 precipitado gue foi coletado por centrifugagdo a
12.000g por 20 minutos a 4°c. 0 sobrenadante descartado e o
material lavado 2 vezes com etanol gelado 70% (v/v) e seca-
do & vacuo. O sedimento foi ressuspendido em 150 - 200 ol
de tampdo - TR (item 3.4.4). A estimativa da concentragio
de DNA foi realizada atraves de eletroforese em gel de aga-
rose 1% (e o restante estocado a - 20° C) por comparagdo com
DNA de fago)l digerido com Eco RI/Hind III em concentragdo

conhecida.

3.8.2 -~ Extragdo de DNA de micéllio

a) Utilizando esferas de vidro

O DNA foi extraido do mic&lio em fase exponencial
de crescimento (19 hs de cultivo) obtido a partir de 300 ml
de cultura em MC a 30°cC, 150 rpm. Apds lavagem com uma so-
lugdo de XC1l 1,2M, utilizando-se uma bomba a vacuo, obteve-
se o micé&lio. Foi avaliado o seu peso umido, para uma esti-

mativa do rendimento final do DNA obtido.

Baseando-se no método de extragio de DNA de coni-

dios (MORRIS, 1978) a solugdo- de espermidina - I (item



3.4.3) foi acrescentada a B,0g de micélio Jjuntamente com
esferas de vidro siliconizadas, na proporg¢ao de 2g de micé-
lio para 3g de esferas. O material foi mantido em banho de
gélo e submetide ac homogeneizador elétrico - "Potter", com
6 pulscs de 20 segundos dados com intervalos de 30 segun-
dos. Esse procedimento visava romper um maximo de células
sendo o material submetido a seguir a centrifugagdo de
2.000g por 3-5 minutos, © sedimento descartado e ¢ sobrena-
dante recuperado. A extragioc prosseguiun a temperatura am=-
biente, acrescentando-se aoc sobrenadante 2% de SDS e 1 vo-
lume de clorofane (item 3.4.9). Essa etapa foi repetida 3
vezes intercaladas por centrifugag¢des de 3.000g por 10 mi-
nutos, 4'c. 0 terceiro sobrenadante (8ml) foi tratado com
10 a1l  de RNase-A (item 3.4.10) por 1ml de solugdo. Mais
duas extragbes com clorofane foram feitas antes gque a con-
centragdoc de NaCl fosse ajustada para 0,3M e o material
precipitado com 2,5 volume de etanol absoluto, gelado. Apbds
ficar precipitando durante a noite, o material foi. submeti-
do a 12.000g por 20 minutos, o precipitado secado a vacuo,
e regsuspendido em 5ml de tampac-TR (item 3.4.4). Apds um
reriodo de aproximadamente 12 horas de dialise, contra o
tampao de ressuspensao diluido 10 vezes, o DNA foi transfe-
rido para tubos do tipo Corex. Novamente foi acertado o sal
para 0,3M e precipitado por 12 horas com etanol absoluto a
- 20°¢c seguindo-se centrifugagda3o e secagem 3 vacuo. A res-
suspensdo foi no volume de 100 _ml de tampaoc - TR e amostras
de 20 nl foram aplicadas em gel de agarose 1% {p/v} para

anilise da mobilidade eletroforética.



K

b. Utilizando nitrogénio liguido e "Potter"

Esse método & semelhante ao anterior (a), apresen-
tando algumas modifica¢des. Inicialmente as esferas de vi-
dro foram substituidas pelo nitrog@nio ligquido no processo
de ruptura do micé&lio. Este por sua vez foi subdividido em
porg¢Ses para facilitar o manuseio e gquando se aplicava o
"Potter" na triturag¢d3o acrescentava-se nitrogénio liguido
sempre que necessario. Posteriormente juntou-se as propor-
¢bes separando-se os fragmentos de micélio por centrifuga-
¢do (2000g, 10 minutos, 4°C). O sobrenadante foi recuperado
€ a massa triturada foi filtrada em gaze, lavada com um
pouco do sobrenadante. Uma aliguota (I)de 100l foi retira-
da e estocada a - 20°cC para futuras comparag¢bes com outras
etapas. A massa foi descartada. O0s 50ml do sobrenadante fi-
caram sob agdo do agitador magnético com um volume igual de
clorofane por 20 minutos. Apds a centrifugag¢io uma segunda
aliquota (II) de 500 ml foi estocada. A segunda extragio
com clorofane foi mantida por + 1 hora em agitagdo, o ter-
ceiro clorofane transcorreu rapidamente e uma terceira ali-
quota (III) foi estocada. Ao ajustar o NaCl para 0,3M tam-
bém foi acrescentado 2ml de Tris/HCl 1M e 2,5V de etanol
gelado. Apds incubagdo de + 18 horas a -20"C féz-se a cen-
trifugagdo e secagem a vicuo do precipitado. O material foi
ressuspendido em 3ml de tampdo - TR do gqual retirou-se 100
pl (IV aliquota). Foi realizada uma di&lise contra o tampdo
(TR) diluido, apbs o que a V aliguota de 100 pl foi separa-

da. 0 sal foi ajustado para 0,3M e o etanol gelado foi adi-



cionado. Depois de 3 horas a —70'C, centrifugou-se, secou-
se & vacuo, ressuspendeu-se em 1ml de tamp3o - TR e reti-
rou-se 10 mul (VI aliguota). Do restante, uma parte foi tra-
tada com RNase - A por 30 minutos, a 37'C em banho-maria,
seguida de duas extrag¢bes com clorofane. Este mesme mate-
rial foi testado para agdo de enzima de restrigdo Pst I so-
bre o DNA obtido por esse método. Seguiu-se o procedimento
normal de ajuste de sal, precipitag¢do com etanol, secagem e
dissolugdo em TR. A VII aliquota foi retirada do estoque de
250 a1l do material ndo tratado com RNase - A e a VIII do
estogue de 230 ul tratado com RNase - A. O DNA das aliquo-
tas foi dosado pelo método da difenilamina (DFA) descrito
mais adiante e as duas Qltimas (VII e VIII) foram analisa-

das em gel de agarose 0,8% (p/v).

c) Utilizando nitrogénio liguido

Este procedimento utilizado para extragdo de DNA de

Aspergillus niger, foi adaptado a partir do método aplicado

em plantas (LEMMERS e col ., 1980) usado pelo grupo de
pesquisa do CENARGEN - EMBRAPA (Brasilia - DF.). Esse pro-
tocolo nos foi cedido e varias alteragdes foram realizadas
a cada repetigdo do experimento no laboratdrio de Biologia

Molecular - UnB (Brasila - DF}.

