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1. INTRODUGAO

O fungo filamentoso Aspergillus niger ¢ um microorganismo de interesse, tanto
para estudos bdsicos de Genética, quanto aplicados, dado ser um eucarioto de ficil
manipulagio ¢ tmbém um bom secretor ¢ produror de diferentes merabélitos de
interesse industrial (SMITH e PATEMAN, 1977). Além disso, os fungos filamentosos
em geral tém sido apontados como promissores vetores de expressio de  protefnas
heterélogas, devido a sua maior capacidade de secregio em comparagio 2 bactérias ¢
leveduras (DEVCHAND e GWYNNE, 1991).

A enzima glicoamilase (E.C.3.2.1.3.) ¢ utilizada na sacarificagdo de substratos
amildceos, sendo considerada a segunda enzima em importincia e quantidade produzida
por ano (SCHMIDELL e col., 1989). Ela ¢ produzida industrialmente por A. niger,
assim como por outras espécies dos géneros Aspergillus e Rhizopus (MONTENECOURT
¢ EVELEIGH, 1985).

Estudos genéticos bisicos e aplicados t8m sido conduzidos em A. niger, classificado
como Deuteromiceto, por nio ter cido sexual descrito. O cido parassexual
(PONTECORVO e col., 1953a) € a transformagio génica (KELLY e HYNES, 1985) sio
as alternativas de recombinagio utilizadas, tendo sido descritos 8 grupos de ligagio para a
espécie (DEBETS e col., 1990a,b).

Trabalhos sobre a genética da produgio de glicoamilase em linhagem industrial de
A. niger foram conduzidos no laboratério dirigido pelo Dr. Renato Bonatelli Jr, na
Universidade Estadual de Campinas, com o intuito de se compreender as relagdes alélicas
¢ inter alélicas dos genes envolvidos na produgio, regulagao e secregio desta enzima
(BONATELLI JR. e col., 1984; VALENT, 1985, VIALTA, 1987; MASIERO, 1988;
CALIL, 1988; MASIERO ¢ BONATELLI JR., 1989; VIALTA ¢ BONATELLI JR,,
1990; OLIVEIRA, 1991; VALENT e col., 1992).

O presente trabalho tem como principais objetivos a caracterizagio ¢ o
mapeamento de mutantes com alteragio na producio de glicoamilase em linhagem
industrial de’ A. niger, como base para futura elucidagio do papel destes genes na

regulagio e secregio de glicoamilase neste organismo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. REGULAGAO GENICA EM EUCARIOTOS

Os microrganismos podem responder, pronta e eficientemente, a2 mudangas
nutricionais de seu meio gragas a mecanismos alamente especializados de regulagio. Estes
mecanismos controlam as necessidades celulares através de sintese proteica. Essa regulagio
pode ocorrer em virios niveis, desde o transcricional, quando 0 mRNA ¢ wanscrito a
partir do DNA pela RNA polimerase, até o pés-traducional, quando as protefnas recém
sintetizadas, de acordo com 2 sequéncia de nucleotfdeos do mRNA, sofrem diferentes

modificagbes até serem, em alguns casos secretadas.

Os mecanismos de expressio génica operantes em Organismos eucariotos sio
diferentes ¢ muito mais complexos que os operantes em procariotos. Em cucariotos, o
DNA estd complexado com histonas ¢ outras protefnas, formando a estruwura da
cromatina, que deve sofrer alteragbes para permitir a transcrigio. O mRNA nio ¢
policistronico e a tradugio nio ocorre simultaneamente com a transcri¢ao, cada evento
acontecendo em compartimentos celulares diferentes, sendo portanto necessirio o
deslocamento do mRNA até o citoplasma. O gene possui segmentos internos nio
traduzidos, chamados introns, que sio transcritos e posteriormente retirados durante o
processamento do mRNA. O mRNA sofre modificagdes, tais como poliadenilagio na
exuemidade 3' e fosforilagio na exturemidade 5'. O inicio do gene estrutural possui
miuiltiplos sftios de ligagao de fatores que interagem com a RNA polimerase para iniciar a
transcri¢io. Finalmente, a protefna sofre modificagdes pés-traducionais, rtais como
clivagem i)cpu’dica, glicosilago, adigio de grupos prostéticos e formagio de estruturas
quaterndrias, antes de serem consideradas maduras e ativas. Todos estes passos oferecem
inimeros pontos de controle da expressio génica em organismos eucariotos. No entanto,
o controle da sintese protéica, tanto em bactérias, quanto em organismos superiores, é

exercido primordialmente a nivel transcricional.
2.1.1. GENES REGULADORES

Existem duas classes de enzimas que, dependendo das condigdes metabélicas da
célula, diferem em ocorréncia e concentragio. As enzimas constitutivas sio sintetizadas
em velocidades e quantidades constantes, fazendo parte da maquinaria enzimitica bdsica
permanente da célula. As enzimas induzidas ocorrem normalmente em quantidades-
trago e aumentam de concentragio consideravelmente, quando seu substrato estd presente

no meio de culdvo. A indugio faz parte de um sistema de economia celular, onde as



enzimas sio formadas somente quando necessirias. Outro tipo de regulagio da
concentragio enzimidtica celular é exercido por repressio, onde a presenga do produto da
atividade de uma ou mais enzimas inibe a sfntese das mesmas.

Desde os estudos de JACOB e MONOD (1961), sobre a indugio da enzima B-
galactosidase em Escherichia coli, sabe-se que existem 2 tipos de genes influenciando a
formagio de uma proteina. O gene estrutural, que codifica a protefna propriamente dita e
o gene regulador, que nio tem influéncia sobre a estrutura da protefna a ser formada, mas

determina se o gene estrutural serd ou nio transcrito.

O gene regulador age através de uma proteina repressora ou ativadora, que se liga
ao DNA em sitios especfficos na por¢io terminal 5' do gene estrutural, impedindo ou
promovendo respectivamente 2 transcrigio. Em sistemas de controle negativo os genes sio
normalmente expressos, a ndo ser que a protefna repressora estcja presente. Em sistemas
de controle positivo os genes nio sio expressos, 2 nio ser que a proteina ativadora esteja

presente.

Os indutores desses sistemas sio, geralmente, o produto final ou substrato das
enzimas codificadas pelos genes sob regulagio. Vias biossintéticas sio, em geral,
reprimidas quando seu produto final é fornecido em abundincia e vias catabélicas sio
ativadas através da presenga de seu substrato. Isto, no entanto, nio quer dizer que toda
via biossintética e toda via catabdlica estio sob controle negativo e  positivo
respectivamente. Algumas destas vias tém controle bastante complexo e respondem,
em diferentes condigbes, a diferentes sinais de indugio e repressio, como serd visto

posteriormente.
L]

Controles negativo e positivo podem ser distintos geneticamente através de
mutagdes que inativam o gene regulador. Genes repressores mutados dio origem, na
maioria das vezes, a fendtipo constitutivo e genes ativadores mutados, a fenétipo nulo.
Em frequéncia baixa, mutagio no gene ativador também resulta em fenétipo constirutivo.
Uma maneira de se testar a natureza repressora ou ativadora do gene neste caso € através
de dipléide heterozigoto. No sistema negativo, o fenétipo constitutivo do mutante passa a
reprimido no dipléide, devido a presenca de cépia intacta do gene repressor. No sistema
positivo, o fenétipo continua constitutivo no dipldide, devido a presenga de uma cépia do

gene mutado, que € capaz de ativar os genes estruturais independentemente de indugio.

Também em frequéncia baixa, mutagdes no gene regulador negativo resultam em
super repressio ¢ podem ser distintas daquelas em reguladores positivos através de
dipléide heterozigoto. Se o gene mutado codificar um repressor, o fenétipo no dipléide

serd também super reprimido e, se codificar um ativador, o dipléide serd passivel de



indugio.

Existe ainda um outro tipo de controle, onde o produto génico arua como
protefna reguladora de sua prépria expressio, além de ter sua fungio catalitica normal.

Este é o chamado controle autogénico.

Quanto 2 atuagio, os genes reguladores podem ser separados em 3 classes (ARST e
SCAZZOCCHIO, 1985):

- genes regulatérios de vias especificas, que medeiam a indugio ou repressio da

sintese de permeases ou enzimas de via metabélica tinica e especifica.

- genes regulatérios de amplo dominio, que controlam a expressio de genes

estruturais, envolvidos em diferentes vias metabdlicas.

- genes regulatdrios integradores, que regulam a expressio de genes estruturais

envolvidos em 2 ou mais vias metabélicas, reguladas também independentemente.

A seguir serio apresentados alguns modelos de regulagio em eucariotos que

exemplificam estas classes e os mecanismos de regulagio descritos anteriomente.
2.1.2. MODELOS DE REGULAGAO

Devido 2 complexidade de seus processos, os eucariotos nio sio conhecidos tio
profundamente a nfvel molecular quanto os procariotos. Entre os eucariotos, a levedura
Saccharomyces cerevisiae é o organismo mais bem conhecido, gragas ao desenvolvimento de
metodologias eficientes de transformagio. Este faro facilitou muito o estudo de diferentes
circuitos’ regulatérios em S. cerevisiae (BRAUS, 1991; HINNEBUSH, 1988;
JOHNSTON, 1987). Também Aspergillus nidulans e Neurospora crassa m seus
sistemas regulatérios estudados (ARST, 1989; HAWKINS e ROBERTS, 1989;
FELENBOK e col., 1989; ARST e SCAZZOCCHIO, 1985; GILES e col., 1985;
MARZLUF, 1981), mas suas bases sio principalmente fisiolégicas e genéticas, sendo

ultimamente mais explorados a nifvel molecular.
2.1.2.1. REGULAGCAO DOS GENES GAL EM Saccharomyces cerevisiae

O sistema de regulagio dos genes envolvidos no catabolismo da galactose em S.
cerevisiae é um dos circuitos regulatérios mais bem entendidos em eucariotos. A galactose
¢ utilizada através da conversio em glicose-6-fosfato e as enzimas envolvidas sio
codificadas pelos genes: GAL2 (permease), GAL1 (quinase), GAL7 (transferase), GAL10
(epimerase), GALS5 (mutase). A regulagio destes genes, com exce¢io de GALS que é

constitutivo, ocorre por indugio durante o crescimento em galactose e repressio durante



crescimento na presen¢a de glicose (revisio em JOHNSTON, 1987).

Os genes GALY, GAL7 ¢ GAL10 formam um agregado génico no cromossomo 11
¢ GAL2 se localiza no cromossomo XII. O gene GAL4 codifica uma proteina ativadora,
que se liga a0 DNA em regides especificas da extremidade 5' dos genes estruturais,
denominadas UAS GAL (upstream activation sequence), para promover a transcrigio.
GAL80 codifica protefna que se liga 3 protefna GAL4 para impedir sua a¢io como
ativadora. O indutor, quando presente, se liga 2 protefna GAL80, impedindo sua agio
sobre a proteina GAL4, que fica livre para ativar a transcrigao dos genes estruturais.

A galactose nio ¢ o indutor do sistema e sim uma molécula pequena, nio

identificada, resultante da atuagio do produto génico de GAL3 sobre a galactose.

A repressio catabdlica, ativada na presenga de glicose, atua em virios niveis:
diretamente no promotor dos genes estruturais; impedindo a protefna ativadora de se
ligar a0 DNA; inibindo a interagio entre o indutor e a protefna GAL8O; inibindo a
sintese do indutor e inibindo o transporte de galactose. Hé evidéncias experimentais em

relagio a estes niveis de repressio, mas o modo como ocorrem ainda nio estd claro.

Em relagio a0 modo de agio das proteinas GAL4 e¢ GAL8O, muitos trabalhos
foram realizados, revelando aspectos interessantes sobre estes produtos génicos e sua
interagio. A protefna GAL4 ¢ sintetizada constitutivamente ¢, mesmo na auséncia do
indutor, se liga 20 DNA. O dominio responsivel pela ativagio da transcrigio se situa na
extremidade carboxflica da molécula ¢ depende do sitio de ligagao no DNA s6 para
posicionar a proteina ativadora de forma correta, préxima a outras sequéncias do
promotor., A ativagio da transcrigio parece ocorrer devido a0 contato entre regides
especfficas da extremidade carboxflica da protefna GAL4 com outras proteinas

diretamente responsiveis pela transcrigio.

A proteina GAL8O regula GAL4 a nivel pés-traducional, ligando-se ao sitio de
atvagio da wanscrigio da protefna GAL4. Por sua vez, o gene GAL80 também é
regulado, como os genes estruturais, pelo produto de GAL4. Na presenga de galactose, o
nfvel basal de expressio de GAL80 aumenta 5 vezes. Isto faz com que uma quantidade
constante de galactose seja sempre necessiria, assim como de indutor, para que a proteina

GAL4 esteja sempre livre para atuar como ativadora dos genes estruturais.

Os genes reguladores do sistema GAL podem ser classificados como de vias
especificas por mediarem a sfntese de via metabélica tinica.



2.1.2.2. REGULAGAO DO METABOLISMO DO NITROGENIO

O nitrogénio (N) ¢ um cleménto bisico presente em muitas macromoléculas
celulares, especialmente protefnas e dcidos nuclefcos. Dada a necessidade de suprimentos
constantes de N para a biossintese destas macromoléculas, as vias catabélicas de

componentes nitrogenados ¢ regulada cuidadosamente pela célula.

Estudos bioquimicos, genéticos ¢ moleculares foram conduzidos principalmente
em Aspergillus nidulans, Neurospora crassa e Saccharomyces cerevisiae. As fontes primdrias
de N para estes organismos sio a aménia, glutamato e glutamina, mas outros compostos
nitrogenados como nitrato, nitrito, purinas, protefnas, amino4cidos ¢ acctamida também
podem ser utilizados (ARST, 1989; ARST e SCAZZOCCHIO, 1985; MARZLUF,
1981).

O uso de compostos mais complexos como fonte de N , normalmente, requer
enzimas especfficas, cuja sintese dependerd wnto de indugio, quanto de repressio
catabélica das vias mais simples. Portanto, o controle do metabolismo do N envolve 2
tipos de genes reguladores. Os responsdveis pela indugio sio classificados como genes
regulatérios de vias especificas e os responsiveis pela repressio catabélica, que regulam a
expressio de diferentes vias especificas, sio da classe dos genes regulatérios de amplo

domfnio (ARST ¢ SCAZZOCCHIO, 1985).

Em A. nidulans o nitrato ¢ o nitrito sio assimilados através da transformagio em
aménia, pela agio das enzimas nitrato e nitrito redutase, reguladas positivamente pelo
produto génico de nirA. Um regulador positivo, areA, medeia a repressio catabélica,
cujo produto génico se liga a0 promotor dos genes estruturais nizD e niiA e, juntamente
com a proteina nirA, promove a transcrigio. Na presenga de glutamina ou aménia,
convertida em glutamina, a proteina areA ¢ inativada, havendo, portanto, repressio

catabdlica dos genes estruturais.

Além da regulagio descrita acima, ocorre também que a nitrato redutase exerce
controle autogénico sobre o sistema, pois mutagio no gene estrutural 7izD resulta em
fenétipo constitutivo das enzimas nitrito redutase e nitrato redutase inativa. Nio se sabe o
modo de agio deste controle, mas ¢ possivel que seja exercido pela ligagio entre nitrato

redutase ¢ a proteina areA.

A prolina ¢ fonte tanto de carbono quanto de N ¢ seu catabolismo ¢ interessante
por envolver 3 niveis de controle. Em A. nidulans, o gene prnA codifica uma protefna
reguladora positiva induzida por prolina, que atua na ativagio da transcrigio dos genes
estruturais prmB, prnC e prnD. Na presenga de glutamina, ocorre repressio pelo N,



mediada por areA e, na presenca de glicose, ocorre repressio catabélica mediada por creA

(FELENBOK e col., 1989; ARST e SCAZZOCCHIO, 1985; MARZLUF, 1981).

Os genes estruturais e o gene regulador prnA formam um agregado génico, cuja
parte central é ocupada por sftios de ligagio das protefnas areA e creA; do lado esquerdo,
situam-se prnD e prnA, transcritos em diregBes opostas, e do lado direito situam-se prnB
¢ prnC, transcritos na mesma diregio, sem contudo constitufrem mRNA policistrénico.

O produto génico de creA é um regulador negativo que atua duplamente,
reprimindo tanto os genes estruturais, quanto o regulador prnA. O gene creA ¢ da classe
dos genes regulatérios de amplo dominio, pois atua na repressio catabédlica de muitas vias

metabdlicas em A. nidulans.

A regulagio do catabolismo da prolina em S. cerevisiae ¢ significativamente
diferente da regulagio em Aspergillus nidulans. Em S. cerevisiae, os genes estruturais e o
regulador estiao espalhados em diferentes cromossomos no genoma, e pur3, regulador

especifico que corresponde a prnA em fungio, atua negativamente (MARZLUF, 1981).

A acetamida ambém pode ser utilizada como fonte de carbono ¢ de N e seu
metabolismo requer apenas a enzima acetamidase, codificada em Aspergillus pelo gene
amdS. Apesar de possuir apenas um gene estrutural, a regulagao da sintese de acetamidase
¢ bastante complexa, envolvendo areA para a repressao catabdlica, amdA e facB como

reguladores positivos especificos e o gene integrador inzA.

Diferentes compostos induzem a sintese de acetamidase, tais como acetato,
acetamida, w-aminodcidos, benzoato ¢ benzamida. A indugio ¢ aditiva ¢ cada fonte
atua independentemente em diferentes sitios no promotor de amdS (HEESWIJCK e
HYNES, 1991; ARST ¢ SCAZZOCCHIO, 1985; MARZLUF,1981).

Sobre intA, também chamado amdR, sabe-se que controla a expressio de genes
estruturais de outras vias metabélicas, além de oferecer uma alternativa de regulagio para
amdS e, por estas razdes é considerado um gene integrador, com fungio tal como
sugerido no modelo de BRITTEN e DAVIDSON (1969) (ARST e SCAZZOCCHIO,
1985). Recentemente, foi identificada a regiio do gene amdS onde se liga a proteina
codificada por intA (HEESWIJCK ¢ HYNES, 1991).



