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1 - INTRODUCTO

A Genética de Microrganismos se expandiu somente
apds 1841, quando BEADLE e TATUM introduziram o fungo Neu-
nospona chassa em estudos geneticos. No entanto, apesar de
relativamente recente, ela ofereceu contribuigoes para a reso
lugao de indmeros problemas bdsicos da Genética, além de pro

duzir um grande impacto na Genética camo um todo.

Com os conhecimentos ba8siceos da Genética de Mi-
crorganismos (explicagao da variabilidade microbianma em ter-
mos mutacicnais, revelagdo de processos sexuais em bactériase
também de processos parassexuails), houve uma transferéncia de
metodologia e contelldo para areas aplicadas. Tal contribui -
¢80 para a area aplicada é ainda relativamente pequena se con
siderarmos a importancia dos microrganismos em processos 1in-
dustriais e outros ramos aplicados (obteng3o de aminoadcidos,
protefnas, enzimas, Zcidos organicos, vitaminas, antibidticos,
fixacao de nitrogenio, controle bioplfgico, controle de polui-

cao, 8tecl,

PONTECORVO (1976) relata que o avango nas aplica-
coes da Genética e melhoramento de microrganismos industriails,

sdo incipientes guando comparados com o avango da Genética fun



damental de Microrganismcs, havendo uma separagaoc entre co-
nhecimentos e aplicagdbes praticas, devide em parte a fragmen
tagao de esforgo e predominancia de guimicos nas indldstrias

microbioclSgicas.,

Dentre os fungos de valor industrial, destaca-se
o Aspengiflus niagen, no gqual nado se conhece fase sexual e
por isso & inclufdo ne grupo de fungos imperfeitos ou deute-
romicetos., 0O /l4pergillfus niger & um fungo filamentoso, pos
suindo micélic constitufdo de hifas septadas bem desenvolvi-
das; forma eeporos assexuals, chamados de conidios em estru-

turas especiails denominadas de conidioforos.

0 Aspengillfus niger & empregado na produgdoc in-
dustrial de varios &dcidos organicos, principalmente &cido cI
trico e glucbnico, seus dois principais metabdlitos (LOCKWOD,
1875}, Tais produgbes s3o fungdes do meio de cultura e da

linhagem utilizada na obtengao do produto desejado.

Em vista do exposte, procurocu-se estudar uma 1li-
nhagem de A.nigel de aorigem industrial, empregada na produ -
gao de acide citrico, com os seguintes objetivos: wutilizar
radiagdo gama na selegdo de A.niaer para produgdo de &cidos,
através do método de Foster (FOSTER e DAVIS, 1948);  ensaio
de produgaoc de acidos em meio lfguido para confirmar se o m&

todo seleciona os melhores produtores com o mesmo grau de for



ma¢do de &cidos em placas de agar contendo meio de Foster sd
lido; verificar o efeito da irradiagasn gama na instabilida-
de da linhagem utilizada, visto gue uma das maiores dificul~
dades encontradas em trabalhos relativos a produgac, est? as

sociada com produgées inconsistentes.



2 - REVISIO DE LITERATURA

2.1 - "spnectos bioldaicns do Aspengiflus nigern

0 A, niger & considerado como um dos mais comuns
de tndos os fungos saprofritas; tem ampla distribuigdo mun-
dial e ocorre numa grande variedade de substratos organicos.
Devido as caracteristicas de pigmentacdo das cabegas conil-~
diais (normalmente escuras), membros do grupo sac comumente
referidos como Aspengiflus nigen, embora a identificaegdo es
pecffica torna-se hastante diffcil, devidoc a abundancia dos
membros deste grupc. Uma revisie detalhads contende as ca-
racteristicas deste fungo tais comc : tipo de hifa e de coni
diéforn, tamenhc dos conidies, crscimento da coldnia, e tem

peratura adequada s&o encontradas em RAPER e FENNEL [1985).

Um dos aspectos bastante discutidos em A. nigen
€ o nimero de nficlens nas confdics. DANGEARD (41907), anali-
sou virias espécises de Aspergillus: A. fumigatus, A, nddu
Lans, A, ochraceus, A, nigen, A. fLavus 8 Eurotium (Aspen-

giflus) henbariorum e verificou que exceto a ltima, todos

sao uninucleados,

WHELDEN (1940), analisou A, niaer Van Thiegen e

confirmou serem os confdiocs unipucleados,



YUTILL {1950), estudou varias espéciss de Aspen
aiffus, incluindo mutantes e variedades e assegurou que ~1i-
nhagens de #, niagen {mutantes ou ndo) possuem apenas um ni-

cleo.

CHANG e cof. (1974), estudaram a proporgao de
nicleos em linhagens hapldides e dipldides de A. ndiagen Van
Tieghen e encontraram 3 linhagens hapldides com B0, 63 e
5% de conidios binucleados e 2 linhagens dipldides com 87 €

32% de conidios binucleados.

BARACHO e cof. (1975), estudaram 33 linhagens
do grupo niger e encontraram uma grande variacgaoc na propor

gao de conidios binucleados e uninucleados.

Uma caracteristica importante neste grupo de Ai
pergiflus niaern & a nac ccorrencia do ciclo sexual {por isso
denominados de fungos imperfeitos) e assim a andlise genéti-
ca torna-se-ia bastante dificil, Entretanto, procurando a sgo
lugdc de tal problema, PONTECORVO e cof. (1953a), aplicaram
com sucesso em Aspergilllus niger a técnica de ROPER (1952}
para a produgac em fungns filamentosos, de linhagens com ng
cleos dipldides heterozigotos. ODesde entdo, através de re-
gombinagdo genética sem necessidade de um processo saxual
(fentmeno denominade de ciclo parassexual), novas perspecti-

vas para investigagbes genéticas nesse fungo foram abertas.



LHOAS {1881, 1987 ¢ 1968), baseado nestes traba
lhos antericres, procura fazer anadlises genéticas de A, nd-
ger, tentanto estabelecer grupos de ligagdes e construilr ma
pas cromossomicos, através de segregagao mitdtice e recombi-

nagan e 0s resultados ohtidos foram os seguintes :

2a) - Trinta e um marcedores naoc alélicos foram assinalg
dos para os seils grupos de ligacado (contendo 11,
g, 6, 3, 1 e 1 marcadores respectivamentel, pela

anédlise de segregaentes mitdticos hapldides a par-

tir de dipldides sintetizados.

b) - A maioria dos segregantes haplfides foram obtidos
em meic suplementado com um andlogo de aminoaci-
do, a p-flurofenilalanina (pFA) cuja agdoc fol in-

terpretada como inducao na perda de cromossomos.

c) - As taxas de permuta mitotica e haploidizagao fo-
ram muito maiores do gue as encontradas em espécies

com cieclo sexual como o A. nidulans,

Todnos os trabalhos sobre genética de A, nioen
foram feitos com linhagens isoladas por YUILL (19513} ,que afir

mou (1950) serem uninucleados todos os conidios de A. nigex.



2.2 - Importancia industrial do Asperaiflus nigen

A converSo micolfgica de carboidratos em acidos
erganicos industriais tem sido investigada em varios labora-
térios durante os Ultimos setenta anos. Os processos mals
estudados sdo agueles para produgdc de écido citrico, fuméri

ce, glucdnico, itacBnico, kdjico, lactico e oxalica,

A produgcac comercial destes &cidos organiecos por
fungos miceliais, na malorie dos casos, limita-se aos mem-

brcs do geénero Aspengl{flfus (LOCKWOOD, 1875).

A presente revisdo estad voltada mais pare a pro
dugdo de acido cItrico, importante produto metabdlico produ-
zide comercialmente por fermentagdo com funges especIficos,

principalmente linhagens de Aspengiflus niaen.

0 desenvolvimento dos processos de fermentagao

para produgdo de dcido citrico pode ser dividido em trés fa

ses histdricas. A primeira fase foi iniciada por WEHMER
(1893) gque utilizou varias espécies de Pendicd{flLium < (embora
censiderasse estes fungos como membros do genero Citnomy -

ced), para a produgac de acido cftrico a partir de carboidra
tos @ sais incrganicos no meio. A segunda fase, a fermenta
ga0 de superficie usando A nigen, foi feita por CURRIE
(1817}, A terceira fase, a fermentagado submersa, inieciou-se

com PERQUIM {1938),



Difersntes processos industriais tem sido wusa-
dos para produgio de Acido citrico, entrstanto, eles sdoc man
tidos em segredo & assim poucos detalhes tem sido publicados.
As revisdes de JOHNSON (1954) e LOCKWOOD {1975), citam 08
principais processos industriais mais empregados comercial -

mente na producdn de &cido citrico,

Vdrics fatores que interferem na produgado de dci
do cftrico, como: compesigdo do meio de cultura e agac des-
tes componente sobre a produgao, temperatura da fermentacgdo,
pH do meio, abastecimento de oxigénio e nutros estdoc bem de-
talthados nas revisdes de FOSTER (1848), JOHNSON (1854) e

PERLMAN = SIH (1360},

0 mecanisme biequimico na formagédo de acido cf
trico, foil recentemente revisadoc por SMITH e cof., (1874}, En
tretantn, apesar de varias teorias propostas para explicar a
formagao desse Acido a partir de compostos de carbono, nenhu
ma deles explicou satisfatorlamente tedas as observagdes co

nhecidas.

