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1 - INTRODUÇÃO 

Mutantes deficientes nutricionais de Mpergglus ni
dulan,q_(Eidam) Winter, são de fundamental importância para estu -
dos genéticos nesse fungo, tendo sido isolados de diversas manei
ras, por diversos autores. Para revisão, veja PQNTECORVO e 0014 
(1953), PONTECORVO (1963) e BARRATT e col. ,(1965). Além disso ;· 
êsse organismo é material promissor para tais tipos de pesquisa 
por várias razões, principalmente o fato de apresentar um ciclo 
sexual ligado a um outro ciclo, o parasexual (PONTECORVO e RO
PER, 1952) onde dipl6idas relativamente estáveis podem ser obti -
dos. A posterior haploidização dêsses dipl6ides faz com que o 
mapeamento dos gens através de análise mitótica fique facilitado 
no fungo filamentoso A. nidulans • 

. -

O presente trabalho teve como finalidade, oferecer u
ma contribuição ao estudo de mutantes deficientes nutricionais , 
também chamados auxotróficos, isto é, mutantes que podem crescer 
em um meio de composição complexa, denominado de meio completo, 
mas que não podem crescer em um meio de composição definida chaJll! 
do de meio mínimo, a não ser que um requerimento específico seja 
adicionado a êsse meio. Como os estudos feitos até o presente 
momento foram realizados principalmepte utilizando-se o meio co,m 
pleto, descrito por PONTECORVO e col�,(1953) pensamos utilizar 
meios completos mais enriquecidos,onde talvez,a frequência e ti
pos de mutantes auxotrÓficos obtidos fôssem diferentes dos descrj_ 
tos até agora na literatura. Além disso, procuramos caracteri -
zar os mutantes obtidos com relação as suas deficiências nutri -
cionais e mapear alguns deles mitoticamente. 
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2 - REVISÃO DA LITERATURA 

Dividiremos a revisão da literatura em duas partes 
principais. Na pr imeira resumiremos os ciclos sexual e parase -
xual de A, nidulans, caracterizando principalmente, êste Último 
por constituir parte fundamental, no presente trabalho. Na s.e
gunda faremos a revisão bibliográfica dos trabalhos publicadosoom 

~ 

relaçao a mutantes nutricionais e mutantes sensíveis à tempera-
tura, principalmente no fungo filamenioso A. nidulans. 

2.1. Os ciclos sex4�1-!Ê ;earaseJSua.l. __ em A. nidulan.� 

2.1.1. O ciclo sexual 

O A,. rü_q.u}ag_§, apresenta um micélio·, constituído por 
células multinucleadas. A partir dessas células emergem conidiÓ
foros que terminam por uma vesícula globosa também multinucleada; 
da superfície dessa vesícula saem os esterigmas primários e seoun 
dário� que por sua vez dão origem a con Ídios· uninucleados em ca-
deias, Sendo uma espécie homotálica, os cruzamentos podem eJer 
feitos com ajuda de marcadores genéticos apropriados. 

O A. nidulansJ tem ascos localizados no interior de 
corpos de frutificação e êsses corpos de frutificação. são denomi
nados çleistotécios pelos micologistas ou peritécios pelos genet! 
aistas� Há formação dos corpos de frutificação com cariogamia , 
formando-se o zigoto que sofre divisão mei6tica, produinndo qua
tro células haplÓides, que por sua vez sofrem uma divisão mitÓti
ca, resultando desta maneira, �m cada asco, oito células chama -
das ascosporos. O corpo de frutificação quando maduro tem forJD.! 
to redongo,apresenta coloração esçura e contém no seu interiorcâi 
ca de 10.000 a l*OOO�OOO de ascos. 

2.1.2� O ciclo parasexual 

Até,1952 o ciclo sexual era o Único processo conheqi
do capaz de produzir recombinação em fungos. 

Em bactérias já eram conhecidos dois processos. de re-
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combinação sem fusão sexual: a transformação (GRIFFTH, 1928) e 
a transdução (ZINDER e LEDERBERG, 1952). A êsses processos co -
nhecidos como alternatiYas do sexo, arlicionou-se mais um, descro -
berto no fungo A. njdul�.!1� que foi denominado de ciclo parasexual 
(PONTECORVO e ROPER, 1952)� 

Mais tarde, o ciclo parasexual foi evidenciado em ou
t:ros fungos como: A. q,�,J.�>� (?O'.f1TECORVO !' ROPER e FORBES, 1953) , 
A• ruguJ.osus (BOAMp 1963) 9 etcº O ciclo parasexual inicia-se 
com a formação de heterocárion ocorrendo em seguida, a fuslo de 
núcleos geneticamente diferente$ dentro das hifas; da fusão dês
ses núcleos haplÓides originam-se núcleos diplÓides que, por sua 
vez darão conÍdios dip16ides. 

, 
N 

Os conidios sao normalmente verdes, uninucleados eh� 
plÓides (n = 8 cromossomas) e são capazes de germinar em um meio 
denominado de mínimo contendo apenas sais minerais e um açúcar 
como fonte de carbono. As linhagens escolhidas para formar oh! 
terocárion devem diferir entre sí, e ·bambém da linhagem selvagem, 
em um ou mais requerimentos nutricionais, sendo os gens que deter 

-

minam êsses requerimentos em geral recessivos e de preferência,d! 
vem diferir também quanto a coloração dos conídios. A mistura 
dos conÍdios dessas duas linhagens leva a heterocarióse, onde a 
fusão das hifas produz um heterocárion que é capaz de crescer em 
um meio mínimo i enquanto que as duas linhagens 1separadamente 7 não 
apresentam essa capacidade� 

~ 

Desta maneira, os dipl6ides serao selecionados e ape-• 
nas cêrca de un1 em cada 107conÍdios de um heterocárion são dip16i .,,., 

des (ROPER, 1952). isses diplÓides isolados são relativament� 
estáveis, mas podem dar novos tipos de recombinantes graças a ra-

~ 
" 

ros eventos que ocorrem durante a mitose., Sao tros os processos 
até agora estudados quf; podem dar recombinantes a partir de di
plÓides: 

a) Permuta mitótica

Esporàdicamc,nte, ocorrem permutas em diplÓides no es -
tágio de quatro fios (ROFER e PRITCHARD, 1955). Se houver permu
ta quando o centrómero se divide e os cromatídeos de cada homólo
go vão a polos opostos t podem resultar núcleos que são homozig� 
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tos para certas marcas ,-1ue se encontravam no estado heterozigoto 
no dipl6ide original, os núcleos se tornam homozigotos para to
dos os alelos ligados em associação e distais do ponto de troca,. 
No outro braço do cromossoma ou em outros cromossomas permanecem 
heterozigotos como no dj.plÓide original. Dessa maneira, a perm1:!, 
ta mit6tica pode ser usada para determinar a ordem dos gens, num 
braço de um cromossoma não s6 com relação a outras marcas, como 
também,com relação ao centrómero. 

E no entanto,necessário que exista no braço do cromos

soma a ser analisado,um fator que condicione um caráter visível 
aos setores formados numa colt3nia dipl6ide; para que os 
sejam deteotados. 

b) Não disjunção mit6tica

setores 

Raramente, não disjunções para um ou mais cromossomas 
homol6gos, mais ainda heterozigotos para outros cromossomas pode 
@correr, dando recombine.ntes (PONTECORVO e KAFER, 1958). 

o) Haploidi:zmção

HaplÓides podem originar-se a partir de diplóides a
través de aneuploidia. A frequ�ncia de haploidização varia bas
tante, tanto quanto a frequ�ncia de permutas mitóticas (KAFER , 
1961), e se dá pela perda de cromossomas até que o estado hapl6i
de estável seja atingido. 

2.2.1. Mutantes nutricionais 

PONTECORVO, ROPER, HElVIMONS, MACDONALD e BUFTON (1953) 

foram os primeiros autores que fizeram uma revisão sôbre o pro
blema da obtenção de mutantes nutricionais ou auxotróficos em !• 

S!.s!.1:!.�B.§.
.L 

e também isolaram tais mutantes utilizando como agente 
mutagênico raios X e luz ultra-violeta. 

