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1. INTRODUÇÃO

A análise genética de mutantes morfolÕgicos jã foi efetua

da em muitos organismos superiores; no entanto, uma análise mais detalha

da envolvendo inclusive os passos bioquímicos são realizados principalme.!! 

te em microrganismos. Os fungos em especial, constituem-se em um excelen 

te material para o estudo de mutantes morfolÕgicos com taxa de crescimen

to, coloração de colonias, hifas e aparelhos conidiais alterados. 

O Aópe.Jtgil.luJ.i vúdula.vu, é um fungo ideal para esse tipo de 

pesquisa, pois apresenta-se muito bem estudado geneticamente; seu apare

lho conidial e adequado e bem definido; seus conÍdios possuem coloração 

característica e são dispensáveis; suas estruturas miceliais são distin

tas e bem estudadas. Assim sendo, mutantes para morfologia alterada po

dem ser distinguidos e analisados sob o ponto de vista macroscópico, mi

croscÕpico e genético. 

O mutagênico químico 8-metoxipsoraleina (8-MOP) quando us� 

do em associação com luz ultra-violeta de comprimento de onda longa (UVL) 

é um potente rnutagênico para A. vúduian�. Apesar de ser um mutagênico n�o 



.m. 

especifico, isto e, sendo capaz de causar mutaçao nos mais diversos locos 

do fungo, nao se tem idéia de seu efeito em causar aberrações cromossômi

cas em microrganismos. Uma vez que 8-MOP nao é tôxico e sendo não especí 

fico, tem sido usado em linhagens industriais para a produção de mutan

tes. A indução de aberrações cromossômicas pelo 8=MOP limitaria, no en

tanto, sua aplicabilidade na indústria. 

O presente trabalho foi portanto realizado com a finalida

de de em primeiro lugar estudar as características e aspectos g enéticos 

de mutantes morfológicos em A. n,.i_dui..a.nJ.i induzidos por 8=MOP e radiação 

ultra-violeta e, em segundo lugar verificar a possibilidade do 8-MOP em 

induzir,  além de mutações de ponto também aberrações cromossômicas. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA

A revisão da literatura serã dividida em três partes. Na 

primeira citaremos trabalhos relacionados ao desenvolvimento das hifas e 

estruturas conidiais, na segunda os mutantes morfológicos já descritos em 

Á6peJtgLU.U6 nldulaw., e na terceira dados sobre o.mutagênico 8-metoxipsora 

leina (8-MOP), 

2.1. Desenvolvimento das hifas e estruturas conidiais em AópeJtgillU6 

rúdui.a.nõ 

O MpeJtgu..e_U6 nldu1a.nó é um microrganismo eucarioto que 

completa seu ciclo assexual de desenvolvimento mais ou menos em um dia. 

Estudos anteriores da genética, bioquímica e morfologia desse fungo mos

tram que o mesmo constitui-se em um excelente sistema para estudo da dife 

renciação. 

Quando conÍdios de A. vu.du..tanó são semeados em meio favorâ 

vel ,observa-se germinaçã9 parcialmente sincronizada(ROSENBERGER e KESSEL, 

1967), e apÕs 3 -6 horas, 90% dos conidios jã germinaram(MARTINELLI,1976). 

A emergência do tubo germinativo ocorre em média aos 360-400 minu tos 
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(BAINBRIDGE, 1971; SCOTT e ALDERSON, 1975), BAINBRIDGE (1971) estudando 

a composição macromolecular de esporos germinando, observou aumento de 

RNA, peso seco, proteína e DNA apôs 30, 120, 150 e 180 minutos respecti

vamente e o aumento da quantidade dessas macromoleculas precede em 4 ho

ras a emergência do tubo germinativo, 

O crescimento da hifa ocorre através de síntese de nova pa� 

de na região apical (KATZ e ROSENBERGER, 1971). A divisão nuclear e 

septaçao sao sincronicamente reguladas em função da taxa de crescimento 

(ROSENBERGER e KESSEL, 1967; KESSEL e ROSENBERGER, 1968; CLUTTERBUC�,1970�; 

BAINBRIDGE, 1976), e a elongação das hifas e sua dimensão não são afeta

das pela ploidia (CLÚTTERBUCK, 1969a; FIDDY e TRINCI, 1976), A cinética do 

crescimento micelial foi estudada também por DORN e RIVERA(1966), TRINCI 

(1969) e KOCH (1975), Estudos relativos a ramificação foram realizados 

-

por MACKINTOSH e PRITCHARD (1963) e KATZ e col. (1972) indicando que o nu 

mero de ramificações aumenta com o aumento da taxa de crescimento e pode 

ser afetada por agentes químicos. 

A colônia cresce e aumenta em diâmetro por 24 horas sem 

qualquer diferenciação e apôs esse período começa o desenvolvimento de CE_ 

nidiÕforos e posteriormente de conÍdios. AXELROD(1972b) estudando a cinê 

tica da diferenciação de conidiÔforos e conÍdios observou o aparecimento 

de conidiÔforos e conÍ9ios apôs 22 e 26 horas respectivamente, A partir da 

célula podal desenvolve-se o conidiÔforo como um eixo longo e espessado 

terminando em uma vesícula globosa (RAPER e FENNEL, 1973), A partir da 

vesícula formam-se brotos e apôs vãrias mitoses do núcleo da vesícula, es 

tes migram· para os esterÍgmas primários que, ao atingirem seu desenvolvi-
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menta máximo, originam brotos que se desenvolverão em esterÍgmas secundá

rios. O núcleo do esterigma secundário provêm por divisão do núcleo do 

esterígma primárioº Os conidios finalmente originam-se a partir dos es� 

terigmas secundários (CLUTTERBUCK, 1969a;MARTINELLI, 1976). Os conidiÕ

foros são multinucleados enquanto que os esterigmas e conÍdios são uninu-

cleados (PONTECORVO e col., 1953; CLUTTERBUCK, 1969a;MARTINELLI,1976) em

bora PIZZIRANI (1977) tenha verificado que em uma determinada linhagem 

ocorrem conÍdios binucleados. 

O inicio da conidiação ê complexa (MORTON, 1961; TURIAN, 

1966) e estudos preliminares em A. Mdutanó sugerem que há um balanço en

tre conidiação e produção de cleistotêcios ou micélio aereo. A hipótese 

mais geral para a indução de conidiação em fungos filamentosos ê que a re 

produção é iniciada por fatores que limitam o crescimento vegetativo do 

fungo (COCHRANE, 1958). MARTINELLI (1976) citou que a conidiação esta re 

lacionada com a diminuição de carbono e nitrogênio assimiláveis e que 

crescimento e conidiação são mutuamente exclusivos AXELROD e col.(1973) 

e GEALT e AXELROD (1974) relataram a necessidade da atividade de um gene 
I 

para aquisição da competência para iniciar o desenvolvimento. PASTUSHOK e 

AXELROD (1976) afirmaram que ·o longo período de crescimento vegetativo a� 

tes do desenvolvimento é o tempo requerido para controlar a atividade en

dógena governada por genes e, portanto, não ê necessário o esgotamento de 

nutrientes exógenos. 

CLUTTERBUCK(l969c) sugeriu �ue a atividade de apenas dois

locas, em adição àqueles funcionando normalmente nas hifas, são essen-

ciais para conversão da morfologia hifal em conidial. Encontrou apenas 
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dois mutantes bloqueados na formação de conÍdios ("bw.t.e.e." e "abac.Uó'') e 

ambos no mesmo loco. Concluiu que o loco "bw.t.e.e." governa a mudança de 

tipo de crescimento hifal como encontrado no conidioforo para crescimen

to tipo brotamento do esterigma, sendo portanto a vesícula, o bloqueio de� 

sa elongação do conidiÕforo. Postulou também que o loco "a.bac.Uó" e o res 

ponsâvel pela mudança do brotamento apical dos esterigmas para brotamento 

intersticial dos conÍdios. Juntamente com esses dois locas 
+ + 

blll e a.ba.

hã necessidade de outros jâ ativos para que ocorra essa transformação de 

conidiÕforos em conÍdios, sendo que esses outros locas podem ser estru-

turais ou atuam como reguladores de outros genes não envolvidos nessa si

tuação. MARTINELLI e CLUTTERBUCK (1971) estimaram 45 a 150 locas envol

vidos na conidiação. 

A formação, desenvolvimento ou coloração de conidioforos e 

conÍdios em A. vúdui..a.n6, são influenciados por uma serie de fatores: tem-

peratura (KILBEY, 1963; TRINCI, 1969; CLUTTERBUCK, 1969c,1970b; AXELROD, 

1972b;MARTINELLI, 1972, 1976); pH (KILBEY, 1963; MARTINELLI, 1972;CLUTTE� 

BUCK, 1972); fonte de carbono (MARTINELLI, 1972; 1976); fonte de nitro

gênio (MARTINELLI, 1972; 1976); glucose (TRINCI, 1969; CLUTTERBUCK, 1970b; 

AXELROD,1972a); cloreto de potássio (CLUTTERBUCK,1970b; aminoácidos e vi 

taminas (MARTINELLI, 1972); elementos essenciais (KILBEY, 1963; AGNIHOTRI, 

1967; SAXENA e SINHA (1973). 

Com relação às enzimas relacionadas à conidiogênese em A.

vúdul.an.6 poucos trabalhos foram desenvolvidos. A enzima p-d,i,6e.nol ouda

.6e. (lac.Me.) considerada como "enzima especifica da conidiação" foi pri-

meiramente descrita por CLUTTERBUCK(1969b) e confirmada por MARTINELLI 
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(1976). CLUTTERBUCK (1969b) procedeu extensivo estudo sobre essa enzima e 

observou que a mesma não ê detectada no micélio, não existe em linhagem 

com esporos amarelos, forma-se durante a esporulação, seu sítio de açao 

é externo à membrana celular, o loco yA ê um gene estrutural para pelo m� 

nos um componente da enzima, a indução da enzima ê resultante de passos 

anteriores do desenvolvimento e, sô é .produzida apôs cessar o crescimen 

to vegetativo da colonia. MARTINELLI (1976) confirmou a prodµção da enzi 

ma apôs termino de crescimento, observou produção máxima 30 - 36 horas a

pôs inoculação e ausência da enzima em mutantes aconidiais. A enzima p-� 

6enol oúdív.,e contêm cobre (AGNIHOTRI, 1972; HOLT e MACDONALD, 1967). Pr� 

dução de esterÍgma e da enzima parecem ser relacionados(CLUTTERBUCK,1972; 

MARTINELLI, 1976). Atê o presente não se detectou qualquer substância in 

dutora, mas parece que o substrato natural atua como indutor ou, o indu

tor é produto de passos anteriores do desenvolvimento ou o processo de in 

dução ê de natureza mais complexa (CLUTTERBUCK, 1972). O loco 11 ,lvo.lLy" 

(,i.,vo B) ê um loco estrutural para p-cü6enol-oXÁ..d.Me e sua atividade ê con 

trolada direta ou indiretamente pelo loco bili.. O outro loco (,i.,vo A) pode 

ser concernente com a produção de substrato fenÕlico para a enzima 

(CLUTTERBUCK, 1973). Análise do perfil da enzima foi diferente em linha

gem selvagem e mutantes para melanina (MARTINELLI, 1969). A enzima p-<Ü-

óenol-ox-i.cLMe foi também detectada em A. nigelL (CLUTTERBUCK, 1972); A.

óumiga:tuó (KtlSTER e LITTLE, 1963); P. b1Lev,lcompactu,n (CLUTTERBUCK, 1972) 

e P. -6p,lnuto-6um (KtlSTER e LITTLE, 1963). A enzima ,i.,,6oc,,i.,:tJc,a,t,o RÁ.fL6e, tam

bém relacionada com a conidiação, foi estudada em A. vúdula.n-6 (McCULLOUGH 

e ROBERTS, 1976); A. n,tgelL (GALBRAITH e SMITH, 1969); Newr..o-6pOJta. (TURIAN, 

1961; TURIAN e MATIKIAN, 1966). 
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Outras enzimas referentes ã conidiação foram estudados em 

NeWto-0po.1La.: bteala..óe e -lnveJLt.Me (HILL e SUSSMAN, 1964; HANKS e SUSSMAN, 

1969); NAV glic..0-0-<.dae. e Cel..ob,i_a_l.)e (UREY, 1971); NAV nuc.1..eoü.d.Me (ZALOZAR 

e COCHRANE, 1956); NAVP nucl.eolidMe (WEISS e TURIAN, 1966); a.tc.il-S gfuc..� 

-0-i..d.Me. (EBERHARDT, 1961; UREY, 1971); B-ga.lac..to-0idMe (ZALOZAR, 1959). 

Estudos ultraestruturais da conidiogênese,estrutura coni

dial ou conÍdios em espécies de MpVLgillu.ó foram realizados principalmen 

te nos Últimos anos. Esses estudos foram efetuados em A. n-i..d.ulavi6 (BOR= 

DER e TRINCI, 1970; WEISBERG e TURIAN, 1971; FLORANCE e col., 1972; OLI-

,, -

VER, 1972); A. 6iavU6 (BOJOVIê - CVETIC e VUJICIC, 1974); A. YÚgeJt (TANAKA 

e YANAGITA, 1963; TSUKAHARA, 1968, 1970; AN DE RS ON e SMITH , 19  71) ; 

A. 6u.m.lga.:tu-6 (CAMPBELL, 1971; GHIORSE e EDWARDS, 1973); A. awieola:tuó(VU= 

.., - -JICIC e MUNTANJOLA = CVETKOVIC, 1973); A. g.lgantu-6 (TRINCI e col., 1968); 

A. ,tVVl,eU6 (FLETCHER, 1976); A. c1.avatU6 (HANLIN, 1976) e A. 011.yz.a.e. (TA

NAKA, 1966). 

2.2. Mutantes morfolõgicos descritos em A-0pe11.gillU6 n.ldulan-0 

~ 

Para efeito de maior compreensao e facilidade de visualiza 

ção os mutantes morfológicos descritos atê hoje serão apresentados em fo.E_ 

ma de tabela (Tabela 1) onde se encontram o símbolo gênico, grupo de liga 

ção, fenótipo e referência. 



.09. 

Tabela 1 = Mutantes morfológicos descritos em A6peJtgillU6 rú.du.lruu.

Símbolo 
gênico 

a.baA(a.ba.J 

blA(blil 

bili.A 

( b.!Ll, bJt) 

bwA 
(Bw) 

c.ha.A 
(c.ha) 

c.lA ( c.l4) 
c.lB ( c.ls) 

c.oA 
(e.o) 

Grupo de 
ligação 

VIII 

IV 
VI 

II 

VIII 

VI 

VIII 

IV 
I 

VIII 

F e n o t i p o 

"a.bac.Ul.i" - Aconidial; apresentam 
estruturas retas intercaladas cem 
protuberâncias em lugar de coní
dios; coloração cinza;alguns são 
"leaky" ou temperatura sensível. 

11 a.VUlc.le.a;te, pM.maJty .6.tvúgma.ta. 11 -

esterÍgma primário anucleado e 
com crescimento reduzido; forma 
o esterÍgma secundário o qual não
possui posterior crescimento.

"b.lue, MC.0.6 poJtu 11 - ascos poros 
azuis. 

"bw.tle" - aconidial; conidiÕfo 
ro defectivo com crescimento cÕn 
tÍnuo, sem desenvolvimento de ve 
sícula (b'1.l2l ou esterÍgmas 
(bfli.42); conidiÕforo incolor =

(b.!LlA) ou pigmentado (b�l9); são 
"leaky". bili.A i 2 e "non-leaky", 
com translocação (TB2(III-VIII). 

