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Da imunofluorescéncia

a aglutinacdo direta

Apds a promocgéo do primeiro reagente para
imunofluorescéncia, B-D MERIEUX inova hoje
com um antigeno para aglutinacdo direta.
Este novo método permite, pela sua
simplicidade, uma despistagem mais ampla da
afegao, e, associado a imunofluorescéncia,
conduz a um diagndstico mais completo e
seguro, pelas informagdes complementares
sobre a evolugdo da doenca.
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Effect of pesticides on nitrogen fixation by blue-green algae*

Edgar J. DaSilva, Lars-Erik Henriksson & Elisabet Henriksson

Summary

Effect of pesticides amitrole and its derivative, monuron, linuron, diquat, paraquat, MCPA, and of
insecticide melathion on the abilities of nitrogen-fixation by green-algae Anabaena cylindrica, Aulosira

sp., Calothrix elenkenii, Chlorogloea fritschii,

Cylindrospermum muscicola,

Nostoc muscorum,

Tolypothrix tenuis, Westiellopisis sp., and the phycobiont, Nostoc sp..

Resumo

Efeito de pesticidas sobre cianoficeas fixadoras de nitrogénio

Efeito dos pesticidas ‘‘amitrole’’ e seu derivado, "monuron’’, “linuron’’, “diquat”’, "‘paraquat’’, “MCPA",
e do inseticida ““melathion’’ na habilidade de fixar nitrogénio pelas cianoficeas Anabaena cylindrica,
Aulosira sp., Calothrix elenkenii, Chlorogloea fritschii, Cylindrospermum muscicola, Nostoc muscorum,
Tolypothrix tenuis, Westiellopisis sp., and the phycobiont, Nostoc sp..

The increasing use of pesticides in agriculture and
crop-protection programmes necessitates an
investigation into the effects of these substances on
the soil microflora — especially the blue-green algae
which are vital in the stabilisation of the nitrogen
economy of tropical and temperate soils,’ ‘! .
Whereas varied tolerance responses have been
reported with the blue-green algae7’1° relatively few
species have been examined® with respect to their
nitrogen-fixing abilities in the presence of pesticides.
In the present study, the influences of eight pesticides
was observed on axenic cultures of Anabaena
cylindrica, Aulosira sp., Calothrix elenkenii,
Chlorogloea fritschii, Cylindrospermum muscicola,
Nostoc muscorum, Tolypothrix tenuis, Westiellopisis
sp. and the phycobiont, a Nostoc sp., of the lichen
Collema tenax. The pesticides amitrole and its
derivative, a diamino compound, monuron, linuron,
diquat, paraguat, MCPA and the insecticide
malathion were used at recommended field rates’. In
the nitrogen-fixing studies exponentially growing
cultures in the recommended IBP medium® were
mixed with the different pesticides. Nitrogen-fixation
activity was assayed by the acetylene-reduction

*

technigue at the end of Thr, one day, eight days and
17 days incubation at 30°C and 3000 iux®.

On analysis, a varied pattern of response in the
nitrogen-fixing abilities of the nine algal species was
observed with respect to time. In the case of the
bipyridylium salts, apart from an initial stimulatory
effect on Tolypothrix tenuis by paraquat,
Cylindrospermum muscicola by paraquat and diquat
and Westiellopsis sp. by diquat, both pesticides
exhibited a marked inhibitory action on
nitrogen-fixation. Except in the case of the species
that exhibited a stimulation response within a 50%
level beyond that of the control cultures, inhibition
was observed after 24hr. At the end of the 7th day
inhibition of nitrogen-fixation was observed in all
species. The response to the phenylureas, monuron
and linuron was variable. With monuron, which has
already shown promise as an algicide, an inhibitory
effect at the 20% level with respect to the controls
was observed with all species throughout the duration
of the experiment. Linuron, on the other hand, was
initially inhibitory but later stimulatory. The
herbicide MCPA was found to bebhave in a similar
manner to linuron. Malathion, the only insecticide

Contribution of the Institute of Physiological Botany, University of Uppsala, Uppsala, Sweden; presented during GIAM

IV — Fourth International Conference on the Global Impacts of Applied Microbiology, Sdo Paulo 23-28 July, 1973,
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tested in the investigation, was found, like linuron
and MCPA, initially to depress nitrogen-fixation
which property was later stimulated as time
increased.

With amitrole and its diamino derivative similar
patterns of response to those of linuron and
malathion were noted in all the species tested except
Aulosira.

In conclusion four patterns of response were
found. They can be categorised as follows:

i) With some species an initial period of
depression is succeeded by an increased activity in
nitrogen-fixation. The ability of pesticides to
stimulate microbial activity in terms of population,
ammonification, nitrification, CO, evolution and
other microbial forms have been reviewed by Audus?
and more recently by Alexander!. The pesticidal
compounds probably wundergo a detoxification
process the products of the reaction being beneficial

E.J. DaSilva & col.

that pesticides are degraded with the formation of
stimulatory breakdown products, though this was not
studied in this investigation.

i) With other species of algae an initial increase is
observed followed by a subsequent decrease in
nitrogen-fixation. With these species the parent
compound is transformed to a more stable and toxic
product, and though we have no definite evidence as
to the formation of such products by the blue-green
algae, it has been shown that the fungicidal
effectiveness of vapam is largely due to its conversion
to a methylisothiocyanate by-product®.

iii) The nitrogen-fixing ability of the biue-green
algae is either markedly or partially affected by
pesticides like diquat and paraquat - which in
themselves are toxic.

iv) The blue-green algae like the nitrifying bacteria
are known to play a vital role in enriching the

and stimulatory in nature. Bartha & col.? in their nitrogen content of soil, and hence the use of
studies with pesticides and nitrification have shown pesticides.
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Algae in American sewage stabilization ponds*

C. Mervin Palmer®

Summary

*

More than 75 algal genera were recorded from 914 samples from 72 American sewage ponds in
18 states. Algal genera per sample ranged from 1 to 33 with 1/3 of the ponds having a maximum
number of genera between 13 and 33 per sample. Roughly 50% of the genera were green algae, 25%
pigmented flagellates, 15% biue-greens, and 10% diatoms. The taxa were related to their seasonal

distribution.

Resumo

Algas em lagoas de estabilizagdo americanas

Mais de 75 géneros de algas foram registrados a partir de 914 amostras de 72 lagoas de estabilizagdo
de resfduos nos Estados Unidos. Os géneros variaram de 1 a 33 por amostra, com um terco das lagoas
apresentando o nimero maximo de géneros entre 13 a 33 por amostra. Aproximadamente 50% dos
géneros foi de cloroficeas, 25% de flagelados pigmentados, 15% de cianoffceas e 10% de diatoméceas.

A distribuicdo sazonal dos géneros é tratada.

Introduction

A number of papers recording algae from sewage
stabilization ponds have been published but they
seldom cover more than a partial year or are extended
over more than one year. Each deals with a specific
pond in one location and is not statewide or
nationwide in coverage (1-13).

Procedure

In this study algal genera were identified and
recorded from samples collected for various periods
of time over a period of several years. The ponds
were distributed throughout eighteen states, the
Panama Canal Zone, and the West Indies. All major
areas of the United States were included, with
samplings from 74 ponds. Collections were made on
five or more days from 23 ponds located in nine
states and the Panama Canal Zone. For approximately
one-half of the 74 ponds more than one sampling
date was involved (Table 1). The total number of

sampling dates for the 74 ponds was 929, with 294
of these being for one series of ponds located at
Lancaster, California, and covering a period of more
than six years.

Sample bottles to be shipped were filled to about
one-third of their capacity with pond water thus
allowing plenty of air to be present. No preservative
was added as there were many flagellates present
which could not be readily identified except in the
living condition. The samples were shipped by air
mail from each pond area to Cincinnati, Ohio, where
they were analyzed and the algae identified. In most
cases four separate collections were made for each
sampling, two near the influent, one of pond water
and one of floating algal material, and the other
two from near the effluent for the same two types
of material.

Along with a record of the algal genera, the
relative abundance of each genus was estimated and
listed as rare, occasional, common, frequent, and
abundant using the numbers from 1 to b to indicate
these.

* Presented in GIAM IV — Fourth International Conference on the Global Impacts of Applied Microbiology, Séo Paulo

23-28 July.