Inicialmente 1-7 gramas do micé&lio foram pesadas e
transferidas para um almofariz. Aos poucos foi sendo acres-

centado nitrogénio liguido, e as c&lulas foram trituradas.



T

0 extrato foi ressupendido em tampido - TP' (item 3.4.7).
Essa mistura permaneceu a 4°c sob agitagdo magnética duran-~
te 1 hora, sendo a seguir filtrada em gaze e a massa de mi-
célio retida descartada. 0 filtrado de nficleos foi recupe-
rado, medido o volume e transferido para tubos do tipo Co-
rex. Por trés vezes foi centrifugado a 2.500 g, a 4 ¢, 10
minutos, usando-se o0 mesmo tampﬁo - TP', para tratamento
dos nficleos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
recuperado. O i1ltimo precipitado foi ressuspendido em tam-
pdoc de 1lise, solugdo TL (item 3.4.8) e transferido para
"Dounce", visando a ruptura dos nficleos. Extraiu-se por
trés vezes com clorofane, féz-se digest3o com RNase - A por
30 minutes a temperatura ambiente e o NWaCl foi ajustado pa-
ra 0,3M antes que se adicionasse 2,5 volumes de etanol ab-
soluto gelado. A precipitagdo ocorreu por 18 horas. Cole-
tou~-se o precipitado a 12.000gqg, 4.C, 20 minutos gque foi la-
vado, sem ressuspensdo com alcool 70%, gelado. ¢ material
foi secado a vacuo e dissolvido em 300 ml de tampdo - TR
{item 3.4.4). Analiscu-se posteriormente o DNA, através de
eletroforose em gel de agarose 1% (p/v) e o restante foi

estocado a -20° cC.

d) Modificag¢des introduzidas no método anterior (c¢)

Estabelecida a etapa inicial de maceragido com ni-
trogénio liquido, uma outra alteragido foi a de se aprovei-
tar o micélioc que era descartado apds filtragl8c, na etapa

de mudanga da solugd3o - TP' para a solugdo - TL. Simulta-



neamente o tratamento dado ao sobrenadante foi aplicado ao
mic&lio nessa etapa visando-se aumentar o rendimentoc de DNA

por preparagdo.

Em procedimentos posteriores suprimiu-se trés eta-
pas: apds a quebra celular adicionocu-se solugdo - TP', e
misturando-se bem com um bastdo centrifugou-se de imediato,
eliminando-se o tempo de 1 hora e 45 minutos gue se deixava
entre uma lavada e outra, agitando-se com a barra maghéti-
ca. A outra etapa suprimida se refere ac manuseio do
"Dounce", apds a adigio da solugdo - TL. A filtima modifica-
¢80 introduzida consistiu em ressuspender o material em so-
lugdo - TL e dar inicio imediatamente a extraglio com cloro-

fane de todo © material.

Por fim nas Ultimas extragdes realizadas, foram in-
cluidas todas as modificagdes citadas acima, ficando esta-
belecido até& o momento o seguinte protocolo de extragio de

DNA, do fungo filamentoso Aspergillus niger.
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3.9 - Critériocs de AnAlise do DNA do Aspergillus niger
3.9.1 - Dosagem do DNA pelo metode da difenilamina
(DFA)

O DNA do Aspergillus niger obtido pelo método modi-

ficado (item 3.8.2-b) foi dosado usando-sge difenilamina.

Esse procedimento foi descrito por GILES e MYERS

aplicando-se para o branco o seguinte esguema:

Tampdo = TR secesssssssnccnsssssssaanss X ml

(1965)

£cido Percldrico 10% ...vwveeeeeeeneaes 2,0 ml x ul

Solugdo Reagente (item 3.4.14-a) ...... 2,0 ml

Solugdo de Acetaldeido (item 3.4.14-b) 0, 1ml

Este foi considerado o branco. As amostras

dosadas

propriamente ditas (item .3.8.2.-b) seguiram a proporgio:

DNA & ser dosado .eeceeeesssssnsscesocnas x,Fl

Acido percldrico 10% ....cvveesncaccnss 2,0 ml x ul

Solugdo reagente (item 3.4.174-a) ...... 2ml

Solugdo de acetaldeido (item 3.4.14-Db) 0,1 ml

0 mesmo procedimento foi adotado na elaboragdo da

curva de calibragdo (TABELA II) em que se utilizou como DNA

padrio, © DNA extraido do préprioc Aspergillus niger, de

acordo com a representag¢do esquematica apresentada

riormente - pag. 52.

ante-—



Depois de preparadas em tubos de ensaio, foram in-
cubadas a 36 C em banho-maria por 20 horas. A leitura foi
feita em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 595

nm e 700nm.
3.9.2 - Dosagem do DNA segundo Warburg

As dosagens por absorbincia foram realizadas usan-
do-se material obtido atraveés do método modificado (item
3.8.2, c e d). Consistiu na retirada de 5-10 al da prepara-
¢80 final de DNA, para diluigdo em 5 ml de aAgua bidestilada
estéril. As leituras foram feitas nos seguintes comprimento
de ondas, A = 260nm e A = 280 nm. Para se obter a qgquanti-
dade relativa de DNA utilizou-se a tabela de Warburg gque
define uma correlagdo entre absorbidncias e concentragdo de
dcidos nucléicos e proteinas. Esses valores foram corrigi-
dos para a diluigdo efetuada e o volume total estocado. O
grau de pureza do DNA obtido foi averiguado através da pro-
porgdo, A9g0 : AZ80 -, onde os valores de 1,8 - 2,0 sdo in-

dicativos da pureza maxima dessa molécula.
3.9.3 - Medidas do DNA/CsCl em refratdmetro

A preparag¢gdoco do gradiente de CsCl foi realizada de
acordo com o item 3.14.15 . Apbds ultracentrifugagdo (37.000
rpm, 18—25°C, 24 horas) foi feita a medida do iIndice de re-
fragdo, (n), do DNA. Esse valor n & fornecido por uma esca-

la no interior do refratdmetro que permite o cAlculo da



densidade, ( ), dessa molécula. Esse calcule foi feito
através da fdérmula
25"
’ %,;a ng - b
onde a e b correspodem a valores constantes de 10,8601 e
13,4974 respectivamente para o gradiente desse sal. Dentro

da temperatura de 25° C, a densidade atinge uma faixa de

1,2 a 1,9g/ml (NAGL, 1976).