"bttown. c.on1.di..a." - conÍdios mar= 

rons; cabeça conidial pequena; 
epistâtico e y e W; dominante. 

"ChaJd'1.eU6 e, c.oYIÁ.cÜ.a." - conÍdios 
com pigmentação verde clara. 

"Co.to.!LlU.6 a..6c.o.6pOll,U" - ascõs
poros incolores. 

"Compa.c.:t moJtpho.togy" - morfolo= 

gia compacta. 

Referência 

CLUTTERBUCK, 
1969c. 

CLUTTERBUCK� 
1969a. 

APIRION, 1963. 

CLUTTERBUCK, 
1969c, 1970b� 
1973. 

KÃFER, 1958. 

KÃFER, 1961 

APIRION, 1963 

PONTECORVO e col. 

1953; KÃFER,1958. 



Tabela 1 (Continuação). 

c.al 

Símbolo 
gênico 

c.am 
(1 a 20) 

dil.(A) 
clU. 

dltk.A ( dltk 1 
dltkB 

Grupo de 
ligação 

II 

VII 

I,II,IV 
V,VI,VII 

III 

VII 
II 

VII 
VIII 
VIII 

I 

VIII 

VIII 
V 

.10. 

-

F e n o t 1. p o Referência 

"c.ompac.t ólu.óótJ" - morfologia com
pacta e "óR..u.óótJ"; estável; duas -
mutações no grupo de ligação II. 

BALL e ROPER, 
1966. 

"Colon.la..l mo1tphology" - morfologia 
KÃFER, 1958. colonial. 

"mo1tóolog,i.a c.ampac.ta!' - crescimento 
reduzido; enrugamento em vârios -
graus; metabolismo oxidativo menor ROSATO, não p� 
que a linhagem normal; alguns apre blicado. 
sentaram aberrações cromossômicas: 

11CJ'Únkle.d" - colonia enrugada; cres 
cimento linear reduzido; instâvel;
esse efeito ê resultante da translo 
cação desigual III e VIII. 

BAINBRIDGE, 
1963a; BAIN
BRIDGE e RO
PER,1966. 

"d.-Uute. c.oVIÁ..cÜ.a.l c.oloJt" - coloração JANSEN, in 
diluída dos conÍdios. DORN, 1967. 

"daJtk. c.oVlÁ..cÍ.,Í.a.,R c.oR..011.. 11 
- conÍdios -

escuros devido a defeitos estrutu
rais; dltk.B ê supressor de b'1..lA 1 2• 

"ó,tu.ó�tJ moJtóology" - massa de mie� 
lio aereo; recessivo; invasivos, 
isto ê, infiltram e cobrem o mice 
lio de colônias não "ólu.óótJ"; dife 
renciação anormal; conidiação ge
ralmente ausente. 

"óawn c.oru.cli..a." - conÍdios com pig
mentação marrom; morfologia e cabe 
ça conidial normal. 

CLUTTERBUCK, 
1969c, 1970b; 
OLIVER, 1972. 

BALL e AZEVEDO, 
1964; AZEVEDO, 
1965; DORN e 
col., 1967;DORN, 
1970. 

CLUTTERBUCK, 
1965; CUNHA, 
1969. 

Contínua 
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Símbolo 
gênico 

,lvoA 
,lvoB 

m 

medA (me.d) 

metA 

mdB 

moA(mo 1)
mo6(mo9) 
mo-C(mosGl 
moa1 
!009 9

Grupo de 
ligação 

III 

VIII 

I 

VII 

VII 

e 

I 

VIII 

III 

VI 

VI 

V 

VII 

F e n ô t i p o

''-tvOJJ.y c.oYIÁ..CÜ.ophoJr..U" - conidiÕfo
ro e·esterlgmas incolores porém c/ 
morfologia normal; loco ,lvoB é tam 
bem loco da enzima p-difenol oxidã 
se. 

.11. 

Referência 

CLUTTERBUCK, 
1969c, 1973, 

"rnyc.e.U.a..e. gll.ow:th óoJt.m" - aconidiais; ROPER, 1958; 
não mapeados. KWIATKOUSKI, 

1962. 

"rne.dU.óa. moJr..phology" - maior número 
de fileiras de esterígmas; coni
dios e células de HÜlle normais; 
cleistotêcios ausentes. 

"rnei.a.nút óo1tmilion" - produção ex
cessiva de melanina (metAI; não pro 
dução de pigmento visivel(me.lB). -

"rn.-i..n.ute." - tamanho reduzido; menor 
número de estruturas conÍdiais e pro 
duzidos frequentemente por éelulas
de HÜlle; quantidade reduzida de -
cleistetêcios; produção de pigmento 
avermelhado. 

"rnoJr..phologi.,c.a...U.y a.bnoJr..rna.l" - mo 1 , 

moa1, mo 89 = cabeça conidial anor
mal; mo9 = cabeça conidial pequena, 
"óluóóY"; mOgs = conidiação tardia, 
semelhante ao'to". 

"pa.le. c.onJ.d,[a" - conídio marrom;ca
beça conidial pequena; conidios se 
juntam formando uma massa compacta� 

CLUTTERBUCK, 
1969c. 

MARTINELLI, 
1969. 

ARLETT, 1957; 
FAULKNER e 
ARLETT, 1964, 

BAINBRIDGE, 

1963b, 1966,

VAN ARCKEL, 
1962; KAFER, 
1965; CLUTTER
BUCK, 1968., 

continua 
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Símbolo 
gênico 

.ógpA (1.igpl) 
1.igpB(1.igp2) 
1.igpC (1.igp3 l 
1.igpV(1.igp�) 
1.igpE(1.igps) 

1.imA(1.im) 

ve.A ( ve.) 

Grupo de 
ligação 

e 

I 

II 

VII 

V 

III 

I 

IV 

III 

III 

I 

VIII 

F e n o t i p o 

"Jt.e.d" - micélio com coloração 
vermelha. 

"Jt.e.d J.d.able." - micélio verme
lho; estável. 

11.óage. c.ovúcüa." -conidio verde
ou amarelo claro. 

1
11.ilow gti..owin.g, n.on.c.lw:to:the.

c_,é_a,e_ - micélio escasso c/cres 
cimento reduzido; sem cleisto 
têcios; menor quantidade de ::

cabeça conidial; conidios com 
menor viabilidade; menor pro
dução de pigmento marrom. 

"1.ilow" - taxa reduzida de cres 
cimento. 

.12. 

Referência 

ARLETT, 1957; 
ARLETT e col., 
1962. 

BALL e R0PER, 
1966. 

KILBEY, 1960. 

H0UGHT0N, 
1970, 1971. 

BAINBRIDGE, in

D0RN, 1967. 

"1.imall c.olon.y" - colonia pequ� KÃFER, 1958 
na. 

"1.i:tun.:te.d c.on.,é,d,é,ophoti..e.J.i" - cabe 
conidial atrofiada; parede do 
conidiÕforo sem espessamento; 
esporos pigmentados com viabi 
lidade normal; células de HÜlle 
e cleistetêcios ausentes. 

"ve.lve.:t moti..phology" - aparência 
"óluóó!f", aveludado. 

CLUTTERBUCK, 
1969c. 

KAFER, 1965; 
CLUTTERBUCK, 
1965. 

Contínua 
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símbolo 
gênico 

VG(l a 15) 

wA(w) 

wa. 

wn 

we;tA(wet) 

yA ( IJ) 

Grupo de 
ligação 

V, VI, 

VII, VIII 

II 

II 

II 

VII 

I 

F e n ô t i p o 

"vaJÚa..nte. moJt1olÕg,te,o" - colônias 
com morfologia e coloração alte
rada; menor taxa de crescimento 
e conidiação; cleistotêcios men� 
res; alguns apresentaram translo 
caçoes. 

"wh,Ue. c.ovúcüa" -conidios bran
cos; epistatico a lj. 

"al.ba c.ovúdÁJ:l" - conidios incolo 
res; epistatico a lj.

"wh,Ue. ne.w c.ovúcüa" - conÍdios -
brancos. 

"wet-w/u;te. c.ovúcüa" - conÍdios -
inicialmente incolores e a poste 
riori marrons; conÍdio acumula
gotas de agua; são aparentemente 
nonnais porém sofrem autôlise em 
poucos dias. 

"yillow c.ovúcüa" - conÍdios ama
relos; loco da enzima p-difenol 
oxidase. 

, 13. 

Referência 

LACAVA, 1973. 

PONTECORVO, e

cal,, 1953; 

CLUTTERBUCK, 

1968. 

YUILL, 1936; 
KAFER, 1958. 

PONTECORVO e 
col., 1953. 

CLUTTERBUCK, 
1969c. 

PONTECORVO, e

cal., 1953; 
KILBEY, 1963; 
CLUTTERBUCK, 
1968, 1972. 

Continua 



Tabela 1 (Continuação). 

Símbolo 
gênico 

ygA 

Grupo de 
ligação 

II 

F e n ó t i p o

"ye.U.oW-g)[.een c.on1.cüa." - conidios 
verdes em meio completo ou baixo 
pH e amarelos em meio mínimo ou -
pH alto; conidioforo e esterigmas 
com coloração marrom claro. 

analise de 5 classes de variantes 
morfolÕgicos; não mapeados. 

mutantes oligosporogênicos e as
porogênicos. 

,14, 

Referência 

DORN e RIVERA, 
in DORN, 19 6 7 ; 
CLUTTERBUCK, 
1968. 

BULL e FAULKNER, 
1964. 

MARTINELLI e 
CLUTTERBUCK, 
1971; MARTINELLI, 
1972. 



.15. 

2.3. 8-Metoxipsoraleina (furocomarina) 

8-Metoxipsoraleina (8-Methoxypsoralen = 8-MOP) pertence a

um grupo de compostos, furocomarinas, que são considerados derivados das 

comarinas, As furocomarinas são encontradas em ambientes naturais e tam

bém sintéticas, sendo a maioria de origem natural, as quais são isoladas 

'- de plantas (PATHAK e col. 
P 

1962). A primeira furocomarina (5-MOP) foi 

isolada em 1834 por Kaulbrunner e em 1911, 8-MOP foi isolada por THOMS. 

As furocomarinas são inativas, química e biologicamente na ausência de 

radiação, tornando-se ativas em presença da mesma. 

FOWLKS e col. (1958) foram os primeiros a demonstrar o

efeito sensitizador de algumas furocomarinas em presença de luz, causando 

inativação em Bac.illu.J.i -0ubti.w, E-0c.hvúc.rú.a. c.oü, P�ote.u.J.i vu.lga.tu.6, P-0� 

domon.a.6 a�ugin.o-0a,S-taphy.toc.oc.c.u.J.i aMe.U/2 e S�e.ptoc.oc.c.u.J.i óa.e.c.aLLb, sendo· 

o efeito, maior nas Gram positivas. A posteriori, outras autores demons

traram que tratamento combinado de 8-MOP ou psoraleína e ultra-violeta de 

comprimento de onda ionga (UVL) foi efetiva na inativação de outros mi

crorganismos como: SMc.in.a lute.a (MATHEWS, 1963); S�e.ptomyc.,U (TOWNSEND 

e col., 1971); SV1,JUJ.,:/:,,i. maJte,Uc.e.n.-0 (JOSEPH e col., 1974); Salmon.e..tla ty

phÁmWtÁllm (SCOTT, 1976); S. �e.ui.> (OGINSKY e col., 1959); E. c.oÜ(OGINSKY 

e col., 1959; IGALI e col., 1970; SCOTT, 1976); bacteriofago T� (DRAKE e 

McGUIRE, 1967); Sac.haJz.omyc.u c.�e.vi-Oae. (SWANBECK e THYRESSON, 1974); Al,

p�i.t.tu./2 vúdulan.-0 (ALDERSON e-SCOTT, 1970; SCOTT e ALDERSON, 1971). 

O efeito mutagênico das furocomarinas foi inicialmente apr� 

sentado por MUSAJO (1955) o qual constatou que 5-MOP e psoraleina são po=
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tentes mutagênicos e induzem aberrações cromossômicas em raiz de cebola. 

SASAKI e TONOMURA (1973) observaram aberrações cromatídicas por fotosse!!_ 

sitização de 8-MOP em leucócitos normais e anêmicos, Fotossensitização -

de furocomarina induzindo mutações citoplasmáticas foi mostrado por SWAN-

BECK e THYRESSON (1974) em leveduras. Com relação a mutaçao de ponto 

muitos trabalhos foram efetuados em microrganismos: S. auJz.eU6 (OGINSKY e 

col,, 1959); S. lt.dea (MATHEWS, 1963); bacteriôfago T4 (DRAKE e McGUIRE, 

1967); E. c.oU (IGALI e col., 1970; SCOTT, 1976); S. ·.typhÁ.YnUllÁ.wn (SCOTT, 

1976); A. rúdul..a.116 (ALDERSON e SCOTT, 1970; SCOTT e ALDERSON, 1971; MFNE= 

ZES e col., 1973; BIAGI e col., 1975). O trabalho relatado por CLARKE e 

WADE (1975) induzindo mutação "óf/..a.me-Shló.t" com 8-MOP, no escuro,em E. e.O

U K12 não foi confirmado por outros pesquisadores. 

vãrios fatores como pH, oxigênio, temperatura, idade da cu.!_ 

tura, pigmentos carotenÔides e concentração de mutagênicos foram analisa

__ dos em tratamentos com 8-MOP e UVL e comparados com tratamentos utilizan

do outros mutagênicos (OGINSKI e col., 1959; MATHEWS, 1963). 

O efeito mutagênico causado pela fotossensitização de fu

rocomarinas gradualmente foi sendo esclarecido. MATHEWS (1963) observou 

que tal tratamento não interferiu com a permeabilidade da membrana e sim 

atuou ao nível de acido nucleico; IGALI e col. (1970) sugeriram ser tran

sição de bases o tipo de mutação induzida, enquanto COLE (1970; 1971); 

BEN-HUR e ELKIND (1973); AVERBECK (1976) sugeriram ser devido à forma=

ção de "CJto.6.6-Un./v.," da molécula de mutagênico com o DNA. 

O mecanismo molecular proposto de fotossensitização de fu= 



rocomarinas envolve formação de complexos moleculares das 
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furocomarinas 

com os ácidos nucleicos de forma reversível; fotoligação das furocomari

nas com bases pirimidicas do DNA e finalmente "CJto.61.:i-llnfu.n.g" entre fi

tas opostas de DNA (SCOTT e col, 1976). 

Reparo dos danos induzidos pela fotoligação de furocomari

nas com o DNA foi mostrado em experimentos por IGALI e col., (1970); 

BADEN e col. (1972); BEN=HUR e ELKIND (1973); COLE (1973), Esse reparo 

não ocorre por fotoreativação (IGALI e col., 1970) e sim por processos de 

reparo no escuro, ou seja, excisão e replicação posterior (COLE,1970 ,1973; 

HOWARD=FLANDERS e LIN, 1973; AVERBECK e MOUSTACCHI, 1975), 

As vantagens de uso de 8=MOP e UVL na obtenção de mutan= 

tes em microrganismos advêm do fato de que esses mutagênicos apenas pro= 

duzem mutações de ponto em todos os microrganismos estudados; as muta= 

çÕes são ao acaso, ou seja, não têm especificidade para determinados lo= 

cos (ALDERSON e SCOTT, 1970; SCOTT e ALDERSON, 1971); esse tratamento pr� 

duz alta frequência de mutantes sob condições de morte moderada (MATHEWS, 

196 3; IGALI e col., 1970; SCOTT e ALDERSON, 1971; TOWSEND e cal., 1971 ; 

JOSEPH e cal., 1974. 
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3. MATERIAL E MtTODOS

3.1. Linhagens utilizadas

3.1.1. Linhagem MSE (Master Strain E) 

Contêm marcadores genéticos em todos os oito grupos de li

gaçao (Me CULLY e FORBES, 1965) cotno se observa na Figurá 1. 
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Figu.ra 1 - Marcadores genéticos da linhagem MSE. 

