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Resumo

No presente trabalho, foram estudadas linhagens mutantes de Aspergillus niger
apresentando aumento (mutantes hgp) ou reducio (mutantes Igp) da fragdo extracelular da
enzima glicoamilase. As linhagens mutantes de baixa produgéo (Igp), foram avaliadas quanto
a atividade enzimatica, teor de proteina, atividade especifica, peso seco e atividade
enzimatica/peso seco. Estes pardmetros foram comparados em meio contendo farinha
integral de raspas de mandioca ou maltose como fonte de carbono. Em meio contendo
maltose, as linhagens apresentaram crescimento homogéneo, porém menor peso Seco,
quando comparadas com os resultados obtidos na fermentagdo em meio contendo raspas de
mandioca. Todas as linhagens estudas apresentaram grande instabilidade na fermentag&o, em
ambos os meios de cultura utilizados. Esta instabilidade também pode ser demonstrada pela
perda de vigor no crescimento em meio sélido, acompanhada de perda de atividade da
glicoamilase. Ap6s amplificagdo mediante reagio de polimerase em cadeia (PCR), analisou-
se o padrio de restrigio do gene da glicoamilase glad, para diversas enzimas de restrig2o,
tanto nas linhagens mutantes (hgp e lgp) quanto na linhagem selvagem, utilizada como
controle. Todas estas linhagens apresentaram padrdo de restrigio semelhante. A enzima
glicoamilase foi evidenciada por meio de eletroforese em poliacrilamida, realizada em
condi¢des ndo-denaturantes. Além da banda correspondente a glicoamilase, encontrou-se
uma outra, de menor intensidade, compativel com o-amilase. A presenga desta confirmou os
resultados obtidos na fermentagio em meio com farinha integral de raspas de mandioca. A
analise da hibridagio do DNA gendmico das linhagens estudadas, com sonda homologa,
apos digestdo com as enzimas EcoRI e EcoRV, evidenciou banda correspondente ao gene
glad. A intensidade da banda correspondente ao gene analisado, proporcional para todas as
linhagens estudadas, indica o mesmo numero de copias deste gene em todas as linhagens
estudadas. A analise do RNA total, extraido de micélio apds fermentagdo em meio indutor

(maltose como fonte de carbono), mostrou que a mesma induz a sintese de glicoamilase.
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Summary

Mutant Aspergillus niger strains showing low (lgp) or high (hgp) extracellular
glucoamylase production were previously obtained. In this study, igp strains were evaluated
concerning enzyme activity, protein content, specific activity, dry weight and enzymatic
activity/dry weight ratio. These parameters were correlated with the culture medium used, 7.
e., containing cassava starch or maltose as the carbon source. In maltose medium the strains
showed homogeneous growing, but lower dry weight, comparing with mycelium dry weight
achieved when growing strains in cassava starch medium. All strains showed genetic
instability during fermentation, in both mediums used. The instability could also be
demonstrated by loss of growing vigor in solid medium, the same occurring with
glucoamylase activity. The glaA gene from low and high glucoamylase production strains as
much as the wild strain, used as control, was amplified by mean of polymerase chain reaction
(PCR), and its restriction pattern for different enzymes analyzed. All strains showed similar
restriction pattern. The polyacrilamide gel electrophoresis in non-denaturing conditions
showed two bands, one glucoamylase compatible, and another, with lower density,
compatible with o-amylase. The latter confirmed the results for fermentation in cassava
starch medium. Southern blot analysis, with fungal genomic DNA digested with EcoRI and
EcoRV, hybridized with a homologous probe, showed a corresponding band to the
evaluated gene. The signal intensity indicated the same copy number for the glaA gene in all
strains. Northern blot analysis of total RNA, extracted after growing strains under inducing
conditions (with maltose as carbon source) showed that maltose is capable of inducing

glucoamylase.



Introdugio

1. Introducao

A glicoamilase ¢ uma enzima bioquimicamente bem conhecida. Entretanto, do ponto
de vista do sistema genético que regula a sua sintese, apesar de nos ultimos anos terem sido
feitos alguns progressos significativos na elucidagdo do mesmo, ainda ha alguns aspectos a
serem esclarecidos. Sabe-se atualmente que, em Aspergillus niger, a regulagio da sintese da
enzima € feita essencialmente na etapa de transcrigdo, sendo que o amido e a maltose

induzem o processo.

Atualmente, o maior interesse na elucidagdo dos mecanismos de regulagdo génica
reside na possibilidade de se utilizarem espécies dos géneros Aspergillus e Trichoderma
como veiculos de expressio de proteinas heterdlogas, provenientes de eucariontes
superiores. A produgio de proteinas homologas e heterologas € economicamente
interessante para a industria de alimentos, bem como para a industria farmacéutica, uma vez
que os fungos filamentosos sdo capazes de secretar uma grande variedade de proteinas e
enzimas, estas Ultimas responsaveis pela degradagdo de uma ampla variedade de substratos
organicos. Além disso, os fungos filamentosos podem ser facilmente separados do meio de

cultura por filtragdo.

Os conhecimentos adquiridos por meio da genética classica e da bioquimica do
metabolismo destes microrganismos resultaram em um grande volume de informagdes, o
que possibilitou a classificagio como GRAS (generally regarded as safe) pelo FDA (Food
and Drug Administration, 6rgdo governamental dos Estados Unidos) para alguns dos
produtos elaborados por fungos filamentosos. Todos estes fatores, aliados, mais
recentemente, ao desenvolvimento de técnicas de biologia molecular tém aberto novas

perspectivas na produgio de proteinas homologas e heterologas.

As linhagens utilizadas no nosso laboratorio sdo mutantes derivados da linhagem
10v10 de A. niger, usada para produgdo industrial de acido citrico, especialmente mutantes

para produgdo da enzima glicoamilase, que apresentam aumento (mutantes hgp) ou reducéo
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(mutantes lgp) da fracdo extracelular da enzima. Alguns mutantes apresentam,
paralelamente, diminuigdo da capacidade de crescimento em meio contendo amido como
Unica fonte de carbono. Estes mutantes de Aspergillus niger foram objeto de estudo do

grupo de trabalho do Prof. Dr. Renato Bonatelli Jr. por muitos anos.

Os resultados obtidos anteriormente pelo mencionado grupo de trabalho sugerem
algumas hipoteses quanto a diminuigdo da atividade extracelular da enzima, verificada para
as linhagens Igp. A primeira delas diz respeito a possibilidade de ocorréncia de mutagao(des)
que induziria(m) a diminuigdo da capacidade de secreg@o da enzima e, portanto, as linhagens
seriam mutantes de secre¢dao. A segunda hipOtese considera a possibilidade de mutantes de
produgdo, ou seja, com mutacido(des) que levaria(m) a redugdo na sintese da enzima, em
qualquer uma das etapas envolvidas no processo. A terceira hipotese a ser considerada ¢ a
ocorréncia de mutagio na propria enzima, ou seja, na sua sequéncia de aminoacidos, sem

que a produc¢do e secregdo da mesma esteja afetada nos mutantes Igp.

O presente trabalho teve como objetivos a caracterizaggo fisiologica da produgéo da
da fragdo extracelular, intracelular e ligada ao micélio da enzima glicoamilase através dos
parametros

e atividade enzimatica

e teor de proteina

¢ atividade especifica

e peso seco do micélio e

e atividade enzimatica/peso seco do micélio,
bem como a caracterizagio molecular de cinco diferentes mutantes de baixa produgdo da
enzima por meio de

¢ transformacdo das linhagens com o gene glaA homdlogo e avaliagao da insergao

deste gene sobre a atividade enzimatica

o cletroforese de proteinas presentes no caldo proveniente de fermentagdo em meio

de cultura indutor e ndo-indutor

e perfil de restri¢do do gene glaA para diversas enzimas
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e “Southern blotting” e
e “Northern blotting”, utilizando-se RNA extraido de micélio crescido em meio

indutor e ndo-indutor da glicoamilase.

(%]



Revisdo bibliografica

2. Revisao bibliografica

2.1. O fungo Aspergillus niger

O fungo filamentoso Aspergillus niger é classificado como Deuteromiceto, uma vez
que ndo apresenta ou ainda ndo teve o seu ciclo sexual descrito. A alternativa de
recombinag¢do genetica nesta classe de microrganismos € o ciclo parassexual, inicialmente
descrito por PONTECORVO & ROPER (1952) em Aspergillus nidulans. Um ano depois,
PONTECORVO et al. (1953a) descreveram este ciclo em A. niger, tendo sido relatado até
hoje em diversas outras espécies (AZEVEDO, 1976; CATEN, 1981; RIBA &
RAVELOJOANA, 1984; VIALTA, 1986).

O interesse por este fungo, se deve a sua capacidade de produgio e secregio de
acidos organicos, metabolitos secundarios e diversas enzimas, entre outras, glicoamilase
(SMITH & PATEMAN, 1977, BERRY et al, 1977, BARBESGAARD, 1977; van
BRUNT, 1986), além da capacidade de degradagio de compostos complexos
(SHAILUBHAI et al., 1984). Métodos classicos de mutagénese e sele¢do levaram ao
melhoramento de inimeras linhagens. A partir dos anos 80 iniciou-se o desenvolvimento e a
aplicag@o de técnicas genéticas moleculares em fungos filamentosos, tais como Neurospora
crassa (PAIETTA & MARZLUF, 1985, VOLLMER & YANOVSKY,1986) e 4. nidulans
(YELTON et al, 1984; WERNARS et al., 1985; MILLER et al., 1985) que, como
consequiéncia, possibilitaram a introdugdo de melhorias e adaptagio da performance de

linhagens industriais.

2.2. A enzima glicoamilase

A enzima glicoamilase (1,4-o-D-glucan glucohidrolase, EC 3.2.1.3.), cuja estrutura

tridimensional foi elucidada por ALESHIN et al. (1992; 1994), HARRIS et al. (1993) e
STOFFER et al. (1995), é uma exohidrolase capaz de hidrolisar as ligagdes o-1,4 e a-1.6.



Revisio bibliografica

esta ultima com especificidade 500 vezes menor do que as ligagdes o-1,4 (HIROMI et al,
1966a,b), da molécula de amido, assim como de oligo e polissacarideos semelhantes ao
mesmo (HIROMI et al, 1983; SIERKS et al., 1989). Nesta hidrolise ocorre a liberagéo
progressiva de [-D-glicose a partir das extremidades ndo-redutoras da molécula do
substrato (DIXON & WEBB, 1962, MUNCH & TRITSCH, 1990). A importancia
econdmica desta enzima, produzida por diversas espécies de fungos filamentosos, recai em
sua utilizagdo na produgdo industrial de glicose a partir de amido (SAHA & ZEIKUS,
1989).

2.2.1. Glicoamilase de fungos filamentosos

A glicoamilase de fungos filamentosos € uma glicoproteina que ocorre em varias
formas, com peso molecular e eficiéncia de hidrolise do amido cru variaveis, de acordo com
a isoenzima e o microrganismo produtor. A. niger e Aspergillus awamori produzem
basicamente duas formas da enzima, uma, denominada G1, com peso molecular em torno de
70 kDa, e outra, denominada G2, com peso molecular em torno de 60kDa (LINEBACK et
al., 1969; SMILEY et al, 1971; BOEL et al., 1984a; NUNBERG et al, 1984
MONTENECOURT & EVELEIGH, 1985). O fungo Rhizopus apresenta trés formas
diferentes, de peso molecular 74kDa, 58,6kDa e 61,4kDa para as enzimas Glucl, Gluc2 e
Gluc3, respectivamente, como foi verificado por TAKAHASHI et al. (1978). Neste mesmo
ano, YOSHINO & HAYASHIDA (1978) verificaram que A. awamori var. kawachi produz
trés formas diferentes de glicoamilase, GAI de peso molecular de 90kDa, GAI’ de 83kDa e
GAII de 57kDa.

Do ponto de vista da sua estrutura, os estudos iniciais d¢ SVENSSON et al. (1982),
NUNBERG et al. (1984) e HAYASHIDA et al. (1988) demonstraram que as formas G1 da
glicoamilase de A. niger e GAl de A. awamori e A. awamori var. kawachi apresentam o sitio
de ligagio ao substrato na extremidade carboxilica, enquanto que na forma Glucl da
glicoamilase de Rhizopus, localiza-se na extremidade amina da molécula (TAKAHASHI et

al., 1985). Comparando a seqiiéncia de aminoacidos de G1 e Glucl, TANAKA et al. (1986)
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verificaram que, além dos sitios de ligagdo estarem em extremidades opostas, ndo ha
homologia entre os mesmos, sugerindo evolu¢do molecular independente para a enzima de

A. niger e Rhizopus.

A glicoamilase (glicoamilase 1) de Aspergillus sp. apresenta 615 ou 616
aminoacidos, de acordo com a espécie produtora, sendo que a elucidagdo da estrutura
tridimensional da mesma, revelou a presenga de trés dominios diferentes (SVENSSON et
al., 1983; 1989). O dominio catalitico, localizado na extremidade amina (residuos 1-470), o
dominio de ponte (linker), apresentando-se altamente glicosilado nos residuos treonina e
serina (residuos 471-508) e o dominio de ligagdo ao amido, na extremidade carboxilica da
molécula da enzima, com aproximadamente 100 residuos de aminoacidos (SVENSSON et
, 1983; BOEL et al, 1984a; NUNBERG et al., 1984; HAYASHIDA et al., 1989a;
SHIBUYA et al.,, 1990; HATA et al., 1991). Das espécies conhecidas como produtoras de

al.

glicoamilase, incluindo amimais, plantas, bactérias e fungos, as espécies A. niger e A.
awamori foram as mais estudadas, sendo que o seqienciamento da forma G1 da enzima
mostrou que a mesma € igual em ambas as espécies citadas (SVENSSON et al., 1983;
NUNBERG et al., 1984). O dominio de ligagdo ao amido, comum a diversas enzimas
amiloliticas, como mostraram os dados obtidos para a homologia desta seqiiéncia, incluindo
Gl1, B-amilase e ciclodextrina glicosiltransferase de bactérias e fungos, ndo afeta a
capacidade catalitica da enzima frente a substratos soluveis, como maltodextrinas
(ABDULLAH et al., 1963; HIROMI et al., 1983; JESPERSEN et al., 1991). No entanto,
este dominio € importante na adsor¢io e degradagdo de granulos de amido cru
(SVENSSON et al.,, 1982; TAKAHASHI et al., 1985, HAYASHIDA et al.,, 1989a). Por
outro lado, na auséncia do dominio catalitico e da ponte, o dominio de ligagdo ao amido
mantém a sua fungdo (BELSHAW & WILLIAMSON, 1990). Estes autores produziram,
mediante proteolise seguida de purificagdo, o referido dominio da glicoamilase 1 de A.
niger, demonstrando que o peptidio resultante, corresponde aos residuos 471-616 da
extremidade C-terminal, peso molecular de 25 1kDa e aproximadamente 38% de
carboidratos (p/p). Este peptidio ndo era capaz de hidrolisar granulos de amido, porém

mantinha a sua atividade frente ao amido soluvel, apresentando, no minimo, dois sitios de
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ligagdo para polissacarideos (BELSHAW & WILLIAMSON, 1991, 1993; SIGURSKJOLD
et al., 1994a)

A mutagénese sitio-dirigida do sitio ativo possibilitou a elucidagdo da importancia de
determinados residuos de aminoacidos na atividade catalitica ou na estabilidade estrutural da
enzima glicoamilase de A. awamori (SIERKS et al., 1989, 1990; SIERKS & SVENSSON,
1993, 1994; BAKIR et al., 1993).

Comparando a seqiiéncia de aminoacidos de diversas enzimas amiloliticas
COUTINHO & REILLY (1994), assim como HENRISSAT et al. (1994), verificaram que a
posi¢do do residuo de triptofano nas posigdes 543, 563, 590 e 615, pertencentes ao
dominio de ligagdo ao amido se mostra bem conservada. Utilizando-se destas informagdes e
deletando seqiiéncias do dominio de ligagdo ao amido da glicoamilase de 4. awamori,
CHEN et al. (1995) demonstraram que os 103 restduos C-terminais da forma G1 da enzima
sdo importantes para a ligagdo ao amido, e que delegdes maiores alteram a conformagéo € a

estabilidade da proteina, comprometendo a sua ligagdo ao substrato.

SORIMACHI et al. (1996) propuseram a existéncia de dois sitios de ligagdo, em
funcdo das observagdes feitas para o dominio de ligagdo da forma G1, realizadas por meio
de espectrofotometria de ressonancia magnética nuclear (NMR). O sitio de ligagao 1
apresenta os residuos W543, K578, ’W590, E591 e N595, enquanto que o sitio de ligagdo 2
¢ formado pelos residuos T526, Y527, G528, E529, N530, D554 ¢ W563. A existéncia de
dois sitios de ligagdo ja havia sido proposta por BELSHAW & WILLIAMSON (1993) e
SIGURSKJOLD et al. (1994b), em fun¢do de estudos bioquimicos. SVENSSON et al.
(1986b), apos modificarem quimicamente os residuos W615 e W590 sugeriram que os
mesmos estariam envolvidos na ligagdo de granulos de amido. WILLIAMSON et al. (1997)
modificaram os residuos W590 e W563 da glicoamilase de 4. nmiger, que pertencem,
respectivamente, aos sitios de ligacdo 1 e 2, por meio da reagdo da polimerase em cadeia
(PCR). Os residuos mencionados foram trocados por residuos de lisina pela utilizagdo de

iniciadores (primers) mutagénicos, e resultaram em produtos protéicos secretados por A.
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niger, embora em quantidades bem inferiores a0 dominio de ligagdo ndo modificado. No
mesmo estudo concluiram também que o sitio de ligagdo 2 do dominio de ligagdo tem
afinidade notadamente maior pelo substrato do que o sitio de ligagdo 1, verificando ainda
que este ultimo se mostra compacto e exposto, sem sofrer modificagdes quando da ligagio
ao substrato. O sitio 2 apresenta area maior e sofre rearranjo tridimensional apos ligagdo ao
substrato. Estes resultados favorecem a hipotese levantada por DIJKHUIZEN et al. (in
WILLIAMSON et al., 1997), que sugere que o sitio de ligagdo 1 funciona como sitio de
reconhecimento inicial, enquanto que o sitio 2 estaria envolvido na preparacio do substrato
para a degradag@o. Desta forma, o dominio de ligagdo ndo teria apenas fungdo de ligagdo do
substrato, mas estaria também envolvido no processo catalitico. Para o residuo W615
WILLIAMSON et al. (1997) verificaram que o mesmo € importante para o dobramento
(folding) correto da proteina, sugerindo ainda que € importante para a estabilidade estrutural

do dominio de ligagio ao substrato.

Da mesma forma como ocorre com outras invertases, dois grupos carboxilicos,
Glul79 e Glu400, possuem, respectivamente, fungdo de catalisador acido e catalisador
basico no mecanismo de reacdo estudado por HIROMI et al. (1966a), SVENSSON et al.
(1990), SIERKS et al. (1990), HARRIS et al. (1993) e FRANDSEN et al. (1994). O
catalisador acido intervém na protonagio do oxigénio glicosidico da ligagdo fraca, enquanto
que o catalisador basico é responsavel pela ativagio da agua para o ataque nucleofilico no

carbono C-1.

Estudando o mecanismo de ligagdo da glicoamilase ao substrato, CHRISTENSEN et
al. (1996), verificaram que o residuo Glul80 esta relacionado com a estabilidade e ligagdo
ao substrato ou inibidores da glicoamilase pela formagdo de pontes de hidrogénio, assim
como os residuos Leul77 e Trpl178. O residuo Glul79, no entanto, ¢ responsavel pela
doagdo de hidrogénio para o oxigénio glicosidico da ligagdo fraca. Os mesmos autores
verificaram que o residuo Asp176 € importante na eficiéncia catalitica e no na ligagdo com

o substrato.
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Analisando a glicosilagdo dos residuos de aminoacidos presentes no dominio de
ligagdo ao amido da glicoamilase de A. niger, GUNNARSON et al. (1984) verificaram que
apenas trés residuos, Thr510, Thr511 e Thr513, sdo glicosilados predominantemente com
manose. JACKS et al. (1995) concluiram, apos estudos feitos por NMR (ressonancia

magnética nuclear), que o residuo Thr 511 € o mais glicosilado dos trés.

Estudando a importancia do residuo GIu400 do sitio catalitico basico por meio da
troca deste residuo por glutamina, FRANDSEN et al. (1994) notaram que o mesma afeta

tanto a ligagao ao substrato quanto a estabilizagdo do complexo de transigio.

Do ponto de vista evolutivo, ITOH et al. (1987) analisando glicoamilases proximas,
observaram que as mesmas apresentam seis regides altamente conservadas. A substitui¢do
de um unico aminoacido situado em uma de cinco regides conservadas permitiu a analise
detalhada, com auxilio de raios-X, da fun¢do destes aminoacidos em relag@o as propriedades

enzimaticas e a termoestabilidade.

A enzima glicoamilase, como outras glicosilases, é inibida por analogos de agucar
que apresentam um atomo de nitrogénio adjacente a C-1 (SVENSSON & SIERKS, 1992;
SIGURSKJOLD et al., 1994a). Os estudos com inibidores da atividade enzimatica da
glicoamilase de A. niger tem levado a elucidagdo da importancia de alguns residuos de

aminoacidos da mesma.

BERLAND et al. (1995) estudaram os mutantes listados a seguir:

*Trp120 — Phe (SIERKS et al., 1989)

eAspl76 — Asn e Glul80 — Gln (SIERKS et al., 1990)

eTyrd8 — Trp (FRANDSEN et al., 1994)

eSer119 — Tyr (SIERKS & SVENSSON, 1994)

eAsnl71 — Ser; GIn172 — Asn; Thr173 — Gly; Gly174 — Cys e Tyr175 — Phe
(STOFFER et al.,, in: BERLAND et al., 1995)

eSer 185 — His (STOFFER et al,, in: BERLAND et al., 1995)
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*Arg54 — Lys; Arg54 — Leu; Arg305 — Lys; Asp 309 — Glu e Trp317 — Phe
(FRANDSEN et al., 1995)

eTrp52 — Phe (CHRISTENSEN, in: BERLAND et al., 1995)

*Tyr50 — Phe (FRANDSEN, in: BERLAND et al , 1995)

Estas formas mutantes da glicoamilase foram estudadas do ponto de vista da ligagio
destas com dois inibidores especificos da enzima, a acarbose (anilogo do tipo
pseudotetrassacarideo, que apresenta na extremidade ndo redutora um pseudoagucar, com
uma dupla ligagdo e um atomo de nitrogénio no lugar do atomo de oxigénio glicosidico), um
inibidor potente (TRUSCHEIT et al., 1981) e a 1-deoxinojirimicina (analogo da glicose, que
apresenta um atomo de nitrogénio no lugar do oxigénio endociclico, além de ser
deoxigenado no centro anomérico). As glicoamilases mutantes selecionadas para este
estudo, apresentam mutagSes que envolvem apenas um aminoacido situado préximo ao sitio
ativo da enzima, e que determinam para cada uma delas a afinidade por cada um dos
inibidores citados. BERLAND et al. (1995) verificaram que todas as glicoamilases mutadas
continuavam ligando 1-deoxinojirimicina especificamente e todas ligavam acarbose, embora
apresentassem variagdes acentuadas na afinidade pelos analogos de aglcares, bem como na

entalpia e na entropia de ligagdo destes analogos.

2.3. Regulacio da sintese de glicoamilase em Aspergillus niger

Quanto ao mecanismo que origina as diversas formas de glicoamilase, BOEL et al.
(1984a) identificaram um unico gene que codifica a glicoamilase de 4. niger, sendo que o
mesmo apresenta 5 introns. O menor destes, de 169 pares de bases, aparentemente esta
envolvido com o processamento diferencial do mRNA, uma vez que um mesmo gene da
origem as duas formas de glicoamilase (Gle G2). Portanto, na G1, esta seqiiéncia funciona
como exon, e na G2 como intron. Retirando-se este intron, altera-se o quadro de leitura, o
que segundo BOEL et al. (1984b), ndo leva apenas a uma enzima de peso molecular menor,

mas com a extremidade carboxilica modificada. Segundo SVENSSON et al. (1986b) e
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HAYASHIDA et al. (1989a,b), a forma GII surge por reagdo proteolitica limitada a partir
da forma GI, demonstrando auséncia do dominio de ligagdo ao amido e, em alguns casos,
também da totalidade ou parte do dominio de ligagdo. BOEL et al. (1984b) ndo excluem a
hipotese de SVENSSON et al. (1986a,b) e HAYASHIDA et al. (1989a,b) como possivel
mecanismo adicional para o surgimento das duas formas enzimaticas. Para os fungos
Rhizopus oryzae e A. awamori var. kawachi, ASHIKARI et al. (1986) e YOSHINO &
HAYASHIDA (1978) e HAYASHIDA et al. (1988), respectivamente, também sugeriram

mecanismos pos-traducionais para a origem de diferentes formas de glicoamilase.

NUNBERG et al. (1984) identificaram um unico gene estrutural para glicoamilase
em A. awamori, que apresenta a mesma seqiéncia de aminoacidos € 0s mesmos introns
encontrados para A. niger, o que ¢ uma forte evidéncia para o fato destes dois fungos
apresentarem o0 mesmo mecanismo dando origem as duas formas enzimaticas. Esta tese ¢
refor¢ada pela identidade imunologica verificada por MONTENECOURT & EVELEIGH
(1985).

Baseando-se na homologia de sequéncias consenso, BOEL et al. (1984b) sugeriram
a existéncia de dois mecanismos distintos para o processamento do gene da glicoamilase em
A. niger. O primeiro deles, comum em genes de leveduras, € o auto-processamento
(LANGFORD & GALLWITZ, 1983; PIKIELNY et al., 1983) e o segundo, € 0 mecanismo
encontrado em células de eucariontes superiores (ROGERS & WALL, 1980).

