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1. Introdugao

Os ciclos de reprodugao sexual e parassexual ainda nao foram relatados para o
fungo filamentoso Aspergiflfus awamori (RAPER e FENNELL, 1965; BONATELLI Jr. e
col., 1984; FUNGARO, 1984). Esta espécie tem sido utilizada industrialmente para
a produgao de amiloglicosidase (E.C. 3.2.1.3.), enzima que promove a sacarificagao
do amido de varios substratos amilaceos, como por exemplo a mandioca (BANKS e col.,
1976). Nesse processo, partindo de extremidades nao redutoras, a enzima hidrolisa
as ligagoes a~1.4 e a-],6‘do amido, liberando unidades de g1icose (DIXSON e WEBB, |
1962) que, entre outros fins, podem ser utilizadas para a fermentacao alcodlica
(FAITH e col., 1971; NEVALAINEN e PALVA; 1979}.

Parte dos trabalhos envolvendo a amiloglicosidase tem se preocupado em estudar
suas caracteristicas bioquimicas (HAYASHIDA, 1975; BENDETSKII, 1977; SAVELEV e
FIRSQOV, 1982). Outros, visam a otimizacao da produgac de enzima, quer atraves do
melhoramento das condigoes ambientais e do meio de cultivo (BARTON e col., 1969;
PERSOW e col., 1973; BEKKER e col., 1980}, ou atraves do melhoramento genetico do
fungo pelo metodo de mutagao e selegac (PARK e SANTI, 1977; NEVALAINEN e PALVA,
1979). Porem, os metodos que envolvem hibridacac e recombinagao tem sido recomen-
dados nesse caso e nao foram ainda ap]icadds a espécie A. awamoni pelos motives ja
apontados.

Assim, o presente trabalho tem como objetivos principais verificar a ocor-
rencia do ciclo parassexual nessa especie e testar a produgao de amiloglicosidase
dos mutantes e diploides obtidos.

Sao tambem objetivos do presente trabalho estudar a possivel causa da instabi-
lidade em A. awamori e verificar a ocorrencia de fusdo nuclear interespecifica en-
tre esta especie e A. nigen. Para este #ltimo caso, serdo tentadas as tecnicas
convencionais baseadas no metodo de ROPER (1952) e a fusao de protoplastos que per
mite a fusao citoplasmatica e nuclear quando a anastomose de hifas & dificil ou
inexistente (PEBERDY, 1979a). |



2. Revisao Bibliografica

2.1, 0Os fungos Aspergiffus awamori e Aspergillfus nigex

Os fungos Aspergillus awamorni e Aspergillus nigen sio considerados por
RAPER e FENNELL (1965) como pertencente ao grupo niger. As especies de Aspergil
Lus deste grupo sao provavelmente mais comuns do que qualquer outro grupo dentro
do genero. Apresentam ampla distribuicao geografica e ocorrem numa grande varieda
de de substratos. Sao abundantes em todos os solos examinados, e, parecem ser par
ticularmente abundante em solos tropicais e subtropicais. Esses fungos se desta
cam pelo grande valor economico, sendo largamente utilizados em processos indus
triais. N

Pertencendo a um grupo cujas espécies sdo bastante heterogéneas, tanto
Aspergillus awamoni Nakazawa quanto Aspengiflus niger van Tieghen, s3o descritos
como possuindo esterigmas bisseriados quando cultivados em meio de Czapek sdlido.

0 Aspergiflus niger apresenta colonias com conidios globosos de aspecto
rugoso sem equinulacoes verdadeiras e coloracao negra a olho nu, medindo em torno
de 4,0 a 5,0 um de diametro.

0 Aspergillus awamoni apresenta conidios com coloracao marrom - avermelha
da e com diametro variando de 4,0 a 4,5 um e conididforos medindo de 1,0 a 1,5 nmm
de comprimento.

Devido a inexistencia ou ndo evidenciacdo do ciclo sexual, essas duas es
pécies sdo classificados como Deuteromicetos. Como alternativa de recombinacao ge
netica, o Aspergillus nigen apresenta o ciclo parassesual (PONTECORVOe col.1953a).
No caso do Apergilflus awamori, nao se encontrou na literatura relatos sobre a
ocorrencia do ciclo parassexual.

2.2. Instabilidade genetica

Dentre os primeiros casos descritos sobre instabilidade genética, estao
os trabalhos realizados com a bactérias Escherichia cofi. TREFEERS e col. (1954)
observaram num variante da Tinhagem K-12, aumento da taxa de mutacdo para resisten
cia @ estreptomicina.  GOLDSTEIN e SMOOT (1955), estudando uma outra 1inhagem, ob
servaram elevada taxa de mutacao para auxotrofia. SKAAR (1955), quando estudava
as causas de uma alta taxa de mutacdo para estreptomicina, identificou um fator mu
tador (Mut) ligado ao locus da leucina. Ainda E. coti, COX e ¢01.(1972) mapearam
0s genes mutadores, sugerindo que as causas das elevadas freqﬂéncias de mutacao es
tariam ligadas aos processos de replicacao, recombinacao e reparo do DNA.

VON BORSTEL e col. (1973), identificaram genes mutadores em diversas 1i
nhagens de leveduras. Assim como ocorria em E. col{, esses genes provocam altera
cOes de bases, tais como transicGes, transversdes, adicoes e delecoes.



RHOADES (1941}, descreve o caso de gene estavel a; que torna-se altamen
te instavel na presenca de um outro gene chamado "Dotted" (dt). FEste gene, situ;
do num cromossomo diferente de a;, foi chamado de elemento controlador. Estudo;
mais detalhados neste sentido, realizados pof McCLINTOCK (1951, 1953, 1956, 1965)
e PETERSON (1960) revelaram que os elementos controladores podem causar tanto ins
tabilidade somatica quanto germinativa em milho. Integrando-se a um gene, ou prg
ximo dele, os elementos controladores poderiam inibir a atividade deste gene. éé
deriam tambem modificar simultaneamente a acdo de mais de um gene, quando estes es
tavam ligados em segliencia no cromossomo. A qualquer momento pede ocorrer excisio
dos elementos controladores e a reihtegracao pode-se dar em qualquer outra parte
do genoma.

Estudos dos genes instaveis em Salmonella typhimurium, conduzidos por
SMITH-KEARY (1958) e DAWSON e SMITH-KEARY (1963), revelaram a existéncia de trés
tipos de reversao do gene leu-151, que podem ser distinguidos pelo crescimento em
meio minimo. Um deles denominado “"unstable slow” (US), provavelmente se origina
ria por instabilidade no locus su-ieu A. Linhagens US ispiadas independentemente
podiam apresentar graus de instabilidade muito diferentes. Por analogia aos "ele
mentos controladores” descritos por McCLINTOCK, esses genes instaveis foram chama
dos epissomos controladores, e tambem podiam ser transpostos do locus su-leu A pa
ra outros,

Alem dos genes mutadores encontrados em bacteriofagos, mais de 30 mutado
res independentes ja foram isolados em bacterias. Eles aumentam a mutabilidade es
pontanea dos genes, incluindo mutacoes diretas e reversas. Alguns desses mutado
res tém sido localizados no cromossomo bacteriano. Em E.cofi, sao conhetidas tres
regiﬁés onde os mutadores estao preferencialmente localizados (MOHN e WURGLER,
1972).

Em Proteus minabilis estudos indicam ser um transposon o responsavel pe
Ta res1stenc1a a canamicina (BIANCO e co1., 1982). NEWTON e col. (1982}, observa
“ram alta frequenC1a de clones auxotroficos quando estudaram populacoes de diferen
tes linhagens de P. m&&ab&i&é, sendo que estes mutantes eram quase sempre deficien
tes para carbamil fosfato sintetase. Tais mutantes parecem nao reverter para a
condicdo de prototrofia. 0 aparecimento de auxotroficos parece depender da presen
ca de um transposon que apos causar de]ech do gene carbamil fosfato sintetase po
de ou nao permanecer na popu?acao mantendo segregacoes de fregiiencias var1adas.

Em leveduras, alguns dos genes responsaveis pelo aumento da rad1osens1t1
vidade apresentaram atividades de mutadores. Uma linhagem sensivel 3 radiacao ul
travioleta apresentou uma dup]1cacao na taxa de mutacdo espontanea, enquanto outra
linhagem sensivel aos Raios Xexibiu um aumento de cerca de 50 vezes na taxa de mu



tacao espontanea. 0 aumento parece estar restrito is mutacoes do tipo adicac-dele
¢do (MORN e WURGLER, 1972).

Outros casos de instabilidade genética, interpretados em termos de trans
posicao sao os descritos por EGEL (1976) e por GREER e FINK (1979). Estes Ultimos
estudaram o gene his 4C (C*) de Saccharomyces cerevisiae, enquanto que EGEL {1976)
estudou o locus do tipo de reacao sexual em S.pombe.

Tanto aberracoes cromossomicas quanto estruturais podem causar instabili
dade genética.

ROPER (1952), explicou a instabilidade em 1inhagens dipldides de Aabeg
gllus nidubans, como resultante de permutas mitoticas e nio disjuncdo, conduzindo
a haploidizacdo. A partir deste trabalho, um grande nimero de estudos foram reali
zados nessa especie, com relacdo ds aberracGes numéricas (PONTECORVO e col. 1954;
PONTECORVO e KAFER, 1958; KAFER, 1958, 1960, 1961).

Os mesmos mecanismos foram evidenciados por PONTECORVO (1952) e PONTECOR
VO e col. (1953 a) em Aspergillus nigen, assim como em outras espécies de fungos
que apresentam ciclo parassexual (AZEVEDO, 1976).

Linhagens aneuploides de A.nidufans foram estudadas intensamente e mos
traram-se instaveis, apresentando elevada freqiiéncia de perdas cromossomicas espon
‘taneas (BALL e AZEVEDO, 1976). Em Saccharomyces cenrevisiae, PARRY e COX (1970) e
SHAFFER e col. (1971), relataram tolerancia a aneuploidia em Tinhagens com o grupo
de ligacao III, V, IX e XII! em duplicatas.

Aberracoes estruturais foram descritas por NEWMEYER (1975) e NEWMEYER e
TAYLOR (1967) em Neurospora, Os autores estudaram um caso de instabilidade asso
ciada a inversdo paracéntrica. A ocorréncia de permuta dentro da regido invertida
dava ofigem a dois produtos recfprocos:' um duplicado 100% e outro letal, deficien
te para o mesmo segmento, Analises preliminares sugeriram que a segregacao somati
ca se devia algumas vezes a permuta mitotica e outras vezes a perda do material du
plicado.

NEWMEYER e GALEAZZI (1977) estudaram a instabilidade e seu controle gene
tico em linhagens de Neurospora com duplicacao. NEWMEYER e GALEAZZI (1978) e NEW
MEYER e col. (1978}, observaram que alguns mutantes de Neurospora apresentaram um
aumenf;.gg_instabi1idade das duplicacoes. O mutante mei-3, dentre outros efeitos,
aumenta a instabilidade de duplicacdo que ndo sejam em tandem, sendo este efeito
mais marcante a 25°C. Dois outros mutantes (uvs-3 e uvs-6) também tem a instabili
dade aumentada devido a permuta mitotica, delecoes ou a ambos 05 mecanismos. A
instabilidade das duplicacdes & aumentada pela presenca de histidina no meio de
cultura, mesmo na auséncia de mutacdo conferindo sensibilidade a luz ultravioleta.



BAINDRIDGE e ROPER (1966), estudando fatores genéticos que influénciavam
a morfologia de certas linhagens de A. nidulans, evidenciaram um novo processo es
pontaneo de instabilidade. Seus estudos basearam-se num variante com colonias de
aspecto enrugado (Crinkled), originado do cruzamento de duas linhagens normais,
sendo que uma delas apresentava translocacao nao reciproca de um segmento do cro
mossomo III para o VIII. Esse variante era portador de uma duplicacido cromossomi
ca e possui uma taxa de crescimento reduzida. Apresentava ainda instabilidade ve
getativa, produzindo setores com crescimento vigoroso e morfologia semelhante as
linhagens normais. A origem desses setores, provavelmente se devia a perda do seg
mento em duplicata.

A linhagem A de A. nidufans, portadora de uma duplicacdo de um segmento

do grupe de ligacao I translocado para o grupo de ligacdo Il (NGA e ROPER, 1968),
constituiu-se em material mais apropriado para estudos gensticos. Possuindo marca
dores para coloracao de conidios localizados na regido duplicada, alem de marcas
para requisitos nutricionais, a linhagem A pode dar origem a setores:

a. meThorados: de morfologia e crescimento semelhantes a linhagem nor
mal nao duplicada. Esses variantes se originam pela perda parcial
ou total, do segmento em duplicata. A perda parcial pode ser inters
ticial, e ocorre com maior frequéencia no segmento translocado. De
pendendo do segmento em duplicata que € perdido, se no grupo de 1iga
cao I ou II, os setores formados sao verdes ou amarelos.

b. deteriorados: com grau de instabilidade maior ou menor do que a 1i
nhagem com duplicacao, eles apresentam textura e coloracdo varia
veis, Podem se originar por inversao, novas duplicacoes em tandem
ou transposicao do segmento duplicado {NGA e ROPER, 1968; AZEVEDO e
ROPER, 1970; AZEVEDO, 1971). Segundo BIRKETT e ROPER (1977}, nao ha
evidencias marcantes da existéncia de duplicacOes em tandem, mas as
nao em tandem sao conhecidas e tem sido a principal fonte de informa
coes sobre delecoes.

c. heterocarioticos: apresentam uma mistura ndo usual de conidioforos
com conidios verdes e amarelos. Um unico conidicforo pode ter coni
dios verdes e amarelos. Ocorrendo em baixa freqiiencia, esses seto
res heterocarioticos podem ter um de seus componentes letais, que de
vem surgir pela delecdo de um segmento maior do que o duplicado (RQ
PER e NGA, 1969).

NGA e ROPER (1969),para caracterizar a instabilidade cromossomica

na mitose propuseram o termo "ndo conformidade mitotica". Observaram que a insta



bilidade era produzida pelo nao balanceamento cromossomico e que as mudancas geno
tipicas estavam restritas aos proprios segmentos. CASE e ROPER (1981) observaram
que diploides heterozigotos para a duplicacio IR + IIR sofrem delecdes, mas, o res
tabetecimento do balanco genomico se deve mais frequentemente 3 permuta mitdtica,
processo que elimina o segmento translocado. Nos diplaides homozigotos para a mes
ma duplicacao, os autores verificaram uma extrema instabilidade para os segmentos
presentes em quadruplicata, cuja estabilidade € restabelecida por delecao e nao
por permuta mitotica. Apesar de terem analisados poucos variantes desses diploi
des homozigotos, foi observado que as delecdes ocorrem preferencialmente em posi
¢oes diferentes das verificadas para as linhagens duplicadas haploides.

SEXTON e ROPER (1984) obtiveram revertentes espontineos do mutante
"Teaky" adE 20 de A.nidufans. Quando analisados geneticamente, observou-se que
cerca de 20% dos revertentes espontaneos podiam ser inequivocamente reconhecidos
como tendo um segmento cromossomico adicional na regido do gene adE 20. Um total
de onze Tinhagens com duplicacdo espontianea foram analisadas geneticamente. Os re
sultados sugeriram um sitio preferencial para a iniciacao dos segmentos duplica
dos, assim como um sTtio preferencial de ligacao.

AZEVEDO e ROPER-(1970) verificaram que a instabilidade dos setores morfo
logicos deteriorados, obtidos a partir de linhagens com duplicacio IR - IIR, pode
ria ser tentativamente explicada por novas duplicacdes ocorrendo em um ou no ou
tro segmento em duplicata. Um aumento na estabilidade e obtida quando todo o mate
rial genetico extra, ou parte dele, € transposto para um outro sTtio de genoma on
de nao haja duplicacdo. Na maioria dos casos analisados, os determinantes de mu
dancés morfologicas éegregaram como gene simples e foram chamados de determinantes
de deterioracao.

MENEZES (1974) obteve variantes deteriorados espontaneos e, induzidos por
luz ultravioleta e DNA exdgeno, a partir da Tinhagem com duplicacao IR - IIR. ME
NEZES e AZEVEDO (1978), estudaram seis reversoes obtidas a partir de variantes ori
ginados da 1inhagem com duplicacde IR -~ IIR., Atraves de analise genetica conclui
ram que cinco delas eram devidas a supressores e uma era provavelmente causada por
mutacdo reversa. Verificaram tambeém, que esses supressores segregavam como ge
nes simples e nao estavam ligados aos genes que suprimiam.

ZUCCHI (1975) e ZUCCHI e AZEVEDO (1979), a partir de linhagens possuindo
duplicacoes III -+ VIII, obtiveram espontaneamente e analisaram, setores deteriora
dos conspicuos e seus derivativos. Foi observado que esses setores possuiam uma
alta taxa de permuta mitotica e que a deterioracdo podia estar associada d delecao
nos segmentos em duplicata, embora em dois casos os determinantes de deterioracao



tenham sido localizados em grupos de ligacdo que nao estavam envolvidos na duplica
¢ao original.

BIRKETT e ROPER (1977), estudando setores deteriorados obtidos a partir
de uma linhagem com duplicacdo III - VIII, sugeriram que nos principais genotipos
isolados a partir de um Unico setor deteriorado, o evento inicial era uma delecao.
Esta, deixava um Tocus aderente ("sticky") que provoca permuta mitdtica originando
assim, varios tipos de fenotipos deteriorados.

Agentes quimicos, fisicos e mesmo fatores genéticos podem alterar o pa
drao normal de instabilidade de linhagens com duplicacdes cromossomicas.

Certas substancias como o azul de tripan (COOKE e col., 1970), cafeina,
atebrina e verde malaquita (PALMER e ROPER, 1970), etilmetano sulfonato {ROSATO e
AZEVEDO, 1978), DNA exdgeno (MENEZES, 1974}, Chloroneb (AZEVEDO e col., 1977) e cu
marina (MAJERGELD e ROPER, 1978), aumentam a instabilidade de Tinhagens com dupli
cacao. Efeito semelhante € também causado por genes que conferem sensibilidade a
Tuz ultravioleta (BURR e col., 1982).

Alguns compostos, como a cicloheximida, cristal violeta, acriflavina, me
tano, 6 -aminonicotinamida, nao afetam o nivel de instabilidade (PALMER e ROPER,
1970). Ja o Brometo de Etidio (BONATELLI e AZEVEDO, 1977), 1 -4 -oxathiin (AZEVE
DO e cot., 1977) e Mn?™ (BURR e col., 1982), reduzem a instabilidade.

Os genes chamados de stf -1 (AZEVEDO, 1975) e bin Ay (PIZZIRANI-KLEINER,
1981) sdo relatados como causadores de reducdo da instabilidade em linhagens com
duplicacao cromossomica. A Tuz ultravioleta tambem influencia na instabilidade
dessas linhagens (MENEZES, 1974; AZEVEDO, 1975, PARAG e ROPER, 1975).

A temperatura e uma variavel ambiental das mais importantes e seu efeito
tem sido observado em diferentes organismos ha varias decadas. NGA e ROPER (1968),
observaram que a 34 e 42°C, a instabilidade vegetativa das Tinhagens enrugadas por
tadoras de duplica¢ao cromossomica, era maior do que a 37°C. Ainda em A.nldubans ,
LIEBER (1976 a), observou que a maioria das delecGes em linhagens duplicadas, ocor
re no segmento duplicado translocado, e sua fregliencia total depende da temperatu
ra de crescimento. Existe uma série de outros trabalhos mostrando a influéncia da
temperatura nessa especie, entre elas, os de BIRKETT e ROPER (1975), LIEBER (1976
b), NIFINEGGER E SOUZA (1979), PIZZIRANI-KLEINER e AZEVEDO (1986)e OLIVEIRA (1982).

GABRIELLI e AZEVEDO (1980), utilizando o variante deteriorado Vsg, con
cluiram que a variacdo na temperatura nao influenciava na freqﬁéncia da producSo
de dissomicos.

JINKS (1966), explicou certo tipo de instabilidade em A. nidulans, como
causado por fatores citoplasmaticos.



A instabilidade em microorganismos de interesse industrial, tem sido lar
gamente relatada. Neste caso, a instabilidade poderia ser separada em dois tipos.
No primeiro tipo, ela ocorreria devido a variacoes na producdo de uma mesma linha
gem quando sao feitas diversas fermentacGes, sendo caracterizado por flutuacdes na
producao. Este fenomeno poderia ser explicado pela sensibilidade da linhagem com
relacdo as diferencas, mesmo que pequenas, na composicdo quimica do meio de fermen
tacdo ou de cultura, ou ainda, por diferencas nas condicdes das repeticdes, como a
presenca de substancias contaminantes,.variacoes de temperatura, pH, etc..., que
possam afetar a acumulacao do produto desejado. Dentro desse primeiro tipo de ins
tabilidade, encaixam-se os trabalhos de GARDNER e co01.{1956) e MILLIS e col.(1963)
em Asperngiflus niger, BALL (1973) em Pendciflium chrysogenum e MERRICK ( 1975) em
A. nidulans.

0 seqgundo tipo de instabilidade, se daria devido ao aparecimento, em de
terminada linhagem, de derivativos com producao alterada, frequentemente com dimi
nuicao acentuada da produgac. Diversas podem ser as causas desse fenomeno. YUILL
(1953), observou o aparecimento de dois mutantes numa linhagem de A. niger, sendo
que um deles tinha taxa de crescimento e produ¢do de acido citrico reduzidas. HAAS
‘ g_gél. {1956), consideram a heterocaricse como causa da instabilidade numa Tinha
gem de P. chaysogenun com alta producdo de penicilina. REUSSER e col. (1961),
atribuiram ao mesmo fenomeno, a diminuicao na producao de novobiocina em linhagens
de Streptomyces niveus.  MAcCDONALD (1968),. constatou o.aparecimento de colonias
com baixa producdo de penicilina em P. chrysogenum, apdos estocagem e transferéncia
em serie, Concluiu que a causa da baixa producao estava sob o controle nuclear.
MAYNE e col. (1971), sugeriram que um fator citoplasmatico presente no micelio e
nio nos esporos, estaria causando reducao na producao de aflatoxina em linhagem de
A. parasilicus. ‘

BALL (1971), estudando P.chrysogenum, verifica instabilidade associada a
um fator cromossomico. Sugere uma similaridade ao observado por BAINDRIDGE e RO
PER (1966) e NGA e ROPER (1968) em A. nidufans.

BONATELLI JR. {1978) sugere como possivel causa da instabilidade na 1i
nhagem 10 V 10 de A. niger, a heterocariose, tendo em vista a producao de setores
por coldonias desenvolvidas em meio minimo e a nao producdo dos mesmos em meio com
pleto, assim como a baixa viabilidade dos conidios em meio minimo.

BALL e AZEVEDD (1976), discutem diversas causas de instabilidade em-fun
gos com ciclo parassexual. Citam que, em fungos de interesse industrial, a insta
bilidade tanto pode ser indesejavel, quando produz variantes de baixa producao,
quanto desejavel, quando utilizada para a recombinacao de caracteristicas conside
radas de interesse. Destacam a grande instabilidade que & caracteristica de aneu



ploides e linhagens com duplicacoes parciais de genoma.

CHANG e TUVESON (1975) estudaram o mutante morfologico B,2, obtido a par
tir da linhagem Bode de Aspergiflus foetidus, utilizando a nitrosoguanidina como
agente mutagenico. Contrastando com os conidios pretos produzidos pela linhagem
Bode, o mutante B,, possui conidios de coloracao amarelo camurca, e conidiacdo vi
sivelmente reduzida. Foi observado que quandc conjdios do mutante B,, eram semea
dos em meio cohp]eto, surgiam dois tipos basicos de colonjas: uma exibindo densa
esporulacao e micelio amarelo claro (tipo I) enquanto que a outra tinha esporula
cao menos densa e micélio amarelo escurc (tipo II). Verificaram os autores que co
nidios produzidos por colonias do tipo II eram todas deficientes para prolina e
que as colonias do tipo I eram instaveis, produzindo variadas proporcdes de coni
dios pro* e pro”, ndo tendo sido possivel isolar a partir de conidios uma coldnia
estavel do tipo I. A linhagem Bode quando testada, também exibiu colonias do ti
po I e tipo II. Uma relacao inversa entre quantidade de conidios tipo II e produ
cao de AG foi verificada, ou seja, quanto maior a proporcao conidios pro~ produzi
da por uma linhagem, menor sera sua producao de AG.

Verificaram tambem que conidios derivados do tipo I s3ao um pouco mais re
sistentes a luz ultravioleta e ao calor. Constataram que as linhagens Bode e B.»
produzem setores espontaneamente e que a frequencia destes aumenta quando cafeina
e adicionada ao meio de cultivo, mas permanece ijnalterada na presenca de pFA. Trin
ta setores foram isolados e testados, sendo que cinco deles formaram setores secun
darios. Os autores sugerem como explicacao da instabilidade, a duplicacdo parcial
do genoma, uma vez que segregantes estiveis do tipo I e II puderam ser isoladas co
mo setores a partir das linhagens de crescimento reduzido Bode e B,,. As linhagens
duplicadas teriam provavelmente uma duplicagdo cromossomica no segmento contendo o
gene prolina. Se um segmento fosse pro’ e outro pro~, a perda de pro~ resultaria
em linhagens estaveis pro+ enquanto que a perda do segmento pro+ daria linhagens
pro” estaveis. 0Os autores ndo conseguiram explicar no entanto, a impossibilidade
de se isolar espontaneamente'linhagens estaveis do tipo I, a partir de conidios.

FUNGARO {1984) estudando as tinhagens ATCC 22342 de A. awamori e ATCC
22343 de A. nigen, observou que elas segregavam espontaneamente conidios com defi
ciencia para prolina ou arginina. Concluiu que a causa de tal fenomeno nessas es
pééies era a heterocariose, uma vez que a separacao de colonias prototroficas, au
xotroficas e proto/auxotroficas foi conseguida. .

2.3. Ciclo parassexual em fungos
Este ciclo & uma alternativa de recombinacao apresentada pelos fungos
Deuteromicetos e, desde sua descoberta em A. niduzdnA por PONTECORVO e ROPER
(1952) vem sendo.intensivamente estudado.
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Segundo PONTECORVO (1956), o ciclo parassexual @ caracterizado pela se
guinte sequencia de eventos: fusdo de nicleos haploides, permuta mitotica e ha
ploidizacao. Evidencias de que o primeiro evento seja passivel de ocorrer na natu
reza, sao dadas pelos trabalhos de NGA e co1.(1975) em A. nigen, WHELAN e MAGEE
(1981) em Candida albicans e UPSHALL (1981) em A. nidufans. Linhagens diploides
isoladas da natureza podem apresentar letalidade condicional (WHELAN e SOLL, 1982
e ROBERTS e UPSHALL, 1980). '

0 aparecimento de diploides somaticos por fusao de niicleos haplaides ca
racteriza fase importante do ciclo parassexual, porem, a origem dos diploides pode
tambem ser devida a falhas no .processo mitotico ou meiotico.

Ao contrario dos diploides homozigotos que podem ser originados por fu
soes de nucleos ocorridas espontaneamente nos processos de divisdo celular, diploi
des heterozigotos de genotipo conhecido sao utilizados em analises genéticas. A
obtencao destes diploides e o objetivo primordial de estudos normalmente conduzi
dos em condic¢oes de laboratorio.

0 processo inicial para formacdao de diploides somaticos, @ a obtencdo de
mutantes auxotroficos e/ou morfologicos. Esses mutantes sao conseguidos mais fa
citmerte em especies . com abundante producao de esporos, preferencialmente uninu
¢leados que tambem, apresentam crescimento ém meios de cultura de compq;icio defi
nida. _ o

0 .procedimento usual de isolamento de mutantes.auxotroficos consiste em
avaliar individualmente grande quantidade de sobreviventes ao tratamento com muta
genico. Entretanto, metodos mais eficientes podem ser utilizades, principalmente
em Tinhagens onde a frequencia de isolamento de mutantes auxotroficos & baixa, co
mo por exemplo, em espéciés com conidios multinucleados.

0 metodo de enriquecimento por filtracao foi primeiramente utilizado em
Ophipostoma multiannulatum por FRIES (1947), e consiste em inocular conidios subme
tidos a tratamento mutagénico em meio minimo 1iquido e a seguir, remover por repe
tidas filtracoes, as hifas dos esporos germinados. Para tanto, utilizou algum ti
- po de filtro estéril. Este método foi utilizado com sucesso em Neurospora (WOOD
WARD e col., 1954; CATCHESIDE; 1954), Coprinus ZLagopus (DAY e ANDERSON, 1961),
Schizophyllum commune (ANDERSON e DEPPE, 1977), Metharhizium anisopliae (SILVEIRA,
1983) e em A. niger e A. awamoni (FUNGARO, 1984).

Apos a obtencdo e caracterizacao dos mutantes auxotroficos e morfologi
cos, e tambem, apos ter-se verificado fréqﬁéncias de reversoes adequadas, deve-se
proceder a formacao de heterocarios entre 1inhagens comp1eméntares para requisitos’
nutricionais. A heterocariose pode se originar pé]a anastomose de hifas adjascen
tes e migracao de nucleos de uma hifa para outra (ROPER, 1952), ou por mutacdo
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(ISHITANI e SAKAGUCHI, 1956; TINLINE, 1962; CUNHA, 1969). Os processos de anasto
mose de hifas e heterocariose foram objeto de revisdes por CATEN e JINKS (]966{:
DAVIS (1966) e TINLINE e MACNEILL (1969). 7

Como consequencia da proximidade de nucleos diferentes no mesmo citoplas
ma, existe a possibilidade de ocorrer @ fusao de nucleos ou cariogamia, originando
diploide somatico heterozigoto. A fregliencia desse evento & normalmente baixa (1
diploide por 10“ a 107 conidios coletados de heterocarios) mas, pode ser aumentada
com a utilizacao de agentes fisicos como a luz ultravioleta (ISHITANI e col.,1956)
ou agentes quimicos como a colchicina (SHCHERBAKOVA e RESVAYA, 1978), canfora (PON
TECORVO e col., 1953 a, 1953 b; ROPER, 1966). Em A. niger, PONTECORVO E.Egl:(1953
a), verificaram que o tratamento com canfora era desnecessario devido a alta fre
qtiencia de diplioides obtida espontaneamente.

Os diploides somaticos heterozigotos assim obtidos assemelham ~se as 1i
nhagens selvagens com relacdo as caracteristicas morfologicas e nutricionais, po
rem devem ser observados outros critérios para confirmacao da condicdo diploide,
tais como: a) conteudo de DNA dos nucleos; b) contagem do nimero de cromossomos;
¢) segregacdo da marca genetica em heterozigose; d) volume celular e nuclear; e)
sensibilidade a luz ultravioleta; f) mutabilidade; g) numero de nucleos em coni
dios; h) sensibilidade ao fungicida Benlate; 1) forma e diametro da vesicula dos
conioforos, etc... Esses criterios podem fornecer boas evidéncias ou confirmar a
condicdo diploide da Tinhagem isolada. ,

Em muitas especies, como € o.caso de A. nidufans, o volume dos conidios
da linhagem diploide & aproximadamente o dobro do das linhagens haploides. Em ou
tros casos, essa relacac nao e observada, sendo impossivel separar conidios haploi
des dos diplgides pelo volume (IKEDA e col.. 1957 em A. sojae; HOLLIDAY, 1961 em
Ustilago maydis; TINLINE, 1962 em Cochliobofus sativus; PAPA, 1973 e MESSIAS,
1977 em A. fLavus e PAPA, 1978 em A. parasiticus). ISHITANI e col. (1956) verifi
caram que em A. Aojae e A. onyzae, apesar de nao haver diferenca em relacdo ao vo
Tume dos conidios, diploides podiam ser separados de haploides pela freqiencia do
numero de nucleos por conidio. Resultados semelhantes sao reportados por MESSIAS
e AZEVEDO (1980).

A condicao diploide permite a formacao de recombinantes que surgem por
permuta mitotica e/ou ndo disjuncdo mitotica, eventos que podem ser seguidos ou
nao pela hap]oidizacio.' | .

A permuta mitotica, descrita por STERN (1936) sem Drcsophila, foi estudi
da por ROPER e PRITCHARD (1955) e PONTECORVO e KAFER (1958) em A. nidufans. Esses
autores concluiram que o fenomeno € raro, ocorrendo uma vez em cada 500 mitoses e
se da no estagio de 4 fios. ‘Forma também produtos reciprocos e permite a formacdo
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de nucleos homozigotos para alelos ligados e distais em relacdo ao ponto de permu
ta. Isto ocorre com os marcadores proximais e marcas genéticas em outros Cromosso
mos continuando em heterozigose. Neste tipo de analise, podem ser estabelecidas
as ordens dos qenes e posicao do centromero num braco cromossomico. Mas, segundo
ROPER (1966), existem TimitacGes, pois com esse fenomeno nio se pode ter ideia da
associacao dos genes em relacao a outros grupos de ligacao e também ha necessidade
das marcas seletivas distais serem recessivas ou semi-dominantes. Uma avaliacdo rd
pida das freqiiencias de recombinacdo, como ocorre nas analises mitoticas, tambem
nao e possivel.

De acordo com KAFER (1960, 1961), a ocorréncia de segregantes hapldides,
diploides e aneuploides sdo devidas as perdas sucessivas de cromossomos (nao dis
juncao mitotica) que originariam diversos estados aneuploides instaveis como o0s
hiperdiploides (2n + 1) e os hiperhaploides (n + 1).

Uma serie de substancias com efeito haploidizante tem sido descobertas.
Os primeiros relatos nesse sentido foram feitos para a especie A. niger, onde o
agente utilizado foi p -fluorfenilalanina (pFA) (LHOAS, 1961; MORPURGO, 1961;
LHOAS, 1968). Depois de sua descoberta, o pFA vem sendo utilizado como agente ha
ploidizante em varias espécies de fungos, e sua possivel influéncia na selecdo de
marcas auxotroficas tambem tem sido reportada (BALL, 1971; PAPA, 1976; BRADSHAW
e col. 1983). Outras drogas utilizadas como agente haploidizante sdo a N-glicosil
potifungina (BALL e col., 1975}, Griseofulvina (KAPPAS e GEQRGOPOULOS, 1974), Chlo
roneb (KAPPAS e GEORGOPOULOS, 1975; AZEVEDO e col., 1977), fungicidas benzimidazo
licos e thiophanato {KAPPAS e col., 1973), Botran, PCNB e SOPP (KAPPAS e GEORGO
POULOS, 1975) e BENOMYL (HASTIE, 1970). Este uTtimo, tem sido utilizado para sepa
rar linhagens haplgides e diploides (UPSHALL e col., 1976; BRADSHAW e col., 1983;
BONATELLI JR. e col. 1983).

