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1.0 INTRODUGZRO

A amiloglicosidade (AGQ) acumulada  por fungos
filamentosos e leveduras & utllizada na sacarificag¢do do
amido de varilas fontes, como por exempleo, a mandloca (BANKS

_e_c_OJ_'_.! 1976)0

Além do Aspergillus niger, vArias espécies do género

Aspergillus produzem amiloglicosidase (BANKS e col., 1976),

além de Rhizopus sp (TAKAHASHI e col., 1978) e Saccharomyces

diastaticus (YAMASHITA e FUKUI, 1984).

Multos estudos tem sldo realizados do ponto de vista
bioquimico em A. glggg; como por exemplo o de SVENSSON e
col, (1982) e RAMANESH e col., (1982), e sobre a produglo e
utilizag¢do da enzima como 08 trabalhos de PARK e PAPINI
(1970) e KVESITADZE e col. (1981a), porém poucos na area de
genética (BALL e col., 1978).

08 trabalhos disponivels vilsando melhoramento da
produgdo de linhagens tem sido feltos, baseados em mutagdo e

selegdo e ndo exlistem relatos disponivels sobre estudos dos

genes envolvidos na produgdo de AG em Aspergillus niger,
apesar do cleclo parassexual nesta espécile ter sido descrito
em 1953(a) por PONTECORVO e col., e dos trabalhos
posterlores conduzidos sobre parassexualidade, por LHOAS
(1961, 1967), VAN TUYLL (1977) e BONATELLI JR. e col.
(1983).

Levando-se em conta a importédncila da produgio de &lcool
de substratos amildceos e a relevéncila do fungo A. niger na
produgdo da enzima AG, o presente trabalho tem  como

obJetivos:



determinar uma metodologla para testar a produgdo de AGQ
da linhagem HAP de A. nlger em condlgdes compativels

com um estudo genético;

obter mutantes com alteragfo na produgiio de AG através

do uso da luz ultravioleta como mutagénico;

obter dipldoides entre os mutantes visando analigar a
interagdo alélica e complementag8o dos genes envolvidos

no cruzamento, e;

obter segregantes de alguns dipldides para mapeamento
das mutagdes lnduzldas em relagdo &s marcas auxotrdficas

e morfoldgicas disponiveis.



2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 0 fungo Asperglllius niger e o clclo parassexual

0 fungo Aspergillus niger & considerado por RAPER e

FENNELL (1965) o organismo tipo do grupo niger. Ele
apresenta coldnias pretas quando cultivado em meio Czapek
8d1ido evidenclando duas séries de esterigmas e seus
conidios s#o globosos, com aspecto rugoso sem equinula¢des
verdadelras, medindo gquando maduros aproximadamente 5 um de

didmetro.

0 Aspergillus niger nfo apresenta ou ainda nf3o tem

evidenclado o ciclo sexual sendo portanto um Deuteromiceto.

A alternativa de recombinag¢do egtudada em
Deuteromicetos & o ciclo parassexual, que fol descrito por
PONTECORVO e ROPER (1952) em A. nidulans, e em A. niger
por PONTECORVO e col. (1953a). Ocorre também em outros
géneros de fungos filamentosos tendo sido demonstrado em

cerca de 41 espécies (AZEVEDO, 1976; MESSIAS, 1979).

-

0O ciclo parassexual & uma Importante fonte de
variabilidade e, permite o mapeamento genético (AZEVEDO,
1972, 1976), o estudo de intera¢des alélicas ou mio e, pode
ser usado no melhoramento de caracteristicas de interesse
industrial (SERMONTI, 1969; BONATELLI JR, 1977; MESSIAS,
1977, 1979; BONATELLI JR, 1981).

0 ciclo parassexual segundo PONTECORVO (1956) ocorre
através da fus8o de nlicleos hapldides, forma¢do de

dipléides, recombinagdo e haploidizagiio.



0 processo de forma¢do de dipldides ocorre apds
anastomose de hifas e heterocariose (CATEN e JINKS, 1966;
DAVIS, 1966; TINLINE e MCNEILL, 1969). Durante o estéaglo
ge heterocariose, caracterizado por nicleos diferentes no

mesmo ciltoplasma pode ocorrer a cariogamia originando um

dipldide heterozigoto.

Em A. niger os dipldides diferem dos hapldides quanto
ao didmetro de conldios apreéentando difmetro de 1,1 a i,3
vezes malor segundo PONTECORVO e ROPER (1952) e PONTECORVO e
col, (1953a) o que também fol observado por LHOAS (1967,
1968), CHANG e col. (1974), DAS e ROY (1978) e BONATELLI JR
e ¢ol. (1983). Contudo ROSIM e col. (1978) concluiram que
o di8metro de conidlos dos dipldides ndo @ critério
conflavel para sua caracterizagdo. Qutro critério para
distinguir coldnias dipléideé das hapldides &8 a utllizagdo
do funglcida Benlate (UPSHALL e col., 1976) devido ao
crescimento reduzido e irregular das coldnias dipldides na
presenca do fungiclda. Estas observa¢des 1niclalmente
feitas em A, nidulans e A. terreus foram utillizadas por
BONATELLI JR (1981) e BONATELLI JR e col. (1983) para A.
niger havendo plena concordéncla entre o critério didmetro
de conldlios e o crescimento em Benlate. O Benlate foil
iniclalmente utilizado por HASTIE (1970) em E; nidulans
para obter segregantes de dipl&ides e, devido ao seu baixo
custo comparado com o3 demals agentes haploldizantes tem
sido largamente utilizado (BONATELLI JR, 1981; BONATELLI JR
e ¢ol.; 1983). |



A recomblna¢gdo no ec¢leclo parassexual pode ocorrer
através da permuta mitdtica que foi estudada em A. nidulans
por ROPER e PRITCHARD (1955) e PONTECORVO e KAFFER (1958),
0os quals concluiram que o fendmeno & raro, ocorrendo uma
permuta em 500 mitoses, forma produtos reciprocos‘ e ogorre
no estagio de quatro flos, Também podem ocorrer segregantes
hapldides sem a ocorréncila de permuta mitdtica por perdés
sucesslvas de cromossomos (haploidiéagﬁo) como sugere KAFFER

{1960, 1961).

Em A.  niger foi constatada alta frequéncia de
recombinaglo mitdtica por LHOAS (1967) e, na linhagem 10V10
de A. niger a frequéncla parece ser ainda malor tendo sido
sugerido o termo paramelose para denominar o fendmeno
caracterizado pelo isolamento diretamente do heteroclric de
hapldides recombinantes e dipldides homozigotos para as

marcas genéticas estudadas (BONATELLI JR e col., 1983).

LHOAS (1961, 1967, 1968) e VAN TUYLL (1977) sugerem que

o A. niger possua 6 grupos de ligagdo.

2.2 A enzima Amiloglicosidase

A enzima amiloglicosidase ou glucoamilase (AG) (E.C.
3.2.1.3) hidroliza 1liga¢des alfa 1,4 e alfa 1,6 do amido,
removendo unidades de glicose a partir das extremidades ndo
redutoras das cadelas. Portando a maltose, a amilose e a
amlilopectina s#o totalmente convertidas em glicose por esta

enzima (DIXON e WEBB, 1962; BARMAN, 1969).



Em A. niger KERR ¢ col. (1951) e PAZUR e ANDO {(1959)

estudaram a agdo da AG em amilose e amilopectina

demonstrando sua ag¢io nas extremidades das moléculas de

amido, liberando somente glicose como produto final.

Em 1962, PAZUR e KLEPPE purificaram a AG de A. niger
determinando além de s8ua ag¢lo, © seu peso molecular

aproximado que & de 97.000 mais ou menos 5%.

FLEMING e STONE (1965), LINEBACK (1968), TFINCH e
LEONARD (1978), SVENSSON e col. (1982), RAMANESH e col.
(1982) estudaram a AG de A, niger mostrando duas formas, AG
I e AG II, as quals segundo MANJUNATH e RAO (1980) séo

idénticas imunologicamente.

Em outras espécles, MOHSIN e col. (1979 =a, b, e)
estudaram a  produgdo de AG de algumas espécles de

Aspergillus e purlficaram a AG de A, foetldus e A.

awamorl, fazendo fraclonamento da enzima purificada.

MIAH e UEDA (1977a, 1977b) encontraram tres formas de
AG em A. oryzae: AG I, II e III; determlnaram seus
respectivos pesos moleculares: 76000, 38000 e 3800; além

de estudarem sua ag¢do em diferentes substratos.

SAHA e col. (1979) mostraram que essas formas aparecem
na proporgdo de: 51(1) : 3(I1) 1(II1), além de
estudarem isoladamente a forma I. RAZZAQUE e UEDA (1978),
estudando uma linhagem com alta produgdo de AG de A.
ofxzaé, observaram que ela produzla também ‘trés formas de
ég, porém diferéntes dos tipos reportados anteriormente,

apresentando balxa capacidade na digestio do amido cru.



TAKAHASHI e ' col. (1978) usando Rhizopus 8p.

purificaram também trés formas de AG e estudaram suas

propriedades.

Em 1982, HAYASHIDA e col. evidenclaram um sitio de

afinidade para amldo cru na AG I de A. awamori.

Em 1973, UEDA e KOBA descobriram um composto produzido

por uma linhagem de Streptomyces sp no 280 capaz de inativar

algumas amilases. Essa subst@ncla tinha um pequeno peso
molecular e agla como 1inibidor de gluccamilase, alfa
amilases pancreitica e salivar e alfa amilase de bactéria.
O inibidor mostrou um efelto acentuado sobre glucoamilase de
Rhizopus, inibindo 72,2% da atividade, e sua ag¢Ho em alfa

amilase de Aspergillus atinge apenas 8,3% de inibigdo.

Em 1981, NAKANO e col, purificaram esse composto que
se vrevelou complexo com pelo menos duas fra¢Bes principais,
uma que se comporta como oligossacaridio com grupamento

amino livre e outra, que & provavelmente um glicopeptidio.

Em 1981, MEDDA e col., estudaram a a¢lo do inibidor
descrito acima contra glucoamilase I purificada de

Aspergiilus. Eles conseguem uma inibi¢do de 97%, usando uma

concentragdo de 1,6 ug de inibidor e 1,8 U da enzima.

2.3 A produgdo de Amiloglicosidase (AG) por Aspergillus.
2.3.1 Sele¢do de linhagens.

LE MENSE e col. (1947) testaram 278 culturas do género

Aspergillus e encontraram o A. niger NRRL 337 como o melhor

produtor da enzima dextrinizante (AG) além de estudarem os



fatores que afetavam a produ¢fio dessa linhagem. Em 1964,
SMILEY e col. mostraram que a linhagem de A. awamori NRRL
3112 produzia mals AG que a NRRL 337 de A. niger. CADMUS e
col. (1966) estudando trés 1linhagens mostraram que A.
awamorl NRRL 3112 e A. niger NRRL 3122 tinham maior
eficiéncia na digest3o do amido que a NRRL 337 por
apresentarem menor atlvidade de tfansglicosidase, enzima
responsivel pela polimerizacgdo- de. unidades de glicose em

cligossacarideos.

DENAULT e UNDERKOFLER (1963) analizaram a conversfo do

amido wutilizando uma preparagdo comercial obtida de A.

niger.

PARK e DE LIMA (1972) examinaram 30 linhagens de fungos
e concluliram que somente 7 eram prcdutoras de AG, sendc que
56 o A. niger NRRL 3122 e A. awamori NRRL 3112 produziram

grandes quantidades.

KVESITADZE e col. (1981a) testaram 42 linhagens verdes

e 111 pretas do género Asperglillus e observaram que somente

as pretas produziram AG e que a maloria das boas produtoras

eram linhagens de A. niger ou A. awamori.

2.3.2 Utllizagdo de amilases na sacarificagio de substratos

para produgdo de Alcool.

BANZON e col. (1949) mostram a mandioca como um bom
substrato para obtengfo de &lcool e TEIXEIRA e col. (1950)
utllizam com bons resultados o A. niger NRRL 337 na
produgdo de alcool de mandioca, sendo depois confirmada, por

CORMAN e TSUCHIYA (1951), sua potenclalidade como cultura



para produgdo de "AG na obtengdo de &lcool de varios

substratos.

PARK e PAPINI (1970) utilizando A. niger NRRL 3122 e
tamb&ém A. awamori NRRL 3112 determinaram condigdes dtimas

para produgdo de glicose do amido da mandioca.

UEDA (1982) e PARK e RIVIERA (1982) descreveram mé&todo
para produgdoco de A&alcool de. extratos amiléceos sem pré

cozimento através de enzimas amiloliticas.

2.3.3 Otimiza¢@o das condigBes amblentails para produclio de

amilase.

ERB e col. (1948) estudaram fatores que afetavam a
produgdo de AG por A. niger em cultura submersa, SHU e
BLACKWOOD (1950) e SHU (1952) analizaram o efeito de fontes
de carbono e nitrogénio e RAMACHANDRAN e col. (1978)
determinaram d6timas condi¢des de temperatura, pH e tampOes

para produg¢do de enzimas amiloliticas por A. niger.

SINKAR e LEWIS (1980) conseguiram aumentar em 10 a 15
vézes a produgdo de AG utilizando um melo com ingredlentes
ndo sintéticos e LEWIS E SINKAR (1981) estudaram outros

nutrientes que afetavam a produg¢do de AG.

PAVLENISHVILT e KVACHADZE (1981) utilizaram um método
matemdtico para encentrar o melhor melo para produgfdo de
amilase de A. niger estivel em &cido para linhagem 147A, e
este consistia de amido:5;  farelo:5; NaN03:0,34;
KH2POY4 :0,28 e MgS04:0,05%.



SOHN e PARK (1981) determinaram as condig¢des dtimas de
cultura e pH para produgdo de enzimas Adcidas como AG, alfa

amilase e proteases por A. niger.

KAMATA (1983) estudou o efeito de Acidos orginicos na

produgdo de amllase por A. niger.