BOEL et al. (1984a) verificaram que o mRNA da forma G1 da glicoamilase de A.
niger apresenta 1920 nucleotidios, comegando com o codon de iniciagdo ATG e terminando
com o codon TGA. A forma Gl € sintetizada como precursor, de 640 residuos de
aminoacidos, com um peptidio sinal de 18 residuos e um propeptidio de 6 residuos, de
forma que a enzima madura apresenta 616 residuos. Dando seqiiéncia a este estudo, BOEL
et al. (1984b) encontraram dois inicios de transcri¢do no gene da glicoamilase de 4. niger,
situados 46 e 70 pares de bases acima do cddon de iniciagdo (ATG). Na posi¢do -35 e -100

pares de bases foram encontrados 0 TATA box e o0 CATA box, respectivamente.

11



Revisio bibliografica

A regulagdo da sintese de glicoamilase em fungos filamentosos provavelmente
envolve outras enzimas amiloliticas € € um processo complexo. BARTON et al. (1972)
sugeriram que uma outra enzima teria que ser responsavel pelo inicio da degradagio de
amido, gerando moléculas de indutores para a enzima glicoamilase. Esta enzima poderia ser
a a-amilase, que, agindo sobre o amido, produz glicose, maltose e dextrinas, estas sim
consideradas indutores da glicoamilase (FOGARTY & KELLY, 1977). FOWLER et al
(1990) notaram que em A. niger a xilose atua como repressor catabélico transcricional, e a
sua acgdo repressora ¢ revertida pela presenga de glicose ou maltose no meio de cultura. O
amido ndo € capaz de reverter a repressdo exercida pela xilose, demonstrando que o mesmo
ndo € o sinal que desencadeia a sintese de glicoamilase. Desta forma, a xilose agiria como

repressor catabolico desta 2* enzima e nio diretamente da glicoamilase.

EL-GOGARY et al. (1989) demonstraram que em Trichoderma reesei opera um
sistema de degradacdo de celulase semelhante ao descrito. Neste caso, niveis constitutivos
baixos de atividade celuldsica atuam sobre a celulase, ocorrendo a liberacdo de moléculas

pequenas capazes de penetrar na célula e induzir todo o sistema.

O estudo da regulacdo de enzimas amiloliticas em outros fungos permite estabelecer

analogias com 4. niger.

WIRSEL et al. (1989) verificaram que Aspergillus oryzae apresenta trés copias do
gene da oi-amilase, também chamada taka-amilase A, e sugeriram que a regulacdo da sintese
da enzima envolve a indugio e repressdo catabélica. Segundo ERRAT et al. (1984) e TADA
et al. (1991), a indugdo ocorre na transcrigdo, uma vez que se verificaram elevadas
concentragdes da enzima no meio de cultivo transcorridas 20 horas de fermentagio (ERRAT

et al., 1984).

KORMAN et al. (1990) notaram em A. awamori a presenga de duas copias do gene
da o-amilase, sendo que BHELLA & ALTOSAAR (1987) tinham proposto que a regulagéo

ocorre pela repressdo catabolica traducional, e ndo pela indugdo. Isto significa que, para que

12
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ocorra a tradugdo da enzima ndo ha necessidade da presenga de um indutor, bastando
apenas a auséncia do repressor catabolico. Neste mesmo fungo, BHELLA & ALTOSAAR
(1988) verificaram que a enzima glicoamilase sofre repressdo catabolica por AMPciclico,
enquanto que NUNBERG et al. (1984) demonstraram que a regula¢do da indugio se d& na

etapa de transcrigao.

Diferente do que ocorre em 4. awamori, GHOSH et al. (1990) notaram que em
Aspergillus terreus a sintese de glicoamilase sofre indug¢@o e repressdo catabolica, sendo que
a presenca de o-amilase foi demonstrada nos estagios iniciais da fermenta¢do, mesmo com
elevadas concentragdes de glicose, sugerindo aos autores que a o-amilase n3o sofre

repressio catabolica.

Existe ainda a possibilidade das enzimas extracelulares serem reguladas pés-
traducdo, ou seja, durante a sua secre¢do. JAMIESON & PALADE (1967a,b; 1968a,b);
PALADE (1975) e NOVICK et al. (1980) estudaram o processo de secre¢do em eucariontes
superiores demonstrando que o mesmo € semelhante ao processo secretorio encontrado em
leveduras. NOVICK et al. (1980) verificaram que o processo de secrecdo envolve no
minimo 23 produtos génicos, demonstrando por mutantes duplos a seqiiéncia de eventos
que ocorre. As proteinas sdo glicosiladas passo a passo na medida em que s3o transportadas

do seu sitio de secreg@o na membrana plasmatica (NOVICK et al., 1981).

2.4. Transformacao de A. niger

O interesse dos geneticistas na compreensdo dos mecanismos de regulagdo e
expressdao em fungos se deve ao fato de que, sendo microrganismos eucariontes, eles servem
de modelo de estudo para eucariontes ainda mais complexos. Outro fator importante € o
fato dos fungos permitirem a expressio de genes heterologos de eucariontes superiores, o
que em sistemas procarioticos € dificil de acontecer. Estes genes s3o introduzidos em fungos

filamentosos via vetores especialmente construidos e inseridos por meio de transformag@o.

13
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Fungos filamentosos geralmente s3o bons secretores de proteinas, o que facilita, e como
consequéncia barateia, a extracdo das mesmas do caldo de fermentag@o, outro fator

importante em fungos de interesse industrial.

Os fungos filamentosos freqiientemente oferecem diversas vias de transformagio.
Em espécies de Neurospora utilizam-se preferencialmente os macroconidios germinados,
uma vez que Os mesmos s30 predominantemente multinucleados, enquanto que os
microconidios, uninucleados, sao mais dificeis de serem obtidos. Em espécies de Aspergillus
e de Penicillium a transformagdo pode ser obtida em conidios germinados ou micélio jovem,
que pode ser crescido sobre celofane ou em meio liquido, com ou sem agitagdo

(FINCHAM, 1989).

A partir da introdu¢do e do dominio de técnicas genéticas moleculares cada vez mais
sofisticadas, tornou-se possivel provocar alteragdes direcionadas no genoma de um
microrganismo, entre elas introdug@o de um fragmento de DNA, que pode ser um gene ou
parte dele, e que mantém as suas caracteristicas de replicagdo e expressao, talvez seja uma
das mais interessantes quando se deseja o melhoramento de uma linhagem industrial. O
direcionamento que as técnicas moleculares permitem, muitas vezes as tornam superiores as

técnicas classicas (HOLT & SAUNDERS, 1985).

A primeira transforma¢do em fungos filamentosos foi conseguida por MISHRA &
TATUM (1973) em linhagem de N. crassa deficiente para inositol (in/) por meio de DNA
de linhagem selvagem (in/’) na presenga de ions calcio. Em 1979, MISHRA conseguiu
demonstrar que a transformag¢@o de in/ via DNA de um mutante com alelo in//sensibilidade a
temperatura resultava em transformantes sensiveis a temperatura, o que nido poderia ser

explicado pela reversdo espontanea.
Nessa mesma €poca foram feitos alguns avangos importantes na transformagio de
Saccharomyces cerevisiae, com a preparagdo e estabilizagdio de protoplastos

(HUTCHINSON & HARTWELL, 1967), a transformagdo dos protoplastos na presenga de
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calcio (HINNEN et al., 1978) e a construgdo de um vetor bifuncional para Escherichia
coli/Saccharomyces cerevisiae (BEGGS, 1978), que impulsionaram a transformag¢do em
fungos filamentosos. Inicialmente, os fungos utilizados foram N. crassa (MISHRA &
TATUM, 1973; CASE et al., 1979) e A. nidulans (BALLANCE et al., 1983; TILBURN et
al., 1983), baseado nos protocolos desenvolvidos para S. cerevisiae (BEGGS, 1978;
HINNEN et al, 1978), estendendo-se em seguida para uma ampla variedade de fungos

(FINCHAM, 1989).

Outro fungo filamentoso, que desperta interesse devido a eficiéncia na secregio de
proteinas € 0 A. niger, primeiramente transformado por KELLY & HYNES (1985) com um

gene heterdlogo dominante de 4. nidulans.

Devido a proximidade taxondmica entre A. nmiger e A. nidulans, as primeiras
transformagdes feitas com A4. niger foram baseadas nos protocolos elaborados para A.
nidulans, inclusive utilizando-se genes heterdlogos desta espécie. Incubando protoplastos de
A. nidulans, com dele¢do no gene estrutural para acetamidase, com plasmidio derivado do
pBR322 contendo o gene estrutural para a mencionada enzima, permitiu a TILBURN et al.
(1983) obterem 25 transformantes/ug de DNA. O aumento da freqiiéncia de transformagio,
tentada com o uso de plasmidio contendo um fragmento da seqiiéncia de DNA ribossomal
repetitivo (ribosomal repeat) de A. nidulans, ou um fragmento que provavelmente seria a
origem mitocondrial de duplicagdo do mesmo fungo, juntamente com o gene para
acetamidase, ndo foi possivel. No mesmo estudo, constataram que o plasmidio e a seqiiéncia
correspondente ao gene para acetamidase foram integrados ao genoma do mencionado
fungo. Na literatura existem inumeros trabalhos relatando a clonagem direta de varios genes
de A. nidulans por complementagio, entre eles 0 de BALLANCE & TURNER (1986), que
clonaram o gene acuD, da isocitrato liase, o de BUXTON et al. (1989), que clonaram o

gene de resisténcia ao selenato.

KELLY & HYNES (1985) utilizaram o plasmidio p3SR2, que tém inserido o gene

amdS™ de A. nidulans (TILBURN et al., 1983) para transformar uma linhagem selvagem de
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A. niger baseando-se em protocolo elaborado por TILBURN et al. (1983), o que permitiu a
obtengdo de 3 transformantes/ug de DNA. BUXTON et al. (1985) obtiveram praticamente a
mesma taxa de transformagdo, quando transformaram uma linhagem mutante de 4. niger
com o plasmidio pBB116, descrito por BERSE et al. (1983), e que apresenta o gene argB~

de A. nidulans.

Uma das tentativas feitas para aumentar a taxa de transformagio em A. niger, levou
GOOSEN et al. (1987) a usar um vetor com um gene homologo. O gene pyr4”, que codifica
a orotidina- 5’-fosfato descarboxilase de 4. niger presente no vetor pGW613, foi utilizado
para transformagdo de dois diferentes mutantes pyrA” de A. niger, elevando as taxas de

transformagdo para 30 a 50 e 8 a 10 transformantes/ug de DNA, respectivamente.

Utilizando-se do protocolo de YELTON et al. (1984), e apds construirem um vetor
que apresenta o gene de resisténcia a higromicina, /iph, PUNT et al. (1987) obtiveram 5 a 20

transformantes/pug de DNA para A. niger.

Em 1987, van HARTINGSVELDT et al. (1987) clonaram o gene para oritidina-5’-
fosfato descarboxilase no plasmidio pUC19, denominando este novo plasmidio de pAB4-1,

obtendo 40 transformantes/pg de DNA para A. niger.

KUCK et al. (1989) construiram um vetor que continha a extremidade 5> do gene
pcbC de Cephalosporium acremonium, que codifica a isopenicilina N sintetase, flanqueando
o gene hph de E. coli. O sistema se mostrou altamente eficiente, permitindo a obtencdo de
aproximadamente 10* transformantes de A. niger/ug de DNA, adotando os procedimentos
de transformag@o descritos por TILBURN et al. (1983) e van HARTINGSVELDT et al.
(1987).

Usando como marca seletiva 0 amdS e um cosmidio, contendo 4 copias do gene
glaA, VERDOES et al. (1993) construiram linhagens de A. mniger super-produtoras da

enzima glicoamilase, obtendo transformantes com até 200 copias do gene de interesse. Nos
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transformantes analisados, os autores verificaram que a integragao ocorrera em apenas um
cromossomo. Na maioria dos transformantes observaram aumento da produ¢do da enzima,
embora ndo houvesse uma proporcionalidade entre o numero de copias do gene e a
produgdo da enzima. No entanto, observaram uma correlagdo nitida entre o nivel de
produgdo da enzima e a concentragdo de mRNA especifico, o que os levou a concluir que a

producdo de glicoamilase € limitada na etapa de transcrigio.

No inicio dos anos 90, GEMS et al. (1991) construiram um vetor com o gene argB,
que codifica para ornitina carbamoil transferase de A. nidulans e uma sequéncia de
aproximadamente 6kb, denominada AMAI, com fungdo de estrutura de duplicagdo

autdnoma, o que aumentou em 250 vezes a taxa de transformagido do mencionado fungo.

O desenvolvimento de metodologia melhorada para transformagdo por
complementagdo de alelos foi descrita por VERDOES et al. (1994b) para A. niger, pelo uso
de um vetor de duplicagio auténomo, pAB4-ARpl. Este vetor fora anteriormente
construido pela introdugdo da sequiéncia AMAI, envolvida na duplicagdo auténoma, em um
vetor integrativo pyrG, denominado pAB4-1. A utilizagdo deste vetor permitiu 0 aumento
em torno de 10000 vezes na frequéncia de transforma¢io, quando comparado com a
freqiiéncia obtida para o plasmidio pAB4-1, o mesmo acontecendo na cotransformagido. No

entanto, os transformantes pAB4-ARpl se mostraram instaveis na mitose.

Avaliando a possibilidade de melhorar o desempenho de linhagens de A. niger na
produgdo de glicoamilase, VERDOES et al. (1994a) introduziram copias adicionais do gene
glaA por recombinag@o genética ou retransformagdo. Os resultados mostraram nitidamente
que a integragdo do gene nos transformantes ocorrera em apenas um grupo de ligacdo,
sendo que a produgdo de glicoamilase por estas linhagens era dependente do sitio de
integragdo do gene. A, introdugio de copias adicionais do gene para glicoamilase por
recombinagdo genética ndo elevou a producdo da enzima quando comparada com as
linhagens parentais, € em alguns casos a recombinagdo acarretou a instabilidade genética,

resultando em perda freqiiente de copias de glaA. Da mesma forma a retransformacgio de
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linhagens com multiplas copias do gene ndo significou acréscimo na produgio da enzima,
verificando-se inclusive um efeito contrario, com perda parcial da atividade. A analise destes
transformantes por hibridagdo DNA-DNA (Southern) sugeriu que as cOpias dos genes
introduzidos sofrem rearranjo, explicagdo parcial dos resultados encontrados para a
atividade enzimatica. Analise mais detalhadas de um dos transformantes evidenciou que a

super-produ¢o da enzima também era limitada pela concentragdo de proteinas reguladoras.

Em fungos filamentosos, o0 DNA exogeno geralmente € integrado ao genoma ou
entdo, raramente, se mantém de forma autonoma, com duplicagdo independente do DNA
cromossomal, como acontece em bactérias. Para esta segunda possibilidade existem alguns
trabalhos publicados, que relatam a ocorréncia deste mecanismo em Podospora anserina e
N. crassa (TUDZYNSKY et al., 1980; STOHL & LAMBOWITZ, 1983), além de algumas
espécies de Aspergillus (GEMS et al.,, 1991). A integragdo pode ocorrer em sitios
homélogos ou heterélogos. Por analogia com os mecanismos encontrados em leveduras
(HINNEN et al., 1978), podem ser considerados trés tipos diferentes de mecanismos

envolvidos na integracdo de DNA exdgeno nos fungos filamentosos, descritos a seguir:

Tipol : a integragdo em um locus homoélogo por meio de recombinagdo simples,
sendo que a ocorréncia de cdpias multiplas € resultado de recombinagdo antes ou depois da
integracio.

TipoII : integragdo em sitios de homologia fraca ao acaso, por meio de
recombina¢do simples, sendo que as recombinagles dentro de um gene podem levar a
inativagao do mesmo.

Tipo III : integrag@o no locus homodlogo mediante dupla recombinagdo que leva a

conversdo génica. As seqiiéncias bacterianas nio sdo detectaveis neste tipo de integragio.

A transformagdo de um mutante pyrG de A. nidulans com o gene pyr4 de N. crassa,
que codifica para a orotidina-5’-fosfato descarboxilase, mostrou a BALLANCE &
TURNER (1985) que a mesma ocorreu por integragdo cromossomal, apesar da reduzida

homologia entre os dois genes envolvidos.
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MILLER et al. (1985), trabalhando com A. nidulans, fizeram trés séries de
experimentos com o intuito de verificar a possivel substituicdo de regides homodlogas do
DNA deste fungo por meio de transformagdo. No primeiro introduziram um fragmento
linear de DNA contendo o alelo heteromorfico #pC™ para transformar uma linhagem #rpC”
em trpC’, e verificaram que neste caso o alelo heteromorfico tinha substituido o alelo 7pC”
na minoria dos transformantes obtidos. No segundo experimento, um gene #rpC  deste
fungo foi inserido no gene arg’, sendo que um fragmento linear de DNA, contendo o alelo
argB resultante foi usado para transformar uma linhagem trpC argB™ para rrpC”, verificando
que neste caso aproximadamente 30% dos transformantes era simultaneamente argB’. O
alelo argB tinha substituido o alelo selvagem na maioria destas linhagens. No ultimo
experimento, os autores modificaram o gene SpoC1 C1-C do mesmo fungo por remogéo de
um fragmento interno e introduziram o mesmo numa linhagem #pC’ via transforma¢do com
um plasmidio. Um transformante, que apresentava uma duplica¢do tandem da regido C1-C
separado por fragmento de plasmidio, foi auto-fertilizado, selecionando-se progénie 7rpC’.
Todos tinham perdido as sequiéncias plasmidiais e aproximadamente metade deles tinham
retido o gene C1-C modificado e perdido a copia selvagem. Isto demonstrou que é possivel
substituir DNA cromossomal por fragmentos de DNA clonados e modificados in vitro,

utilizando procedimentos de uma ou duas etapas.

Em 1986, DURRENS et al., conseguiram demonstrar em 4. nidulans, por utilizagao
de técnicas genéticas tradicionais aliadas a analise de hibridizagio DNA-DNA (Southern),
que dois dos quatro transformantes para o gene prn, responsavel pelo catabolismo de
prolina, apresentavam multiplas cdpias do plasmidio inseridas em grupos de ligagdo que nio
o VII, que apresenta o cluster para prn. Nos outros dois transformantes obtidos, os autores
concluiram que, a integragdo do plasmidio teria ocorrido de forma homodloga, sendo que o
fenotipo destes transformantes se mostrou de acordo com a presenga de nimero aumentado
de copias e conseqiente aumento na expressdo do gene. A manipulagdo genética destes
transformantes, por meio do ciclo sexual ou parassexual, mostrou aos autores que os
processos de recombinagdo ocorridos durante e possivelmente apds a integragdo do DNA

transformante podem levar a lesdes mutagénicas, principalmente dele¢des.
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WERNARS et al. (1987) notaram que, transformando linhagens de A. nidulans
deletado para amdS320 com um vetor contendo o gene selvagem juntamente com uma
seqiiéncia de DNA, os transformantes amdS+ eram cotransformados com elevada
freqiiéncia. A cotransforma¢do de um mutante duplo, amdS320; #pC801, mostrou que a
freqiiéncia de cotransformagdo dependia tanto da relagdo molar entre os dois vetores, como

da concentrag@o de vetor cotransformante.

Em Podospora anserina, COPPIN-RAYNAL et al. (1989) desenvolveram um
método que permitiu a eles a substituigdo de uma seqiiéncia de DNA por meio de
transformagdo em duas etapas. A inser¢do homodloga do DNA ¢ atingida por meio da
utilizagdo de cosmidios, determinada por hibridagdo DNA-DNA mostrando que ocorrera
duplicagdo da seqiiéncia separada pelo vetor. Este arranjo se mostrou instavel em
cruzamentos, devido a freqiiente excisdo do vetor junto com o marcador seletivo e uma
copia da seqi€ncia duplicada, a residente ou introduzida. A distingdo das duas seqiiéncias
duplicadas € feita em fungdo de RFLP. Neste fungo a duplicagio é “tratada” de forma

diferente do que ocorre em N. crassa ou Ascobolus immersus.

A transformagdo para linhagens de Metarhizium anisopliae, resistentes ao benomil,
foi objetivo de GOETTEL et al. (1990), que utilizaram o plasmidio pPBENA3, que apresenta
o alelo benA3 de A. midulans. A hibridagio DNA-DNA indicou que houve integragio por
recombinagdo ndo-homologa em diversos sitios do genoma do fungo entomopatogénico.
Por outro lado, ndo havia evidéncias para a duplicagdo autdnoma do plasmidio nos
transformantes. A concentragdo de benomil suportada pelos transformantes era 10 vezes
superior a linhagem selvagem, sendo que 0os mesmos se mostraram estaveis em meio seletivo

e nao seletivo.

Trabalhando com o fungo fitopatogénico Botrytis cinerea, HAMADA et al. (1994)
transformaram o mesmo, via protoplastos, com o plasmidio pAN7-1 que carrega o gene que
codifica para higromicina fosfotransferase (4ph), e que confere resisténcia a higromicina B

abaixo de um promotor de 4. nidulans. A analise molecular dos transformantes mostrou que
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a integracao do plasmidio ocorreu em dois sitios diferentes do genoma de B. cinerea, por
recombinagdo nao-homologa, sendo que os transformantes expressavam a enzima de
interesse dos autores. Os transformantes obtidos se mostraram estaveis mesmo apds varias

sub-culturas em meio ndo seletivo.

KELLY et al. (1994) transformaram o fungo Zalerion arboricola com DNA
heterdlogo de E. coli, de forma a obter transformantes resistentes a higromicina. Os
transformantes diferiam quanto ao numero de copias do plasmidio integrado e ao sitio de
integracdo. A adi¢do de uma sequéncia de duplicagdo autdnoma de 4. nidulans (AMAL1) ao
plasmidio utilizado na transformag¢io, aumentou a freqiiéncia de transformacgido, mas ao
mesmo tempo levou a mator numero de transformantes abortivos. No entanto, os autores
ndo acreditaram que a seqiéncia AMAI] possa ser responsabilizada pela duplica¢do do

plasmidio em Z.arboricola.

A técnica da eletroforese CHEF em gel permitiu a XUEI & SKATRUD (1994)
verificarem que na transformagdo de linhagens OC-1 de A. nidulans via protoplastos, o
DNA transformante provocou alteragdes cariotipicas em todos os transformantes obtidos
por comparagdo do mesmo antes e depois da transformagdo. As alteragdes cariotipicas
observadas incluem perda cromossomal, modificagdes radicais de tamanho e aparecimento
de cromossomos maiores, embora todas estas alteragdes moleculares do caridtipo se

mostraram estaveis.

Uma inovagao na transformag@o de fungos foi a utilizagdo de RNA no lugar de DNA
como agente transformante, técnica esta denominada de retrotransformagio por ZUCCHI
et al. (1989), que utilizaram RNA total de uma linhagem selvagem de Aspergillus nidulans
para corrigir alteragdes genéticas, via protoplastos de uma outra linhagem da mesma
espécie (ribo, paba, bio, w, Acr). Os resultados obtidos demonstram que, de fato, ocorreu
transformagao genética, uma vez que este fendGmeno era inibido na presenga de ribonuclease
pancreatica. Os autores propuseram o termo retrotransformagéo depois de verificar que o

RNA introduzido na célula receptora restaurava as informagdes genéticas selvagens.
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Uma técnica introduzida no final dos anos 80 € a eletroporagdo, método utilizado
por GOLDMAN et al. (1990) para transformar 7richoderma harzianum com o gene que
codifica para higromicina B fosfotransferase como marca de selegdo, mais o promotor gpd e
o termunador #rpC de 4. nidulans. A freqiéncia de transformagdo obtida foi de até 400
transformantes/pug de DNA, sendo que os transformantes obtidos eram estaveis fenotipica e

mitoticamente.

No intuito de estabelecer uma metodologia simplificada para transformar fungos
filamentosos, OZEKI et al. (1994), transformaram conidios intactos em germinagio, com a
vantagem de diminuir o tempo de aparecimento dos transformantes quando comparado com
transformantes obtidos via protoplastos. Em relagdo a frequéncia de transformagdo os
autores verificaram que sem tratamento prévio dos conidios, a freqiiéncia obtida foi de 1,2
colonias/ug de vetor integrativo e 100 colonias/ug de plasmidio, enquanto que o pré-
tratamento com enzimas liticas favorecia a frequéncia de transformagdo, permitindo a
obtengdo de numero de transformantes duas vezes maior. Na analise dos transformantes os
autores verificaram que ocorrera integragdo homologa e ndo-homéloga do vetor de
integragdo no genoma do fungo, da mesma foram como ocorre em protoplastos. No
entanto, o plasmidio fora mantido predominantemente na forma livre com integragio minima
no cromossomo, quando da utilizagdo de eletroporagdo ou do método convencional de

transformacao.

O bombardeamento através de técnicas de biobalistica de conidios intactos de A.
nidulans, auxotréfico para arginina, com microprojéteis, permitiu a FUNGARO et al.
(1995), pela primeira vez, a obtencdo de transformagio em conidios via este processo, com

produgdo de 81 transformantes/pug de DNA.

SAHA & DAS (1995) lograram transformar mutantes Jys- de Aspergillus ochraceus,
mantidos em condigdes de restrigdo de nutrientes durante 15 dias, pela exposicdo ao DNA

da linhagem selvagem. Segundo os autores, a capacidade transformante do DNA doador
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dependia da temperatura e da variagdo de pH, além do periodo de restrigdo e da

concentragao do mesmo.

ALEKSENKO et al. (1995) submeteram uma linhagem selvagem de Penicillium
canescens a mutagénese de forma a obter 150 mutantes resistentes a clorato e classificados
de acordo com a capacidade de utilizagdo de diferentes fontes de nitrogénio. Os mutantes
presumidamente deficientes para nitrato reductase foram transformadas por eles com o gene
correspondente de 4. niger. Os autores levantaram a hipdtese da ocorréncia de integragdo
ndo-homodloga do vetor no cromossomo. A cotransformag@o com o elemento replicador
AMAI1 de A. nidulans permitiu aos autores incrementar a freqiéncia de transformag@o em

2000 vezes, e resultou na manutengdo auténoma do vetor.

