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1. INTRODUCXO

A enzima amiloglicosidase (E.C.3.2.1.3.) tem sido inten-
gsamente estudada devido a sua capacidade de converter amldo em glicose
(DIXON e WEBB, 1962). Dentre os dlversos microrganismos produtores
dessa enzima, os fungos, principalmente os doz géneros Asperglillius e
Rhizopus, s3o destacados devido a alta produtividade (SINKAR e LEWIS,

1982},

O fungo Aspergillue niger produz amiloglicosidase, den-
tre outros metabdlitos de interesse industrial. O estudo bdsico e de
me lhoramento dessa espdcle fol objeto de trabalhos como os de LHOAS
(1961, 1967), VAN TUYLL (1977), BALL e col.(1978), BONATELLI JR e col.
(1982, 1983) e BOS (1985, 1987). Contudo, muitos aspectos genéticos de
um modo geral, e também os relativos & produgdo de amiloglicosidase

necesgslitam ainda malcores esclarecimentos.

Azsim, o presente trabalho tem por objetlivos:

1- obter mutantes auxotréficos e de reslsténelia 3 drogas em uma |inha-
gem industrial de Aspergillus niger;

2- utilizar esses mutantes em cruzamentos via clclo parassexual, wvi-
sando localizar o grupo de ligagdo a que pertencem os marcadores gené-
tlcog estudados;

3- analisar a produg¢Zo de amiloglicosidase dos mutantes, parentals e
dipldides obtidos, visando estudar alguns aspectos genéticos da pro-

ducdo.



2 REVIS30 BIBLIOGRAFICA

2.1. O fungo Aspergillus nlger.

0O fungo Aspergillus niger & considerado por RAPER e
FENNELL (1965) organismo do grupo niger, apresentando colfnias pretas
quando cultivado em melo Czapek sdélido, com duas séries de esterigmas
e confdios globosos de aspecto rugoso, sem equinulacgles verdadeliras,

medindo em torno de 4 a 5 um de di8metro quando maduros.

Essa espécie n¥o tem ainda evidenciado ou ndo apresenta
o clclo sexual, sendo assim classificada na Sub Divis3o Deuteromicoti-

na.

2.2. 0 ciclo parassexual em fungos.

Um requisito essencial ao estudo genético de qualquer
organlsmo 6 que ele apresente mutantes. Estes podem ser gorfoldglices,
diferenciados da linhagem selvagem vigualmente (cor de confdios, modo
de crescimento, secrec3o de pigmento, etc); auxotrdficeos ou putricio-
palg, diferenclades por n3o serem capazes de crescer em melo quimica-
mente definido, composto de nutrienteas essenclials para a linhagem sel-

vagem ou prototrdfica, a menocs que um ou mais fatores de crescimento

sejam adicionados (BEADLE e TATUM, 1541); ou rezistentes, que se dife-
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renciam da linhagem selvagem por crescerem em melo contendo concentra-~

¢%0 inibitdria de uma determinada substéncia.

Os mutantes morfoldglicos e reslstentea s3o geralmente
mais facilmente obtidos e selecionados que os auxotrdéficos. PONTECORVO
¢ col. (1953 b), trabalhando com Asperglillius nidulans apontaram a fa-
cilidade com que mutantes morfoldgicos foram selecionados, principal-
mente apds exposi¢do 3 mutagénico, sendo que WARR e ROPER (1965) fize-
ram comentdrios similares com reiagdo a obtenc3io de mutantes resisten-

tes nesse® mesmo organismo.

Mutantes auxotrdéficos, por outro lado, s3o fundamentais
a estudos genétlicos, apesar do seu isolamento ser mals laborioso. Nor-
malmente a mele¢do & feita através da avaliagdo individual em meic de
constitui¢do definida, de grande quantidade de sobreviventes a trata-
mento com mutagénico, sendo que aqueles que n¥o crescem sdo recupera-
dos oem melo completo e testados novamente em meio minimo supiementado
com diferentes requerimentos nutriclionais, para que seja identificada
a subst8ncia, ou substinclas, as quals o mutante é deficiente., Este
procedimento fol originalmente utilizado em Neurospora crassa por
tai. O processo de tsolamento, no entanto pode ser faclliitado por téc-
nicas como "STARVATION"” (FRIES, 1948 a,b) e enriquecimento por filtra-
¢do (FRIES, 1947), as quais diminuem o numerc de prototrdéficos entre
os sobreviventes ao tratamento com o mutagénico. PONTECORVO e col.
(1953 b) obtiveram excelentes resultados com a técnica de "STARVATION”

oem Aspergillius nidulans. O enriquecimento por filtragdo fol também
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utilizado com sucesso por CATCHESIDE (1954) em Neurospora crassa; por
DAY e ANDERSON (1961) em Coprinus lagopus; por ANDERSON e DEPPE
(1977) em Schizophyllum commune; por SILVEIRA e AZEVEDO (i984) enm
Netarhizium anisopllae e por FUNGARD (1984) e VIALTA (1987) en

Agpergillus avameri.

Tdo primordial para se fazer estudos genéticos quanto a
presenca de mutantes &6 a existéncla de um sistema de recombinag%o na
espécie. Embora o processo de recombina¢3o sexual seja frequente, n3o
830 todos ©s organismos que o apresentam. 0Os fungos clgsslf!cados na
Sub-Divis¥do Deuteromicotina n¥o tem evidenciado ou n¥o apresentam ci-
clo sexual, sendo o ciclio parassexual a unica alternativa de recombi-

nagdo e portanto de estudo genético nesses organismos.

ApSés sua descoberta em 1952 por PONTECORVO e ROPER, no
fungo filamentoso Aspergillus nidulans, o ciclo parassexual tem sido
ampl amente estudado em diferentes espécies de fungos por representar
ndo 86 um importante Instrumento de andlise gendética, como também de

melhoramento de espécies de interésse industrial.

Fol demonstrado o ciclo parassexual em Aspergillus niger
por PONTECORVO e col. (1953 a); em Penicillium italicum por STROMNAES
e col. (1964); em P.,expansum por BERAHA e GARBER (1966); em A.flavus
por PAPA (1973); em A.parasiticus por PAPA (1978) e em MNMetarhizium
anisopliae por MESSIAS e AZEVEDO (1980) e AL-AIDROOS (1980). Uma rela-
¢d30 mals completa das espécies com ciclo parassexual descrfto pode ser

encontrada em CATEN (1981) e AZEVEDO (1987),
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0O ciclio parassexual difere em alguns pontos do processo
sexual tfpico, e se caracterlza basicamente pela forma¢3c de dipldides
relativamente estdvels, nos quals oceorrem permutas mitdéticas e/ou ha-

ploidizac3o, originando recombinantes mitéticos (PONTECORVO, 1856).

No processo de forma¢3do do dipldide, primeiramente ocor-
re anastomose de hifas resultando o heterocdrio, caracterizado pela
presenca de nucleos diferentesz em um mesmo citoplasma. 0O heterocdrio:
pode se formar através de mutac¥o, como mostraram ISHITANI e SAKAGUCHI
(1956) e TINLINE (1961). Os primeiros demonstraram a presen¢a de hete-
rocdrio apdés tratamento de homocdrios com Iuz Ultra-Vioieta em
Aspergillus sp, e o segundo recuperou clones auxotrdficos a partir de
hifas homocaridticas tratadas com luz Ultra-vVioleta em Cochiobolus
sativus. O fendOmeno da heterocariose pode ser encontrado descrito nas

revisBes de CATEN e JINKS (1%66) e TINLINE e MACNEILL (1269).

Devido a proximidade dos ndcleos no heterocirio, pode
ocorrer a formag¥o do dipldide heterozigoto por carlogahia. ROPER
(1952) descreveu a obtencg¥3o de dipldides heterozigotos em fungos fila-
mentosos através do cruzamento de linhagens com marcas auxotrdficas e
morfoldégicas. Os dipldldes assim obtidos se assemelham 23 linhagem sel-
vagem podendo, no entanto, ser separados por caracterfisticas como:
contedido de DNA nuclear (HEAGY e ROPER, 1952); dlidmetro de confdios
1,1 a 1,3 vezes malor (PONTECORVO e ROPER, 13952); segregag¢Zo de marcas
gendticas envolvidas no cruzamento (EAFER, 1960) & sensibilidade ao

fungicida Benlate (HASTIE, 1970; UPSHALL e col., 1977).
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Com relac3do 2o diametro de confdlos ROSIHM e col. (1978)
conclufram que este n3o & critério confidvel para a caracterizagio de
dipldides em Asperglllus niger, apesar dos resultados de LHOAS (1967)
SHCHERBAKOVA e co01.(1978) e BONATELL! JR e col.{(1983). Ainda em rela-
¢¥o a diferenca de tamanho de confdios entre dipldides e hapldides,
esta ndo ocorre em Aspergillus oryzae e A.sojae (ISHITANI e
col.,1356), em Ustilago meydis <(HOLLIDAY, 1961), em Cochliobolus
sativus (TINLINE, 1962) e em Metarhizium anisopliae (MESSIAS e AZEVEDO

18807 .

A frequéncia de esporos dipléides a partir do micélio
heterocariético varia entre llnhagens e entre espécies (TINLINE e MAC-
NEILL, 1969) situando-se ao redor de 10° a 10’ em Aspergillus nidulans
(PONTECORVO e col., 1953b) e & mais alta em Aspergillus niger segundo
LHOAS (1967) e PONTECORVO e col.(1953 a), sendo que os resultados de

BOS (1385) mostram que essa frequéncia é semelhante a de A.ntdulans.

A fase dilpidide no ciclo parassexual é relativamente es-
tdvel em comparagdo ao sexual constituindo, além de parte Integrante
daquele, excelente objeto de estudos como os de instabllidade gendtica
(AZEVEDO, 1972, 1976), alelismo e n3o alelismo (AZEVEDO, 1972), regu-

lagdo genica em eucariotos (SMITH e PATEMAN, 1977), etc.

Em 1978, BALL e HAMINN, estudando Acremonium chrysogenum
(Cephalosporium acremonium) sugeriram que a condic¢Xo dipldide nessa

especie & transiente, como no ciclo sexual, pois recombinantes s%o ob-



tidos diretamente, sem observa¢do do dipldide heterozigoto. HAMLYN e
col. (1985) confirmaram que o estado dipldide nessa espécie n¥o é es-
tdvel, conseguindo entretanto, estabelecer oito grupos de ligagHo nes-
sa especie através do estudo de treze marcas genéticas usando fus3o de
protoplastos e obtendo recombinantes diretamente em meios seletivos
apropriados. BONATELL! JR e col. (1983), estudando uma linhagem indus-
trial de Aspergillus niger, observaram também alta frequéncla de re-
combinac¢do mitdética, sugerindo o termo parameiose para designar o fe-
némeno de formac3o a partir do heterocdrio, além de dipidides hetero-
zigotos, hapldides recombinantes e dipldides homozigotos para marcas

genéticas estudadas. BAGALHI (1987) observou e estudou esse fendmeno

em Metarhizium anisoplliae.

WARR e ROPER (1965) estudaram, através do ciclo parasse-
xual, linhagens de Aspergillus nidulanas resistentes a diferentes Ini-
bidores. Verificaram que os genes responsdvels pela resisténcia ao
Teoquil, Verde Malaquita e p-fluorfenilalanina eram recessivos, sendo
que os de resisténcia ao Actidione era semi-dominante e ao lodoacetato

era dominante.

AZEVEDO e col. (1977) estudaram mutag¥o espontSnea em
Aspergillus nidulans para resisténcia aos fungicidas Cloroneb e Vita-
vax atraves do ciclo parassexual, verificando que o gene que conferia
registéncia ao Cloroneb era semi-dominante, e ao Vitavax era dominan-
te. Outro aspecto interessante observado foi que ambos os fungicidas
alteraram a Instablllidade do dipidide, o Cloroneb aumentando e o Vita-

vax reduzindo a recombinac¥o mitdtica,



O passo segquinte a formag3o do dipldide no processo pa-
rassexual é a produg¢3o de recombinantes através de eventos como permu-
ta e n3do disjuncio mitdtica, que ocorrem isolados ou juntos, seguidos

de haploldiza¢¥o (PONTECORVO e KAFER, 1558).

PONTECORVD e ROPER (1352) se valeram do crossing-over
mitdtico, baseados nos trabalhos de STERN (1936) com Drosophila
mel anogaster, para explicar a ocorréncia de segregantes homozigotos
para algumas marcas, obtidos a partir de dipldides heterozigotos em
Aspergillus nidulans. Estudos posteriores (ROPER e PRITCHARD, 1355;
KK%ER, 1961) mostraram que esse evento representava uma troca recfipro-
ca de cromossomos homdélogos no estdglio de quatro fios, de maneira que
os micleocs filhos ou teornavam—se homozigotos para oz marcadores dis-
tals com relag3o ao pontec de permuta, ou continuavam heterozigotos co-
mo o dipldlde original. O estudo destes dipldides oferece um meio de
se determinar a ordem dos genes e a posic¢¥o do centrdmero em fungos da

Sub-Divis%o Deuteromicotina.

LHOAS (1867) estimou a ocorréncia de 20X de crossing-
over mitdtico em Asperglllus niger, estimativa esta bem malor que a
obtida por PONTECORVO (1958) para A.nldulans, sendo que BOS (1985) es-
timou 0,3X, trabalhando com uma linhagem de origem diferente da wu=sada

por Lhoas.

WHELAN e S50LL (1S8B2) demonstraram a ocorrénclia de recom-

bina¢3o mitdtica num intervalo de gones marcadores em Candlida



albicans, sugerindo assim a possibillidade de andlise gendtica nesse
patdgeno que ndo tem identificado o ciclo sexual. WHELAN e MARKIE
(1383), estudando hi{bridos de C.alblicans sugeriram que o ciclo paras-

sexual nesse organlsmo estaria baseado em hfbrido tetrapldéide (2n x 2n

-+4n = 2n?)

AMIRKHANIAN e CODWAN (1985) mapearam trés marcas morfold-
gicas em Coprinus clnereus por recombinac3o mitdstica induzida por luz
Ultra-Violeta, sugerindo tnclusive o uso de dipldides heterozigotos
morfoldgicos em repulsidc para testes rdpidos de substincias mutagénl-
cas e carcinogénicas, devido a baixa ocorréncia de segregantes mitéti-

cos egpontineos nesse organismo.

Além da permuta mitdética, ocorre também a haplioidizag¥3o,
que resulta de uma série de ndo disjungdes (KKFER, 1960, 1961), onde a
partir de um dipldéide pode-se obter toda uma gama de aneupldides e ha-
pléides cujos marcadores llgados segregam sempre juntos, a ndo ser em
caso de crogsing-over mitético. Assim, a haploldizac¥o é uma maneira
convenlente para se determinar grupos de ligacHo em fungos com clclo

parassexual.

LHOAS (13867); TUYLL (1977) e BOS (1987) sugeriram seis

grupos de liga¢3o em Asperglllus niger.

BERAHA e GARBER (1966) relataram a extsténcia de pelo
menos trés diferentes locl de genes para reststéncia a fungicldas em

diferentes grupos de ligac3o em Penicillium expansum. Em 1380, os mes-
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mos autores, Identificaram quatro grupos de ligagdo em P,italfcum
através de mutantes morfoldglcos, auxotrdficos e de resisténcia ao
Thiabendazcl e ao o-fenllfenato de sédio, além de verificarem virios

aspectos gobre a natureza das resisténclas.

BALL (1971) estudou o fungo Penicillium chrysogenum
através do clclo parassexual com o objetivo de construir mapas de 1li-
gagdo para estabelecer as bases de um programa de recombinac¢¥o e me-
lhocramento nessa espécle produtora de penicliina. Neste trabalho o au-

tor fidentificou trés grupos de ligac¥o na espécie.

PAPA (1976) estabeleceu sete grupos de |ligacgdo om
Aspergillus flavus e ainda conseguiu mapear mujtos genes envolvidos na
producdo de aflatoxina, sugerindo papel regulatdério para um deles
(PAPA, 1980, 1982, 1984). Em A.parasiticus foram demonstrados seis
grupos de ligacdo (BRADSHAW e col., 1983) sendo que dois dos genes que

afetam a produc¥c de aflatoxina foram mapeados no mesmo grupo.

COLEY © col. (1986) obtiveram treze mutantes reslistentes

a0 céadmio em Aspergillus nidulans, sendo que cada um correspondeu a

mutag¥o em um Unico gene, mapeados em apenas dols locus diferentes,

trés no cromossomo 1V e dez no cromossomo VI.

A obtencdo de hapldides a partir de dipldides heterozi-
gotos pode ser intensificada atravéds de substinclas que induzem ou se-

leclonam segregantes hapldides. A p-fluorfenilalanina (pFA), cujo

efeito foi descoberto por MORPURGD (1961) e LHOAS (1961), foi usada em
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trabalhos com diferentes espécies como Asperglllﬁs niger (LHOAS,
1967; BOSS, 1987), A.flavus (PAPA, 1973, 1976, 1982, 1984)
A.parasiticus (PAPA, 1978; BENNETT, 1973). O Benomyl fol usado por
ANDERSON e col.(1985) para obter segregantes hapléides em Armillaria
mellea. O funglcida Benlate fol usado com esse mesmo objetivo em
Asperglllus parasiticus por BRADSHAW e col. (1983), em Dictyostel jum
discotdeum por MORRISSEY e LOOMIS (1981) e em Aspergilius niger por

BONATELL! JR e col. (1983), UMBUZEIRO VALENT (1985) e VIALTA ¢1987).

2.3. A enzima Amlloglicosidase

A enzima amiloglicosidase ou glucoamilase (E.C.3.2.1.3.)
tem ag3io sobre as ligagBes olL-1,4 @ 1,6 do amido a partir das extre-
midades n%¥o redutoras, liberando unidades de glicose (DIXON e WEBB,

1962),

Alguns autores estudaram essa enzima, obt.ida de
Aspergillus niger (KERR e col., 1951; PAZUR e ANDO, 1959) conflirmando
sua agd3o sobre o amido, enquanto PAZUR e KLEPPE (1962) a purificaranm,

determinando ainda seu p&so molecular aproximado.

Duas formas da enzima, a amiloglicosidase 1 e 11, foranm
demonstradas em Aspergillus niger por FLEMING e STONE (1965), FINCH e
LEONARD (1978), SVENSSON e col. (1382) e RAMANESH e «<col.(1982), que

s8do Imunologicamente iguais segundo MANJUNATH e RAO (1980).