Tentativas de mudanga do estado do melo de cultura de
liquido para sdlido foram feltas por PARK e col. (1971) e
ALAZARD e RAIMBAULT (1981).

2.4 Alguns aspectos do ‘melhoramento genético de

microrganismos de interesse lndustrial.

0 melhoramento genétlco de microrganismos que produzem
metabdlitos de 1nteresse industrial como antiblidticos e
enzimas principalmente, pode ser feito através de mutag¢des e

técnicas de recombinagfo.

Além do aspecto de aumento da produg¢fo em si & bastante
relevante um estudo dos genes envolvidos na produ¢do e dos
produtos intermedilrios dos passos blossintéticos envolvidos
e 1sso pode ser felto através de indugfio de mutantes com
baixa ou nula produ¢do do metabdlito (EDWARDS e col,,1974) e

recombina¢do entre eles.

Em estudos envolvendo o clclo parassexual, o primelro
passo deve ser a obten¢do de mutantes auxotrdficos e
morfoldgicos (PONTECORVO e col., 1953a) levando-se em conta
qﬁe essas muta¢®es podem causar ganho, diminui¢fo ou nio

alteragdo da produ¢do (BONATELLI JR. e col., 1982).
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Com relagiio & enzimas amiloliticas princlpalmente,

alguns estudos tem sldo feitos, apesar de pouco freqguentes.

Em 1969, GRATZNER e SHEEHAN 1isolaram um mutante de

Neurospora crassa desrreprimido para produglo de amilase e

invertase através de irradla¢8io com ultravioleta.

CHANG e TERRY (1973) trabalhando com linhagens de A.
foetidus analisaram a produ¢8o de amiloglicosldase de
mutantes auxotrdficos obtldos por wultravicleta e todos
mostraram produgdc reduzida da enzima. Foram 1solados
dipldldes entre os mutantes auxotrdficos e eles recuperaram
a produ¢do de amiloglicosidase, filcando esta proxima da

linhagem parental prototrdfica.

YONEDA e MARUO (1975) apds testarem 115.000 coldnilas
consegulram 15 mutantes (0,013 % de frequéncia) de Bacillus
subtilis usando NTG (N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidina)
como mutagénico, com produ¢gdo duas a tres vezes malor de
alfa amllase e clnco a dezessels vezes malor de protease que

a llnhagem parental.

PARK e DE SANTI (1977) 1solaram um mutante de

Asperglillus awamori com produ¢8o 100% malor que a parental,

usando NTG como mutagénico.

BALL e col, (1978) utilizando wuma linhagem de

Aspergililus niger com produ¢Bo alta de AG (HT) fizeram um

cruzamento com uma linhagem de balxa produg¢fo de AG (LT) da
mesma genealogia. Apds segrega¢do, um recombinante foi
superior, nio em produ¢fo, mas em efilciénecla de filtragido do
melo e, também, apresentou um pico de atividade enzimitica

malor em 120 horas de fermentagdo que a parental HT.
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Mutantes de Asperglllus awamorl foram 1solados por

NEVALAINEN e PALVA (1979) através de viarios mutagénicos,
sendo obtidos pelo menos dols mutantes com produgdo
significativamente malor de AG, 2,5 vezes malor que a
linhagem parental NRRL 3112. Também a produgdo de alfa

amilase fol aumentada nesses mutantes.

KVESITADZE e col. (1981b) na ?entativa de obtenglio de
linhagens c¢om alta produgéo' de amiloglicosidase e alfa
amilase estlvel em 4cido testaram vArias espécies de fungos,
encontrando o A. niger 475 como um dos melhores produtores.
Trataram entfo esta linhagem com diversos mutagénicos, sendo
a luz ultravioleta o mais efetivo. De 200 coldnlas
isoladas, 7 mutantes mostraram diminuigdo na atividade de
alfa amllase estlvel em &cido (3,5%) e 1 mutante (0,5%),
mostrou aumento na sintese da enzima. Eles conseguiram um
mutante (147 A) que mostrou um aumento de dez vezes na
produgdo de alfa amilase estdvel em Acido e mais de Aduas
vezes na produgdo de amlloglicosidase, além de n#o
apresentar atividade de transglicosidase. O plco de alfa
amilase se d&a em T2 horas e o de amlloglicosldase em 96

horas.

NEVALAINEN (1981) isolou um mutante de A. niger usando
NTG e radlagio gama com produgdo de tres a quatro vezes

malor de beta galactosldase que a linhagem original,

HAYASHIDA e FLOR (1981) tentaram isolar uma linhagem de
A. awamorl var. kawachi, que tivesse menor produg8o de
protease, visto que esta enzima, Juntamente com glicosldase
degrada a AG I (amiloglicosidase-tipo I) em AG I' e AG ITI in

vitro. Foram utilizados os mutagénicos NTG e lugz
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ultravioleta. Em 110 clones testados obtiveram um, com
baixa produgdo de protease (0,9%) e um, com alta produgio
(0,9%). 0 mutante obtido apresentava uma redugdo de
produgdo de protease e alta produgdo de AG I, isto &, a AG
produzida tinha malor grau de adsorgio e digestdo do amido
cru. O outro mutante obtido apresentava alta produgio de
protease e, c¢onsequentemente, uma limitada atividade de AG

I L] . . B

YAMASHITA e FUKUI (1984) isolaram mutantes de

Saccharomyces dlastaticus quelnﬁo produzlam amllogllicosldase

(amy-) através do mutagénico etilmetanosulfonato (EMS). As
mutagdes pertenciam a dois grupos de complementagiio amy 1 e
amy 2 e eram recesslvas. As mutagles amy 1 estavam
localizadas no gene STA 1 (produtor de AG I). Para formagéo

de dipldides fol usado o método de fusio de protoplastos.

Com relag#io & produg8o de &acido cltrico alguns autores
mostraram que algumas mutag¢des auxotrdficas e morfoldogicas
causaram dimlinuig¢8o ou n#o alteragfio da produgdo de A&cido
cltrico como o0s trabalhos de ILCZUK (1971), CHANG e TERRY
(1973), SHCHERBAKOVA e RESVAYA (1978), DAS e ROY (1978), DAS

(1980) e BONATELLI JR. e col. (1982).

Com relagdo a produgdo de antibidticos, através dos
mutantes de balxa  produgdo ou produg¢do nula multas
observagdes foram feitas como a localizagio das mutagdes
1nduzidas, testes de alelismo para anélise‘de quantas marcas
estavam envolvidas na produgdo do antibidtico e teste de
recesslvidade e dominfncia, como podemos analisar nos

trabalhos descritos abalxo.
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CAGLIOTI e SERMONTI (1956) estudaram 4 mutantes ndo

produtores de penicilina (p) de Penicillium chrysogenum.

Sete dipldides foram sintetizados entre os 4 mutantes p e
uma linhagem de produgio normal (+). Os 4 mutantes p,
quando cruzados entre si, o8 dipldides n3o recuperaram a
produgdo normal, 1ndicando que sdo mutag¢gdes no mesmo gene.
Fol també&m evldenclado que as muta¢des p eram recesslvas.

Fol observada uma ligag8o do gene p ao y e ao cy que pode

ser deduzlda dos dados da segrega¢io somitlca do dipldide.

SERMONTI (1956) dando continuldade ao trabalho descrito
acima, estudou mals 5 mutantes p (Ei, p6, p7, p8, p9) e
descobriu que os 4 primeiros mutantes eram alelos dos
anteriormente descritos e que p% era um outro gene que
afetava a produgido de penilcllina. A muta¢do p9 diferla das
outras, por exlstir um efeito na cor dos conidios e também

por ndo suprimir totalmente a produ¢io de penicilina,

EDWARDS e col. (1974) e HOLT e col. (1976) estudaram

mutantes de Aspergillus nldulans 1ncapazes de produzir

penlcilina, Nos testes de complementa¢Bo realizados, 20 dos
28 mutantes pertenciam a um grupc de complementa¢fo e os 8
restantes & pelo menos outros U4 grupos. Todos o8 mutantes
bloqueados na produ¢do de penicilina que pérmaneceram sem
alteragdo da morfologia eram do mesmo grupo de
complementagio e foram designados npe A. Andlise de
segregantes mostrou que ggg A estava locallzado no grupo de

ligagdo VI.
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Contlinuando essa linha de pesquisa MAKINS e col.
(1983) mapearam mals 3 mutagdes npe B, C e D nos grupos de

ligagdo III, IV e II respectlivamente.

NORMANSELL e col. (1979) obtiveram 78 mutantes de

Penicillium chrysogenum com diminulgio de até 50% da

produg3o normal e 12 deles, que produziam mais ou menos 10%
do que a linhagem parental foram denominados npe e estudados

com mals detalhes.

Andlise dos dipldides formados entre eles mostrou a
existéncia de pelo menos 5 grupos de complementagdo V, W, X,

Y e 72 e a maloria dos mutantes pertencia ao grupo Y.

RUDD e HOPWQOD (1979) obtiveram usando luz ultravicleta

como mutagénico, 76 mutantes de Streptomyces coelicolor que

nio eram capazes de produzir o antibidtico "actinorhodin".
Estes foram c¢lassificados em 7 classes fenotiplcas com
rela¢gio 3 sintese do antibidtico, aclimulo de pigmentos ou
produtos precursores. Um membro de cada classe de mutante
fol mapeado num pequeno segmento entre os locl Qi§ D e gua A
sugerindo gque os genes estruturais para a blossintese da

"actinorhodin" podem formar um "cluster" génilco.

Convém notar que todas as muta¢gdes que  causaram
bloquelc ou nula produg¢gdo do metabdlito se mostraram

recesslvas.

Com relag¢fo aos trabalhos com mutantes que tinham a

produgdo de penicllina aumentada, MACDONALD e col. (1972)

estudaram 3 mutag¢des em A. nidulans, pen-0l1, pen-02 e

pen-03, com produg¢do de penicilina de 20, 12 e 20 U/ml

respectivamente. Essas muta¢des foram mapeadas via analise
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mitdtica entre os mutantes e a linhagem testadora MSE com
produg¢do de 5 U/ml. O mapeamento mostrou que pen-01 estava
no cromossomo VIII, pen-02 no III e pen-03 no IV,lo que foil
confirmado pela anidlise meidtica. 0 mutante pen-02 era
morfologlcamente anormal e essa alterag¢do parecia ter um
efelto pleitrdpico, diminuindo a produg8o de penicilina de

20 U/ml para 12 U/ml.

MACDONALD (1972) confirma‘a-loéalizagﬁo de pen-01 no
cromossomo VIII mostrando que esta‘era distal 4 marca cha A.
DITCHBURN e col. (1976) observaram que pen-Al (pen-0l) era
recessiva, pen-B2 (pen-02) éra dominante e pen-C3 (pen-03)
era semi-domlnante. Invéstigagﬁes preliminares mostraram
que pen-Al era epistética a pen-B2 e pen-C3 era eplstltica i

BALL e HAMLYN (1982) conseguiram um recombinante,

possivelmente hapldide, de Acremonium chrysogenum através da

fus8o de protoplastos, que apresentou um aumento de 40% na

produ¢do de cefalosporina C.

PAPA (1979) obteve 14 mutantes de Aspergillus flavus

incapazes de produzir aflatoxina e denominados afl, com ©
uso-de NTG. Testes de complementa¢io em dipldides mostraram
"que a maloria das 14 muta¢Bes pertenclam 3 diferentes grupos
de complementagdo. Um mutante afl 1 n8o complementava ou
complementava parclalmente com os outros mutantes. Todos os
mutantes se mostraram recessivos menos o afl 1. Dipldides
heterozigotos foram sintetizados entre dols mutantes Eil e
linhagens teste (com marcas genéticas nos oito grupos de
ligag¢do). A haploidizagdo dos dipldides mostrou ligag¢do
entre afl 4 e wt e afl 1 e leu nos grupos II e VII
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respectivamente, Parece que afl 1 estd envolvido na

regulag¢do ou permeabllidade de excreg¢do da toxina,
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3.0 MATERIAL E METODOS

3.1 Linhagens utlligzadas

As linhagens utllizadas neste trabalho foram:

. niecl

. nlclfwni

. niclolv3

. thilfwn3

. thilpdx3olv2

. pdxl

. pdxlolvi

. purl

. pablfwnl

. 1ap61 (pablfwnl)

. 81 (pablfwnl)

Os simbolos utilizados

b
i
ol
olv

1ap

deficiéncia
deficiénecla
deficiéncla
deficiéncia
deficiéncia
conidlios de

conldios de

para
para
para
para

para

significam:

nicotinamida

Acido para-aminobenzdico
purinas

piridoxina

tiamina

colora¢do marron claro

colora¢do verde oliva

baixa produg¢do de amlloglicosildase

(low amyloglucosidase production)

Todas as linhagens foram derivadas da linhagem 10V10 de

Aspergilius niger,

denominada neste trabalho HAP, que &

utilizada na indGstria para produgdo de acido citrico (para
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maiores detalhes ver BONATELLI JR e col., 1982).

3.2 Melos de cultura e solugdes
3.2.1 Meio minimo {(MM) (PONTECORVO e col., 1953b)

Nitrato de sddio (NaNO3) 6,0 g

Fosfato dihidrogenado de potésslo.(KH2PO4) 1,5 g

Cloreto de Potasslio (KC1) 0,5 g
Sulfato de magnésio x TH20 (MgSOL.TH20) 0,5 g
Sulfate de Ferro (Fe2(304)3) tragos
Sulfato de Zinco (ZnS0Ou4) _ trag¢os
Glicose . 10,0 g
Agua destilada 1 litro

0O pH fol ajustado para 6,8 com NaQOH 4%, ou HCl

quando s6lido adiclonou-se 15 g de agar por litro.