3.9.4 - Sistema de eletroforese

Esse sistema requer a preparagdo de gel de agarose
1%, de acordo com ¢ jitem 3.5. Depois de pronto, as amostras
(100ou20 a1} de DNA foram aplicadas em peguenas fendas
("slots") feitas no gel. As mobilidades eletroforéticas fo-
ram realizadas em cubas contendo os géis totalmente enco-
bertos pelo tampdo TEB 1x (item 3.4.11). Aproximadamente
nos primeiros 15 minutos, as @mostras migraram em torno
de 1lcm com a amperagem variando de 10-20 mA, sendo poste-
riormente elevada para 40-50 mA. Finalizada a eletroforese,
os géis continuaram a temperatura ambiente para serem cora-
dos com uma sclugdo de brometo de etidio (item 3.4.13), du-
rante 10-15 minutos e descorados com o mesmo tampdo por 30
minutos podendo permanecer até 24 horas em geladeira, imer-
sos em tamp3o. A anilise dos géis, deu-se sob luz ultravio-
leta, utilizando-se o transluminador GT-300-8 da Germetec
Ltda. e foram tiradas fotos com filmes Kodak Panatomic-X

sob protegdo de filtros laranja.



3.9.5 - Sistema de digestdo com enzima de restrigdo

Eco RI e ligagdo com a T4 DNA-ligase.

Esse sistema foi montado utilizando DNA de

Aspergillus niger purificado em grandiente de CsCl. Todos

os componentes foram colocados em tubos de "Eppendorf"

guarda a seguinte ordem:

HPO crsvrrsrrscransnsnsssassssnanranasnss 6l
Tampdc de enzima de

restrigdoc - 5 x (item 3.4.16) .......... 14l
DNA (100G) uvennernennnrecnceneecereens 40p1
Eco RI 17 Unidades ...................;. 1041

Volume total ..o vecesseovosssaresscsssasas 7001

A incubagdo ccorreu por 2,5 - 3,0 horas em estufa a
37° c. Apds esse periodo, 2 aliguotas de 10ml (1,10pg de

DNA/1Qu1) foram separadas e mantidas a -20" c.

Os 50nl restantes (7’14,FS de DNA) foram tratados
com clorofane para inativar a enzima Eco RI seguindo-se a
precipitagdo «com etanol gelado ( 12 horas a -20" Cc). Apbds
centrifugacgdo (12.000g, 20 minutos a 4°C) o DNA digerido

foi ressuspendido em SQpl de tampdo TR e usado para montar

o seguinte sistema de ligag¢do de DNA:

HQO R R I R I R O R B R T T I R L 5}11
DNA «teeeccanancssosssssnassssnssssrvsssss 30 ﬂl

Tris—-MgS04 -+sevecovvosessannsossnssansanes Sdgl



ATP & 8 8 8 8 B W B S E S N B R E A S SRR E R e H eSS eSS A 5).‘1
DTT o v o oo s aossecsesssasssnnssssssssseesssnse 5’.11
Enzima T4 DNA-ligase 180 Unidades ....... 2 FJ

Volume total ..t eesosvsaccacsannoondsssas SO-Fl

A incubagdo deu-se iniciamete a 37uC por 1 hora e
proseguiu a 16'C por 12 horas . Apds esste tempo retirou-se
uma aligquota de 10‘pl { 1,4‘39 de DNA) gue foi guardada a
-20°cC engquanto ¢ restante continou por mais 12 horas. De
pois de 24 horas, a ligag3o foi terminada e todas as ali-
quotas céletadas foram aplicadas no gel de agarose 0,7% {(p/
v).

Os controles usados foram 1 ug de DNA do fago Xin-

tacto e 1jug de DNA de Aspergillus niger intacto, corres-

pondendo a l1a. e 2a. posi¢des no gel. A 3a. posigdo ocupada
por 1,1‘Pg de DNA de A. niger digerido com Eco RI e na 4da.
e 5a. posigdes por 1,4‘Fg de DNA ligado por 12 e 24 horas

respectivamente, com a enzima T4, DNA-ligase.



4. RESULTADOS

4.1 - Protoplastos de Aspergillus niger

4.1.1 -~ Aspecto do mic&lio antes e apds digestdc da

parede celular

As FIGURAS 1 e 2 apresentam diferengas na integri-
dade do micé&lio. Foi verificada a presenga de hifas multi-
nucleadas de aspecto morfolbdgico normal (FIGURA 1). A FIGU-
RA 2 apresenta hifas deformadas pela digestd@o com enzimas

liticas ocasionando a liberag¢ioc dos protoplastos.

4,1.2 = Influéncia dos métodos e estabilizadores

osmdticos no nimero de protoplastos

O0s métodos empregados e os estabilizadores KCl1,
Mgso4 e Sorbitol afetaram diferentemente a liberagdo dos

protoplastos de Aspergillus niger, conforme se observa na

TABELA I.



0 nfimero de protoplastos obtido nas preparagbes com
KCl variou conforme a concentrag¢gdo do estabilizador osmdti-
co. Na concentragio de 0,6M, foi observado maior nfimero
(8,1 x HF /ml)}. Nota-se ainda que este foi também o maior
nimero de protoplastos obtido, gquando foi empregado o méto-
do de HAMLYN e cols. (1981). Observa-se também a similari-
dade da porcentagem de regenerag¢do em todos os casos em gue
foi estudada, exceto, com MgSO4, onde foi verificada inibi-

¢3o total da regeneragdo. A utilizagao de sorbitel 1,2M

praticamente ndo originou protoplastos.

Usando-se o método de GAMBINO e cols. (1984) o ni-

. 7 8
mero de protoplastos foi 6,1 x 10 /ml ou 2,1 x 10 /ml. No
primeiro caso, o estabilizador utilizado foi o sorbitol
1,2M acrescido de MgSO4 50 mM, e houve regenerag¢do tanto
com MgsSOq 0,5 (10%) como com sorbiteol (19,6%). No segundo
caso, com MgSQ4 0,5 M, a regenerag¢do ocorreu apenas guando

0o estabilizador osmdtico foi o sorbitol.

4.1.3 - ARlgumas considera¢des sobre conidios e pro-

toplastos.

A estimativa do ntmero.de protoplastos liberados
foi feita através de observagdes realizadas em microscopia
dptica com objetiva de 40 x. (FIGURA 2). Estes apresen-

tam formato globoso e tamanho variado.