NUESCH e col. (1973) e BALL e HAMLYN (1978), estudando Acremonium chryso
genum (Cephalosporium acremonium), observaram que no processo de selecao dos di
ploides eram obtidas duas c¢lasses de colonias prototroficas. Na primeira classe,
as colonias eram estaveis, ndo segregando nenhuma das marcas geneticas envolvidas
no cruiamento, mesmo utilizando-se pFA ou raios gama. A segunda classe, ocorreria
apenas em alguns cruzamentos e, era composta por colonias prototroficas instaveis,
que segregavam pelo menos uma das marcas geneticas envolvidas no cruzamento. 0s
resultados foram confirmados e ampliados com a utilizacdo da tecnica de fusdo de
protoplastos, pois puderam ser isolados, com o uso de meios seletivos, colonias re
combinantes sem que fosse constatada a presenca de dipldides. Estes resultados su
gerem que o estado diploide e transitorio, como ocorre na meiose, apresentando se

gregacao cromossomica e permuta mitotica em alta fregliencia. Pode ser dito que
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este fenomeno, observado em A. chrysogenum, apresenta-se como excecdo 3 sequéncia
de eventos do ciclo parassexual. Um outro exemplo foi o estudado por CALAM e col.
(1973) em Peniciflium patulum, onde foi constatada a formacio de prototroficos es
taveis com raros segregantes hapldides, tornando-se dificil a interpretacao desses
resultados uma vez que critérios inequivocos para se estabelecer a natureza haploi
de ou dipldide das linhagens nao haviam sido estabelecidos. Fendmeno similar foi
constatado em A. niger por BONATELLI JR. e col. (1983) e, recebeu a denominacdo de
parameiose,

Alem de sua importancia como fonte de variabilidade, o ciclo parassexual
favorece certos estudos de ordem genetica. Podem ser citados o mapeamento geneti
co em fungos imperfeitos (AZEVEDO, 1972, 1976), as interacoes génicas alélicas ou
ndo, sendo o estado diploide importante modelo para o estudo de regulacdo génica
em eucariotos (revisao em SMITH e PATEMAN, 1977), a instabilidade gengtica (AZEVE
D0, 1972, 1976), o melhoramento de caracteristicas de interesse economico (SERMON
TI, 1969; BONATELLI JR., 1977, MESSIAS, 1979; BRADSHAW e col. 1983; UMBUZEIRO
VALENT, 1985) e estudos da origem e relacOes genéticas entre racas fisiologicas de
fungos fitopatogenicos (BUXTON, 1956, 1962; AZEVEDO, 1976). Atraves da analise
mitotica, pode-se tambem estabelecer o niimero de grupos de ligacdo de uma determi
nada espécie. Assim, foram atribuidos seis grupos de ligacdo para A.nigen (LHOAS,
1967), sete para A. 4Lavus (PAPA, 1976) e quatro para Humicofa (BERTOLDI e CATEN,
1975).

Alem das 41 especies de fungos filamentosos, pertencentes a varios géne
ros, nas quais a parassexualidade foi demonstrada (AZEVEDO, 1976; MESSIAS, 1979),
outras especies tém sido relatadas como possuindo este ciclo (RIBA e RAVELOJOANO,
1984). POULTER 3 591. (1981), demonstraram pela primeira vez a ocorrencia de ci
clo parassexual em Candida albicans, utilizando-se a técnica de fusao de esfero
plastos. Foi evidenciado que nessa especie o ciclo parassexual deve ocorrer no
sistema 2n x2n -~ 4n + 2n,

2.4. A enzima amiloglicosidase

A enzima amiloglicosidase ou glucoamilase (AG) (E.C. 3.2.1.3.) hidroliza
ligacoes alfa 1,4 e aifa 1,6 do amido, removendo unidades de glicose a partir das
extremidades ndo redutoras das cadeias. Portanto a maltose, a amilose e a amilo
pectina sao totalmente convertidas em glicose por esta enzima (DIXON e WEBB, 1962;
BARMAN, 1969).

A demonstracao de que a AG agia nas extremidades das moleculas de amido
liberando somente glicbse como produto final, foi conseguida por KERR e Egl.(1951)
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e PAZUR e ANDO (1959) quando estudaram a acd3o da AG sobre amilose e amilopectina
em A. niger. Em 1962, essa enzima foi purificada por PAZUR e KLEPPE; que tambem
determinaram seu modo de acao e seu pesc molecular aproximado (97000 * 5%).

FLEMING e STONE (1965), LINEBACK (1968), FINCH e LEONARD (1978), SVENSSON
€ col. (1982) e RAMANESH e col. (1982) estudando A. niger mostraram a existéncia
das formas I e II de AG, as quais segundo MANJUNATH e RAO (1980) sio imunologica
mente identicas.

MOHSIN e col. (1979 a, b, c) estudando a producdo de AG nor algumas espe
cies do genero Aspergiflfus, purificaram esta enzima de A. goetidus e A. awamori e
fizeram seu fracionamento.

As formas I, II, III de AG com respectivos pesos moleculares de 76000,
38000 e 3800, foram identificadas em A. oryzae. A sequir, a acio das tres diferen
tes formas de AG foram estudadas em diferentes substratos (MIAH e UEDA, 1977a, b).
SAHA e col. (1979), além de estudarem isoladamente a forma I, mostraram que as for
mas apresentavam-se na seguinte proporcao: 51(I); 3(II) e 1(III). RAZZAQUE e
UEDA (1978), estudando outra linhagem de A. oryzae com alta producio de AG; obser
varam que ela também produzia tres formas de AG, porém diferentes das relatadas an
teribrmente, apreséntando baixa capacidade na digestao do amido cru.

Em Rhizopus sp, TAKAHASHI E.EEl: (1978), tambem purificaram trés formas
de AG, estudando suas propriedades.

Em 1982, HAYASHIDA e col. evidenciaram um s7tio de afinidade para amido
cru na AG I de A. awamoni.

UEDA e KOBA (1973) descobriram um composto produzido por uma linhagem de
Streptomyces sp nQ 280, capaz de inativar algumas amilases. De pequeno peso mole
cular, esse composto age como inibidor de glucoamilase, alfa-amilases pancreatica
e salivar e alfa-amilase de bacterias. 0 inibidor mostrou um efeito acentuado so
bre glucoamilase de Rhizopus, inibindo 72,2% da atividade. Sua acdo na amilase de
Aspergilfus causa apenas 8,3% de inibicao. Esse composto foi purificado por NAKA
NO e col. (1981) e se revelou complexo, apresentando pelo menos duas fracdes prin
cipais; uma que se comporta como o]igassacaereo‘de grupamento amilo livre e ou
tra, e provavelmente um glicopeptidio. MEDDA e col. (1981) estudaram a acdo do
inibidor descrito acima, contra glucoamilase [ purificada de Aspergiffus. Uma ini
bicae de 97% foi conseguida quando a concentracao de 1,6 nug/ml do inibidor foi uti
Tizéda em 1,8 U da enzima. UMBUZEIRO VALENT (1985) verificou que em linhagens de
A. niger, a presenca de 7,0 ug/ml do inibidor & suficiente para causar uma inibi
¢ao da atividade enzimatica da ordem 60%. Esse indice sobe para 80% com o0 uso de
23,0 ug/ml do inibidor.
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LE MENSE e col. (1974) testaram 278 culturas do genero Aspergillus e ve
rificaram que o melhor produtor de enzima dextrinizante (AG) era a Tinhagem NRRL
337 de A. nkger . Fatores que afetavam a producao também foram estudados. Em
1964, SMILEY e col. mostraram que a linhagem NRRL 3112 de A. awamoni produzia mais
AG que NRRL 337 de A. niger. CADMYS e col. (1966), constataram que as linhagens
NRRL 3112 de A. awamon{ e NRRL 3122 de A. niger apresentaram maior eficiencia na
digestao do amido, do que a linhagem NRRL 337. Observaram tamb@m que isso se de
via a menor atividade de transglicosidase, enzima responsavel pela polimerizacag
de unidades de glicose em oligassacarideos.

Vinte Tinhagens de fungos obtidas de varios laboratdorios e dez linhagens
pertencentes aos generos Aspengillus e Rhizopus, isoladas a partir de amostras de
solo foram examinadas quanto a producao de amiloglicosidase. Dessas, somente sete
eram produtoras de enzima, sendo que as linhagens NRRL 3112 de A. awamori{ e NRRL
3122 de A. niger produziram-na em grandes quantidades (PARK e DE LIMA, 1972).

KVESITADZE e col. (1981 a) testaram 42 Tinhagens verdes e 111 pretas, to
das pertencentes ao genero Aspergiffus, e verificaram que somente as pretas produ
ziam AG. Entre essas, a maioria das boas produtoras eram linhagens A. awamoni e
A, nigen.

0s mutantes auxotroficos sao essenciais para estudos de recombinacdo em
microorganismos e podem determinar ganho, perda ou nao alteracao na producdo dos
metabolitos (revisoes em SERMONTI, 1969; DEMAIN, 1973; HOPWOOD e MERRICK, 1977).

BONNER (T947), estudando Pendiclllium notatum observou que em relacao aos
mutantes auxotroficos, os deficientes para lisina, em 25% dos casos, foram os que
apresentaram sintese defectiva de penicilina.

Em Streptomyces nimoAuA; trabalhos conduzidos por ALIKHANIAN e col.
{1959) indicam que mutantes deficientes para metionina e nicotinamida, reduzem a
producdo de terramicina apenas se 0s compostos forem adicionados em baixas concen
tracoes no meio de fermentacdo. No caso do mutante deficiente para nicotinamida,
a reducio & de 8 a 28% em relacdo 3 linhagem original. Foi verificado tambeém que
a adicao em excesso de vitamina no meio de fermentacao causa um aumento na produ
¢io de 93 para 144%.

| FANTINI E OLIVE (1960) e FANTINI (1962) estudaram Emericellopsis salmosy
nemata e verificaram que as deficiencias nutricionais reduziam acentuadamente a
producao de cefalosporina N (penicilina N).

ALIKHANIAN e BORISOVA (1961) estudando recombinacac em Strepfomyced au
neofaciens observaram que a maioria dos mutantes auxotroficos isolados era defi
ciente para arginina e usualmente nio acumulavam tetraciclina, enquanto que um mu
tante deficiente para isoleucinavalina produzia cerca de 1/10 da linhagem paren
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tal. Alguns mutantes para cisteina, metionina e arginina, produzindo 5 -10% menos
tambem foram obtidos em trabalho posterior JERAI (1961, apud SERMONTI, 1969).

POLSINELLI e col. (1963) relatam que em Streptomyces antibioticus, a
queda significativa na producde de actinomicina ocorre somente com deficiencia na
sintese de aminoacidos encontrados na molécula do antibiGtico. Porém, em P. chiy
sogenum (MACDONALD e col. 1963) e em A. niger (BONATELLI JR., 1977) ha perda em
relacao a producao de penicilina e acido citrico, respectivamente. Essa perda &
observada em mutantes deficientes para a sintese de adenina, a qual aparentemente,
nao esta relacionada com a sintese dos metabdlitos citados.

MUSILKOVA e FENCL (1970) verificaram em A.niger que mutantes deficientes
para arginina produziam cerca de 14% a mais de acido citrico que a Tinhagem paren
tal, enquanto que mutantes deficientes para vitaminas e mutantes deficientes para
aminoacidos e bases nitrogenadas tiveram a mesma au menor producio, respectivamen
te. Observaram ainda uma relacao entre a menor producao de acidos e o menor cres
cimento das Tinhagens.

ILCZUK (1971) verifica tambem em A. niger, diminuicdo da producdo de aci
do citrico, em mutantes deficientes para niacina, piridoxina, tiamina e acido f61i
co.

CHANG e TERRY (1973) observaram atraves da formacao de heterocarios e di
pioides, que mutantes auxotroficos de A. niger, exceto dois deficientes para metio
nina e histidina, produziram menos acido citrico que a linhagem parental em meio
de fermentacao suplementado com 250 ug/ml da substancia requerida. Tambem as mar
cas morfologicas podem influir na producdo. ILCZUK (1968) e LOCKWOOD {1975) em A.
nigen e SERMONTI (1969) em P. chaysogenum demonstraram isso, estudando mutacdes pa
ra coloracao de conidios.

Linhagens diploides obtidas por métodos diversos em diferentes especies,
bem como os segregantes conseguidos a partir dessas linhagens, tem sido alvo de
muitos estudos no que se refere 3 producdo de metabolitos de interesse industrial.
Considerando diploides homozigotos, os conseguidos do cruzamento de mutantes obti
dos de uma unica linhagem parental, apenas em dois trabalhos foi obtido ganho sig
nificativo na producio (ELANDER, 1966 apud SERMONTI, 1969; DAS e ROY, 1978). Nos
demais casos, a producdo foi similar ou inferior as linhagens parentais. Certas
caracteristicas, como por exemplo maior estabilidade, pode ser de grande utilidade
na producao. Resultados nesse sentido foram obtidos por TAVARES e AZEVEDO ‘(1974)
e BONATELLI JR. (1978). '

Considerando diploides heterozigotos como aqueles sintetizados entre 11
nhagens divergentes por muitos passos de tratamento com mutagenicos ou entre linha
gens isoladas independentemente apos tratamento com mutagénico para obtencao de mu
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tantes com producao elevada ou entre linhagens com diferentes origens, ganho de
producao pode ser observado em alguns cruzamentos descritos nos trabalhos de SER
MONTT (1969), BALL (1973) e TAVARES e AZEVEDO (1974). MAcDONALD (1966), obteve
duas classes de diploides: uma de baixa producdo de penicilina (300 -1200 ug/ml)
e outra de alta producao (3000 a 3500 ug/ml1) em Penicillium chrysogenum.

BALL e HAMLIN (1978) estudando segregantes do cruzamento entre 1inhagens
de Acremonium chrysogenum, verificaram que um deles produzia 40% mais cefalospori
na C que a Tinhagem parental mais produtiva.

RUDD e HOPWOOD {1979}, estudando Streptomyces coelicofor, obtiveram 76
mutantes incapazes de produzir o antibidtico "actinorhodin". Eles foram divididos
em 7 classes fenotipicas levando em consideracao a sintese de antibiotico, acimu
1o de pigmentos ou produtos precursores. Um membro de cada classe mutante foi ma
peado num pequeno segmento entre os loci his D e gqua A, tendo sido sugerido gue os
genes estruturais para a biossintese da "actinorhodin" podem formar um agregado
genico.

YAMASHITA e FUKUI (1984) utilizando etilmetanosulfonato (EMS) como agen
te mutagenico, isolaram mutantes de Sacchoromyces diastaticus que ndo produziam
amiloglicosidase (amy™ ). Verificaram que as mutacdes pertenciam a dois grupos de
complementacdo amy 1 e amy 2 e eram recessivas. As mutacdes amy 1 estavam Tocali
zadas no gene STA 1 (produtor de AG I). Para formacdo de dipidides foi usado o mé
todo de fusao de protoplastos.

UMBUZEIRO VALENT (1985) estudando genes que afetam a producao de AG em
A. nigenr, constatou que em testes de interacdo alélica, todas as mutacdes induzi
das eram recessivas. No teste de complementacdo, foram revelados pelo menos dois
genes que afetam a producao de AG: o Tap 61 e lap 73 e/ou lap 38.

CHANG e TUVESON (1975) estudando uma linhagem de Aspengiflus {oetidus
que segrega espontaneamente conidios com deficiéncia para prolina, verificaram que
quanto maior proporcac de conidios pro”, menor € a quantidade de AG produzida. Li
nhagens apresentando 3% de conidios pro” produziram uma media de 14,5 U/ml de enzi
ma enquanto que, 1inhagens com 32% de conidios pro~, produziram 5,5 U/ml.

2.5. Protoplastos

EDDY e WILLIAMSON (1957, 1959) e BACHAMANN e BONNER (1959), fizeram os
primeiros relatos sobre a tecnica de obtencdo de protoplastos em fungos filamento
sos. Estes, tém sido utilizados para facilitar a manipulacao genetica, permitindo
realizar cruzamentos que dificiimente acorreriam utilizando t&cnicas convencio
nais (PEBERDY, 1979a, 1980).
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2.5.1. Isolamento

Protoplastos de celulas microbianas sdo obtidos pela digestdo to
tal ou perfuracao localizada da parede celular, procedimento que liberara o contgg
do celular envolvido pela membrana para um meio hipertonico.

A liberacao de protoplastos, envolve normalmente o uso de enzi
mas 1iticas. EDDY e WILLIAMSON (1957, 1959) foram os primeiros a utilizar o suco
digestivo de Helix pomatia, como complexo 1itico para a obtencio de protoplastos
em Saccharomyces cerevisiae. Depois deles, outros autores vem utilizando a mesma
enzima em outras especies de leveduras (DEUTCH e PARRY, 1974; SHAHIM, 1971; PAR
TRIDGE e DREWE, 1974) e tambem em outros fungos ( EMERSON e EMERSON, 1958 e
BACHMANN e BONNER, 1959) em Neurospora crassa; FAWCETT e col., 1973em Penicillium
chsogenum e Cephalosporium acremonium; FERENCZY e col., 1974 em Geotrnicum candi
dum; MUSTLKOVA e FENCL, 1968 em A. niger; MUSILKOVA e col., 1969 em P. puspLL
hugenum,

Boa parte dos pesquisadores que trabalham com fungos preferem
utilizar complexos enzimaticos obtidos a partir de microorganismos. Entre varios
exemplos encontra-se a Zimoliase derivada de Arthnobacten futeus (YAMAMURA e col.,
1975).

De VRIES e WESSELS (1973), trabalharam com enzimas 17ticas de
Trnichoderma viride e verificaram que a mesma possuia trés componentes principais:
S-glucanase (= 1,3 glucanase), R-glucanase (» 1,3-, B 1,6-glucanase) e quitinase.
Verificaram tambem que esses trés componentes foram necessirios para a liberacio
de protoplastos em Schizophillum commune. Por outro lado, SIETSMA e col., (1967),
estudaram um complexo 13tico obtido do Streptomyces satsumaensis e verificaram que
ele era composto por dois importantes componentes: uma celulase e uma exolaminari
nase.

HOUSSET e col. (1975), conseguiram aumento na eficiéncia da pro
ducdo de protoplastos em Schizosaccharomyces pombe, atraves da adicdo de « - 1,3 -
glucanase e B - 1,3 -glucanase a enzimas de suco digestivo de caramujo. MORRIS
(1978), verificou que a adic3o de glusulase ao complexo 17tico proveniente de Tri
choderma harzianum, aumentou a velocidade de liberacdo de protoplastos em A. nidu
tans. ANNE e col. (1976), obtiveram producdo maxima de protoplastos em P.chrysoge
num quando enzimas produzidas por Tadchoderma foram misturadas a uma preparacgao
proveniente de Streptomyces gramineofasciens e a uma celulase comercial.

Complexos enzimaticos purificados e constituido por diferentes
polissacarases (celulase, gumase, maltase, hemicelulase e quitinase), tem sido uti
lizados para obtengao de protoplastos em diferentes especies de fungos ( EMERSON e
EMERSON, 1958; DIATEWA e col., 1981; HAMLYN e col., 1981),
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PEBERDY e col. (1976}, estudando fatores que afetavam a Tibera
cdo de protoplastos em A. nidulans, A. flavus, P. chuysogenum, N.crassa e Fusarium
cubmorum, concluiram que uma maior eficiencia era obtida quanto utilizadas cultu
ras em fase exponencial de crescimento. Existem muitos trabalhos relatando a in
fluencia dessa variavel, principalmente em leveduras ( EDDY e WILLIAMSON, 1957;
BROWN, 1971; SHAHIM, 1971; DEUTCH e PARRY, 1974; STEPHEN e NASIM, 1981).

MUSILKOVA e FENCL (1968), estudando A. niger, concluiram que a
aeracao e uma variavel muito importante na liberacdo de protoplastos. Concluiram
tambem que o meio residual de cultivo deve ser retirado da suspensac de micelio,
através de lavagem com solucdo de alta pressdo osmotica.

Uma outra maneira de aumentar a eficiencia da producdo de proto
plastos e fazer um pré-tratamento das células com certas substancias. Entre elas,
a 2-deoxi D-glicose (FOURY e GOUFFEAU, 1973), o Dithiothreitol, 2-Mercaptoetanol
ou -cisteamina (DOOIJEWAARD e col., 1973; FAWCETT e col., 1973; FINKELMAN e col.,
1980). Pode-se promover a liberacdo de protoplastos através de um pré-tratamento
do micelio com detergentes tais como: desoxicolato, laurilsulfato e Triton X 100.
Este ultime foi apontado como o mais eficaz para Pyithium sp(SIETSMA e BOER, 1973).

EMERSON e EMERSON (1958), trabalharam com N. crassa e observaram
que protoplastos produzidos a partir de conidios, parecem ser menos uniformes do
que os obtidos a partir de hifa especialmente em baixas concentracoes de acucares
e enzimas. GENTHNER e BORGIA (1978) em Mucoxr racemosus e BOS e SLAKHORST (1981)
em A, nidulans e A. niger, verificaram que a producac de protoplastos a partir de
conidios, resulta mais homogenea no que se refere a composicao de organelas e por
tanto no seu desenvolvimento.

2.5.2. Fusao

LOPEZ-BELMONTE e col. (1966), descreveram pela primeira vez, co
mo um evento raro, a fusao espontanea de protoplastos em Fusarium cufmorum. Ja a
primeira tentativa de fusdo controlada foi feita por FERENCZY e col. (1974) em Geo
trnichum candidum, onde foi obtida baixa fregiiencia de colonias heterocariodticas.
BINDING {1974), conseguiu um aumento na fregiliencia da fusao de protoplastos em Phi
comyced blakesleeanus, utilizando agua do mar e Ca(NO;). tamponado como agentes de
fusio. Neste UTtimo, os autores observaram que a freqgilencia de fusao foi duas ve
zes maior do que a obtida com a agua do mar e 37 vezes maior do que a obtida por
FERENCZY e col. (1974). FERENCZY e cal. (1975), trabalharam com A. nidulans e uti
lizaram d; ;;;ﬁos agentes de fusdo, tendo obtido um aumento na freqiienciade fusao.

CONSTABEL e KAO (1974), trabalhando com protoplastos de plantas,
conseguiram aumentar a freqiéncia de fusao atraves do uso de polietileno glicol

(PEG).
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Em P. chrysogenum, ANNE e PEBERDY (1975) estudaram algumas varid
veis relacionadas com o PEG e verificaram que a meThor concentracdo foi de  30%
(p/v) com um tempo de exposicdo de 10 minutos a 30°C. PEBERDY e col. (1976) encon
traram freqiiencias de fusdo 1000 vezes maiores do que as relatadas anteriormente.
A partir desses estudos, ANNE e PEBERDY (1976), estabeleceram uma metodologia de
fusdo de protoplastos que pode ser aplicada com sucesso a varias espécies de fun
gos. Utilizando mutantes auxotroficos complementares, esses mesmos autores, reali
zaram fusoes intra-especificas e também interespecificas. Colonias heterocarioti
cas foram selecionadas em meio minimo e alguns diploides foram caracterizados atra
vés da confirmacdo de prototrofia, volume e coloracac de esporos e conteldo de
DNA. ‘

Cruzamentos entre celulas com o mesmo tipo de reacao sexual foi
possivel gracas a técnica de fusdo de protoplastos, e tém sido descritos em S. ce
nevisdiae (SVOBODA, 1978; CHRISTENSEN, 1979).

POULTER e col. (1981), atraves de fusao de esferoplastos, obtive
ram em C. albicans, colonias prototroficas cujas células possuiam o dobro do volu
me das linhagens auxotroficas utilizadas no cruzamento. Obtiveram também, recombi
nantes auxotroficos com volume nuclear semelhante a 1inhagem prototrofica, e con
cluiram se tratar de permuta mitotica.

BALL e HAMLYN (1982} nao obtiveram evidencias nitidas da forma
¢ao de diploide em linhagens relacionadas e divergentes de C. acremonium. Recom
binantes, provavelmente haploides foram recuperados através de plagueamento da S0
lugdo de fusao para uma serie de meios seletivos de regeneracio.

SILVEIRA e AZEVEDO (1987), obtiveram alto numero de protoplastos
de linhagens de M. andisopfiae. Observaram que dentre e entre linhagens, produtos
de fusao apareceram em alta freqiiencia. Recombinantes mitoticos foram isolados a
partir das colonias prototroficas. Segundo os autores, tais estudos vem confirmar
a importancia dessa tecnica para estudos geneticos visando melhoramento.

A técnica de fusao de protoplastos tem possibilitado a realiza
¢do de cruzamentos interespecificos e inter-genericos. Assim, FERENCZY e col.,
(1977) relataram a fusdo e complementacao nutricional entre A. nidulans e A. fumi
gatus a uma baixa fregiiencia e sugeriram que o fenomeno da complementacao teve co
mo causa a aneuploidia.

Colonias heterocarioticas de crescimento lento em meio minimo,
que deram origem a diploides vigorosos, foram obtidas por KEVEI e PEBERDY (1977,
1979}, ao realizarem fusdc entre A. nidufans e A. rugufosus. Apos haploidizacao,
os autores verificaram distribuicao ao acaso dos grupos de ligacao, sugerindo um
alto grau de homologia entre as espécies.
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PEBERDY e col. (1977), cruzaram P. chrysogenum e P. cyaneo - ful
vum via fusao de protoplastos, apds terem tentado exaustivamente as técnicas con
vencionajs. Obtiveram colonias heterocarioticas em meio minimo numa fregiliencia da
ordem de 0,01, com crescimento lento e irregular e totalmente diferentes das Tinha
gens parentais, Em meio completo, essas colonias rapidamente originavam os tipos
parentais, distinguidos pela colora¢do dos conidios. Apds 5 - 7 dias de incubacao
em meio minimo, setores com micélio mais denso foram isolados, os quais em meio
completo produziram cerca de 1 x10® conidios em uma coldnia de 8 cm de diimetro.
Esses isolados foram considerados "hibridos” e eram instiveis na presenca de agen
tes haploidizantes. Setores prototroficos e auxotroficos parentais bem como recom
binantes foram obtidos e analisados quanto aoc diametro de conidios. Sugeriram en
tdo, se tratar de diplgides, aneuploides e haploides. KEVEI e PEBERDY (1977,1979)
também obtiveram dipldides recombinantes para as marcas parentais. GODFREY e col.
(1978), utilizando técnicas de fusdo de protoplastos, observaram um aumento de 200
a 1000 vezes no numero de cruzamentos obtidos entre S. pradae e S. binkindensis,
quando comparado com tecnicas convencionais. CARRAU e col. (1982), obtiveram pro
dutos de fusao entre Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe.

BRADSHAW e col. (1983), atraves de fusdo de protoplastos, obtive
ram hibridos entre A. nugufosus e uma linhagem de A. nidulans que possuia uma mar
ca genética em cada um dos grupos de ligacao. Estes hibridos apresentaram conidia
¢ao pobre e a analise de seus segregantes obtidos pelo tratamento com Benlate reve
lTou a existéncia de recombinacao entre todos os pares de marcas nao ligadas. To
dos os segregantes se mostraram estaveis em MC e MC contendo Benlate, n3o tendo si
do observada nenhuma colonia instavel que apresentasse um comportamento semelhan
te por exemplo as linhagens duplicadas ou aneupldides. A recuperacio de segregan
tes parentais numa freqliencia significativamente maior do que a esperada e tambem
a observacaoc de que essa segregacdo aberrante ndo estava correlacionada com um gru
po de Tigacao em particular, levou os autores a concluirem que se tratava de incom
patibilidade interespecifica. 0 estudo da segregacdo das marcas geneticas de A.
nugufosus obtidos a partir dos hibridos sugere que A. nidulans e A. rugufosus dife
rem quanto ao numero e tamanho dos cromossomos.

FUNGARO (1984), relata a obtencao em baixa freqliencia de produ
tos de fusdo entre A. niger e A. awamoni. Considera como causa de baixa freqiién
cia o nimero relativamente pequenc de protoplastos utilizados para a fusio e a
baixa quantidade de colonias obtidas em meio completo contendo KC1, talvez explica
da pela baixa capacidade de regeneracao. Outro aspecto seria em relacdo ao PEG,
que no caso estaria exercendo um efeito toxido preferencial sobre uma das Tlinha
gens cruzadas. Cerca de 92% das colonias crescidas em meio completo contendo KCI

eram de A. awamoni.
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FERENCZY e MARAZ (1977), realizaram transferéncias de mitocon
drias entre linhagens do mesmo tipo de reacdo sexual em S. cerevisiae. FUKUDA e KI
MURA (1980) e YAMASHITA e col. (1981) realizaram transferéncia inter-genérica de
mitocondrias de Hansenula wingel para protoplastos de S. cerevisize, usando a meto
dologia de miniprotoplastos. MARAZ e SUBIK (1981) fusionaram protoplastos de Ti
nhagens auxotroficas de S. cerevisiae de "reacdes sexuais" iguais e opostas, carre
gando diferentes marcadores mitocondriais.

HINNEN e col1.(1978), transformaram protoplastos de S. cerevisiae
Leu 27 com plasmidio bacteriano Col E 1 contendo o gene feu 2% de levedura. Es
tes, se inserem em varias regides do genoma, incluindo a regido Leu 2°. BEGGS
(1978), utilizando plasmidio quimérico entre Col E 1, 2 um e mais o gene Leu 2°,
transformou protoplastos de S. cerevisiae. Ainda nessa espécie, MANN e MECKE
(1980), isolaram e caracterizaram membranas nucleares e niicleo através de - composi
¢ao quimica e padrdo eletroforetico de proteina total.

Uma metodologia desenvolvida mais recentemente tem sido aplicada
com sucesso na fusdo de protoplastos., Trata-se da eletrofusdo, que tem sido repor
tada como causando aumento na fregiiencia de fusao da ordem de 200 vezes (WEBER e
col., 1981; ZIMMERMANN e VIENKEN, 1982), quando comparado com o tratamento sem cam
po eletrico.
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3. Material e Metodos

3.1. Linhagens utilizadas

As linhagens de Aspengiflus awamoni utilizadas no presente trabalho sdo
a NRRL 3112 e a Awm 3. Esta ultima, € um mutante morfologico obtido a partir da
lTinhagem NRRL 3112 atraves de tratamento com luz ultravioleta que apresenta coni
dios de coloracdo marrom e deficiéncia nutricional espontanea para arginina ou pro
lina. Tambem foi utilizada a linhagem pab; nic, olv, de Aspergiffus niger, que
possui conidios de coloracao oliva e deficiencia para os acidos p-aminobenzoico e
nicotinico (gentilmente cedida por Gisela U. Valent - UNICAMP).

3.2. Meios de cultura e de fermentacao utilizados

3.2.1. Meio Minimo (MM) (PONTECORVO e col. 1953 b)

Nitrato de S0di0 ..vvierenvrenanenacannnans 6,0 g
Fosfato dihidrogenado de potassio ......... 1,5¢g
Cloreto de potassio ......... ceaeans Ceeeann 0,54¢
Sulfato de magnesio 7 Ha0 ...ovvunennnn... 0,54
SuTfato de ferro cvivveiieiisenarisonnnnnes tracos
Sulfato de zinCO ....veiiiriinniiinnannnnns tracos
I o]0 Y 10,0 g
Agua destilada ...cceeeennnnnnnn. Ceereas eee 1,01

0 pH foi ajustado para 6,8 com NaOH 4% ou HC1 1N; quando deseja
do solido, foram adicionadas 15,0 gramas de agar por litro. .

3.2.2. Meio Minimo 2 vezes forte
Foi preparado de maneira semelhante ao jtem 3.2.1., onde cada
componente foi colocado em quantidade dobrada, com excecao da agua.

3.2.3. Meio Completo (MC) (PONTECORVO e col., 1953 b)
Foi adicionado a 1 litro de Meio Minimo:

Peptona ..... cerarean tesseritasestarnasaans 2,0 g
CaseTna hidrolisada .....covvvvnriennnannss 1,5 ¢
Extrato de Teveduras .....civvreerncnsanans 0,59
Solucao de vitaminas ...eeeevevoens Ceanaeen 1,0 ml
Rcido nucleico de leveduras .....vveevenans 2,5 mi

0 pH foi ajustado para 6,8 com NaOH 4% ou HC1 1N; quando solido,
foram adicionadas 15,0 gramas de agar por litro.
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3.2.4. Meio Completo 2 vezes forte
Foi preparado de acordo com o Ttem 3.2.3., onde cada componente
foi colocado em quantidade dobrada, com excecao da agua.

3.2.5. Meio Minimo 17quido com 4% de Meio Completo

Foi adicionado ao Meio Minimo (suplementado com prolina quando

necessario) 4% de Meio Completo. A solucdo resultante foi distribuida em tubos de
ensaio com 2,5 ml, autoclavada e conservada sob refrigeracao.

3.2.6. Meio para a producdo de micelio - MCS
Ao Meio Minimo 1iquido adicionou-se:
Caseina hidrolisada .....ovveviiiinnenesnnnncenn 2,0 g
Extrato de Tevedura ........ovvevvvenacnnss veees 5,0 g

0 pH foi ajustado para 6,8 com NaOH 4% ou HC1 1N, 0 meio foi
complementado com as substancias para as quais as linhagens eram deficientes.

3.2.7. Meio de regeneracao de protoplastos
Misturou-se, assepticamente, iguais volumes de Meio Minimo ou
Meio Completo 2 vezes forte e KC1 1,2 M (item 3.3.19.). Foi mantido a temperatura
de 50 - 60°C até a hora do uso.

3.2.8. Meio de fermentacac MAC (BONATELLI JR. e col., 1984)

Farinha de raspa integral de mandioca .......... 20,0 g
Nitrato de sodio ............ Cereeae Ceenreeeraes 1,0 g
Fosfato dihidrogenado de potassio .....eeeveeen. 1,0 g
Sulfato de magnesio 7 H:0 ........... tereranenes G,5 g
Agua destilada vveveerevvnrenennneroeeennnnnnnns 1,0 1

0 pH foi ajustado para 5,5 com NaOH 4% ou HC1 1N e a esteriliza
¢io & feita a 1 atm e 120°C por 15 minutos. Aliquotas de 25 ml do meio foram dis
tribuidas em frascos erlenmeyer de 125 ml. Quando necessario, foram adicionados
requisitos nutricionais.

