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1 Introducao

O fungo filamentoso Aspergillus niger produz a enzima amiloglicosidase
(E.C.3.2.1.3.) a qual pode ser utilizada na sacarificagio de varios substratos amiliceos,
como por exemplo, a mandioca (BANKS e col, 1976). Védrios microrganismos sio
rapazes de produzir essa enzima. Entre os microrganismos usados industrialmente, os
fungos sao os maiores produtores (SINKAR e LEWIS, 1982). Virias espécies do género
Aspergillus vem sendo utilizadas na producdo da enzima, além de outros géneros como
Rhizopus (FAITH e col., 1971).

A enzima amiloglicosidase tem considerdvel interesse industrial, devido
a sua capacidade de hidrolisar ligagoes glicosidicas alfa-1,4 e alfa-1,6 do amido, par-
tindo de extremidades nao redutoras, liberando unidades de glicose (DIXON ¢ WEBB,
1962). O produto obtido, pode ser utilizado como substrato no processo de fermentagao
alcodlica, entre outros fins {(BANKS e col., 1976).

Apesar dos trabalhos conduzidos sobre parassexualidade em Aspergillus
niger (LHOAS, 1961, 1967; TUYLL, 1977; BONATELLI Jr. e col., 1983; BOS,1987),
existe apenas um relato disponivel, nesse fungo, sobre estudos dos genes envolvidos na
produgao de amiloglicosidase (VALENT, 1985).

Este trabalho tem portanto, como objetivos:

s Selecionar linhagens mutantes de Aspergillus niger, que apresentem aumento na
produgao de amiloglicosidase, utilizando, como mutagénico, a luz utravioleta.

e Analisar o tipo de interagao alélica dos genes que aumentam a producio, através de
dipléides heterozigotos obtidos entre os mutantes isolados e linhagens
parentais e;

e Mapear as mutagoes isoladas em relagdo as marcas auxotréficas e morfolégicas
disponiveis nas linhagens, através de segregantes isolados dos dipldides heterozi-
gotos.



2 Revisao Bibliografica

2.1 O fungo Aspergillus niger e o Ciclo Parassexual

O fungo Aspergillus niger considerado por RAPER e FENNELL (1965)
como um organismo tipo do grupo niger, apresenta, quando cultivado em meio Czapek
sélido, conidios pretos globosos quando maduros, de aspecto rugoso com equinulagoes
descontinuas, sendo evidenciado duas séries de esterigmas, medindo aproximadamente
5um de diametro na maturidade. E abundante em todos os solos examinados, capaz de
crescer ern grande variedade de substratos organicos.

O fungo Aspergillus niger é classificado como sendo Deuteromiceto
(SubDivisao Deuteromicotina) devido a inexisténcia ou nao evidenciagao do ciclo se-
xual.

Uma alternativa de recombinagao genética nos Deuteromicetos é o ciclo
parassexual, descrito inicialmente por PONTECORVO e ROPER (1952) emn Aspergillus
nidulans. Em 1953a, PONTECORVO e col. descreveram esse ciclo em Aspergillus
niger. O ciclo parassexual ocorre em varios géneros de fungos filamentosos, tendo sido
demonstrado em varias espécies (AZEVEDO, 1976; MESSIAS, 1979; CATEN, 1981;
RIBA e RAVELOJOANA, 1984; VIALTA, 1987).

Para que ocorra o ciclo parassexual é necessiario que haja fusao de
niicleos hapléides, com a consequente formagao de dipléides, recombinagao e haploi-
dizacao (PONTECORVO, 1956).

Evidéncias de que a fusao de niicleos hapldides seja um processo possivel
de ocorrer na natureza sao dados pelos trabathos de NGA e col. {1975) em A. niger,
WHELAN e MAGEE (1981) em Candida albicans e UPSHALL (1981) em A. nidulans.

O processo de formacao de dipléides ocorre apés anastomose de hi-
fas e heterocariose (CATEN e JINKS, 1966; DAVIS, 1966; TINLINE e MCNEILL,
1969). Como consequéncia da heterocariose, ou seja, a proximidade de nicleos diferen-
tes no mesmo citoplasma, pode ocorrer a cariogamia (fusao de niicleos), originando um



dipléide heterozigoto. A frequéncia de ocorrer tal evento é normalmente ao redor de
1 dipléide por 10° a 107 conidios coletados do heterocario porém, essa frequéncia pode
ser aumentada através de tratamento com luz ultravioleta (ISHITANI e SAKAGUCHI,
1956), ou agentes quimicos como a canfora (PONTECORVO e col., 1953a,b; ROPER,
1966} ou colchicina (SHCHERBAKOVA e RESVAYA, 1978). Em A. niger, devido a
alta frequéncia de dipléides obtidos espontaneamente, PONTECORVO e col. (1953a)
julgaram o tratamento com canfora desnecessdario. BONATELLI Jr. (1981) obteve 1
dipléide em 10° conidios e a frequéncia encontrada por BOS (1985) em outra linhagem
de A. niger foi de 1 dipléide em 10° conidios.

Os dipléides assim obtidos. se assemelham A linhagem selvagem com
relagao as caracteristicas auxotréficas e morfolégicas, podendo entretanto, serem se-
parados de linhagens haplbides por caracteristicas como: conteido de DNA nuclear
(HEAGY e ROPER, 1952), didmetro de conidios 1,1 a 1,3 vezes maior (PONTE-
CORVO e ROPER, 1952; PONTECORVO e col., 1953a; LHOAS, 1967,1968; CHANG
e col., 1974; DAS e ROY, 1978; BONATELLI Jr. e col.,, 1983; VIALTA, 1987). Entre-
tanto, segundo alguns autores, o didmetro de conidios ndo é um critério muito confijvel,
como citado nos trabalhos de ISHITANT e col. (1956) em Aspergillus oryzae e A. so-
Jae; HOLLIDAY (1961) em Ustilago maydis; TINLINE (1962) em Cochliobolus sativus;
PAPA (1973) em Aspergillus flavus; PAPA (1978) em Aspergillus parasiticus; ROSIM
e col.(1978) em Aspergillus niger e MESSIAS e AZEVEDO (1980) em Metarhizium
anisopliae.

Outro critério para distinguir colonias dipléides de hapléides é a uti-
lizagao de agentes haploidizantes, ou seja, substincias que induzem a formagio de se-
gregantes hapléides. Uma série de substancias com tal efeito tem sido utilizadas. Os
primeiros relatos nesse sentido foram feitos com p.fluorfenilalanina (pFA) em trabalhos
com Aspergillus niger e A. nidulans (LHOAS, 1961; MORPURGO, 1961). Relatos da
utilizagao do pFA em outras espécies de fungos foram feitos por PAPA (1976, 1978,
1984}; BENNET (1979); BRADSHAW e col. (1983). Outra substincia que atua como
agente haploidizante é o fungicida Benlate, inicialmente utilizado por HASTIE (1970)
em Aspergillus nidulans para obter segregantes de colénias dipléides. Tem sido uti-
lizado para essa finalidade também em outras espécies por UPSHALL e col. (1976);
BONATELLI Jr. (1981); BRADSHAW e col. (1983); BONATELLI Jr. e col. (1983);
VALENT (1985); VIALTA (1987); MASIERO (1988).

A recombinacgdo no ciclo parassexual pode ocorrer através de permuta
mitética, que foi estudada por ROPER e PRITCHARD (1955) e PONTECORVO e
KAFER (1958}, os quais concluiram que o fenémeno é raro, ocorrendo uma permuta
a cada 500 mitoses, forma produtos reciprocos e ocorre em estigio de quatro fios. De
acordo com KAFER (1960, 1961) a ocorréncia de segregantes hapléides, dipldides e
aneuplGides, podem ser devido a perdas sucessivas de cromossomos, que originariam
diversos estados aneupléides instaveis.



FORBES (1959) estabeleceu técnica bascada em segregagao mitdtica
para localizar novos mutantes em grupos de ligacao de Aspergillus nidulans e outros
fungos, sendo a mesma fundamentada na observacao de que linhagens dipléides sofrem
haploidizagoes raras, apresentando ainda mais raramente, permuta mitética. Desse
modo, os membros individuais de cada par de grupos de ligagao segregam como unidades
inteiras e independentes, fazendo com que marcadores localizados em diferentes grupos
mostrem recombinacgao livre, enquanto que marcadores no mesmo grupo de ligagao
raramente recombinam.

LHOAS (1967) constatou em Aspergillus niger alta frequéncia de recom-
binacao mitética e, BONATELLI Jr. e col. (1983), verificaram que na linhagem 10V10
de A. niger a frequéncia parece ser ainda maior tendo sido sugerido o termo parameiose
para denominar o fenémeno caracterizado pelo isolamento diretamente do heterocdrio
de hapléides recombinantes e dipléides homozigotos para as marcas genéticas estudadas.
BAGALHI {1987) detectou esse fendmeno em Metarhizium anisopliae, o qual parece ser
similar ao descrito em Cephalosporium acremonium por BALL E HAMLYN (1982) polis,
dipléides heterozigotos nao foram detectados.

O ciclo parassexual, além de sua importancia como fonte de variabili-
dade, permite o mapeamento em fungos imperfeitos (AZEVEDO, 1972, 1976), o melho-
ramento de fungos que possuem caracteristicas de interesse econémico {(SERMONT]I,
1969; BONATELLI Jr., 1977; MESSIAS, 1977; BONATELLI Jr., 1981; VALENT, 1985)
e, através da andlise mitdtica, pode-se estabelecer o numero de grupos de ligacao de
uma determinada espécie. Assim, foram sugeridos seis grupos de ligagao para Aspergillus
niger (LHOAS, 1967, 1968; TUYLL, 1977; BOS, 1987).

2.2 A enzima amiloglicosidase

A enzima amiloglicosidase ou glucoamilase (AG) (E.C. 3.2.1.3.) é capaz
de hidrolisar ligacoes glicosidicas alfa-1,4 e alfa-1,6 do amido, liberando unidades de
glicose a partir de extremidades nao redutoras das cadeias. Portanto, essa enzima é
capaz de converter totalmente a maltose, a amilose e amilopectina em glicose (DIXON
e WEBB, 1962; BARMAN, 1969).

KERR e col. (1951} estudaram em Aspergillus niger a acado da amilo-
glicosidase em amilose € amilopectina, demonstrando que a AG atua nas extremidades
das moléculas de amido, liberando como produto final, somente glicose.

PAZUR e KEPPLE (1962) purificaramn a AG de A. niger, determinando
também seu modo de acao e seu peso molecular de aproximadamente 97000 + 5%.

MOHSIN e col. (1979a,b,c) verificaram a producao de AG por algumas
espécies do género Aspergillus, purificando essa enzima de Aspergillus foetidus e A.
awamori e fizeram o fracionamento da enzima purificada.



Duas formas da enzima, a amiloglicosidase | e 11 foram demonstradas
em Aspergillus niger por FLEMING e STONE (1965); LINEBACK (1968); FINCH e
LEONARD (1978); SVENSSON e col. (1982); RAMANESH e col. (1982}, as quais,
segundo MANJUNATH e RAO (1980), possuem atividades enzimaticas similares e sao
imunologicamente indistinguiveis.

SVENSSON e col. (1983), determinaram toda a sequéncia de aminoa-
cidos de glucoamilase Gl de Aspergillus niger, sendo que GA I e GA 1l tem cadeia
polipeptidica com a extremidade NH, idéntica. BOEL e col. (1984a) descreveram clo-
nagem do cDNA sintetizado a partir do mRNA de glucoamilase de A. niger e sugeriram
que montagem diferencial do mRNA pode explicar a existéncia de duas formas da en-
zima nesse organismo ¢, BOEL e col. (1984b)} evidenciaram que deve existir somente
um gene estrutural para a glucoamilase no genoma.

Em Aspergillus oryzae, MIAH e UEDA (1977a,b), encontraram trés
formas de amiloglicosidase: 1, II e 111 com diferentes peso moleculares (76000, 38000 e
38000, respectivamente), estudando inclusive sua agéo em diferentes substratos. SAHA
e col. (1979) além de estudarem isoladamente a forma I, mostraram que as formas 1, II
e 111 apresentavam-se na proporcao de 51(1) : 3(I1) : 1{II}. Entretanto, RAZZAQUE e
UEDA (1978), estudando uma outra linhagem de A. oryzee que apresentava alta produ-
cao de AG, observaram que ela também produzia trés formas de AG porém, essas formas
eram diferentes dos tipos relatados anteriormente, apresentando baixa capacidade na
digestao do amido cru.

TAKAHASHI e col. (1978), trabalhando com Rhizopus sp., também
purificaram trés formas de amiloglicosidase, estudando suas propriedades. Em
Aspergillus awamori, HAYASHIDA e col.(1982}, evidenciaram na AG I, um sitio de
afinidade para amido cru.

UEDA e KOBA (1973) descobriram um composto produzido por uma
linhagem de Streptomyces sp. n® 280 que é capaz de inativar algumas amilases. Esse
composto apresenta um pequeno peso molecular e age como inibidor de glucoamilase,
alfa-amilases pancredtica e salivar e alfa-amilase de bactérias. Essa substancia inibidora
mostrou um efeito acentuado sobre gluccamilase de Rhizopus, inibindo 72,2% da ativi-
dade. Em Aspergillus niger sua acao inibe apenas 8,3% da atividade da alfa-amilase.
Esse composto foi purificado por NAKANO e col. (1981) e se revelou complexo, apre-
sentando pelo menos duas fragoes principais: uma que se comporta como oligossacarideo
com grupamento amino livre e outra que é provavelmente um glicopeptideo

MEDDA e col. {1981) estudando a agdo desse inibidor purificado contra
glucoamilase 1 purificada de Aspergillus, obtiveram 97% de inibigao usando uma con-
centragio de 1,6 ug/ml de inibidor em 1,8 U/ml da enzima. VALENT (1985) verificou
em linhagens de Aspergtllus niger que 60% de inibi¢io da atividade da amiloglicosidase
é conseguida com 7,0 ug/ml sendo que esse indice aumentava para 80% de inibigao
quando se usava uma concentragio de 23,0 pug/ml do inibidor. VIALTA (1987), traba-



lhando com Aspergillus awamori ¢ 0 mesmo inibidor, constatou 85% de inibi¢do usando
uma concentracao de 10 pg/ml.

2.2.1 A producio de amiloglicosidase por Aspergillus

LE MENSE e col. (1947) testaram varias culturas do género
Aspergillus, onde verificaram que a linhagem NRRL337 de Aspergillus niger era a melhor
produtora da enzima dextrinizante, além de estudarem os fatores que afetavam a pro-
ducao nessa linhagem. Em 1964, SMILEY e col. mostraram que a linhagem NRRL3112
de Aspergillus awamori produzia mais amiloglicosidase que a linhagem NRRL337 de
Aspergillus niger. Em 1966, CADMUS e col. verificaram que as linhagens NRRL3112
de A. awamori e NRRL3122 de A. niger apresentavam maior eficiéncia na digestao do
amido, que a linhagem NRRL337 de A. niger. Observaram também que isso era devido
a menor atividade de transglicosidase, que é a enzima responsavel pela polimerizagao
de unidades de glicose em oligossacarideos.

PARK e PAPINI (1970), trabalhando com as linhagens NRR1.3122 de
A. niger e NRRL3112 de A. awamort fizeram determinagao de condigoes 6timas para
producio de glicose do amido da mandioca. PARK e col. (1971) fizeram tentativas para
melhorar a producio através da mudanga de meio de cultura liquido para sdlido.