Grupos de 
ligação 

Marcadores genéticos 

II 

WÁ3 

III 

IV 

V 

VI 

VII 
n.ic.Ba

VIII 

Os centrômeros estão designados por o. Os 
marcadores genéticos podem ser encontrados no item 3.1.5. 
dos marcadores genéticos não estão em escala no mapa. 

a.dE20 

fenótipos dos 
As posições -



3.1.2. Linhagem biA 1 ; methG 1

Sua constituição genética e apresentada na Figura 2. 

Figura 2 - Marcadores genéticos da linhagem b.lA.1; me.thG1. 

Grupo de 
ligação 

I 

IV 

... .  Marcadores genet1.cos 

.20. 

Os centrômeros estao designados por o. Os fenótipos dos 

marcadores genéticos são encontrados no item 3.1.5. As posições dos mar

cadores genéticos não estão em escala no mapa. 

3.1 .3. Linhagem p1toA 1 ; pa.baA6 ; yA 1

Sua constituição genética ê apresentada na Figura 3. 



Figura 3 - Marcadores genéticos da linhagem p�oA1; paba.AG; YA1. 

Grupos de 
ligação 

I 

Marcadores genéticos 

plt.0A1 

.21. 

O centrômero estã designado por o. Os fenótipos dos mar

cadores genéticos são encontrados no item 3.1.5. As posições dos marcado 

res genéticos não estão em escala no mapa. 

3.1 .4. Linhagem diplÕide b�A 1 //MSE. 

Obtida a partir de um heterocãrio constituído pelas linha

gens blA.1 e MSE. 

As três primeiras linhagens são originárias do Departamen-

to de Genética da Universidade de Sheffield, Inglaterra; o dip lÕide 

b.lA. 1 //MSE foi cedido por MENEZES (não publicado), Instituto de Genética, 

ESALQ; os mutantes morfológicos 1, 2 e-3 foram cedidos por ROSATO (não p� 

blicado). 
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3.1.5. Marcadores genéticos e fenõtipo·s dos mutantes utilizados 

Marcador 

óa.c.A3 o 3 

nic.Ba 

pa.ba.AG 

F e n õ t i p o 

Requisito para adenina. 

Requisito para biatina, 

Incapaz de crescer em meio contendo acetato 
como Única fonte de carbono. 

Incapaz de crescer em meio contendo galact� 
se como Única fonte de carbono, 

Requisito para metionina, 

Requisito para ácido nicotínico. 

Requisito para ácido p-aminobenzÕico. 

Requisito para prolina. 

Requisito para piridoxina. 

Requisito para riboflavina. 

Requisito para tiossulfato. 

Supressor do mutante a.dE20 , 

Conidios amarelos. 

Conidios brancos. 

3.2. Meios de cultura e soluções usadas 

3.2.1. Meio minimo 

Preparado de acordo com PONTECORVO e col. (1953). 



NaNOa 

KCl , • 

o • 

• • o • o 

o • 1 o D t 

• o o 

. . • o • 

o o • • • • • • • o • 

1 1 O O D FeS01+ 

ZnS01+ 

Glicose , , 

Ágar

li o • o • 

D 1 1 O D 

o • o 

o • o • o 

6,0 g

1,5 g

0,5 g

0,5 g 

traçes 

traços 

10,0 g

15,0 g

Água destilada, o • o o . 1.000 ml

pH ajustado para 6,8 com Na0H 4%.

3.2.2. Meio completo 

.23. 

Preparado de acordo com P0NTECORV0 e col, (1953). É cons

tituído de meio mínimo adicionado de: 

Peptona . . o . . . . 

Caseína hidrolisada . . . 

Extrato de levedura o . o .

Solução de vitaminas. . . o . 

Ácido nucleico de levedura hidrolisado 

pH ajustado para 6,8 com NaOH 4%. 

2,0 g 

1,5 g 

0,5 g 

1,0 ml 

2,5 ml 
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3.2.3. Solução de vitaminas 

Ácido nicotínico • • .

Ãcido p-a.minobenzÕico. 

Aneurina (tiamina). 

. . . . .

Biotina , , , . . . . . ' ' ' ' . 

Piridoxina 1 O O 1 1 O O O O O O D O 

Riboflavina • •  o • •  

Ãgua destilada esterilizada 

100,0 mg 

10,0 mg 

50,0 mg 

0,2 mg 

50,0 mg 

100,0 mg 

100,0 ml 

A solução foi posteriormente esterilizada em banho-maria 

� o 
por 15 minutos e guardada em frascos escuro, no refrigerador a 4 C, sob 

clorofórmio. 

3.2.4. Solução de ãcido nucleico de leveduras 

Ãcido nucleico de leveduras - 2 g em 15 ml de solução 

1 N de HCl. 

Ãcido nucleico de leveduras - 2 g em 15 ml de solução 

1 N de NaOH. 

Ambas as soluções foram aquecidas a 100°c por 20 minutos, 

misturadas e o pH ajustado para 6,0 com NaOH 4%. Filtrou-se a mistura e 

completou-se o volume para 40 ml. Foi guardada no refrigerador ã 4
°

c, -

sob clorofórmio. 



3,2.5, Meio de acetato de amônio 

Preparado de acordo com APIRION (1962), 

Acetato de amônio o • • • o o t o o • 

O O O O I O O O O O O O G 1 

NaC1 

MgS01.i,7H20 

FeSO� 

ZnSOti 

Ãgar 

Ãgua destilada . .  

o o o o • o o o o o 

o o o • o o • o o o 

pH ajustado para 6,1 com NaOH 4%. 

3,2.6. Meio minimo de galactose 

12,0 g 

3,0 g 

2,0 g 

0,5 g 

traços 

traços 

15,0 g 

1.000 ml 

,25. 

Preparado da mesma forma que o meio mínimo (item 3.2.1.), 

substituindo-se a glicose por galactose como fonte de carbono. 

3.2.7. Meio minimo liquido mais 2% de meio completo 

Ao meio mínimo líquido, adicionou-se 2% do meio completo� 

distribuiu=se 2,5 ml por tubo e autoclavou-se. 



3.2.8. Solução salina (0,89%) 

NaCl 
r . . 

Ãgua destilada . . . . . . .

8, 9 g 

1.000 ml 

.26. 

Colocou-se 9,0 ml da solução em frascos, autoclavou-se e 

"' 

manteve-se a temperatura ambiente, 

3.2.9. Solução de tween - 0,1% (v/v) 

tween 80 • • • • 

Ãgua destilada. 

0,1 ml 

100 m1 

Colocou-se 2,5 ml em tubos de ensaio, autoclavou-se e 

conservou-se à temperatura ambiente. 

3.2.10. Solução de cloroneb - 2% 

(1,4-dicloro - 2,5-dimetoxil benzeno) 

Cloroneb . . • 

Água destilada 

100 mg 

50 ml 

A solução foi esterilizada em banho-maria por 15 minutos e 

conservada no refrigerador ã 4 °c. 



4
°
c.

4
°
c.

3.2.11. Solução fosfato pH 7,0 

. . 

Água destilada . 

. .

. . . . . 

5,304 g 

• 10,614 g

1.000 m1. . . 

A solução foi autoclavada e conservada em refrigerador 

3.2.12. Solução de 8-Metoxipsoraleina (5,0 mg/ml) 

8-Metoxipsoraleína

Ãlcool 95% . . . . .

50 mg 

10 ml 

A solução foi autoclavada e conservada em refrigerador à 

3.2.13. Corante safranina - 0,10% 

Safranina . 

Ãlco.ol 95% 

1,0 g 

100 ml 

Retirou-se 10 ml da solução de safranina alcóolica-1,0% e 

completou-se para 90 ml de âgua destilada. 
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3.2.14. Suplementos. adicionados ao meio minimo 

Preparou-se o estoque de suplementos adicionando-se cada 

um deles em água destilada esterilizada. As soluções foram esterilizadas 

o

em banho-maria por 15 minutos e conservadas em refrigerador a 4 C. 

Quantidade adi- Concentração 
Solução es toqu e cionada por pla final no meio 
(100  ml d e  H 2 O) ca ( 20  ml de de cultura 

meio de cultura) 

Adenina 500, O mg O, 1 ml 25,00 µg/ml 

Ãcido nicotínito 10, O mg O, 1 ml 0,50 µg/ml 

Ãcido p-aminobenzóico 5,0 mg O, 1 ml 0,25 µg/ml 

Biatina 4,0 mg 0,1 ml 0,20 µg/ml 

Metionina 1, O g o, 1 ml 50,00 µg/ml 

Pi ridoxina 5,0 mg o, 1 ml 0,25 µg/ml 

Prolina 1,0 g O, 1 ml 50,00 µg/ml 

Riboflavina 10,0 mg 0,1 ml 0,50 µg/ml 

Tiossulfato de sódio 2,0 g O, 1 ml 100,00 µg/ml 

3.2.15. Placas de análise 

Para a análise genética das colonias foram utilizadas pJa

cas de Petri contendo meio completo, meio mínimo, meio mínimo suplementa

do com todos os requisitos nutrimentais envolvidos no cruzamento e meio 

... .  nu.nimo suplementado com todos os requisitos, exceto aquele sob análise. 

Utilizaram-se_ também placas contendo meio- mínimo de galactose e placas 



contendo meio de acetato de amônio :. suplementadas com todos os 

tos nutrimentais. 

3.3. Esterilização e incubação 

• 29.

requisi-

Os meio"s de cultura e as soluções foram esterilizados em 

~ o autoclave por 15 minutos a 1 atmosfera de pressao e a 120 e.

A temperatura de incubação em todos os experimentos foi de 

37°c. 

3.4. Tratamento com agentes mutagênicos 

As linhagens MSE e bi..A i // MSE foram submetidas ao trat� 

to com 8-metoxipsoraleina juntamente com luz ultra-violeta longa(360 nm). 

A linhagem bi..A. 1 ; mdhG1 foi submetida ao tratamento· cem ln ultr'8-violeta 

(253 nm). 

3.4.l. Tratamento com luz ultra-violeta (253 nm) 

Conidios da linhagem b-i.A1; mdhG1 foram suspensos em 2,5 

ml de solução de tween e agitados para desagregação das cadeias. Em hema

tÍmetro estimou-se a quantidade de conÍdios na suspensão. Retirou-se 1,0ml 

da suspensão para controle (tempo zero) e o restante foi colocado em pl� 
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ca de Petri e irradiado. A lâmpada utilizada foi "M,lne.Jr,al li.g� 253 nm. 

Após 60 segundos de irradiação, efetuo.u-se a diluição e 

0,1 ml da suspensao foi semeado em placas contendo meio completo. Proce

deu =s@ da mesma forma para o tempo zero. Após 72 horas de incubação pro

cedeu-se a contagem das colem.ias e, considerando=se as diluições feitas 

e o volume semeado, estimou=se o número de conídios viáveis por milili

tro. A porcentagem de sobrevivência foi calculada em relação ao controle 

considerado com o nível de 100% de sobrevivência. Através da inspeção vi 

sual foram isolados mutantes para morfologia alterada. 

3.4.2. Tratamento com 8=Metoxipsoraleina (8=MOP) e luz ultra-vio

leta looga - 360 nm (U\fl) 

Conídios das linhagens MSE e b..i.A.1 /MSE foram suspensos sep_! 

radamente em tubos contendo solução de tween. Apôs desagregação dos coní 

dios por agitação, foi estimado seu numero fazendo=se contagem em hematí

metro. Adicionou=se 0 9 8 m1 da suspensão de conÍdios em tubos de ensaio 

que continham 0,4 ml da solução de 8=MOP e 8�8 ml da solução de fosfato. 

Os controles foram realizados do mesmo modo, colocando-se 0,4 ml de âl

cool 95% em lugar da solução de 8-MOP, perfazendo 10,0 ml por tubo, como 

segueg 
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Tratamento Controle 

Solução de 8-MOP (5,0 mg/ml) 0,4 ml 

Álcool 95% 0,4 m1

Solução de fosfato 8,8 ml 8,8 ml 

Suspensão de conÍdios 0,8 ml 0,8 ml 

Volume total 10 ,O ml 10,0 ml 

Os tubos II tratamento11 e "controle" foram incubados no e seu 

ro a 37
°

c por 120 minutos. Decorrido esse tempo as soluções foram trans

feridas para placas de Petri (4,7 cm de diâmetro) e tratadas com luz UVL 

por 90 minutos. As suspensões tratadas e as c'ontroles foram di luÍdas 

convenientemente e semeadas (0,1 ml) em placas contendo meio mÍnimo para 

o caso da linhagem diplÕide b,i,A.1 li MSE e em placas com meio completo no ca

so da linhagem haplÕide MSE. Apôs 72 horas de incubação, procedeu-se a 

contagem das colônias e, considerando-se as diluições e o volume semeado, 

estimou-se o número de conÍdios viáveis por mililitro. A porcentagem de 

sobrevivência foi calculada em relação ao controle considerado com o n1. -

vel de 100% de sobrevivência. Através de inspeção visual foram isolados 

�utantes para morfologia alterada. 

3.5. Taxa de crescimento 

Linhagens originais (b-<..A 1 ; me.thG1 e MSE) e mutantes co m 
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morfologia alter ada (1, 2 .•. 7; I, •. V) foram inoculados em placas con

tendo meio completo. A medida do diâmetro das colônias foi efetuada com 

la 10 dias de crescimento, 

3,6. Taxa de conidiação 

Mutantes morfológicos e suas linhagens originais foram ino 

culados em placas contendo meio completo. Apôs 5 dias de incubação reti

raram-se das mesmas, áreas medindo 1,5 cm de diâmetro. Essas ãreas das 

colônias foram colocadas individualmente em tubos de ensaio contendo so

lução de tween e agitadas por 60 segundos para desagregação dos conÍdios. 

Estimou-se o número de conÍdios na suspensão por contagem em hematímetro. 

3.7. Anâlise microscôpica 

Para tal análise utilizou-se a técnica de cultivo em lamÍ-

nula. 

Em placas contendo meio completo jâ solido, colocou=se uma 

laminula esterilizada. Fizeram-se quatro inôculos ao redor da lamínula 

a uma distância aproximada de 1 cm dela. Tal procedimento foi realizado 

para os mutantes morfológicos e linhagens originais (bÁ..A.1 ; me..thG1 e MSE). 