3.2.2 Melo completo (MC) (PONTECORVO e col., 1953b)

Adlcionou-se a 1 litro de Melo Minimo:

Peptona o 2,0 g
Caseina hidrolizada 1,5 g
Extrato de leveduras , 0,5 g
Solu¢do de vitaminas 1,0 ml
Acldo nucleico de levedura 2,5 ml

0 pH fol ajustado para 6,8 com NaOH 4% ou HCl

quando sdlido adiclonou-se 15 g de agar por litro.
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3.2.3 Solu¢do de vitaminas

Biotina 0,2 mg
Acido p-aminobenzdico 10,0 mg
Tiamina 50,0 mg.
Piridoxina 50,0 mg
Acido nicotinico 100,0 mg
Riboflavina © 100,0 mg

fgua destilada esterilizada 100,0 ml

Esteriligzada em vapor fluente e guardada no

refrigerador em frasco escuro sob clorofdormio,.

3.2.4 Hidrolisado de Acidos nuclelcos

Colocou-se 2 g de &cido nucleico de levedura em 15 ml
de solu¢do 1N de NaOH e 2 g de &cido nucleico de leveduras
em 15 ml de solug¢do de HC1 1N. As solu¢des foram agquecldas
por 20 minutos & 100 °C, misturadas a quente e o pH ajustado
para 6,0. A mistura foi filtrada e o volume completado para

40 ml, sendo entdo guardada no refrigerador sob clorofdrmio.

3.2.5 Melo Minimo 1iquido mals 4% de Meilo Completo

(BONATELLI JR., 1981)

A cada 4 ml de Melo Completc liquidoc adicionou-se 96 ml
de Meio Minimo liquido. Colocou-se 2,5 ml em cada tubo de

ensalo que foram autoclavados em segulda.
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3.2.6 Solugdo salina

8,5 g de Cloreto de Sddio foram dissolvidos em 1 1litro
de agua destilada. 9 ml da solu¢ido fol colocada em frascos

com tampa de baquellte e autoclavados em seguilda.

3.2.7 Solugdo tween

A cada 0,1 ml de Tween 80 adiclonou-se 99,9 ml de A&gua
destlilada. Colocou-se 2,5 ml 'em tubos de ensalo que em

segulda foram autoclavados,.

3.2.8 Solu¢do amido 1% em tampdo citrato pH 4,0

Pesou-se 1 g de amido solavel (marca ECIBRA) e
dissolveu-se & quente em aproximadamente 40 ml de &Agua
destilada. Misturou-se 33 ml de uma solu¢Bo 0,1 M de 4cido
cltrico com 17 ml de solu¢Bo 0,1 M de citrato de sddlo x
2H20 (pH 4,0), adicionou-se entdo o amido dissolvido e

completou-se o volume para 100 ml.

3.2.9 Solug¢do Benlate

4 mg de Benlate (funglcida: Metil-1(butil-carmaboil)-
~2-Benzimidazol-carbamato) fol dissolvido em 100 ml de

acetona p.a., e a solu¢do guardada em frasco escuro.

3.2.10 Solug3o dextrina limite 1% em tampHo citrato pH 4,0

Pesou-se 1 g de dextrina 1limite* e dissolveu-se &
quente em  aproximadamente 40 ml de A&gua destilada.
Misturou-se 33 ml de solug¢do 0,1 M de &cido ecltrico com 17

ml de solugdo 0,1 M de citrato de sddlo x 2H20 (pH 4,0),
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Juntou-se 4 solugdo de dextrina limite  dissolvida
anteriormente e completou-se o volume para 100 ml.
3.2.11 Solugdo de inibidor

22,8 mg do inibidor* (UEDA e KOBA, 1973) foil dissolvida
em 100 ml de agua destilada esterlilizada. A partir desta
solu¢do estoque procedeu-se as dilul¢Bes necessérias para

obten¢do das concentra¢des estudadas,

3.2.12 Melo de PFermenta¢iio (MAC)

(BONATELLI JR. e col., 1984)

Farinha Iintegral de raspa de mandioca 20,0 g
Nitrato de sddio (NaNO3) 2,0 g
Fosfato dihidrogenado de potassio (KH2PO4) 1,0 g
Sulfato de Magnésio x 7H20 (MgSOU4.TH20) 0,5 g
Agua destilada 1,0 1

0 pH foi ajustado para 5,5 com HC1l 1IN ou NaCOH 4%. 0
meio fol distrlibuldo em frascos erlenmeyers de 125 ml com 25
ml de MAC ou tubos de ensalo com 5 ml de MAC, e entdo
procedeu-se a esterilizag¢do. Quando necessérlios foram
acrescentados requlisitos nutricionals de acordo com as
linhagens auxotrdficas em estudo na concentragdo de 5 ug/ml

para as vitaminas e 25 ug/ml para bases nitrogenadas,

3.3 Esterilizag¢fo e incubagdo

Todos o8 melos de cultura e solu¢bes utllizadas neste

jentilmente doados pelo Prof. Selinosuke Ueda da Kyushu University,
FUKUQKA, Japdo.
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-

trabalho foram esterilizadas em autoclave & 1 atm (120 °

por 15 minutos.

A incubag¢do fol feita em estufa regulada para 28 °C.

3.4 Avaliag¢do da atividade enzimitica

3.4.1 Produgdo da enzima amlloglicosidase (AG)

C)

A fermentag¢lio fol felta em frascos ou tubos em melo MAC

(item 3,2.12):
a) Frascos: Conldlios com 7 dlas de crescimento em MC ou
para as colonlas dipldldes foram suspensos

tween (1tem 3.2.7) e contados num hematimetro.

MM
em

0

ajuste da concentrag¢gdo fol felto com salina (item

3.2.6) para 10E+6 conidios/ml, e 1 ml desta

suspensido foli 1noculada em frascos contendo MAC

(item 3.2.12).

b) Tubos: Conidios com 4 a 7 dias de crescimento em

foram coletados com auxilio de uma alga

MC
de

niquel-cromo e diretamente 1noculados nos tubos

contendo MAC (item 3.1.12). Inoculou-se

"al¢ada" por tubo.

Os frascos ou tubos foram lncubados sem agitagl8o por
horas, a menos que seja especificado de outra maneira

item.

Apbds o tempo de fermentag¢do o melo fol flltrado
guardade no refrigerador (4 °C) quando necessirio, por

maximo 7 dias.
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3.4,2 Medida da atividade enzimatica

0 filtrado fol diluido convenlentemente: 1:60 para
frascos e 1:40 para tubos e 0,5 ml do flltrado diluido foi
incubado com 0,5 ml da solu¢Bio de amido 1% em tampBio cltrato
(item 3.2.8) por 60 minutos em banho maria & 60 °C
(condi¢des adaptadas dos trabalhos de PARK E PAPINI, 1970 E
BANKS e col., 1976.

Apds a 1incubagdo as amostras. foram retiradas do banho
maria e levadas ao banho de aAgua fervente por 3 minutos para

inativagdo da enzima.

Procedeu-se ent3o a medida da quantldade de aglcares
redutores liberada  apds a hidrdlise do amido pela

amiloglicosldase.

A quantidade de ag¢licares presente no filtrado apds a
fermentagédo fol também estimada e denominada Glicose

Residual.

Os aglicares redutores foram medidos pelo método da
ortotoluldina, utilizando-se kits para determinagdo de
glicose marca LABTEST ou DOLLES. 0 espectofotdmetro
utilizade fol da marca COLEMAN modelo 295 e as medidas
feitas em comprimento de onda de 630 nm ou 625 nm conforme o

kit.

A quantidade de aglicares redutores & expressa em
mg/100ml e cada 1000mg/100ml corresponde a uma unidade (U)

de AG.

Y



Considera-se a quantidade de agflicares redutores medida
apds hidrélise do amido menos a "Glicose Residual"

correspondente, para o cAlculo da unidade de enzima.

3.5 Curva de aclmulo de AG da linhagem HAP

Uma curva fol realizada com a linhagem original HAP

(1tem 3.1).

Foram feltas medldas da atividade enzim&tica (item 3.4)
no 2o, 30, 40, Bo e 60 dia de fermentagdo em frascos (item

3.4.1a) com 4 repeti¢des para cada dia.

3.6 Produ¢lio de AG de linhagens sem altera¢fio na produglo da

enzlma,

Mutantes auxotrdficos e ou morfoldgicos sem mutagdo
especifica para a enzima gg; 5 dipldides e 2 segregantes
foram selecionados para uma prévia avaliag¢io da produgdo de

AG.

Conduziu-se a fermenta¢do das linhagens em frascos
(item 3.4.1a) com 5 vrepetigdes para cada linhagem, As
amostras foram flltradas e ensaladas para produ¢do de AG

(1tem 3.4.2).

3.7 Curva de acfimulo de AG da linhagem mutante niclolv3 no

tempo

0 mutante niclolv3 foli ensalado para produglo de AG, e
medidas da atividade enzimadtica (item 3.4.2) e pH foram
feltas do primelro dla (24 horas) ao sétimo dia (168 horas)

de fermenta¢do em frascos (1ltem 3.4.,1a). Foram feltas 4
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repeti¢des para cada tempo de fermentag¢do.

3.8 Atividade enzimltica da linhagem niclolv3 na presenga de
inibidor especifico com dextrina limite ou amido solivel

como substrato

Apds a fermenta¢8o em frascos (item 3.4.1a) da linhagem
niclolv3 por 96 h e 120 h, 1 ml do filtrado foi incubado por
10 minutos 3 60 °C com 1 ml de solugdo de inibidor nas
concentra¢des de 0; 6,84; 11,4;  15,96; e 22,8 ug. Foram

feitas 5 repeti¢des da linhagem niclolv3.

De cada tubo tratado com o inibidor fol retirado 0,5 ml
e a aliquota retirada incubada com 0,5 ml de solugdo de
amido (item 3.2.8) ou 0,5 ml de dextrina 1limite (item
3.2.10), este fGltimo, substrato mals especifico para AG
(UEDA, 1980). As medidas da atividade enzimatica foram

feitas normalmente conforme item 3.4.2,

3.9 Obten¢do de mutantes para produ¢fio da enzima
3.9.1 Curva de sobrevivéncia da linhagem niclolv3

Suspensdo preparada conforme item 3.4.1a foli 1rradiada
com luz ultravioleta (Mineral light - Multi Band - UV 8L.25
da Ultraviolet Products INC., San Gabriel, California) na
intensldade de 300 microwatts/cm2 no comprimento de onda de
2537 A nos tempos de 2.5; 5.0; T7.5; 10,03 12,5; e 15
minutos, de wuma distfncia de 13 cm da placa contendo a

suspensio de conldios até a limpada.
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Antes da 1rradiag¢do retlirou-se para controle, aliquotas
de 1 ml que foram convenlentemente diluidas em salinsa
(aprox. 100 conidios/0,1 ml), sendo semeados 0,1 ml por

placa em 3 placas de MC e 3 de MM mals nicotlnamida.

Apds cada um dos tratamentos aliquotas de 1 ml Fforam
retiradas e tamb&m convenientemente diluidas em salina
(aprox. 100 conildios/0,1 ml) e 0,1 ml da solugdo semeada em
cada uma das 3 placas de MC. As placas foram I1ncubadas e

apds 3 a U4 dias as coldnias foram contadas.

3.9.2 Indugdo de mutantes para produ¢do da enzima

As suspensdes de conidios da linhagem niclolv3
preparadas conforme o item 3.4.l1la foram irradiadas com luz

ultravioleta por 10 min.

Apds a semeadura em 30 placas de MC e incuba¢do por 3 a
i dias foram 1soladas 268 coldnlas e feito o teste para a
produgfio de enzlima em tubos (item 3.4.1b), juntamente com 32

repeti¢des da linhagem original niclolv3,

3.9.3 Teste em frascos das coldnias selecionadas em tubos

As coldnias que apresentaram pelc menos uma unidade
acima da média da produ¢fio da linhagem niclolv3 (controle) e
com produ¢dc quase nula de gg foram retestadas quanto sua
marca auxotrdfilca. Confirmada sua defilci&ncia para Acildo

nicotlinico procedeu-se 0s testes em frascos.
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A produglo da enzima e a medida da atividade enzimatica

foram feitas conforme 1tens 3.4.1a e 3.4.2.

Utllizou-se 4 ou 5 repetigbes de cada possivel mutante
e 4 ou 5 vrepeti¢des da niclolv3d dependendo de cada

experimento,

3.10 Obtengdo de dipldides
3.10.1 Isolamento de dipldides

Os dipldides foram sintetizados pelo método de Roper

(1952) modificado.

Foram feltas suspensBes de conidios de cada uma das
linhagens seleclonadas para cruzamento em tubos de MM + 4%
de MC liquido (item 3.2.5). Misturadas as duas suspensdes
de conldios estas foram incubadas por 7 dias. As peliculas
desenvolvidas foram cortadas em 4 partes com auxlilio da al¢a

de niquel-cromo e transferidas para placas contendo MM,

Estas pellculas se desenvolviam durante 7 dias
evidenclando o heteroclrio e, os conidlos deste apds
coletados em tween foram dlluldos em solugZo salina (1:10) e

semeados em MM, para 1isolamento dos possivels dipldides.

As colbnias 1soladas, crescldas em MM, foram
purificadas através de estrias novamente em MM e

caracterlzadas.
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3.10.2 Caracterizagdo dos dipldides

Os criltérlios para caracterizagfio dos dipldoldes foram os

segulntes:

1.

Prototrofia: cruzando-se linhagens com marcas
auxotrdficas diferentes espera-se a complementagio das

marcas, obtendo-se assim coldnias que crescem em MM,

Colora¢do de conldios: s8e as 1linhagens envolvidas no
cruzamento apresentavam colorag¢do de conidios diferentes

espera-se uma coldnia de colora¢ido selvagem (preta).