11—
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2.4. Aspectos genéticos e de melhoramento de microrganismos

Pode-5e consegulr melhorar a produgfo de metobdlitos de
interesse industrial atravdés de modiflcac8es nas condl¢Bes de cultlveo
do microrganismo utilizado. No entanto, aumentos realmente elevados de
produtividade 86 s¥o conseguldos com a introdug¥o de modiflicacles ge-

néticas, através de mutag3o e/ou recombinacio, nestes organismos.

Muitos trabalhos tem sido feitos neste sentido em rela-
¢¥o a diversos metabdlitos e em diferentes microrganismos. Em muitos
casog a tentativa de aumento de producdo & felta diretamente através
de selecHo de mutantes com alta produg¥o. Com relag¢do a enzima amiio-
glicogidase, por exemplo, PARK e DE SANT! (1977) e NEVALAINEN e PALVA
(1979) conseguliram, apdés tratamento com mutagénico, selecionar mutante
de Aspergillus awamori com respectivamente 1 e 2,5 vezes maior produ-

¢3do que a linhagem parental.

KVESITADZE e col. (1981) obtiveram mutante de
Aspergillus nliger, através do uso de luz Ultra-Viocleta, com produg3o
10 vezez malor de amilase e amilogllcosidage acido e=mtdvelz, que a li-

nhagem parental

IVANOVA e ITROKHINA (1883) iIsclaram |linhagem com produc¢do
de amiloglicosidase 2,5 vezes malor que a linhagem parental, atraves
do uso de nitrosoguanidina e selec3o de mutantes desreprimidos para

maltose.

—12-
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Outro aspecto considerado importante para escolha de
técnicas de melhoramento & o estudo dos genes envolvidos na produgio
do metobdlito em questdo. Com esse objetivo, mutantes de baixa ou nula
produ¢do, assim como aqueles de producio elevada s3Ho usados. Os estu-
dos geneéticos dessas mutacglies & feito através de recombina¢io com mar-
cas genedticas conhecldas, para locallzac¥o desses genes e ldentifica-

¢Y¥0 das relaces entre eles.

Nesse sent.ido foram conduzidos trabalhos com Penicillium
chrysogenun (SERMONTI, 1956; NORMANSELL e <col., 1979 e com
Aspergiilus nidulans (MACDONALD, 1972; EDUARDS e col., 1974; HOLT e

col., 1976; MAKINS e col., 1983) em relac3o a produg¥o de penicilina.

YAMASHITA e FUKUI (1984 a, b) estudaram mutantes n3o

produtores de amiloglicosidase em Saccharomyces dfastaticus e UMBUZEI-

RO VALENT (1985) em Asperglllus niger.

Com relac¥o a marcas, principalmente auxotrdéficas, in-
troduzidas em linhagens de Interesse industrial, verifica-se que estas
podem alterar o nfvel de produg3®o. MACDONALD e c¢ol.(1963) sugeriram
efeito pleiotrdplico de marcas auxotrdficas que diminutam a produco de
penicilina em Penicillium chrysogenum. BENRETT (1979) também verificou
que mutantes auxotrdéficos em geral, apresentavam produc¥o de aflatoxi-

na menor que linhagens prototrdéficas de Azsperglillus parasiticus.
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Esta caracteristica também fol observada em trabalhos
com outros metabdlitos como o dcido cftrico (CHANG e TERRY, 1973; DAS
e ROY, 1978; BONATELLI JR e col., 1982) e amiloglicosidase (CHANG e

TERRY, 1973; UMBUZEIRO VALENT, 1985)

Por outro lado, FI1EDUREK (1983) e ILCZUK (1970} relata-
ram aumentos de producgdo dé enzimas pectinolfticas e 4cldo crltrico
respectivamente, em mutantes auxotrdéficos de Aspergillius niger. Ainda,
ILCZUK e FIEDUREK (1986) seleclonaram revertentes de mutantes auxotrd-
ficos desta mesma espécie com produc3o de amiloglicosidase 40X maijor

que o prototrdéfico malor produtor.

A respeito da produgdo de metabdlitos por heterocirios e
dipldldes, os resultados também variam. ILCZUK e FIEDUREK (1985) veri-
ficaram que heterocirios obtidoz entre mutantes auxotrdéficos de
Aspergllius nilger apresentaram produ¢¥o de am]|lase superior a de seus
componentes. Essa produgdo, contudo era sempre menor que a do proto-
tréflico maior produtor. O mesmo ocorreu com dipldides em reiacﬁo a
dcido crftrico (CHANG e TERRY, 1973; BONATELLI JR e col., 1982) e 2
amiloglicosldase (CHANG e TERRY, 1973; UMBUZEIRO VALENT, 1985). No en-
tanto, DAS e ROY (1978), JOHANNSEN e col. (1985) e GRIGOROV e col.
(1386) obtiveram dipldéides de Aspergillus niger, Candida shehatae e
Rhizopus pygmaeus com produgoes aumentadas de, respectivamente dcido
cftrico, D-xilose e amiloglicosidase em relacdo a linhagem selvagem

malor produtora.

—14 —



O aspecto mais interessante no entanto, em relagfo a me-
lhoramento .é a possibllidade de recombinacdo de caracterf{sticas de
interesse encontradas em diferentes linhagens ou mesmo espécies. BALL
e col. (1978) por exemplo, obtiveram linhagem recombinante de
Aspergillus niger com alta producdo de amiloglicosidase e boas carac-
terfsticas de filltrac%o através de recombina¢¥o pelo uso do ciclo pa-
rassexual. KUNDU e DAS (1985) também obtlveram linhagem de A.niger re-
combinante, via ciclo parassexual alta produtora de gluconato de cdl-
cio com boas caracterfsticas de crescimento e esporula¢do. Assim, a
utilizagd¥o deste ciclo tanto para estudos bdsicos quanto de melhora-
mento, tem sido bastante positiva, se mostrando um instrumento primor-

dial em trabalhos de genética de fungos.

-15 —~
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3. MATERIAIS E M£TODOS

3.1. Linhagens de Aspergillus niger utilizadas
Foram utilizadas as linhagens abaixo relacionadas:

- linhagem 93912331, mutante deficlente para dcido p-amino-

benzéico e confdios marrom claro, obtido da linhagem industrial! 10v10

por tratamento com luz Ultra-Violeta (BONATELLI JrR , 1981).

= linhagem p§§1£gn1ly§ (1y§1), mutante deficiente para acido

1
p-aminobenzdéico e lisina, e confdios marrom claros, obtido da ! inhagem

pab_fwn_por tratamento com luz Ultra-Violeta. Este mutante fol obtido

1 1
em trabalho anterior (Bolsa de Aperfeicoamento CNPq : "Produg¥o de
amiloglicosidase por mutantes de Asperglllus niger em meio de glice-

rol”) por selegdo total numa frequéncla de 1.6.10-%

2,L¥

p-aminobenzdico e arginina, e confdios marrom claro, obtido da 1inha-

- linhagem pab fwg1gggj (ggg1), mutante deficliente para 4cido

gemn pg§1£gn1 » por tratamento com luz Ultra-Violeta. Mutante gentil-

mente cedido por Marla Regina Calil (Dado® n3o publicados).
= linhagem nLg1glza , mutante deficlente para dcido nicotfni-

co © confdios verde oliva, obtido da linhagem industrial 10vi0 por

tratamento com luz Ultra-Violeta (BONATELLI JR , 1981).
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3.2. Esterilizagdoc e Incubagdo
Esterilizou-se os meios de cultura e zsolucgles utilizadas
em autoclave 3 1 atm (120°C) por 20 minutos ,a menos que sSeja especli-
ficado de maneira diversa. A incubac%o fol felta em estufa regulada

para 28°C.

3.3. Soluctes © Melos de Cultura

3.3.1. Solug3o Tween 80O
Adicionou-se Tween B0 a dgua destilada na concentra-
¢do de O,1X (v/v). Colocou~ge 2,5ml dessa solu¢gldo em tubos de ensalo

que apds autoclavagem foram conservados a temperatura amblente.

3.3.2. Solug3o Salina
Adicionou-se B,5g de NaCl em 1000m]l de dgua destila-
da. Colocou-se 9,4ml dessa solug¥o em frascos de 30mi que apds auto-

clavagem foram conservados a temperatura ambiente.

3.3.3. Solucdo de Vitaminas

Biotina 0,2 mg
Kcido p-aminobenzdico 10,0 mg
Tiamina 14,0 mg
Piridoxina 50,0 mg
Kcido nicotinico 100,0 mg
Riboflavina 100,0 mg

—17-



Kgua destilada 100,0 ml
A mistura fol autoclavada e conservada sobre cloro-

férmlo em refrigerador,

3.3.4, Hidrolisado de Acidos Nucleicos de Leveduras
Coliocou-se 2g de 4dcido nuclelco em 15ml de solugo
IN de NaOH e 2g de dcido nuclefco em 15ml de solug¥o 1IN de HC]l. As
solugBes foram aquecidas por 20 minutos a 100°C, mlisturadas a quente e
o pH ajustado para 6,0. A mistura foi filtrada completané)—se o

volume com dgua destilada para 40 ml e guardada no refrigerador sobre

clorofdrmio.

3.3.5. Solu¢d¥o Benlate
. Quatro mtligramas de Benlate (fungicida: metil-1-(bu-

til-carbamoil)~-2-benzimidazol-carbamato) foram dissolvidos em iml de

acetona e 99ml de dgua destilada estertlizada e guardada 2 temperatura

ambliente,

3.3.6. Solu¢do de Amido 1X em Tamp¥o Citrato O,1M pH 4,0
Dissclveu-se a quente 1g de amido solivel em aproxi-
madamente 40m! de #gua destilada. Misturou-se 33ml de soluc¥o de O,I1M
de dcido cftrlico com 17ml de soluc¥o 0,1M de cltrato de sddio, adiclio-
nando~se o© amido dissolvido e completou-se o volume para 100ml com

dgua destilada.

3.3.7. Solugbes Estoque

-18 —
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As solucBes estoque dos requerimentos nutriclionalis
dos mutantes auxotrdéficos foram feltas nas concentragBes abalxo des-
critas e apds esterilizacgdo (ftem 3.2.) foram guardadas em refrigera-
dor.

A2z solucBes estoque das drogas para mutantes resis-
tentes foram feltas acrescentando em dgua destilada esterillizada,
quantidades adequadas para obter-se ag concentrac¢fes descritas abaixo,
sendo conservadas em refrigerador em frasco envolto em papel aluminio.

Az solucles de aminodcidos, tiossulfato de sddio e
guanina foram de 10mg/ml, as de &cldo nicotfnico e acldo p-aminoben-
zdico de 1,25mg/m!, e as de Verde Malaquita e Brometo de Etf{dio de

0,1mg/ml.

3.3.8. Melo Minimo (MM) (PONTECORVO e col., 1953 b)

Nitrato de Sddlio 6,00 g
Cloreto de Potdssio 0,52 ¢
Sulfato de Magnésio 7H,0 0,52 g
Fosfato Dihidrogenado de Potdassio 1,52 g
Sulfato de Ferro (solugdo 1% p/v) 0,10 ml
Sulfato de Zinco (solug¢¥o 1% p/v) 0,10 ﬁl
Glicose 10,00 g
Kgua Desti]ada 1000 ml

O pH fol ajustado para 6,8 com NaGH (4%) ou HCl (1N).

Quando sdélido, adicionou-sme 15g de dgar por litro.

O3 requerimentos nutricionais das 1inhagens foram
adicionados 2o melo quando necessdrio nas concentrac@es de 100 aug/ml

para bases nltrogenadas, tiogsulfato de addlo e aminodcidos e

6,25 ng/ml para vitaminas.

-19-—
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3.3.9. Meio Completo (MC) ( PONTECORVO e col., 1953 b}

Adicionou-se a 1000ml de MM

Peptona 2,0 g
Caseina Hidrolisada 1,5 g
Extrato de Leveduras 0,5 g
Solugdo de Vitaminas (ftem 3.3.3)) 1,0 g
Kcido Nucleico de Leveduras 2,5 ml

0O pH fol ajustado para 6,8 com NaOH ou HC1. Quando

8dlido, adicionou-se 15g de dgar por litro.

3.3.10, Melo de Fermentac¥o (MAC) (BONATELLI JR e col.,1984)

Farinha de raspa de mandioca 20,0 g
Nitrato de Sddio 2,0 g
Fosf'ato Dihidrogenado de Potdassio 1,0 g
Sulfato de Magnésio 7 H,O 0,5 g
Kgua Dest|!lada 1000 ml

0O pH fol ajustado para 5,5 e a esterilizac3o fol fel-
ta a1 atm por 15 minutos. Quando necessirios foram adicionados re-
querimentos nutriclonals das |inhagens em estudo como especificado pa-

ra o MM.

3.3.11. Meio Mfnimo lfquido mais 4% de Meio Completo
Adiclonou-se 4ml de MC 1lfquido a 96m! de MM lrquido.
Colocou-se 2,5ml dessa soluc%o em tubos de ensaleo que apés autoclava-

gem foram congervados em refrigerador.

— 20—
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3.4. Mutagébnicos

3.4.1. Etil Metano Sulfonato (EMS)
Soluc3io 8X de EMS em d4dgua destilada esterill=zada

{v/v) (Sigma).

3.4.2, Luz Ultra-Violeta
L8mpada Mineralight - Multi Band - UV- 5L.25 da Ultra
Viclet Products INC, San Gabriel, California.
Ondas curtas (254nm), 300/uw/cm9s de iIntensidade e

altura de 6,4cm da 13mpada em relag3o a superffclie tratada.

3.5. Método de Cultivo e Manutenc¢do das Linhagens
As culturas foram Inoculadas em placas de Petrl contendo

MC e incubadas por 6 dias para crescimento vegetativo.
A manutengdo das linhagens foi feita em tubos de ensalo

contendo MC ou MM Iinclinado, guardadas em refrigerador,

3.6. Metodologla para Medida da Atividade Enzimdtica

3.6.1, ProducgHo da enzima
Inoculou-se Im! de uma suspensio de 106 conf-
diogs/ml em Erienmeyers de 125ml com 25mi de melo de fermentag3o MAC.

Os frascos foram ent3o Incubados por 4 dia=s, sem agitagHo.

-2 =
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Mutantes auxotrdflcos e resistentes a drogas,
asgim como as linhagens parentaia e os dipldides obtidos foram testa-
dos para produg3o da enzima amiloglicosidase, segundo esta metodolo-
gia, com 5 repeticBes por teste. O mutantes foram ensalados juntamen-
te com seus respectivos diplofdes e parentals, para efeito de compara-

c¢H¥o o andlise estatfstica,

3.6.2. Medida da Atividade Enzimitica

Apdés 4 dias de fermentaglo, as amostras foram
filtradas e 0,5m]! de cada uma, apds dilui¢gdo convenlente, fol incubado
com 0,5m]l de solugo tampFo citrato 1% de amido por 60 minutos em ba-
nho-maria a 60°C (condicBes adapiadas dos trabalhos de PARK e PAPINI,
1970; BANKS e col.,19762

Apds incubagdo, as amostras foram transferidas
ao banho-marta de dgua fervente por 3 minutos para inativagio da enzi-
ma.

Procedeu-se ent3c a medida da quantidade de
aclicares redutores liberada, apds a hidrdlise do amido pela amilogli-
cosidase presente no filtrado.

Os acudcares redutores foram medidos pelo méto-
do da ortotoluidina, utilizando-se kits para determinag3o da gllcose
(Labtest, Doles ou Blobrds). O espectofrotfémetro (Coleman - modelo
293) fol ajustado para o comprimento de onda 630nm ou 625nm, conforme
especificagles do kit utilizado.

A quantidade de agudcares redutores presente no

sldual. Considerou-se a quantidade de agudcares redutores medida apds
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hidrélise do amido menos a "Glicose Resldual” correspondente, para o
cdlculo da produgdo da enzima amllogllicosidase.

A quantidade de agucares redutores foi expres-
sa em mg/100ml e cada 1000mg/100ml corresponde a uma unldade (U) de

amiloglicosidase (AG).

3.7. Obtencio de Mutantes
3.7.1. Curva de Sobrevivéncia

3.7.1.1. Mutagénico Luz Ultra Violeta
Uma suspens¥o de conidios da linhagenm pgp1£yﬂ1
ajustada para 103 confdlos/ml fol irradiada com luz Ultra-Violeta por
tempos de 0 ; 2,5 ; 5 ; 7,5 ; 10 ; 12,5 ; 15 e 1?,5 minutos. Apds cada
tempo de Irradliag3o foram retiradas alfquotas de O,1ml para sSemear
placas de Petri com MC. Apés 4 dias de incubag¥o as col8nias foram
contadas e calculada a porcentagem de sobrevivéncia para cada tempo,

tomando-se o tempo zero como 100%.

3.7.1.2. Mutagénico EMS
Fol usada uma suspens3o de confdios da 1inha-
gem Qgg1£gg1 ajustada para 2.107 conidlos/ml. Alfquotas de 0,5ml desta
suspensdo foram adi{cionadas a 0,5m! de soluc¥o de EMS em dgua destila-
da esterllizada resultando as concentracg®es flnals de 0 ; 1 ; 2 ; 3 :

4 e 5% do mutagénico (v/v). Apds 2 horas de Iincubacio, estas suspen-

88es foram dilufdas convenientemente para que se pudesse inocular um
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nuimero contdvel de coldnlas em placas de Petri com MC. Apds 4 diazs de
incubac3o as coldnias foram contadas e calculada a porcentagem de so-

brevivéncia para cada concentracgio do mut agénico, tomando-se a concen-

tragido zero como 100%.

3.7.2. Tratamento com Luz Ultra-Violeta

Para cada tratamento, uma suspensio de conf-
dios da linhagem pgg1fgg1 rajustada com solugSo salina, fol exposta 2
luz Ultra-Vicleta (condi¢¥®es descrftas no ftem 3.4.2.) por 7,5 minutos
(determinados de acordo com o ftem 3.7.1.1.). Apés esse tempo a sus-
pensdo foi, quando necessirio, dilufda novamente, e uma alfquota de

O,1ml fol semeada em placas de Petri com MC (a menos que seja especl -

ficado de maneira diversa)l.

3.7.3. Auxonografia de Colénias apds Tratamento Mutagénico
As col8nias foram testadas em MM + requerimen-

tos nutricionals, como descrito por PONTECORVO e col. (1953 b).