3.2.9. Meio Minimo com amido
Foi preparado de maneira identica a descrita no Ttem 3.2.1., com
excecao da glicose que foi substituida pelo amido, na mesma concentracdo
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3.3. Solucoes utilizadas

3.3.1. Solucao de Vitaminas

BiotTNa vevvrinrernneecvacensosaceannssasaannns 0,2 mg
Acido p-aminobenzoico ............. cereranaraas 10,0 mg
Aneurina ou tiamina ......ccoviiiiiinniininiannn 50,0 mg
PIridoXiNg vueeeenrvaccenrsorasasnancacaacnnnss 50,0 mg
Acido nicotTRICo vviienvrvnneennnss Cerearraenre 100,0 mg
RibOfTaving ...cuvirieeeeiinrececnossresennnnnes 100,0 mg
Rgua destilada esterilizada ..... Ceteasnaa veee. 100,0 ml

A solucdo foi esterilizada em vapor fluente e guardada em frasco
escuro sob refrigeracao.

3.3.2. Hidrolisado de acido nucleico de leveduras
Foram colocadas 2 ¢ de acido nucleico de leveduras em 15 ml de
solucao 1N de NaOH e 2 g de acido nucleico de Teveduras em 15 ml de solucdo 1IN
de HC1. As solugoes foram aquecidas por 20 minutos a 100°C, misturadas e o pH foi
ajustado para 6,0. Em seguida, a mistura foi filtrada, e o volume completado para
40 ml e guardada sob cloroformio e refrigeracao.

3.3.3, Solucdes estoque de aminoacidos e vitaminas

Argining .ueveeevecaeeassersenssossnrassnnonnns 10 mg/mi
Leucina .......... Cestttireetaetaenatsbanaana 10 mg/m]
Proling cuveiieesieiiceeesnncncsinsaansnonaans 1C¢ mg/m]
Bcido nicotTNiCo vuvverieiiiinerennnencennnns 250 uq/ml
Acido p-aminobenzoico ...veveeriienesevnnaans 250 ug/mi

As solucoes foram esterilizadas em vapor fluente e guardadas sob

refrigeracao.

3.3.4. Solucaoc de "Tween"
Foi adicionado "tween 80" 3 agua destilada numa concentracio de
0,1% (V/V). Aliquotas de 2,5 ml dessa soTUCSO foram colocadas em tubos de ehsaio,
autoclavadas e conservadas sob refrigerac&o.'

3.3.5. Solugao salina
C]OY‘etO de Sadio LOC RO B Y S N U AL U BN T B N L BN B RN B B N N ) . 8,5g
Agua destilada .c.vvvinverreeenennnnns crieeanseas 1,01

Frascos contendo 9 ml dessa solugcao foram preparadas e autoclava
dos.
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3.3.6. Tampao fosfato pH 7,0

Fosfato dihidrogenado de potassio .....vevvn... 600 mg
Fosfato hidrogenado de sodio .......... veesees. 2800 mg
Bgua destilada ...viveerreninnereneeencenennnns 1000 ml

Essa solucao foi estocada em frasco escuro a 49¢.

3.3.7. Tampao fosfato pH 5,8
Solucao A -fosfato dihidrogenado de potassio .. 24,0 g/1
Solucao B -fosfato hidrogenado de sodio ....... 71,6 g/1

Foram adicionados 920 ml da solucao A em 80 ml da solugdao B. A
solucao final foi estocada em frasco escuro sob refrigeracdo.

3.3.8. Solucao de albumina
Foram adicionados 5 ml de clara de ovo a 95 ml de agua destilada
esteril. A solucao foi conservada a 4°¢.

3.3.9. Solugao fixadora
Foram misturados alcool absoluto, acido acetico glacial e acido
lactico na proporcao de 6:1:1, respectivamente. A solucao foi colocada em frasco
escurc e conservada a temperatura ambiente.

3.3.10. Solucao de Giemsa

GIeMSA vievineereansvoncenns e actensseran 1,0 g
GliCEriNG tuvereniieeerreenneneassnonnnns ceenens 54,0 ml
T oF- 11 o N 84,0 m]

Giemsa foi dissolvido em glicerina quente, deixada esfriar, e
a seguir, adicionado metanol. Se necessario, a solucao foi filtrada, aquecida e
deixada resfriar. Depois, a solucao foi guardada em frasco escuro a temperatura
ambiente. Na hora do uso, 18 gotas de corante foram misturadas em 10 ml de tampao
fosfato pH 7,0.

3.3.11. Solucao de Benlate em acetona
Foram adicionadas 4 mg de Benlate [fungicida: metii - 1-{butil-
-carbamoil) -2 - benzimidazol -carbamato] a 100 ml de acetona. A solugao foi con
servada em frasco a 4°C. ’

3.3.12. Solucdo de Benlate em agua
Foram colocadas 60 mg de Benlate em um frasco escuro previamente
esterilizado. Ao Benlate foi acrescentado 1 ml de acetona. Com o auxilio de um
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bastdo de vidro, a solucdo foi homogeneizada, e a ela adicionou-se 99 ml de aqua

destilada esterilizada. A solucao foi entao agitada e conservada 3 temperatura am
biente.

3.3.13. Solucdo estoque de Brometo de Etidio
Foram adicionadas 210 mg de Brometo de Etidio (Sigma) a 21 ml de
agua destilada esteril. A solucdo foi colocada em frasco escuro envolto com papel
aluminio, esterilizada em vapor fluente e conservada a 4°C.

3.3.14. Solucao lisol 10%
Foi adicionado 1 ml de Tisoformio a 9 ml de agua destilada esté
ril. A solucao foi estocada a temperatura ambiente.

3.3.15. Solucao de amido 1% em tampao citrato 0,1 M - pH 4.0
Dissolveu-se 1 g de amido soluvel, a quente, em aproximadamente
40 m1 de agua destilada. Misturou-se 33 ml de uma soTuch 0,1 M de acido citrico
em 17 m1 da solucao 0,1 M de citrato de sodio 2H,0; adiéionou—se o amido dissolvi
do e completou-se o volume para 100 ml com agua destilada. O pH foi ajustado para
4,0.

3.3.16. Solucao de dextrina limite* 1% em tampao citrato 0,1 M -pH 4,0
Procedeu-se de maneira identica a descrita no jtem anterior,
substituindo-se o amido soluvel pela dextrina limite (UEDA, 1980).

3.3.17. Solucdo estoque do inibidor* de amiloglicosidase (AG)
Pesou-se 5,0 mg do inibidor (UEDA e KOBA, 1973) e misturou-se a
82,6 ml1 de agua destilada esteril, de tal modo a se obter a concentracao de 60,0
ug/ml. A solucdo foi conservada a 4°C.

3.3.18. Solucao de KC1 7,2 M
Dissolveu-se 89,47 g de KC1 em 500 ml de solucao A{item 3.3.7.),
com agitacac e aquecimento. O pH final foi ajustade para 5,8, adicionando-se a so
lugao B. Acertou-se o volume para 1 Titro com tampao fosfato pH 5,8.

3.3.19. Solugao de KC1 0,6 M
Misturou-se iguais volumes de KC1 1,2 M e tampao fosfato pH 5,8.

* Gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Seinosuke Ueda, Kyushu University, Fukuoka,
Japao,
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3.3.20. Solucgbes de acido perclorico
A partir do dcido perclorico 11,64 N, foram preparadas varias so
lugoes com diferentes normalidades:

HC104 0,2 N overnnnnns 1 ml de HC10, : 57,2 ml de agua
HC10, 1,5 N (10%) ..... 1 m] de HC1O0, : 6,8 ml de agua
HC104 3,75N ..vvvvnnnns 1 mi de HC10, : 2,1 ml de agqua

As solucles foram preparadas em banho gelo-agua, em frascos escu
ros e guardadas a 4°c.

3.3.21. Solucao 0,3 N de KOH
Un volume de 80 ml de agua, foi acrescentado 1,34 g de KOH.

3.3.22. Solugao de difenilamina
Foi preparada uma solucao 4% de difenilamina em acido acetico
glacial, a qual, foi guardada em frasco escuro com tampa esmerilhada.

3.3.23. Solucao de acetaldeido
Un volume de 0,1 ml de acetaldeido (1,6 mg/ml), foi adicionado a
49,9 m1 de agua. A solucao foi guardada em frasco escuro com tampa esmerilhada.

3.3.24. Solugao de PEG 30%
So]ucgo A: CaCl, .2H20 - 14,6 g em 1 litro de agua destilada.
Solucao B: Glicina - 3,75 g em 1 Titro de agua destilada.
Foram adicionados 10 ml da solucao A em 10 ml da solucaoc B, e o
volume completado para 100 ml com agua destilada. O pH foi corrigido para 8,0 com
NaOH 4% e adicionado PEG 6000 (Sigma) em concentracdo final de 30%.

3.3.25. Solucao estoque de DNA de saimao (Sigma)
Em 20 ml de acido percliorico 1,5 N (tem 3.3.20.), foram diluidas
30 mg de DNA purificado. A solucao foi colocada em frasco escuro e guardada sob
refrigeracao.

3.4. Esterilizacdo e temperatura de incubacio
Todos os meios de cultura e solugoes utilizados no presente trabalho (a
menos que esteja especificado no Ttem de maneira diversa) foram esterilizados em
autoclave a temperatura de 12090C e a pressao de 1 atmosfera por 15 minutos.
Em todos os experimentos a‘temperatura de incubacao foi de 289C.
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3.5. Estimativa da viabilidade dos conidios

Suspensoes de conidios obtidos de colonias incubadas 7 dias em placas de
petri contendo MC, foram preparadas em solugdao "Tween" (Ttem 3.3.4.). O nimero de
condios foi estimado em lamina hematimetrica, e as diluicdes em solucdo salina fo
ram feitas de 1:10 até que concentracoes em torno de 3 x103 conidios por mililitro
fossem obtidas. Da diluicao final, foram retiradas aliquotas de 0,1 mle espalha
das em placas de petri contendo MC solido. Apds incubacdo de 2 -3 dias, os nime
ros de colonias crescidas observadas nas placas foram comparados com oS numeros es
perados. As proporcoes de conidios viaveis puderam assim ser estimadas. Foram
feitas quatro repeticoes para cada linhagem.

3.6. Estimativa da taxa de segregacao espontanea

. Suspensoes de conidios foram preparadas e semeadas em MC, de acordo com
o descrito no Ttem anterior. Apds 2 -3 dias de incubacio, as coldonias foram trans
feridas para placas de petri contendo MM e marcadas no fundo com 26 pontos. Estas,
foram incubadas por 24 horas, e a seguir, a porcentagem de colonias auxotroficas
e prototroficas puderam ser estimadas. Foram ensaiadas 364 coldnias. Foi reali
zada tambem auxanografia para as colonias com crescimento residual.

3.7. Isolamento de linhagens auxotroficas puras e prototroficas puras

3.7.1. Auxotroficas

Procedeu-se de forma identica 3 descrita no Ttem 3.6., desde a
preparagao das suspensdes até a transferéncia das coldnias para placas com MM sgli
do. As colonias que apresentaram crescimento residual foram transferidas em bio
cos de agar'com cerca de 2 mm de diametro para MC. A proporcac de conidios auxo
troficos e conidios prototroficos foi estimada nesses isolados de acordo com o des
crito no Ttem 3.6.. A deficiéncia nutricional das colonias auxotroficas foi con
firmada, transferindo-as para'MM contendo arginina ou prolina.

3.7.2. Prototroficas

3.7.2.1. Isolamento por colonias
Procedimento semelhante ao descrito no Ttem 3.7.1. foi
adotado inicialmente nesse caso, exceto no fina]; onde foram isoladas colonias ‘com
crescimento vigoroso em MM, Essas colonias foram transferidas para MM iné]inado e
apos 7 dias de incubacdo, a proporgao de colonias auxotroficas e colonias prototro
ficas foi calculada para cada um dos isolades (Ttem 3.6.). 0 nimero de coldnias
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ensaiadas foi sempre de 200 ou 208. A deficiencia nutricional das coldnias auxo
troficas foi confirmada de acordo com o tem 3.7.1..

3.7.2.2. Isolamento por microcolonias

Suspensoes de conidios foram preparadas, diluidas e
plaqueadas em MM de acordo com o Ttem 3.5.. Aods 24 horas, as placas foram exami
nadas com auxilio de microscopio estereoscopio para se Tocalizar microcolonias,
que foram coletadas ao acaso de regioes onde as mesmas se encontravam isoladas.
As microcolonias foram transferidas com aux7lio de fio de platina esterilizado em
blocos de agar com cerca de 2 mm de diametro, e transferidas para MM inclinado.
A proporcao de colonias auxotroficas e colonias prototroficas para cada uma das
microcolonias foi estimada de acordo com o descrito no Ttem 3.6., tendo sido amos
tradas de 200 a 1560 colonias. A deficiencia nutricional das 1inhagens auxotrdfi
cas tambem foi confirmada.

3.8 Estimativa da freqiiencia de segregacao de colonias com morfologia altera
da

K medida que as microcolonias tiveram seus conidios semeados e crescidos
em MC (Ttem 3.7.2.2.), contou-se o nimero de colonias em morfologia alterada e di
vidiu-se pelo numero total de colonias. Foi realizada auxanografia para essas co
lonias, transferindo-se para MC, MM e MM contendo arginina ou prolina.

3.9. Teste preliminar de sensibilidade ao Benlate diluido em acetona

Colocou-se em tubos de ensaic, 20 ml de MC fundido. Estes tubos foram
tampados, autoclavados e mantidos em banho maria a 50°C. Aliquotas da solucdo es
toque de Benlate (item 3.3.11.) foram adicionadas aos tubos contendo MC, com o au
x1lio de micropipetas, de tal forma a proporcionarem concentracoes na faixa de
0,04 a 1,6 ug/ml. A homogeneizacao foi feita colocando-se os preparados por al
guns sequndos no agitador (VORTEX), e em sequida, foram transferidos para placas
de petri esterilizadas. Foi feito controle com MC e com MC + acetona. Foram en
saiadas duas placas por tratamento.

Apos um periodo de 2 -3 horas, tempo suficiente para que os meios de cul
tura se solidificassem, conidios das linhagens a serem testadas foram inoculadas
com 0 auxilio de um fio de platina esterilizado. Foram feitas quatro inoculacoes
por placa. '

0 crescimento das colonias nos varios tratamentos foi verificado, e a me
lhor faixa de concentragao do fﬁngicida, determinada.
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3.10. Teste preliminar de sensibilidade ao Benlate diluido em agua

Este teste foi realizado de maneira identica a descrita no Ttem 3.9., ex
cetuando-se o fato de que foi utilizada a solucao estoque de Benlate diluido em
agua (Ttem 3.3.12.) e tambem que a faixa de concentracdes testadas variou de 0,2 a
4,0 pg/mi.

3.11. Teste de efeito de acetona no crescimento das colonias

Tambem realizado de maneira similar a descrita no Ttem 3.9., volumes va
riados de acetona foram adicionados aos tubos de ensaio contendo MC. As concentra
¢oes finais variam de 20 a 150 ul/ml e a leitura foi feita medindo -se o didmetro
das colonias apds 48 horas de incubacdo. Foram feitas 4 repeticGes por tratamen
to.

3.12. Obtencao e freqliencia de setores

3.12.1. Tratamento com Benlate diluido em acetona

Frascos do tipo erlenmeyer contendo 200 ml de MC solido fundido
foram colocados em banho maria a 50°C. Aliquotas da solucao estoque de Benlate
(Ttem-3:3.11.) foram adicionadas ao meio de cultura de tal forma a se obter a con
centracao de 0,12 pg/ml. Apos homogeneizacao, o meio foi distribuido em placas de
petri, que apos terem sido inoculadas uma vez na regiao central com conidios das
linhagens a serem testadas, foram incubadas por um periodo de 7 a 9 dias.

0 controle foi feito utilizando -se placas com apenas MC e pla
cas com MC contendo acetona numa concentracao de 150 ul1/20 ml meio. Foram amostra
das no minimo 13 placas para cada tratamento.

3.12.2. Tratamento com Benlate diluido em agua
Procedimento semelhante ao descrito no item anterior foi adota
do tambem nesse caso, sendo que aliquotas da solucao estoque de Benlate (item
3.3.12.) foram adicionadas ao MC de tal forma a obter a concentracdo de 2,0 ug/ml.
0 controle foi feito com apenas MC e foram amostradas nunca menos que 21 placas
por tratamento.

3.13. Isolamento de setores

Conidios de regiges bem caracteristicas dos setores obtidos, foram cole
tados com uma alca de platina esterilizada, e transferidos por meio de estrias pa
ra placas de petri contendo MC. Apds incubagao de 3 a 5 dias, colonias que cresce
ram isoladamente, tiveram seus conidios transferidos para tubos inciinados conten
do MC e estocados,
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3.14. Caracterizacao das linhagens e setores

3.14,1. Testes de sensibilidade ao Benlate diluido em agua
Foi preparado MC contendo Benlate na concentracdo de 2,0 ug/ml,
de acordo com o descrito no Ttem 3.12.1.. Foi feito controle com apenas MC e en
saiadas 3 placas por tratamento. Conidios das Tinhagens a serem testadas foram
inoculados nas placas em 4 pontos e a Teitura efetuada apos 48 horas de incubacido.

3.14.2. Auxotrofia
Placas de 26 pontos na disposi¢ao 5 x5 +1 contendo MC, contendo
MM e placas com MM contendo prolina ou arginina, ou ainda uma combinacao dos dois
aminoacidos, foram inoculados com conidios de cada uma das linhagens e setores
a serem testados. As placas foram incubadas por 24 -28 horas, apds o que, foram
efetuadas as leituras,

3.14.3. Numero de niicleos por conidio (PAES DE BARROS, 1977)

Conidios das linhagens e setores foram inoculados em placas de
petri contendo MC-e incubadas por 3 dias. Com o aux7lio de uma alca de platina es
terilizada, blocos de agar com cerca de 1 cm? foram retirados da porcao central
das colonias. As superficies das coldnias contidas nesse bloco foram tocadas leve
mente por varias vezes em laminulas que possuiam uma das faces impregnada com solu
¢ao de albumina (Ttem 3.3.8.). Depois de terem sido deixadas secar por uns 15 mi
nutos, as laminulas foram mergulhadas em solucdo fixadora (Ttem 3.3.9.) por 10 mi
nutos. A hidratacao foi feita em alcool 95%, 70% e 50%, e em agua destilada, sen
do que cada uma dessas passagens durou cerca de 1 minuto. A hidrolise foi feita
em HC1 TN a frio por 5 minutos e a quente por 6 minutos. A seguir, as superficies
das laminulas foram lavadas 5 vezes em tampdo fosfato (Ttem 3.3.6.) e colocados em
Giemsa (Ttem 3.3.10.) por um periodo de 10 a 15 minutos. O excesso de corante foi
lavado com tampao fosfato e as laminas foram montadas a fresco. A sequir, foram
levadas ao microscopio e utilizando o aumento de 400 vezes, o nimero de niicleos
por conidio pode ser estimado. Foram amostrades cerca de 300 conidios para cada
uma das linhagens e setores. Quando a observacdo foi feita algumas horas depois
da preparagao, as laminas foram mantidas dentro de placas de petri, que continham
papel embebido em dgua destilada.

3.14.4, Diametro de conidios
0s didmetros dos conidios foram estimados simultaneamente a con
tagem do niimero de niicleos, tendo sido utilizada ocular micrométrica. Para a ob
tencao dos valores em micras, multiplicou -se por 1,19 cada valor observado.
Quando possivel, foram amostrados cerca de 30 conidios para cada uma das classes
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de nimero de nucleos apresentada por uma dada linhagem ou setor. Assim, por exem
plo, uma linhagem que apresentou conidios uni, bi e trinucleados, teve cerca de 30
conidios amostrados para cada um dos 3 grupos, dando portanto um total de cerca de
90. Em muitos casos foi impossivel encontrar 30 conidios com um dado niumero de nu
cleos.

3.15. Obtencao de mutantes auxotroficos e morfologicos

3.15.1, Curvas de sobrevivencia

Suspensdes de conidios obtidas de acordo com o descrito no Ttem
3.5. foram colocadas em p]écas de petri vazias esterilizadas, e irradiadas nos tem
pos de 2,5-5,0-7,5-10,0-15,0 -20,0 minutos com Tampada emitindo luz ultraviole
ta (UY) de ondas curtas (2537 A}, colocada a uma altura de cerca de 6,5 cm. A17
quotas de cada uma das suspensoes irradiadas e tambem das suspensoes nao irradia
das foram semeadas em placas contendo MC. Apos 2 a 3 dias de incubagdo, as colo
nias desenvolvidas foram contadas e a porcentagem de sobrevivencia foi calculada
para cada um dos tratamentos, tomando como 100% o nimero de conidios vidveis esti
mado na amostra sem irradiacao. Foram ensaiadas 4 placas por tratamento.

3.15.2. Isolamento de mutantes

3.15.2.1. Auxotroficos
3.15.2.1.1. Isolamento total

Suspensoes de conidios preparadas de
acordo no item 3.5., foram submetidas ao tratamento com luz UV, pelo temoo necess§
rio para a obtencao de 1% a 5% de sobrevivencia. Aliquotas de 1 m! das suspensoes
tratadas foram convenientemente diluidas em salina e semeadas em 10 a 20 placas de
petri contendo MC e a seguir incubadas por 2 a 3 dias. As colonias sobreviventes
. foram entao transferidas uma a uma para MM solido .ou MM contendo substincias adi
cionais (Ttem 3.3.3.) quando se desejou obter mutantes com uma segunda marca auxo
trofica. Apds incubacao de 24 a 48 horas, as colonias que nao apresentaram cresci
mento ou o apresentaram de forma residual, foram fransferidaé em blocos de agar
com cerca de 2 mm, para MC. Passados 7 dias, conidios das colonias crescidas em
MC foram suspensos em "Tween" e, uma aliquota de 0,2 ml foi miSturada a MM mantido
a 509C. 0 meio foi plaqueado e deixado solidificar por 2 a 3 horas. Posteriormen
te, com auxilio de micropipetas esterilizadas, gotas de compostos exclusivos de MC
(Ttem 3.2.3.) foram colocadas em 5 pontos eqUidistantes marcados no fundo da pla
ca. Novamente incubados por 24 a 48 horas, as colonias que apresentaram crescimen
to restrito a uma ou mais substincias, o que & evidenciado por halo de crescimento
a0 redor do ponto onde as mesmaé foram adicfonadas; foram purificadas por microco
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lonias e estocadas em MC inclinado.  Apds crescimento em um determinado éomposto,
as colonias foram ensaiadas para cada um dos componentes do mesmo, determinando
portanto, a deficiencia nutricional especifica. Este metodo & descrito em PONTE
CORVO e col. (1953 b), e recebe a denominacdo de isolamento total.

3.15.2.1.2. Filtragao

Foram preparadas suspensges de conidios
de acordo com o Jtem 3.5. e tratadas com tuz UV conforme o descrito no Jtem ante
rior. Ao mesmo tempo, frascos erlenmeyer de 250 ml, contendo 50 ml de MM 17guido
mais prelina, foram convenientemente fechados e autoc]avados. Em seguida, volumes
de 5 ml das solucoes irradiadas foram adicionadas a esses frascos, que levados pa
ra plataforma rotatoria, foram mantidos por 20 horas em agitacdo. 0s conteudos
dos frascos foram entao passados em filtros compostos por 6 camadas de gaze presas
a funis de vidro por fitas adesivas. O0s filtrados foram centrifugados (Centrifuga
Excelsa Baby da Fanem) por 20 minutos com o regulador na posicdo 5, os sobrenadan
tes eliminados e os sedimentos ressuspendidos em solucao salina. |

. A solucao salina foi novamente inocula

da em MM contendo prolina, incubada por 20 horas e filtrada mais uma vez, sofrendo
'portanto um segundo ciclo, ou foi diretamente espalhada em MC s01ido depois de ade
quadamente diluida. Esta tecnica esta de acordo com o descrito em SILVEIRA e AZE
VEDO (1984).

Apos incubacao de 2 a 3 dias, os mutan
tes auxotroficos foram isolados de acordo com o descrito no Ttem anterior.

3.15.2.2. Mutantes morfologicos
As colon1as sobrev1ventes crescidas em MC apos trata
mento com luz UV, conforme descrito nos 1tens 3.15.2.1.1. e 3.15.2.1.2., foram exa
minadas quanto & presenca de alteracoes em relacdo a coloracdo de conidios, sendo
a seguir isoladas por meio de estrias em MC, purificadas por microcolonias e esto
cadas em MC inclinado.

3.16. Reversao das marcas auxotroficas
De acordo com o descrito no Ttem 3.5. suspensoes cantendo 107 conidios
viaveis por mililitro foram preparadas, e aliquotas de 0,1 ml das mesmas foram es
palhadas em placas de petri contendo MM ou em MM complementado, quando necessario,
e em placas controle com MC. Apds 7 dias de incubac¢do, as colonias revertentes fo
ram contadas e a frequenc1a de reversao estimada. Foram ensaiadas 10 placas de MM
ou MM comp]ementado e 2 placas de MC para cada mutante.
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3.17. Teste para a verificacao do bloqueio metabolico na via biossintetica dos
aminoacidos arginina e prolina
Conidios de algumas linhagens e mutantes foram inoculados em placas con
tendoMC, MM e MM suplementado com substancias que fazem parte da via biossintetica
dos aminoacidos arginina e prolina (ornitina, acido glutamico e citrulina). A lei
tura foi feita apos 48 horas de incubacao, verificando-se a presenga Ou ausencia
de crescimento. Foi ensaiada uma repeticao por tratamento.

3.18. Resisténcia ao Brometo de Etidio

3.18.1. Curva de sobrevivencia

A partir da solucdo estoque de Brometo de Etidio (Ttem 3.3.13.),
foi feita diluicao de 1:10 em agua esterilizada. Dessa solugdg, aliquotas de
volumes diferentes foram transferidas para placas de petri vazias e esterilizadas,
as quais se acrescentou a seguir 20 ml de MC fundido. As concentracoes finais ob
tidas ficaram na faixa de 4,0 a 19,0 ug da droga por mililitro de meio. Foram en
saiadas 3 placas por tratamento, sendo que para o controle foi utilizado MC sem a
drega.

3.18.2. Mutantes espontaneos

Placas contendo MC e Brometo de Etidio foram preparadas de acor
do com o descrito no item anterior. No primeiro experimento, a concentracdo uUnica
utilizada foi de 19,0 ug/ml, Nos experimentos subsequentes; a concentrac56 unica
utilizada foi de 24,0 pg/mi. Foram ensaiadas 10 placas contendo MC com a droga e
3 placas contendo apenas MC para cada um dos experimentos.

Conidios foram suspensos em solucao de "Tween", de acordo com o
descrito no Ttem 3.5., numa concentracdo de 107 por mililitro. AITquotas de 0,1m]
dessa diluicao foram transferidas para;p1acas de petri com e sem a droga. Apos in
cubacdo de 5 a 7 dias, conidios das colonias que cresceram na presenca da droga fo
ram tfansferidos pelo metodo de estrias; para uma das duas regices em que tinham
sido divididas as placas contendo MC com 24,0 ug/ml de Brometo de Etidio. Para a
outra regido das placas, foram transferidos conidios de colonias da mesma linhagem
que nao tinham tido contato com a droga, servindo assim como controle. Esse proces
so foi repetido de 1 a 3 vezes. Apos 5 a 7 dias de incubacdo, colonias com cresci
mento vigoroso tiveram seus conidios suspensos em solucao de "Tween" e diluidos co
mo no Ttem 2.5. até a faixa de concentracao de 1 x10° -2 x10% conidios/ml. A se
guir, aliquotas de 0,1 ml foram semeadas em placas contendo apenas MC e em placas
contendo MC com 24,0 ng/ml de Brometo de Etidio. Depois de 2 a 7 dias de incuba
¢do, o numero de colonias crescidas nos dois tratamentos foi estimado.
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3.18.3. Mutantes induzidos

Como descrito no item 3.18.1., foram preparadas placas contendo
MC, no qual se diluiu 24,0 ug/ml de Brometo de Etidio. O mesmo niimero de placas
citado no Ttem anterior foi aqui utilizado.

Depois de preparados de acordo com o descrito no Ttem 3.5., os
conidios foram irradiados com Tuz UV de ondas curtas (2537 ﬁ), tendo a lampada si
do colocada a uma altura de 6,5 cm. A concentracao foi calculada de tal forma que
apos a irradiacdo houvesse 105 conidios viaveis/ml. Os passos seguintes foram exa
tamente iguais aos descritos no Ttem anterior excetuande-se o periodo de incu
bacao, que foi de 2 a 3 dias.

3.18.4. Curva de resistencia
De maneira identica a descrita no Ttem 3.18.1., placas contendo
concentracoes que variaram de 4,0 a 53,0 ug de Brometo de Ftidio por mililitro de
MC, foram preparadas e inoculadas com conidios das Tinhagens a serem testadas. Fo
ram feitas 4 inoculacoes por placas. Apds 48 horas de incubacio, o diametro das
colonias foi medido e as curvas, tracadas. Foram ensaiadas 3 placas por tratamen
to e 0 controle foi feito com MC.

3.19. Tecnicas genéticas

3.19.1. Utilizadas no ciclo parassexual
As tecnicas geneticas utilizadas estdo baseadas nos relatos do
PONTECORVO e col. (1953 b) para trabalhos que utilizam o ciclo parassexual e se
guem, como referencias principais, a obtencdo de heterocarios, dipldides e segre
gantes dos diploides.

3.19.7.1. Obtencao de heterocarios
Conidios de linhagens diferentes quanto a morfologia
e/ou deficiencias nutricionais foram misturados em tubos de ensaio contendo MM
mais 4% de MC (Ttem 3.2.5.). Apds 2 a 4 dias de incubacdo, a pelicula desenvolvi
da na superficie do 17quido foi transferida para placas contendo MM sdlido suple
mentado com prolina quando necessario. Este Ultimo passo perm1te a evidenciacao

do heterocario formado como setores de crescimentq vigoresa,
3.19.1.2. Isolamento de colonias prototroficas
Conidios de setores heterocarigticos foram coleta
dos, suspensos em solucao de "Tween" e semeados em placas contendo MM suplementado
com prolina quando necessario. Foram usadas concentracﬁes na faixa de 10* a 10°
conidios/placa. Apds incubagdo de 3 a 5 dias, colonias crescendo isoladas com co
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loracao e morfologia uniformes, foram selecionadas. Seus conidios foram transferi
dos para MM solido (suplementado com prolina quando necessirio), pelo método de es
trias. Passados 2 a 4 dias de incubacdo, foi observado o crescimento que, no cri
tério seletivo adotado, deveria ser uniforme ao longo das estrias, com a coloracdo
de conidios e a morfologia das coldnias semelhantes a Tinhagem original (NRRL
3112). Procedida a selecdo e caracterizacdo, as coldnias prototroficas foram esto
cadas em tubo inclinado contendo MC.

A solucao de 10* conidios/ml, foi diluida de tal mo
do que, quando colocadas aliquotas de-0,1 ml da diluicao final em placas com MC,
crescessem cerca de 50 colonias por placas. As coldnias de cada um dos mutantes
foram contadas, estimando-se assim as fregiiéncias.

3.19.1.3. Haploidizacao de colonias prototroficas diploides
0 agente haploidizante utilizado foi o fungicida Ben
late diluido em agua (7tem 3.3.12.), na concentracdo de 2,0 ug/ml de MC  (HASTIE,
1970). 0s setores obtidos com esse tratamento foram purificados pelo método de es
trias e, em seguida, pela obtencdo de colonias isoladas. A estocagem foi feita em
tubos inclinados contendo MC. A seguir, os setores foram caracterizados.

3.19.2. Teste de complementacao

Para este teste, foi utilizada a tecnica descrita por ROPER
(1952) em Aspergiflus nidufans. Esta técnica tem sido utilizada com sucesso tanto
para fungos uni como multinucleados.

Conidios de duas linhagens diferentes mas com a mesma deficien
cia nutricional foram coletados e testados de maneira idéntica a descrita no Ttem
3.19.1.1.. A Teitura foi realizada observando-se a presenca ou auséncia de seto
res heterocarioticos.

3.20. Caracterizacao dos provaveis diplaoides
Alem do numero de nucleos por conidio (Ttem 3.14.3.) e da resisténcia ao
Brometo de Etidio (Ttem 3.18.4), outras variaveis foram estudadas no processo de
caracterizacao das Tinhagens provaveis diploides.

3.20.1. Germinacaoc em MM e MC
Conidios das linhagens a serem testadas foram semeadas em pla
cas contendo MM + prolina e em placas de MC. A concentracao estimada foi de 100
conidios/placa . Apos 2 a 4 dias de incubacdo, a leitura foi tomada, contando-se
o numero de colonias crescidas em cada uma das placas. Foram ensaiadas 10 placas

por tratamento.
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3.20.2. Estimativa do diametro de conidios, a fresco
Com auxilio de uma alca de platina, conidios das linhagens a se
rem testadas foram transferidos e misturados a uma gota de Tisol 10% (Ttem3.3.14.)
na superficie de uma 1amina. ApOs se colocar a laminula, as medidas dos diametros
foram efetuadas utilizando-se uma ocular micrometica. Trabalhou-se com diametro
medio, obtido a partir da medida de nunca menos de 30 conidios.

3.20.3. Comparacao da producao de setores entre as linhagens provaveis
diploides e as parentais
Conidios das linhagens parentais e das provaveis dipldides fo
ram inoculados em placas contendo MC e Benlate numa concentracic de 2,0 ug/ml.
Apos incubacdo de 5 a 7 dias, a leitura foi realizada diarijamente, observando-se o
crescimento, a presenca ou ausencia de setores e tambem a coloracao dos conidios
dos setores formados. Foram feitas duas repeticdes.

3.20.4. Crescimento e formacao de setores

Conidios das Tinhagens proviveis diploides foram inoculados em
placas contendo MC e em placas contendo MC + 2,0 ug de Benlate/ml. Apds incubacio
de 5 a 7 dias, setores espontaneos e induzidos foram purificados pelo metodo de es
trias e estocados em tubos de MC inclinado, para posterior caracterizacdo. Quando
possivel, segregantes com conidios de coloracdo verde e segregantes com conidios
marrons, foram isolados em proporcoes semelhantes. Foram ensaiadas no minimo 30
placas por tratamento.