2.3 - Importancia da Gengtica de Microraqanismos no me -

1horamento,

A aplicagac da Genética em melhoramento tem si
do utilizada em plantas e animals superiaores. Por outro 13

do, a Genética de Microrganismos embora de recente implanta-



¢30 tem fornecido em comparagac com a de plantas &g antmais
superiores menores impactos aplicados nac obstante o fato de
que a Genética de bactérias e fungos (mesmo os assexuais) po
de propiciar resultados mais rapides do que se consegue em
organismos superilores,

A Genética de Microrganismos utilizada no melho
ramento de organismos produtocres de substancias de valor in
dustrial, quase gque inteiramente restrige-se a producao de
antibidticos e, em menor escala, de 3cidos organicos. Talvez
uma das dificuldades desse estudo sejJa o fato de gue a prodg
gdo dessas substancias seiam controladas por caracteres guan
titativos, sendo assim sua manifestagao fenotfpica altamente
sujelita as condigdoes ambientals e portanto de estudo mals com
plexo do que caracteres qualltativos, Outro fator € a pres-
sa8o das indlistrias que visam interesses proprics de produgdo,
utilizando entaoc métodos empIricos. No entanto, resultadoe
mals concretos da aplicagdc da Genética de Microrganismos no
campo de produtos industriais poderiam ser obtidos pelc de-
senvolvimento paralelo da Genetica de Microrganismos e fer -

mentacdo industrial.

0s pontos decisives na sintese de um grande ni-
mero de substancias comerciais produzidas por microrganismos
foram primeiramente, aumentar a produtividade nas linhagens

usadas e em gegundo (no caso de predutos bacterianos) 4ndu-



10.

zir experimentalmsnte mudangas na sequéncia metabhflica de
produtes bicssintéticos microbianos para ohbtengao de substéﬂ

cias desejdveis,

Varios métodos genéticos saoc usados para aumen-
tar a produtividade. A indugdo de mutagdes foi um dos primei
ros a ser utilizados e o mals empregado em programas de me-

lhoramento.

Essa técnica de induzir mutagoes e em ssguida
proceder-se a selegdo dos mutantes mais apropriados foi uti-
lizada com grande sucesso para produgcao de antibidoticos, par
ticularments penicilina. Assim, MCCANN s CALAM (4972), «ci

tam que o mutante selecionado de TPendciffium chrysogenum 1i
nhagem Wiscosin § 176 aumentou sua atividade na produgac de
penicilina de 250 unidades/ml em 1945, para 10-13 x 103 uni-
dades/ml em Gtimas condigBes. A atividade de produgdo de ou

tros antibicticos também tem sido aumentada em diversocs ou-

tros microrganismos,

Tal procedimento de indugdo de mutagles e poste
rior selegao, ternou-se critico durante os Gltimos anos am
programas de melhoramentc, uma vez que o progresso obtido nao
tem sido tadoc marcante quando comparado com o processo obtido

nos primeiros estagios do melhoramanto.



11,

Outra técnica menos utilizada, sendo ainda pou-
cas as informagbes obtidas a respeito € a de reccocmbinagan e
selegdon. A descoberta de uma forma de recombinagao genetica
na ausencia de ciclo sexual permitiu exploragao através de
técnicas genéticas em esp8cies chaves na inddstria de anti -
bidticos, como o fungo assexual Pendeillium chrgsogenum (PON

TECORVYO e SERMONTI; 1953 g 19543},

A utilizagdn da técnica de recombinagdo apesar
de ainda ter sido poucc utilizada com finalidades praticas
até o momento, tem fornecido resultados promissores em un cer
to nlmero de microrganismos industriais principalmenta Peni-
edllLum, Aspergillus e Streptomyces e deveria ser melhor ex
plorada nestes e em outros organismos utilizados na indis-

tria.

Outrcs métodosth melhoramento poderiam ser uti-
lizados, 1incluindc-se por exemplo fagos, os gquals poessuem ha
bilidade para transferir varins elementaos genéticos de - uma
célula para outra. BANKS e col. (1870}, isolaram virus com
RNA de cadeia dupla em P, chausogenum, A. niaen e A, foefdi-
dus; ainda LHOAS (1972), trabalhando com particulas virais
com RNA de cadeia dupla isoladas de A, ndi{gen infectou cell-
las de Saccharomyces cerevisdiae. Desse mndo, os virus pode-
riam contribuir pelo processo de recombinagBo, na construgao

de linhagens melhoradas de fungos industriais,
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Uma idéia de conjunto a respeito de melhoramen-
to felto em micrnrganismos e perspectivas para futuros traba
lhos pode ser obtida pelas revisbes de SERMONTI (1968); CA-

LAM (1972} BALL{1973);: ELANDER e cof. (1973).

2.4, - Melhoramentn Gendtico em Asperailflfus niaen

0 aumento na produgdoc de acide citrieo através
do melhoramento genetico da linhagem utilizada e principal -
mente das condigoes ambientais de fermentagao, tem sido objg

to de estudo de varios investigadores,

0s trabalhos referentes &s condigOes ambientais
estBo fora do escopn desta revisdc e enfase maior serd dada
aoc melhoramento genético do funge A, ni{gen, embora ainda nan

sgjam numercsos os trabalhos que referem-se a tal estudo.

A idéia de tratar microrganismecs com varios mu
tagénicos e ensaiar entre os sobreviventes aqueles que aumen
tavam sua capacidade de produgdn de &cido citrieco fol adota-
da por KRESLING e STERN (1835), os quais verificaram pela pri
meira vez, gue mutantes de A. niger obtidos por tratamentos
com luz ultra violeta produziram consideravelments mais 501

do cftricc gue a linhagem parentel,
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DEMEREC (1945), trabalhando com Peniciﬁﬂium'ﬂg
tatum, isolou um mutante X-1612 gue aumentou a produgao de
penicilina e somente apOs esta cbservagdo & que houve incre-
mento no processo de induzir mutagoes g selecionar linhagens

para produgdo de varios produtos metabdlices.

GERHARDT e cof. (1946), utilizarasm omesmo proces
so de selegao e dentre vinte isclados monospbricos de A. ni-
ger produtores de dcido citrico, nenhum deles aprasentou au

mento de producaon,.

DILLER e cof., (1946) isolaram um mutante de -°.
A, ninen apds tratamento com raios X e compararam com a 1i -
nhagem selvagem no gque se refere a produgaoc de acido cftrico
guantidade de aglcar utilizado e pesc cdo micélio resultante;
o mutante mostrou-se mais eficiente na produgho de Acido cl
trico, embora crescesse mais lentamente e produzisse menor

quantidade de micélio.

GARDNER e col. (1958), estudaram a atividade fer
mentativa dos mutantes de A, nigen induzidos por irradiagao
com raios X e ultra violeta e verificaram que os mytantes se
lecionados pela Técnica da Culturé de Papel (JAMES e cof.,
1956), produziram mais acido cftrico do que a linhagem paren
tal em todas as condigdes de fermentagdo. Tamb&m verifica -

ram correlagdao entre mutantes melhores produtores de dcido
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cftrico e o lento desenvolvimento da coldnia fcolonias

"dwarf” ).

MILLIS e cof. (1983), estudaram 40,000 colconias
sobreviventes da irradiagcdo com luz ultra violeta e obtive -
ram alguns mutantes gue prcocduziam cerca de quatro vezes mails

dcido citrico gque A linhagem parental.

ILCZUK {1968), estudou 161 mutantes morfoldgi-
cos quanto a ccloragao dos confidios obtidos a partir de 24 ;1
nhagens de A. niaekr submetidos a acdo de luz ultra vicleta e
nenhuma correlagac foi encontrada entre a cor dos confdios e

a habilidade para producaoc de acido citrico.

DAS e NANDI (1968), através do uso de radiagéo
gama & luz ultra violeta, conseguiram um mutante de A. nigex
(Iinhmgem CGU 163) gue mostrava ser 4,3 vezes superior na

produgdo de &cido cftrice que a linhagem parental.