2.2. A ENZIMA GLICOAMILASE E SUA REGULAGCAO

A glicoamilase (E.C.3.2.1.3.) ¢ uma exohidrolase produzida por muitos fungos
¢ leveduras, capaz de caulizar a hidrélise de ligagdes a-1,4 ¢ a-1,6 do amido, liberando

glicose a partir de extremidades nio redutoras (DIXON e WEBB, 1962).
2.2.1. GLICOAMILASES DE LEVEDURAS

A levedura S. cerevisiae possui uma glicoamilase intracelular especffica (CLANCY
e col., 1982; COLONNA e MAGEE, 1978), codificada pelo gene SGA1, sintetizada
somente durante a esporulagio (YAMASHITA e FUKUI, 1985). A var. diastaticus
possui, além da intracelular, glicoamilase extracelular codificada por qualquer um dos
genes STAL (DEX1); STA2 (DEX1) ou STA3 (DEX3), localizados em diferentes grupos
de ligagao (PRETORIUS e col., 19862; ERRAT e NASIM, 1986; TAMAKI, 1978). A
glicoamilase intracelular ¢ responsdvel pela degradagio de reservas internas de glicogénio
durante a esporulagio, nio sendo essencial ao processo esporulativo (YAMASHITA e
FUKUI, 1985). A glicoamilase extracelular permite a utilizagio do amido e dextrinas

como fonte de carbono durante o crescimento vegetativo da levedura.

S. diastaticus ou S. cerevisiae var. diastaticus é considerada derivada de S. cerevisiae
por aquisicio da atividade amilolftica extracelular, 2 qual deve ter sido resultado de
muiltiplos eventos como perda de genes inibidores, normalmente presentes em linhagens
de S. cerevisiae (PATEL e col., 1990; YAMASHITA e FUKUI, 1984a2; POLAINA e
WIGGS, 1983), aquisicio de genes ativadores, além do aparecimento dos genes
estruturais (YAMASHITA e FUKUI, 1984a).

Os*genes estruturais, STA1, STA2 ¢ STA3 codificam as isozimas GAI, GAII ¢
GAIII e possuem mapas de restrigio idénticos (PRETORIUS ¢ LAMBRECHTS, 1991;
PRETORIUS e col., 1986b; YAMASHITA ¢ col.,19852; YAMASHITA e FUKUI,

1983a). Foi sugerida origem comum para estes genes, a partir da fusio de parte do gene
SGA1 (sequéncia denominada Asta ou SGA) e outras sequéncias (S1 e S2) presentes no

genoma de S. cerevisiae (YAMASHITA e FUKUI, 1987). Através de hibridizagio de
DNA, YAMASHITA e col. (1985a) verificaram que a sequéncia SGA ¢ homéloga 2
regido 3' de STA1 e as sequéncias S1 e S2 sio homélogas i regido 5'. A mesma homologia
foi verificada para STA2 por PRETORIUS e col. (1986b). Estudos de sequenciamento
do gene e da protefna mostram que SGA corresponde 20 dominio catalitico da enzima ¢
S1 e S2 correspondem a regiio necessiria ao processo de secregio, que tem alua
homologia com sequéncias de outras enzimas secretadas (YAMASHITA e col., 1986b).

Os promotores de STAl e STA2 foram analisados, tendo sido identificados



elementos comuns 2 transcrigdo de genes eucariotos, tais como TATA box e CATA box,
além de determinadas sequéncias essenciais 2 transcrigio e tradugio, e sequéncias
consenso de sftios conhecidos para ligagio de proteinas regulatérias (LAMBRECHTS ¢
col., 1991; SHIMA e col., 1989).

O sistema de regulagio dos genes STA ¢ SGA1 é complexo e parece diferir de
outros mecanismos regulatérios descritos, respondendo tanto a uma regulagio especifica

quanto 2o envolvimento de elementos de processos gerais, como esporulagio (para
revisio, PRETORIUS e LAMBRECHTS, 1991).

Os genes GAM1 (AMY2), GAM2 e¢ GAM3 awam, provavelmente a nivel
transcricional, na regulagio positiva dos genes STA (OKIMOTO e col., 1989). Os genes
GAM]1 e GAM?2 apresentam efeitos pleiotrépicos, afetando também a esporulagio ¢ a
fermentagio de glicerol ¢ lactato. Foi verificado que GAM1 ¢ um alelo do gene SNF2,
envolvido na desrepressio de SUC2, gene que codifica a invertase (YOSHIMOTO e
YAMASHITA, 1991). A proteina codificada por GAM] tem dominio rico em glutamina,
que ¢ caracteristico de protefnas ativadoras em sistemas de regulagio de leveduras. No
entanto, nao deve estar diretamente envolvida na interagio com o DNA, pois nio possui
dominio comum desta natureza. Nio foi detectado efeito pleiotrdpico do gene GAM3,
que pode estar mais especificamente envolvido com a regulagio dos genes STA
(OKIMOTO e col., 1989).

Além de genes ativadores, também foram descritos genes inibidores da atividade
amilolitica em S. cerevisiae, tais como INH1 (YAMASHITA e FUKUI, 1984a), STA10
(POLAINA e WIGGS, 1983), SGL1 (PATEL e col., 1990) ¢ MAT (YAMASHITA ¢
FUKUI, 1983b). O gene STA10 inibe a expressio de STA2 a nivel transcricional
(PARDO e col., 1986), provavelmente através de uma protefna repressora (PRETORIUS
¢ col., 1986¢). Diferentes autores relatam a diminui¢do da produgio de glicoamilase
extracelular  em  dipldides heterozigotos MATa/MATa. (INUI e col, 1989;
DRANGINIS, 1989; PRETORIUS e col., 1986c; YAMASHITA e col., 1985c), tendo
sido condluido que STA1, STA2 e STA3 sio regulados em dipldides a nivel transcricional
pelos repressores al-a2 (PRETORIUS ¢ LAMBRECHTS, 1991), da mesma forma que
outros genes regulados por MAT (DRANGINIS, 1986). Ainda a esse respeito, foi

identificada sequéncia consenso na regido 5' de STA2, conhecida como sftio de ligagio da
protefna repressora codificada por MATa/MATo. (LAMBRECHTS e col., 1991).

Em relagio 20 gene SGA1, YAMASHITA e FUKUI (1985) sugeriram regulagao
positiva pela configuragio heterozigota MATa/MATa, mas, na realidade, a artividade

enzimitica intracelular durante a esporulagio depende apenas indiretamente destes genes,

estando inserida numa sequéncia de eventos prépria do processo esporulativo (PUGH e



CLANCY, 1990; PARDO e col., 1986). Até o0 momento, os resultados obtidos foram
insuficientes para esclarecer o modo de agio e a interagio de todos estes genes na

regulagio dos genes STA e SGAL.

Uma questdo interessante sobre a regulagio da atividade amilolftica em .
cerevisiae refere-se a possibilidade de SGA responder a fatores comuns a regulagao da
famflia STA, devido 2s implicagbes nos mecanismos de evolugio propostos. Foram
encontradas evidéncias de que um mecanismo comum controlaria a regulagio de SGA1 ¢
da famflia STA durante o crescimento vegetativo ¢ esporulativo (PRETORIUS e col,,
1986¢c). PARDO e col. (1986), analisando produgio de mRNA especifico verificaram
que STA10 inibe 2 expressio tanto de STA2 quanto de SGA1 a nfvel transcricional.
PUGH e CLANCY (1990) encontraram resultados divergentes analisando a atividade
enzimitica de linhagens com S7TA2 e SGAl presentes em plasmidios ¢ os genes
cromossdémicos defeituosos. Foi verificado que wnto linhagens SGA1 STA10 quanto
SGA1 sta10 n3o apresentavam atividade amilolftica e concluiu-se que STA10 nio regula
SGA1 da mesma forma que regula os genes da famflia STA. Os autores admitiram, no
entanto, que a diferenga nos resultados obtidos pode ser devido a diferengas
metodolégicas ¢ até que os genes STAIO empregados nio sejam os mesmos. Em
contraposi¢io a isto, com o sequenciamento da regiio 5' de SGAl e STA2, foram
encontradas quatro sequéncias comuns aos 2 genes ¢ uma delas foi sugerida ser o alvo

para a regulagio por STA10 (PARDO e col., 1988).
2.2.2. GLICOAMILASE DE FUNGOS FILAMENTOSOS

A enzima glicoamilase de fungos filamentosos é uma glicoprotefna que ocorre em
multiplas formas, variando em tamanho e eficiéncia no ataque ao amido cru. Essa
eficiéncia ¢ devido 1 presenga de sftio de ligagio ou adsorgio ao substrato, somente
presente na forma de maior tamanho (UEDA, 1981).

Aspergillus niger ¢ Aspergillus awamori produzem 2 formas da enzima (NUNBERG
e col., 1984; LINEBACK e col., 1969), G1 de peso molecular ao redor de 70.000 e G2
ao redor de 60.000 (MONTENECOURT e EVELEIGH, 1985; NUNBERG e col.,
1984; BOEL e col., 1984a; SMILEY e col., 1971). A. awamori var. kawachi produz 3
formas, GAI de peso molecular de 90.000, GAI' de 83.000 e GAIl de 57.000
(YOSHINO e HAYASHIDA, 1978). Rhizopus possui 3 formas, Glucl de peso
molecular de 74.000, Gluc2 de 58.600 ¢ Gluc3 de 61400 ( TAKAHASHI ¢ col., 1978).
O sitio de adsorg¢io a0 amido cru das formas G1 e GAI das glicoamilases de A.niger , A.
awamori ¢ A. awamori var. kawachi se localizam na exuemidade carboxflica
(HAYASHIDA e col., 1988; NUNBERG e col., 1984; SVENSSON e col., 1982). No

entanto, o sftio de adsorgio presente na forma Glucl de Rhizopus se localiza na
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exuremidade N terminal da molécula (TAKAHASHI e col., 1985). TANAKA e col.
(1986a) verificaram através da comparagio das sequéncias de amino4cidos, que além da
localizagio diferente na molécula, nio hi homologia entre os sftios de adsor¢io de G1 e
Glucl, sugerindo evolugio molecular independente para as glicoamilases de A. niger ¢
Rhizopus.

BOEL e col. (1984b) identificaram um dnico gene que codifica a glicoamilase de
A. niger. Este gene possui 5 introns ¢ um deles, de 169 pares de bases, foi sugerido estar
envolvido no processamento diferencial do mRNA que origina a forma G2. Assim, a
sequéncia de 169 pares de bases funciona como exon no mRNA que origina G1 ¢ como
intron no mRNA que origina G2. A retrada deste intron muda o quadro de leitura
originando, nio apenas uma enzima de amanho menor, mas também com extremidade
carboxflica diferente (BOEL e col., 1984a). No entanto, os autores nio excluem a
possibilidade de proteélise limitada como mecanismo adicional para a origem das 2
formas da enzima, o que foi observado por SVENSON e col. (1986) em estudos de
sequenciamento proteico de preparagbes comerciais de glicoamilase. Mecanismos pés-
traducionais, originando diferentes formas de glicoamilase fingica, também foram
sugeridos para Rhizopus oryzae (ASHIKARI e col., 1986) e A. awamori var. kawachi
(HAYASHIDA e col., 1988; YOSHINO ¢ HAYASHIDA, 1978).

Foi identificado um unico gene estrutural da glicoamilase de A. awamori, que
codifica a mesma scquéncia‘ de amino4cidos e possui introns idénticos ao gene de A. niger
(NUNBERG e col., 1984). Estes dois organismos devem, portanto, apresentar os mesmos
processos para originar as 2 formas de suas enzimas, j4 que estas sio também
imunologicamente indistinguiveis (MONTENECOURT e EVELEIGH, 1985).

BOEL e col. (1984b) sugeriram a existéncia de 2 mecanismos diferentes para o
processamento dos introns do gene da glicoamilase de A. niger, basecados em homologia
com sequéncias consenso. Um deles € o auto-processamento, comum a genes de
leveduras (PIKIELNY e col., 1983; LANGFORD ¢ GALLWITZ, 1983) e o outro ¢
comum a genes de eucariotos superiores (ROGERS ¢ WALL, 1980).

O mRNA da forma G1 possui 1920 nucleotideos, a partir do cédon de iniciagio
ATG até o de término TGA. A forma G1 ¢ sintetizada como um precursor de 640
amino4cidos, com peptideo sinal de 18 resf{duos ¢ um propeptideo de 6 resfduos. A
enzima madura da forma G1 possui, portanto, 616 resfduos (BOEL e col., 1984a).

Dois pontos de infcio da transcrigio foram encontrados no gene da glicoamilase
de A. niger, situados respectivamente a 46 ¢ a 70 pares de bases acima do cédon de

iniciagio ATG (BOEL e col., 1984b). Além disso, estruturas tfpicas de promotores de
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cucariotos, como TATA box ¢ CATA box foram identificadas a -35 ¢ -100 pares de bases
respectivamente, acima do primeiro ponto de infcio da transcrigio. Na extremidade 3', os
tldimos 10 nucleotideos anteriores 2o sftio de poliadenilagio possuem 5 bases em comum
com 2 sequéncia descrita por BENOIST e col. (1980) para essa regiio em genes
cucariéticos. Dois dos trés elementos consenso descritos por ZARET ¢ SHERMAN

(1982) para terminagio da transcrigio de genes de leveduras estio presentes.

O promotor do gene da glicoamilase de A. awamori também possui sequéncia
consenso TATA box e CATA box a -31 ¢ -93 pares de bases acima do primeiro, entre os
muldplos sftios de iniciagio da transcrigio encontrados (NUNBERG e col., 1984). A
regio 3' terminal ndo traduzida, anterior a0 sftio de poliadenialgio ¢ idéntica 3 do
gene da glicoamilase de A. niger, guardando, portanto, as mesmas caracterfsticas
(NUNBERG e col., 1984; BOEL e col., 1984a).

Um dnico gene da glicoamilase estd presente em Rhizopus oryzae, que contém 4
introns, promotor com estrutura TATA box ¢ CATA box, e sequéncia consenso na regiio
nio traduzida do terminal 3' proposta como necessiria para a poliadenilagio (ASHIKARI
¢ col., 1986). A forma Glucl da enzima possui 579 aminodcidos apés a retirada do

peptideo sinal de 25 aminodcidos.

A regulagio da sintese de glicoamilase em fungos filamentosos parece complexa ¢
deve envolver outras enzimas amilolfticas. Em A. niger, FOWLER e col. (1990)
verificaram que a xilose atua como repressor catabélico a nivel transcricional e essa agio ¢
superada pela presenga de maltose ou glicose no meio de cultivo. Diferentemente, o
amido nio ¢ capaz de neutralizar a repressio exercida pela xilose, o que demonstra que,
por si 56, amido nio ¢ o sinal que desencadeia a sintese de glicoamilase. BARTON e
col. (1972) sugeriram que uma outra enzima deve ser responsdvel pela degradagio inicial
do amido para gerar moléculas do indutor. Se isto estiver correto, a xilose deve ser o

repressor catabélico desta enzima (FOWLER e col., 1990). E razodvel se pensar na o-

amilase para este papel, j4 que sua agio sobre o amido pode gerar maltose, glicose e
dextrinas (FOGARTY e KELLY, 1977), conhecidos indutores da glicoamilase. No
entanto, pouca ou nenhuma informagio sobre regulagio da a- amilase existe em A. niger.

Um sistema semelhante a0 acima sugerido foi demonstrado para a degradagio da
celulose por Trichoderma reesei, onde niveis constitutivos baixos de atividade celuldsica

atuam sobre a celulose, produzindo moléculas menores, capazes de penetrar na célula e
induzir o sistema (EL-GOGARY e col., 1989).

Quanto i regulagio de enzimas amilolfticas em outros fungos, sabe-se que, em A.
oryzae, 3 copias do gene da o-amilase, também chamada de TAKA amilase A, estio
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presentes (WIRSEL e col., 1989). Hi evidéncias de que a regulagio da sintese da enzima
envolve indugdo e repressio catabélica e que a indugio ¢ exercida a nivel transcricional
(TADA ¢ col, 1991; ERRAT e col., 1984). Grandes quantidades da enzima estio
presentes no meio de cultivo, com apenas 20 horas de crescimento (ERRAT e col.,

1984).

Em A. awamori, 2 cépias do gene da o- amilase estio presentes (KORMAN e
col., 1990). A regulagio nio ¢ indutiva e ocorre apenas através de repressio catabdlica a
nfvel traducional (BHELLA e ALTOSAAR, 1987). Isto significa que nio é necessdria a
presenga de um indutor, apenas a auséncia do repressor catabélico, para que a enzima scja
traduzida. Neste fungo foi demonstrado que a glicoamilase também sofre repressio
catabélica, mediada por AMP ciclico (BHELLA ¢ ALTOSAAR, 1988) e sua indugio ¢
regulada a nivel transcricional NUNBERG e col., 1984).

Em A. terreus, a sintese de glicoamilase estd sujeita a indugio e a repressio
catabélica, sendo que a o-amilase estd presente no meio de cultivo, em estdgios iniciais
da fermentagio, mesmo com taxas altas de glicose, sugerindo que, neste caso, esta enzima
nio sofre repressio catabélica (GHOSH e col., 1990).

Os dados disponiveis até o momento sio insuficientes para se sugerir uma
coordenagio da regulagio de enzimas amilolfticas em qualquer uma das espécies acima
mencionadas. Seria interessante, portanto, que estudos fossem conduzidos no sentido de
evidenciar o possivel envolvimento da.-amilase na indugio da glicoamilase por amido.

Enzimas extracelulares podem ainda ser reguladas a nivel pés-traducional, durante
o processo secretério. O mecanismo geral da secregio de protefnas de eucariotos
superiores foi estudado e mostrou-se  bastante semelhante ao encontrado em leveduras
(NOVICK e col., 1980; PALADE, 1975; JAMIESON e PALADE 1968a,b; 1967a,b).
Estudos genéticos revelaram que pelo menos 23 produtos génicos estio envolvidos no
processo secretério em S. cerevisiae (NOVICK e col., 1980) ¢ a sequéncia de eventos foi
demonstrada através de mutantes duplos, revelando que as protefnas passam por uma
série de estruturas membranosas, sendo glicosiladas passo a passo, enquanto sio
transferidas do sftio de sfntese até o sftio de exportagio na membrana plasmdrica
(NOVICK e col., 1981).