3.7.4. Enriquecimento por Fliltracg3o

Quatre mililitros de uma suspensZo de confdios
da Ilinhagem gab1fwn com 105 confdios/ml foi tratado com 1luz Ultra-
Violeta (ftem 3.7.2.) e inoculado em Erlenmeyers de 250ml com 50ml de

MM + dcido p-aminobenzdico. Este fol entFo incubado 3 temperatura am-

biente, sob agitacdo por 24 a 72 horas, dependendo do crescimento
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apresentado. Apds esse tempo o conteddo desse frasco foi filltrado e o
filtrado centrifugade por 10 minutos na posi¢3o 5 (centrifuga Excelsa
Baby da Fanen). 0O sobrenadante fol descartado e o sedimento resuspen-
dido em solugdo salina. Fol feita entdo a contagem de conidioz em he-
mat fmetro e apds dllul¢Bes convenlentes semeou-se 0,1lm! dessa suspen-
8% em placas de Petri com MC (SILVEIRA e AZEVEDO, 1984) . Com 3 a 4
dias de crescimento, as col8nlas foram Inoculadas em placas de Petri
com MM + &cido p-aminobenzdico por ponto, e aquelas que n¥o apresenta-
ram crescimento apdés 2 dlas de Incuba¢3do foram testadas para auxotro-

fia (ftem 3.7.3.).

3.7.5. Tratamento com EMS

5 conidios

Suspensles que varliaram de 10 a 10
da linhagem gab1fwn foram tratadas com uma solug¢g®o 8X de EMS (deter-
minado de acordo ¢om o ftem 3.7.1.2.) na proporcgfo de 1:1 (0,5ml da

suspensd¥o de confdios e 0,5ml de solugdo de EMS - concentrag¢3do flnal

de 4% do mutagénico). Apds Incubac¥o por 2 horas, a suspens3o fol con-

venlientemente dilufda e 0,1ml foi ent3c semeado em placas de Peitri com
NC. Apds 4 dias de Incubag3o, as coldnlas crescidas foram inoculadas
em placas de Petri! com MM + dclido p-amlinobenzdlco e aquelas que nd3o
apresentaram crescimento apdés 2 dlas de incubagdo foram testadas para

auxotrofia (ftem 3.7.3.).

3.7.6. Mutante Resistente ao Verde Malaguita



3.7.6.1, Curva de Sobrevivéncia
Fol feita uma suspens3o de confdios da linha-

gem pab fwn, ajustada para 103 confdios/m!. Semeocu-se O,1ml dessa sus-

I |
pens¥o em placas de Petri com MC e MC + Verde Malaquita nas concentra-
¢Ses de 0,1 ; 0,2 ; 0,5 ; 0,8 e 1 ng/ml. Apds 4 a 6 dias de Incubagdo

cont.ou—-se o numeroc de coldnias.

3.7.6.2. Obtenglo de Mutante Esponténeo e Induzido

Placas de Petri{ com MC + Verde Malaquita, na
concentrag¢fo de 0,5 ug/ml! foram semeadas com 0,1m] de uma suspensZo de
10> confdlos/ml e 0,3m]l de uma suspensio de 3.10% contdios/ml da 1t~
nhagen pgp1£gn’ , previamente exposta a tratamento com luz Ultra-Vio~
leta {(ftenm 3.7.2.)(3.104 confdios/m] = numero de confdics sobreviven-
teg). Apds 6 a 8 dias de incubagio as coldnlas presentes foram Inocu-
ladas em placas de Petri com MC + droga, por estriamento, e seu cres-

cimento comparado ao da linhagem parental sgsensf(vel.

3.7.6.3. Caracterizag%o do Mutante

O mutante mgr, © a linhagem QQQ1 £gg1 foram

2
Inoculados por ponto em placas de Petrl com MC + Verde Malaquita, nas
concentracdes de 10 ; 15 ; 20 ; 25 ; 30 ; 35 ; 40 ; 45 e 50 ‘pg/ml.

Apés 6 dlas de Incubac3o fol verificado o crescimento das coldnlas.

3.7.6.4. Interac¢%o Alélica da Marca de Resisténcia
Foram feltas suspensdes de confdiog das 11~
nhagens g§p1£gg1 » Bgr, e EQ£2//EAS19123 . ajustadas para 103conrdlos/
ml, e alfquotas de 0,1m! foram semeadas em placas de Petri com MC e MC
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+ Verde Malaquita, nas concentragfes de 1 ;: 5 e 10 pug/ml. Apds 7 dlas
de incuba¢fo as col8nlas presentes foram contadas e calculada a por-
centagem de crescimento nas placas com a droga, tomando-se aquelas sem

a droga como 100%.

3.7.7. Mutante Resistente ao Brometo de Etfdio

3.7.7.1. Curva de Sobrevivéncla

Foi feita uma suspensdo de confdlios da linha-
gem pg§1£gn1 . ajustada para 103 confdios/m! e 0,1ml foli semeado em
placas de Petri com MC e MC + Brometo de Etfdio nas concentracglBes de

$; 10 ; 15 ; 20 ; 30 e 40 ug/ml. Apds 6 dlas de Incubagido contou-se o

nimero de colénias.

3.7.7.2. Obtengdo de Mutantes Espont3neo e Induzido
Placas de Petr! com MC + Brometo de Etfdio na
concentrac¢¥o de 15 ug/ml, foram semeadas com O,1ml de uma suspens3o de
10ﬂconfdlos/m! e 0,3m] de uma suspensio de 4.10* confdlos/ml da llnha-
gem pab, fwn,,
(ftem 3.7.2.) (4.10’confdios/ml = nuimero de confdios sobreviventes).

previamente exposta ao tratamento com luz Ultra Vioieta
Apés 6 dlas de incubacg3o ag coldnias presentes foram (noculadas em
placas de Petr{ com MC + droga, por estriamento, e seu crescimento

comparado ao da linhagem parental sensf{vel.

3.7.7.3. Caracterizacdo do Mutante



5 ¢ 2 linhagem parentai pg§1£gg1

foram Inoculados por estria, em placas de Petri com MC e MC + Brometo

0 mutante ebr

de Etfdio, nas concentracdes de 5 ; 10 ; 30 ; 50 ; 85 ; 80 ; 95 ; 100
: 120 e 140 ug/ml. Apds 7 dlas de Incubag¢3o, verlificou-se o crescimen-—

to das colénias.

3.7.7.4. Interac3o Alélica da marca de Reslisténcia
0O mutante gggs, a linhagem Qg§1£gg1e o di-
plidide gbgs//nLg1nga foram inoculados, por ponto, em placas de Petri
com MC e MC + Brometo de Etfdio, nas concentrag¢Bes 40 ; 100 e 140 g/

ml. Apds 2 dias de incubag¢do, as coldnias presentes foram medidas.

3.8. ObtencZo de Dipldides

3.8.1. Isolamento

Os dipldides foram obtidos através do método
de ROPER (1952) modificado. Misturou-se confdlios de cada uma das 11~
nhagens selecionadas para o cruzamento, com marcas auxotrdéficas e/cu
coloracgio de confdios diferentes, em tubo de ensaio com MM + 4X de
MC 1iquido. Apés 5 a 7 dias de crescimento, a pelfcula desenvolvida
foi cortada em 4 partes e transferida para placas de Petri com MM. Do
heterccdrioc formado foram transferidos conidics para sclugdo Tween 80,
dilufdos em solugio salina e semeados em placas de Petrl com MM para
isolamento de possfveis dipldides. Apds 5 dlias de crescimento as cold-
niags isoladas foram purificadas através de estrias em placas de Petr!

com MM e posteriormente caracterizadas quanto a ploidia.
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3.8.2. Caracterlzagio
Os critérios para caracterizagdo dos dipldides
foram os seguintes:

- prototrofia: cruzando-se linhagens com diferentes
marcas genétlcas, og dipldldes devem ser prototrdéficos devido & com-
plementac¥o, apresentando crescimento em MM.

~ colora¢3o de Confdicg: cruzando-se linhagens de co-
lorac3o de confdios diferentes, os dipldides devem apresentar confdios
de ceoloragdo selvagem (preta), devido a complementago

- di3metro de Confdios: o difmetro de confdios do &l"
pléide deve ser malor que dos hapidides (BONATELLI JR e col., 1983). O
di8metro de confdios fol medido com objetiva micrométrica, e a monta-
gem da l8mina com lisol fol feita apds &6 dlas de crescimento das 1i-
nhagens em placas de Petr! com MM ou, quando necessérlo,.ﬂﬂ + requeri-
mentos nutriclonats. Foram medidos 30 confdios por linhagem.

- teste com Benlate (ftem 3.3.5.): os dipldéides devenm
preduzir setorgs hapidides e aneupldides na presenga desse agente ha-~
ploidizante (HASTIE, 1970, UPSHALL e col., 1977). Os possfvels dipldi-
des foram inoculados por ponto em placas de Petr{ com MC + Benlate (1
a 1.5‘pg/ml). Apés 7 a 10 dias de crescimento verificou-se a formagdo

ou n3o de setores segregantes.

3.8.3. Manutenc¢3o dos Dipldides
Os dipldides foram Inoculados em tubos de en-
salo com MM inclinado, e apds 7 dlas de crescimento foram estocados no

refrigerador.

. . ICAMP
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3.9. Obtenc¥o de Segregantes

3.9.1. Isolamento
Inoculou-se o dipléide por ponto em placas de
Petrl com MC ou MM + requerimentos nutricionats, mals Benlate na con-
centragdo de 1 a 1,5 pg/ml. Apds 5 a 7 dias de crescimento quando em
MC e 8 a 10 dias quando em MM, os setores formados nas col8nias foram
purificados por estrias em placas de Petri com MC e estocados em tubos

de ensajio com MC inclinado.

3.9.2. Caracterizacio
Os segregantes foram caracterizados quanto a
coloragdo e auxotrofia. Para se determinar as marcas auxotrdéflcas dos
segregantes utilizou-se uma bateria de placas de Petri com MC, MM, MM+
todos o= requerimentos nutriclonals envolvidos e MM menos cada um dos
requerimentos separadamente, onde os segregantes foram inoculados por
ponto. Apds 2 dias de crescimento para os segregantes marrons, e 3

dias para os verdes, verificou-se o crescimento ou n3o da col8nia.

3.10. Anidlises Estatfgsticas
Os dados de produ¢3o foram analisados pelos testes F e

Tukey (PIMENTEL GOMES, 1966).
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4 .RESULTADOS

4.1, Curva de Sobrevivéncia 3 Luz Ultra Violeta

GCs resultados de sobrevivéncia, determinados de acordo

com o ftem 3.7.1.1., est3o0 na TABELA 1.

0O tempo de 7,5 minutos conferiu uma sobrevivéncia entre
3-4%, adequada para obten¢Zo de mutantes.
A viabilldade calculada para a 1linhagem pg§1ﬁgg1 fol de
25%.
4.2, Curva de Scbrevivéncia ao EMS
Oa resultados de sobrevivénctia, determinados de acordo

com o ftem 3.7.1.2., estdo na TABELA 2.

A concentracgXo de 4% de EMS conferiu uma sobrevivéncia

entre 2-3%, adequada para obten¢do de mutantes.

A viabilidade calculada para a !inhagem p§§1£331 foi de

30%.
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TABELA 1 Porcentagem de Sobrevivéncia da IABELA 2 Porcentagem de Sobrevivéncia da

linhagem mlt_‘_mlao agente muta- linhagem pi_hlf_g_lao agente muta-
génico luz Ultra-Violeta. génico EMS.

temps i de colonias % de sobrevi- Concen- ¥ de colonias % de sobrevi-

{min) sobreviventes véncia tr%§§o sohreviventes véncia

e,0 82.6 108.8 ] 30,00 169,80

2,9 49,9 43 .4 1 18,09 60,08

3,8 13.8 15,7 ' 2 16,69 53,38

73 3.8 3.6 3 2,08 6,68

18,8 1,6 1.9 q 8,70 2,30

12,5 a,8 8.8 3 8,81 @,04

1715 0.“ a’e
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4.3. Enriquecimento por Filtragdo

Foram feitas 19 fijltragBes segundo ftem 3.7.4.. A TABELA
3 mostra o numero de colbnlas testadas, o tempo de Incubag3o e os mu-
tantes obtidos em cada filtrag3o.

Obteve-se mutantes em tempos de incubac®o de 24 , 48 e
72 horas. A frequéncia de mutantes foi de 7,5.16-4, sendo que a partir
da filtrag3o de numero 13 nenhum mutante foi obtido. Este fato pode
ser explicado devido a l8mpada de luz Ultra-Violeta usada ter, prova-
velmente, perdido a poténcia ao longo do tempo. lIsso poderia ser con-
firmado com dados de sobrevivéncla em cada experimento, mas estes n3o
foram calculados por auséncia de controle sem irradiagdo. De qual-
quer forma outros trabalhos no laboratdrio, com essa mesma |3mpada
apresentaram oé mesmos problemas. Se a frequéncia de mutantes for cal-
culada com apenas as 12 primeiras flltragdes a taxa aumenta para

3

1,6.10° ficando semelhante ao obtido em trabalhos anteriores

(BONATELL.l JR e col., 1982).

Oz mutantes obtidos foram:

- p2b fun mys  (mys ) : confdios marrons e deficlénclas para &cido p-

aminobenzdéico e metionina ou cistefna ou cistina.

- pab QQQ1LLQ (tio.) : confdios marrons e deflciéneclas para acido p-

1 1 1
aminobenzdico e tiossulfato.

- pab fun met, {(met

aminobenzdico @ metionina.

1) confdios marrons e deficiéncias para icido p-

- p§p1£gg1gig {nic,) : confdios marrons e defici&ncias para dcido p-

1 1

ami nobenzdico e acido nicotfinico.



TABELA 3 Condiqaes e mutantes obtidos por filtraggo

- Tempo de
Filtraqio Mumero de Mutantes incubayﬁb
coldnias Choras?
aLi 2350 L E 249
a2 10835 - z24
a3 81 - 24
(2 L 242 - 24
a5 225 - 48
a6 225 - 48
@z 125 - 18
a8 364 tigl 418
B9 211 - 48
1@ 303 - 48
11 2509 mg;l 418
12 1489 Qiga 72
13 380 - 48
14 10 - 18
15 500 - 72
16 5480 - 418
17 6009 - 48
is8 575 - 48
19 375 - 48
total 2350 4
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4.4. Mutantes Obtldos com EMS

Foram realizados 13 tratamentos com EMS como descrito
no ftem 3.7.5.. A TABELA 4 mostra o nimero de colénias testadas, a
porcentagem de sobrevivéncia e os mutantes obtidos para cada tratamen-
to.

0 Jdnico mutante obtido ocorreu em baixa porcentagem de
sobrevivéncia. A frequé@ncla de mutantes fol de 2,2.Uf4. Essa baixa
frequéncia pode ser devido a alta porcentagem de sobrevivéncia (acima
de 15%X) na maloria dog ensalos (nimeros 5 ; 7 ; 8 ; 10 ; 11 ; 12 e
13), sendo que isso deve ter ocorrido em qonsequéncia ao EMS ser alta-
mente volitil e a soluglo estoque com dgua estédril ser renovada apenas
de tempos em tempos. Assim, pode ter ocorrido variag3o da concentragio
final de EMS nos ensalos para obteng3o de mutantes.

A frequéncta de mutantes aumenta para 8.10“29 for calcu-
lada a partir dos ensalos com porcentagem de sobrevivéncia abaixo de
7% (nimercs 3 ; 4 ; 6 e 9)..

O mutante abaixo descrfto fol obtido no ensaio numero 3,
com 1,1X%X de soﬁrevlvéncla:

pab funlpgg1 (9351) : mutante deficlente para dcido p-aminobenzdico

——1 —— ——
& purinas {(guanina ou adenina) e confdios marrons.
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TABELA 4

' ., .
Condicoces e mutantes obtidos com

EMS.
. de sobre-— ndﬁero de
Ensaio . A . a . Mutantes
vivencia colonias
e
a1 - 29 -
e
a2 - S -
a3 1.1 425 puxr
G4 2,41 150 -
a5 15.2 =" | -
86 6.8 500 -
a7 20 .6 125 -
a8 29,1 5350 -
209 1,1 1506 -
16 19,3 629 -
11 19,7 375 -
12 22,9 675 -
13 19.4 860 -
total 4459 i

% Dados

nao obtidos.
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4.5. Curva de Sobrevivéncla ao Verde Malaqulta

De acordo com o ftem 3.7.6.1., fol feita a curva de so-
brevivéncia da linhagem gg§1£gg1 ao Verde Malaqulita e os resultados
estio na TABELA 5. Devido a esses resultados fol escolhida a concen-

tracdo de 0,5 mg/ml de Verde Malaquita para selecionar mutantes resis-

tentes.

4.6. Caracterizac¢¥%o do Mutante Resistente ao Verde Malaquita

Obteve-gse uma frequénfia de 1,1.1£f2mutantes induzidos
resistentes ao Verde Malaguita e nenhum mutante espont3neo, através da
metodologia descrita no ftem 3.7.6.2.

Foi escolhido um dos mutantes resistentes obtides, o
E§§1§EE1EQEZ (@ggz)(mutante def@clente para dcido p-aminobenzdico, co-
nfdios marrons e resisténcia ao Verde Malaquita), para dar prossegul -

mento ao trabalho. Este fol caracterizado segundo o ftem 3.7.6.3., e

os resultados est¥o na TABELA 6. Obgerva-se que a linhagem parental
ndo é capaz de crescer em concentra¢®es de 10 ug/ml da droga. O mu-
tante apresenta crescimento até a concentrag¢3o de 30 pg/ml; em con-

centrages de 33 a 45 ug/ml apresenta col8nlas menores, e é 1incapaz

de crescer na concentrac3o de S0 ng/ml.



AMP

TABELA 5 Nimero de coldnias crescidas da TABELA 6 Crescimento das linhagens em diferen-
linhagen gggl{!glnas diferentes tes concentragﬁ%s de Verde Malaquita,

concentragies de Uerde Halaquita.

Concentragdo ¥ do nidwero de Chncentraq;b b §
wn
(ua/ml) coldnias (pa/mD) B =
8,0 ) 91,5 i@ - +
13 - +
el 133,5
20 - +
8,2 114,35
23 - +
8,3 2.0
38 - +
8.8 4.8 33 - + -
40 - + -
1 'a aln
13 - + -
58 - -

+ crescimento
~ . -
- ausencia de crescimento
+ - cresciments reduzido
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4.7. Interagdo Aléllca da Marca de Resisté&ncla ao Verde Malaqulta

Para se verificar a interac3o alélica da marca de resis-
téncla, procedeu-se segundo o ftem 3.7.6.4. Os resultados est3o na TA-
BELA 7 e na FIGURA 1.

Devido a haploidizac¢3o do dipldide, mesmo em concentra-
¢8es balxas da droga, optou-se por uma comparagdo a nfvel de niumero de
confdios resistentes e ndo por tamanho de colénia.