PARK e DE LIMA (1972) examinaram a producao de amiloglicosidase
de 20 linhagens de fungos obtidas de varios laboratérios e 10 linhagens isoladas de
amostras do solo pertencentes aos géneros Aspergtllus e Rhizopus onde verificaram que
somente 7 eram produtoras da enzima e, entre essas, as linhagens NRRL3112 de A.
awamort ¢ NRRL3122 de A. niger produziam em maior quantidade.

SINKAR e LEWIS (1980) utilizando um meio com ingredientes nao
sintéticos observaram um aumento de 10 a 15 vezes na produc¢ao de amiloglicosidase e,
em 1981, LEWIS e SINKAR estudaram outros fatores que afetavam a produgao.

KVESITADZE e col. (1981a} testaram linhagens verdes e pretas do
género Aspergillus e observaram que somente as pretas produziam amiloglicosidase
sendo que as boas produtoras eram linhagens de Aspergilius niger e A. awamort.

FUNGARO (1984), verificando a produgao de enzimas amiloliticas de
linhagens deA. niger e A. awamort, verificou que as linhagens ATCC 22342 de A.
awamori e ATCC 22343 de A. niger eram as mais promissoras.



2.3 Melhoramento genético de microrganismos de interesse in-
dustrial

O melhoramento genético de microrganismos que produzem metabdlitos
de interesse industrial pode ser feito em diversos aspectos. Além da produtividade, pode
ser melhorada a eficiéncia na utilizagao de substratos ou novos compostos relacionados
com o produto original podem ser produzidos. As técnicas usadas incluem mutagio e
recombinagao para aumentar o numero de variantes genéticos seguidos por triagem e
selecao para detecgao dos variantes preferidos. As mutagoes podem ser induzidas nos
microrganismos através do uso de mutagénicos fisicos ou quimicos.

Em 1969, GRATZNER e SHEEMAN isolaram um mutante de
Neurospora crassa, desreprimido para produgao de amilase e invertase, através de irra-
diacao com luz ultravioleta.

YONEDA e MARUO (1975) conseguiram isolar 15 mutantes de Bacillus
subtilis usando nitrosoguanidina (NTG) como mutagénico, os quais apresentaram pro-
dugao de duas a trés vezes mailor de alfa-amilase e cinco a dezesseis vezes maior de
protease, que a linhagem parental.

NEVALAINEN (1981) usando NTG e raios gama, isolou um mutante
de Aspergillus niger com produgao de trés a quatro vezes maior de beta-galactosidase
que a linhagem original.

HAYASHIDA e FLOR (1981) utilizaram os mutagénicos NTG e luz
ultravioleta para isolar mutantes de Aspergillus awamor{ com menor produgao de pro-
tease. Obtiveram um mutante com baixa e outro com alta produgao entre os 110 clones
testados.

Quanto a produgao de acido citrico, ILCZUK (1970} e BONATELLI Jr.
e col. (1982), relataram aumento de produ¢ao em mutantes auxotréficos de Aspergillus
niger. Porém, essa caracteristica nao foi observada nos trabalhos relatados por CHANG
e TERRY (1973), DAS e ROY (1978} e DAS (1980).

GOLUBTSOVA e col. (1980) tentaram obter mutantes com a pro-
porgao de acido oxdlico diminuida em relagao ao dcido citrico. Conseguiram um mutante
produzindo 85% de 4cido citrico e 15% de acido oxdlico, porém, apresentou juntamente,
caracteristicas degenerativas e nao foi considerado promissor para producao de icido
citrico.

Na tentativa de melhoramento do titulo de Cefalosporina C, BALL e
HAMLYM (1982), através de hibridagao por fusido de protoplastos, testaram aproxi-
madamente 600 recombinantes de Acremonium chrysogenum entre os quais, um isolado
mostrou aumento de 40% na producao do antibiético.

Com relagao a enzima amiloglicosidase, CHANG e TERRY (1973} tra-



balhando com uma linhagem de Aspergillus foetidus obtiveram, usando luz ultravioleta
como mutagénico, mutantes auxotréficos de produgao reduzida da enzima. Os dipléides
sintetizados enire esses mutantes, recuperaram a produgao de AG, que ficou préxima
da linhagem parental prototroéfica.

PARK e DE SANTI (1977) usando nitrosoguanidina (NTG) como mu-
tagénico, isolaram um mutante de Aspergillus awamort que produzia o dobro de amilo-
glicosidase em relagao a parental.

BALL e col. (1978) através de recombinacao via ciclo parassexual,
obtiveram do dipléide sintetizado, um segregante recombinante de Aspergillus niger,
que apresentou alta produgao de amiloglicosidase.

NEVALAINEN e PALVA (1979) conseguiram através do uso de varios
mutagénicos, isolar mutantes de Aspergillus awamori com 2,5 vezes maior producao de
amiloglicosidase que a linhagem parental. Esses mutantes também apresentavam um
aumento na produgao de alfa-amilase.

KVEZITADZE e col. (1981b) testaram vérias linhagens de fungos, na
qual o Aspergillus niger 475 foi um dos melhores produtores. Através do uso da luz
ultravioleta, obtiveram um mutante que mostrou produgao de alfa-amilase estavel em
icido, dez vezes maior que a linhagem original, e aumento de duas vezes na produgao
de amiloglicosidase.

IVANOVA e IROKHINA (1983) usando o mutagénico nitrosoguanidina
e selecio de mutantes desreprimidos para maltose, isolaram linhagem de Aspergillus
niger com producao de AG 2,5 vezes maior que a linhagem parental.

GRIGOROV e col. (1986) obtiveram dipléides de Rhizopus pygmaeus
com producao aumentada de amiloglicosidase em relagao a linhagem selvagem maior
produtora.

ILCZUK e FIEDUREK (1986) selecionaram revertentes de mutantes
auxotroficos de Aspergillus niger com produ¢io de AG 40% maior que o prototréfico
melhor produtor.

Outro aspecto importante para a escolha de técnicas de melhoramento,
além da produtividade em si, é o estudo dos genes envolvidos na produgao de me-
tabélitos. Para essa finalidade podem ser induzidos mutantes com altera¢ao na produgao
do metabdlito de interesse.

Vérios estudos nesse sentido foram feitos com relagdao a produgao de
antibiéticos. BALL (1972) estudando produgao de penicilina em Penicillium chrysoge-
num verificou mutagoes diferentes que, combinagas entre si, ocasionava um aumento na
producao. Essas mutacoes estavam localizadas em trés diferentes grupos de ligagao.

EDWARDS e col. (1974) e HOLT e col. (1976), estudaram mutantes
de Aspergillus nidulans que nao produziam penicilina e, nos testes de complementacao



realizados, verificaram que 20 entre os 28 mutantes analisados, pertenciam ao mesmo
grupo de ligagao e, os 8 restantes, 4 pelo menos outros 4 grupos. Os mutantes que
permaneceram sem alteracao de morfologia e nao produziam penicilina eram do mesmo
grupo de complementagao, e foram designados npeA. Através da anélise dos segregantes,
verificaram que npeA estava localizado no grupo de ligagdo VI. MAKINS e col. (1983)
, continuando essa linha de pesquisa, mapearam mais 3 mutagdes npe B, C e D nos
grupos de ligacao 111, IV e II, respectivamente.

RUDD e HOPWOOD (1979} trabalhando com Streptomyces coelicolor,
obtiveram 76 mutantes incapazes de produzir o antibiético “actinorhodin™. Eles foram
divididos em sete classes fenotipicas considerando a sintese de antibidtico, actmulo
de pigmentos ou produtos precursores. Um membro de cada classe de mutantes foi
mapeado num pequeno segmento entre os loci his D e gua A, sugerindo gue os genes
esiruturais para a biossintese desse antibiético podem formar um agregado génico.

Em Aspergillus nidulans, MACDONALD e col. (1972) estudaram 3
mutagoes que foram denominadas pen-01, pen-02 e pen-03, as quais conferiam aumento
na produgao de penicilina, produzindo respectivamente, 20, 12 e 20 U/ml. Mapeamento
dessas mutagoes feita através de andlise mitética entre os mutantes e linhagem testadora
MSE, que apresentava producao de 5 U/ml, indicou que pen-01 estava localizado no
grupo de ligagao VIII, pen-02 no HI e pen-03 no IV, sendo confirmado pela anilise
meiética. MACDONALD (1972) confirma a localizagao de pen-01 no cromossomo VIII,
mostrando que esta era distal 3 marcacha A. Em 1976, DITCHBURN e col., observaram
que a mutagao pen-Al (pen-01} era recessiva, pen-B2 (pen-02) dominante e pen-C3
(pen-03) semi-dominante, verificando também, que pen-Al e pen-C3 eram epistiticas a
pen-B2.

Estudos de mutagoes que afetavam a produgio de amiloglicosidase fo-
ram feitos por YAMASHITA e FUKUI (1984) e VALENT (1983). Os primeiros, tra-
balhando com Saccharomyces diastaticus e utilizando etilmetanosulfonato (EMS) como
mutagénico, isolaram mutantes que nao produziam amiloglicosidase (amy-}. Foi também
verificado que essas mutagdes pertenciam a dois grupos de complementacao amyl e amy2
€ eram recessivas. As mutacoes amyl mapeavam no gene STA 1. produtor de AG 1. A
segunda, trabalhando com linhagens de Aspergillus niger isolou mutantes que apresen-
tavam baixa producao de AG. Constatou, através de testes de interacdes alélicas, que
todas as mutagoes induzidas eram recessivas e, no teste de complementacio, foram re-
velados pelo menos dois genes que afetavam a producao de AG: o lap61 e o lap73 ou
lap38.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Microrganismos utilizados

As linhagens de Aspergillus niger utilizadas neste trabalho foram linha-
gens mutantes denominadas:

pab,fwn, : apresenta deficiéncia nutricional para icido p.aminobenzdico e conidios
marron claro.

nic,0lvs : apresenta deficiéncia nutricional para acido nicotinico e conidios verde oliva.

Essas linhagens foram derivadas da linhagem 10V10 de Aspergillus niger, por
tratamento com luz Ultravioleta (BONATELLI Jr., 1981).

pab;fwn,//nic,olvs : dipldide controle, gentilmente cedido por Gisela Umbuzeiro
Valent.

3.2 Meios de Cultura

3.2.1 Meio Minimo (MM) (PONTECORYVO e col., 1953b)

Nitratode S6dio .......... .ottt 6,00 g
Cloreto de Potdssio ........ ...t iiiiannn. 052¢g
Sulfato de Magnésio ........ ... ... ... s 0,52 g
Fosfato dihidrogenado de Potdssio ...................... 152¢g
Sulfatode Ferro ... i, tragos
Sulfato de Zinco ... e tragos
Glicose {Dextrose) ........ooiiiiiiiiiiiiiiaiaina... 10,00 g

Jigua Destilada ...... ... ... i i 1,00 |
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O pH foi ajustado para 6,5 com NaOH (4%) ou HCI (1N); quando
s6lido, adicionou-se 15 g de dgar por litro.

3.2.2 Meio Completo (MC) (AZEVEDO e COSTA, 1973)
Adicionou-se a 1 litro de MM:

Peptona ... ... 20¢g

Caseina Hidrolizada .............. ... ..o . 15¢g
Extrato de Leveduras .................. ..o, .. 05¢g
Solucao de Vitaminas (item 3.3.3.) ..................... 1,0 ml
Acido Nucleico de Leveduras .........ooooorennnnnnnn... 2,5 ml

O pH foi ajustado para 6,5 com NaOH (4sélido, adicionou-se 15 g de
agar por litro.

3.2.3 Meio de Fermentacio MAC (BONATELLI Jr. e col., 1984)

Farinha de raspa integral de mandioca ................. 200¢g
Nitratode S6dio ........ ... oo, 20¢g
Fosfato dihidrogenado de Potdssio ....................... 10¢g
Sulfato de Magnésio . 7TH,O ......... ... .. ............ 05¢g
Agua Destilada .. ... . i 1,01

O pH foi ajustado para 5,5 com NaOH (4%) ou HCI (IN); o meio foi
distribuido em frascos Erlenmeyer de 125 ml, contendo 25 ml de meio ou em tubos
de ensaio ou frascos de 30 ml, contendo 5 ml de meio; esterilizacao feita a 1 atm
(120° C) por 15 minutos. Quando necessario, adicionou-se o requerimento nutricional
da linhagem em estudo na concentragao de 5 ug/ml.

3.2.4 Meio Minimo (MM) liquido mais 4% de Meio Completo (MC)

Foi adicionado ao MM (item 3.2.1.) liquido, 4% de MC liquido e, 2,5
m] da solugao final foi distribuida em tubos de ensaio, autoclavada e conservada i
temperatura ambiente.
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3.3 Solugodes
3.3.1 Solucio de Tween 80 {0,1%)

Foi adicionado Tween 80 & dgua destilada numa concentragio de 0,1%
(v/v}. Foram colocados 2,5 ml em tubos de ensaio, autoclavados e conservados em
refrigerador.

3.3.2 Solugio Salina {0,85%)

Aicionou-se 8,5 g de Cloreto de S6dio em 1 litro de dgua destilada.
Foi colocado 9 ml dessa solugao em frascos com tampa de baquelite e, em seguida,
autoclavados.

3.3.3 Solucao de Vitaminas

Biotina ... e 0,2 mg
Acido p.aminobenzdico ............... . i eiiiiiaia.. 10,0 mg
Tiamina ... e 10.0 mg
Piridoxina ... e e 50,0 mg
ACIdO NICOLINICO .+ e v oo 100,0 mg
Riboflavina ... . .. . 100,0 mg
}’\gua destilada estéril ........ .. ... .. 100,0 ml

A solugao foi colocada em frasco escuro e esterilizada em banho-maria
a 60° C por 30 minutos, durante 3 dias consecutivos. A conservagao foj feita em refri-
gerador sobre cloroférmio.

3.3.4 Solucao de Amido 1% em Tampio Citrato 0,05M - pH 4,0

Pesou-se 1 g de amido solivel (marca ECIBRA} e dissolveu-se a quente
em aproximadamente 40 m] de dgua destilada. Paralelamente, misturou-se 33 ml de
uma solugao 0,1M de 4cido citrico com 17 ml de solugao 0,1M de citrato de sédio . 2
H,O (pH 4,0). adicionou-se ao amido dissolvido e completou-se o volume para 100 ml
com agua destilada.

3.3.5 Solucio Benlate

Em um frasco escuro, previamente esterilizado, foram colocados 60 mg
de Benlate (fungicida: Metil-1 (butil-carbamoil)-2-Benzimidazole-carbamato) mais 1 ml
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de acetona e, apds homogeneizar, completou-se o volume para 100 ml com dgua destilada
esterilizada. A solugao foi entao agitada e conservada a temperatura ambiente.

3.3.6 Solug¢io do Inibidor (UEDA e KOBA, 1973)

O Inibidor? foi dissolvido em agua destilada esterilizada, numa concen-
tracao de 1 ug/ul.

3.3.7 Solucao de lisol 10%

Foi adicionado 1 m! de lysoform em 9 ml de dgua destilada esterilizada.
A solugao foi estocada em geladeira.

3.3.8 Suplementos adicionados ao MM (item 3.2.1.)

Os requerimentos nutricionais das linhagens em estudo foram adiciona-
dos na concentragido final de 5 pg/ml.