Tem sido demonstrado, que apesar da complexidade envolvida no processo de
secrecio ¢ de ainda nio se saber os mecanismos moleculares de sua regulagio, muitas
protefnas heterdlogas foram expressas em S. cerevisiae com  atividade enzimdtica ¢
glicosilagio semelhantes 4 protefna nativa (SOGAARD e SVENSSON, 1990;
KUMAGAI e col., 1990; TANAKA e col., 1986b).
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Na realidade, as barreiras encontradas na expressio de protefnas heterélogas em
S. cerevisiae foram de outra natureza. INNIS e col. (1985) s6 conseguiram a expressio do
gene da glicoamilase de A. awamori em . cerevisiae apés utilizagio da sequéncia do
gene sem introns, sob o controle do promotor ¢ com o terminador do gene da enulinase
de S. cerevisiae para a wansformagio. Os resultados mostraram que a levedura nio ¢ capaz

de reconhecer os sinais daquelas sequéncias do gene de A. awamori.

PENTTILA ¢ col. (1984) também nio obtiveram expressio de 4 entre 5 genes
obtidos do banco genémico de A. niger para wransformar S. cerevisiae. Entre os genes nao

expressos constava o da glicoamilase.

ASHIKARI e col. (1986) ao contririo, conseguiram expressio do gene da
glicoamilase de Rhizopus oryzae sob o controle de seu préprio promotor em S. cerevisiae,
mas o nivel de secregio foi extremamente baixo. Estes resultados levaram os autores a
uma nova tentativa, mas com o gene sob o controle do promotor do gene da enzima
gliceraldefdo-3-fosfato  desidrogenase de levedura (ASHIKARI e col, 1989). Foi
observado entio que transformantes com alto niimero de cépias do plasmidio contendo o
gene secretavam  apenas 2 vezes mais enzima que transformantes de cépia dnica.
Resultados semelhantes foram obtidos por VANONI e col. (1989) com relagio ao
gene STA2 da glicoamilase de S. cerevisiae var. diastaticus. Os autores observaram que o
aumento do niimero de cépias do gene elevou a quantidade de mRNA, sem elevar
correspondentemente a atividade enzimitica ¢ acarretou ainda glicosilagao incomplera.
Estes resultados mostraram que o sistema de secregio de S. cerevisiae ¢ rapidamente
saturado ¢ que a glicosilagio pode ser um fator limitante, quando protefnas altamente
glicosiladas, como € o caso da protefna STA2, sio expressas em niveis além do selvagem.
Por outro lado, KOTYLAK e EL-GEWELY (1991) descreveram um gene ligado a0 gene
STA3 que confere aumento na secregio de glicoamilase em S. cerevisiae de
aproximadamente 6 vezes em comparagio ao selvagem. Este gene foi demonstrado ser
especifico em relagio a atividade amilolitica, pois a secregio de outras enzimas

extracelulares examinadas nio foram alteradas.

Apesar do vasto conhecimento adquirido sobre a utilizagio de leveduras em
processos fermentativos ¢ a maior facilidade de utilizagio destes organismos em escala
industrial, devido is limitagdes citadas acima, muitos pesquisadores tem se voltado para a
possibilidade de utilizagio de fungos filamentosos como vetores de expressio de protefnas
heterélogas. Este fato ¢ de grande incentivo a0 desenvolvimento dos conhecimentos

bdsicos nestes organismos.
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2.3 ASPECTOS GENETICOS DA PRODUGAO DE METABOLITOS DE
INTERESSE ECONOMICO

E sabido que os aspectos e os organismos mais bem estudados em Genética nio
sio aqueles de maior interesse econdmico. Isto se deve, por um lado, a0 fato que para
geneticistas, é mais ficil udlizar modelos genéticos em seus estudos e por outro,
melhoristas, pelo menos até certo tempo atrds, conseguiam seus objetivos a despeito de

um conhecimento mais profundo dos organismos com os quais trabalhavam.

Esta situagio tem se modificado nos tiltimos anos devido a0 desenvolvimento das
novas técnicas de recombinagio, cuja utilizagio pode promover ganhos significativos,
mas que, em contrapartida, requer maior conhecimento especffico da genética e
bioqufmica do organismo a ser melhorado. Apesar disto, os estudos de regulagao génica
de vias metabélicas de produtos de interesse industrial aqui descritos ainda refletem a

tendéncia comentada acima.

CAGLIOTI ¢ SERMONTI (1956) ¢ SERMONTI (1956) isolaram mutantes
penicilina negativos em Penicillium chrysogenun, que cruzados entre si, determinaram a
existéncia de 2 loci génicos, localizados em cromossomos diferentes, envolvidos na
producio de penicilina nesta espécie. NORMANSELL e col. (1979) obtiveram 78
mutantes do mesmo tipo, entre os quais escolheram 12 com menor titulo para estudos
mais detalhados. Foram determinados 5 loci génicos, cujos mutantes representantes de
cada locus, analisados bioquimicamente, demonstraram diferengas nos produtos

acumulados.

Trabalhos utilizando mutantes penicilina negativos também foram realizados em
Aspergillus nidulans, que, apesar de produzir menor quantidade do antibiético que P.
chrysogenum, era vanujoso como modelo genético para estes estudos. EDWARDS e
col. (1974) isolaram 28 mutantes com produgio de penicilina  diminufda, que se
distribufram em 4 grupos de complementagio, denominados A, B, C ¢ D. Vinte destas
mutagdes, denominadas npeA pertenciam ao grupo de complementagio A, localizado
posteriormente no cromossomo VI (HOLT e col., 1976) e as mutagdes pertencentes aos
grupos de complementagio B, C ¢ D, denominadas npeB, npeC e npeD, foram mapeadas
nos cromossomos III, IV ¢ I, respectivamente (MAKINS e col., 1983). As mutagdes npe
foram demonstradas serem todas recessivas (EDWARDS e col., 1974).

Mutagbes que conferiram produgio aumentada de penicilina também foram
obtidas em A. nidulans, denominadas penA (recessiva), penB (dominante) e penC  (semi-

dominante) localizadas nos cromossomos VIII, III e IV respectivamente
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(DITCHBURN e col., 1976). As posigbes destes genes nos cromossomos 111 ¢ IV
demonstraram que 7npeB ¢ penB, assim como npeC e penC nio sio mutagdes nos mesmos
genes (EDWARDS e col., 1974; DITCHBURN e col., 1976), o que foi confirmado nos
resultados obtidos por MAKINS e col.(1983).

PAPA (1979) obteve 14 mutantes que nio produziam aflatoxina em Aspergillus
flavus, denominados afl. O gene affl, localizado no cromossomo V11, foi demonstrado ser
dominante. Os demais genes eram todos recessivos ¢ 4f4 foi localizado no cromossomo
I1. Mais rarde, estudos genéticos e bioquimicos demonstraram que o gene 2ff1 nio estava
diretamente relacionado com a produgio da toxina, podendo estar envolvido em passos
de sua regulagio ou secrecio (PAPA, 1980). O gene nor, que € responsivel pelo actimulo
de um intermedidrio da sinwese de aflatoxina, foi mapeado no cromossomo VII, bem
préximo ao gene 4fl1 (PAPA, 1982).

Em Aspergillus parasiticus, as mutagoes afll e afl2, que impedem a produgio de
aflatoxina, foram mapeadas em diferentes grupos de ligagio (PAPA, 1978) e as mutagbes
norA ¢ verA, que causam bloqueios ¢, consequentemente, acimulo de intermedidrios da
sintese da toxina, foram mapeadas no mesmo grupo de ligagio (BRADSHAW e col.,
1983).

WITTEVEEN e col. (1990) ¢ SWART e col. (1990) isolaram, caracterizaram e
mapearam diversos mutantes com alteragio na produgio de glicose oxidase em Aspergillus
niger na tentativa de esclarecer pontos bisicos do mecanismo de indugio da produgio.
Trés genes foram mapeados no grupo de ligagio 11, um no grupo III, dois no grupo V e
dois no grupo VII (SWART e col, 1990). Entre os mutantes obtidos, dois deles
possufam caracteristicas que demonstraram que fatores genéticos diferentes controlam a

indugio por glicose, e a influéncia da tensio de oxigénio na produgio da enzima neste

fungo (WITTEVEEN e col., 1990).

NGA ¢ col. (1989) obtiveram 14 mutantes lipase negativos na levedura
Yarrowinia lipolytica, os quais se distribufram em 3 grupos de complementagio. Os 13
mutantes que compreendem o primeiro ¢ o segundo grupo sio alteragbes no gene
estrutural e apresentam complementagio interalélica para certas combinagées. O tinico
mutante que compreende o terceiro grupo pode ter uma alteragio em gene envolvido

com secregio de lipase.

TAMAKI (1978) demonstrou, através de cruzamento de linhagens de origens
diferentes, a existéncia de 3 genes estruturais da glicoamilase em Saccharomyces cerevisiae
var. diastaticus, denominados STAl, STA2 e STA3, os quais foram localizados
respectivamente nos grupos de ligagao IV, I e¢ XIV, através de mapeamento por
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cletroforese, por PRETORIUS ¢ MARMUR (1988). Mutagio no gene estrutural S7A41
foi detectada por YAMASHITA ¢ FUKUI (1984b) em mutantes nio produtores de
glicoamilase denominados amyl. Uma descrigio detalhada dos genes envolvidos na
regulagio da produgio da enzima glicoamilase em S. cerevisiae var. diastaticus se encontra

no item 2.2.1. desta revisio.

Dando inicio a estudos bdsicos sobre a regulagio e secregio da produgio da
enzima glicoamilase em uma linhagem industrial de A. niger (denominada 10v10,
BONATELLI JR., 1981), VALENT (1985) padronizou uma metodologia de avaliagio
da atividade amilolitica que mede preferencialmente glicoamilase e estabeleceu um
método de selegio de mutantes de baixa ¢ média produgio. Com este mértodo foram
obtidos, dentre 268 colbnias sobreviventes a waamento com luz Ulua-violeta, 3
mutantes com baixa produgio (até 30% da produgio parental) ¢ 5 mutantes com
produgio média (de 35 a2 50% da produgio parental), sendo que todas as mutagdes se

mostraram recessivas em relagio ao alelo selvagem.

CALIL (1988) estabeleceu modificagio do método de selegio desenvolvido por
VALENT (1985), que permitiu a obtengao de mutantes com arividade enzimidtica de 10
a 60% maior que a da linhagem parental. Trés, dos 4 murantes obtidos, se mostraram
recessivos (hapl12, hapl47 e hapl69) e um semi-dominante (hap252) em relagio ao
alelo selvagem.

VALENT e col.(1992) sugeriram que pelo menos 3 genes, presentes em diferentes
grupos de ligagio, sio capazes de baixar a produgio de glicoamilase em A. niger. Um
destes genes, lgpA61 , foi mapeado no grupo de ligagio 11 ¢ os outros 2 nio estio ligados

aos marcadores dos grupos I e I1.

CALIL (1988) sugeriu que, no mfnimo, 4 a 5 genes condicionam aumento na
produgio de glicoamilase nas linhagens de A. niger udilizadas em seu trabalho e que os
genes hapl47, haplG9 e hapA252 estio presentes no grupo de ligagio 1 ¢ hapB252 no
grupo II. O gene hapl12 foi demonstrado nio estar presente nos grupos de ligagao I e I1.
Estes genes foram posteriormente denominados Agp - high glucoamylase production.

Com o objetivo de se estabelecer novos marcadores genéticos para posterior
mapeamento dos mutantes de produgio que nio puderam ser mapeados nos grupos de
ligagio disponiveis, foram obtidos mutantes auxotréficos e de resisténcia a drogas
(MASIERO, 1988; MASIERO ¢ BONATELLI JR., 1989), com os quais foi possivel
identificar 2 novos grupos de ligagio (grupos III e IV), além dos 2 inicialmente
identificados (grupos 1 ¢ II) (BONATELLI JR., 1981). O tinico marcador observado no
grupo de ligagao 11 (hsA, ) mostrou efeito de redugio na produgio de glicoamilase de
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aproximadamente 95% quando comparado com o alclo selvagem. Este fato poderia
constituir um problema na sua utdlizagio para mapeamento de genes com produgio alterada,
no entanto, isto pode ser contornado através de anilise genética cuidadosa (MASIERO e
BONATELLI JR., 1989).

Ainda em relagio a0 estudo da produgio de glicoamilase nestas linhagens,
VIALTA (1987) ¢ OLIVEIRA (1991) estudaram as interagdes génicas em hibridos
interespecificos de A. niger ¢ A. awamori. VIALTA (1987) observou que estes hfbridos
apresentavam produgio de glicoamilase semelhante ao parental A. niger. Esta observagio
foi mais amplamente estudada nos trabalhos de OLIVEIRA (1991), que demonstrou
que nio h4 boa complementagio de genes de produgio de glicoamilase em hfbridos entre
as duas espécies, sendo que os resultados obtidos sugeriram dominéncia dos fatores de
produgio de A. niger sobre os de A. awamori, explicado possivelmente por repressio
alélica, como descrito por WILSON e col. (1974 a,b) para hfbridos interespectficos de
eucariotos. Estes resultados sio interessantes, j4 que se sabe que os genes estruturais das

duas espécies sio praticamente idénticos.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. LINHAGENS DE Aspergillus niger UTILIZADAS

pab fwum - mutante deficiente para 4cido p-aminobenzdico, confdios
marrom-claro ¢  produgio de glicoamilase considerada como padrio normal
(BONATELLI JR., 1981).

nicl oly3 - muunte deficiente para dcido nicotfnico, confdios verde-
oliva e producio de glicoamilase considerada como padrio normal (BONATELLI JR.,
1981).

lgp05 - mutante deficiente para dcido p-aminobenzdico, conidios marrom-
claro, crescimento lento em amido como tinica fonte de carbono e baixa produgio de
glicoamilase (VALENT e col., 1992).

lgp61 - muuante deficiente para 4cido p-aminobenzdico, conidios
marrom-claro ¢ baixa produgio de glicoamilase (mutagio denominada igpAg, , gene
mapeado no grupo de ligagio 11, juntamente com o gene pabA, )(VALENT, 1985).

lgp73 - mutante deficiente para 4cido nicotinico e dcido p-aminobenzéico,
conidios verde-oliva, crescimento lento em amido como nica fonte de carbono e
baixa produgio de glicoamilase (VALENT e col., 1992).

hgpl12, hgpl47, hgpl69, hgp252 - mutantes deficientes para dcido p-
aminobenzéico, conidios marrom-claro e alta produgio de glicoamilase (CALIL, 1988).

SM-13 par. - recombinante deficiente para lisina ¢ metionina, confdios
marrom claro e baixa produgio de glicoamilase (MASIERO e BONATELLI JR., 1989).

SV-10 par. - recombinante deficiente para lisina ¢ metionina, confdios
verde-oliva e baixa produgio de glicoamilase (MASIERO e BONATELLI JR., 1989).

3.2. MEIOS DE CULTURA

3.2.1. MEIO MINIMO (MM)(PONTECORVO e col., 1953)

Nitrato de sédio 6,00g
Cloreto de potdssio 0,52g
Sulfato de magnésio 0.52g
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Fosfato dihidrogenado de potéssio 1,52g

Sulfato de ferro tragos
Sulfato de zinco tragos
Glicose 10,00g
Agua destilada 1000ml

O pH foi ajustado para 6,5 com NaOH (4%) ou HCl (IN); quando desejado
sélido, adicionou-se 1,5% de 4gar. Quando necessirio, adicionaram-se requerimentos
nutricionais nas concentrages de 100 pg/ml para amino4cidos e 5 pg/ml para vitaminas.

3.2.2. MEIO MINIMO COM DIFERENTES FONTES DE CARBONO

A glicose do meio descrito no item 3.2.1. foi substituida por amido (MM+A),
maltose (MM+M), lactose (MM+L), galactose (MM+G), xilose (MM4+X), sacarose
(MM+8A) ou sorbitol (MM+S0), na concentragio de 1% (p/v).

3.2.3. MEIO COMPLETO (MC) (PONTECORVO e col., 1953,
modificado de acordo com AZEVEDO e COSTA, 1973).

Adicionou-se a 1 litro de MM:

Peptona 2,0g
Casefna hidrolizada . l,5g

,  Extraro de levedura 0,5g
Solugio de vitaminas 1,0ml

O pH foi ajustado para 6,5 com NaOH (4%) ou HCl (IN). Quando descjado
sélido, adicionou-se dgar 1,5%.

3.2.4. MEIO DE FERMENTACAO (MAC) (BONATELLI JR. e col., 1984).

Farinha de raspa integral de mandioca 20,0g
Nitrato de sédio 2,0g
Fosfato dihidrogenado de potissio 1,0g
Sulfato de magnésio heptahidratado 0,5g
Agua destilada 1000ml
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O pH foi ajustado para 5,5 ¢ a esterilizagio foi feita por 15 minutos a2 1 atm.
Quando necessdrio, adicionaram-se requerimentos nutricionais como especificado no

item 3.2.1.
3.2.5. MEIO DE FERMENTACAO COM DIFERENTES FONTES DE

CARBONO

A farinha de raspa integral de mandioca do meio descrito no item 3.2.4. foi
substituida por amido soltivel (MAS), maltose (MAL) ou glicose (MAG) na concentragio
de 1% (p/v).

3.2.6. MEIO MINIMO + 4% DE MEIO COMPLETO (MM + 4% MC)

Foi adicionado 4ml de MC liquido (item 3.2.3.) 2 96ml de MM liquido (item
3.2.1.) e porgoes de 2,5ml da solugio final foram distribufdas em tubos de ensaio e

esterilizadas (item 3.4.).

3.3. SOLUCOES
3.3.1. SOLUCAO TWEEN

Foi feita solugio de tween 80 0,1% (v/v) com 4gua destilada e porgdes de 2,5ml

desta foram distribufdas em tubos de ensaio e esterilizadas (item 3.4.).
3.3.2. SOLUGCAO SALINA

Foi'feita solugio de NaCl 0,85% (p/v) com 4gua destilada ¢ porgoes de 9,4ml

desta foram distribufdas em frascos com tampa de baquelite ¢ esterilizadas (item 3.4.).