Observa-se que o mutante resglistente ngr, apresenta 100%
de cresclménto apenas na concentrag¢do de 1 ag/ml, caindo para 10X enm
5 pg/ml. O parental pg§1£gg1 ndo apresenta crescimento em nenhuma das
concentacBes testadas e o dipldide parece ter caracteristicas seme-

Ihantes ao parental (FIGURA 1).
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TABELA 7?7 Numero e yporcentagem de colanias crescidas

nas diferentes concentragges de Uerde Ma—
laguita.

- ab fwn » s7/nic olwv
concir » 1 mgx myg 2 n 1 3
tracao ’ , -

’ numero de numero de numero de
(}AQ‘/MI) A - A b A A ~
colonias colonias coelonias
Q 124 106 111 100 189 108
1 a "] 112 1006 12 11
2 7 ] a 11 10 a L7
10 a Q [~ ] a a a
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4.8. Curva de Sobrevivé&ncia aoc Brometo de Etrdio

De acordo com o ftem 3.7.7.1., fol felta a curva de so-
brevivéncia da linhagem p§91fgn1 ao Brometo de Etfdio e os resultados
est¥o na TABELA 8. Foi escolhida a concentrac3ioc de lslpg/ml da droga

para seleclonar mutantes resistentes.

4.8, CaracterizagZo do Mutante Resistente ac Breometo de Etfdlo

Cbteve-se uma frequéncla de 1,4.ldﬂ'mutantes induzlidos
registentes ao Brometo de Etfdio e nenhum mutante esponténeo, através
da metodologia descrita no ftem 3.7.7.2.

Foit escolhido um dos mutantes resistentes obtidos,o p§Q1

ﬁgg1 gggs (gggs)(mutante deficlente para 4cido p—aminobenzdlco, conf-

dios marrons e resifgténcia ao Brometo de Etfdio) para dar prossegul-
mento aco trabalho. Este fol caracterizado segundo o (tem 3.7.7.3., e
os resultados éstzo na TABELA S.

Observa-se que a linhagem parental pg91£gg1 ndo & capaz

de crescer em concentracges de 10 ug/ml da droga. 0 mutante gggs apre-
senta crescimento em concentra¢des de até 140 ug/ml (concentrac3o ma-

xima testada).
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ICAMP
TABELA 8 Namero de coldnias crescidas da linhagem TABELA 9 Crescimento do mutante gh_rs comparado cor
rlblgv_n_len diferentes concentragoes de 2 linhagem parental E_hlf_m_l nas diferen—
Brometo de Etidio, tes concentraqa'es de Brometo de Et{dio.
=) -, ~
Concentragao Numero de Concentragoes ab fwn ebr
N . A 25 5
(ag/nml) Colonias (ug/ml)
) 1§ ) + ¢
+ +
3 4 ’
18 - +
18 @
30 ~ +
15 e
58 - +
28 ) 63 - ¢
8@ - +
30 L
9 - +
40 )
160 - +
128 - t
148 - +

+ crescimento

- austncia de crescimento
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4.10. Interac3o Alélica da Marca de Resisté&ncia ao Brometo de Eti-

dio

Para se verificar a interaco alélica da marca de resis-
téncia, procedeu-se segundo o ftem 3.7.7.4. Os resultados estZo na TA-
BELA 10 e na FIGURA 2. Optou-se por uma comparagdo de crescimento apds
2 dlas de Incubag¢3o, porque a partir daf havia haploldiza¢3o do di-
pléide.

Observa-se que o mutante resistente QQLS teve seu cres-
cimento reduzido para 79X na concentrac3o de 40 ug/ml de Brometo de
Etfdio, e de 52 e 34X nas concentrac¢Bes de 100 e 140 ug/ml respectiva-
mente. 0O parentai pg§1£gn1 teve seu crescimento reduzido a =zero na
concentracgdo de 40 aug/ml. O dipldide gpgs//nlg1gl!3, entretanto, pare-

ce ter caracterf(sticas intermediirias (FIGURA 2).
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TABELA 18 Tamanho da coldnia e porcentagem de
mento nas diferentes concentraqges de EBrometo

de Etidio.

cresci-—

Concen-—

£ b b i 1
traq&o pabl un1 ebr =3 rsffnlclo 03
g/ mlo tamanho 7 tamanho T tamanho 7
{cmd (cm) (cmd
(7 } 2,29 100 2,22 19 2,27 1809
10 - ", | 1,73 79 1.49 65
19006 - Qa 1,16 52 8,55 249
140 - a a,7?? 34 a,12 2>

-~ . -
-~ ausencia de crescimento
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4.11. Obteng3o e Caracterizag?o de Dipldides

Todos os mutantes auxotrdficos e de resisténcla obtidos,

foram cruzados com a linhagem pic ,olv segundo a metodologia descrita

...._—1 -.._...,_.3 r
no ftem 3.8.1.. Foram cruzados também os segregantes ly§151g1 (segre-
gante numero 46 do dipldide ngl//nlg1glga) com a linhagem arg, : ©

segregante ggg1nLg1 (segregante nimero 37 do dipldéide mgg1//nLg‘9L!3 )

com © gegregante g;g1lgg1 (segregante numero it do dipldide arg, //L;gg,l
nL;1), segundo a mesma metodologla (ftem 3.8.1.)

Os dipldides obtidos foram caracterizados conforme des-
crito no ftem 3.8.2., e o8 resultados est3o relacionados na TABELA 11.
Na TABELA 12 estlo as siglas usadas para os dipldides.

Verifica-se (TABELA 11) que todos os dipldlides se encon-—
tram dentro dos padr@ies de caracterizagdo de linhagem 2n descrito no
ftem 3.8.2..

Apds caracterizagdo, estes foram tratados segundo a me-
todologia descrita no ftem 3.9. para se obter segregantes, com o obje-

tivo de se estudar a segrega¢3o das marcas genéticas envolvidas nos

cruzamentos.
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ICAMP

TRBELA 11 Caracterizaqi’o dos Diploides.

% %

b GUlmd, Smsd Ndame, kil

l-pihir_ugl marrom clare - 1,47

2-n_i_glgl_ga verde oliva - 4,76

3- n_g_rz marrom clare - 4,33

4~ g_p_rs MArrom clare - 4,93

3- !is'l marrom claro - 4,65

6- ;_j_ql marron clare - 4,59

7- n_.ggl narrom claro - 4,65

8- n_ejl marron claro - 4,3

9- g_u__rl marrom claro - 4,39

18- arg, narromn claro - 4,42

11-1_95111_i_gl verde oliva - 4,65

12-3_:__311_95.1 marrom claro - 4,19

13-met nic verde oliva - 4,9

Crusimentos Folsg Sesmde,

]

1x2 preto + 3,358 1,23 1,17
Ix2 preto + 3.49 1,21 1,13
4x2 preto + 6,18 1,25 1,38
Sx2 preto + 5,835 1,26 1,23
6x2 preto t 6,33 1,42 1,3?
x2 preto + 3,4 1.1? 1,14
8x2 preto ¢ 3,72 1,30 1,20
92 preto + 3,72 1,3e 1,28
16x2 preto + 6,12 1,38 1,28
lexat preto + 5,91 1,33 1,27
12¥13 preto + 5,83 1,39 1,22

* sinbologia dos diploides TABELA 12
#* para condigdes ver ften 3.8.2.




TABELA 12 S{mbolos dos dipldides.

Cruzamentos

anbolo

1X2 2221
3IxXa

axz

sSxXa2

6X2

TH2

ax2

o9x2

18X2
19*11

1213 argl

fwn 7nic oalv
—1 1

mgr /nic olwv
— - 13

b ni
e rs/ nlclolu3

1ys //nic olwv
-1 —_—i13

ti s7/nic olwv
101 ni 1 3

/ni 1
ngsl nlclo 03

met //ni olvy
ey 2_21___3

uxr S/7nic olwe

3

arg /7 nic olwv

— -_—1"3

ar S7lus nic
arg, g=.nrs,

lyus //met nic
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4.11.1. Dipldide Qggz//nic oly

Foram obtidos 50 segregantes através da meto-
dologia descrita no ftem 3.8.1.(MC + Benlate), caracterizados segundo
o ftem 3.9.2. e os resultados est%o na TABELA 13.

Através dos dados da TABELA 13 foi feita a
andlise mitdtica (TABELA 14) que mostra que os genes mgr olyv

) £gg1 devem estar no mesmo grupo de !lgagZo.

4.11.2. Dipldide gpgsflnig1glga
Foram obtidos 50 segregantes através da meto-
dologia descrita no ftem 3.9.1.(MC + Benlate), caracterlzados segundo
o ftem 3.9.2. e o3 resultados estio na TABELA 15
Através dos dados da TABELA 15 foi feita a
andl ise mitostica (TABELA 16) que mostra que os genes gggs. 9123. 2151
e ﬁgn1 devem estar no mesmo grupo de ligac¥o.
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TABELA

13 Marcas auxotrdficas, morfclrfqicas e

de resistencia ao Verde Malaquita

dos segregantes do diplgide

mzllwlq_l_ua.
gﬁ pab|nic|ngr|COR atgrll% pab|nic|ngr|COR
8L [ ~1¢ | ¢ |fum}j26 |~~~ joly
82 |- |+ | |fwml22 |+ ]-]|- lovt
@ ¢+ |+ |twml28 |-|-]|- lotv
M |- |+ |+ |tml 2 | -] - |- |olv
& |- |+ |+ jtwml38 |+ -]|- folv
8 |+ | ¢ |+ (fwm|20 |4 |- |- Joiv
@ |+ |+ |+ {tm| 32 |+ |- |- jolv
8 |-+ |+ tm|33 |+{- |- [olv
@9 |+ |+ |+ |fm| 38 |+ - |- |otv
10 (- ¢ |+ |tm| 35 |+ |- |- Jorw
JETI O OO I 1 T I O I T
12 [+ |+ |t (|32 |- - (- [olw
13 |- | ¢ |+ jtwm| 38 |- |- |- |otv
14 |+ )¢+ (fwm|39 |-[-|- [o1w
15 |+ |+ |+ |twm| 48 |5 | - | - |otv
16 |+ {4 |+ (fen| @ |4 |- |~ |ole
47 |+ |+ |4 |fwmja2 |+ |- |- |olv
A8 |+ |+ ¢ |fwn] 43 | |- |- loto
19 {4 |+ |+ fm[aa | |- |- {olv
28 |+ |+ |+ {twm|45 |+ |- |- [olv
20 |+ [+ | ¢ (fen| 46 |+ [- |- |olv
22 |+ |+ |+ |twm| @ |- |-]- |otv
23 |+ |+ |+ itm| 48 | & |- - |olv
24 |4 |+ |¢{fwm| 4 |+ |-~ lolv
25 |+ (s |+ iremlse | +|- 1~ lolv

TABELA 14 gnalise Mitdtica do dipldide

mar //nic olv ,
war. //nic oly,
ab ni +!‘ "ol + ¢
papentas: 2y Pab,ic_fumolv nor

l_l;plt:_lql pab nic fwn olv mar

pab pad pab pab

+ +
»aT 18 ? fm 18 ?
war | 18 7 fw | 18 7
+ - + -
fmi fwm olv olv

+ +
NG 2 23 nic 25 ']
mr | 25 @ nic | @ 25
+ - + -
olv olv pab pab

+ ' *
mr | 25 8 nic i8 7
mwr| @ 25 nic | 18 7
+ - + -
{ nic nic _tm fun

+ +
ngr 23 e nic f 23
mr | 8 25 nic | 25 @

¥ -

_pab pab

+
oly 18 7
olv| 18 27

Total de 358 segregantes.
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TABELA 15 Marcas auxotroficas, morfoldgicas e TABELA 16 Analise Mitotica do dipldide
de resistencia ao Brohe‘t:o de Etidio ebr_//nig olv,.
dos segregantes do diploide
ebr //nic olv .,
—_ S T
PRRENTRIS:Q¥£5 vab n?c_fun olv_ehr_
n;glglga pab nic fwn olv ebr
GRE | pabinic|ebr|COR|SEGRE |pab{nicebr[COR
GRNIEJ GANTE [
BL [+ ] ¢ |+ {fwn] 26 £ 1-1- [olv + - + =
3 I I 0 e e
L S B L S Mol ol Ml 1L e 1813 fwm | 14 1
24 t ]+ ]+ |fun] 29 -1 -1]~- |olv - -
— |t |—| — | — | — | — | | ebp 14 1 fwn i@ 13
S N A A L] el el Ml 111
S ol 0 L U el Ml . - e -
LA Rl .| I ol el Sl L1  fon  fun olv_elv
8 |+ ¢+ ]|+ [fwm|33 {-1-]-lolv + .+
?TTTGT—-—T--—(E ehr = | 25 nic 25 ¢
O 8 I e e e w| s e w0 om
Lff_f_fnn% ¢ |«|=]oly
12 e ;:; ‘5;_“ - :E: ;f; + - + -
E:ZZEE:Z; - elv  olv - pab pab
14 =1 4|+ |fwn{ 39 t|-1]- lolv ehr 23 @ nic 18 13
15 |- [+ |+ |twl 48 |- |- |- [olv - -
TT—’"TE—;TT'_—TW ebr 9 23 pic 14 11
JTCIRN I N Y O I .- .
A8 fef+ ¢ |fmids j o |- ) - Jolv nic nic fw fw
P jrjt)t]fm 8 |+ |- |- lolv ebr| 25 @ nic| @ 25
28 |- | A ft |fen) 83 )4 ) - ) - jelv - .
20 | - e v lowni a8 e |- | = folv ebr| 8 25 nic | 25 @
22 |- | ¢ |+ |twm| a7 |- |~ |~ |otw
JEEIN I O T O e I T .-
24 =1+ ¢ (fum} 49 t{-1]- jolv pab pab
25 |+l +|+itwm| 58 | #1-]< lolv v
olv 10 13
olv | 14 1

Total de 5@ segregantes
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4.11.3. Dipldide lys. //nic_ olv

1 ~71773

Foram obtidos 50 segregantes através da meto-
dologta descrfta no ftem 3.9.1.(MC + Benlate), caracterlizados segundo

o ftem 3.9.2. e o8 resultados est¥o na TABELA 17.

Através dos dadoz da TABELA 17 fol felta a

andlise mitdstica (TABELA 18) que mostra que o gene ly§1 n3o deve estar

ligadeo aog demals genes envolvidos no cruzamento.

4.11.4. Dipldide tio

1//nlc1olv3

Foram obtidos 50 segregantes através da meto-

dologla descrita no ftem 3.9.1.(MC + Benlate), caracterizados segundo

o ftem 3.9.2. e o8 resultados est%o na TABELA 19.

Através dos dados da TABELA 19 fol felta a

andlise mitstica (TABELA 20) que mostra que os genes 3191. Di£1r lea

-] £gn1 devem estar no mesmo grupo de llgac¢3o.
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TABELA 17 Marcas auxotroficas e morfoldgicas TABELA 18 Anilise Mitdtica do dipigide
dos segregantes do dipldide 1221/’21912123-
lys //nic olv .
=1 -—1-=3
-t - 4 -
PARENTALS: ) pabnic_fun olv tus,
21519133 rab nic fwn olv lys
%Eﬁ¥§ pab[nic|lus|COR %Eﬁ¥§ pabjniciiys|COR
81 |- ¢] ¢ |fenl 26 £ ]-1¢ ol + - + -
38 58 3 5 R B
83 [+ |+ |- ifun| 28 [ =]« Jolv lys [ 21 8 fm | 21 4
M |-+ |+twml29 |+ [- |- [olv - -
B 7 Tl 3 T lys | 18 3 fwm | 18 ?
I AU O 1) YO N I 5T .- .-
7 ¢ ¢ |- fm] 32 +1-1+ joly fwm  fwm olv olv
@ [+ ||+ (fwm|33 |+ |- [+ jolv R '
——] | ——— | lys 13 14 nic | 23 9
" ¢t +1- |fwm| A t|-1- lolv
18 |- |+ [+ |fw35 [+ [ |7+ [olv s | 18 1 nic| 8 25
U [~ | ¢ ¢ |fen|36 |+ ]|-|¢ [olv
A2 |- |+ 1+ |t} 37 |+ |- |+ |olv ¢ - ¢ -
|| el o | A
_E___*_L;fﬂ_::?__-__-_;ﬁ_v lys | 14 1§ nic | 18 ?
15 t | ¢] - ifwmi 40 + ]| -1+ |olv - .z
TTTT;TTTTE Tys 11 19 nic 21 L
|| el | = e o o
S Tl Tl L1 L ol Bl ol 1114 pic mic L
19 t |+ ]~ |fen] 44 |~ ¢ joly + +
28 <1 T!‘_;?TT-_E lus 14 15 nic ] 23
2 || v |- [t e | |- |- [olv s { 11 18 nic | 25 8
7
23 t |+ |+ |(fun]| 48 =1=1¢ lalv + -
S 58 0 T o e o
23 t ¢+~ {fun| 59 t -1+ lolv olv 18 ?
olu- 21 4

Total de 3@ segregantes
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TABELA 19 Harcas auxotroficas e morfoldgicas
dos segregantes do dipldide
tio //nic olv
-1 1
gsﬁ pab(nic)tio|COR %RE pahlnic tio{COR
at !++f_m_iﬁ__~§_l#-___i_ol\!
82 |+ |+ |- (ewm|22 |- |- [om1
0 T
I I RN o =0 O I I T
85 |t |+ |- |rem|320 [-{- |+ [olv
O3 O e
@ |+ |+ |- |rwm[32 {#{-|- {olv
[ROOE T e En
8 |- |+l -|fum| 34 | -]-1]¢ |olv
|| el | e
TSN N ) JETI N I
d2 fejef- (fwj 3t g e f- ]t jolv
13 t |+ - |fwm]| 38 t | -1+ lolv
O 3 K K
15 |+ | ¢ |- |fwm[a8 | & [-|¢ |otv
16 |+ |+ |- |fw| 4t |- |- |+ fotv
N7 |+ |+]- [fw| a2 |- |- |- lotv
18 ¢ |¢|-ltwmja3 |- |- |- jolv
29 |- lei-lowml 4 |¢]o]e oty
20 |4 |- (Hwm) 45 |+ )= [ ¢ |elv
21 + 141 - ifwn) 46 | 4| - | ¢ [alv
7 |+ || = liw| @ || o
23 (- |+ - fw| 48 :E: [+ Jotv
T 2 O N
25 -1+ |- ltwlse | -1 -1+ lov

TABELA 28 fAnalise Mitdtica do dipldide

tio //nic olv
=1
- - o -
tio pab aic fun olv tio
PARENTAIS: —— 1 o0 tey
uglc_:_l_u_:i pab nic fwn olv tio
+ - + -
| pab pab pab pab
4+ +
tio | 11 11 fm | 13 12
tio | 28 8 fon | 18 7
+ - + -
fm fwn olv olv
+ +
tie | 21 1 pic| 25 1
tio | 4 24 pic| @ 24
+ - * -
olv  wolv pabh pad
+ +
tio] 1 21 pic | 19 7
tio | 24 4 nic | 12 12
+ - + -
| nic nic _ fwm fwm
+ +
tio| 2 20 pic| 125
tio | 24 4 pic | 24 8
f -
] pab pab
+
olv 18 7
olv | 13 12

Total de 38 segregantes
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4.11.5. Dipldide Qy§1//nlg1glgs
Foram obtidos 50 segregantes através da meto-
dologia descrita ne (tem 3.9.1.(MC + Benlate), caracterizados segundo
o ftem 3.9.2. e os resultados est¥c na TABELA 21i.
Através dos dados da TABELA 21 fol felta a

andlise mitdtica (TABELA 22) que mostra que os genes mygt, 9151, _lgs

e ﬁgg1 devem estar no mesmo grupo de ligac3o.