Obtiveram 600 mutantes dos quais só urna mínima fração 

de 27 foram analizados ge1eticamente,) Esses mutantes foram obt3;. 
dos por uma adaptação da técnica de LED��BEQ (1952), t�cnica de 
enriquecimento retardado e pela técnica de isolamento total, mod� 
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ficando em parte a adaptação original de BEADLE e TATUM (1941)

Muitas das linhagens mutantes obtidas diferiam do tipo selvagem e.n.
um ou vários caracteres como: côr dos conídios, hábito de cresci 
mento, secreção de um pj_gmento ou defici�ncia em uma enzima .. 

KAFER (1958) utilizando linhagens mutantes obtidas no 
departamento de genética da Universidade de Glasgow, Escócia, a
través de cruzamentos múltiplos entre elas, conseguiu localizar 
novos marcadores, mapeando-os através do recombinação mit6tica e 
assim estabeleceu os grupos de ligação no A. nidulans. 

-----------

AZEVEDO, NEDER e COSTA (1963) utilizando duas linha-
gens auxotróficas de A. ni1�l&.ll.§., fornecidas pelo Professor J. A. 
Roper, da Universidade de Sheffield, Inglaterra, determinaram cur 
vas de sobrevivência dessas linhagens à luz ultra-violeta. Da 
linhagem denominada J.A.Ro 21 obtiveram-se seis mutantes sondo 
dois deficientes para cisteina, um para guanina, dois mutantes d2 
ficientes para ácido p-aminobenzóico, é um mutante morfológico cem 
conídios brancos. 

PONTECORVO (1963), apresenta uma lista de mutantes no 

�!�lªU�, contendo todos os mutantes nutricionais obtidos até
essa epoca. 

BARRAT, JOHNSON e OGATA (1965), reuniram mais de 170 

linhagens selvagens e mutantes de -!.:J111�1ªU� descrevendo-as e man 
tendo-as em estoque e que são aproveitadas para o ensino e pesqu1 
sa genética. 

2.2.2. Mutantes sonsíveis à temperatura 

Mutantes sen:3Íveis à temperatura são aquêles que podem 
apresentar crescimento dm uma determinada temperatura mas, deixam 
de crescer em outra temperatura, podendo nesse caso serem os efe1 
tos da mutação 

1 reparáv,;;is por uma substância específica adicionª 
da ao meio mínimo, ou então, não reparáveis,inclusive por 
completo. Revisão do literatura sôbre mutantes sensíveis 
peratura em microrganismos pode ser encontrada em AZEVEDO 

meio 
à tem
(1966). 

Faremos aqui, apenas, rovisão dos mutantes temperatura sensíveis, 
em A. ni d'!:!1§.U.ê. �

NEDER (1965), utilizando a linhagem tl_l_m.,�th_l irra -



-6-

diada com luz ultra-violeta a 1% de sobrevivência, mostrou quem� 
tantes temperatura sensíveis induzidos em A .• n!.g,�l�, aparecem 
em frequência comparável a dos mutantes auxotróficos, ou seja, a
penas 0,6% das linhagens analisadas cresceram a 25 °&, mas não a 

37º0. 

ROPER (1966), partindo das observações de STRIGINE e 
MOPURGO (1961) de que linhagens de �!��l�U� mesmo que não con
tenham o mutante Q! tem requerimento em biatina, e assinalando 
que êsse requerimento, gêralmente pode ser ignorado polo fato de 
que materiais do laboratório presumivelmente apresentam biotina c2 

mo conta.minante, relata que a 42°c essas linhagens não apresentam 
nenhum crescimento e que êsse fato tem sido notado,particularmen
te,para diplÓides. 

FORBES e SINEA (1966), irradiando com luz ultra-viole
ta isolaram uma quantidade considerável de mutantes sensív0is à 
temperatura em A. nidulans, que pesquisados em meio completo a 
37°c não cresceram, enquanto que a 25 °c mostraram crescimento vi
goroso e com maior chance de viabilidade. Dez dêsses mutantes:fE. 
ram transferidos a grupos de linhagens por haplodização previameu 
te cruzados, com o ''Master Strain E." (M.S.E.) e posteriormente,lo
calizados nos cromossomas de A. nidulans • 

......._,........, .. ._ ____ ...,



S!MBOLO 
-----------

NUTRICIONAIS 
-----------

w 

sul ad 20 
--------------

3 .. 2 • �;!;.n,h��ll.ê,_ 1:!!s!!:l�! 

3 - MATERIAL E M!TODOS

requerimento para 
requerimento para 
requerimento para 

requerimento para 

requerimento para 
requerimento para 

conídios brancos 
conídios amarelos 
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adenina 
biotina 
riboflavi-

na 
ácido nico 

, . 
-

ti nico 
piridoxina 
tiosulfato 

de s6dio 

supressor de adenina 
incapez de crescer em meio 
com galactose como fonte de 
carbono 
incapaz de crescer em meio 
com acetato como fonte de 
carbono 

A linhagem -!•Ui.�! utilizada para obtenção dos mutantes 
foi proporcionada pelo Prof. Dr .. João Lúcio de Azevedo do Institli 
to de Genética da Escola Superior de Agricultura ''Luiz de Queiroz", 
em Piracicaba, sendo constituída de conídios verdes e deficientes 
para a síntese de biotina ()2i,_J2., proveniente dos estoques da Uni, 
versidade de Sheffield, Inglaterra. O pedigree d�sse mutante es-



t� descrito no presente es1uema� 

g = verde 

l raios x

y;_

l raios x

l_1h_l 

! raios x

v thi bi -:i x am tl.-------""'-i--�

!?.!.J_ 

-ª-

Linhagem M.S.E. - descrita por FORBES (1963) é uma linhagem com 
gens marcadores nos oito cromossomas, sendo assim constituída: 

QRO!Q.§§Q.M!_� 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

GEN 

��-l.J!�_gQ.2-l�_§.S_gQ 
w 

. �ê.1._1. 

E.lte._! 

f!?_g__JQJ. 

�-J._ 

u!.9-_§_ 

rlll.2_g 

3.3.1. Meio mínimo líquido (PONTECORVO e col., 1953) 

Nitrato de sódio • • • • • • • • • • o f 6 1 0 gramas 
Cloreto de potássio • • • • • • • • • 0,52 gramas 
Sulfato de magnésio + 7H2º · •• 0,52 gramas 
Fosfato dihidrogenado de

potássio • • • • • • • • • • • • • • • • • o • � 1,52 gramas 
Sulfato de ferro • • • • o • • • • • • • traços
Sulfato de zinco . . . . . . . . . . . . traços 
Gl;i.cose • ' • t , ' ' • • • • • o • • • • • • • � 10,00 gramas 
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Agua de torneira completando 1 litro. O pH foi ajusta
do para 6,5 com hidr6xido de s6dio ou ácido clorídrico. 

3.3.2. Meio mínimo sólido (PONTECORVO e col., 1953) 

Foi preparado da mesma forma que o meio mínimo líqui
do mais adição de gás oxPid número 3 (1,5%). 

3.3.3. Meio completo líquido (PONTECORVO e col., 1953) 

Foi preparado 1 litro de meio mínimo líquido a seguir 
adicionou-se: 

Peptona (oxoid) • � • • t • • • • • • • • • 2 gramas 
Extrato de leveduras • • • • • • • • • 0,5 gramas
Caseína hidrolizada • • • • • • • • • • 1,5 gramas 
Acido nucléico de leveduras 
hidrolizado e • � • • • • • • • • • • • • • • • 2,5 ml

Solução de vitaminas • • • • • • • • • l ml

Completou-se até 1 litro com água de torneira, o pH 
foi ajustado para 6,5 com hidr6xido de s6dio ou ácido clorídrico, 
e o meio foi finalmente filtrado e autoclavado a uma atmosfera de 
temperatura 120°c durante 10 minutes e guardados em um lugar fre� 
co e escuro. 