3.20.5. Extracao e quantificacao de DNA

3.20.5.1. Preparacao de conidios
Conidios de colonias crescidas por 7 dias em placas
de petri contendo MC, foram suspensos em solucdo de "Tween" (Ttem 3.3.4.), e a con
centracao, estimada em lamina hematimétrica. Multiplicando-se o valor obtido pelo
nimero médio de nicleos por conidio de cada uma das linhagens, chegou-se ao volu
me que continha 10° nlicleos. Num segundo experimento, o nimero de niicleos utiliza
do foi reduzido para 5,0 x 108,

3.20.5.2. Extracdo do DNA (VAN TUYLL, 1977)

Suspensoes de conidios, preparadas de acordo com o
descrito no tem anterior, foram transferidas para tubos de centrifuga com fundo
conico e centrifugadas por 10 minutos na posicao 5 da centrifuga Excelsa Baby. Os
pfecipitados foram lavados duas vezes em agua destilada estéril, tendo a centrifu
gacao sido realizada como descrito acima.
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Depois, os conidios foram incubados em 5 ml de icido
perclorico 0,2 N (7tem 3.3.20.) por 10 minutos em banho gelo-agua e centrifugados
por 10 minutos na posicao 5. Esse processo foi repetido mais uma vez sendo o0s
"pellets" entdo suspensas 4 ml de KOH 0,3 N (7tem 3.3.21.) e mantidos a 37°C por
mais ou menos 16 horas.

0 DNA foi precipitado com a adicao de 0,6 ml de aci
do perclorico 3,75 N (7tem 3.3.20.) & suspensdo resfriada em banho gelo- agua.
Apos centrifugacdo de 10 minutos, os sobrenadantes foram desprezados e as "pel
lets", lavadas duas vezes com acido perclorico 0,2 N em banho gelo-agua e tratadas
com 1 ml de acido percldrico 1,5 N (Ttem 3.3.20.) por 20 minutos a 70°C. Foram cen
trifugadas de maneira idéntica a descrita acima e o Gltimo tratamento foi novamen
te aplicado. 0s sobrenadantes obtidos nas duas etapas foram combinados e o volume
de cada um foi acertado para 3 ml com acido perclorico 1,5 N.

No primeiro experimento, terminada esta fase, pas
sou-se imediatamente para a determinacao da quantidade de DNA. Ja no segundo expe
rimento, foi feita antes uma incubacdo a 70°C por 10 minutos seguida de centrifuga
¢ao tambem por 10 minutos na posicao 4 da centrifuga Excelsa Baby.

3.20.5.3. Determinacao da quantidade de DNA

A determinécio foi feita pelo método da defenilamina
modificado (GILES e MYERS, 1965), no qual o DNA € utilizado como padrdo. Este mé
todo consiste em misturar 2 ml da solucado de difenilamina (Ttem 3.3.22.) com 2 ml
da solucao teste em acido perclorico 10% (7tem 3.3.20.) e 0,1 ml da solucdo de ace
taldeido 1,6 mg/ml (Ttem 3.3.23.). Esta mistura & incubada a 30°C por 18 a 20 ho
ras e a leitura, feita em 595 e 700nm. A quantidade de DNA das amostras & estima
da pela diferenca entre as duas leituras e pela comparacao com a curva padrao.

3.20.5.4. Curva padrao

: Foi retirada uma aliquota de T ml da solucdo estoque
de DNA (Ttem 3.3.25.), adicionada a 36,5 ml de acido perclorico 1,5 N, obtendo-
-se assim uma solucao de 40 ug/ml. A partir desta, foram feitas diluicoes de modo
a se obter concentracoes de 20, 10 e 5 ug/ml. Com essas so]ucaes, foi tracada a
curva padrao conforme-metodo1ogia descrita no item anterior. O controle foi feito
com 3cido percldrico 1,5 N sem DNA. A reta de regressao foi tracada e o coeficien
te de correlagdo calculado.

3.21. Caracterizacao dos segregantes
Além do diametro de conidios (item 3.20.1.) outras variaveis foram estu

dadas no processo de caracterizacao dos segregantes:
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3.21.1. Auxotrofia

Conidios dos segregantes isolados, foram inoculados em placas
de 26 pontos contendo MC, tambem chamadas mestras. Apos 2 a 3 dias de incubacdo e
com auxilio de replicador de 26 fios, conidios das colonias crescidas nas placas
mestras, foram inoculados simultaneamente numa seqiiéncia de placas contendo MM e
MM mais suplementacao com todas as substancias envolvidas num determinado cruzamen
to, as quais foram colocadas isoladamente em MM e, combinadas de todas as formas
possiveis. A leitura foi feita observando-se presenca ou auséncia de crescimento
nos pontos inoculados, apds 2 dias de incubacio.

3.21.2. Morfologia

3.21.2.1. Coloracao de conidios
Os segregantes isolados em todos os cruzamentos fo
ram classificados visualmente quanto a coloracio de conidios.

3.21.2.2. Alteracao morfoldgica (mor:)

As colonias que possuem essa marca morfologica se ca
racterizam por possuirem crescimento radial semelhante as que contém o alelo selva
gem e massa micelial menos densa, de tal forma que, quando observadas contra
a luz, elas se apresentam mais translucidas. FEssas observacfes foram feitas em
placas contendo MM acrescido de todas as substancias suplementares envolvidas no
cruzamento.

3.21.2.3. Alteracao morfologica (mors)

As colonias com essa caracteristica sdo enrugadas,
possuem uma elevacao na regido central, crescimento radial mais lento e formacao
de conidios mais tardia. Os conidios das colonias mor, pessuem coloracao mais cla
ra.

3.21.2.4. Proliferacdo de conidioforos secundarios
A partir de um conididforo normal formam-se conidio
foros secundarios que podem ser em nimero de 1, 2 ou mais. A observacdo das carac
teristica nas linhagens e setores foi feita em MC e em MC contendo 2,0 ug de Benla
te/ml, com auxilio de microscopio estereoscopio.

3.21.3. Setorizacao espontanea e induzida
Este expekimento foi conduzido de maneira idéntica a descrita
no Ttem 3.20.3.. A leitura foi realizada observando-se presenca ou auséncia de
setores e tambem pela comparacdo do crescimento entre as linhagens parentais e di
ploides. |
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3.21.4. Resistencia ao Brometo de Etidio
A partir das placas mestras {item 3.21.1.), conidios dos segre
gantes foram inoculados com auxilio de replicador de 26 fios em placas de petri
contendo MC mais 36,0 pg/ml de Brometo de Etidio. A leitura foi feita apos 2 a 3
dias de incubacao.

3.22. Metodologia para producdo de enzima e medida de sua atividade

3.22.1. Curva de acumulo da enzima em funcio do tempo de incubacao

Apds crescerem por 7 dias em MC, conidios de linhagem a ser tes
tada, foram suspensos em "Tween" (Ttem 3.3.4.) na concentracdo de 10%/ml. Aliquo
tas de 1 ml dessas suspensoes foram inoculadas em frascos erlenmeyer de 125 ml con
tendo 25 m1 de meio MAC (7tem 3.2.8.). 0s frascas foram incubades em estufa, e
diariamente do 20 ao 89 dia, 4 deles eram retirados para analise. 0 micélio era
entao transferido para um pedaco de papel aluminio previamente pesado e colocado
por 48 horas a 80°C. Apos a pesagem, o peso seco do micelio foi calculado pela di
ferenca entre o peso do papel mais o micelio e o peso do papel apenas.

Apos terem sido filtrados, o pH de cada um dos meios fermenta
dos foi medido, e a enzima produzida foi estimada ségundo metodotogia descrita nos
jtens 3.22.2. e 3.22.3..

3.22.2. Medida da atividade enzimatica

Apos o filtrado ter sido convenientemente diluido, 0,5 ml do
mesmo foi misturado com 0,5 ml da solucao de amido a 1% em tampao citrade (7Ttem
3.3.15.} e deixado por 60 minutos em banho maria a 60°C (condicdes adaptadas dos
trabalhos de PARK e PAPINI, 1970 e BANKS e col., 1976). Apds esse periodo, as
amostras foram retiradas e imediatamente colocadas em agua fervente por 3 minutos
para a inativacdo da enzima. A seguir, procedeu-se a medida da quantidade de acu
cares redutores, liberados da hidrdlise do amido pela amiloglicosidase,

3.22.3. Medida da quantidade de acucares redutores
A quantidade de acucares redutores foi estimada pelo metodoe co
Jorimetrico de HULTMAN (1958) e expressa em mg de glicose/100 ml ou em unidades (U)
da enzima/ml, sendo que, cada 1000 mg de glicose/ml correspondem a 1 unidade de
amiloglicosidase.
A medida dos acucares redutores presentes no filtrado foi feita
pelo mesmo metodo, correspondendo a glicose residual existente no meio de fermenta

€ao.
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3.22.4. Teste com inibidor

A partir da solucao estoque do inibidor (7tem 3.3.17.), foi fei
ta uma série de diluicles cujas concentracoes variaram de 10 a 40 ug/ml mas cujos
volumes foram fixos. A seguir, 1 ml de cada uma das diluicOes foi transferido pa
ra tubos de ensaio, nos quais foram adicionadas aliquotas de 1 ml do meio MAC fer
mentado por 3 dias. Os tubos foram incubados por 10 minutos a 40°C e a seguir foi
feita a medida da atividade enzimatica dos varios tratamentos (Jtens 3.22.2. e
3.22.3.). Amido (Ttem 3.3.15.) e dextrina limite {(Ttem 3.3.16.) foram utilizados
como substratos. Foi feita uma repeticao por tratamento, e o controle foi ensaiado
sem inibidor,

3.22.5. Determinacao da melhor concentracao de aminoacido para a produ
cao de amiloglicosidase

A frascos contendo meio MAC (Jtem 3.22.1.), foram adicionados
separadamente os aminoacidos prolina, leucina e arginina (item 3.3.3.), obtendo-se
concentracoes que variaram de 25 a 200 ug/ml. Aos frascos controle foi adicionado
apenas agua.

Conidios das Tinhagens auxotroficas foram inoculados tambem de
acordo com o Ttem 3.22.1., e apds 3 dias de fermentacao, a quantidade de enzima
produzida foi estimada (Ttens 3.22.2. e 3.22.3.). Foram feitas 4 repeticoes por
tratamento.

3.22.6. Producao de enzima

Suspensges de conidios das linhagens a serem testadas foram pre
paradas e inoculadas de acordo com o descrito no item 3.22.1.. Quando necessario,
a0 MAC foi adicionado separadamente ou combinado de maneira exigida, os requisitos
prolina, leucina, arginina, acido nicotinico e acido p-aminobenzoico nas respecti
vas concentracoes de 50, 100, 200, 5 e 5 ug/ml. Apos 3 dias de fermentacao, a
quantidade de enzima produzida foi estimada de acordo com os 7tens 3.22.2 e
3.22.3..

3.22,7. Teste de producdo de enzimas amiloliticas em placas
As linhagens a serem testadas foram inoculadas em MM com amido
(Ttem 3.2.9.). Apos 4 dias de incubacao, cristais de iodo sublimado foram coloca
dos nas tampas das placas de petri, asrquais foram mantidas invertidas por 2 minu
tos. Com esse procedimento, as regioes onde o amido foi degradado permanece cla
ra, contrastando com a cor azulada das demais regioes.
A leitura foi feita medindo-se o diametro das coldnias mais os

halos de degradacao e das colonias apenas. 0s indices foram calculados pela razao
entre as variaveis: halo de degradacdo + colonia/halo da colonia.
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3.23. Cruzamento interespecifico

3.23.1, Tentativa pelo meétodo de crescimento em agitacao

Aliquotas de suspensoes contendo 5,0 x107 conidios/ml das Tinha
gens a serem cruzadas, foram inoculadas juntas em frascos erlenmeyer de 250 ml con
tendo 50 m1 de MM 1iquido mais 4% de MC (Ttem 3.2.5). Apds agitacao de 3 dias,
os conteudos dos frascos foram centrifugados e os sobrenadantes desprezados. Os
sedimentos foram misturados a MM fundido (50°C) e semeados. Apds a solidifica
¢do do meio, as placas foram incubadas por 10 dias, e a seguir observadas quanto a
presenca de colonias com crescimento vigoroso.

3.23.2. Tentativa via fusao de protoplastos

3.23.2.1. Obtencao de protoplastos (HAMLYN e col., 1981)

Frascos erlenmeyer de 250 m1 contendo 50 ml de MCS
(tem 3.2.6.) mais complemento nutricional exigido para cada Tinhagem, foram inocu
lados com 10° conidios/ml. Os frascos foram mantidos em agitador rotatdrio a 110-
-120 rpm por 16 - 18 horas 3 temperatura de 30°C. Depois, o contelido foi filtrado
a vacuo em funil de Blichner previamente esterilizado e o micelio retido no papel
foi lavado por 2 - 3 vezes com KC1 0,6 Mou 1,2 M (Ttens 3.3.18. e 3.3.,19.), sendo
que a solucao foi esgotada por succ¢ao sem se deixar secar demais. Todo o micelio
foi coletado e transferido para placa de petri esterilizada e tarada.

Em frascos de 30 ml, foram colocados 5 ml de KC1 0,6
M de 175 a 200 mg de micelio. Os frascos foram agitados até que as "pellets” se de
sagregassem e a seguir se acrescentou 20 mg de enzima NOVOZYM 234 ( Novo Industri)
e 20 mg de enzima CP (John Sturge). Estes frascos foram depois incubados em agita
dor reciproco por 3 horas a 30°C, sendo que, apds 2 horas iniciou-se um acompanha
mento da formacdo de protoplastos em laminas preparadas com pequenas aliquotas re
tiradas do frasco de reacdo. A seguir, os conteldos dos frascos foram transferi
dos para tubos de centrTfuga esterilizados e a cada um deles foi adicionado 5 ml
de KC1 0,6 M. Nessa etapa, tomou-se o cuidado de lavar bem as paredes do tubo de
reacao.

| Apds terem sido centrifugados por 30 segundos na po

sicdo 1 da centrifuga Excelsa Baby, os sedimentos foram desprezados e o0s sobrena
dantes, transferidos cuidadosamente para outros tubos com auxilio de pipetas. Se
necessario, o micélio foi lavado por mais 1 ou 2 vezes antes de ser desprezado,
bastando para isso, ressuspende-lo em KC1 0,6 M.

0 nimero de protoplastos foi estimado em lamina hema
timétrica e diluicies na base de 10 foram feitas até a ordem de 107* a 107°, utili
zando-se 0,5 m1 da suspensac de protoplastos e 4,5 ml de KCI1 0,6 M.
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A sequir, os protoplastos foram semeados em MM KC1 e
em MC KC1, a partir das menores diluicoes. Para se verificar a presenca de frag
mentos de hifas e conidios viaveis, as diluicOes de ordem maior foram semeadas em
MM e em MC.

A tecnica utilizada para a semeadura foi "pour
plate" e a contagem das colonias crescidas foi feita apds 2 - 3 dias de incubacdo.
A viabilidade foi estimada comparando-se o numero de colonias obtidas com o numero
de protoplastos estimado em lamina hematimétrica. Foram efetuadas 2 repeticOes pa
ra cada diluicao em cada tratamento.

3.23,2.2. Fusdo de protoplastos

3.23.2.2.1. Espontanea

Os protoplastos, obtidos em KC1 0,6 M,
de acordo com o descrito no Ttem anterior, foram misturados na propor¢dao de 3,0 x
- 10° de Aspengiffus awamoni para 3,2 x 10° de Aspengiflus nigen, e centrifugadas
por 10 minutos na posicac 5 da centrifuga Excelsa Baby. Depois de mantida a 4%¢c
por 30 minutos, a ressuspensao foi efetuada de maneira a serem obtidos aglomerados
de protoplastos. Uma parte dessa suspensdo foi diluida como no Ttem anterior, e
semeada pela tecnica de "pour plate" em MC com e sem KCI 0,6 M. A outra parte da
suspensao foi semeada, sem diluicdo, em MM com e sem KC1 0,6 M.

A leitura foi feita apos 3 - 4 dias de
incubacao, contendo-se o numero de colonias crescidas em cada um dos tratamentos.

3.23.2.2.2, Induzida (PEBERDY, 1979a)

Quantidades iguais de protoplastos das
linhagens a serem cruzadas, cerca de 10%, foram misturadas e centrifugadas por 10
minutos na posicao 5 da centrifuga Excelsa Baby. 0 sobrenadante foi eliminado, e
ao precipitado se adicionou 1 ml de PEG (Ttem 3.3.24.), tendo sido mantido a 30°C
por 10 minutos. Depois, adicionou-se 9 m1 de KC1 0,6 M, centrifugou-se de acordo
com o descritoc acima. O sobrenadante foi desprezado e 10 mi de KC1 0,6 M foi adi
cionado. Centrifugou-se novamente, e o precipitado foi ressuspenso em 1,5 mi de
KC1 0,6 M. 0 plaqueamento e contagem foi realizade de maneira similar a descrita
no item anterior.

3.23.3. Caracterizacdo das Colonias crescidas em MM KCI
0 processo de caracterizacao foi realizado de forma idéntica a
relatada para os proviveis diploides (Ttem 3.20.), excetuando-se os Ttens relacio
nados abaixo, que passaram por algumas modificacaes.
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3.23.3.1. Crescimento em MM e MC

Foram escolhidas 10 colonias que se desenvolveram em
MM KC1, cortadas ao meio, e cada uma das metades foi transferida em blocos de agar
para MM e MC. Apos 15 dias de incubacao, foi escolhida uma das colonias crescidas
em MC, a partir da qual foi preparada uma suspensdo com cerca de 107 conidios/ml.
Aliquotas de 0,1 ml foram espalhadas em 6 placas contendo MM. Em MC, foram semea
das aliquotas também de 0,1 ml, da mesma suspensdo diluida 4 vezes de 1:10. As
placas foram incubadas por 3 a 5 dias e o numero de colonias crescidas nos 2 trata
mentos foram contadas.

Foram escolhidas 10 colonias que cresceram em MM,
cortadas ao meio e transferidas da maneira descrita acima para placas contendo MM
e placas contendo MC.

3.23.3.2. Morfologia e auxotrofia
Foram escolhidas 100 colonias que cresceram em MC, e
testadas quanto a auxotrofia, transferindo-se para placas contendo MM e para pla
cas contendo MM acrescidos dos suplementos necessarios, em todas as combinacdes
possiveis. Apos 2 a 3 dias de incubacao, a leitura foi feita observando-se presen
ca ou ausencia de crescimento e tambem a morfologia das colonias.

3.23.3.3. Segregacao
Atraves de blocos de agar, uma das colonias cresci
das em MM KC1, crescido por 15 dias em MM (ultimo repique), foi transferida para
placas contendo MM, MC e MC mais Benlate nas concentracoes de 0,5, 1,0 e1,5 ug/ml.
0s blocos de agar foram colocados no centro das placas. 0s setores que se desen
volveram foram purificados pelo metodo de estrias e colocados em tubos inclinados
contendo MC. Foram feitas 8 repeticoes por tratamento.

3.23.4. Caracterizacdo dos segregantes dos provaveis produtos de fusao

Alem da auxotrofia e morfolegia, os segregantes foram analisa

dos quanto ao diametro de conidios (7tem 3.20.1.) e quanto ao comportamento na pre
senca de Benlate (Ttem 3.20.3.), s0O que na concentracao de 1,5 ug/ml.

3.24, Analises estathticas

3.24.1. Dos dados obtidos com formacao de setores, de acordo com os
Ttens 3.12.1. e 3.12.2.
A analise de variancia dos dados foi efetuada utilizando-se o
delineamento inteiramente casualizado, apos os valores terem sido normalizados com
a transformacao (x + 0,5)!72,
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3.24.2. Dos dados obtidos com o nimero de nicleos por conidio, de acor

do com o item 3.14.3.

0 total de conidios amostrados para cada uma das linhagens e se
tores foi aleatoriamente dividido em dois grupos, as medias parciais foram calcula
das e a sequir utilizadas na analise de variancia tendo em vista o delineamento ca
sualizado. A comparacao das medias foi feita segundo o teste de "Tukey" (PIMENTEL
GOMES, 1984}.

3.24.3. Dos dados obtidos com o diametro de conidios, de acordo com o
jtem 3.14.4.
Os dados foram agrupados de maneira idéntica a descrita para o
item anterior. 0 delineamento foi tambem o inteiramente casualizado e a compara
cao, feita pelo teste de "Tukey" (PIMENTEL GOMES, 1984).

3.24.4. Comparacao do crescimento em MC e em MC contendo acetona, de
acordo com o descrito nos Ttens 3.9. e 3.11.
A comparacao de crescimento nestes dois tratamentos foi feita
empregando-se o delineamento de blocos casualizados na analise de variancia. Na
comparacao das medias foi utilizado o teste de "Tukey" (PIMENTEL GOMES, 1984).

3.24.5. Correlacao entre dados
Foi aplicada para verificar uma possivel correlacao entre as mg
dias do numero de nlcleos por conidio e as medias do diametro dos conidios.
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4, RESULTADOS

4.1. Segregacao espontanea

A linhagem NRRL 3112 apresentou segregacdo espontanea de conidios com de
ficiencia nutricional para arginina ou prolina (arg/pro) numa taxa de 10%, os
quais, possuem crescimento residual em MM, tsta estimativa foi feita de acordo
com o descrito no item 3.6..

4.2. Tentativa de isolamento de linhagens auxotroficas puras e prototroficas
puras

Sequindo a metodologia descrita no tem 3.7.1., 1linhagens auxotroficas
puras foram facilmente isoladas a partir da linhagem NRRL 3112 (Figura 01).

Quantoe as prototroficas, a linhagem isolada inicialmente (Figura 01) con
tinuou a segregar conidios arg/pro. A partir dela iniciou-se o processo de sele
cao (Ttem 3.7.2.1. e 3.7.2.2.) atraves do qual foi obtido apenas uma reducao na ta
xa de segregacao espoﬁtﬁnea (Figura 02).

Durante a realizacdao dos estudes com as microcolonias foi tambem observa
da segregagdo espontanea de colonias com morfologia alterada (Tabela 02). Nesse
caso foi seguida a metodologia descrita no Ytem 3.8..

FIGURA 01 - Linhagens isoladas a partir da NRRL 3112

Prot?trofica p,
R
NRRL 3112 Ay
Auxotroficas
(arg/pro) A,

* [Esta linhagem segregou 5% de conidios arg/pro.
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FIGURA 02 - Esquema adotado para a selecao de 1inhagens prototroficas puras, utili
zando-se o metodo de isolamento por colonias

(208 - 2,9%)
C, {
(208 - 2.,4%)
Ca }
(200 -5,0%)*
* P (208 - 2,4%)
Cy |
(208 - 0,48%)
Cy Icua
(208 - 1,42)
Cogr (208 = 1,4)
Simboles utilizados:
. = Infcio de selecao
0 = Final de selecao
— = Interrupcao da selecdo
. = Numero de colonias testadas e porcéntagem de colonias auxotroficas

(argjggg), respectivamente.
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TABELA 01 - Frequéencia da segregacdo espontanea de conidics arg/pro nas varias mi
crocolonias isoladas

MIcRoCoLoNIAs O ggsgghggrAs NO QErCOLﬁNIAS PORCENTAGEM
arg/pro SEGREGACAQ
M1 208 3 1,40
M, 208 3 1,40
M 208 4 1,90
M, 200 5 2,50
Ms 416 3 0,72
Ms 208 2 0,96
My 208 2 0,95
Mo 208 3 1,40
Mg 208 3 1,40
M1 416 2 0,48
M1 300 6 2,00
Mi2 508 3 0,59
M3 208 2 0,96
My, 300 7 2,33
Mis 300 4 1,33
Mie 250 9 3,60
My- 300 2 0,67
Mig 470 2 0,42
M1s 250 2 0,80
Mzq 500 ' 2 0,40
M2; 250 ] 0,40
M2, 250 | 0,40
M2 250 2 0,80
Moy, 520 2 0,38
Mzs 250 4 1,60
Mag 1560 1 3,06
Mz 560 s 0,36
Mzs 250 2 0,80
Mas 275 22 8,00
Mso 250 4 1,60
Ms1 250 2 0,80
Ma2 300 1 0,33
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TABELA 02 - Frequencia de segregacao espontanea de colonias com morfologia altera

da
TOTAL DE COLORACAD  CRESCIMENTO NOUMERO
oL COLONIAS DO EM MEIO DE gy fgg‘
AMOSTRADAS MICELIO MINIMO SEGREGANTES
Mg 800 branco + 2 0,25
branco + 1
Mas 400 amarelo + ] 0,50
branco - 1
M1y 500 amarelo + 1 0,40
M]_ 6 400 branco + 1 0 ,25
My 400 branco + i 0,25
amarelo
My, 500 e poucos - 1 0,20
conidios

4.3. Isolamento de setores a partir das linhagens NRRL 3112 e Awm 3

Apos a realizacdo dos testes preliminares de sensibilidade ao Benlate di
luido em acetona {item 3.9.) e diluido em agua (tem 3.10.), as melhores faixas de
concentracao do fungicida, visando a obtencdo de setores, puderam ser obtidas. No
primeiro caso, nao foi observado o crescimento em concentracoes superioresa 0,30ug
de Benlate/ml. Quando diluido em dgua esta concentracdo aumentou para 3,0 ug/ml.

Seguindo metodologia descrita nos tens 3.12.1, e 3.12.2., as linhagens
NRRL 3112 e Awm 3 foram tratadas com Benlate, e os setores obtidos foram isolados
de acordo com o Ftem 3.13..

Algumas informacoes sobre os setores isolados e a simbologia adotada, en
contram-se esquematizadas na Tabela 03. Pode ser observado também, que entre os
setores, existem alguns com morfologia distinta das linhagens que os originaram.

Os tipos de setores formados a partir das Tinhagens NRRL 3112 e Awm 3,
podem ser vistos nas Figuras 03 e 04,
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FIGURA 03 - Setores produzidos pela 1inhagem NRRL 3112 em MC
contendo Benlate

FIGURA 04 - Setores produzidos pela linhagem Awm 3 em MC e em
MC contenda Benlate
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TABELA 03 - Simbologia adotada para os setores, de acordo com a linhagem, o meio
de cultura dos quais foram isolados e a coloracao dos conidios

SETORES LINHAGEM DA QUAL MEIO DO QUAL FOI CCLORACAO
FOI ISOLADO ISOLADD DOS CONIDIOS
S, Awm 3 MC + Benlate branca
S; a0 Si¢ Awm 3 MC + Benlate marrom
Sy7 Awm 3 MC + Benlate creme
Sis Awm 3 MC + Benlate branca
Sig Awm 3 MC creme
Sag Awm 3 MC branca
Say & S;, Awm 3 MC marrom
S23 a0 S»s Awm 3 MC + acetona marrom
T: ao Tiq NRRL 3112 MC + Benlate preta
Ty ao Ty NRRL 3112 MC preta
Tis a0 Tis NRRL 3112 MC + acetona preta
Tye * NRRL 3112 MC + Benlate preta
Too ** NRRL 3112 MC + Benlate preta

* Setor com alta instabilidade
** Setor com micelio morfologicamente alterado (branco ) e com conidiacio me
nos densa

4.4. Frequencia de formacdo de setores nas linhagens NRRL 3112 e Awm 3

4.4.1., Em Benlate diluido em acetona
As duas Tlinhagens foram tratadas de acordo com o descrito no
item 3.12.1., e os resultados encontram-se sumarizados nas Tabelas 04 e 05.
Pode ser observado que houve formacao de setores tanto nas pla
cas tratadas com Benlate como nas placas controle. E importante ressaltar tambem,
que apenas setores bem evidentes foram contados e isolados.



TABELA 04 - Frequencia de setores da 1inhagem NRRL 3112,
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submetida aos tres trata

mentos
TRATAMENTO NUMERQ DE PLACAS NOMERO DE SETORES x FREQUENCIA
MC 14 25 1,78
MC + acetona 13 18 1,38
MC + Benlate 32 67 2,09

* Somente setores bem evidentes foram considerados

TABELA 05 - Frequencia de setores da linhagem Awm 3 submetida aos tres tratamentos

TRATAMENTO NOMERO DE PLACAS NOMERG DE SETORES * FREQUENCIA
MC 16 10 0,62
MC + acetona 14 3 0,21
MC + Benlate 23 _ 16 0,69

* Somente setores bem evidentes foram considerados

TABELA 06 - Analise de variancia dos dados da tabela 04

FONTE DE el SOMA DOS QUADRADO .
VARIACAO L~ quaDRADOS + MEDIO F
Tratamento 2 0,1410 0,0705 1,148205
ResTduo 15 0,9210 0,0614

CV o= 16,988 0 oot

NS = Nao significativo
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TABELA 07 - Analise de variancia dos dados da tabela 05

FONTE DE G.L SCMA DOS QUADRADO

VARIACAD QUADRADOS MEDIO - F
Tratamento 2 0,1438 0,0719 2,1988N°
ResTduo 12 0,3922 0,0327

vV = 18,35%
NS = Nao significativo

Como pode ser observado, as linhagens NRRL 3112 e Awm 3 nao apre
sentaram diferenca significativa em relacao a formacao de setores nos tres diferen
tes tratamentos.

4.4.2. Em Benlate diluido em agua
As fregiiencias de setorizacao das linhagens NRRL 3112 e Awm 3,
foram tambem estudadas com o fungicida diluido em agua (Ttem 3.12.2.). Os resulta
dos obtidos encontram-se sumarizados nas tabelas 08 e 09.
Tambem nesse casc houve formacao de setores tanto nas placas con
trd]é como nas placas tratadas.

TABELA 08 - Freqiiencia de setores da linhagem NRRL submetida aos dois tratamentos

TRATAMENTO NUMERO DE PLACAS NOMERO DE SETORES * FREQGENCIA
MC 33 73 2,21
MC + Benlate 31 12 3,61

* Somente setores bem evidentes foram considerados

TABELA 09 - Freqiiencia de setores da Tinhagem Awm 3 submetida aos dois tratamentos

TRATAMENTO NUMERO DE PLACAS NUMERO DE SETORES * FREQUENCIA
MC 21 92 : 4,38
MC + Benlate 29 190 6,55

* Somente .setores bem evidentes foram considerados
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FONTE DE G.L SOMA DOS QUADRADO F
VARIACAOD Tt QUADRADOS MEDIO
Tratamento 1 0,9963 0,9963 48,8407%*
Resduo 13 0,2647 10,0204
Cv = 8,12%
**  Significativo ao nivel de 1%
TABELA 11 - Analise de variancia dos dados da tabela 09
FONTE DE G.L SOMA DOS QUADRADO F
VARIACAO T QUADRADOS MEDIO
Tratamento 1 0,6590 0,6590 14 ,5796**
Residuo 14 0,6332 0,0452
v = 8,79%

**  Significativo ao nivel de 1%

Como pode ser observado, as linhagens NRRL

3112 e Awm 3 apresen

taram diferencas significativas quanto a formacdo de setores nos diferentes trata

mentos.

4.5. Efeito da acetona no crescimento das colonias.
Este teste foi realizado de acorde com o descrito no Ttem 3.11., e os re

sultados encontram-se sumarizados na Tabela 12.

A analise estatistica foi feita com ¢ dados obtidos em MC e em MC con
tendo a menor quantidade de acetona, ou seja, 1,0 ul/ml (Tabela 13).



56

TABELA 12 - Media do diametro das colonias (em mm) das varias linhagens e setores

crescidos em MC e em MC contendo acetona

L INHAGENS MC + ACETONA

E SETORES 0,0 1,0 2,0 4,0 7,5
NRRL 3112 31,00 29,25 27,25 27,25 21,00
Py * 29,50 27,00 26,50 25,50 20,05
A, 29,00 27,50 26,50 26,50 19,75
Awm 3 26,25 25,50 24,00 22,50 20,50
arg/pro crm ** 19,25 18,00 17,50 18,00 17,00
arg/pro whi ** 23,50 20,00 12,75 14,25 13,75
Sa 30,75 26,25 26,50 22,00 20,25
Sz 19,50 19,25 19,25 20,00 17,25
S3 22,75 22,50 21,75 21,00 19,25
Se 22,25 22,00 21,25 19,50 19,50
Ss 25,00 24,50 24,25 24,75 20,00
Se 24,50 24,25 24,50 24,25 20,00
S 22,25 22,50 22,00 19,25 18,75
Ssa 22,00 22,00 22,50 21,25 19,50
Sq 22,75 21,25 21,50 21,00 19,75
Si9 29,00 24,75 24,25 21,25 - 17,25
S11 23,25 23,25 24,50 23,00 17,00
Si2 22,50 22,00 22,50 21,00 19,75
Sis 22,00 21,50 21,50 20,00 19,75
Sis 22,25 21,50 20,50 19,50 18,00
Sis 18,75 17,25 17,00 16,50 13,75
S1e 18,75 18,00 17,50 17,50 15,00

*

Para os simbolos, consultar a Figura 01 e a Tabela 03

** Mutantes morfologicos isolados a partir da linhagem Awm 3
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TABELA 13 - Analise de variancia para os dados da Tabela 12

FONTE DE VG { SOMA DOS QUADRADO DESVIOD

VARIACAO QUADRADOS "MEDIO PADRAQ F
Blocos 3 6,727 2,242 1,497 1,531
Linhagem 21 1988,545 94,693 9,731 9,950 *
Residuo (a) 63 60,273 0,957 0,978

Parcelas 87 2055,545 23,627 4,861
Meios 1 63,841 63,841 7,950 10,447 *

Interacdo 21 76,659 3,650 1,911 2,498 *

ResTduo (b) 153 89,500 0,585 0,765
v - 3,287

*  Significativo ao nivel de 5%
NS  Nao significativo

Como pode ser observado, tanto as linhagens quanto os meios de cultura
diferiram entre si. O fato da interacao ser tambem significativa, indica que as
tinhagens e setores apresentaram comportamento discrepanfe, ou seja, algumas cres
ceram menos em MC contendo acetona, outraé nao.

Observou-se também nesse experimento que alem das linhagens NRRL 3112 e
Awm 3, os setores Si, Su, Sg, S7, S11 e o derivativo Ay (Figura 01), apresentaram
formagao de setores em MC e/ou MC contendo acetona.

4.6. Caracterizacao das linhagens NRRL 3112, Awm 3, alguns de seus derivati
vos e setores ‘

4.6.1. Auxotrofia
0s 53 setores isolados (Tabela 03) foram testados quanto & auxo
trofia de acordo com o descrito no tem 3.14.1., e apresentaram, sem excecgdo, de
ficiencia nutricional para os aminodacidos arginina ou prolina.