MUSTLKOVA e FENCL (1870), isolaram mutantes au
xotrdficos de Aspergiflus nigen apds tratamento com Etilmeta
no sulfonato e mostraram gque a maioria dos mutantes 1sclados

apresentava baixa produgao de 3cidos organicos.

DAS (1972}, fez uma revisdo da maioria dos tra
balhos referentes a processos utilizados na selegao de linha
gens produtoras de Acido citrico e sugere tratamentos combi-

nados de mutagénicos tanto fisicos como guimicos.
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HANNAN (1972), isolou virios mutantes morfoldgil
cos de A, ndger, induzidos com rains gama em diferentes do-
ses {20, 40, 60 e 80 kr) e ensaicu suas habilidades para pro
dugdo de Acidos, particularmente 8cido cftrico. Nenhuma das
iinhagens "aconidial” ou "colorido”™ mestraram apreciavels au
mentos na produgaoc de Acido comparades com a linhagem paren-
tal, 0 mutante "dwarf” mostrou um notdvel aumento na prody
gao total de &cidos, ao redor de duas vezes mais na produgao
de acido cftrico. Andlise feita para um certoc nimero de mu-
tantes "dwarf" mostrou gue esta caracterIstica marfolégica
ndc estava ligada & propriedade ds alta produgdo de &cido cl

trico.

BANTK (13874}, utilizou tratamentos combinados de
etilenoimina e luz ultra violeta para obtengao de mutantes
de A, ndigen {linhagem AB) e encontrou um mutante que apresen
tava aumento na produgao de &cidc citrico em relagdo a linha

gem parental,

Alem de indugdo de mutagdo, alguns trabalhos, em
bora em pequeno ndmero, foram feitos na selegao de 1linh agens,
através de heterocarinse, poliploidizagdo e recombinagac 50

matica.

YUILL {1851}, fez varias fermentagdes com linha

gens misturadas e nadc relacicnadas de 4. ndaer e observou que
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guande duas linhagens alto produtoras de acido cftrico foram
colocadas juntos, a producdo de Acido era menor do gque cada
uma separadamente; duas linhagens coem baixa produgdc de aci
do deram producdo maior do que cada uma separada e quando
duas linhagens, uma com alta produgdoc de dcido e outra com
haixa eram misturadas, a produgac de acido era intermediaria
entre as duas linhagens separadas. Resultados semelhantes
foram obtidos por CIEGLER e RAPER {18573}, que sintetizaram
19 heterocirios entre diferentes mutantes para coloragao de
A. nigen e ensaiaram suas habilidades para produgao de 5c1

do cftrico.

CHANG e TERRY {1873), estudaram a producgdc de dci
do eftrico por heterocarios e dipléides entre componentes au
xotrdficos (altes e baixos produtores) de A, niger e explica
ram o aumento na produgado de acido cltrice, guando os compo-
nentes hapldides esram baixos pradutores, como resultado de
complementagdo intergénica e gue ¢ grau de ploidia nac inter
feria na produgdo de Acicdo citrico, uma vez gue os diploides
gntre altos produtores decram produgac inferior sos respecti-

vos compopentes separados.

TAVARES e AZEVEDO (1974), utilizaram radiacio
gama pera obtengac de alguns mutantes em linhapens industri-
ais de A. ndaen; cruzamentos dialé&licos foram efetuados e os
melhores produtores foram ensaiados na indidstria, havendo cor

relagac com os dados obtides em laboratdrio.
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2,5 - Instabilidade da Tinhagem como fator na queda de

nroducio de acido citrico.

Um dos maicres problemas gendticos com relagdo
a fermentagao por fungos, rcfere-se a estabilidade da linha
gem utilizada e a manutencao de suas propriedades fermentati

Vas.

A estabilidade da linhagem ndo & determinada sp
mente pelo seu gendtipc, mas também pelas condigdes ambien -

tais como demonstrado por WILLS (1968),

A tonservagao da linhagem para que suasg caracte
risticas prdprias sejam mantidas & sugerida através de va-
rios processos em diferentes microrganismos; tals métodos
podem ser encontracdos nas revisoes de PERLMAN e SIH (41860) e

JOHNSTOMN (1975},

A observagao da existencia de instabilidade em
A. niger o1 verificada por YUILL (1953} e trabalhos comins
tabilidade especIficas a A, nige& 580 escassos ou pelo menaos

desconhecem-se resultados publicados.

0 estudo de dinstabilidade em fungos com ciclo
parassexual, fpl revisado por BALL e AZEVEDO {197B8) & estes
autores relatam que linhagens de importancia industrial po-

dem ser estabilizadas por mudangaes genéticas cu por controle
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das condigdes ambientais e que a instabilidade genética cons
titui~-se em importante problema para a indistria de fermenta
gao nédc somente como fator indesejével na queda dg produgao,

mas tamb@&m um meioc Util de melhorar a producéao.



18,

3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Linhagem utiliizada

0 fungo utilizado no presente trabalho foi 0
A. nigen, linhagem 10V10, de origem industrial, gentilmen
te cedido peloc Dr. E. DUPRAT, Usina Amalia, Santa Rosa do
Viterbo, SP., Esta linhagem & usada na produgdo industrial
de &cido citrico pelo processo de cultura de superficie, sen

do a sacarose, utilizada como substrato.

3.2 - Meios de cultura e solucdes usadas

3.2,1 - Meio m¥nimo (PONTECORVO e cof. 1953b)

NaND3 6,0 gramas
KH2P04 1,5 gramas
KC1 0,5 gramas
MgSU4.7 HZU 0,5 gramas
FBSO4 tragos

ZnSD4 tracos

Glicose 10,0 gramas

Agar (oxoid-n? 3) 15,0 gramas
Kgua destilada 1 1itro

pH ajustado para 6,5 com NaGH 4% ou HC1 1N,
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3.2.2 - Mein comnleto (PONTECORVO e cof. 1953b)
Acrescenta-se ao meio MInimo

Peptona {(oxsoid) 2,0 gramas
Extrato de levedura 0,5 gramas
Caseina hidrolisadse {oxoid) 1,5 gramas
Hidrolisado de acido nuclei

co de leveduras 2,5 ml
Solugac de vitaminas 1,0 ml

pH ajustado para 6,5 com NaDH 4% ou HC1 1 N,

3.2.3 - Meio de Foster 17auido (FOSTFR e DAVIS,

1949)
Glicose 5,0 gramas
Peptonea 1,0 grama
KH2P04 1,0 grama
Mg504.7H20 N,5 gramas
Rgua destilada 1 litro

Ajustar pH para 5,0 com NaDH 4% ou HC1 1 N,
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3.2.4 - Meio de Foster s8lido {FOSTER e DAVIS, 1949)

Acrescenta-gse ao melio 1Igquido :

Kgar (oxpid-n® 3) 2,0 pramas
Solugdo de verde de bromo

cresol 67,0 ml

Ajustar pH para 5,0 com NaOH 4% ou HC1 1 N,

3.2.5 - Mein de fermentacdo (DOELGFR e PPESCOTT, 4934)

Sacarose 140,808 gramas
NH4N03 2,23 gramas
K2HPG4 1,0 grama

MgSD4 - 7 HZD 0,23 gramas
Agua destilada 1 1litro

Ajustar pH para 2,0 com HC1 1 N.

3.2.6 - Solucao salina

Uma solugdo de cloreto de sddio 0,85% foi obtl
day dissolvendo-se o sal em agua destilada,
autoclavando-se em sepuida. A solugao salina
fol distribuida em guantidades iguals de 9 ml

nor frasco.
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3.2.7 - Solucao de tween

Adicionou-se 0,1 ml de tween 80 em 99,8 ml de
agua destilada, autoclavando-se em seguida.A
solugdo de tween foi distribulda em quantida

des iguais de 2,5 ml por frasco,.

3.2.8 - Solucado de vitaminas

Acido nicotinico 10,0 mg
Acido p-aminohenzoico 10,0 mg
Aneurina 10,0 mg
Biotina 0,2 mg
Piridoxina 50,0 mg
Riboflavina 100,0 mg
Agua destilada 100,0 ml
A solugac foi esterilizada em banho-maria por

15 minutos e conservada em frasco escuro no refrigerador,



23.

3.2.9% - Hidrolisado de acido nucleico de leveduras

Acido nucleico de leveduras 2 g em 15 ml de solugaoc normal
de acido clorfdrico.
Acido nucleico de leveduras 2 g em 15 ml des solugdo normal

de hidrdxido de sodio.

As duas solugboes foram aquecidas a 1000Clpur 20
minutos. Em seguide slas foream misturadas, e o pH foi ajus~-
tado a 6,0, filtrando-se a seguir. O volume fol completado
a8 40,0 ml e a preparagao fol conservada em refrigerador sob

cloroférmio.