4.11.6. Dipldide gg§1//glg

Foram obtidos 50 segregantes através da meto-
dologia descrita no ftem 3.9.1.(25 segregantes fwn em MC + Benlate e
25 segregantes olv em MM + Benlate + requerimentos nutrictonais), ca-
racterizadog segundo o ftem 3.9.2. e o8 resultados est%o na TABELA 23.
Através dos dados da TABELA 23 foi feita a
andl tse mltdttﬁa (TABELA 24) que mostra que o gene met, n3o deve estar

|
llgado aos demais genes envolvidos no cruzamento.
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TABELA

21 Marcas auxotrt;ficas e norfolo'qicas
dos segregantes do diploide
mys //nic olv

EAEF{IRE pabinic|mys |COR Smtﬁl!tg pab niangs COR
g1 | -1+ ) -fm] 26 | -|~-1]- jolv
@2 |+ (4 |- 1{teni2? | ¢ |- |~ lovl
@ |+ {¢|-ltwm|28 |-|-1¢+ lotw
8 |- |+ |- {tem|29 [*]-1¢ |olv
8 |+ | ¢ |- ifen| 38 | ¢ |-+ |olv
@ |+ |+ |- ltm|3t |- |- [+ folv
® |- |+ |-{twm|32 {¢| [+ |olv
@8 |- |+ | -{twn|33 [+ |-+ |olv
B9 |+ |+ |-[fwn|38 [¢ |-+ |olv
18 |- |+ |- (twm| 35 [~|-]¢+ |olv
FERES D
12 |« +|-(fun| 37 [* |- |+ |olv
13 | ¢l o[- 1ewn| 38 | - |+ foly
14 |+ |+ |-|fwm|39 | ¢ |-+ |olv
15 (-l -ltw| a0 |+ (- i+ oty
16 {-|¢ |- |twn| @ ¢ [-1¢lolv
17 | ¢ | e]-[twmi a2 |- |-+ lotv
B[ foml T
19 | ¢|¢|-ltwm| g0 |- |-+ |olv
28 |+ |¢]|-|fwm 45 |- |-+ lolv
2 |- |+ |- |[rel 38 |- |- % lotv
22 |4+ |- |twm| 41 |t |- |+ Jolv
23 (¢ |+ |-|fw| a8 | ¢ |- ]|+ [olv
28 |+ |+ |- |te| 43 |- |- ]+ |olv
25 |+l ¢|-Ifwni58 | ¢]-1|+ lolv

TABELA 22 Anilise Nitotica do dipldide

s //nic olv .
ws //nic alv,
ab nic fwn olv wys_
PARENTALS: oo pab nic_fm olv wys,

ic oly pab nic fwn olv mys

11

+ - + -
pab pab pab  pab

+ *
nys 14 8 fun 16 9
ws | 19 9 fm | 17 8
+ - ¢ -
fw fwm olv olv

+ +
wWs 22 e nic 23 8
ngs- 3 23 mc- '] 23
+ - 4 -
olv oly pab pab

* +
ns g 22 nic 17 8
ws | 25 3 nic | 16 9
+ - + -
nie aic fm fwn

+ +
wys ] 22 fic "] 23
ngs- 25 3 nic- 23 "]

|, -

pad pab

+
olv 17 8
olv | 16 9

Total de 358 segregantes
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TABELA

’ . ’
23 Harcas auxotroficas e morfologicas

dos segreqantes do diplo‘ide
wet //nic olv .
-1 —l“l"".i

nic|met|COR|SEGRE|pabinic|met|COR
GANTE
fm| 26 - olv
tw| 2 |+ || |t
fun) 28 - ely
fwm] 29 - olv
fwn| 30 - olv
fw| 31 - |7+ lotv

T
alzluls|ﬁ|2|s|=|:|=|a|:|=|rs|=|= S sls ® a|2|a}s|s §_§
m

i [
el et e b bl e e = e B

¢|¢|+|¢I*l+|+|¢|+|¢|¢|#|-‘-|¢|+I¢ - #"ﬁ - #I#I#l#l#

o ol ot o ol ol I I ol ol I B 0 o B B K B A G R R

ole
olv

elv
olv
olv
olv
olv
elv
olv
olv
olv

olv

%|s|s|s|a|a 2|ala =|s|s|=~s|s alalg :~.'|s

#I#lll#li-l*l#lll‘llI-O-I#I-t-l-r *l#l#'#l# #lll#'*l-ﬁll

¢|+|+|+|+|¢|#|+|"'I+I+|+l+|l *I#l#l*l# +|¢|¢|¢I¢|*

olv
olv
alv
olv
olv
oly

- 58 —

TABELA 24 Analise Mitbtica do dipldide
net //nic olv .

net
PARENTAIS: =1

nic olv
173
R - I + -
pab pab pab pab
+ +
et 27 12 fwn 20 ]
met | 6 5 fon | 13 12
+ - + -
fwn fwn olv olv
+ +
wet 24 13 nic 23 @
mt | 110 gic | @ 2
& - + -
olv eolv pab pab
4
net 15 24 pic 13 12
met | 18 1 nic | 26 5
* - + -
| nic nic | fwn fun
L 2 L ]
et 15 24 nic ] 23
wet | 18 1 pic | 25 9
+ -
| pab pab
+
oly 12
olv‘ 3

- $ - 4 -
pab nic fwn olv wet

$ - + - ¢
pab nic fwn olv met

Total de 58 segregantes



4.11.7. Diplofde 5591//31919133
Foram obtidos 50 segregantes através da meto-
dologla descrita no ftem 3.9.1.(25 segregantes olv em MM + Benlate +
requerimentos nutricionais e 25 fwn em MC + Benlate), caracterizados
segundo o ftem 3.9.2. e os resultados estio na TABELA 25.
Através dos dados da TABELA 25 fol feita a
andlise mitdtica (TABELA 26) que mostra que o gene ggg1 ndo deve es-

tar ligado aos demais genes envolvidos no cruzamento.

4.11.8. Dipldide g£g1//lyg1gig1
Foram obtidos 50 segregantes através da meto-
dologia descrita no (tem 3.9.1.(25 segregantes fwn em MC + Benlate e
25 segregantes olv em MM + Benlate + requerimentes nutricionais), ca-
racterizados segundo o ftem 3.9.2. e os resultados est¥o na TABELA 27.
| Através da TABELA 27 foi feita a andlise mitd-
tica (TABELA 28) que mostra que os genes g;g1 e lys, ndo devem estar

1
no mesmo grupo de iigag¥o.
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TABELA 25 Narcas auxotrt?ficas ¢ nuri‘olo'gicas TABELA 26 Analise Mitotica do diplaide
dos segregantes do dipléide arg //nic olv .
//nic olv B

- + - & -
pab nic fun olv arg
- - T

PARENTAIS: —31 !

mlma pab nic fwn olv arg
gﬁEﬁrRE pab nxcamconatﬁrk%pah nic|arg|COR
B -+ | ¢ |fm] 26 |+ ]| -1]¢ |olv ‘ + - + -
— it pah  pab pab pad
200 O I 1 P I " "
_as_LL+mzsL;_:_o_l_g arg | 19 23 fwm | 18 15
84 |+ |+ | -[fmm] 29 |-]| -] ¢ |olv - -
-ag- il E;; -5;- — =+ ;T;' ary 3 3 fwn 12 13
rRpnoErEaanT . .
an =t |+ |ftm} 32 =§i=1+ |olv i fun fwn | olv ol
8 ¢ |+ |+ ifwm|33 |-]|-|¢|olv ¢ _*
T—:—T " ;-."— % 77—*—;; arg 235 1?7 nic 23 ]
10 j ¢+ | ¢ |+ [twm|35 4| |+ lolv arg | 0 8 mic | @ 25
AL (- | # (fwm] 36 |- |- [# lelv
12 |- |+ g+ |twm{ 31 |+ |- ]* [olv ¢ - ¢ -
JEER NI 1 T I S T
14 -1 ¢ ¢ [fem| D9 =1 =1]¢Jolv arg 17 25 nic 12 13
A5 |+ (4 |- [fwm] 48 (- (- | ¢ lolv - -
TTTT;TTTT;E arg 8 @ nic | 18 13
O I3 08 5 e o .
LA Ml 0 Ml £ L Sl el S L1\ Ric  nic fw fw
20 [~ |+ - |[fn] 45 |~ ¢ lolv
21 |- | ¢ |- |tw| a6 |¢ |- 1+ [olv arg | 8 @ nic | 25 @
22 |-+ |-|fwm| 47 [~ 1-|¢ |olv
S I R 1) I I K .-
20 {4 le )+ ifwmi@s |4 -]+ foly | pab_pab
23 =l +} + |fem| 50 =1 =-1+lolv olv+ 12 13

olv | 18 15

Total de 58 segregantes
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TABELA 27 Harcas auxotroficas e morfoldgicas
dos segregantes do diploide

arg,//lus e, -
gﬁﬁ%lpah nic mllys lCOR %&Rﬂpaﬁ nicla:g lyleOR
R R RN RN R KAt
B2 |+ |+ |- |-|fw|2? |+ |-]¢)¢ ] ovl
B |- | ¢ |- |+l 28 | ¢ [ |+ folv
84 |+ |+ |+ |-{fm|20 |~ |- |+ ]¢ |olv
85 |+ |+ |+ |- |fwm| 38 |- |- |+ |¢lolv
B |- |+ ||+ |owml B [ =) - Jerv
B |- |+ |+ |-tewm|32 {-|-|+]|¢lotv
8 |+ |+ |+ |-ltwm|33 |¢|-|+]¢ olv
@ |+ |+ |- |-t 38 | ¢ |- 1¢|¢ |olv
0 fefotelofim|35 |- |- [e] oo
|- ¢]=]-fem]| 36 ¢t |=-1+1]¢ lolv
EER I
_1?_+T- -mT- =]+ ¢ {olv
14 |- e || -ltm|39 |+ | -]+ |+ folv
o I
TS 8 I A N
17 | -+ |+ | ¢ |{fwm}| 42 +)=-]¢t]¢t {olv
18 |+ |+ |- -lrwm| a3 |+ |- |+ ¢lote
19 |- {e |-t lrenjaa Lot - et s fotw
28 |+ |+ |+ |- (fwm| a5 | ¥ |-+ ]|+ [otv
2 | # e |- vitwm| 46 |4 |-1¢ ]+ |olv
22 | ¢ ¢ |+ |- twm|ar |6 |-+ [+ lolv
38 e i e
_E_iTT-fm” +ti=¢]¢ {olv
25 e i e+ lowmlse [ &0 —1¢i% oy

TABELA 28 Anilise Nitdtica do dipldide
//lys nic .
!ﬂl .2.1__1

- & - 4 - &
pad nic fwn e¢lv arg lys
+t - ¢+ - ¢ -

Pnnznrnls=£1 RO .
nic W olv s
lus nie, ary
+ - + -
pab pab | pab pab
+ +
arg | 25 13 s | 19 13
arg | 6 6 lys | 12 6
+ - + -
! fwmm fwn __!‘un fun
+ +
arg 23 13 lys 23 9
ars | @ 12 s | 2 16
' -
| arg  arg
+
lys 27 3
Iys | 11 7



4.11.9. Dipldide ggg1ly§1//gg§1nig1
Foram obtidos 50 segregantes através da meto-
dologla descrfta no ftem 3.9.1.(MC + Benlate), caracterizados segundo
o ftem 3.9.2. e os resultados est%o na TABELA 29
Através dos dados da TABELA 29 foif feita a
andlise mitdética (TABELA 30) que mostra que os genes arg; e met deven

1
estar no mesmo grupo de ligag3o.

4.11.10. Recombinaglo genética entre marcas nos cruzamentos

egstudados

A TABELA 31 mostra, para cada combinag3o de
marcas em todos os cruzamentos, o numero de segregantes do tlpo paren-

tal e recombimante. Pode-se verificar a liga¢%o das marcas glv nic

3! 1!
£gn1 » WL, §.1.91, gbns e mys, e das marcas arg, e mgg1 . Veriflca-se

também que as genes pab, e lys n%o estio llgadas aos demals genes es-

=1 1

tudados.
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TRBELA 29 MNarcas auxotroficas e norfolc;qicas TABELA 38 Anilise Nitdotica do diplaoide
dos segregantes do dipldide gglu_slllle_tlml.
lys //wet nic
I
SEGRE [pab]ni 1 t|COR|SEGRE|pab 1 t|COR g
nic S| ne nic s {me
i e i CANTE|” i R R
——————t— E arg lys : pab aic fwn olv arg lys net
al t |+ ¢ -1+fwm} 26 (¢ ]} ¢] -]~ ]fumn i g 11 t - & - % + -
f——l— e | ] ] | e | e | e | — | e [ —— 1 t nic : pab nic fwn olv arg lys met
02 -~ ¢ | =-1¢]¢ [fwm] 27 t |+ 2] - |fwm g 11
163 + e | -] ¢]¢ fm) 28 t]+]-1~]% [fmm
| o4 -l ¢ | s +]- [fun] 29 - +{+]-1~[twm
s [¢[+{i-]el{+i{tmj30 [-[¢][¢]|+]-~[twm
"4 + 141 ~-1 41+ |fum] 31 -l¢] ]+~ [T
@ [TV " qoml 3z (- [+ |0 |+ |- |=
108 {-tel-le{elemi33 [+1e|ls]-1]-I[ftmm + - + -
1 ammmm | e | | e | e e | e | e | e [ e | f e [ | e lys lys arg arg
:99 -+ ~-1+1¢+ (fun]| 34 ¢+l ¢ ~-1- ifwm {' *%
1@ |+ 1+¢# 1 ¢ | ¢!~ {fwn] 35 ={+|~-1+1+ [fum met 15 10 lys 1?7 14
11 tielel-1+|t 36 -+ ¢ 74} -1if - -
B A0 R R o A DO Y L MO0 SO bt wet [ 16 9 lys | 13 6
12 R EREERERERI" 1Y -lti=-3=-1¢ |fwm
‘13 +]¢1+]-]~|fm| 38 o P i A R fun_
| 14 -l ¢{-1#]+ {fun] 39 t 4] ¢t]=]-|ftwm
i1 + |+ -1+%1]+ |fwn] 48 +{+1-1~-1+[fm
16 [+ [ ¢ [-{-[¢|fun[ 4 [-[¢ [+ ] -]+ [im
(L Tl L LA LN £ 2 el L il L LR L
ltg [¢]elele|-~itm|a3 {¢]{e]+]-]-|tem + -
e} o= —| =~ —} —} — | ——} = — | —| — | —} —— arg arg
i) -+ |+ ¢t} - |fum] 44 tl+]|t] -]+ [tm "
B |~ +i=-]t1¢{fumid5 =1+ ¢]|t]-ifum met 5 2@
i ¢l =-1¢{¢]f 46 ¢+ i¢ |t r]- -
A [efei-jejefim 46 [+ fefe ] [im wt | 25
22 t[+f-]=1++ (fwm]| 47 + |t [¢{+]| - [fwm
23 ¢+l +#[-1-1+ifum! 48 + |+l e]le]- _fnn
H | =l +{-f{+ |+ (fuml 49 +l+1e{-t-{fwn
3 t |+ {41 ¢}~ |fwnl 58 -1 -1+ 41 ¢+~ lolv
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TABELA 31 Resultados combinados

. - s,
de recombinagao genetica entre marcas nos cruzamentos estudades.

* b

P R P R P R P R P R P R P R P R P R] P R
p_a_bl 238 220 | 58 42 2 18| 25 25| 29 21| 19 31| 23 27| 65 83 | 231 219f 231 219
gl_\:s 443 1| 6@ 40| 91 39| @ @] 580 e| 45 5| 472 3| 65 85 L
f_l_l_n_l 449 1| 60 40| 91 59| 5@ @] 3@ 9 45 5| 47 3| 57 93

2 ]

lys | 85 65| 26 24| 62 88| - [ - o] o= ] - -
s | 47 3| - | == = e e | e | - -
e,
tio | #4 6] - —-f - | ~- —| - -
—1
ebr 8 @8 - = e e - -
=

e 8| - - | - --
nar,
arg | 91 59| 45 4
net 68 48
-1

*

#% segregantes recombinantes
*Ex cruzamentos nao realizados

segregantes do tipo parental

. ' R
#H marcas epistaticas
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4.12. Produg¢3o de Amiloglicosidase

Com o objetivo de se verificar se as mutagBes introduzi-
das afetavam a produ¢¥o da enzima nos mutantes, foram reallzados os
experi{mentos como descrito no ftem 3.6., @ os resultados analisgados

segundo o (tem 3.10..

4.12.1. Experimentos 1 e 2.

As TABELAS Al e A2 do Apéndice de tabelas (Ex-
perimentos 1t e 2 reséectivamente) mostram os resultados obtidos rela-
tivos a produ¢¥o dos mutantes gpgs e §191 « Beus respectivos dipldi-
des, dipldide controle pgp1£gn1/lnig1_lga (1) (dipldide controle ng-
mero 1) e respectivos parentals. As andlises estatfsticas est3o nas
TABELAS 32 e 33.

Através da TABELA 32 verifica-se que, embora
ha ja lnteracéo gignificativa entre linhagens x Experimentos, isto &,
embora o comportamento relativo daas linhagens varie significativamente
de um experimento para outro, hd diferengas gerais de linhagens que se
sobrep@em a essas variacBes, de maneira que se pode indicar 1inhagens
com produ¢¥o de amiloglicoslidase malor ou menor que outras para ambos
o8 experimentos. Assim, na TABELA 33 verifica-se que ambos o8 mutantes
apresentam produ¢3¥o signiflcativamente menor que a linhagem parental

, contudo a producgd3o dos dipldides tio, //nic. olv e

1 1 3
ngs ndo diferem significativamente da 1linhagem parental

-65_



DAQ1Ql!3 » nem da l!inhagem QQQI£EQ1 » sugerindo que as muta¢Bes intro-
duzidas nos mutantes afetam a produg3o e s3o complementadas nos res-
pectlvos dipldides.