»* Kendal at Longwood, Box 220, Kennett Square, Pa. 19348, USA.
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Table 1

List of sewage ponds studied

C M. Palmer

Date of N© dates | Total N®
Algal
Ponds, by States First Sample | Sampled | Genera
California
Concord 5/5/65 14 21
E! Centro 4/ /59 3 6
Lancaster 9/25/63 294 79
Napa 5/5/64 1 1
Rio Lindo School 5/5/64 1 3
Woodland 3/22/63 42 58
Colorado
Alamosa 7/14/67 3 i4
Cortez 1/8/63 1 8
Evans 5/ /68 1 5
Fowler 6/ /68 1 5
Hideway Park 6/ /68 1 3
Kittredge 10/ /67 2 3
Las Animas 6/13/68 1 5
Lochmoor 6/ /68 1 6
Rifle 6/ /68 1 6
Rochy Ford 6/ /68 1 4
Waiden 6/ /68 1 2
Wray - 2/13/67 1 13
Florida
Sun City Center 2/18/65 61 37
Georgia
Carrollton 7/ /68 1 7
Jenkinsburg 12/4/65 1 8
Waycross 1/ /61 1 3
Indiana
Berne 9/4/69 1 15
Montpelier 9/4/69 1 20
Napoleon 5/9/62 44 67
St. Paul 4/4/66 8 41
Sunman 5/9/62 44 53
Kentucky
Hebron 1/ /67 1 4
Maryland
Hyattsville 6/17/63 1 32
Mississippi
Bay Springs 8/12/58 1 7
Brandon 7/8/58 2 9
Jackson 8/11/58 3 22
Prentise 8/12/58 1 8
Raymond 8/11/68 1 6
Skyway Hills 8/11/58 1 5
Montana
Helena 9/12/62 10 27

Table 1 {continued)

Date of N9 dates | Total N©
Algal

Ponds, by States First Sample | Sampled | Genera
New Hampshire

Exeter 9/17/68 50 35

Jaffrey 11/16/64 58 45

New Hampton 1/17/66 63 29

Sunapee 4/18/67 75 58
New York

from State Health

Department 4/14/65 1 3
North Carolina

Pilot Mountain 8/9/60 1 3

Research Triangle 5/14/69 6 30
North Dakota

Dunn Center 8/4/56 1 1

Elgin 8/4/56 1 i

Flaxton 8/5/56 1 1

Jamestown 8/7/56 1 3

Laramae 8/6/56 1 2

Maddock 2/5/55 5 22

Newtown 8/5/56 1 1

Portland 8/6/56 1 4

Richardton 8/4/56 1 1

Rolla 8/6/56 1 4

Walford 8/4/56 1 3

Wishek 2/9/58 8 14
Ohio .

Lebanon 5/18/59 19 21
Oklahoma

Oklahoma City 1/28/63 24 46
South Dakota

Bison 8/3/56 1 2

Burke 7/31/56 1 3

Freeman 8/1/56 1 4

Isabel 8/3/56 1 1

Kadoka 4/24/55 8 14

Lemmon 1/31/55 6 16

North Effington 8/9/56 1 5

Philip 7/31/56 1 2

Redfield 8/2/56 1 1

Sisseton 8/9/56 1 3

Vehlin 8/9/56 1 1

Wali 1/25/55 7 17
Texas

Austin 5/18/64 2 28

Jourdanton 2/ /61 1 10
Virginia

Farmville 6/26/61 1 16
Panama Canal Zone

Ft. Amador 2/14/69 14 15
West Indies

Trinidad 7/4/67 1 4
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Results

The number of algal genera recorded per sample
ranged from 1 to 33. Approximately one-third of
the ponds had a maximum number of 13 to 33
algae per sample, the others having 1 to 11.
More than 125 different genera of algae were
recorded (Table 2). Roughly, 50% were green algae,
25% were pigmented flagellates, 16% were blue-green

algae, and 10% were diatoms. This same percentage
held for the 46 most abundant algae.

A number of the algae were well represented in
ponds throughout the various states. These are shown
in Table 3 together with their maximum abundance
for a sampling date for each state.

Table 2

Combined tist of algal genera from all ponds

Actinastrum Diacanthos Pandorina
Agmenellum Dictyosphaerium | Pediastrum
Anabaena Dinobryon Pedinoptera
Anabaenopsis Dispora Phacotus
Anacystis Elakatothrix Phacus
Ankistrodesmus Epithemia Phormidium
Aphanizomenon Errerella Pinnularia
Aphahochaete Eudorina Planktosphaeria
Apiococcus Euglena Pleodorina
Arthrospira Fragilaria Pleurocapsa
Ascoglena Francea Pleurogaster
Asterococcus Frustulia Pocillomonas
Borzia Glenodinium Polyedriopsis
Calothrix Gloeocystis Pseudanabaena
Carteria Gloeomonas Pteromonas
Cephalomonas Golenkinia Raphidiopsis
Cerasterias Gomphonema Rhizochrysis
Ceratoneis Gomphosphaeria | Rhodomonas
Characium Gonium Rhaicosphenia
Chlamydomonas | Gymnodinium Scenedesmus
Chlorella Haematococcus Schizothrix
Chlorococcum Hantzschia Schroederia
Chlonogonium Hemidinium Selenastrum
Chodatella Kirchneriella Sphaerellopsis
Chromulina Lepocinclis Sphaerocystis
Chroomonas Lobomonas Spirogyra
Chrysamoeba Lyngbya Spirulina
Chrysococcus Mallomonas Staurastrum
Cladophora Massartia Stauroneis
Closteridium Micractinium Stichococcus
Closteriopsis Microspora Stigeoclonium
Closterium Myxosarcina Surirella
Coccochloris Nannochloris Tetradesmus
Coccomonas Navicula Tetraedron
Coelastrum Nephroselmis Tetrastrum
Cosmarium Nitzschia Trachelomonas
Crucigenia Ochromonas Treubaria
Cryptomonas Qedogonium Trochiscia
Cyanomonas Qocystis Ulothrix
Cyclotella Oscillatoria Uroglenopsis
Cymatopleura Qurococcus Vacuolaria
Cymbella Pachycladon Zoochlorella
Desmidium Palmella Zygnema
Palmellocaccus

Heading the list of the most abundant algae were
the following (in decreasing order of abundance}:
Chlorella, Ankistrodesmus, Scenedesmus, Euglena,
Chlamydomonas, Oscillatoria, Micractinium, and
Golenkinia (Table 4). Nannochloris was abundant
only in the northern half of the country while
Massartia and Trachelomonas were abundant only
in the northeastern states. Closteridium, Cyclotella,
Nitzschia, Oocystis, and Phacus were abundant only
in the southwestern area; Oscillatoria was abundant
only in the central and southeastern areas. Chlamy-
domonas was the only genus abundant throughout
the country although Chlorella was abundant in all
but the southeast. Numerous flagellates and green
algae were limited in abundance geographically.

At Lancaster, California, Chromulina was most
abundant in winter, Anacystis in summer and early
fall, while Pteromonas was equally prevalent
throughout the year. Pandorina persisted only during
the summer in most ponds where it was present,
while Nitzschia and Ankistrodesmus persisted throu-
ghout the year. At Lancaster, California, Chodatella
and Fuglena decreased in maximum abundance from
the first year to the last sampling dates seven years
later, while Closteridium increased during those same
years and Scenedesmus remained constantly
abundant.

Some algae unusual for sewage ponds were
recorded. Aphanizomenon and Enteromorpha were
found in ponds from North Dakota only, Pediastrum
and Gonium were abundant only in Colorado, and
Pyrobotrys from Qhio only. A few of the other
algae unusual for sewage ponds were Anabaenopsis,
Lyngbya, and Spirogyra for North Dakota;
Dinobryon, Fragilaria, Microspora, and Zygnema for
Maryland; Oedogonium for Indiana and Maryland;
Spirulina for Mississippi; Gloeocystis and Pleurogaster
for New Hampshire.