3.4 Esterilizacio e Temperatura de Incubagao

Todos os meios de cultura e solugdes usadas no presente trabalho (a me-
nos que seja especificado no item de maneira diversa) fo ram esterilizados emn autoclave
a temperatura de 120° C e 1 atmosfera de pressao durante 20 minutos.

Em todos os experimentos, a temperatura para incubagao fot de 28° C.

3.5 Luz Ultravioleta (LUYV)

Nos experimentos de irradiacao foi usada lampada Mineralight - Mult
Band - UV-SL.25 da Ultra violet Products INC, San Gabriel Califérnia, emitindo ondas
curtas na intensidade de 300 uw/cm?/s. O pico de comprimento de ondas é de 254 nm.
A altura da lampada usada nos experimentos foi de 6,4 cm.

3.6 Msétodo de Cultivo e Manutencao das Linhagens

As culturas foram inoculadas em placas de Petri contendo MC (item
3.2.2.) e incubadas por 7 dias para crescimento vegetativo. A manutencao das culturas
foi feita em tubos de ensaio contendo MC inclinado a 4° C.

2Gentilmente cedido pefo Prof. Dr. Seinosuke Ueda, Kyushu University, FUKUOKA, Japio.
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3.7 Curva de Sobrevivéncia da Linhagem pab;fwn,

Apés 7 dias crescimento em placas de Petri contendo MC (item 3.2.2.),
transferiu-se os conidios produzides para uma solugao de Tween 80 (item 3.3.1.). Apés
contagem do nimero de conidios em hematimetro, fez-se as diluicoes necessirias para
obter-se uma suspensao com 10° conidios/ml. Dessa suspensao em Tween 80 foi retirado,
para controle, aliquotas de 1 ml e, apds terem sido feitas as dilui¢oes necessérias para
crescer, em média, 100 coldénias por placa, semeou-se em 3 placas de Petri contendo MC.
O restante da suspensao foi colocado numa placa de Petri vazia, esterilizada, e tratada
com luz ultravioleta (item 3.5.) nos tempos 2,5; 5,0; 7.5; 10,0; 12,5 e 15,0 minutos. Apés
a irradiagao a cada tempo citado acima, repetiu-se o processo de diluicdes e semeou-se
3 placas de MC por tratamento.

Apéds 3-4 dias de incubacdo, fez-se a contagern do nimero de coldnias
desenvolvidas nas placas semeadas.

A porcentagem de sobrevivéncia {oi determinada tomando-se como
100% o nlimero de conidios viaveis estimados na amostra sem irradiacéo {controle).

3.8 Obtencio de Mutantes para Producio da Enzima

Apds 7 dias de crescimento em MC (item 3.2.2) da linhagem pab;fwn,,
foi feita uma suspensdo de conidios em Tween 80 (item 3.3.1.) e, apds contagem
no hematimetro, foi feito ajuste da concentragao com salina (item 3.3.2.) para 10°
conidios/ml. Essa suspensao foi tratada com luz ultravioleta, pelo tempo correspon-
dente a 1 a 5% de sobrevivéncia, determinado de acordo com o item 3.7.

Apos irradiagao, semeou-se a suspensao em 15-20 placas de Petri con-
tendo MC. Como controle da sobrevivéncia foram semeadas 3 placas sem tratamento
com luz Ultravioleta.

Apods 4 dias de crescimento em estufa, isolou-se para controle, coldénias
que nao receberam tratamento e as coldnias tratadas com luz ultravioleta. Estas foram
testadas para produgao da enzima pela metodologia descrita no item 3.9.2.

Nos casos de obtencao de mutantes, estes foram retestados em frascos
Erlenmeyer no minimo duas vezes.
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3.9 Avaliacido da Atividade Enzimatica
3.9.1 Producido da Enzima Amiloglicosidase (AG)

A fermentagao foi feita em tubos de ensaio, frascos de 30 ml ou Erlen-
meyer de 125 ml em meio MAC (item 3.2.3.)

3.9.1.1 Tubos de ensaio ou Frascos de 30 ml Conidios obtidos conforme o item
3.8. foram coletados com uma al¢a de niquel-cromo e diretamente inoculados nos tubos
de ensaio ou frascos de 30 ml contendo meio de fermentacaoc MAC. Inoculou-se uma
“alcada” por tubo ou frasco.

3.9.1.2 Frascos Erlenmeyer Conidios com 7 dias de crescimento em MC (item
3.2.2.) ou MM (item 3.2.1.) para as colbnias dipléides, foram suspensos em Tween
80 (itern 3.3.1.) e contados num hematimetro. O ajuste da concentragio foi feito com
salina (item 3.3.2.}) para 10° conidios/ml e, 1 ml dessa suspensao foi inoculada nos
frascos Erlenmeyer contendo MAC, sendo feitas 3 a 5 repeticoes por colénia.

Os tubos ou frascos foram incubados por 96 horas, sem agitacao.

Apés o tempo de fermentagdo, a quantidade de enzima produzida foi
estimada segundo metodologia descrita nos itens 3.9.2. e 3.9.3.

3.9.2 Metodologia para Medida da Atividade Enziméstica®

3.9.2.1 Em tubos de Ensaio Apéds a fermentagao, 0,1 m! de cada amostra foi
incubada com 2 ml de solugao contendo 1% de amido (item 3.3.4.} mais 1,9 ml de dgua
destilada, durante 60 minutos em banho-maria regulado a 60° C.

Apo6s a incubagao as amostras foram retiradas do banho-maria e levadas
ao banho de dgua fervente por 5 minutos para inativacao da enzima.

Procedeu-se entao, com descrito no item 3.9.3., a medida da quantidade
de agicares redutores liberada apés a hidrélise do amido pela Amiloglicosidase.

3.9.2.2 Em frascos de 30 ml ou Erlenmeyer Apés a fermentagio as amostras
foram filtradas e, 0,5 ml de cada amostra diluidas convenientemente foram incubadas
com 0,5 ml de solugao contendo 1% amido (item 3.3.4.), durante 60 minutos em banho-
maria a 60° C.

Apbs a incubagao o procedimento segue igual ao descrito no item 3.9.2.1.

?Condigbes adaptadas dos trabalhos de PARK e PAPINI, 1970 e BANKS e col., 1976.
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3.9.3 Medida da Quantidade de Ac¢iicares Redutores

A quantidade de agicares redutores liberada apés hidrélise do amido
pela Amiloglicosidase, foi estimada pelo método da ortotoluidina, utilizando-se kits
para determinacgao de glicose marca LABTEST, DOLLES ou BIOBRAS. O espectro-
fotometro utilizado foi da marca COLEMAN, modelo 295, e as medidas feitas em com-
primento de onda de 625 nm ou 630 nimn, conforme especificado pelo kit.

Foi feito medida da quantidade de agucares redutores presente no fil-
trado pelo mesmo método. Esta medida corresponde a glicose residual (GR}) presente
no meio de fermentacao.

A guantidade de agiicares redutores foi expressa em mg de glicose /
100 mi ou em unidades (U) da enzima/ml, sendo que cada 1000 mg de glicose/ml
corresponde a 1 Unidade de Amiloglicosidase.

Considerou-se a quantidade de agicares redutores medida apés hidrdlise
do amido menos a glicose residual correspondente, para o calculo da unidade de enzima.

3.10 Determinacio do Peso Seco do Micélio

Apéds fermentagao, o micélio formado em cada amostra foi tranferido
para papel aluminio, previamente pesado, e colocado por 48 horas a 80° C. Apés as
48 horas, pesou-se o papel aluminio mais micélio e calculou-se o peso do micélio pela
diferenca entre o peso do papel aluminio e o papel aluminio mais micélio apds secagem.

3.11 Curva de Acimulo da Enzima em Funcio do Tempo de
Incubacio

Para curva, foi utilizada a linhagem parental pab,fwn;.

As medidas da atividade enzimdtica e da glicose residual (item 3.9.), pH
e peso seco do micélio (item 3.10.), foram feitas do 12 ao 72 ou 82 dia de fermentacao,
com 5 repeticoes por dia em Erlenmeyer de 125 ml, tubos de ensaio e outros tipos de
frascos (item 3.9.1.).

3.12 Teste para Verificar a Auxotrofia dos Mutantes hap

Com o auxilio de uma alga de niquel-cromo previamente esterilizada,
conidios das colénias que diferiam quanto & produgao da enzima da linhagem parental
pab,fwn,;, foram transferidos para placas de Petri contendo MC (item 3.2.2.), MM +
acido p.aminobenzdico (paba) (item 3.3.8.) e MM (item 3.2.1.). Em cada placa foi
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inoculado 1 ponto da colonia em estudo e 1 ponto da colénia parental, como controle.

As placas foram incubadas por 3-4 dias, dando oportunidade para ve-
rificar se as linhagens em estudo mantinham a mesma marca auxotréfica presente na
linhagem parental.

3.13 Atividade Enzimaiatica na Presenga de um Inibidor Es-
pecifico

Ap6s fermentagao das linhagens pab,fwn,, hap112, hap147, e hapl69
em frascos Erlenmeyer (item 3.9.1.2.), 1 ml do filtrado foi incubado por 10 minutos a
60° C com 1 ml da solugao do inibidor (item 3.3.6.). Foram feitas 3 repeticoes de cada
linhagem.

De cada tubo contendo o inibidor, retirou-se 0.5 ml e incubou-se com
0,5 ml de solugao amido (item 3.3.4.). Paralelamente, como controle, incubou-se 0,5 ml]
do filtrado (sem inibidor) mais 0,5 ml da solugio de amido.

As medidas da atividade enzimatica foram feitas conforme o item 3.9.3.

3.14 Obtencio e Caracterizagao dos Dipléides
3.14.1 Obtencao dos Dipldides

Os dipléides foram obtidos através do método de ROPER ({1952}, via
ciclo parassexual.

Suspensao de conidios de cada uma das linhagens selecionadas para
cruzamento foram feitas em tubos de ensaio contendo MM liquido + 4% de MC (item
3.2.4.). Apés misturar as duas suspensées estas foram incubadas por 5-6 dias. As
peliculas desenvolvidas foram cortadas em 4 pedacos com o auxilio de uma alca de
niquel-cromo e transferidas para placas de Petri contendo MM (item 3.2.1.) sendo
entao, incubadas por 7-8 dias.

Havendo evidéncias que o heterocario havia sido formado, coletou-se
conidios em solugao de Tween 80 (item 3.3.1.), dilui-se em salina (1:10) (item 3.3.2),
sendo em seguida semeados emn placas contendo MM para isolamento de possiveis di-
pléides. As placas foram incubadas por 7 dias.

As colonias crescendo isoladas que apresentavam coloragao e morfologia
uniformes foram selecionadas e seus conidios transferidos para MM sélido por inoculacio
em estrias. Apés purificagao, foi feito a caracterizagao dos possiveis dipldides.
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3.14.2 Caracterizacao dos Dipldides

Os critérios utilizados para caracterizagao dos dipléides foram os se-
guintes:

1. Prototrofia - cruzando-se linhagens com diferentes marcas genéticas, os dipléides
devemn ser prototroficos (as marcas se complementam), crescendo portanto, em
Meio Minimo.

2. Coloracao de Conidios -~ quando os hapldides envolvidos no cruzamento sao de
coloracao diferentes, espera-se uma colénia com coloragao da linhagem selvagem.

3. Diametro de Conidios — espera-se que o diametro dos conidios dos dipléides seja
ao redor de 1,2 vezes malor que das linhagens parentais hapléides (BONATELLI
Jr. e col. 1983). O diametro de conidios das linhagens parentais (hapléides) e dos
possiveis diploides foram medidos com uma objetiva microméirica em montagem
emn lamina com lisol 10% (item 3.3.7.), apds 7 dias de crescimento da linhagem em
MM (item 3.2.1.) ou, quando necessdrio, MM + requerimentos nutricionais (item
3.3.8.). Foram medidos 30 conidios por linhagem em estudo.

4. Teste com Benlate (HASTIE, 1970 e UPSHALL e col., 1976) - os possiveis dipléi-
des foram inoculados em placas com MC (item 3.2.2.) contendo 1,0 a 1,5 ug/ml
de Benlate {item 3.3.5.). O controle foi feito em MC sem Benlate. Verifica-se
a formagao de setores e crescimento reduzido em relagao as parentais hapléides,
quando linhagens dipldides sao inoculadas em meio de cultura com Benlate.

3.15 Manutencgao dos Dipléides

Os dipléides foram inoculados em tubos de ensaio contendo MM (itern
3.2.1.} inclinado e, apds 7 dias de crescimento. estocados no refrigerador.

3.16 Obtencgao e Caracterizagiao dos Segregantes
3.16.1 Obtencao

O 1solamento dos segregantes foram feitos inoculando-se os dipléides por
4 pontos em placas de Petri com MC (item 3.2.2.) ou MM + requerimentos nutricionais
necessarios (item 3.3.8.}) + 1,0 ou 1,5 pg de Benlate/ml (item 3.3.5.). As placas foram
incubadas durante 5-6 dias. Os setores formados nas colonias dipléides foram purificados
por estrias em MC e, a seguir, estocados em tubos de ensaio contendo MC inclinado.
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3.16.2 Caracterizacao

Os segregantes foram caracterizados quanto a coloragao dos conidios,
auxotrofia e produgao da enzima Amiloglicosidase.

3.17 Mapeamento dos genes que alteram a producio

O método a seguir foi descrito por MACDONALD e col. (1972) e
utilizado para mapeamento, via ciclo parassexual, de mutagoes que afetavam a producgio
de penicilina em Aspergillus nidulans, tendo sido ja utilizado por MACDONALD (1972)
e, para mutacoes que afetavam produ¢io de Amiloglicosidase em Aspergillus niger por
VALENT (19835).

Se um alelo mutante especifico de uma linhagem testadora segrega in-
dependentemente da marca de alta producao hap, entao a média da producao de Amilo-
glicosidase {AG) dos segregantes hapléides com o alelo mutante da linhagem testadora
devem ser similar a média da producio de AG dos segregantes hapléides com o alelo
selvagem, a nao ser que o alelo mutante da linhagem testadora afete a producio de AG.
Isso acontece porque metade dos hapléides com o alelo mutante da linhagem testadora
deve carregar o gene de alta produgao hap e metade o alelo do tipo selvagem. Similar-
mente, metade dos segregantes hapldides com o alelo selvagem da linhagem testadora
devem carregar o gene de alta producao hap e metade do alelo selvagem, nao.

Por outro lado, quando um alelo mutante da linhagem testadora esta
localizado no homélogo do cromossomo que carrega o gene de alta producio hap, a
média da produgao de AG do segreégante hapléide com o alelo mutante da linhagem
testadora deve diferir da média da producao de AG daqueles com o alelo selvagem.

Para comparacao das médias de produgao de AG, utilizou-se um teste
nao paramétrico denominado Teste de U (Mann-Whitney),(item 3.18).

3.18 Anailises Estatisticas

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente, através de Analise
de Variancia, Testes de Médias: Tukey e Teste t de Student (PIMENTEL GOMES,
1970), Prova de Kolmogorov & Smirnov e Teste de U (Mann-Whitney) (SIEGEL, 1975).
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4 Resultados

4.1 Curva de Sobrevivéncia da Linhagem pab;fwn,; Apés Tra-
tamento com Luz Ultravioleta

Foram realizadas 4 curvas de sobrevivéncia conforme metodologia des-
crita no item 3.7. Os resultados obtidos se encontram na TABELA 1.