0 dipldide controle niumero 1 apresenta produ-

¢do signiflcativamente menor que todas as demals linhagens testadas.

_66.—
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TABELA 32 #nialise de variancia dos dados dos Experimentos {

e 2.
Causa da Graus de Soma dos
.- . Quadrado F
Variagao Liberdade  Quadradoes Medio
Experinento 1 2,9 2,9
*
Linhagen 6 482.9 88,3 9,7
0
Exper.x Linhagen 6 84,8 14,0 4.9
Residuo 56 197,3 3.5
Total 69 767,1

% significativo a aivel de S%.
#x gignificativo a nivel de 1%.

TABELA 33 Conparaqfo das médias pelo teste de Tukey dos
dados da TABELA 32.

Linhagens ARG (U/mD)
pab fwn 14,1 a
tio //nic olv 13,2 a
=1 =11
nic ol 12,8 a b
13
ebr //nic ol 11,9 a b
= I3
ebr : 2.9 b
3
ti 9.1 b
-1
ab //nic ol {1) 3.7
2_.1..!.‘1 "_910_;3 [
pHs = 2,9

1x

As medias _ com as mesmas letras nao diferem significativa-
mente a nivel de 1%,



4.12.2. Experimentos 3 e 4.

As TABELAS A3 e A4 do Apéndice de tabelas (Ex-
perimento 3 e 4 respectivamente) mostram os resultados obtidos de
produg3o do mutante mgr

n do parental pgp1fgg1 , da linhagem njic_, olv

1

e dos dipldides mgr,.//nic olv e ng1£yg1llglgioly (2)(dipldide con-

—2 U173 =3
trole numero 2). As andlises estatfsticas est3o nas TABELAS 34 e 35.
Através da TABELA 34 veriflca-se que embora
haja um efeito significativo de experimento, isto é, embora o compor-
tamento relativo das linhagens varle de um experlimento para outro, hé
diferencas geralis entre linhagens que se sobrepdem as varlagBes entre
experimentos, de maneira que se pode Indlcar ltnhagens com produc¢io de
amiloglicosidase maior ou menor que outras em ambos os experimentos.
Pode-ge verificar na TABELA 35 que a produg3o

do mutante ngr, parentais e dipléide mgnsznigigl ndo diferem sig-

¥3
nificativamente entre si, sugerindo que a mutag¢3o gg;znﬁo afeta produ-
¢3o. Por outro lado, © dipldéide controle nimero 2 , apresenta producg3o

significativamente mator que as linhagens 3151—l¥3 e ggcz

3



TABELA 34 Andlise de variancia dos dados dos Experimentos 3 e 4.

Causa da Graus de Soma dos d ¥
- a
Variagao Liberdade luadrados dgoa
*
Experimentos 1 36,1 36,1 8,2
%
Linhagen 4 106,8 26,7 6,8
Exper.x Linhagen 4 15,8 3.9
Residuo 49 17,2 4,4
Total 49 333.,9

#® significativo a nivel de 5%,
w% significativo a nivel de 1%,

TABELA 39 Conparaq:o das médias pelo teste de Tukey dos dades
da TABELA 34,

linhagens AG (U/mD)

wab fwn //nic olv, (0 133 a

pab fwm 12,9 a b

—1—
//nic olv 11,7 a b

mz D

olv 9,8 b

1"3
9.4 b

L)
s = 3,2

1%

As médias J0m as mesmas letras nao diferem significativa-
mente a nivel de 1%.
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4.12.3. Experimentos 5 e 6

As TABELAS A5 e A6 do Apé&ndice de tabelas (Ex-
perlmentos 35 e b6 respectivamente) mostram os resultados obtidos de

produ¢3o dos mutantes pur, , arg, , lys, , do parental pab fwn 6 , da

1T EEE e 1

q @ dos dipldides pur,//nic,olv, ,pab fwn, //nie,

(1> e (2)(dipldides controle nimero 1 e 2). As anidlises estatfsticas

linhagem 2151912 ely

3
est3o nas TABELAS 36 e 37.

Através da TABELA 36 verifica-se que embora
haja efeito de experimento e Interag3o significativa dé l inhagens x
experimentos, as diferengas entre linhagens se sobrep@em a essas va-
riagdes.

Assim, pode-se verificar na TABELA 37 que a

produg¢do médla do mutante lys & significativamente menor que as ou-

1

tras linhagens testadas. O dipldide 1y§1//glg1gigé

semelhante aos demais dipldides (com exce¢¥o do dipldide controle nu-

apresenta produgo

merc 1), apenas diferindo llgelfamente da 1linhagem QQQ‘ ggn1 (maior

produtora nestes testes). Desta forma pode-se sugerir que a mutac3o

ly§1 deve ter éfeito pleiotrdépico na produg3o da enzima amiloglicosi-
dase, sendo este complementado no dipldide.

O mutante arg, (TABELA 37), apresenta média de
produ¢do que difere significativamente tanto da parental p§p1fgn1quan—
to do dipldide ggg1//n1c olv3 » 8endo que este Ultimo tem produgio se-

1
melhante a do parental pic_olv_ e da linhagem pab_ fwn, .Assim, a muta-

1 3 o1
¢8o iIntroduzida parece ter efeito plelotrépico na produgio da enzima,

gsendo complementada no dipldéide.
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O mutante pur, (TABELA 37) apresenta produgHo
gsemelhante a do dipldide 9321//51919;23 , diferindo significativamen-
te, contudo da produg¥o da parental pgh1fgg1 . Este dipldéide, ne en-
tanto tem producdo semelhante a da parental 51919123 e da linhagem
E§§1£gg1 -Pode-se sugerir ent¥o, que hd uma alterac¢lo que afeta ligel-

ramente a produc¢¥o de amiloglicosidase do mutante pg:1 , © essa alte-

racdo é complementada no diplildide Qgg1//uLQ1Q123

-
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TABELA 36 Analise de variancia dos dados dos Experimentos 5 e 6.

Causa da Graus de Soma dos
. - . Quadrado F
Variacao Liberdade Quadrados Redio
P
Experimento 1 123,4 123.4 21.6
®X
Linhagen 9 1836,3 204.0 16,2
%
Exper.x Linhagen 9 114,08 12,6 2,2
Residuo 80 469,6 5,7
Total 93 2534,3

# significativo a nivel de 54.
*% significative a nivel de 1%.

TABELA 37 Conparaqi’o das médias pelo teste de

BELA 36.

Linhzgens

-
1ys //nig oly,

ab fwn //nic alv (2)
2""1""1 "91'"'3

15,9
13,3
12.4
1.2
18,9
18,3
9,8
3,3
3.

a9

U/mbd

a

a b

a b

a b
b
b
b

Tukey dos dados da Ia-

A N . P . 'd
s méﬁxgi com as mesmas letras nao diferem significativamente a ni-

vel de
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4.12._4. Experimento 7.

A TABELA A7 do Apéndice de Tabelas (Experimén—

to 7) mostra os resultados de produg3o obtidos para oz mutantes QQLi

1 +2rg, :dos segregantes ggging (segregante niumero 11 do dipldide

1
arg, //Lz§1 nLg1 ), ggL1 nlg1 (segregante nudmero 37 do dipldlde
t

12§1//2191Ql!3)- dos dipldides formados entre eles, parentaisg pgp1 fwn

nic (segregante numero 46 do dipldide
1
e dipldide controle numero 2. As andlises estatisticas des-

ses dados est3%oc nas TABELAS 38 e 39.

Através da TABELA 38 verifica-se que apesar
das grandes varlia¢@es de produg3o ocorridas entre repeti¢Bes da mesma
l11'nhagem, houve diferencas significativas entre !inhagens.

Na TABELA 39 pode-se verlificar que a produg3o
MNAO

do mutante pys //31919133 diferiu significativamen-

1 e do dipldide mg§1

te da parental pgp1fgg1. 0O mesmo ocorreu com o mutante met. e seu di-

=1

pldéide correspondente g_;1//gig 1v sugerindo que estaz mutaces

1===3°
n¥o afetam significativamente a produgZo da enzima amiloglicosidase.

Para se fazer andlise mitética entre ags marcas

)
s

£g, - ly§1 e gg§1 foram cruzados o mutante arg, e o segregante

e
]

¥ nic., , e ainda os segregantes ggg'iyg e met_nic. , sendeo também

LI 1 i R |
analisada sua produ¢¥o. Desta maneira pode-se confirmar os resultados

obtidos nos Experimentos 3 e 4 quanto as marcas ggg1 e lys. e quanto a

1
marca QQLIneste mesmno teste, sendo que os segregantes que tem a marca

2rg, e/ou l¥§1 apresentaram produc¢do significativamente inferior 3 pa-

N
rental, e o que tem a marca gg§1 ndo diferiu. )
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A produg3do de todos os dipléides nZFo diferiu
entre =1, nem da parental Q§Q1£gg1. Nota-se, em relag3o ao dipldide

controle numero 2, que a sua producdo fol mals elevada se comparado

aos experimentos anteriores (Experimentos 3; 4; 5 e 6).

4.12.5. Produ¢3o de amilogllicosidase das linhagens analisadas

A TABELA 40 mostira a média de produg3oc de ami-
loglicosidase das |linhagens analisadas neste trabalho, e a dlstribui-
¢d3o de todas as repeti¢Bes em classes de 1 unidade de AG. Observa-se
assim a grande varlagdo de produc¥o tanto inter quanto intra |inhagem,
podendo-se distinguir bem as aquelas de producéo inferfor tais como as

com marcas arg, e lys. e o dipldide controle numero 1.

1

—T74 —



i , "
* TABELA 38 Analise de variancia dos dados dos Experiments 7,

Causa da Graus de Soma dos
o . Quadrado F
Variagao Liberdade Quadsrados Bedio
X
Linhagen 12 2589 20,1 22,9
Res{duo 52 YE 9,1
Total 64 2982

x% significativo a nivel de 1%.

TABELA 39 Comparacao das medias pelo teste de Tukey dos
dados da TABELA 38.

Linhagens AG (U/m1)
ab fwn //nic olv  (2) 18,3
B Y, :
lys //met nic 18,3
ﬁ """1 _-1i1 :
i 18,
nic olv, e 2
t 15,9 a b
i |
t //ni 5.9 }
ab » 4.9 b
Ll—ml 1 i
s //nic olvy 14,7 2 b
ﬂ'l =13
/7 i 14,2 b
L’ﬂl .‘.‘51&1_‘."1 a
p&fll‘_lil_: ‘18,4 b ¢
nys 9.4 b ¢
-1
arg 1.6 ¢
|
lys nic @9
22,08
lys 8.3
eSS
DHS = 72,5
1%

As medias , c?ndas mesmas letras nao diferem significativa-

mente a nivel de 1%,
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TABELA 49 Produqi’o média de amiloglicosidase (U/m1) dos mutantes, parentais e diploides e a distribuiq'a'o

das repetiq&'es em classes de 1 unidade,

Linhagen

ab fwn
E 1

lys
arg lus,

lys nic
=11

met Ric

-—bl—n

fwn //nic olv (1)
El—i -—1~=3

pab fun //nic olv

2 173
a_rglllmc oly

2)

nedia
15,16
12,18
9,19
8,92
4,76
15,9
10,97
9.46
9,98
3,45
9,37
9,93
10,44
5,46
12,99
13,28
9,97
13,49
15,89
12,38
14,75
11,95
11,75
14,24

18,30

9 3 18 15 20 25
c e e e . Ll T LA A S 200202, L1,
e e e s s sl o2 %5 4402.2.00 L1 L2 .
e T T A T N T

T T
R T T N T
S T T
S T T T T TR PO P

e T
T T O T T T
e T O T T T

St h e e e e e e e e e e e e e e e e e

T T
T O T 2
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5. DISCUSSXO

5.1. Gbtencgd3o de Mutantes
5.1.1. Auxotrdéflcos

0 enriquecimento de mutantes auxotrdéficos por
filtragdo n%¥o se mostrou eflicaz, resultando em baixa frequéncla de mu-
tantes (7,5.10 ), o que deve ter ocorrido devido a de perda de potén-
cia da l&mpada de luz Ultra-Violeta usada. Este fato jJustificaria a
auséncia de obteng3o de mutantes a partir do ensaio numero 13, quando
fol testado o maior niumero de coldnlaa (2860 coldnias).

OLSON e NIELSEN (1981) também utilizaram fil-
trag¥o e selecionaram 5 mutantes auxotrdéficos em 997 coldntas testa-
das do Ficomiceto Allomyces macrogynus, irradiado com luz Ultra Viole-
ta. BOS (1985) também obteve resultados positivos utilizandeo filtragdo
para obter mutantes de Aspesgillius niger.

A baixa frequéncia de mutantes obtidos com EMS
(2,2.1045 deve ter gldo devido a variag3o da concentra¢do final do mu-
tagénico nos ensaios, e consequente aumento da porcentagem de sobrevi-
véncia dos confdios, pols grande parte das colénlas testadas foram

provenientes de ensajos com sobrevivéncia maiores que 15X%.

5.1.2. Resistentes
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A concentracg¥o de 0,5 ug/ml de Verde Malaquita
fol suficiente para selecionar mutantes resistentes A concentracdes
superiores (30 aug/ml), sendo que com 10 ug/mi a linhagem parental
sensfvel n3o apresenta crescimento. O mutante mgr, apresenta reducdo
de crescimento com 35 ug/ml e n¥o cresce com 50/ug/m!. WARR e ROPER
(1965, trabalhando com Aspergillus nidulans, obtiveram mutante re-
sistente a concentracBes de 10 ug/ml de Verde Malaquita em concentra-
cBes de 0,27 ng/ml. Fol usada a concentrag3o de 30 ug/ml dessa droga
nos testes para andlise genética dessa marca.

0 Verde HMalaqulta parece apresentar efelto ha-
ploidizante em Aspergillus niger, pois fol observada haploidizac3o
mesmo em dipléides sem marcas de resisténcia 2a droga. AZEVEDD e
col.(1977) verificaram efetto semelhante do funglcida Cloroneb em di-
pldides de A.nidulans.

A concentrag3o de 15 ug/ml de Brometo de Etf-
dlo fol suficlente para selecionar mutantes resistentes a4 concentra-
¢8es de 40 ug/ml.

A linhagenm p§§1£wn ndo cresceu em concentra-

-1

c¢Ues de lo/ug/ml da droga e o mutante gbgs fol capaz de crescer bem
até 140 ng/mi. A concentrag3o de 100 ug/ml fol usada nos testes para

andlises genéticas da marca gggs.

5.2. Teste de interag%o Alélica e ComplementagZo em Dipldides.

A marca de resisténclia ao Verde Malaqulita parece ser re-

cessiva (FIGURA 1), pois o dipldide apresenta resisténcia muito infe-
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rier ao mutante e semelhante a linhagem parental. UARR e ROPER (1965)
também obtiveram mutante resistente ao Verde Malaquita em Aspergillus
nidulans com caracterfsticas recessivas.

A marca de resisténcia ao Brometo de Etfdio parece sger
seml-dominante (FIGURA 2), pols o dipldlde apresenta resisténcia infe-
rior a do mutante e superior ao parental pgp1£gn1.

AZEVEDO e col. (1977), SCARAZZATTI e col. (1379), BEHARA
e GARBER (1980) e BIANCHI e col. (1981) também isolaram mutantes re-
slstentes com caracterfsticas semi-dominantes, respectivamente enm
Aasperglllus nldulans para Cloroneb e Brometo de Etfdio, Penlcillium
1talicum para tlabendazol e Saccharoayces cerevisiae para Mangands.
Ainda em relag3o ao Cloroneb, TUYLL (1977), MARTINEZ-ROSSI (1879,
GROSSI (1980) e BARACHO (13887) estudaram genes que eles consideraram
recesslivos.

Todas as marcas auxotréficas estudadas que segregaram
parecem ser recesslvas pols og dipldides obtidos cresceram em MM. A
marca py§1n§o foi recuperada em nenhum segregante obtido de dois di-
pléides sintetizados entre as linhagens pur, e nig1glga Assim estes
dotis dlpldldeé podem ser clasgificados como do tipo CS 111, segundo
BONATELL! JR e col.(1983) por n3o segregarem todas as marcas envolvi-
das no cruzamento, e os demals dipldides obtidos neste trabalho como
do tipo CS I por segregarem todas as marcas.

0 fato de n3o ser recuperadas certas marcas genéticas
poderia ser explicado pela ocorréncia de crossing-over ou n3o disjun-
¢d0 mitdtica, com perda do alelo mutante estudado, ficando o dipldlide
em homozigose para o alelo selvagem. Este fato fol comentado por LHOAS

(1967) e BOS (1985S) como uma possibilidade quando se replica multas ve-
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zes o dipldide antes da haploidizag¥o, o que n¥%o ocorreu no presente
trabalho.

N3o fol possivel isolar heterocdrio ou dipléide entre as

e nic s3c alelos,

l inhagens giga e nlc olv, o que sugere que nlicg ;

t 3
sendo denominados nic A

$5.3. Andlises Genéticas

Através das andlises mitdticas realizadas pode-se suge-

(olv_ e fun, K devem estar

rir que os genes mgr, ,ebr . ,tio .mys ,nlc 3 © fun,

=1

1
ligados (TABELAS 14, 16, 20 e 22)

Os genes lyg1 . 2rg, © gg;1 parecem ndo estar ligados
aos demais genes marcadores utilizados (TABELAS 18, 24 e 26), sendo
que arg, e ggg1 parecem estar no mesmo grupo de liga¢¥%o (TABELAS
28 e 30).

Os desvios da propor¢Zo 1:1 de segregantes encontrados
principalmente nos cruzamentos que envolveram a marca arg, e a marca
mg§1 em relacéo a marca glgs (segregantes'ollva deflcleptes para argi-
nina ou metionina) n¥o afetaram a determinac¥o dos grupos de 1igag¢Ho
pois foram encontrados grande numero de segregantes marrons prototrdé-
ficos que mostraram inequivocamente que aquelas marcas n3o est¥o liga-
das as de colorag¢¥o de confdios.

Desvios na propor¢do 1:1 de segregantes também foram ob-
servados por LHDAS (1967) em Aspergllluz niger, principalmente para a
marca leu 3, por PAPA (1982) em A.flavus, em relag3o a marca nor e por

HAMLYN e col.(1985) em Cephalosporium acremonjum, em relagZo a marca

leu.
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No presente trabalho também fol verificado uma menor
frequénclia de aparecimento de setores verde ollva em geral, o que con-
corda com o observado por PONTECORVUO e col.(1953 a), BALL e col.
(1978) e UMBUZEIRO VALENT (1985).