New Hampshire Ponds

In New Hampshire four ponds were studied each
for a period of 50 to 75 sampling dates. A comparison
of the alga! flora of the ponds shows that each was
quite distinctive and differed from the others. The
total number of genera for each pond varied from
18 to 58. Only one genus (Chlorella) was abundant
in all four ponds; four more (Chlamydomonas,
Euglena, Nannochloris, and Scenedesmus) were abun-
dant in three ponds; three additional ones (Ankis-
trodesmus and Chodatella and Golenkinia) in two
ponds; while ten (Chlorogonium, Closteridium,
Closteriopsis, Cryptomonas, Dictyosphaerium, Mas-
sartia, Micractinium, Nitzschia, Pandorina, and
Trachelomonas) were abundant in only one pond.
However, out of a total of 59 genera recorded for
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Table 3
Maximum.abundance, by states, of 40 genera of algae
0l g g Q
RIR 3 = <]
gl 8 S 9 S @ g o I
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IR %8918/ 8|3i{8[21%|8 3 S 3| S LE HEHEHNNER SRS S SIR| 5|8
§|3|53[5(5]5|5(5/5]5|3[3|8]8|5|818|3| 3|8 €| 5|€|58|5 2|8 |2)8 |2 || &\ 815 5)5| B
California 16| 2{11|19{18{20{12}13}20(15{10 20|17{10{ 9|20|12 20{20| 1| 2{12}19]11 17119{14(13| 7}{18]20|20|20|11{20 1
Colorado 20(20(12§12|16 12 16 4 12 8(12 8 12§20 16|12| 4 20| 8 20|20(12 12
Florida 11|12]16({14| 4| 8 B 2 15|18 2[14110{ 3 5| 7 3 71 6
Georgia 4(16i 2|12 2 12| 4 2 20 1 10 7
indiana 13| 5{12]20}20(20{15]12] 3 14 6 70171 2| 8{14]|20| 6|12 15 6{15(11/19117 10|18{19|18{13 5
Kentucky 12 12 4 12
Maryland 5 11201 2 1 4 3 3 1 2 9
Mississippi 4120|114| 7} 6| 6 6 2(10| 6 2 2 20| 6 2 8 5
Montana 2| 2/16|18] 4 16 2 6| 1 1 1] 1] 2| 2 18| 2 1
New Hamypshire 1 20{20|20{10(15|19}11] 1 1516 1|20 15] 1]20|20| 2| 7|17|19|20} 3{15| 6|14|16 6| 8| 3;120|13 8|18
New York 2 1 5
North Carolina 1| 8{11(17(20| 2| 4| 4| 2| 1 8| 1 6 13 10{12 6 16 1413110 5|15 18} 2| 8 12
North Dakota 8| 4|12 16 8 16 8 5 4110 1 5 6{16] 5{ 2 3 20
Chio 7(16]|20}20|13 2 . 2 14121 1 i1 11(20 1 10(16 7 4 5
Oklahoma 2| 3; 11 7{17|20| 5| 2 8| 7 6l 6|1 11| 3 8| 2| 3| 4| 5|12[10|10| 1 1 9|10f 31 8| 1
South Dakota 1201 12[18(20 11 6 1 2 4 8; 3 16|20} 5|16 16 2| 5 1|8 1| 8] 1 20| 1 1
Texas 5| 5(i0| 4| B|i3] 2 4 8{ 8 71 2 7 8 5| 3|18 707 1
Virginia 12 111 9f 2 7 5 1) 251 14| 5 11
Panama Canal Zone 1 20§20| 1 13 2 1 11 11 9
West Indies 2 10 2 10

Note: Numbers represent the sum of the figures indicating abundance for

Algae most abundant and windespread in sewage ponds

Table 4

Rank Genus Score*
1 Chlorella 51
2 Ankistrodesmus 49
3 Scenedesmus 49
4 Euglena 48
5 Chlamydomonas a7
6 Oscillatoria 46
7 Micractinium 39
8 Golenkinia 37
9 Anacystis 34
10 Oocystis 34
11 Chodatella 33
12 Nitzschia 32
13 Nannochloris 31
14 Planktosphaeria 29
15 Pandorina 29
16 Pteromonas 28
17 Closteridium 28
18 Cryptomonas 28
19 Chlorococcum 28
20 Schizothrix 28
21 Cuclotella 27
22 Phacus 27
23 Schroederia 25
24 Trachelomonas 25
25 Actinastrum 25

*

first item.

Note: Score was determined by adding together the
highest sampling date abundance figure, the number
of states for the genus, and the number of states
where abundance figure was 5 or above. Genera
with similar scores were ranked according to the

Cosmarium, Crucigenia,
Gfenodinium, Gloeomonas, Gymnaodinium, Ourococ-
cus, and Rhodomonas.

the four samples collected on each sampling date.

Elakatothrix,

Lancaster, California Ponds

the state one pond (Sunapee) had all but one. A
substantial part of the higher numbers of genera in
Sunapee and Exeter ponds was due to more than a
dozen forms in each pond which were listed as “rare"’
in frequency. The other two ponds had almost no
forms so listed. The rare forms included Actinastrum,
Chroomonas, Closterium, Coccomonas, Coelastrum,

Eudorina,

A series of ponds at Lancaster, California, was
studied over a period of more than six years, covering
294 sampling dates. During that time 25 algae were
very abundant one or more times. Scenedesmus was
the most consistently abundant during every year
and every month of the year. Others fluctuated
during the years, especially Actinastrum, Anacystis,
Chlorogonium, Chodatella, Chromulina, Closteridium,
Closteriopsis, Closterium, Golenkinia, Micractinium,
Nitzschia, Phacus, Planktosphaeria, Pteromonas. For
example, Closteridium was absent during 1963-'64
but reached a very high abundance in 1968-'69;
Phacus was absent during the first two years but
abundant during the third and fourth vyears;

r

Pediastrum was absent during the first three years
but present in reasonable numbers during the other
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years; Chodatella was present in much larger numbers
during the first two years and almost disappeared
during the last two years; Euglena also became less
abundant, gradually, from the first to the last year.

Seasonal variation in abundance was evident in
some genera. Those tending to be most abundant in
winter or early spring included Ankistrodesmus,
Euglena, Golenkinia, Micractinium, and Phacus.
Cyclotella tended to be more abundant from August
to November. At Lancaster, California, there was no
indication of a greater abundance of algae in late
spring and summer than during the remainder of the
year.

A total of 79 genera of algae were recorded over
the whole period of the test at Lancaster, California,
with as many as 33 being recorded from a single
sample. As was true of other ponds, no significant
difference was found between the number, kinds, and
abundance of algae in the influent area compared to
the effluent area of the pond or series of ponds.

Florida Pond

At Sun City Center, Florida, the sewage stabi-
lization ponds were studied from February 18, 1965,
to August 23, 1966, involving 61 collecting dates.
A total of 37 genera was recorded. Although a
number were consistently represented in moderate
abundance, no forms were very abundant even for
single dates or for short periods of time. The more
common forms were Chlamydomonas, Euglena,
Golenkinia, Chlorella, Micractinium, Ankistrodesmus,
Anacystis, and Nannochloris. While Golenkinia and
Micractinium were more abundant in early spring and
Chlamydomonas in mid-spring, others tended to be
more pr_omineht in summer and fall including
Anacystis, Ankistrodesmus, Chlorella, Euglena,
Oscilatoria, Pandorina, Schizothrix, and Scenedes-
mus. Nitzschia was more evident in the winter.

Conclusion

The algae in sewage stabilization ponds tend to be
stable in numbers, kinds, and abundance. Seldom
does a sudden change occur. Each pond tends to
have a distinctive flora so that the source of an
unknown sample could often be determined by
recording its algal flora and comparing this with the
algal flora of ponds from which the sample of
unknown source could have come. The algae present
in small numbers would be particularly significant
in this respect. Most ponds have algae of several
kinds present during the winter as well as during the
warmer seasons.

Table 5

New Hampshire ponds
Comparison of most abundant genera

Genera with a yearly maximum per sampling date of 15-20

Exeter |Jaffrey |New Hampton|Sunapee
Ankistrodesmus X X
Chlamydomonas X X X
Chlorella X x X X
Chlorogonium X
Chodatella x x
Closteridium X
Closteriopsis X
Cryptomonas X
Dictyosphaerium X
Euglena X X X
Golenkinia X X
Massartia X
Micractinium x
Nannochloris X X X
Nitzschia X
Pandorina X
Scenedesmus X X X
Trachelomonas X
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Utilization of agricultural wastes by Aspergillus awamori
for the production of glucoamylase®

R. M. Attia & Samia A. Ali**

Summary

The main industrial use of glucoamylase is in the production of crystalline D-glucose. Aspergillus awamori
was used. Variations in the specific type of carbohydrate source affected the yield of enzyme markedly.
Of all the substances tried, maltose éupport satisfactory enzyme yields. Sucrose, lactose, fructose and
galactose gave abundant growth which seemed to be a necessary but not sufficient condition for maximum
enzyme yields. The specificity of the carbohydrate structure for glucoamylase production was tried. The
synthesis of enzyme was significantly stimulated when two-third of the starch in the medium was replaced
by maitose and the adaptation seemed to be specific to maltose structure. Since the substitution of the
maltose by structurally related compound, i.e. lactose in the medium did not give a comparable
glucoamylase yield. Maltose or compounds constituted of maltose units are essential for producing a
maximum yield of enzyme. These results seemed to favor the theory that glucoamylase production is
adaptive. Agricultural wastes produced locally in large quantities from plants manufacturing starch and
other products were discussed. Rice bran followed by glucose syrup, corn bran, wheat bran and cane
sugar molasses support good yield of glucoamylase.