3.3.4. Meio completo s6lido (PONTECORVO e col., 1953) 

Foi preparado da mesma forma que o meio completo lÍ -
quido, com a adição no final, de agar oxoid número 3 (1,5%). 

3.3.5. Meio mínimo + 2% de meio completo 

Foi preparado adiei onando-se a 98 ml de meio mínimo lí
quido, 2 ml de meio completo líquido. 

3.3.6. Meiro mínimo-Galactose (ROBERTS, 1959) 

Preparado da mesma forma que o meio mínimo, substitui� 
do glicose por galactoso (pH=5,0). 

3.3.7. Meio de acetato de amôneo (APIRION, 1962) 

Acetato de ameneo ., .......... 12 gramas 
Cloreto de sódio •••o••·••••· 2 gramas 



Sulfato de magnésio + 7H20 * • · · · • 1/2 gramas 
Fosfato de dihidrogenado de 

t, po assi o , ...................... º º 
Sulfato de ferro 
Sulfato de Zinco 

� 6 � • e e � Q O " • • e • • • � 

& • ♦ 9 • O • • • • e • O • e O ó 

3 gramas 
traços 
traços 
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Àgua de torneira foi adicionada até completar 1 litro. 
O pH foi ajustado para 6,1 com hidr6xido de am$neo. No caso, foi 
utilizado apenas meio sólido adicionando-se agar oxoid número 3 
(l,5%). 

O meio foi autoclavado a uma atmosfera por dez minu-
tos e guardado a temperatura ambiente em lugar fresco e escuro. 

3.3.8º Solução de aminoácidos-componentes do ácido nucléico 

Arginina ••••••••••••.•••••••••••• 
Alanina 
Adenina

• o e • a • o • • • • • • • • • • o • • • • • • • • 

� e • ♦ • • • ♦ ♦ 9 • • • O • • O õ ♦ • 4 • O ♦ e e 

Asparagina ••.••••••••.•••••••.• º. 
Ácido Aspártico 
Ácido glutámico 

e � • • • o • • , • • • • , • • • • 

• • • • • • • • • • • o • • • • • • 

Citosina • • • • · · · • • • · · • • 4 • • · · · · · · · • 

Ci trul i na •••.••••.••••••••.•••••.
Cisteina t> • • " · · · · · · · · · · · · · · • • o o • • O

Fenilalanina ··•···•·····•·••····· 
Guanina .,,,., • ., ... �·••··•�••••···•··• 
Hipoxantina ���•oe•••••••••�•••·•� 
Histidina º ,e. I') ,, ., • • • • • $ • • • • • • • • • • • • •

L euci na •.•• e- ., G ., • " • •  º • • • • • • • • • • • •  º 

L i si na ,:, .o. • e • • •  ª º • • • •  l'I" • • • •  ,, • • • • • º • •

Metionina º,,�.e ••.••••••••.••..••. 

Prolina •o��·•••·�••�ºººº·•··•··•• 
Serina 
Timina 

� • • o � � • • � • • • • • • • • • • $ • � • • • • • 

� � • • • • • • • • • • • • • • • • • • o • • • • • • 

Tiro si na • ª • • •  º • ., • º ., • • •  � º º • • • • • • • º 
Triptófano .. 4 1) • • • • • • • • • • • • • •  º • • • •  

Treonina " ••. , •••••••••••••••• • •• • 
Valina i"'>••···••·•••··• .. ,-:•••••tt••" 

50 ).L 

50 fo 
50 _p., 

50 fa 
50 Y.,
50 y.,
50 )L 
50 Y.,
50 )L 
50 )L 
5Q p., 
5U Y., 
50 y 

50 r
50 � 
50 JL

50 JJJ 

50 ? 
50 }l/ 
50 fa 
50 � 
50 Y.,
50 ? 
50 Y.,

g/ml 
g/ml 
g/ml 
g/ml 
g/ml 
g/ml 
g/ml 
g/ml 
g/ml 
g/ml 
g/ml 
g/ml 
g/ml 
g/ml 
g/ml 
g/ml 
g/ml 
g/ml 
-,/m1 t.,, 

g/ml 
g/ml 
g/ml 
g/ml 
g/ml 
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A solução em água destilada foi esterilizada em vapor fluente e 
mantida no refrigerador. 

3.3.9 .• Solução de vitaminas 

Ácido p-aminobenzóico • • • • • • • • • 0 • 

Piridoxina ••••••••••••••••••••••
Aneurina ••••••••••••••••.•••..••
Ácido nicotínico ••••·•••••••··,•
Riboflavina ··••·····•··•···•·•••
Biotina ••·•••·••·••·••••••··••••
Água destilada o • • • • • • • • • • • � • . • • • 

10 mg 
50 mg 
50 mg 

100 mg 
100 mg 
0,2 mg 
100 ml 

A solução foi esterilizada em vapor fluente por 15 minutos repe -
tindo-se a operação durante 3 dias, ap6s os quais a solução foi 
guardada em frasco escuro, no refrigerador. 

3.3.10. Ácido nucléico de leveduras hidrolizado 

2 gramas de ácido nucléico de leveduras (Oxoid), foram 
colocadas em 15 ml de solução normal de ácido clorídrico e 2 gra
mas do mesmo ácido nucléico de leveduras (Oxoid),foram colocados 
em 15 ml de solução normal de hidróxido de sódio. Ambas soluções 
foram aquecidas a 100°0 por 20 minutos,misturados o pH ajustado a 
6,0 e a solução resultante foi filtrada a quente. O yolume foi 
ajustado para 40 ml e a preparação foi guardada ao refrigeradors2 
bre clorof6rmio. 

Aneurina ••·••·••••••••·••••·••• 
Bi oti na •••••••••••••••••••••••• 
Ácido nicotínico ••·••••·••··•�• 
Piridoxina ••••4••••·•··•·•····• 
Riboflavina 

Aminoácidos 
.... ---...-------

• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 

Metionina ••••••••·••••••·•••·•• 
Fenilalanina -�••••••••••••••··• 
Tript6fano ••••••••••••·•··•··•• 

9.2.!l c e p t ;r-§51§..Q. 

o, 1 /U.. g/ml 
0,02 A g/ml 
0,05 � g/ml 
0,05 JL g/ml 
0,05 J� g/ml 

50 .fa-
50 JJ,, 
50 �

g/ml 
g/ml 
g/ml 



!:B.!:;b.Q.ê.§. 

Adenina 

Q.B.!!:2.§. 

• • • • • • $ • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 

ICase1na hidrolizada • • e • • • • • • · •  • • •  

Tiosulfato de sódio ••• , •••••.•.•• 
Ácido nucl�ico de leveduras ••·••• 
Solução de vitaminas o • • • · • • • • · · · ·  

3,3.12. Meios completos enriquecidos 

'70 

150(') 
200 
500 

l 
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u g/ml

u g/ml
u g/ml
u g/ml

ml da solução de

estoque por 
litro de meio 

(ver itens 

3.3.9) .. 

Foram preparados da mesma forma que o meio completo si 

lido adicionando-se para cada litro de meio: 

Sôro de galinha ••..•• 10 ml 
Ovo de galinha ••••··· 10 ml 
Solução de aminoácidos
componentes dos Peidos 
nu c 1 é i c o s • • • • • • • • • . . . • 2 , 5 ml 

constituindo desta maneira quatro meims enriquecidos: 

Meio completo + 10 ml de ovo

Meio completo + 10 ml de soro 
Meio completo + 10 ml de 8vo e soro 
Meio completo + 2,5 ml solução de aminoácidos-componen-

tes dos ácidos nuclôicos 

3.3.13. Solução salina 0
1
15 M 

Foi dissolvido cloreto de sódio em água destilada para 
dar uma solução 0,89% e em seguida, a solução foi autoclavada. 