Apôs 72 hóras de incubação o micélio desenvolveu-se crescendo sobre a la

mínula. Esta foi retirada e colocada sobre lâmina com uma gota do co

rante safranina alcÕolica. Realizaram-se observações microscópicas das 
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hifas, conídios e aparelho conidial. Efetuaram-se também medidas do com

primento do conidiÕforo� da vesícula e do pedúnculo; largura dO pedúnculo 

da vesícula e diâmetro dos conídios com auxílio de uma ocular micrométri

ca (Ernest Leitz Wetzlar St 6x) e objetiva de 40 vezes. Para medida de 

diâmetro dos conÍdios usou-se a objetiva de 100 vezes. A Figura 4 apre

senta um esquema do aparelho conidial e indicações dos locais onde se efe 

tuaram as medidas, 

DC = Diâmetro do conÍdio 

CV = Comprimento da vesícula 

CP = Comprimento do pedúnculo 

CC = Comprimento do conidiÔforo 
CC 

LV = Largura da vesícula 
CP 

LP = Largura do pedúnculo 

Figura 4 - Esquema do aparelho conidial indicando os locais de medidas, 

3,8. Análise genética 

3.8.l. Obtenção de heterocãrios 

Utilizou-se o método déscrito por PONTECORVO e col.(1953). 
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Em tubos de ensaio contendo meio mínimo líquido mais 2% de meio completo 

colocaram-se conÍdios dos mutantes morfológicos provenientes da. linhagem 

biA1; múhG1 (1, 2, •.• 7) e conídios da linhagem MSE ou MSF que requerem 

diferentes fatores de crescimento. O mesmo procedimento foi utilizado P!, 

ra obtenção de heterocârios entre os mutantes .p.rovenientes da linhagem 

MSE (I, II,,., V) e linhagem )YLOA 1 ;· pabaA6 ; yA 1 , Após 3 a 4 dias de in

cubação, formou-se uma película na superfície do meio, Transferiram-se es 

sas películas para placas contendo meio mínimo as quais após 7 a 10 dias 

de incubação, deram origem a setores heteroca.rióticos que continham núcleos 

geneticamente diferentes na mesma hifa, o que permitiu o crescimento, 

3.8.2. Anãlise mitõtica 

Esta foi realizada através do ciclo parassexual, segundo o 

mêtodo de ROPER (1952). Nos setores heterocariôticos, obtidos de acordo 

com o mêtodo descrito no item 3.8.1., a maioria dos conídios formados são 

haplÕides e não conseguem desenvolver-se em meio mínimo, porém pode haver 

fusão de núcleos haplÕides formando núcleos diplÕides heterozigotos que 

originam conÍdios diplÕides que são capazes de se desenvolverem em meio 

mínimo. Pelo fato da porcentagem de  aparecimento de conídios diplÕides 

ser muito baixa, transferiu-se grande quantidade de contdios dos setores 

heterocariÕticos para solução de tween (aproximadamente 10 7 conÍdios por 

ml) e semeou-se em placas contendo meio mínimo, Apôs 72 horas de incuba

ção isolaram-se diplÕides heterozigotos. Como critério para identifica

ção dos diploides baseou-se na capacidade de crescimento em meio mÍnimo 
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e diâmetro dos conÍdios. A medição do diâmetro dos conÍdios foi realiza-

da em microscópio com ocular micrométrica, tomando-se cadeias de 5 

dias em lâmina com lisol diluído (1:10). 

con1.-

Os diplÕides obtidos foram induzidos a haploidização com 

uso de Cloroneb (AZEVEDO e SANTANA, 1975) que inibe o crescimento de di

plÓides, permitindo o crescimento de setores haplÕides. A haploidização 

ocorre através da aneuploidia com perdas sucessivas de cromossomos(KAFER, 

1961), A técnica consiste em adicionar 2,5 ml da solução a 2% de· cloro

neb em 200 ml de meio completo. Os diplÕides foram inoculados nessas pl� 

cas através de estrias (a fim de se obter maior número de setores haplÓi

des) e após 7 a 10 dias de incubação surgiram setores verdes, amarelos, -

brancos ou morfológicos dependendo do cruzamento. Apôs se proceder o iso 

lamento e purificação dos setores haplÕides em meio completo, estes foram 

inoculados um a um em 26 pontos fixos em placa com meio completo. Apôs 3 

dias de incubação, essa placa serviu como placa mestra que foi replicada 

para as placas de análise através de  um replicador de níquel-cromo. Com 

24, 48 e 72 horas de incubação efetuou-se a leitura das placas de análise 

anotando-se as colônias que cresceram e as que não cresceram. 

3.8.3. Análise meiõtica 

A presente análise baseia-se no ciclo sexual do fungo atr� 

ves da análise de ascósporos produzidos em cleistotêcios híbridos, segun

do o método descrito por PONTECORVO e cal. (1953). 
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O heterocãrio obtido conforme í t1�m 3, 8.1. foi transferido 

para placas contendo meio mínimo. As placas foram vedadas com fita celu 

losica, para favorecer a formação de cleistotécios, e incubados por 10 

dias, Sob lupa, com auxílio de um fio de platina, os cleistotêcios madu 

ros foram retirados e rolados em placas com meio mínimo, a fim de liber

ta-los das células de HÜlle e conídios aderentes, Cada cleistotêcio lim

po foi transferido para tubos de ensaio contendo solução de tween e rompi 

dos na parede do tubo, libertando dessa forma os ascósporos. Com a mesma 

pipeta utilizada para o esmagamento, a parede do tubo foi lavada suspen

dendo dessa forma os ascÕsporos na solução de tween, Em placas com meio 

completo, semeou-se 0,1 de cada solução sendo o restante conservado em re 

frigerador. Apôs 3 dias de incubação foi possível verificar se os cleis

totêcios eram híbridos. Os cleistotêcios autofecundados foram descarta

dos. Dentre os híbridos escolheu-se um para anâlise dos ascosporos. 

Os ascosporos do cleistotêcio selecionado foram semeados em 

placas contendo meio completo e apôs 3 dias de incubação foram transferi

dos para as placas m�stras que contém meio completo, Apôs 3 dias de incu 

bação as colônias foram replicadas para as placas de anâlise com auxílio 

do replicador. Leitura das placas de anâlise procedeu-se apÕs 24, 48 e 

72 horas. 

Para verificação do tipo de segregação do caráter sob ana

lise, os ascosporos foram semeados em placas com meio completo e apôs in

cubação por 3 dias procedeu-se a contagem das diferentes classes de recoro 

binantes. 



.37, 

3.8.4. Teste do heterocãrio 

O teste do heterocário foi efetuado de acordo com JINKS 

(1963). Esse teste nos dã indicação se o caráter morfológico ê determina 

do por fatores citoplasmáticos ou não. 

Apôs preparo do heterocârio conforme item 3,8.1., com au

xílio de uma alça de platina retiraram-se os conídios formados pelo hete

rocãrio os quais foram colocados em tubos contendo solução de tween. Após 

estimado seu número em hematímetro e diluição conveniente, foram 

dos em placas contendo meio completo. ApÕs 3 dias de incubação as 

semea

colÔ-

nias foram tra,nsferidas para placas de análise contendo meio mínimo, meio 

mínimo suplementado com os requisitos nutrimentais de uma ou outra linha 

gem envolvida no cruzamento. 

3.9. Análise estatistica 

Para as medidas do diâmetro de colônia, comprimento do pen 

dúnculo, da vesícula e do conidiÕforo e largura do pendúnculo e da vesícu 

la foi realizada análise da variância segundo o esquema: 
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Fonte de variação GL SQ QM F 

Entre tratamentos 13 S1 Q1 Q1/Qs 

Entre variantes G1 6 S2 Q2 QdQs 

Entre variantes G2 4 S3 Q3 Qs/Qs 

Original G1 vs original G2 1 S4 Q4 Q4/Qs 

Entre grupos 2 Ss Qs Qs/Qs 

Resíduo 266 Ss Qs 

Total 279 

Para taxa de conidiação,a análise da variância foi realiza 

da segundo o esquema: 

SQ QM F Fonte de variaçao GL 

Entre tratamentos 13 S1 Q1 Q1/Q2 

Col. dentro do tratamento 14 S2 Q2 Q2/Q3 

Repet, dentro da colônia 28 S3 Q3 

Total 55 84 

Entre variantes G1 6 Ss Q4 Q4/Q2 

Entre variantes G2 4 Ss Qs Qs/Q2 

Original G vs original G2 1 S7 Qs Qs/Q2 

Entre grupos 2 Se Q, Q,/Q2 



O valor de recombinação (C) foi calculado pela 

número de recombinantes 
C = ---------- X 100

n9 total de ascosporos 

.39. 

fórmula: 

Para detecção de diferenças de cada mutante com sua linha

gem original foi utilizado teste Dunne tt; comparações dos mutantes entre 

si foram realizados pelo teste de Tukey (STEEL e TORRIE, 1960). 
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4. RESULTADOS

4.1. Sobrevivência aos agentes mutagênicos 

4.1.1. Sobrevivência a 8-Metoxipsoraleina (8-MOP) e luz ultra-via 

leta longa (UVL) (360 nm) 

A Tabela 2 apresenta o nÚmero e a porcentagem relativa de 

conÍdios sobreviventes da linhagem haplÕide MSE submetida ao tratamento 

com 8-MOP e UVL. Na Tabela 3 encontraram-se o numero e a porcentagem re

lativa de conÍdios sobreviventes da linhagem diplÕide b,i,,A. 1 llMSE submeti

dos ao tratamento com 8-MOP e UVL. 

4.1 .2. Sobrevivência a luz ultra-violeta (253 nm) 

O número e a porcentagem relativa de conidios sobreviven

tes da linhagem haplÕide b,i,,A. 1 ; múhG 1 submetida ao tratamento com luz UV 

estão representados na Tabela 4. 
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Tabela 3 - Número e porcentagem relativa de conidios sobreviventes a 8-MOP 

e UVL. Linhagem b.lA1hMSE, 

Conidios viãveis/ml 
% relativa de 
sobreviventes 

R e P e t i ç Õ e s R e p e t i ç Õ e s Media 

la. 2a. la. 2a, 

Controle 5,42 X 106
6,23 X 10

5 100,00 100,00 100,00 

Tratamento 9,58 X 1oii 7,60 X 103 1,76 1,21 1,48 

Tabela 4 - Número e porcentagem relativa de conidios sobreviventes ã luz 

UV. Linhagem b,lA. 1 ; mdhG 1 . 

Conidios 

R e P e 

la. 

Controle 1,96 x 107

Tratamento 2,85 x 106

(60 seg) 

t 

viãveis/ml 

i 
~ 

ç o e s 

2a. 

2,42 X 106

4,30 X 105

R 

% relativa de 
sobreviventes 

~ 
Media e p e t 1. ç o e s 

la. 2a. 

100,00 100,00 100,00 

14,54 17,76 



.43. 

4.2. Iso1amento e caracteristicas dos variantes morfolÕgicos obtidos 

Colonias com morfologia alterada foram identificadas atra

vés de inspeção visual, baseando-se ã priori na coloração, tamanho e coni, 

diação da colônia. Foram identificados e isolados 12 variantes sendo 7 

deles, provenientes da linhagem b,U.1; me.-thG1 tratada com luz UV e 5� da 

linhagem MSE submetida ao tratamento com 8-MOP e UVL. 

Os derivados morfolÕgicos da linhagem biA.1; me.:thG1 foram 

numerados de acordo com a ordem de isolamento e designados por algaris

mos arábicos, os derivados da linhagem MSE foram designados por algaris-

mos romanos. 

Quanto a coloração, os variantes morfológicos apresentaram 

tonalidade diversas indo de rosa a marrom. Com relação ao tamanho das co 

lÔnias, alguns derivados foram compactos, outros apresentaram tamanho se

melhante ã linhagem original, sendo algumas das colônias morfologicas j enE_ 

rugadas no centro e outras com enrrugamento ate ã periferia e bordo irre 

gular. 

A conidiação dos derivados morfologicos obtidos variou des 

de praticamente nula em alguns, ate quase normal em outros; em nenhum 

caso, no entanto, obteve-se conidiação igual ã das linhagens originais. 

As Tabelas 5 e 6 apresentam uma descrição sumária das pri!!:_ 

cipais caracteristicas desses derivados com morfologia alterada. As Fig� 

ras 5 a 18 mostram os derivados morfolÕgicos e as linhagens biA.1; me.:th G1 

e MSE de onde el-ês s.e o:tigii.naram. 
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Tabela 5 - Descrição sumária dos variantes morfolÕgicos derivados da li

nhagem b,é,,A,1; me;thG 1 submetida ao tratamento com luz UV. 

Variante 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

M o r f o 1 o g i a 

micélio vermelho, compacto, enrugado, apresenta seto

res, bordo irregular, conidiação bastante escassa. 

micélio roxo, .compacto, enrugado, bordo regular, coni

diação bastante escassa. 

micélio marrom, tamanho relativamente pequeno, bordo re

gular, conidiação escassa, conidios marrons, 

micélio rosa, tamanho grande, bordo regular, conidiação 

media, conÍdios brancos. 

micélio marrom, tamanho grande, bordo regular, conidia

ção escassa, conidios verdes. 

micélio vermelho, tamanho relativamente grande,bordo ir

regular, conidiação bastante escassa. 

micélio marrom, tamanho relativamente grande, bordo re

gular, conidiação media, conÍdios brancos. 
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Tabela 6 - Descrição sumária dos variantes morfológicos derivados da li

nhagem MSE submetida ao tratamento com 8-MOP e UVL. 

Variante 

I 

II 

III 

IV 

V 

M o r f o 1 o g i a 

micélio vermelho, tamanho relativamente grande, bordo 

regular, conidiação bastante escassa, 

micélio marrom claro, tamanho médio, bordo regular, co

nidiação relativamente escassa, con'Ídios marrom-claros. 

micélio marrom- claro, tamanho medio, bordo regular, co 

nidiação relativamente escassa, conÍdios marrom-claros. 

micélio marrom, tamanho grande, bordo regular, conidia

ção relativamente escassa, conÍdios brancos. 

micélio marrom, tamanho relativamente grande, bordo re

gular, conidiação relativamente escassa, conÍdios mar

rom-claros. 
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• 1 

Figura 5 - Linhagem b.-i..A1; me;thG1. 

Figura 6 - Variante morfolÔgico 1. 
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Figura 7 - Variante morfolÔgico 2. 

Figura 8 - Variante morfolÔgico 3, 
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Figura 9 - Variante morfológico 4. 

Figura 10 - Variante morfolÕgico 5. 
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Figura 11 - Variante morfolÕgico 6. 

Figura 12 - Variante morfológico 7. 



.so. 

' t 

Figura 13 - Linhagem MSE. 

Figura 14 - Variante morfolÕgico I� 
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Figura 15 - Variante morfolÕgico II. 

· Figura 16 - Variante morfolÕgico III.
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Figura 17 - Variante morfolÕgico IV. 

Figura 18 ... Variante morfolÕ-gico V. 
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4.3. Taxa de crescimento dos variantes morfolÕgicos 

A Tabela 7 mostra o diâmetro das colonias da  1 inhagem 

b..i..A.1; me.:thG1 e dos variantes com morfologia alterada originados dessa li

nhagem. A Tabela 8 apresenta o diâmetro das colonias da linhagem MSE e 

dos variantes morfolÕgicos originados dessa linhagem, As medidas 

efetuadas com 1 a 10 dias apÕs a inoculação. Nas Figuras 19 e 20 

foram 

estão 

representados os valores de crescimento concernentes as Tabelas 7 e 8. A 
o 

análise da variância realizada para o 69 dia de crescimento esta represe� 

tada na Tabela 9, 

Tabela 7 - Diâmetro (média de 10 colonias) da linhagem biA1 ; methG 1 e seus 

derivados morfológicos apôs 1 a 10 dias de crescimento. (Diâ-

metro das colônias em cm). 