A LDys para a linhagem em estudo foi de 6.35 minutos, calculado se-
gundo BARACHO e ROSIM (1977).
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Nimero e Porcentagem relativa de Colénias Sobreviventes da Linhagem pab,fwn,, ao
Tratamento com Luz Ultravioleta.

TEMPO MEDIA DAS COLONIAS SOBREVIVENTES MEDIA DO MEDIA %
(MINUTOS) o N DE COLONIAS SOBREVI-
NAS 4 CURVAS -VENCIA
1# eurva % 22 curva % 3% curva % 42 curva %
0,0 35,00 160,00 61,60 100,00 55,30 100,00 77,00 100,00 57,20 100,00
2.5 22,60 (4,50 46,00 74,60 38,30 349,20 44,00 57,10 37,70 65,90
5,0 6,00 17,10 -4 . 8,50 15,40 12,50 16,20 9,00 15,70
7,5 1,10 3,10 1,80 2,90 0,60 1,10 1,20 1,60 1,20 2,10
10,0 0,03 0,08 0,06 0,10 0,10 0,20 0,10 0,10 0,07 0,12
12,5 0,03 0,08 0,03 0,05 0,06 0,10 0,03 0,04 0,04 0,07
15,0 K -4 0,01 0,01 ,02 0,04 - k4 -4 0,01 0,02

+ - placas perdidas

+1 - auséncia de crescimento
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4.2 Curva de Acimulo de Amiloglicosidase em Funcio do Tem-
po de Incubacio

Foi tracada uma curva de acimulo da enzima em frascos Erlenmeyer,
medindo-se a quantidade de Amiloglicosidase (U/ml), glicose residual (mg/100 ml) e
pH, diariamente, do 12 ao 7° dia (item 3.11). Os resultados obtidos estao resumidos na
TABELA 2 e FIGURA 1.

A glicose residual mostrou um pico no 22 dia (970,7 mg/100 ml) e, no
3% dia caiu para 278,1 mg/ 100 ml até chegar praticamente a zero no 5 dia de incubacao.
O declinio da glicose residual coincide com o aumento no acumulo da amiloglicosidase
que teve seu pico maximo no 39 dia.

Quanto ao pH que no 12 dia foi de 5,23, teve seu declinio méximo no
49 dia e, ap6s esse tempo, comeca a subir Jentamente, chegando a 3,32 no 79 dia.

TABELA 2  Acimulo de AG, Quantidade de GR e pH em Funcao do Tempo de
Incubacao da linhagem pab,fwn,.

DIAS DE MEDIA MEDIA pH
FERMENTACAO AG {(U/ml) GR (mg/100ml)

19 0,06 65.5 523
20 2,4 970,7 2,97
39 19,5 278,1 195
4° 22.7 27,0 1.93
59 27,3 13,5 227
6° 21,7 9.6 2.92

7° 16,9 114 332
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FIGURA 1 - Curva de aciimulo de amiloglicosidase, quantidade de GR e pH em
fun¢ao do tempo de incubagao da linhagem pab,fwn,.
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4.3 Indugao de Mutantes para Produg¢io de AG e Teste em
Tubos de Ensaio

Apés o tratamento da linhagem parenial com o mutagénico conforme
itemn 3.8, foram isoladas 95 colénias escolhidas ao acaso.

O teste da producao enzimitica foi feito em tubos de ensaio, como
descrito no item 3.9.2.1. utilizando-se as colénias sclecionadas apés tratamento e 10 re-
petigoes da linhagem parental, como controle. Os resultados obtidos estao na FIGURA
2.

A linhagem controle pab;fwn; teve uma média de produgiao de Ami-
loglicosidase de 3,06 U/ml com variacao de 1,2 a 6,0 U/ml. A média obtida para as
colonias que receberam tratamento com mutagénico foi de 3,83 U/ml com variagao de
0,47 a 8.6 U/ml.

As 33 colonias que apresentaram no minimo 2 unidades de diferenca
da média de produ¢do de AG do controle, foram testadas com 5 repeticdes em {rascos
Erlenmeyer (dados nao mostrados). Entre as 95 colonias selecionadas, 2,1% mostraram
produgao significativamente inferior & parental pab;fwn,. Estas, que sdo denominadas
lap (low amyloglucosidase production - VALENT, 1985), foram cedidas para utilizagao
em trabalhos no mesmo laboratério.

Tendo em vista nao terem sido detectadas colénias com aumento signi-
ficativo na produgao de enzima, foram feitos ensaios com diferentes tipos de frascos, na
tentativa de encontrar um tipo de frasco que refletisse melhor o acimulo de enzima na
fase de pré-selegao (itemn 4.4).
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FIGURA 2 - Distribuicao da Produc¢io de Amiloglicosidase das Colonias Sclecionadas
em Tubos de Ensaio Comparadas com a Parental pab;fwn,.
— Colonias sobreviventes a irradiagao com LUV,
- - - Repeticoes da parental pab;fwn;.
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4.4 Curva de Aciimulo de AG em Diferentes Tipos de Frascos

Visando isolar col6nias com produgao de Amiloglicosidase significativa-
mente superior a parental, fez-se um ensaio com diferentes tipos de frascos, medindo-se
a producao da enzima (U,/ml), glicose residual (mg/100 ml) e peso seco do micélio

(mg). diariamente do 12 ao 7° ou &2 dia de fermentagao. Os resultados obtidos estdo
na TABELA 3 e FIGURAS 3. 1.5 e 6,

A glicose residual em tubos de ensaio (Fa) atingiu seu pico maximo no
59 dia o que nao aconteccy com os oulros trés tipos de frascos (Fb, Fc e Fd) que atin-
giram o pico maximo no 22 dia. Enquanto a quantidade de GR permaneceu constante
cm Fa, podemos observar uma queda significativa nos demais o que, coincide com um
avmento na guantidade de amiloglicosidase.

Devido aos resultados obtidos na TABELA 3, foi escolhido o frasco Fb
para os ensaios preliminares de selecao, por serem os que estavam disponivets em maior
quantidade no laboratério.



TABELA 3 - Actimulo de AG, guantidade de GR e peso seco da linhagem pab,fwn,, em fungio do
tempo de incubagho, com diferentes tipos de frascos.

TIPOS DE FRASCOS

DIAS Fa b Fe Fd
AG [GR| PS  AG [GE] Ps  AG [GR] PS  AG GR] PS
U/ml  mg/10om!  mg U/ml mg/100ml  mg  U/ml  mg/100ml  mg U/ml  mg/100m! mg

12 0,1 87,2 33 02 56,0 5,5 iy - - 0,2 49,8 51,4
2¢ 1,4 301,1 56 34 484,06 22,6 3,6 447,7 256 1,4 510,8 126,9
39 472 339,4 70 134 166,9 345 14,5 72,6 352 8,7 242,8 160,9
4° 1.6 424,0 6,7 153 21,6 342 158 6,3 28,7 9,0 29,0 165,5
58 1,6 513.,5 11,9 16,8 24,7 30,7 16,2 10,1 31,6 1,7 6,4 159,4
6¢ 14 460,0 10,1 22,6 10,9 278 222 7,9 27,2 156 10,4 170,0
7% 6,3 1425 10,8 16,2 6,8 23,8 - - - 212 6.8 118,0
g2 3.4 396,1 12,1 24,8 36,1 23,9 - - - 20,4 8,5 112,7

Fa = tubos de ensaic AG = Amileglicosidase

Fb = frascos de 30 ml (fundo redondo) GR = Glicose Residual

Fe = frascos de 30 ml {fundo quadrado) PS = Peso Seco do micélio

Fd = frascos Erlenmeyer de 125 ml -+ = Nio determinado
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FIGURA 3 - Curva de acumulo de AG, quantidade de GR e peso seco, em fungio do
tempo de incubacao da linhagem pab;fwn;, observada em ensaio realizado com
tubos de ensaio (Fa).
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FIGURA 4 - Curva de acitmulo de AG, quantidade de GR e peso seco, em fungao do
tempo de incubacao da linhagem pab,fwn;, observada em ensaio realizado com
frasco de 30 ml (Fb).
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FIGURA 5 Curva de acimulo de AG, quantidade de GR e peso seco, em fungao
do tempo de incubagao da linkagem pab;fwn;, observada em ensaio realizado em
frasco de 30ml (Fc}.
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4.5 Producgio de AG em Frascos de 30 ml (Fb) Apés Trata-
mento com Luz Ultravioleta

Como descrito no itern 4.4., foi feito uma modificagao no ensaic pre-
liminar de sclecao, utilizando-se para tanto, frascos de 30 mil (Frascos Fb - TABELA
3).

Apods tratamento da linhagem parental pab fwn com mutagénico (item
3.8.), foram isoladas 156 colonias escolhidas ao acaso. O teste de producgao enzimitica
foi feito conforme o item 3.9.1.1., utilizando-se as colénias selecionadas apés tratamento
e 24 repeticoes da linhagem pab;fwn;. como controle.

A linhagem: controle teve uma média de producio em unidades de Ami-
loglicosidase de 14,5 U/m} apresentando uma variagio de 3,5 U/m! a 20,2 U/ml. A
média obtida entre as colonias irradiadas foi de 14,7 U/ml com variagiao de 0,3 U/m] a
23.0 U/ml (FIGURA 7).

Para a sclecao de possiveis coldnias com alta producao de AG, foram
escolhidas, entre as sobreviventes ao tratamento com luz ultravioleta. aquelas que apre-
sentaram um acimulo de AG no minimo de 4 Unidades maior que a média da parental
E@lfﬂm]-
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FIGURA 7 - Distribuigao da Producao de Amiloglicosidase das Colonias selecionadas
em Frascos de 30 ml (F2) Comparadas com a Parental pab,fwn,.
— Colonias Sobreviventes & irradiacao com LUV,
- - - Repetigoes da parental pab;fwn,.
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4.6 Teste em Erlenmeyer das Colénias Selecionadas em Fras-
cos Fb

Pelo teste descrido no item 4.5., foram selecionadas 46 colénias que
apresentaram um acumulo de AG no minimo de 4 U/ml maior que a média da parental,
as quais foram ensaiadas com 5 repeticoes em frascos Erlenmeyer (item 3.9.1.2.).

Os resultados obtidos com 23 colénias relativos ao acimulo de AG, as
analises de varidncia e o teste de médias realizados se encontram no APENDICE DE

TABELAS (TABELAS A1 a A27).

Foram isolados 4 mutantes cuja producao de AG mostrou-se signi-
ficativamente superior & parental pab;fwn;, os quais foram denominados hap (high
amyloglucosidase production) seguidos do niimero da colénia.

A TABELA 4 mostra um resumo dos mutantes selecionados com a
média de produgao de cada um deles e a distribuicio das repeticoes realizadas.

4.7 Teste para Verificar a Auxotrofia dos Mutantes hap

Os mutantes hap selecionados conforme descrito no item 4.6. foram
testados conforme descrito no item 3.12. Os resultados obtidos se encontram na TA-
BELA 5 onde podemos verificar que nenhum mutante analisado, apresentou outra marca
auxotréfica além da apresentada pela parental pab,fwn;.



TABE.LA. 4 -*"Prodl!(_;ﬁo média de AG em U/ml dos mutantes selecionados e da parental pab;fwn,, e a
distribuigio das repeticoes em classes de 2 Unidades. —

UNIDADES DE AMILOG LICOSIDASE/ml

MEDIA 61 &3 10, 12,1 141 16,1 181 20,1 221 241 26,
LINHAGENS U/ml a a a a a a a a a a a

80 100 12,0 14,0 160 180 20,0 22,0 240 260 280

hap252 20,4 L7 1 5 1
haplGo 17,5 1 32 5 4 4 1
hap112 17,4 5 11 6

hap147 144 3 3 4 5

pab, fwn, 131 2z 8 8 15 11 13 1

+ = n¥ de repetigdes/classe



TABELA 5  Analise do Crescimento dos Mutantes e da Linhagem pab,;fwn; em Di-
ferentes Tipos de Meios de Cultura.

LINHAGENS MEIOS DE CULTURA
MC MM + paba MM

P@lf}’ﬂll + + -
hapli2 + + -
hap147 + + -
hap169 + i -
hap252 + + -

Os sinais + e - significam crescimento e auséncia de crescimento da colénia, respectiva-
mente.



4.8 Quantificagio da AG na Presenca de um Inibidor

As medidas de AG utilizando-se um inibidor especifico (item 3.3.6)
foram feitas conflorme descrito no item 3.13. Os resultados obtidos se encontram na

TABELA 6.

A porcentagem de inibicao observada nesse experimento variou de 80,4%
na parental até 87,2% no mutante hapl47.

4.9 Obtenciao de Dipléides e sua Producio de AG
4.9.1 Obtengio e Caracterizagao de Dipléides

Os mutantes selecionados, que apresentaram maior aciimulo de enzima,
foram cruzados com a linhagem mutante nicjolvs (item 3.1.) de producao normal, para
obtencao de dipldides (item 3.14.1.)

Os diploides sintetizados foram caracterizados segundo os critérios pro-
postos no itemn 3.15.2. e os resultados estdao resumidos na TABELA 7.

TABELA 6 - Comparagao da Atividade Enzimatica dos Mutantes Selecionados e da
Linhagem pab;fwn; na Presenga ou Auséncia de Inibidor Especifico para AG.

LINHAGENS MEDIA DA PRODUCAO {U/ml) % DE INIBICAO

SEM COM
INIBIDOR INIBIDOR
pab;fwn, 5.6 1,1 80,4
hap112 12,5 2,2 82,4
hap147 9.4 1,2 87,2

hap169 13,1 2,0 84,7




TABELA 7 — Caracteristicas dos Diploides e Respectivos Parentais.

LINHAGENS COLORAGCAO SEGREGAGAO MEDIA DIAMETRO RELACAO
HAPLOIDES COLONIAS EM BENLATE CONIDIOS* (pm) 2n/PARENTAL
niciolva verde oliva - 4,81

hap1i2 marron claro - 5,05

hap147 marron claro - 4,84

@169 marron claro ~ 5,07

}_133252 marron claro - 4,69

LINHAGENS

DIPLOIDES

hap112//mic;olvy preta + 6,12 1,21 -1,27
hap147//nic;olv, preta + 6,19 1,28 - 1,29
hap169//niciolvs preta + 6,36 1,25 - 1,32
hap252//nic,olvs preta + 6,56 1,40 - 1,36

+ para condigbes ver itemn 3.14.2.



4.9.2 DProdugio de AG dos Dipléides

Foi feito leste com 5 repetigoes em frascos Erlenmeyer (item 3.9.2.2.)
com os dipléides obtidos, as linhagens parentais respectivas e o dipléide controle. Os
resultados referentes a producao de AG, as andlises de variancia e os testes de médias
se encontram nas TABELAS 8 a 16.

Pelo fato do mutante hapl112 estar presente em dois testes realizados
(TABELAS 10 e 13} assim como a linhagem parental pab fwn , a linhagem nic,olvs e
os dipléides hap112//nic,0lv; e pab;fwn;//nic,olvs, foi feito uma andlise de variancia
tipo blocos casualizados. onde podemos verificar na TABELA 15 que a produgio de
AG do mutante hapli2 difere significativamente da parental pab fwn , da linhagem
nicjolvs. e do seu respectivo dipléide. Resultados similares foram observados com todos

os mutantes (TABELAS 10, 13 e 18).