4,6.2, Sensibilidade ao Benlate diluido em agua
Todos os setores, excetuando-se o Tyq € 0 T {Tabela 03), foram
tratados com Benlate conforme o descrito no item 3.14:2,.' 0 crescimento por eles
apresentado foi comparado ao das Tinhagens NRRL 3112 e Awm 3, e os resultados obti
dos encontram-se sumarizados nas Tabelas 14 e 15.
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TABELA 14 - Comparacao da linhageinn Awm 3 com seus setores, em relacao as medias
dos diametros (em mm) das colonias crescidas em MC e em MC contendo

Benlate
SETOR MC MC + BENLATE (2,0 pg/ml)}
Sy * 22,33(19,67)** 7,67(7,67)
Sa 18,33(19,67) 6,67(7,67)
S, 20,00(20,67) 7,33(6,33)
S 19,33(20,67) 7,00(6,33)
Ss 18,67(20,33) 5,67(5,67)
Se 22,67(20,33) 6,67(5,67)
S, 20,67(19,33) 6,67(5,67)
Sea 20,33(19,33) 8,67(5,67)
So 22,33(20,33) 4,00(4,00)
S1o 21,00(20,33) 3,67(4,00)
S11 17,00(19,33) 4,67(4,00)
S12 20,33(19,33) 5,33(4,00)
S13 23,00(21,33) 9,33(5,33)
S14 22,33(21,33) 7,33(5,33)
Sis 21,00(20,33) 5,33(3,67)
S16 19,33(20,33) 4,67(3,67)
S17 16,67(19,00) 8,33(7,00)
Sig 22,00(19,00) 9,67(7,00)
‘S1e 20,00(19,00) 2,33(6,33)
Sa0 21,33(19,00) 4,00(6,33)
S22 20,67(21,00) 6,33(6,00)
S22 24,33(21,00) 7,00(6,00)
S2a 23,00(20,00) 6,33(6,33)
Sa4 21,33(20,00) 5,00(6,33)
Sy 22,00(21,33) 4,67(4,00)

* Para os simbolos, consultar a Tabela 03
** (s numeros entre parenteses referem-se as medias da 1inhagem Awm 3 “ino
culada como controle na mesma placa.
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TABELA 15 - Comparacao da linhagem NRRL 3112 com seus setores, em relacdo as me
dias dos diametros (em mm) das colonias crescidas em MC e em MC conten

do Benlate
SETOR MC MC + BENLATE (2,0 pg/ml)
Ty* 21,00(21,67)** 6,00(6.67)
T, 20,67(21,67) 6,33(6,67)
T, 20,00(21,00) 4,33(5,00)
Tu 22,00(21,00) 5,00(5,00)
Ts 20,00(20,33) 4,00(4,00)
Te 20,00(20,33) 3,33(4,00)
Ty 19,33(19,33) 3,33(4,00)
Te 19,67(19,33) 3,67(4,00)
Ts 18,67(20,00) 2,67(3,00)
T1o 18,33(20,00) 3,67(3,00)
Ti1 20,67(23,00) 7,00(8,00)
Ty, 21,67(23,00) 6,33(8,00)
T1s 19,00(21,33) 8,67(8,33)
Tis 22,67(21,33) 10,33(8,33)
Tis 22,33(24,00) * 6,33(7,67)
Tye 21,67(24,00) 6,00(7,67)
T17 18,33(21,67) 7,33(9,00)
T1g 23,00(21,67) 8,67(9,00)

*

*%

Para os simbolos, consultar a Tabela 03
Os numeros entre parenteses referem-se as medias da linhagem NRRL 3112
inoculada como controle na mesma placa.
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Pode ser observado que nenhum dos setores apresentou grande dis
crepancia de crescimento em relacao as linhagens NRRL 3112 e Awm 3.

No decorrer deste teste, a Tinhagem Awm 3 produziu setores amare
los, inicialmente observados em MC contendo Benlate, e depois,  tambem em MC. A
analise de uma amostra de conidios da Tinhagem Awm 3, tomada nesse periodo, reve
Tou que parte deles originava colonias iguais a Awm 3, e os demais originavam colg
nias morfologicamente iguais aos setores amarelos. Esses setores foram isolados
(Ttem 3.13.) e caracterizados quanto a auxotrofia (7tem 3.14.1.}, sendo todos defi
cientes para a sintese de arginina ou prolina. As colonias morfologicamente
iguais @ Awm 3 continuaram a produzir setores amarelos.

A Tinhagem NRRL 3112 e seus setores Ty, Tz, T13 e T1¢ tambem pro
duziram setores no decorrer desse teste. Dois deles sao morfologicos, sendo um
com micelio amarelo e poucos conidios e o outro com conidios de coloracdao branca.

4.6.3. Numeros de niicleos por conidio
Excetuando-se o setor T4, © restante dos setores isolados das
linhagens NRRL 3112 e Awm 3, e alguns de seus derivativos (Tabela 03), foram estu
dados quanto ao nimero de nucleos por conidio, de acordo com o descrito no Ttem
3.14.3..
0s resultados obtidos encontram-se sumarizados nas Tabelas 16 e
17.
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TABELA 16 - Porcentagem do numero de nucleos por conidio das varias linhagens e se

tores
L INHAGENS NOMERO DE NOCLEOS POR CONIDIO NOMERO DE CONT
E SETORES 1 2 3 4 5 6 DI0S AMOSTRADOS
NRRL 3112 58,0 40,7 1,3 - - - 332
P1* 68,0 31,5 0,5 - - - 308
As 70,0 29,0 1,0 - - - 307
Awm 3 9,5 53,8 27,7 7,3 1,7 - 303
arg/pro crm 28,9 40,9 22,4 7,8 - - 308
arg/pro whij 14,8 48,1 31,9 4.5 0,7 - 310
S1 21,9 67,6 8,3 2,2 - - 324
S, 54.8 37,7 5,2 2,3 310
S 23,2 70,5 5,9 0,3 - - 319
Sy 43,3 47,5 7,6 1,6 - - 316
Sg 30,0 59,4 9,6 1,0 - - 303
Se 36,7 53,1 7,3 2,9 - - 305
S5 30,5 57,9 8,3 3,3 - - 302
Ss 38,7 55,2 5,2 0,6 - 0,3 308
Ss 29,0 58,0 11,0 2,0 - - 300
Si0 45,9 44 3 7,9 1,9 - - 324
Si1 32,4 58,0 9,3 0,3 - - 318
S12 43,7 44,9 10,0 0,7 0,7 - 305
S13 11,5 42,3 44,6 1,6 - - 314
S1y 33,3 60,1 6,0 0,6 - - 316
Sis 61,8 33,7 4,2 0,3 - - 306
Si1s 48,0 48,9 3,1 - - - 331

J—

*

Para sTmbolos das linhagens e setores, consultar

Ta 03

as Figuras 01 e 06 e a

Tabg
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TABELA 17 - Porcentagem do nimero de nucleos por conidio das varias linhagens e se

tores
L INHAGENS NOMERG DE NUCLEOS POR CONIDIO NUMERO DE CONT
E SETORES 1 2 3 4 5 DIOS AMOSTRADOS
NRRL 3112 58,0 40,7 1,3 - - 332
Avm 3 9,5 53,8 27,7 7,3 1,7 303
T,* 63,3 35,7 1,0 - - 300
T, 66,0 33,3 0,7 - - 300
T, 66,7 33,3 - - - 309
Ty 56,1 43,9 - - - 312
T, 66,8 33,2 - - - 307
Te 70,7 29,0 0,3 - - 307
T, 62,2 37,2 0,6 - - 320
T, 66,8 32,6 0,6 - - 319
Ts 56,8 41,9 1,3 - - 308
Tao 61,9 37,5 0,6 - - 323
T 51,6 47,8 0,6 - - 318
Tys 53,7 46,3 - - - 307
Tis 70,7 29,0 0,3 - - 314
Tis 69,8 30,2 - - - 378
T1s 66,5 33,2 0,3 - - 316
Tie 67,1 33,3 0,6 - - 310
Ty 63,4 36,3 0,3, - - 303
Tie 54,9 44,5 0,6 - - 306
Tyo 59,9 39,8 0,3 - - 302
S, 4 35,3 60,7 3,3 0,7 - 300
Sya 34,2 61,5 4,3 - - 301
S19 42,9 52,5 4,0 0,6 - 305
Sy0 34,8 41,4 16,5 7,3 - 316
S,1 49,4 49,0 1,6 - - 318
S,s 36,0 61,0 2,3 ¢,7 - 300
S,3 33,0 64,7 2,3 - - 306
Sau 41,8 56,3 1,9 - - 318
S, 40,8 55,9 3,3 - e 304

* Para os simbolos consultar as Figuras 0] e 06 e a Tabela 03
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TABELA 18 - Analise de variancia dos dados da Tabela 16

FONTE DE G.L SOMA DOS QUADRADD F
VARIACAD T QUADRADOS MEDIO ]
Linhagem 21 3,711 0,177 855,000**
Residuo 22 0,004 0,0002

Cv = 0,793¢

**  Significativo ao nivel de 1%

Os resultados do teste de Tukey, com diferenca minima significa
tiva de 0,0565, das medias do nimero de niicleos por conidios apresentado pelas di
versas linhagens e setores, encontram-se na Tabela 20.

TABELA 19 - Analise de variancia dos dados da Tabela 17

“FONTE DE G.L SOMA DOS. QUADRADO F
VARIACAO o QUADRADOS MEDIO -
Linhagem 29 3,096 0,]967 70,233%*
Residuo 30 0,045 0,0015

Cv = 2,60%

**  Significative ao nivel de 1%

Os resultados do teste de Tukey, com diferenca minima significa
tiva de 0,1599, das medias do numerc de niicleos por conidios apresentado pelas di
versas linhagens e setores, encontram-se na Tabela 21,
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TABELA 20 - Comparacao das medias dos dados da Tabela 16

L INHAGENS

E SETORES MEDIAS
Aum 3* 2,377 ax*
S 2,366 a
arg/pro whi, 2,281 b
arg/pro crm, 2,091 c
5, | 1,908 d
Sie 1,860 e
Sg 1,845 e
S, 1,843 e
S; 1,834 e
Se 1,816 e f
S12 1,775 f
55 1,764 f
Sis 1,741 f g
'Si3 _ 1,698 g
Ss 1,679 g
Sy 1,675 g
Sy ‘ 1,657 g .
Sy 1,544 h
S1s 1,431 i
NRR# 3112 1,425 i
P1 1,328 ' j
As 1,306 j

* Para simbolos das linhagens e setores, consultar as Figuras 01 & 06 e a Ta
bela 03
** Medias com letras diferentes sao significativamente diferentes ao nivel de
5%
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TABELA 21 - Comparacao das medias dos dados da Tabela 17

=
Awm 3 2,377 ax*
Sao* 1,964 b
S17 1,701 c
S1a 1,701 c
Sza 1 ,693 C
Szs 1,631 c d
Sz2 1,676 c d
Sie 1,623 ¢ d e
Sau 1,599 c d e f g
Sa1 1,509 d e f g h
Ti2 1,464 e f g h 1
Ti1 1,458 f g h 1
Tys 1,457 f g h 1 ]
Ts 1,445 f g h i § k
Te 1,442 g h i J k
T 1,438 h i 3§ k
NRRL 3112 1,425 h 1§ Kk
Tao 1,403 h 1 3§ k
Tieo 1,387 h i 3 k 1
T 1,376 i hoiJ k1
T1s 1,369 h i j k 1
T, 1,346 i 3 k1
T1y 1,341 i i k1
Ts 1,339 i i k1
Tis 1,339 iPod ko1
T1s 1,335 i J k 1
T, 1,333 i k
Ts 1,332 i k .1
Ty 1,291 k 1.
Tis 1,239 )

* Para os simbolos, consultar a Tabela 03
** Medias com letras diferentes sdo significativamente diferentes ao nivel de
5%
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Pela Tabela 20, verifica-se grande variacdo entre as linhagens e
setores no que se refere ao numero de nicleos por conidio. A linhagem NRRL 3112 sb
nao diferiu significativamente do setor S;¢ enquanto que a Awm 3, so nao diferiu do
setor 5:4.

Pode ser verificado na Tabela 21, que a linhagem Awm 3 diferiu
de todos os demais. Ja a NRRL 3112, ndo diferiu significativamente da maioria de
seus setores.

4.6.4. Diametro de conidios
As mesmas linhagens, setores e derivativos relacionados no Ttem
anterior, foram tambem estudados quanto ao diametro de conidios. O teste foi reali

zado de acordo com o descrito no item 3.14.4. e os resultados estio nas Tabelas 22
e 23.
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TABELA 22 - Diametro dos conidios (em um) apresentado pelas varias lTinhagens e seto

res

LINHAGENS NOMERO DE NOCLEOS POR CONIDIO

E SETORES 1 2 3 4 5 6
NRRL 3112 4,760(30)* 4,760(30) 4,760(3) - - -
Py** 4,760(30)  4,800(30) 4,760(2) - - -
A 4,720(30) 4,839(30) 4,760(2) - - -
Awm 3 4,558(30) 4,677(30) 5,034(30) 5,438(21) 5,712(5) -
arg/pro crmy  4,403(30)  4,439(30) 4,593(30) 4,808(24) - -
arg/pro whiy 4,562(30) 4,601(30) 4,879(30) 5,185(14) 5,355(2) -
Sq 4,760(30) 4,879(30) 5,289(27) 5,780(7) - -
S, 4,403(30) 4,486(30) 4,760(12) 5,506(7) - -
S, 4,324(30) 4,720(30) 5,073(19) 5,950(1) - -
S, 5,077(30) 5,355(30) 5.602(24) 5,950(5) - -
Ss 4,800(30) 4,879(30) 5,293(29) 5,553(3) - -
Se 4,800(30) 4,879(30) 5,213(21) 5,421(9) - -
S, 4,998(30) 5,117(30) 5,504(24) 5,842(11) - -
Se 4,879(30) 5,355(30) 5,578(16) 5,950(2) - 9,520(1)
Sq 4,482(30) 4,919(30) 4,914/31) 5,950(§) - -
Sy0 4,879(30) 5,118(30) 5,569(25) 5,950(6) - -
S11 4,839(30) 4,919(30) 5,276(30) 5,950(1) - -
Siz 4,760(30) 5,077(30) 5,038(30) 5,950(2) 6,545(2) -
S13 4,681(30) 4,839(30) 4,958(30) 5,950(5) - -
Siy 4,800(30) 4,641(30) 5,136(19) 5,950(2) - -
Sis 4,998(30) 4,760(30) 4,943(13) 5,950(1) - -
S1¢ 4,760(30)  4,879(30) 5,474(10) - - -

*

Os numeros entre parenteses, representam o nimero de conidios amostrados

** Para os simbolos das linhagens e setores, consultar as Figuras 01 e 06 e a Ta
bela 03



TABELA 23 - Diametro dos conidios (em um) apresentado pelas varias linhagens e seto

68

res

LINHAGENS NUMERO DE NOCLEOS POR CONIDIO

E SETORES 1 » 3 2 .
NRRL 3112 4,760(30)* 4,760(30) 4,760(03) - -
Avm 3 4,588(30) 4,677(30) 5,034(30)  5,438(21)  5,712(05)
Ty * 4,720(30) - 4,879(30) 5,533(03) - -
T, 4,800(30) 4,879(30) 5.950(02) - -
T, 4,760(30) 4,839(30) - - -
T, 4,720(30) 4,760(30) - - -
Ts 4,800(30) 4,839(30) - - -
Te 4,720(30) 4,839(30) - - -
T, 4,681(30) 4,800(30) 5,355(02) - -
Te 4,800(30) . 4,839(30) 5,950{02) - -
T, 4,760(30) 4,800(30) 5,652(04) - -
T1o 4,760(30) 4,800(30) 5,950(02) - .
1, 4,541(30) 4,953(30) 5,950(02) - -
Tys 4,760(30) 4,800(30) - - -
Tis 4,720(30) 4,879(30) 5,950(01) - -
Ty 4,760(30) 4,760(30) - - -
Tis 4,839(30) 4,839(30) 4,760(01) - -
Tye 4,800(30) 4,958(30) 5,355(02) - -
T1s 4,760(30) 4,839(30) 5,950(01) - -
Tye 4,720(30) 4,800(30) -5,950(02) - -
Tao 4,839(30) 4,958(30) 5,950(01) - -
S14 4,760(30) 4,839(30) 5,950(10) - -
Sis 4,879(30) 4,879(30) 5,675(13) - -
S1s 4,800(30) 4,958(30) 5,752(12)  5,950(02) -
Sy0 4,800(30) 4,958(30) 4,958(30)  5,588(23) -
Sa1 4,760{30) 4,760(30) 5,236(05) - -
S22 4,681(30) 4,958(30) 5,610(07)  5,952(02) -
S5 4,760(30) 4,800(30) 5,950(07) - -
Sou 4,839(30) 5,117(30) 5,950(06) - -
Sy s 4,839(30) 5,038(30) 5,831(10)  4,652(04) -

* Qs numeros entre parenteses, representam o numero de conidios amostrados

** Para 0s simbolos, consultar a Tabela 03
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TABELA 24 - Analise de variancia dos dados da Tabela 22

FONTE DE G.L SOMA DOQS QUADRADO F
VARIACAQ T QUADRADOS MEDIO
Linhagem 21 2,010 0,095 6,000*
Residuo 22 0,345 0,016

cV = 2,57%

*  Significativo ao nivel de 5%

Os resultados do teste de Tukey, com diferenca minima significa
tiva de 0,505 das medias do diametro de conidios apresentado pelas diversas linha
gens e setores, encontram-se sumarizados na Tabela 26.

TABELA 25 - Analise de variancia dos dados da Tabela 23

FONTE DE G.L SOMA DOS QUADRADO F
VARIACAD T QUADRADOS MEDIO
Linhagem 29 0,6489 0,0224 4,5019**
Residuo 30 0,1369 0,0045

v = 1,40%

** Significativo ao nivel de 1%

0s resultados do teste de.Tukey, com diferenca minima significa
tiva de 0,2771, das medias do diametro de conidios apresentado pelas diversas linha
gens e setores, encontram-se sumarizados na Tabela 27.
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LINHAGENS

E SETORES MEDTIA
S, 5,362 ax*
S, 5,288 a b
Se 5,263 a b c
S11 5,217 a b c
Sh 5,026 a b C d
Si12 5,021 a b c d
Si3 5,013 a b c d
Se 5,006 a b c d
S5 4,984 a b c d
Awm 3 4,934 a b c d
S16 4,933 a b C d
Si17 4,913 a b C d
Siu 4,873 a b e d
Sis 4,849 b ¢ d
S1o 4,847 b c d
P 4,779 - c  d
As 4,779 ¢ d
NRRL 3112 4,760 c d
arg/pro whi, 4,760 c d
S3 4,672 d
Sz 4,578 d
arg/pro crmy 4,540 d

* Para os simbolos das-linhagens e setores, consultar as Figuras 01

06 e a Tabela 03

e

**  Medijas com letras diferentes sdo significativamente diferentes ao qi

vel de 5%



TABELA 27 - Comparacao das medias dos dados da Tabela 23

e toias
Sas* 5,008 ar*

Sa2u 5,006 a b

S14 5,044 a b +C

Sz 5,033 a b c d

Sig . 5,015 a b [ d e
Sy 5,007 a b c d e
Sz3 4,964 a b c d e
Awm 3 4,934 a b c d e
S22 4,932 a b c d e
T2 4,915 a b c d e
Ty 4,879 a b c d e
T, 4,873 a b c d e
Te 4,855 a b C d e
Tie 4,837 a’ b c d e
T 4,835 a b c d e
T 4,834 a b c d e
Sa1 4,834 a b c d e
Ts ' 4,819 ' b c d e
Tis 4,818 b C d e
Tio 4,817 b C d e
Tz 4,811 b (o d e
Te 4,780 c d e
Ti2 4,780 c d e
Tis . 4,780 c d e
Ty7 4,780 c d e
NRRL 3112 4,760 d e
Ty 4,760 d e
Tiy 4,760 d e
LEYS 4,760 d e
T, 4,740 ' e

* Para os simbolos consultar a Tabela 03
** As medias com letras diferentes diferem ao nivel de 5%
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A Tinhagem Awm 3 nao diferiu significativamente de nenhuma das
1inhagens utilizadas no experimento, enquanto que a linhagem NRRL 3112, diferiu dos
setores Sy e Se¢ (Tabela 26).

Pela Tabela 27, observa-se tamb&m que a 1inhagem Awm 3 nao dife
riu significativamente de nernhuma linhagem ou setor. Ja a NRRL 3112 diferiu apenas
dos setores Sis, S22y € Sos. .

4.6.5. Correlacdo entre nimero de nucleos e diametro de conidios
0 coeficiente de correlacao entre essas duas variiveis foi esti
mado para todas as linhagens, setores e derivativos, em r = 0,077, nao diferindo
significativamente de zero (t = 0,5400; G.L., = 48; P <0,05).

4.7. Comparacao da freqliencia da formacdo de setores entre a linhagem NRRL
3112 e 0 setor T,

0 setor Ty, (Tabela 03), produz grande numero de setores. Esta caracte
ristica foi comparada a da linhagem NRRL 3112, de acordo com item 3.12.2.. Os re
sul tados obtidos encontram-se na Tabela 28.

TABELA 28 - Frequéncia de setores da Tinhagem NRRL 3112 e do setor T,4, quando cres
cidos em MC

L INHAGEM NOMERG DE PLACAS NUMERD DE SETORES* FREQUENCIA
NRRL 3112 33 - 73 2,21
Tie 21 165 7,86

* Somente setores bem evidentes foram considerados
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TABELA 29 - Analise de variancia dos dados da Tabela 28

FONTE DE G.L SOMA DOS QUADRADO £
YARIACAO e QUADRADOS MEDIO
Linhagem 1 7.,0391 7,0391 138,5630 **
Residuo 16 0,8124 0,0508

cv = 10,9%

**  Significativo ao nivel de 1%

Verifica-se, portanto, que a Vinhagem NRRL 3112 diferiu significativamen

te do setor T:s, guanto a producao de setores.

4.8. Numero, porcentagem relativa, porcentagem de viabilidade e curvas de s0
brevivencia de conidios das linhagens Awm 3 e NRRL 3112, apos tratamento
com Juz ultravioleta (UV)

Experimentos foram conduzidos de acordo com o descrito no Ttem 3.5., com
0 objetivo de determinar a porcentagem de conidios viaveis nas linhagens NRRL 3112
e Awm 3. Os resultados obtidos estao na Tabela 30 e, a partir deles, foram efetua
das correcoes para todas as estimativas do numerc de conidios realizadas posterior
mente. .

Os tratamentos com UV foram feitos de acordo com o item 3.15.1.. As cur
vas de sobrevivencia sdo mostradas na Figura 05, e os resultados dos nimeros e por
centagens relativas dos conidios sobreviventes estao sumarizados nas Tabelas 31 e
32. As LDys das linhagens NRRL 3112 e Awm 3.foram respectivamente 15,0 e 15,6 minu
tos.

TABELA 30 - Porcentagem de conidios viaveis nas linhagens NRRL 3112 e Awm 3

NUMERO DE CONIDIOS OBSERVADOS NOMERO DE PORCENTAGEM
L INHAGEM “— " _MEDIA CONIDIOS ..  DE

01 02 03 04 ESPERADO VIABILIDADE
NRRL 3112 89,0 110,0 98,0  111,0 102,0  340,0 30 °

Aum 3 173,0  182,0  °156,0  199,0  ‘177,5 °325,0 55
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TABELA 31 - Numero e porcentagem relativa de conidios sobreviventes da linhagem
NRRL 3112, ao tratamento com luz UV

MEDIA DE CONTDIOS PORCENTAGEM RELATIVA DE
TEMPO VIAVELS /m] SOBREVIVENCIA
(MINUTOS) ™ e pETICRO 2a REPETICAO 12 REPETIGAO 22 REPETICAO

0,0 1330,0 830,0 100,00 100,00
2,5 975,0 492,5 73,31 59,34
5,0 587,0 377.5 44,13 45,48
7.5 250,0 2250 18,80 27,11
10,0 105,0 160,0 7,89 19,28
15,0 22,5 72,5 1,69 8,73
20,0 2,5 17,5 0,19 2,11

TABELA 32 - Numero e porcentagem relativa de conidios sobreviventes da 1inhagem
Awm 3, ao tratamento com Tuz UV h

MEDIA DE CONIDIOS . .PORCENTAGEM RELATIVA DE

TEMPO VIAVELS/m] SOBREVIVENCIA
(MINUTOS) ™43 RepETICAO 23 REPETICAO 13 REPETICAG 23 REPETIGAO
0,0 960 ,0 1015,0 ° 100,00 100,00
2,5 4925 745,0 51,30 73,40
5,0 207,6 87,5 21,61 28,32
7,5 137,5 122,58 14,32 12,07
10,0 92,5 105,0 9,63 10,34
15,0 65,0 45,0 6,77 4,43
20,0 35,0 13,7 3,64 1.35

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
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Figuro 5 — Curvas de sobrevivéncia das linhagens NRRL 3112 e Awn 3,

o luz ultraviolata,

# 1 | L l 1 ! 1

00 - 2.5 5.0 7.5 10.0 ' 15.0 20.0

Tempo de tratamento ( minutos )

—— ——~ NRRL 3II2
——Awn 3
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4.9. Isolamento de mutantes auxotroficos e morfoldgicos
4.9.1. Metodo do isolamento total

Cerca de 2000 colonias da linhagem Awm 3 sobreviventes ao trata
mento com YV, e 1200 colonias da Tinhagem NRRL 3112, foram testadas de acordo com a
metodologia descrita no Ttem 3.15.2.1.1..

A frequencia de auxotroficos apresentada pela 1inhagem Awm 3 foi
zero. Tres mutantes morfolagicos foram isolados entre oito obtidos (Figura 06).

Quanto a Tinhagem NRRL 3112, foi obtido apenas um mutante auxo
trofico e dois com alteracdes morfoldgicas. 0s mutantes morfoldgicos foram isola
dos de acaordo com o descrito no item 3.15.2.2..

4.9.2. Metodo de filtracgdo
Este metodo descrito no item 3.15.2.1.2., foi aplicado apenas na
linhagem NRRL 3112. No primeiro experimento, foi isolado um mutante morfologico
~ simbolizado por arg/pro mor; gre; (Figura 06). Este mutante foi utilizado nos expe

" rimentos seguintes, e a partir dele, tres mutantes auxotroficos foram isolados (Ei
. gura 06).

A Tabela 33 resume os resultados obtidos, e pode-se observar que
- mutantes auxotroficos foram isolados somente quando o processo de filtracao foi re
petido duas vezes.

4.10. Freqliencia de reversao das mutacdes auxotrdoficas

0s resultados obtidos nesse sentido, estao sumarizados na Tabela 34. 0
teste foi conduzido segundo metodologia descrita no Jtem 3.16.

TABELA 33 - Numero de mutantes obtidos com o metodo da filtracao nas linhagens NRRL
3112 e arg/pro gre:

L INHAGEM NOMERO DE NOMERO DE COLONIAS _NUMERO DE MUTANTES OBTIDOS
FILTRACOES AMOSTRADAS AUXOTROF1COS MORFOLOGICOS
NRRL 3112 1 500 0 1
arg/pro gre,* ! 300 0 0
arg/pro grex 2 286 3 0

* Para os simbolos, ver Figura 06
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FIGURA 06 - Genealogia dos mutantes auxotroficos e morfologicos isolados apos trata

mento com UV, das linhagens NRRL 3112 e Awm 3

e arg/E—rE m tl'k**

NRRL 3112 ——f——> arg/pro bwn;

—— arg/pro leu; mor: - arg/pro leu, mor, bwn,

....... » argi pro mori gre:

po===m=m=m——=

]
1
------- > arg/pro mor, gre: ------~---?------> arg, pro mory gre;
i
Lomommm > arg/pro pab; mor; gre;
> arg/pro whi,
Awm 3 — = arg/pro crm

sk

Dok

— arg/pro crm,

As setas tracejadas indicam que os mutantes foram obtidos pelo método de fil
tracao, enquanto que, as setas continuas foram usadas para os mutantes obtidos
pelo metodo do isolamento total

1F e 2F significam respectivamente, uma filtracao e duas filtracoes

0s simbolos usados para os mutantes indicam:

arg/pro + deficiencia para a sintese de arginina ou prolina; a adicdo de
arginina ou prolina no meic minimo provoca o crescimento.

arg pro +~ deficiencia para a sintese de arginina e prolina; nesse caso e
necessaria a adicao dos dois aminoacidos para que ocorra o cres
cimento.

leu ~ deficiencia para a sintese de leucina

pab + deficiencia para a sintese do acido p-aminobenzdico.

mpt - formacao de pigmento preto no meio de cultura

mory e mor, - Consultar os Ttens 3.21.2.2. e 3.21.2.3..

bwn + Conidios de coloracao marrom.

gre + Conidios de coloracao verde.

whi + Conidios de coloracao branca.

crm + Conidios de coloracao creme.
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TABELA 34 - Teste da frequencia de reversdo das deficiéncias nutricionais de mutan
tes obtidos da linhagem NRRL 3112

TOTAL DE

MUTANTES REVERSAO  MARCA CONTDIOS FREQUENCIA

AR POR PLACA Arﬁgggl{ggs DE REVERSAO
arg/pro leuy* Teu --- Teu" 1 x 10° 1 x 107 0
arg/pro pab; pab -- pab® 1 x 108 1 x 107 0
arg; pro arg -- arg” 1 x 10° 1 x 107 0
arg, pro arg -- arg’ 1 x 10% 1 x 107 0
Ayxx arg/pro -- arg+/prof 1 x 1068 T x 107 0
hwm 3 arg/pro -- arg'/pro* 1 x 10° 1 x 108 0

* Para os simbolos dos mutantes ver Figura 06
** Ver Figura 0}

4.11. Evidenciacao do bloqueio metabolico na via biossintetica dos aminoicidos
arginina e prolina

Este experimento foi realizado de acordo com o descrito no Ttem 3.17., e
0s resul tados obtidos estao sumarizados na Tabela 35.

4.12. Resistencia 20 Brometo de Etidio

4.12.1. Numero, porcentagens relativas e curva de sobrevivencia de coqi
dios do mutante arg/pro pab: mor) gre;, apos tratamento com Bro
meto de Etidio '

0 experimento foi realizado de acordsc com o descrito no Ttem
3.18.1.. A curva de sobrevivencia e mostrada na Figura 07, e os resultados obtidos
dos numeros e porcentagens relativas dos conidios sobreviventes estdo sumarizados
m Tabela 36. A LDgs foi 12,5 ug/ml.

4.12.2. Isolamento de mutantes resistentes espontaneos

Sequindo metodologia descrita no item 3.18.2. e trabalhando com
o mutante arg/pro pab, meri grei, tentou-se inicialmente isolar mutantes resisten
tes ao Brometo de Etidio utilizando a concentracac de 19,0 pg/ml, visto que nenhum
onidio se desenvolveu nessa dose (Tabela 36). No entanto a concentracao teve-que
ser aumentada para 24,0 ug/ml, uma vez que muitas colenias se desenvolveram em 19,0

pg/ml.
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Fig. 7 — Curva de sobrevivéncia da tinhagem arg/ pro pab, mor; gre,

oo Brometo de Etidio.
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TABELA 36 - Numero e porcentagem relativa de conidios sobreviventes da linhagem
arg/pro pab; mory gre; ao tratamento com Brometo de Etidio

CONCENTRACAD MEDIA DE CONIDIOS PORCENTAGEM RELATIVA
(ug/m1) VIAVEIS/m1 SOBREVIVENCIA
0,0 1290,0 106,0
4,0 1213,3 94,1
6,7 1100,0 85,3
11,3 116,7 9,0
15,0 20,0 1,5
19,0 00,0 0,0

Utilizando a dose maior foi observada uma media de 6 colonias
por placa, das quais, 10 foram isoladas e testadas. Nenhuma se mostrou resistente.

Foi observado tambem a presenca de dois tipos de coldnias. Par
te delas apresentou crescimento reduzido enquanto que as demais, eram maiores.

4.12.3. 1lsolamento de mutantes resistentes induzidos
Mutantes resistentes ao Brometo de Etidio foram obtidos a par
tir do mutante arg/pro pabi mori grei, apos tratamento com luz UV, de acordo com o

descrito no Ttem 3.18.3..

Desse experimento foram isoladas 15 colonias provaveis mutan
tes, das quais, 4 se apresentaram mais vigorosas e apos terem sido testadas se mos
traram resistentes. Uma delas foi se]eciona?a e simbolizada por arg/pro pab: mor,

gtb} gres.
As linhagens sensiveis ao Brometo de Etidio foram simbolizadas
S
por etb”.

4.12.4. Curva de resistencia
As linhagens rebresentadas na Tabela 37, foram testadas de acor
do com o descrito no item 3.18.4.. O0s resultados obtidos encontram-se na mesma Ta
bela, a partir dos quais foram tracadas as curvas de resisténcia (Figura 08).
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4.13. Comparacao das frequencias da formacao de setores entre as linhagens
arg/pro paby mor; etbf gre, e arg/pro leu; mor, eth’ bwny e a NRRL 3112

Este teste foi realizado de acordo com o descrito no tem 3.12.1.. Os re
sultados encontram-se na Tabela 38.
TABELA 38 - Fregliencia de setores das linhagens tratadas com Benlate
LINHAGENS NO DE PLACAS N¢ DE SETORES FREQUENCIA

KRRL 3112 34 80 2,35
arg/pro pab, mor, etbz gre, 23 51 2,22
arg/pro leu; mor; étbs‘bwﬁl" -2 * E . ¥ 1,07
TABELA 39 —_Ané]ise de vqrjéhcja_dos_dados da Tabela 38

FONTE DE G.L SOMA DOS QUADRADO £

VARIACAD T QUADRADOS MEDIO :

Linhagem 2 1,3426 0,6713 7,8496**

Residuo 21 1,7959 _ 0,0855

CY =" 19,31% *

**  Significativo ac nivel de 1%
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Os resultados do teste de Tukey, com diferenca minima significativa de
0,1305, encontram-se na Tabela 40.

TABELA 40 - Comparacao das medias dos dados da Tabela 38

LINHAGEM MEDIAS
NRRL 3112 1,706 ax
arg/pro pab; mor, etb{ gre, 1,655 a
arg/pro leu; mor, etb® bwn 1,181 b

* Medias com letras diferentes diferem significativamente ao nivel de 5%

Os numeros representados na Tabela 40 ndo se referem 3s méedias de seto
res produzidos, uma vez que sao produtos de transformacdo (Vx + 0,5).

4.14. Cruzamentos intra-especificos

4.14.1. Teste de complementacaoc entre Tinhagens arg/pro
As Tinhagens Awm 3 e A; (Figura 01}, foram testadas de acordo
om o item 3.19.2.. As evidencias obtidas através do teste de heterocirio indicaram
que nao ha complementacao entre estas linhagens arg/pro, derivadas da NRRL 3112.

4.14.2. Obtencao de heterccarios
0 mutante arg/pro leu; mor, etb® bwn, de Aspergiflus awamord

foi cruzado com os mutantes arg/pro pab; mor, etb{ gre;, arg; pro mor, etb> gre; e

arg, pro mor; eth® gre, (Figura 06). Seguiu-se a metodologia descrita no Ttem 3.19.

J1.1., excetuando-se o fato de que nos ultimos dois cruzamentos, o periodo de incuba
¢a0 para a formacao das peliculas foi de 10 dias.