Os protoplastos obtidos utilizando o KCl como esta-

bilizador osmbtico, raramente apresentavam vacliolos. Os de
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tamanho menor eram similares a um conidio dificultando a
quantificagdo, e os maiores, alcangavam no minimo, o dobro
do tamanho. A substituig¢do do KC1l utilizado no meétodo de
HAMLYN e col. (1981) - item 3.7.1 - pelo MgS04 empregado no
método de GAMBINQ e col. (1984) favoreceu o surgimento de
vaclolos, gualguer gue fosse o tamanho dos protoplastos
(FIGURA 2). Essa caracteristica e a baixa refrigéncia do
envoltdério celular permitiu uma contagem confifvel na maio-

ria dos casos.

4.1.4 - Estudo citoldgico dos conidios, hifas e

protoplastos

Usando a técnica descrita no item 3.7.4 fc¢i obser-
vado a presenga de conidios globosos, vacuolados. Apds 48
horas de incubagio em meio sbdlido, verificou-se a germina-
¢do por emissdo de um tubo germinativo (FIGURA 1a). Nos
primeiros estlgios de germinagdo, mitoses sucessivas deram
origem a condi¢3o multinucleada do tubo germinativo (FIGURA
1b) que se diferenciou em hifas de segmenteos multinucleados
(FIGURA 1c). A proliferagdo intensa das hifas resultou em

micélio exuberante multinucleado (FIGURA 14).

A formagdo de protoplastos foi observada a partir
de hifas, apds 45 minutos de digestdo da parede celular. A
FIGURA 2a mostra hifas injuriadas apresentando liberagdo de
protoplastos. Estes foram observados em alta freguéncia, em

diversos tamanhos e apresentando variagdo de vactiolos tanto

UNICAMP



FIGURA 1

b)

)

d)

Conidios globosos multinucleados, com tubo
germinativo (seta). 840X.
Conidiosmultinucleados, apresentando diferen-
ciagdo hifal de segmento multinucleado (se-
ta). 840X.

Germinag¢io de conidios em estagio avangado de
diferenciagdo hifal. Segmentos bi e multinu-
cleados.

Hifas de parede delgada, de segmentos multi-

nucleados. 640X.



FIGURA 2 - a) Produgdo de protoplastos. Micélio em fase de
digestdo apresentando liberagdo de protoplas-
tos evidenciando vaciiolos (Seta).

b) Alta freguéncia de protoplastos (21 x 1&3/m1J.

Sem coloragdo. 240X.



em nimero guanto em tamanho (FIGURA 4).

A técnica descrita no item 3.7.3 permitiu a visua-
lizagdo da condiglo nuclear dos protoplastos. Hifas multi-
nucleadas (FIGURA 3a) apds 45 minutos de digest3oc formam
protoplastos multinucleados (FIGURA 3b) com grande vacfiolo

(FIGURA 4).

4.2 -~ Caracteristicas do DNA obtido de protoplastos

de A. niger

0 perfil eletroforético do DNA extraido de proto-
plastos (item 3.8.1) & mostrade na FIGURA 5. Tem-se como
marcador - "Slot" 1 - o DNA do fago] digerido com Eco RI e

Hind III. O "Slot"” 2 mostra o DNA do Aspergillus niger. Es-

te encontra-se bastante fragmentado, caracterizado pelo
rastro ao longo do gel. A maioria dos fragmentos esti con-
centrada na regido correspondente d banda de 21,7 Kb, gque &
a maior obtida apbs a digestdo do fago ) com as enzimas de

restrigdo acima citadas.

4.3 - Caracteristica do DNA do A. niger Obtido do

Micélio

4.3.1 - Com uso de pérolas de vidro

Com o metodo descrito noe item 3.8.2a, obteve-se mi-

célio fragmentado utilizando-se homogeneizador tipo "Pot-



FIGURA 3 - a) Hifas multinucleadas apds 45 minutos de di-
gest3io da parede celular. Presenga de proto-
plastos (seta).

b) Presenga de protoplastos multinucleados.

1200 x.



FIGURA 4 - Protoplastos multinucleados, evidenciando 20 nfi-

cleos e vacficlo (seta). 1.200 X.



FIGURA 5

Analise através de eletroforese em gel de agaro-
se 1% de DNA total extraido do fungo filamentoso

Aspergillus niger. "Slot" 1: DNA de fago x dige-

rido com Eco RI e Hind III. "Slot" 2: DNA ex-
traido de protoplastos do A. niger. A seta supe-
rior indica os fragmentos de 21,7 Kb correspon-
dente a primeira banda do fago », digerido com
Eco RI e Hind III cujos fragmentos menores estdo
indicadeos pelo nimero de Kb correspondente. A
seta inferior indica que a amostra encontra-se

contaminada com RNA.



ter e pérolas de vidro. Na fase final, ao se acrescentar
etanol e, mesmo depois de algumas horas a —20' C, nenhum
precipitado visivel indicou presen¢a de DNA. Apds a centri-
fugagd3o e ressuspensdo em tampdoc TR, foi verificado gque o

perfil eletroforético do DNA isolado apresentou as mesmas

caracteristicas do obtido de protoplastos (FIGURA 5).

4.3.2 - Com uso de nitrogénio ligquido

A eletroforese em gel de agarose 0,B% mostra o per-—
fil do DNA obtido pela metodologia do item 3.8.2 - b (FI-
GURA ©€)}. Observa~-se a presenga de RNA na primeira amostra e
sua eliminag¢do na amostra fratada com RNase-~A. Verifica-se
gque o DNA & de alto peso molecular ao ser comparado com o
DNA do padrd3o. O rastro prolongado de DNA ao longo do gel
indica gue a preparagao contém fragmentos de menor peso mo-
lecular. O "slot" 4 evidencia gque o DNA & passivel de so-
frer digest3o com a enzima de.restrigﬁo Pst I, mesmo nao

tendo sido a amostra tratada com RNase - A ("slot" 5).