3.3.3. SOLUGCAO DE VITAMINAS

Biotina 0,2mg

Acido p-aminobenzéico 10,0mg
Tiamina 10,0mg
Piridoxina 50,0mg
Acido nicotfnico 100,0mg
Riboflavina 100,0mg
Agua destilada esterilizada 100,0ml
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A esterilizagio foi feita por alternincia de ratamento em banho-maria 60°C, com

tratamento 2 temperatura ambiente por 30 minutos, durante oito horas.
3.3.4. SOLUGAO BENLATE

Dissolveram-se  60mg de benlate (fungicida Meril-1  butil-carbamoil-2-
benzimidazol-carbamato) em 1ml de acetona e entdo acrescentaram-se 99ml de dgua

destilada esterilizada. Conservou-se em frasco escuro a 4°C.
3.3.5. SOLUCAO TAMPAO AMIDO

Dissolveu-se, a quente, 1g de amido soltivel (Reagen ou Merck) em 50ml de dgua
destilada ¢ adicionaram-se 50ml de tampio citrato 0,1M pH 4,0 (aproximadamente 33ml
de 4cido citrico 0,1M + 17ml de citrato de sédio 0,1M ).

3.4. ESTERILIZAGAO

Os meios de cultura e solugdes utilizadas foram esterilizados em autoclave

a1l atm por 20 minutos, a nio ser para o meio de fermentagio MAC, item 3.2.4.

3.5. INCUBAGAO E CULTIVO

As linhagens foram inoculadas em placas de Petri ¢ incubadas 2 temperatura de

30°C por 6 dias para crescimento vegetativo.

3.6. AVALIAGCAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA
3.6.1. PRODUGAO DE GLICOAMILASE (GA)

Os ensaios para produgio de GA foram feitos em frascos de 30ml, contendo 5ml
de meio de fermentagio (ftens 3.2.4. e 3.2.5.). Os frascos foram inoculados diretamente
com al¢a de niquel-cromo a partir de colénias cultivadas como descrito no item 3.5.. Os
frascos foram incubados a 30°C e, apés 4 dias, foi medida a atividade enzimidtica como

descrito no item 3.6.2..
3.6.2. MEDIDA DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Amostras de 0,5ml do meio de fermentagio convenientemente diluido, obtido a
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partir do procedimento descrito no item 3.6.1. foram incubadas com 0,5ml de solugio
tampio amido (item 3.3.5.), por 60 minutos a 60°C. As amostras foram entio
transferidas para banho fervente, para inativagio da enzima. A quantidade de agiicares
redutores liberada pela GA foi estimada pelo método da ortotoluidina, utilizando-se kits
para determinagio de glicose (LABTEST, DOLLES ou BIOBRAS). O espectrofotdmetro
(Coleman, mod 296) foi ajustado no comprimento de onda, conforme especificagoes de
cada kit (625 ou 630nm). A quantidade de aglicares redutores foi expressa em
mg/100ml e cada 10mg/ml correspondeu 2 uma unidade de GA.

3.7. OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE DIPLOIDES
3.7.1. OBTENCAO

Os dipléides foram obtidos via ciclo parassexual (ROPER, 1952), misturando-se
confdios de linhagens com marcas auxotréficas e/ou morfolégicas, em MM + 4% MC
(item 3.2.6.). Apés 2-3 dias, a pelicula formada foi transferida para MM. Conidios do
heterocdrio formado foram transferidos para solugio tween (item 3.3.1.) ¢, em seguida,
semeados em MM para isolamento de dipléides. As colénias que cresceram uniformes
em coloragio de conidios foram purificadas por estrias em MM ¢ entio foi feita a

caracterizagio dos dipléides (item 3.7.2.).
3.7.2. CARACTERIZAGAO

Os critérios para caracterizagio de dipléides foram os seguintes:

1. Prototrofia - devido 4 complementagio de marcas auxotréficas, o dipléide deve

crescer em MM.

2. Coloragio de confdios - o cruzamento de mutantes de coloragio de confdios

diferente resulta em dipléide com coloragio selvagem (preta) devido 2 complementagio.

3. Teste em benlate - em meio contendo o agente haploidizante benlate
(HASTIE, 1970; UPSHALL e col., 1976), os dipléides devem formar setores com

coloragio de confidios similar as parentais.
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3.8. OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE SEGREGANTES HAPLOIDES
A PARTIR DOS DIPLOIDES ESTUDADOS
3.8.1. OBTENCAO

O isolamento de segregantes hapldides foi feito inoculando-se dipléides por
ponto em placas de Petri com MC + 1-2 pg/ml de benlace. Outro procedimento
empregado para obtengio de segregantes foi a semeadura de uma suspensio de
confdios (103 confdios/placa de Petri) dos dipléides por “pour plate” em MC +
benlate na concentragio de 1-2 pg/ml (BOS e col., 1988). Desta forma, pode-se obrter
um ndmero maior de segregantes verde-oliva, os quais geralmente crescem mais
devagar que os marrom-claro. Os setores observados foram purificados por estria em

MC e caracterizados (item 3.8.2.).
3.8.2. CARACTERIZACAO

Os segregantes obtidos foram caracterizados quanto 3 coloragio de confdios,
auxotrofia, crescimento em MM+A ¢ produgio de glicoamilase.  Para se
determinarem as marcas auxotréficas dos segregantes, utilizou-se uma bateria de placas
de Petri com MC, MM, MM + todos os requerimentos nutricionais envolvidos e
ainda uma séric de placas, contendo MM + todos os requerimentos nutricionais menos
um. O crescimento em MM+A  (item 3.2.1.) foi testado nos segregantes dos
cruzamentos que envolveram esta marca. A avaliagio dos resultados foi feita ap6s 2 dias
de crescimento para marcas auxotrdficas e 2,5 dias para crescimento em MM+A. A
produgio flc glicoamilase dos segregantes foi avaliada como descrito no item 3.6., com

uma repeti¢ao por segregante.

3.9. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados de produgio obtidos foram analisados estatisticamente por Anfilise de
Variincia ¢ Teste de Médias (Teste de Tukey) (PIMENTEL GOMES, 1970).
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4. RESULTADOS
4.1. CRESCIMENTO EM DIFERENTES FONTES DE CARBONO

As linhagens parenuis pab fivmi ¢ nic1 oly3, os mutantes de baixa produgio de
glicoamilase [gp05, lgp61 e lgp73 e os mutantes de alta produgio hgpl12, hgpl47,
hgp169 e hgp252 foram inoculados em placas de Peuri com MM (item 3.2.1),
MM+A, MM+M, MM+L, MM+G, MM+X, MM+SA ¢ MM+SO (item 3.2.2.) para se
verificar o crescimento em diferentes fontes de carbono e se determinarem diferengas
entre as linhagens. Foram feitas medidas de diimetro das coldénias apés 3 dias de
crescimento (3 repeti¢oes por linhagem por placa de Petri).

Nenhuma das linhagens foi capaz de crescer em galactose ¢ todas apresentaram
crescimento residual em lactose apés o terceiro dia. Pela TABELA 1 pode-se observar que
nio houve diferengas evidentes no tamanho das coldnias, a nio ser quando amido foi
adicionado como tnica fonte de carbono. Neste meio de cultvo, com 3 dias de
incubagio, o mutante de baixa produgio /gp73 nio formou colénia e o mutante jgp05
comegou a apresentar crescimento residual. Como padrio normal foi observado que as
demais linhagens comegaram crescer efetivamente apés o segundo dia de incubagio em
MM-A.
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TABELA 1 Média do didmetro das col6nias (cm) das linhagens parentais ¢ mutantes fgp
¢ hgp, crescidas em MM com diferentes fontes de carbono, apés 3 dias de incubagio.

LINHAGENS GLICOSE AMIDO SORBITOL MALTOSE XILOSE SACAROSE

pab1 fm | 1,7 1,8 1,9 1,7 1,6 1,6
nic1 olv3 1,6 1,6 1,7 1,6 1,2 1,5
Igp05 1.5 0,0 1,8 1.8 1.4 1,6
Igp61 1,5 1,8 1.5 1,7 1,3 1,5
Igp73 L5 0,0 1,4 1.5 1,7 1.3
hgp112 1.2 1,6 1,6 1,4 1,1 1,5
hgp147 1,5 2,0 1,7 1,7 1,4 1,6
hgp169 1,8 1.8 1,9 1,6 1,7 1,7
hgp252 1,6 2,2 1,7 1,7 L5 1,7

Nio houve crescimento em galactose ¢ em lactose houve crescimento residual.
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4.2. PRODUCAO DE GA EM DIFERENTES FONTES DE CARBONO

As linhagens parentais ¢ os mutantes de baixa (/gp) ¢ alta produgio (hgp) foram
ensaiados para produgio de glicoamilase (item 3.6) em meios com farinha de raspa
integral de mandioca (MAC, item 3.2.4.), amido solivel (MAS, item 3.2.5.), maltose
(MAL, item 3.2.5.) ¢ glicose (MAG, item 3.2.5.) como fonte de carbono, com o
objetivo de se caracterizarem os grupos de linhagens quanto 2 indugio e se

identificarem diferengas entre linhagens do mesmo grupo.

~ Os resultados das médias de producio estio apresentados na TABELA 2 ¢ os
resultados completos (5 repetigdes por linhagem por tratamento) estio na TABELA Al ¢
A2 (Apéndice de Tabelas).

Para cada tratamento e também para cada linhagem nos diferentes tratamentos,
foram feitas as andlises de varidncia (TABELAS A3 a A20 Apéndice de Tabelas), ¢ os
testes de médias (Tukey) apresentados nas TABELAS 3 a 20.

Em MAC (TABELA 3) a produgio de GA das linhagens [gp diferiu
significativamente da produgio das linhagens parentais pab1 fiwni e nic1 oly3, sendo que o
mutante 'lgp73 diferiu também dos outros mutantes jgp. O mesmo padrio de
produgio foi encontrado em MAS (TABELA 4), sendo que em MAL (TABELA 5)
a linhagem [gp05 diferiu em produgio das demais linhagens /jgp. Em MAG (TABELA

6), todas as [gp mostraram niveis de produgio de GA préximos ou iguais a zero.
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TABELA 2 Média de produgio de GA (U/ml) das linhagens parentais ¢ dos mutantes
lgp ¢ hgp em meio com farinha de raspa integral de mandioca (MAC), amido soltvel
(MAS), maltose (MAL) e glicose (MAG) como fonte de carbono.

LINHAGENS MAC MAS MAL MAG
pab fum 12,3 8,5 6.3 3.3
nici olv3 7.0 5,8 5,6 3,0
Igp05 1,9 2,2 2,4 0,2
Igp61 1,2 2,2 0,1 0,1
Igp73 0,0 0,0 0,0 0,0
pab fum 15,3 13,3 5,1 2,4
hgp112 22,1 11,2 6,0 4,5
hgp169 23,7 17,2 10,5 6,0
hgp252 18,9 12,0 8,4 6.3
hgp147 17,9 11,9 8,2 5,4
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TABELA 3 Comparagio das médias de produgio de GA dos mutantes fgp, e das
linhagens parentais pab1 fiwmi e nic1 oly3 em MAC, pelo teste de Tukey.

Linhagem Média de Producgio (U/ml)

pab fum | 123 a

nic1 oly3 7,0 b .
gp05 1,9 c

Igp61 1,2 c

Igp73 0,0 d
DMSa5% =1,2

As médias com as mesmas letras nio diferem significativamente a nivel de 5%

TABELA 4 Comparagio das médias de produgio de GA dos mutantes lgp, e das
linhagens parenuais pab1 fiwm e nic1 olys em MAS, pelo teste de Tukey.

Linhagem Meédia de Produgao (U/ml)

pab1 fum 85 a

nic1 olv3 5,8 b

lgp05 2,2 c

Jgp61 2,2 c

igp73 0,0 d
DMSa5%=1,3

As médias com as mesmas letras n3o diferem significativamente a nivel de 5%.
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TABELA 5 Comparagio das médias de produgio de GA dos mutantes kp, e das
linhagens parentais pab1 fwm ¢ nic1 olva em MAL, pelo teste de Tukey.

Linhagem Média de Produgio (U/ml)

pabl fum 63 a

nic1 oly3 56 a

Igp05 2,4 b

Igp61 0,1 c
lgp73 0,1 c
DMS a 5% = 0,9

As médias com as mesmas letras nio diferem signficativamente a nivel de 5%

TABELA 6 Comparagiao das médias de produgio de GA dos mutantes fgp, e das
linhagens parentais pab1 fiwn e nic1 oly3 em MAG, pelo teste de Tukey.

Linhagem, = Média de Produgio (U/ml)

pab1 fum 33 a
nic1 olv3 30 a
Igr05 0,2
gp61 0,1
Igp73 0,0
DMS a 5% = 0,4

As médias com as mesmas letras nio diferem significativamente a nivel de 5%.
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As linhagens parentais apresentaram redugio de produgio de GA em relagio 20
MAC, quando cultivadas em MAS, MAL ¢ MAG (TABELAS 7 ¢ 8), sendo que em
MAG ocorreu a maior porcentagem de redugio observada. Considerando-se o meio
MAC como o mais favordvel para indugio de GA, as linhagens lgp apresentaram padroes
diferentes de redugio de produgio nas fontes de carbono testadas, em relagio aos niveis
obtidos em MAC. A [gp05 apresentou redugio dos niveis de GA apenas em MAG
(TABELA 9); a [gp61 em MAL ¢ MAG (TABELA 10) ¢ a fgp73 (TABELA 11) diferiu
das demais Jgp por praticamente nio produzir GA em todos os meios de fermentagio

testados.

Em geral, as linhagens hgp apresentaram niveis de producgio de GA mais altos que
a linhagem parental em todos os meios de fermentagio testados (TABELAS 12, 13, 14,
15), mas essa diferenga ndo foi significativa a nivel de 5%, para todas as linhagens em
todos os tratamentos, a nio ser em MAG (TABELA 15). Em MAC (TABELA 12), meio
de fermentagio utilizado na selegio destes mutantes, a hgp147 nio diferiu da parental
pab1 fwnl a nivel de 5%. Em meio com amido soltivel (TABELA 13) ou maltose
(TABELA 14) como fonte de carbono, apenas a hgp169 diferiu da parental.

A glicose (TABELA 15) nio ¢ considerada um bom indutor da produgio de GA,
no entanto, as Agp tiveram produgio de enzima significativamente maior que a parental

c aprcscnéara.m valores mais constantes de produgio em MAG do que nos outros meios
de fermentagio utilizados (TABELA A2, Apéndice de Tabelas).
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TABELA 7 @mpuaﬁo das médias de produgio de GA pelo teste de Tukey, da
linhagem pab1 fiom nos meios de fermentagio com farinha integral de mandioca
(MAC), amido soltivel (MAS), maltose (MAL) ¢ glicose (MAG) como fonte de carbono.

Meio de Cultivo M¢édia de Produgao (U/ml)

MAC 12,3 a

MAS 8,5 b

MAL 6.3 c

MAG 33 d
DMSa5% = 1,4

As médias com as mesmas letras n3o diferem significativamente a nivel de 5%.

TABELA 8 Comparagio ‘das médias de produgio de GA pelo teste de Tukey, da
linhagem #nic1 olv3 nos meios de fermentagio com farinha integral de mandioca (MAC),
amido soliivel (MAS), maltose (MAL) e glicose (MAG) como fonte de carbono.

Meio de Cultivo Meio de Produgio (U/ml)

MAC 7,0 a

MAS 5,8 b

MAL 5,6

MAG 3,0 c
DMS a 5% = 0,7

As médias com as mesmas letras nio diferem significativamente a nfvel de 5%.
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TABELA 9 Comparagio das médias de produgio de GA pelo teste de Tukey, da
linhagem /gpO5 nos meios de fermentagio com farinha integral de mandioca (MAC),
amido solivel (MAS), maltose (MAL) e glicose (MAG) como fonte de carbono.

Meio de Cultura Média de Produgio (U/ml)

MAL 2,4 a
MAS 22 a
MAC 1,9 a
MAG 0,2 b

DMSa5% =13

As médias com as mesmas letras nio diferem significativamente a nivel de 5%.

TABELA 10 Comparagio das médias de produgio de GA pelo teste de Tukey, da
linhagem JjgpG1 nos meios de fermentagio com farinha integral de mandioca (MAC),
amido soldvel (MAS), maltose (MAL) e glicose (MAG) como fonte de carbono.

Meio de Cultivo M¢édia de Produgio (U/ml)

MAS 2,2 a

MAC 1,2 b

MAL 0,1 c
MAG 0,1 c
DMS a5% = 0,9

As médias com as mesmas letras nio diferem significativamente nivel de 5%.
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TABELA 11 Comparagio das médias de produgio de GA pelo teste de Tukey, da
linhagem [gp73 nos meios de fermentagio com farinha integral de mandioca (MAC),
amido soliivel (MAS), maltose (MAL) e glicose (MAG) como fonte de carbono.

Mecio de Cultura Meédia de Produgio (U/ml)

MAL 0,1 a
MAS 0,0

MAC 0,0

MAG 0,0

DMS a 5% = 0,04

As médias com as mesmas letras nio diferem signficativamente a nivel de 5%.

TABELA 12 Comparagio das médias de produgio de GA dos mutantes hgp ¢ da
linhagem parental pab1 fivm1 em MAC, pelo teste de Tukey.

Linhagens Média de Produgio (U/ml)

hgp169 23,7 a

hgp112 22,1 a

hgp252 18,9 b c
hgp147 17,9 c d
pab fum 15,3

DMS a5% = 3,6

As médias com as mesmas letras nio diferem significativamente a nfvel de 5%
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TABELA 13 Comparagio das médias de produgio de GA dos mutantes hgp ¢ da
linhagem parental pab1 fivn1 em MAS, pelo teste de Tukey.

Linhagens Meédia de Produgio (U/ml)

hgp169 17,2 a

pab fom 13,3 b
hgp252 12,0 b
hgp147 11,9 b
hgp112 11,2 b
DMS a 5% = 2,5

As médias com as mesmas letras nio diferem significativamente a nfvel de 5%.