3.3.14. Solução de Tween 

Foi dissolvido Tween 80 em água destilada para dar uma 
concentração final de 0 1 1% (v/v) e a solução foi autoclavada e 
conservada no refrigerador. 
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Conídios foram transferidos por meio da alça de platina flam 
bada para uma solução esterilizada de Tween. 

As.cadeias de conídios foram desagregadas por agitação, com 
um agitador mecânico e com pipeta Pasteur. 

A densidade de conídios foi determinada pelo hemocit6metro . 
As diluições foram feitas, quando requeridas, pipetando-se volu _ 

mes necessários e conhecidos das supsnsões em 9 ml de salina, em 

cada placa sempre foi semeada 0,1 ml da suspensão. 

Em cada placa de petri utilizou-se um papel filtro esterili-

. zado colocado, na tampa, a fim de absorver o excesso de umidade. 
Um espalhador de vidro, esterilizado em alcoól e flambaà.o, foi u
sado para espalhar a suspensão sôbre a superfície do meio de cul

tura. 

A temperatura de incubação usada foi sempre a de 37ºc exce
to em alguns casos, onde a temperatura de 25

°
c foi utilizada. 

3.4.1. Irradiação da linhagem bi 3 e obtenção dos mutantes 

Foi feita uma suspensão de conídios em Tween determi 
nando-se o número de conídios pelo hemocitómetro. 9 ml de sus 

pensão foram colocados Gm uma placa de petri irradiando-se com 
fonte de luz ultra-violeta a 2.537 AO a uma distância de 20 cm d&, 

fonte, tomando-se precauções para evitar-se a fotorreactivação.Os 

tempos utilizados para obtenção da curva de sobreviv8ncia foramre 
1,2,3,4 e 5 minutos. 

Com agitação moderada no decorrer da irradiação, amos
tras foram removidas nos tempos requeridos e semeados em 3 placas 
de petri com meio completo, para cada tempo de irradiação, diluis 
do-se de tal modo que 50 a 100 conídios viáveis fôssem semeados 

por placa. 
contrôle. 

l ml não irradiado da mesma suspensão foi usado como 

3.4.2. Isolamento dos mutantes 

O método de isolamento utilizado no presente trabalho 
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foi o isolamento total a que se refere PONTECORVO e col., (1953). 

Conídios irradiados (5% de sobrevivência) foram seme� 
dos em meios completos enriquecidos e ap6s crescimentos das colô 

-

nias elas foram passadas a placas com 20 ml de meio mínimo mais 
0,02 � g/ml de biotina. Colocaram-se 26 colônias por placa na 
disposição de 5x5+1 (Figura 1). 

DISPOSIÇÃ9. 5x.,5_+J. ___ :0..�§ COLÔNÍAS .. �á PLACAS C0I�).[}g0 MtNIMO 

/ 
/ 

/ 

(:) '.._/ 

:�· ! ... ,:)
\ ,•. ' 
-

·'7'"'\ 1 .. ) 
\. , .. 
'-.;:_,· 

{�_ �\ 

MAIS BIOTINA 

A 
�, 

li';'\ 
'(;:) 

li� 
� Q<r-.,, ' 

1: ''/ ,·2v· 
\.:_._:,-. 

.· 

\ 
\ 

/ 

Ap6s,48 horas de incubação a 37°c foi observada a pr�
sença ou ausência de crescimento, e colônias que não se desenvol 
veram foram passadas em pequenos blocos de ágar para meim compl� 
tos enriquecido s e testados para comprovar sua defici�ncia nutri
cio nal. 
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3.4.3. Técnica de caracterização dos mutantes 

Uma vez,obtidos os mutantes nutricionais ou auxotr6f1 
cos pela técnica de isolamento total, procedeu-se a sua caracte
rização. A fim ,de determinar-se a substância requerida pelo 
mutante utilizou-se a técnica de auxonografia de PONTECORVO(l949) 
que consiste em semear 20 ml de meio mínimo , l ml de suspensão 
de conÍdios em tween 80 com uma densidade de 107 conÍdios por 
ml. Incuba-se por 24 horaw a 37

º
0 preparando-se duas placas P!

ra cada mutante. Ap6s,�sse tempo, adiciona-se em uma das placas
solução de vitaminas , caseína hidrolizada e solução de aminoáci
dos-componentes dos ácidos nucl�icos. Se o mutante cresce por� 
xemplo ao redor da solução de vitaminas, na outra placa que est! 
va conservada na geladeira ensaia-se o crescimento em vitamines 
separadamente. 

3.4.4. Técnicas de detenção de mutantes sensíveis h temperã 
ra 

No presente trabalho empregou-se uma técnica especial 
para o isolamento de mutantes sensíveis à temperatura; consistia 
em deixar as placas de petri contendo meio completo enriquecido� 
meado com uma suspensão incubadas a 37

°
c por 48 horas e ap6s, as 

colônias germinadas foram marcadas no verso com um lápis dermató
gráfico. As colônias que cràsceram foram isoladas e reensaidas a 
25

°
c e 37

º 
e.

3.4.5. Técnicas de mapeamento 

Heterocárions foram conseguidos utilizando-se o método 
descrito por PONTECORVO e col., (1953) que consiste em tomar tu
bos com 2 ml de meio mínimo líquido mais 2% de meio c1mnpleto lÍ -
quido e colocar conídios das duas linhagens a serem cruzadas em 
quantidades aproximarlamente iguais, agitando-se e incubando-se por 
cªrca de 72 horas a 37

º
cº

Forma-se uma película na superfície de meio de cultu -
ra� a película foi retirada com alça de platina previamente est� 
rilizada, e desagregada em quatro pedaços e colocados em placasre 
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meio mínimo sólido �e man0ira que ,cada pedaço fique equidistante 
um do outro. 

3.4.6. Obtenção e isolamento de diplÓides heterozigotos 

consiste 
Esta técnica idealizada por ROPER (1952) em !,niª�1�il� 
na fusão de núcleos hapl6ides dando origem a núcleosd!_ 

plÓides heterozigotos. 

O heterocárion desenvolvido após cêrca de 72 horas ou 
mais de incubação a 37

°
c forma regiões tipicamente heterocarióti

cas, que observadas em uma lupa entomo16gica mostra a aparência éa 
uma mistura de conidios brancos e verdes. 

Posteriormente, por meio da alça de platina, previamen 
te flambada conÍdios fo�am transferidos a partir de regiões hete
rocarióticas para solução de tween 80, e oom ajuda da pipeta de 
Pasteur, esta solução foi homogenizada colocando-se cêrca de 107

conídios por ml. 0 9 1 nl dessa suspensão de conídios foi coloca
da em cada placa com mej.o mínimo,as placas foram incubadas por 72 
horas a 37

°
c. As colônias que mostraram crescimento foram cons1 

deradas diplÓides heterozigotos, após ter sido feita mediçio de 
seus conídios em microscópio em gôta de lisol diluido 1:10 (PONT! 
CORVO, TARR GLOOR e FORJ3ES, 1954) • 

3-4�7º Purificação dos dipl6ides

Os diplÓides obtidos foram purificados em meio mínimo 
semeando-se uma suspensão de conídios com diluições apropriadas 

1 

de modo que,cada placa foi semeada com 20 a 30 conídios diplÓides 
. , . v1avo1s. 

3o4�8. Técnica de segregação somática induzida con P-fluor� 
fenilalanina (pFA) 

MOPURGO (1961) descreveu UillJ método para produzir ha
plodização em linhagens diplÓides heterozigotas de A. n!�1�ll� t

técnica esta baseada no fato de que P-fluorpfop:ilalanina (pFA) i
nibe o crescimento de lj.nhagens dipl6ides e permite o normal de -
senvolvimento de linhagens haplÓides. 

O método descrito por MOPURGO, consiste no seguinte •
• 



-17-

conídios da linhagem diplÓide de ����lªrr�, em 9 ml de meio mí 
nimo mais l ml de P-fluorofenilalanina em urna concentração de 
0,04 Mm, são incubados por 12 horas a 37°c e semeados com diver 
sas diluições em meio completo. 