A intensidade de fluorescéncia observada no gel
mostra gque a quantidade de DNA obtida & grande. Verificou-
se atraves do método da difenilamina (item 3.9.1) gue sio
necessarios Bg (peso imido) de micélio para se obter 0,7804
mg de DNA. A estimativa do rendimento do método (item 3.8.2
-b) ficou em tormo de 35,98% considerando a_ concentragio
inicial de DNA de 2,1690 mg detectada na V aliguota diali-

sada. As demais aligquotas isoladas, nas outras etapas, nao



-21,7 kb

-0,5 kb

FIGURA 6 - Analise atraveés de eletroforese em gel de agaro-

se 0,8% do DNA total de linhagens de Aspergillus

niger. "slot" 1 e 2; DNA da linhagem nic1

olv3 n3o tratada com RNase-A. "Slot" 3: DNA de

fago A digerido com Eco RI e Hind III. "Slot" 4:

DNA da linhagem 10v10 digerido com Pst I. "Slot"

5: DNA da linhagem 10v10 n3o tratado com enzima

de restrigdo nem com RNase-A.



evidenciaram a presenga de DNA por este método de dosagem
colorimétrico. Estas guantidades foram obtidas utilizando-~-
se a curva padrdc de DNA da TABELA II. A tabela mostra as
leituras de absorbfincia em dois comprimentos de onda da
faixa do visivel (595 e 700 nm). A diferenga entre elas
forneceu valores {¥) gue juntamente com as guantidades de
DNA conhecidas (X) serviram para o ajuste da reta represen-
tada pela seguinte equacgdo:

A

Y= 0,0002.X + 0,0113
Todas as dosagens posteriores de DNA foram feitas utilizan-
do-se estes calculos, onde 0,0485 Hg/ml representam o limi-

te de detecgdo (Lp) por esse método.

4.3.3 - com uso de nitrogénio liguido e redugio do

tempo de manipulagdo

A substituig¢do do homogeneizador tipo "Potter" pelo
almofariz (item 3.8.2 - c¢) permitiu um melhor rompimento
celular pela redugidoc do micelio a pd e uma redugdo do tempo
de manipulagdo. O DNA obtido foi analisado por eletroforese
onde se observa atraves da FIGURA 7A, o mesmo padrido de DNA
conseguido at@& entdo. Foi evidenciado uma fragmentagio me-
nos intensa dessa molécula apbs alteragdo dessa etapa ini-
cial. A FIGURA 7B representa o perfil de amostras de DNA
apos purificagio em CsCl e os fragmentos menores observados

na FIGURA 7A ndo sdo perceptiveis na FIGURA 7B.

Apds introdugdio de todas as modificagdes citadas no

item 3.8.2 - 4 o tempo de eXxtragdo de DNA ficou padronizado
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(xb)

21,7
5,0

FIGURA 7

- Anflise através de eletroforese em gel de agaro-

se 1% de DNA total do A. niger. A - Amostras ndo
purificadas em CsCl. "Slot" 1: DNA de fago N di-
gerido com Eco RI e Hind IITI. "Slots"™ 2, 3 e 4:
extraido das linhagens nicy 3333 (2;3) e 10v10
(4). B - Amostras purificadas em CsCl. "Slot" 1:
DNA de fago h digerido com Eco RI e Hind TIII.
"Slot" 2: DNA da nic, olvs . "Slot" 3 e 4: DNA

da 10v10. Amostra 5: DNA da nic1olv3 e 10v10.



para 3,5 horas at@ o momento em gque se consegue enrolar
estas moléculas em bast3o de vidro. O perfil eletroforético
deste DNA & representado no "Slot" 2 (FIGURA 10). Foi ob-
servado peso molecular de 50 Kb em comparagdo ao do marca-

dor, fagon também com 50 Kb ("Slot™ 1).

4.3.4 - Aplicagdo da metodologia padronizada na ex-

tragdo de DNA de outros fungos filamentosos

Na FIGURA 8 observa-se os perfis eletroforéticos em
gel de agarose do DNA extraido de outros fungos filamento-

sos como o Humicola sp. ("Slot" 1) e Picnoporus sanguineus

{("Slot" 2). Os "Slots" 3, 4 e 5 s3ao d&a linhagem 10v10 de

Aspergillus niger. Observando o controle ("Slot" &) verifi-

ca-se gque estas amostras apresentam um peso molecular acima

de 21,7 Kb além de fragmentos menores.

4.3.5 - Variagdo do grau de pureza do DNA ao 1ongo

do procedimento de extragido

A metodologia padronizada de extragdo de DNA do A.
niger (item 3.8.2 - d) nos formneceu na etapa inicial, logo
apds a primeira extrag¢io com clorofane, um grau de pureza
de 1,2 a 1,5 definido pela seguinte relagdo

A260 2280
Apbs diflise exaustiva desta mesma amostra, a absorg¢doc nes-
tes comprimentos de onda forneceu um grau de pureza dife-

rentes de 1,9 a 2,0.



-«21,7 Kb

FIGURA 8 - Anilise de eletroforese em gel de agarose 1% de
DNA total extraido de alguns fungos filamento-
sos. "Slot" 1: DNA de Humicola sp. "Slot" 2: DNA

de Picnoporus sanguineus (IBDF). "Slots" 3, 4 e

5: DNA de A. niger (10v10). "Slot™ 6: DNA de fa-

go h digerido com Eco RI e Hind III.



4.3.6 - Dosagem e medida de recuperagdo do DNA

através do meétodo de difenilamina

As amostras caracterizadas no item 4.3.5 foram
gquantificadas pelo método de difenilamina. A TABELA III
fornece a média da gquantidade de DNA obtido no inicio e no
final de quatro repetigdes do procedimento do item 3.8.2 -

d.

A dosagem pela difenilamina detecta inicialmente
0,507mg de DNA, e 0,351mg na etapa final de extragdo dessa
molécula. Esses valores evidenciaram uma recuperag¢gdo de 70%
e um rendimento de 175 ug de DNA por grama de micélio fres-
co.

4.3.7 - Purificag¢do por cloreto de césio (CsCl)

O sistema de purificag¢do em colchBes de CsCl (item
3.14.15) permitiu a formag¢do de uma banda finica de DNA de

Aspergillus niger apds ultracentrifugagdo (FIGURA 9). Esta

banda corresponde a um indice de refragdo de 1,395 com wuma

densidade de 1,6524 g/cm.

4.3.8 - Perfil de restrigio e ligag@o do DNA de 1A.

niger

As aliquotas de DNA de Aspergillus niger foram ana-

lisadas por eletroforese em gel de agarose 0,7%. O marcador
de peso molecular foi o DNAR do fago intacte, representado

por uma banda unica de 50 Xb, no "Slot™ 1 da FIGURA 10. No
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FIGURA 9

Tubo de CsCl mostrando a formagdo de uma banda

de DNA total de Aspergillus niger apds de ultra-

centrifugag¢do, (Rotor AH 650, 37.000 rpm, 20°C,
por 24 horas). A posigdo da banda foi iluminada
com 1luz ultra violeta de comprimento de onda

longo, em tubo de centrifuga de 5,5ml.