GARCIA-PEDRAJAS & RONCERO (1996) desenvolveram metodologia para a
transformagdo altamente eficiente de Fusarium oxysporum, baseado na complementagio de
um mutante para nitrato redutase com o gene homologo nifl na presenga de seqiiéncias

ARS e teloméricas, o que permitiu a obten¢8o de 5600 transformantes/ug de DNA.

2.5. Produ¢io de metabolitos de interesse industrial

Glicoamilases sdo extensivamente utilizadas na industria para a produgdo de xarope
de glicose e frutose a partir de amido, bem como na produgio de bebidas alcoolicas (SAHA
& ZEIKUS, 1989). E por este motivo que a enzima tem sido alvo de inimeros trabalhos

para estabelecer as condigdes fisiologicas mais favoraveis para a sua produgao.

BARTON et al. (1972) verificaram que A. niger produz baixas concentragdes de
glicoamilase quando utilizaram meio de cultura contendo sorbitol como fonte de carbono, e
a substitui¢do desta por glicose, maltose ou amido levava a maior atividade enzimatica. As
formas G1 e G2 da enzima eram produzidas em meio contendo extrato de levedura,

enquanto que em meio com cloreto de amdnia como fonte de nitrogénio resultava na sintese

2
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apenas da forma G1. A indugdo da glicoamilase por maltose independia da concentragio de
sulfato, porém mostrava dependéncia do pH baixo, em torno de 2, diminuindo com o

aumento do pH e auséncia de fontes de carbono utilizaveis.

ALAZARD & RAIMBAULT (1981) observaram que a produgdo de enzimas
amiloliticas por A. niger era 1,5 vezes maior em meio solido quando comparado ao meio

liquido.

LEWIS & SINKAR (1981) verificaram que a concentragdo maxima de enzima
produzida por 4. niger dependia do ajuste inicial do pH do meio em 3,0-5,0, e a temperatura
Otima em condigdes estacionarias se encontrava na faixa de 26-28°C, embora em
temperaturas mais elevadas a biomassa era maior e o crescimento hifal acelerado. A
quantidade otima de glicose e peptona no meio se encontrava em 2 e 3%, respectivamente, €

a produgdo de glicoamilase era maximizada pela presenga de elementos trago.

Mais recentemente, ELEGADO & FUJIO (1993) utilizaram para produgéo
otimizada de glicoamilase de A. niger meio de cultura semi-sélido consistindo de 20% de
farelo de trigo, 2% de amido de milho, suplementado com extrato de carne, extrato de

levedura e peptona.

SOCCOL et al. (1994a), estudando a produgdo de glicoamilase por trés linhagens de
Rhizopus spp verificaram que a produgéo de enzima era favorecida em fermentacio feita em
meio semi-solido em comparagd@o com meio liquido. Notaram também que a produtividade
para glicoamilase era maior em meio com mandioca cozida em meio semi-solido, exceto
para uma das linhagens, R. oryzae 28627, que produzia methor em meio semi-solido com

mandioca crua.

Nesse mesmo ano, SOCCOL et al. (1994b), ampliando o nimero das linhagens de
Rhizopus spp estudadas para dezenove, observaram que todas as linhagens apresentavam

produgdo ligeiramente maior de glicoamilase quando cultivadas em meio com mandioca
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crua. A linhagem Rhizopus delemar ATCC 34612 ainda foi submetida a estudos
aprofundados da produgéo de glicoamilase em condi¢des variaveis de temperatura, tamanho
do inéculo e umidade do meio de cultura. As condigdes mais favoraveis se verificaram para
temperaturas de 35°C, umidade entre 50 e 52% e in6culo de 2x10" esporangios/g de peso

seco de meio de cultura.

No mesmo ano, PANDEY et al. (1994a) notaram que a atividade de agua inicial
igual a 0,936 no meio de cultura semi-solido favorecia o crescimento micelial e a atividade
de glicoamilase em relagdo a A. nmiger, confirmando os achados de GERVAIS (1990),

quanto a importancia deste pardmetro na produgdo de metabolitos.

Ainda em 1994, PANDEY et al. (1994b), ensaiaram diversas fontes de nitrogénio,
organicas e inorginicas, na produgéo de glicoamilase de 4. niger em meio semi-solido de
farelo de arroz. Entre os sais de amonio utilizados, o sulfato mostrou ser 0 mais benéfico,
quando comparado com fosfato e nitrato. Em relagdo a fonte de nitrogénio orgéanico e a
produgdo de glicoamilase, peptona e corn steep liquor apresentaram resultados iguais.
SCHRICKX et al. (1995) notaram que em condigdes de cultura continua, utilizando as
linhagens A. niger N402 e uma linhagem transformante da mesma espécie, € de elevada
produgdo de glicoamilase, a produtividade da enzima era maior na presenga de sulfato de
amonio, enquanto que na auséncia do sal a fonte de nitrogénio passava a ser o proprio
micélio. Em relagdo a biomassa, na presen¢a do mencionado sal, a morfologia das hifas tinha

aspecto caracteristico, ocorrendo modificagio das mesmas em sua auséncia.

Comparando o efeito do pH no meio de cultura relacionado com o tipo de
fermentagdo para producdo de glicoamilase por 4. awamori NRRL3112, KILIKIAN (1995)
notou que, no processo descontinuo, a produgdo da enzima € 58% maior em pH 5,0 quando
comparado com pH 4,0. Por outro lado, quando em processo continuo a influéncia do pH
deixava de se notar. A analise da taxa especifica de produgdo da enzima, e o fato da
concentragdo de glicose seguir padrdes totalmente diferentes nos dois tipos de processos de

fermentacdo, levou o autor a concluir que, além de cada tipo de processo apresentar pH
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6timo para produgdo de glicoamilase, 0 microrganismo apresenta sensibilidade maior ao

efeito repressor da glicose em pH 4,0 quando comparado com pH 5,0.

FUJIO & MORITA (1996), trabalhando com Rhizopus sp. A-11, estudaram o efeito
de diversos metais na produgdo de glicoamilase em meio liquido com amido de mandioca, e
em meio semi-solido de farelo de trigo e amido de mandioca. Os resultados obtidos por eles
apontam produgdo 4,6 vezes maior de enzima em meio liquido na presenga de zinco,

magneésio e ferro.

MACEDO et al. (1997) compararam o desempenho do processo descontinuo
tradicional em relagdo ao processo descontinuo com pulsos de amido, proveniente de
mandioca, na sintese de glicoamilase por 4. awamori NRRL 3112, em meio de cultura a
base de farinha de mandioca. Neste estudo, os autores notaram, que ndo ha diferenga entre

os dois tipos de processo em relagdo a produtividade da enzima.

2.6. Instabilidade genética

Em microrganismos de interesse industrial, que freqiientemente sdo obtidos mediante
tratamento com agentes mutagénicos fisicos e quimicos, a instabilidade tem sido descrita em
diversos trabalhos. A instabilidade destes microrganismos pode ser dividida em dois tipos. O
primeiro tipo se refere as flutuagdes de produgdo de um determinado metabolito que se
observam para uma mesma linhagem quando submetida & fermentagdo. Uma possivel
explicagdo poderia estar nas minimas diferengas na composigdo quimica do meio de cultura
utilizado, bem como nas diferengas nas condi¢es fisicas da fermentagao, incluindo-se aqui o
pH do meio, a temperatura de incubagio, maior ou menor concentragdo de susbstincias

contaminantes, e que podem influenciar o metabolismo do microrganismo.

Este fendmeno tém sido descrito na literatura nos trabalhos de GARDNER et al.

(1956) para o fungo 4. niger ¢ MERRICK (1975) para A. nidulans. AZEVEDO &
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BONATELLI Jr. (1982) verificaram variagdo acentuada na produgdo de acido citrico

utilizando a linhagem 10v10 de 4. niger.

O segundo tipo de instabilidade esta relacionada com o aparecimento de derivativos
com alteragdo na producdo de um determinado metabolito, sendo que geralmente ocorre

diminui¢do acentuada da mesma. Este fendmeno vém sendo observado ha longa data.

Trabalhando com A. niger, YUILL (1952) verificou o surgimento de dois mutantes
diferentes, um dos quais apresentava taxa de crescimento e de produgio de acido citrico
diminuida. BAINBRIDGE & ROPER (1966), estudando os fatores genéticos que afetam a
morfologia de A. nidulans, observaram um processo espontineo de instabilidade. Os autores
trabalharam com um variante com col6nias “rugosas’, da progénie de cruzamentos de duas
linhagens normais. Analisando esse variante, os autores verificaram que o mesmo
apresentava duplicagdo de um segmento cromossomal, resultante de uma translocagio nao
reciproca de um segmento do cromossomo III para o VIII. Apresentava ainda instabilidade
vegetativa e setores que apresentavam taxa de crescimento e morfologia normal. Os autores
concluiram que os revertentes provavelmente tinham perdido um fragmento de tamanho
variavel do segmento cromossomal duplicado, sendo que esta perda podia ocorrer no

segmento translocado ou ndo.

NGA & ROPER (1968) estudaram a linhagem A de A. nidulans, que apresenta
duplicagdo de um segmento do cromossomo I translocado para o cromossomo II. Esta
linhagem possui marcadores para a coloragdo de conidios localizados no segmento
duplicado, além de marcas para requisitos nutricionais, fazendo dela uma linhagem
apropriada para estudos genéticos. Os autores verificaram que a mencionada linhagem pode

dar origem aos seguintes tipos de setores:

1) melhorados: estes setores apresentam morfologia e crescimento semelhantes a
linhagem normal. Esses variantes resultam da perda parcial ou total do segmento duplicado.

A perda parcial pode ser intersticial e ocorre com freqii€éncia maior no segmento
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translocado. Dependendo do cromossomo que perde o segmento duplicado, o I ou o II, os
setores resultantes serdo verdes ou amarelos, respectivamente.

2) deteriorados: apresentam grau de instabilidade maior ou menor do que a linhagem
duplicada, e textura e coloragdo variaveis. Os setores deteriorados podem surgir por
inversao, novas duplicagdes em tandem ou transposi¢do do segmento duplicado (NGA &
ROPER, 1968; AZEVEDO & ROPER, 1970).

3) heterocaridticos: apresentam mistura de conididforos com conidios verdes e
amarelos, sendo que um deles pode ter mistura de conidios. Esses setores ocorrem em baixa
freqiéncia e podem ter um dos componentes letais, em decorréncia da delecio de um

segmento maior do que o duplicado (ROPER & NGA, 1969).

NGA & ROPER (1969) propuseram o termo “ndo conformidade mitética”, para a

instabilidade cromossdmica na mitose.

AZEVEDO & ROPER (1970) verificaram que a instabilidade dos setores
morfologicos deteriorados, originados a partir de linhagens com duplicagio IR — IIR,
poderia ser explicada por novas duplicagdes em um ou no outro segmento em duplicata.
Consegue-se 0 aumento da estabilidade pela ocorréncia de transposigdo, de uma parte ou da
totalidade do material genético extra, para um outro sitio do genoma onde ndo haja

duplicagio.

ApoOs estocagem e transferéncia freqiiente, MacDONALD (1968), verificou o
surgimento de colonias com reduzida produgfio de penicilina em linhagem de P.
chrysogenum concluindo que a perda de producio era devida a controle nuclear.
Contrariando esta colocagdo, MAYNE et al. (1971), analisando a diminuicio de produgdo
de aflatoxina em A. parasiticus, concluiram que a mesma estaria relacionada com a presenca

de um fator citoplasmatico do micélio e ndo dos esporos.

BALL (1971), no entanto, observou instabilidade ligada a um fator cromossomal nos

estudos realizados com P. chrysogenum. BALL e AZEVEDO (1976) consideraram que em
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fungos de interesse industrial, a instabilidade deve ser considerada indesejada, quando leva
ao surgimento de variantes de baixa produgio, e desejada quando permite a obtencio de
recombinantes com caracteristicas de interesse. Estes autores mencionam a grande
instabilidade caracteristica em linhagens aneupldides e em aquelas com duplicagdo parcial do
genoma. Em 1978, BONATELLLI Jr. sugeriu que a instabilidade da linhagem 10v10 de A.
niger seria devida a heterocariose, em fungdo do surgimento de setores a partir de coldnias
crescidas em meio minimo, juntamente com a baixa viabilidade dos conidios neste meio e

auséncia de setores em meio completo.

Neste mesmo ano, MENEZES & AZEVEDO (1978), estudaram seis revertentes
obtidos a partir de variantes originados da linhagem de 4. nidulans com duplicagio IR —
IIR. A analise genética permitiu, aos autores, concluirem que cinco dos revertentes eram
devidos a supressores e o outro, provavelmente era causado por mutacdo reversa.
Verificaram ainda, que 0s supressores segregavam como genes simples, sem estarem ligados

aos genes que suprimiam.

CASE & ROPER (1981) mostraram que linhagens hapléides de A. nidulans com
duplica¢do de um segmento cromossomal, um em posi¢ao normal, o outro translocado para
Outro cromossomo, eram instaveis na mitose. O balanceamento gendmico restaurava-se por
perda espontanea de um dos fragmentos, geralmente aquele em posi¢do translocada. Os
autores conseguiram provar que a eliminagdo do mencionado fragmento ocorria mais

freqiientemente por permuta mitdtica do que por delegéo.

BURR et al. (1982) notaram instabilidade mitotica em linhagens de A. nidulans com
duplicagdo de um segmento cromossomal. As coldnias destas linhagens produziam setores
de crescimento acelerado, resultantes de nucleos com dele¢do espontinea do segmento

duplicado.

MURRAY et al. (1986) examinaram o efeito do tamanho dos cromossomos

artificiais, bem como fragmentos de cromossomo natural, na segrega¢io mitdtica em
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levedura. Verificaram, neste estudo, que o aumento do tamanho do cromossomo artificial
diminuia a taxa de perda do mesmo durante a mitose. Construiram também fragmentos do
cromossomo III por integra¢do de teldmeros em diferentes posigdes ao longo do mesmo, e
verificaram que fragementos entre 42 e 72kb se comportavam com cromossomos artificiais.
Eram, portanto, perdidos com maior freqiiéncia quando comparado com 0s cromossomos
naturais. Por outro lado, fragmentos cromossomais de 150kb se mostraram t3o estaveis,

durante a mitose, quanto 0s cromossomos integros.

KOUPRINA et al. (1988) identificaram quatro loci, CHL2, CHL3, CHL4 e CHLS,
responsaveis pelo controle da transmissdo dos cromossomos em S. cerevisiae durante a
mitose. A freqiiéncia de perda de cromossomos verificada era de 10-100 vezes maior nos

mutantes chlS, chl2, chl3 echl4 do que a observada na linhagem selvagem.

GORDENIN et al. (1993) demonstraram que em S. cerevisiae, seqiéncias longas
invertidas provocam instabilidade genética, com conseqiiente delegdo durante a etapa de

replicagdo. Estes fragmentos também induzem a recombinagio homologa.

2.7. Estudos realizados no Laboratério de Genética de Microrganismos Industriais

Devido a importéancia econdmica da produgdo de glicoamilase por linhagens de A.
niger e ao interesse na utilizagdo de substratos amilaceos para producio de alcool, somados
a falta de estudos sobre a regulagdo da produgio e a secregdo desta enzima no mencionado
fungo, VALENT (1985) iniciou os estudos para elucidar estes aspectos em linhagens
derivadas da linhagem 10v10 de A. miger (BONATELLI Jr., 1981). Estabeleceu
metodologia para testar a produgdo da enzima e obteve, a partir da linhagem mutante
nicA,0lvA; , mediante irradiagdo com luz ultravioleta, 268 colonias sobreviventes, dentre as
quais foram selecionadas aquelas com atividade glicoamilolitica diminuida. Trés das
linhagens foram classificadas como mutantes de baixa produgio da enzima, os quais

apresentaram at¢ 30% da producdo da linhagem parental, enquanto que outras cinco
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linhagens foram classificados como mutantes de média produgdo, e apresentaram entre 35 e
50% da atividade enzimatica da parental. VALENT (1985) verificou também que todas as

mutagdes eram recessivas em relagdo ao alelo selvagem.

Em 1988, CALIL, apds introduzir modificagdes na metodologia de selegdo
estabelecida por VALENT (1985), obteve quatro mutantes que apresentaram atividade de
glicoamilase 10 a 60% maior do que linhagem parental. Os estudos revelaram que trés dos
mutantes hap (high amyloglucosidase production) eram recessivos (mutantes hapl12,
hap147, hap169), enquanto um se mostrou semi-dominante (mutante hap252) em relagéo ao
alelo selvagem. No mesmo trabalho, sugeriu também que estariam envolvidos, no minimo, 4
a 5 genes, no aumento da producdo de glicoamilase nas linhagens estudadas. Os genes
hapl47, hapl69 e hapA252 se localizam no grupo de ligacdo I, enquanto que o gene
hapB252 se localiza no grupo de ligagao II. Em relagdo ao gene hap112, CALIL (1988)
pode demonstrar que o mesmo ndo se localiza em nenhum dos dois grupos de ligagao

mencionados.

Dando continuidade a esta linha de pesquisa, MASIERO (1988) e MASIERO &
BONATELLI Jr. (1989) obtiveram mutantes auxotroficos e de resisténcia a drogas, com a
finalidade de estabelecer novos marcadores genéticos para mapeamento dos mutantes de
producdo. Com os mutantes mencionados, puderam identificar dois novos grupos de
ligagdo, denominados III e IV, além de verificar que o marcador /ysA,, Unico marcador
localizado no grupo de ligagdo III, provocava redugdo de aproximadamente 95% na

produgio de glicoamilase, em comparagdo com o alelo selvagem.

Em 1991, FERREIRA estudou a transformag@o da linhagem lgp73, mutante de baixa
produgdo de glicoamilase, com gene fub-2 heterologo, proveniente de V. crassa, inserido no
plasmidio pBT6. Neste estudo, obteve entre 0,7 a 35 transformantes/ug de DNA, variagdo
esta devida a modificagdes na obten¢do de protoplastos. O plasmidio utilizado foi integrado
ao genoma dos transformantes obtidos, como pode ser demonstrado por FERREIRA

(1991).
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VIALTA (1987) e OLIVEIRA (1991) estudaram as interagdes gé€nicas em hibridos
interespecificos de 4. niger e A. awamori, sendo que o primeiro observou que a produgio
de glicoamilase dos hibridos nao diferia do parental A. niger. OLIVEIRA (1991) conseguiu
demonstrar que este fato estava relacionado com a ma complementagdo dos genes
responsaveis pela produgio de glicoamilase nos hibridos. Os resultados obtidos, sugeriram
ainda que ocorreu dominancia dos fatores de 4. niger sobre os de A. awamori, o que nio
era esperado devido a que os genes estruturais de ambas as espécies sdo praticamente

idénticos.

VALENT et al. (1992) sugeriram que pelo menos trés genes, em diferentes grupos
de ligacdo, tinham influéncia no abaixamento na produg@o da glicoamilase em A. niger. Os
autores conseguiram mapear o gene /gpAg no grupo de ligagio II, enquanto os outros dois

nao estavam ligados aos marcadores dos grupos [ e II.

MASIERO (1992) observou que as linhagens Igp05 e Igp73, bem como o segregante
SV40 apresentavam atraso de 3; 6 e 3 dias, respectivamente, para dar inicio ao crescimento
em meio minimo com amido como fonte de carbono. Analisando a producdo de glicoamilase
das linhagens de baixa produg@o da enzima, lgp05, 1gp61 e Igp73, em meios de cultura com
amido soluvel, maltose ou glicose como fonte de carbono, pode separar os genes mutados
de baixa produg@o destas linhagens. A linhagem Igp73 ndo produziu glicoamilase em
nenhum dos trés meios de cultura utilizados, a linhagem Igp61 ndo produziu a enzima em
meio com maltose e glicose, enquanto que a linhagem Igp05 ndo produziu glicoamilase
apenas no meio com glicose. Verificou ainda, que a linhagem Igp73 apresenta 2 genes
mutados, responsaveis pela baixa produgdo de glicoamilase, € que ndo estdo ligados entre si.
Verificou também que ndo estdo ligados aos marcadores dos grupos I, II, III ou IV. Um dos
genes foi denominado IgpBs; (low glucoamylase production), sendo responsavel pela
redugdo da produgdo da enzima para niveis entre 2 e 4,5U/ml, enquanto que o outro foi
denominado ssuAs; (slow starch utilization) e acarretou atraso de 3 dias no inicio do
crescimento da mencionada linhagem em meio minimo com amido como Unica fonte de

carbono, além de reduzir a produg@o da enzima para niveis abaixo de 1U/ml. Neste mesmo
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estudo, MASIERO (1992) observou que o gene ssuA; apresentava efeito epistatico sobre o
gene IgpBys, além de que a combinagdo destes dois genes resultava na redugéo da produgéo
da enzima para niveis muito baixos. Outro efeito da combina¢do dos dois genes era o
retardo do inicio do crescimento em seis dias, quando a linhagem lgp73 era inoculada em

meio minimo com amido como fonte de carbono.

CALIL (1995) estudou a interacdo alélica, a complementagdo de marcas, a
equivaléncia de grupos de ligagdo, bem como a ocorréncia de recombinagéo entre linhagens
com seis grupos de ligagdo identificados, derivadas da linhagem 10v10 de A. niger, e
linhagens derivadas da N402 da mesma espécie, com marcadores genéticos em 0ito grupos
de ligagdo, descritas por BOS et al (1989). Neste estudo verificou que o gene metA,,
localizado no grupo de ligag@o IV na linhagem 10v10, e o gene mefB,, localizado no grupo
de ligagdo V da linhagem N402, ndo mostraram complementacdo. A analise dos segregantes
obtidos dos diploides sintetizados, evidenciou a ocorréncia de equivaléncia entre os grupos
de ligagdo I, II, IIl e IV das linhagens derivadas da linhagem 10v10, com os grupos de
ligacdo I, VI, VI e V da linhagem N402, respectivamente, sugerindo que em alguns casos
ocorreu translocagdo génica. Nesta mesma analise, verificou a ligagdo do gene cspA,;, que
codifica para altura do conidioforo, com os marcadores do grupo de ligagdo IV da linhagem

10v10, ou ao grupo de ligagdo correspondente na linhagem N402.

(V%)
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3. Material e métodos

3.1 Linhagens utilizadas

3.1.1. Aspergillus niger

As linhagens, pabfwn e nicolv, utilizadas no presente trabalho sdo derivadas da
linhagem original 10v10 de Aspergillus niger, considerada selvagem para a produgio de
glicoamilase, utilizada na produg¢io industrial de 4cido citrico e citada por BONATELLI Jr.
(1981). A linhagem 10v10 € originaria da Usina Amalia S.A. (hoje Fermenta S.A.)

localizada no municipio de Santa Rosa do Viterbo, no Estado de Sdo Paulo.

Linhagem selvagem:

10v10 . prototrofica, coloragdo negra (BONATELLI Jr., 1981)

Linhagens derivadas:

pabfwn : pabA,fwnA,; (BONATELLI Jr., 1981)
nicolv s nicA, olvA; (BONATELLI Jr, 1981)

A partir destas linhagens derivadas obtiveram-se, no laboratério do Prof. Dr. Renato
Bonatelli Jr., mutantes de baixa e de alta produgdo de glicoamilase extracelular, mediante
tratamento com luz ultravioleta e/ou derivadas por cruzamento via ciclo parassexual. Os

mutantes para alta ou baixa producdo de glicoamilase, utilizados neste trabalho estio

listados e descritos a seguir.

Mutantes derivadas das linhagens pabfwn e nicolv:
a) de baixa produgio de glicoamilase:

lgp 05 . pabA, fwnA, IgpCos (CALIL, 1988)
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lgp 61 - pabA, fwnA, IgpA, (CALIL, 1988)

lgp 73 . pabA; nicA, olvA; snuA, IgpB7; (VALENT, 1985)
SV 24 : pabA, nicA, olvA; IgpB+; (CALIL, 1988)

Snu . metA, nicA; olvA; snuA, (MASIERO, 1988)

b) de alta produgéo de glicoamilase:
hgp 169 © pabAi hgpies (CALIL, 1988)
hgp 252 . pabA1 hgpA252 hng252 (CALIL, 1988)

3.1.1.1. Descricao das mutacoes envolvidas

metA, . deficiéncia para sintese de metionina

nicA, . deficiéncia para sintese de acido nicotinico

pabA, - deficiéncia para sintese de acido p-aminobenzdico

JwnA, . conidios de coloragdo marrom

olvA; : conidids de coloragio verde oliva

snuA; - mutagdo que acarreta atraso do crescimento em amido

(também denominada ssuA;; MASIERO, 1992)

hgp - mutagdo que confere elevada produgdo de glicoamilase extracelular
Igp . mutagdo que confere reduzida produgdo de glicoamilase
extracelular

3.1.2. Escherichia coli

As linhagens de E. coli utilizadas no presente trabalho estdo descritas a seguir:

HB 101  F " supE44 hsdS20 (rm) recAl3 ara-14 proA2 lacyl galk2 rpsL20
(Sm"y x1-5 mtl-1 &

DHS5a - F supE44 AlacU169 (80¢ laczA M15) hsdR 17 recA endA gyrA96 thi
relAl

I
N
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3.2. Meios de cultura

3.2.1. Meios de cultura para A. niger

3.2.1.1. Meios de cultura basicos

Meio minimo (MM; PONTECORVO et al, 1953b);, meio completo (MC,
AZEVEDO e COSTA, 1973); meio completo simplificado (MCS; HAMLYM et al., 1981).

O pH dos meios foi ajustado para 6,5, antes de autoclavar, com NaOH IN. No caso

do meio solido, adicionou-se agar a 1,5%.
3.2.1.2. Meios de fermentacio
Meio com farinha de raspa integral de mandioca (MAC; BONATELLI Jr et al,
1984); meio com maltose (MAL; MASIERO, 1992); meio com xilose (XIL; MASIERO,

1992); meio com maltose tamponado (MALt; MAL em tampdo citrato, 100mM, pH 5,5).