Quanto a producgao dos dipléides, somente o hap252 // nicjolvs e o
pab,fwn; // nic,olvs, diferem da linhagem pab,fwn;. Por outro lado, todos diferem da
linhagem nic,;olvs,

TABELA 8 - Producio de AG em U/ml dos dipléides hap112//nicyolvs,
hap169//nic olvs e pab;fwn,//nic;olv; e respectivos parentais.

LINHAGENS REPETICOES
1T m IV v
pab, fwn, 166 16.2 14,1 14,9 14,9
nic,olv 133 12,9 11,8 130 99
hap112 16.2 19,1 19,1 18,1 16,2
hg_plﬁg 21.9 196 20,7 196 21,3

pabifwn,//niciolvs 21.3 196 14,9 21,3 19,1
hapl12//nicjolv; 191 153 13,7 14,9 14,9
hapl69//nic;olvy; 166 166 196 17,1 13,3
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TADBELA 9 - Analise de Variancia dos Dados da TABELA 8.

CAUSA DA GRAUS DE SOMA DOS QUADRADO F
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO

Tratamento 6 235,084 39,180 11,9x%x
Residuo 28 92.092 3,289
Total 34 327,176

#+ — significativo & nivel de 1%.

TABELA 10 - Comparacao das Médias pelo Teste de Tukey dos Dados da

TABELA 9.
LINHAGENS MEDIA DA PRODUC;\O DE AG (U/ml)
hap169 206 a+
Ea;blf_\hﬂl/jIBEIOEV3 193 a b
hapl12 17,7 b ¢
hg_plGQ//’n“ic_lgl_yﬁ 16.6 b ¢
hap112//nicolvs 15,6 C d
pabifwn, 15,3 c d
nic;olvs 12.2 d

DMS 5% = 3,6
* — os valores seguidos das mesmas letras, nao sao diferentes significativamente a nivel
de 5%.



TABELA 11 - Producao de AG em U/ml dos dipléides hap112//nic;olvs,

LINHAGENS __ REPETICOES
I o m vV

pab,fwn; 13,2 12,1 12,5 14.0 13.6
nicyjolvs 99 102 99 96 11.1
hip]l? 148 174 16,1 184 180
hapl47 148 16 144 174 17.9

pab,fwn;//nicyolvy 200 19,0 206 200 17.5
hapl12//nicjolvy 14,0 14,4 16,5 144 14,8
hapl47//niciolv; 12,5 133 148 132 148
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TABELA 12 - Andlise de Variancia dos Dados da TABELA 11.

CAUSA DA GRAUS DE SOMA DOS QUADRADO F
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO

Tratamento 6 267.243 44.540 34,64
Residuo 28 36,064 1,288
Total 34 303.307

i+ - significativo 4 nivel de 1%.

TABELA 13 - Comparagao das Médias pelo Teste de Tukey dos Dados da
TABELA 12.

LINHAGENS MEDIA DA PRODUCAO DE AG (U/ml)

Elzlf_w_f_l]//n_igl% 19,1 a=*

hap112 169 a b

hap147 16.1 b
hap112//nicsolvs 14.8 b

1:1_21_}3147//&‘21,(&3 13.7 c

pab,fwn, 13.1

nic;olvs 10.1 d

DMS 5% = 2.3
* — 0s valores seguidos das mesmas letras, nao sao diferentes significativamente & nivel
de 5%.



TABELA 14 - Analise de Variancia dos resultados obtidos do mutante hap112, linha-
gem pab;fwn; e nicjolvs e respectivos dipléides em dois ensaios (TABELAS 8e
11).
Causa da Grausde Somados Quadrado F
Variagao Liberdade Quadrados Mdio
Ensaios 1 16,1314 16,1314 7.4 *
Linhagens 4 386,30068 96,5767 44,2 x4
Ensaio x Linhagens 4 10,1668 2,5417 1,1 N5
Residuo 40 87,3000 2,1825
Total 49 499,9050

+ — significativo & nivel de 5%
++ — significativo & nivel de 1%
NS - Nao Significativo

TABELA 15 - Comparacao das Médias pelo Teste de Tukey. dos dados da

TABELA 14.

LINHAGENS MEDIA DA PRODUCAO DE AG (U/ml})

pabifwn,//nic,olv, 19,3 a»

hap112 17.3 b

hap112//nic;olvs 15.2 ¢

pab;fwn, 14,2 c

nic,olvs 11,6 d
DMS 5% = 1.9

+ — os valores seguidos das mesmas letras, nao sao diferentes significativamente a nivel

de 5%.
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TABELA 16 - Produgao de AG em U/ml dos dipléides hap232//nicolvy e
pabifwn;//nic;olvs e seus respectivos parentais.

LINHAGENS ) REPETICOES
D TR V) B Y

IEEI&VEI ]6,2 ]4,1 16,6 ]7,1 16.6
nicjolvy 12,2 13,7 126 119 14,1
hap252 239 23,2 246 219 239

pabyfwn;//nic;olvs 20,7 22,2 246 24,6 246
hap252/ /nic;olvy 21,3 19,1 225 17,1 196




TABELA 17 - Analise de Variancia dos Dados da TABELA 16.

CAUSA DA GRAUS DE SOMA DOS  QUADRADO F
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO

Tratamento 4 426,573 106,643 48, 8++
Residuo 20 43,668 2,183
Total 24 470,241

++ - significativo a nivel de 1%.

TABELA 18 - Comparagao das Médias pelo Teste de Tukey dos Dados da

TABELA 17.
LINHAGENS MEDIA DA PRODUCAO DE AG (U/ml)
]}a}}?(ﬁ? 23.5 aw
pabi;fwn; //nicjolvy 233 a
hap252/ /nicolvs 19,9 b
L‘mlﬁi\ﬂll 16,1 c
m]% 1219 d

DMS 5% = 2.8
+ — 0s valores seguidos das mesmas letras, nao sao diferentes significativamente i nivel

de 5%.



46

4.10 Obtencao de Segregantes e sua Producao de AG
4.10.1 Dipléide hap112//nic;olvs.

Os segregantes obtidos conforme metodologia descrita no item 3.16.
foram testados quanto a produgao da enzima, pelo método descrito no item 3.9., junta-
mente com 15 repeticoes de cada linhagem parental (hap112 e nic;olvs).

As marcas auxotréficas, morfolégicas e producao de AG dos segregantes
se encontram na TABELA 19. A TABELA 20 apresenta a produgao de AG dos parentais
hap112 e nic;olvs.

Como observa-se na TABELA 21, pelo teste estatistico de Kolmogorov
- Smirnov, a producao de AG do mutante hapl12 e da linhagem nic;olvs é significati-
vamente diferente. Outro dado evidente é que os segregantes obtidos desse dipléide sao
todos de alta producao pois, a comparacao entre hap112 e segregantes é nao significativa
e a soma dos parentais ¢ significativa (FIGURA 8).

Através dos dados da TABELA 19 foi feita andlise mit6tica (TABELA
22), mostrando que os genes nic, fwn, olv parecem estar no mesmo grupo de ligacao.

Para verificacao de possiveis ligagdes da marca hapl112 com os genes
marcadores, foi feito Teste de U (item 3.18.; TABELA 23), pelo qual podemos observar
que nao ha diferenca significativa entre a média dos segregantes com o alelo mutante e
a média dos segregantes com o alelo selvagem em nenhum gene marcador, o que sugere
que a marca hapl12 esteja em outro grupo de ligagao, que as marcas auxotréficas e
morfoldgicas presentes nos parentais.
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TABELA 19 - Marcas Auxotréficas, Morfolégicas e Produgao de AG (U/ml) dos Segregantes
do Diploide hapl112//nicolvs.

~ Ujml SEGREGANTES pab nic cor U/ml

=
~
ol
|*]
-

'SEGREGANTES pab nic nic
01+ 4 fwn 248 31 + - olv 298
02 - + fwn 254 32 - - olv 217
03 + + fwn 239 33 - - olv 248
04 + + fwn 248 34 + + oly 305
05 + + fwn 269 35 -+ - olv 179
06 + + fwn 246 36 - - olv 229
07 “+ +  fwn 337 37 + - olv 24,2
08 - + fwn 239 38 - - alv 271
09 - + fwn 26,1 39 -+ - olv 211
10 + + fwn 246 40 - - olv 256
11 + + fwn 269 41 - - olv 2086
12 + + fwn 286 42 - - olv 248
3 - + fwn 26,9 43 - - olv 248
14 + + fwn 26,1 44 - - alv 189
15 + + fwn 27,8 45 - - olv 2586
16 + + fwn 295 46 - - olv. 26.3
17 + + fwn 26,1 47 + - olv 242
18 + + fwn 286 48 - - oy 229
19 + + fwn 269 49 -+ - olv 263
20 + + fwn 261 50 - - olv 279
21 + + fwn 278 51 + - olv 170
22 - + fwn 278 52 + - olv 279
3 + + fwn 26,1 53 -+ - eolv 200
24 + + fwn 278 54 - - oly 248
25 - + fwn 23,3 55 - - olv 248
26 - + fwn 2738 56 + - olv 242
27 - + fwn 286 57 - - olv 263
28 - + fwn 269 58 - - olv 256
29 + + fwn 269 59 - - olv 279
30 -+ 4+ {fwn 254 60 - - alv 2986

Os sinais + e - significam, respectivamente, prototrofia e auxotrofia para as marcas genéticas
ensaladas.
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TABELA 20 - Producgao de AG (U/ml) dos Parentais do Dipléide hap112 // nic,0lvs.

REPETICOES hap112

[ S R S R

[
OQOCXJ“—-]@

[ ]
[

[

ek
B

[—
&)

nicolv
21,3 12.6
26,1 19.6
26,9 14,5
26,9 16,2
26,1 15.3
26,9 15,3
26,9 10,9
23.9 13,7
246 18,6
26,1 14.9
27,7 11,9
239 13.3
26,1 14.1
26.9 17.1
26.9 17.1

3
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TABELA 21 - Teste de KOLMOGOROV & SMIRNOV para os Segregantes do Di-

pléide hap112//nic;olvs.

LINHAGENS hapl12 SEGREGANTES
hapl12 0.3926 > 0,233 NS
nic;olvs 0.181 < 1.000 +  0,3926 < 0,934 =
h_i_i_p]l? + nicjolvs - 0.304 < 0,434 #

+ significativo & nivel de 5%.
NS - nao significativo.

TABELA 22 - Andlise Mitdtica do Dipléide hapl112//nic;olvs.

PARENTAIS:
hapl12 = pab- nic+ fwn- olv+
nicjolvs = pab+ nic- fwn+ olv-

______‘pab+ pab-
nic+ | 23 9
nic- 13 15
_.. .o~ olv-
nic+ | 30 2
|
nic- i 0 28
_pab+ pab-
fwn+ | 15 15

fwn- 21 9
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TABELA 23 - Teste de U para verificagio de possiveis ligacdes da marca hap 112 com os genes mar-

cadores utilizados.

N® DE SEGREGANTE MEDIA N¢ DE SEGREGANTE MEDIA  SIGNICANCIA
COM ALELO MUTANTE UAG/ml COM ALELO SELVAGEM UAG/m!
pab 25 25,8 35 25,7 0,060 NS
nic 28 24,7 32 26,6 1,618 NS
fwn 30 26,6 30 24,8 1,866 NS
olv 30 24,2 30 26,6 1,866 NS

NS - Nio Significativo.
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4.10.2 Dipléide hapl47//nic;olv.

Foram isolados 70 scgregantes do dipldide hapl47//niciolvs conforme
metodologia descrita no item 3.16. que foram ensajados quanto a produgao de enzima
em frascos de 30 ml de acordo com o método descrito no itemn 3.9., juntamente com 25
repeticoes de cada parental hapl47 e nic;olvs.

As marcas auxolréficas, morfoldgicas e produgao de AG dos segregantes
se encontram na TABELA 24. A producao de AG dos parentais respectivos estao na
TABELA 25.

A FIGURA 9 mostra a distribuicao da produgao de AG dos segregantes
e as repeticoes de cada parental e o Teste de Kolmogorov-Smirnov apresentado na
TABELA 26 confirma a diferenga significativa existente entre hapl47 e nic olvs assim
como entre cada parental e os segregantes, porém, quando as repetigoes do mutante
hap147 sao somadas comn as da nic;olvs, nao difere dos segregantes.

Pela analise mitética (TABELA 27) podemos verificar que os genes nic,
fwn e olv se enconiram no mesmo grupo de ligagao.

Através do Teste de U (item 3.18.) apresentadona TABELA 28 pode-se
sugerir que a marca hapl47, esteja localizada no grupo de ligacao que contém os genes
nic, fwn, olv.



TABELA 24 - Marcas auxotréficas, morfolégicas e produgao de AG dos segregantes do di-
pléide hapl47//nicjolvs.

_SEGREGANTES pab

]

W oo =1 O U e O RD

b mest e e it
LI R

j—
-1

[T o o S S
W L D == D o 00

25

a4

+-

R T T E T S

T s

A 4

+

-4

RS

nic cor U/ml SEGREGANTES pab nic cor U/ml
+ fwn 19,6 3%+ 4+ fwn 190
+ fwn 17,5 37 + 4+ fwn 185
+ fwn 175 38 + 4+ fwn 175
+ fwn 17,5 39 -~ - oy 143
+ fwn 16,1 40 - - olv 151
+ fwn 185 41 - - alv 151
4+ fwn 126 42 + - olv 17.8
4+  fwn 15,3 3 - - olv 17,8
+  fwn 201 44 ~ - olv 146
+ fwn 218 45 - - olv 128
+ fwn 190 46 - - oy 128
4+ fwn 195 47 4+ - olv 139
4+ fwn 185 48 + - olv 143
+ fwn 170 49 + - olv 151
+ fwn 1686 50 + - olv 14,7
+ fwn 166 51 + - olv 122
+ fwn 166 52 + - ol B85
+ fwn 157 3 + - olv 155
+ fwn 16,1 54 +~ - olv 155
+ fwn 13,7 55 + - olv 135
+ fwn 201 56 + - olv 13,6
+ fwn 166 57 + - oy 155
4 fwn 10,3 58 + - olv 159
+ fwn 16,1 59 + - ol 88
+ fwn 15,3 60 ~ - ov 155
4+ fwn 21.2 61 - - olv 15,1
+ fwn 218 62 5 - oy 151
- olv 131 3 - - olv 159
- olv 131 64 +~ - olv 188
- olv. 121 65 - - olv 16,8
- oy 117 66 « - olv 155
- olv 1486 67 -~ - olv 159
- ov 121 68 + - olv 16,3
- olv 139 69 - - olv 139
- olv 15,5 70 = - lv 8,2

Os sinais + e - significam, respectivamente, protoirofia e auxotrofia para

ensaladas.

as marcas genéticas



34

TABELA 25 - Produc¢ao de AG (U/ml) dos Parentais do Dipléide hap147 // nicolvs.