O tratamento, com (pFA) produz urna letalidade de cêrca 
de 70% dos conídios. As colônias tratadas em meio completo dão 
origem a dois tipos de colônias: a) colônias que crescem normal 
mente; b) colônias geralmente pequenas de coloração esbranquiç� 
da. 

Colônias pertencentes ao grupo b) foram isoladas para 
urn novo meio completo incubando-se por picada sote a oito colô _ 
nias por placa; depois de 48 horas de incubação aparecem seto _ 
res vigorosos haplÓides, a partir dessas colônias. 

Os setores isolados foram analisados 
mentos nutricionais o que permite a localização 
tantes obtidos com relação aos oito cromossomas 
(PONTECORVO e KAFER, 1958). 

para os requeri
dos novos mu -

do A. n�9l!i!!� 
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4 - RESULTADOS OBTIDOS 

Os dados referentes 1 sobreviv8ncia de conídios da linhagem 

12.!.J. de k_Q!ill!�!l.§. subnetidos a ação da luz ultra-violeta estão 

apresentados na tabela I e figura 2� 

PORCENTAGEM DE SOBREVIV:&NTES DA LINHAGEM fil=,J APÓS IRRAD:tAÇA:O 
COM LUZ ULTRA .... VIOLETA 

(m6dia de 2 experimentos) 

TEMPO LINHAGEM bi,3 
(minutos) nº de sobreviventàs 

(conídios/ml) 
% sobreviventes 

o 7,76 X 105 100,00 

1 7,10 X 104 9,10 

2 6,80 X 103 0,86 

3 3,80 X 10
2 

0,05 

4 7,70 X 10 0,009 

5 2
7 80 X 10 0,004 
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FIGURA 2 
______ ..,. __ _

CURVAS DE SOBREVIVENCIA DA LINHAGEM !2,!J. IRRADIADâ� COM LUZ 
ULTRA-VIOLETA 

(média de 2 experimentos) 

100 

(� 

o • • • • • • • • • !21J.

10 - '. 
ttl 

•ri 
o
d

(Q) 

•rl 
>
(1) 

1 

© 0,1 
lrj 

o, 01 

�-, , ...... 

o, 001 L ____ _.,.._-------r------1"'·--
1 2 3 4 

Tempo de irradiação (minutos)

5 

Quantidades de irradiação que davam porcentagens de 

sobrevivência de côrca de 5% foram usadas para induzir mutações 

na linhagem h!J.• Côrca de 10% das colônias depois de irradia -

das, apresentavam aparência anormal, conidiação reduzida, .. etc. 

Essas colônias·, provàvelmente eram possíveis mutantes morfol6gi

cos ou apresentavam aberrações cromossomicas numéricas ou estru

turais (aneuplÓides, defici�ncias,translocações) como já foi ve

rificado por KAFER, (1963). Essas colônias não foram isoladas 

uma vez que estávamos interessados em isolar e estudar apenas mi 
tantes auxotróficos. 
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4.2. Isolamento de Mutantes Auxotr6ficos 
______________ ..,.. _______________________ .,... ___ ___

O passo que se seguiu a irradiação, foi o isolamento de mu
tantes nutricionais. Segundo os processos já descritos na pág. 6 
(Material e Métodos) colenias que cresceram nas placas com meio 
completo suplementado foram transferidas para meio mínimo 
biatina (26 colônias por placa). De dois experimentos 
J.020 colônias foram obtidas em placas com meio completo

mais 
feitos 
.suple, 

-

mentado, em 49 placas usadas, o que dá uma média de 61 colônias 
por placa. No entanto, como certas placas apresentavam um núme
ro excessivo de colônias, para evitar mistura de conídios de 
duas colônias próximas, apenas colônias bem individualdzadas fo
ram empregadas. Portanto, das 3.020 colônias, apenas 2.054 fo
ram ensaidas por transferência para meio mínimo mais biatina. 

Os resultados,dos dois experimentos, encontram-se na 
Tabela II. 

MUTANTES OBTIDOS POR ISOLlu\�ENTO TOTAL NA LINHAGEM 1?,�J APÓS IRR.fl 
DIAÇÃO COM LUZ ULTRA-VIOLETA ( 5% DE SOBREVIV!NCIA) 

�����������-:����-���:�����1�: 
5 % 780 4 0,5 
5 % 1,274 9 0,7 

total 2.054 12 0,6 
_______________ ., _________ .. _...... ,....,. __ .. ______ _____________ ...,._ ________ _ 

(valores de 2 0xperimentos realizados) 

Uma vez ürnlados on possíveis mutantes auxotróficos, �les f,2. 
ram caracterizados para suas defici@ncias nutricionais, atravésm 
t4cnica de auxonografia

7 
descrita por (PONTECORVO (1949) ver pág. 

l. 5 ) •

Os resultados dos auxonogramas iniciaifB, visando reparar 
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os mutantes em relação as suas deficiências (aminoácidos, vitami
nas e componentes dos á.cidos nucléicos) estão na Tabela III. 

TABELA III 

AUXONOGR.Al\[A INICIAL 

---- ---------------- --------

Mu- Sol.de Aminoác. Solução 
tante comp. dos Á9 .. Nuc. de Vita-

nº e Case!na Hidrol. minas 
--------. ---------------- ----------

5 + 

6 + 

7 + 

7b 
➔·

10 + 

24 + 

27 + 

28 + 

29 + 

40 + 

48 
+ 

51 
+ 

+ = crescimento 
- = auslncia de crescimento

----------------

Ácidos Nucléicos 
de Leveduras Hi-
drolizado 
----------------

---�--... 

Meio 
comple-
to. 

_ _, ____ .........,.� 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Analis ando .. se a Tabela III, verificou-se que alguns m1! 
tantes deveriam requerer vitaminas, uma vez que apresentavam cre§_ 
cimento em solução de vitaminas, outros deveriam requerer aminoá
cidos, já que cresciam ao redor de caseína hidrolizada ou solução 
de aminoácidos e nenhum dos mutantes isolados requeriam purina ou 
pirimidina, já que não cresciam em ácidos nucléicos de leveduras. 

O passo seguinte foi então o de caractàrizar êsses mu
tantes para seus requerimentos nutricionais específicos. Ainda 
�ela técnica de PONTECORVO (1949) �sses mutantes foram caracteri
zados individualmente e os resultados obtidos estão na Tabela IV. 



5 

6 

7 

7b 

10 
24 
27 
28 

29 

40 
48 

51 

AUXOHOGRAL!A FINAL 

!i§.9.11..§.!:!fil.§.ll!.Q. 

Piridoxina 
Triptófano 
1fetionina 
Riboflavina 
Fenilalanina 

Metionina 
Meti o nina 
;Ietionina 
Triptófano 
Aneurina 
Ácido Aspártico 
Asparagina 
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A análise da Tabela IV mostra �ue 3 linhagens re�uerlam 
vitaminas (25%) e as outras 9 re�ueriam aminoácidos (75%). D�s
ses Últimos 9 mutantes, uma alta incidência de mutantes para meti2 
nina foi encontrada. Isso poderia ocorrer devido a um clone, isto 
é, mutação prévia à irradiação com luz ultra-violeta. Para se sª 
ber se essas mutações proviéram de um mesmo evento ou não, foram 
feitos cruzamentos entre os mutantes para metionina encontrados. 

Os resultados dêsse cruzamento, encontram-se na Tabela 
V: 



TABELA V 
-------

CRUZAMENTO ENTRE LINHAGENS TuITJTANTES J?ARA :METIONINA 

2!:B.�ê.fil�!!!.2. 

28 X 27 

27 X 24 
24 X 28 

27 X 7 

24 X 7 

+ =Formação do heterocárion

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
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Houve formação de heterocárion, com setores vigorosos 
a partir das películas colocadas em placas de petri, com meio mí
nimo mais biotina. Dessa maneira, concluiu-se g_ue os mutantesee 
complementam, e como conseg_uôncia provém de. eventos independentes. 