TABELA 14 Comparagio das médias de produgio de GA dos mutantes hgp e da
linhagem parental pab1 fini em MAL, pelo teste de Tukey.

Linhagens Meédia de Produgio (U/ml)

hgp169 10,5 a

hgp252 8.4 a b
hgp147 8,2 a b
hgp112 6,0 b
pab fum 5,1 b

DMS a 5% = 3,4

As médias com as mesmas letras nio diferem significativamente a nivel de 5%.
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TABELA 15 Comparagio das médias de produgio de GA dos mutantes 4gp ¢ da
linhagem parental pab1 firnmi em MAG, pelo teste de Tukey.

Linhagens Média de Produgio (U/ml)

hgp252 6.3 a

hgp169 6,0 a

hgp147 5.4 a

hgp112 4,5

pab fum 2.4 c
DMSa5%=1,7

As médias com as mesmas letras nio diferem significativamente a nivel de 5%.

Do mesmo modo como observado nos mutantes fgp, nos mutantes 4gp, os niveis
de produgio de GA mais elevados foram obscrvados com farinha de raspa integral de
mandioca como fonte de carbono (MAC). Através das TABELAS 16, 17, 18, 19 ¢ 20
pbde-se verificar que os mutantes hgp apresentaram redugio de produgio de GA em
MAS, MAL ¢ MAG diferente da observada na linhagem parental. Nesta, os niveis de
produgio em MAC e em MAS foram semelhantes, assim como os nfveis em MAL ¢
MAG (TABELA 16). Nos mutantes, a produgio em MAS foi menor que em MAC, e em
relagio aos niveis obridos em MAL ¢ MAG, péde-se agrupéd-los em duas classes: os que
apresentaram produgio semelhante nestes meios de fermentagio, hgpll12 e Agpl47
(TABELAS 18 e 20), ¢ os que apresentaram produgio significativamente diferente,
hgp169 e hgp252 (TABELAS 17 e 19).
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TABELA 16 Comparagio das médias de produgio de GA pelo teste de Tukey, da
linhagem pab1 firnm1 nos meios de fermentagio com farinha integral de mandioca (MAC),
amido solivel (MAS), maltose (MAL) de glicose (MAG) como fonte de carbono.

Meio de Cultivo Média de Produgio (U/ml)

MAC 15.3 a
MAS 13.3 a
MAL 5.1

MAG 2,4

DMS 2 5% = 3,2

As médias com as mesmas letras ndo diferem significativamente a nivel de 5%.

TABELA 17 Comparagio das médias de produgio de GA pelo teste de Tukey, da
linhagem Agp169 nos meios de fermentagio com farinha integral de mandioca (MAC),
amido soliivel (MAS),maltose (MAL) ¢ glicose (MAG) como fonte de carbono.

Meio de Cultivo Média de Produgio (U/ml)

MAC 23,7 a

MAS 17,2 b

MAL 10,5 c

MAG 6,0 d
DMSa5% = 2,3

As médias com as mesmas letras n3o diferem significativamente a nivel de 5%.
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TABELA 18 Comparagio das médias de produgio de GA pelo teste de Tukey, da
linhagem Agp112 nos meios de fermentagio com farinha integral de mandioca (MAC),
amido soltivel (MAS), maltose (MAL) e glicose (MAG) como fonte de carbono.

Meio de Cultivo Meédias de Produgio (U/ml)

MAC 22,1 a

MAS | 11,2 b

MAL 6.0 c
MAG 4,5 c

DMS a 5% = 2,9

As médias com as mesmas letras n3o diferem significativamente a nfvel de 5%.

TABELA 19 Comparagio das médias de produgio de GA pelo teste de Tukey, da
linhagem Agp252 nos meios de fermentagio com farinha integral de mandioca (MAC),
amido soliivel (MAS), maltose (MAL) e glicose (MAG) como fonte de carbono.

Meio de Cultivo Meédias de Produgio (U/ml)

MAC 18.9 a

MAS 12,0 b

MAL 8.4 c

MAG 6.3 d

DMS a 5% = 2,1

As médias com as mesmas letras ndo diferem significativamente a nfvel de 5%.
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TABELA 20 Comparagio das médias de produgio de GA pelo teste de Tukey, da
linhagem Agp147 nos meios de fermentagio com farinha integral de mandioca (MAC),
amido solivel (MAS), maltose (MAL) e glicose (MAG) como fonte de carbono.

Meio de Cultivo Média de Produgio (U/ml)

MAC 17,9 a

MAS 11,9 b

MAL 8.2 c
MAG 5.4 c
DMS a 5% = 3,2

As médias com as mesmas letras nio diferem significativamente a nivel de 5%.
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4.3. ANALISE GENETICA DO MUTANTE /gp73

4.3.1. OBTENGAO E CARACTERIZAGAO DO DIPLOIDE
lgp73//SM-13 par. E SEGREGANTES.

Foi obtido dipléide entre o mutante [gp73 e a linhagem SM-13 par. via cido
parassexual, como descrito no item 3.7.1., com o objetivo de se mapear a mutagio que
ocasiona redugio da produgio, em relagio aos grupos de ligagio III e IV (MASIERO e
BONATELLI JR, 1989). Apés caracterizagio, conforme proposto no item 3.7.2., tendo
sido confirmado se tratar de um dipléide, foram obtidos 60 segregantes (item 3.8.1.),
apresentados na TABELA 21 e caracterizados conforme item 3.8.2. A média de produgio
de GA das linhagens parentais neste experimento foi de 0,01 U/ml para a [gp73 ¢ 0,24
U/ml para a SM-13 par. (dados completos TABELA A21, Apéndice de Tabelas).

4.3.2. MAPEAMENTO

O alelo mutante JysA-, presente na linhagem testadora SM-13 par. (item 3.1.),
causa diminuigao na produgio de GA a niveis ao redor de 0 a2 0,5 U/ml (MASIERO e
BONATELLI Jr, 1989). A mutagio, induzida na linhagem /gp73, também acarreta niveis
igualmente baixos de produgio e ainda nio crescimento em amido como fonte de
carbono (TABELA 1). Segregantes com produgio normal sio esperados em cruzamentos
com dois genes que reduzem a produgio se nio houver ligagio entre eles, ¢ a
possibilidade é praticamente nula se houver ligagdo. As possiveis combinagoes
genotfpicas resultantes do cruzamento citado acima estio descritas na TABELA 22 ¢
os resultados obtidos, agrupados em classes quanto i produgio de GA, o genétipo em
relagio ao gene lysA e crescimento ou nio em meio com amido como fonte de carbono,
estdo apresentados na TABELA 23.
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TABELA 21 Marcas auxotréficas, morfolégicas e produgio de GA (U/ml) dos
segregantes do dipléide [gp73//SM-13 par.

SEGREGANTES pabA nicA hsA  meaA MM+A jgB*™* cor  GA

SM-1 - + + - - - Sfwn 0,78
SM-2 + + + - - + fun 0,44
SM-3 - + + - - - fun 0,15
SM+4 + + + + - + Sfwn 1,01
SM-5 + + + - - + Sfwn 0,22
SM-6 + + + + + - Sfwn 0,84
SM-7 - + + + - - Sfun 0,19
SM-8 + + + - + - Sfun 0,69
SM-9 + + + - - + fwn 0,22
SM-10 + + + + - + Sfwn 0,67
SM-11 + + - - + * fun 0,24
SM-12 - + + + - - fun 0,15
SM-13 + + + + + - Sfwn 6,81
SM-14 + + + + + + fwn 13,32
SM-15 + + + - - + Sfwn 0,67
SM-16 + + + + - - fun 0,25
SM-17 + + + - - + Sfwn 0,18
SM-18 + + + - - + Sfwn 0,30
SM-19 - + + + - - fun 0,18
SM-20 + + - + + * Sfwn 0,04
SM-21 + + + + - + fwn 0,87
SM-22 + + + + + - fwn 6,63
SM-23 - + + + + + fwn 11,00
SM-24 + + + + + - Sfwn 3,23
SM-25 s+ - - - *  fem 003
SM-26 - + + + + + fwn 15,70
SM-27 + + - + + * fwn 0,06
SM-28 - . s+ - *  fom 00
SM-29 - + + + + - Sfun 2,23
SM-30 - + + - - - Jfun 0,14
SV-31 + - + + + + oly 7.73
SV-32 + - + + + + oly 10,83
SV-33 - - + - - - oly 3,43
SV-34 - - + + - - oly 0,92
SV-35 - - + - - - oly 0,69
SV-36 - - + - + - oly 2,13
SV-37 - - + - + - oly 0,62
SV-38 + - - - + * oly 0,05
SV-39 + - + + - + oly 0,50
SvV-40 + - + - - + oly 1,21
SV-41 - - - + - * oly 0,01
Sv-42 + - + - - - oly 0,17
SV-43 + - + + + + oly 12,14
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continuagio da Tabela 21

SEGREGANTES pabA nicA hsA metA MMsA [gpB* cor  GA

SV-44 - - - + - * oly 0,21
Sv45 + - - + + * oly 0,25
SV-46 + - . - - * oly 0,18
SV47 + - + + + + oly 10,50
SV-48 - - - - + * oly 0,03
SV-49 - - + + - - oly 0,68
SV-50 - - - - + * oly 0,00
SV-51 : - - - - + * oly 0,05
Sv-52 + - + - - + oly 0,28
SV-53 + - + + - - oly 0,35
SV-54 - - + + - oly 3,08
SV-55 + - + + - + oly 0,51
SV-56 - - + - - - oly 0,12
SV-57 + - + + + - oly 3,49
SV-58 + - + + + + oly 9,72
SV-59 + - + + - + oly 0,66
SV-60 - - - - + * oly 0,00
lgp73 - - + + - - oly 0,01
SM-13 par. + + - - + + Sfuwn 0,24

Os sinais + ¢ - indicam respectivamente prototrofia ¢ auxotrofia para as marcas ensaiadas,
crescimento ¢ nio crescimento em MM+A ¢ presenga ou nio do gene /gpB mutado.

* a diminuigao de produgio de GA, devido ao efeito do alelo AsA- impossibilita a
identificagio dos segregantes jgpB* ¢ [gpB~ entre os segregantes deficientes em lisina.

** presenga ou auséncia do alelo mutante JgpB foi deduzida a partir de dados obtidos ao
longo desse trabalho (TABELA A24), sendo aqui apresentados por uma questio de
facilidade.

As médias de produgio de GA dos parentais lgp73 ¢ SM-13 par. foram obtidas a partir de
15 repetiges (dados completos TABELA A21, Apéndice de Tabelas).
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TABELA 22 Resultados esperados para crescimento em amido como fonte de carbono e
producio de GA das possiveis combinagdes genotipicas dos segregantes do dipléide
lgp73//SM-13 par.

NAO LIGAGAO PRODUGAO DEGA CRESCIMENTO EM AMIDO

(A) hsA* lgpB- baixa ‘ -
(B) hsA+ [gpB+ normal +
(C) bhsA- lgpB- baixa -
(D) bsA- lgpB* baixa +
LIGACAO

(A) hsA* lgpB- baixa -
(D) b’fA— lgbB+ baixa +

TABELA 23 Crescimento em amido como fonte de carbono, produgio de GA (U/ml),
genétipos em relagio ao gene /sA e nimero de segregantes obtidos do dipléide
lgp73//SM-13 par. para cada classe.

NUMERO DE PRODUCAO DE CRESCIMENTO
SEGREGANTES GA EM AMIDO
(a) fsAt 28 0,1a 3,4 -

(b) hsA+ 18 0,62 15,7 +

(c) hsA- 5 0,0a 0,2 -

(d) hsA- 9 0,02 0,2 +
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Os tipos de segregantes obtidos nas classes (a), (c) e (d) (TABELA 23) podem ser
explicados pelos genéripos apresentados respectivamente em (A), (C) e (D) (TABELA
22), mas o tipo (b) nio pode ser explicado pelo genétipo sugerido em (B), pois inclui 10
segregantes com produgio abaixo de 6,8 U/ml, apesar de crescerem em MM+A. Este
resultado chamou bastante atengio pois, no mutante /gp73, a diminuigio na produgio de
GA sempre foi considerada combinada com auséncia de crescimento em amido. Este fato
sugeriu que as caracterfsticas de nio crescimento em amido e baixa produgio fossem
resultado de mutagSes em genes diferentes, localizados em diferentes grupos de ligagio e
que segregaram nos setores hapléides obtidos. Se esta suposigio for considerada, novas
combinagbes génicas serio possiveis ¢ a classe (b) observada poder4 ser explicada.

Para se verificar a possibilidade da hipétese de 2 genes alterando a produgio de
GA na linhagem /73, primeiramente uma amostra dos segregantes tipo (b) foi retestada
para produgio de GA (cinco repetigbes por segregante) ¢ os resultados estio na TABELA
24. Pode-se verificar que estes resultados sio reproduziveis ¢ que esta redugio na
produgio nio parece ser resultado da combinagdo de alelos mutantes para auxotrofia e/ou
morfologia, pois tanto segregantes com o gendtipo fivnA-, quanto segregantes olvA- nicA-
pabA- metA- foram encontrados e nio diferem significativamente a nivel de 5%
(TABELAS A22 e A23, Apéndice de Tabelas).

Na TABELA 25 podem-sc observar os genétipos, fenétipos ¢ o nimero de
segregantes esperados e obtidos, quando se consideram trés genes afetando a produgio de
GA no cruzamento entre a linhagem SM-13 par ¢ o mutante [gp73. O terceiro gene que
afera a produgio foi chamado provisoriamente de snuA (starch non utilization) e
posteriormente de ssu (slow starch utilization; item 4.5). Os desvios no ndmero de
segregantes obtidos nas ués dltimas classes deve ser devido 1 baixa recuperagio de
segregantes com o alelo JysA~, fato este j4 observado anteriormente (MASIERO, 1988).

Na tentativa de se distinguir entre os possfveis scgregantes JysA* snuA- lgpB-
(segregante tipo I) e hsA* snuA- [gpB* (segregante tipo II), esses foram ensaiados em
meio de fermentagio com maltose como fonte de carbono (item 3.2.5.) para se verificar a
produgio de GA (item 3.6.). O esperado era que os segregantes com o gendtipo ysA*
snuA~ [gpB* produzissem niveis de enzima mais elevados que os sA* snuA- lgpB- | j4 que
nao teriam os efeitos da mutagio no gene fgpB ¢ os efeitos da mutagio snuA poderiam ser
superados devido a0 crescimento em maltose. Esta estratégia poderia também mostrar
alguma diferenga entre efeitos dos genes snuA ¢ lgpB ¢ com isso reforgar a hipétese da
existéncia de dois genes mutados na linhagem [gp73. Os resultados obtidos estio na
FIGURA 1 e pode-se verificar que os segregantes se dividem em dois grupos, com
produgio de GA de 0 2 1 U/ml (segregantes tipo I) ¢ 1,5 a 3,5 U/ml (segregantes tipo
1) (dados completos, TABELA A24, Apéndice de Tabelas).
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TABELA 24 Genétipo, auxotrofia, coloragio de confdios e produgio de GA (U/ml) em
MAC de alguns segregantes lsA* que crescem em amido como fonte de carbono
(dipléide lgp73//SM-13par.) comparados com as parentais referéncia de produgio normal
(pab1 fwm ¢ nic1 oly3) e as parentais do cruzamento.

LINHAGENS REPETICOES MEDIA GENOTIPO
DE PRODUGAO
pabr o 14,1 14,1 134 145 134 13,9 pabA,; funA,
nic1 olv3 70 46 77 72 75 6,8 nicA,; olvA, |
lgp73 00 00 00 00 00 0,0 nicA,; olvAs; pabA,; lgpB,,
SM-13par. 04 03 03 03 03 0.3 fumA,; metA,; bysA,
SM-6 16 26 30 22 15 22 funh,
SM-8 40 21 19 25 21 2,5  funAy mah,
SM-13 20 31 42 32 24 30  funA,
SM-22 35 22 34 29 07 25  fumA,
SM-24 62 40 27 57 40 4,5 SfuwnA,
SM29 « 26 06 26 25 15 20  fmA; pabA,
SV-36 36 31 21 29 3.2 3,0 olvAs; pabA,; nicA,; metA,
SV-37 1,8 31 33 35 31 2,9 olvAs; pabA,; mich,; meth,
SV-54 45 38 39 36 36 3.9 olvAy; pabA,; nicA,
SV-57 44 44 45 38 31 4,0 olvAs; micA,

45



TABELA 25 Possfveis genétipos, fenétipos € mimero de segregantes esperados e obtidos,
considerando-se a presenga de trés genes aferando a produgio de GA no cruzamento entre

as linhagens [gp73 ¢ SM-13 par.

GENOTIPOS FENOTIPOS Ne DE SEGREGANTES
Produgio de Crescimento |
suA  lgpB kA GA(U/ml) emamido  esperados obtidos
+ + + 7,7 a 15,7 + 7.5 8
+ - + 1a 6,8 + 7,5 10
+ + -
0a 0,2 + 15 9
+ - -
- + -
0a 0,2 - 15 5
- - +
0a 3,4 - 15 28
- + +
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FIGURA 1 Distribui¢io em classes de produgio de GA dos scgrcgantés ssul™ (snuA-)
obtidos a partir do dipléide [gp73//SM-13 par., cultivados em meio de fermentagio com

maltose como fonte de carbono

N2 DE SEGREGANTES

pm' ]

15

ssuhA- TIPO 1

D SSUA~

—
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Para se verificar se estes dois tipos de segregantes tinham realmente genétipos
distintos, foram obtidos dipléides entre alguns destes segregantes e outros segregantes
com marcas auxotréficas compativeis e genétipo sA+ snuA* kgpB-. Foi determinada a
produgio de GA em meio com maltose como fonte de carbono ¢ os resultados obtidos
estio apresentados na TABELA 26. Pode-se constatar que, tanto os segregantes tipo |
(SM-1; SM-3; SM-30), quanto os dipléides do tpo 1 (SM-1//SV-57; SM-3//SV-57;
SM30//SV-57) diferem significativamente a nfvel de 1% dos segregantes do tipo 11
(SM-5; SV-40) ¢ dipléides do tipo II (SM-5//SV-54; SM-17//SV-54; SV-40//SM-29)
(TABELA A25 resultados completos; TABELA A26 anilise de variincia, Apéndice de
Tabelas).