Difmetro de conidlos: o difmetro de conidlos das
linhagens parentals e dos possivels dipldides com 5 dias
de crescimento em MM ou, quando necessirio, MM mais
requisitos nutriclionals fol medido com uma objetiva
micrométrica (PONTECORVO e col, 1953a) em montagem em
lamina com lisol, Foram feitas no minimo 15 medidas de
cada linhagem. Espera-se que o didmetro dos conldios
das linhagens dipldides sejam maiores que o das

haplbdides parentais (BONATELLI JR. e col., 1983)

Teste com Benlate (HASTIE, 1970 , UPSHALL e c¢o0l.,1976):
os possiveis dipldides eram inoculados por ponto em
placas de Melio Completo contendo de 0,7 a 1,0 ug/ml de
Benlate (item 3.2.9). 0 controle era felto em MC sem
Benlate. Os dipldides devem formar setores e apresentar
crescimento reduzido em relagdo ds parentails hapldldes

no meio de cultura com Benlate.
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3.10.3 Manuteng8o dos diplbdides

Todos os dipldides foram mantidos em tubos de Melo
Minimo 1inclinado que apds T dias de cresclmento foram

guardados no refrigerador.

3.11 Obten¢gBo de segregantes
3.11.1 Isclamento de segregantes

0s segregantes foram obtidosjinoculando~se os dipldides
por ponto em placas de MC ou MM mais requisito nutricicnal,
malis Benlate (item 3.2.9) na concentragdo de 0,7 a 1,0
Jng/ml. Apds a 1incuba¢giio de 5 a 6 dias os setores que
apareceram nas coldnias dipldides foram purificados por

estrias em placas de MC e estocados em MC inclinado.

3.11,2 Caracterizag¢do dos segregantes

0Os segregantes foram classificados quanto a colorag¢do

dos conidios, auxotrofla e produgdo de AG.

3.12 Mapeamento dos genes que alteram a produgéo

0 método a segulr fol descrito por MACDONALD e. col,
(1972) e wutilizado para mapeamento, via clclo parassexual,
de muta¢des que afetavam a produgdo de penicilina em A.
nidulans, tendo sido j& wutllizado també&m por MACDONALD
(1972).

Se um alelo mutante especifico da 1linhagem testadora
segrega 1independentemente da marca de produ¢do balxa "lap"

entdo a médla da produgdo de AG dos segregantes com o alelo
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mutante da linhagem testadora devem ser similares a médla da
produ¢do de AG dos segregantes com o alelo selvagem, a n#o
ser que o alelo mutante da linhagem testadora afete a
produ¢do de AG. Isso ocorre porque metade dos segregantes
com © alelo mutante da linhagem testadora devem carregar a
marca lap e a outra metade o alelc selvagem. Similarmente
metade dos segregantes com o© aleloc selvagem da linhagem

testadora devem carregar o lap e a outra metade ndo.

Por outroc lado guando o alelo mutante da linhagem
testadora estid 1locallizado no homdlogoe do cromossomo que
carrega lap, a média de produgdo de AQ dos segregantes com o
alelo mutante da linhagem testadora deve diferir da média da

produgio de AG daqueles com o alelo selvagem.

Para comparag@o das médias de produgio de AG utilizamos
um teste nio paramétrico denominado prova de KRUSKAL-WALLIS
(1tem 3.13.2).

3.13 AnAlises estatisticas

3.13.1 Andlise de varifincia e teste de mé&dlas (Tukey).

Foram feitos baseados em PIMENTEL GOMES (1966),

3.13.2 Prova de Kolmogorov-Smirnov e Prova de

Kruskal-Wallis.

Foram feltas segundo SIEGEL (1975).
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4.0 RESULTADOS
4,1 Curva de aciimulo de AG da linhagem HAP

0s resultados obtlidos das medldas da produgdo de AG
conforme descrito no item 3.6 estdo na TABELA 1 e FIGURA 1.

A produgdo de AG chegou até a 25,3 U/ml no sexto dia.
Do tercelro para o quarto dia ocorreu uma acentuada redugio
da "Glicose Residual", de 460 mg/100 ml para 30 mg/100 ml,

no meio da fase exponenclal de aclimulo da enzima.

- 32 -



TABELA 1 - CURVA DE ACOMULO DE AG DA LINHAGEM HAP

. ——— — T — — — ———————— T —————— — T — — T ;W S, — . ol B Al S S A S A i

HORAS U AG/ml Glicose Residual (mg/100ml)
48 1,8 210
72 5,3 460
96 9,5 30
120 16,4 10
144 25,3 0

ey e ke e el A S L e el e e M L A S P T T T T D S Sy e S o — —— —
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4.2 Produ¢do de AG de linhagens e dipldides de A. niger

A produ¢do das linhagens determinada de acordo com o
item 3.6, esti resumida na TABELA 2, a anilise de varifincla

na TABELA 3 e o teste de médlas na TABELA 4.

Analisando a Tabela 4 observamos que a maloria dos
mutantes ndo diferiram da linhagem original HAP, somente os

mutantes pdxlolvl e purl tiveram produgfo significativamente

menor,

Quanto aos dipldides, o nicl//pablfwnl apresentou

produgéo maior que a linhagem HAP e, ¢ dipldide

pdxlolvl//purl recuperou a produgdo em relagdo aos parentals

(purl e . pdxlolvl) o mesmo ocorrendo com o dipldide
thilfwn3//pablfwn2. JA& o dipldide pdxlolvl //pablfwnl teve

sua produgdo 1igual aos parentais (pdxlolvl e pablfwnl) e

significativamente menor que a linhagem HAP.

- 35 -



TABELA 2 ~ PRODUGKO DE AG DE VARIAS LINHAGENS E DIPLOIDES

DE A. niger

T TR T I i B A LS VD S ) et el ek e e e e S e i g . i e} g v o e o T T T — — — T o "} S

e g .y e} g e D e} e . ———— —— — T o Sl Vi T ——————— ) o} o ot a8 P W FE T —p —E S S

Gk T I R S I R TEE M S S D S S ——— ————— A {1 . =it i 7 Tk o ok S o A — o Tt e} f v} T W — ——— —

niecl//pablfwnl

pdxlolvl//purl
nicl

thilfwn3//pablfwn2

niclfwnt
S32 *

SOy *s

HAP
thilfwn3//pdx1olvl

thilpdx30lv2

thilfwn3
pdx1

pablfwnl
niclolv3s
~pdxlolvl

pdxlolvl//pablfwnl

6 #xx

7,64

3,57

T T g T T . S S, o el e T o S g D AR PR THE N B M e b ek o T e S i Gy T T EN N W A R i — — —

* S32- setor pab-nle- do cruzamento nicl//pablfwnl

** S04~ setor pdx-fwn- do cruzamento pdxlolvl//purl

*%% 6 - Linhagem hapldide tipo AS do cruzamento
thilfwn3//pdxlolvl
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TABELA 3 - ANALISE DE VARIANCIA DOS DADOS DA TABELA 2

TESTE DE F

CAUSA DA VARIAGXO GL SQ QM F
Tratamento 17 788,235 46,367 h2 hgoxnx
Residuo 54 58,938 1,091

Total 71 847,173

T e e e i S s s T e . . S T — {— T =i} TE W T W T A o M T T — - — ——— ———————— — T

¥% significativo a4 1%
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TABELA 4 - COMPARACKOC DAS MEDIAS DAS LINHAGENS DA TABELA 2

ik e B k. . T T ——— — - — ——— T T — — . S} ) T S W Vol o) ) d ek e i e RS TS P S e e A e e S e S e

——— e ———— A —— T T —— T — A T i\ ) AT Y i} o} I} Pl 7Y A el v} b TR o b v T =k

nicl//pablfwnl

pdxlolvl//purl
nicl

thilfwn3//pablfwn2

nicifwni

S32%

SQu*

HAP
thilfwn3//pdxlolvl

thilpdz3olv2

thilfwn3

pdxl

pablfwnl
niclolv3
pdxlolvl
pdxlolvlpablfwnl
6% |

2 0 QA A 4 Q&

f= SN = = = = = =

S

e

[ U A S ST

. ———————— T T T T ol A o} el il S el s S e e e o S o o o i} i e ey e} ] e S P e o p f  w EE S T ——————

DMS & 5% = 2,69

¥ - para simbolos das linhagens ver TABELA 2.

¥#% Linhagens com a mesma letra n3oc diferem significativamente &

nivel de 5% pelo teste de Tukey.

- 38 -



4.3 Curva de aclimulo de AG da linhagem niclolv3

A linhagem niclolv3 fol escolhida para ser irradiada
vlsando a obten¢gdo de mutantes para enzlma (item 4.5) por
sua produgdo nfo diferir significativamente da linhagem HAP
(Tabela &4) e por ela J& apresentar duas marcas genéticas

(nicl e olv3).

0s dados da curva reallzada encontram-se na TABELA 5 e
FIGURA 2. Pela curva vemos um platd com 7 dias com 24,7
U/ml de produgdo de AG. A "Glicose Residual" teve seu pico
com 72 horas (660,2 mg/l100 ml), decrescendo para 138,4
mg/100 ml com 96 horas, colncidindo com a metade da fase
exponencial de aclimulo de AG, que atinge 10,12 U/ml com 96

horas.

O pH inicial de 5,5 caiu gradativamente até 2,3 com 96

horas e atingiu 3,1 no Qltimo dia de fermentagio.
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TABELA 5 - CURVA DE ACOMULO DE AG DA LINHAGEM niclolv3

———————————————— T ———— — T ———— T o T ol Sk T it S S b e S U S A i S Y ALY el SR S S A S —— —

HORAS U AG/ml Glicose Residual pH
(mg/100m1)

0 0,00 0,0 5,5
2y 0,00 ) 66,7 5,3
48 0,4l 281,7 4,5
72 8,76 660 ;2 3,0
96 10,12 138,4 2,3

120 17,45 67,3 2,4
14y 23,63 16,9 2,9
168 24,68 10,7 3,1

ks e e e e el e Sk e e o S ks T ———— — ——— —— —————————— o —— —— —— ——— Y
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4.4 Atividade de AG da 1linhagem niclolv3d na presenga de
inibidor especifico com dextrina-limite ou amido como

substrato.

As medidas de AG foram feltas conforme o 1tem 3.8 e as

porcentagens de inibigio est8o na TABELA 6 e FIGURA 3.

Ndo fol observada variagfio significativa da porcentagem
de 1inibigdo entre os tempos de fermenta¢do e o maximo de

inibig¢do fol de 86,6% em amldo e 78,2% em dextrina limite.
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TABELA 6 -~ ATIVIDADE DE AG DA LINHAGEM niclolv3 NA PRESENGA DO
INIBIDOR COM DEXTRINA LIMITE OU AMIDO COMC SUBSTRATO

—— A o o ol . i i D il U Gl A AN il el ik nd Sl S S S S —— A - i i WA S et A S S G M S ———— o — " — o - —

CONCENTRAGXO TEMPO DE FERMENTAGAO
DO INIBIDOR _  96H _ ~ 120H
~ambo DEXTRINA L.  AMIDO DEXTRINA L
(ug) U%%l ingg . U%%l ?.nciig . _U%%l ingg U%%l ﬁngg
0,00 h,57 - 3,86 - 8,98 - 9,71 -
6,84 1,45 68,3 1,65 57,3 4,37 51,4 3,80 60,
11,40 1,08 77,2 1,21 68,7 3,57 60,3 3,46 64,
15,96 1,00 78,1 1,09 71,8 2,82 68,6 3,13 67,
22,80 0,61 86,6 0,89 76,9 2,11 76,5 2,12 78,
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FIGURA 3 — Porcentagem de Inibicdo da Atividade da Amilo-
glicosidade em Vdrias Concentra¢des do Inibidor.
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4.5 Obtenglio de mutantes para produglo de AG
4.5.1 Curva de sobrevivéncia da linhagem niclolv3

A curva de sobrevivéncia fol reallzada conforme
metodologla descrita no 1tem 3.9.1. 0s dados estdo na

TABELA 7.

A porcentagem de germinagdo foi de 17,5% em melo
completo sem tratamento com mutagénico. NZo houve diferenga
na porcentagem de germina¢do em melo completo e em meilo

minimo mails nicotinamida.

TABELA 7 — CURVA DE SOBREVIVENCIA DA LINHAGEM niclolv3
A LUZ ULTRAVIOLETA

———— o — T Sl b s S} e M ot Al e} e e e ek e o e e o B S — T ————————— T ——— v o —

TEMPO DE TRATAMENTO MEDIA DO NoO DE % SOBREVIVENCIA
(EM MINUTOS) COLONIAS x 100
0 (MC) 35,00 100,00
0 (MM + nic) 36,00 100,00
2,5 26,30 75,10
5,0 17,79 50,60
7,5 4,10 11,70
10,0 1,17 3,34
12,5 0,80 2,34
15,0 0,21 0,63

S e g e T ———————— ————— ————— T T it} 1] Loy Anlp ] BT D] A} Bt ol o el ek e v e o S —————
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§.5.2 Indugio de mutantes para produglio de AG e teste em

tubos.

Os coldnias foram obtidas e testadas conforme

metodologia descrita no item 3.9.2.

Na FIGURA 4 vemos a distribuig¢do das 268 coldnlas
ensaladas juntamente com a distribui¢do das 32 repetigdes da
niclolv3d, A média geral das coldnias testadas fol de 2,5
U/ml e a média obtlda para as 32 repetig¢des da niclolv3 fol
2,9 U/ml,.
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FIGURA 4 — Distribuigdo da Produgdo de AG das Coldnias
Testadas em Tubos de Ensaio Comparadas
com a Parental.
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4,5.3 Teste em frascos das coldnias selecionadas em tubos.

As coldnias selecionadas pelo cecritério descrito no iltem

3.9.3 foram testadas em frascos.

As anilises de varifncla e testes de mé&édlas realizados
com estas colaniés encontram-se no Apéndice de Tabelas
(tabelas Al até Al2). Os mutantes obtidos -encontram-se na
TABELA 8 que mostra a média da produgsio de AG de cada uma

delas e a distribulg¢gdo das repetl¢des realizadas.