Variante Dias (Diâmetro das colônias em cm) 

numero 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1 0,44 0,80 1,02 1,43 1,50 2,08 2,19 2,81 3,08 3,17 

2 0,40 0,90 1,20 1,90 2,05 2,33 2,42 3,00 3,23 3,43 

3 0,41 1,20 1,81 2, 11 3,17 3,90 4,89 4,90 6,32 7,27 

4 0,67 2, 77 3,52 4, 71 7,00 7,73 8,51 8,52 8,55 8,56 

5 0,70 2,66 4,08 5,27 6,31 7,39 8,35 8,38 8,43 8, 71 

6 0,55 2,18 3,61 4,18 4,63 6, 71 7,78 8,52 8,58 8,67 

7 0,84 2,54 4,07 4,09 5,73 6,17 7,87 8,27 8,33 8,67 

b..i..A.1 ; methc 1 0,98 2,67 4,29 5,62 7,81 8,32 8,50 8,62 8,64 8,78 

DMS TUKEY . . 0,5075 

(5%) DUNNETT 0,4129 
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Tab�la S - Diâmetro (media de 10 colonias) da linhagem MSE e variantes 

Variante 
1.u.unero 

I 

II 

UI 

IV 

V 

MSE 

morfolÕgicos apôs 1 a 10 dias de crescimento. (Diâmetro das co 

lonias em cm) , 

0,66 

0,65 

0,65 

1,05 

0,91 

0,98 

2 

2, 62. 

1,52 

1,66 

2,44 

2,55 

2,88 

DMS 
(5%) 

Dias (Diâmetro das colonias em cm) 

3 4 

3,72 4,63 

2,51 3,59 

2,93 3,57 

4,35 5,21 

3,66 4,06 

4,80 5,95 

TUKEY . 

DUNNETT 

5 

6,06 

5,04 

3,68 

6,93 

5,65 

7,94 

6 7 

7,92 8,42 

5,21 5,59 

5,87 7,24 

8,47 8,55 

7,95 8,29 

8,39 8,65 

0,5075 

0,3947 

8

8,57 

7,54 

8,18 

8,84 

8,43 

8,69 

9 10 

8,65 8,68 

8,01 8,11 

8,28 8,41 

8,92 8,97 

8,59 8,81 

8,70 8,84 
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Tabela 9 - Análise da variância para diâmetro das colonias com 6 dias 

de crescimento. 

Fonte de variação GL SQ QM 

Entre tratamentos 13 626,2049 48, 1696 

Entre variantes G1 6 340,7814 56,7969 

Entre variantes G2 4 83,5552 20,8888 

Original G1 vs original G2 1 0,0245 0,0245 

Entre grupos 2 201,8438 100,9219 

Resíduo 126 14,6540 O, 1163 

Total 139 640,8589 

CV= 5,40%. 

n.s. = não significativo ao nível de 5% de probabilidade. 

** = significativo ao nível de 1% de probabilidade. 

F 

414,18** 

488,36** 

179,61** 

0,21 n.s. 

867,77** 

Significado das abreviações de todas as análises da variância: 

G1 = grupo 1, que corresponde ã linhagem biA1 ; methG 1 e varian

tes morfolÔgicos dela provenientes (1, 2, ... 7). 

G2 = grupo 2, que corresponde ã linhagem MSE e variantes morfolÕ 

gicos dela provenientes (I, II, .•. V), 
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4.4. Conidiação 

Através da contagem de conÍdios em area determinada, foi 

possível avaliar a capacidade de conidiação dos variantes morfológicos. A 

Tabela 10 apresenta o número de conÍdios da linhagem bIA 1; me;thG 1 e deri

vados morfolÕgicos originários dessa linhagem. O numero de conidios da 

linhagem MSE e seus derivados morfológicos ê mostrada na Tabela 11. 

A Tabela 12 mostra a analise da variância para o número de 

conÍ.dios das linhagens originais e deriv.ados morfológicos. 

Tabela 10 - Número de conÍdios (media de 4 repetições) 

b�1; múhG1 e derivados morfológicos. 

da 

DMS 
(5%) 

Mutante 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

TUKEY 

DUNNETT 

. 0,3943 

. 0,3298 

Número de conÍdios 
(x 10� /ml) 

1,00 

2,25 

17,25 

85,25 

12,00 

0,50 

41,25 

254,25 

linhagem
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Tabela 11 - Número de conidios (media de 4 repetições) da linhagem MSE e 

derivados morfolÔgicos. 

Mutante 

DMS 
(5%) 

I 

II 

III 

IV 

V 

MSE 

TUKEY 

DUNNETT , 

0,3943 

• O ,3028

Numero de conÍdios 
(x 10

4 /ml) 

0,75 

2s ;150 

25,25 

27,50 

237,00 



Tabela 12 - Análise da variância para o número de conÍdios das 

gens originais e respectivos variantes morfológicos. 

.60. 

linha-

Fonte de variação GL SQ QM 

Entre tratamentos 13 29,0079 2,2314 

Col. dentro do tratamento 14 0,0655 0,0047 

Repetição dentro da colonia 28 0,6878 0,0246 

Total 55 29,7613 

Entre variantes G1 6 11,4783 1, 9130 

Entre variantes G2 4 4,9349 1,2337 

Original G1 vs original G2 1 0,0017 0,0017 

Entre grupos 2 12,5929 6,2964 

n.s. = não significativo ao nível de 5% de probabilidade.

** = significativo ao �Ível de 1% de probabilidade.

F 

474,76** 

0,19 n.s. 

407,03** 

262,49** 

0,36 n.s. 

1339,66** 
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4.5. Anãlise microscõpica 

4.5.1, Características microscõpicas dos variantes morfo1Õgicos 

Através da anãlise microscÕpica, foi posstvel detectar-se 
N -

o 

alteraçoes na estrutura conidial e micelio dos variantes analisados. A T,! 

bela 13 apresenta as características dos morfológicos oriundos da linha

gem blA1; me..thG 1 , As caracteristicas dos variantes morfológicos prove

nientes da linhagem MSE são mostradas na Tabela 14, 

As Figuras 21 a 34 são fotogtafias ao microscÕpio dos va 

riantes morfolÕgicos e respectivas linhagens originais. 

Tabela 13 - Características microscÕpicas dos variantes morfológicos pro
venientes da linhagem b.lA1; me.thG 1 , 

Variante 

1 

Características microscópicas 

Hifas e estruturas conidiais apresentam-se transparentes; cê 

lulas hifais são menores em comprimento e algumas bastante 

tortuosas; a hifa apresenta estruturas globosas intercala

das com células normais; ramificação frequente e origina-se 

das estruturas globosas, de cêlulas normais ou tortuosas; 

estrutura conidial apresenta pedúnculo, vesicula,esterigmas 

primários e secundários; pedúnculo do conidiÕforp origi

na-se a partir das estruturas globosas, das células normais 

ou das células tortuosas; hã poucas estruturas conidiais e 

poucos conÍdios; conidiÕforos ligeiramente mais curtos, 

Continua 
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Tabela 13 - Continuação. 

Variante 

2 

3 

4 

Características microscópicas 

Rifas e estruturas conidiais apresent�m-se transparentes; 

células hifais sao bem menores em comprimento ou seja sept!!;_ 

ção e bastante próximas; hifa bastante tortuosa e apresenta 

estruturas globosas inter�aladas com células normais; rami

ficações bastante próximas originando-se das células norma.is 

ou globosas; estrutura conidial apresenta pedúnculo, vesícu 

la, esterígm.as pri.mãrios e secundários; pedúnculo origina

-se de células normais ou globosas e não se nota célula po 

dal típica; hâ poucas estruturas conidiais e poucos 

dios; conidiÕforos curtos. 

con1.-

Hifas e estruturas conidiais apresentam-se transparentes; cê 

lulas hifais de comprimento e morfologia normal; hifas com 

células normais e tortuosas; ramificação frequente; estrutu 

ra conidial apresenta pedúnculo, vesícula, esterÍgmas pri-

mârios e secundários; esterÍgmas primários mais longos 

o normal; alguns conidiÕforos originam-se de célula

que 

podal 

típica, outros não; hâ muitas estruturas conidiais e quanti 

dade reduz i da de conÍdios; conidiÕforos curtos e alguns 

septados. 

Rifas e estruturas conidiais apresentam-se transparentes; cê 

lulas hifais um pouco mais.finas que a normal,porêm de morfo 

logia normal; ramificação espassada; estrutura conidial a

presenta pedúnculo, vesícula, esterígmas primários e secun

dários; conidiÔforos com célula podal típica; existe quanti 

dade normal de estruturas conidiais e quantidade media de 
conidios; conidiÕforos ligeiramente mais curtos. 

Contínua 
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Tabela 13 - Continuação. 

Variante 

5 

6 

7 

Caracteri'.sticas.microscÓpicas 

Estruturas conidiais apresentam-se transparentes, porém as 

hifas tem tonalidade um pouco mais escura (marrom claro);cê 

lulas hifais são bem menores em comprimento ou seja septação 

bem mais próximas porem morfologia normal; ramificação es

parsa; raramente estruturas globosas aparecem intercalando 

células hifais; estrutura conidial apresenta pedúnculo, ve

sícula, esterígmas primários e secundários; célula podal pr_! 

sente;conidiÕforo septadq; quantidade normal de estruturas co 

nidiais e reduzida de conÍdios; conidioforos mais longos. 

Rifas e estruturas conidiais apresentam-se transparentes; 

comprimento das células hifais ê bem menor que o normal; a

presenta celulas redondas intercaladas as normais; ramifi

cação esparsa; estrutura conidial apresenta pedúnculo, vesi 

cula, esterÍgmas primários e secundârios; conidioforos ori

gina-se de células n,ormais e ê septado; quantidade reduzida 

de estruturas conidiais e conÍdios; conidiÕforos curtos. 

Rifas sao transparentes ·enquanto que estruturas conidiais 

são mais escuros (marrom); comprimento das células hifais 

e bem menor que o normal, são em sua maioria de aparencia 

normal havendo algumas redondas ou sinuosas; ramificação in 

tensa; estrutura conidial apresenta pedúnculo, vesícula, es 

terígmas prima.rios e secundários; conidiÕforos septados ou 

não; quantidade média de estruturas conidiais e reduzida e 

conÍdios. 
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Tabela 14 - Características micro,scÕpicas dos variantes morfolÕgicos pr� 

venientes da linhagem MSE. 

Variante 

I 

II 

III 

Caracteristicas microscópicas 

Hif·as e estruturas conidiais apresentam coloração vermelha 

clara; ccellula:s hif.ais s,ão bem' menores em comprimento ou se

ja septações bem próximas; hifas tortuosas com estruturas 

globos'as intercaladas com células normais; ramificação fre

quente; estrutura conidial apresenta pedúnculo, vesicula, 

estetígmas primários e secundários, porem alguns apresen

tam sô pedúnculo ou pedúnculo e vesícula; conidiÕforos sep-
4 • tados ou não; há poucas estruturas conidiais e 

conídios; conidiÕforos curtos. 

rar1ss1mos 

Rifas e estruturas conidiais transparentes; comprimento de 

células .hifais ê menor que o normal, sendo a morfologia de 

algumas,normal e de outra, sinuosas ou redondas; ramifica

çao esparsa; estrutura conidial apresenta pedúnculo, vesic� 

la� esterígmas primários e secundários; quantidade media de 

estruturas coriidiais e reduzida de conidios; conidiofor os 

curtos. 

Hifas .e estruturas conidiais transparentes; células hifais 

com comprimento e morfologia normal; ramificação normal; e_! 

trutura conidial com pedúnculo, vesícula, esterigmas primá 

rios e secundários; quantidade media de estruturas 

diais e reduzida de conÍdios. 

coni-

Continua 
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Tabela 14 - Continuaçãc 

Variante 

IV 

V 

Caracteristicas microscópicas 

Hifas transparentes e estruturas �onidiais mais escuras; 

células hifais com comprimento e morfologia normais; ramifi 

caçÕes normal; estrutura conidial apresenta pedúnculo, ve

sícula, esterigmas primários e secundários; conidiÕforo ori 

gina-se de célula podal típica; quantidade média de estrutu 

ras �onidiais e reduzida de conÍdios. 

Hifas transparentes e estruturas conidiais mais escuras; cê 

lulas hifais com morfologia e comprimento normais; ramifi

caçao hifal normal; estrutura conidial apresenta pedúnculo, 

vesícula. esterígmas primários e secundários; quantidade mi 

dia �e �struturas conidiais e reduzida de conÍdios; conidi� 

foros mais longos que o normal. 
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Figura 21 - Microscopia da linhagem b.lA 1 ; me;thG1 (aumento 320 vezes). 

1 
1 
1 
1 

l 
1 

1 
1 

Figura 22 - Microscopia do variante morfolôgico 1 (aumento 320 vezes). 



.67. 

r-
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Figura 23 Microscopia do variante morfológico 2 (aumento 320 vezes). 

Figura 24 - Microscopia do variante morfolÕgico 3 (aumento 320 vezes). 
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Figura 25 - Microscopia do variante morfolÕgico 4 (aumento 320 vezes) • 

Figura 26 , Micros opia do variante morfológico 5 (aumento 320 vezes). 
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Figura 27 - Microscopia do variante morfolÕgico 6 (aumento 320 vezes). 

Figura 28 - Microscopia do variante morfol6gico 7 (aumento 320 vezes). 
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Figura 29 - Microscopia da linhagem MSE (aumento 320 vezes}, 

Figura 30 - Microscopia do variante morfolÕgico I (aumento 320 vezes), 
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Figura 31 - Microscopia do variante morfolÕgico ll (aumento 320 vezes). 

i 

i 

1 
L __ _ 

Figura 32 - Microscopia do variante morfolÕgico III (aumento 320 vezes). 
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Figura 33 - Microscopia do variante morfo lÕgi co IV (aumento 320 vezes) • 

Figura 34 - Microscopia do variante morfolÕgico V (aumento 800 vezes). 



4.5.2. Anãlise métrica da estrutura coni�ial 

A Tàbela 15 mostra as medidas do comprimento do pedúnculo, 

da vesícula e do conidiÕforo; largura do pedúnculo e da vesícula da linha 

gem b..i.A.1 ; me:thG1 e derivados morfológicos originados dessa linhagemº Medi 

das do comprimento do pedúnculo, da vesícula e do conidiÕforoi largura do 

ped�culo e da vesícula da linhagem MSE e �efivados morfolÕgi�os originã

rios desta são apresentados na Tabela 16. Analise da variância para med,i 

das do comprimento do pedúnculo, vesícula e conidiÕforo e largura do pe-

dÚnculo e vesícula das linhagens originais e variantes morfolÕgicos 

apresent�dos respectiv{llllente nas Tabelas l7 l> 18 i> 19 1) 20 e 21. 

sao

Tabela 15 - Valores me(!lios (de 20 medições) de comprimento do pedúnculo, 

da vesícula e do conidiÕforo; largura de pedúnculo e da vesí-

cula da linhagem b-i..A.1 ; me.thG1 e seus variantes morfflÕgicos.

Variantes Comprimento (µ)* Largura (µ)*

p V e p V 

1 48 1)09 8,90 56 1) 90 4 1) 31 7 ll78 

2 36l) 93 6 l>92 44,16 3 ll66 6 1109 

3 3l l) l4 6,93 37,87 3 1)70 6 1) 42

4 49 l)40 8,53 57 ll 94 3 ll75 8, 71 

5 85,40 10,22 95 1) 6, 4 1)17 10 1103 

6 25 l)87 6,;47 32 l) 34 3 \)00 5 ll 39 

7 70,59 10 1168 81 1) 28 4 ll 31 9,14 

b.i.A.1; tneth �l 67 11 47 8,90 76,40 3,98 8,67 

DMS TUKEY 20,6231 2 1)7280 22 ll5891 0\) 8384 1,5951 

(5%) DUNNETT 16 ll8260 2,2257 18 ll 4299 O ll6840 1 1) 3012

*P = pedúnculo; V= vesícula; C = conidiÕforo.
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Tabela 16 - Valores médios (de 20 medições) do comprimento do ped�nculo, 
é, 

da vesícula e do conidiÕforo; largura do pedúnculo e d-a vest-

cula da linhagem MSE e seus variantes morfolÕgicos, 

Variante 

I 

II 

III 

IV 

V 

MSE 

DMS TUKEY 

(5%) DUNNETT

Comprimento 

V 

14,43 6,18 

48,09 8,90 

76,50 7,97 

79,34 10,03 

94,06 12,37 

73,78 9,57 

20,6231 2,7280 

16,0690 2,1255 

(µ)* 

e 

20,62 

57,00 

84,18 

90,75 

103,59 

83,25 

22,5891 

17,6005 

*P = pedúnculo; V =  vesícula; C = conidiÔforo.