REPETICOES hapl47 nicjolvs

1 17.8 13.1
2 15,1 13.9
3 16.4 11.4
4 16.4 14.6
5 19.9 13.5
6 16.4 12.1
7 20.5 11,8
8 18,3 13.1
9 23.5 12.8
10 19.4 12.8
11 21,0 11.1
12 16.9 14.3
13 17.3 12,8
14 17.8 14.3
15 17.3 11,7
16 15,5 10.5
17 17.3 10,5
18 16.9 13,2
19 16,0 9.3
20 16.9 12.1
21 16,0 12,1
22 16,9 8.8
23 19,4 9,3
24 15,1 12,8

25 19.9 12.9
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FIGURA 9 - Distribuicao da Producao de AG dos Segregantes e Parentais do Diploide

hap147/ /nic,olvs.
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TABELA 26 - Teste de KOLMOGOROV & SMIRNOV para os Segregantes do Di-

pléide hap147//nic olvs.

_LINHAGEXS

hap147
nicyolvs
hapl47 + nicjolvy

i - significativo a nivel de 5%
NS - Nao Significativo.

hap147

0,3844 < 1,000 +

SEGREGANTES

0,317 > 0,386 »
317 < 0.609 4
0.252 > 0,183 NS

TABELA 27 - Analise Mité6tica do Dipléide hap147//nic;olvs.

PARENTAIS:

hap147 = pab- nic+ fwn- olv+

fwn+  fwn-

nicolvy = pab+ nic- fwn+ olv-
J pab+ pab-
nic-+ ‘ 30 0
nic- | 40 1
pab+
pab-
N | olv+  olv-
nic+ i 30 0
ic- | 0 40

40 30
0 t
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TABELA 28 - Teste de U para verificagio de possiveis ligagbes da marca hap 147 com os genes mar-

cadores utilizados.

N? DE SEGREGANTE MEDIA N? DE SEGREGANTE MEDIA SIGNICANCIA
COM ALELO MUTANTE UAG/ml COM ALELO SELVAGEM UAG/m!

nic 40 14,3 30 17,4 4,94 +
fwn 30 17,4 40 14,3 4,49 +
oly 40 14,3 30 17,4 4,49 +

l

+ — Significative 3 nivel de 5%.



4.10.3 Dipléide hapl69//nic,olv;.

Os segregantes isolados conforme descrito no jitem 3.16. e 11 repetigoes
de cada linhagem parental {hap169 e nicjolvs), foram testados quanto a produgao de
enzima em frascos de 30 ml pela metodologia descrita no item 3.9.

As marcas auxotrdficas, morfologicas e producao de AG dos segregan-
tes se encontram na TABELA 29 e. a TABELA 30 apresenta a produgao de AG dos
parentais hapl69 e nicolvs.

A FIGURA 10 mostra um histograma da produgao de AG dos segre-
gantes e 11 repeticoes de cada linhagem parental. A TABELA 31 apresenta o Teste
de Kolmogorov-Smirnov onde vemos confirmado que o mutante hapi69 difere signifi-
cativamente da nicyolvs e, os segregantes desse diploéide tem uma distribuicao de AG
que difere significativamente de cada uma das parentais porém, quando as repeticoes
do mutante hap169 sao somadas com as repeticoes da nicjolvy, nao difere da produgao
dos segregantes.

A TABELA 32 apresenta a analise mitética feita com os dados da TA-
BELA 29 na qual evidenciamos novamente a ligagido dos genes nic, fwn, olv.

Na TABELA 33 observamos que a média de produgao de AG dos se-
gregantes com alelos selvagem difere significativamente da média de produgao dos se-
greganles com alelo mutante indicando que a marca hapl69 pode estar localizada no
mesmo grupo de ligacao que contém os genes nic, fwn e olv.



TABELA 29 - Marcas Auxotrdficas, Morfoligicas e Produgao de AG (U/ml) dos Segregantes
do Dipléide hap169//nicjolvs.

SEGREGANTES pab nic  cor U/ml nic

SEGREGANTES pab nic cor U/ml

01 -+ fwn 172 31 - - olv 119
02 + 4+ fwn 187 32 + - olv 154
03 + + fwn 138 33 + - olv 119
04 - + fwn 220 24 + - olv 158
05 + 4+ fwn 15,8 35 + - olv 154
06 - + fwn 20,3 36 + - olv 192
07 - + fwn 208 37 + - olv 127
08 - + fwn 19,2 38 + - olv 127
09 + 4+ fwn 127 39 - - olv 177
10 + =+ fwp 202 40 - - olv 106
11 + + fwn 192 41 ' - - olv 127
12 + 4+ fwn 163 42 - - olv 154
13 + + fwn 172 43 + - olv 148
14 - + fwn 233 44 + - olv N.D.
15 - +  fwn 2323 45 + - oy 158
16 - + fwn 207 46 - - olv 158
17 - 4+ fwn 7.1 47 + - olv 163
18 + o+ fwn 19 48 + - olv 150
19 + +  fwn 18] 49 - - olv 163
20 + 4+ fwn 219 50 - - olv 158
21 - +  fwn 19, 51 - - olv 154
22 - +  fwp 207 52 + - oy 150
23 - +  fwp 213 53 + - oy 167
24 - + fwn 239 54 + - olv 172
25 - + fwn 158 55 - - olv 142
26 + + fwn 181 56 + - olv 130
27 - + fwn 20,7 57 - - olv 131
28 - + fwn 207 58 + - oy 154
29 + + fwn 207 59 - - olv 134
30 -+ fwn 191 60 -+ - olv 134

N.D. = Nao Determinado.
Os sinais + e - significam, respectivamente, prototrofia e auxotrofia para as marcas genéticas
ensaiadas.



TABELA 30 -
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Producio de AG (U;/ml) dos Parentais do Diploide hap169 // nicolvs.

REPETICOES hapl69 nicolvs

ES o T o R O L R .

= eI

16,3
23.3
20.8
24.6
18.6
22.0
22.0
22.0
23.9
16.3
19,2

13,4
16,7
16,3
14.6
13,4
11,9
11,6
15.8
13.4
15.4
12,7
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FIGURA 10 - Distribuicao da Producao de AG dos Segregantes e Parentais do Di-
pléide hap169/ /nic;0lvs.
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TABELA 31 - Teste de KOLMOGOROV & SMIRNOV para os Segregantes do Di-
pléide hap169//nic,olvs.

LINHAGENS hap169 SEGREGANTES
hap169 - 0.4466 < 0.4576 4
nic;olvs 0.5799 < 0,8182 + 0,4466 < 0.4746 4
hap169 + nic;olvs - 0,3397 > 0,1711 NS

+ - significativo a nivel de 5%.
NS - Nao Significativo

TABELA 32 - Anélise Mitélica do Dipléide hapl69//nic,olvs.
PARENTAIS:
hapl69 - pab- nic+ fwn- olv+
nicjolvy — pab+ mic- fwn+ olv-
lpabv.L pab-
nic+ i 13 17
nic- | 18 12
Colv+  olv-
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TABELA 33 - Teste de U para verificagio de possiveis ligagoes da marca hap 169 com os genes mar-

cadores utilizados.

l"U
e
o

nic
fwn
olv

N°® DE SEGREGANTE MEDIA N¢ DE SEGREGANTE MEDIA  SIGNIFICANCIA
COM ALELO MUTANTE UAG/ml COM ALELO SELVAGEM UAG/ml
29 17,8 30 16,3 1,896 NS
29 14,7 30 19,2 5,390 »
30 19,2 20 14,7 5,390 1
25 14,7 30 19,2 5,390 +

+ — Significativo & nivel de 5%.
NS - Nic Significativo.
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4.10.4 Dipléide hap252//nic;olv;.

Conforme descrito no item 3.16., foram isolados segregantes do dipléide
]‘_xa_p252{,’/_1_1_ig,g_]_\;3 que juntamente com 15 repeticoes de cada linhagem parental foram
testados quanto a producao de enzima, pelo método descrito no item 3.9.

Na TABELA 34 estao as marcas auxotroficas, morfoldgicas e produgao
de AG dos segregantes desse diploide e, na TABELA 35 a producao de AG dos parentals
respectivos.

A FIGURA 11 mostra a distribuigao da producao de AG dos scgregan-
tes e as repeticoes de cada parental e o Teste de Kolmogorov-Smirnov (TABELA 36)
confirma a diferenga entre a linhagem hap252 e nic;olvs, e a diferenca de cada parental
com o0s segregarntes,

A anélise mitética (TABELA 37) foi feita através dos dados da TA-
BELA 34, sendo possivel novamente evidenciar que os genes nic, fwn e olv se encontram
no mesmo grupo de ligagao.

A TABELA 38 que mostra o Teste de U (item 3.18.) feito para verificar
possiveis ligagdes da marca hap252 com os genes marcadores, sugere ligacao entre a
marca hap252 e os genes nic, fwn, olv. devido a diferenga significativa existente entre
a média de producao dos segregantes fwn- e olv- {marrons e verdes, respectivamente)
e também ligacdo com o gene pab, devido a diferencga significativa entre a média de
producao dos segregantes pab+ e pab-.

Em consequéncia desses resultados, foi feito Andlise de Variancia e Teste
t de Student (item 3.18.) com os segregantes de fen6tipos parentais e fenétipos recombi-
nantes. Os resultados obtidos sugerem alteracao em dois genes diferentes, um em cada

grupo de ligagao (TABELAS 39 e 40: FIGURA 12).
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TABELA 34 - Marcas Auxotréficas, Morfologicas e Produgao de AG (U/ml) dos Segregantes
do Dipldide hap252/ /nicyolva.

7SEGREGAF\”TES __Pﬂ’_ nic

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12

<>
(v}

14
15
16
17
18
19

+

cor U/ml SEGREGANTES pab nic cor U/ml
T Tfwn 191 21 4+ - oy 119
+ fwn 19.1 32 - olv 156
+ fwn 21,3 33 . olv. 119
+  fwn 202 34 + olv 119
+ fwn 196 35 + oly 11,2
- fwn 20,0 26 + olv 11.2
+ fwn 179 37 + olv. 115
+ fwn 195 38 + olv  16.1
+ fwn 21,8 39 - olv. 184
+ fwn 195 10 - olv 195
+  fwn 200 41 + olv. 179
+ fwn 218 42 —+ olv. 194
+ fwn 184 43 - olv. 205
+ fwn 21,2 44 4 olv 165
+ fwn 17,5 45 . olv 184
4+ fwn 218 46 + oly 242
+  fwn 184 47 + olv 217
~ fwn 16,1 48 + olv 200
+ fwn 190 49 4 olv 194
+ fwn 224 50 - olv 200
+~ fwn 179 51 + olv 229
+ fwn 184 52 -+ olv 174
+ fwn 152 53 + olv 217
+  fwn 20,0 54 + olv 242
+ fwn 238 55 + olv 174
+ fwn 184 56 + olv 169
+ {wn 195 57 - olv 199
L fwn 21,2 58 + olv 169
+ fwn 175 59 + olv. 147
+ fwn 175 60 - olv. 20,0

Os sinais + e - significam, respectivamente, prototrofia e auxotrofia para as

ensaladas.

marcas genéticas



TABELA 35 - Producao de AG (U/ml) dos Parentais do Dipldide hap252

REPETICOES hap252 nicjolvs

23,2
23.2
21,3
21,3
23.9
19,1
24.6
26,1
20.7
21.9
21,9
22.5
23.9

21.3
29 9

L2

14,9
8.8
10,6
15.8
8.5
15,3
13,7
12.3
14,1
11,2
11,9
11,6
11,0
11,5
12,3
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FIGURA 11 - Distribuicao da Produgao de AG dos Segregantes e Parentais do Di-

pléide hap252/ /nic;olvs.



TABELA 36 - Teste de KOLMOGOROY & SMIRNOV para os Segregantes do

pléide hap252//niciolva.

LINHAGENS

hap252
nicyolvs
ha_p?52 + nicyolys

hap252 SEGREGANTES
- 0.3926 < 0,6840
0,966 < 1,000+ 0.3926 < 0,8500 *

- 0.3041 < 0,3500 »

+ - significativo a nivel de 5%.

TABELA 37 - Anilise Mitotica do Diploide 11%9252/;;’11@;9]%.

PARENTAIS:
hap252 = pab- nic+ fwn- olv+
nicjolvs = pab+ nic- fwn+ oly-
| pabt pab-
nic+ | 18 12
nic- i 21 9
|olvi  olv-
nic+ 30 0
nic- 0 30
| fwn+ fwn-
pab+ { 21 18
pab- 9 12

G8
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TABELA 38 - Teste de U para verificagio de possiveis ligagdes da marca hap 252 com os genes mar-

cadores utilizados.

N° DE SEGREGANTE MEDIA NY DE SEGREGANTE MEDIA  SIGNICANCIA
COM ALELO MUTANTE UAG/m] COM ALELO SELVAGEM  UAG/ml
pab 21 19,7 39 17,9 2,708
nic 30 17,6 30 19.4 1,962 »
fwn 30 19,4 30 17,6 1,962 «
oly 30 17,6 30 19,4 1,962 4

s — Significativo 4 nivel de 5%.
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TABELA 39 - Anélise de Variancia com os Dados da TABELA 34.

CAUSA DA GRAUS DE SOMA DOS QUADRADO F
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO

Tratamento 3 £9,860 29,953 3,42%
Residuo 56 400,529 8,759
Total 59 50,389

i+ — significativo & nivel de 5%.

TABELA 40 - Comparacao das Médias pelo ~ste t de Student dos Dados da TA-
BELA 39.

SEGREGANTES MEDIA DA PRODUGAO DE AG (U/ml)

pab- fwn- 20,8 ax

pab+ fwn- 186 a b
pab- fwn+ 182 a b
pab+ fwn+ 17,4 b

x — os valores seguidos das mesmas letras, nao sao diferentes significativamente a nive}
de 5%.
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FIGURA 12 - Distribuicao da Producao de AG dos Segregantes comn fendtipos pa-

rentais e fendtipos recombinantes do Dipléide hap252/ /nic;olvs.
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5 Discussao

5.1 Curvas de Acimulo de Amiloglicosidase da linhagem
pab;fwn, de Aspergillus niger

Através das FIGURAS 1. 4, 5 e 6 observa-se que o pico maximo da
glicose residual ocorreu no 2% dia de fermentagao, porém, quando o ensaio foi feito em
tubos de ensaio (FIGURA 3), a glicose residual teve seu pico méximo no 52 dia. Essa
diferenca poderia ser atribuida a uma melhor relagao superficie/altura de meio, que deve
existir nos demais tipos de frascos. Pode-se notar que o actmulo da enzima comeca a
aumentar, quando a glicose residual diminui, e atinge um plaio entre o 62 e 79 dia de
fermentacao, dependendo do tipo de frasco utilizado.

Pelos dados obtidos em relacao ao acimulo da enzima apresentados na
TABELA 3, podemos observar que a producao de amiloglicosidase nos tubos de ensaio
(Fa) é menor que nos ensaios feitos nos frascos Fb, Fc e Fd, devido provavelmente, ao
fato da glicose residual permanecer alta durante todo o periodo de fermentacao. Esses
dados sugerem haver uma correlacio negativa entre a glicose residual e a quantidade de
enzima estimada em unidades. SINKAR e LEWIS (1982) relataram resultados similares
quanto a esta possivel correlagao negativa entre a glicose residual e a quantidade de
enzima.