Resumo

Uso de residuos agricolas por Aspergillus awamori para a produ;:é'o de glucoamilase

O principal uso industrial da glucoamilase é para a produgéo de D-glicose cristalina. No presente trabatho,
Aspergillus awamori foi usado. VariagBes na fonte de carboidrato especifico influiu no rendimento de
enzima marcadamente. Entre todas as substancias utilizadas, a maltose garantiu o rendimento satisfatério
da enzima. Sacarose, lactose, frutose e galactose deram abundante crescimento do fungo, porém néo
renderam suficientemente para a producdo da enzima. A especificidade da estrutura do carboidrato
para a producdo de glucoamilase foi tentada. A sintese da enzima foi significativamente estimulada
quando dois tercos do amido no meio foram substitufdos por maltose, com indica¢Ses que a adaptagdo
pareceu ser especifica para a estrutura da maltose. Maltose ou compostos formados por unidades de
maltose sdo essenciais para a produgo e méximo rendimento de glucoamilase. Os resultados parecem
ratificar a teoria de que a produgdo de glucoamilase é adaptativa. Resfduos agricolas produzidos em
grandes quantidades em indéstrias de amido e outros produtos sdo discutidos. Farelo de arroz, segui-
da do melado de glicose, farelo do milho, do trigo e o melado da cana de aclicar permitem um bom
rendimento da glucoamilase.

81

Enzymes of industrial or analytical usefulness may
have increased applicability if they can be successfully
produced. Large scale industrial use of enzyme is
hampered by high cost and instability. In recent
years, glucoamy lase (alpha-1,4-glucan glucohydrolase,
EC 3.2.1.3) has assumed considerable industrial impor-
tance because of its ability to hydrolyse starch
nearly quantitatively to glucose with little formation
of reversion products as compared to acid hydrolysis
of starch®®. It catalyses the stepwise hydrolysis of

alpha-1,4-links in starch and oligosaccharides by
releasing single glucose units from the non-reducing
end of the molecule®. The. alpha-1,6-links are also
attacked so it is possible to achieve complete
conversion of liquefied starch to glucose®.

So far, inveStigations on glucoamylase production
were all confined to the use of crude materials i. e.
corn mashes™?, with which the separate studies on
basic variables are difficult. The purpose of this study
was to investigate: {(a) the specificity of the carbo-

* presented in GIAM IV — Fourth International Conference on the Global Impacts of Applied Microbiology, Sdo Paulo

July 23-28, Brazil.

** Microbiological Research Unit, Agricultural Research Centre, Cairo, Egypt, A.R.E.
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hydrate structure for glucoamylase synthesis, and
{b) the utilization of molasses, wheat bran, rice
bran, corn bran and glucose syrup produced locally
in large quantities for glucoamylase production.

Materials and Methods

Strain: a preliminary screening program for high
glucoamylase producing molds grown in submerged
culture indicated that Aspergillus awamori was one
of the most active. In these studies the A. awamori
strain was used through out,

Culture conditions: fermentation was carried out in
500m! cottonplugged Erlenmeyer flasks, each con-

taining 50ml of medium. The basal medium contained ‘

1.5% casein hydrolysate, 0.1% potassium dihydrogen
phosphate and 0.05% magnessium sulphate septa-
hydrate® to which various carbon sources were added.
Temperature of fermentation was kept at 30°C. One
percent of a 24hr old vegetative inoculum was used
in the experiments. Aeration and agitation were
obtained by shaking the fermentation flasks using
incubated reciprocal shaker. Enzyme analysis were
made after 96 hours.

Enzyme assay: alpha amylase was determined by the
method of SKB”. Giucoamylase was determined by
the method described in Tech. Bull. of Miles Lab8.
A glucoamylase unit (GU) is the amount of enzyme
that will catalyse, under the assay conditions described,
the production of one gram glucose from four gram
of Zuikowski starch substrate in one hour at 60°C.

Results

Non-Nitrogenous Carbon Sources: previous studies’
reported the effect of a number of carbon sources
supplemented to corn steep liquor on glucoamylase
production. It was found that corn meal was highly
satisfactory. Further, the results indicate that the
type of the supplementary carbon sources influences
the yield of glucoamylase. In a preliminary study,
it was found that proteins did not support growth
of the organism used in the present investigation:
Therefore, the use of a supplementary carbon source
was necessary. A number of types of organic
compounds namely, mono-and poly-saccharides were
tried. The fermentations were conducted under the
described conditions. The media contained 1.5%
casein hydrolysate as the sole source of nitrogen.
The amounts of a non-nitrogenous carbon compounds
added to the media were equivalent to 3% glucose
{on carbon basis). The experimental results are given
in Table 1. Of all the substances tried, maltose,

Table 1

Effect of non-nitrogenous carbon sources on the
production of alpha-amylase and glucoamylase.

Enzyme activity
Non-nitrogenous
carbon source Alpha amylase Glucoamylase
(SKB/mi) (GU/m1)
Potato starch 1.25 5.00
Dextrin 0.90 4.20
Maltose 1.80 6.25
Sucrose 0.50 1.20
Lactose 0.65 0.90
Glucose 1.50 3.20
Fructose 0.30 1.00
Galactose 0.45 1.15

followed by starch, dextrin and glucose support

Maltose or compounds composed of maltose units
gave the highest yields of the enzyme. Sucrose,
lactose and galactose gave abundant growth which
seemed to be a necessary but not sufficient condition
for maximum enzyme yields. Comparing the two
enzymes, the production of élpha amylase is the
least dependent on the substrate while glucoamylase
production was very sensitive to the type of the
substrate present. Higher glucoamylase activities were
obtained with maltose or substances containing
maltose units. These results seemed to favor the
theory that glucoamylase production is adaptive.

The specificity of the carbohydrate structure for
glucoamylase production was further studied in media
contaihing 3% carbohydrates (Table 2). The synthesis
of glucoamylase was significantly stimulated when
two-third of the starch in 3% starch medium was
replaced by maltose. When all the starch was replaced
by maltose (3%), the glucoamylase was stimulated.
The adaptation seemed to be specific to the maltose
structure since the substitution of maltose by
structurally related compounds i. e. lactose in the
medium did not give a comparable glucoamylase
yield.

Utilization of -agricultural by-product and wastes:
results in Table 3 clearly show that when using
wheat meal at a concentration of 15% plus corn
steep liquor 2% (w/v) proved to be the best medium
for the production of glucoamylase (14.4 GU).
Considerable activity was also achieved by using 20%
malted barley (14.04 GU), followed by a medium
containing 15% malted barley plus 2% corn steep
liquor (12.60 GU). Medium containing 15% corn meal
plus 2% corn steep liquor is inferior in this respect ‘
{6.0 GU). Because of the nutritional value of grains,
the medium consists of 10% rice bran plus 4% corn
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Specificity of the carbohydrate structure for glucoamylase synthesis.

Enzyme activity

Medium contents of carbohydrate Alpha-amylase Glucoamylase
(SKB/mi) (GU/mI)
Maltose 3% 2.00 8.40
Maltose 1%, Glucose 2% 1.20 5.40
Glucose 3% 1.20 4.35
Sucrose 3% 0.30 1.80
Sucrose 1%, Glucose 1%, Fructose 1% 1.00 2.70
Glucose 1,5%, Fructose 1,5% 0.35 3.30
Fructose 3% 0.60 1.32
Lactose 3% 0.90 1.32
Lactose 1%, Glucose 1%, Galactose 1% 0.70 2.16
Glucose 1,5%, Galactose 1,5% 1.20 3.45
Galactose 3% 0.10 1.80
Starch 3% 3.60 4.50
Starch 1%, Maltose 2% 2.00 10.80
Starch 1%, Maltose 1%, Glucose 1% 2.30 6.90
Table 3 Table 4

Different media for glucoamylase production

. Glucoamylase
Medium (GU/m)
Corn meal 15%, CSL 2% 6.00
Corn meal 20% 7.20
Wheat meal 15%, CSL 2% 14.40
Wheat meal 20% 9.00
Maited barley 15%, CSL 2% 12.60
Malted barley 20% 14.04
Rice bran 10%, CSL 4% 9.00

steep liquor (9.0 GU) was considered to be used in the
commercial production of glucoamylase. Different
agriculitural by-products and waste were used as carbon
sources i. . cane sugar molasses, wheat bran, rice bran,
corn bran and glucose syrup. These different carbon
sources were added to the basal medium in amounts
calculated to give final carbon concentration of 3%
glucose {on carbon basis). Results in Table 4 show
that the source of carbon affects the giucoamylase
production. In general rice bran gave the highest
enzyme vield (9.0GU). This was followed in de-
creasing order by glucose syrup (8.26 GU), wheat
bran (7.60 GU) and cane sugar molasses (7.20 GU).
It can generally be concluded from this experiment
that rice bran was the best cheap carbon source. The
reason for such a result could be due to its chemical
constitution and to the nitrogen content which can
balance carbon and nitrogen ratio in the medium.