Os niveis de produgio das linhagens parenuis ¢ dipléide parental (controle
selvagem para os genes snuA e [gpB) foram baixos devido, provavelmente, 2 menor
inducio da produgao de GA pela maltose (TABELA 26). Assim, os niveis de produgio
atingidos pelos dipléides do tipo II estio plenamente de acordo com o esperado para

um dipléide heterozigoto para o gene jgpB.

Com os dados da Tabela 21, foi feita 2 andlise mitética (TABELA 27), que mostra
que os genes jgpB ¢ snuA nio pertencem ao mesmo grupo de ligagio dos genes JysA,
(grupo de ligagio 1II) e merA, (grupo de ligagio IV) (MASIERO ¢ BONATELLI JR,
1989).

Confirmou-se que o alelo jgpB ¢ recessivo em relagio ao alelo selvagem (dados
nio mostrados)(VALENT, 1985). Quanto ao gene snuA, o dipldide [gp73//SM-13 par.
foi testado para crescimento em amido como fonte de carbono e péde-se verificar que hd
um pequeno atraso no crescimento em relagio aos parenuais selvagens (dados nio

mostrados).
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TABELA 26 Genétipos proviveis ¢ produgio de GA (U/ml) em maltose
como fonte de carbono dos parentais, segregantes do tipo I* e II** ¢ dipléides obtidos entre

estes segregantes ¢ segregantes suA* jgpB- (snuA* lgpB- )

LINHAGEM GENOTIPO PRODUCAO DE TESTE DE TUKEY
suA  lgB GA (U/ml)
pab fum + + 2,9 a
SM-17/ISV-54 v 4l 2,2 a b
SM-5//SV-54 v+l 2,1 b
SV-40//SM-29 s +ll- 2,1 b
nic1 oly3 + + 2,1 b
dipl. parent. +l+  +ll+ 2,0 b
SM-5** - + 1,7 b c
SV-40** - + 1,5 b ¢
SM-17** - + 1,2 c d
SV-57 + - 1,1 c d
SM-29 + - 1,1 c d
SV-54 + - 1,0 c d
SM-3/ISV-57 - 4l 0,6 d e
SM-30//SV-57 - +ll- 0,6 d c
SM-1//SV-57 - +ll- 0,5 d e
SM-13 par. + + 0,2 g e
SM-1* - - 0,1 c
lgp73 - - 0,0 e
SM-3* - - 0,0 e
SM-30* - - 0,0 e

dipl. parent. corresponde a0 dipléide controle obtido entre as linhagens parentais selvagens
pab1 fum e nic1 olva. .

DMSal1%=0,8
As médias com as mesmas letras nio diferem significativamente a nivel de 1%.

Dados completos e andlise de variincia pelo teste de F dos dados acima estdo apresentados nas
Tabelas A25 e A26, respectivamente, no Apéndice de Tabelas.
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TABELA 27 Andlise mitética do dipléide [gp73//SM-13 par.

GENOTIPOS PARENTAIS:
lgp73:  fumA* olvA” pabA- micA-  hsA*  metA*
SM-13 par.: funA"~ olvA* pabA* nicA* bsA~ metA

At hsA metA*  metA-

suh* 18 9 suA* 18 9

suh- 28 5 suh- 16 17

At bsA metA*  metA”

B+ 22 [pB* 14 8
14

pB- 24 B~ 14 10
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4.4. ANALISE GENETICA DO MUTANTE /gp05
4.4.1. OBTENGAO E CARACTERIZAGAO DO DIPLOIDE
lgp05/I1SV10 par. E SEGREGANTES.

Foi obtido dipléide entre o mutante lgp05 e a linhagem SV-10 par. via ciclo
parassexual, como descrito no item 3.7.1., com o objetivo de s mapear a mutagio, ou
mutagdes que acarreram redugio da produgio e atraso de 3 dias no crescimento em
amido como fonte de carbono, em relagio aos grupos de ligagio I, II (VALENT, 1985),
11 e IV (MASIERO ¢ BONATELLI JR, 1989). Apés caracterizagio conforme o
proposto no item 3.7.2., tendo sido confirmado se tratar de um dipldide, foram obtidos
73 segregantes (item 3.8.1.) apresentados na TABELA 28 e caracterizados conforme
item 3.8.2. A média de produgio de GA das linhagens parentais, neste experimento, foi
de 3,0 U/ml para a linhagem £p05, ¢ 0,1 U/ml para a SV-10 par. (dados completos
TABELA A27, Apéndice de Tabelas).

4.4.2. MAPEAMENTO

Dentre os segregantes obtidos, foram observados 24 com genétipo sA™ e com
produgio de GA e crescimento em amido similares 4 linhagem SV-10 par.; 48 AsA+, com
produgio e crescimento similares 2 linhagem [gp05; e 1 segregante JysA* com produgio
no nivel da linhagem SV-10 par. e crescimento semelhante a outra parental (TABELA
28). Dos 73 segregantes analisados, 72 apresentaram combinagio parental, indicando que
a mutagio ou mutagdes presentes na linhagem [gp05 ¢ o gene A, pertencem ao mesmo
grupo de ligagio (grupo I1I, MASIERO ¢ BONATELLI, 1989).

Outra evidéncia de que estes genes estio ligados foi a obtengio de um dipldide
homozigoto para o gene [/sA*, com as caracterfsticas murantes de produgio e
crescimento em amido. A FOTO 1 mostra o crescimento das linhagens parentais
pabr fum e nict olvs, do muuante [gp05, do dipléide homozigoto, dos diplSides
heterozigotos ¢ do dipléide heterozigoto selvagem, apés 36 horas de crescimento em
MM +A. Pode-se observar que o dipléide homozigoto e 0 mutante fgp05 nio apresentam

crescimento em comparagao com as demais linhagens.
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TABELA 28 Marcas auxotrdficas, morfolégicas e produgio de GA (U/ml)
dos segregantes do dipléide lgp05//SV-10 par.

SEGREGANTES pabA nicA bsA  metA MM+A cor  GA

SM-1 + + - - + fun 03
SM-2 + + - - fwn 03
SM-3 + + + + fon 2,5
SM+4 + + + + - fon 2,7
SM-5 - + + + - fun 24
SM-6 + + + + - fun 2,8
SM-7 + + + + - fuon 2,7
SM-8 + + + - - fun 35
SM-9 + + - - + fun 0,2
SM-10 + + + + - fun 2,7
SM-11 + + + - - funm 2,5
SM-12 + + + - - fun 2,4
SM-13 + + + + - fun 3.8
SM-14 + + + + - fon 2,8
SM-15 + + - + + fun 02
SM-16 + + + + - fun 2,7
SM-17 + + - + + fun 0,2
SM-18 + + + - - fun 3,1
SM-19 + + + - - fun 23
SM-20 + T+ + + fwn 2,6
SM-21 + + + + - fun 2,7
SM-22 + + + + - fon 2,3
SM-23 - + + - -  Lfwumn 1,8
SM-24 + + - - + fun 02
SM-25 + + - + + fun 03
SM-26 - + + - - fun 3,1
SM-27 - + - - + fun 03
SM-28 + + + + - fwn 30
SM-29 + + - + + fun 0,2
SM-30 + + - - + fwn 0,2
SM-31 + + - - + fwn 02
SM-32 + + - - + fun 0,2
SM-33 - + + - - fun 33
SM-34 + + + + - fun 2,7
SM-35 + + + + - fun 1,9
SM-36 + + + + - fon 29
SM-37 - + + + - Sfon 33
SM-38 + + - - + fun 03
SM-39 + + + + - fun 3,2
SM-40 - + + + - fon 33
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continuagio da Tabela 28.

SEGREGANTES pabA nicA A  meaA MM+A cor  GA

SM-41 + + - + + fun 0,3
SM-42 + + + + - fon 2,6
SMA43 - + + + - fon 2,6
SM-44 + + - + + fun 03
SM-45 + + - + + fun 0,3
SM-46 - + + + - fon 2,8
SM-47 + + - - + fwn 03
SM-48 + + + - - fun 2,9
SM-49 + + + - - fon 2,1
SM-50 + + + + - fon 33
SM-51 + + + + - fun 27
SM-52 + + - - + fwn 03
SM-53 - + + + - fun 25
SM-54 + + + + - fun 0,1
SM-55 + + + + - fun 2,9
SM-56 - + + + - fon 3,0
SM-57 - + + + - fon 28
SM-58 - + - - + fwn 03
SM-59 - + + + - fun 27
SM-60 + + - + + fwn 02
SM-61 + -4+ - - + fwn 0,2
SM-62 + + + + - fwn 2,7
SV-63 + - + - - oly 1,6
SV-64 + - + + - . oly 2,2
SV-65 - - + - - oly 33
SV-66 + - + - - oly 2,7
SV-67 + - - - + oly 0,1
SV-68 - - + + - oly 1,9
SV-69 + - - - + oly 0,1
SV-70 - - + + - oly 2,3
SV-71 + - + + - oly 2,4
SV-72 - - + - - oly 4,1
SV-73 + - - - + oly 0,2
lgp05 - + - olv 30
SV-10 par. + + - - + fwn 0,1

Os sinais + e - indicam respectivamente prototrofia e auxotrofia para as
marcas ensaiadas, crescimento ¢ nio crescimento em MM+A.

As médias de produgio de GA dos parentais /gpO5 e SV-10 par. foram

obtidas a partir de 10 repetigbes (dados completos TABELA A27, Apéndice
de Tabelas).
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A TABELA 29 mostra 2 produgio de GA e o crescimento em amido das linhagens
parentais selvagens, dos dipléides homozigoto e heterozigoto ¢ dos parentais /gp05 ¢
SV-10 par., juntamente com a comparagio de médias de produgio pelo teste de Tukey
(dados completos, TABELA A28; andlise de varidncia, TABELA A29, Apéndice de
Tabelas). Os resultados sugerem que 2 mutagio ou mutagdes presentes na linhagem jgp05
sio recessivas em relagio a0 alelo selvagem, pois o dipléide heterozigoto nio diferiu
significativamente a nivel de 1% das linhagens pab1 fiwm e nic1 oly3 e a produgio do
dipléide homozigoto nio diferiu significativamente da produgio da linhagem [gp05. Os
resultados de crescimento em amido como fonte de carbono confirmaram os resultados

de produgio.



TABELA 29 Comparagao das médias de produgao de GA (U/ml) pelo teste de Tukey e
crescimento  em amido como fonte de carbono dos dipléides homozigoto® e
heterozigoto** para o alelo /ysA* e alelo ou alelos mutados na linhagem /gp05, em relagao
aos parentais selvagens e parentais envolvidos no cruzamento.

Meédia de Crescimento em
Linhagens Producao (U/ml) amido
paby fun 12,5 a +
lgp05//SV-10** par. Kt @ b +
nicl olv3 7,9 b +
lgp05//SV-10* par. 4,6 c -
lgpQ5 1,8 c d -
SV-10 par. 0,3 d -

DMSa 1% = 3,1

As médias com as mesmas letras nao diferem significativamente a nivel de 1%

FOTO 1 Comparagio de crescimento de colonias das linhagens parentais, dipléide

ok

controle* e dipléides homozigotw™* e heterozigoto***, para o gene fsA* e alelo(s)

mutado(s) na linhagem /gp05 em MM +A.

1- pab) fwm

2- nic1 olv3

3- lgp05

4- pab) fwml/nic1 olv3*
5- lgp05//SV-10par.**
6- lgp05/ISV-10par.***
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4.5. CRESCIMENTO EM AMIDO COMO FONTE DE CARBONO

Os parentais selvagens pab1 fimi ¢ nicl olv3, os mutantes igp05, lgp73 e [gp61 ¢ os
segregantes do dipléide [gp73//SM-13par., SV-40 (genétipo snuA~ [gpB* ) e SV-54
(genétipo snuA* lgpB- ), foram inoculados em placas de Petri com MM (item 3.2.1.) ¢
MM:+A (item 3.2.2.), com o objetivo de se comparar o crescimento das linhagens
selvagens com os mutantes afetados para crescimento em amido por um perfodo maior
que o observado anteriormente (3 a 4 dias). Foi inoculada uma placa por linhagem com
wés repetigdes por placa e as medidas de didmetro das coldnias foram feitas diariamente,

até 8 dias de crescimento (TABELA A30, Apéndice de Tabelas).

A FIGURA 2 mostra as retas obtidas a partir dos resultados apresentados na
TABELA A30 (Apéndice de Tabelas). Observou-se que todas as linhagens tém um
padrio de crescimento semelhante em MM e que aquelas que nio tém mutagio
afetando crescimemto em amido, apresentaram padroes em MM+A semelhantes entre
si (linhagens pab1 fwni; nic1 olvs; Ilgp6l; SV-54). Os muuantes [gp05; gp73 ¢ o
segregante SV-40 apresentaram crescimento atrasado em MM+A em relagio is demais

linhagens.

A mutagio ou mutagdes presentes na linhagem [gp05 e a mutagio snud- (SV-40)
causam padrio similar de atraso no crescimento em MM+A (3 dias), apesar de
possufrem diferentes genes mutados e diferentes padrdes de produgio de GA.
Comparando o mutante /gp73, ¢ os segregantes SV-40 e SV-54, verifica-se que a mutagio
lgpB (SV-54) realmente nio afeta o crescimento como a mutagio sauA (SV-40), no
entanto, a combinagio destas mutagbes ([gp73) ¢ muito mais dréstica. O crescimento,

uma vez iniciado, obedece a um padrio similar ao encontrado nas demais linhagens.

A mutagio snuA foi denominada ssuA (slow starch utilization), pois nio impede o
crescimento, como inicialmente pensado, mas acarreta atraso no mesmo ¢ redugio de

produgio de GA nas condigbes estudadas.
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FIGURA 2 Crescimento em meio com glicose (MM) ou amido (MM+A) como tinica

fonte de carbono.
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5. DISCUSSAO
5.1. CRESCIMENTO EM DIFERENTES FONTES DE CARBONO

Nio foram observadas diferengas marcantes de crescimento entre as linhagens
parentais ¢ os mutantes gp ¢ hgp em meio de cultivo com glicose, maltose, sacarose,
xilose, sorbitol, lactose e galactose como fonte de carbono (TABELA 1), indicando que as
linhagens mutantes de baixa e de alta produgio de glicoamilase possuem as mesmas

caracteristicas das linhagens parentais em relagio a este aspecto.

O estudo do crescimento de mutantes em diferentes fontes de carbono foi
realizado com o inruito de se obter informagbes sobre a existéncia de alteragbes na
assimilagio de ourtras fontes de carbono, o que indicaria que os genes afetados nestes
mutantes teriam efeito geral. A auséncia de diferengas, a nio ser quando amido foi usado,
sugeriu a especificidade destas mutagbes para o sistema amilolftico. Estudos posteriores
de caracterizagio devem ser conduzidos em relagio as quantidades de enzima intra e
extracelular ¢ de mRNA especffico da glicoamilase para se saber se as alteragbes nos

mutantes sio a nivel de secregio e/ou de indugio.

Em meio com amido como tnica fonte de carbono, houve diferencas entre as
linhagens em relagio ao periodo necessdrio para dar inicio ao crescimento. As linhagens
parentais selvagens pab1 fwni e nic oly3 tiveram um atraso de 1 dia para iniciar o
crescimento neste meio de cultivo, em comparagio com meio com glicose (TABELA
A30, Apéndice de Tabelas). Este fato pode ser devido i necessidade de indugio do
sistema de enzimas extracelulares que metabolizam o amido. No mutante /gp05 e no
scgregante SV-40, essa indugio levou 3 dias e no mutante [gp73 levou 6 dias
(FIGURA 2). Esses resultados podem indicar que a indugio do sistema de degradagio

do amido foi alterada nesses mutantes.

Se a c-amilase for a enzima responsdvel pela degradagio inicial do amido para que
moléculas menores sejam geradas e entrem na célula, desencadeando a indugio do sistema
enzimirico, como sugerido por BARTON e col. (1972) ¢ FOWLER e col. (1990),
entio os mutantes ou scgregantes de baixa produgio de glicoamilase que t¢m atraso no
crescimento em amido como tnica fonte de carbono, devem possuir alteragdes em genes
relacionados com a produgio e/ou secrecio de a-amilase. Esta hipétese poderia ser
estudada através da andlise da produgio de a-amilase de linhagens mutantes e selvagens.
Inicialmente, poderiam ser feitos testes qualitativos em meio sélido com amido PAT e
Dextran T-10 (Pharmacia Diagnostics, Upsala, Sweden). O amido PAT ¢ um tipo de
polfmero de glicose, resistente i agio exo-hidrolftica da glicoamilase (MARCINIAK e

KULA, 1982), ligado a um corante azul. Este produto foi usado, com bons resultados,
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por STEYN e PRETORIUS (1991) para diferenciar a atividade. amilolitica da
glicoarhilase de levedura, da advidade amilolitica de @-amilase bacteriana, quando os
autores promoveram a introdugio de ambos os genes no genoma de Saccharomyces
cerevisiae. Em contrapartida, Dextran T-10 é um produto composto por dextrana, sendo
hidrolizado apenas por glicoamilase (KUEK e KIDBY, 1984).

E possivel que o uso destes compostos como tinica fonte de carbono no meio de
cultivo possa evidenciar a presenga de cada uma das enzimas, nos diferentes mutantes
aqui estudados, em comparagio com as linhagens parentais selvagens. Se o-amilase
realmente possuir papel inicial na indugio do sistema amilolitico, os genes envolvidos
com sua prodd;io ou secregio poderio ter efeito epistitico sobre os genes envolvidos
com a produgio e secregio de glicoamilase, pois a indugio desta dependerd da ago
inicial da a-amilase. YABUKI e col. (1977) sugeriram que a2 indugio de a-amilase em
Aspergillus oryzae obedece a um mecanismo de dois estigios. Inicialmente, uma permease
constitutiva permite a entrada de pequenas quantidades de indutor, que induz a sintese
de grandes quantidades de permease, que entio permite a entrada de grandes quantidades
daquela substincia para a indugio da o-amilase. No trabatho de YABUKI e col.(1977)
foi utilizada maltose como indutor, contudo, quando amido ¢ usado, nfveis constitutivos
de uma enzima como a Q-amilase, por exemplo, seriam necessdrios para produzir os
niveis iniciais do indutor. Outra maneira, mais direta da elucidagio do papel da a-
amilase na indugio do sistema amilolitico em A. niger poderia ser feita como descrito por
EL-GOGARY e col. (1989) para a celobiohidrolase, que dispara a indugio do sistema de
enzimas celuloliticas em Trichoderma reesei ¢ que foi baseado na inativagio da
enzima constitutiva com anticorpos especificos e andlise do mRNA especifico por

"Southern blotting".