Em Aspergillus awamori NRRL3112, PARK e DE LIMA (1972) e
VIALTA (1987) observaram que o actmulo da enzima atinge seu pico maximo em
72 horas de fermentacao. permanccendo nessa faixa até 192 horas. CADMUS e col.
(1966) observaram em Aspergillus niger NRRL337 que a fase exponencial de produgao
de amiloglicosidase ocorre em 96 horas e o plato ao redor de 168 horas. VALENT (1985)
obteve resultados similares estudando a linhagem nic,0lvs de Aspergilius niger, derivada
da mesma parental que a pab;fwn,. Devido os resultados obtidos nesse trabalho, fol es-
colhido para os ensaios de producao da enzima, o 42 dia de fermentagao, por representar
aproximadamente a metade da fase exponencial.



Quanto ao peso seco do micélio, observa-se nas FIGURAS 4,5 e 6 uma
diminuicio entre o 42 e 52 dia, dependendo do tipo de frasco. ocorrendo, provavelmente,
uma autoélise que parece estar relacionada com um novo aumento na quantidade de
enzima presente no meio de cultura. Essa diminuigao do peso seco do micélio foi também
observada por SINKAR e LEWIS (1982) ao final da fermentacao.

Quanto ao pH. que inicialmente é 5,5 (TABELA 2, FIGURA 1), o
declinio maximo ocorreu no 42 dia de fermentacao e, em seguida, houve um ligeiro au-
mento. O pH é4cido, observado nas fermentagoes realizadas, pode ser devido ao acamulo
de acidos organicos, pois, a linhagem em estudo é um mutante obtido de uma linhagem
utilizada industrialmente para producao de acido citrico (BONATELL] Jr. e col. 1982).

5.2 Obtencao de mutantes para produgao de amiloglicosidase

Os ensaios realizados preliminarmente em tubos de ensaio (Fa) para
obtencao de mutantes, permitiram isolar apenas colénias com produgao de amilogli-
cosidase diminuida ou similar a parental pab;fwn,, numa porcentagem de 2.1% para
as linhagens de baixa producgao. O fato da glicose residual apresentar-se aita durante
todo o periodo de fermentacao. poderia explicar a falta de relacao entre os resultados
obtidos em tubos de ensaio e os obtidos em frascos Erlenmeyer. onde o teste defini-
tivo foi realizado. VALENT (1985) utilizando o mesmo método e a linhagem mutante
nic,olvs de Aspergtllus niger, derivada da mesma parental, testou 268 colonias e seleci-
onou apenas mutantes de baixa e média produgao, numa porcentagem de 1,2% e 1,9%,
respectivamente.

O fato de nao ter sido possivel isolar, através da metodologia com tu-
bos de ensaio, mutantes com producao aumentada de amiloglicosidase, levou a uma
modificagao no método de pré-selegao, usando frascos de 30 ml (Fb), onde existe maior
acimulo da enzima {FIGURA 7). As colonias que mostraram no minimo 4 Unidades
de AG a mais que a parental pab,fwn,, foram selecionadas para o teste em frascos Er-
lenmeyer. Dessa maneira, fol possivel isolar mutantes que produziam significativamente
mais enzima que a linhagem parental, além de mutantes com producao significativa-
mente menor, numa porcentagem de 4,9% (TABELAS Al a A27 do APEXNDICE DE
TABELAS). As colonias com producao aumentada acumularam, de 10 a 60% mals
enzima que a parental (TABELA 4), apesar da variacao observada nas diferentes fer-
mentacoes. A variacdo parece ser caracleristica de todas as linhagens derivadas de
10V10 de A. niger, tendo em vista que outros mutanies obtidos por VALENT (1985),
apresentaram o mesmo comportamento. LEWIS e SINKAR (1981}, trabalhando com
outra linhagem de Aspergillus niger, boa produtora de AG, sugerem que a influéncia
do pH inicial, temperatura de incubagao. presenca de elementos tragos no meio, podem
estar relacionados com a causa de possivel variagao.
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Nesse trabalho. a Juz ultravioleta mostrou-se eficaz na indugao de mu-
tantes com producao alterada de amiloglicosidase. KVESITADZE e col. (1981b} tra-
balhando com Aspergillus niger, estudaram outros tipos de mutagénicos além da luz
Ultravioleta, concluindo que a mesma € mais eficiente na indugao de mutantes com
producao diminuida de alfa-amilase estavel em acido.

Em Aspergillus awamori NRRL3122, PARK e DE SANTI (1977) utili-
zando nitrosoguanidina (NTG) como mutagénico. isolaram um mutante com o dobro de
producao de AG em relagao a parental. NEVALAINEN e PALVA (1979), trabalharam
com a mesma linhagem e outros mutagénicos e isolaram apés varios ciclos de mutagao
e selecao, um mutante que acumulava 2,5 vezes mais enzima que a parental NRRL3112.

5.3 Quantificacdo de AG na presenga de um inibidor especifico

A utilizacao do inibidor teve por objetivo avaliar se a metodologia utili-
zada para a medida da atividade enzimatica refletia, pelo menos em parte substancial, a
atividade da amiloglicosidase. O inibidor obtido de Streptomyces sp. n? 280 por UEDA
e KOBA (1973}, inibe acentuadamente a amiloglicosidase obtida tanto de Aspergilius
(MEDDA e col., 1981) como Rhizopus. entretanto, inibe apenas 8,3% da atividade de
alfa-amilase de Aspergillus (UEDA e KOBA, 1973).

No presente trabalho usou-se amido como substrato e uma concentragao
de 20 pg/ml do inibidor. A porcentagem de inibicao observada variou entre 80.4% na
linhagem pab;fwn, ¢ 87.2% no mutante hap147 (TABELA 6). sugerindo que as medi-
das nas condi¢oes usadas, referem-se principalmente a amiloglicosidase e nao a outras
enzimas amiloliticas. Resultados similares foram encontrados por VALENT (1985) na
linhagem nic olvy de Aspergtllus niger usando 22,8 pug/ml do inibidor e VIALTA {1987)
na linhagem NRRL3112 de Aspergillus awamort com 10 pg/ml do imbidor. Esses au-
tores usaram ainda, além do amido,a dextrina limite como substrato, nao encontrando
diferencas significativas na porcentagem de inibi¢ao entre ambos.

5.4 Obtencao e caracterizagio dos dipldides

Os dipldides obtidos no presente trabalho se assemelham quanto a co-
loracao de conidios a linhagem selvagem. apresentando, entretanto. diametro de conidios
1,2 a 1,4 vezes maior que o apresentado pelas linhagens parentais (TABELA 7), por-
tanto, pode-se inferir que os conidios dos dipldides possuem o dobro do volume. Re-
sultados similares quanto ao didmetro de conidios maior nos dipléides foram obtidos
por PONTECORVO e ROPER (1952) em Aspergillus midulans, VIALTA (1987) em
Aspergillus awamori e, em Aspergillus niger por PONTECORVO e col. (1953a), LHOAS
(1967, 1968}, CHANG e col. {1974), DAS e ROY (1978), BONATELLI Jr. e col. {1983).
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Os dipléides, quando inoculados em meio completo mais Benlate. apre-
sentam colonias reduzidas com formacao de setores com conidios de coloragao igual as
respectivas parentais (UPSHALL e col., 1976; BRADSHAW e col..1983; BONATELLI]
Jr., 1981, 1983: VALENT, 1985; VIALTA, 1987; MASIERO, 1988), comnportamento
este, também encontrado nos dipléides sintetizados neste trabalho.

Os diploides h_:}_p]ﬁg,f /nicjolvze hap252 // nicjolvs segregaram todas as
marcas auxotrdficas e morfolégicas presentes nas parentais, podendo portanto, serem
classificados com sendo do tipo CS 1. Os dipléides hap112/ /nicjolvy e hapl47//nic;olvs
podem ser classificados como do tipo CS JI (BONATELLI Jr. e col..1983} pois, do
b_@l]?_/ /niciolvs nao foram isolados setores com produgao normal e. do

hapl47/ 'nicyolvs nao foi recuperado nenhum segregante pab-, podendo ter ocorrido
crossing-over ou nao disjuncao mitética com perda de um dos alelos, ficando assim. o
dipléide em homozigose para o outro.

5.5 Teste de interacao alélica

Quando os mutantes com produ¢ao aumentada de AG. foram cru-
zados com a linhagem nicjolvs de producao normal, os dipléides hap112//nic;olvs,
}-@214?//m_c_,9£3 e hapl69//nicolvy apresentaram producao que nao diferiu signifi-
cativamente da parental pab,fwn, (TABELAS 10, 13 e 15) 0 que sugere que estes genes
sejam recessivos. BALL e col. (1978} cruzando linhagem de Aspergillus niger que
apresentava alta produgao de AG com outra de baixa produgao. obtiveram diploide
com producao intermediiria as linhagens parentais. YAMASHITA e FURUI (1984)
e VALENT (1985} obtiveram mutantes de baixa producao de AG em Saccharomyces
diastaticus e Aspergillus niger. respectivamente, e constataram. através de testes de
interacoes alélicas. que as mutagdes induzidas eram recessivas. A inarca de produgao
hap252 parece ser semi-dominante pois. o dipléide hap252/ /nic;olvs apresentou produ-
¢ao intermediaria entre o mutante hap252 e a linhagem pab,fwn, (TABELA 18).

Em estudos realizados quanto a produgao de penicilina. os dipldides he-
terozigotos estudados por SERMONTI (1969) e BALL (1973) em Penicilhium
chrysogenum, apresentaram producao menor, igual ou maijor em relagao a parental.
Em Aspergillus nidulans, DITCHBURN e col. {1976) estudaram trés mutagoes: pen-
A1, pen-B2 e pen-C3. Essas mutagoes quando combinadas com seu alelo selvagem em
um dipléide heterozigoto, mostraram recessividade (pen-A1), dominéncia (pen-B2) e
semi-dominancia (pen-C3).



5.6 Analise dos segregantes e mapeamento das marcas hap

Através da analise mitética dos segregantes (TABELAS 22, 27, 32 e 37)
foi confirmada a ligagao dos genes nic, fwn e olv, anteriormente detectada por VALENT
(1985) e MASIERO (1988)

Observa-se através das TABELAS 28, 31. 36 e FIGURAS 9. 10 ¢ 11
que houve segregaciao da marca hap, pois a populagao dos segregantes tem uma dis-
tribuicao de AG que difere significativamente de cada uma das respectivas parentais,
porém quando as parentais sao somadas, nao ha diferenga com a produgao dos segre-
gantes, com excecao dos segregantes do dipléide hap252/ /nicyolvs. No caso do dipléide
h?.E”Q/f/DiQIO!—E?” observa-se através da TABELA 21 e FIGURA 8 que todos os segre-
-g.anles obtidos apresentam alta produgao. pois. nao ha diferenga significativa quando
se compara hapl12 e segregantes. Esses resultados sugerem que a marca hapl12 tenha
sido favorecida durante o processo de haploidizagao induzida ou que o dipldide seja
homozigoto para a marca. O resultado do teste de interagao alélica (item 5.5) favorece
a primeira hipotese pois, o dipldide heterozigoto teve producao normal. Porém, como
o ensajo de producao e o isolamento dos segregantes nao foi realizado com o mesmo
repique do dipldide, nao pode ser inteiramente descartada a hipotese da homozigose
da marca hapl12, que ter-se-ia estabelecido durante o processo de repicagens que as
linhagens normalmente estao sujeitas. No caso acima relatado. envolvendo o dipléide
hap252//nicolvs, pode ter ocorrido também uma segregacao preferencial da(s) marca(s)
hi}g?éz durante a indugao de segregantes pelo Benlate.

Considerando que a caracteristica de produgao de AG é quantitativa, a
da tentativa de mapeamento dos genes responsaveis pela caracteristica de maneira como
é usual na analise parassexual. A mesma observagao foi relatada por VALENT (1985)
quando estudou a segregagao de genes que diminvem a producgao de AG e, conseguiu
mapear a marca lap6l com a utilizagao do teste proposto por MACDONALD e col.
(1972} para estudar genes envolvidos na produgao de penicilina em Aspergillus nidulans
" outro grupo de ligacao que as marcas auxotroficas e morfolégicas presentes nas paren-
tais (TABELA 23}. As marcas hapl47 e hapl69 parccem estar no grupo de ligagao |
que coniém os genes nic, fwn e olv. devido a diferenca significativa existente entre os
segregantes verdes e marrons € os nict+ e nic-. Quanto a marca hap252 (TABELAS
39 e 40; FIGURA 12) houve alteracao em dois grupos de ligacao os QUais, devem in-
teragir, ocasionando produgao significativamente superior as das linhagens parentais.
Quando apenas um dos grupos alterados estd presente no segregante. nao existe dife-
renga significativa com relacao as parentais. Consequentemente, a linhagem hap252.
deve apresentar duas alteracoes a nivel génico e, podemos designar as mutagoes como
sendo hapA252 no grupo de ligagao 1 que contém os genes nic, fwn. olv, e, hapB252 no
grupo de ligagao 1l que contém o gene pab (MASIERO. 1988).



-1
-1

Em relagdo as demais marcas, pode ser sugerido que a marca hapi12
seja denominada hapC112 e, hapl47 e hapl69. devem aguardar testes de alelismo
para que seja descriminado se sao alteracdes no mesmo gene ou em genes diferen-
tes. Tentativas para se obter segregantes adequados para o teste de alelismo foram
feitas mas, resultaram na constatacao de que ha forte ligagcao entre as marcas de
producao e os demais marcadores presentes no grupo de ligagao 1. Esta constatagao
deriva de testes feitos com 55 segregantes do dipléide hapl47/ /nicjolvs e 83 segregantes
do b@]ﬁgf.f/’n}_gl_cm(CA LIL. dados nao publicados). Uma sugestao para trabalhos pos-
teriores seria o uso de agentes que aumentem a frequéncia de recombinagao mitdtica por
exemplo., 5-fluorouracil ou. isolamento de segregantes marrons (fwn-) que sejam pab-
e, portadores de genes localizados nos grupos de ligagao 111 e/ou IV que recentemente
foram identificados por MASIERO (1988). Isto possibilitaria o teste de alelismo entre
hap147 e hap169.

Quanto & Jocalizagao da marca hapC112, a sugestao seria utilizar as li-
nhagens testadoras obtidas também por MASIERO (1988) o que permitiria estabelecer
a ligacio desta marca ou, a determinacao da existéncia de mais um grupo de ligacao
pois, trabalhos com outras linhagens de A. niger indicam a existéncia de 6 grupos de
ligacao nesta cspécie (LHOAS, 1967; TUYLL, 1977 ¢ BOS, 1987). Outra sugestao seria
combinar em linhagens hapléides as diferentes mutagoes visando estudar a interagao
génica que possa ocorrer pois. existem relatos como o de BALL {1972) em Penicillium
chrysogenum que observou aumento no acimulo de penicilina ern recombinantes porta-
dores de duas mutacdes que aumentavam a producao isoladamente. e estavam localiza-
das emn dois grupos de ligagao diferentes.

De qualquer maneira. pode ser verificado que existem 4 a 5 genes
diferentes envolvidos no aumento de producao de AG em A. niger, o que confirma
observacoes de outros autores, que indicam ser necessarios varios passos de trata-
mento com mutagénico para obtencao de linhagens com alta produgao de metabdlitos
(NEVALAINEN e PALVA, 1979).

Tendo em vista que foi detectado apenas um gene estrutural responsavel
pelo acimulo de AG (BOEL e col.,1984a.b). as mutagoes que alteram a produgao, nao
devem estar localizadas apenas no gene estrutural. Consequentemente, a alta produgao
observada em linhagens industriais deve refletir a atuacao em concerto de varios genes
que atuam em passos diferentes do processo de produgao. Isto esta provavelmente
relacionado com o fato da AG ser um produto extraceiular o que envolveria maior
eficiéncia, desde o processo de transcricao até o de exportagao da enzima, para que se
observe grande quantidade da mesma no meio de fermentacao.