Utilization of agricultura! by-products for
glucoamylase production by Aspergillus awamori.

Enzyme activity

Agriculture by-products* Alpha-amylase | Glucoamylase
(SKB) (GU)
Cane sugar molasses (24% C) 1.20 7.20
Wheat bran (16% C) 0.70 7.50
Rice bran (18% C) 1.00 9.00
Corn bran {16% C) 0.50 7.80
Glucose syrup (20% C) 0.40 8.26

* Agriculture by-products added to the medium consist of
1.5% casein hydrolysate, 0.1% KH,PO4, 0.05% MgS047H, 0,
in a concentration equivalent to 3% glucose (on carbon
basis).
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Origem procariotica da mitocondria

Sérgio Olavo Pinto da Costa™

Resumo

As teorias simbidticas e ndo simbibticas da origem da célula eucariética e de suas mitocondrias foram
discutidas. Apesar de sugestivo e agradavel, a primeira vista, o modelo endossimbi6tico ndo é a (nica
maneira de se explicar corretamente a origem da mitocdndria a partir de uma célula procariotica.

Summary

The prokaryotic origin of the mitochondria

The current symbiotic and non symbiotic theories of the origin of the eukaryotic cell and its mito-
chondria are discussed. Although suggestive and pleasing at first sight, the endosymbiotic model is by
no means the only possible way to account adequately for the origin of the mitochondria from a

prokaryotic cell.

Uma das caracteristicas mais enigmaticas da orga-
nizacdo celular eucaridtica é a existéncia de genomas
citoplasmaticos semi-autdnomos, tais como mitocdn-
drias e cloroplastos. Essas organelas sdo capazes de
crescer .e dividir-se, e portanto sdo descendentes di-
retas de organelas preexistentes. O sistema de sinte-
se de protefnas da mitocondria {assim como do clo-
roplasto) apresenta grande semelhanga com o de
procariotos. Esses fatos levaram & grande aceitacdo
de uma teoria proposta no século XIX, segundo a
gual mitocondria e cloroplasto teriam sua origem
numa associacdo simbidtica de bactérias ou de algas
cianoficeas ou azul-esverdeadas (no caso do cloro-
plasto), com o ancestral das células eucarioticas?.

A mitocondria contém seu proprio genoma e seu
préprio mecanismo de sintese de proteinas, este ul-
timo totalmente distinto do sistema nlcleo-citoplas-
méatico. Nio obstante, com notdvel excecdo dos
tRNAs mitocondriais!*'” e dos rRNAs mitocon-
driais®®' 7, o sistema mitocondrial de sintese de
proteinas é grandemente codificado por genes nu-
cleares. Certas enzimas da membrana interna mito-
condrial contém subunidades proteicas, parte sinteti-
zadas no sistema proteico citoplasmatico e parte no
mitocondrial, como é o caso da citocromoxi-
dase®?5%, do complexo ATPase sensivel & rutamici-
na®®%® e, provavelmente, de um transportador de
ATP mitocondrial®’*®

Por outro lado, a maioria, sendo todas as protei-
nas dos mitorribossomos, é codificada pelo nicleo e
sintetizada nos citorribossomos. As protefnas mitor-
ribossomais, por sua vez, sdo inteiramente distintas
das encontradas nos citorribossomos, codificadas
também no nucleo.

Um estudo sobre a origem procaridtica da mito-
cdndria esbarra com grandes dificuldades, ja que a
maior descontinuidade existente entre seres vivos é
a que separa células procaritdticas de eucaridticas.
Enquanto hd ampla evidéncia bioguimica, indica-
dora de que essas duas classes ndo se desenvolveram
independentemente, diferengas fundamentais em
suas organizagdes basicas tornam extremamente difi-
cil reconstruir suas histérias evolucionarias.

Nestes Gltimos anos, uma grande soma de conhe-
cimentos, a nivel molecular, estimularam a retomada
da antiga teoria simbidtica da origem da mitocodn-
dria, adquirindo, com isso, grande popularidade. Ao
lado desses conhecimentos surgiu, mais recentemen-
te, uma teoria alternativa referente a origem plasmi-
dica da mitocdndria®® %,

Sistema de sintese de proteinas mitocondrial e bac-
teriana

O sistema de sintese de proteina da mitocodndria,
apesar de apresentar forte semelhanga com o de cé-
lulas procarioticas, mostra algumas divergéncias

* Departamento de Biologia, Instituto de Biociéncias, Universidade de Sdo Paulo.
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{Tab. 1). Mitorribossomos de ascomiceto sio pouco
maiores do que ribossomos de bactéria, e contém al-
gumas espécies de rRNA com peso molecular maior.
Por outro lado, mitorribossomos de células animais
sd0 muito menores do que ribossomos de bactérias.
Os rRNAs de mitocdndrias sdo peculiares em vérios
aspectos; sdo de baixo conteido em guanina mais ci-
tosina e aparentemente ndo metilados. Além do
mais, o rRNA 5S {120 nucleotidios), encontrado em
ribossomos de bactérias e de eucariotos, ndo o é em
mitorribossomos.

Subunidades de mitorribossomos ndo se permu-
tam com as de ribossomos bacterianos. No entanto,
fatores proteicos de iniciacdo e de alongamento de
mitocondrias e bactérias parecem ser intercambis-
veis”8. Mitorribossomos e ribossomos bacterianos
sdo sensiveis ao cloranfenicol e a vérios outros inibi-
dores que ndo atuam sobre sintese de proteina cito-
plasmética de eucariotos. Além disso, drogas tais co-
mo cicloheximida, emetina e anisomicina, que ini-
bem ribossomos eucaridticos, ndo apresentam esse
efeito na sintese proteica de bactérias ou de mito-
condrias.

Os sistemas de sintese de proteina de bactérias e
mitocondria utilizam formilmetionil-tRNA em res-
posta ao codon de iniciagdo AUG. Formilmetio-
nil-tRNA (fMet-tRNAf met) inicia cadeias polipepti-
dicas nas mitocOndrias mas ndo em citoplasma euca-
rioto® . O interessante é que existemn as duas espé-
cies de metionil-tRNA no citoplasma de células eu-
caritticas, tRNAMet ¢ tRNATMet™ (n3o carrega-
do)®° . 0 metionil-tRNAf met* pode ser formilado
“in vitro” pela transformilase de Escherichia coli.
Dessa maneira, o metionil-tRNAT met* derivado de
sucarioto (levedura) pode iniciar sintese de proteina
em extratos de E. coli e, vice-versa, tRNAf met (g
E. coli pode iniciar sintese de hemoglobina “in vi-
tro”3 . Metionil-tRNAf met™ nao formilado tem sua
posicdo definida como iniciador de sintese de pro-
tefna no citoplasma de eucariotos®®325%73  prgya.
velmente, o mecanismo de iniciacio de sintese de
protefnas citoplasmaticas contou, originalmente,
com fMet-tRNAfMet a8 a perda da transformilase
e subseqliente conversio de tRNAfmet g
tRNAF met™ enguanto que as alteragdes, a partir do
modelo procaridtico, tém sido evolucionariamente

Tabela 1

Propriedades de sistemas de sintese de protefnas mitocondrial divergentes de sistemas de sintese de protefnas procaridtica

Sistema
Sftio Bactérias M:tocon'drla de M;tocfondrta Referéncias
ascomicetos animal
Coeficiente de sedimentagio (S)
Ribossomo 70 70—-74 50-60 4,5, 8
Subunidade grande 50 5058 33—45
Subunidade pequena 30 35—-40 2535
Pesos moleculares de rRNA
Subunidade grande 1,10 X 108 1,23-1,28 x 10° 0,66—0,95 x 10° 5,8
Subunidade pequena 0,56 x 108 0,63-0,79 x 10° 0,36—0,50 X 10°
Guanina mais citosina (% do rRNA)
Subunidade grande 5253 25—-34 3846 4,5,8
Subunidade pequena 5264 27-38
Presenga de RNA 5S
Ribossomo Sim N&o Néo 37,75
Metilagdo de rRNA
Sim ? N&o estabelecido 56,7,8
Permuta de subunidades com ribossomos de bactérias
Sim Néo ? 7,25
Inibigcdo da sintese de proternas por dcido fusidico .
Sim Nao ? 7
Efeito de NH 4C1 120 mM
Est{mulo méximo Inibicdo ? 7,25
(E. coli) (90%)
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conservadoras. Devido & longa coexisténcia, na célu-
la, dos dois sistemas de sintese de proteinas, eles
tém sido parte de duas unidades de selecdo e diver-
giram tanto do modelo procarioto ancestral, como
entre eles proprios. Assim, os mitorribossomos e ci-
torribossomos mostram semelhangas e dissemelhan-
¢as em relacdo aos ribossomos procaridticos.