TABELA 8 - PRODUGAO MEDIA DE AG EM U/ml DOS MUTANTES SELECIONADOS E A
DISTRIBUIGAO DAS REPETIQUES EM CLASSES DE 1 UNIDADE DE AG

S At oy o B b T — Y ———— T T T T T ) ] T e S Ty o S i) S A ) S M ) o B S D e T — A — S — ———

LINHAGEM MEDIA 0 5 10 15 20 25
U/ml I....T..«««+.IT.+.+.IT....T7....71.
niclolv3 L e T U T s L
pablfwnl 14,4 S O O T Y- S
map3 7,0 B I e
maplo00 2;9 D L
maplll 2D T P P
ﬁ__a-—_g166 7,2 . - - L] . L] -3-4.2. * - . . - L] [] L] L] . - . . - [] . .
mapl99 6,1 s
lap33 0,0 T
Tap38 2,0 23.1.8.1  h ke e e e e e e e e e e e e e e e e e
Tapb1 0,3 0
@73 1,5 0_5060 L) . . L] [ . L] . . - L] - * » L] . - . . . - . .

T T — o ——— —— " —— 0 P — iy, T iy O 1 T oy Sl . S o S S . i ol T ot T TE S — ——— — —— -
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Os mutantes lap (low amyloglucosidase production)
apresentam entre 0 a 18% da produgdo de AG da linhagem

parental,

0Os mutantes map (medium amyloglucosidase production)

apresentam 52 a 65% da produg¢do de AG da linhagem parental.

Os mutantes lap 33, 38 e 73 (que correspondem 4as
coldénias 33, 38 e 73) e os map 3, 100, 111, 166 e 199 (que
correspondem &s coldnias 3, 100, 111, 166 e 199) derivam da
linhagem niclolv3d e o mutante lap6l (coldnia 61) deriva da
linhagem Eéglfﬁgl.‘ Dentre os mutantes obtidos apenas o
1ap38 mostrou alteragdes morfoldgicas e , concomltantemente,
problemas de crescimento e esporula¢io. A colbnia no 3,
apesar de se mostrar como mutante de balxa produgio no
primeiro teste (TABELA Al & A3), posteriormente fol
retestada, sendo um mutante de média produgio (2223)

(TABELAS Al0 & Al2).

Algumas coldnias testadas em frascos, apesar da
diferenga de produ¢dio apresentada em tubos, n3o foram
significativamente diferentes da 21219123 (TABELAS A3, A6 E
£9).

4.6 Obtenglio de dipldides e sua produgéio de Ag

k.6.1 Obtengdo e caracterizag¢fo de dipldides

Alguns mutantes, lap38, 73 e 61 e map3, 100 e 166 foram
escolhldos para cruzamento com linhagens de produ¢do normal
e no caso dos mutantes lap, foram realizados cruzamentos

entre eles,
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Os dipldides obtidos foram caracterizados segundo
metodologla descrita no 1item 3.10 e estio relaclonados na
TABELA 9. Na TABELA 10 est8@o as siglas utilizadas para os

diploides.
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TABELA 9 - CARACTERIZACXO DOS DIPLOIDES

o i o G g e A e o o e T ——— ——— T o ) " ——— — o —— —— . St} T L S o i o e S T T T o ——— — —— —— . o -t o Tt ok

LINHAGENS
HAPLOIDES

COLORACZO
DE CONIDIOS

SEGREGAGAO
EM BENLATE#*

DIAMETRO DE
CONIDIOS(um)*

RELACXO
2n/PARENTAILS

1.pablfwnl
2.niclolv3
3.1ap73
4.1ap38
5.map3

6 .mapl00
7.mapl66
8.1lap6bl

marron claro
verde oliva
verde oliva
verde oliva
verde oliva
verde oliva
verde oliva

marron claro

4,24

CRUZAMENTOS

* para condig¢®es ver item 3.10.2

%*% para simbolo dos dipldides ver TABELA 10.

- 51 =

primeira

segunc

parental parenta

Y P S G P Y Sy S S —— S A R P S D S T S TR MR T T W UL e R e ST P WS N T T T T S YRS S TR T S —— T T — d—



TABELA 10 - SIMBOLOS DOS DIPLOIDES

CRUZAMENTOS SIMBOLO DO DIPLOIDE
1 x 2 ' pablfwnl//niclolv3
3 x1 lap73//péb‘lfwn1
4 x 1 lap38//pablfwnl
5 x 1 map3//pablfwnl
6 x 1 mapl00//pablfwnl
7 x 1 mapl66//pablfwnl
8 x 2 lapbl//niclolv3
3x8 lap73//1lapél
4 x 8 1ap38//lapbl
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4.6.2 Produgdo de AG dos dipldides

Na TABELA 11 vemos a produgdo de AG dos dipldides.
Para compara¢io com os mutantes envolvidos no cruzamento e

com os parentals ver TABELA 8.

As anflises de varifincla e testes de médlas realizados
encontram-se no Apéndice de Tabelas {(Al0 até Al18),. Todos
os mutantes mostraram-se recessivos pols, quando c¢ruzados
com as llinhagens de produgdo normal, a produgdo dos
dipldides fol semelhante 3 das linhagens parentals
respectivas, 0 cfuzamento dos mutantes 1ap38 e lap73 com o
lapbl fol possivel devido &s marcas  auxotrdficas e
morfoldgicas complementares e, os dipldldes entre eles

também tiveram produ¢3io normal,
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TABELA 11 - PRODUQKO MEDIA DE AG EM U/ML DOS DIPLOIDES E A
DISTRIBUIGAO DAS REPETICDES EM CLASSES DE 1 UNIDADE

DE AG
LINHAGEM MEDIA 7 10 15 20 25
U/ml I - - I - - - I L] L L L] I L] L] L] . I » -
nieclolv3 (NO) 11,3 2.3.1.6.4, .3.3.1.1. 0 0w e e 0.
pablfwnl (PF) 14,4 U L. TS T O - s O U
W/NO 9‘9 . . 33|2- . - L] - * . . . L] L] L] . . * L4 *
mapl00//PF 12,7 D e L T T
map166//PF 16,6 - N
pilie3//PF 10,5 . - -u- . - L] nlo . - L) - . L] L] L3 - - . []
Igg38//EF, 13,1 S S -
#38//&61 10,7 - - l2.2l - .1. - L] * L] L] L3 L] » - - - L] -
ap73//P1f' 12,6 - [ olc . o2-l- o].o . - . - - - - . » .
1ap73//1lapbl 9,2 B
EGI//NO 10’3 L] .1.2. 01.10_ L . - L] - L L] . L * L] L] L]

T S S U T N S ol i il s e Yy S S S T S L S} =R W TED TER WER THR A AR e S W E—— ——— — T T P S S AT AE SMD U b Sl e S P S ——— — A — -
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4.7 Obtengdio de segregantes e sua produ¢fio de AG.

4.7.1 Dipldide map3//pablfwnl

O0s 52 segregantes obtidos através da metodologia
descrita no 1tem 3.11 foram testados quanto & produgéo de AG
em tubos segundo a metodologia descrita no item 3.4,
Juntamente com 15 repetigdes da linhagem parental map3 e 15

repeti¢des da pablfwnl.

A TABELA 12 mostra as marcas auxotrdficas e
morfoldgicas dos .segregantes e sua produgdo de AG em U/ml.
A TABELA 13 mostra a produgdo de AG dos parentals do

cruzamento,

Através dos dados da TABELA 12, foi felta uma anilise

mitdtica (TABELA 14) mostrando que os genes olv, nic e fwn

devem estar no mesmo grupo de ligacgdo,

A FIGURA 5 mostra um histograma com a distribuig8o da
produgdo de AG dos segregantes e 15 repetigdes de cada
linhagem parental e o Teste de Xolmolgorov e Smirnov
realizado (TABELA 15) confirma que a linhagem map3 e a
pablfwnl diferem signifilcativamente entre sl e mostra que os
segregantes s3do significativamente diferentes tanto de map3
como de pablfwnl, mas quando as repeticSes de map3 sZ3o
somadas com as de pablfwnl a soma n3o difere da populaglo de

segregantes.
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TABELA 12 - MARCAS AUXOTROFICAS E MORFOLOGICAS E PRODUGAO DE AG
DOS SEGREGANTES DO DIPLOIDE map3//pablfwnl

Segre- ab nic cor U AG/ml segre- ab nic cor U AG/ml
pab Al pab AL

gante : gante
T YT Tem 3,25 21 -+ fm 3,03
2 - + fwn 2,74 28 + + fwn 3,38
3 - + fwn 3,60 29 - + fwn 3,69
Y - + fwn 1,85 30 + + fwn 2,25
5 - + fwn 0,88 31 - + Twn 2,99
6 - + fwn 2,39 32 + + fwn 4,25
7 - +  fwn 2,10 33 + +  fwn 2,47
8 - + fwn h,15 34 + + fwn 3,94
9 + + fwn 3,80 36 + + fwn 3,61
10 - + fwn 4,77 37 - + fwn 2,76
11 - + fwn 2,57 38 + + fwn 3,4
12 - + fwn 3,73 40 + + fwn 2,83
13 - + fwn 1,66 42 + + fwn 2,56
14 - + fwn 2,58 by + + fwn 3,07
15 + + fwn 3,87 45 + + fwn 2,60
16 + + fwn 3,89 46 + + fwn 3,1
17 - - olv 4,55 48 - + fwn 3,59
18 - + fwn 3,07 49 - + fwn 6,86
19 - - olv 9,36 50 - + fwn 3,94
20 - + fwn 7,05 51 + + fwn 3,46
21 - + fwn 3,85 52 - + fwn 3,68
22 - + fwn 3,85 53 - + fwn 3,44
23 - +  fwn 3,07 58 + +  fwn 2,27
24 - + fwn 3,48 59 - + fwn 2,14
25 - + fwn 4,21 60 + + fwn 3,72
26 - + fwn 2,42 61 + - olv 0,50

o — " ——— o — . —— —— T —————— —— i T— — {— — {— T Y ) = YD = O i WD T e N S P S S il B Y. il R o i et S =i o ol et i ek il
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TABELA 13 - PRODUCAC DE AG EM U/ML DOS PARENTAIS
DOS SEGREGANTES DA TABELA 12

—— o . Tt . T e S s e B i o Pt e ek e e e o —— el bk e ok T} e e e ey o o e e e St

REPETIGBDES map3 pablfwnl
1 1,68 4,4y
2 1,98 3,47
3 1,33 5,80
4 1,07 4,04
5 3,19 4,09
6 1,12 1,24
7 3,80 5,30
8 1,37 4,11
9 L, 24 4,69

10 2,00 2,89
11 0,97 3,80
12 2,43 4,41
13 1,30 y,22
14 1,51 3,23
15 1,07 3,86
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FIGURA 5 — Distribui¢do da Produgdo de AG dos Segregantes
e Parentais do Diploide map3/# pab, fwn,
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TABELA 14 -~ ANALISE MITOTICA DO DIPLOIDE map3//pablfwnl

Parentals: map3 pab+ nic- fwn+ olv- map-

pablfwnl = pab- nie+ fwn- olv+ map+

nic+ nic-
ab+ 19 1l

EaB- 30 2
wn+ fwn-

pab+ 1 19

pab- 2 30
olv- olv+

nic+ 0 49

nic- 3 0

Total de segregantes= 52

TABELA 15 - TESTE DE KOLMOGOROV E SMIRNOV PARA 0OS SEGREGANTES DO
DIPLOIDE map3// pablfwnl

e o Y ¢ . S ———— A ) S WAR S Sl T T NN NN S AR SN A SN e e v P TR M M M N M S A M T S S Y e S S S ————

LINHAGENS map3 Segregantes

map3 - 0,3986 (D5%) < 0,5898%
pablfwnl 0,4966 (D5%) < 0,6667* 0,3986 (D5%) < 0,4461%
map3 + pablbwnl - . 0,3118 (D5%) = 0,2898ns
* _ significativo i 5%

ns - nfo significativo,
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4.7.2 Dipldide lapbl//niclolv3

Dos 50 segregantes obtldos através da metodologia do
item 3.11, 49 foram testados quanto a produgfo de AG em
tubos (item 3.4) Juntamente com 15 repetigdes de cada

linhagem parental, lapb6l e niclolv3.

A TABELA 16 resume as marcas auxotrdficas e
morfoldgicas dos 50 segregantes obtidos e a produ¢do de Ag
em U/ml dos segregantes analisados. A TABELA 17 mostra a

produ¢8o de AG dos parentals do' cruzamento.

Fol feita uma andlise mitdtica (TABELA 18) envolvendo
tanto marcas auxotrdficas e morfoldglicas, mostrando
novamente a liga¢do entre fwn, nic e olv, como também
envolvendo as marcas lap+/lap—, que condiclonam produgéo

normal e produ¢8o baixa de AG respectivamente.

A FIGURA 6 apresenta um histograma mostrando a
distribuigdo da produgdo de AG dos segregantes e das
linhagens parentals e na TABELA 19 o teste de Kolmolgorov e
Smirnov realizado confirmando a diferen¢a entre a produgio
de AG da lap6l (baixa) e da niclolv3 (normal) e mostrando
que a populagfo de segregantes difere quanto & produg¢fo de
AG tanto do parental 1lapbl como da niclolv3, porém &
semelhante a soma das 15 repeti¢des de cada uma das

parentals.