Através dos dados obtidos de todos os cruzamentos reali-
zados (TABELA 31) pode-se identiflicar 4 grupos de llgag3o nessa 1inha-

gem designados a segulir:

[ nlc Ay, fwn, eolv, mgr, ggns LL-, mys ,
It pab,

111 lys,

IV arg.  met

A ordem dos genes no grupo | e IV n¥o foi determinada.

5.4. Produgdo de Amilogliceslidase

As marcas gggl .12§1 .QQES -ELQI e pur parecem ter efel-
to plelotrdépico na produgdo de amiloglicosidase, pois mutantes ou se-
gregantes com estas marcas apresentaram produg¢do slignificativamente
menor que a linhagem parental 93912591 (TABELAS 33, 37 e 39). Outra
possibilidade seria a existéncia de uma segunda mutag3o responsdvel
pela diminuicdo de produgido, como sugerido por MACDONALD (1963) para
producdo de penicilina em Penicfllium chrysogenum. Este autor verifi-
cou que a baixa produc3o de mutantes auxotrdficos era devido princi-
paimente a efeito plelotrdpico, mag que havia também outro efelto adi-

cional envolvido. No presente trabalho n3o hd evidenclias suficientes

para eliminar qualsquer das duas possibillidades.
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CHANG e TERRY (1873) observaram diminui¢¥o na produgHo
de amiloglicoslidase e dcido cftrico em mutantes de Asperglllus niger e
A.foetldus , BALL e col. (1978) de amlloglicosidase em mutantes de A,
niger e MACDONALD e col. (1972) de penicilina em mutantes de A.
nidulans.

De acordo com UMBUZEIRO VALENT (1985) os mutantes arg e
lyg poderiam szer classiflcados como de balxa e o muténte LLQ1 como de
medl a produ¢3o, sendo que os mutantes ghgs e pur, ndo apresentaram
diminui¢do de produ¢io nos niveis correspondentes a2 essa classifica-
cdo.

As marcas mg;z ’ Qg§1 e meg1n§o parecem ter efeito na

produg3o de amiloglicosidase pois a produg3o dos segregantes com essas

marcas n3o diferiram significattvamente da linhagem parentatl Q§Q1£gg1,

nem dos seus respectivos dipldides. Ao contririo da marca met'estudada
neste trabalho, aquela estudada por BALL e col. (1978), nesta mesma
espécie, ocasionou diminuic3o de produc3o de amiloglicosidase.

ILCZUK e FIEDUREK (1986) conseguiram selecionar rever-
tentes com produg¥o 40X maior que o prototréfico major produtor de
amiloglicosidase em Aspergtllus niger, sendo esta uma outra alternati-
va de melhoramento neste fungo.

Quanto aos dipldides, nenhum dos estudados mostrou pro-
duc3o significativamente malor que a linhagem parental pab f‘wn| em-to—
dos os experimentos. DAS e ROY (1978) obtiveram um dipléide com produ-
¢¥%o de dcido cftrico 1,2 vezes malor que a linhagem parental selvagen.
CHANG e TERRY (1973), por outro lado, n¥o conseguiram dipléide com

malor produ¢do, como no presente trabalho.
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Outro aspecto bem evidenciado neste trabalho fol as di-
ferengas significativas de produ¢do entre os dipldides controle numero
1 e 2 (TABELA 37). Considerando que os dipldides foram sintetizados
.entre as mesmas linhagens, através da mesma técnica, a diferenga de
producdo observada n3o pode ser facllmente expllcada. Uma diferencga
entre eles é que o numero 1 foi obtido por volta de tres anos antes do
nimeroc 2, sendo que antes apresentava produg¥o semelhante 3 parental

pab. fun (UMBUZEIRO VALENT, 1985) como o numero 2 no presente traba-

1
lho. Esse fato poderia ser explicado através de recombinagZo mitstica
gerando conf{dios com genes em homozlgose naquele dipldide, iniclalmen-
te heterozigoto e com produg¢do normal. Contudo nd3o se tem nenhuma evi-

déncla neste sentido, sendo este um aspecto Interesante que poderla

ser estudado em trabalhos posteriores.
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6. CONCLUSGES

1- Os mutagénicos usados (luz Ultra-Vicleta e EMS) foram eficien-

tes para Induzlir mutantes auxotrdéficos e de resisténcia a drogas.

2- 0 enriquecimento por filltrag¥o n3Fo se mostrou eficaz em aumentar
a frequéncia de mutantes provavelmente devido a problemas de diminui-

¢3%0o da poténcia da l18mpada de luz Ultra-Violeta.

3- 56 foram isolados mutantes resisténtes a Verde Malaquita e Bro-
meto de Etfdio apdz indugo com luz Ultra-Violeta e estas mutac8Ses se
mostraram recessiva e semi-dominante respectivamente, em relag%o ao

alelo selvagenm.

4- 0O Verde Malaquita teve efeito haploidizante em dipldides de
Agperglllua niger.
5- Os genes arg, , lys

’ 9221 , Mys_ e 3191 gse mostraram recessi-

1 1

vos. D gene Qiga obtido neste trabalho parece ser alelo ao 3151 obt ido
por BONATELLI JR e <col.(1982) sendo proposta a denominacgio nic A, e

nic A,.

6~ Através de andlise mitdtica fol verificado que as marcas estuda-

das estdo distribufdas em 4 grupos de lliga¢3o:

I nic A,,3 fwn, olv, mgr, ebr  tio, mys,



»

CAMP
11 pab,
T iys,
IV a2rg, met,
7~ Nenhum dipldide ou outra linhagem ensajada teve produgdo signi-
ficativamente maior que a linhagem parental ggh1 ﬁgg1 .08 mutantes

arg, : lvs, ths itlo, e pu:1apresentam redug¥o da produc¥o de ami-
loglicasidase, e os mutantes mgr, . met e Dys, tem produg¢3o semelhan-

-1

te a parental.
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7 RESUMO

Este trabalho teve por objetivos a obten¢dc de mutantes
auxotrdficos e de resisténcia a drogas em Aspergillus niger, para se-
rem utilizados na andlise genética via cliclo parassexual e estabelecl-
mento de novos grupes de ligac3o numa linhagem industrial utilizada
neste laboratdrio. Além disso, os parentais ,dipldldes e alguns segre-
gantes destes cruzamentos foram analisados para produ¢fio da enzima
ami loglicosidase.

As mutac¢Bes de resisténcia ao Verde Malaquita e ao Bro-
meto de Etfdio se mostraram recessiva e semi-dominante respectivamen-

te, e as auxotrdéficas arg, . lx§1 . met myg, e tio ge mostraram

17 =1 1
recessivas. 0O gene nga parece ser alelo do gene 5191 , sendo portanto
denominados nic As e nlc A,.

Através de andlise mitdtica foil verificado que as marcas
egstudadas est¥o distribufdas em 4 grupos de llga¢3o, sendo que a ordem
dos genes nos grupos | e 1V n¥o fot determinada:

I nle A"3 fwn, olv, mgr, ebr.  tio, mysg

1
[l pab
ITI lys
IV arg, wmet
Henhum dos dipldides ou demais linhagens ensaiadas apre-
gsentaram produg3o slignificativamente malor que a |inhagem parental pab
fwn . Os mutantes arg, . Lg§1 ,gggs ,LLQ1 e pur, apresentaram reducg3o
na produg3o de amlloglicosidazse, e oz mutantes mgr,, . ggL1 e mys, ti-

veram produ¢3o semelhante a parental.
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8 SUMMARY
This work had been done aiming the isolation and
genetical analysis of auxotrophic and resistant mutants in order to

enhance the number of identified linkage groups in a Industrial
strain. It was also assayed the glucoamylase production of mutants,
dipleoids and parental strains.

The mutations to Ethidium Bromide and Malaquite Green
resistance showed to be recessive e semi-dominant respectively, the
auxotrophtc ones, §£91 .met

'l¥§| , tio and mys, showed to be

1 1

recessive. The gene 9193 seemmed to be allele of 9191 and were
denominated njic A3 and nlc A,.
It was possible to identify four linkage groups in this
work. The gene order in linkage groups I and IV was not determined.
I nic Ay,; fwn, olv, mgr, ebr. Lio, mys,
11 pab,
Iy 1ys,
v~ arg, met,
‘None of the diploids or any other strain tested showed
glgnificant eleveted leQels of glucoamylase production compared to the
parental strain 9321£531 .

Mutants arg, , lys,  , ebr. , tio, and pur, had their

5
glucoamy!lase production reduced and mgr, . gg§1 and mys, did not have

thelr yelds altered signiflcantiy compared to the parental.

- 87—



9. BIBLIOGRAFIA

AL-AIDROOS, K., 1980. Demonstration of a parasexual cycle 1in the

entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae. Canadian_Journal_ _of

Genetlcs and Cytology, 22: 309-14.

AMIRKHANIAN, J. D. e J. W. COUAN, 13985. Mapping genes by meiotic and

UV-induced mitotic recombination in Coprinus cinereus. The__Journal

of Heredfty., Z&: 348-54.

ANDERSON, M. R. e C. S. DEPPE, 1977. Selection for conditional
lethals: a general negative selection system for Schizophyllum

commune. Genetical Research, 23: 393-6.

ANDERSON, J. B.; D. M. PETSCHE e A. L. FRANKLIN, 1985. HNuclear DHNA
content of Benomyl-induced segreganta of diploid strains of the

phytopathogenic fungus Armillaria mellea. Canadian__Journal of

Genetics and Cvtoleogy, 27: 47-30.

AZEVEDO, J. L., 1972. 0 ciclo parassexual em fungos. Revista de Micro-

biologla, 3: 157-68.

AZEVEDO, J. L., 1876. Variabilidade em fungos fitopatogénicos. Summa

Phytopakthologica, 2: 3-15.

- 88—



-—
'\'

.
CAMP

AZEVEDO, J. L.; E. P. SANTANA e R. BONATELLI JR., 1977. Resistance and
mitotic 1Instability to Chloroneb and 1,4-Oxathiin in Asperglllus

nidulans. Mutation Research, 48: 163-72.

AZEVEDO, J. L., 1987. Recombinag¢¥o em fungos fllamentosos. Em: COSTA,

S. 0. P. ed. Genética Molecular_e_de Microrganismog. Editora Manole

LTDA, S5%o Paulo, p 393-407.

BAGALHI, E., 1987. Parameiose em Metarhizium anisopliae (Metsch.)

Sorokin. Piracicaba, ESALQ/USP. 124p. (Tese de Mestrado).

BALL, C., 1971. Haploidization Analysis in Penicillfum chrysogenunm.

Journal of General_ Microblology, 66: 63-9.

BALL, C. e P. F. HAMLYN, 1978. The genetics of Acremonium chrysogenum.
Revista Brasileira de Genética, 1: 83-396.
BALL, C.; A. J. LAWURENCE; J. M. BUTLER e K. B. MORRISON, 1978.

lmprovement‘ in amyloglucosidase production following genetic

recombination of Aspergillus niger strains. European_ _Journal of

e e e e e et e e e e e e e D e

Applied Microbiology and_Blotechnology, 5: 95-102.

BANKS, G. T.; F. BINNS ¢ R. L. CUTCLIFFE, 1976. Recent developments In

the production and industrial applications of amylolytic enzymes

6: 95-139.



BARACHO, 1. R., 1987. Duonreganta geno &e rezistokapablo de A.nidulans

al Kloronebo. Hggigﬁgﬂggngglkg. 1: 17-28.

BEADLE, G. W. e E. L. TATUHM, 1941. Genetical control of blochemical

Wash., 27: 499-506.

BENNETT, J.W., 1979. Aflatoxins and anthraquinones from diploids of

Aspergillus parasiticus. Journal_of__General _Mlcrobiology, 113:

127-36.

BERAHA, L. e E. D. GARBER, 1966. Genetics of phytopathogenic fungt.
XV. A genetic study of resistance to sodlium orthophenylphenate and

socdium dehydroacetate in Penicillium expansum. American_Journal_ _of

o T aka S e e e A e M S i v S — —

Betany, 33: 1041-47.

BERAHA, L. e E. D. GARBER, 1980. A genetic study of resistance to

thlabendazole and sodium o-phenylphenate in Peniclllium 1talicum. by

L LI PP )

BIANCHI, M. E.; M. L. CARBONE; G. LUCCHINI e G.E. MAGHNI, 1981. Mutants

resistant to manganese in Saccharomyces cerevisiae.  Current

Genetics, 4: 215-20.

BONATELL! JR., R., 1981. Parassexualidade e produc®o de dcido cftrico

em Aspergillus niger. Piraclicaba, ESALQ/USP. 91p (Tese de Mestrado).

—90-



'“.
' 4
AMP

BONATELL! JR., R. e J. L. AZEVEDO, 1S82. Improved reproducibility of

4: 761-66,

BONATELL1 JR., R.; J. L. AZEVEDO e G. U. VALENT, 1982. Citric acid

production by Aspergillus niger mutants. Revista Brasilelra de _Ge-

nética, S: 483-32.
BONATELLI JR., R.; J. L. AZEVEDO e G. U. VALENT, 13983. Parasexuality
in a cltric acid producing strain of Aspergllilus nlger. Revista

Brasileira de_Genetica, §: 399-405.

BONATELL! JR., R.; G. U. VALENT; M. MASIERO; A. VIALTA e M. R. CALIL,
1984. Genetics of amyloglucosidase productlion in Aspergillus niger
and Aspergillus awamori. In: Japan-Brazll _Symposium on_Science__and

Technology, 4. Rlo de Janelro. v.2,p.34-41.

BOS, C. J., 1985. Induced mutation and somatic recombination as tools

for genetl¢ analysis and breeding of Imperfect fungli. Wageningem,

Agricultural! Universzity Wageningen. 156p (Tese de Doutorado).

BOs, C. J., 1987, Mutant collection and master strains of Asperglillus

niger. Fungal Geneticg_Newsletter, 34: 27.

BRADSHAW, R. E., J. W. BENNETT e J. F. PEBERDY, 1983. Parasexual
analyslis of' Asperglllus parasiticus. Journal of ___Geperal

Microblology, 123: 2117-23.

—-91—



>

AMP

CATCHESIDE, D, G., 1954. 1lsolation of nutritional mutants of
Neurospora crassa by flltration enrichment. Journal _of _General

Microbiclegy, 11: 34-6.

CATEN, C., E. @ J. L. JINKS, 1966. Heterokaryosis: Its significance In

wild homothallic ascomycetes and fung! lmperfect. Transactions_ _of

the_ British Mycological Socliety, 43: 81-93.

CATEN, C. E., 1981. Parasexual processes lﬁ fungi. In: GULL, K. e S.
G. OLIVER ed. The__Fungal Bucleus. Cambridge University Press,

p 291-214.

CHANG, L. T. e C. A. TERRY, 1973. Intergenic complementation of

glucoamylase and citric acid production In two apecles of

COOLEY, R. N.; H. R. HASLOCK e A. B. TOMSETT, 1986. Isolation and
characterization of cadmium-resistant mutants of  Aspergillus

nidulans. Current_Microbioleogy, 13: 265-68.

DAS, A e P. ROY, 1978. Improved production of cltric acid by a diploid

strain of Aspergilius niger. Canadian_Journal_of Mjcrobjiology, 24:

622-25.

DAY, P. R. e G. E. ANDERSON, 1961. Two linkage groups in Coprinus

lagopus. Genetical Research, 2: 414-23.



-
4

zAMP

DIXON, M. e E. C. WEBB, 1962. Enzvmeg. London, Longmans. 193p.

EDWARDS, G. F. StL.; G. HOLT e K. D. MACDONALD, 1974. Mutants of

Aspergillus nidulans impaired in penicillin biosynthesis. Journal

of General Micreobiology, 84: 420-22.

FIEDUREK, J., 1983. Pectinase synthesis by auxotrophic mutants of

e e e e e e e T T S e e o o v Y i e

Asperglilius niger in a submerged culture. Annales_  Universitatls

Marlae Curie-Sklodowska, Sect.C, 37

181-94.

FINCH, P. e P. A. LEONARD, 1978. Comparative studies on glucoamylases

— e —— ol

FLEMING, I. D. e B. A, STONE, 1965. Fractionation of Asperglllus niger

amylo-glucosidase. The Blochemical Journal, 27: 13.

FRIES, N., 1947. Experiments with different methods of |isolating

physiologicél mutations of filamentous fungl. Nature, 1538: 199.

FRIES, N., 1948Ba. Spontaneous physlological mutations in Ophliostoma.

Hereditag, 34: 338-50.

FRIES, N., 1348Lk. Viablility and resistance of sgpontaneous mutations iIn
Ophiostona representing different degrees of heterotrophy.

Physigological Plapter, 1l: 330-41.



AMP
1984. Caracterizag¢3o genética e dados <cltoldgicos

FUNGARQC, M. H. P.,
awamori{ Nakazawa.

em Asperglllus niger Van Tieghen e Asperglillus

ESALQ/USP. 134p. (Tese de Mestrado).

Piracicaba,

1986. Ploidy

N. A. ZHEREBTSOV e V. V. SHCHEGOLEV
glucoamyl ase

55:

GRIGOROV, V. S.;
in Rhizopus pygmasus mutants and their

determination
Mikrobicologiya,

blosynthesls at different temperatures.

431-34.

1980. Aspectos gendticos da resisténcia ao Cloroneb em uma

GROSSI, C.,
linhagem de Aspergillus nidulana. Plracicaba, ESALQ/USP, 140p (Tese

de Mesgtradol.

F. PEBERDY, 1985.

A. BIRKETT; G. PEREZ e J.

HAMLYN, P. F.; J.
in Cephalosporium

Protoplast fusion ags a tool for genetic anlysis
131: 2813-23.

acremoniua. Journal_ of Gene

A. C., 1970. Benlate-induced instabllity of Asperglllus

diploids. ﬂggggg 226: 771.

HASTIE,

e J. A. ROPER, 1952. Deoxyribonucleic acid content of

HEAGY, F. C.

haploid and diploid Aspergillus conidia. Hature, 170: 713.

Induced mitotlec crossling-over In Ustilago maydls

HOLLIDAY, R., 1961.

—94 —



w

\Mp

HOLT, G., G. F. StL. EDWARDS e K. D. MACDONALD, 1976. The genetics of

mutants impaired In the biosynthesis of penicillin. In: MACDONALD,

K. D. wed. Progeedings _of _the_ _lInternational__Symposium__on__Lthe

Genetics__of _Industrial_ _Microorganigsms, 2. New York, Academic.

p-199-211.

ILCZUK, Z., 1870. Genetics of citric acid producing strains of
Asperglllus niger. IlI. Cltric acld synthesis by auxotrophtc

mutants of A.niger induced with UV, Nahrung, 14: 97-105.