As peliculas obtidas, quando transferidas para MM contendo pro
lina, permitiram a evidenciacado de micelio heterocariotico formado como setores de
crescimento vigoroso (Figura 09).



FIGURA 9 - Setores heterocarioticos formados nos cruzamentos
intra-especificos.

86
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4.14.3. [Isolamento e fregiiencia de colonias prototroficas

0 isolamento de colonias prototroficas foi realizado de acordo
com o descrito no tem 3.19.1.2.. A Tabela 41 mostra as fregliencias de colonias pro
totroficas obtidas para os tres cruzamentos. Pela Figura 10 pode-se observar que as
colonias provaveis diploides apresentam conidios pretos enquanto que as colanias hete
rocarioticas apresentam, alem dos conidios pretos, misturas das cores parentais

A partir dos heterocarios, foram estimadas as proporcoes de co
nidios dos mutantes envolvidos em cada um dos cruzamentos. Estes experimentos foram
tonduzidos de acordo com o descrito no Ultimo paragrafo do Ttem 3.19.1.2.. Nos trés
‘cruzamentos a proporc¢do de conidios arg/pro leu: mor, etb® bwny foi maior, ou seja,
88,7, 54,1 e 51,7% respectivamente, para 0s cruzamentos 1,2 e 3 (Tabela 41).

Colonias heterocarioticas e provaveis diploides provindas dos
trés cruzamentos, cresceram em MM, apenas quando este foi suplementado com arginina

ou prolina. Quanda inoculados nesse meio, os provaveis diploides exibiram alta insta
bilidade, motivo pelo qual foram estocados em MC. "

Foi isolado um provavel diploide de cada cruzamento. Na Figura
11, podem ser observadas as linhagens parentais com conidios de coloracao verde e mar
rom, a.linhagem original e um provavel diplaide.

4,15. Caracterizacdo das linhagens provaveis diploides

4.15.1. Germinacao em MM e MC ‘
Estimou-se a germinacao de conidios dos provaveis diploides, em
M e em MM suplementado com prolina, de acordo com o descrite no Ttem 3.20.1.. Os re
sultados encontram-se na Tabela 42.
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FIGURA 10 - Caracteristicas morfologicas das colonias hetero
carioticas e provaveis diploides, crescendo em
MM contendo prolina. A colonia indicada pela se
ta e uma provavel diploide.

FIGURA 11 - Caracteristicas morfologicas apresentadas pelas
Tinhagens

1. NRRL 3112
2. Provavel diploide
3. arg/pro pab, mor, etb{ gre,

. arg/pro leuy mor; etb® bwn,

89
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TABELA 42 - Germinacao de conidios dos diploides, em MC e MM suplementado com prolina

PROVAVEIS MEDIA DO NO DE COLONIAS ESTIMATIVAEEM LAMINA
DIPLOIDES* HEMATIMETRICA
MC MM + PROLINA CONIDIOS/mi
Provavel diploide 1 89,2 90,0 90
Provavel diploide 2 86,8 88,8 100
Provavel diploide 3 106,3 108,8 100

* Para simbologia, consultar a Tabela 41

4.15.2. Numero de nucleos por conidio
Os provaveis diploides, bem como as linhagens parentais, tive
ram onumero de nucleos por conidio estimado de acordo com o descrito no Ttem 3.14.3..
0s resultados estao sumarizados na Tabela 43.
Como pode se observar, as linhagens se.comportaram de maneira
semelhante no que se refere ao numero de nucleos por conidio.

TABELA 43 - Porcentagem do nﬁmerq_de_nﬁg1eqsrpor conidio das varias linhagens

L INHAGENS * NUMERO DE NUCLEOS POR CONIDIO ”é%”'N%%‘}O%E

01 02 03 AMOSTRADOS
+. NRRL 3112 58,0 40,7 1,3 332
2. arg; pro leu; mor, etb> bwn, 52,6 45,4 2,0 302
;. argy pro pab; mor, etb’ gre, 59,0 40,0 1,0 322
4. argi pro mory eth® gre; 59,5 39,6 0,9 336
s. arg, pro mor, etb® gre, 56,4 43,1 0,5 369
;. Provavel diploide 2//3 54,5 45,2 0,3 356
7. Provavel diploide 2//4 58,7 40,7 0,6 339
4« Provavel diploide 2//5 56,1 42,7 1,2 335

* Para os simbolos, consultar a Tabela 41
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4.15.3. Diametro de conidios
As linhagens parentais e provaveis diploides, citadas no Ttem
anterior, foram tambem estudadas quanto ao diametro de conidios, de acordo com o des
crito no Ttem 3.20.2.. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 44, através da
qual se pode notar que as linhagens provaveis diploides apresentam diametro 1,20 a
1,30 vezes maior que as parentais.

4.15.4. Crescimento e formacao de setores

As linhagens provaveis diploides apresentaram crescimento redu
zido em relacao as parentais, quando cultivadas em MC contendo Benlate na concentra
¢ao de 2,0 ug/m1 (tem 3.20.3.). Os provaveis diploides produziram grande quantidade
de setores, nos quais, foi verificada a segregacao dos tipos parentais para coloracdo
de conidios (Figura 12). :

Em MC, as linhagens mostraram comportamento similar em relacao
a0 crescimentec. No entanto, apenas os provaveis diploides produziram setores cujos
conidios eram de coloragao marrom {Figura 13).

TABELA 44 - Diametro de conidios das colonias provaveis diplcides comparadas com as
linhagens parentais

LINHAGENS = e PROTOTRUR LCAS/PARENTALS

3. arg, pro leu; mor, etb® bwn, 4,98

z. argp; pro pab; mor; etbg gre; 4,85

3. arg, pro mory etb® gre, 4,79

y. arg, pro mor; etb® gre; 4,82

s.  Provavel diploide 1//2 5,97 1,20 - 1,23

- Provavel diploide 1//3 6,33 1,27 - 1,30

2. Provavel diploide 1//4 6,32 . 1,27 - 1,30

* Para os simbolos, consultar a Tabela 41



FIGURA 12 - Setores produzidos pelos provaveis diploides em
MC contendo Benlate (2,0 pg/ml)

FIGURA 13 - Setores produzidos pelos provaveis diploides em
MC
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4.15.5. Curva de resisténcia ao Brometo de Etidio

As linhagens representadas na Tabela 45, foram testadas de acor
do com o descrito no item 3.18.4., excetuando-se o fato de que no presente caso as
concentragoes da droga variaram de 11,0 a 82,3 pg/ml. Os resultados obtidos estdo su
marizados na mesma Tabela, e a partir deles, foram tracadas as curvas de resisténcia
(Figura 14).

Como pode ser observado, o provavel diplaide teve um comporta
mento similar a linhagem parental resistente.

4.15.6. Extracao e quantificacao do DNA
Conidios das linhagens NRRL 3112, Awm 3, arg/pro leu; mor, etb®
bwn, e uma das provaveis diploides, foram preparados de acordo com o descrito no
item 3.20.5.7.. Foram conduzidos dois experimentos de extracao e quantificagdo do
ONA dessas linhagens, conforme metodologias descritas nos itens 3.20.5.2. e3.20.5.3..
0s resultados obtidos encontram-se sumarizados na Tabela 46. A Tabela 47 contem os re
sultados da curva padrao, feita de acordo com o descrito no item 3.20.5.4. e apresen-

tada na Figura 15. A partir da curva padrao foi tracada a reta de regressao, cuja
gquacao e x = - 1,32 + 59,96 y. 0 coeficiente de correlacdo foi r = 0,9989 e a signi-
ficincia t = 30,126 (P = 5%).

Observa-se na Tabela 46 que a quantidade de DNA apresentada pe-
lo provavel diploide e em média, 1,8 vezes maior que o das linhagens parentais.
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PROPORCAO DE CRESCIMENTO DAS COLONIAS

0.5

FIGURA 14 . Curvas de resisténcia ac Brometo de Etidio
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TABELA 46 - Conteldo medio de DNA por nucleo (ug DNA x 1078) das varias tinhagens
nos dois experimentos

10 EXPERI 29 EXPERI RELACAO
L INHAGENS MENTO —  MEnNTo —  MEPTA  bIp|GIDE/PARENTAIS
NRRL 3112 3,98 4,56 4,27 1,70
Awm 3 4,42 3.66 4,04 1.80
arg/pro leu; mor: ethS bwn, 4.09 3,77 3,93 1,80
Dipldide 6,31 8,22 7,26

TABELA 47 - Absorbancias observadas em funcao da concentracao de DNA

DNA  (ug/ml) ABSORBANCIAS
5 0,094
10 0,194
20 0,369

40 0,682
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FIGURA |5 - CURVA PADRAO DE ABSORBANCIA EM FUNCAO
DA CONCENTRAGAO DE DNA
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4.16. Segregacao das linhagens provaveis dipldides

As linhagens prototroficas provaveis dipldides, que pelos critérios cita
dos nos Ttens anteriores puderam ser discriminados inequivocamente das linhagens
parentais, foram denominadas diplcides. Seguindo metodologia descrita no Ttem
3.19.1.3., a partir dessas colonias, foram obtidos segregantes em MC e em MC conten
do Benlate (item 4.15.4.) com o proposito de se estudar a heterozigose das marcas
geneticas envolvidas no cruzamento. 0s segregantes foram caracterizados de acordo
com o descrito nos quatro subtens do Ttem 3.21..

4.17. Caracterizacao dos segregantes

A Tabela 48 e as Tabelas Al e Ad do Apéndice de TabeTas, resumem as ob
servacoes feitas nos segregantes do dipldide arg/pro leu; mor, etb® bwn, // arg/pro
pab; mor, etb1 grei. Na Tabela Af, estao relacionados os segregantes espontaneos.

Observa-se que alguns deles, e todos os segregantes induzidos possuem diametros de
conidios semelhantes aos constatados para as linhagens parentais. Foi verificada
Tigacoes entre os genes gre; e EEE;-

Os segregantes do diploide arg/pro leuy mor, etb® bwny // argi pro mor;
etb gre; estao discriminados na Tabela 49 e no Apendice de Tabelas (A5 a A7). Os
segregantes tem diametros de conidios similares 3s linhagens parentais. Foi consta
tada Tigacao entre os genes mory e arg;.

Na Tabela 50 e no Apendice de Tabelas (A8 e A10), encontram-se relaciona
dos o0s segregantes do diploide érg/pro leu; mor, etb® bwn 1 //  arg, oro mory etb®
gre;, que tambem apresentaram d1ametros de con1d1os semelhantes ao das 1inhagens pa
rentais. Foi verificada Tigacao entre os genes arg, e mor;.

Nenhum dos segregantes induzidos apresentaram setores quando colocados
em Benlate. Este fenomeno foi observado apenas nos setores espontaneos (TabelaAl).
A setorizacao, aqui adotada como critério de caracterizacdo dos segregantes, se com
para a obtida com as linhagens diploides, e nao com a obtida com as 1inhagens paren
tais (Figura 12).

A caracteristica proliferacdo de conidioforos secundarios, foi observada
na Tinhagem parental com conidios verdes (gre1) e em segregantes com conidios de co
Toragao verde. Os diploides nEo apresentaram tal morfologia.

' Na Tabela 51, estao relacionadas as marcas env01v1das nos tres cruzamen
tos. Os resultados indicam 11gacao entre os genes Jeu, e Jmor 2. Os segregantes con
tendo estes genes foram isolados em menor fregiiencia.

Na Figura 16, pode ser observado graficamente que as medias dos diame
tros de conidios dos segregantes, encontram-se na mesma faixa dos diametros das 1i
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nhagens parentais. Esses por sua vez, diferem do grupo formado pelos diploides e

por alguns dos segregantes espontaneos.

+

TABELA 48 - Analise mitdtica do diploide arg/pro leu; mor, etb® bwni//arg/pro pab,

moriy etb{ grey .

etbl  etb® “mori mor} Teu!  leu

abt 16 28 abt 2 20 etbt 23 8

pabi 15 25 ab; 19 21 etb® 35 18
+ - + -

grex  bwny . morz  mor; mor:  mory

pabl 16 28 pabl 33 1" etby 17 14
pabi 15 25 pabi 25 15 etb®> 26 27
Jeui  leul grey  bwn mor;  mor

pabt 33 1 etb] 31 0 etb; 23 8
paby 25 15 etb®> 0 53 etb® 35 18

Observacao: Os segregantes analisados, num total de 84, estdo discri
minados no Apéndice de Tabelas (A 01 a A 04).
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TABELA 49 - Anélise mitotica do diploide arg/pro leu; mor: eth® bwni//arg, pro
mory etpS gre; . ' '

gres  bwny mory  morj
argt 34 39 argt 48 0
argp  t 4 argr .0 0
+ - + -
Teur  leu; mory  mor
argy 52 21 argy 52 21
arg: 1 4 argi 1 4

Observacao: 0s setores analisados, num total de 78, estao discriminados
no Apendice de Tabelas (A 05 a3 A 07).

TABELA 50 - Analise mitotica do diploide arg/pro leu: mor, etb® bwn,//arg, pro

mory etb® gre; . -

+ -
grey  bwn, mor;  mor,
+ +
arg, 23 33 arg, 45 0
arg, 11 14 arg, 0 12
Tewi  leu; mor}  mor
+ +
arg; 45 ¥ arg; 45 11
arg; 16 9 arg; 16 9

Observacao: Os segregantes analisados, num total de 81, estao discrimi
nados no Apendice de Tabelas (A 08 a A 10).



101

-TABELA 51 - Analise mitotica das caracteristicas comuns aos tres cruzamentos.

grei  bwm grex  bunmy
leut 77 95 mory 62 73
Jeui 23 48 mor; 23 31
+ - + -
mory  mory mor;  mory
Teui 112 41 | mori 112 14
leus 14 12 - mor; M 12
+ e
mor,  more grer  bwny
leuy 172 0 mor; 77 95
eu; 0 71 mor 23 48

Observacao: O0s segregantes analisados, num total de 243, estdo discri-
minados no Apendice de Tabelas (A 01 a A 10).
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4.18. Produgao de amiloglicosidase (5§)

4.18.1. Curva de acumulo da enzima em funcdo do tempo de incubacdo

Seguindo metodologia descrita no item 3.22.1., foi tracada a
curva de acumulo da Tinhagem NRRL 3112. Os resultados obtidos encontram-se esque
matizados na Tabela 52 e na Figura 17.

Pode ser observado que ja no 39 dia, a quantidade de enzima
acumulada era grande (24,4 U/ml1), tendo atingido praticamente o patamar. Essa con
centracao se manteve com leve variacoes ate o 70 dia, a partir do qual, um peque
no decrescimo foi verificado. A medida da atividade enzimatica foi feita de acor
do com descrito no ftem 3.22.2.

A quantidade de glicose residual, estimada de acordo com o
jtem 3.22.3., decresceu abruptamente do 29 para o 30 dia (505,6 para 33,8 mg/100
m!) e manteve-se praticamente zero a partir do 490 dia.

0 pH, que iniciaimente era 5,50 , baixou para 4,38 no 29 dia.
A seguir, ele aumentou ate atingir 5,94 no 69 dia, mantendo-se proticamente cons
tante a partir desse ponto. 0 peso seco do micelio teve seu pico no 39 dia ( 199
mg ) e depois diminuiu ate atingir o valor de 150,3 mg no 79 dia. No 8¢ dig, ele
sofreu um pequeno aumentQ.

TABELA 52 - Dados referentes a curva de acumulo de AG (U/m]) em funcdo do tempo
de incubacao.

DIAS DE X AG GLICOSE RESIDUAL PESO  SECO
FERMENTACAO U/ m mg/100 ml DO MICELIO pH
2 13,9 505,6 174,9 4,38
3 24,4 33,8 199,0 5,12
4 27,6 7,5 180,1 5,58
5 25,1 4,2 172,8 5,72
6 27,3 4,3 162,6 5,94
7 25,8 5,6 150,3 5,93

8 20,6 3.9 158,3 5,89
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4,18.2. Teste utilizando inibidor de AG

Este teste foi rea]i;ado de acordo com o descrite no item 3.22.
4, e os resultados obtidos encontram-se na Tabela 53,

TABELA 53 - Atividade das enzimas amiloliticas (em U/ml) nas diferentes concentra
coes do inibidor de AG e em dois substratos.

INIBIDOR AMIDO _ DEXTRINA LIMITE
(ng/m1) U/m  %DEINIBIGRD U /ml % DE INIBICAD
0 ' 22,9 21,1
10 3,4 85,1 5,8 72,5
20 2,2 90,4 3,7 82,5
30 1,6 93,0 2,6 87,7
40 1,2 94,7 2,2 89,6

Como pode ser observado na Tabela 53, a concentracao de 10 ug /
m} do inibidor ja e suficiente para causar grande inibicao na atividéde enzimati-
ca, seja utilizando o amido ou a dextrina limite como substrato. Com o\admento da
concentracac do inibidor, a porcentagem de inibicao tambem vai aumentando, atin
gindo valores de 94,7% para o amido e 89,6% para a dextrina limite.

4.18.3. Determinacio da melhor concentracao de aminoacidos para a produ
¢ao de AG
As linhagens deficientes foram tratadas de acordo com o descri

to no item 3.22.5. , e os resultados encontram-se sumarizados nas Tabelas 54 , 55
e 56,
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TABELA 54 - Producdo de amiloglicosidase (em U/ml) do setor Ty, (arg/pro) em va-
rias con;gntracaes de prolina. '

CONCENTRACAC DE MEDIA DE AG PRODUZIDA
PROLINA  (ug/ml) | (u/ml)
0 10,6
25 14,8
50 ) 12,8
100 10,3
200 ... .15.4..

Como pode ser observado, a produgdo da enzima se mantem prati-
camente constante com o aumento da concentracao de prolina no meio de cultura.

TABELA 55 - Producdo de amileglicosidase (em U/ml) de um setor (EEQ.IEE}) em va-
rias concentracoes de leucina. ' "

CONCENTRACAO DE : MEDIA DE AG PRODUZIDA
LEUCINA (ug/ml) : (U/m1)
0 0,07
25 1,6
50 3,2
100 5,4
200 5,7

Como pode se observar, a quantidade de enzima produzida aumen
tou com o aumento da concentracao de leucina.



107

TABELA 56 - Producag de amiloglicosidase {em U/ml) de um setor (arg pro) em va-
..rias.cqncentragaes de arginina .

CONCENTRACAQ DE MEDIA DE AG PRODUZIDA
- ARGININA (ng/m1) =~ o (U/m1)
0 3,6
25 3,3
50 2,9
100 5,0
200 . 6,3

Verifica-se que nas maiores concentracoes de arginina, houve
maior produgao de enzima.

4.18.4. Producaoc de AG nas linhagens, setores e mutantes
Dois experimentos foram conduzidos de acordo com o descrito
no item 3.22.6. com o objetivo de se quantificar a producao de AG em algumas 1i-
nhagens, mutantes e setores. Os resultados da anilise estatistica encontram-se
nas Tabelas 57 e 58. )

TABELA 57 -~ Analise de variancia dos dados do primeiro éxperimento

FONTE DE SOMA  DOS- QUADRADO

VARIAGKO G.L. QUADRADOS MEDIO F
Tratamento g 2.270,705 252,300 115,048 **
Residuo 30 65,795 2,193
C.V. = 12,6%
** Significativo ao nivel de 1%.
TABELA 58 - Analise de variancia dos dados do segundo experimento.
FONTE DE G.L SOMA  DOS QUADRADO F
VARIACAO T QUADRADOS =~ MEDIO ~ - T
Tratamento 7 1.676,63 239,52 108,87 **

Residuo 24 52,93 2,20
o VL 15598 L

** Significativo ag nivel de 1%.
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Os resultados dos testes de Tukey, com diferencas minimas sig
nificativas de 1,7845 e 1,7354', das medias da producao de gﬁ apresentadas pelas
linhagens, mutantes e setores; encontram-se sumarizados nas Tabelas 59 e 60, res
pectivamente.

TABELA 59 - Comparagae das medias de producdo de enzima pelo teste de Tukey

MEDIA DA PRODUCAD

LINHAGENS ‘DE AG (U/m1) -
Mos 27,4 ar*
NRRL 3112 23,7 b
Tyo (pro) 1,7 c
Diploide I (arg/pro) 11,0 c
arg/pro gre, 11,0 c
Diploide II (arg/pro) 10,3 c d
DiplGide IIT (arg/pro) 8,7 d
Setor (arg/pro leuy mor, etb® bwn,) 5,4 e
Parental (arg/pro leu, mor, etb® bwn,) 4,4 e f
Setor (arg/pro pabi leus mor, etb} gre;) 3,3 f

* Para os simbolos, ver Tabelas 1, 3 e 41 e Figura 6 .

**  Medias com letras diferentes sao significativamenfe diferentes ao
nivel de 5% .
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TABELA 60 - Comparacao das medias da produgdo de enzima, pelo teste de Tukey.

LINHAGENS. .. . .. .. . . .. .. _MEgéA Ré 'ERS%%U
Py * 23,2 a **
NRRL 3112 .19,5 b
Tis (arg/pro) 7,2 c
Parental {arg, pro mor; etb> gre,) 7,0 c
Setor (arg, pro grei) 6,3 c
Si7 {arg/pro) 6,2 c
Setor (arg/pro pab; mor; bth) | 2,9 d
Parental (arg/pro pab; mor; etb} grgl) 2,2 d

*  Para os simbolos, consultar-as Tabelas 1, 3 e 41 e a Figura 6 .

** Medias com letras diferentes, sao significativamente diferentes ao ni-
vel de 5% .

Como pode ser observado, as linhagens Mg e Py , produzem
maior quantidade de enzima que a NRRL 3112. Os demais mutantes e setores, produ-
ziram menos enzima. Dentro deste grupo nao ocorreu homogeneidade, tendo alguns
dos mutantes e setores se diferenciado s%gnificativamente entre si.
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4.19. Cruzamento interespecifico

4.19.1. Por metodos convencionais
Nenhuma pelicula heterocariotica foi obtida entre a linhagem
ara/pro leu, mor, bwn; de A. awamori e a linhagem pab: nici olv, de A, nigex.

Este experimento foi realizado de acordo com o descrito no item 3.198.1.1. e fo-
ram ensaiados 24 tubos. As peliculas que se desenvolveram ndo possuiam cresci-
mento vigoroso e quando transferidas para MM solido, nao se desenvolveram.

Uma outra tentativa de cruzamento foi realizada, colocando-
-se conidios para crescerem em agitacao { Item 3.23.1. ). Nenhuma dos "pellets”
formadas se desenvolveu. |

4.19.2. Via fusao de protoplastos
Com o objetivo de se obter hibridoe interespecifico, foi uti-
lizada a tecnica de isolamento e fusdo de protoplastos, visto que, atraves de
cruzamentos pela metodologia classica nao foi possivel ( Item 3.23.2.).

4.19.2.1. Fusao espontanea
Foram obtidos protoplastos das linhagens mutantes
conforme o descrito no item 3.23.2,1. Na Tabela 61 pode ser visto o numero de

colonias crescidas em MC e em MC KC1 e também a porcentagem de regeneracao dos
protoplastos obtidos.

TABELA 61 - Regeneracao e numero de colonias crescidas em MC e MC KC1.

L INHAGENS REGENERACEO NQ DE COLONIAS/ml NO DE COLONIAS/ml

EM MC EM MC KC1
arg/pro leu; mor, bwn* 19% 7,15 x 10*% 1,28 x 10°
pabi nici olvz 17% 3,45 x 10% 5,80 x 10"

* Para os simbolos, consultar a Figura 6 .
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Nao foi observado reversao dos marcadores genéticos
nos protoplastos obtidos em nehhuma das linhagens. .

A tentativa de fusao espontanea de protoplastos foi
realizada de acordo com a metodologia descrita no item 3.23.2.2.1. 0 numero de
colonias crescidas em MC, MC KC1 e MM KC1, encontram-se na Tabela 62.

TABELA 62 - Media do numero de colonias crescidas apos fusao espontanea de proto
plastos em MC, MC KC1 e MM KC1.

MEDIA DO N¢ DE  MEDIA DO NQ DE

MEDIA DO NQ DE
CRUZAMENTO COLONIAS EM COLONIAS EM
COLONIAS EM MC MC KCT MM KCT

arg/pro leu; mor: bwny
X 2,65 x 103 4,50 x 10* 0
paby nic, olv,

4.19.2.2. Fusao induzida
Profop]astos das linhagens mutantes foram obtidos de
acordo com o descrito no item 3.23.2.1. Atraves da Tabela 63 pode ser observado o
numero de colonias crescidas em MC e MC KC1 e, também, a porcentagem de regenera
cdo dos protob]astos obtidos.

TABELA 63 - Regeneracdo e numero de colonias crescidas em MC e MC KC1.

NQ DE COLONIAS/ m1 N9 DE COLONIAS/m

LINHAGENS REGENERACRO EM MC EM MC KCI

arg/pro leu, mor, bwn, 7,5% 1,11 x 108 1,86 x 10°

pab; nicy olv, 14,4% 4,08 x 102 1,44 x 10°
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Nesse caso tambem nao foi observado reversao dos
marcadores geneticos.

A tentativa de fusao induzida de protoplastos foi
feita de acordo com o descrito no item 3.23.2.2.2. 0 nimero de colonias cresci-
das em MC, MC KC1 e MM KC1, e apresentado na Tabela 64. Deve ser ressaltado que
em placas contendo MM nao foram observadas co]Gnias, mesmo apos 15 dias de incu-
bacao.

Na Figura 18 podem ser observadas as colanias que
cresceram em MM KC1,

TABELA 64 - Media do nimero de colonias crescidas apos fusao induzida de pro_
toplastos em MC, MC KC1 e MM KCT.

MEDIA DO NO DE  MEDIA DO NO DE
CRUZAMENTO ’ggféﬁlgg g,f; EE COLONIAS EM COLONIAS EM
MC KCI MM KCT

arg/pro leu, mor, bwn,

X - 9,80 x 103 *2,90 x 10* 1,13 x 102

pab; nic, olv,

* 99.31% das colonias crescidas em MC KC1 siao da linhagem arg/pro
leu; mor, bwn; .
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FIGURA 18 - Colonias crescidas em MM KC1 .

4.19.3. Caracterizacdo das colonias crescidas em MM KET' «

4.19.3.1. Crescimento em MM e MC .

Essas colonias foram mantidas em MM e MC de acordo
com o descrito no item 3.23.3.1. Em MM (Fighra 19 ), elas se desenvolveram de ma
neira lenta e irregular, levando em media 15 dias para tomar toda a placa. As co
lonias nao apresentaram esporulacao.

| Em MC ( Figura 20 ), as colonias esporularam e se
desenvolveram mais rapidamente. Puderam ser notadas regioes morfologicamente se
melhantes a linhagem de A. awamori, e regides diferentes de ambas as Tinhagens
utilizadas no cruzamento. |

Quando conidios das colonias desenvolvidas em MC
foram coletadas das regices morfologicamente diferentes das parentais e semeados
em MM, verificou-se que uma media de 11 em cada 10®, desenvolveram colonias. Em
MC, a maioria das colonias crescidas eram semelhantes a linhagem de A. awamori .
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FIGURA 19 - Cclonia crescida por 15 dias em MM .

FIGURA 20 - Colonia crescida por 15 dias em MC .
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4.19.3.2. Morfologia e auxotrofia

A metodologia descrita no item 3.23.3.2. foi u-
tilizada para se verificar a auxotrofia e a morfologia das colonias crescidas em
MC. Em 100 colonias amostradas, 98 eram do tipo parental A. awamoni, e apenas 2
do tipo A. nigen .

4.19.3.3. Tratamento com Benlate

- As colonias que cresceram em MM KCI (Figura.18),
foram tratadas com Benlate, de acordo com o descrito no item 3.23.3.3. Um total
de 26 setores foram isolados de placas tratadas com Benlate, e apos terem sido a
nalizados, revelaram-se parentais.

Alguns setores prototroficos apresentando coni
dios de coloracao preta foram isolados de MM, MC e de MC contendo Benlate em to
das as concentracdes utilizadas. Esses setores, a principio tidos como provaveis

produtos de fusao, juntamente com setores parentais, podem ser visualizados na
Figura 21 .

FIGURA 21 - Setores parentais e prototrgficos produ;idos em MC contendo Benlate
( 1,5 pg/ml ) .
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4.19.4, Setarizagdo dos provaveis produtos de fusdo
Seguindo metodo1ogia descrita nos itens 3,19.1.3. e 3.20.4., o
provavel produto de fusdo, isolado como setor a partir de coldnias heterocarioti
cas tratadas com Benlate, foi colocada na presenca do mesmo fungicida nas concen
tracoes de 1,0 e 1,5 pg/ml. Numerosos setores foram evidenciados nos dois trata
mentos {(Figura 22).

4.19.5. Caracterizacao do provavel produto de fusao, linhagens parentais
e segregantes

4.19.5.1. Diametro de conidios
0 provavel produto de fusdo, as linhagens parentais
e varios segregantes, foram tratados de acordo com o descrito no item 3.20.2. 0
provavel produto de fusdo apresentou diametro de conidios 1,20 a 1,30 vezes maior
tendo os valores se situado, em media, em torno de 6,00 um, Os valores dos diame
tros dos segregantes estudados encontram-se nas Tabelas 65 e 66.

4.19.5.2. Comportamento na presenca de Benlate
Todas as linhagens e segregantes descritos no  item
anterior foram tratados de acordo com o descrito nos iten 3.20.3. e 3.20.4. Somen
te o provavel produto de fusao se mostrou sensivel ao Benlate, apresentando cres
cimento mais reduzido e formacao de setores.

4.19.5.3. Producao de enzimas amiloiiticas em placa
Todas as Tinhagens foram tambem testadas quanto | a
producac de enzimas amiloliticas, e seus respectivos Tndices calculados { Item 3.
22.7. ). A linhagem parental pab; nici olv, teve indice igual a 1,0, ou seja, nio
apresentou halo em MM contendo amido. Ja o parental arg/pro leu; mor, bwn, apre
sentou indice de 1,5. O provavel produto de fusdo mostrou indice 1,2, que & inter
mediario ao das linhagens parentais. 0Os Tndices apresentados pelos segregantes es

tao apresentados nas Tabelas 65 e 66.

4.19.5.4. Segregacao
Alem da caracteristica producdo de enzimas amiloliti
cas, marcas auxotroficas e morfologicas tambem foram analisadas nos segregantes
(Tabelas 65, 66 e 67), Nenhum setor deficiente para leucina foi isolado. Foi evi
denciada ligacao entre os genes que determinam a coloracao de conidios e os genes
nic, amy e pro'. Alguns segregantes isolados sao apresenfados na Figura 23.
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TABELA 65 ~ Caracteristicas morfologicas, auxotroficas e de producdo de enzimas a
miloliticas dos segregantes do provavel produto de fusao .

SEGREGANTE  COLORAGAQ . AUXOTROFIA ENZIMA** DIAMETRO DE
NO CONIDIOS* paby nica pre  leuy  HALO+COLONIA/HALO  CONIDIO{um)
1 bwn + + + + 1,1 N.D.
2 olv - - + 2,3 4,68
3 bwn + + - + 1,2 N.D.
4 olv - - + + 1,0 N.D.
5 olv - - + + 1,0 N.D.
6 bwn - + - + 1,2 N.D.
7 olv - - + + 1,0 N.D.
8 olv + - + + 1,0 N.D.
9 olv - - + + 1,0 N.D.
10 olv - - + + 1,0 4,78
11 bwn - + - + 1,2 N.D.
12 olv + - + 1,2 N.D.
13 olv - - + + 1,0 4,86
14 bwn - + - + 1,2 4,53
15 olv - - + + 1,0 N.D.
3 bwn + + + 1,2 4,38
17 olv - - + 1,0 N.D.
18 bwn + + - + 1,2 N.D.
19 olv + - + 1,0 N.D.
20 olv - - + 1,0 N.D.
21 olv + + + 1,1 N.D.
22 bwn - + - + 1,2 N.D.
23 olv + - + + 1,0 N.D.
24 olv + - + + 1,0 N.D.

*  Para os simbolos, consultar a Figura 6 e o item 3.1.
. . ~ . o+ - . . .
**  Tndices maiores que 1,0 serao considerados amy e indices iguais a 1,0,

amy
N.D. = nao determinado .
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TABELA 66 - Caracteristicas morfologicas, auxotroficas e de producdo de enzimas a
miloliticas dos segregantes do provavel produto de fusao .

SEGREGANTE  COLQRACAD “AUXOTROFIA ENZIMA** DIAMETRO DE
NO CONIDIOS* pab; nic; pro  leuy  HALO+COLONIA/HALO  CONIDIO(um)
25 olv - - - + 1,0 4,86
26 bwn - + - + 2,3 3,94
27 olv + - + + 1,0 4,71
28 bwn + + - + 1,4 4,63
29 olv + - + + 1,0 4,77
30 olv + - + + 1,0 4,46
31 olv + - + + 1,0 4,78
32 bwn + + + + 1,3 4,77
33 olv + - - + 1,0 N.D.
34 bwn + + - + 1,3 N.D.
35 bwn + + - + 1,4 N.D.
36 olv + - + + 1,0 N.D.
37 bwn + + + + 1,5 4,52
38 olv + - + + 1,2 5,03
39 olv + - + + 1,0 4,93
40 bwn + + - + 1,5 N.D.
41 bwn + + 1,4 N.D.
42 olv - - + 1,3 4,87
43 bwn + + - + 1,5 4,78
44 bwn - + + + 1,5 4,47
45 olv + - + + 1,0 4,97
46 bwn + + + + 2,0 4,63
47 olv - - + + 1,0 4,90

*  Para o0s simbolos, consultar a Figura 6 e o item 3.1.
**  Tndices maiores que 1,0 serao considerados amy” e indices iguais a 1,0,

amy™
N.D. = nao determinadg .



TABELA 67 - Analise mitotica do provavel produto de fusio.

nict  nicl
paby 14 14
paby 6 13
pro”  pro”
pab; 20 8
pabr 13 6
lewi  Jeul
paba 28 0
P_ﬂ)} 19 0
amy'  amy”
paby 16 12
pab3 8 11
bwaa olve
pabT 13 15
paby 6 13

amy"  amy

nic{ 20 0

nici 4 23

bwnl ' '01V2

nici 19 1
nici 0 27

pro®  pro-
nicy 8 12
nicy 25 2

Teuy  leu;
nicy 20 0
nicy - 27 0

leui . leu:
Eﬁﬂf 33 0
pro” 14 0

119

amy”  amy”
pro” 12 21
pro” 12 2
bun,  olv,
pro* 7 . 26
pro” 12 2
amy”  amy”
leu; 24 23
Jeus 0 0
biny 0l
leu; 19 28
Teuy 0 0
bun;  olv,
amy 19 5
amy” 0 23

UbserVacao: Os segregantes analizados, num total de 47, estiao dis-

criminados nas Tabelas 65 e 66.
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FIGURA 22 - Setores produzidos pelo provavel produto de fusao em MC contendo
Benlate (1,5 pg/ml1).