Na TABELA 20, observamos que a médla de produg¢fo de AG
dos segregantes pab- difere significativamente da média dos
segregantes pab+, indicando que a marca lapbl pode estar

locallizada no grupo de ligag¢do que contém o gene Eab.
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TABELA 16 - MARCAS AUXOTROFICAS E MORFOLOGICAS E PRODUGAO DE AG
DOS SEGREGANTES DO DIPLOIDE lap6l//niclolv3

. — i it it ok b e o A i o A A Tt R . S kb e o} T T o ey R ¥ Y T} M R P} FTE AW T P N PEE W T T e —

Segre- pab nic cor lap U Segre- pab nic cor lap U
gante AG/ml gante AG/ml
1+ 4 pem - 0,84 26 + + fun + 8,00
2 + + fwn + 6,93 27 - - olv + 1,46

3 - + fwn - 0,82 28+ + olv + 3,21

4 - + fwn - 0,74 29 + - olv + 5,18

5 + + fwn - 0,68 30 + - olv + 6,75

6 + + fwn + 4,79 31 + - olv + 3,57

7 + + fwn + 9,09 32 + - olv + 4,91

8 + + fwn + 5,42 33 + - olv + 2,77

9 - + fwn - 0,55 34 + - olv + 5,23

10 + + fwn + 3,95 35 + - olv + y,52
11 + + fwn + 5,09 36 + - olv + 3,33
12 + + gﬁg + 7,31 37 + - olv + 5,43
13 - + fwn - 0,61 38 + - olv + 5,93
14 + + fwn + 5,25 39 - - olv + 1,63
15 + + fwn - 0,50 4o - - olv + 2,06
16 + + fwn N.D. 41 + - olv + 5,20
17 + + fwn + 4,29 42 + - olv - 0,60
18 + + fwn - 0,36 43 + - olv + 2,46
19 - + fwn - 0,62 by + - olv + 4,93
20 + + fwn + 5,21 45 + - olv - 0,75
21 - + fwn - 0,71 46 + - olv + 3,19
22 + + fwn - 0,35 47 - - olv - 0,85
23 - + fwn - 0,26 48 - - olv + 1,23
24 - + fwn - 042 49 + - olv + 1,39
25 - + fwn - 0,40 50 + + fwn + 3,06

Ll R el e Ll B e S S ——

N.D. = ndo determinada.
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TABELA 17 - PRODUCAO DE AG EM U/ML DOS PARENTAIS
DOS SEGREGANTES DA TABELA 16

o —————————————————— —— Tt oy Tk o e . el e . e e el A i A A A

REPETI{OES lapbl niciolvs3
1 . 0,60 4,66
2 0,23 5,68
3 0,30 7,46
b 0,37 4,38
5 0,52 1,00
6 0,41 4,68
7 0,30 4,98
8 0,47 6,34
9 0,31 4,90

10 0,25 5,89
11 0,26 3,84
12 0,32 5,68
13 0,30 h,06
14 0,46 | 4,96
15 0,37 3,98

e e e et e ———————————————————— ——— T — _— T T T T ) o it S ) d
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FIGURA 6 — Distribuig8o da Produgdo de AG dos Segregantes
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TABELA 18 - Anflise Mitdtlca do dipldlde lap6l//niclolv3

Parentais: lapbl pab- nic+ fwn- olv+ lap-

niclolv3 = pab+ nic- fwn+ olv- lap+

lap+ lap- nic+ nic-
pab+ 28 7 pab+ 19 17
pab- ] 10 pab- 9 5

lap+ lap- olv- fwn-—
nic+ 13 14 Eab+ 18 18
nic- 19 3 pab- 5 9

lap+ lap- olv- fwn-
fwn- 20 3 nic+ 1 27
olv- 12 14 nic- 22 0
Total de segregantes= U9 Total de segregantes= 50

Nota: Somente foram considerados 49 segregantes na analise
envolvendo a marca lap, pols a produgdo de AG de um
deles ndo fol determInada.

TABELA 19 - TESTE DE KOLMOGOROV E SMIRNOV PARA 0S SEGREGANTES
DO DIPLOIDE lap6l//niclolv3

- v W . T U SNy AP S AP S ak il i Tk rEk N S N S A ASE A S A S E AN S S S T S T T ——— T T —— o S

LINHAGENS niclolv3 Segregantes
niclolv3 - 0,4013 (D5%) << 0,4231%*
léQGl 0,4966 (D5%) < 1,0000% 0,4013 (D5%) << 0,6531%
niclolv3 + lapbl - , 0,3153 (D5%) > 0,1531ns
¥ . gignificativo a 5%.

ns - nfo significativo.
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TABELA 20 - MAPEAMEMTO DO GENE lap6l SEGUNDO MACDONALD E COL. (1972)

—— . vt v ———— —— g WA} wed b b b st = b b Selh o e eff i} e S ok ol b S e B B TR S T G R N N N S S R S A A M A S S T W Y S WS A - ——

no de segreg. média  no segreg. média
com alelo Ag com alelo AG Significéncla#

mutante (-) u/ml selvagem = U/ml
pab 14 0,88 35 4,02 15,170% %%
nic 22 3,33 27 2,95 1,868ns
olv 23 3,33 26 2,94 1,911ns
fwn 26 2,94 23 3,33 1,911ns
* -~ Teste para significéncla entre as médias de produgdo de

AG, pela prova de KRUSKAL-WALLIS.
k%% _ gignificativo & nivel de 0,1%.

ns ‘- ndo significativo,
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4.7.3 Dipldide lap38//pablfwnl

Foram obtldos 59 segregantes de acordo com o i1tem 3.11
sendo, 41 segregantes marrons e 18 verdes. FEles foram
testados quanto & produgdo de AG em tubos (item 3.4) com 10
repeti¢des da linhagem parental pablfwnl, em cada teste. A
linhagem parental 1ap38 ndo fol inclulda neste teste polis
ndo pode ser recuperada dog estoques provavelmente devido

aos problemas relatados no item 4.5.3.

Na TABELA 21 est@o as marcas auxotrdficas e a produgdo
de Ag em U/ml dos segregantes marrons, e na TABELA 22 a
produ¢lio de AG das 10 repeti¢g®es da parental pablfwnl. A
distribul¢do dos valores de produ¢do estld no histograma da
FIGURA 7. O valor obtldo pelo teste de Kolmogorov e Smirnov
para a distribui¢Bo fol 0,2366 n.s. (valor calculado para
5% & 0,4797), o que indica que o8 segregantes n3o diferem da

linhagem pqrental.

Para os segregantes verdes os dados est3o nas TABELAS
23 e 24 e FIGURA 8 e, o valor obtido pelo teste de
Kolmogorov e Smirnov para a distribui¢fio foi de 00,4556 n.s.
(valor calculado para 5% & 0,5364) o que tamb&m indica que

os segregantes ndo diferem da linhagem parental.
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TABELA 21 - MARCAS AUXOTROFICAS E PRODUGKO DE AG

— o —— o ——

OO 1y W N

I = R o S = S S SR R
(e s - Tt s - VY N L ]

20

DOS SEGREGANTES MARRONS (fwn-) Do
DIPLOIDE lap38//pablfwnl

T T T P TS S T T T e Tt i i i Sy i o S —— —— — —— —————

R OME ml gante P2 peim
+ + 2,31 21 + + 3,43
+ + 5,75 22 + + 3,95
+ + 2,29 23 + + 3,64
-+ 7,67 24 -+ 7,33
+ + 6,22 25 - + 10,11
+ + 6,83 26 + + 4,33
+ + 6,92 27 - + 6,29
+ + 7,53 28 - + 8,08
+ + 5,68 29 - + 6,31
+ + 7,73 30 + +. 7,14
+ + 1,45 31 - + 8,23
+ + 6,89 32 Foo 8.36
¥ + 8,25 33 + + 2,4
+ + 5,89 34 - + 4,76
+ + 2,90 35 - + 5,09
- + 6,55 36 + + 7,38
+ + 6,28 37 + + 12,16
+ + b,78 38 + + 2,66
+ + 7,91 39 - + 2,95
+ + 3,54 340 + + 1,66
k1 - + 7,90

———————————— T —— S Y} AT B U} o Yol = el v ol D vk ek el b il el b ikl i = =i el ol ) R
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TABELA 22 - PRODUGAO DE AG DO PARENTAL pablfwnl
DOS SEGREGANTES DA TABELA 21

PR p——————— P ettt e

'REPETIGUES U AG/ml
1 5,16
2 3,20
3 9,57
4 3,32
5 1,57
6 6,80
7 4,64
8 4,00
9 11,06

10 5,28

e Sk S LA i i Sy i ————— . ek i b o} ) i A i S —— i ——
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FIGURA 7~ Distribuigdo da Produgdo de AG dos Segregantes
Marrons e Parental pab,fwn, do Dipldide lap 38/
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TABELA 23 -~ MARCAS AUXOTROFICAS E PRODUGAO DE AG
DOS SEGREGANTES VERDES (olv-) DO
DIPLOIDE lap38//pablfwnl

Segre- pab nic U Segre- pab nic U

gante AG/ml  gante AG/ml

R + - 1,63 10 y - 3,95
2 + - 2,23 11 + - 5,50
3 + - 4,45 12 - - 4,60
4 + - 2,99 13 + - 3,86
5 + - 2,70 14 + - 4,12
6 + - 2,26 15 + - 3,76
7 + - 3,38 16 + - 2,76
8 - - 2,32 17 + - 4,99
9 + - 2,32 18 + - 3,65

ik e ———————————— . ff 0} ot} e oy oy T g R P P . W A R W W - — —— i

TABELA 24 - PRODUGAO DE AG DO PARENTAL Eablfwnl
DOS SEGREGANTES DA TABELA 2

. W T L Gl A A ol o ol e e e T . e ot i g i Tp Ty} A o P = et Ty .y —rw —am ——

T ——— o A s i ok . s Sk e S . S T ——— A i o} 1} =P TED TR U W N Y N T P TEE N e T ——

3,98

5,93

——— e ——— —— — — a8 Y ST T R W — ———— it oL} o e e v e e e e o St A} )
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FIGURA 8- Distribui¢Go da Produgcdo de AG dos Segregantes
Verdes e Parental pab,fwn, do Dipldide lap38/
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4.7.4 Dipldide 1lap73//pablfwnl

Deste dipldlde foram obtidos 7 segregantes verdes,
todos nic- e olv-, os quals foram testados quanto a produgo
de AG, com 4 repetig¢Bes para cada linhagem, inclusive das
parentais niclolv3 e a pablfwnl. A produgdo medida em U/ml
estd na TABELA 25.

Para compara¢doc com a linhagem parental lap73 ver
TABELA 8, que apresenta média de produ¢do de AG de 1,5 U/ml

(15 repetig¢des).

TABELA 25 - PRODUCAO DE AG DOS SEGREGANTES
DO DIPLOIDE 1lap38//pablfwnl

. - A e b =y v —— " " ———— T —— "o ——— i ——— T —

Linhagem Média (U/ml)
pablfwnl 9,19
niclolv3 8,40
Segregante 1 0,01

2 8,04

3 0,07

4 8,99

5 0,04

6 0,00

7 1,78

o — S —— . T . (o T . b ) e e A TE S g T N e S R St A S} S S Sy oy S o} oy S
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5.0 DISCUSSAO
5.1 Efelto de marcas genétiqas e ploidia na produgéio de AQ.

Na TABELA 4 observamos que a maloria dos mutantes nHo
apresenta altera¢do significativa da produgdo de AG em
relagdo & linhagem parental HAP. CHANG e TERRY (1973) que
obtiveram vArios mutantes auxotrdficos e morfoldgicos de A.
foetidus, observaram que a produgdo de AG fol sempre
inferior & 1linhagem parental, porém, BALL e col. (1978),
trabalhando com A. niger, constataram que, dos mutantes
auxotrdficos e mbrfolégicos obtildos, somente um, ggg—,

apresentou uma diminui¢fo de 50% na produgfio de AG.

Os mutantes purl e pdxlolvl apresentam produ¢8o de AG
significativamente inferior & linhagem parental HAP, o que
também ocorreu para produ¢fio de Acido citrico (BONATELLI JR.
e col., 1982), sugerindo efeito plelotrdpico dessas marcas,
Quande purl fol cruzado com pdxlolvl, o dipléide

-

pdxlolvl//purl (TABELA 4) mostrou produ¢fio igual i parental

HAP. Este resultado suporta a hipdtese .de efeito
plelotrdplico pols na diploidizag¢lo existe complementag¢Bo das
marcas auxotrdficas e morfoldgicas pelos alelos selvagens;
Visando c¢onfirmar esta hipbdtese revertentes das marcas com
suposto efeito plelotrdpico deveriam ser obtidos e testados
com rela¢do & produ¢Bio da enzima, de maneira similar ao que
fol feito com a produg¢fio de penicilina por MACDONALD e col.
(1963) e de 8cido citrico (BONATELLI JR. & col., 1982).

Quanto & produ¢dio de AG dos dipldides (TABELA &)
podemos observar 3 classes em relagdo & linhagem parental

HAP:
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1. a do dipldide nicl//pablfwnl, que apresentou

produ¢do significativamente superilor.

2. a dos dipldides thilfwn3//pablfwn2,

thilfwn3//pdxlolvl e pdxlolvl//purl que

apresentaram produg¢fo igual.

3. a do dipldide pdxlolvl//pablfwnl que mostrou

producgdo signficativamente inferior.

Esta constatag8io sugere que exista heterogeneidade
entre os dipldides obtidos nos vArios cruzamentos feltos e,
€ similar ao relatado por DAS e ROY (1978) que estudando a

produgfio de &cido citrico de dipldides de Aspergillus niger

provenientes de 3 cruzamentos diferentes, verificaram que, 2
cruzamentos originaram dipldides cuja produg¢fio ndo diferia
da parental selvagem e, do outro, foram 1isolados dipldides
com produ¢do significativamente malor. Convém ressaltar que
todos os mutantes utilizados provieram de uma Gnica linhagem

parental, como & o caso do presente trabalho.

No caso da linhagem EAE o8 trabalhos conduzldos visando
estabelecer as caracteristicas do clclo parassexual
evidenciaram que os dipldides s#o heterogeneos com relag¢do &
segregag¢io das marcas genéticas envolvidas no cruzamento
(BONATELLI JR. e col., 1983). Existem dipldides que
segregam todas as marcas esperadas e outros, que segregam
apenas algumas; 0 que sugere que exista homozigose para o
aielo selvagem dos genes que n3o sfo recuperados. Esta
heterogeneidade poderia estar relacionada com a observada
para produ¢8o, tendo em vista qué o dipldide

pdxlolvl//pablfwnl segrega apenas as marcas provenlentes de
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uma das linhagens parentals, 0s demais s#éo normals com
respeito & segrega¢do estudada, mas, como ndo foram feltos
estudos que estabelefam com seguran¢a o nitmero de grupos de
1iga¢§o presentes na linhagem HAP, e pela existénc;a de
sugestdo de 6 grupos de ligagdo para A. niger (LHOAS, 1967;
VAN TUYLL, 1977), a homozigose de um ou mails grupos de

liga¢8o poderia ainda ser responsavel pela heterogeneidade.