O pH dos meios de fermentagdo foi ajustado para 5,5, antes de autoclavar, com

NaOH IN. No caso do meio solido, adicionou-se 4gar a 1,5%.
3.2.1.3. Suplementacio dos meios de cultura para 4. niger
Quando necessario, os meios de cultura utilizados, tanto liquidos quanto solidos,
foram suplementados com o(s) requisito(s) nutricional(is) das linhagens estudadas (vitaminas

na concentragdo final de Sug/ml e aminoacidos na concentragdo final de 100 upg/ml),

acrescentados apos autoclavagem dos meios de cultura.
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3.2.2. Meios de cultura para E. coli

Meio Luna Bertani (LB; SAMBROOK et al., 1989); meio SOC (SAMBROOK et
al., 1989).

Quando necessario os meios de cultura para bactérias foram acrescidos de ampicilina

na concentragao final de 60ug/ml.
3.2.3. Esterilizacido e conserva¢io dos meios de cultura
As solugdes, quando necessario, e exceto mencionado especificamente, e todos o0s

meios de cultura utilizados foram esterilizados em autoclave a 121°C durante 15min.,

conservando-se os mesmos refrigerados a 4°C até a sua utilizagio.

3.3. Temperatura de incubacio dos microrganismos

As linhagens de E.coli foram incubadas a 37 = 2°C enquanto que as de A. niger

foram incubadas a 28 + 2°C.

3.4. Manutenc¢ao das linhagens de A. niger e de E. coli

As linhagens de bactérias foram mantidas na forma de suspensdo glicerinada de
células a 30% a partir do crescimento das mesmas em meio LB (MANIATIS et al., 1982) ¢
guardadas a -70°C.

As linhagens de A. niger foram mantidas como suspensdo de conidios, obtidos a
partir de culturas em meio MM suplementado, em glicerina a 40%, guardadas a -20°C

(HSIEH et al., 1989), bem como em placas de MC e MM suplementado.
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3.5. Avaliacdo da atividade de glicoamilase das linhagens de A. niger

3.5.1. Fermentag¢ao em meio MAC, MAL, XIL, MALt e MCS

No estudo dos parametros da fermentagio (atividade enzimatica, peso seco, proteina
total, atividade especifica de glicoamilase e atividade enzimatica/peso seco) utilizou-se meio
MAC e meio MAL, sem agitacdo. Neste estudo, foram utilizadas as linhagens originais e as

de baixa produgio de glicoamilase extracelular (item 3.1.1.).

A extracdo de DNA foi feita a partir de micélio crescido em meio MCS durante 3
dias, com agitagdo de 180rpm, enquanto que na extragdo de RNA total utilizou-se o meio
MAL como meio indutor € o meio XIL como meio ndo-indutor, nas mesmas condi¢des de
incubagdo. A extragdo de DNA e de RNA foi feita de todas as linhagens mencionadas no
item 3.1.1. O caldo de fermenta¢do, proveniente das fermentagdes em meio MAC, meio
MAL e meio XIL, foi utilizado para analise de proteinas por eletroforese em poliacrilamida,

como sera descrito no item 3.9.

O meio MALt foi utilizado na avaliagdo da produ¢io de glicoamilase em meio

tamponado, como sera descrito no item 3.8.

Seguiu-se metodologia descrita por BONATELLI Jr et al. (1984), com excecdo da
coleta de conidios a partir de micélio crescido durante 7 dias em placas de meio MC, feita
com auxilio de alga de Drigalsky, em 2,5ml de solu¢do de Tween 80 (0,1%). A escolha do
meio de cultura, do tempo de incubagdo, da agitagdo e do numero de repeticSes baseou-se

na finalidade da fermentacio.

38



Material e métodos

3.5.2. Obtencao de glicoamilase extracelular

A fermentacio para obtencdo de glicoamilase extracelular, foi feita como descrito
por BONATELLI Jr et al. (1984) em frascos erlenmeyer de 125ml, contendo 25ml de meio
MAC ou MAL (item 3.2.1.2.), sem agitagao.

Aliquota de 1ml de suspensdo de conidios, das linhagens mutantes de baixa
atividade e das linhagens originais, com 5x10°conidios/ml, foi inoculada em cada um dos
10 frascos erlenmeyer contendo meio MAC, ou meio MAL, utilizados para cada uma das
linhagens estudadas. Os frascos foram incubados por 72 horas a 30°C, periodo apés o qual
5 frascos, escolhidos aleatoriamente para cada uma das linhagens, foram retirados do
incubador. Os 5 frascos restantes de cada linhagem permaneceram incubados até

completarem 7 dias de incubagio.

As amostras de caldo de fermentagdo foram filtradas em funil de Biichner e
guardadas separadamente a -20°C. A verificagdo da atividade enzimatica foi feita de acordo

com VALENT (1985), em trés repeticOes de cada amostra.
3.5.3. Extracao de glicoamilase intracelular

Os micélios das linhagens originais € mutantes de baixa produgdo, foram retirados
com auxilio de uma pinga e lavados com agua destilada esterilizada para retirada de
eventuais residuos de meio de fermentagdo. Os mesmos foram entdo secos entre camadas de
papel de filtro e, em seguida, envoltos em papel aluminio e mantidos a -20°C até o momento

da determinagdo da atividade enzimatica intracelular e da atividade ligada ao micélio.

Para obteng¢do de glicoamilase intracelular, trituraram-se 3 micélios de cada linhagem
na presenga de nitrogénio liquido, transferindo-se cada amostra para tubo de ensaio. As
amostras foram extraidas com 1ml de tampao de extragdo A, B e C ou 4ml de tampdo C e D

(Tamp@o A : 25 mM trisfosfato pH 6,7; 10 % (v/v) glicerol; 1 ml EDTA; 0,1 mM DTT;
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2 mM PMSF (phenylmethylsulfonylfluoride);

Tampao B : 25 mM trisfosfato pH 6,7; 2 mM PMSF;

Tampédo C : 100 mM acetato pH 5,0; 2 mM PMSF; VAINSTEIN, 1990;
Tampao D : 50 mM citrato pH 4,0; 2 mM PMSF)

e deixadas em repouso durante 1 hora a 4°C, transferindo-se, em seguida, 1ml para tubo tipo
eppendorf de microcentrifuga. As amostras foram centrifugadas durante 30 minutos a
12500g em camara fria a 4°C. A atividade enzimatica intracelular foi determinada da forma
como serd descrito no item 3.5.5., utilizando-se 0,5ml do sobrenadante convenientemente

diluido.
3.5.4. Obtencao de glicoamilase ligada ao micélio

A metodologia adotada para extragdo da enzima ligada ao micélio foi a de
VAINSTEIN (1990), com algumas modificagdes. A obten¢do da glicoamilase ligada ao
micélio foi feita por centrifuga¢do de 0,5ml da suspensio obtida (item 3.5.3.) em tubo tipo
eppendorf de microcentrifuga durante 30 minutos a 12500g em cimara fria a 4°C. O
precipitado foi lavado com um volume de 0,5ml de tamp@o de extragdo D, repetindo-se a
lavagem das amostras de micélio, até total remogdo da proteina. As amostras foram

ressuspendidas em 0,5ml do mesmo tampio.
3.5.5. Determinacio da atividade enzimatica da glicoamilase
A atividade enzimatica da glicoamilase foi determinada como descrito por
BONATELLI Jr et al. (1984), em 0,5ml de cada uma das fracdes, referentes a atividade
extracelular, intracelular e ligada ao micélio.
A quantidade de aglcares redutores liberada durante hidrolise do amido pela

glicoamilase, foi estimada pelo método da o-toluidina, utilizando-se os kits das firma

BIOBRAS ou BIOCLIN, de acordo com os fabricantes.
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A concentracdo de agucares redutores foi expressa em mg de glicose/100ml ou em

unidades de enzima/ml, sendo que 10mg de glicose/ml correspondem a 1 unidade da enzima.

3.6. Determinac¢ao da concentracio de proteina

A determinagdo da concentragdo de proteina foi feita de acordo com o método de
BRADFORD (1976), com curva padrio feita com albumina de soro bovino (BSA) em

concentragdes variaveis de 10 a 100ug/ml.

Para a determinagdo de concentragdes baixas de proteina, utilizou-se o reagente de
BRADFORD da firma BIO-RAD, em escala de micro-ensaio. Neste caso, tragou-se curva
padrdo utilizando albumina de soro bovino (BSA) em concentragbes variaveis de 5 a

25ug/ml.

3.7. Determinag¢io do peso seco do micélio

O micélio correspondente a cada fragdo foi transferido para papel aluminio,
previamente tarado, e seco a 80°C durante 48 horas, e o seu peso seco calculado por

diferenca de peso.

3.8. Producao de enzima extracelular em meio tamponado

A avaliagdo da produgdo de glicoamilase extracelular em meio tamponado, foi feita
em meio MALt, descrito no item 3.2.1.2. Neste estudo foram utilizadas as linhagens

selvagem, as originais e as de baixa produgio de glicoamilase.

A coleta de conidios foi feita como descrito no item 3.5.1., sendo que para cada uma
das linhagens estudadas foram inoculados 3 frascos erlenmeyer de 125ml contendo cada um
25ml de meio MALt. Os frascos foram incubados sem agitagdo, retirando-se aliquotas de

Iml do meio, para determinagdo da atividade enzimatica e do pH.
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O pH do caldo de fermentagdo foi medido em aliquotas de 50ul com pHmetro

Beckman (modelo ®200pHMeter) com micro-eletrodo.

A atividade enzimatica foi determinada como anteriormente descrito no item 3.5.5.

3.9. Analise de proteinas

3.9.1. Fermentacdo em meio MAC, MAL e XIL

Para obtengdo de amostras para analise do perfil de proteinas, as linhagens do fungo
foram submetidas & fermentagdo em meio MAC, em meio indutor (meio MAL) e em meio
ndo-indutor (meio XIL), sem agitagio, a'28°C, durante trés dias, de acordo com o item

351
3.9.2. Preparacao das amostras de proteinas
O caldo obtido para cada uma das linhagens e para cada um dos meios de cultura
utilizados, foi filtrado utilizando-se funil de Bichner, congelado a -70°C e em seguida

submetido a liofiliza¢3o.

As amostras liofilizadas foram ressuspendidas em agua destilada e dialisadas contra

tampdo Tris-HCI, 125mM, pH6,8 a 4°C durante 48h, com uma troca de tampio.
3.9.3. Eletroforese de proteinas

A eletroforese de proteinas em condigdes denaturantes, foi feita de acordo com a

metodologia descrita por LAEMMLI (1970), em gel de SDS-PAGE a 10%.

A eletroforese de proteinas em condi¢des ndo denaturantes foi feita seguindo

metodologia descrita em COLIGAN et al. (1998), em gel de poliacrilamida a 10%.

42



Material e métodos

3.9.4. Detecgao de proteinas

Os géis de poliacrilamida foram corados com nitrato de prata, de acordo com a

metodologia descrita em COLIGAN et al. (1998).

3.10. Analise de acidos nucléicos

3.10.1. Extracao de acidos nucléicos

3.10.1.1. Extracao de DNA

3.10.1.1.1. Extracio de DNA cromossomal dos fungos

A extragdo de DNA dos fungos estudados foi feita seguindo o protocolo de
RAEDER & BRODA (1985), introduzindo-se as modificagSes a seguir:

¢ utilizou-se 200mg de micélio de cada uma das linhagens estudadas, obtido por
fermentagdo em meio MCS a 28°C com agitag@o de 200rpm durante 3 dias

e o tampao de extragdo descrito pelos autores foi acrescido de 12,5l de proteinase
K (solugao-estoque de 20mg/ml), incubando-se a seguir durante 2h a 37°C

e a extragdo foi feita com fenol/cloroformio (1:1) seguida de extracdo com
cloroférmio

e a separagao do DNA, apods precipitagdo com isopropanol, fot feita por meio de

centrifugacdo a 2200g durante 10min a temperatura ambiente

Além do mencionado método, utilizou-se o procedimento descrito por LECELLIER

& SILAR (1994).
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3.10.1.1.2. Extracao de plasmidios

3.10.1.1.2.A) Extracio em pequena escala (mini-prep)

A extrag@o de plasmidios em pequena escala foi feita de acordo com o protocolo de

HOLMES & QUIGLEY (1981).

3.10.1.1.2.B) Extracido em larga escala (maxi-prep)

A extrag@o de plasmidios em larga escala foi feita pelo método de lise alcalina como

descrito por SAMBROOK et al. (1989).
3.10.1.2. Extracao de RNA total

A extragdo de RNA total das linhagens selvagem, parentais e mutantes, foi feita
de acordo com a metodologia descrita por CHIRGWIN et al: (1979), SOKOLOVSKY et al.
(1990) e LECELLIER & SILAR (1994), utilizando-se 200mg de micélio, obtido de acordo
com o item 3.5.1. Além da metodologia citada, utilizou-se o kit “Messenger RNA Micro
Isolation” (Sigma).

3.10.2. Eletroforese de acidos nucléicos

3.10.2.1.A) Separaciao de DNA em gel de agarose

A eletroforese de DNA foi feita em gel de agarose de acordo com as recomendagdes

de SAMBROOK et al. (1989).
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3.10.2.1.B) Separaciao de DNA em gel de poliacrilamida
Fragmentos pequenos de DNA foram separados em gel de poliacrilamida em
gradiente descontinuo de 3,5; 5 e 8%, com 1,5mm de espessura, de acordo com
metodologia descrita em AUSUBEL et al. (1998).

3.10.2.2. Separacao de RNA em gel de agarose

A eletroforese de RNA foi feita em gel de agarose em condigdes denaturantes,

seguindo metodologia descrita em FOURNEY et al. (1990).
3.10.3. Deteccao de acidos nucléicos apos eletroforese
3.10.3.1. Detecciao de DNA

A visualizagdo das bandas de DNA em gel de agarose foi feita pela adi¢gdo do

brometo de etidio, de acordo com as recomendagoes de MANIATIS et al. (1982).

Os géis de poliacrilamida, usados na separagdao de fragmentos de baixo peso

molecular, foram corados com nitrato de prata de acordo com SANTOS et al. (1993).
3.10.3.2. Deteccao de RNA

As bandas de RNA foram visualizadas sob luz UV pela adig¢do de 0,5ug de brometo

de etidio diretamente a cada amostra.
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3.10.4. Determinac¢io da concentracio de acidos nucléicos
A determinagdo da concentragdo de DNA nas diferentes amostras analisadas, foi
feita por compara¢do visual com padrio de peso molecular em gel de agarose ou por
espectrofotometria como descrito em MANIATIS et al. (1982).
3.10.5. Eletroeluicio de fragmentos de DNA
A recuperagdo de fragmentos de DNA de gel de agarose apds separagdo por

eletroforese, foi feita por eletroelui¢@o, seguindo procedimento descrito em SAMBROOK et

al. (1989).
3.11. Transformacio
3.11.1. Transformacao de E. coli
Para a obten¢do de células competentes das linhagens DH5 e HB101 de E. coli,
culturas das mesmas foram tratadas de acordo com o protocolo de NISHIMURA et al.
(1990), sendo em seguida resfriadas em nitrogénio liquido e mantidas a -70°C, por, no

maximo, seis meses, até a sua utilizagio.

A transformagio das linhagens de E. coli foi feita de acordo com o protocolo de

SAMBROOK et al. (1989). Os plasmidios utilizados sdo os descritos a seguir.

3.11.2. Plasmidios utilizados

3.11.2.1. Plasmidio pBT6

O plasmidio pBT6, de 5,8kb, apresenta o gene fub-2, num fragmento de 3,1kb, que

codifica uma B-tubulina da linhagem Bml511 de Newrospora crassa, e que confere
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resisténcia ao fungicida benomil, inserido no vetor pUC12. O plasmidio resultante apresenta,
além do gene fub-2, também o gene para resisténcia a ampicilina, o que faz dele um vetor

bifuncional (ORBACH et al., 1986).

3.11.2.2. Plasmidios da série pJD

Os plasmidios da série pJD, construidos por McCLUNG et al. (1989), sio
plasmidios derivados do pBR322, pBR328 e do pKC7, acrescidos do gene para resisténcia
ao benomil, proveniente do plasmidio pBT6. Os plasmidios resultantes, isto ¢, pJD21,
pJD71, pJD81 e pJD82 apresentam entre 7,0 e 7,5kb, resisténcia a dois antibidticos
(ampicilina e tetraciclina, canamicina ou cloranfenicol, respectivamente) além da mencionada

resisténcia ao benomil, fazendo deles vetores bifuncionais.

3.11.2.3. Plasmidio pCAMG91

O plasmidio pCAMG91, obtido da NOVO Industri pelo Prof. Dr. Renato Bonatelli
Jr., foi descrito por BOEL et al. (1984b). Trata-se de um plasmidio bifuncional, construido
pela clonagem de um fragmento de 4,7kb, obtido por digestdo parcial de DNA gendmico de
A. niger com as enzimas Ndel e Sau3A, e que tem inserido o gene da glicoamilase, no
plasmidio pBR322 digerido com as enzimas Ndel e BamHI. O plasmidio resultante,
denominado pCAMG?91, de 7,1kb, apresenta, além do gene da glicoamilase, resisténcia a

ampicilina.

3.11.2.4. Plasmidio pAN7-1

O plasmidio pAN7-1 (PUNT et al., 1987) apresenta o gene Aph, que codifica para
higromicina B fosfotransferase de E. coli, flanqueado pelas seqiiéncias promotora do gene
gpd (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) e terminadora do t#pC" de A. nidulans clonado
no plasmidio pUC 18. O vetor resultante apresenta gene para resisténcia a ampicilina e a

higromicina.
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3.11.3. Transformacio de A. niger

A transformacdo das linhagens mutantes de baixa produgéo de glicoamilase, foi feita
via protoplastos ou conidios. A obtengdo de protoplastos das linhagens de 4. niger, foi

tentada seguindo diversos protocolos, com as modificagdes descritas a seguir:

Utilizou-se a metodologia descrita em BALLANCE et al. (1983), introduzindo-se as

seguintes modifica¢des:

e o meio de cultura utilizado foi 0 MM suplementado coberto com celofane, e o
tempo de incubagdo das linhagens variou entre 9 e 18hs.

e para a digestdo da parede celular optou-se pelas enzimas liticas Novozym 234
(NOVO Industri) e celulase de Trichoderma harzianum (Sigma) variando-se a
concentra¢do das mesmas de O a 10mg/ml, para cada uma delas

e para protoplastizagdo o micélio foi incubado a 30°C e 40rpm, observando-se a
liberag@o de protoplastos ao microscépio, a cada 40min.

* asuspensdo de protoplastos foi filtrada em tela de nylon (100pum).

* como estabilizadores osmoticos e nos meios de regeneragio de protoplastos

foram usados o sorbitol 0,6 e 1,2M, além de sacarose IM (CALIL, 1995)

O protocolo de TILBURN et al. (1983), foi adotado com as seguintes modificagdes:

¢ 0 meio de cultura para crescimento do fungo foi 0 meio MCS liquido segundo
modoficagdo de FERREIRA (1991), com agitagdo de 200rpm

e as enzimas liticas anteriormente mencionadas foram utilizadas na concentragio de
Smg/ml, respectivamente

e a protoplastizagao foi feita a 30°C e 100rpm

e climinagéo da fragdo V da albumina de soro bovino

e o estabilizador osmético utilizado foi o sorbitol 1,2M

O ultimo protocolo adotado para obtengdo de protoplastos foi 0 de CAMPBELL et

al. (1989), especifico para 4. niger, com as modificagdes descritas a seguir:
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¢ o micélio utilizado foi crescido em meio MCS liquido ou MC sélido coberto com

celofane

A transformacédo foi feita seguindo-se metodologia descrita por BALLANCE et al.
(1983), TILBURN et al. (1983) e CAMPBELL et al. (1989), utilizando-se entre 1 e 10ug
de DNA em 20ul de TE (Tris-Cl 10mM pH 8,0/EDTA 1mM).

Nos estudos de cotransformagdo seguiu-se o protocolo de CAMPBELL et al.
(1989), e WERNARS et al. (1987) com micélio crescido durante 14h em MC sélido coberto

por celofane, utilizando-se os seguintes pares de plasmidios:

a) pAN7-1/pCAMG91
b) pBT6/pCAMGO1
c) pID21/pCAMG9Y1

A relagdo molar entre o vetor que carrega o gene marcador (primeiro) e o vetor de

expressio (segundo) variou de 1:10 até 1:2.
3.11.4. Viabilidade dos protoplastos
A viabilidade dos protoplastos foi verificada por meio de semeadura de dilui¢des da

preparagdo de protoplastos em cada um dos experimentos nos respectivos meios de

regeneragdo com e sem estabilizador osmotico.
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3.12. Teste de resisténcia dos protoplastos de A. niger a higromicina e

benomil

3.12.1. Teste de resisténcia a higromicina

A resisténcia de 4. miger a higromicina foi ensaiada espalhando-se 100ul de
suspensio de protoplastos, contendo 10* protoplastos/ml, em placas de meio de regeneracio
de protoplastos, acrescido de higromicina em concentragdes variaveis de 0 a 200ug/ml. As

placas foram incubadas a 30°C durante 2 e 4,5 dias.

3.12.2. Teste de resisténcia a benomil

A resisténcia ao fungicida benomil (metil-1-butil-carbamoil-2-benzimidazol-
carbamato) foi verificada de acordo com metodologia descrita por FERREIRA (1991),
utilizando-se benlate, preparado comercial de benomil, em solugdo etanolica-estoque para
preparar placas com concentragdes variaveis entre 0 e Sug/ml. Em cada placa espalharam-se
100ul de suspensio de protoplastos, contendo 10* protoplastos/ml. As placas foram

incubadas a 30°C durante 2 ¢ 5 dias.

3.13. Teste para producio de nuclease

3.13.1. Halo de hidrolise de DNA em placa

As hinhagens originais € mutantes foram estudadas quanto & produgio de nucleases,
coletando-se conidios crescidos em placas de MC, conforme descrito no item 3.5.1. Os
conidios das diferentes linhagens foram contados ao microscopio em hematimetro,
acertando-se a sua concentragdo com solu¢do de salina a 0,85%, de forma a obter

10*conidios/ml. Aliquotas de 20ul foram inoculadas em orificios feitos em placas de MM
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modificado, cuja Unica fonte de fosfato era DNA de esperma de arenque (Sigma). Apos a
inoculagdo as placas foram incubadas até as colonias atingirem 2cm de didmetro, quando
entdo foram reveladas pela adi¢do de Sml de solugdo de brometo de etidio (0,5ug/ml) com
agita¢do de 30rpm, durante 1h a temperatura ambiente. A avaliagdo do halo de digestio de
DNA foi feita pela irradiagdo das placas com luz UV, apos retirada do excesso de solugdo

de brometo de etidio.

3.13.2. Hidrdlise em placa de microtitulacio

Este teste foi feito baseado na metodologia adotada por FERREIRA (1991), com
excegao da obtencdo de extrato celular de protoplastos. Aliquotas de protoplastos, contados
em hematimetro, totalizando 5x10° protoplastos, obtidos como descrito no item 3.11.3.,
foram ressuspendidos em 0,5ml de agua e deixados em banho de gelo e agua durante 10min.
Adicionou-se igual volume de tampao TM (Tris-Cl 0,2M, pH 8; MgCl, 50mM). Em seguida,
foram centrifugados a 12500g em microcentrifuga durante 2min, recolhendo-se o

sobrenadante.

3.14. Reacdes enzimaticas

3.14.1. Restricio
Para proceder a hidrolise do DNA, adotaram-se as recomendagdes gerais de
SAMBROOK et al. (1989) e as especificas de cada uma das enzimas conforme
recomendagdes dos respectivos fornecedores.

3.14.2. Reacao da polimerase em cadeia (PCR)

A amplificagdo do gene da glicoamilase das linhagens estudadas foi feita utilizando-

se iniciadores (primers) fornecidos pela Gibco, com as seguintes sequiéncias:
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primer 1 (glico +; 5’°a 3”): CGT CGC CTA ATG TCT CGT CCG T
primer 2 (glico -; 5’a 3”) : GCC CTC ATC CCC AAG CTT TA

Na seqiiéncia do primer 2 foi inserido um sitio de restrigio HindIIl, pela troca de

duas bases, respectivamente, na posi¢do 2470 e 2471 do gene da glicoamilase.

A reagdo de amplificagdo foi feita com 10ng de DNA gendmico das linhagens de
fungo, num volume final de 100ul e 30 ciclos de amplificagdo. As condigdes gerais da
reagdo foram ajustadas de acordo com o fornecedor dos primers (Gibco) e da Taq DNA

Polimerase (Pharmacia).

Apoés a reagdo de amplificagdo, o fragmento de DNA foi purificado com fenol,

seguido de fenol/cloroférmio (1:1) e cloroformio e finalmente precipitado com etanol.

3.15. Padriao de restricao do gene glaA

O fragmento de DNA obtido por PCR de acordo com o item 3.14.4., foi digerido
com as enzimas BamHI, Bgl II, Clal, Kpnl e Pstl. Apos hidrolise completa do DNA,
transferiram-se para tubos de microcentrifuga, separadamente, duas aliquotas de 20ul. A
primeira foi digerida com as enzimas EcoRV, Pvul, Smal e Xbal, a segunda aliquota foi

digerida com as enzimas Bcll, Dral, HindIII e Xhol.

A separagdo dos fragmentos de DNA foi realizada em gel de poliacrilamida de

acordo com o item 3.10.2.1.
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3.16. “Southern Blotting”

3.16.1. Transferéncia de DNA para membranas de nylon

Aproximadamente 10ug de DNA (extraido de acordo com o item 3.10.1.1.1.) das
linhagens originais e mutantes, digerido com as enzimas EcoRI e EcoRV (item 3.14.1))
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1% (item 3.10.2.1.A). A transferéncia

do DNA seguiu metodologia descrita em SAMBROOK et al. (1989).

3.16.2. Marcacao isotopica da sonda

Como sonda utilizou-se o gene homologo da glicoamilase proveniente da digestdo
do plasmidio pCAMG91 (item 3.11.2.3.) com as enzimas EcoRI e EcoRYV, resultando num
fragmento de aproximadamente 2,6kb. A marcagdo foi feita pelo método “Random Priming”

mediante kit da firma Boehringer Mannheim, utilizando-se 50ng de fragmento.
3.16.3. Hibridacéo
A hibridag@o seguiu recomendagdes gerais de SAMBROOK et al. (1989), sendo que
a pré-hibridagio foi feita a 65°C durante 2h. A hibridagéo foi feita na mesma temperatura,

durante aproximadamente 18h.