4.4. Isolamento e Caracteriz�_ç_ão de_Mutantes Sensíveis à Tempera-
turª 

Em placas g_ue apresentaram apenas poucas colônias ger
mipando ap6s irradiação com luz ultra-violeta, procurou-se obter 
mutantes sensíveis à tompcratura. 

Essas placfü, que estavam previamente incubadas a 37º C 
por côrca de 48 horas, foram transferidas para temperatura de 25 °

C, marcando-se no fundo da placa as colônias que já haviam germi
nado. Após 72 horas de incubação a 25 °c, as colônias -iue começ.§. 
rara agora a germinar foram ensaiadas para verificar se eram sen
síveis à temperatura ou não (crescimento retardado, contaminaçõe� 
etc ••• ). 

Foram obtidos dessa forma, 3 possíveis mutantes confor

me indica a Tabela VI. 
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:MUTANTES SENS:CVEIS À TE1\1PERATURA ANALISADOS EM MEIO COMPLE 
TO a 25

º
0 e 37

º
c

T sl 
T s2 
T sJ 

+ = crescimento

±= crescimento menor
- = ausência de crescimento

Is.�129.!'.§!!�r.ª 
25

º
c 37

º
c

+ 

± 

+ 

4.5, �QQ§11!�§1�ªQ-ª§.-ª1sl!Q§_fil�Í§!QÍQ§_ª§.f!Q!§.Q!�§_g�!!'.!QÍOQ§!§_!§Q.: 
1ªª2.§ 

Para localização de alguns dos mutantes obtidos, empr� 
gamos a linhagem M.S.E. (FORBES, 1963). Cruzamentos entre os m1:! 
tantes, com a linhagem M.S.E. deu um heterocárion& 

Dos heterocárions, foram isolados diplÓides. !sses 
diplcSides colocados em solução pFP, como descri to na pág. 16 e da 
pois transferidos a meio completo, produziram setores haplóides 
que foram então ensaiados para seus requerimentos nutricionais. 

Os seguintes cruzamentos foram realizados: 

1 bi3 piro 5 X M.S.E. 
2 bi3 met 7 X M.S.E. 
3 bi3 ribo7b .. x M.S.E. 

4 bi3 f.eni 11 O X M.S.E. 

DiplÓides dêsses 4 cruzamentos isolados e sous setores 
hapl6ides analisados, deram como resultado a locação dos cinco rn1:. 
tantes envolvidos come está indicado na Tabela VII. 

/ '
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LOCAÇÃO DE 4 I'.'IUTANTES DEf!'ICIENTES NUTRICIONAIS 

Lt'l����.�n��nº 

10 

7 

5 

7b 

Mutante 
--·-- -

Envolvido 
.. 1 -

Fenilalanina 

Metionina 

Piridoxina 

Riboflavina 

Localizacão 
�,,:.-..---··"'--� 

Cromossoma I

O ror1.10 s soma II

Cromossoma IV

Cromossoma VIII
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5 - DISCUSSIO DOS RESULTADOS 

A Tabela I o Figura 1
9 

indicam a sobrevivência da linhagem 

11Ll de &.!.-llig,�§..9§. submetida a ação da luz ultra-violeta. A 
curva se asse melha àquela descrita por AZEVEDO e col., (1963) com 
as linhagens J.A.R.21 e J.A.R.l, a primeira de conídios verdes d� 
ficientes para a síntese de biotina e a segunda incapaz de sinte
tizar biotina e resistente à acriflavina. O tempo de exposição a 
luz ultra-violeta que dP.va porcentagem de sobrevivência ao redor

de 5%, isto�, 1 a 2 minutes, foi utilizado parn induzir mutaçio 
em !,.:._,U!,S.l!.lill1.ê.· Essa taxa de 5% está descri ta por vários autores1

(PONTECORVO e col., 1953; KAFER 1958; ROBERTS 1959; AZEVE.:P() e 
col., 1963) como ideal para causar mutação em conádios de A.nidu-

lê.ll�· 

Observando a Tabela II, verifica-se que 12 mutantes auxo 
tróficos foram isolados, de um total de 2.054 colônias ensaiadas. 
Isso dá uma frequência de 0,6% mutantes auxotr6ficos, o que con
corda co m  os dados encontrados na literatura. Por exemplo, PON
TECORVO e col., (195 3) 3.Charam as frequências de o, 6% de auxotrÓ
ficos induzidos em 6.422 colônias ensaidas. 

Os resultados indic�m portanto, que os meios completos util! 
zados por n6s, no presente trabalho não foram superiores ao me�o 
completo clássico, utilizado por outros autores, uma vez que a 
frequência de mutantes obtida foi similar a outras descritas na 
literatura,, 

Do exame simultâneo dos mutantes deficientes nutricionais 
que obtivemos no presente trabalho e �ue estão relacionados nas 
Tabelas III e IV obtidas por meio das técnicas descritas no CapÍ
tulo3 (Material e Métodos) foram identificados adicionando-se ao 
meio de cultura caseína hidrololizada, �cido nucl�ico de levedu -
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ras, solução de vi tamin:rn e uma solução de aminoácidos componen -
tes do ácido nucléico� 

Todos os mutantes obtidos requeriam um só elemento nutricio
nal e todos �lss apresentavam conÍdios verdes e crescimento nor -
mal, similares aos obtijos por outros autores como: PONTECORVO e 
col., (1953) K.AFER (195.3) AZEVEDO e col., (1963) ROBERTS (1967) • 

Após irradiação com luz ultra-violeta foram obtidos doze ml!, 
tantes deficientss nutricionais

7 de um total de 2�054 colônias i
soladas pela técnica de isolamento totrü PONTECORVO e col., (1953). 
Os mutantes obtidos até o presente pelos autores anteriormente meg, 
cionados e também isolados são os seguintes: 

!l!.1�u1g_Qir!�Q.�!!1� - êsse mutante descrito por KAFZR (1958)
e �ue se encontra dentro o grupo de linhagem fy_g que foi isola
do com prévia irradiação com luz ultra-violeta aplicando a técni 
ca de "Starvation" (esgotamento, fome)º 

PONTECORVO e col., (1953) conseguiram obter 8 mutantes de
ficientes para a síntese de piridoxina; dêsses mutantes, 'Um foi 
obtido pela técnica de isolamento total e sc�e pela técnica de 
"Starvation" (esgotamento, fome). Na presente pesquisa aplicand.Q. 
se a téonica de isolamento total logrou-se obter o 11m1ê.ll!2..J?.ir!9.Q. 

!.!!lê._.2,_• Feita a analise mi tótica c:rnseguiu-se localizar êsse -
mutante no cromossoma IV de !

.:.
._!li�.t�h?.!1�·

l!l!.1ê..G12._:J.!2.1!2.!1imi - êsse mutante foi descrito por KAFER 
(1958) localizado dentro do grupo de linha';fün ILL isolado pela 
t6cnica de "Starvation" (esgotamento) com pr6via irradiação de 
luz ultra-violeta. Outro mutante, meth 2 descrito por PONTECOR 

-�----- -

VO o col. 9 (1963) dentro o grupo de linhagem III, obtida com pré-

via irradiação de luz ultra-violeta. 

PONTEGORVO e cols, (1953) isolaram 3 mutantes eficientes Pê. 
ra a síntese da fil�!!..Q.ni,Q.ª; AZEVEDO e col º 

9 
(1963) partindo da 

linhagem i.!JLgJ_ obtivcrarn l mutante deficiGnte para a síntcsede 

�11 o ni !lê. • 

Na presente pesquisa isolaram-se 4 mut�ntes deficientes pa
ra a síntese de I.!!�1iQ.!2JJH! (7, 24, 27 e 28) partindo da linhagem 



:!2.1.l, d os q_ uai s o @ll!fill1L@�!;!..Q.r.t!:.tl§._1 foi 1 o cal i z a d o mi t à ti c ame n te 
no cromossoma IV. 