3.2.10 -~ Solucao de verde de bromocresol

Dissolveu-se 1 g de verde de bromocresol em
14,3 ml de NaOH 0,1 N. Apds completamente dissolvido, a so-
lugdo foi dilulda em 250 ml de 3gua destilada e conservadaem

frasco escuro.
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3.3 - Esterilizacao e temperatura usadas

O0s meios de cultura foram autoclavados a 1ZGDC
a pragssao de 1 atmosfera, durante 15 minutos, excegao feita
ao melo de fermentag@o, que fol autoclavado a 11DOC a pres-

sao de 1/2 atmosfera durante 30 minutos.

A temperatura de incubagao em todos os experi -

mentos foi de 28°C.

3.4 - Irradiacao

Por melo de um fio de platina, o fungo foi ino-
culado em uma série de tubos de meio completo em &gar incli-

nado e incubado a 28°C por 4 dias.

0s tubos em seguida, foram submetidos & radia-
¢cdo gama emitida por uma fonte de cobalto 60 no Centro de
Energla Nuclear Aplicada a Agricultura (CENA), Piracicaba,
SP.

0 tempo de irradiagao foil o mesmoc para todos o©s
tubos, variando somente a distancia, a gual corresponde a vé
rias doses : 20 - 40 - 60 - 80 - 100 - 120 - 140 Kr., Um tu

bo nao irradiado (0 Kr)} foi usado como controle.

Pera conservagdo das linhagens, os tubocs foram

estocados em refrigerador.
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3.5 - Curva de sobrevivencia

Com a finalidade de determinar qual dose de
raios gama era conveniente para produzir 1 a 5% de sobrevi -
ventes, foi feita a curva de sobrevivé@ncia da linhagem refe-

rida.

Conidios provenientes de cada tubo irradiado com
as varias doses de raios pama usadas e tamb&m obtidos do tu
bo ndo irradiacdo (controle}, foram colccados separadamente em
solugdao de tween, agitados e seu ndmero foi estimado, atra-
vés da contagem em hematimetro no microscépio. A seguir, di
luigdes apropriadas em sclugdo salina foram realizadas e ali
quotas de 0,1 ml de cada amostra, fol espalhada em placas de
meio completo. Apds 3 dias de incubagao a ZBDC, as placas
foram observadas, e a paorcentagem dos sobreviventes foil cal-
culada comparando-se com o numero de coldnias provenientes da

amostra nao irradiada.

3.6 - Tecnica seletiva para verificacan de producao de

acidos

0 objetivo desta técnica foi selecionar diferen
tes colonias provenientes da cultura irradiada com raios ga

ma (80 Kr) com relacao ao cardter producdc de &dcidos. Este
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teste seletivo foi proposto por FOSTER & DAVIS (1949} e bha-
sela~se na mudanga de cor do verde de bromocresol pela varia
¢8o do pH entre 5,4 & 3,8. A fbrma;éo de acldez organica no
meio inicialmente ajustado a pH 5,0, ceusa pronunciada mudan
¢a da cor verde azulade para amarelo. Nestes testes utiliza
ram-se placas de Petri esterilizadas de 9,2 cm de diametro na
base, com um papel de filtro colocado sob a tampa para absor
ver o excesso de umidadse. Foram usados 10 ml de medio de FD§

TER solido por placa,

Para obtengao de coldnias isoladas da linhagem
irradiada com raios gama (80 Kr) e para o controle (0 Kr),
os confdios foram transferides para uma solugac de tween, por
meio de um fio de platina. Por agitacao, as cadeias de coni
dios foram desagregadas. Diluigoes apropriadas foram fei =
tas, pipetando-se 1 ml da suspensac em 9 ml de sclugac sali-
na, Aliguotas de 0,1 ml da suspensdo de confdios foi semea
da sm placas de meio completo, utilizando-se em segulda, es
palhador de vidro esterilizado em &lconl e flambado. As plg
cas foram incubadas a 28°C por 3 dias. Cada colonia isolada
e ao acaso, fol inoculada por picada, no centro da placa com
meio de Foster s81ido e incubadas a 28°C. A estimativa de
produgdoc de Acidos das diferentes colonias foi determinada

no 3% e 4% dias de incubagao, dividindo o diametro deo halo
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produzido pelo di3metro da coldnia (Figura 1) e o resultado
assim obtido foi chamado de Indice Acido. Aproximadamente
5% das colonias provenientes da linhagem irradiada gue apre
sentavam altos valores de Indice Acido em relagao a 1linha-
gem ndo irradiada eram selecionadas e submetidas a nova 1ir
radiagao com raios gama s nNovamente empregou-se a técnica
seletiva para essas linhagens. Da mesma maneira, uma ter-
ceira selegao foi feita para a linhagem irradiada pela segun

da vez,

Algumas colonias gue mostraram valores altos &

Indice Acido, foram transferidos para placas de &agar conten:

do meio completo e purificadas, para posteriores testes de

fermentagao.

3.7 - Teste de fermentag?o

0O objetive deste teste foi verlficar se algu-
mes linhagens com altos valores de Irdice Acido apresanta
vam relagdo com a produgdo total de Acidos. Para - anallsar
os resultados, foram empregados dois maeios diferentes para
a fermentacdo. Os melos utilizados foram meioc de Foster li
quido e meio de fermentagdo, sendo gue o Gltimo & bastante
semelhante ao utilizado na indlstria pare obtengac de acido

citrico. Foram colocados 25 ml, de cada meioc em frascos de

P
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FIGURA 1 - Indice Acido, obtido pela relagdo: diamg

tro do halo acido/diametra da coclénia.

LJthCZb\hﬂF'
31BLICTECA CENTRAL
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Erlenmeyer de 250 ml, que foram esterilizedos. A seguir, eles
foram inoculados com uma suspensao de esporos de cerca ds
185 confdios/ml, e incubados a 28°C, por um perfodo de 5 - 9
dias. ApoOs esse perfaodo de tempo, o psso do micelio seco e

a acldez total eram determinados,

A determinagdoc do peso do micélio seco, consis
tia em filtrar o conteldo do frasco em fermentagac, separan-
do o micelio que era colocadeo em placa de Petri previamsnte
pesada e aquecido a 7DDC em estufa, durante 10 horas; a se
gulr o micé&lio mais a placa eram pesados e por diferenga, ©
pesc do micélio seco era obtide. A aclidez total foi obtida

por titulagao de 10 ml do meio filtrado com alfquotas de

NabDH 0,1 N, usando fenclftaleina (1%) como indicador.
3.8 - Teste de estabilidade

A finalidade deste teste foi a de verificar se
as coldnias irradiadas sofreram efeitos scbre a estabilida-
de. A linhagem 10V10 de A. nigenr, usada na produgao de Sci
do citrico, apresenta gueda na produgdo, devido a sua inste-
bilidade. Para verificar o efeito va irradiagéoc na instabi-
1idade, grupos de 10 colonias 1soladas irradiadas, foram ino
culadas uma a uma por plcada no centro de uma placa de Petri

cam melo minimo e incubadas a 28°%¢ por 10 dias. Ao final des
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te perfodo, verificou-se o aparecimento ou nac de setores em

cade colonia,
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4 - RESULTADOS

4.1 - Curva de sobrevivéncia

Os dados referentes a sobreviveéncia de Agpen -
gillus niger linhagem 10V10, submetida & agdo de varias do-

ses de radiagdoc gama estao expressos na Tabela 1 e Figura 2,

A dose de rales gama que forheceu 1,61% de so-

breviventes, foi escolhida para os trabalhos posteriores.

Com os dados da Tebela 1, construiu-se uma cur-
va de sobrevivéncia a qual esta representada graficamente na

Figura 2.
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TABELA 1 - Porcentagem de sobrevivencia de A. ndigex

Tinhagem 10V10 apos tratamentns com raios

gama..