A estreita relagao entre glicoamilase ¢ o-amilase ¢ bem conhecida. Sabe-se que a
a¢io conjunta destas enzimas tem um efeito sinergfstico (MONTENECOURT e
EVELEIGH, 1985), aumentando ao redor de 3 vezes a soma da agio de cada enzima
individualmente sobre o amido (UEDA e SAHA, 1981). A o-amilase atua como
endoglucanase, hidrolizando o amido de forma a produzir maior nimero de extremidades
nio redutoras, que servem de substrato para a glicoamilase. Além disso, MANJUNATH
¢ col. (1983) relataram que a glicoamilase tem uma atuagio mais eficaz sobre as ligagoes
glicosfdicas a-1,6 na presenga de &-amilase.

Em leveduras, foi demonstrada a aplicagao prdtica deste sinergismo através da
transformagio com plasmidios contendo os genes de ambas as enzimas. Os
transformantes foram capazes de hidrolizar o amido mais rdpida e eficientemente,
convertendo-o todo em glicose (KIM ¢ col., 1988; STEYN e PRETORIUS, 1991). Os
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fungos, principalmente os do género Aspergillus e Rhizopus, possuem naturalmente ambos
os genes presentes em seus genomas. Foram verificadas 2 a 3 c6pias do gene da ot-amilase
(KORMAN e col., 1990; WIRSEL e col., 1989) contra apenas 1 cépia do gene da
glicoamilase nestes fungos (ASHIKARI e col., 1986; BOEL e col., 1984b; NUNBERG
¢ col., 1984). O maior nimero de cépias do gene da o- amilase nestes fungos pode
indicar sua importincia no sistema de degradagio do amido e, como consequéncia, na

indugio da glicoamilase.

Seria importante, em estudos posteriores, incluir andlises da produgio de o-
amilase, principalmente nos estdgios iniciais de fermentagio, para sc avaliar o papel desta
enzima na indugio da produgio de glicoamilase. A obtengio de mutantes a-amilase

negarivos também deve colaborar para este esclarecimento.

5.2. PRODUGAO DE GA EM DIFERENTES FONTES DE CARBONO

Através da andlise da produgio de GA em meio com farinha de raspa de
mandioca (MAC), amido solivel (MAS), maltose (MAL) ¢ glicose (MAG) foi posstvel
identificar diferengas entre as linhagens de baixa produgio de glicoamilase (TABELA 2).
O mutante [gp73 difere dos demais mutantes por nio produzir GA em qualquer meio
de fermentagio testado (TABELA 2 a 6); o mutante [gp05 ¢ capaz de produzir niveis ao
redor de 2 U/ml de GA em MAC, MAS ¢ MAL (TABELA 2 a 5); ¢ o mutante lgp61
pode ser identificado por produzir mais de 1 U/ml de GA em MAC ¢ MAS e
praticamente ndo produzir GA em MAL ¢ MAG (TABELAS 2 a 6). Este tipo de
diferenciagio ¢ bastante ttil, quando se necessita identificar genes murtados presentes em

um recombinante obtido por cruzamento entre mutantes.

As linhagens de alta produgio nio puderam ser totalmente diferenciadas entre si,
mas foi possivel agrupi-las. Os mutantes 4gpl12 e hgpl47, assim como a linhagem
parental, apresentam niveis de produgio de GA que nao diferem significativamente em
MAL e MAG, ao contrdrio dos mutantes hgp169 e hgp252 (TABELAS 16 a 20).

Em relagio a indugio da produgio da enzima dos mutantes, nos diferentes meios
de fermentagio testados, a farinha de raspa integral de mandioca foi o melthor indutor
para todas as linhagens parentais e mutantes, com excegio da JgpGl, que teve melhor

indugio com amido soltivel como fonte de carbono (TABELA 2).

BARTON e col. (1972) relataram que o amido e outros polissacarideos, nem
sempre cram os melhores indutores de GA e que isto dependeria dos outros
componentes do meio de fermentagao ¢ da presenca de a-amilase. FOWLER e col.
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(1990) obtiveram niveis miximos de GA em meio com amido ou- maltose, niveis
minimos em glicose ¢ inibigio catabdlica com xilose. No presente trabalho, nio se
obtiveram bons nfveis de produgio de GA com maltose como indutor (TABELA 2). De
qualquer forma, os resultados de FOWLER ¢ col. ¢ os aqui obtidos nio podem ser
comparados diretamente, pois as linhagens, a composigio dos meios de fermentagio, as

condigdes de cultivo ¢ o método de ensaio da glicoamilase diferem totalmente.

A glicose poderia ser usada como fonte de carbono para selegio de mutantes alto
produtores de GA, pois todos os mutantes sgp testados apresentaram produgio maior que
a linhagem parental e menor variagio entre repetigdes d2 mesma linhagem neste meio de
cultivo (T. ABELA 15 e A2, Apéndice de Tabelas).

5.3. ANALISES GENETICAS
5.3.1. MUTANTE gp73

Foi demonstrada a existéncia de dois genes que aferam a produgio no mutante
lgp73, denominados gpB ¢ ssuA, nio ligados entre si ¢ também nio ligados aos
marcadores genéticos disponfveis nas linhagens estudadas neste trabalho (MASIERO ¢
BONATELLI JR., 1989). O alelo [gpB- causa redugio da produgio de GA para niveis de
2 24,5 U/ml (TABELA 24). O alelo ssuA- causa atraso de 3 dias no crescimento em
amido como fonte de carbono e em combinagio com o alelo jgpB- causa um atraso de 6
dias (FIGURA 2). A produgao de GA dos mutantes ssuA~ pode ser considerada como
abaixo de 1 U/ml, j4 que foram encontrados apenas 1 segregante com 3,4 U/ml e dois
com pouc'o mais de 1 U/ml, entre os 15 segregantes ssuA~ lysA* obtidos (TABELA 21 e
25). O efeito da combinagio dos dois genes mutados na produgio de GA pode ser
observado na linhagem [gp73 (TABELA 2), sendo provavelmente resultado do préprio
atraso de 6 dias no crescimento, j4 que a andlise da enzima foi sempre feita com 4 dias de

fermentagio.

Os genes ssuA e lysA tém efeito epistitico sobre o gene [gpB, pois todos os
segregantes, com qualquer um daqueles genes mutados, apresentaram produgio reduzida
a niveis abaixo de 1 U/ml (TABELA 21). A distingio entre segregantes JysA* ssuA- [gpB-
e lsA* ssuA- lgpB* foi feita por andlise da produgio de GA em meio com maltose como
fonte de carbono (TABELA A24). Os resultados obtidos mostraram dois grupos de
segregantes, um com produgio abaixo de 1 U/ml e outro com produgio entre 1,5 e 3,5
U/ml (FIGURA 1). O cruzamento teste com segregantes com gen6tipo fysA* ssuA* lgpB-

demonstrou que estes dois grupos possuem genétipos diferentes, indicando que o grupo
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de menor produgio pode ser identificado como igpB- ¢ o outro como igpB* (TABELA
26). Assim, o meio com maltose como fonte de carbono ¢ iitil para caracterizar os
segregantes JysA* ssuA", quanto a0 gene [gpB (TABELA 21 e TABELA A24, Apéndice
de Tabelas). Em contrapartida, nio sc pode distinguir entre os segregantes hsA™ suA* ¢
bysA- ssuA- .

O alelo [gpB- ¢ recessivo em relagio ao alelo selvagem, como j4 demonstrado por
VALENT (1985). O alelo ssuA- pode ser considerado recessivo ou semi-dominante, pois
observou-s¢ um pequeno atraso no crescimento de dipléides heterozigotos em MM+A.
Esta questio poderia ser melhor avaliada através do acompanhamento do crescimento do
dipléide e das linhagens parentais, durante 4 2 6 dias.

Neste trabalho nio foram utilizados testes estatisticos para o mapeamento de
mutantes de produgio, como sugerido por MACDONALD e col. (1972) e que serviram
para mapear genes de baixa (VALENT ¢ col., 1992) ¢ alu (CALIL, 1988) produgio de
GA em A. niger, pois foi possivel diferenciar os alelos mutantes e selvagens sem este
artificio. Outros autores também conseguiram mapear genes de produgio desta forma
(SERMONTI, 1956; CAGLIOTI e SERMONTI, 1956; NORMANSELL e col., 1979;
MAKINS e col., 1983; SWART e col., 1990).

SERMONTI (1956) mapeou duas mutagbes de baixa produgio de penicilina em
Penicillium chrysogenum a partir de um tnico dipléide heterozigoto, gracas a diferentes
caracteristicas de redugio da produgio destes mutantes, da mesma forma que no presente
trabalho, em relagdo aos genes ssuA ¢ igpB.

5.3.2. MUTANTE [gp05

Através dos resultados da andlise mitética dos segregantes do  dipldide
heterozigoto, obtido entre a linhagem testadora e o mutante igp05, pdde-se constarar a
ligagio entre o (s) gene (s) presente (s) no mutante ¢ o marcador fsA, (grupo de ligacio
I1I; MASIERO e BONATELLI JR., 1989). Essa conclusio se bascou na presenca de 72
segregantes do tipo parental entre os 73 segregantes obtidos (TABELA 28). Nio foram
observados segregantes com produgio selvagem, pois o gene fysA; também causa reducio
na produgio de GA. BRADSHAW ¢ col. (1983) localizaram duas mutagdes que
acarretavam baixa produgio de penicilina em Aspergillus parasiticus no mesmo grupo de

ligagio a partir da constatagio da auséncia de segregantes do tipo selvagem.

Outra evidéncia de ligagio entre esses genes foi 2 obtengio de um dipléide
homozigoto de genétipo HsA* e mutante para as caracterfsticas de produgio ¢
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crescimento. O aparecimento deste dipléide pode ser explicado através de nio disjungio

mitética, j4 que ele apresenta combinagio parental dos genes em questio.

Apesar das caracterfsticas de redugio da produgio de GA e atraso no crescimento
em meio com amido como fonte de carbono (FIGURA 2), presentes na linhagem /gp05,
terem sido observadas sempre juntas, nio se pode afirmar, com certeza, que resultam de
efeito pleiotrépico da mesma mutagio. Os dados obtidos nio excluem a possibilidade da
existéncia de 2 genes ligados, causando cada uma destas alteragdes, como no mutante
Igp73, j4 que em andlises mitdticas, recombinagio entre genes ligados ocorre em baixa
frequéncia. O isolamento de revertentes de uma das caracterfsticas (crescimento em
amido) e verificagio de reversio ou nio da outra caracteristica (produgio) poderia
clucidar esta questio. Outra alternativa de estudo seria o isolamento de recombinantes
originados por crossing over mitdtico, verificando se hd segregagio das caracteristicas
descritas. SERMONTI (1956) também observou a presenga de 2 caracterfsticas: redugio
na produgio de penicilina ¢ alteragio na coloragio de confdios, em um mutante de
Penicillium chrysogenum, e sugeriu que estas caracteristicas eram resultado de uma dnica

mutagio a partir da observagio da nio segregagio das mesmas.

Os resultados de produgio e crescimento em amido do dipléide heterozigoto
(TABELA 29) demonstram que as caracterfsticas em questao sio recessivas em relagio

ao (s) alelo (s) selvagem (ens).

5.4. CONSIDERAGCOES GERAIS

Com os resultados obtidos nos trabalhos de VALENT e col. (1992), CALIL
(1988), MASIERO e BONATELLI JR. (1989) ¢ os aqui apresentados, observa-se que
existem pelo menos 4 genes que podem condicionar aumento de produgio de
glicoamilase em A. niger ¢ no minimo 4 que podem condicionar redugio na produgio,

distribufdos em diferentes cromossomos, como mostrados abaixo:
GRUPO1  /fgp\y; hgpies  hgPAs:
GRUPO 11 AhgB,s,  lgpAg
GRUPO Il ssuBy; ou lgpCps  ssuBys
GRUPOV [gB,;

GRUPO VI ssuA,,

63



Como nio foi possivel constatar se as caracteristicas mutadas na linhagem [gp05
sio resultado da alteragio de 1 ou 2 genes ligados, o grupo de ligagio 111 apresenta as
duas alternativas possfveis. A mutagio ou uma das mutagdes presentes na linhagem [gp05
foi chamada de ssuB, pois, da mesma forma que aquela presente na linhagem [gp73

(ssuA), tem cfeito tanto no crescimento quanto na produgio de GA.

Os fndices numéricos referem-se a0 mutante no qual foi identificada a mutagio,
por isso, os genes lgpB e ssuA, assim como os genes hgpA ¢ hgpB, recebem o mesmo

fndice. A ordem dos genes, nos grupos de ligagdo I e I, nio foi determinada.

A distribuigio dos genes de um mesmo sistema de regulagio, em diferentes
cromossomos no genoma ¢ uma caracterfstica comum de sistemas de regulagio de
cucariotos (CAGLIOTI ¢ SERMONTI, 1956; EDWARDS e col., 1974; HOLT e col.,
1976; DITCHBURN e col., 1976; PAPA, 1978; 1980; 1982; MAKINS ¢ col., 1983;
SWART e col., 1990). Dada a presenga de apenas um gene estrutural da glicoamilase no
genoma de A. niger (BOEL e col., 1984b), a presenga de diferentes genes capazes de
afetar a produgio de glicoamilase indica que eles devem estar envolvidos na sua regulagio
¢/ou secregio. O estudo aqui descrito fornece bases para trabalhos futuros de elucidagio
do modo de agio dos genes envolvidos na regulagio e secregio de enzimas amiloliticas no

fungo A. niger.



6. CONCLUSOES

1 - Os mutantes de alta ¢ baixa produgio de glicoamilase sio semelhantes as
linhagens selvagens quanto a crescimento em meio minimo com glicose, maltose,
sacarose, xilose, sorbitol, lactose ou galacrose, como fonte de carbono.

2 - Os munantes jgp05 ¢ jgp73 ¢ o segregante SV40 apresentam atraso de 3; 6 ¢ 3 dias
respectivamente, para iniciar o crescimento em meio minimo com amido como fonte de
carbono.

3 - As andlises de produgio de glicoamilase em meios com amido solivel, maltose
ou glicose como fonte de carbono, sio capazes de diferenciar os genes mutados de baixa
produgio, presentes nas linhagens lgp73, lgp61 e lgp05. A linhagem fgp73 nio produz
glicoamilase em nenhum dos meios de fermentagio testados; a linhagem /gp61 nio
produz em meio com maltose e glicose como fonte de carbono ¢ a linhagem [gp05 nio
produz em meio com glicose.

4 - As andlises de produgio de glicoamilase em meios com amido soliivel, maltose ou
glicose como fonte de carbono, permitem diferenciar os mutantes de alta produgio de
glicoamilase em dois grupos: as linhagens 5gp112 e hgp147 ém produgbes semelhantes em
meios com maltose e glicose, wl qual a linhagem parental pab1 fim, e as linhagens /gp169
¢ hgp252 #m produgbes significativamente diferentes em meios com maltose e glicose.

5 - Existem 2 genes mutados na linhagem [gp73 causando a redugio da produgio
de glicoamilase, que nio estio ligados entre si, nem aos marcadores dos grupos de ligagao
I, 11, Il e IV. Um gene foi denominado /gpB,; (low gluooainylasc production) ¢ reduz a
produgio a‘niveis entre 2 ¢ 4,5 U/ml da enzima. O outro, denominado ssuA;; (slow starch
utilization) acarreta atraso de 3 dias para inidar crescimento em meio minimo com amido

como fonte de carbono e redugio da produgio de glicoamilase a nfveis abaixo de 1 U/ml.

6 - O gene suA;; tem efeito epistitico sobre o gene fgpB,3, sendo que a combinagio
destes dois genes mutados causa a redugio da produgio de glicoamilase a niveis mifnimos, ¢
arrasa em 6 dias o infcio do crescimento em meio minimo com amido como fonte de carbono.

7 - A andlise da produgio de glicoamilase em meio com maltose como fonte de
carbono ¢ ttil para distinguir segregantes ssuA- lgpB- de ssuA- lgpB* .

8 - As caracreristicas de atraso de trés dias no crescimento em meio minimo com
amido como fonte de carbono, e produgio de glicoamilase ao redor de 3 U/ml, presentes
na linhagem [gp05 estio ligadas a0 marcador AsA,, no grupo de ligagio III. Estas
caracteristicas 530 recessivas ¢ podem ser efeitos de uma unica mutagio (suBys) ou de
duas mutagbes independentes (gpCoys ¢ suBys ).
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7. RESUMO

Mutantes com produgio alterada de glicoamilase foram caracterizados quanto a
crescimento em diferentes fontes de carbono e mapeados em grupos de ligagao, no intuito
de se contribuir para o entendimento do papel destes genes na regulagio e secregio de
glicoamilase no fungo Aspergillus niger. Os munntes sio semelhantes is linhagens
parentais quanto a crescimento em glicose, maltose, sacarose, xilose, sorbitol, lactose ou
galactose como fonte de carbono, ¢ em amido, os mutantes de baixa produgio,fgp05 e
lgp73 ¢ o segregante SV-40, apresentam atraso de 3; 6 e 3 dias, respectivamente, para
iniciar o crescimento. Foi possivel diferenciar os mutantes de baixa produgio entre si ¢
separar os mutantes de alta produgio em dois grupos, através das andlises das quantidades
de glicoamilase produzidas em meios de fermentagio com amido solivel, maltose ou
glicose como fonte de carbono. Dois genes alterados estio presentes no mutante igp73,
denominados lgpB e ssuA, um, reduzindo a produgio da enzima ¢ o outro acarretando
atraso no crescimento em amido como fonte de carbono, respectivamente, sendo o gene
ssuhy3 epistitico sobre igpB,;. O alelo muunte jgpB- ¢ recessivo ¢ swA-  pode ser
recessivo ou semi-dominante. O fato de nio estarem ligados entre si, nem localizados nos
4 grupos de ligagio conhecidos, sugere a existéncia de mais 2 grupos de ligagio na
linhagem estudada. A sugestio ¢ que o gene /gpB,; constitua marcador do grupo de
ligagio V e ssuA,;, marcador do grupo de ligagio V1. As caracteristicas de atraso no
crescimento em amido e redugio da produgio de glicoamilase, presentes no mutante
lgr05, estio ligadas 20 marcador fsA; no grupo de ligagio III, sio recessivas e tanto

podem ser efeitos de uma mutagio em um tinico gene, como em 2 genes ligados.
.