M�1ªrr:ts._rih2.flªYi�ª - ôsse mutante descrito por KAFER (1958)

localizado no '-;rupo de linhagem YI!!.J! isolada pela técnica de 
11 Starvation 11 (essotamento) prévia irraiiação de luz ultra-violeta. 
Outros mutantes ri22flªYillª foram descritos por PONTECORVO e K! 
FER (1958) dentro o grupo de linhagem II com o número de ribo l; 
isolado prévia irradiação com luz ultra-violeta. ROBERTS (não pu 

-

blicado) descreve t�Q2_§; dentro o grupo de linhagem !!_E; isolê_
da ap6s irradiação com luz ultra-violeta. 

PONTECORVO e col., (1953) isolaram dois mutantes deficien -
tes para a síntese de ri1?.2.flê..Y2::.llª; um mutante obtido pela técnica 
de isolamento total e um pela técnica de "Starvation" (esgota -
mento). 

O mutante originadoda linhagem Ql_J. no presante trabalho &

Q.!L1h que foi obtido atravós de irradiação com luz ultra-violeta 
é isolada pela técnica de isolamento total mostrou-se deficiente 
para a síntese de r�.1?.2.flªYin.ª; analizado mi toticamente foi loca
lizado no cromossoma VIII do !,_nidulans, 

M�1ê.ll1S._fS.8.ilê.1.ê.r!ir!ª - êsse mutanto foi descrito por KAFER

(1958) localiziido no 3rupo de linhagem III .J.UG foi obtido através 
do irradinção com luz ultra-violeta aplicando a técnica do 11Star
vation" (esgotamento) foram descritos 4 mutantes fenilalanina (1, 

2, 3 A 4). 

PONTECORVO o cole, (1953) conseguiram isolar uma linhagemll!¾, 
tante deficiente para a síntese de fenilalanina aplicando a t6c-

--.... ----.... -----
nica de 11 Starvation". 

O mutante originado da linhagem hi_ . .l g_uo recebeu o núme
ro de 10 mostrou -se doficiento, para a síntese do f�ll!l�iê.Il.!n.ª
de conídios verdes o croscimE::nto normal; ,rnalisado mi toticamen
te logrou-se localizar no I cromossoma de &

.!.
_!1!9.'l'l:lê.!lê . .!.

M�tag1�_J:l!l2.::!rinª - ôsse mutante descri to por PONTECORVO e 
KAFER (1958) localizado no grupo de linhr1.gnm IL g_uo foi obtido a
través de irradiação de luz ultra-violeta aplicando a mesma téon� 
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ca descrita anteriormente 9 ºStarvation". 

P0NTEC0RV0 e col�, (1953) 9 utilizando ambas técnicas apli
cadas anteriormente conseguiram obter 5 mutantes deficientes pa
ra a síntese do ê.ll��rinª• 

Um mutante descrj.to no prosente trabalho que recebeu o nú
mero 40, tinha conÍdios verdes o era deficiente para a síhtese 

��-��1ªll12 __ 1ri:e!QfagQ - ôsso mutante foi descrito por R0-
B�RTS (1967) o estabeleceu 5 diferentes grupos de mutantes que 
sinteti�avqm triptÓfanos pa ·11 o seu crescimento: os grupos d.e 
linhagens são os seguintes: 

tr;y:IL� 

1UIL;ê 
:tr.IlL . .Q 

Í!:IE.J2 
Gr�.2l 

32 
30 

3 
56 

19 
14 

9:r�E.Q_ªLk!Jmê.g!9J!, 

II 

I 

VIII 

II 
VI 

A análise dôsscs mutantes foi feita parn um contrôle 
das atividades enzim6ticas em A. nidulans. 

-----

O grupo C!rYE-21 q_ue é complexo dot<3rmina a formação 
de uma enzima multidimGnsional agregnda, análoga ao locus de 

!UE_h de rr�ci�EQ.fê.•

Os mutantes obtidos originados da linhagem gi_J que 

receberam os ru:funcros 6 e 29 mostraram-se deficientes para a sín
tese de tript6fano de conídios verdes e crescimento normal. 

�!ªll�.ê.-ê..ê.Eª!:il&llê._L§.2.!s!Q._ª.ê.Eê.EÍ!E.2. - refer�ncia e§_
pecial 1ove sGr fGita aos mutantes que mostraram defici0ncia pa-
ra as sínteses de ê.�.E.ê.tªgirru_�_ªcig_Q._�§.E�I!i2..9. 9 P0NTEC0RV0 e coi 1

(1953) utilizRndo as técnicas do "Starvationº (esgotamento) e 
isolamento total, ap6s irradiação com luz ultra-violeta não con
seguiram obter mutação com àeficiôncia parn @sses dois aminoáci-



dos t entre 6.422 colBnias ensaiadas. AZEVEDO e col., (1963)tr� 
balhando com as linhagens J.J�.R.21 e J.A.R.l, deficientes para a 
síntese de biotina, tampouco lograram obter mutantes nutricionais 

para ª�Eª-!ª&Uª e ª-Sl!à�-�r!!Q.Q.• 

Os dois mutantes originados da linhagem �i,l que rec� 
beram os números de 51 e 48, mostraram-se deficientes para as sín 
teses de ª�12-ª.rªg!uª e fQ!àQ_ª�Eªr!!QQ, ambos de conídios verdes<B 
crescimento normal. 

Três mutantes sensíveis à temperatura de 37
°
c e que podiam 

crescer a 25 °c foram isolados. A técnica de isolamento dêsses� 
tantes mostrou, portanto, ser de utilidade uma vez que êles po -
dem ser isolados diretamente, sem necessidade de transferência a
dicional, NEDER (1966) mostrou �ue mutantes sensíveis à temperat� 
ra induzidos por luz Ultra-violeta em A. nidulans; aparecem em 

--....------

frequ �n ci a comparável a dos mutantes deficientes nutricionais, ou 
seja, apenas 0,6% das linhagems analisadas, cresciam a 25 °c mas 
não a 37ºc.

No nosso caso �sses mutantes apresentavam as mesmas caracte
rísticas que os mutantes obtidos por NEDER e também FORBES e SI
NHA, (1956). :E:stes Últimos mostraram que os mutantes sensíveis 
à temferatura apresentavam mais chance de viabilidade e conidia
ção abundante a 25 °c que a 37ºcº

Já havíamos indicado que todo desenvolvimento da moderna g� 
nética em fungos, está baseado no estudo das mutações. Quanto

mais mutantes forem descritos e mapeados em -!.:....Jl!à���, mais mm

pleto será o seu mapa genético, que por sinal, já é um dos mais 
bem mapeados em relação a todos os s�res vivos estudados. 

Além do uso de A. nidulans para estudos genéticos prbpria-
----------

mente ditos, êsse fungo tom servido de mod�lo para estudos em 
outros fungos de aplicações industriais, como o ��D.i�i11i�!, !!,
E�rg!�1��_uig�r, etc. 
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l de fazer notar que até recentemente, s6 dois meios 
existiam para melhorar o desempenho de fungos de valor industrial.: 
mutação e contrôle de ambiente, ambas técnicas de grande uso. Tu� 
de que a maior parte dos fungos imperfeitos de valor industrial , 
não tendo, ciclo sexual não tinha sido possível até agora 

o uso de recombinação para o melhoramento com base no valor po

tencial da recombinação e estabelecer um programa combinado de ri 
combinação e mutação4 Atualmente, é possível reunir em uma linhã 
gem o maior número possível de gens compatíveis que se deseja , 
graças ao ciclo parasexual. Vários autores estudaram e conti

nuam pesquisando dipl6ides heterozigotos de E�ll!Q!lli�m e outros 
fungos de valor industrial com relação a produção de antibi6ticos 
ou outras importantes substâncias produzidas por ãsses microrge _ 
nismos. SER1:✓IONTI em 1956, por exemplo, mostra que uma linhagem 
diplóide sintetizada a partir de duas linhagens haplóides não pra 
dutoras de �g:!:.Q!lli� deram produção dêsse antibiótico em quan
tidades comparáveis a do tipo selvagem produtora da droga. 

