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Mutagénese de Aspergillus niger
3T5B8 com UV e EMS e caracterizagao
de linhagens quanto ao aumento da
producao de celulases e hemicelulases

Introducao

Um dos principais desafios para a conversdo de biomassa lignoceluldésica em
biocombustiveis e quimicos renovaveis é o aumento da eficiéncia de hidrdlise enzimatica
dos polissacarideos. A Embrapa realiza pesquisas em melhoramento genético de
fungos produtores de enzimas de interesse biotecnolégico por meio de melhoramento
convencional e transformacdo genética (FAVARO; POLETTO, 2013). A linhagem de A. niger
3T5B8 foi previamente selecionada em um programa de melhoramento visando aumento
da producdo de pectinases (COURI; FARIAS, 1995). Nesse contexto, este trabalho teve por
objetivo dar continuidade ao programa de melhoramento desta linhagem por mutagénese,
visando o aumento da produgdo de celulases e hemicelulases.

Métodos

Dois ciclos de mutagénese foram realizados, sendo o primeiro com ultravioleta (UV) e
o segundo com etilmetanossulfonato (EMS). Para a mutagénese com UV, inicialmente foi
determinado o tempo de exposi¢cdao necessario para obtencdo de 1-10% de sobrevivéncia.
Para tanto, em sala escura uma suspensdo contendo 10° conidios/mL foi tratada com UV
durante 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 minutos. DiluicGes de cada tratamento foram inoculadas em
Meio Completo e as placas foram envoltas em papel aluminio e incubadas por 3 dias a
28°C na auséncia de luz, de modo a evitar a reversdo de muta¢des pela enzima fotoliase.
Conidios ndo irradiados foram usados como controle para o calculo de sobrevivéncia. Uma
vez determinado o tempo de exposicdao a UV, conidios foram tratados com este agente
e inoculados em diferentes meios de cultura (Meio Completo e Meio Minimo contendo
Avicel, carboximetilcelulose-CMC, pectina e xilana). As col6nias obtidas foram avaliadas
quanto ao halo de degradagdo (CMC, xilana e pectina) e crescimento em Avicel, de modo
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a selecionar col6nias com produgao enzimatica superior ao parental. Linhagens que
apresentaram halo de degradacdo visualmente superior foram purificadas para obtencado
de cultura monospdrica e reavaliadas quanto ao indice enzimatico (IE) em ensaios com
10 repetigdes. As melhores linhagens selecionadas foram avaliadas quanto a producgdo de
FPase, B-glicosidase e poligalacturonase em ensaios miniaturizados em microplacas de
96 pogos. Mutantes melhorados foram submetidos a um segundo ciclo de mutagénese
com EMS. Conidios foram tratados com solugao de EMS 10% em diferentes tempos, de
modo a obter 1-10% de sobrevivéncia. Uma vez determinada a dose adequada deste
mutageno, conidios foram tratados e inoculados nos mesmos meios de cultura. As colonias
sobreviventes foram avaliadas quanto ao IE em meios seletivos semelhante a metodologia
citada no primeiro ciclo, em testes em triplicata. As linhagens superiores foram purificadas
para obtencdo de cultura monospédrica e reavaliadas quanto ao indice enzimatico em
experimentos com 10 repeti¢des. Os mutantes melhorados do primeiro e segundo ciclos de
mutagénese foram avaliados quanto a identidade genética por meio de marcadores RAPD
(FAVARO et al., 2011).

Resultados e Conclusoes

O tempo de exposi¢do de 7,5 minutos a radia¢do UV foi adequado para a obtengdo de
sobrevivéncia de 1-10%. No primeiro ciclo de mutagénese foram obtidas 1800 linhagens.
Trinta linhagens que apresentaram IE superior ao parental foram selecionadas e avaliadas
quantitativamente para a produgao de enzimas. Foi possivel obter 3 linhagens com produgado
superior de poligalacturonase e B-glicosidase em ensaios miniaturizados. Estas 3 linhagens
foram reavaliadas para confirmagdo da superioridade, porém observou-se que somente
a linhagem C88 apresentou um leve aumento da producdo de poligacturonase (7,35 U/
mL (+0,8)) enquanto que no parental foi observada uma produgdo de 4,76 U/mL (+1,7).
Para a produgdo das demais enzimas nao foram observados resultados significativos para
essa selegdo. Dessa forma, o mutante C88 foi submetido a um novo ciclo de mutagénese
com EMS. Foi observada uma taxa de 6,6% de sobrevivéncia que resultou na sele¢do de
200 linhagens que foram avaliadas quanto ao IE e crescimento em diferentes substratos.
A partir desta triagem, 27 linhagens foram pré-selecionadas por apresentarem IE superior
aos parentais 3T5B3 e C88, e foram submetidas a uma nova triagem, utilizando o mesmo
método de comparagdo com dez repeticdes. Desta forma 8 linhagens foram selecionadas.
Em CMC os parentais 3T5B8 e C88 apresentaram IE de 2,426 (+0,622) e 2,735 (+0,632)
respectivamente, enquanto as linhagens P106 (3,347+0,293), P110 (3,443%0,218),
P80 (4,107+1,089), P83 (3,583+0,276), P157 (3,228+0,161), P123 (4,799+0,599), P49
(3,473+0,285) foram selecionadas por apresentarem IE superior. Em xilana os parentais
3T5B8 e C88 apresentaram IE de 1,821+0,244 e 1,81310,257 e as linhagens selecionadas
P106 (2,561+0,326), P110 (2,633+0,517), P83 (2,623+0,124), P80 (2,418+0,331), P123
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(2,617+0,399) e P49 (2,859+0,481) foram superiores. Em Avicel, apenas a linhagem P157
(4,650 cm +0,226) apresentou crescimento superior comparado aos parentais 3T5B8 (3,844
cm +0,247) e C88 (4,281 cm %0,313). A identidade genética dos 8 mutantes melhorados
em comparagdo aos parentais 3T5B8 e C88 foi avaliada por RAPD. De um total de 100
oligonucleotideos de RAPD, 23 produziram perfil de amplificagdo adequado e confirmaram
a identidade genética das linhagens. A estratégia utilizada para obtencdo de mutantes tem
sido satisfatéria e obteve-se até o momento uma biblioteca de 2000 linhagens que poderao
ser avaliadas futuramente. Os 8 mutantes selecionados estdo sendo avaliados quanto a
producdo de enzimas em cultivo submerso e espera-se obter linhagens com producdo
enzimatica superior para aplicagdo na desconstrugao de biomassa lignoceluldsica e para
continuidade do programa de melhoramento.
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