Considerando que a maioria, sendo todas as pro-
tefnas ribossomais sdo codificadas pelo nucleo e sin-
tetizadas em citorribossomos (Tab. 2), e que protel-
nas mitorribossomais sdo inteiramente distintas das
proteinas dos ribossomos citoplasmaticos que tam-
bém sdo codificadas no nicleo, pergunta-se qual a
vantagem evoluciondria em manter os dois diferentes
sistemas de sintese de proteinas, quando se sabe que
os produtos de sintese de protefna mitocondrial sdo
poucos (aproximadamente 5%). Tal vantagem certa-
mente existe, j4 que a sintese de proteinas mitocon-
driais tem sido mantida em células eucarioticas, da
levedura ao homem, por aproximadamente 1,2 bi-
Ihdes de anos de evoiugdo eucaribtica.

Modelo endossimbidtico bacteriano da origem da
mitocéndria

As mais promissoras contribuicGes para esse mo-
delo foram fornecidas recentemente por Sagan {ago-
ra Margulis)®*#58 ¢ discutido amplamente por
Stanier®?.

Os indicios fundamentais que levaram muitos a
especular a origem evoluciondria da mitocondria (e
de cloroplastos) foram a existéncia de genomas cito-
plasméticos semi-autdnomos e auto-replicadores nes-
sas organelas, e a ocorréncia de notdvel analogia en-
tre bactérias e mitocOndrias, particularmente em re-
lagdo a alguns aspectos de seus sistemas de sintese
de proteinas. ,

Como essa idéia da associagdo simbidtica de bac-
térias e algas azul-esverdeadas com células ancestrais
eucarioticas ganhou recentemente grande aceitagdo,
serdo examinados os argumentos que suportam essa
teoria.

A Terra, durante seus cinco bilhdes de anos, mos-
trou, em sua evolucdo, duas fases bem distintas: an-

Tabela 2

Localizagdo intracelular de genes para proteinas de sistemas de DNA
replicativo mitocondrial, RNA sintético e proteina sintética

Protefna Funcdo e Propriedades Localizagdo Referéncias
: do gene
D . ] . -
NA pohr‘nerase {mamffe Poll.merase d’lstmta da Nacleo 4,43, 44
ros, ascomicetos) enzima de nfcleo
RNA polimerase (Neuros- Rifamicina sensfvel e amanitina insensfvel,
pora)l portanto, semelhante & bactéria; polipep- ? 35, 72
tfdio simples: 64.000 daltons {menor poli- '
merase conhecida)*
(Levedura) Sensfvel ac brometo de et{dio Nucleo 61,67
{Hel.a) Transcrigdo simétrica** ;
R ? 7
sensivel ao brometo de etfdio
Protefnas ribossomais 30 na grande subunidade; 23 na pequena
{Neurospora) subunidade; todas distintas das protelnas Ncieo 8, 21,34, 38
ribossomais citopidsmicas
Fator de resisténcia & eri- Uma proteina ribossomal ou talvez um . .
tromicina (levedura) RNA modificado Mitocondrial 25,85
Fatores de iniciagdo da ca- Semelhante a bactéria ? 8
deia polipeptidica
Fatores de elongagdo da Fatores necessarios para a sfntese de pro-
cadeia polipeptfdica tefnas mitocondrial podem substituir os fa- ,
~ ) R Ncleo 8,47
(levedura) tores de elongagdo de bactérias com ribos-
somos de bactérias

* polimerase de bactérias consiste em vérias cadeias de polipeptfdios;

** Esta é (nica; transcrigbes de bactérias e de niicleo sdo assimétricas.
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tes do aparecimento dos seres vivos, datada até mais
ou menos trds bilhdes de anos atrds e, conforme
prova o aparecimento de fosseis, depois do apareci-
mento dos seres vivos.

No primeiro perfodo da existéncia da Terra, a
atmosfera deveria estar reduzida, constituida de hi-
drogénio, nitrogénio, metano, didxido de carbono,
tragos de amonia e vapor d'4dgua. As células primiti-
vas heterotroficas evoluiram, portanto, sob condi-
¢Oes anaer6bicas da atmosfera terrestre (Figs. 1, 2).
A fotodissociacdo do vapor d'dgua na atmosfera
atuou como pressdo seletiva, que resultou no desen-
volvimento de seqliéncia de nucleotidios que codifi-
caram para a sintese de porfirinas. Porfirinas quela-
das protegeram os &cidos nucleicos da oxidacdo e
foram. assim selecionados genes envolvidos na sintese
dessa substancia.

Dois tipos de células procari6ticas entdo evolui-
ram. Um desenvolveu sistema respiratorio primitivo,
utilizando, talvez, nitratos e sulfatos como aceptores
de elétrons — “‘respiradores anaerdbios’”’ —e outro,
um sistema fotossintético igualmente primitivo, com
liberacdo crescente de oxigénio. Isso capacitou os
respiradores anaerdbios a evoluirem o passo final da
cadeia respiratoria e oxidarem carboidratos comple-
tamente a dioxido de carbono e dgua, tornando-os
assim ‘‘respiradores aerdbios’”’ ou protomitocdndrias.

O fato de que as porfirinas queladas funcionaram
como substincias anti-mutagénicas e absorveram,
preferencialmente, luz visivel, fez com que ocorresse
vantagem evoluciondria; células eventualmente evo-
luiram, contendo mecanismos para produzir ATP (e
outros nucleotidios), utilizando energia obtida da
luz solar. Essas células, entdo fotossintéticas, substi-
tuiram as células iniciais, cujo ATP era sintetizado
pela absorcdo direta da luz ultra-violeta. Com a
energia liberada pelo ATP fotoproduzido, 4tomos de
hidrogénio da atmosfera e do sulfeto de hidrogénio
foram utilizados na reducdo do CO, para o material
celular.

Com a producdo continua de oxigénio, através
do processo fotossintético, a concentragdo de oxigé-
nio da terra foi aumentando e acabou por se tornar
abundante h4 aproximadamente 1,2 bilhdes de anos.
Todas as células foram se tornando cada vez mais
adaptadas ac ambiente aer6bico, ou entdo tiveram
que sobreviver em ambientes anaerdbicos especiali-
zados.

A medida que a populagdo de heterotréficos au-
mentava, as substincias orgdnicas existentes nos
oceanos, que lhes serviam de alimento, diminuiam.
Durante um longo periodo de tempo, as radiagOes
ultra-violeta teriam quebrado moléculas de 4gua, ori-
ginando pequenas quantidades de hidrogénio e oxi-
génio que ficaram livres na atmosfera. Essas mesmas
radiacdes poderiam ter transformado o oxigénio em
ozona; esse gas, concentrando-se na atmosfera supe-

rior, atuaria como absorvente das radiagGes ultra-vio-
leta, privando, dessa maneira, a formagdo abiogénica
da matéria organica e, ainda, oxidando rapidamente
qualquer matéria organica. ’

Durante milhdes de anos, a medida que o supri-
mento de alimento organico diminuia, a selegdo na-
tural agiu, dispondo um novo grupo de organismos
que desenvolveram a capacidade de usar a luz solar
para a sintese de alimento, capacidade essa que en-
volveu a conversdo da energia luminosa em quimica.
Os primeiros organismos capazes de usar a energia
luminosa deveriam ter se comportado em parte co-
mo heterotréficos, utilizando compostos organicos
para obter energia e, em parte, como autotréficos,
absorvendo energia solar. Ainda hoje, existem certas
bactérias que apresentam ambas as propriedades.
S3o bactérias purplreas que apresentam goticulas de
enxofre, como resultado da foto-oxidagdo do H;S,
que antigamente eram consideradas heterotréficas e
depois se descobriu gue também eram capazes de
usar energia solar. A conversdo da energia luminosa
em quimica foi essencial para a evolugdo dos auto-
tréficos. A formacdo de clorofila ou de outros pig-
mentos capazes de absorver luz nos heterotréficos
foi possivelmente o primeiro passo nessa evolugdo.
As matérias primas usadas pela maioria dos autotré-
ficos foram o diéxido de carbono e dgua. Com essas
substancias a célula, na presenca da luz, é capaz de
produzir carboidratos e desprender oxigénio como
sub-produto.