8. ABSTRACT

Mutants with altered glucoamylase production were characterized regarding the
ability to grow on different carbon sources and the genes assigned to linkage groups
aiming a better understanding of the role of these genes in the regulation and secretion of
the enzyme in the fungi Aspergillus niger. All the mutants were shown to behave similarly
to the parental strains when growing on media conuining glucose, maltose, sucrose,
xylose, sorbitol, lactose or galactose as sole carbon sources. The initiation of growth,
using starch as the carbon source, for the murants jgp05 and fg»73 and segregant SV-40
happens after only 3; 6 and 3 days of incubation respectively, showing a considerable
delay when compared to the parenul strains which start growth after one day post
inoculation. Using the analysis of the enzyme production on media containing starch,
maltose or glucose we are able to distinguish between each of the 3 low producing
mutants and separate the 4 overproducing mutants in two distinct groups. Two
mutations are found in strain /gp73. One of them, fgpB,, is recessive allele and the locus
was assigned as the first marker for the linkage group V, being responsible for the
impairment of glucoamylase production. The other, suA;; is a recessive or
semidominant allele, being epistatic over the former, causing low yields of glucoamylase
and delay in growth in media conuining starch as the carbon source. The locus was
assigned as the first marker for linkage group VI. In the case of mutant jgp05 both
characreristics of low glucoamylase production and growth delay are recessive and are
located in linkage group IIl. The characteristics can be determined by a single mutation
(ssuBys) or by two mutations located on diferent but linked <gcncs (lgpCos and ssuBys).
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TABELA Al Produgio de GA (U/ml) dos parentais ¢ mutantes Jgp em MAC, MAS,
MAL e MAG (5 repetigoes por linhagem por tratamento).

MAC MAS
pab1 fum 11,4 13,2 12,8 13,2 10,8 8,7 8,9 8,2 8,7 8,0
nict oly3 67 75 73 6.2 7,3 59 55 62 59 55
Igp05 1,6 1,9 2,1 2,0 1,9 1,1 2,1 1,2 4,7 2,2
Igp61 0,5 2,1 2,3 0,7 0,6 2,1 2,4 2,8 1,6 2,1
lgp73 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
MAL MAG
pab fum 77 62 54 67 54 36 34 28 38 30
nicl olv3 54 59 64 54 5,0 3,1 30 33 3,1 2,4
Igp05 2,7 2,5 2,0 2,3 2,7 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
lgp61 0,2 0,0 0,2 0,2 0,2 0,2 0,0 0,2 0,2 0,0
Igp73 0,2 0.1 0,1 0,2 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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TABELA A2 Produgio de GA (U/ml) da linhagem parental e dos mutantes gp em
MAC, MAS, MAL e MAG (5 repetigdes por linhagem por tratamento).

MAC MAS
pabr o 179 13,5 147 164 139 151 11,5 124 139 135
hgp169 224 24,6 23,8 246 23, 160 178 164 17,8 183
hgp252 184 169 189 184 218 109 11,2 122 122 136
hgp147 140 156 200 189 21,2 11,5 11,5 10,0 143 122
hgp112 212 21,2 224 21,2 246 106 94 11,2 136 115
MAL MAG
pab fum 59 28 51 89 30 19 34 10 25 35
hgp169 131 94 116 104 7.9 52 62 7.2 52 65
hgp252 79 84 79 99 81 £ 69 63 67 67 48
hepld7 . 75 86 77 84 88 55 62 48 42 63
hgp112 102 45 51 47 55 34 46 56 46 45
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TABELA A3 Anilise de variincia pelo teste F dos dados de produgio de GA da tabela
A1 relativos a crescimento em farinha integral de mandioca (MAC).

Graus de Soma dos Quadrado F
Liberdade Quadrados Médio
Linhagens 4 522,10 130,52 283,73*
Resfduo 20 9,32 0,46
Total 24 531,42

* significativo a nivel de 1%.

TABELA A4 Anilise de variincia pelo teste F dos dados de produgio de GA da Tabela
A1 relativos a crescimento em amido soltivel (MAS).

Graus de Soma dos Quadrado F
Liberdade Quadrados Médio
Linhagens 4 2273 56,8 113,6*
Residuo 20 10,1 0,5
Total 24 227.3

* significativo a nivel de 1%.
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TABELA A5 Anflise de variincia pelo teste F dos dados de produgio de GA da tabela

Al relativos a crescimento em maltose (MAL).

Causa da ~ Graus de Soma dos Quadrado F
Variagio Liberdade Quadrados Médio

Linhagens 4 170,2 42,5 141,6*
Residuo 20 5,9 0.3

Total 24 175,5

* significativo a nivel de 1%.

TABELA A6 Andlise de variincia pelo teste F dos dados de produgio de GA da Tabela
Al relativos a crescimento em glicose (MAG).

Causa da Graus de Soma dos Quadrado F
Variagio Liberdade Quadrados Médio

Linhagens 4 55,96 13,99 279,8*
Resfduo 20 1,11 0,05

Total 24 57,08

* significativo a nivel de 1%.
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TABELA A7 Anilise de varidncia pelo teste F dos dados de produgio de GA da tabela
A1 relativos 2 linhagem pab1 fun:.

Causa da " Graus de Soma dos Quadrado F
Variagio Liberdade Quadrados Meédio

Tratamento 3 213,85 71,28 114,9*
Resfduo 16 9,92 0,62

Total 19 223,77

* significativo a nivel de 1%.

TABELA A8 Anilise de variincia pelo teste F dos dados de produgio de GA da Tabela
Al relativos  linhagem nic1 olv3.

Causa da Graus de Soma dos Quadrado F
Variagio Liberdade Quadrados Médio

Tratamento 3 43,07 14,30 75,2*
Residuo 16 3,10 0,19

Total 19 46,17

* significativo a nivel de 1%.

87



TABELA A9 Anilise de variincia pelo teste F dos dados de produgio de GA da tabela
Al relativos 3 linhagem jgp05.

Causa da "~ Grausde Soma dos Quadrado F
Variagio Liberdade Quadrados Meédio

Tratamento 3 15,75 5,25 2.3*
Resfduo 16 8,93 0,56

Total 19 24,68

* significativo a nfvel de 1%.

TABELA A10 Andlise de variincia pelo teste F dos dados de produgio de GA da Tabela
Al relativos 2 linhagem [gp61.

Causa da Graus de Soma dos Quadrado F
Variagio Liberdade Quadrados Médio

Tratamento 3 3,30 1,10 4,5
Residuo 16 3,94 0,24

Total 19 7,24

* significativo a nfvel de 1%.
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TABELA A1l Anilise de variincia pelo teste F dos dados de produgio de GA da abela
A1 relativos 2 linhagem /gp73.

Causa da "~ Graus de Soma dos Quadrado F
Variagio Liberdade Quadrados Médio

Traamento 3 0,096 0,03 30*
Resfduo 16 0,012 0,001

Toul 19 0,108

* significativo a nivel de 1%.

TABELA A12 Andlise de variincia pelo teste F dos dados de produgio de GA da Tabela
A2 relativos a crescimento em farinha integral de mandioca (MAC).

Causa da Graus de Soma dos Quadrado F
Variagio Liberdade Quadrados Médio

Linhagens 4 225,48 56,37 14,9*
Resfduo 20 75,68 3,78

Total 24 301,16

* significativo a nivel de 1%.
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TABELA A13 Andlise de variincia pelo teste F dos dados de produgio de GA da tabela
A2 relarivos a crescimento em amido soltivel (MAS).

Causada Graus de Soma dos Quadrado F
Variagio Liberdade Quadrados Médio

Linhagens 4 116,6 29,1 16,4*
Resfduo 20 35.3 1,7

Total 24 151,9

* significativo a nivel de 1%.

TABELA A14 Andlise de variincia pelo teste F dos dados de produgio de GA da Tabela
A2 relativos a crescimento em maltose (MAL).

Causa da Graus de Soma dos Quadrado F
Variagio Liberdade Quadrados Médio

Linhagens 4 89,8 22,4 6,6*
Resfduo 20 67,5 3,3

Total 24 157,3

* significativo a nfvel de 1%.
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TABELA A15 Andlise de variincia pelo teste F dos dados de produgio de GA da uabela
A2 relativos a crescimento em glicose (MAG).

Causa da - Graus de Soma dos Quadrado F
Variagio Liberdade Quadrados Médio

Linhagens 4 47,8 11,9 14,9
Residuo 20 16,0 0,8

Toual 24 63,8

* significativo a nfvel de 1%.

TABELA A16 Anilise de variincia pelo teste F dos dados de produgio de GA da Tabela
A2 relativos 2 linhagem pab1 fiom.

Causa da ' Graus de Soma dos Quadrado F
Variagio Liberdade Quadrados Médio

Tratamento 3 577,1 192,3 -61,0*
Resfduo 16 50,4 3,1

Total 19 627,5

* significativo 2 nivel de 1%.
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TABELA A17 Andlise de variincia pelo teste F dos dados de produgio de GA da ubela
A2 relativos 2 linhagem Agp169.

Causa da ~ Graus de Soma dos Quadrado F
Variagio Liberdade Quadrados Médio

Tratamento 3 897,9 299.3 180*
Resfduo 16 26,6 1,6

Total 19 924,5

* significativo a nfvel de 1%.

TABELA A18 Anilise de variincia pelo teste F dos dados de produgio de GA da Tabela
A2 relativos 2 linhagem Agp252.

Causa da ' Graus de Soma dos Quadrado F
Variagio Liberdade Quadrados Médio

Tratamento 3 456,5 152,2 108,7*
Residuo 16 23,1 1,4

Total 19 479,7

* significativo a nivel de 1%.
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TABELA A19 Anflise de variincia pelo teste F dos dados de produgio de GA da ubela
A2 relativos 2 linhagem Agp147.

Causa da - Graus de Soma dos Quadrado F
Variagio Liberdade Quadrados Médio

Tratamento 3 440,4 146,8 45,8*
Resfduo 16 51,1 3,2

Total 19 491,6

* significativo a nivel de 1%.

TABELA A20 Andlise de variincia pelo teste F dos dados de produgio de GA da Tabela
A2 relativos 2 linhagem 5gp112.

Causada | Graus de Soma dos Quadrado F
Variagio Liberdade Quadrados Médio

Tratamento 3 952,2 3174 117,5*
Resfduo 16 43,2 2,7

Total 19 995,5

* significativo a nfvel de 1%.
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TABELA A21 Producio de GA (U/ml) dos parentais do dipléide fgp73//SM-13 par.

REPETICOES lgp73 SM-13 par.

1 0,01 0,27

2 0,02 0,28

3 0,01 0,24
4 0,01 0,27

5 0,01 0,38

6 0,02 0,15

7 0,01 0,17
8. 0,01 0,22
9 0,02 0,22
10 0,01 0,08
11 0,01 0,21
) 12 0,00 0,25
13 0,01 0,30
14 0,00 0,32
15 0,01 0,28
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TABELA A22 Anilise de varidncia pelo teste F dos dados de produgio
de GA da tabela 24, relativos aos segregantes ysA* JgpB- , que crescem em amido como

fonte de carbono.

Graus de Soma dos Quadrado F
Liberdade Quadrados Médio
Linhagens 13 749,61 57,66 90,09*
Residuo 56 36,16
Total 69 785,78

* significativo a nivel de 1%.

TABELA A23 Comparagio de médias de produgio de GA dos segregantes /ysA+ lgpB- »
que crescem em amido como fonte de carbono.

Linhagens Meédia de Produgio (U/ml)

pabl fun 13,9 a

nicl olv3 . 6,8 b

SM-24 4,5 c

SV-57 4,0 c d

SV-54 39 c d e

SM-13 3,0 c d e f

SV-36 3,0 c d ¢ f

Sv-37 2,9 c d ¢ f

SM-8 2,5 d 13 f

SM-22 2,5 d e f

SM-6 2,2 c f

SM-29 2,0 f g

SM-13 par. 0.3 g h
Igp73 0,0 h

DMSa 5% = 1,78

As médias com as mesmas letras nio diferem sificativamente a nfvel de 5%.
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TABELA A24 Produgio de GA (U/ml) dos segregantes ssuA- (ou snuA-) obtidos a partir
do dipldide fgp73//SM-13 par., cultivados em meio de fermentagio com maltose como
fonte de carbono.

" SEGREGANTES PRODUGAO
SM-1 0.35
SM-2 1,60
SM-3 0.36
SM4 2,25
SM-5 2,51
SM-7 0,29
SM-9 1,99
SM-10 1,99
SM-12 0,22
SM-15 2,41
SM-16 0,43
SM-17 2,69
SM-18 1,88
SM-19 0,44
SM-21 2,50
SM-30 0,30

' SV-33 0.43
SV-34 0,37
SV-35 0,44
SV-39 2,80
SV-40 3,41
SV-42 0,43
SV-49 0,43
SV-52 2,51
SV-53 0,86
SV-55 1,63
SV-56 0,59
SV-59 1,89
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TABELA A25 Produgio de GA (U/ml) das linhagens parentais, segregantes e dipléides
dos tipos I ¢ II com 5 repetigdes em meio com maltose como fonte de carbono.

LINHAGEM PRODUCAO DE GA

pab1 fumi 21 31 29 2,6 37
nicl oly3 1,9 2,2 22 2,2 1,9
lgp73 00 00 00 00 00
SM-13 par. 02 02 02 02 01
SV-54 | 11 1,0 1,0 12 10
SV-57 1,1 1,0 1,1 1,3 1,1
SV-59 1,2 1,1 1,1 1,1 1,1
SM-1 02 01 0,1 0,1 0,3
SM-3 00 00 00 00 0,0
SM-30 00 00 00 0,0 00
SM-5 25 1,8 1,7 1,2 14
SM-17 1,1 1,2 1,3 1,2 1,5
SV-40 1,4 1,3 1,5 1,2 24
dipl. parent. 1,9 21 22 L9 1,9
SM-1//SV-57 07 06 05 05 04
SM-3//SV-57 08 06 04 05 07
SM-30//SV-57 05 06 08 05 05
SM-5/ISV-54 1,8 1,7 14 3.3 22
SM-17//SV-54 16 26 25 23 23
SV-40//SM-29 1,8 1,8 2,2 22 26

TABELA A26 Andlise de variincia pelo teste F dos dados de produgio de GA da tabela
A25.

Graus de Soma dos Quadrado F
Liberdade Quadrados Meédio
Linhagens 19 75 3.9 43,3
Residuo 80 7 0,1
Total 99 82

* significante a nivel de 1%.
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TABELA A27 Produgio de GA (U/ml) dos parentais do dipléide Jgp05//SV-10 par.

REPETICOES lgp05 SV-10 par.
1 3,04 0,12
2 3,09 0,14
3 2,59 0,11
4 2,72 0,12
5 3,05 0.14
6 3,05 0,12
7 2,74 0,10
8 3,13 0,33
9 3,02 0,14

10 3,42 0,12
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TABELA A28 Produgio de GA (U/ml) das linhagens parentais e dipléides homozigoto*
¢ heterozigoto®* para o gene lysA* ¢ para ofs) gene(s) mutado(s) na linhagem /gp05

(5 repetigdes por linhagem).

LINHAGEM. PRODUGAO DE GA
pab fwm 92 139 139 131 127
nic1 olv3 922 55 73 82 9,2
fgp05 14 20 18 20 19
SM-10 par. 04 04 01 0.3 0,4
lgp05//SV-10 par** 10,6 82 11,5 7,2 11,2
[gp05//SV-10 par.* 3,3 4,6 62 46 4,4

TABELA A29 Anilise de variincia pelo teste F dos dados de produgio de GA da tabela
A28, relativos a produgao de parenuais e dipléides homozigoto e heterozigoto para o gene
lysA* e para a mutagio ou mutagdes presentes na linhagem /gp05.

Causa da Graus de Somados  Quadrado F
Variagio Liberdade = Quadrados Médio

Linhagens 5 560,2 112,0 62,2*
Residuo 24 44,1 1,8

Total 29 604,3

* significativo a nivel de 1%.
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TABELA A30 Crescimento em MM ¢ MM+A expresso na forma de didmetro da
colonia (cm).

DIAS DE CRESCIMENTO
1 2 3 4 5 6 7 8

" MM 05 1,0 23 30 42 50 59 66

pab fun

MM+A 0,0 1,0 2,6 3,6 4,6 5,7 6,6 7.4

MM 04 1,1 20 28 37 44 55 6.2
nicl olv3

MM+A 0,0 1,4 2,3 3,2 4,2 5.3 6.3 7,2

MM 0,5 1,2 2,0 2,5 3,7 4,7 5,9 6,5
lgp73

MM+A 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,5 2,5

MM - 0,5 1,4 2,2 3,1 3,6 4,9 5,6 6,3
Ipg61

MM+A 0.0 1,7 2,6 3,7 4,7 5,7 6,8 7,1

MM 0,4 1,5 2,0 2,9 3,9 4,7 5.7 6,3
lgp05

MM+A 0,0 0,0 00 1,5 * 37 45 55

MM 0,5 1,7 23 31 41 49 59 65
SV-40

MM+A 0,0 0,0 0,0 * * 3,8 4,6 5,1

MM 0,5 14 21 27 36 44 52 58
SV-54

MM+A 00 1,6 23 30 41 48 59 6,9

* dados nao tomados.
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