Largura 

p 

1,87 

4,31 

4,50 

3,94 

4,12 

3,75 

0,8384 

0,6532 

(µ) *

3,75 

8,90 

8,49 

9,00 

10,26 

9,75 

1,5951 

1,2426 
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Tabela 17 - Analise da variância para medidas do comprimento do pedúnculo 

da estrutura conidial. 

Fonte de variação GL SQ QM 

Entre tratamentos 13 154073,1516 11851,78.08 

Entre variantes Gf 6 55783,8886 9297,3147 

Entre variantes G2 4 79871,9425 19967,9856 

Original G1 vs original G2 1 397, 7194 397, 7194 

Entre grupos 2 18019,6011 9009,8005 

Resíduos 266 104150,9237 391,5448 

Total 279 258224,0753 

CV "" 34,58% 

** = significativo ao nível de 1% de probabilidade. 

n.s.= não significativo ao nível de 5% de probabilidade.

F 

30,27** 

23,74** 

50,99** 

1,02 n.s. 

23,01** 
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Tabela 18 - Análise da variância para medidas do comprimento da vesícula 

da estrutura conidial. 

Fonte de variação GL SQ QM 

Entre tratamentos 13 810,1381 62,3183 

Entre variantes G1 6 337,3731 56,2288 

Entre variantes G2 4 427,8122 106,9530 

Original G1 vs original G2 1 4,4756 4,4756 

Entre grupos 2 40,4772 20,2386 

Resíduo 266 1822,3548 6,8509 

Total 279 2632 ,4929 

CV = 29,88% 

** = significativo ao nível de 1% de probabilidade. 

n.s.= não significativo ao nível de 5% de probabilidade.

F 

9,10** 

8,21** 

15,61** 

0,65 n.s. 

2,95** 
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fâbéla 19 - Anâlise da variância para medidas do comprimento do cOQicliÕfo 
-

roda estrutura co'Il:idial. 

Font-e de '7a.riação GL SQ QM 

Entre tratamenj::o 13 171233, 7253 13171,8250 

Entre. var-iantes Gt 6 64273 118081 10712,3013 

Entre variantes G2 4 87193,3860 21798,3465 

Originãl G 1 -· vs· original G2 1 468,3349 468,3349 

Eritré grupos 2 19298,1963 9649,0981 

4· � 

Res_iduti· 266 124952�6107 4_69, 7466 

'i'otãl. 279 296186,3360 

** = sigµifi�ativo ao nivel de 1% de probabilidade. 

n.S. "" não significativo ao nível de 5% de probabilidade.

., 

28,04"* 

22,80** 

46,40*" 

1,()0 ..... 

20,541r* 
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t�bela 20 - Análise da variância para medidas da largura do pedúnculo da 

estrutura conidial, 

Fonte de variação . GL SQ QM 

ttntre tratamentos 13 119, 3119 9, 1778 

Entre variantes G1 6 26,4435 4,4072 

Entre variantes G2 4 91,6615 22,9153 

Original G1 vs original G2 1 0,5452 0,5452 

Entre grupos 2 0,6617 0,3308 

Resíduo 266 172,1408 0,6475 

Total 279 291,4527 

CV= 21,11% 

** = significativo ao nível de 1% de probabilidade. 

n.s.= não significativo ao nível de 5% de probabilidade,

F 

14,18** 

6,81** 

35,41** 

0,84 n.s.

0,51 Il, S, 
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Tabela 21 - Análise da variância para medidas da largura da vesícula da 

estrutura conidial. 

Fonte de variação GL SQ QM F 

Entre tratamentos 13 953,1927 73,3225 31,30** 

Entre variantes G1 6 361,6559 60,2759 25,73** 

Entre variantes G2 4 504,0381 126,0095 53,80** 

Original G1 vs original G2 1 11,6101 11, 6101 4,96** 

Entre grupos 2 75,8886 37,9443 16,20** 

Resíduo 266 623,0926 2,3424 

Total 279 1576,2853 

CV "' 19,06% 

** = significativo ao nível de 1% de probabilidade. 
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4.6. Anãlise genética 

4.6.l. Anãlise genética dos mutantes morfolõgicos obtidos por tr! 

tamento com UV (linhagem blA 1 ; me.thG 1 ) 

Para efeito de ilustração, apresentamos a analise genética 

mitÕtica e meiôtica de um dos variantes morfológicos; as analises genét!, 

cas dos demais são apresentadas no apêndice (Tabelas A1 a Ais), 

As Tabelas 22 e 23 apresentam respec1tivamente analise mitõ 

tica e meiÕtica do variante 5, 

O número de segregantes meiÕticos de todos os cruzamentos 

realizados envolvendo os variantes morfológicos provenientes da linhagem 

b-lA.1; me.thG 1, ê mostrado na Tabela 24. Foi realizada análise estatística 

para a verificação do nível de significância de cada resultado. Devido ao 

fato do variante morfológico 5 ter apresentado valor de X2 muito elevado 

para proporçao 1:1, efetuou-se a análise para proporção 2:1, sendo a mes

ma mostrada na Tabela 25. A Tabela 26 apresenta os grupos e valores de 

ligação dos variantes morfológicos 1 a 7 provenientes da linhagem 



Tabela 22 - Análise mitõtica do variante morfolÕgico 5. 

Grupos de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

*Não foi possível

Os determinantes
pos de ligação V

HaplÕides variante 5 li MSE 

S e t o r e s 
Marcadores 

normais morfolÕgicos 

bi
+

bi 

+ 

w 

w 

gal 
+

gal 

+ 

pyro 

pyro 

fac 
+

fac 

+ 

s 

s 

. + 

nic 

nic 

. + 

ribo 

ribo 

distinguir a _coloração 

43 25 

20 25 

36 

27 

10 5 

53 45 

27 47 

36 3 

2 50 

61 o 

4 10 

59 40 

1 50 

62 o 

40 46 

23 4 

dos conidios. 

genéticos da morfologia alterada localizam-se 
e VII. 

nos 

.81. 

gru-
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Tabela 23 - Anâlise meiôtica do variante morfolÕgico 5. 

Variante 5 x MSE 

Grupos de Marcadores e o 1 o n i a s Valor de 
ligação recombinação 

normais morfologicos 

fac + 27 48 
V fac 67 20 29,01% 

nic 
+

27 47 
VII nic 67 21 29,62% 

Tabela 24 - Segregação meiôtica de cruzamentos envolvendo variantes morfo 

lÕgicos X linhagens MSE ou MSF. 

Cruzamentos · - Segregantes · Proporção Total 
normais morfolÕgicos esperada 

Variante 1 X MSE 577 514 1091 1:1 

Variante 2 X MSE 709 701 1410 1:1 

Variante 3 X MSE 310 237 547 1:1 

Variante 4 X MSE 557 529 1086 1:1 

Variante 4 X MSF 808 883 1691 1:1 

Variante 5 X MSE 851 468 1319 1:1 

Variante 6 X MSE 558 497 1055 1:1 

Variante 7 X MSE 492 538 1030 1:1 

** = significativo ao nível de 1% de probabilidade. 

n.s.= não significativo ao nível de 5% de probabilid'ade,

x2 

3,6379 n. s. 

0,0452 n.s. 

9,7422** 

O, 7218 n. s. 

3,3267 n. s. 

111,2122** 

3,5270 n. s. 

2,0544 n. s. 
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Tabela 25 - Segregação meiótica do cruzamento envolvendo variante morfolÕ 

gico 5 X linhagem MSE. 

Cruzamento 
Segregantes 

normais morfológicos 

Variante 5 X MSE 851 468 

Total 

1319 

Proporção 
esperada 

2:1 

x2 

2�7397 n.s. 

Tabela 26 - Grupos e valores de ligação dos variantes morfológicos prove

nientes da linhagem b.lA. 1 ; me,thG 1 , 

Mutantes 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

Grupos 
de ligação 

I 

I 

II 

VI 

V 

VII 

I 

VII 

Marcadores 

bi 

bi 

w 

s 

fac 

nic 

bi 

nic 

Valores de 
ligação 

5�03% 

27 1 50% 

67�09% 

24 1 28% 

29�01% 

29�62% 

37�27% 

23�26% 
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4.6.2. Anãlise genêtica dos derivados morfolÕgicos obtidos por 

tratamento com 8-MOP e UVL. (Linhagem MSE) 

Para efeito de ilustração apresentamos a análise genética 

mitótica e meiôtica de um dos derivados morfolÕgicos; as análises genêti 

cas dos demais estão apresentadas no apêndice (Tabelas A1� a A21), 

As Tabelas 27 e 28 apresentam respectivamente análise mitÕ 

tica e meiôtica do variante morfológico II. 

O número de segregantes meiôticos de todos os cruzamentos 

realizados envolvendo os variantes morfolÕgicos provenientes da linhagem 

MSE são mostrados na Tabela 29. Foi realizada análise estatística para a 

verificação do nível de significância de cada resultado. Devido ao fato 

dos variantes morfolÕgicos I e V terem apresentado valor de X2 muito ele

vado para proporção 1:1
1 efetuou-se a análise para proporção 3:1� sendo a 

mesma mostrada na Tabela 30. A Tabela 31 apresenta os grupos e valores 

de ligação dos variantes morfolÕgicos Ia V provenientes da linhagem MSE. 



Tabela 27 - Anâlise mitÕtica do variante morfolÕgico II. 

HaplÕides variante II // plt0A1 ; pa.ba.A6 ; YA1

Grupos de ligação Marcadores Setores normais 

+ + 
23 pro paba 

I 
pro paba 29 

+ 
39 w 

II 
w 13 

gal 
+ 

42 
III 

gal 10 

+ 
52 pyro 

IV 
pyro o 

fac 
+

50 
V 

fac 2 

+ 
46 s 

VI 
s 6 

nic 
+ 

37 
VII 

nic 15 

.b 
+ 

ri o 51 
VIII 

ribo 1 

O determinante genético da morfolo�ia alterada localiza-se no grupo de 

ligação IV. 



.86. 

Tabela 28 - Análise meiótica do variante morfológico II. 

Variante II X p'1.0A1 ; pa.ba.As; YA1 

e o 1 o n i a s Grupo de 
ligação Marcador Valor de recombinação 

+ 
pyro 

normais morfolÕgicos 

IV 
56 

15 

o 

15 
17»44% 

pyro 

Tabela 29 - Segregação meiÕtica de cruzamentos envolvendo variantes mor

fológicos X linhagem p'1.0A1; pa.baAs; YA1. 

Segregantes 

Cruzamentos Proporção 

normais morfolÕ Total esperada 
gicos 

Var. IX p'1.0A1;pa.ba.As;YA1 349 136 485 1:1 

Var. lI X p'1.0A1;pa.ba.As;YA1 493 468 961 1:1 

Var.III X p'1.0A1;pa.ba.A6;YA1 612 434 1046 1:1 

Var. IV X p'1.0A1 ; paba.AE;; IJA1 802 468 1270 1:1 

Var. V X pJz.oA1;paba.A6;YA1 1324 472 1796 1:1 

** = Significativo ao nível de 1% de probabilidade. 

n.s. = não sign�ficativo ao nível de 5% de probabilidade. 

x2 

93,5442** 

O ,6502 n. s. 

30,2906** 

87,8392** 

404,1780** 
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Tabela 30 - Segregação meiôtica de cruzamentos envolvendo variante morfo

lógico I e V X linhagem )OltOA1; pabaAs; YA1. 

Segregantes 

Cruzamentos Total Proporção 
x2 

normais morfolÕ esperada 
gicos 

Var. IX pnoA1;pabaAs;YA1 349 136 485 3:1 2 1>3924 n.s. 

Var. V X pnoA1;paba.As;YA1 1324 472 1796 3:1 1,5708 n .s. 

n.s. = não significativo ao nível de 5% de probabilidade. 

Tabela 31 - Grupos e valores de ligação dos variantes morfológicos prove-

nientes da linhagem MSE. 

Mutantes Grupos de Marcadores Valores de 
ligação ligação 

I pro paba 0,0% 
I IV 2,50% pyro 

II IV pyro 17 ,44% 

III V fac 34,14% 

IV II w 24,83% 

III gal 32,08% 
V 

VIII ribo 42,53% 



4.7. Efeito do 8-MOP e UVL na produção de translocações 
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Como nosso intuito era verificar se tratamento com 8-MOP e 

UVL causava translocação, apenas efetuamos a análise mitÕtica de 20 di

plÕides da linhagem bi..A.1//MSE. A Tabela 32 mostra a análise genética de 

um dos diplÕides, sendo que os outros 19 seguem o mesmo padrão, 

translocações não foram detectadas. 

isto e,



Tabela 32 - Anâlise mitótica do D1 // MSE. 

HaplÕides Di// MSE 

Setor 
HaplÕi

de 

Requisitos nutricionais 

Cor MC MM MM +T +gal

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 

w 

w 

w 

w 

w 

w 

w 

w 

w 

w 

w 

y 

y 

y 

y 

y 

y 

y 

y 

y 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

Legenda para Tabela 32: 

+ = Crescimento. 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

= Ausência de crescimento. 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 

y = Colonia com fenótipo amarelo. 
w = Colonia com fenótipo branco. 
MC = Meio completo. 
MM= Meio mínimo. 

-piro +fac

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 

+ 

-s

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

-nic

+ 

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 

-ribo

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

.89. 

MM +T = Meio mÍnimo + todos os requisitos nutrimentais envolvidos no cru
zamento. 

+gal = Meio mínimo de galactose + todos os requisitos nutrimentais envol
vidos no cruzamento. 

-piro = MM +T, menos piridoxina.
+fac = Meio de acetato de amônia + todos os requisitos nutrimentais en-

volvidos no cruzamento. 
-s = MM+ T, menos tiossulfato de sódio. 
-nic = MM+ T, menos nicotinamida. 
-ribo = MM +T, menos riboflavina.



5. DISCUSSÃO

5 .1. Obtenção e características dos mutantes morfol Õgicos

Tanto a luz ultra-violeta como também o 8-MOP é ultra-vio

leta longa mostraram ser agentes mutagênicos bastante eficientes na prod.!!_ 

ção de mutantes morfológicos. 

Tratamento de coníd.ios da linhagem b,i..A,1; me.thG1 com luz U:V 

e da linhagem :MSE com 8-MOP e UVL produziu colonias com morfologia, colo

ração, taxa de crescimento e ou conidiação alterada, sendo essas mudan� 

ças mais drâsticas ou menos drásticas conforme o mutante obtido (Tabelas 

5 e 6; Figuras 5 a 18). A taxa de crescimento das colonias (Tabelas 7 e 

8; Figuras 19 e 20) variou consideravelmente e quase todos os mutantes a

presentaram menor taxa de crescimento quando comparados com a da linha

gem original. Essa diferença foi observada especialmente até o 69 dia de 

crescimento. A partir do 69 dia alguns mutantes tiveram taxa de cresci

mento semelh;mte ao da linhagem original pois apôs esse período de tempo 

as linhagens normais atingir� os bordos da placa e praticamente parali=

zaram seu crescimento enquanto que os mutantes morfológicos continuaram a 
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crescer até atingir os bordos da placa. 