Dose  Niimero de co  Numero de co Porcentagem % de sobre®
(Kr) nidios semea  nidins aermi de sobrevi- vivencia

, dos . nades ; véncia , corrigida
0 33n 204 61,81 100,00
20 660 268 40,60 £5,68
20 825 170 20,60 33,33
60 616 33 5,35 8,60
80 5.500 55 1,00 1,61
100 7.260 5 0,06 0,01
120 124,300 13 0,01 n,nn1
140 1.560,000 0 0,00 0,00

1

(*) O controle fol considerado como 100% e toda porcenta-
gem de sobreviventes irradiados foi tomada em relagao

a 100% do controle.
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A.2 - Coeficientes de correlacdao entre Indice fcido

e diametro da colonia

Foram calculados os coeficientes de correlacaoc

entre Indice KAcido e diBmetro da colonia (Tabelas A.1, A.2Z,

A.3, A.4 8 A.5 do Apéndice) e os resultados estdo na Ta
bela 2,
TABELA 2 - Coeficientes de correlac3o entre Indice
Fcido e o diametro da colonia para  as
nonulagdes irradiadas e ndao irradiada
[ * ) L}
Tratamento de Linhagem CDB?iCiEDtB de
correlagao [(r)
<L 1 h ]
. A%
Linhagem ndo irradiada (controle) r = - 0,48182
Linhagem irradiada pela 12 vez com .
raics gama (80 Kr) r = - 0,88345
Linhagem N14 2i irradiada pela 2% vez s
com raios gama (80 Kr) r = - 0,87767
"Linhagem N47 2i irradiada pelsa 2% vez o
com raios gama (88 Kr) r = - 0,82025
Linhagem N47 31 22 irradiada pela 3¢ *k
vez com railos gama (80 Kr) r = - 00,90380
1 i !
(*) Linhagens N14 21 e N47 21, referem-se aos dols isola

dos irradiados pela segunda vez com raios gama, na do
se B0 Kr, selecionados entre a populagac da linhagem
irradiada pela primeira vez com raios gama (80 Kr] que
apresentaram altos valores de Indice Acido. A Linhagem
N47 31 22, refere-se ao isolado irradisdo pela tercel-
ra vez com raios gama, na dose 80 Kr, selecionadoc en-
tre a populagdo ca linhagem N47 2i, Tails designagdes

aparecem em varias Tabelas, incluinde as do Apendice.
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Pela ohservagao da Tabela 2 verifica-se que ta
dos valores de r frram significativos an nfvel de 1% de prn-
babilidade, indicandoc gue existe correlacgaoc entre Indice Rci

do & diametro da coldnia,

Para uma comparacgac dns cinco coeficientes de
correlagao obtidos, aplicou-se o testec B (PIEDRABUENA e BARA
CHO, 1876), através do qual pode-se verificar que os coefici-
entes das linhagens irradiadas se comportam como se perten-
cessem a uma mesma populagac, mas diferentes da populagdo da

linhagem nao irradiada.

Com esses resultados, galculou-se um coeficien
te de corrrelagaoc conjunto para as guatro populaghes irradia
das (r = - 0,933) e determinou-se a reta de regressado para as

populagdes irradiadas e nao irradiadas {(Figura 3),.

4.3 - Efeito do tratamento com radiag3o gama sobre
o Indice Acido

Com o objetivo de saber se a radlagdo gama apre
sentava efeito‘;obra o Indice Acido, foi feito a analise de
variancia, conforme PIMENTEL GOMES (1966), comparando os Iﬁ
dice Acido das populagdes nao irradiada e irradiadas, cujos

valores acham-se expressos no Apendice (Tabela A-5).
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0s resultados da an8lise de variancia, felta nos
mecldes de experimentos completamente casualizades, encontram

se nha Tabela 3,

TARELA 3 - An3lise de VYariancia dos dados apresenta
dos para efeito do tratamento rom radia-
cao aama sobre o Tndice ®cidon.

Causa da Variagao G.L. £.Q. QM. F
*
Tratamento 4 83,35 20,83 253,80
ResTduo 295 24,24 0,08
Total 299 107,59

(**) Indica significancia ao nivel de 1% de probabilidade.

Coeficiante de Variagéo = 12,51%.

Pela observagaoc da Tabeles 3, nota-se que houve
um efeito significative ac nivel de 1% de probabilidade devi
do as diferengas no Indice Acido das Linhagens irradiadas e

nao irradiada.

0 estudo comparativo das médias do Indice Acidn,
de cada linhagam, foi felto através do teste de Tukey, cujos
resultados encontram-se na Tahbela 4.

A linhagem (80 Kr) tem nimero diferents de repe
tigdes (n=100) em relagao a outras linhagens (n=50) e assim,

a d.m,s. peloc teste de Tukey, ao nfvel de 1%, quando se com-
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para esta linhagem com outras foi de 0,154 e a d.m.s,. para
linhagens com mesmo nlmero de repetigdes feoi de 0,188, ao ni

vel de 1% de probabilidade.

TARELA 2 - Comparacae do Indice fcido entre linhaaens
irradiadas e naoc irradiada.

Madia do Indice

Linhagens Aeido (1)
Nac irradiada {controle) 1,70 a
Irradiada pela 12 vez (B0 Kr) 1,77 a
N14 21 2,62
Ng7 21 2,71
NA7 31 22 3,00 c

(1) Valores seguidos de mesme letra nadoc s@o diferen

tes entre si ao nfvel de 1% de probabilidade.

A linhagem N47 31 22 situou-se em primeireo lu -
gar, sendo portanto estatisticamente diferente de todas as
gutras linhagens. Em sepuida vieram as linhagens N4721i e N14
21 que estatisticamente sa&c diferentes das linhagens nac ir
radiada e irradiada pela primeira vez (80 Kr}, mas nao 580
diferentes entre si. 0 Gltimc lugar ficou para as linhagens
ndo irradiada e irradiada pela primeira vez, que estatistica

mente nao sdc diferentes entre si.
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Resumindo, a linhagem N47 3i 22, apresentou a
maior média de I¥ndice Acido, em seguida vieram as linhagens
N47 21 e N14 2i, que apresentaram medias intermediarias de
Indice Acido e depois a linhagem irradiada pela primeira vez
(B0 Kr) e a linhagem nao irradiada (controlel), com suas ras

pectivas médias de Indice Acido em ordem decrescente.

4.4 - Distribuicdo do Indice Acido das populagles perten
centes as linhaaens irradiadas e nao irradiada

Com os dados da Tabela A-6 (Apendice), foram
construfidos gr3ficos (Figuras 4, 5, 6, 7, 8 e 9), que apre -
sentam os Indice Acido das populagles pertencentes as 1linha

gens irradiadas e nBo irradiada com suas respectivas frequéﬂ

ciaes.

4,5 - Teste de fermentacao

De acordo com a técnica descrita em 3,7, algumss
cocldonias das linhagens irradiadas que apresentaram altcs va-
lores de Indice Acido e uma coldonia da linhagem ndo irradia-
da (0 Kr) foram ensaiadas em laboratGrio em suas habilidades
para fermantagdoc em cultura de superficie em dois meios de
cultura diferentes.

Os resultados encontram-se na Tab&la A-7 (Apén-
dice), onde estde expressos para cada iseolado, a titulagao de
scidos totais, peso do micélio seco, Indice Acido 8 o tempo

mais hdbil de fermentagdo durante o perliodo de 5-9 dias.
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4.6 - Coeficientes de correlacde entre Indice fcido
e producdao de acidos totais.

Foram calculadcs os coeficientes o correlacg do
entre Indice Acido e produgao de Acidos totails nos doismeios
de culturas diferentes, Tabela A-7 (Apéndicel 8 os valores
de r obtides foram de : r = - 0,0438 no meio de fermentagéo

e r = 0,1335 na meio de Foster 1fquido.

Ambos valores de r foram nao significativos, in
dicando que nao houve correlagdc entre Indice Acido e produ-

¢do de Acidos totails.

4.7 - Teste de estabilidade

Foi feifta uma comparagac de estabilidade, de
acordo com a técnice descrita em 3.8, para linbagens irradia
das pela primeira, segunda e terceira vez com railos gama, na
gose 80 Kr.

0s resultadns obtidos encontram-se na Tabela A-8
(Apéndice). 0Os valores da Tabela referida, ndo tem uma dis

tribui¢do normal, razado pela gual foil utilizada para cada va

lor a transformagao do tipo ¥ X + (0,5), para que os valo -
res fossem distribufdos de acordo com a distribuigao de Pois
son, O0s valores ftransformados encontra-se na Tabela A -9

(Apandice].
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Foi fagito um esguema de angiise de variancia,
nos moldes de experimsntos completamente casualizados, cujos

resultados encontram-se na Tabéla 5.

TARELA 5 - Analise de Variancia dos dados apresenta
dos para estabilidade das Yinhaacens irra

diadas.
Causa de Variacgao G.L. S.0. o.M, F
* %
Tratamanto 3 2,7198 g,9066 17 .91
Resfduo 49 0,986832 0,05086
Total 22 3,B831

(**) 1Indica significdncia ao nivel de 1% de proba
bilidade. Coeficiente de Variacao = 8,07%.

Pelos dados apresentados na Tabela 5, verifica-
se gque houve um efeito significativo ao nfvel de 1% de probg
bilidade, devido & difsrenga de estabilidade das linhagens.