Todas as formas de vida tornaram-se assim depen-
dentes direta ou indiretamente da fotossintese. Para
sobreviver, os organismos heterotroficos anaerdbios
foram forgados a utilizar matéria organica, produzi-
da por processos fotossintéticos ou quimioautotré-
ficos.

isso fez sugerir que o primeiro passo na origem
de eucariotos, a partir de procariotos, foi relaciona-
do com a sobrevivéncia numa nova atmosfera con-
tendo oxigénio. Uma endossimbiose ocorreu entdo,
envolvendo procariotos aerbbios e anaerdbios, fend-
meno esse que mais tarde se tornou obrigatdrio, pre-
sumivelmente através de uma série de passos de con-
solidacdo ao nivel do DNA. Os organismos sdo refe-
ridos como ‘‘amebbides amitoticos aerdbios’: foi
proposto ainda que, nessas células, todo metabolis-
mo oxidativo ocorria dentro das ‘‘promitocondrias
simbioticas”’, que usavam seus produtos de genes
promitocondriais para sua construgdo.

O que aconteceu entdo foi a evolugdo desses pri-
mitivos organismos ameboides em eucariotos, um
processo que envolveu uma profunda modificagdo
do relacionamento simbidtico entre os dois geno-
mas.

A primeira aquisicdo simbiotica foi produzir célu-
las com vias oxidativas de carboidratos. A degrada-
¢do anaerdbia da glicose a piruvato ocorreu no cito-
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plasma, sob a dire¢do do genoma da célula hospedei-
ra. Oxidag8o da glicose, utilizando oxigénio molecu-
lar, via ciclo de Krebs, ocorreu unicamente na mito-
condria simbidtica, sob a dire¢do de seus proprios
genes.

Essa simbiose mitocondria-célula hospedeira pode
ter resultado na sintese da membrama fosfolipidica
e de esterbides, e, em particular, na formagdo da
membrana nuclear e retfculo endoplasmatico. A
maior quantidade de energia, agora disponivel, resul-
tou em grandes células mais organizadas.

Os eucariotos fotossintéticos evoluiram de manei-
ra anéloga, por simbiose de bactérias e algas azul-es-
verdeadas, em células primitivas eucarioticas, j& do-
tadas de mitocondrias endossimbidticas.

Se a mitocdndria teve sua origem num microrga-
nismo aerdbio, cabe a pergunta de como a célula
hospedeira sobreviveu num ambiente anaerodbio, an-
tes dessa simbiose. Qual seria o sistema respiratério
da célula hospedeira antes de aceitar a endossimion-
te? De Duve & Baudhuin®? verificaram que os “‘mi-
crobodies’’ encontrados em células hepéticas e renais
de mamfferos pertenciam, na realidade, 3 classe dos
peroxissomos ou glioxissomos; o termo peroxisso-
mos foi usado desde que se verificou que continha,
em sua estrutura, enzimas que tanto formavam co-
mo decompunham peréxido de hidrogénio. Essas
particulas seriam sitios importantes do metabolismo
do perbxido de hidrogénio e a associacio de oxida-
ses com catalase teria grande significado biolégico;
Os peroxissomos contém oxidases que reduzem o
oxigénio a peroxido de hidrogénio, por conta de um
substrato, RH,, e catalase que reduz o peréxido de
hidrogénio a agua, por dois processos: (a) mecanis-
mo peroxidatico, requerendo um doador de elétrons
RH,; e (b) mecanismo pelo qual uma segunda molé-
cula de perdxido de hidrogénio serve como doador
de elétrons.

Outras enzimas estdo presentes nos peroxissomaos,
tais como D-aminodcidos oxidases, urato oxidase,
L-a-hidroxidcido oxidase. Foi proposto um esquema
onde essas enzimas, atuando em conjunto, poderiam
fornecer um mecanismo para oxidagdo do NADH
ndo mitocondrial. Considerando que as D-aminodci-
dos oxidases sdo enzimas andmalas, porque atuam
sobre D-aminoécidos e n#io sobre os de forma L,
normais e comuns, acredita-se que elas representem
vias enziméticas resquiciais de oxidacdo de substan-
cias que ndo mais ocorrem na célula. Se outros com-
ponentes enzimaticos dos peroxissomos forem anali-
sados, verifica-se que esse fendmeno é mais ou me-
nos geral. A catalase pode ser considerada uma enzi-
ma foéssil'S . Realmente, individuos portadores de
acatalasia®® podem sobreviver com poucos sintomas
patoldgicos, com somente tracos dessa enzima, cer-
tamente quantidade insuficiente para participar efe-
tivamente nas oxidagGes acreditadas terem lugar nos

peroxissomos. A enzima urato oxidase é dispensavel,
ausente, em numerosas espécies, inclusive na huma-
na. Em vista desses fatos, De Duve & Baudhuin??
sugerem que peroxissomo constitui uma “organela
fossil” ou seja, particula respiratoria “fossil’” que foi
ativa no infcio da evolugdo, caracteristica de células
hospedeiras nucleadas que sobreviveram sob condi-
cOes aerdbias. Apds a infeccdo da célula hospedeira
por microrganismos aerdbios, os peroxissomos per-
deram muito de suas fungles e agora constituem
particulas vestigiais.

Origem plasmidica da mitocéndria

Enguanto que o modelo simbidtico supde a exis-
téncia de um protoeucarioto anaerébio que adquiriu
um endossimbionte respiratorio, o modelo ndo sim-
bi6tico de origem plasmidica da mitocdn-
dria*®*® propde o protoeucarioto como sendo uma
célula aerdbia avangada, maior do que a procariética
tipica. Essa tendéncia para maior tamanho necessi-
tou, ao lado de muitas alteragbes na organizacdo ce-
lular, de um aumento da superficie da membrana
respiratéria. Isso foi adquirido inicialmente através
de invaginagdo da membrana interna (Fig. 3) e ulte-
riormente pela formagdo de vesiculas geradas nesses
processos invaginativos da membrana.

As particulas respiratérias assim constituidas
eram providas de barreira de permeabilidade seletiva
entre os elementos respiratérios e o citoplasma.

~ Contudo, essa barreira de permeabilidade impds um

problema para a célula, j& que alguns constituintes
da cadeia respiratéria, como por exemplo elementos
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Fig. 3 — Modelo representativo da origem ndo simbidtica ou
plasmidica da mitocondria (Raff & Mahler3®) envolvendo os
vérios passos da organizagdo mitocondrial a partir da mem-
brana dotada de atividade respiratéria da célula protoeucario-
tica e subseqliente aquisicdo de plasmidio transportando
alguns genes destinados & informagdo de elementos usados
na sintese de proteinas mitocondrial.
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da citocromoxidase, requeriam sintese “in situ’’. En-
qguanto que a membrana era permedvel a muitas pro-
tefnas, inclusive citocromo ¢ e enzimas das seqlén-
cias respiratoria e fosforilativa, era impermedvel aos
ribossomos e RNAs ribossdmicos. Assim, as organe-
las respiratérias requeriam constantes renovagoes
“de novo'’ da membrana da célula, o que tornava
um processo nao econdmico. Teria sido para a célu-
la uma considerave! vantagem implantar um sistema
de sintese de proteina dentro da organela, para a
sua manutencao.

A implantagdo de um sistema de sintese de pro-
tefna, no interior da organela respiratéria, foi conse-
guida através da simples incorporagdo de um plasmi-
dio contendo genes apropriados. Um processo analo-
go ocorre na geracdo de muitiplos nucléolos durante
a ovogénese de anfibios. Nesse processo, sdo feitas
multiplas réplicas de genes de configuragdo circular
a partir de genes cromossdomicos de rRNA, que sdo
envolvidos em nucléolos livres'®'? . O plasmidio hi-
potético da organela respiratéria do protoeucarioto
pode ndo ter sido originado por esse mesmo meca-
nismo, mas esse exemplo serve para mostrar que o
plasmidio organelar proposto ndo é td3o artificial e
tem um correspondente conhecido.