Evidentemente esta  interpretagdo teria gque  ser
convenientemente testada pois poderliam existir efeitos de
linhagens ou de combina¢3o de linhagens, tendo em vista que
fol estudado apenas um dipldéide de cada cruzamento, bem
como, as linhagens ndo foram cruzadas de todas as

alternativas possiveis.

Alnda com relag¢dio & utilizag¢fio da diplodizagdo no
melhoramento, os resultados de CHANG e TERRY (1973) indicam
que os dipldides obtidos em A. foetldus s8o todos similares
4 linhagem parental na produ¢fo de amiloglicosidase o que

ndo concorda com o8 resultados aqul apresentados.

De qualquer manelra, o038 resultados com dipldides
parecem ser promlssores e, uma melhor avalla¢fo deverla ser
conduzlda em trabalhos posteriores, para determinar a

aplicagdo de tal procedimento no melhoramento genético.

5.2 Curvas de aclimulo de amiloglicosidase.

As duas linhagens testadas, HAP (TABELA 1 e FIGURA 1) e
niclolvy (TABELA 5 e FIGURA 2), sfo similiares quanto aos
valores de atividade enzimdtica constatadas nos experimentos

o que confirma os resultados da TABELA 4, discutida no item
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anterior, aonde ndo fol constatada diferen¢a significativa

entre as mesmas.

0 platd da curva fol atingido na linhagem niclolv3 apds
144 horas e, o fato de ndo ser constatado na linhagem HAP
possivelmente deve-se & interrup¢@o do ensalo de fermentacgdo
com 144 horas, Tendo sido ﬁossivel observar o platd na
linhagem niclolv3, o tempo de 96 horas fol escolhido para os
ensalos de produ¢fdio por representar aproximadamente a metade

da fase exponencial,

Em A. niger, CADMUS é col. (1966) observaram que a
metade da fase exponencial de produgdio de AG ocorre com 96
horas e, o platd, ao redor de 168 horas, o que & similar ao
relatado no presente trabalho. Ja KVESITADZE e col.
(1981b) estudando outra linhagem, o mutante 1474,

verificaram que a atividade maxima ocorre com 96 horas.

Em A. awamori NRRL 3112, a metade da fase exponencial
pode ocorrer entre 50 e 120 horas (PARK e DE LIMA, 1972;
PARK e DE SANTI, 1977; ANDRZEJCZUK e col., 1978) o que
provavelmente reflete diferengas nas condi¢des de cultivo

e/ou composi¢do do melo de fermentagdo.

5.3 Atividade de ﬂg na presen¢a de inibldor especifico com

dextrina limite ou amido como substrato.

A utilizagZ3o da dextrina limite e do inibidor visaram
avaliar se a metodologia de medida de enzima estava
refletindo, pelo menos em parte substanclal, a atividade da

amiloglicosidase (AG).
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As razdes para o uso de tais compostos sdo:

1. A dextrina limite & obtida como produto da digestdo
exaustiva do amido comum comralfa amilase, diéestﬁo
esta, que & terminada com a observaglio que aglcares
redutores ndo s8o mais produzidos, Este prodﬁto
pode ser hidrolizado .pela amiloglicosldase em

condi¢des normals de reag¢gdio (UEDA, 1980).

2. O .inibidor obtido de Streptomyces sp no 280 por
UEDA e KOBA (1973) inibe acentuadamente a

;amiloglicosidase obtida tanto de Aspergillus (MEDDA

e col.;, 1981) como de Rhyzopus e, por outro lado,

inibe apenas 8,3% da atividade da alfa amllase de

Pelos resultados expostos na TABELA 6 e FIGURA 3,
podemos supor que, nas condl¢des utilizadas no presente
trabalho, as medidas de atividade enzimitlica refletem

principalmente a a¢do da amllogllicosidase.

5.4 Obtengfo de mutantes com produ¢fio alterada de AG.

Todos os mutantes obtidos apresentaram produgdo de AG
diminuida, n8o tendo sido 1sovlado nenhum mutante de -alta

produg¢do.

A frequéncla de mutantes fol de 3;0%;' sendo 1,1% de
baixa produgdo (lap) e 1,94 de média produgdio (map),
indicando gque a ultravioleta fol um mutagénico eficaz na
indu¢8o destes tipos de mutantes. KVESITADZE e col.,

(1981b) utilizando também A. niger, estudaram outros
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mutagénicos como 0 nitrosocmetilurea, nitroscetilurea,
etllenimina além da luz ultravioleta. Conclulram que a luz
ultravioleta & mais eficiente na indugdo de mutantes com
produ¢sio diminulda de alfa amilase estlvel em £&cido, e, a
frequéncia relatada, 3,5%, foi similar a observada no

presente trabalho.

0 fato de ndo ter sido seleclonade nenhum mutante de
alta produgdoc neste trabalho, deve-se ao método de pré
sele¢do em tubos de ensalo (item 3.4.1.b).‘§ Com uso de
frascos de salina de 30 ml na pré—sélegﬁé e, as demals
condigdes de ensalo sem alteragdo, mutantes de alta produgdo
da enzima foram isolados numa frequéncla similar & relatada
acima, para mutantes com produgdio diminuida de AG (CALIL e

BONATELLI JR., dados n3o publicados).

5.5 Teste de 1interag8o alélica e  complementa¢do em

dipldides.

Todos os dipldides obtidos, neste trabalho (TABELA 9)
segregaram todas as marcas auxotrdficas e morfoldgicas
presentes nas parentails, sendo portanto do tipo CSI

(BONATELLI JR. e col., 1983).

5.5.1 Teste de interag¢fio alélica

O0s dipldides obtidos entre as 1linhagens de produgdo
normal e o0s mutantes escolhidos (1item 4.6) apresentaram
produ¢io normal, indicando que as muta¢des 1induzidas sdo

recessivas (TABELA 11).
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Um possivel efeito da diploldizag¢8o sobre a produgdo de

AG  pode ser descartado pols o d1pldide controle

pablfwnl//niclolv3 apresentou produ¢fio normal (TABELA 11).

Os mutantes com produg8o diminuida ou nula, obtidos por
PAPA (1979) no estudo da produgdo de aflatoxina por
A.flavus; por ﬁAKINS e col. | (1983) para produgdo de
" penicilina, em A. nidulans; por CAGLIOTI e SERMONTI (1956)

para produgdo de 'penicilina por P. chrysogenum e por

YAMASHITA e FUKUI (1984) para acimulo de amiloglicosidase

por Saccharomyces diastaticus, -~ também se mostraram

recesslivos, o que concorda. com o8 resultados acima

relatados.

5.5.2 Teste de complementagéo

08 dipldides obtidos entre os mutantes lap com marcas
auxotréficas e morfoldgicas diferentes apresentaram produgdo
normal de AG (TABELA 11) indicando que a mutag8o lap6l &
diferente das presentes em 1ap38 e lap73. Com 1isto podemos
sugerir que pelo menos 2 genes estariam envolvlidos na

produgdo de AG.

Um cruzamento a ser realizado seria entre os mutantes
1ap38 e 1ap73 o gue a principio necessitaria de segregante
de baixa produg¢dio de um dos mutantes com marcas nutriclonais
compativeils para o cruzamento. Esta tentativa fol conduzida

com o dipldide lap38//pablfwnl, visando 1solar segregante

lap38 pab-fwn~ pols a linhagem lag38 fol perdida (item 4.5.3

e 4.7.3). Pelos resultados descritos no item 4.7.3 ndo
houve evidéncia de segrega¢§6 da marca o qué impossibilitou

o cruzamento planejado {ver item 5.6.3);
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Como sugestdo para trabalhos posteriores poderiam ser
1solados mais mutantes lap e que testes de complementagio
fossem feltos visando elucidar o nimero de genes envolvidos

na produgdo de AG em A. niger.

5.6 Segregantes

5.6.1 Do dipldide map3//pablfwnl

]

Observa-se que a marca map3 segregou, além das outras
marcas envolvidas no cruzamento, pols a FIGURA 5 e a TABELA
15 mostram que a populag¢do de 'segregantes tem uma
distribui¢so da produgdo de ég que difere significativamente
da distribui¢#o de cada uma das parentais map3 e pablfwnl,
porém & semelhante & distribui¢Bo obtida da soma das duas

parentals.

Através da anflise mitdtica, apresentada na TABELA 14,
foi possivel evidenclar a ligagido entre os genes nle, fwn e

olv.

A classifica¢do dos segregantes map- e map+ & diffieil
considerando que a marca & quantitativa, o que impede a
tentativa de mapeamento do gene ou genes responsivels pela
caracteristica | da maneira como & usual na anAlise
parassexual., Outro fator que torna ainda mais difficil
outras tentativas & a baixa frequédncia de segregantes olv-
(5,8%). Como sugestdio para ser éontorﬁddo © problema da
balxa frequéncia de segregantes olv- poderia ser usado melo
minimo (MM) adicionado de cido nicéﬁinico mals Benlate,
devido & 1ligag¢do entre o gene para cor e a marca nic-

(TABELA lﬂj.
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5.6.2 Do dipldide lapbl//niclolv3

Observamos gque a marca l§261 segregoue além das outras
marcas envolvidas no cruzamento, pols a FIGURA 6 e a TABELA
19 mostram que a populagdo de segregantes tem uma
distribuicdo da produgdo de AG que difere significativamente
de cada uma das parentals, iéBSl e niclolv3, porém &

semelhante 4 distribul¢d@o obtida da soma das duas parentals.

Através da anfilise mitdtica apresentada na ' TABELA 18,

vemos confirmada a liga¢8o dos genes niec, fwn e olv,

sugerida no item 5.6.1.

Como parece ser possivel a ildentifica¢io de lap- e lap+
na popula¢do de segregantes, fol felta uma tentativa de
mapeamento do gene em rela¢dio &s marcas auxotrdficas e
morfoldgicas usadas. Os resultédos da TABELA 18 indicam,
porém, n#o haver liga¢do. Considerando no entanto, o fato
que a caracteristica estudada & quantltativa, o teste que
parece ser mais ilndicado & o proposto por MACDONALD e col.
(1972) descrito no 1tem 3.12 wutlllizado para estudar a
produ¢ic de penicilina em A. nidulans. Com o uso deste
teste & possivel sugerir 1liga¢do entre a marca lapbl e o
gene pabl, devido d& diferen¢a significativa existente entre

a média de produg¢fio dos segregantes pab- e pab+ (TABELA 20).

Um fato que di confiabilidade & sugestdo de 1ligag¢dio £
que a amostra de segregantes & mais reprééentativa pols tem
alta frequéncila de segregantes olv- (46%). Esta frequéncia
fol obtida pelo uso de Melo Minimo‘mais Acido nicotinico
mals Benlate como o sugerido no item 5.6.1 para o dipldide

map3, poils for¢ando-se a sele¢gdo para nic- estarlamos
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forgando o aparecimento do gene olv-,

0 teste para mapeamernito acima c¢litado poderla ser
empregado num ensalo posterlor no caso do mutante map3,

desde que a frequéncia de segregantes olv- fosse aumentada.

5.6.3 Dos dipléides lap38//pablfwnl e lap73//pablfwnl

‘No dipldide lap38//pablfwnl fot possivel coenstatar que
as marcas morfoldgicas segregaram como o esperado
evidenciando novamente a liga¢#io entre os genes nic, fwn e
olv (TABELAS 21 e 23). No caso do gene lap38 nfo houve
evidéncla de segrega¢fo (FIGURAS 7 e 8 e, TABELAS 21 e 23) o
que poderia sugerir homozigose para a marca lap+. Outra
explica¢do que parece mals provivel, & que a marca 1lap38
tenha efeito pleitrdpico determinando também as altera¢des
morfoldgicas descritas no 1tem 4.5.3 e como todos os
segregantes tem morfologla normal, n8io pode ser constatada a

sua segregagéo.

Estudos posteriores devem ser realizados com técnicas
que permitam 1solar segregantes morfologlcamente alterados
visando esclarecer este impasse, 08 quais poderiam inclusive
ser utilizados para o teste de complementa¢do entre mutantes

como fol discutido no item 5.5.2.

No dipldide lap73//pablfwnl fol possivel mostrar que o
gene 1ap73 estld presente em heterozigosé'(item 4. 7.4), o que
reforga a hipdtese de que o problema de recuperag¢io
encontrado com o lap38 éeJa' devido & sua morfologia

alterada.
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6.0 CONCLUSDES

1.

A metodologia empregada na avallagdo da atividade
enzimitica mede preferencialmente a atividade da

amliloglicosidase.

A luz ultravioleta fol ﬁm mutagénico eficaz para
obtengdo de mutantes com produgdo diminulda de AG

para a linhagem HAP de A. niger.

Todas as mutag¢tes induzidas se mostraram recessivas
em relaéio ao alelo selvagem que condlclona
produ¢do normal Qe AQ, e parecem existir pelo menos
dois genes envolvidos na produ¢do de AG, o lapbl e

1ap38 e/ou lap73.

Através da an&lise de segregantes pode  ser
evidenciada a 1liga¢8o entre os genes olv, fwn e

nic, e entre o gene pab e lap6l.
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7.0 RESUMO

Este trabalho teve por objetivo o l1lsolamento e andlise
genética de mutantes  com produgdo alterada de

amiloglicosidase (AG) na linhagem HAP de Aspergillus niger.

Foram estudados mutantes auxotrdficos e morfoldglcos
quanto & produgﬁo‘da enzima, observando-se que a maioria ndo
apresentava alterag¢gdo na produgéo ‘de AG com relagdo 4
linhagem original HAP, com éxcegdo das linhagens pdxliolvl e

purl que apresentaram produ¢fio significativamente menor.

Teste para avalia¢do da atlvidade enzimftica na
pﬁesenga de inibidor especifico para ﬁg e dextrina limite
como substrato mostfou que as medidas reallzadas durante o

trabalho referem-se principalmente & AG.