FIGURA 23 - Segregantes isolados do provavel produto de fusao.



4.19.5.5. Extracdo e quantificacdo do DNA

Conidios do pravavel produto de fusao, dos dois
parentais e de um diploide de Aspergiflus niger (PF//NO), foram préparados de
acordo com o descrito no item 3.20.5.t. A extracdo e quantificacde foram condu
zidas conforme metodologia descrita no item 3,20.5.2. e 3.20.5.3. Os resulta
dos obtidos estao sumarizados na Tabela 68.

A curva padrao foi feita de acordo com o item
3.20.5.4., a partir da qual se calculou a reta de regressdao, cuja equacgao e
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x = - 0,6621 + (55,384 y). 0 coeficiente de correlacao foi 0,999 e a signifi

cancia t = 31,6 (P = 5%).

Observa-se na Tabela 68 que a quantidade de DNA
apresentada pelo provavel produto de fusdo e, em média, duas vezes maior que
as apresentadas pelas parentais e, semelhante a do diploide PF//NO.

TABELA 68 - Conteudo medio de DNA por niicleo (ug DNA x 10-°), das varias linha

gens.
RELACERO
L INHAGENS DN A HIBRIDO/PARENTAIS
paby nicy olvs 3,11 2,22
arg/pro leuy mor, bwn, 3,61 1,91
PF//NO 6,39 1,08
Provavel produto de fusao 7 6,90 —

4.19.5.6. Producae de amiloglicosidase (AG).

As linhagens do item anterior e mais o segregan
te numero 46 (Tabela 66), foram testados quanto a producdo de AG, de acordo
com o descrito no item 3.22.6. Os resultados da analise éstathtica encontram-
se na Tabela 69. .
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TABELA 69 - Analise de varidncia dos dados relativos a produgdo de AG.

FONTE DE - SOMA  DOS QUADRADO F
VARIAGAO Lo -quADRADOS MEDIO
Tratamento 4 523,4584 130,8646 70 ,327%*
ResTduo 20 37,2160 1,8608

C.V. = 13,33%

**  Significativo ao nivel de 1% .

0s resultados do teste de Tukey com diferenca minima signifi
cativa de 2,58 , das medias da produc¢ao de AG apresentadas pelas linhagens, encon
tram-se sumarizados na Tabela 70.

TABELA 70 - Comparacao das medias da producdo de AG.

L INHAGENS | -f'  MEgéA.gg p?332$§0
Segregante nQ 46 15,12  a*
Hibrido ‘ 12,92 a b
pab; nicy olv, 12,10 b
PF//NO 9,08 c
arg/pro leu; mory bwn, 1,94 d

* Medias com letras diferentes siao significativamente diferentes ao nivel de 5%

Como pode ser observado na Tabela 70, o hibrido nao diferiu
significativamente do seu parental paby nic, olv, nem de seu segregante. Por ou
tro lado, produziu mais AG que a PF//NO e o outro parental.
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5. Discussao

5.1. Instabilidade
5.1.1. Segregacao espontanea

A linhagem NRRL 3112 de A. awamori segrega espontaneamente coni-

dios com deficiencia para a sintese de prolina (pro), os quais originam colonias
estaveis para tal caracteristica (Figura 1 e Tabela 34). Entretanto, nao foi pos-
sTvel isolar colonias prototroficas puras na amostra estudada (Figura 2 e Tabela
1). Na Tabela 1 pode ser observado que a microcolonia M, apresentou reducdo da
segregacao a niveis extremamente baixos e que as porcentagens de segregagao obser-
vadas nas demais microcolonias sugerem a existencia de grande variagdc com relagao
a essa caracteristica. '
: Foi tambem constatado nessa linhagem, bem como nos derivativos
. estudados, a formagao de setores espontaneos (Figuras 3 e 4). Este fenomeno pare-
ice ser independente do acima apresentado, pois segregantes estaveis, cem relacao a
- deficiencia para prolina, produziram setores secundarios. Todos os setores isola-
dos e caracterizados mostraram-se deficientes para prolina, independente da sua
origem, isto e, se foram derivados de Tinhagem que segregava conidios auxotroficos
ou de linhagem auxotrofica pura. Como ocorreu no caso da segregacao espontanea de
condios auxotroficos, linhagens com freqiiencia de setorizagao variavel tambem fo-
ram isoladas (Tabelas 28.e 40). ‘

CHANG e TUVESON (1975) e FUNGARO (1984), constataram fenomeno si
milar em outras especies de Aspergilflus. No segundo caso, estudos Conduzidosemlj_
nhagens de A. awamorni e A. niger indicaram que a causa deveria ser a heterocario-
se, por ter sido possivel isolar colonias prototroficas estaveis.

0 presente trabaiho assemelha-se mais com os relatos de CHANG e
TUVESON (1975) em A, foetidus, onde a heterocariose foi rejeitada, pois os auto-
res, baseados na taxa de segregagac de conidios pro, calcularam que a probabilida-
de de formacdo de conidios heterocaridticos situar-se-7a entre 18e47% e verifica-
ram que as 35 colonias amostradas segregavam conidios pro’ e pro. Devido 3 taxa
de segregacdo similar e 3 amostragem de 32 microcolonias, o mesmo raciocinio pode
ser aplicado a linhagem NRRL 3112. de A, awamori. Outra s1m11ar1dade com o presen-
te trabalho refere-se ao nao isolamento de colonias pro estaveis, a partir de coni
dios. A observagao que levou os autores a considerar a hipotese de duplicagao cro
mossomica foi o isolamento de setores gggf estaveis, o que sugeriria que a duplica
¢ao envolveria um segmento cromossomico contendo o gene relacionado com a biossin-
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tese de prolina. Esta e a principal diferenca com relagao aos resultados constata
dos no presente trabalho, onde ndao foi possivel, na amostra estudada, isolar tal
tipo de setor. Essa diferenca poderia ser atribuida a amostragem, ac esquema de
selegao ou, ainda, a possibilidade de que a perda do outro segmento duplicado esta
ria associada a letalidade de conidio (ROBERTS e UPSHALL, 1981; WHELAN e SOLL,
1982).

-5.1.2. Efeito do Benlate

As Tinhagens NRRL 3112 e Awm 3 produziram setores em Benlate di-
luido em acetona e, também, nos controles com e sem o solvente (Tabelas 4 e 5).
Quando os resultados obtidos nos tres tratamentos foram comparados entre si, dife-
- rengas significativas nao foram observadas (Tabelas 6 e 7). J3 em Benlate diluido
em agua, o numero de setores produzidos foi significativamente maior do que no con
trole (Tabelas 10 e 11). Esses resultados indicam que a acetona pode estar agindo
antagonicamente ao Benlate, ou seja, reduzindo a fregiiéncia de setorizacdo por ini
bicao das linhagens segregantes. 0 experimento conduzido com o objetivo de verifi
car o efeito da acetona sobre as linhagens (Tabela 13), mostrou que a concentragdo
de 1,0ul/me e suficiente para que as linhagens difiram entre si e que o crescimen-
to em MC seja maior que em MC contendo acetona, o que reforga a sugestdo acima ex-
posta. 0 fato da interagac ser tambem significativa, indica que as linhagens e se
tores apresentaram comportamento discrepante, ou seja, algumas cresceram menos em
MC, outras nao. Tendo em vista esses resultados, foi montado um teste, cujos re-
sultados estao sumarizados nas Tabelas 14 e 15, visando estabelecer se os setores
obtidos em Benlate eram resistentes ao fungicida ou eram possiveis segregantes. A
segunda hipotese parece ser a mais provavel, uma vez que nenhum dos setores estuda
dos apresentam discrepancia no crescimento, quando comparados com as Tinhagens que
os originaram, mesmo sabendo que a baixa solubilidade apresentada pelo Benlate em
agua dificulta uma comparagao dessa natureza. Considerando o conhecido efeito ha-
ploidizante do Benlate (HASTIE, 1970) e sua eficacia na discriminacdo de 1inhagens
haploides e dipldides de varias espécies de Aspergiflus obtidas quer em laboratd-
rio (UPSHALL e col., 1976; BONATELLI JR. e col., 1983; BRADSHAW e col., 1983),
quer na Natureza (UPSHALL, 1981), a diploidia poderia ser apontada como causa da
segregagdo espontanea observada (Item 5.1.1.).

5.1.3. Numero de nilcleos e diametro em conidios :
De acordo com YUILL (1950), a especie A. awamori Nakazawa possui
1, 2 e, ocasionalmente, 3 nicleos por conidio. No presente trabalho, resultado si
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milar foi constatado na Tinhagem NRRL 31712 e em todos os seus setores, em seus de-
rivativos A, e P, e no setor S _ isolado da linhagem Awm 3 (Tabelas 16 e 17). As
demais linhagens e setores apresentaram tambem conidios com 4, 5 e até 6 nucleos.

Pelas Tabelas 20 e 21, pode ser observada a grande variagao apre
sentada pelas linhagens e setores. A linhagem Awm 3, seus mutantes e a maioria de
seus setores ocuparam posicoes opostas na distribuicao dessa caracteristica, quan-
do comparados com a 1inhagem NRRL 3112 e alguns de seus setores e derivativos. De
uma maneira geral, este ultimo grupo apresentou.menor nimero de nicleos por coni-
dio.

Excetuando-se a Tinhagem NRRL 3112, seus derivativos e os seto-
res T, eT,z, 0 diametro dos conidios aumentou com o aumento do numero de nucleos
(Tabelas 22 e 23). Esses dados nao discordam dos de YUILL (1950), onde essa rela-
¢ao foi verificada em varias especies do genero Aspergiflus. Entretanto, quando
as medias do numero de nucleos das linhagens e setores, com suas respectivas me-
dias. do diametro de conidios, foram utilizadas para o calculo da correlagdo, esta
nao resultou significativa (Item 4.6.5.), o que poderia.ser atribuido a baixa fre-
qliencia de conidios com mais de 3 nicleos.

Apesar das diferengas entre os diametros mostradas pelas Tinha-
gens e setores terem sido significativas (Tabelas 24 e 25), pode ser notado, atra-
ves das Tabelas 26 e 27, que a variagdo foi menor que a mostrada para nimero de ni
cleos. A linhagem Awm 3 nao diferiu de nenhuma das outras, enquanto que a NRRL
3112 diferiu apenas dos setores S,, Sgs S;gs S,y © S,5-

5.1.4. Consideracoes finais sobre instabilidade e variabilidade

Verifica-se, pelo apresentado acima, que a Tinhagem NRRL 3112 a-
presentou comportamento que nao seria o esperado para um clone. As observagoes su
gerem a existencia de heterozigose para as caracteristicas estudadas, que poderiam
estar contidas numa duplicagao parcial ou total do genoma.

0 efeito do Benlate pesa favoravelmente em relagao a uma duplica
¢ao total do genoma, porém varios compostos quimicos que aumentam a instabilidade
de diploides tambem apresentam o mesmo efeito em linhagens duplicadas de A. nidu-
Lans (AZEVEDO e col., 1977; BONATELLI JR. e AZEVEDO, 1977). O isolamento de mu-
tantes auxotroficos e morfoldgicos em baixa frequencia(Item 4.9.1.) poderia tambem
reforgar a ideia de diploidia, mas o fato das linhagens serem multinucleadas pode
estar determinando tal observagaoc. Isto se torna mais evidente quando os valores
medios de numero de nucleos por conidio. das linhagens a partir das quais os mutan
tes foram obtidos sao considerados (Tabelas 16 e 17). A linhagem NRRL 3112 da qual
mutantes auxotroficos puderam ser isolados apresenta 1,4 nucleos/conidio, e a Awm
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3, da qual foram isolados apenas mutantes morfoldogicos, tem 2,4 nicleos/conidio.
Outra hipotese a ser considerada seria a da duplicagdo cromossd-
mica, apesar de nao terem sido isolados derivativos jggf' atraves de conidios e/ou
setores. A variabilidade observada poderia ser explicada pela existzncia de um
segmento cromossomico em duplicata que, ao sofrer delegao, originaria derivativos
‘que apresentariam alteragoes nas caracteristicas acima discutidas, de maneira simi
lar ao encontrado em A. nidulans (AZEVEDO, 1975). A instabilidade da caracteristi
ca pro poderia ser interpretada como decorrente de delecdo do segmento contendo ge
ne pro*. E, a auséncia de derivativos pro’ estiveis, pelo possivel efeito letal
da perda do segmento contendo o gene pro, o que exporia, por exemplo, o gene letal
recessivo contido no segmento E:gf ou acarretaria, ad mesmo tempo, na perda de ge-
ne que nao seja do tipo letal condicional. |
Uma terceira hipotese para explicar a instabilidade observada se
ria a presenga de elementos transponiveis (AZEVEDO e ROPER, 1970; GREER e FINK,
1979).

5.2. Isolamento de mutantes.
§.2.1. Auxotroficos e morfoldgicos

Devido a baixa fregiilencia de mutantes auxotroficos verificada pa
ra a Tinhagem NRRL 3112 e a nao obtencdo desse tipo de mutante na linhagem Awm 3
(Tabela 33}, optou-se pela substituigdo do método de isolamento total, por um meto
do de enriquecimento. No caso, o escolhido foi o da filtracao, origina]ménte des-

crito pof FRIES (1947).
| Este metodo foi utilizado apenas na Tinhagem NRRL 3112 e num mu-
tante dela obtido (Tabela 33). Mutantes auxotroficos foram isolados apenas com
duas filtragoes consecutivas. A freqilencia de mdtantes foi 12 vezes maior do que
a observada no metodo de isolamento total. Este aumento & similar ao obtido por
SILVEIRA e AZEVEDO (1984); com o fungo Metarhiziwn anisopliae, onde a fregiiéncia
foi de 7 a 20 vezes maior do que a observada no isolamento total. 0 metodo de en-

riguecimento por filtragaoc foi utilizado tambem com sucesso para A. nigen e A. awa
moni (FUNGARO, 1984) e para espécies de outros generos (WOODWARD e col., 1954;

CATCHESIDE, 1954; DAY e ANDERSON, 1961).

Como o objetivo do presente trabalho era apenas obter mutantes
para utiliza-los nos estudos do ciclo parassexual, uma aplicacao mais rigorosa do
referido metodo nao foi efetuada. 0 tempo ideal de crescimento em meio 17quido,
através de um experimento de reconstrugdo onde crescem conjuntamente um mutante au
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xotrofico e a 1inhagem parental, ndo foi determinado. E provavel que a eficiencia
do metodo melhorasse se tais condigdes fossem obedecidas.

Conforme discutido anteriormente, a auséncia ou baixa fregiiencia
de mutantes auxotroficos, que sao recessivos, poderia ser atribuida a uma possivel
diploidia ou ao fato das linhagens serem multinucleadas (Tabelas 20 e 21);

0s mutantes auxotroficos obtidos sdo suficientemente estaveis pa
ra serem utilizados nos cruzamentos, pois nao foram obtidos revertentes em 107 co-
nidios testados (Tabela 34). |

Apesar da impossibilidade de se isolar mutantes auxotroficos a
partir da linhagem Awm 3, oito mutantes morfologicos foram obtidos, dos quais tres
foram isolados (Figura 6). Todos eles apresentaram coloragdo de conidios branca
ou creme, assim como os setores morfologicos (Tabela 3). Em vista desses resulta-
dos, pode ser aventade que foram isolados segregantes espontaneos ou induzidos ao
inves de mutantes.

5.2.2. Resistentes ao Brometo de Etidio

De acordo com oé resultadus apresentados nos itens 4.12.2. e
4.12.3., so foi possTve]Iiso1ar mutantes resistentes ao Brometo de Etidio quando
feita a indugao com luz ultra-violeta.

A fregliencia de mutantes resistentes induzidos foi de 1,36 x
10°°. Este fato, associado com o crescimento de falsos resistentes, poderia expli
car o nao isolamento de mutantes resistentes espontaneos na amostra ensaiada.

0s mutantes obtidos cresceram em concentragoes elevadas de Brome
to de Etidio, distinguindo-se bem das lfnhagens sensTveis (Tabela 37 e Figura 8).
Isso demonstra que a marca € apropriada para estudos de segregacgao.

Nivel de resistencia elevado a essa droga foi constatado para to
dos os mutantes isolados, o que nao @ norma quando se usa outras especies de Aspex
gilus (SCARAZZATTI e col., 1979; SCARAZZATTI - FRAU, 1985).

5.3. Evidenciagao do bloqueio metabolico na via biossintética dos aminoacidos
arginina e prolina

Atraves dos resultados obtidos (Tabela 35), pode-se supor que o bloqueio

metabolico das linhagens Awn 3 e afg/pro mor, gre;, encontram-se na passagem de a-

cido glutamico para semialdeido y glutamico, uma vez que as linhagens apresenta-
ram crescimente similar ao meio minimo quando este era suplementado com acido glu-
tamico. Assim sendo, os mutantes, linhagens e setores ate agora classificados co-
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mo deficientes para a sTntese de arginina ou prolina, apresentam blogueio na via
biossintetica da prolina e, assim, poderiam ser simbolizados por pro ao inves de
arg/pro.  Como a prolina € produto final da via bloqueada, as linhagens crescem
quando esse aminoacido & adicionado. Com a adigao de arginina, o crescimento tam-
bém & verificado, pois a degradacio desse aminodcido ocorre via ornitina, resultan
do em semialdeido v glutamico e, este, em prolina. Esta mesma rota biossintética
e seguida quando citrulina & adicionada ao meio de cultura, pois ela & transforma-
da em arginina. Por esse motivo, observa-se que as duas linhagens crescem tambem
na presenca dessa substancia.

Essa sugestao para o bloqueio concorda com a de FUNGARO (1984}, que tra-
balhou com a 1inhagem ATCC 22342 de A. awamond.

Na Figura 24 e apresentado o esquema com os bloqueios sugeridos.

Este esquema metabdlico € o estabelecido para Newnwospora crassa. Um mu-
tante dessa mesma especie (pro 3), incapaz de sintetizar semialdeido vy glutamico,
foi obtido e observou-se que a fonte alternativa para a'formagﬁo,de prolina foi a
ornitina, Essa via catabolica normalmente opera apenas na presenca de ornitina ou
arginina exogena (WEISS e LEE, 1980). Quanto a esse uUltimo ponto, foi observado
no presente trabalho que essa via catabolica opera tambem na presenca de citrulina
exogena, se bem que de maneira pouco eficiente. |

Tambem pode ser observado na Tabela 35 que o mutante arg:. pro mor: etb®
gre, apresentou crescimento residual em arginina e cresceu bem em meio contendo ar

ginina e prolina. Isso sugere que esse mutante, alem de possuir bloqueio na via
da prolina, possui tambem bloqueio na passagem de acido arginossuccinico a argini-
na (Figura 24).

No caso do mutante arg; pro mor; etb® gre,, além de responder para argi
nina e arginina mais prolina, ele cresce tambem em prolina mais citrulina, e apre-

senta crescimento residual em citrulina. Esses resultados sugerem a existencia de
um blogueio na passagem de ornitina a citrulina.

Logicamente, estudos bioquimicos seriam necessarios para a confirmacao
dos bloqueios propostos neste trabalho.

5.4. Cruzamento intra-especifico
5.4.1. Obtencao de heterocarios e provaveis diploides
0s resultados obtidos para os treés cruzamentos realizados (Tabe-
la 41), indicam o isolamento, a partir de heterocarios tipicos,de colonias que pu-
deram ser classificadas como: I) provaveis diploides e II) heterocarioticas. Foi
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evidenciada a nas autonomia quanto 3 coloragao de conidios (PONTECORVO e col.,
1953) pois, nas colonias heterocarioticas, foram observados conidioforos com coni-
dios pretos, dos quais apenas colonias parentéis foram recuperadas.

As colonias provaveis diploides e heterocaridticas provindas dos
tres cruzamentos nao cresceram na ausencia de prolina. .Isso mostra que nao houve
complementacao e que, portanto, esta marca auxotrofica deve ser determinada pela
mesma lesao genetica (Item 4.14.3.), |

As colonias heterocaridticas apareceram com fregiigncias semelhan
tes nos tres cruzamentos (Tabela 41), porem puderam ser faci1ménte. separadas dos
provaveis diploides pela segregagdo de conidios similares 3s parentais e pelo .cres
cimento irregular em MM suplementado com prolina (Figura 10). As fregiiéncias rela
tadas sdo maiores do que a descrita para Aspergillus niger (CHANG e col., 1974).

A freqiiencia de conidios provaveis diploides, provindos dos seto
res heterocarioticos, variou de 1,67 x 10°° a 3,19 x 10" (Tabe}a-4]). Essas fre-
qiiencias sao maiores que a relatada para Aspergi{flus nidufans (ROPER, 1966) e con-
sideravelmente menores que as encontradas para A. niger (BONATELLI Jr. e col.,
1983). A maior freqiencia observada nos dois Gltimos cruzamentos pode estar rela-
cionada ao fato das pelicuias terem ficado incubadas por um periodo de tempo maior.
Isso poderia permitir uma maior proliferacao de hifas que contivessem nlucleos di-
ploides, tendo em vista o rapido esgotamento do MC fornecido no meio.

As colonias provaveis diploides apresentaram crescimento irrequ-
lar en MM contendo prolina, o que levou a manutencao dessas 11nhégens em MC, onde
apresentam crescimento reqular e produzem menos setores. . Essa maior estabilidade
em MC difere dos relatos para outros fungos nos quais foi determinado o ciclo pa-
rassexual {ROPER, 1966). )

5.4.2. Caracterizacao das 1inhagens provaveis diploides

0 nimero de niicleos por coanid, apresentado pelas linhagens pa-
rentais e provaveis diploides foram semelhantes (Tabela 43}, n3o podendo ser adota
do como criterio de caracterizagao, ao contrario do que & sugerido para outras es
pecies de fungos (CHANG e col., 1974; MESSIAS, 1977; MESSIAS e AZEVEDO, 1980;
BONATELLI Jr.. e col., 1983).

A comparagao da germinagao dos conidios em MM contendo prolina e
em MC (Tabela 42), foi um outro critério usado para a caracterizacao. Pode ser ob
servado que a media do numero de colonias que cresceram nos dois meios foram prati
camente iguais nos tres cruzamentos, indicando tratar-se de colonias dipidides.
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Indicacao semelhante foi obtida em relacdo ao diametro de coni-
dios, que se mostrou 1,20 a 1,30 vezes maior que o apresentado pelas 1iﬁhagens pa-
rentais (Tabela 44). Verifica-se, assim, que os conidios provaveis dipioides pos-
suem ¢ dobro do volume das 1inhagen§ parentais, o que e similar ao relatado para
A. nidulans (PONTECORVQ e col., 1953), A. niger (LHOAS, 1967; BONATELLI Jr. e
col., 1983) e difere do constatado para A. ffavus (PAPA, 1979) e Metarhizium aniso
plicze (MESSIAS e AZEVEDO, 1980). -

Uma linhagem provavel diploide e as tres linhagens parentais fo-
ram tratadas com Brometo de Etidio (Tabela 45 e Figura 14). Pode ser observado
que a linhagem provavel diploide se comportou de maneira semelhante 3 linhagem pa-
rental resistente. Esses resultados sugerem que o gene gue confere resistencia e
dominante em relacao ao gene normal. SCARAZZATTI-FRAU (1985), estudando 12 mutan-
tes de A. nidufans, observou que os genes para resistencia a essa droga podem ser
dominantes, semi-dominantes e recessivos. Para constatar se tal comportamento &
apresentado pelas linhagens em estudo, maior numero de mutantes precisaria ser iso
lado e estudado.

Quando as linhagens provaveis diploides foram colocadas na pre-
senca de Benlate, as colonias apresentaram crescimento reduzido em relagcdo as pa-
rentais e produziram setores cujos conidios tinham as cores das Tinhagens paren-
tais (Figuras 12 e 13), evidenciando comportamento similar aos diploides de A. ni-
dulans ‘e A. terreus (UPSHALL e col., 1976; UPSHALL, 1981) e de A. nigen (BONATEL-
LT Jr. e col., 1983). A existencia de setores recombinantes foi detectada tanto
nos segregantes induzidos como nos espontaneos. As linhagens provaveis diploides
puderam entao ser discriminadas inequivocamente das parentais, podendo-se concluir
que ocorreu fusao nuclear nos tres cruzamentos, com formagdo de niicleos heterozigo
tos. ‘

. Outro criterio adotado para a caracterizagao dos provaveis produ
tos de fusao foi a extragao e quantificagcao do DNA (Tabela 46), cujas etapas sao
discutidas a sequir,

No primeiro experimento de extragao, foi observado que as linha-
gens utilizadas liberaram um pigmento amarelado nos tubos de reagdo, fenomenc que
foi mais evidente nas linhagens Awm 3 e diploide. Como havia evidencias geneticas
indiscutiveis de que a linhagem utilizada como diploide nesse experimento era real
mente diploide, aventou-se a possibilidade do pigmento estar interferindo na rea-
¢ao de coloragao com a difenilamina e causando uma relagao 1:1,5 entre as linha-
gens parentais e diploides, ao inves do esperado 1:2 (Tabela 46). Por isso, foi
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introduzida uma modificagao no metodo por ocasiao dos experimentos subsegiientes,
ou seja, o numero de conidios utilizados foi reduzido de 1,0 x 10° para 5,0 x 10%.
Qutra razao para tal mudanga foi a ocorrencia de uma possivel saturacdo da solugdo
extrativa de PCA 1,5N.

No segundo experimento, a relacao de 1:2 ficou melhor estabele-
cida, podendo-se observar, no entanto, que a melhor relagao € conseguida quando se
compara o resuiltade do dfp]éide, no segundo experimento, com os resultados obtidos
para os parentais no primeiro experimento. Talvez, uma maneira de solucionar esse
problema seja utilizar, para o diploide, a metade do nUmero de nucleos usado para
as linhagens parentais. Adotando-se esse procedimento, a‘quantidade de DNA fica
uniformizada, evitando-se possiveis diferencas de solubilizagao e saturagao.

Logicamente, se faz necessaria uma otimizagao dessa técnica, le-
vando-se em conta, principalmente, o problema do pigmento, que talvez pudesse ser
extraido antes do inicio do processo de-extragao do DNA. Também seria interessan-
te estudar a questao da provavel saturacao, ensaiando-se numeros varidveis de coni
dios, cimn 0 objetivo de se estabelecer a melhor faixa de trabalho.

Considerando-se as medias dos resultados dos dois experimentos
(Tab&la 36), verifica-se que a linhagem diploide apresentou aproximadamente o do-
bro (1.8) da guantidade de DNA'por nicleo. Esses resultados concordam com os ob-
tidos por HEAGY e ROPER (1952) em A. nidufans que, utilizando outro metodo, verifi
caram a relacao de aproximadamente 1:2 entre o niicleo haploide e o diploide. MES-
SIAS e AZEVEDO (1980) obtiveram resultados semelhantes para Mefarhizium anisopfice.

5.4.3. Caracterizagao dos segregantes

Os diametros de conidios dos segregantes foram estimados e compa
rados com as linhagens parentais e diploides (Figura 16). Pode ser verificado que
todos os segregantes isolados a partir de MC contendo Benlate e parte dos obtidos
espontaneamente, nao diferiram das linhagens parentais em relagao a essa caracte-
ristica. Dos 25 setores espontaneos (Tabela.Al}, 10 apresentaram diametro de co
nidios similares aos das linhagens diploides e produziram setores na presenga de
Benlate podendo, portanto, ser classificados como diploides. 0 fato de todos os
setores espontaneos apresentarem conidios de coloragao marrom pode ser devido tan-
to ao tamanho da amostra, como a algum problema de competigao.

Pode ser observado, pelos resultados obtidos nos tres cruzamen-
tos, que houve total coincidencia entre os dois critérios, podendo-se utilizar
qualquer um deles com seguranga.
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0s segregantes isolados no primeiro cruzamento (Tabela 48), reve
laram segregacao independente de todos os genes envolvidos no cruzamento, com exce
¢ao das marcas relacionadas a coloragao de conidios e ao Brometo de Etidio. Veri-
ficou-se que todos os setores resistentes 3 droga (gggf) possuiam conidios verdes
(grei) e todos os sensiveis (gzgf), conidios marrons (bwn,). Indiretamente, po-
de-se concluir ent3o que as marcas etb], gre, e bwn, encontram-se no mesmo gru-
po de ligagao.

0s resultados do segundo cruzamento encontram-se na Tabela 49,
onde pode ser observado que apenas 5 segregantes arg, foram constatados entre os
78 setores estudados. Nesse cruzamento foi tambem evidenciada uma possivel liga-
¢ao entre arg) e a marca morfologica mor;. Em alguns casos, nao foi possivel iden
tificar a presenga ou ausencia da marca mor;.

Para o terceiro cruzamento, foi tambem verificada menor fregqiien-
cia de recuperagao da marca arg, (Tabela 50), tendo sido isolados apenas 25 des-
ses setores, num total de 81 amostrados. Ligagao entre arg, e mor; pode ser detec
tada.

A caracteristica proliferagao de conidioforos secundarios foi es
tudada nos dois ultimos cruzamentos. Todos os segregantes com conidios verdes e
as linhagens parentais de mesma coloragdo mostraram tal caracteristica que, por
sua vez, nao se manifestou nos setores marrons, nem nas linhagens diploides sendo,
portanto, considerada recessiva. De acordo com os resultados obtidos, pode ser
concluido que a caracteristica proliferacao de conidioforos secundarios e um efei-
to pleiotropico do gene grei, ou que esses genes encontram-se fortemente Tigados.
Em A. niger, situacao similar foi evidenciada por BONATELLI Jr. e col. (1985). que
concluiram tratar-se de efeito pleiotropico do gene olvi.

Pelos resultados da Tabela 51, fica evidenciado que ha forte 1i-
gacao entre os genes leu: e mor> ou, entao, se trata de pleiotropia. Segregantes
portadores das marcas leu, mor. foram isolados em menor numero (71 em 172). Como
essas marcas conferem menor crescimento radial, conidiagao mais tardia e enrugamen
to na regiao central.das colonias, a menor freqiiencia pode estar ligada a competi-
¢ao. Pode estar havendo, tambem, influencia do agente haploidizante sobre as mar-
cas auxotroficas. Fato semelhante ja foi observado para o pFA (BALL, 1971; PAPA,
1976; BRADSHAW e col., 1983).

Em conclusao, pode ser dito que as caracteristicas estudadas pu-
deram ser ordenadas em dois grupos de ligagao: I) com genes gggf gre; bwn; e
II} com os genes mor:; arg: argz, ficando sem indicacdo de associagao pabi, leu; e
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mor,. Como as caracteristicas leu, e mor, estdo fortemente ligadas ou sao efeito
pleiotropico do mesmo gene, podemos supor a existencia de pelo menos 4 grupos de
ligagao para esta especie.

5.5. Produgao de amiloglicosidase (AG)
5.5.1. Curva de acumulo

A quantidade de enzima acumulada atinge praticamente o ponto ma-
ximo no 30 dia, permanecendo nessa.faixa com pequenas alteracoes até o 89 dia (Fi-
gura 17). A glicose residual caiu drasticamente do 20 para ¢ 30 dia, atingindo
praticamente o valor zero e permanecendo assim até o 89 dia.. Essa correlacdo ne-
gativa entre glicose residual e quantidade de enzima @ similar a observada por
SINKAR e LEWIS (1982) e BONATELLI Jr. e col. (1984) em A. niger.

0s resultados obtidos no presente trabalho revelam.que a Tinha-
gem NRRL 3112 de A. awamoni produz mais enzima que o A. niger (BONATELLI Jr. e
col., 1984) e tambem acumula mais rapidamente a enzima. Essas caracteristicas s3o
consideradas de grande importancia para linhagens utilizadas industrialmente.

0 pH declinou no inicio do periodo de fermentacdo e, depois, vol
tou a subir ate se estabilizar um pouco acima do pH inicial (5,5).. Em A. nigex,
(UMBUZEIRO-VALENT, 1985), o declinio e mais acentuado, atingindo pH 2,3 e subindo
lentamente até pH 3,1 no 79 dia de fermentag3o.

Quanto ao peso seco do micelio, ele teve seu pico no 39 dia, co-
incidindo com o da enzima e, depois, diminuiu até.o 79 dia, apresentando um leve
aumento no 82 dia.

5.5.2. Atividade de AG na presenga de inibidor especifico com dextrina

Timite ou amido como substrato

Pela Tabela 53 observa-se que grande inibicao da atividade & ob
tida com a dose de 10ug/mf do inibidor e que a quantidade de enzima medida nos
dois substratos e similar. Esses resultados indicam que a enzima que esta sendo
medida com o método empregado &, em sua maior parte, a amiloglicosidase. Resulta-
dos similares foram obtidos por BONATELLI Jr. e col. (1984) e UMBUZEIRO VALENT
(1985) em A. nigen.

As razoes para a utilizacao desses compostos sao:

1. A dextrina limite & obtida como produto de digestdo exausti-
va do amido comum com o amilase até que agucares redutores naoc sejam mais produzi-
dos. O produto final pode ser hidrolizado pela AG em condigoes normais de reagao
(UEDA, 1980).
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2. 0 inibidor obtido de Streptomyces sp nQ 280, por UEDA e KOBA
(1973), inibe acentuadamente AG obtida tanto de Aspergiffus (MEDDA e col., 1981)
como de Rhizopus. Porém, inibe apenas 8,3% da atividade da a amilase de Aspergil-
£us (UEDA e KOBA, 1973).

5.5.3. Determinagao da melhor concentracdo de aminoacidos

Algumas Tinhagens com marcas auxotroficas para aminoacidos foram
ensaiadas com o proposito de se estabelecer concentragoes deSsas substancias, no
meio, que proporcionassem a maior produgdo de AG.

Observa-se pela Tabela 54 que, em relagao a prolina, a média de
enzima produzida se manteve mais ou menos constante em todas as concentragdes en-
saiadas. Pode ser que a farinha integral de mandioca, utilizada na prebaragﬁo do
meio de fermentacao, ja forneca a quantidade de prolina necessaria pard o desenvol
vimento do fungo. A concentracao de 50ug/mf foi escolhida nesse caso.

Com relagao a leucina (Tabela 55), a medida que a concentragao
aumentou, a média de pfodugéo de AG tambem aumentou. A concentragao de 100ug/mé
foi escolhida, uma vez que foi a partir desse ponto que a producao se estabilizou.
Com a arginina a situagao € similar, exceto que a produgio de AG continuou aumen-
tando com o aumento da concentragao do aminoacido. ‘Dptou-se entao pela utilizagdo
da concentragao de 200ug/mé (Tabela 56).