A célula procaridtica possui mesossomos que sdo
organelas membranosas equivalentes as mitocondrias.
Mesossomos constituem sitios de vdrias atividades
redutésicas’™ e os citocromos estdo localizados pre-
ferencialmente neles?®,

A replicacdo de cromossomos e plasmidios bacte-
rianos envolve, aparentemente, sitios de replicagdo
localizados na membrana?83133:53 A" célula pro-

toeucaridtica possuiria essa organela que sofreu mo-
dificagdo evoluciondria. Essa organela deveria possuir
um sfitio para replicagdo do plasmidio, o qual teria
sido disponivel para a ligagdo do plasmidio hipoté-
tico do modelo.

Por outro lado, vérias propriedades dos plasmi-
dios suportam a idéia de que sdo ancestrais do geno-
ma mitocondrial {Tab. 3). Eles sdo de tamanho se-
melhante aoc DNA mitocondrial de forma circular,
super-helicoidal e sdo alterados por drogas comuns.
Além do mais, sdo capazes de replicagdo autdnoma
na bactéria. Além de genes envolvidos na replicagdo,
os plasmidios contém outros genes capazes de inte-
racbes com genes cromossomicos. Essa integragdo é
freqlientemente reversivel. Ocorre assim um conti-
nuo fluxo de informagdo genética entre cromosso-
mos e plasmidios. A incorporacdo de genes em plas-
midios pode ndo se restringir somente a genes res-
ponsdveis E)ela resisténcia a antibidticos e outros
produtos metabdlicos, mas estender-se a genes para
rRNA, tRNA e para vérias proteinas de membrana.
Realmente, genes para tRNA foram encontrados nu-
ma classe de plasmidios, os fagos temperados®’ . A
geragdo de um plasmidio contendo apropriados ge-
nes teria sido um meio eficiente para explicar intera-
¢Oes plasmidio-nucleares e a subseqiiente incorpora-
cdo de um sistema de sintese de proteina na organe-
la respiratoria de uma célula protoeucaridtica, du-
rante uma pressdo seletiva.

Esses eventos ndo sdo particularmente raros e nu-
ma populagdo natural sujeita a pressoOes seletivas evi-
denciam genes vantajosos que muito rapidamente se
tornam aparentes.

Tabela 3

Caracteristicas

dos plasmidios

Caracter(sticas Observagoes Referéncias
Pesos moleculares 1,6 X 10% a 1,0 X 10® daltons : 28
Conformagdo Duplo fio circular, superhelicoidal 28, 63
Distribui¢do Eubacteria, bactérias fotossintéticas 28
Quantidade de DNA Varia com plasmfdio e hospedeiro; deve ser de 1 a 30 ou 19, 28
plasm(dico por célula mais copias por célula ou até 40% da célula de DNA total
Replicagdo Pontos provaveis de replicagdo especffica na membrana; 20, 28, 33,

estapbilidade de mutantes plasmfdicos ligada tanto ao plas- 46, 53
midio como ao cromossomo
ConteGdo gendmico de vé- Genes de replicagdo, fator sexual, fatores colicinogénicos, 3,9 13,20,
rios plasmfdios variedade de genes para resisténcia a antibidticos, vérios 53, 71
genes obtidos do cromossomo de bactéria (lac, gal, trp,
cysB)
Efeito da acriflavina Plasmfdio eliminado do hospedeiro 53

e do brometo de etfdio
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ConsideragOes

A hipbtese endossimbidntica da origem da mito-
condria tem alguns aspectos negativos. Primeira-
mente, a célula protoeucaridtica anaerdbia, apesar
de muitas adaptactes celulares avancadas, teria sido
primitiva e ineficiente metabolicamente. A competi-
¢do com procarictos possuindo vias produtoras de
energia aerdbica mais eficientes, onde ja se previam
modelos observados hoje, a teria deixado em consi-
derdvel desvantagem. Em segundo lugar, integragdo
da protomitocondria endossimbionte requereu trans-
feréncia de genes do genoma endossimbiontico para
um genoma nuclear ndo relacionado. Um mecanismo
pelo qual esse objetivo tenha sido conseguido é ex-
tremamente dificil de se conceber. Outros aspectos
da teoria endossimbiontica parecem ainda um tanto
improvaveis, tais como a origem dos cilios a partir
de espiroguetas, implicando numa homologia ndo
existente entre flagelina e proteina do microtlbu-
10%%/% ¢ a origem de cloroplastos como sendo de
trés grupos inteiramente distintos de procariotos fo-
tossintéticos, sendo dois deles hipotéticos“.

De acordo com o modelo ndo simbidtico, a trans-
feréncia de genes ocorreu na célula protoeucariotica,
no sentido ndcleo para plasmidio. O plasmidio que
deveria conter inicialmente somente um niémero
minimo de genes necessarios para a sua replicacao
foi dotado de outros, tais como os genes para
rRNAs e tRNAs.

A compreensdo das interacGes plasmidio-nicleo
estdo cada vez se tornando mais claras, depois do
conhecimento recente de construgdo de genomas re-
combinantes de DNA “in vitro”, onde se tem criado
novos tipos de plasmidios bacterianos funcionais,
transportanto marcas de resisténcia a antibioti-
cos'®1® | A integracdo de DNA ribossomal de Xeno-
pus laevis ao DNA de plasmidio bacteriano também
ja foi conseguida. O plasmidio recombinante foi ca-
paz de ser replicado de maneira estavel em E. colj,
onde transcreveu RNA que é complementar ao DNA
ribossomal de X. /faevis®® . De maneira semelhante,
segmentos de DNA cromossomal de Drosophila fo-
ram incorporados em DNAs de plasmfdio e bacteri6-
fago, resultando moléculas hibridas que puderam in-
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fectar e replicar em E. coli*®.

Ocorrem, no entanto, algumas propriedades diver-
gentes da expressdo génica em mitocdndria, tais co-
mo o sistema transcritivo (Tab. 2). Esse sistema
apresenta-se com vdrias caracteristicas ndo encontra-
das nem na transcrigdo nuclear, nem na transcrigdo
bacteriana. Em particular, a RNA polimerase mito-
condrial da Neurospora®® assemethase 3 RNA poli-
merase nucleolar de eucarioto e 3 RNA polimerase
bacteriana, em relagdo a insensibilidade a c-amaniti-
na que é, por sua vez, um potente inibidor da RNA
polimerase nuclear de eucarioto®%:5 | Como a
bacteriana, a RNA polimerase mitocondrial é sensi-
vel a rifamicina. Contudo, a RNA polimerase mito-
condrial é constituida somente de uma cadeia poli-
peptidica dotada de peso molecular 64.000, sendo
assim a menor polimerase conhecida. Ndo se sabe se
0 gene para essa enzima € nuclear ou mitocondrial,
mas h& uma certa evidéncia de que, no caso da
RNA polimerase mitocondrial de levedura, seja nu-
clear™.

O processo de transcricdo mitocondrial {pelo me-
nos em mitocoOndrias de mamiferos) é sem igual.
Transcricdo em mitocondria de células Hel.a € simé-
trica, enquanto as transcrigOes bacteriana e nuclear
sdo assimétricas’. Somente um dos transcritos é
realmente utilizado; o transcrito do outro fio é de-
gradado. As proteinas componentes do sistema de
sintese de protefnas mitocondrial s8o também quase
todos produtos de genes nucleares {Tab. 1).

A sugestdo de Raff & Mahler™® é que essa mistu-
ra de propriedades bactéria-mitocOndria constitui
um produto evoluciondrio de dois diferentes even-
tos. Primeiro, desenvolveram os sistemas de intera-
¢cdes nuclear-plasmidico (ou nuclear-mitocondrial) e
nuclear-citoplasmatico numa célula procariotica e as-
sim a evolugdo divergente desses dois sistemas utili-
zou o mesmo material de partida. Em muitas situa-
¢Bes, o sistema nuclear-mitocondrial tem sido mais
conservativo. Segundo, os requisitos regulatérios dos
dois sistemas sdo provavelmente bem diferentes e o
mais simples modo de manejar esses controles é uti-
lizar componentes separados. Assim, encontra-se as
diferentes RNA polimerases mitocondrial e nuclear,
embora os genes para ambas possam ser nucleares.
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