0 estudo comparative das médias de coldnias com
setores, foil feito pelo teste de Tukey, cujos resultados en
contram-se na Tabela B,

A d.m.s., pelo teste de Tukey, ao nivel de 1%
de probabilidade fri de 0,4570 para nimeros diferentes de re

petigfes e de 0,5075 para o mesmo ndmero de repeticres.
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As linhagens N14 24, N47 31 22 e N47 21 néo
s8o diferentes entre si estatisticamente & estan em crdem
decrescente para a média de colonias com setores.

A linhagem irradiada pela primeira vez com raios
gama na dose 80 Kr, & estatisticamente diferente de todas as
putras linhagens, ao nivel de 1% de probabilidade, apresen -
tando a menor média de colOnias com setores e sendo portanto

a mais estavel.

TARELA 6 - Cnomparacdo da estabilidade para linhagens ir
radiadas pela primeira vez (80 Kr), seaunda
vez (M14 27 e NA7 23) e terceira vez (NA7 34
22) com raios gama na dose 80 Kr.

Tratamentas Média de coldnias com setores[1]
Linhagem N14 21 3,1454 a
Linhagem N47 31 22 3,0471 a
Linhagem N47 2i 2,9052 a
Linhagem 80 Kr 2,3301 b

1) Valores seguidos da mesma letra nd3o sao diferen

tes entre si ao nivel de 1% de probabilidade.
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5 - DISCUSSED

Para maior facilidade de apresentagdo, a discus
san sera dividida em sub-Ttens, de acordn com a seaguéncia dos

resultados (Capitulo 4).

5.1 - Dose de irradiagao aama

A radiagio gama vem sendo largamente usada para

produgdo de mutagdes em microrganismos, uma vez que € de f&

cil utilizagéo desde que ss tenha uma fonte disponivel,

Dpinioes diversas existem a respeito dao grau de
mortalidade para se obter maicr nlmero de mutantes ou de 80
brevivaentes potencilais sm programas de melhoramento. BURNETT
{1975), se refere a uma sobrevivencia de 5-1% como a mais in
dicada para obtengdo de mutantes; STAUFER (1961) e SPRAGUE
(1967), sugerem taxa de sobrevivencla de 25-30% para melhor
chtengdo de mutantes para fim industrial; outros trabalhos

sobre linhagens industriais indicam mortalidade ao nfvel de
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80-392%. Entretante pouco se conhece a respeite da eficdcia
de diferentes mutagénicos e doses adequadas para indugldn de
mutagbes e selegdo, tornando esca metodologia ainda bastante
empIirica (ALIKHANIAN, (1873).

Os resultados da Tabeia 1 demonstraram gue com
a dose 80 Kr de radiagdc gama, ja obteve-se sobrevivencia de
1,61%, taxa considerada boa para os propdsitos desejados de
selegaa,

Pela curva de sobrevivencia da Figura 2, pode -
se observar a existéncia de pelo menos duas inclinacgfes que
corresponderia & presenca em alguns confdios de dois ndcleos,
levando-se em conta que a irradiag¢ado estaria atinginde mais
de um alvo por conidio e para a inviabilidade haveria neces-
sidade de um evento duplo, desde gue a mertalidade pela ra-
diagan gama pode ser explicada pelas "teoria do alvo" (LEA,
1856), Tal fato concorda com as observagaes de BARACHO (co-
municagdo pessoal), BONATELLI JUNIOR e AZEVEDDO (1974a} em'Aﬁ
perqillus nigenr e MESSIAS e col. [1974) em Asperngillus

fLavus.
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5.2 - Correlagdo entre Tndice fcido e didmetro da colo
nia

Pelos resultadocs obtidos com valores de r (Tabg
ia 2}, verificou-se gue houve significancia estatistica ao
nivel de 1% de probabilidade, incicando correlagan negativa
entre Indice Acido e di&metro da coldnie. Tal observagdo pe
deria indicer a correlagdo de um cardter morfoldgico, no ca-
sc 0 lento desenvolvimento da coldnia, com a maior producgao
de Acldos, hipdtese defendida por GARDNER e cols (1956), a res
peito de Acido citrico. Entretante, HANNAN (1972), analisou
um certo ndmero de linhagens "dwarf” de Asperadillus nigen,
mostrando gue tal cardter morfclogico ndo estava sempre liga
do com a proprisdade de alta producgao. Outros autores em di
versos microrganismos industriais também procuraram estabelg
cer cerrelacgdc entre certos caracteres morfoldgicos e produ-
gado; no entanto, pelos resultados obtidos ndo se encontrou
ainda qualquer caracteristica merfoldgica gque pudesse ser as

sociada ao cardter produgao.

Do estudo comparatlve dos valores de r (Teste B,
cujos valores nao foram incluidos nos resultedos), pode-se
verificar que a populagadn ndo irradiadas & diferente das popu
lagdes irradiadas, sendo que entre as Gltimas n&o se observa
ram diferengas estatisticas significativas, mostrando com is
sn gue a irradiagdc gama deve ter provocado efeitol(s) sobre

as paopulagdes irradiadas.
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5.3 - Efeito do tratamentn com radiacao gama sobre
o Indice fcido

Pelos resultados da analise de varidncia para
verificar o efeito do tratamentc com radiagao gama sobre o
Indice Acido (Tabela 3), observou-se gque o valor de F g sig-
nificativo ao nivel de 1% de probabilidade, indicando dife-~
renga no Indice Acido das linhagens irradiadas e nao irra -

diada.

A explicagao do efeito da radiagao gama sobre

as populagdes irradiadas poderia ser devido a :

a) =~ Efeito fisioldgice da irradiagdo

A radiagac gama provocaria certos efeitos fisilp
15gicos nas linhagens, que poderiam ser manifestades por exem
plo no lento crescimento da coldnia e conseqBentemente, 2 Te
lag8o0: diadmetro do hals &cido/diametro da coldnia, ficaria
alterada, aumentando assim o valor do Indice Acido. A hipé
tese acima pode ser refutada, ume vez que tal efeito fisiolé
gico seria apenas temporario e o fungo teria condigdes de cor
rigir tal anormalidade, retoernando as suas atividades nor-
mais de crescimento e fol demonstrado que mesmo apés sub-cul

turas, o valor de Indice Acido continuou o mesmo.
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bl - Mutagﬁes

Conhecendo a atividade mutagénica da radiacéao
gama, mutagSes poderiam ter occrrido, afetando c Indice Aci-~
do das populagoes irradiadas. Entretanto, o nimero de muta-
¢ches seria pequeno e n3e atingiria grande nimero de indivi-
duns, como observado nos Indice Acido das colonias analisa -
das e assim, mutagdo por si s6, embora pudesse explicar ca-
sos isolados, ndo justificaria o aumento do Indice Acido na

maioria dos individuos das populagdes irradiadas.

c) - Confdios heterocaridticos

G Aspengillus niger, embora considerado por va
rios autores como possuindo conldios uninucleados (DANGEARD,
1807 WHELDEN, 1940; YUuILL, 1950), faoi analisado por outros,
os guais encontraram uma variagac nc ndmero de niclsos coni-
diais, sendoc a maiorie binucleados (CHANG e col., 1874, RONA

TELLI JUNIOR e AZEVEDO, 1874b ; BARACHO e cof., 1875).

Na explicacdo da hipdtese sugerida, pode-se admi
tir que alguns conldics binucleados teriam dois nlcleos dife
rentes, um seria normal e outro carregaria uma mutagdo reces
siva letal, sendn cue os deois em conjunto acarretam um vigor
de hibrido. DODGE (41942), dencomincu vigor heterocaridtico &

associagdo de nlcleos diferentes num citoplasma comum, aue pg
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deria resultar expressadoc mals vigorosa de gualquer caraters
PRASAD (1970), discutiu em Aspengiflus nigen, conidios hete-
rocaridtiraos gue apresentavam maior tamanho do gue os con{dl
ps hompcaridticos; BARACHO e cof. (1970), explicaram em As
pengillus nidulans, o aumento do tamanho do cleistotécilo em
linhagens heterocaridticas, devido a heterose ou vigor de hi
brido, Desse modo, para explicar a produgao de acidos aumen
tada, admitimos serem os conidios heterocaridticos os respon
savels; outros conIdios cemdois ndcleos normails teriem pro-
ducdo inferior e aqueles com dois nldclens gue carregassem mu
tacOes recessivas letais, pereceriam. Com a irradiagao ga-
ma, os conidios uninucleados serlam mais facilmente elimina-
dos do gue os confdios binucleados, aumentando a norcentagsm
dos dltimos, Tal explicagac hipotética, beseia-se em algu

mas observagbes :

1 - Pela taxa de sobrevivéncia (Tabela 1) de 81,81% da
linhagem n3o irradiada (controle) cujos conidios ad
mitimos ter niicleos: um normal ou um normal e um
letal ocu deois normais; os outros 38,19% deveriam
conter confdios com um ou dois nlcleos letais. As-
sim, poderIamos também explicar a baixa taxa de s0

brevivéncia natural da linhagem utilizada.