Em seguida a membrana foi exposta durante 7 dias a filme de raio-X tipo X-Omat

da firma Kodak.
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3.17. “Northern blotting”

3.17.1. Transferéncia de RNA para membrana de nylon

Aproximadamente 10ug de RNA total de cada uma das linhagens, extraido de
acordo com o item 3.10.1.2., foram submetidos a eletroforese em gel de agarose em
condigdes denaturantes (item 3.10.2.2.). Para a transferéncia do RNA adotou-se

metodologia descrita em SAMBROOK et al. (1989), transferindo-se durante 18h.

3.17.2. Marcacgao isotopica da sonda

A sonda utilizada foi a mesma descrita no item 3.16.2., assim como a marcagdo

1sotopica também.

3.17.3. Hibridacao

Para a hibridagdo seguiram-se as recomendagdes gerais de SAMBROOK et al.
(1989), pré-hibridando-se a membrana a 42°C durante 2h. A hibrida¢3o foi feita durante 18h

na mesma temperatura.

Em seguida a membrana foi exposta durante 7 dias a filme de raio-X tipo X-Omat

da firma Kodak.
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4. Resultados e discussio

As analises estatisticas dos resultados apresentados nas Tabelas 5 a 12 se encontram

no Apéndice 1.

4.1. Escolha do tempo de fermentagio

Para a escolha do tempo de fermentagdo as linhagens originais pabfwn e nicolv foram
inoculadas em meio MAC. Para cada uma das linhagens foram inoculados ao todo 15
frascos erlenmeyer, sendo os mesmos retirados do incubador de 3 em 3, apos 3, 5,6, 7 ¢ 8
dias de fermenta¢do. Como pardmetro para a escolha do tempo de fermentagdo, no qual foi
feita a comparagdo de todas as linhagens estudadas, foi utilizada a produgdo de enzima
extracelular, por meio da determinacdo da atividade enzimatica de acordo com o item 3.5.5.
A atividade extracelular da glicoamilase foi o critério anteriormente descrito para

classificagdo das linhagens (VALENT, 1985).

Os resultados para este estudo preliminar encontram-se na Tabela 1 (pag. 113).

Estes dados definiram o tempo de fermentagdo, escolhendo-se um tempo no qual
praticamente ndo havia atividade enzimatica extracelular, correspondente a 3 dias de
fermentacdo, e outro, no qual a produgdo de enzima extracelular tinha atingido o seu
maéximo, ou seja, decorridos 7 dias de fermentagdo. Escolheu-se o primeiro tempo para
verificar se o nivel de enzima extracelular refletia ou ndo o nivel de acimulo intracelular.
Isto permitiria concluir, ou pelo menos suspeitar da presenga de mutantes de secregdo, que
tendo dificuldade em secretar a glicoamilase, acabariam acumulando a mesma no interior da

célula.

Ap6s 7 dias de fermentagdo, interessava verificar se a relagio entre a fragdo
extracelular e intracelular da enzima observada aos 3 dias, permanecia similar. A analise dos

dados obtidos na comparagio entre as duas linhagens originais e as cinco mutantes de baixa
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produgdo de enzima, poderia indicar em que nivel ocorreria, no caso de se verificar, a

disparidade entre o nivel externo e interno de glicoamilase.

4.2. Estocagem do caldo de fermentacao

Durante os testes preliminares verificou-se que o caldo de fermentagdo mantido a
-20°C durante uma semana, perdia quase totalmente a atividade enzimaética, como mostram
os dados da Tabela 2 (pag. 114). Estes resultados foram obtidos de triplicatas de
fermentacdo da linhagem pabfwn, feitas de acordo com a descri¢do do item 3.5.1., em meio

de cultura MAC, interrompendo-se a fermentag¢do ap0s 5,5 dias.

A determinagdo da atividade enzimatica no caldo de fermentagio, assim como da
concentragdo de proteina presente no mesmo, foram feitas de acordo com os itens 3.5.5. €

3.6., respectivamente.

A atividade enzimaitica e a concentragdo de proteind sofreram alteracdo significativa
(diminuicdo de aprox. 90% e 43%, respectivamente, para a atividade enzimética e a
concentracdo de proteina) nas amostras submetidas a -20°C durante uma semana. Uma
explicagdo para este fendmeno poderia ser a complexa¢do da proteina, em grande parte
glicoamilase, com o substrato. Uma observagdo que reforga esta hipotese € o fato das raspas
de farinha de mandioca apresentarem uma coloragdo bem mais intensa do que a solugdo em
si, quando se adicionava o reagente de Bradford. Estas particulas ndo se mantinham em

suspensao, depositando-se no fundo do tubo de ensaio.

Para possibilitar a manutengdo das amostras obtidas na fermenta¢do das diversas
linhagens, foram ensaiados dois tratamentos, a centrifuga¢do e a filtragio das mesmas. A
centrifugacio foi feita a 8800g durante 60 minutos, enquanto que para a filtragio utilizou-se
funil de Biichner. O sobrenadante e o filtrado foram transferidos para tubo tipo Falcon e
imediatamente analisados quanto a atividade enzimatica e a concentragdo de proteina. Os

resultados obtidos para cada um destes tratamentos se encontram na Tabela 3 (pag. 114), e
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correspondem a triplicatas da fermentagdo da linhagem pabfwn em meio MAC, como
descrito no item 3.5.1., durante 6 dias. Em relagdo a atividade enzimatica e a concentragio

de proteina, ndo ha diferenga significativa entre os trés tratamentos ensaiados.

Os sobrenadantes e os filtrados foram estocadas a -20°C durante uma semana,
repetindo-se a determinagdo da atividade enzimatica e da concentragdo de proteina, cujos
resultados se encontram na Tabela 4 (pag. 115). Neste caso, verifica-se diferenca
significativa entre os trés tratamentos apds a estocagem do caldo de fermentacdo, tanto na

atividade da enzima quanto na concentragio de proteina.

Concluiu-se que a perda de atividade enzimatica, bem como de proteina, era devida a
presenca de residuos de farinha de raspa integral de mandioca nas amostras. Em relagio aos
resultados obtidos para as amostras submetidas a centrifugac¢o, apesar de se aumentar o
tempo de centrifugagdo até 2h, ndo se obteve um sobrenadante clarificado, o que era

dificultado mais ainda pelo fato do precipitado ser pouco consistente.

Foi feita nova fermentacdo nas mesmas condigdes descritas anteriormente em 6
frascos erlenmeyer. Terminada a fermentagdo, o caldo obtido foi filtrado em funil de
Biichner, juntando-se as amostras obtidas e dividindo-se o filtrado em 7 frascos erlenmeyer,

cada um contendo 20 ml do mesmo.

Estas amostras foram submetidas a estocagem em condi¢des diversas, sempre
durante uma semana, utilizando-se como controle uma amostra recém-filtrada. As condi¢des

gerais e os resultados obtidos se encontram na Tabela 5 (pag. 115).

O ajuste de pH para 6,0, pela adi¢do de KOH 1N, foi feito em virtude do pH final da
fermentagdo estar em torno de pH 2,5, o que poderia ser um fator que levasse a perda de
atividade em fung¢do da eventual perda de estabilidade da enzima. O pH 6,0 é um pH mais

favoravel a estabilidade da enzima segundo MIAH & UEDA (1977a,b) e SAHA et al.
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(1979). MEDDA et al. (1981) estudaram a adsor¢@o da glicoamilase produzida por 4. niger

ao amido de trigo cru e verificaram que era maxima em pH 3,4.

A finalidade da dialise era verificar se algum dos componentes existentes no meio de
fermentac@o poderia estar contribuindo para a instabilidade da enzima. A dialise foi feita em
camara fria a 4°C, inicialmente contra agua deionizada durante 24 horas, e, em seguida, pelo

mesmo periodo de tempo, contra tampao acetato 0,05M pH 6,0.

Os resultados obtidos indicam que ndo ha diferenga significativa quanto a atividade
enzimatica entre filtrar e conservar a -20°C, ou filtrar, dialisar e conservar a 4°C, em relago
a amostra que ndo foi estocada. Quanto a concentragio de proteina no caldo de
fermentagdo, ndo ocorreu diferenga significativa entre nenhum dos diversos tratamentos.
Optou-se por submeter todas as amostras obtidas a partir de fermentagio em meio MAC a

filtragdo, e a manutengdo a -20°C.

4.3. Escolha do tampao de extracgio de glicoamilase

O tampéo de extragio foi escolhido em funggo da atividade enzimatica obtida para
massas iguais de micélio (100 mg) provenientes da fermentagdo da linhagem pabfwn em
meio MAC como descrito no item 3.5., durante 6 dias. A massa de micélio triturada foi
extraida com 1 ml dos respectivos tampdes (A, B, C e D, item 3.5.3.), ou 4 ml dos tampdes
C e D. Nas suspensdes convenientemente diluidas, verificou-se a atividade enzimatica

conforme o item 3.5.5.

Os resultados obtidos se encontram na Tabela 6 (pag. 116).

Verificou-se que a atividade enzimatica ndo diferia significativamente para as
extragdes com 4ml de tampdo C e D, nas dilui¢des 1:10, 1:20 e 1:40. Optou-se pelo tampao
D, em um volume de extragdo de 4ml para cada 100mg de micélio, devido a vantagem de

ser 0 mesmo tampao utilizado na verificagdo da atividade de glicoamilase.

58



Resultados e discussdo

4.4. Atividade enzimatica

4.4.1. Atividade enzimatica em meio com farinha de raspa integral de mandioca

(meio MAC)

4.4.1.1. Atividade extracelular

Os resultados obtidos para a atividade enzimatica extracelular em meio MAC (item
3.5.1.) se encontram na Tabela 7 (pag. 117). Verifica-se que as linhagens originais pabfwn e
nicolv, assim como as mutantes de baixa produgdo derivadas destas, apresentam pouca ou
nenhuma atividade de glicoamilase aos 3 dias de fermentagdo. A unica excecéo € a linhagem
SV24, que apresenta 12 vezes mais atividade do que a linhagem nicolv. MASIERO (1992),
apés 4 dias de fermentagdo, verificou que as linhagens pabfivn e nicolv apresentaram
diferenca significativa quanto a atividade enzimatica quando comparadas com as linhagens
mutantes 1gp05, 1gp61 e 1gp73. Neste estudo, apés 3 dias de fermentagdo, observou-se que
ndo ha diferenca significativa para a atividade enzimatica das linhagens mencionadas. Outra
diferenca entre os dois estudos, é o fato de MASIERO (1992) ter observado atividade
enzimatica bem mais elevada apds 4 dias do que no presente estudo, com exce¢do da
linhagem Igp73. Esta observagdo permite concluir que, para as outras linhagens, a produgdo
de glicoamilase neste estudo foi mais lenta do que a verificada por MASIERO (1992). Em
relacdo ao teor de proteina, nota-se que as mutantes apresentam concentragdo bem mais
elevada do que as parentais, que ndo apresentam diferenca significativa neste pardmetro. As
linhagens 1gp05 e Igp61 apresentam diferenca significativa em relagdo a linhagem pabfwn,
assim como as linhagens Igp73, SV24 e Snu com a linhagem nicolv. Quanto ao peso seco, as
linhagens pabfwn, nicolv, Igp61 e SV24 ndo apresentam diferenca significativa. A mutante
lgp05 apresenta peso seco significativamente menor do que a original pabfwn, o mesmo
acontecendo com a linhagem Igp73 e a Snu em relagdo a original nicolv. O coeficiente
atividade enzimatica/peso seco das originais pabfwn e nicolv ndo apresenta diferenga
significativa, enquanto que as linhagens lgp73 e SV24 apresentam diferenca significativa

quando comparadas com a linhagem nicolv.
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Comparando-se os resultados obtidos para a atividade enzimatica extracelular apos
sete dias de fermentagdo (Tabela 7, pag. 117), para cada uma das linhagens, verifica-se que
a atividade enzimatica aumenta consideravelmente. A analise estatistica mostrou que ha
diferenca significativa da atividade enzimatica das linhagens Igp0O5 e Igp61 em relagdo a
linhagem pabfwn, o mesmo acontecendo com as linhagens Igp73, SV24 e Snu em relagio a
original nicolv. Em relagdo ao teor de proteina, ambas as originais diferem
significativamente, o mesmo ocorrendo entre a linhagem pabfwn e as linhagens 1gp05 e
lgp61, e a original nicolv com as mutantes derivadas da mesma (Igp73, SV24 e Snu). A
analise estatistica para o teor de proteina se repete em relagio a atividade especifica. A
comparag@o dos pesos secos apods 3 e 7 dias de fermentagdo sugere que transcorridos sete
dias de fermentagdo as linhagens pabfwn, nicolv, 1gp61 e SV24 ja se encontram na fase de
autolise, enquanto que as restantes ainda podem estar na fase log ou estacionaria de
crescimento. Estes resultados sugerem ainda, que o pardmetro adotado para a escolha do
tempo de fermentag@o, ou seja, atividade enzimatica extracelular, ndo tenha sido o mais
apropriado, avaliando-se de forma incorreta o ponto maximo da fermentagdo. Entre as
linhagens utilizadas neste estudo, ndo se verificaram diferencas significativas quanto a este
parametro. Na analise do coeficiente atividade enzimatica/peso seco, notam-se trés grupos.
O primeiro inclui as linhagens pabfwn e nicolv, cujos indices ficaram entre 3,7 e 3,7U
GA/mg de micélio, respectivamente. Seguem-se no segundo grupo as linhagens Igp05, Igp61
e SV24, cujos indices sdo 0,35; 0,28 e 0,77U GA/mg de micélio, respectivamente. O
terceiro grupo inclui as linhagens Igp73 e Snu com indices bem inferiores, 0,014 ¢ 0,009U
GA/mg de micélio, respectivamente. Estes indices refletem a eficiéncia de produgio da
enzima glicoamilase, ja que indices maiores refletem maior atividade enzimatica por unidade
de peso seco. As linhagens mutantes derivadas, de baixa produgido de glicoamilase, embora
de forma mais lenta, atingem o0 mesmo crescimento que as linhagens originais.
Considerando-se que a atividade enzimatica extracelular das linhagens mutantes €
significativamente menor em comparagdo com as linhagens originais, este fato indica que as
linhagens mutantes sintetizam outra(s) enzima(s) que possibilita(m) a utilizagio de amido

como fonte de carbono.
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4.4.1.2. Atividade intracelular

Analisando-se os resultados obtidos para a atividade de glicoamilase intracelular
apos 3 dias de fermentagdo (Tabela 8, pag. 118), nota-se que todas as linhagens apresentam
acumulo de enzima intracelular, com exce¢do da SV24. Para as linhagens pabfiwn e nicolv,
bem como para as mutantes Igp05, Igp61 e SV24 isto também é vilido para o teor de
proteina, enquanto que para as mutantes Igp73 e Snu ocorre o inverso, ou seja, o teor de
proteina extracelular € maior do que o teor intracelular. Estes resultados indicam que estas
linhagens mutantes conseguem secretar proteina com eficiéncia maior do que as outras
linhagens. Em termos de atividade especifica, as linhagens podem ser divididas em trés
grupos. As originais pabfwn e nicolv apresentam maior atividade especifica (99,0 e 117,3U
GA/mg de proteina, respectivamente), enquanto que as linhagens mutantes 1gp05, Igp61 e
SV24 apresentam atividade especifica intermediaria (50,3; 65,1 ¢ 78,9U GA/mg proteina,
respectivamente) e as linhagens mutantes 1gp73 e Snu apresentam atividade especifica baixa
(27,0 e 15,0U GA/mg proteina, respectivamente). A diferenga na atividade especifica nio é
significativa entre as linhagéns originais. Este pardmetro ¢ significativamente maior na
linhagem pabfwn em comparagdo com as linhagens Igp05 e lgp61, verificando-se 0 mesmo
na comparagdo entre a linhagem nicolv e as linhagens 1gp73, SV24 e Snu . Esta divisio se
altera quando se analisa o coeficiente atividade enzimatica/peso seco, uma vez que o grupo
de maior coeficiente inclui ambas as linhagens originais, o grupo intermediario inclui as
linhagens mutantes Igp61 e SV24 e o grupo de baixa inclui as linhagens mutantes lgp05,
lgp73 e Snu. Do ponto de vista estatistico, a linhagem pabfwn apresenta diferenca
significativa em relacdo a linhagem Igp05, porém n3o com as linhagens nicolv e Igp61. A
outra linhagem original, nicolv apresenta diferenca significativa em relagdo as linhagens

lgp73 e Snu, ao contrario do que acontece em relagio a linhagem SV24.

Apos 7 dias de fermentagdo (Tabela 8, pag. 118), a atividade enzimatica intracelular
aumentou para todas as linhagens estudadas. A linhagem nicolv apresenta atividade
enzimatica estatisticamente maior quando comparada com as linhagens 1gp73, SV24 e Snu.

A concentragdo intracelular de proteina, comparando-se a mesma aos 3 e 7 dias de
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fermentagio, aumenta para todas as linhagens, sendo que o aumento varia entre 6,2 ¢ 19,2
vezes (pabfwn e Igp73, respectivamente). Em relag3o a atividade especifica, verifica-se que a
mesma aumenta para as linhagens pabfwn, nicolv e Snu, enquanto que as linhagens restantes
apresentam decréscimo deste pardmetro. O coeficiente atividade enzimatica/peso seco
aumentou para todas as linhagens, originais e derivadas, entre o terceiro e o sétimo dia de

fermentacio.

4.4.1.3. Atividade enzimatica ligada ae micélio

Em relagdo a atividade de glicoamilase ligada ao micélio (Tabela 9, pag. 119),
decornidos 3 dias de fermentagdo, observa-se que a linhagem pabfwn apresenta atividade
enzimatica significativamente maior em relagio as linhagens 1gp05 e lgp61, enquanto que a
linhagem nicolv apresentadiferenga significativa em relagdo as linhagens lgp73 e Snu, mas
ndo em relagdo a linhagem SV24. Comparando-se as linhagens originais entre si, a diferenca

na atividade enzimatica ndo € significativa.

Decorridos 7 dias de fermentacdo (Tabela 9, pag. 119), a analise estatistica mostra
que, comparando-se a atividade enzimatica das duas linhagens originais, pabfwn e nicolv,
ndo ha diferenca significativa entre elas. A linhagem pabfwn apresenta diferenca significativa
com a linhagem Igp05, mas ndo com a Igp61. Por outro lado, a linhagem nicolv apresenta
diferenca significativa em relagdo as linhagens lgp73 e Snu, mas nio em relagio SV24. O
coeficiente atividade enzimatica/peso seco cai entre o terceiro e o sétimo dia de fermentagio
para todas as linhagens, exceto para a lgp05, onde este indice permanece inalterado. Para a
linhagem pabfwn este coeficiente mostra-se significativamente maior do que para as
linhagens I1gp0S e Igp61. A linhagem nicolv apresenta coeficiente significativamente maior
do que as linhagem lgp73, SV24 e Snu, enquanto que a diferenca entre as duas linhagens

originais ndo ¢ significativa.
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4.4.1.4. Perfil de distribuicio da atividade enzimitica nas diversas fra¢des

A analise relativa da concentra¢do de enzima encontrada em cada fragdo para cada
uma das linhagens, mostra que as linhagens originais pabfwn e nicolv e as mutantes
derivadas Igp035, Igp61 e lgp73 apresentam um perfil semelhante (Figura I, pag. 131), apos
trés dias de fermentagdo. Prevalece neste ponto a fracdo enzimatica intracelular, enquanto
que a fragdo ligada ao micélio € intermediaria, e a fragdo extracelular é a mais baixa,
chegando a ser nula, como no caso da Igp73. No caso da linhagem SV24, a maior fragdo
corresponde & enzima extracelular, a enzima intracelular corresponde a intermedidria e a
fragdo ligada ao micélio é a mais baixa. Com a linhagem Snu, o perfil s6 apresenta fragdo

intracelular e ligada ao micélio, ambas na mesma propor¢ao.

A comparagio do perfil de distribui¢do obtido para trés dias de fermenta¢do, com
aquele correspondente a sete dias de fermentagdo (Figura II, pag. 132), evidencia que, apos
sete dias prevalece a fragdo enzimatica extracelular para as linhagens pabfwn, nicolv, 1gp05,
lgp61 e SV24. Nestas cinco liﬁhagens a propor¢do de enzima intracelular e aquela ligada ao
micélio € muito baixa, ou até desprezivel. No caso da lgp73, o perfil foge do caracteristico,
ja que a fragdo correspondente a enzima intracelular e aquela ligada ao micélio
correspondem juntas a quase 50% do total da atividade. No caso da Snu, a fracdo
extracelular corresponde a aproximadamente 30%, enquanto que as outras duas somam

cerca de 70%.

O perfil apresentado pela lgp73 apdés 7 dias de fermentagdo, levando-se em
considera¢cdo o fato do peso seco ser inferior aquele achado para as linhagens originais,
eventualmente poderia vir a ser semelhante ao apresentado para as outras linhagens,
aumentando-se o tempo de fermentagio. Possivelmente o mesmo raciocinio se aplica a

linhagem Snu.
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A distribui¢do da atividade enzimatica encontrada para as linhagens pabfwn, nicolv,
lgp05, 1gp61 e SV24, era esperada, quando se leva em consideragdo que o amido, substrato

da glicoamilase, ndo ¢ transportado para o interior da célula.
4.4.2. Atividade enziméatica em meio com maltose (meio MAL)
4.4.2.1. Atividade extracelular

Os dados obtidos para a fermentagdo em meio MAL (item 3.5.) apos trés dias de
fermentacdo (Tabela 10, pag. 120), mostram que as linhagens pabfwn e nicolv apresentam
nivel de atividade enzimética significativamente maior do que todas as linhagens mutantes
derivadas das mesmas. Observando-se o que ocorre com o teor total de proteina, nota-se
que as mutantes apresentam concentra¢do significativamente menor do que as originais,
sendo que entre as duas ndo ha diferenca significativa. Quanto a atividade especifica, as
linhagens pabfwn e nicolv ndo diferem significativamente entre si. A linhagem Snu apresenta
a maior atividade especifica entre as linhagens mutantes, seguida pelas linhagens 1gp05 e
Igp61, e finalmente pela SV24, que apresenta a menor atividade especifica. Em relagio ao
peso seco, nota-se que, com exce¢do da linhagem Igp73, que apresenta crescimento menor,
0 peso seco das outras seis linhagens estudadas ndo difere. O peso seco do mutante Igp73 ¢
da ordem de 71% em relagdo a linhagem nicolv. Em fun¢o dos resultados obtidos para a
atividade enzimatica e para o peso seco, as linhagens originais apresentam um coeficiente
bem mais elevado entre estes dois pardmetros. Para a linhagem Snu esta relacio é 5,1 vezes
menor do que para a linhagem nicolv, enquanto que para a linhagem SV24 ¢ 14.9 vezes

menor do que para a mesma linhagem original.

A comparagdo dos resultados obtidos para a atividade extracelular aos sete dias de
fermentacdo (Tabela 10, pag. 120), mostra que a mesma aumenta em relacdo a atividade
enzimatica verificada apos trés dias de fermentagdo, para todas as linhagens estudadas. O
fator de aumento varia de 2,2 vezes para a linhagem Snu a 8,6 vezes no caso da SV24,

sendo que o aumento s6 ndo ¢ significativo para as linhagens Igp61 e Igp73. Ao final da
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fermentagdo ndo ha diferenga significativa entre as linhagens pabfiwn e nicolv, bem como
entre as linhagens 1gp05, Igp61, SV24 e Snu. O teor de proteina total no meio extracelular
sofre aumento entre trés e sete dias de fermentag@o, sendo de aproximadamente 1,7 vezes
para a linhagem nicolv e 11,1 vezes para a linhagem SV24. O incremento no teor de
proteina total neste intervalo de tempo s6 € significativo para as linhagens pabfwn e nicolv.
Em relagdo a atividade especifica apresentada pelas linhagens, verifica-se que a mesma
aumenta para as linhagens nicolv, 1gp05, Igp61 e lgp73, enquanto que diminui para as outras
trés linhagens estudadas. O peso seco do micélio das linhagens pabfwn , nicolv, 1gp61, SV24
e Snu diminuiu, embora a diminui¢do n3o possa ser considerada significativa, enquanto que
a linhagem lgp61 mostrou perda significativa de peso seco e a linhagem lgp73 aumento
significativo. Isto sugere, tal como no caso da fermentagio em meio com amido, que as
linhagens que apresentam perda de peso seco, ja se encontram na fase de autolise, enquanto
que as restantes ainda se encontram na fase log ou estacionaria de crescimento. Analisando-
se o coeficiente atividade enzimatica/peso seco, as linhagens podem ser divididas em trés
grupos. O primeiro grupo inclui as duas linhagens originais, cujos indices ficaram em 6,79
para a pabfwn e 6,20 para a ﬁicolv. No grupo intermediario situam-se as linhagens Igp05,
Igp61, SV24 e Snu, com indices de 1,52; 1,08; 1,43 e 1,17, respectivamente. A linhagem
Igp73, que possui os genes /gpB;; e ssuA,, apresenta o indice 0,21, portanto 29 vezes

menor do que o apresentado pela linhagem nicolv.
4.4.2.2, Atividade intracelular

Os resultados obtidos para a atividade enzimatica intracelular em meio com maltose
(Tabela 11, pag.121), mostra que dentre as linhagens estudadas, a pabfwn apresenta a maior
atividade aos trés dias de fermentagdo. As linhagens restantes apresentam atividade
intermediaria entre a pabfwn e a linhagem Igp73, que mostra a menor atividade da enzima.
Em relagio ao teor de proteina total, verifica-se que as linhagens pabfwn, Igp61, SV24 e
Snu apresentam o teor mais elevado de proteina. Em seguida vem as linhagens nicolv e
lgp05 e por Gltimo a lgp73, que, como ja foi mencionado, apresenta também a menor

atividade enzimatica. Verifica-se que para as linhagens pabfwn, nicolv e Snu, a atividade
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enzimatica extracelular € maior do que a intracelular, ao contrario portanto do que ocorre
com as linhagens mutantes Igp035, 1gp61, Igp73 e SV24. Em termos de teor de proteina, as
sete linhagens estudadas apresentam maior teor de proteina intracelular do que extracelular
aos trés dias de fermentagdio. A linhagem pabfwn apresenta a maior atividade especifica
(78,70 GA/mg de proteina), enquanto que a linhagem nicolv e as linhagens mutantes Igp05,
lgp61, 1gp73 e SV24 apresentam atividade especifica intermediaria (44,6; 33,5; 32,3; 282 ¢
33,8U GA/mg de proteina respectivamente) e a linhagem Snu apresenta a menor atividade
especifica (18,2U GA/mg de proteina). A analise estatistica mostra que ha diferenca
significativa entre a linhagem pabfwn e as linhagens Igp05 e Igp61, enquanto que a linhagem
nicolv mostra diferenga significativa em relagdo a atividade especifica com as linhagens

lgp73 e Snu, porém nio com a SV24.