5.5.4. Produgao de AG

Algumas linhagens, mutantes e setores tiveram sua producao de en
zima quantificada e os resultados encontram-se descritos nas Tabelas 59 e 60. A
linhagem NRRL 3112, que apresenta 10% de condios pro (Item 4.1.) e cuja produgao
de AG e relativamente alta, diferiu significativamente das linhagens P, e M;q, as
quais segregam, respectivamente, 5,0% e 0,06% de conidios pro.

A linhagem NRRL 3112 produziu significativamente mais AG que os
segregantes e diploides. Esses sdo auxotroficos puros, ou seja, possuem 100% de
conidios pro. A producdo nessas linhagens caiu cerca de 50% ou mais. Resultados
similares foram relatados por CHANG e TUVESON (1975) em A. foetidus. Esses auto-
res isolaram linhagens com taxas variaveis de segregacao para pro e verificaram
que, quanto maior a proporgao desse tipo de conidios, menor g a quantidade de AG
produzida. |

As demais linhagens e setores que, além da marca pro, possuem ou
tras marcas auxotroficas e morfoldgicas, prdduziram ainda menos AG. Talvez isso
se deva a um efeito cooperativo das marcas. Como a marca pro esta presente em to-
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dos os mutantes, diploides e segregantes obtidos, torna-se impossivel estudar o
efeito de outras marcas isoladamente. Para tanto, seria necessario obter-se Tinha
gens prototroficas puras, o que nao foi conseguido como discutido anteriormente.

5.6. Cruzamento interespecifico
Devido a impossibilidade de se obter hibridos interespecificos entre A.
awamori e A. niger atraves de metodos convencionais (Item 4.19.1.), utilizou-se da
tecnica de fusaoc de protoplastos.

5.6.1 Fusao espontanea de protoplastos

Um numero pequeno de protoplastos foi utilizado nesse experimen-
to: cerca de 3,0 x 10% para cada Tinhagem. Verificou-se que a regeneracio foi re
lativamente baixa para as duas 1linhagens, situahdo-se na faixa de 19 a 17% para A.
awamori e A. niger, respectivamente (Tabela 61). Em conseqiléncia desses dois fato
res, o numero de protoplastos total utilizado para a fusao foi muito pequeno.

0s marcadores genéticos se mostraram estaveis, pois nenhum rever
tente foi obtido.

Apos procedimento de fusdo, verificou-se que nenhuma coldnia se
desenvolveu em MM KC1 (Tabela 62). O insucesso dessa tentativa provavelmente po-
deria ser atribuido tanto ac pequeno numero de protoplastos utilizados, como ao fa
to de nao se ter utilizado agente fusogenico ou, ainda, a ambos.

5.6.2 Fusao induzida de protoplastos

A regeneracao dos protoplastos obtidos nesse experimente foi ain
da menor que a obtida para o caso anterior, situando-se na faixa de 7,5 e 14,4%
respectivamente para A. awamori e A. nigen (Tabela 63). Com isso, o numero de pro
toplastos utilizados para a fusao foi de 0,75 x 10° e 1,44 x 10°. 0s marcadores
geneticos mostraram-se novamente estaveis.

Apos procedimento de fusdo, a média do nimero de protoplastos
que se desenvolveram em MC KC1 foi de 1,92 x 10", sendo na sua maioria colonias ti
picas de A. awamoni (Tabela 64). Em MM KC1, desenvolveram-se 1,13 x 10% colonias.
A freqiiencia de formacdo dessas colonias prototroficas foi de 0,6%. Essa freqiien-
cia & bem inferior a obtida por PEBERDY e col. (1977), os quais verificaram que co
lonias heterccaridticas, entre Penicillium chrysogenum e P. cyaneo-fulvum, aparece
ram com fregiiencia da ordem de 10%.

A menor eficiencia do método aqui empregado, deve-se provavelmen
te @ influencia de alguns fatores no processo. Um deles seria o pequeno nimerc de
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protoplastos utilizados para a fusao. Outros fatores a serem considerados sao a
baixa capacidade de regenefagio dos protop]éstos e um possTvé] efeito thico dife-
rencial do agente fuéogénico (FUNGARO, 1984). 0 PEG estaria matando preferencial-
mente protoplastos do A. niger, tendo em vista a pequena broporgio de coldnias ob-
tidas para essa especie em MC KCI (Tabela 64). |

As hipoteses aqui levantadas poderiam ser avaliadas me]horando—
-se 0 rendimento na obtengao e na regeneragao dos protop]astos, e aperfe1goando se
as tecnicas de fusao. Tambem poder1a ser estudado o emprego de outros métodos de
fusdo, tais como os de eletrofusao (ZIMMERMANN e VIENKEN, 1982}).

5.6.3. Caracterizagao das colonias isoladas de MM KCI

Essas colonias apresentaram cresc1mento muito lento e 1rregu1ar
em MM, d1fer1ndo totalmente das co]on1as parenta1s (Figura 19). Tais resultados
concordam com os obtidos por PEBERDY E.EEl- (1977). '

Além das caracteristicas ja descritas, as colonias nao esporulam
em MM. Em MC, apresentam régiﬁeé morfologicamente semelhantes a 1inhagem de A.
awamori e regioes diferentes de ambas as parentais (Figura 20). Regioes com morfo
logia.semethante a linhagem de A. nigex nio foram enconfradas, talvez por um pfo-
blema de competigao, uma vez que anteriormente ja se havia observado que\as colo-
nias de A. nigea crescem mais 1entamente Fenomeno semelhante deve ter ocorrido
quando conidios dessas colonias desenvolvidas em MC foram semeados em MC, pois 98%
deles se mostraram morfologica e auxotroficamente semelhantes a linhagem de A. awa
mond (Item 4. 19.3.2. ). Dos conidios que foram semeados em MM, apenas alguns germi
naram, dando uma frequenc1a de 1,1 x 107° Os dados discutidos no presente item
sugerem que as colonias que cresceram em MM.KC1 sao hererocariaticas. |

5.6.4. Isolamento do provavel produto de fusao
Quando as colonias heterocarioticas foram submetidas ao tratamen
to com Benlate, setores prototroficos com conidios de coloragao preta surgiram em
todos os tratamentos, inclusive em MM e MC sem Benlate (Figura 21). Quando trata-
dos com Benlate, eles se mostraram instaveis e originaram numerosos setores, cujos
conidios possuiam as cores das linhagens parentais (Figura 22), sugerindo que eram
resultados de fus3o nuclear.

6.6.5. Caracterizagac dos provaveis produtos de fusdo e de seus segre-
gantes

Apesar da natureza interespecifica do cruzamento, houve distri-
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buicao ao acaso dos grupos de ligagdo, semelhante 3 esperada para um dipldide in-
tra-especifico, sugerindo, assim, um alto grau de homologia entre as espécies. Re
sultados similares sao relatados por KEVEI e PEBERDY (1977, 1979).

Observa-se pela Tabela 67 que nenhum setor Jeu; foi isolado en-
tre 0os 47 analisados. Esta ocorrencia poderia estar 1i‘gadd a amostragem ou a um
problema de competigao semelhante ao proposto para os diploides intra-especificos,
onde argumentou-se que as marcas leu, mor,, por conferirem a colonia menor cresci
mento radial, conidiagao mais tardia e enrugaménto na parte centrai, estariam em
desvantagem, sendo assim isoladas em menor nimero. Uma alternativa que poderia
ser testada nesse caso seria adicionar o agente haploidizante ac MM contendo 1etici
na e os demais nutrientes envoividos no cruzamento, ao inves de MC. Com esse pro-
cedimento, os setores leu; poderiam ser favorecidos e, provavelmente, isolados.

Com base nos resultados obtidos (Tabela 67) pode ser sugerida 1i
gacao entre o gene que confere a cor dos conidios e os genes nic, amy e pro. Os
genes pab, e leu; segregaram independentemente. Dessa forma, um esquema indican-
do a distribuigao dos g‘enes' e mostrado a seguir: |

GRUPOS DE LIGACAD

I 1I

.+
me,
bun,

A. awamoni + pab+
amy

pro

nic,
olv,
A. nigen pab,
amy

+
EY‘O

A ideia da.proximidade filogendtica entre as espécies (RAPER e
FENNELL, 1965) & reforcada pela observacao de que as rel agoes de ligagao estabele-
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cidas em cruzamentos intra-especificos e confirmada no cruzamento interespecifico.
como relatado no presenté trabalho (Item 5.4.3.) e por UMBUZEIRO VALENT (1985) em
A. nigen.

Embora as evidencias genéticas sejam consideradas as mais fortes
para a demonstragao da ocorrencia de fusao nuclear, outras caracteristicas tambem
foram estudadas. Assim, vérificou-se‘que o diametro de conidio apresentado pelo
provavel produto de fusdao foi em média 1,20 a 1,30 vezes maior que o didmetro das
linhagens parentais e segregantes (Tabelas 65 e 66). Essa re]équ de 2:1 no volu
me e evidencia adicional em favor da ocorrenc1a de fusao nuclear. Esta variavel
foi utilizada por PEBERDY e col. (1977) para separar linhagens haploides de diploi
des no cruzamento entre P. chrysogenum e P. cyaneo-fulvum.

0 comportamento na presenga de Benlate & um outro cr1ter1o adota
do para separar linhagens haploides de dipldides (PEBERDY e col., 1977; BRADSHAW
e col., 1983) e, no presente trabalho, a utilizacdo de tal procedimento revelou
que todos os segregantes analisados sao estaveis na presenga do agente haploidizan
te, indicando serem haplGides. Os resultados demonstram que houve total coinciden
cia entre os criterios diametro de conidios e comportamento em Benlate podendo-se,
portanto, utilizar qualquer um deles com segurancga.

Considerando-se as medias dos resultados da Tabela 68, verifica-
-se que 0 provavel produto de fusdo e o diplaide.PFﬁ’NO apresentaram aproximadamen
te o dobro da quantidade de DNA. por nucleo, quando comparados com as linhagens pa-
rentais, confirmando a hipotese da fusdo nuclear. Resultados similares s3o relata
dos para outros cruzamentos interespecificos pok PEBERDY (1979b).

Ao final de todo esse processb de caracterizagao, pode-se afir-
mar que o provavel produto de fusdo & realmente um hibrido interespecifico, o qual
contem, com grande probabilidade, todos os grupos de ligagao das duas espécies.

5.6.6. Produgao de AG do hibrido

A estimativa da produgao de AG foi feita atraves de dois crite-
rios: a. presenga ou ausencia do halo de hidrdlise em meio solido contendo amido
e b. acumulo da enzima em meio 17quido.

No caso do cr1ter1o 3, que & menos especifico, pois sofre inter
ferencia da alfa-amilase, foi observado que o hibrido & intermediario as parentais
e que os segregantes tem ampla variagdo, existindo alguns com halo de hidrolise
consideravelmente maior que o parental A. awamoni (Tabelas 65 e 66), Pelo outro
critério, mais preciso, o hibrido ndo difere do parental A. niger e o segregante
46, com indice 2,0 de halo, ndo difere significatiﬁamente do hibrido (Tabela 70},
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apesar de acumular 17% a mais.

A verificagao da existencia ou nao de aumento significativo ra
producdo em relagdo as parentais necessitaria, portanto, da avaliagao de maior ni-
mero de segregantes, o que dependeria de trabalhos posteriores.
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6. Conclusoes

Dos resultados obtidos com o presente traba]ho, as seguintes conclusoes podem
ser apresentadas:

a. A segregacao espontanea de conidios deficientes para prolina ou arginina e se-
torizagﬁo'apresentada pela linhagem de A. awamonl NRRL 3112 e seus derivativos sao
fenomenos independentes que contribuem para a instabilidade da espécie. A instabi
1idade pode ser atribuida a duplicagao parcial ou total do genoma.

b. Ficou evidenciado pela auxanografia que o bloqueic metabolico dos segregantes
espontaneos deficientes para prolina ou arginina encontra-se na passagem do acido
glutamico para semialdeTdo y glutamice, na via hiossintética da prolina.

c. 0 metodo de enriquecimento por filtragdo permitiu um aumento de 12 vezes na
fregiiencia de isolamento de mutantes auxotroficos, em relagao ao metodo de isola-
mento total.

d. A existencia do ciclo parassexual em A. awamori{ foi constatada por todos os
criterios utilizados, quais sejam: diametro de conidios, efeito do Benlate, con-
teudo de DNA/nicleo e recombinagdo entre marcas genéticas das linhagens parentais.

e. A deficiencia para prolina, constatada em A. awamoni{, deve ser resultado da
mesma lesao genetica, pois nao houve complementagao nos heterocarios e dipldides
intra-especificos.

f. Atraves da analise dos segregantes dos cruzamentos intra-especificos de A.
awamort foi evidenciada ligagao entre os genes etb; gre, bwny; mor: arg; arg; e
leu; mor.. Como o gene pab: segregou independentemente, o numero minimo de 4 gru-
pos de ligagao pode ser proposto para a espécie.

g. 0 cruzamento entre A. awamori e A. nigen foi possivel através da fusao de pro-
toplastos e sua confirmagao foi feita pelos mesmos critérios utilizados no cruza-
mento intra-especifico.

h. A classificagao dos segregantes do cruzamento interespecifico permitiu eviden-
ciar ligagao entre os genes nic; olv, de A. niger e bwn, amy e pro de A. awamori.

i. Alto grau de homologia cromossomica entre as 2 espécies € sugerido pela segre-
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gagao observada no hibrido interespecifico.

j. A solubilizagao do Benlate com acetona reduz a fregliencia de setorizagao em A.
awamoni provavelmente por inibicao das linhagens segregantes.

k. Foi verificado que linhagens de A. awamori, com alta fregliencia de segregacae
espontanea para prolina, produzem significativamente menos AG.
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7. RESUMO

0 presente trabalho teve como objetivos principais, verificar a ocorrencia do
ciclo parassexual em Aspengiflus awamoni, testar a producao de amiloglicosidase
dos derivativos, mutantes e diploides obtidos e realizar o cruzamento interespeqi
fico com A. nigex. |

Alem desses, estudos foram desenvolvidos com a instabilidade apresentada por
A. awamori. A linhagem NRRL 3112 segrega conidios pro e forma setores espontanea-
mente. Este comportamento nao seria o esperado para um clone e sugere a existén-_
cia de heterozigose para as caracteristicas estudadas, a qual poderia estar conti-
da numa duplicagao parcial ou total de genoma.

Mut:intes auxotroficos e morfologicos de A. awamorl foram conseguidos utilizan-
do-se os metodos de isolamento total e de enriquecimento por filtragao. Este ulti
mo mostrou freqliencias de isolamento. 12 vezes maiores. Mutantes resistentes ao
Brometo de EtTdio tambem foram isolados, mas somente apos indugao com luz ultra-
violeta.

Os mutantes foram utilizados em cruzamentos que permitiram verificar a ocorren
cia do ciclo parassexual. .Atraves da analise dos segregantes, pode ser evidencia-
da ligagao entre os genes etb,, gre,, bwn,; mor,, arg,,.arg, e leu, , mor,. O ge

ne pab, segregou independentemente e, assim, foi possivel sugerir 4 como o namero
minimo de grupos de ligacdao nessa espécie. Entre os critérios nao geneticos utili
zados na caracterizagdo, o diametro de conidios e o tratamento com Benlate mostra-
ram-se eficientes para separar haploides *de diploides. 0 metodo de extragac e
quantificagao de DNA por nicleo tambem foi adequado para esse fim,

Com relagdo a enzima, o primeiro passo foi averiguar se o metodo empregado es-
tava medindo a atividade da amiloglicosidase, fato qué foi confirmado fazendo o
teste com o inibidor e a dextrina limite. Foi constatada uma relagao inversamente
proporcional entre a porcentagem de segregacao de conidios pro e a produgao de ami
toglicosidase, | |

So foi possivel abter o cruzamento entre A. awamori e A. nigen atraves de fu-
sao de protoplastos. A frequenc1a de formagao de colonias prototrof1cas foi re1a~
tivamente baixa, situando-se na faixa de 0,6%, possivelmente devido ao pequeno nu-
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mero de protoplastos utilizados para a fusao e a um provavel efeito toxico diferen
cial do agente fusogenico utilizado. As colonias prototroficas isoladas inicial-
mente puderam ser classificadas como heterocarioticas. A partir destas, o produto
de fusao hibrido foi obtido na forma de setores que exibiam complementacao entre
as marcas genéticas das parentais. Atraves da analise do hibrido, pode ser evidéﬂ
ciada ligagao entre os genes nic,, olv,, bwn,, amy, pro. Houve distribuicao ao
acasc dos grupos de ligacao, semethante ao esperado para um diploide intra-especi-
fico, sugerindo alto grau de homologia cromossomica entre as duas especies.

Os mesmos critérios de caracterizagao utilizados com sucesso para separar li-
nhagens haploides de diploides, nos cruzamentos intra-especificos, foram adotados
e, tambem nesse caso, mostraram resultados satisfatorios.



145

8. SUMMARY

The present work with Aspengiflus awamori was done aiming to study the follow-
ing:

1. Occurrence of the parasexual cycle.
2. Occurrence of interspecific hybridization with A. nigexr.

3. Amyloglucosidase production of the parental and derived strains, including
auxotrophic mutants, diploids and the interspecific hybrid.

During the first stage of the work, it was observed that the NRRL 3112 strain
of A. awamorni 1is unstable because it spontaneous]y'segregates pro conidia (defi-
cient for proline synthesis) and produces sectors. The last charécteristic is al-
so observed in pro derivatives and'it was supposed that it is independent from pro
conidia segregation. These characteristics are not expected from a clone and to-
gether with other evidences (Beh]ate‘segregation, differential susceptibility to
acetone, variation in number of nuclei per conidia and conidial diameter),it was
suggested that there is a paktia] or tota1-dup1ication of the genome.

Auxotrophic and morphological mutants of A. awamoai were induced by ultravio-
let 1ight-and selected by using total isclation and filtration enrichment methods.
An increase of 12 times in the mutant frequency was observed when the Tast method
was employed. Ethidium bromide resistant mutants were also isolated only after ul
traviolet induction. | | |

Diploid strains were readily obtained and could easily be separated from hap-
loid strains by conidia diameter, Benlate segregation and nuclear DNA content.

Segregation analysis indicated Tinkage between etb,, gre,, bwn,; mor,, arg,,
arg, and leu,, mor,. Because pab, marker segregated independently from all others

it was suggested at least 4 linkage groups for A. awamori.

Only heterokaryotic colonies were detected when A. awamori{ and A. niger proto-
plasts were fused and plated in selective medium. The low frequency (0,6%)'and
the heterokaryotic nature of the colonies could probably be attributed to: 1) low
protoplasts number and 2) toxic effect to the fusogenic agent to A. niger proto-
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plasts. Hybrid colonies were isolated after several transfers in selective me-
dium.  The hybrid nature of these colonies was established by the same criteria
used in the intraspecies crossing. Segregation analysis indicated a high level of
chromosomal homology between the 2 species and it was possible to suggest linkage
between nic,, olv, genes of niger and bwn, amy, pro of awamori.

As it was evident from the use of limit dextrin and a specific inhibitor, glu-
coamylase is the main enzyme activity detected.by the usual assay procedure. It
has also been detected that high frequency of pro conidia in A. avamoni is corre-~
lated with the low level of enzyme'production. | N
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TABELA A 01 - Caracteriticas morfologicas, auxotroficas e de resisténcia ou
sensibilidade ao Brometo de Etidio dos segregantes espontaneos
isolados do diplGide arg/pro leu; mor, etb® bwny//arg/pro pabs
mory eth grey .

SEGREGANTE ~ COLORACAO  AUXOTROFIA etb MORFOLOGIA  DIAMETRO DE MC +

NO CONIDIOS* paby leus- R /S mory mor, CONIDIO(um)  BENLATE**
1 bwn + S + + 6,02 PS
2 bwn + + S + + 4,83 AS
3 bwn + + S + + 6,09 PS
4 bwn - + S - + 4,89 AS
5 bwn + + S + + 6,15 PS
6 bwn + + S - + 4,84 AS
7 bwn + + S + + 4,87 AS
8 bwn + + S + + 4,93 AS
9 bwn + + ) + + 4,87 AS

10 bwn . + + S + + 6,06 PS

11 bwn + + S + + 6,16 PS

12 bwn + + S + + 5,85 PS

13 bwn - + 5 - + 4,92 AS

14 bwn + S + + 6,13 PS

15 bwn + S + + 6,15 PS

16 bwn + 5 + 6,19 PS

17 bwn - + S - + 4,85 AS

18’ bwn - + S ' + 4,87 AS

19 bwn + + S + 6,11 PS

20 bwn - + S + 5,03 AS

21 bwn + S - + 4,84 AS

22 bwn - S + - 4,95 : AS

23 bwn - - S + - 4,80 AS

24 bwn - - S + - 4,84 AS

25 bwn + - S - - 4,87 AS

* Para 0os simbolos, consultar a Figura 6 .

** pPS = presenca de setor e AS = ausencia de setor .



TABELA A 02 - Caracteristicas morfoldogicas, auxotroficas e de resistencia
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ou

sensibilidade ao Brometo de Etidio dos segregantes isolados do

diploide arg/pro leu; mor: eth® bwn,//arg/pro pab, mor, etbg

greas .

SEGREGANTE  COLORACAO  AUXOTROFIA etb . MORFOLOGIA

DIAMETRO DE

NO CONTDIOS* paby leuy R 7S mory mor,  CONIDIO(um)
1 gre + R + + 5,01
2 gre + R - + 4,91
3 gre - + R - + 4,84
4 gre + + R + + 5,00
5 gre + + R + + 4,98
6 gre - + R - + 5,03
7 gre + + R + + 5,03
8 gre -4 R - 4 4,9
9 gre + + R + 4,98

10 gra - + R + 4,96

11 gre ' + R + 4,89

12 gre + + R - + 5,04

13 gre - + R + + 5,04

14 gre + + R - + 5,00

15 gre + + R + + 4,97

16 . gre - + R - + 5,00

17 gre | + R - + 5,00

18 gre + + R “ + 5,06

19 gre - + R + + 5,05

20 gre ‘ + R - + 5,04

21 gre + + R + + 4,91

22 gre - + R + + 5,01

23 Sgre .. o= ..+ R+ 5,03

* Para os simbolos, consultar a Figura 6 .
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TABELA A 03 - Caracteristicas morfologicas, auxotroficas e de resistencia ou
sensibilidade ao Brometo de Etidio dos segregantes isolados do
diploide arg/pro leuy mor: etb® bwn, // arg/pro pab, morletbf

gre; .

SEGREGANTE ~ COLORACAO  AUXOTROFIA etb MORFOLOGIA  DIAMETRO DE

NO CONIDIOS* pab, leuy; R 7S mor; mor: CONIDIO{um)
24 gre - - R + - 5,12
25 gre - - R - - 4,97
26 : gre - - R + - 4,88
27 gre - - R + - 5,09
28 gre + - R + - 5,18
29 gre - - R - - 5,16
30 gre - - R - - 5,22
31 gre + - R - - 5,05
32 bwn + - S - - 4,95
33 bwn - - S - - 5,04
34 bwn - - S + - 5,01
35 bwn + - S + - 4,93
36 bwn - - ) - - 4,93
37 bwn + - S + - 4,81
38 " bwn - - S - - 5,24
39 bwn - - S - - 5,09
40 - bwn - - S - - 5,13
41 bwn + - S + - 4,69
42 bwn + - ' S - - 4,92
43 bwn + - S + - 5,05
44 bwn + - ) + - 5,07
45 bwn - - S + - 5,11
4% bun -k S o w 5,02

* Para os simbolos, consultar a Figura 6 .
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TABELA A 04 - Caracteristicas morfologicas, auxotroficas e de resistencia ou
sensibilidade ao Brometo de Etidio dos segregantes isolados do
diploide arg/pro leu, morj etb® bwni//arg/pro pab: mory etb{

grel .

'SEGREGANTE ~ COLORACAO  AUXOTROFIA eth MORFOLOGIA  DIAMETRO DE

NO  CONIDIOS*  paby leu; R /7S  mory mor  CONIDIO(um)
47 bwn - + S - + 5,21
48 bwn - + S - + 5,26
49 bwn -4 5 P 5,06
50 bwn + + S + + 5,10
51 bwn , + S - + 5,12
52 bwn - + S - + 5,19
53 bwn + + S + + 5,01
54 bwn - + S - + 5,04
55 bwn + + S + + 4,93
56 bwn + + S - + 4,84
57 bwn + + S - + 5,26
58 bwn + + S - + 4,97
59 bwn - + S - + 5,01
60 bwn + + 5 + + 4,80
61 " bwn + S + + 5,07
62 bwn - + S + + 5,07
63 bwn + + S - + 4,76
. 64 bwn - + S - + 4,83
65 bwn + + s - + 4,97
66 bwn - + S + + 4,98
67 bwn + + S - + 5,06
68 bwn - + S + + 4,94
69 bum a4 S 4 5,02

* Para 0s simboles, consultar a Figura 6 .
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TABELA A 05 - Caracteristicas morfologicas e auxotroficas dos segregantes
jsolados do diploide arg/pro leu, mor, etb® bwn, // ara; pro
rnorlietbS gre; .

SEGREGANTE ~ COLORACAO  AUXOTROFIA  MORFOLOGIA  DIAMETRO DE CONIDIJFOROS

NO CONIDIOS* argy tYeuy mory morz CONIDIO(um) SECUNDARIOGS**
1 gre + + + + 4,95 p
2 gre + + + + 4,98 P
3 gre + + + + 5,03 P
4 gre + + + + 4,88 p
5 gre + + + + 5,01 P
6 gre + + + + 4,90 p
7 gre + + + + 4,92 p
8 gre + + + + 5,05 p
9 gre + + + + 5,07 P

10 gre + + + + 4,89 P

1 gre + + + + 5,00 P

12 gre + + + + 4,99 P

13 gre + + + + 4,89 p

14 gre + + + + 4,97 P

15 gre + + + + 5,03 p

16 gre + + + " 4,87 p

17 gre + + + + 5,09 p

18 gre + + + + 5,00 p

19 gre + + 4 + 4,96 P

20 gre + + + + 4,80 p

21 gre + + + + 5,11 P

22 gre + + + + 5,04 p

23 gre | + + + + 4,97 P

24 gre + + + + 4,95 p

25 are + + + + 4,87 p

® . gre o+ w & agr :

* Para os -simbglos, consultar a Figura 6 .
**P

A

1l

presenca de conidioforos secundarios ,
ausencia de conidioforos secundarios .

i)
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TABELA A 06 - Caracteristicas morfologicas e auxotroficas dos segregantes i-

solados do diploide arg/pro leu, mor, etb® bwn; //arg; pro mory
etb® gre; .

SEGREGANTE ~ COLORACAO  AUXOTROFIA  MORFOLOGIA  DIAMETRO DE  CONIDIOFOROS

NO CONIDIOS* arg, leu; mor; mor, CONIDIO(um)  SECUNDARIOS**
27 gre + - / - 4,97 p
28 gare + - / - 5,03 P
29 gre + - / - 5,10 P
30 gre + - / - 4,88 P
31 gre + - / - 5,03 P
32 gre + - / - 5,00 P
33 gre + - / - 4,96 P
34 gre - - / - 4,91 P
35 gre + - / - 4,94 p
36 bwn + - / - 5,02 A
37 bwn - - / - 4,95 A
38 bwn + - / - 4,94 A
39 bwn + - / - 5,10 - A
40 bwn + - /- 4,97 Y
41 bwn + - / - 5,00 A
42 bwn + - / - 5,00 A
43 bwn + - / - 4,98 A
44 bwn + - / - 4,83 A
45 bwn + - /. - 4,86 A
46 bwn - - / - 4,84 A
47 bwn + - / - 4,91 A
48 bun - - / - 5,06 A
49 bun + - / - 5,05 A
50 bwn + - / - 4,99 A
51 bwn + - / - 4,98 A
o/ + . 5,04 A

52 bwn : - +

* Para os simbolos, consultar a Figura 6 .
** P = presenca de conidioforos secundarios ,
A = ausencia de conididforos secundarios

/ = n3o foi possivel classificar .
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TABELA A 07 - Caracteristicas morfologicas e auxotroficas dos segregantes i-
solados do diploide arg/pro leu, mor, etb® bwni//arg; pro mor;
etb® gre, .

SEGREGANTE ~ COLORACAO  AUXOTROFIA  MORFOLOGIA  DIAMETRO DE  CONIDIDFOROS

No CONIDIOS* “arg, leu; mory. mor, CONIDIO{wm)  SECUNDARIOS**
53 bwn + + + + 5,00 A
54 bwn + + + + 5,09 A
55 bwn + + / + 5,12 A
56 bwn + + + + 5,14 A
57 bwn + + + + 4,92 A
58 bwn + + + + 4,89 A
59 bwn + + + + 4,96 A
60 bwn + + + + 5,01 A
61 bwn + + / + 4,95 A
62 bwn + & + + 5,03 A
63 bwn + + + + 4,93 A
64 bwn + + + + 4,98 A
65 bwn + + + + 5,07 = A
66 bwn ¥ + + + 4,95 A
67 bwn + + + o+ 5,00 A
68 bwn + + + + 4,81 A
69 bwn + + + + 5,12 A
70 bwn + + v+ 5,11 A
71 bwn + + + + 5,08 A
72 bwn + + / + 4,99 A
73 bwn + + + + 4,75 A
74 bwn + + + + 5,19 A
75 bwn + + "/ + 4,96 A
76 " bwn + + + + 4,79 A
77 bwn + + + + 4,79 A
78 . bwn . S 5,07 . A

* Para os simbolos, consultar a Figura 6 .

*% P o presenca de conidioforos secundirios .
A = auséncia de conididforos secundarios .

/ = nio foi possivel classificar . '
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TABELA A 08 - Caracteristicas morfologicas e auxotroficas dos segregantes i-
solados do dipigide arg/pro leu, mor, etb® bwn,//arg, pro mor,

EEES rey .

SEGREGANTE  COLORACAO  AUXOTROFIA  MORFOLOGIA  DIAMETRO DE  CONIDIOFOQROS

NO CONIDIOS* arg, leus mor; morp CONIDIO(um)  SECUNDARIOS**
1 gre + + + + 4,78 p
2 gre - + - + 4,91 p
3 gre + + + + 4,80 p
4 gre + + + + 4,96 p
5 gre + + + + 4,92 P
6 gre + + + + 5,01 p
7 gre - + - + 4,88 p
8 gre - + - + 4,99 p
9 gre - + - + 4,95 p

10 gre + + + " 5,02 P

11 gre -4 - 5,07 P

12 gre + + + + 4,79 p

13 gre + + + + 4,84 p

14 gre + + + + 4,93 p

15 are + + + + 4,94 p

16 gre - + - + 4,88 p

17 gre - + - + 5,13 P

18 gre + + + + 4,83 p

19 gre + + + o+ 4,97 P

20 gre + + + + 4,89 p

21 gre + + + + 5,06 p

22 gre + + + + 5,05 P

23 gre + + + + 5,05 P

24 gre + + + + 4,93 P

25 gre - + - + 4,89 P

26 gre + ' + 4,80 p

+ e 4,95 P

27 gre

* Para os simbolos, consultar a Figura 6 .
**‘ P

o

presenca de conidioforos secundarios ,

i

i

ausencia de conidioforos secundarios .
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TABELA A 09 - Caracteristicas morfoldgicas e auxotrdficas dos segregantes i-

solados do diploide arg/pro Teu; mor, etb® bwni//arg, pro mor;
etb” gre, .

SEGREGANTE ~ COLORACAC ~ AUXOTROFIA  MORFOLOGIA  DIAMETRO DE  CONIDIGFOROS

NO CONIDIOS*  arg, leu, mor, mor; CONIDIO(um)  SECUNDARIOS**
28 gre - + - + 4,96 P
29 gre - - / - 4,89 P
30 gre - - / - 5,08 P
31 gre + - / - 4,79 p
32 gre + - / - 5,00 P
33 gre + - / - 4,98 p
34 gre + - / - 4,87 p
35 bwn - - / - 4,81 A
36 bwn - - / - 4,90 A
37 bwn + - / - 4,97 A
38 bwn - - / - 4,86 A
39 bwn + - / - 4,93 A
40 bwn + - / - 5,02 <A
41 bwn + - / - 5,04 A
42 bwn - - / - 4,79 A
43 bwn + - / - 4,97 A
44 bwn + - / - 4,93 A
45 bwn - - / - - 4,89 A
46 bwn - - /- 5,08 A
47 : bwn - - / - 4,91 A
48 bwn + - / - 4,97 A
49 bwn - + / + 4,82 - A
50 bwn - + / + 5,12 A
51 bwn - + / + 4,92 A
52 bwn -+ /. + 4,95 A
53 bwn - + - + 4,90 A
54  © bwn -+ S 4,99 A

* Para os simbolos, consultar a Figura 6 .
presenca de conidicforos secundarios ,
ausencia de conidioforos secundarios .

** P
A=
/ = nao foi possivel classificar .
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TABELA A 10 - Caracteristicas morfologicas, auxotroficas dos segregantes i-
solados do diploide arg/pro leu;, mor, eth® bwn,//arg: pro mory

etb’ gre; .

SEGREGANTE ~ COLORAGAO  AUXOTROFIA  MORFOLOGIA  DIAMETRO DE  COMIDIOFOROS

NO CONIDIOS* ~arg: leu,  mory mor,  CONIDIO(um)  SECUNDARIOS**
55 bwn - + - + 5,04 A
56 bwn + + + + 5,11 A
57 bwn + + + + 4,90 A
58 bwn + ¥ + + 4,99 A
59 bwn + + + + 4,87 A
60 bwn + + + + 5,05 A
61 bwn + + 4 + 5,01 A
62 bwn + + + + 4,83 A
63 bwn + + + + 4,97 A
64 bwn + + + + 5,01 A
65 bwn + + + + 4,96 A
66 bwn + + + + 4,99 A
67 bwn + + + + 4,98 A
68 bwn + + + + 4,84 A
69 bwn + + + + 4,92 A
70 bwn + + + + 4,92 A
71 bwn + + + + 4,98 A
72 bwn + + + + 5,03 A
73 bwn M i+ 5,16 A
74 bwn + + + + 4,89 A
75 bwn + + + + 4,98 A
76 bwn + + + + 4,9 . A
77 bwn + + + + 5,02 A
78 bwn + + + + 5,04 A
79 ~ bwn + + + + 4,99 A
80 bwn + + + + 5,00 A
81 bwn i + 4 + 5,00 A

* Para os simbolos, consultar a Figura 6 .
** P = presenga de conidioforos secundarios ,
A = ausencia de conidioforos secundarios .