SERi\iONTI em 1959 acentua que a fase diplÓide em fungos, 
apesar de ser relativamente estável não deixa de ser uma fase de 
transição, e todo processo que permita a manutenção dos diplÓides 
heterozigotos em estado estável apresenta importância. Jste au
tor refere-se a provável utilidade dos diplÓides heterozigotos 
quando as mutações sucessivas ngo desejáveis estão presentes em 
linhagens hapl6ides. N0sse caso, o mascaramento de alolos inde
sejáveis no estado heterozigoto, pode chegar ao chamado vigor hí
brido ou heterose, não s6 em !�_g!��lªg�, mas também ,em outros

fungos de valor industrial. 

Assim vários pesquisador8s indicaram que o ciclo para
sexual tem sem dúvida implicações no melhoramento de fungos im
perfcitos como !���!11�.ê..J.. �!Qill!�-2 outros fungos de valor 
industrial, essas combinações de gcns desejáveis não 6 mais im
possível e os estudos genéticos poderiam,certarnente,auxiliar na 
elucidação de passos biosintéticos. 

IKEDA e col., (1957) mostrarmrn a superioridade das 
linhagens diplÓides, triplÓidos e totraplÓides no fungo !�_2I!�� 

na produção de protease, igualmente ODA e IGUCHI, (1963) cruzando 
duas linhagens de !�-2Ii�§..� e !�-�2jª�' uma delas de produção de 
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protease e a outra de esporulação abund2nte lograram reunir em uma 
só linhagem com tôdas as características desejáveis. 

No y_ue S'D refere a fungos iic1perfoi tos fi topatógenos me
recem ser considerados 110 presente trabalhoº Muitas esp,cies on
de o ciclo parasexual tem sido observado om espécies fitopatoglni
cas BUXTON (1962) demonstrou contr6le genético de patogenecidadee:n 

f��§!.i� e mudança do hospedeiro. 

Outra implicação d0sso ciclo, e todos Gsses mecanismos 
de recombinação vem a originar importantes quest5es em relação ao 
relevante problema de evolução dos próprios sistemas genéticos,as
sim como vários autorGs sugeriram uma modificação na classificação 
dos microrganismos tendo por base o agrupamento do gens com fun _ 
ções bioquímic2s rolatados como no caso de EchGrichia coli e Sal _ 

--------------- ---

@.Q.!l�lla� ainda é muito cedo para qualquer tentativa, nesse senti-
do tem que ser foi tos muitos trabalhos a fim,de que se possa pen -
sar no assunto. 

O uso de tôdas essA.s técnicas pratimdas nc melhorameni:ode 
plantA.s pGlos geneticistas, dosportou grande interêsse nos micro -
biologistas interessados no melhoramento do linhagens do microrga
nismos de valor econômico e industriBl; isso foi impossível até 
a pouco tompo,om virtude da ausencia dêssc ciclo parasexual em 
fungos perfoi tos o outros .c,->mo Porü.2.illi::Y..Q o_:§:.:rJl.2.gill�.ê., na indús
tria; com a descoberta dos diplÓidos om !i

,:_
ll.i9.�l§.!1.ê. por ROPER 

(1952) o problcnm foi solucionado. 



-33-

6 - RESUMO E CONCLUS�ES 

O presente trabalho teve como finalidade obtor alguns 
mutantes nutricionais um !.ê.E.�!:g!.1.l�.ê._n.iª-�l§.9..ê. (Eidam) Winter. 

1. - A linhagem mutante g_�J. de !
!.

_Uis!.�lag_§. de conídi
os verdes foi utilizada para obtenção dos mutantos deficirntes n� 
tricionais, após irradiação com luz ultra-violeta; e utilizando 
meios completos r:mri(:1.UC)cidos. 

2. - Foi determinada uma curva do sobrevivência da li
nhagem Qil; com rolaçüo a luz ultra-violeta, concluindo-se que a 
curva obtida assemelha-se as descritas por outros autores, o tem_ 

po de irradiação ,-1ue produzia 5% de sobrevi vont 0-s foi usado para 
induzir mutaçõesº 

3. - :)e um total do 2.054 colônias isol2dns de divor -
sos meios de cultura onriy_uecidos a placas de 1i1Gio mínimo mais li,Q, 
tina (26 col8nias por Jlaca), aplicando a t6cnia de isolamonto t� 
tal foram isolados 12 nutantes deficientes nutricionais com um.a 
frociuôncia de 0,6% de mutFrntes, similA.r frcq_u&nciR obtida por RQ_ 
BLRTS ( 1959). Concl ui-.sc y_ue a u tillimção de m.ei os completos en
riquecidos nA. prosonto pc)squisa não alt ernram n frequência de mu
tantes. 

4. -· Os mut,rntes isolados forRm caracterizados para 
suas doficiências nutr:Lcionais; através da técnica de auxonogra -
fia e foram as seguintJs: piri_doxina 5; �.E!1?.� .. Q.f§.g.Q. 6; fil.9.!l.Q.!2.!!2.§. 
7; riQof1,gy!.!1'ê:. 7b$ f.�.2ilflbê!!!Q§. 10; motionina 24; ê.2.!!2!2.!ll§. 27; 

r.u,et!Q.U!!.ill 28; !!:i:12.19.f.t:.12. 29; a neuri na 4 O; ê.9.;_g,Q __ ê_§.1?.ê.!:!!22. 48 ; 
ê.:ê.!IBE�H�!!.ill 51 · 

5. _ Foram isolados dirctamonto, sem necessidade de 
transferencia, tr6s mutnntes sensíveis� temperatura de 37°c e 
que podiam crescer a 25 °c. Esses mutnntes mostraram. crescimento 
vigoroso e maior chancJ de vinbilidRdc a 25 ° c G crescimento redu
zido a 37°c.

6. - Atrnvés de análise mi tótica e c::mprngando a linha
gem IvI.S.E ., , procurou-.sG localizar alguns gcns obtcndo ... so os seê,rl.g 



tes resultados: 

f �!ll-.1:.ill:.ê.!1!!.!§. 1 O 
rriótiohina 7 
---------

E!.f:.!d0!!!'.1§. 5 

t!.h2!lê.Y!Uª. 7b 

no cromossoma I

no cromossoma IV 

no cromossoma IV 

no cromossoma VIII 
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7 ·- SUMMARY 

The purpose of this study was to obtai.n some nutri -
nally deficients mu+,3nts of !�Efrgill��-lli1�1Rll� (Eidam) Winter. 
For thd.s purpose thc survival curve of line :l?.Ll, which has green 
conidia was dotc:::rmined for exposure to u.l tra-violet light when 
grown on enriched media. This lino was then irradiated for 1-
2 minutes, which was the exposure time necessary, for 5 % surv! 
val. 

From a total of 2.054 colonies studied, 12 mutants w2. 
ro isolated using minimum media with biotin (The method of total 
isolation) Thus the frec1uency of nutricional mutants was 0,6 %.

ThGse r:.rntRnts wore chara cterized by tho method of 
auxonography nnd found to bo: ��r112.�ill 5, �r�Ei2.Eh§.ll 6, �1�2. 
� 7, B.i:l?.2.f.lê.Y.!n 7b, :fhen�l§.1�!1!!12. 10, 1!2.1hi2.!1i!12. 24, !2.ihi2.: 
uill2. 28, !r�Ei2Ehê.ll 29, !ll2.Rrin 40, !fil2.§.tiiQ_§.Qi1 48 and !�E�!ll� 
&n2. 51. 

Throe temperature sensitivo mutants were isolat�d di
rectly wit�out the necossity of tr�nsforring them to othor me
dias. Theso mutants grew vigorously with hiJh viability at 
25 °c, but had roduced grouth at 37

°
c.

The followin3 mutants were localizod using mitotic a-
nalysis: 

!:h2.t1�lê.l§.llill§. 10 chromosome I 

1&2.ibJ.2.nin2. 7 chromdSOIDO IV 

!:�rt12.!. i n 5 chromosome IV 

fil b o f±.ê.Y.� 7b chromosome VIII 
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