FIGURA 10

50kb

- Analise atraveés de eletroforese em gel de aga-

rose 1%, de DNA de A. niger digerido com Eco RI
e religado_com T4, DNA-ligase. "Slot" 1: 1ﬂg de
DNA do fago N nido digerido, cuja tGnica banda
corresponde 50 Kb. "Slot" 2: 1ng de DNA de fun-
go ndo tratadc com enzimas de restrigdo (intac-
to). "sSlot"™ 3: 1,4ng de DNA da amostra do
"slot" anterior, digerido com Eco RI. "Slots" 4
e 5: 1,4/ug de DNA religado com T4 DNA-ligase
por 12 e 24 horas respectivamente. A seta no
canto direito, indica que parte das amostras 2,
4 e 5 ndo migraram, ficando retidas no local de

aplicagido.



"Slot"™ 2 o DNA intacto do fungo pode ser visto como uma
banda nitida, correspondendo ao mesmo nivel da banda do A .
Nota-se també&m gque parte do material fica retida no ponto
de origem. No "Slot"™ 3, observa-gse que o0 mesmo material
apds digestdo com Eco RI, migra através do gel deixando um
rastro de fragmentos de peso molecular variado, sem nenhuma
presenga de DNA no ponto de aplicagdo correspondente. Os
"Slots™ 4 e 5 mostram os resultados obtidos apbds religagido
dos fragmentos do DNA com é enzima T, DNA-ligase. Nota~se
gue apds 12 e 24 horas grande parte do material foi religa-

do, retornando ao peso molecular inicial.



5. DIsScusSsXko

5.1 - Obtengdo e Regeneragao de Protoplastos

Pela <comparagdo dos resultados da TABELA I fica
evidente que a metodologia de GAMBINO e Egi. (1984) foi a
mais eficiente em rela¢idc ao numero de protoplastes obti-
dos, bem como na regeneragﬁo dos mesmos. Pode-se propor en-
td30, para esta metodologia, a existé&ncia de um possivel me-
canismo que favorega o aumento da produg¢doc de protoplastos
na présenga de MgS04 como estabilizador. Em concentragdes
da ordem de 0,5M, foram constatados 60 vezes mails proto-
plastos em relagdo ao método de HAMLYN e col. (1981) guando
o estabilizador @ o KCl. Para concentragdes menores de sul-
fato de magné&sio (50 mM) ainda se observa o favorecimento
da produg¢io de protoplastos, embora, a associagdo com o
sorbitol tenha reduzido em pelo menos 3 vezes o nimero to-
tal de protoplastos. 0O efeito do sorbitol na gqueda de pro-

dugdo de protoplastos pode ser notade também no métode de

HAMLYK e col. (1981).



E importante ressaltar a complexidade da parede ce-
lular para o processo de protoplastizagido. Devido a esta
complexidade muitas vezes se faz necesslrio a combinagio
adequada de enzimas liticas associadas 3@ agio de detergen-
tes fracos, durante e/ou apds os periodos dé germinagdoc dos
conidios para gue se tenha uma melhor eficiéncia da produ-
¢do de protoplastos. Assim sendo, o aspecto que deve ser
destacado aqui, e gue certamente favoreceu a protoplastiza-
¢do @ que o micé&lio da linhagem 10v10 de A. niger foi de-
senvolvido na presenga do Tween 80, o gue pode ter contri-
buido para a redugdo do tempo de tratamento necessario para

a liberagdo dos protoplastos pelo método de GAMBINO e col.

{1984). Deve-se ressaltar que as enzimas liticas utilizadas

foram as mesmas para ambos os métodos.

Com relagdo a regeneragdo dos protoplastos, o efei-

o

to drastico da presenga isolada de sulfato de magnésio,
notado para ambos os métodos guando este estabilizador &
utilizado simultaneamente para obteng¢doc e regeneragdo. A
presenga de sorbitol quer seja na fase de produgdo ou de
regeneragdo estimula significativamente a regeneragao. Na
metodologia de HAMLYN e col. (1981) a regeneragdo & alta-
mente prejudicada para protoplastos produzidos e regenera-
dos em sorbitol. No entanto, o mesmo ndo se verifica guando
se utiliza o método de GAMBINO e col. (1984) e a associagio
de sorbitol com sulfato de magnésio em concentragdao baixa.
Neste caso, ocorre inclusive uma duplicagdo da taxa de re-

generagdo tendo sido estes os melhores resultados



constatados.

Em relagdo a utilizag3o de estabilizadores orgéini-
cos e inorgdnicos, resultados similareg foram relatados por
SIETSMA e BOER (1973) que verificaram serem os estabiliza-
dores inorganicos mais eficientes na etapa de produglo de
protoplastos de Pythium engnanto que os orgdnicos foram
mais eficazes para a regeneragdo. Entretantoc estes dados
divergem dos de MACEDO (1986) gque observou protoplastos de
Humicola sp. regenerando melhor em MgSO4 do gque em sorbi-

tol.

Pode-se surgerir que, se os protoplastos a serem
obtidos destinam-se 3 fusdo ow @ transformagido genética, a
adaptagdo do método de GAMBINO e col. (1984) deve ser a de
preferéncia, pois origina niumero adegquado de protoplastos
em tempo reduzido com uma taxa melhor de regeneragiao. Evi-
dentemente, estes sdo aspectos gque devem ser testados em
futuros experimentos. Resta-nos comentar gue os resultados
obtidos pelo mé&todo de HAMLYN e col. {1981) para a linhagemn
10v10 de A. niger foram inferiores aos relatados por estes

autores para diferentes linhagens de Aspergillus.

5.2 - Estudo Citoldgico dos Protoplastos

o] estudo citoldbgico dos protoplastos de A. niger
demonstra gue além de apresentarem-se globosos, estes con-

t8m vactiolos de tamanhos variados, semelhantes aos observa-



dogs em A. nidulans (PEBERDY, 1979) Penicillium pinophilum

(BROWN e col., 1986) e A. niger (ROKEM e col., (1886). =&

maioria desses protoplastos apresentou elevado nimero de
nicleos, facilmente evidenciados apds a coloragaoc de Giemsa
(FIGURAS 3 e 4). A utilizagao do MgSOa na.concentragﬁo de
0,5M promoveu turgescéncia celular permitindo a contagem em
um g6 plano de até& 32 niicleos, superandc em 3 vegzes a esti-
mativa de nficleos para protoplastos de A. nidulans

(PEBERDY, 1979).

0 intenso metabolismo caracteristico desse estlgio
multinuclear poderia favorecer, a recuperagido da parede ce-
lular, embora outros fatores como a limitagdo no nitmero e/
ou funcionamento de organelas essenciais pudesse afetar a

regeneragdo destes protoplastos.