Apés sete dias de fermentagdo (Tabela 11, pag. 121), a atividade enzimatica
intracelular para todas as linhagens € menor do que aos trés dias de fermentagio, numa
proporgdo de 4,3 vezes menor para a linhagem Igp61 e 1,8 vezes para a linhagem Igp05. A
linhagem pabfiwn apresenta 41,1U GA, com diferenga significativa para a linhagem nicolv
(17,50 GA), bem como em relagdo as linhagens Igp05 e lgp61, que apresentam 14,9 e
10,5U GA, respectivamente. A analise comparativa do teor de proteina intracelular mostra
que o mesmo diminui para as linhagens que apresentam uma diminuigio ou manutengdo do
peso seco entre trés e sete dias de fermentagdo, o que inclui as linhagens pabfwn, nicoiv,
lgp61, SV24 e Snu. Na Igp73, como ja foi mencionado, ocorre um aumento da massa celular
entre trés e sete dias de fermentagdo, acompanhado de um aumento consideravel de
proteina. A tnica excecdo € a Igp05 que, apesar de ndo apresentar variagdo no peso seco
entre trés e sete dias de fermentag@o, apresenta um aumento de aproximadamente 83% no
teor de proteina total neste intervalo. Em relagdo a atividade especifica nota-se que as
linhagens pabfwn e nicolv se destacam devido a uma atividade especifica bem mais elevada
do que as linhagens mutantes (36,1 e 27,8U GA/mg de proteina, respectivamente). As
linhagens 1gp05, 1gp61 e SV24 apresentam atividade especifica intermediaria (11,2; 15,5 e
12,8U GA/mg de proteina, respectivamente), enquanto que as linhagens lgp73 ¢ Snu

apresentam baixa atividade especifica (4,0 e 5,8U GA/mg de proteina, respectivamente). Os
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resultados da analise estatistica mostram que nio ha diferenca significativa entre as linhagens
pabfwn e nicolv, porém, entre estas e as respectivas linhagens mutantes derivadas, lgp05 e
lgp61 e Igp73, SV24 e Snu a diferenga ¢é significativa. Para o coeficiente atividade
enzimatica/peso seco, tem-se a mesma distribuigio verificada em relagio a atividade
especifica. Ou seja, as linhagens pabfwn e nicolv apresentam os maiores indices (0,65 e
0,26U GA/mg de micélio, respectivamente), as linhagens 1gp05, 1gp61 e SV24 apresentam
valores intermediarios (0,22; 0,17 e 0,14U GA/mg de micélio), enquanto que a Igp73 e a
Snu apresentam os menores valores (0,05 e 0,09U GA/mg de micélio). Estatisticamente a
diferenca entre as duas linhagens originais € significativa, e entre a linhagem pabfwn e as
linhagens Igp03 e Igp61, também. Comparando-se a linhagem nicolv e as linhagens Igp73 e
Snu, a diferenca para o coeficiente atividade enzimatica/peso seco € significativa, mas ndo ha

diferenca significativa entre a linhagem nicolv e a linhagem SV24.
4.4.2.3. Atividade ligada ao micélio

Os dados referentes atividade enzimatica ligada ao micélio em meio MAL (item
3.5.) se encontram na Tabela 12 (pag. 122). O micélio é a fragio que apresenta a menor
atividade enzimatica, analisando-se os dados obtidos aos trés e aos sete dias de fermentagdo,
sendo que esta observagdo j tinha sido feita em meio MAC (item 3.5.). Em relacdo a este
parametro, aos trés dias de fermentagdo, observa-se que as linhagens pabfwn e nicolv
apresentam a atividade mais elevada (4,66 e 2,84U GA, respectivamente), enquanto que a
linhagem Igp73 apresenta a menor atividade (0,25U GA). As outras linhagens se situam
entre estes extremos, para as linhagens 1gp05, Igp61, SV24 e Snu (0,84; 1,32; 1,19 ¢ 1,35U
GA, respectivamente). A diferenca entre a atividade enzimatica da linhagem original pabfwn
e as linhagens derivadas Igp05 e lgp61 € significativa, o mesmo acontecendo entre a
linhagem nicolv e as derivadas Igp73 e Snu. As linhagens pabfwn e nicolv, bem como as
linhagens nicolv e SV24 ndo apresentam diferenga significativa. Quanto a eficiéncia de
producdo da enzima, representada pelo coeficiente atividade enzimatica/peso seco, verifica-
se exatamente a mesma distnbuicdo observada para a atividade enzimatica. Entre as

linhagens pabfwn e nicolv, este pardmetro apresenta diferenca significativa, bem como entre
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linhagem pabfwn e as linhagens Igp05 e lgp61. Entre a linhagem nicolv e as linhagens Igp73,
SV24 e Snu a diferenga também ¢ significativa para o coeficiente atividade enzimatica/peso

SE€CO.

A analise dos dados referentes aos sete dias de fermentagdo (Tabela 12, pag. 122),
evidencia atividade extremamente baixa da linhagem nicolv. Pode-se dividir as linhagens
conforme ocorreu aumento, diminui¢do ou ndo ocorreu alteracdo da atividade enzimatica
entre trés e sete dias de fermentagdo. As linhagens pabfwn, nicolv e Snu sofreram
diminui¢8o da atividade, na linhagem Igp61 ndo se verificou alteragdo e as linhagens Igp05,
Igp73 e SV24 apresentaram aumento da atividade enzimatica ligada ao micélio. A relagio
atividade enzimatica/peso seco seguiu exatamente 0 mesmo comportamento da atividade
enzimatica, com uma Unica excegdo em relagdo a linhagem lgp61 que, apesar de ndo ter
apresentado variagdo de atividade enzimatica entre trés e sete dias de fermentacio,

apresentou uma ligeira queda na eficiéncia de producido da enzima glicoamilase.

4.4.2.4. Perfil de distribuiciio da atividade enzimaitica nas diversas fracdes

As Figuras III e IV (pags. 133 e 134, respectivamente) mostram como a atividade
enzimatica total se distribui nas fragGes extracelular, intracelular e ligada ao micélio,
decorridos trés e sete dias de fermentagdo, respectivamente, em meio contendo maltose

como fonte de carbono.

Decorridos trés dias de fermentacgdo (Figura III, pag. 133), verifica-se que para todas
as linhagens a fracdo ligada ao micélio € a menor, ndo chegando a ultrapassar 2,3% da
atividade total de glicoamilase apresentada pelas linhagens. Nas linhagens pabfwn, nicolv e
Snu a fragdo extracelular € maior do que a intracelular, sendo que a diferenca entre ambas ¢
de 0,8; 59,8 e 19,7%, respectivamente. Nas linhagens Igp05, Igp61, Igp73 e SV24 a situagio
se inverte, isto ¢, a fragio intracelular é maior do que a extracelular, sendo que a diferenca

para ambas € de 19,6; 45,9; 97,8 e 54,2%, respectivamente.
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Verifica-se que todas as linhagens apresentam perfil semelhante. A fragdo enzimatica
ligada ao micélio é novamente a menor, variando de 0,2% para a linhagem nicolv a 5,2%
para a lgp73. A fragdo intracelular tém uma distribuigdo bastante homogénea entre as
linhagens estudadas, variando de 5,0% para a nicolv a 20,5% para a lgp73. A fragdo
extracelular varia de 74,3% na linhagem 1gp73 a 94,8% para a linhagem nicolv. Excluindo-se
a lgp73 desta analise, em relagdo as fragdes extra e intracelular, em fun¢do do crescimento
da mesma ser mais lento do que as demais, nota-se que a fragdo intracelular varia de 5,0%
para a nicolv e 13,2% para a Igp05, e a fragdo extracelular varia de 85,5% para a Igp05 a

94,8% para a nicolv.
4.4.3. Comparacio das fermenta¢oes em meio MAL e em meio MAC

A Tabela 13 (pag. 123) mostra os dados obtidos para os parametros atividade
enzimatica, teor de proteina, atividade especifica, peso seco e atividade enzimatica/peso seco
em meio MAL e meio MAC (item 3.5.) para todas as linhagens estudadas. Transcorridos
trés dias de fermentacio, pé.ra as sete linhagens estudadas, a somatéria da atividade
enzimatica presente em cada uma das fragGes analisadas € maior no meio contendo maltose
do que no meio contendo amido. Decorridos sete dias de fermentacdo, verifica-se que as
linhagens pabfwn, nicolv, Igp61 e SV24 apresentam teor total, isto €, somatoria das trés

fragdes, menor no meio MAC, quando comparado com o meio MAL.

A Tabela 14 (pag. 124) apresenta os resultados obtidos para o teor de proteina
encontrado nas fragdes extra e intracelular, para as fermentagdes em meio MAL e em meio
MAC (item 3.5.). Com exceg@o da linhagem IgpO5 todas as outras linhagens apresentam,
decorridos trés dias de fermentagdo, mais proteina em meio MAL do que em meio MAC.
No entanto, decorridos sete dias, a situagdo se inverte, isto €, as linhagens passam a

apresentar maior teor de proteina no meio MAC.
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Os dados que constam da Tabela 15 (pag. 125), se referem a atividade especifica
encontrada para as fragdes extra e intracelular para todas as linhagens estudadas. No meio
com maltose ocorre maior atividade especifica em comparagio com o meio contendo amido.
Esta observacdo € valida para trés dias, assim como para sete dias de fermentagdo, com

excecdo apenas da linhagem pabfin , onde ocorre o inverso.

Relacionando os resultados obtidos para o teor de proteina com aqueles encontrados
para a atividade especifica, verifica-se que as linhagens apresentam, decorridos trés e sete
dias de fermentagdo, atividade especifica mais elevada em meio contendo maltose como

fonte de carbono.

A Tabela 16 (pag. 126) mostra os resultados comparativos para o parametro peso
seco em ambos os meios de fermentacdo. O peso seco do micélio é sempre maior no meio
MAC, com exce¢do da linhagem lgp73 aos trés dias de fermentagdo, quando o peso seco da

linhagem € maior em meio com maltose.

Tomando-se como base o peso seco em meio MAL, o peso seco em meio MAC €
3,7 a 96,5% maior (para a Snu e pabfwn, respectivamente) decorridos trés dias de
fermentagdo. Apds sete dias, a diferenca de peso seco do meio MAL para o meio MAC

varia de 34,7 a 95,9% (para a Igp73 e Igp61, respectivamente).

Quanto a eficiéncia de produgdo da glicoamilase, expressa pela relagdo entre
atividade enzimatica e peso seco (Tabela 17, pag. 127), a mesma € sempre maior, para as
fracdes extra e intracelular de cada uma das linhagens e dos tempos de fermentagdo

estudados, em meio MAL.

Como ja foi mencionado anteriormente, o micélio é muito pouco eficiente na
produ¢do da enzima, sendo que as razdes ja foram enumeradas, o que se verifica para ambos

os meios utilizados.
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O estudo da fermentagio em meio com maltose foi feito devido a necessidade de se
trabalhar com um meio de composi¢do conhecida, para extracdo de DNA e principalmente
RNA, em condigdes de inducdo e ndo indugdo da glicoamilase das linhagens estudadas. Em
relagdo a extracdo de proteina e eletroforese para detec¢do das diferentes fragdes da enzima,
a definigdo de um meio reprodutivel na sua composi¢do, também era importante, visto que
as proteinas provenientes da farinha de mandioca dificultariam a interpretagdo dos resultados

obtidos.

Enquanto o peso seco para todas as linhagens € significativamente maior no meio
MAC, a atividade especifica ¢ significativamente menor em meio MAC, tanto aos trés como
aos sete dias de fermentagdo. Isto indica que no meio MAC houve a participagio de outras
enzimas amiloliticas, além da glicoamilase. Uma possibilidade que se encaixa bem nesta
situagdo € a o-amulase. O mecanismo sinergistico envolvendo a o-amilase e a glicoamilase
na degradacdo do amido, prevé a degradagdo inicial do amido pela primeira enzima, que
hidrolisa 0 amido a moléculas menores, preferencialmente dextrinas, que introduzidas na
célula, desencadeariam a indug@o da glicoamilase. Esta hip6tese, formulada por BARTON et
al. (1972) e FOWLER et al. (1990), confrontada com os resultados obtidos para as
linhagens de crescimento mais lento, medido em termos de peso seco, € que inclui as
linhagens 1gp05, lgp 73 e Snu em meio MAC, faz supor que estas apresentam alteragdes
também na a-amilase, (MASIERO, 1992). Estas altera¢Ses poderiam envolver a sintese,
secre¢do ou estrutura desta proteina, o que poderia ser esclarecido em relagdo as linhagens

em questdo.

As enzimas apresentam, do ponto de vista do mecanismo de hidrolise do amido,
caracteristicas proprias. A o-amilase ¢ uma endohidrolase e, portanto, hidrolisa ligagdes o-
1,4 do amido ao acaso, levando a dextrinas como produtos da reagdo, desta forma
liquefazendo o substrato. A glicoamilase ¢ uma exohidrolase, que também age sobre as
ligagdes a-1,4, porém, retirando moléculas de glicose da extremidade ndo redutora do
amido e seus analogos, como dextrinas e maltose. Na presenga de amido as enzimas

apresentam agdo sinergistica, com a ot-amilase liberando substrato para a glicoamilase.
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O meio MAC € um meio de cultura rico em nutrientes, em virtude da farinha de
raspa integral de mandioca, quando comparado com o meio MAL. A composigio centesimal
média da mandioca € a seguinte: 83,2g de carboidratos; 1,4g de proteina; 0,5g de lipidios;
343mg de potassio; 198mg de fosforo; 45mg de calcio, 40,6mg de sodio; 1600ug de
niacina; 900ug de ferro; 80ug de tiamina; 70pg de riboflavina e 14ug de acido ascorbico
(FRANCO, 1992). Os meios de cultura utilizados diferem quanto a “fonte de carbono”. Na
composi¢do do meio entram 20g de farinha de raspa integral de mandioca/l, enquanto o
meio MAL apresenta 10g de maltose/l. A diferenga na composi¢do dos meios ¢ responsavel
pela maior quantidade de micélio e atividade especifica de glicoamilase menor para o meio

MAC, ao contrario do meio MAL.

Os resultados obtidos neste trabalho ndo estio de acordo com o trabalho de
SINKAR e LEWIS (1980) que verificaram que a indugio da glicoamilase em Aspergillus
niger com amido € mais eficiente. No estagio inicial da fermentagdo, a maltose mostrou-se
mais eficiente como indutora da enzima em questdo. Analisando dados obtidos para o fungo
A. terreus, utilizando diferentes fontes de carbono a 1% em meio Czapek Dox, GHOSH et
al. (1990) verificaram que a atividade enzimatica era maxima em meio com amido,
maltotriose, maltose, amilose ou amilopectina. Este fato levou-os a conclusio que a enzima

¢ induzida por maltose ou carboidratos com unidades de maltose na sua estrutura.

Para a linhagem pabfwn, CALIL (1988) encontrou atividade enzimatica, em U GA, e
peso seco, em mg, determinados nas mesmas condi¢des que as adotadas neste trabalho,
significativamente maiores. A atividlade maxima extracelular, ocorreu no 5° dia de
fermentagdo e correspondeu a 27,3U GA, caindo depois para 16,9U GA no 7° dia. Em
relagdo ao pH, o pH inicial de 5,23 caiu para 1,95 no 3° dia e 1,93 no 4°, recuperando-se em
seguida até atingir 3,32 no 7° dia. Ainda segundo CALIL (1988), o peso seco para a
linhagem pabfwn alcanga seu valor maximo aos trés dias de fermentagdo, atingindo 160mg,
caindo depois para 115mg aos 7 dias. Confrontando estes resultados com os que constam na
Tabela 1 (pag. 113), verifica-se que a linhagem, embora a metodologia adotada fosse a

mesma, atinge 18,5U GA, apds sete dias de fermentagio caindo para 16,8U GA ap6s oito
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dias. Ou seja, a mesma linhagem atingiu 0 maximo de produ¢do com maior tempo de
fermentagdo, além da diferenca significativa entre a atividade maxima encontrada. Segundo
CALIL (1988), o peso seco atinge 160mg aos trés dias, enquanto que neste estudo ele
atinge 128mg. Aos sete dias de fermentagdo, as linhagens ndo apresentam diferenga

significativa no peso seco verificado em ambos os estudos.

Todas as linhagens estudadas atingem praticamente o mesmo peso seco final, embora
a lgp73 apresenta crescimento mais lento, fato este que MASIERO (1992) relacionou com a
presenga dos genes /gpB;; e ssuA;. O primeiro deles € responsavel pela redug:id da
producdo de glicoamilase para niveis entre 2 e 4,5U/ml, enquanto que o outro gene acarreta
atraso de trés dias no inicio do crescimento em meio minimo com amido como fonte de
carbono, além de redugdo da produgdo de glicoamilase para niveis abaixo de 1U/ml. Ainda
segundo MASIERO (1992), o gene ssuA; tem efeito epistatico sobre o gene /gpB7;, € a
combinagdo destes, resultava no atraso de seis dias no inicio do crescimento e reducdo a
niveis minimos na produg@o de glicoamilase. Neste estudo, os resultados obtidos para a
atividade enzimatica da linhagem lgp73 em ambos os meios utilizados, MAC € MAL, estdo
de acordo com MASIERO (1992). Para o estudo do crescimento da mesma linhagem,
verificando o crescimento das linhagens por meio do didmetro das colonias, MASIERQO
(1992) utilizou meio minimo com substituigdo da glicose por outras fontes de carbono, e
verificou que em meio com amido a mesma ndo apresentava crescimento apos trés dias de
incubag@o, 0 mesmo acontecendo com a linhagem Igp05. Em estudos de crescimento em
placas de Petri, contendo meio minimo com amido, por tempo mais prolongado, MASIERO
(1992) observou que os mutantes Igp05 e Igp73 apresentavam atraso de 3 e 6 dias no
crescimento, respectivamente. No presente estudo, adotou-se o peso seco do micélio como
pardmetro para verificagio do crescimento das linhagens e meio de fermentagdo com
substitui¢do da farinha de mandioca por maltose. A linhagem Igp05 apresentou atraso em
meio MAC, e ndo apresentou atraso de crescimento em meio MAL. A linhagem Igp73
apresentou atraso em ambos os meios utilizados, com atraso maior no meio MAL. Os
resultados obtidos neste trabalho, sugerem que no meio MAC ha fatores nutricionais, que

tornam este meio menos desfavoravel ao crescimento da linhagem 1gp73, do que o meio
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minimo com amido utilizado por MASIERO (1992). Este fator pode ser a glicose, bem

como vitaminas € sais minerais.

Trabalhando com 4. niger e estudando a secre¢do da enzima glicoamilase no meio
de fermentagdo, HSIEH e WU (1984), perceberam que a enzima era gradualmente secretada
no meio externo, uma vez que a mesma aumentava durante a fase de crescimento do micélio
€ permanecia constante a partir do inicio da fase estacionaria, indicando que o micélio
precisa estar crescendo para ocorrer secregdo de glicoamilase. Estes resultados também
contrariam os obtidos neste trabalho, uma vez apenas trés das linhagens estudadas em meio
MAC apresentam aumento de peso seco apos trés dias de fermentagdo, porém a quantidade
de enzima total (somatéria das fragdes extracelular, intracelular e ligada ao micélio)

aumenta, sendo que em meio MAL fizeram-se as mesmas observagdes.

4.5. Producdo de enzima em meio com maltose (meio MAL) e em meio

com maltose tamponado (meio MALYt)

A produgdo de enzima em meio com maltose e em meio com maltose tamponado foi
feita de acordo com o item 3.5, e tinha por finalidade verificar a influéncia que o
abaixamento do pH do meio sobre a estabilidade da glicoamilase, uma vez que na literatura

se faz referéncia a valores em torno de 5,5 a 7 para o pH de estabilidade da enzima.

Independente da fonte de carbono adicionada ao meio, o mesmo apresenta fosfato
diidrogenado de potassio, que exerce um efeito tampdo fraco, sendo que o pH do meio
antes da autoclavagem € de 5,5; e ap6s a mesma passa para 5,8. Escolheu-se o tampdo
citrato, devido ao pH inicial do meio, e, sendo a linhagem 10v10 produtora de acido citrico,
capacidade esta que pode estar presente também nas linhagens dela derivadas, esperava-se

que o tampao citrato inibisse a produgio de acido citrico.

As Figuras V e VI (pags. 135 e 136, respectivamente) mostram as curvas de pH da

fermentagdo para os meios MAL e MALL, respectivamente.
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Na Figura V (pag. 135), verifica-se que todas as linhagens apresentam queda brusca
de pH nas primeiras 50 horas de fermentagdo, quando o pH atinge valores entre 3 e 4. Em
seguida, com exce¢do da linhagem 10v10, todas continuam mostrando queda no pH, para
valores de aproximadamente 1,8 a 2,7. Transcorridas 70 horas de fermentagdo todas estas
linhagens apresentaram pH abaixo de 3. Tendo em vista que o pH abaixa muito nos dois
primeiros dias de fermentagdo ¢ a mesma demora ao redor de cinco dias para que as
linhagens atinjam boa produgdo de glicoamilase, este fator poderia estar afetando a
estabilidade da enzima, constituindo-se no fator limitante em relagdo a baixa producgio da
mesma. A linhagem produtora de acido citrico, a 10v10, € a que apresenta menor queda do

pH do meio.

A Figura VI (pag. 136) mostra a curva de pH da fermentagdo para o meio MALt.
Verificou-se que a queda de pH nd3o foi tdio acentuada no meio tamponado, quando
comparado com o meio nao tamponado. Neste caso, ndo ocorreu um abaixamento repentino
nas primeiras 50 horas de fermentagdo no pH, e todas as linhagens apresentaram pH acima
de 3, transcorridas 120 horas de fermentagdo, portanto nos primeiros 5 dias. As linhagens
apresentaram um comportamento bem mais heterogéneo neste meio do que no meio nao-
tamponado, em relagdo ao pH, uma vez que em meio MALt o pH final se situa entre 2.6 ¢
5,4. A curva de pH da linhagem Igp73, diferiu da curva das outras linhagens, uma vez que,
transcorridas 100 horas de fermentagdo, passa a apresentar aumento do pH. O estudo sobre

o efeito do pH na estabilidade da enzima, € um aspecto a ser estudado mais detalhadamente.

As Figuras VII e VIII (pags. 137 e 138, respectivamente) apresentam as curvas de
atividade extracelular da glicoamilase em meio com maltose (MAL) e meio com maltose
tamponado (MALLt). A comparac¢do de ambas as curvas no meio tamponado, evidencia que a
atividade da glicoamilase, além de ser maior, ndo apresenta a diminui¢do, que todas as
linhagens apresentam no meio ndo-tamponado. Este fato, poderia estar relacionado com a
perda de atividade devido a inativagdo decorrente do pH baixo do meio de fermentagdo. A
literatura refere a estabilidade da enzima na faixa de pH 4 a 5,5. Em testes preliminares

feitos com a enzima da linhagem pabfwn estes valores foram confirmados. Como mostra a
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feitos com a enzima da linhagem pabfwn estes valores foram confirmados. Como mostra a
Figura V (pag. 135), o pH do meio de fermentagdo nio-tamponado com menos de dois dias,

ja caiu abaixo de pH 4.

4.6. Instabilidade das linhagens

Neste estudo, as linhagens mostraram-se mais lentas na produgdo de glicoamilase do

que anteriormente descrito por MASIERO (1992), como foi discutido anteriormente.

Tanto para a fermentacdo em meio MAC quanto em meio MAL, o desvio padrio da
produ¢do de glicoamilase, foi sempre bem acentuado. Este fato pode ser explicado por
diferen¢as minimas na composi¢do do meio de cultura, diferencas nas condi¢des fisicas da
fermentagdo, incluindo o pH do meio, a temperatura de incubagio e concentragio de
substincias contaminantes. O desvio padrio para os resultados obtidos em meio MAL §€, via
de regra, menor do que no meio MAC. Este tipo de instabilidade foi mencionada por

GARDNER et al. (1956) e MERRICK (1975), respectivamente para A. niger e A. nidulans.

Em todas as linhagens, mas com maior freqiiéncia nas linhagens de baixa produgio
extracelular de glicoamilase, quando crescidas em meio solido, foi possivel observar setores,
com caracteristicas fisiologicas e morfologicas distintas da coldnia. Para a linhagem hgp169,
foi possivel observar em apenas uma placa quatro tipos morfologicos diferentes. Em 1978,
BONATELLI Jr. sugeriu que a instabilidade da linhagem 10v10 de A. niger era devida a
heterocariose, relacionada com o surgimento de setores a partir de coldnias crescidas em
meio minimo, e auséncia de setores em meio completo. BURR et al. (1982) relataram o
surgimento de setores de crescimento acelerado como conseqiiéncia de delegdo espontinea

de segmento cromossomal duplicado em linhagens de 4. nidulans.
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4.7. Teste de sensibilidade a higromicina e ao benomil

Os testes foram realizados de acordo com os itens 3.12.1 e 3.12.2., respectivamente

para sensibilidade das linhagens frente a higromicina e benomil.