Estas sugestoes poderiam ser avaliadas com os mutantes aqui descri-
tos, o que implicaria em estudos da quantidade de RNA mensageiro, enzima extra e
intracelular, entre outros aspectos.
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Conclusoes

A luz ultravioleta como mutagénico, bem como o método de pré-selecao utilizados.
mostraram-se eficazes na indugao e sele¢ao de mutantes com aumento na producao
de amiloglicosidase na linhagem pab;fwn; de Aspergilius niger.

A metodologia empregada para quantificacao da enzima sugere que o aumento ob-
servado pode ser atribuido principalmente ao maior acimulo de amiloglicosidase.

Trés dos quatro mutantes induzidos parecem ser recessivos (hap112, hapl47 e
hapl69). e o outro, semi-dominante {hap252) em relagac ao alelo selvagem de
producao normal de amiloglicosidase.

Através da analise dos segregantes pode ser evidenciada a ligagao dos genes hap147
e hapl69 com o grupo de ligacao 1. e que o gene hapC112 nao estd localizado nos
grupos de ligacao 1 ou J1. No caso do mutante hap252, os resultados sugerem o
envolvimento de 2 genes — hapA252, localizado no grupo de ligagao 1, e, hapB252,
localizado no grupo de ligacao 1l.

As evidéncias disponiveis sugerem que existam, no minimo, 4 a 5 genes que con-
dicionam aumento na produg¢ao de amiloglicosidase na linhagem de Aspergillus
niger utilizada neste trabalho.



7 Resumo

Este trabalho teve por objetivo o isolamento e andlise genética de
mutantes com aumento na producao da enzima amiloglicosidase (AG) na linhagem
pab,fwn, de Aspergilius niger.

O agente mutagénico utilizado foi a luz ultravioleta, que se mostrou
eficaz na indugao destes tipos de mutantes, os quais puderam ser isolados apos modi-
ficacao na metodologia utilizada por VALENT (1985). Os quatro mutantes selecionados
exibiram cerca de 30% de aumento na producgao, sendo esta diferenca significativa nos
varios lestes realizados.

Testes usando inibidor especifico para AG, revelaram que o aumento
observado na producao, pode ser atribuido principalmente a amiloglicosidase. A de-
nominacao escolhida para os mutantes foi hap, a qual significa high amyloglucosidase
production.

Os mutantes hap isolados — hap112. hap147. hap169 e hap252 — foram
cruzados com a linhagem nic;olvs, que apresenta produgao normal e marcas compativeis,
para obtencao de dipldides.

Os dipléides foram ensaiados quanto a produg¢ao da enzima, visando
estabelecer o tipo de interagao alélica dos genes hap. Os resultados mostraram que
a marca de produciao de AG presente em tres mutantes parece ser recessiva (hap112,
hapl47 e hapl69) e ern um mutante parece ser semi-dominante (hap252).

Visando o mapeamento dos genes hap, foram isolados segregantes destes
dipléides e, ap6s ensaios para verificar a producao de enzima e a caracterizagao das
marcas auxotroficas, pode ser sugerido que os genes hapl47 e hap169 estao no grupo de
ligacao I; o gene hapCl12 nao pode ser mapeado e, no mutante hap252 foi observado
que a caracteristica de maior produgao pode ser atribuida a duas mutagoes nao alélicas
e Jocalizadas em dois grupos de ligacao como se segue: hapA252 no grupo de ligagao |
e hapB252 no grupo de ligagao I1.
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8 Summary

The aim of this work was the isolation and genetical analysis of mutants
with increased amyloglucosidase production using the pab;fwn; strain of Aspergillus
niger.

The mutagenic used was ultraviolet light that showed efficiency in the
induction of this type of mutant, which could be isolated after some modifications in the
methodology used by VALENT (1985). Four mutants were selected with an increase of
about 30% in production. being this diflerence significant in several tests realized.

Tests using AG specific inhibitor revealed that the observed increase in
production can be atributed mainly to amyloglucosidase. The chosen denomination for

The hap mutants isolated — hap112, hapl47. hap169 and hap252 —
were crossed with nic;0lvs strain that shows normal production and compatible markers
for diploids isolation.

These diploids were assayed for enzyme production, aiming to establish
the type of allelic interaction. The results showed that the AG production markers
present in three mutants could be recessive (hapl12, hapl47 and hapl69) and in a
other mutant could be semi-dominant (hap252).

In order to map the hap genes, segregants of these diploids were
isolated and, after assays to examine enzyme production and auxotrofic markers it
can be suggested that the genes hap147 and hapl69 are in the linkage group I; the gene
hapC112 could not be mapped and the hap252 characteristic can be atributed to two
non allelic genes located in two linkage groups as follows: hapA252 in the linkage group
I and hapB252 in the linkage group 11.
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TABELA A1l - Producao de Amiloglicosidase {U/ml) das coldnias selecionadas apos
tratamento com LUV e da linhagem pab,fwn;.

LINHAGENS REPETICOES

(colonias) 1 11 m 1w v
pab,fwn, 10,8 89 94 10,8 86
158 12,8 12,8 146 11,4 114
169 169 13,5 14,3 128 11,1
192 70 11,1 91 50 62




TABELA A2 - Analise de Variancia dos Dados da TABELA Al.

Causa da Graus de  Soma de Quadrado F
Variacao Liberdade Quadrados Médio

Tratainento 3 113,241 37,747 11,4 *»
Residuo 16 53,076 3,317
Total 19 166,317

x+ — significativo & nivel de 1%

TABELA A3 - Comparacgio das Médias pelo Teste de Tukey dos Dados da
TABELA AZ2.

LINHAGENS MEDIA DA PRODUGCAO DE AG (U/ml)

169 13,7 ax

158 126 a b

pab;fwn, 9,7 b c
192 7,7 c

DMS 5% = 3,3

92

+ — Os valores seguidos da mesma letra, nao sao diferentes significativamente a nivel

de 5%.
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TABELA A4 - Producido de Amiloglicosidase (U/ml) das colonias selecionadas apds

tratamento com LUV e da linhagem pab,fwn;.

LINHAGENS REPETICOES

(coldnias) 1 11 111
pab,fwn, 13,2 16,6 14,7
103 120 161 15,1
110 55 4,3 7.8
112 194 264 17,1
113 10,9 92 97
115 25,3 224 194




TABELA A5 - Anéalise de Varidncia dos Dados da TABELA Ad4.

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

Tratamento 5 625,836 125,167 25,9 *=
Residuo 12 58,000 4,833

Total 17 683,836

++ significativo a nivel de 1%.

94

TABELA A6 - Comparacao das Médias pelo Teste de Tukey dos Dados da TABELA

AS5.
LINHAGENS MEDIA DA PRODUCAO DE AG (U/ml)
115 23,3 ax
112 209 a
pab, fwn, 148 b
103 14,4 b
113 9,9 b
110 5,8
DMS 5% = 6,0

+ — Os valores seguidos das mesmas letras, nao sao diferentes significativamente a nivel

de 5%.
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TABELA A7 - Produgao de Amiloglicosidase (U/ml) das colonias selecionadas apés
tratamento com LUV e da linhagem pab,;fwn;.

LINHAGENS
(colonias)

REPETICOES

1 i1 nm 1mv v

E_Elf_“ﬂ]
147
155
191
198

9,0
12,0
10,4
10,1
9,3

8,8
11,9
9,0
10,6
7.4

7,2
12,3
9.3
12,9
9,5

8,7
11,6
10,7
11,2
8.8

10,7
12,6
9.4
11,5
9,5




TABELA A8 - Analise de Variancia dos Dados da TABELA A7.

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

Tratamento 4 47,507 11,877 25,8 #x
Residuo 20 9,190 0,459
Total 24 56,697

#% - significativo a nivel de 1%.

TABELA A9 - Comparag¢ao das Médias pelo Teste de Tukey dos Dados da
TABELA AS8.

LINHAGENS MEDIA DA PRODUCAO DE AG (U/ml)

147 12.1 a+
191 112 a
155 9.7 b
198 8.9 b
@1@1 8.9 b
DMS 5% = 1,3

+ — Os valores seguidos das mesmas letras, nao sao diferentes significativamente a nivel
de 5%.
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TABELA A10 - Produgao de Amiloglicosidase (U,/ml!} das colonias selecionadas apds
tratamento com LUV e da linhagem pab;fwn,.

LINHAGENS REPETICOES
(colénias) I n vV
pab;fwn, 124 106 131 66 129
132 14,7 16,0 174 17,0 19,0
115 11,9 148 100 11,9 11,9
129 12,2 156 87 12,2 7.7

191 132 16,0 139 16,0 14,7




TABELA A11 - Analise de Variancia dos Dados da TABELA A10.

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

Tratamento 4 123,797 30,919 6,3 s
Residuo 20 97,616 4,881
Total 24 221,413

+% - significativo & nivel de 1%.

TABELA A12 - Comparagao das Médias pelo Teste de Tukey dos Dados da

TABELA All.

LINHAGENS MEDIA DA PRODUGAO DE AG (U/ml)

112 16,8 ax

191 147 a b

115 12,1 b

129 11,3 b

P@if‘b’ﬂi 11,1 b
DMS 5% = 4.2

9%

* — Os valores seguidos das mesmas letras, nao sao diferentes significativamente i nivel

de 5%.
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TABELA A13 - Produgao de Amiloglicosidase (U/ml) das colénias selecionadas apds
tratamento com LUV e da linhagem pab,fwn,.

LINHAGENS REPETICOES

(colbnias) ] 1 IV vV
pab,fwn, 96 12,7 154 12,7 13,1
158 19.9 19,9 192 199 20,7
169 20,6 18,0 224 16,9 19,2
192 233 21,5 224 224 174




100

TABELA A14 - Anédlise de Variancia dos Dados da TABELA A13.

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

Tratamento 3 224,174 74,724 20,4 *x+
Residuo 16 58,194 3,656
Total 19 282,668

++ — significativo a nivel de 1%.

TABELA A15 - Comparacao das Médias pelo Teste de Tukey dos Dados da
TABELA Ald4.

LINHAGENS MEDIA DA PRODUGAO DE AG (U/ml)

192 214 a»

158 199 a

169 194 a

pab;fwn, 12,7 b
DMS 5% = 3,6

* — Os valores seguidos das mesmas letras, nao sao diferentes significativamente a nivel

de 5%.
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TABELA A16 - Produgido de Amiloglicosidase (U/ml)} das colénias selecionadas apéds
tratamento com LUV e da linhagem pab,fwn,.

LINHAGENS REPETICOES
(colonias) 1 nm mu w v
@_blflml 122 11,5 129 9,2 11,2
153 08 08 04 05 04
158 126 15,2 14,8 14,3 14,1
169 16,5 19,1 175 13,3 156
183 09 14 10 10 1,2
192 156 7.2 98 129 14,7

61 05 02 02 02 05
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TABELA A17T - Anilise de Varidncia dos Dados da TABELA Al6.

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

Tratamento 6 1495,933 2493221 91,2 #x
Residuo 28 76,566 2,7345
Total 34 1572,499

*+ - significativo a nivel de 1%.

TABELA A18 - Comparagao das Médias pelo Teste de Tukey dos Dados da TABELA

Al7.

LINHAGENS MEDIA DA PRODUGAO DE AG (U/ml)
169 16,4 ax
158 142 a b
192 12,0 b
EEE]iMl 1134 b
183 1,1 c
153 0,6 c
61 0,3 c

DMS 5% = 3.3

* — Os valores seguidos das mesmas letras, nao sao diferentes significativamente a nivel
de 5%. .
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TABELA A19 - Producgao de Amiloglicosidase (U/ml) das colonias selecionadas apés
tratamento com LUV, linhagem pab,fwn, e nic,olvs.

LINHAGENS REPETICOES
(colénias) I I 11 v v
pab,fwn, 11,5 11,5 14,7 128 12,1
nicolvs 105 10,8 115 11,1 115
112 14,7 16,4 164 164 15,1
147 14,3 16,4 164 151 13,6
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TABELA A20 - Anilise de Variancia dos Dados da TABELA A19.

Causa da Graus de Soma dos Quadrado F
Variagao Liberdade Quadrados Médio
Tratamento 3 73,92 24,64 23,3 #+
Residuo 16 18,89 1,05

Total 19 92,81

x# - significativo a nivel de 1%.

TABELA A21 - Comparagao das Médias pelo Teste de Tukey dos Dados da TABELA

A20.
LINHAGENS MEDIA DA PRODUCAO DE AG (U/ml)
112 15,8 a=
147 151 a
pab,fwn, 12,5 b
nicolvs 11,1 b
DMS 5% = 1,8

* — Os valores seguidos das mesmas letras, nao sao diferentes significativamente & nivel

de 5%.
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TABELA A22 - Produgao de Amiloglicosidase (U /ml) das colénias selecionadas apés
tratamento com LUV e da linhagem pab,fwn,.

LINHAGENS REPETICOES

(colénias) I I I IV v
pab;fwn, 16,6 16,1 16,2 16,1 16,2
209 14,4 125 17,7 144 140
227 133 11,5 126 11,8 133
243 13,3 12,9 12,6 12,6 12,9
250 16,6 15,7 16,2 157 -
252 18,2 18,8 194 185 182
259 132 11,1 124 13,2 139
260 13,5 13,2 14,0 11,5 11,5




TABELA A23 - Anilise de Varidncia dos Dados da TABELA A22.

Causa da - Graus de Soma dos Quadrado F
Variacao Liberdade Quadrados Médio
Tratamento 7 173,742 24,820 26,2 *x*
Residuo 31 29,316 0,916

Total 38 203,088

** - significativo a nivel de 1%.
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TABELA A24 - Comparagao das Médias pelo Teste de Tukey dos Dados da TABELA

A23.

LINHAGENS MEDIA DA PRODUCAO DE AG (U/ml)
252 18,6 ax
pab,fwn; 16,2 b
250 16,0 b
209 14,6 b ¢
243 12,8 c d
259 12,7 c d
260 12,7 c d
227 12,5 d

DMS 5% = 2,0

** ~ Os valores seguidos da mesmas letras, nao sao diferentes significativamente a nivel

de 5%.
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TABELA A25 - Produgao de Amiloglicosidase emm U/ml das colénias selecionadas
apés tratamento com LUV e da linhagem pab,fwn;,.

LINHAGENS REPETICOES

(colonias) I nm u 1w v
pab,fwn, 16,7 153 153 194 153
209 14,9 182 17,7 14,5 14,5
250 18,2 182 188 14,9 162

252 22,1 22,1 200 200 17,2




TABELA A26 - Anilise de Variancia dos Dados da TABELA A25.

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

Tratamento 3 56,825 18,042 5,7 %%
Residuo 16 53,252 3,328
Total 19 110,077

++ — significativo a nivel de 1%.
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TABELA A27 - Comparagao das Médias pelo Teste de Tukey dos Dados da TABELA

A26.
LINHAGENS MEDIA DA PRODUCAO DE AG (U/ml)
252 20,3 as
250 17,2 a b
pab, fwn, 16,4 b
209 15,9 b
DMS 5% = 3,3

x — Os valores seguidos das mesmas letras, nao sio diferentes significativamente a nivel

de 5%.