A anãlise da variância (Tabela 9) foi efetuada para diâme

tro da colonia com 6 dias de crescimento. Tal análise não mostrou efeito 

significativo apenas para comparaçao entre as duas colonias originais,evi 

denciando que, para essa característica, elas são iguais. Tratamentos com 

luz UV ou 8-MOP e UVL produziram mutantes com crescimento menor e 

lhante aos originais. 

seme-

A �âlise da variância para densidade de conidiação (Tabe

la 12) da mesma forma foi não significativa para comparação entre as duas 

colonias originais. Todos os variantes apresentaram menor conidiação que 

as originais (Tabelas 10 e 11). Comparando-se o diâmetro da colonia com 

a conidiação notou-se a nao dependência dos dois caracteres, ou seja,cre_! 

cimento micelial e produção de conídios. Assim, variantes com elevada ta 

xa de crescimento (variantes 6 e I) apresentara.pi baixíssima taxa de coni 

diação. Observação macroscópica desses variantes sugeriram que os mes

mos seriam do tipo micelial devido a reduzida conidiação; no entanto, a 

produção de conídios foi confirmada por análise microscópica. Variantes 

compactos (1 e 2) apresentaram taxa de conidiação baixa enquanto que os 

demais apresentaram densidade de conidiação variada. Tais observações con 

cordam com a hipótese de que o crescimento micelial e a produção de coní

dios são mutualmente independentes. Pela análise da variância (Tab�la 12) 

também não se detectou diferenças estatisticamente significativas para 

comparaçao de colonias dentro do tratamento indicando não haver heteroge

neidade na produção de conídios, em colonias do mesmo variante. A maio

ria dos variantes obtidos foram oligosporogênicos porem não se obtev e 
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variantes asporogênicos. Tal fato era ·esperado pois, de acordo com MAR-

TINELLI (1972), a indução de mutantes asporogênicos oco�re, com 

eia muito baixa. 

frequên-

A presença de alterações na coloração, taxa de crescimento 

e/ou densidade de conidiação num mesmo variante poderia ser devido a uma 

mutação com efeitos pleiotrÕpicos. MARTINELLI e CLUTTERBUCK (1971) obse!. 

varam que em 85% dos mutantes para conidiação por eles obtidos também ou

tras características foram alteradas. Parece, portanto, não haver rela

ção entre as características estudadas em um mesmo mutante; porém em dife 

rentes graus hã uma associação causada talvez por pleiotropia. 

Em adição às mudanças macroscópicas ocorridas nos varian

tes morfolÓg\cos, alterações microscópicas foram observadas com relação 

ã coloração, tamanho e/ou formato das hifas e estruturas conidiais.(Tabe-

las 13 e 14; Figuras 22 a 34). O aspecto das hifas na quase totalidade 

dos casos foi transparente, porém os isolados 5 e I apresentaram hif as 

com pigmentação marrom claro e vermelha, respectivamente. Os conidiÕfo

ros nos variantes 7, I, IV, V também apresentaram pigmentação escura, o 

~ 

que nao ocorreu nos outros variantes (Tabelas 13 e 14). Talvez nos va-

riantes com conidiÕforos mais claro o problema esteja relacionado com de

posição de pigmentos ou espessamento da pare�e. Mutantes "ivofl.y"(CLUTTER-

BUCK, 1969c) e "ye..U.ow gfl.e.e.n" (CLU'l'.TERBUCK, 1972) apresentam conidiÔforos 

e esterígmas incolores e cinza escuro, respectivamente. Talvez um estudo 

comparativo desses mutantes e aqueles por nõs obtidos desse boa indicação 

do gene responsável ou enzima alterada, envolvidos. 
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O comprimento da célula hifal foi menor nos variantes l, 2, 

5, 6, 7, I, II (Figuras 22, 23, 26, 27, 28, 30, 31). Essa característica 

talvez se deva a uma frequente septação ou poderia decorrer do fato de que 

a septação ocorreria em período normal, porem devido al teraçÕes em �zi

mas que promovem o crescimento, essas células hif'ais crescem atê determi

nado estágio e depois estacionam por falta de deposição de nova parede P.!, 

ra elongação. 

No micélio das variantes 1, 2, 3, 5, 6, 7, I, II (Figuras 

22, 23, 24, 26, 27, 28, 30, 31) apareceram células hifais tortuosas e/ou 

arrendondadas intercaladas com células normais. Essa alteração na morfo

logia hifal poderia também ser resultante de metabolismo enzimático a1 te

rado e consequenteirente menor deposição de quitina na parede o que acarr� 

taria a não formação de parede rígida e sim com sinuosidades,atingindo o 

ponto mâximo de ausência de deposição nas células -globosas que adquirem 

esse formato devido pressão osmótica muito grande no interior da célula 

hifal. KATZ e R0SENBERGER (1970) também observaram um mutante (T
8) que 

devido a baixa quantidade de amino-açúcar na parede, produziu célula hi-

-

fal globosa e de tamanho irregular em meio com baixa concentraçao de esta 

bilizador osmótico. Outra suposição para estruturas arredondadas nas hi

fas dos variantes 1 e I seria considerá-las como células de HÜlle, porem 

para tal afirmativa novos estudos necessitariam ser desenvolvidos. 

A estrutura conidial em todos os variantes analisados foi 

constituída ·pelo pedúnculo, vesícula globosa, esterÍgmas primârios,secun

dários e conÍdios. No entanto, o variante I apresentou com certa frequên 
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eia estruturas conidiais constituídas apenas do pedúnculo ou pedúnculo e 

vesícula não formando estrutura subsequente. No variante 3 os esterígmas 

primários são mais longos e os isolados 3, 5, 6 e 7 (Figuras 24, 26, 27 e 

28) apresentam pedúnculos septado. Mutante "1.,:tu" ( CLUTTERBUCK,1969c) apre 

senta cabeça conidial atrofiada. MARTINELLI e CLUTTERBUCK (1971) dentre 

os mutantes estudados encontraram alguns com bloqueio na formação de vesí 

culà e/ou estruturas subsequentes, porém não podemos fazer comparações com 

o variante I pois este apresenta também estruturas conidiais normais en

tre as anômalas. Presença de conidiÕforos com pedun.culo septado nos iso

lados 3, 5, 6 e 7, talvez se deva ao fato do mecanismo de septaçao hifal 

nao ser bloqueado no aparelho conidial causando, consequentemente,a septa 

ção do pedúnculo. 

Algt.m.s variantes (1, 2, 6, I) apresentam quantidade reduzi 

da de estruturas conidiais. Comparando-se esses mutantes com os demais 

em relação ã taxa de conidiação observa-se que esta também é reduzida. No 

entanto o variante 3 apresenta elevada quantidade de estruturas conidiais 

e densidade de conidiação reduzida. Portanto, no caso do variante 3,a mu 

tação deve ter ocorrido em gene que gov:erna o desenvolvimento tardio da 

conidiogênese, ou seja, o bloqueio se manifesta no momento da conidiação. 

A anâlise métrica do pedúnculo, vesícula e conidiÕforo das 

linhagens originais e mutan.tes (Tabelas 15 · e 16) indicam a ocorrência de 

mutantes com valores inferiores, semelhantes e superiores aos originais. 

Anâlise da vari&ncia p�ra comprimento do pedúnculo da vesícula e do coni

dioforo (Tabelas 17, 18 e 19) não mostrou efeito significativo apenas pa

ra comparação entre as duas linhagens originais. Para largura do pedúncu 



º ';;115. 

lo os resultados foram não significativos para comparação entre as du� 

linhagens originais e entre grupos (Tabela 20). Análise da variânci� pa

ra medidas da largura da vesícula mostrou efeito significativo para todas 

as comparações (Tabela 21). Pelos testes de TUKEY e DUNNETT (Tabelas 15 

e 16) observaram-se mutantes que diferiram significativamente dos origi"."

nais e também entre si. Os coeficientes de variação foram bastante altos 

o que significa que dentro de cada tratamento há grande diversidade de va

leres, ou seja, valores altos e baixos para cada linhagem ou mutante. Além 

de apresentarem valores extremos hã uma gama variãv�l de valores in.te·rme

diârios o que nos leva a sugerir que esses caracteres devam ser governa

dos por poligenes ou que sejam influenciados por genes modificadores e al 

tamente influenciados pelo ambiente interno da colonia. 

Apesar das mutaçoes terem causado diferenças no comprimento 

e largura do conidióforo, deve ser salientado que o diâmetro dos conídios 

foi semelhante para todos os mutantes morfológicos e linhagens originais. 

5.2. Anâlise genética 

A análise genética realizada tanto através do ciclo sexual 

(análise meiõtica) como através do ciclo parasexual (analise mitótica) r� 

velou que na maioria dos casos um único gene é o responsável pela altera

çao na morfologia, uma vez que tanto a analise mitõtica indicou que ape

nas um grupo de ligação estava envolvido, como também a analise meiÕtica 

apresentou uma segregação de 1 normal:l morfolÕgico. Em vários casos de

tectou-se ligação entre o gene responsável pela morfologia alterada com 
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outro gene localizado no mesmo grupo de ligação envolvido. Em outros ca

sos, no entanto, eventos mais complexos do que uma simples mutação gênica 

deve� ter ocorrido. Assim, em primeiro lugar serão apresentados os casos 
"·· 

onde um único gene explica a alteração m.orfolÕgica obtida sendo ·em segui-

da, analisados os casos mais complexos. 

5.2.1. Alterações morfolõgicas causadas por um único gene mutante 

Nessa classe se enquadram os variantes 1, Z, 3, 4, 6 e 7 

derivados da linhagem b,Í..A1; met:hG 1 tratada com luz ultra-violeta e os II,

III e IV derivados da linhagem MSE tratada com 8=MOP e UVL. Assim,no ca

so do variante 1, a analise mitôtica revelou que todos setores haplÕides 

normais derivados do diplÕide entre esse variante e a linhagem MSE eram 

independentes de biotina enquanto que o único setor haploide morfológico 

era deficiente para biatina e os outros grupos de ligação segregando inde 

pendent-emente do caráter morfológico (Tabelas A1). Desta maneira o gene 

responsável pelo caráter morfolÕgico designado de mo'1.
1 

localiza-se �o gru

po de ligação 1
9 o que foi confirmado pela ·análise meiôtica (Tabelà. A2) 

.� 

que indicou estar o gene moJt.1 ligado ao gene biA1 (5, 03 unidades cl� r�'.�o� 

binação). A proporção de 1 normal�l morfológico (Tabela 24) era: então de

se esperar. Seguindo-se raciocínio semelhante, o gene responsável pela 

morfologia altera,da no variante 7 (moJt.1) pode ser localizado no grupo de 

ligação VII a 23, 26 unidades do gene vu,e B 8 (Tabela A12 e A13) e no va

riante 2 (mo'1.2 ) pode ser localizado no grupo de ligação 1 a 27,50.unidade 

do gene b.i..A.1. No variante 6 os dados de análise mitôtica não foram con-
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clusivos embora dessem indicação do gene mutante estar no grupo de liga

ção I (Tabela Aio) pois de 54 setores haplÕides normais analisados apenas 

7 eram deficientes para biatina. No entanto, a análise meiótica (Tabela 

A11) revelou ligação desse gene (monsl com o gene bJ.A 1 (37,27 unidades) 

e a segregação foi de 1 normal para 1 morfológico (Tabela 24). 

No variante 3 (Tabela As) os dados da anâlise mitÕtica ap� 

sentaram indicação de ligação entre o determinante para morfologia alter� 

da e o grupo de ligação II. De fato, a análise meiótica revelou segrega

ção de 1 normal:l morfolÕgico, mas ausência de ligação meiótica entre as 

marcas WA1 e mon3. (Tabela As). No variante 4 (Tabelas A; e As) houve uma 

segregação mitôtica completamente anômala tanto no diplÕide construído e� 

tre esse variante com a linhagem MSE como com a linhagem MSE. Na realida 

de houve alta frequência de tipos patentais o que poderia indicar um alto 

nível de translocaçÕes ou mais provavelmente uma afinidade por certos cro 

mossamos não homólogos na segregação. Se esse foi o caso o gene mon4 se

ria o responsável por essa segregaçao mitõtica anômala. Futuros estudos 

com esse mutante poderão dar indicações mais precisas do fenômeno. No en

tanto, a anâlise meiõtica revelou ligação entre mon4 e �B3 (Tabela Ag) de 

24 , 28 unidades. A segregação meiôtica de 1 normal:l morfolÕgico (Tabela 

24) indicou também que um único gene está envolvido na alteração morfolÕ

gica alterada e indica inclusive que se o gene mon4 altera a segregação mi 

tôtica o mesmo não se verifica na meiose. 

Nos variantes II, III, e IV todos derivados da linhagemMSE, 

uma segregação meiôtica de 1 normal:l morfológico foi também observada(Ta 

bela 29), embora em dois casos a diferença em favor dos normais fosse 
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diferença 

de viabilidade entre os 2 tipos de colonias, as normais devendo ser mais 

viáveis no caso. Aliás, resultados semelhantes jã foram obtidos por AZE-

VEDO e ROPER (1970) e AZEVEDO (1971) analisando mutantes com morfologia 

alterada. No variante II, a análise mitôtica revelou que todos setores 

+ 

haplÕides pyJz.o eram normais não se obtendo setores haplÕides morfológi-

cos. Embora também fosse constatada baixa frequência de setores óae e 

!Úbo, a análise meiôtica revelou claramente ligação entre o gene para mor 

fologia alterada (maJz.II} e o gene pyJz.oAi+, ambos no grupo de ligação IV, 

distanciados de 17,44 t.midades (Tabelas 27 e 28). 

O variante III apresentou por analise mitÕtica evidências 

de um gene mutante para morfologia ligado apenas com o grupo de ligação V, 

(Tabela A15); de 47 setores haplÕides normais analisados apenas 4 foram 

incapazes de crescer em acetato como Ünica fonte de carbono. De fato a 

análise meiõtica (Tabela A17) revelou ligação entre o morfolÕgico(moJz. III) 

e o gene óacAaoa),ambos no grupo de ligação V (34, 14 unidades) . O va

riante IV analisado através de seus segregantes haplÕides derivados de um 

diplÕide entre ele e a linhagem pJz.oA1; pabaAs; yA1 (Tabela A1 e) mostrou 

que, embora em alguns grupos de ligação poucos segregantes nao parentais 

tivessem sido obtidos, evidências de ligação sÕ ocorreu com o grupo de li 

gação II, onde todos morfológicos foram brancos e 39 dos 41 normais anali 

sados foram coloridos. De fato a analise meiõtica (Tabela A19) revelou 

\igação entre o gene para morfologia alterada (moJz. IV) e o gene WA.3 (24, 

83 unidades) ambos no grupo de ligação II. 
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5.2.2. Alterações morfolÕgicas ·mais complexas 

Esse foi o caso do variante 5 derivado da linhagem b,i,A,1;

me:thG1 e dos variantes I e V provenientes da linhagem MSE. 

O variante 5, apresentou segregação meiÕtica que difere da 
1 

-

segregaçao de 1:1 mas pode ser explicada com base em um evento simples.  

Neste caso, a segregação meiÕtica foi de 2 normais:l morfolÕgico(Tabela 25). 