A Tabela 18 (pag. 128) apresenta os resultados obtidos para a sensibilidade a

higromicina apos 48 horas de incubagio.

Os testes foram feitos sempre na presenga do estabilizador osmético utilizado na
transformagdo, uma vez que os testes preliminares indicavam diferengas marcantes quanto &
sensibilidade das linhagens frente a um ou outro agente quimico, na auséncia € na presenga
do estabilizador. O crescimento dos protoplastos em meio com sorbitol foi bem mais
vigoroso, com diminui¢do da sensibilidade a higromicina. Os testes finais foram feitos em

meio com sorbitol, ja que KCl nio tem este mesmo efeito na sensibilidade das linhagens.

A Tabela 18A (pag. 128) mostra os resultados obtidos para as linhagens Snu e

10v10 decorridas 108 horas de incubagéo.

Estas duas linhagens foram as Unicas que mostraram diferenga quanto a sensibilidade
a higromicina quando incubadas por periodo de tempo mais longo. Estas mesmas
observagdes também se fizeram nos testes de sensibilidade dos protoplastos ao benomil,
cujos resultados se encontram na Tabela 19 (pag. 129). FERREIRA (1991) fez as mesmas

observagdes para a sensibilidade dos protoplastos ao benomil.

A Tabela 20 (pag. 129) mostra os resultados para a resisténcia das linhagens de
Aspergillus niger, utilizadas neste trabalho, ao benomil em meio de regeneragdo com KCl
0,6M. Verifica-se que nestas condigGes as linhagens pabfwn, nicolv e Igp73 se mostram mais

sensiveis ao fungicida, do que no meio de regeneragdo com sorbitol 1,2M.
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Nos experimentos de transformagio utilizaram-se as concentragdes de 200ug de

higromicina/ml € 0,75ug de benomil/ml de meio para as linhagens Igp61 e Snu.

4.8. Producio de protoplastos

Para os experimentos de transformagio foram escolhidas as linhagens Igp61 e Snu. A
primeira delas foi escolhida em razdo da possibilidade de apresentar mutacio na estrutura

primaria da glicoamilase e a segunda em fung8o da atividade enzimatica muito baixa.

O pnimeiro protocolo adotado foi 0 de BALLANCE et al. (1983) modificado. O
parémetro usado para avaliar o melhor tratamento para protoplastizagio do micélio, foi o

numero de protoplastos obtidos e a viabilidade dos mesmos.

Com o protocolo mencionado, o melhor resultado foi obtido com o tempo de 14
horas de incubagio do micélio, protoplastizagdo com Smg/ml de Novozym 234 e celulase,
respectivamente, e sorbitol 1,2M como estabilizador -osmoético. Neste experimento
obtiveram-se 4,6x10° protoplastos para a linhagem lgp61, com viabilidade de 2,3% e

3,8x10° protoplastos para a linhagem Snu, com viabilidade de 1,9%.

A metodologia descrita por BALLANCE et al. (1983) prevé a utilizacio de
2,5mg/ml de cada uma das enzimas liticas para A. nidulans. UNKLES et al. (1989),
trabalhando com A. niger, utilizaram apenas Novozym 234, na concentragio final de
5mg/ml, incubando o micélio durante 2 horas a 30°C. FERREIRA (1991) obteve 2,5x10’
protoplastos da linhagem Igp73 utilizando 2,5mg/ml de Novozym e celulase,
respectivamente, € solugdo de STC (sorbitol 1,2M; Tris-Cl 10mM pH 7,5; CaCl, 50mM) no
lugar de do tampdo de K™ e Ca®* (KCl 0,6M; CaCl, 50mM).

Os resultados obtidos neste estudo apontaram para o tempo de protoplastizacio
como o fator determinante para o baixo indice de protoplastos, e principalmente, da baixa

viabilidade. A viabilidade encontrada por van HARTINGSVELDT et al. (1987) para A.
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niger variou de 10-20%. O tempo médio observado para a protoplastiza¢do foi de 4,5 horas,
portanto bem maior que o tempo utilizado por FERREIRA (1991) para a linhagem Igp73 e
CALIL (1995) para a linhagem pabfwn.

Com os resultados obtidos com a metodologia de BALLANCE et al. (1983) em
relacdo a concentragdo de enzimas liticas e estabilizador osmético, adotou-se a metodologia
de TILBURN et al. (1983), que difere quanto a agitagdo adotada na incuba¢do do micélio
com a solugdo de enzimas. Enquanto BALLANCE et al. (1983) adotaram 40rpm,
TILBURN et al. (1983) utilizaram 100rpm. Outra diferenga entre os protocolos, € o fato de
TILBURN et al. (1983) utilizarem micélio crescido em meio liquido, ao contrario de
BALLANCE et al. (1983), que utilizaram micélio crescido sobre meio solido coberto com

celofane.

Esta modificacio, embora ndo levasse ao aumento do nmimero de protoplastos,
obtendo-se 5,1x10° e 4,2x10° protoplastos para as linhagens lgp61 e Snu, a viabilidade
aumentou para 4,2 e 3,5%, respectivamente O tempo de contato das enzimas liticas com o
micélio abaixou para 3,5 horas, e sugeriu ser responsavel pelo melhoramento verificado na

protoplastizag@o.

O terceiro protocolo, de CAMPBELL et al. (1989), recomenda agitagdo de 250rpm
para a obtengdo de protoplastos. Em principio, a agitagdo maior poderia diminuir o tempo
de contato entre micélio e enzimas, mas também poderia provocar dano mecanico aos
protoplastos. Este protocolo foi ensaiado utilizando-se Novozym 234 e celulase, na
concentragio anteriormente mencionada, sorbitol 1,2M para estabilizar os protoplastos e
agitagdo de 250rpm na fase de protoplastizagdo. Nestas condi¢bes, o tempo de
protoplastizagdo, caiu para, em média, 50 min. O nimero de protoplastos obtidos aumentou,
passando para 1,71x10° e 1,32x10° respectivamente, para as linhagens lgp61 e Snu. A
viabilidade destes protoplastos ficou em 6,7 e 5,1%, respectivamente, ainda bem inferior

aos valores encontrados por van HARTINGSVELDT et al. (1987).
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A preparagio de protoplastos obtidos de acordo com o ultimo protocolo

mencionado, foi utilizada para a cotransformacio.

4.9. Transformacio

A transformag@o, feita seguindo-se a metodologia descrita por BALLANCE et al.
(1983), TILBURN et al. (1983) e CAMPBELL et al. (1989) ndo permitiu o isolamento de
nenhum transformante sob nenhuma das condigdes descritas. Utilizou-se o plasmidio
pCAMGHI1 nos experimentos de transformagdo, variando-se o tempo de exposi¢io dos

protoplastos ao DNA de 20 até 60min. O DNA foi utilizado na sua forma circular e linear.

Nos experimentos de cotransformagdo, feitos nas condigdes descritas o item 3.11.3.,
utilizaram-se vetores circulares e linearizados. Obtiveram-se trés colonias potencialmente
transformantes como resultado da transformagdo da linhagem Igp61 com pBT6/pCAMG91.
Estes transformantes foram entdo repicados em meio sem sorbitol, porém com benomil,

verificando-se que nio eram estaveis.

4.10. Eletroforese de proteinas

A eletroforese de proteinas em SDS-PAGE foi feita de acordo com o item 3.9., apds
fermentagdo em meio MAC. As amostras € o padrio para glicoamilase e a-amilase ndo
foram previamente purificados, impossibilitando a correta identificacio das bandas de

enzimas .

Na eletroforese de proteinas em poliacrilamida, cujos resultados estdo na Figura IX
(pag. 139), mostra que todas as linhagens apresentam banda correspondente a glicoamilase,
de maior intensidade para as linhagem hgp169 e hgp252, seguidas das linhagens pabfwn,
nicolv e Igp61, e finalmente as linhagens lgp73, Snu e 10v10.
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Todas as linhagens apresentaram banda de proteina compativel com a presenca de a-
amilase. A presenga desta banda confirma os resultados obtidos para as fermentacdes em
meio MAC, uma vez que todas as linhagens, com excegdo da Igp73, atingem ao final de sete

dias praticamente o0 mesmo peso seco do micélio.

A intensidade da banda correspondente a a-amilase € variavel entre as diferentes
linhagens, no entanto, relativo a intensidade da banda de glicoamilase, as linhagens de baixa

produgdo desta enzima, apresentam intensidade maior de a-amilase.

A questdo que ndo pode ser esclarecida, é o momento exato em que ocorre a
indu¢do de cada uma destas enzimas, ou seja, se ocorre concomitantemente ou em
seqiiéncia. Esta hipotese, de ocorrer indugdo de uma outra enzima amilolitica,
provavelmente a o-amilase, tinha sido cogitada por BARTON et al. (1972), FOGARTY &
KELLY (1977) e FOWLER et al. (1990), em relagao a utilizagdo do amido por 4. niger.

Os resultados obtidos na eletroforese sdo reforgados por aqueles obtidos por meio
de cromatografia em papel (dados ndo mostrados). Nesta cromatografia, foi possivel notar
que as linhagens de baixa producdo de glicoamilase e a selvagem, apresentam
proporcionalmente mais maltose quando comparado com glicose, do que as outras

linhagens.

Por comparagdo do Rf entre as amostras e o padrdo, o peso molecular da
glicoamilase foi estimado em 70 kDa, o que esta de acordo com os dados da literatura

(LINEBACK et al., 1969; BOEL et al., 1984a) para A. niger.
4.11. Analise do padrio de restricio do gene da glicoamilase

O resultado da amplificagdo do gene glaA , feito nas condi¢des descritas no item
3.14., se encontra na Figura X (pag. 140). Obteve-se fragmento de 2473pb (BOEL et al.,

1984a), que corresponde ao gene da glicoamilase, para todas as linhagens estudadas.
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Estimou-se, por comparagdo visual, a quantidade total de DNA obtido a partir de 10ng de

DNA gen6mico de cada linhagem em 30 ciclos de amplificagdo em 10 a 12pg.

A eletroforese para separagdo dos fragmentos resultantes da hidrolise do gene glaA,
foi feita em gel de gradiente descontinuo de poliacrilamida. As Figuras XIA, B e C (pags.
141, 142 e 143, respectivamente) mostram os resultados obtidos nesta analise para as nove

linhagens estudadas.

Analisando-se estas figuras, verifica-se que n3o ha diferenga de padrio de restrigio
entre as diferentes linhagens em relagdo a nenhuma das trés reagdes de hidrolise montadas.
Isto ndo quer dizer necessariamente que o gene glaA das linhagens estudadas, ndo possa
apresentar alguma mutag@o na sua seqiiéncia, no entanto, ela ndo se tornou evidente com

esta metodologia.

Para a digestdo com as enzimas de restrigio da rea¢do A, os sitios de restrigio no
fragmento amplificado eram conhecidos, de forma que se esperavam seis fragmentos na
digestdo total, de 78, 149, 158, 244, 288 e 1057pb, respectivamente. O tamanho dos
fragmentos encontrados consta da Figura XIA (pag. 141). A analise do tamanho dos
fragmentos encontrados nesta digestdo, sugere que houve digestdo parcial do fragmento do

gene da glicoamilase, j4 que ndo se esperava encontrar fragmentos acima de 1057pb.

As Figuras XIB e C (pags. 142 e 143, respectivamente) correspondem a hidrolise
com enzimas de restricdo para as quais ndo ha sitio de restrigio conhecido no fragmento

amplificado.

4.12. “Southern blotting”

Dos métodos utilizados para extragio de DNA genémico, o de RAEDER &
BRODA (1985) modificado resultou em rendimento maior do que o método rapido de

LECELLIER & SILAR (1994).
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No entanto, a maior dificuldade, na extragdo do DNA das linhagens originais e suas
derivadas, ao contrario da 10v10, verificou-se na trituragio do micélio. Os melhores
resultados, em relagdo ao rendimento e a integridade do DNA genémico, foram obtidos

com micélio liofilizado.

A Figura XII (pag. 144) apresenta a eletroforese do DNA gendmico, digerido com
as enzimas EcoRI e EcoRYV, e a autorradiografia correspondente, resultado da hibrida¢do do
DNA com sonda homologa para o gene glaA. Como pode ser verificado, todas as linhagens
apresentaram hibridagdo com fragmento de DNA que corresponde ao tamanho esperado de

2486pb (BOEL et al, 1984a) para o gene de interesse.

O sinal, apesar de muito fraco, apresentou praticamente a mesma intensidade para
todas as linhagens estudadas, o que significa que, uma vez que a quantidade de DNA
gendmico aplicada na eletroforese em gel de agarose era a mesma para todas as linhagens,

as mesmas devem apresentar 0 mesmo niumero de copias deste gene.

4.13. “Northern blotting”

A extra¢do de RNA, da mesma forma como a extragdo de DNA, foi feita seguindo

diversos protocolos, com consta no item 3.17.

A hibridagao do RNA total, obtido apo6s fermentagio em meio MAL, com sonda de
DNA homologo, consta da Figura XIII (pag. 145). Todas as linhagens mostraram sinal
positivo na hibridagdo, porém, aparentemente, em intensidade varidvel. A andlise da
hibridagdo RNA/DNA ficou bastante prejudicada em fungdo da dificuldade das linhagens
crescerem no meio com maltose (MAL), devido a instabilidade, anteriormente discutida. Em
meio com xilose como fonte de carbono (XIL), a extragdo de RNA n3o foi possivel, devido

a baixa taxa de crescimento das linhagens.
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S.

Conclusoes

Os resultados dos experimentos realizados ao longo deste trabalho, nas condi¢des

descritas, permitem concluir que:

84

. Em meio com farinha integral de raspas de mandioca ndo ha diferengas significativas ao

final da fermentagdo entre o crescimento, analisado em termos do peso seco, para as

diversas linhagens estudadas, com excegao da linhagem lgp73.

. Em meio com maltose, embora o peso seco final seja menor do que no meio com farinha

de raspas de mandioca, o crescimento de todas as linhagens se mostra igual.

. Todas as linhagens mostraram grande instabilidade na produc¢do de glicoamilase na

fermentagdo em meio MAC e em meio MAL. Outra forma de instabilidade esta na perda
de vigor de crescimento, acompanhado da perda de atividade da glicoamilase, nos meios

utilizados para produgdo de enzima.

A reagdo de polimerase em cadeia (PCR) se mostrou eficiente na amplificagdo do gene
glaA. As linhagens de baixa produgdo de glicoamilase, e a selvagem apresentaram, para

as enzimas de restrigdo testadas, padrao de restrigdo semelhante para este gene.

. A eletroforese de proteinas, em condigdes ndo-denaturantes, evidenciou banda

correspondente a glicoamilase, além de banda de «-amilase, esta ultima

proporcionalmente mais forte nas linhagens Igp73, Snu e 10v10.

. Todas as linhagens apresentaram sinal positivo na hidridagio do DNA gendmico,

digerido com EcoRI e EcoRV, com sonda homodloga para o gene glaA. Na hibridagio do
RNA total, obtido de micélio crescido em condigées de indug@o da enzima glicoamilase,

com a mesma sonda, as linhagens apresentaram sinal positivo.
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Tabelas

Tabela 2:

Atividade enzimatica e teor de proteina no caldo de fermentagio submetido a congelamento.

ativ. enzimatica

conc. proteina

tratamento (U GA/ml) (ug/ml)
sem tratamento 7111 410=x 3,0
- 20°C/ 1 semana 0,7+0,1 180+ 2.1

Tabela 3:

Efeito da filtragdo e da centrifugagdo sobre a atividade enzimatica e teor de proteina no

caldo de fermentagio.

ativ. enzimatica

conc. proteina

tratamento (U GA /ml)
sem tratamento 11,8+ 0,8 52+ 4
filtracdo 11,2+ 0,9 55+ 3
centrifugagio 123+ 0.4 50+ 4
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Tabelas

Tabela 4:

Influéncia da filtragdo e da centrifugagdo seguidas de congelamento do caldo de fermentagio
sobre a atividade enzimatica e teor de proteina no mesmo.

ativ. enzimatica

conc. proteina

tratamento (U GA/ml) (ng/ml)
sem tratamento 1,5+£0.2 21+ 1
(-20°C/1 semana)

filtracdo 11,0+1,0 53+ 3
(-20°C/1 semana)

centrifugacio 5,9+0,7 40+ 3

(-20°C/1 semana)

Tabela 5:

Atividade enzimatica e teor de proteina no caldo de fermentagio apos diferentes

tratamentos.

ativ. enzimatica comnc. proteina
tratamento (U GA/ml) (ug/ml)
filtragdo 96+0,9 52+ 2
filtragdo/4°C/7 dias 9.5+0,9 52+ 3
filtragdo/-20°C/7 dias 93+0,9 49+ 2
filtragio/ajuste pH 6,0/ 92+038 52+ 3
4°C/7 dias
filtragdo/ajuste pH 6,0/ 9,4+038 48+ 3
-20°C/7 dias
filtracdo/dialise/ 9,8+£0,9 50+ 2
4°C/7 dias
filtra¢do/dialise/ 96 +0.8 52+ 2
-20°C/7 dias
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Tabelas

Tabela 6:

Atividade enzimatica ligada ao micélio apos extragdo com diversas solugdes-tampao.

ativ. enzimatica
tampao dilui¢do (U GA/ml)
A 1:10 6,5+£0,7
(1 mb 1:20 103+£12
1:40 132+1,7
B 1:10 6,7+0.38
(1 ml) 1:20 94 +1,3
1:40 11,716
C 1:10 6,0+09
(1 ml) 1:20 73+10
1:40 89+13
C 1:10 11,7+ 14
(4 ml) 1:20 142+18
1:40 140+18
D 1:10 10,7+14
(4 ml) 1:20 136 +1,7
1:40 139+1.3
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Tabelas

Tabela 16:

Comparagdo do peso seco (em mg) apos trés e sete dias de fermentacio em meio MAL e em

meio MAC.

3 dias 7 dias
linhagem meio MAL meio MAC meio MAL meio MAC
pabfwn 654 128.5 62,9 116,2
nicolv 67.2 116,2 65,1 109.8
Igp05 67,6 97,3 67,9 118.4
lgp61 68.7 125,5 62,0 121,5
1gp73 49.8 20,1 71,8 96,7
Sv24 72,6 1299 69,5 1143
Snu 75.1 71,3 65,2 120,7
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Tabelas

Tabela 18:

Resisténcia de protoplastos das linhagens de Aspergillus niger utilizadas a higromicina em
meio de regeneragdo com sorbitol 1,2M apds 48 horas de incubagio.

concentragdo de hagromicina

(ng/ml)
linhagem 0 100 e 200
pabfwn + -
nicolv + +/--
lgp61 + +/--
lgp73 + -
Sv24 + -
Snu + -
hgp169 + -
hgp252 + -
10v10 + -
Tabela 18A:

Resisténcia de protoplastos das linhagens Snu e 10v10 a higromicina em meio de
regeneragdo com sorbitol 1,2M ap6s 108 horas de incubagio.

concentragio de higromicina
(ng/ml)
linhagem 0 100 200
Snu +++ + -
10v10 +++ ++ +/-
+ . crescimento normal +/- . pouco crescimento
+/--  : muito pouco crescimento - . sem crescimento
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Tabelas

Tabela 19:

Resisténcia de protoplastos das linhagens de Aspergillus niger utilizadas ao benomil em
meio de regeneragdo com sorbitol 1,2M.

concentragdo de benomil
(ng/ml)

linhagem 0,25 0,50 0,75
pabfwn + +/- -
nicolv + +/- -
Igp61 + +/-- -
lgp73 + +/- -
SV24 + +/-- -
Snu + /e _
Tabela 20:

Resisténcia de protoplastos das linhagens de Aspergillus niger utilizadas ao benomil em
meto de regeneracgdo de protoplastos com KCl 0,6M.

concentragdo de benomil
(ng/mi)

linhagem 0,25 0,50 0,75
pabfwn + +/-- -
nicolv + +/-- -
lgp61 + +/-- -
lgp73 + +/-- -
Sv24 + +/-- -
Snu + +/-- -
+ : crescimento normal +/- . pouco crescimento
+/-- . muito pouco crescimento - . sem crescimento
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Figura [:

Perfil de distribui¢do da atividade enzimatica, em %, nas diferentes fragdes celulares em
meio MAC aos trés dias de fermentaggo.
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Figura II:

Perfil de distribui¢do da atividade enzimatica, em %, nas diferentes fragdes celulares em
meio MAC aos sete dias de fermentagio.
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Figura III:

Perfil de distribui¢do da atividade enzimatica, em %, nas diferentes fragdes celulares em
meio MAL aos trés dias de fermentagao.
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Perfil de distribui¢do da atividade enzimatica, em %, nas diferentes fragdes celulares em
meio MAL aos sete dias de fermentagao.
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Figura V:

pH do meio durante fermentagdo em meio com maltose (MAL).
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Figura VI:

pH do meio durante fermentagdo em meio com maltose tamponado (MALL).
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Figuras
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Figura VII:

Atividade de glicoamilase durante fermentagdo em meio com maltose (MAL).



Figuras
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Figura VIII:

Atividade enzimatica durante fermenta¢do em meio com maltose tamponado (MALTt).
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Figuras
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Canaletas:
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Figura IX:
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Eletroforese de proteinas do caldo de fermentagdo em meio com farinha integral de raspas

de mandioca (MAC).
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Figuras
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Canaletas:
1 : pabfwn 6 : Snu
2 : nicolv 7 : hgpl69
3 : lgp6l 8 : hgp252
4 : 1gp73 9 : 10v10
5: SV24 10 : A/HindII
Figura X:

Amplificagdo do gene glaA por reagdo de polimerase em cadeia (PCR).
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Figuras
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Canaletas:
I : A/HindIII 8 : Snu
2 : ladder 123pb 9 : hgpl69
3 : pabfwn 10 : hgp252
4 : nicolv 11: 10v10
5 . lgp6l 12 : ladder123pb
6 : lgp73 13 : A/HindlIII
7 : SV24
Figura XIA:

Padréo de restrigdo do gene glaA digerido com as enzimas BamHI, Bglll, Clal, Kpnl e Pstl.
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Figuras
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Figura XIC:
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Padrio de restricdo do gene glaA digerido com as enzimas BeLl, Dral, HindII e Xhol.
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Canaletas:
1 : pabfwn 6 : hgpl69
2 . nicolv 7 : hgp252
3 : lgp6l 8 : 10v10
4 : 1gp73 9 : A/HindIII
5 : Snu
Figura XII:

Hibridagao de DNA gendmico, digerido com EcoRI e EcoRV, com sonda glaA homéloga.
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Canaletas:
1 : pabfwn 5 : Snu
2 : nicolv 6 : hgpl69
3 : Igp6l 7 : hgp252
4 : lgp73 8 : 10v10
Figura XIII:

Hibridagdo de RNA total com sonda g/aA homologa.
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Andlise estatistica

Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados apresentados nas Tabelas 2 a 12 foi feita
mediante o programa Sigma Stat 2.0 da firma Jandel Scientific, que utiliza o Teste t
(P<0,001) ou a analise unidirecional de variancia de acordo com o Teste de Tukey ou o

Método de Dunnett (P<0,05). Os resultados obtidos para estas analises constam a seguir.

1) Tabela 2
A) Comparagdo da atividade enzimatica (UGA/mi) do caldo de fermentagdo nido tratado

ou submetido a congelamento pelo Teste t.

média
tratamento (UGA/ml)
sem tratamento 7,133
-20°C/1 semana 0,733

A diferenga entre as médias dos dois grupos analisados € maior do que a esperada ao

acaso, portanto ha diferenca significativa entre ambos (P<0,001).

B) Comparagdo da concentragdo de proteina (ug/ml) do caldo de fermentagdo ndo

tratado ou submetido a congelamento pelo Teste t.

média
tratamento (ng/mib)
sem tratamento 41,17
-20°C/1 semana 17,87

A diferenga entre as médias dos dois grupos analisados € maior do que a esperada

ao acaso, portanto ha diferenga significativa entre ambos (P<0,001).
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Analise estatistica

2) Tabela 3
A) Comparagao da atividade enzimatica (UGA/ml) no caldo de fermentacio submetido a

filtrag@o ou a centrifugacio.

meédia
tratamento (UGA/ml)
centrifugacio 12,27
sem tratamento 11,77
filtragdo 11,20

A diferenca entre as médias dos diversos grupos néo ¢ suficientemente grande para
excluir a possibilidade que a mesma seja devida & variabilidade da amostra, portanto n3o ha

diferenca significativa entre os grupos (P=0,265).

B) Comparagdo da concentragdo de proteina (ig/ml) no caldo de fermentagdo submetido

a filtrag@o ou a centrifugagéo.

média
tratamento (ng/ml)
filtragio 55,26
sem tratamento 51,97
centrifugacio 49,77

A diferenca entre as médias dos diversos grupos ndo ¢ suficientemente grande para
excluir a possibilidade que a mesma seja devida a variabilidade da amostra, portanto ndo ha

diferenga significativa entre os grupos (P=0,216).
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Andlise estatistica

3) Tabela 4
A) Comparag@o da atividade enzimatica (UGA/ml) do caldo de fermentagio apos

filtragdo ou centrifugagdo seguidas de congelamento pelo Teste de Tukey.

média
tratamento (UGA/ml)
filtracdo 10,58 a
centrifugacio 5,89 b
sem tratamento 1,50 c

As médias com as mesmas letras ndo diferem significativamente.

B) Comparac@o da concentragdo de proteina (ug/ml) no caldo de fermentagio apos

filtragdo ou centrifugagio seguidas de congelamento Teste de Tukey.

média
tratamento (ug/ml)
filtracdo 52,63 a
centrifugacdo 40,38 b
sem tratamento 21,10 c

As médias com as mesmas letras ndo diferem significativamente.
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Analise estatistica

4) Tabela 5
A) Comparagio da atividade enzimatica (UGA/ml) do caldo de fermentagdo filtrado apos

diferentes tratamentos pelo Teste de Tukey.

média
tratamento (UGA/ml)
filtr/dial/4°C/7dias 9,820
filtr/-20°C/7dias 9,817
filtragdo 9,607 a b C
filtr/dial/-20°C/7dias 9,573 b c d
filtr/4°C/7dias 9,523 c d
filtr/pH6/-20°C/7d1as 9,443 C d f
filtr/pH6/4°C/7dias 9,230 f

As médias com as mesmas letras nao diferem significativamente.