2 - Degntre os isolados gue anresentavam altos valcres

de ®ndice Acido, selecionadcs para segunda e tercei
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ra irradiacao, alguns baixavam ou permaneciam iguais
nos valores de Indice Acido em relagfo a madia de
Indice Acido da populacdn irradiada. Issn talvez
seja devide a presenga de um ou dols ndcleos nor-
mais (principalmente os Gltimos), na maioria dos co
nidios.

3 - Nimero baixc de sobrevivé@ncia das linhagens irradia
das pela segunda e terceira vez (dadaos ndo nublica-
dos}, levando-se em consideragao varios fatores que
deveriam ter ocorrido como a eliminacgdo de conidioas
uninucleados, confidios com dois niicleos letails, acu

mulagdo cde mutagdes em alguns conidios, etc.

Alguns estudos poderiam ser feitos para eluci-
dar ou refutar tal hipotese sugerida, como: micromanipulagao
de conidios e germinagado parae observacao da letalidade de al
guns; sobrevivéncia esperada de 100% para confdios que tives
sem baixa produgac de dcidos, uma vez que teriam um ou dois
ndcleos normeis; ndmero de ndcleos conidiais das populacdes

irradiadas.

Pode-se comparar pelc teste de Tukey (Tabela 4),
as médias de Indice Acido das linhagens irradiadas e nao ir-
radiacs (controlel}. Pelos resultados, pods-se verificar gue

houve uma ordem crescente na média de Indice Acido, da linhe-
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gem nao irradiada para a gue sofreu irradlacao pela terceira
vez, mestrando que o Indice Acido aumentou seu valor & medi-
da que nove irradiagao era aplicada. Houve aumento pa média
de Indice Acido das linhagens nao irracdiada e irradiada nela
primeira vez, embora nad fosse suficientemente grande para
acusar significancia estatistica; os demais valores foram
significativos estatisticamente ao nivel de 1% de probabili-

dade.

5.4 - Nistribuicas da freauencia e valores de Indice
Rcido das ropulacBes nertentences as linhaaens
irradiadas e nao irradiada: bprogresso na sele
cAo do Indice fcido.

Pelos resultados dos graficos (Figuras 4, 5, 6,
7, 8,e 8) referentes aos valores de Indice Acido das popula-
goes irradiadas e n&do irradiada, verifica-se que a populacgao
da linhagem que sofreu irradiagado pela primeira vez apresen-
tou malor variabilidade que a populagdo da linhagem controle,
tal variabilidade & acentuada na segunda e terceira irradia

g80 gama, principalmente nesta 0Oltima,

A figura 4, mostra que a populacdo ndo irradia-
da {controle} j& apresenta variabilidade; selegao natural
poderia ser feita escolhendo isolados com maiores valores de

Indice Acido, mas provavelmente a nova populagde ou na préoxi
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ma selegdo, a variabilidade diminuiria e assim o emprego de
mutagénicos faz-se necessario para restaurar a variabilidade
perdida; fato semslhante foi observado por MAGNI {49561, na

produg8o de vitamina B,, por RPacillus meaathendium,

Desde que o carater produgao seja peligénico
{BURNETT, 1975), a radiagac gama embora sem produzir um nime
ro excessivo de mutagtes, provavelmente apbs repetidas irra-
diagoes deve ter afetado algum(s) gene(s) diferente(s) de ou
tros, obtendo-se assim variantes com relag8o aos valores de

Indice Acido.

Pode-se também verificar pelos graficos que Os
valores de Indice Acido das populagOes irradiadas foram au-
mentados em relagdo a linhagem nao irradiada, mostrando pro
gresso na selegdo, que pode ser calculado através da diferen

ga das médias do Indice Acido, de acordo com a Tabela 7.

Isto permite concluir, gue o ganho maior na se
legao foi no terceiro ciclo de irradiacaoc, mostrando que com
aplicagao de radiagio gama ¢ selecdc de isolados com maiores
valores de Indice Acido & possivel, através do meio de Foster
s6lido. Tal resultado poder-se-ia obter se selecionasse pa-
ra colonias pequenas, uma vez que houve correlagao nega tiva
entre diametro da colonia e Indice Acido, como mostrado no

ftem 5.2 da discussao,
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TABELA 7 - HMédias do Indice Acido das populagbes
irradiadas e naoc irradiada e o ganho
na selecgdo,

Média do Indice Ganho na

Linhagens Kcido da populagao selegao
0 Kr {controle) XU = 1,70 XD - X1 = Q0,77
80 Kr (19 irradiacio) X, = 1,77 X, = X, = 0,96
Na47 21 XD - X3 = 1,30
e (27 irradiagio) X, = 2,65 |
N14 23 X1 - X2 = 0,88
N47 31 22 (3% irradiacgdo) Xy = 3,00 X, = Xy = 0,34

Desde gue fol realizado trés ciclos de selegdo
e temos para cada populagao uma média de Indice Acido, corre
lagao fol feita e mostrou-se significativa ao nfvel de 5% de
probabilidade (r = 0,854465), indicando que em cada ciclo de
selegdo, hA progresso no carédter Indice Aecido, Gomo repre -
sentado na Figura 10, No entanto, deve-se ressaltar gue um
continuo aumento no Indice Acido por selegao, resultaria na
estabilizagao da variabilidade, mesmo se estimulada por tra-
tamentos mutagénicos. Observagao semelhante foi constatada
na produgao de Estreptomicina por Streplomyces (ALIKHANIAN,
1962) @ provavelmente deve ser regra geral para gualgquer ca

racteristica estudada,
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Meédia de Indice Acido

3,004
2,66-
2,524

2,04 -
1,70
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v T A

I p o o . X

Ciclos de selegio

Reta de Regressdo
(Y= 1,564 + 0,479X)
======  Valor observado :

FIGURA 16 - Reta de regressao (valor calculado)
e valor observado para a meédia de

Indice Acido e cicles de selegdao,
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5.5 - Fermentagdo

A Tabela A-7 {Apéndice) mostra os resultados de
fermentagdo de alguns i1solados de linhagens irradiadas deri-

vadas de A, niger - linhagem 10V10.

A estimativa do crescimento do fungo em meio 1£
guido, foi feita atravds do pesoc do micélio seco e pelos re
sultados obtidos (Tabela A-7 do Apendicel), verifica-se que a
maloria dos isolados tem peso do micélio seco inferior ao do
controle e isto era esperadc, confrontando com os resultados
de dessenveclvimento lento da maioria das colénias das popula-
goes irradiadas; tal crescirmento explicaria parcialmente a
baixa produgdo de Acidos totais, embora o valor de IndiceAci
do fosse elsvado, Fntretanto, alguns isolados com éltos va-
lores de Indice Acido apresentam também altos valores de 8ci
dos totais e esses isoclados poderiam ser ensaiados na indds-
tria produtora de dcido cftrieo para verificar se haveria cor
relagdo com 0s dados obtidos no laboratdrio, o que valoriza-

ria este trabalho, com uma cnntribuigac aplicada.

Uma sugestldo para indlstria no sentido de corri
gir o lento crescimento, seria o de aumentar o nimero de co-
nidios no melo para fermsntagdo ou que esta seja prolongada
para que o crescimento seje compensado e aumente a produgac

de acido.
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Pela andlise dos coeficientes de correlagdo en
tre Indice Acido e produgac de 8cidos totais (ftem 4.6 dos
resultados), pode-se verlficar pelos wvalores de r obtidos, gue
nao houve correlagdoc entre Indice Kcido e produg8oc de acidos
totais em nenhum dos dois meios de culturas empregados, Es-
ses resultados sdo contrastantes com os de GARDRER e col,
(1956), os quais encontraram correlagaoc entre a relagao: dia
metro do halc Acido/didmetro da col@nia, com produgdo de &ci

de citrico e inclusive discriminaram um valor que, acima de-

le havia correlacgao positiva,

Visto pslos resultados, ndo ser o Indice Acido,
um m&todo para selecionar os melhores produtores de acidos,
ele poderia ser bastante Util na triagem inicial de organis-
mos produtores ou nao de acidos, de acordo com FOSTER &8 Dﬁ

VIS (18491,

Futuros estudos poderiam ser explorados no sen-
tido de selecionar os melhores produtores de acidos, através
do temanho da colonia e estabelecer por ensaios de fermenta-
¢do, uma faixa de tamanho das coldnias, que produzisse maior
guantidade de fcidos ou entdo procurar uma amplitude de Indl

ce Acido, que correspondassse a maicr producgiaoc,
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E.6 - Estabilidade

0 fenOmeno da instabilidade genética & amplamen
te conhecido em varios organismos, entre eles o milho, a Dho

sophifa, o fumo, as bactérias e os fungos.