ILCZUK, Z. e J. FIEDUREK, 1385. Amylase synthesis by forced
heterocaryons of Aspergillus niger in submerged culture conditions.

Starch, 3Z: 62-6.

ILCZUK, Z. e J. FIEDUREK, 1986. Effect of the reversion of Aspergillus

niger auxotrophic mutants to prototrophic forms on their

glucoamylolytic activity. Starch, 38: 281-84.

ISHITANI, C,. e K. SAKAGUCHI, 1956. Hereditary variation and genetic
recombination in Kojl-moulds (Aspergillus oryzae and A.sojae).V.

Heterocaryosis. Journal _of General_and_ _Applied Microbiology, 2:

345-400.

ISHITANI, C.; Y. IKEDA o K. SAKAGUCHI, 1956. Hereditary variation and
genetic recombination In Kojli-moulds <(Aspergtllus oryzae and

A.sojae). VI. Genetic recombinatton in heterozygous diploids.

Journal_of Applied Microbiology., 2: 401-30.



Y

AMP

IVANOVA, V. V. e

the selectlion

L. I. EROKHINA, 1983. Use of catabolite repression in
of the glucoamylase producer Asgperglillus nlger.

19: 844-50.

JOHANNSEN, E.;

for the

1985. Protoplast fuslion used

.. EAGLE e G. BREDENHANN,
of the D-xylose

of presumptive polyploids

construction
9: 313-19.

1960. High frequency of spontaneous and induced genetic

KAFER, E.,
segregation. Nature, 186: 613-20.
KXFER, E., 1961. The processea of spontaneous recombination Iin
vegetatlve nuciel of Aspergillus nidulans. Geneticsg, 46: 1581-609.
KERR, R. W.; F. C. CLEVELAND e W. J. KATZBECK, 1951. The action of
amylo-glucosidase on amylose and amilopectin. Journzl eof the
American Chemical Society, Z3: 3916-21.
KUNDU, P. N. e A. DAS, 1385. A note on crossing experiments with
Asperglllus nlger for the production of calcium gluconate. Journal
of Applled Bacteriology, 53: 1-5.
e V. V.

KVESITADZE, G.
KORIDZE, 1981.

amylase and glucoamylase, Micr

PAVLENISHVILI

1.; L. L. KVACHADZE; M. D.

Selection of microscopic fungi producing aclid-stable

._.96_



LHOAS, P., 1961, Mitotic haploidization by treatment of Asporglllus

niger diplolds with para-fluorophenylalanine. Nature, 130, 744.

LHOAS, P., 1967. Genetic analysts by means of the parasexual cycle In

MACDONALD, K. D.; J. M. HUTCHINSON e W. A. GILLETT, 1963. Isclation of

auxotrophs of Penicillium chrysogenum and their peniciliin yields,

1963. Journal_ of General Microbiology, 33: 365-74.

MACDONALD, K. D., 1972, Genetics of penicillin production in
Penicillium chrysogenum and Aspergillus nidulans. In: VANEK, Z.; Z.

HOSTALEK e J. CUDLIN, ed. Genetics of_ _Industrial Microorganisms.

Amsterdan, Elsevier. v.1, p.255-264.

MACDONALD, K. D.; HOLT e P. DITCHBURN, 1972. The genetics of
penicillin production. Preoc,_ _1V._ _IFS;: Fermentation__Technology

——— e e P s —— s i e s T e s et e s D ey e e it e 22 2RI D A

Today. p. 251-57.

MAKINS, J. F.; G. HOLT e K. D. MACDONALD, 1983. The genetic location
of three mutations Impairing peniclllin production in Azpergillus

nidulans. Journal of General Microbiology, 129: 3027-33.

MANJUNATH, P. e M. R. R. RAD, 1980. Immunochemical retlatlonship

between glucoamylases | and 1l of Aspergillus niger. Journal_ _of

Blosclence, 2: 163-69.



?i-

AMP
MARTINEZ-ROSS1, N. M., 19739. Mutantes resistentes ao fungicida Cloro-
neb em Aspergillus nidulans (Eidam) Winter. Plracicaba, ESALQ/USP,

104p (Tese de Mestrado).

MESSIAS, C. L. e J. L. AZEVEDQO, 1980, Parasexuality In the

deuteromycete Metarhizlum anisopliae. Transactions of _the_ _British

Hycologlcal Society, 75: 473-77.

MORPURGO, G., 1361. Somatic segregation iInduced by p-fluoro-

phenylalanine. Aspergillug News Letter, 2: 10O.

R N L AP L3R AR AR

MORRISSEY, J. H. e W, F. LOOMIS, 1981. Paragexual genetlic analysis of

cell proporticoning mutants of Dictyostelium discoideum. Genetics,

99: 183-96.

NEVALAINEN, K. M. H. e E. T. PALVA, 1979. Improvement of amylo-

glucosidase product ion of Aspergillus awamori by mutagenic

treatments. Journal__of Chemical Technology_and__Blotecnelogy, 23:
390-95.

NORMANSELL, P. J. M.; 1. D. NORMANSELL e G. HOLT, 13979. Genetic and
Blochenical studies of mutants of Peniclllium chrysogenum impaired
in penicillinn production. Jourpal_of General _Microblology, 112:

113-26.

OLSON, L. W. e T. A. B. NIELSEN, 1981. Isolation of auxotrophic

mutants of Allomyces macrogynus. Mycologla, 73: 493-98S.

-98 ~



PAPA, K. E., 1973. The parasexual! cycle {in Aspergillus flavus.

Mycologia, &5: 1201-5.

PAPA, K. E., 1976. Linkage groups in Aspergillus flavus. Mycologia,

£8: 159-65.

PAPA, K. E., 1978. The parasexual cycle in Aspergillus parasiticus.

Mycologla, 70: 766-73.

PAPA, K. E., 1980. Dominant aflatoxin mutant of Aspergillus flavus.

Journal_of General Micreobiology, 118: 279-82.

PAPA, K. E., 1982. HNorsolorinic acid mutant of Aspergillus flavus.

Journail_of General Microbielogy, 128: 1345-48.

PAPA, K. E., 1984. Genetics of Asperglllus flavus: linkage of

aflatoxin mutants. Canadjan_ Journal of Microblology, 30: 68-73.

PARK, Y. K. e R. 5. PAPINI, 1970. Produg3o de xarope de glicogse do
amilo de mandioca pelo método enzima-enzima. Bevista Braglleira _de

Tecnologla, 1: 13-16.

PARK, Y. K. e M. 5. S. DE SANTI, 1977. Induction of high amylo-

glicosidage-producing mutant from Asperglllus awvamori. Journal_ of

Fermentation Technology, 335: 193-95.

-99-



|

b e

PAZUR, J.H. e T. ANDO, 1959. The action of an amyloglucosidase of

of _Biclogigal Chemligtry, 234: 1966-70.

PAZUR, J. H. e K. XKLEPPE, 1362. The hidrolysts of L-D-glucosides by'

amyloglucoglidase from Aspergillus niger. The_Journal_ of _Blological

Chemistry, 237: 1002-6.

PIMENTEL GOMES, F. P., 1966. Curso de Estatistica Experimental. Grafi-

ca Benetti, S3o Paulo. 430p.

PONTECORVO, G. e J. A. ROPER, 1952. Genetic analysis without sexual
reproduction by means of poliplolidy in Aspergillus nidulans.

Journal of General Microbiology, &6: vit.

PONTECORVO, G.; J. A. ROPER e E. FORBES, 1953a. Genetic recombinatlion
without sexual reproduction in Aspergillus niger. Journal of General

A e i i e AT D e o St i

Microbiology, 8: 198-210.

PONTECORVO, G.; J. A. ROPER; L. M. HEMMONS; K. D. MACDONALD e A. W. J.

BUFTON, 1953b. The genetics of Asperglllius nidulans. Advances _in

Genetlcs, S5: 141-238.

PONTECORVO, G., 13956. The parasexual cycle in fungi. Anpny2l_Review_ _of

Microbioleogy, 1Q: 393-400.

PONTECORVO, G., 1958. Trends_in_Geneitic Analysis. Columbia University

Press, New York. 145p.

- 100~



PONTECORVO, G. e E. KAFER, 1958. Genetic analysis based on mitotic

recombination. Advancesgs_ In _Genetics, 9: 71-104.

RAMANESH, N.; K. R. SREEKANTI!AH e V. S. MURTHY, 1982. Studles of two

RAPER, K. B. e D. 1. FENNELL, 1965. The_Genus Aspergillus. Baltimore,

Williams e Wilkins. 686p.

ROPER, J. A., 1952. Production of heterozygous diploids in filamentous

fungi. Experimentia, 8: 14-15.

ROPER, J. A. e R. H. PRITCHARD, 1955. Recovery of the complementary

products of mitotic crossing-over. HNature, 175: 639.

ROSIM, R. T.; 0. GARCIA JR. e l. R. BARACHO, 1978. Tamanho de confdlos
@ nucleos em linhagens hapldides e dipldides de Aspergillus niger.

Ciéncia_e_Cultura, 30: 487-92.

SCARAZZATT!, M. E.; R. BONATELL] JR. e J. L. AZEVEDOD, 1979. Resistance

to Ethidium Bromide in Aspergillus nidulans. Experimentia (Basel),
35: 307-8.

SERMONTI, G., 1956. Complementary genes which affect penicillin

ylelds. Journal ef General Micrebiolegy, 15: 599-608.

—101-



CAMP

SHCHERBAKOVA, E. Y.; M. N. REZVAYA, E. B. L'VOVA e Y. R. MOVCHAN,
1878. Cell morphology, distribution of nuclei and DNA contents of

haploid and diplold strains of Aspergillus niger. HNikroblologlya,

47: 91-6.

SILVEIRA, W. D. e J. L. AZEVEDO, 1984, |isclation of auxotrophic
mutants of MNetarhizium anisopliae by the filtration enrichment

technique. Revigta Bragileira de Gendétjica, 7: 1-8.

SINKAR, V. P. e N. F. LEWIS, 1982. Glucoamylase production by a newly

isolated strain of Aspergillus niger. Journal of Food_ Protection,

45: 586-89.

SMITH, J. E. e J. A. PATEMAN, Eds., 1977. Genetlics_and_Physiology_ _cof

Aspergillug. London, Academic Press, Inc. Ltd. 522p.

STERN, C., 1936. Somatic crossing-over and segregation in Drossophila

mel anogaster. Genetics, 21: 625-730,

STROMNAES, 0.; E. D. GARDER e L. BERAHA, 1964. Genetics of phytopatho-
genic fungl. IX. Heterocaryoslis and the parasexual cycle in

Penicillium italicum and Penicillium digftatum. Canadian_Journal__of

Botany, 42: 423-27.

SVENSSON, B.; T. G. PEDERSEN: 1. SVENDSEN; T. SAKAl e M. OTTESEN,

1982, Characterization of two forms of G.A. from Aspergillus niger.

Carlsberg Regearch Communicationg, 47: 55-9.

-102—-



v

AMP

TINLINE, R. D., 1961. Cochliobolus sativus. 1V, Drug-resistant, color,

and nutritionally exating mutants. Canadian_Journal_of_Botany, 39:

1695-704.

TINLINE, R. D., 1962. Cochliobolus sativus. V. Heterocaryosis and

TINLINE, R. D. e B. H. HMACNEILL, 1969. Parasexuality in plant

pathogenic fungi. Apnnual Review of Phytopathology, 7: 147-70.

TUYLL, J. M. van, 1977. Genetics of Fungal_ _Resistance _to__Systemlc

Fungiclideg. Netherland, Mededelingen Landbouwhogeshool Wageningen.

136p.

UMBUZEIRO VALENT, G., 1985. lsolamento e anilise genética de mutantes
com alteragdo na produ¢o de amilogllcosidase enm Aspergillus niger.

Campinas. UNICAMP. 113p. (Tese  de Mestrado).

UPSHALL, A.; B. GIDDINGS e 1. D. MORTIMORE, 1977. The use of Benlate
for distinguishing between haploid and diploid strains of
Aspergillus nidulans and Aspergillus terreus. Journzal_ _of_ _General

Micreblology, 100: 413-18.

VIALTA, A., 1987. Genética e producdo de amiloglicosidase emnm
Aspergillus awamorl e no hfdrido interepecffico com Aspergillus

niger. Camplinas. UNICAMP. 173p. (Tese de Mestrado).

-103-



YAMASHITA, 1. e 5. FUKUI, 1384a. Genetic background of glucoamylase

production in the yeast Saccharomyces. Agricultural_and_ _Bliologligal

Chemistry, 48: 137-41.

YAMASHITA, 1. E S. FUKU!, 1984b. lIsolation of glucoamylase-nom-

producing mutants |In the yeast Saccharomyces diastaticus.

Agricultural and Biological Chemlgtry, 48: 131-35.

WARR, J. R. e J. A. ROPER, 1965. Resgistance to varloug inhiblters |In

Aspergillus nidulans. Joyrnal of General Microbiolegy, 40: 273-81.

WHELAN, W. L. e D. R. SCOLL, 1982. Mitotic recombinatlon in Candlda
albicans: recessive lethal alleles linked to a gene required for

methionine blocasynthesis. Molecular_General Genetics, 187: 477-835.

WHELAN, W. L. e D. MARKIE, 1985. UV-induced instability in Candida

albicans hybrids. Current_Genetlcs, 9: 175-77.

— 104 —



APENDICE

~105—



¥

ICAMP  TRBELA M Produq;o de 76 de mutantes, parentais e diploides.

-J
REPETIGOES  (U/ul)

Linhagen 1 1 111 v v
pab fum 15,86 12,33 15,84 16,7 13,87
=11
nic oly, 10,47 (4,99 13,41 1584 11,94

ebr, 6,680 6,88 7,88 11,64 7,42
tio 5,47 8,38 10,81 9,15 6,76

pab fwn //nic olv {1} 3,40 4,808 2,73 3,33 3,80
=11 13

ebr, //aic olv, 13,88 12,27 13,36 19,30 11,24
tio //nic oly, 13,35 14,94 13,08 14,95 15,33

TABELA A2 Produq‘ao de 46 de mutantes, parentais e diploides

REPETICOES (U/ml)

Linhagens - . 1 I1 I 1V v
E.hlf_ugl 10,65 13,19 14,62 13,87 11,%
nic _133 11,63 18,65 12,13 11,30 g.,8@

g‘h_gs 14,28 13,66 11,63 12,33 8,23
li_g1 8,19 13,79 10,63 12,68 6,9¢

BB fw //nig oly, (1) 6,94 5,97 749 722 6,47

£br, //nic oly, 9,97 10,29 13,68 14,84 18,58
tio //nic olv 12,57 13,32 11,23 12,9 11,22
=1""=173
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TABELA A3 Produq;e de RG de mutantes, parentais e dipldides

REPETICOES  (U/ml)

Linhagens 1 i1 HE v v
‘-"—‘-"1'—"—‘11 14,62 14,26 18,32 13,35 8,23
_n_igig}_ga 13,43 14,25 9,83 7,39 18,3
noT, 13,43 18,64 9,68 6,58 8,31
l:_._x_hl{_u_:_ﬂln’n_i_sz1|:_l_v3 (2) 14,14 14,54 19,63 15,31 10,98

//nic ol 9,65 236 4,55 3,3 s
par //nic olv, 13,3 1 13,3 13,39

TABELA R4 Produq.;o de AG de mutantes, parentais e dipldides
REFETIGOES (U/n1)

Linhagens 1 I m n v
Ehlml 12,22 12,26 12,99 12,28 9,63
gi_glq_gga ) 7,91 9.4 11,22 6,86
wr, 18,29 8,46 9,96 8,49 9.86
gg_hlgg_\l//n_iglgl_'_as (2) 11,61 10,88 12,67 11,27 12,66
waT //y_i_gle 9.58 18,708 .82 12,29 11,62
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TABELA A3 Produq;o de AG de mutantes, parentais e diploides

REPETIGOES (U/nD)

Linhageas 1 11 111 ('} v
ab 12,9 12,9 15,31 19,00 14,50
nic olv 12,9% 12,61 13,34 18,39 11,23
_—1—3
pur 8,72 9,04 3,206 8,52 5,79
arg, 6,48 9,88 5,97 2,34 2,%
l3s 1,86 0,67 8,61 9,59 9,36

—1

Pab fwn //nic olv (1) 5,33 361 359 368 3,35
b fw //nic oly () 2,49 8.8 5% 10,8 10,5
pr //nic olv, 15,25 13,67 14,56 11,22 8,38
arg //nic olv, 1S5 16,56 8,62 12,93 9,98

-3

lys //nic olv $.68 11,22 6,74 6,96 9,69

-1 =13
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TABELA 86 Produgao de AG de mutantes, parentais e dipldides

REFETICOES (U/ml)

Linhagens 1 1 111 v v

7ab fwn 19,50 15,67 17,01 19,51 21,81

nic olv, 18,88 13,31 8,88 11,55 12,56
pur, 19,51 18,26 15,66 9,64 14,48
arg, 86 3,08 3,69 11,54 3,3
las, 1,65 8,99 1,35 1,8 1,12

Eb fw //pie oly 1) 484 7,99 6,33 704 5,80
pab fwn //nic olv (2) 15,67 9,69 11,89 7,83 9,98
pe—] =i —1—3
E{/n_i&_n_ﬂ% 16,411 13,69 10,28 12,99 18,59
ﬁf’"—i'-:lg—"-z 16,11 20,86 16,36 12,22 18,29

lus //nic oly, 12,23 12,5 12,53 18,5 18,58
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TABELA A7 Produqﬁ: de RG de mutantes, paréntais e diploides

REFETICOES (U/ml)
Linhagens I I 111 v v
pahlf_gl 11,63 13,05 13,06 16,24 18,72
__i_clg_l__ 15,11 28,32 16,38 20,32 18,18
1'-'..51 15,43 14,32 1,42 15,38 8,58
ﬂl 2,61 3,83 4,33 4,48 2,83
!"!EIL“ 1.8 9.80 0,90 1.00 8,93
netlnle 168,59 8,12 10,25 13,37 9,87
ﬁllgs1 . 8,82 8,26 g.12 8,12 8,33
net L 13,12 14,35 16,52 17,92 17,92
f/nic ol 11,32 31 3,17 13,16 15,62
ﬂgl nic olv, 16 1 1
Ellllggllg_i_gl 13.12 13,93 16,16 16,97 11,85
arg lys //net nic 18,41 18,91 21,11 15,15 17,91
=11 171
___tlll_r_t__i_q:1 33 16,07 16,52 16,97 12,77 13,12
E_hlgy_al//n_iglg!ga (2 13,15 21,11 24,22 18,41 13,95

-110 -~