B) Comparagdo da concentragdo de proteina do caldo (ug/ml) de fermentagdo filtrado

apos diferentes tratamentos.

média
tratamento (ug/ml)
filtr/pH6/4°C/7dias 51,93
filtracdo 51,67
filtr/4°C/7dias 51,57
filtr/dial/-20°C/7dias 51,53
filtr/dial/4°C/7dias 50,43
filtr/-20°C/7dias 49,47
filtr/pH6/-20°C/7dias 47,63

A diferenga entre as médias dos diversos grupos ndo é suficientemente grande para
excluir a possibilidade que a mesma seja devida a variabilidade da amostra, portanto nao ha

diferenga significativa entre os grupos (P=0,281).
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Analise estatistica

5) Tabela 6
Comparag@o da atividade enzimatica (UGA/ml) ligada ao micélio apos extra¢do com

diversas solugdes tampao pelo Teste de Tukey.

meédia
tratamento (UGA/ml)
tampaoAlmi(1:10) 6,47 j  k I m n o

tampaoAlml(1:20) 10,00 a b ¢
tampaoAlmi(1:40) 13,23 a b c d e

o
o
—
e
=
[

tampaoB1ml(1:10) 6,70 h j k I m n
tampaoB 1ml(1:20) 9,40 f g h j k

tampaoB 1ml(1:40) 11,73 a b c d e f

tampaoC1lml(1:10) 6,03 k 1 m n o
tampaoC1mi(1:20) 7,27 h 3 k I m
tampaoC1ml(1:40) 8,93 f g h j k 1
tampaoC4ml(1:10) 11,73 a b c d e f g

tampaoC4ml(1:20) 14,17 a

tampaoC4ml(1:40) 14,00 a b

tampaoD4mi(1:10) 10,70 a b c d e f g h
tampaoD4ml(1:20) 13,60 a b ¢ d

tampdoD4ml(1:40) 1390 a b ¢

As médias com as mesmas letras ndo diferem significativamente.



Analise estatistica

6) Tabela 7
6.1) Parametros extracelulares em meio MAC aos trés dias de fermentacio.

A) Comparagdo da atividade enzimatica (UGA) pelo Método de Dunnett.

linhagens controle

mediana
linhagem (UGA) pabfin nicolv
~pabfwn 4,25 -—- ndo procede
nicolv 1,82 ndo procede ---
lgp05 0,0 nao nao
Igp61 0,58 nao procede ndo procede
lgp73 0,0 ndo procede nao procede
Sv24 22,9 nao procede ndo procede
Snu 0,0 nao procede ndo procede

A diferenga entre as medianas dos diversos grupos € maior do que a esperada ao

acaso, portanto ha diferenca significativa entre os grupos (P=0,003).

B) Comparag@o do teor de proteina total (ug) pelo Teste de Tukey.

meédia

linhagem (ng)
_pabfwn 70,13 f

nicolv 88,33 e f
1gp05 148,27 b

lgp61 111,70 c d e
1gp73 120,57 C d

Sv24 311,20 a

Snu 134,47 b c

As médias com as mesmas letras ndo diferem significativamente.
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Analise estatistica

C) Comparagido da atividade especifica (UGA/mg proteina) pelo Método de Dunnett.

linhagens controle

medianas

linhagem (UGA/mg prot) pabfwn nicolv
pabfwn 59,03 — ndo procede
nicolv 20,77 nao procede ---
lgp05 0,0 néo nao
lgp61 5,42 nado procede ndo procede
lgp73 0,0 ndo procede ndo procede
SVv24 71,18 nao procede ndo procede
Snu 0,0 nao procede ndo procede

A diferenga entre as medianas dos diversos grupos € maior do que a esperada ao

acaso, portanto ha diferenga significativa entre os grupos (P=0,003).

D) Comparag@o do peso seco (mg) pelo Teste de Tukey.

média
linhagem (mg)
pabfwn 128,53 a b
nicolv 116,20 a b C d
1gp05 97,30 C d e
lgp61 125,53 a b
lgp73 20,07 f
Sv24 129,87 a
Snu 71,30 e

As médias com as mesmas letras ndo diferem significativamente.



Analise estatistica

E) Comparagdo da atividade enzimatica/peso seco (UGA/mg micélio) pelo Método de

Dunnett.
linhagens controle
mediana

linhagem (UGA/mg mic€lio) pabfivn nicolv
pabfwn 0,032 --- nao procede
nicolv 0,014 ndo procede ---
1gp05 0,0 nao ndo
Igp61 0,005 ndo procede ndo procede
lgp73 0,0 nao procede ndo procede
Sv24 0,167 ndo procede ndo procede
Snu 0,0 ndo procede ndo procede

A diferenga entre as medianas dos diversos grupos € maior do que a esperada ao

acaso, portanto ha diferenca significativa entre os grupos (P=0,003).

6.2) Parametros extracelulares em meio MAC aos sete dias de fermentacio.

A) Comparagdo da atividade enzimatica (UGA) pelo Método de Dunnett.

linhagens controle

mediana

linhagem (UGA) pabfwn nicolv
pabfwn 431,80 - ndo procede
nicolv 408,55 nio
1gp05 40,94 sim nao
Igp61 34,29 sim sim
1gp73 1,22 sim sim
SV24 87,90 sim ndo procede
Snu 1,13 sim sim

A diferenga entre as medianas dos diversos grupos € maior do que a esperada ao

acaso, portanto ha diferenca significativa entre eles (P=0,004).
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Analise estatistica

B) Comparag@o do teor de proteina total (ug) pelo Teste de Tukey.

média
linhagem (ng)
pabfwn 1941,7 b
nicolv 2365,0 a
lgp05 4283 e f
lgp61 584,3 d
lgp73 740,0 d
SV24 1436,7 c
Snu 3933 e f

As médias com as mesmas letras nio diferem significativamente.

C) Comparagio da atividade especifica (UGA/mg proteina) pelo Teste de Tukey.

média
linhagem (UGA/mg prot.)
pabfwn 2223 a
nicolv 1729 b
lgp05 95.6 C
lgp61 58,7 d
lgp73 1,6 e
SV24 61.3 d
Snu 2.9 e

As médias com as mesmas letras ndo diferem significativamente.



Analise estatistica

D) Comparagao do peso seco (mg).

linhagens controle

mediana

linhagem (mg) pabfwn nicolv
pabfwn 116,2 --- ndo procede
nicolv 109.8 nio -
lgp05 118,4 sim sim
Igp61 121,5 sim ndo procede
lgp73 96,7 sim sim
SV24 1143 sim nio
Snu 120.7 sim sim

A diferenca entre as medianas dos diversos grupos ndo ¢ suficientemente grande para
excluir a possibilidade que a mesma seja devida a variabilidade da amostra, portanto ndo ha

diferenca significativa entre os grupos (P=0,234).

E) Comparagio da atividade enzimatica/peso seco (UGA/mg micélio) pelo Método de

Dunnett.
Linhagens controle
mediana

linhagem (UGA/mg micélio) pabfwn nicolv
pabfwn 3,750 -—- ndo procede
nicolv 3,790 ndo procede —
1gp05 0,347 sim ndo
Igp61 0,285 sim sim
lgp73 0,015 sim sim
SV24 0,728 ndo ndo
Snu 0,010 sim sim

A diferenga entre as medianas dos diversos grupos é maior do que a esperada ao

acaso, portanto ha diferenca significativa entre eles (P=0,004).
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Anélise estatistica

7) Tabela 8
7.1) Parametros intracelulares em meio MAC aos trés dias de fermentagio.

A) Comparagio da atividade enzimatica (UGA) pelo Método de Dunnett.

linhagens controle

mediana

linhagem (UGA) pabfwn nicolv
pabfwn 24,66 --- ndo procede
nicolv 20,91 nio -
lgp05 6,21 sim sim
lgp61 16,71 sim ndo procede
lgp73 1,27 sim sim
Sv24 16,10 sim nao

Snu 1,19 sim sim

A diferenga das medianas para os diversos grupos é maior do que a esperada ao

acaso, portanto ha diferenga significativa entre eles (P=0,005).

B) Comparacgao do teor de proteina total (ug) pelo Teste de Tukey.

meédia
linhagem (ug)
pabfwn 2470 a b
nicolv 198.7 a b c d
lgp05 118,7 c d e
lgp61 2533 a
lgp73 493 e f
Sv24 2053 a b C
Snu 86,7 e f

As médias com as mesmas letras ndo diferem significativamente.



An3lise estatistica

C) Comparag@o da atividade especifica (UGA/mg proteina) pelo Teste de Tukey.

média
linhagem (UGA/mg prot.)
pabfwn 99,04 a b
nicolv 117,34
1gp05 50,34 d e
lgp61 65,13 c d
lgp73 27,00 f
SV24 78,86 b c
Snu 15,00 f

As médias com as mesmas letras ndo diferem significativamente.

D) Comparagao do peso seco (mg).

( vide anélise 6.1.D)

E) Comparacao da atividade enzimatica/peso seco (UGA/mg micélio) pelo Método de

Dunnett.
Linhagens controle
mediana

linhagem (UGA/mg micélio) pabfwn nicolv
pabfwn 0,184 -—- ndo procede
nicolv 0,202 ndo procede -—
lgp05 0,062 sim sim
1gp61 0,133 ndo procede ndo procede
lgp73 0,069 sim sim
SV24 0,117 nao nao

Snu 0,017 sim sim

A diferenca das medianas para os diversos grupos é maior do que a esperada ao

acaso, portanto ha diferenga significativa entre eles (P=0,005).
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Anilise estatistica

7.2) Parametros intracelulares em meio MAC aos sete dias de fermentacio.

A) Comparag@o da atividade enzimatica (UGA) pelo Método de Dunnett.

linhagens controle

mediana

linhagem (UGA) pabfwn nicolv
pabfwn 160,0 --- nio
nicolv 2175 ndo procede ---
lgp05 52,5 ndo procede sim
lgp61 210,0 nao procede ndo procede
lgp73 6,3 ndo sim
Sv24 75,0 ndo procede sim
Snu 37,5 ndo procede sim

A diferenca das medianas para os diversos grupos € maior do que a esperada ao

acaso, portanto ha diferenca significativa entre eles (P=0,005).

B) Comparagéo do teor de proteina total (ug).

linhagens controle

mediana

linhagem (ug) pabfwn nicolv
pabfivn 1500 — ndo procede
nicolv 1250 ndo procede ---
1gp05 2250 ndo procede ndo procede
lgp61 3300 nao ndo
lgp73 1000 ndo procede ndo procede
Sv24 2700 ndo procede ndo procede
Snu 1200 nao procede ndo procede

A diferenca das medianas para os diversos grupos € maior do que a esperada ao

acaso, portanto ha diferenga significativa entre eles (P=0,006).



Analise estatistica

C) Comparagdo da atividade especifica (UGA/mg proteina) pelo Método de Dunnett.

linhagens controle

mediana
linhagem (ug) pabfwn nicolv
pabfwn 98,46 --- nao
nicolv 160,00 ndo procede ---
lgp05 23,08 sim sim
lgp61 62,22 ndo procede sim
lgp73 6,25 sim sim
SV24 27,78 sim sim
Snu 32,61 nao sim

A diferenca das medianas para os diversos grupos € maior do que a esperada ao

acaso, portanto ha diferenca significativa entre eles (P=0,004).

D) Comparagdo de médias de peso seco (mg).

(vide anélise 6.2.D)

E) Comparagéo da atividade enziméatica/peso seco (UGA/mg micélio) pelo Método de

Dunnett.
- linhagens controle
mediana
linhagem (UGA/mg micélio) pabfwn nicolv
pabfwn 1,504 --- sim
nicolv 2,029 ndo procede -
lgp05 0,436 ndo procede sim
lgp61 1,766 ndo procede sim
lgp73 0,073 nao sim
Sv24 0,628 ndo procede sim
Snu 0,326 ndo procede sim

A diferenca das medianas para os diversos grupos ¢ maior do que a esperada ao

acaso, portanto ha diferenca significativa entre eles (P=0,004).
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8) Tabela 9
8.1) Parametros relativos ao micélio em meio MAC aos trés dias de fermentacio.

A) Comparagéo da atividade enzimatica (UGA) pelo Teste de Tukey.

média
Linhagem (UGA)
pabfwn 9,94 a
nicolv 7,62 b
lgp05 1,64 e
lgp61 6,04 b c d
lgp73 0,35 e f
Sv24 6,88 b c
Snu 1,17 e f

As médias com as mesmas letras ndo diferem significativamente.

B) Comparagéo do peso seco (mg).

(vide analise 6.1.D)

C) Comparagdo da atividade enzimatica/peso seco (UGA/mg micélio) pelo Método de

Dunnett.
linhagens controle
mediana

linhagem (UGA/mg micélio) pabfwn nicolv
pabfwn 0,0772 ndo
nicolv 0,0531 sim -—
1gp05 0,0176 sim ndo procede
lgp61 0,0446 sim ndo procede
lgp73 0,0165 sim ndo procede
Sv24 0,0542 sim ndo procede
Snu 0,0168 sim ndo procede

A diferenca das medianas para os diversos grupos € maior do que a esperada ao

acaso, portanto ha diferenca significativa entre eles (P=0,032).
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8.2) Parametros relativos ao micélio em meio MAC aos sete dias de fermentagio.

A) Comparagio da atividade enzimatica (UGA) pelo Teste de Tukey.

média
linhagem (UGA)
pabfwn 4,27 a
nicolv 3,88 a b
lgp05 2,04 C d e
lgp61 3,03 a b
lgp73 0,55 f
Sv24 2,76 b c d
Snu 0,85 e f

As médias com as mesmas letras ndo diferem significativamente.

B) Comparagio do peso seco (mg).

(vide analise 6.2.D)

C) Comparagdo da atividade enzimatica/peso seco (UGA/mg micélio) pelo Teste de

Tukey.
média
linhagem (UGA/mg micélio)
pabfn 0,0364 a
nicolv 0,0355 a b
lgp05 0,0172 c d e
lgp61 0,0250 c
lgp73 0,0053 f
SV24 0,0241 c d f
Snu 0,0071

As médias com as mesmas letras ndo diferem significativamente.
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9) Tabela 10
9.1) Parimetros extracelulares em meio MAL aos trés dias de fermentacio.

A) Comparagio da atividade enzimatica (UGA) pelo Método de Dunnett.

linhagens controle

mediana
linhagem (UGA) pabfwn nicolv
pabfwn 105,0 -—- ndo
nicolv 147,5 ndo procede —
1gp05 17,5 nio procede sim
lgp61 10,0 ndo procede sim
lgp73 0,0 sim sim
SV24 12,5 nio sim
Snu 37,5 ndo procede sim

A diferenga das medianas para os diversos grupos € maior do que a esperada ao

acaso, portanto ha diferenga significativa entre eles (P=0,005).

B) Comparagio do teor de proteina total (ug) pelo Método de Dunnett.

linhagens controle

mediana
linhagem (ug) pabfwn nicolv
pabfwn 250,0 --- ndo
nicolv 3900 nio -—-
lgp05 62,5 sim sim
lgp61 37,5 sim sim
lgp73 0,0 sim sim
SV24 65,0 sim sim
Snu 95,0 sim sim

A diferenga das medianas para os diversos grupos ¢ maior do que a esperada ao

acaso, portanto ha diferenga significativa entre eles (P=0,011).
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C) Comparagdo da atividade especifica (UGA/mg proteina) pelo Método de Dunnett.

linhagens controle

mediana

linhagem (UGA/mg proteina) pabfwn nicolv
pabfwn 420,0 --- nao
nicolv 359,0 nao -
1gp05 280,0 sim ndo procede
lgp61 266,7 sim ndo procede
lgp73 0,0 sim ndo
Sv24 1923 sim nao procede
Snu 400,0 ndo procede nao procede

A diferenga das medianas para os diversos grupos € maior do que a esperada ao

acaso, portanto ha diferenca significativa entre eles (P=0,007).

D) Comparagdo do peso seco (mg) pelo Teste de Tukey.

média
linhagem (mg)
pabfwn 65,43 a b C d
nicolv 67,17 a b c d e
lgp05 67,60 a b c d
lgp61 68,70 a b c
lgp73 49,83 f
SV24 72,57 a b
Snu 75,07

As médias com as mesmas letras ndo diferem significativamente.
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E) Comparagdo da atividade enzimatica/peso seco (UGA/mg micélio) pelo Método de

Dunnett.
linhagens controle
mediana
linhagem (UGA/mg micélio) pabfwn nicolv
pabfwn 1,57 --- nao
nicolv 2,12 ndo procede ---
1gp05 0,24 ndo procede sim
lgp61 0,09 ndo procede sim
lgp73 0,0 sim sim
SvV24 0,18 nao sim
Snu 0,47 ndo procede sim

A diferenga das medianas para os diversos grupos € maior do que a esperada ao

acaso, portanto ha diferenga significativa entre eles (P=0,005).

9.2) Parametros extracelulares em meio MAL aos sete dias de fermentacio.

A) Comparagio da atividade enzimatica (UGA) pelo Teste de Tukey.

média
linhagem (UGA)
pabfwn 425,50 a
nicolv 395,33 a b
1gp05 103,42 C
lgp61 65,50 c d e f
lgp73 15,25 e f
SV24 99,75 c d
Snu 76,17 c d e

As médias com as mesmas letras ndo diferem significativamente.



Analise estatistica

B) Comparagio do teor de proteina total (1g) pelo Método de Dunnett.

linhagens controle

mediana

linhagem (ng) pabfwn nicolv
pabfwn 1140 -—- ndo procede
nicolv 775 ndo procede ---
lgp05 150 sim ndo procede
lgp61 125 sim ndo procede
lgp73 25 sim ndo
SV24 600 ndo procede ndo procede
Snu 525 ndo ndo procede

A diferenca das medianas para os diversos grupos ¢ maior do que a esperada ao

acaso, portanto ha diferenga significativa entre eles (P=0,008).

C) Comparagido da atividade especifica (UGA/mg proteina).

mediana
linhagem (UGA/mg prot.)
pabfivn 350,4
nicolv 5077
Igp05 528,1
lgp61 517,0
lgp73 404,7
Sv24 159,2
Snu 136,2

A diferenga das medianas para os diversos grupos ndo € suficientemente grande de
forma a excluir a possibilidade da mesma ser devida a variabilidade das amostras, portanto

ndo ha diferenca significativa entre eles (P=0,063).
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D) Comparagio de médias de peso seco (mg).

média
linhagem (mg )
‘pabfwn 62,9
nicolv 65,1
Igp05 68,0
lgp61 62,0
Igp73 71,8
SV24 69,5
Snu 65,2

A diferenca entre as médias dos diversos grupos ndo € suficientemente grande de
forma a excluir a possibilidade da mesma ser devida a variabilidade das amostras, portanto

nio ha diferenga significativa entre os mesmos (P=0,354)

E) Comparagio da atividade enzimatica/peso seco (UGA/mg micélio).

linhagens controle

mediana

linhagem (UGA/mg micélio) pabfwn nicolv
pabfwn 6,44 -—- ngo procede
nicolv 5,77 nio -—-
1gp05 1,41 sim ndo procede
lgp61 1,40 sim ndo
lgp73 0,26 sim sim
Sv24 1,45 sim nao procede
Snu 1,16 sim sim

A diferenga das medianas para os diversos grupos é maior do que a esperada ao

acaso, portanto ha diferenga significativa entre eles (P=0,008).
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10) Tabela 11
10.1) Parametros intracelulares em meio MAL aos trés dias de fermentacio.

A) Comparagao da atividade enzimatica (UGA) .

linhagens controle

mediana

linhagem (UGA) pabfwn nicolv
pabfwn 115,0 — ndo procede
nicolv 40,0 nao -—-
lgp05 25,0 sim nao procede
lgp61 50,0 ndo procede ndo procede
lgp73 10,0 sim nao
Sv24 35,0 ndo procede ndo procede
Snu 22.5 sim ndo procede

A diferenga das medianas para os diversos grupos é maior do que a esperada ao

acaso, portanto ha diferenca significativa entre eles (P=0,006).

B) Comparagio do teor de proteina total (ug) pelo Teste de Tukey.

meédia
linhagem (ng)
pabfwn 1300,0 a b c
nicolv 975.,0 a b c d
lgp05 741,7 a b c d f
lgp61 1400,0 a
lgp73 3833 f
SV24 1200,0 a b c d
Snu 1308,3 a b

As médias com as mesmas letras ndo diferem significativamente.
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C) Comparagédo da atividade especifica (UGA/mg proteina) pelo teste de Tukey.

média
linhagem (UGA/mg prot.)
pabfwn 78,69 a
nicolv 44,72 b
1gp05 33,49 b C d
lgp61 32,30 b c d
lgp73 28,20 c d
SV24 33,79 b c
Snu 18,24 e

D) Comparagio do peso seco (mg).

As médias com as mesmas letras nao diferem significativamente.

(vide analise 9.1.D)

E) Comparagdo da atividade enzimatica/peso seco (UGA/mg micélio) pelo Método de

Dunnett.

linhagens controle
mediana

linhagem (UGA/mg micélio) pabfwn nicolv
pabfwn 1,63 -—- ndo procede
nicolv 0,59 sim -—-
1gp05 0,37 sim ndo procede
1gp61 0,70 sim ndo procede
lgp73 0,20 sim nao
SV24 0,49 sim ndo procede
Snu 0,32 sim ndo procede

A diferenga das medianas para os diversos grupos é maior do que a esperada ao

acaso, portanto ha diferenga significativa entre eles (P=0,005).
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9.2) Parimetros intracelulares em meio MAL aos sete dias de fermentacio.

A) Comparagio da atividade enzimatica (UGA) pelo Método de Dunnett.

linhagens controle

mediana

linhagem (UGA) pabfwn nicolv
pabfwn 39,75 --- ndo procede
nicolv 22,00 sim -—-
lgp05 15,25 sim ndo procede
lgp61 9,25 sim ndo procede
lgp73 4,00 sim nao
SvV24 9,00 sim ndo procede
Snu 5,75 sim ndo procede

A diferenga das medianas para os diversos grupos € maior do que a esperada ao

acaso, portanto ha diferenca significativa entre eles (P=0,007).

B) Comparagio do teor de proteina total (ug) pelo Teste de Tukey.

média
linhagem (ug)
pabfwn 11333 a b
nicolv 616.7 c d e f
1gp05 13583 a
lgp61 700,0 b C d e f
lgp73 866,7 b c d
SV24 750,0 b C d e
Snu 1050,0 a b c

As médias com as mesmas letras ndo diferem significativamente.
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C) Comparagao da atividade especifica (UGA/mg proteina) pelo Teste de Tukey.

média
linhagem (UGA/mg prot.)
pabfwn 36,12 a
nicolv 27,77 a b
1gp05 11,16 c d e
lgp61 15,48
lgp73 3,96 e f
Sv24 12,75 c d
Snu 5,79 d e f

As médias com as mesmas letras ndo diferem significativamente.

D) Comparagdo do peso seco (mg).

(vide analise 9.2.D)

E) Comparagido da atividade enzimatica/peso seco (UGA/mg micélio) pelo Teste de

Tukey.
média

linhagem (UGA/mg micélio)
pabfvn 0,651 a
nicolv 0,258 b
lgp05 0,220 b
lgp61 0,170 b d
lgp73 0,048 d f
Sv24 0,138 b d
Snu 0,094 d f

As médias com as mesmas letras ndo diferem significativamente.
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11) Tabela 12

11.1) Parametros relativos ao micélio em meio MAL aos trés dias de fermentacio.

A) Comparagéo da atividade enzimatica (UGA) pelo Método de Dunnett.

linhagens controle

mediana

linhagem (UGA) pabfwn nicolv
pabfwn 5,16 - ndo procede
nicolv 2,73 nao -
lgp05 0,81 sim sim
lgp61 1,39 sim n@o procede
lgp73 0,25 sim sim
Sv24 1,21 sim nio

Snu 1,50 sim ndo procede

A diferenca das medianas para os diversos grupos é maior do que a esperada ao

acaso, portanto ha diferenca significativa entre eles (P=0,008).

B) Comparagado do peso seco (mg).
(vide analise 9.1.D)

C) Comparagdo da atividade enzimatica/peso seco (UGA/mg micélio) pelo Método de

Dunnett.
linhagens controle
mediana

linhagem (UGA/mg micélio) pabfwn nicolv
pabfwn 0,0770 --- ndo procede
nicolv 0,0400 sim ---
lgp05 0,0110 sim ndo
Igp61 0,0195 sim nao procede
1gp73 0,0051 sim ndo procede
SV24 0,0171 sim ndo procede
Snu 0,0189 sim ndo procede

A diferenga das medianas para os diversos grupos é maior do que a esperada ao

acaso, portanto ha diferenga significativa entre eles (P=0,019).
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11.2) Parametros relativos ao micélio em meio MAL aos sete dias de fermentagio.

A) Comparagdo da atividade enzimatica (UGA) pelo Teste de Tukey.

média
linhagem (UGA)
pabfwn 3,43 a
nicolv 0,68 d e f
lgp05 1,50 b
lgp61 1,37 b d
lgp73 1,07 b d e
SvV24 1,65 b
Snu 0,89 c d e f

As médias com as mesmas letras ndo diferem significativamente.

B) Comparagio do peso seco (mg).

(vide analise 9.2.D)

C) Comparagdo da atividade enzimatica/peso seco (UGA/mg micélio) pelo Teste de

Tukey.
média

linhagem (UGA/mg micélio)
pabfwn 0,054 a
nicolv 0,010 e f
lgp05 0,022 b
lgp61 0,022 b d
lgp73 0,015 b d e
Sv24 0,024 b
Snu 0,014 c d e f

As médias com as mesmas letras ndo diferem significativamente.
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