0 fato de apresentarem esse fendmeno osmbtico faz
com gue haja um aumento do didmetro dos protoplastos, o que
os torna mais disponiveis para experimentos de micromanipu-

lacgdo.

5.3 - Extrag¢d3o de DNA Total de Aspergillus niger

Um marco importante para o desenvolvimento da meto-
doiocogia de extragdo de DNA de microrganismos teve inicilo
com o trabalho de MARMUR (1961) gue discute o desempenho de
cada reagente utilizado na purificagdo dessa molécula. En-

tretanto, nd3o menciona a resisténcia da parede celular



apresentada  pelos fungos filamentosos, © gue constitui um
obstaculo na extragdo de DNA desgses microrganismos. Em vig-
ta disto, foram utilizados inicialmente protoplastos de

Aspergillus niger e, posteriormente, o micélio para o iso-

lamento de DNA. Os resultados demonstraram gue na etapa da
lise dos fragmentos do micélio ocorria uma alta viscosida-
de, fato este niao perceptivel apds a lise dos proteplastos.
A viscosidade apresentada no inicio da preparag¢gdo &, segun-
do MARMUR (1961), um indicativo de bom rendimento de ex-
tragdo desta macromolécula. Analisando a FIGURA 5, obser-
va-se gque o DNA de protoplastos & de PM elevado, embora
ainda fragmentado. Desta forma as hifas deste fungo foram
utilizadas como fonte de DNA total, nas extragdes posterio-
res. Uma situagloc similar foi verificada por MORRIS (1978)
em A. nidulans, o gual recuperou mais DNA de conidios que
de protoplastos. Quanto 3 resisté@ncia da parede celular a
gquebra meciAnica foram utilizadas varias estratégias para se
vencer esta dificuldade, wvisando elevar o rendimento e pre-
servar o alto peso molecular 4o DNA. Numa primeira etapa os
experimentos foram realizados por homogeneizagido do micélio
com perolas de vidro, de acordo com o procedimento de MOR~-
RIS (19278). Entretanto, este método mostrou-se ineficaz na
ruptura do mic&lio, mesmo com tempos prolongados, impedindo
desta forma, uma atuaglo eficiente dos reagentes durante a
extragdo do DNA, contribuindo assim para o baixo rendimento
obtido. Em conseguéncia disto, féz-se a substituigdo das
pérolas de vidro pelo nitrogénio liquido (GEALT e col.,

1976) visando uma ruptura mais eficaz d¢ micélio. Com esta



metodologia = nitrogénio liguido mais homogeneizagdo em
"Potter"” - obteve-ge um rendimento de 35,9% bem como DNA de
alto peso molecular (FIGURA 6). Nota-se ainda a presenga de
DNA fragmentado © que provavelmente decorreu do longo tempo
dispendido, desde o inicio até o final do procedimento; fa-
vorecendo a degradag¢do do DNA pela agdo de nucleases.
Prosseguiu-se entdo no sentido de minimizar o tempo de ex-
posigdo do DNA &s nucleases visando a adequagao do mé-
todo de extragdo. Uma vez superado estas dificuldades, a
metodologia demonstrou reprodutividade e pode ainda, de
maneira generalizada, ser aplicada para extragdo de DNA de
ocutros fungos filamentosos tais como Humicola sp. e

Picnoporus sanguineus (FIGURA 8B).

A quantificagio do DNA obtido e, a an&lise de sua
pureza, foram os principais critérios adotados na avaliagio
do método de extragdo do DNA do fungo. Apesar das prepara-
¢0es fornecerem DNA relativamente puro, considercu-se a ne-
cessidade do tratamento em gradiente de cloreto de césio
({FIGURA 9). Estes cuidados foram tomados com o objetivo de
se eliminar gualquer vestigio de contaminantes, gue pudes-
sem interferir no perfeito desempenho de enzimas de restri-
¢do e ligagdo. Rlém disso, outras informagbes podem ser ob-
tidas com a aplicagdo dessa t&cnica, tais como o calculo de
densidades e determinagdc da percentagem de G + ¢ (SCHILDK-

RAUT e col., 1962).

O DNA obtido apds purificagi@o em CsCl apresenta uma

relag¢do de A260/A280 na faixa de 1,2 - 2,0 demonstrando seu



alto grau de pureza. Este material mostrou-se accessivel a
digestio com a enzima de restrigao Eco RI (FIGURA 10} bem
como, OS fr;gmentos produzidos foram reconhecidos pela en-
zima de ligagdo P,DNA-ligase, evidenciando a auséncia de
contaminantes que pudessem interferir nestas reacgdes enzi-
maticas. Apds ligagio dos fragmentos de DNA, com a enzima T,
DNA-ligase observou-se a reconstituigdo de moléculas de al-~
to pesoc molecular ficando algumas, inclusive, impedidas de
migrarem durante a eletroforese em gel de agarose, na con-

centragido de 0,8%.

A avaliagdo guantitativa, relativa ao rendimento
obtide no final da preparagao, foi feito através da utili-
zagdo do método da difenilamina (GILES e MYERS, 1965) que
mostrou—-se um método de alta precisdo e sensibilidade ade-
quada (Lg= 0,0485)pg/m1. A reagdo direta da difenilamina
com o agucar desoxirribose do DNA, resulta na formagido de
um cromdforo azul, caracteristico deste método colorimétri-
co (BURTON, 1956). A auséncia de tragos de clorofane e a
elimin#gﬁo de interferentes de baixo PM, apds didlise, per-
mitiram a quantificagao adequada'do DNA obtido inicialmen-
te. Esta etapa foi critica na capacidade de detecgic do
DNA, guando utilizado o método da difenilamina. Estes in-
terferentes provavelmente foram capazes de impedir a forma-
¢do do cromodoforo, diminuindo a sensibilidade do metodo. A
detavminag¢do das gquantidades de DNA nas etapas durante o
processo de isolamento foram feitas por utilizagdo de uma

curva de calibragio construida com DNA purificado de BA.