A utlliza¢8o da luz ultravioleta como mutagénico para
obteng¢dio de mutantes com produg¢do diminulda de AG fol
satisfatdria, tendo sido obtlda uma frequéncia total de

mutantes de 3,0%.

Pela metodologia de pré-sele¢do empregada n#o fol

conseguldo nenhum mutante de produg¢do aumentada.

Testes de intera¢8o alélica mostraram que todas as

muta¢des induzldas eram recessivas,

No teste de complementa¢Bo pelo menos dois genes que
afetam a produg¢do de AQ parecem ter sido revelados, o lapbl

e 1lap73 e/ou lap38.
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Anilise mitdtica dos segregantes mostrou ligagdo entre

os genes nic, fwn e o0lv e também evidenciou liga¢lio entre o

gene pab e o lapbl.
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8.0 SUMMARY

The claims of thls work were 1solation and genetical
analysis of altered amyloglucosidase production mutants

using the HAP strain of Asperglllus niger.

Enzyme production was atudied in auxotrophs and
morphologlecal mﬁtants and most of them do not show AG
production alteraticns, except 2g§1§£31 and purl strains
showed slgniflcant decreased produdtion comparing wlth the

original strain HAP.

Tests to evaluate enzimatlc activity in presence of AG
especific 1inibitor and using 1limit dextrin as substrate
showed that the activity measured during this work was

mainly the AG activity.

The use of ultraviolet light as mutagenlc to obtaln
decreased gg production mutants was satisfactory, and the

total frequency of mutants was 3,0%.

Pre-selection methodology was not efficlent to obtain

incresead AG production mutants.

Alelic interactlion tests showed that all the induced

mutations were recessives.

Complementation test showed at least two genes envolved

in AG production, lap6fl and 1&973.and/or-iéé38.‘

Mitotic analysis demonstrated linkage between the genes

nic, fwn and olv, and between Qéb'and lapbl.
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TABELA Al - TESTE DE PRODUGCRO DE AG DE ALGUMAS
COLONIAS SELECIONADAS EM TUBOS

o ——— — ———— iy ——— . ks T Sk ok ol ol S NS U il N A U N S S D L S M A T T SV A A 7 S o o —

LINHAGENS REPETIGOES U/ML
T T T T T T
89 8,20 14,77 17,53 13,16 15,21
21 11,42 12,24 18,41 9,74 13,79
niclolv3 11,40 15,20 14,09 10,32 13,32
70 8,59 8,33 7,38 8,96 9,44
166 7,26 7,11 6,64 8,27 8,46
111 6,39 9,59 7,29 3,98 5,17
199 6,57 3,43 5,90 8,29 6,34
100 5,40 5,76 5,05 5,08 3,14
38 0,18 0,69 0,77 - -
73 0,36 0,03 0,02 0,00 0,00
.3 0,10 0,00 0,02 0,32 0,00
33 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

. — o —— . b b s A S S Sl S AN A S S N S W S e S P Sy S S — —— ———— T - - - — M U PR T Y T —— —

nota: (-) significa que a repeti¢Zo fol perdida.
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TABELA A2 - ANALISE DE VARIANCIA DOS DADOS DA TABELA Al

TESTE DE F

CAUSA DA VARIACAO GL 3Q oM F
Tratamento 10 . 1231,86 123,19 35,01%%
Residuo 42 147,80 - 3,52

Total 52 1379,66

Ay iy A P S ——— T — T P E T — W o e ok e e e ol A A VS D M S S S S W D AR D R P S S ey S e ek el 4 il

##% Significativo & 1%
Observag¢do: A linhagem 33 n#o entrou nos chlculos da andlise

de varliancia por apresentar produgio de AG igual
i zero U/ml,

TABELA A3 -~ COMPARACKO DAS MEDIAS DOS DADOS DA TABELA Al

TR P Ay o D TER T RR R A ey S —— S o Sl S48 S S AU S L P S i S T T o Yo A P S M o ———

LINHAGENS MEDIA DE PRODUGAO DE AG (U/ML)
8s TTTTTTTTTTIaLrr ex
21 13,12 a

niclolv3 12;86 a

70 8,54 a b

166 7,55 b

111 . 6,48 b

199 6,11 b

100 . 1,89 b e

38 0,55 c

73 | | " 0,10 . ¢

3 - - ' 0,09 e
33 0,00 e

Vel A D PP U PP T MR WYY Sy S A A D MR U SN G GU Py . M S S S LA D I S D T T Y S M S ——— . i i 4o S8 U

DMS & 5% = U, ,03 U/ml.

*# As 1linhagens .com as mesmas letras  n3o diferem
significativamente & nivel de 5% pelo Teste de Tukey.
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TABELA A4 ~ TESTE DE PRODUQKO DE AG DAS COLONIAS
66, 57, 1ap38 E niclolv3

LINHAGEﬁE REPETICOES (U/ML)
------------------ I I I11 v \§
niclolv3 8,43 10,20 8,80 7,26 9,19
66 9,44 10,00 6,32 8,18 9,88
57 8,41 9,83 9,34 9,05 7,24
lap38 2,09 2,15 1,92 » 2,95

s e e e . s s A P S A S S S UORS t  h S ni) n D M WD M S S M e S — ———— " — G T I ST T S S — ————

TABELA A5 - ANALISE DE VARIANCIA DOS DADOS DA TABELA Al

TESTE DE F

CAUSA DA VARIAGCXO GL SQ QM F
Tratamento 3 156,07 52,02 By, o1 %%
Residuo 16 18,83 1,18

Total , N 19 - 174,90

#% gignificativo a 1%.

TABELA A6 - COMPARA{RO DAS MEDIAS DOS DADOS DA

TABELA Al
LINHAGEM MEDIA DE PRODUGKO DE AG (U/ML)
niclolv3 8,78 . a¥
8,77 a
(. 8,76 a
1lap38 2,32. b
DMS 4 5% = .1, 96_U/ml -------- ff"niff _______________

* Linhagens com & mesma letra ndo diferem
significativamente & nivel de 5% pelo
Teste de Tukey.
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TABELA A7 -~ TESTE DE PRODUGAO DE AG DAS COLONIAS 81, 61 E lap73
COMPARADAS COM AS PARENTAIS

A e e T S i i e Wl S g g i A = S S S S S S S S — — . T—— —— " —— —— T T — - WD S T ) S ) S S S S T TR W S ————————

LINHAGENS REPETIQOES  (U/ML)

5 v
pablfwnl 16,40 12,70 26,10 13,80 12,00
81 | 17,60 13;00‘ 13,50 25,10 16,50
61 0,92 0,42 0,45 0,35 0,38
niclolv3 13,80 10,40 11,60 16,40 14,20
lap73 1,80 3,00 3,20 3,20 3,30

—— s s s el s el s D el GRS A AN . NS S S S S M A S T - W S T W S W W S S T T TER MR PR SR e S S - ————— ——— —" > " b ol b

TABELA A8 - ANALISE DE VARIANCIA DOS DADOS DA TABELA A7

TESTE DE F

CAUSA DA VARIAGAO oL sQ QM F
Tratamento b 1203,81 300,95 23,902%%
Restduo 20 251,82 12,59

Total 24 1455,63

T D Wl i A D D Vil e kS e} D il el ke ekt e il D S ek e e ekl ek ik it ek et Sk e e e S ek e S S Sk Sk e S e i el D

%% gSignificativo & 1%.
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TABELA A9 - COMPARAQKb DAS MEDIAS DOS DADOS DA

TABELA A7

LINHAGENS MEDIA DA PRODUGXO DE AG (U/ML)
81 17,14 a*

pablfwnl 16,20 a

niclolvy 13,28 a

lapT73 2,90 b

61 0,50 b

iy A Y T T—— I SN WD R A O ey M G AN S T ————— T V0 i} Yo TP S S o . —

DMS & 5% = 6,73 U/ml.

* J,inhagens com a mesma letra n3o diferem.
significativamente & nivel de 5% pelo
Teste de Tukey.
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TABELA Al0 - TESTE DE PRODUGAC DE AG DO DIPLOIDE map//pablfwnl
COMPARADO COM AS PARENTAIS

T — T g " T TS — T — T T T — — T ——— — S ———— T . Y —— T —— ) - ———— ——_— e ——— iy —_

LINHAGENS REPETICUES  (U/ML)

ST T 1t v
niclolv3 13,04 . 14,21 10,46 10,13 10,14
lap73 ~ 1,29 i,lw 1,63 1,34 1,47
map3 5,74 7,56 7,75 7,26 6,63
pablfwnl 21,75 12,09 16,77 12,77 17,75
map3//pablfwnl 14,63 9,07 - 9,64 9,36 9,65

S - S T T —— T S —— ——— ), iy T . W s e A Ly . B L s o S o ot . S D v B A e e S AL ek o e S

3

TABELA All - ANALISE DE VARIANCIA DOS DADOS DA TABELA Al0

TESTE DE F

CAUSA DA VARIAGXO GL SQ QM F
Tratamento L] 601,78 150,45 30,11%%
Residuo , 20 . 99,93 5,00

Total 24 701,72

T — T T 0O T ) W S b R Sl S S Sl kS P Al S P w — Tk w— T w— o S o ) ——— w— T e T VaiS — A W — P -

®% Significativo & 5%.
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TABELA Al2 - COMPARAGAO DAS MEDIAS DOS DADCS DA

TABELA AlO.
LINHAGENS MEDIA DA PRODUGAO DE AG (U/ML)
pablfwnl 16,13  a®
nicloiv3 11,60 b
map3//pablfwnl 10,47 b
map3 6,99 c
1ap73 1,44 d

— o e U S ol Ik Ll el ol ) Sl Al Ll AL et AL Al o e AL e A S A L T T — " " T ——

DMS & 5% = 4,23,
* [inhagens com a mesma letra n#o diferem

significativamente & nivel de 5% pelo
Teste de Tukey.

- 109 -



TABELA Al13 - TESTE DE PRODUGAC DE AG DOS DIPLOIDES
mapl00//pablfwnl e mapl66//pablfwnl
COMPARADOS COM AS PARENTAIS

it () Tt T T PO M —— AT A5 o} el o T —— ——— T — — — T —— T 1 et} ot bt ik o = e e St

LINHAGENS REPETIGUES (U/ML)

I -
niclolv3 8,37 - 11,96 7,26 11,75
pablfwnl ' 13,42 15,42 13,79 12,66
mapl00//pablfwnl 12,29 14,16 10,60 13,80
mapl66//pablfwnl 14,19 18,66 14,21 19,23

e e L i e e e T S ———

TABELA Al4 — ANALISE DE VARIANCIA DOS DADOS DA TABELA Al3

TESTE DE F

CAUSA DA VARIAGKO aL SQ QM F
Tratamento 3 93,27 31,09 T,23%%
Reslduo 12 51,63 4,30

Total 15 144,89

——— e iy oy e} 8 Y T ———— T 8 o il o — — o — o} ] S} P W N . S A A R S St S ——— . ] ke 7 =} Tt =ron ol ke

#*% Significativo & 1%.
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TABELA Al5 - COMPARAéKO DAS MEDIAS DOS DADOS DA

. TABELA Al3
LINHAGENS MEDIAS DE PRODUGKO DE AG
mapl66//pablfwnl 16,57 a*
pablfwnl 13,82 a b
map100//pabl fwnl 12,71 a b
niclolv3 9,83 b

e e D B S i T ——

DMS & 5% = 5,61 U/ml.

* Linhagens com a mesma letra ndo diferem
significativamente & nivel de 5% pelo

Teste de Tukey.
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TABELA Al6 - TESTE DE PRODUCKO DE AG DOS DIPLOIDES lap COMPARADOS
COM O DIPLOIDE CONTROLE (pablfwnl//niclolv3) E A3

PARENTAIS
LINHAGENS  REPETIGOES (U/mML)
T T T T iy T T T v
1ap38 2,39 3,33 2,56 2,16 2,75
lap61 0,00 0,11 0,02 0,16 0,02
pablfwnl 11,28. 11,39 9,88 13,06 11,33
1ap38//pabl funl C1b,75 13,79 14,24 12,66 10,32
lap38//1ap61 13,39 2,85 9,58 10,09 10,71
1ap73//pablfwnl 15,17 12,03 13,87 12,35 9,39
1lapp73//1ap6l 7,97 8,19 10,49 11,37 8,19
lap61//niciolv3 9,39 12,72 11,38 8,43 9,39
pablfwnl//niclolivy 10,77 9,41 11,19 9,92 9,39

R R N D R D G M G S S W T S S it A ikt T W TEN N S W S S e M i i it o — ) T T — . S $, b e e e " e o S

TABELA Al17 - ANALISE DE VARIANCIA DOS DADOS DA TABELA Al6

TESTE DE F

CAUSA DA VARIAGRO oL se  eM F
Tratamento 8 806,62 100,83 51,70%*
Residuo 36 70,21 - = 1,95

Total by 876,83

I e A IR S D D S e e M S S S Sk S — ——— D f— ———— A . i} o ok o oD T W - . A S S b Yo e e o

¥% Significativo & 1%.
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TABELA A18 - COMPARAGAO DAS MEDIAS DOS DADOS DA

TABELA Al6
EEBIEKE'E'EE"""“““"""““ﬁE;BEE"BR'EEBBGEiB’BE"K&
lap38//pablfwnl 13,15 a*
lap73//pablfwnl 12,56 a b
pablfwnl 11,38 a b
1ap38//1apbl 10,72 b
lapb1l//niclolv3 10,26 b
pablfwnl//niclolv3 9,94 b
1ap73//lapbl ' 9,24 b
1ap38 2,64 c
lapé6l 0,06 c

S P 4 Y Ty . S S T S A D A D R S R S Y e S — b ol S D S S S S T T S Sy e ek ol L SES D S SV S S L

DMS 4 5% = 2,91 U/ml.
¥ Linhagens com a me sma letra n#o diferem

significativamente & nivel de 5% pelo
Teste de Tukey.
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