As causas de instabilidade em microrganismos fo
ram revisadas por MENEZES {1874) e basicamente os principais
fatores incluem: mutagdo génica, adigdo de material gendti-
co extra, heranga citoplasmatica, segregacao, permuta mitﬁti
ta ou haploidizagao, aneuploidia, translocagao cromossomica,
delegao e duplicacdo em tandem, inversdo pericéntrica, tran-

sigdo de bases e genes mutadores.

Pelos resultados obtidos na apdlise de varian -
cia (Tabela 5) para verificar se houve efeito da radiagao ga
ma sobre & estabilidade das linhagens irradladas, observou -
se diferenga estatIstica significativa ao nivel de 1% de pro
babilidade. 0 teste de Tukey (Tabela 6) complementou tal es
tudo,indicando o grau de estabilidade. Os resultados mostra
ram que a linhagsem irradiada pela primeira vez, apresentou -
gse mais estdvel do que as gue sofreram irradiagac pela segun

da e terceira vez com raios gama.

A maior instabilidads das linhagens irradiadas
pela segunda e terceira vez, pode ser explicada pelo prova -

vel aumento no nlmero de aberragles cromossomicas provocadas
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pela radiagdo gama, 0 gue causaria o aparecimento de setores
no crescimento da colonia, embeora estudo da causa da insta-

bilidade nao tivesse sido investigado.

A instabilidade apresentada pelo A. nigex, ape
sar de pouco estudada, €& disecutidsa por alguns autores;: BONA
TELLT JUNIOR e AZEVEDO (1874b), atribuiram a instabilidade &
condigdo heterocaridtica dos confdios; NGA e cof.{1975) ana
lisaram algumas linhagens 1snladas do solo e justifdicaram a
instabilidade pslo fato dos confidics possuirem nocleos dipgﬁ

des heterozigotos.

No entanto, apesar deste fatos e outras teorl -
as, permanece obscurc a causa fundamantal da instabilidade em
Aspergifllus nigen e asclugdo do problema muito contribuiria

para a sstabilizagao de microrganismos de valor industrial,
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6 - RESUMD E COMCLUSDES

0 presente trabalho foi cenduzido com a finali-
dade de se estudar através doc método de Foster, a selegan de
Aspengillus nigen, para produ¢do de 8cidos, utilizando radia
cao gama., Também foi estudada a produgao de acidos em meilo
1fguido para confirmagéo do método de Foster na selegao de

melhores produtores. Por fim, procurou-se conhecer possivel

efeito da radiagac gama scbre a instabilidade da linhagem
utilizada. Para issoc, fol empregacda uma linhagem industri
al, usada na producao de Acido cItrico. Foram feitos trés
ciclos de selegaéo, sendo gue cada populagado foi analisada

quantitativamente quanto ac carater proedugac de dcidos, atra

ves do fator Indice Acido.

Dos experimentos realizados, os seguintes resul

tados e conclusoes foram abtidos

a) - Com uma dnse de radiagéac gama de 80 Kr cbteve-se
1,681% de sobreviventes. A curva de sobrevivenciae

indicou a existéncia de confdios binucleados e co
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c)
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nidios ndo irradiados apresentaram porcentagem de
sobrevivéncia inferior a 100%. Por esses resulta-
dos foi possfvel concluir-se que a dose acima cita
da se presta bem a indugdo de mutagdes em A, niaen
e que a baixa sobrevivéncia dos conidios pode ser
atribulda a exist&ncia de mutagdo lstal em um das
nGcleos conidiais,

Fol sncontrada uma correlagao negativa entre o In
dice Acide e o didmetro das coldnias em todas as
populagoes irradiadas, o que permitiu concluir que
a selegBo para produgdo de Acidos através de altos
Indices Acidos pode-se selecionar também colBnias

de crescimento menor,

Houve uma diferenga estatisticamente significante
entre col@inias produzidas a partir de confdios ir
radiados guandoc comparados com coldnias vindas de
confdios nao irradiados com relagdc ao Indice Aci
do. A média obtida para o Indice Acido aumentou
apfs cada irradiagaoc sendo qué o maior valor foi
obtido apds a tereceira irradiagac. 0Os resultados
permitiram concluir que a radiagao gama, COmo espg
rado provocou efeitos provavelmente genéticos na
linhagem empregada. A populagac irradiada mostrou

maior variabilidade do que a populagaoc nac irradia
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da com relagdo aoc Indice Acido, mostrando que irra
diagao € um efetivo processo de aumento de variabi
lidade, indispensdvel para posterior selesgao. Con
clui-se também através do prograsso obtido pela se
legdo de isolados mais produtivos com relacao ao
Indice Acido, que o método de selegaoc empregado foi
eficiente, Finalmente, o aumento geral no valor
de Indice Acido apds irradiagao foi atribuido a
existéncia de conidios heterocaricticos contendo um
nicleo normal & outro contendo um recessivo letal,
Nao houve correlagdoc entre os valores de Indice Aci
do em meic de Foster € os resultadeos obtidos em
meio lfquido de fermentagdo. Esses resultados per
mitem concluir gue selegao para Indice Acido em meio
de Foster nado € condicao f4ine qua noen para que a
linhagem tenha alta produtividade em condigdes in
dustriais,

Ensaio de estabilidade das linhagens irradis das
através do numero de setores, revelou que a linha-
gem gue sofreu a primeira irradiagao mostrou-se
mais estavel do que as com segunda e terceira irra
diagao, Concluiu-se portanto gue a obtengao de 11
nhagens estaveis e portanto de interesse industrial

poderd ser facilmente consegulda mm doses menores
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de radiacgho, do que com mdltiplas irradiagoes ou
mesmo altas doses do irradiagaoc, embora a explica=

¢ao do fanomeno ainda psrmanega obscura,
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7 - SUMMARY AND COMCLUSIONS

The present work was carried out aiming the
study, by Foster method, of the Aspergiflus niger selection
in relation of the acid production using gamma rays as
mutagenic agent. It was studied alsa the acid production in
liquid medium in an attempt to confirm the Foster method for
selection of the best producers. Finnaly it was studied the

effects of gamma rays on the instabllity of the strairm used.

One industrial strain of A, ndigen, normally
utilized for citric acid production was used. Three selectlon
cycles were carried out, each population beiﬁg quantitatively
analysed for the character acid production through the
unitage acid factor. From the experimental data the following

results and conclusions could be drawn :

a - With a doses of 80 kr of gamma i1irradiation, it was
obtained 1.61% survivel. The survival curve indicated
the presence of binucleatsd conidia ; non irradiated

conidia did present a percentage of survival lower
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than 100%, From the results it was possible to
conclude that the used doses in appropriated to
indyction of mutations in A, ndigenr and that the low
survival of the conidia could be due to the existance

of a lethal mutation in one of the conidiazal nuclei.

It was found a negative correlation between unitage
acid and diameter of the colonies in all irradiated

populations; this, permited the conclusion that

selection for acids production through g 1 evated
unitage acid could also select colonies with low
growth,

There was statistical significant differance betwean
colonies produced from irradiated conidia when
compared to colonies from non-irradiated conidia in
relation to the upitage acid. The obtained mean for
the unitage acid increased after each irradiation,
the highest value being obtained after each irradia
tion. These results permited the conclusion that
gamma rays, as expected, produced probably genetic
effects in the used strains., The irradiated popula
tion has shown greater variability when compared to
the non-irradiated population regarding the character
unitage acid; this shows that irradiation 1is an
gffective process to incrgase variability, indispen-

sable tog further selection. It canalso be concluded
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through the obtained progress by selection of the
most productive isolates in relation to the unitage
acid character, that the selection method employed

was efficient. Finally, the general increased in

the unitage acid value after irradiation was
atributed as being dus to the presencs of
heterokaryotic conidia consisting of a normal

nucleus and another on bearing a recessive lethal.

There was no correlation between the valus of
unitage acid in Foster's medium and the results
pbtained in fermentetion ligquid medim, Such results
permited the conclusion that selection for wunitage
acid in Foster's medium is not a "sine gua non”
condition to the high productivity of the strain in
industrial conditions,.

Stability tests fo the strains irradiated through
the sector number, has shown that greater stability
was achieved after the first irradiation. It can
then be concluded that the obtention of stable
strains, of industrial value, can easily be cobtained
with low doses of irradiation than with multiple
irradiation gr even higher doses, although the

gxplanation for these facts remains obscure.
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