niger (TABELA IT). Aos pontos experimentais desta curva foi
ajustada uma fungdo linear, a gqual passou a ser utilizada
posteriormente nos calculos das concentragdes de DNA ini-~
cial e final. Em ambas foram obtidas quantidades de DNA ex-—
pressas pelalmédia de guatro extragbes (TABELA III). Em ca-
da uma das etapas, o coeficiente de variagdo mostrou-se
dentro dos limites de 15% refletindo, provavelmente, uma
variagdo no grau de hidratagﬁo do micélio no momento da de-
terminagdo do peso uUmido. A reprodutividade do método de
extragdo foi determinado pelo desvio da média ($) da recu-
peragdo das guatro extragbes ficando em 70% + 18. © coefi-
ciente de variagdo de 25% entre uma extrag¢do e outra prova-
velmente deveu-se A& complexidade do material biolbogico bem
como a alteragdes na manipulagdo durante o processo de iso-
lamento doc DNA. Mesmo assim, esse procedimento apresentou
uma TrTecuperagio média (70%) superior a outros meétodos de

obtengdo de DNA de microrganismos (TABELA IV).
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6. CONCLUSODES

Em relagao ac trabalho por nds executado, com a li-

nhagem 10v10 de A. niger podemos concluir:

1

- 0 melhor rendimento relativo 3 produgidoc de pro-

toplastos foi obtido com © uso de Tween 80 du-~
rante a formagdo de mic&lio e uso de MgS0; 0,5M

como estabilizador.

A presenga de sulfato de magnésio em baixas
concentragdes associado ao sorbitol come esta-
bilizador foi a melhor condigdo para a regene-

ragdo dos protoplastos.

0 sorbitol foi um bom estabilizador durante a
fase de regeneragdo mas, apresentou o efeito
contrario na etapa de produgdo de protoplastos.
Situagdo inversa se verificou para o sulfato de

magnésio.



4 - A escolha da metodologia de GAMBINO e col.
(1984) se fé&z em fungdo da obtengdo de elevado
niimero e boas condigfes de regeneragédo dos pro-
toplastos, o que nd3oc foi possivel obter com o
método de HAMLYN e col. (1981). O aspecto mor-
folbdgico dos protoplastos favoreceu a uma ana-
lise citoldgica que permitiu visualisar elevado

nimero de nficleos.

5 ~ 0 DNA obtido pela metodologia desenvolvida pre-
enche os segquintes requisitos referentes & sua

mtilizag¢8o pela Tecnologia do DNA Recombinante:

a) alto grau de pureza {Aggp : Azge= 1,8 a 2,0)
b) alto PM

c) bom rendimento

d) susceptibilidade & endonucleases de restri-

¢do e enzima de ligagdo. .

€6 - A medida da recupera¢do do DNA através desta
metologia, foi feita utilizando-se o método da
difenilamina (DFA). Os dados mostraram uma efi-
ciéncia de recuperagio de DNA em torno de 70%,
0 que representa o dobro do valor obtido guande
esta metodologia ainda ndo se encontrava total-

mente ajustada (35,9%).

7 - Deve-se ressaltar gue a metodologia de extragido



de DNA ajustada para o A. niger tem mostrado
alta reprodutibilidade mesmo quando aplicado

para outres fungos filamentosos.



7. RESUMO

Foram estabelecidas neste trabalho, duas metodolo-

gias para linhagens de Aspergillus niger com o interesse

voltado para sua utilizagdo na Tecnologia do DNA Recombi-

nante (TDR).

A primeira delas teve por objetivo ¢ melhoramento
da técnica de produgido de protoplastos para esta linhagem,
assim como a definigdoc de melhores condigdes de regenera-
g¢do. BAs melhores preparagdes de protoplastos provieram do
micélio desenvolvido _na presenga de Tween 80, Durante a
produgdo foi possivel obter até 2,1 x TJ protoplastos/ml
gquando o sulfato de magnésio 0,5M foi utilizado como esta-
bilizador nesta etapa. A associag¢do do sorbitol aoc MgSOg4 em
baixa concentrag¢ido (50 mM) possibilitou um aumento signifi-
cativo da taxa de regenerac¢ido (de até, aproximadamente 20%)
guando o sorbitol foi mantido como finico estabilizador. Os
protoplastos obtidos pelo método de GAMBINO e col. (1984)
por nds adaptado, apresentaram-se tiirgidos e permitiram uma

- + » - & r 'y L -
analise citolbdgica com visualizagd3o de numerosos nficleos.



A segunda metodologia objetivou a melhoria do pro-
cedimento da extragdo de DNA deste fungo resultando em uma
preparag¢@o rapida (3,5 horas de manipulagdo) em que o DNA

apresentou as seguintes caracteristicas:

~ peso molecular elevado ( 50Kb) guando comparado ac mar-
cador fago ) .

- alto grau de pureza (RAggp s RApgy = 1,8 - 2,0)

- susceptibilidade a agdo de enzimas de restrigd3o (Eco RI e

Pst I) e de ligagdo (Ty DNA-ligase)

A determina¢io da quantidade de DNA obtido apds extra-
¢do, utilizando-se a metodologia desenvolvida durante o
trabalho, foi feita por dosagem colorimétrica da difenila-
mina (DFA). A recuperagdo do DNA extraido foi de 70% e sua
alta reprodutibilidade permitiu inclusive, a utilizagao
desta metodologia para extracio desta macromolécula de ou-

tros fungos filamentosos.



8. SUMMARY

This research was done aiming the improvement of
two methods of great relevance to the Recombinant DNA Tech-

nology (RDT) in Aspergillus niger.

Firstly, the method of production and regeneration
of protoplasts was improved. The best protoplasts prepara-
tions (2.1 x 1J protoplasts/ml) were obtained when the my-
celium was grown in medium containing Tween 80 and magne-
sium sulphate 0.5M, the latter used as an osmotic stabili-
zer. However, regeneration could only be significantly im-
proved when magnesium sulphate was used at a lower concen-
tration (50 mM) associated with sorbitol (1.2 M) during the
production of protoplasts. Cytological analysis with proto-
plasts isolated by using the method of GAMBINO et alii
(1984} revealed that up to 32 nuclei can be counted per

protoplast.

The method for isclation of DNA from this species

wags also improved. The final procedure is rapid (3.5 hours



of manipulation before cesium c¢hloride - ethidium bromide
gradient) and DNA isclated has showed the following charac-

teristics:

- high molecular weight; approximately 50 Kb.

- low 1level of proteic contamination (RAzgn:Aggg
=1,8~2.0)

~ pusceptibility to restriction (Eco RI and Pst 1I)

and ligation (T, DNA - ligase) enzymes.
4

The DFA method was .applied to estimate the recovery
of DNA by using this improved procedure. DNA yields as high
as 70% (ratio between final and inicial DNA concentrations)}

were obtained.

The improved procedure has also proved to be suita-
ble for extraction of DNA from others species of filamen-

tous fungi.
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