A análise mitõtica revelou 2 grupos de ligação envolvidos,ou seja,os gr� 

pos de ligação V e VII (Tabela 22) e de fato ligação meiÕtica foi encontra 

da tanto para óaeA303 no grupo de ligação V(29,0l unidades) como para n.leB2 

no grupo de ligação VII (29,62 unidades), como se verifica pelos dados da 

Tabela 23. Neste caso pode-se supor que uma translocação nao reciproca 

seja a causa do fenótipo alterado, envolvendo os grupos de ligação V e 

VII. Em cruzamentos com linhagem normal resultariam 2 parentais, 1 nor

mal e um morfológico e de 2 recombinantes 1 seria letal (deleção) e ou-. 

tro duplicado, mas de morfologia normal (Figura 33). Haveria assim, se

gregação de 2 normais:l morfológico e como sempre o fenótipo alterado es

taria ligado ã deleção cujo ponto de quebra seria o determinante mo�s, 

Poderia haver ligação entre o gene no grupo de ligação e a deleção e tam 

bem com o gene no outro grupo de ligação se ele estivesse próximo a re-

gião duplicada. Casos de deleção alterando morfologia já foram descri-

to por BALL (1967) e AZEVEDO (1971). 

Nos variantes I e V ambos provenientes da linhagem MSE tr_! 

tada por 8-MOP e UVL, a segregação meiÕtica foi de 3 normais:l morfológi

co (Tabela 30). No variante I, embora tenha ocorrido alta frequência de 
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riu e a análise meiÕtica confirmou (Tabela A15), ligação com os 
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suge

genes 

pltOA1 e. pa.ba.AG no grupo _de ligação I e com ptjJW Ai+ no grupo de liga

ção IV. Interessante no caso foi ausência de recombinantes entre o deter 

minante para morfologia alterada no grupo de ligação I e p!WA1 e p.a.ba.A6 o 

que sugere fortemente a existência de inversão cromossômica no caso. As

sim, deve existir uma inversão no grupo de ligação I que dã alteração na 

morfologia (mo�IA) e outro gene no grupo de ligação IV (moJtIB) ligado ao 

gene pyM A4 (2,50 unidades). Uma inversão com efeito semelhante jâ foi 

relatada em A. vú.dui.avU:, (AZEVEDO e ROPER, 1970). 

Finalmente o variante V analisado mitoticamente (Tabela 

A2 0) revelou que dois grupos de ligação (III e VIII) estavam envolvidos. 

De fato a anâlise meiótica (Tabela A21) confirmou a existência de 2 ge

nes mutantes para a morfologia alterada, o primeiro deles (mo�VA) ligado 

a galA.1 (32
5
08 unidades) e o segundo (mo�VB} ligado a JÚ.bo R2(42»53 unida 

des). 
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Figura 35 - Possível explicação para a morfologia alterada 

encontrada no variante 5 (A direção da translo 

cação é arbritâria). 
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5.2.3. A possível localização dos determinantes de roorfologia 

alterada 

Com base na discussão d os resultad os apresentada nos itens 

5.2.1. e 5.2.2. fica possível localizar os determinantes para morfologia 

alterada em um mapa genético. Essa localização ê evidentemente tentati

va e futuros cruzamentos tem que ser realizad os para confirmarem as hipó

teses sugeridas. A Figura 36 mostra a localização d os mutantes. 
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Figura 36 - Localização cios mutantes morfológicos analisados. O sinal ( ) 

indica inversão e o sinal ( indica translocação não recíproca. 
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5.3. Relação entre os mutantes obtidos e ·bloqueios no desenvolvimento 

Neste item, procuramos correlacionar as mutaçoes produzi

das por luz UV ou 8-MOP e UVL com alterações observadas nas hifas e estr� 

turas conidiais. Devemos salientar que a sequênci'a do desenvolvimento a

presentada na Figura 37 foi apenas uma tentativa para facilitar ao leitor 

a interpretação dos resultados. Outros modelos de tal sequência poderiam 

ser sugeridos. 

Os mutantes morfolÕgicos 1, 2, 3, 4, 6, 7 provenientes da 

linhagem b..i..A1; methG1 e II, III e IV derivados da linhagem MSE apesar de 

apresentarem alteração em apenas um loco gênico possuem alterações ao ní

vel de tipo, formato, coloração e/ou ramificação de hifas, como também al 

teraçoes nas estruturas conidiais. Diante desse fato sugerimos efeitos 

pleiotrÕpicos. Estudos realizados em NeUJ1.o-0po1ta. C.JlM-0a (MISHA,1977) taro 

bem dão evidências de mutações afetando conidiação e outras fases do ci

clo celular. 

Os variantes morfolÕgicos com duas alterações gênicas e/ou 

aberrações cromossômicas são de análise mais complexa, uma vez que, como 

salientado acima, uma única mutaçao jã apresentou efeito pleiotrÕpico. Ne� 

ses casos as duas mutações poderiam ser separadas em linhagens diferentes 

e analisadas para detectar-se qual o nível de atuação de cada mutação. O 

variante V, por exemplo, que apresenta 2 mutações gênicas, poderíamos su

gerir que uma das mutações alterou coloração das hifas e a outra produ

ção de conídios e coloração de colonia ou vice-versa. 
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Futuros estudos serão realizados nesse sentido uma vez que 

os mutantes analisados apresentam-se como excelente material para essa 

pesquisa. 

conidio� 

Comprimento e morfologia das células hifais 

célula hif al 
pequena 

�
1, 2, 5, 6, 7, I, II 

� 

célula hifal sinuo
sa e globosa 

Célula hifal normal 

5, 6, 7, I, II 

Coloração das hifas e estruturas conidiais 

;1;.?.ttt-:s,t-n::;tt�& � ·. 
hifa escura 

5,I 

--\\ 1----�----

hifa transparente 

1, 2 � 3, 4, 5, 6, II, III 

-----1 \i----

estrutura conidial transparente estrutura conidial escura 



esparsa 

frequente• 

Ramificação das hifas 

� 4, 5, 6, Il 

normal 

� 
� 1, 2, 3, 7, I 

Estruturas conidiais 

"--
11

1

� 

apenas conidiÓforo 3, 5, 6, 7, I 

-----------\\------· 

septado 

poucos conídios 

1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 
I, II, III, IV, V� 

' 

,� 
� 
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normal 



longo 

compacto 

5, V 

1, 2, 3, 4, 6, I, II 

---111------P 

pequeno 1, 2, 6, I 

muitas 

Tamanho da colonia 

reduzido 

3 

-íl+

quase normal 
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normal 

Figura 37 - Mutantes morfológicos e bloqueios no desenvolvimento. 
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5.4. 8-MOP e UVL causando aberrações 

Trabalhos realizados por vários autores mostraram maior so 

brevivência de linhagens diplÕides a agentes mutagênicos do que linhagens 

haplÕides (D'ARCE, 1972; MENEZES e col., 1973; ALMEIDA, 1976; PIZZIRANI,

1977). No presente trabalho tal fato foi confirmado com o uso de 8-MOP e 

UVL na linhagem diplÕide, b,i,A. 1 llMSE e linhagem haplÕide MSE, sendo a por

centagem de sobrevivência 1,48 e 0,07%, respectivamente (Tabelas 2 e 3). 

De acordo com CURTIS (1970), conÍdios com maior grau de 

pigmentação são mais resistentes a luz UV em A-0peJtgillUf.i c.aJtbo na.Jt,tU}.,. 

MENEZES e col. (1973) utilizando 8-MOP e UVL para tratamento da linhagem 

b,lA 1; me.thG 1 de A. n,ld.âla.M que apresenta conÍdios de coloração verde, 

obtiveram porcentagem de sobrevivência superior a nossa. Essa diferença 

faz juz à afirmação de CURTIS (1970), pois a linhagem por nôs utilizada 

apresenta con!dios brancos (MSE). 

A análise mitÕtica efetuada nos 20 diplÕides da linhagem 

b,i,A 1 li MSE submetida a ação de 8-MOP + UVL,não deu indicios da ocorrência de 

translocaçÕes cromossômicas,o que vem a corraborar com resultados obtidos 

em A. n,ldui.a.M por outros autores(ALDERSON e SCOTT,1970; SCOTT e �DERSON, 

1971; MENEZES e cal., 1973 e BIAGI e cal., 1975). No entanto análise gen� 

tica do mutante morfolÕgico I indicou a presença de inversão cromossômica. 

MUSAJO (1955) constatou que 5-MOP e psoraleinas são potentes mutagênicos 

e induzem aberr.açÕes cromossômicas em raiz de cebola e SASAKI e TONOMURA

(1973) detectou aben::açÕes cromatÍdicas em leucócitos normais e anêmicos 

com o uso de 8-MOP. Tais resultados  levam-n os a sugerir que a 
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dose utilizada de 8-MOP e. UVL para tratamento da linhagem MSE foi tnn pouco 

forte uma vez que a mesma ê haplÕide e possui conídios brancos, enquanto 

que na diplÕide biA i // MSE com conídios verdes, não detectou-se aberrações 

cromossômicas (translocações). 

A não especificidade de 8-MOP e UVL citada por ALDERSON e 

SCOTT, 1970 e SCOTT e ALDERSON, 1971, foi confirmada, uma vez que os de

terminantes de morfologia alterada localizaram-se em diferentes grupos de 

ligação. 

Tais características desses mutagênicos são ideais para a 

obtenção de linhagens de fungos utilizados em industria para maior produ

çãQ de produtos metabólicos. Devemos para tal salientar que a dose utili 

zada deve ser mais fraca afim de induzir-se apenas mutações de ponto. 
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6. RESUMO E CONCLUSOES

O presente trabalho foi conduzido com a finalidade de se 

obter e analisar variantes com morfologia alterada em MpVtg-Ui..w., n,ld.ui.o..n,6, 

através do uso de luz ultra-violeta ou 8-Metoxipsoraleina (8-MOP) e ultra 

violeta longa (UVL). Tais variantes foram analisados macroscÕpica,microE_ 

cÕpicá e geneticamente. Alem disso, procurou-se verificar se o mutagêni

co 8-MOP em associação com luz UVL causava alem de mutaçoes gênicas,aber

raçÕes cromossômicas. Dos resultados obtidos, as seguintes conclusões pu 

deram ser tiradas: 

a) A análise genética demonstrou que os variantes com mor

fologia alterada na maioria dos casos, tiveram altera

ções morfológicas como consequência de uma mutaçao gêni

ca; em outros, duas mutações gênicas ou aberrações cro

mossômicas estavam envolvidas. As mutações condicionando

morfologia alterada localizaram-se em todos os grupos de

ligação, mas um maior número de mutações ocorreu no gru

po de ligação I talvez devido ao seu maior tamanho.
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b) Não houve correlação entre talta de crescimento lit1;���- ;�.

de nsidade de conidiação nos variantes analisados e, to�

dos os variantes morfolÕgicos estudados, apresentaramt,!_

lta de crescimento linear e conidiação, reduzidas em com

paração com as respectivas linhagens originais.

c) Vários passos do desenvolvimento da hifa e e struturas co

nidiais foram alterados e algumas mutações mostrara m

efeitos pleiotrÕpicos.

d) Tratamento com 8-�0P e UVL nao causou translocações cro

mossômicas em diplÕides analisados, porêm detectou-se um

possível caso de inversão, apôs o tratamento de linha

gem haplÕide com 8-M0P e UVL.
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7. SUMMARY ANO CONCLUSIONS

The present research was carried out aiming the obtention 

of morphological variants induced by ultra-violet light and 8-methoxypso

ralen (8-MOP) plus near ultra-violet (NUV) in A-0pvigillw., Mdulanf.i, The 

obtained variants were macroscopically, microscopically and genetically 

analysed. Also, the possible induction of chromosomic aberrations 

caused by 8-MOP + NUV in diploid strains was studied. From the obtained 

results the following conclusions could be drawn: 

a) Genetic analysis have shown that the morphologycal

variants were generally due to mutations which behaved

as single genes; in few cases two genic mutations or 

chromosomic aberrations were involved, Mutations

causing alterations in morphology were located in all

linkage ·groups with predominance of linkage g,roup I;

this was probably due to the fact that such linkage

group is one of the largest in A. n.,i,dui.anf.i.

b) There was no correlation between linear growth rate and

density of conidiation in the variants analysed. All
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morphologycal variants studied presented reduced linear 

growth rate and conidiation when compared to the 

respective original strains, from which they were 

obtained. 

e) Severa! steps of hyphal and conidial apparatus development

were altered and some mutations presented pleiotropic

effects.

d) In diploids, treatment with 8-MOP plus NUV produced no

translocations but a possible case of inversion was 

dettected following treatment of an haploid strain

with 8-MOP + NUV.
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9. APÊNDICE



Tabela A1 - Análise mi tôtica do variante morfolÕgico 1. 

HaplÕides variante 1// MSE 

Grupos de ligação Marcadores 
Se t o r e s

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

+ 

w 

w 

+ 

gal 

gal 

+ 
pyro 

pyro 

+ 

fac 

fac 

+ 
s 

s 

+ 
Ill.C 

Ill.C 

. + 
r1.bo 

ribo 

normais 

25 

o 

12 

13 

13 

12 

17 

8 

14 

11 

14 

11 

13 

12 

15 

10 

morfolÕgicos 

o 

1 

o 

1 

o 

1 

1 

o 

o 

1 

1 

p 

1 

o 

1 

o 

.130, 

O determinante genético da morfologia alterada localiza-se no grupo de 

ligação I.



Tabela A2 - Análise meiÕtica do variante morfolÕgico 1 

Variante 1 x MSE 

C o 1 o n 1. a s

Grupo de Ligação Marcador 

normais morfológicas 

bi
+ 

127 2 

bi 5 5 

.131. 

Valor de 

recombinação 

5,03% 



tabela A3 - Análise mitôtica do variante morfolÕgico 2 

Grupo de -ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

HaplÕide variante 2// MES 

Marcadores 

+ 
w 

+ 
gal 

gal 

+ 
pyro 

pyro 

+ 
fac 

fac 

+ 
s 

s 

. + 
n1.c 

nic 

. + 
r1.bo 

ribo 

·setores normais

15 

1 

8 

8 

9 

7 

11 

5 

8 

8 

5 

11 

8 

8 

9 

7 

.132. 

O determinante genético da morfologia alter ada localiza-se no grupo,, de 

ligação I. 



Tabela A4 - Análise meiÕtica do variante morfolÕgico 2 

Grupo de ligação 

I 

Variante 2 x MSE 

Marcador Co lo nia s 
normais 

42 

24 

.133. 

Valor de 
recombinação 

27,50% 



Tabela As - Analise mitôtica do variante morfológico 3 

HaplÕide variante 3// MSE

Grupos de ligação Marcadores 
S e t o r e s 

normais morfológicos 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

+ 
w 

w 

+ 
gal 

gal 

+ 
pyro 

pyro 

+ 
fac 

fac 

+ 
s 

s 

• +
n1.c 

nic 

. + 
r1.bo 

ribo 

67 

3 

2 

68 

53 

17 

39 

31 

30 

40 

14 

56 

25 

45 

21 

49 

* Não foi p9ssível distinguir a coloração dos conídios.

7 

1 

* 

3 

5 

3 

5 

3 

5 

6 

2 

5 

3 

6 

2 

.134. 

O determinante genético dà morfologia alterada localiza-se no grupo de

ligação II. 



.135. 

Tabela AG - Análise meiÕtica do variante morfolÕgico 3 

Grupo de Ligação 

II 

Variante 3 x MSE 

Marcador 

+ 

w 

w 

Colonias normais 

208 

102 

Valor de recombinação 

67,09% 



Tabela A7 - Análise mitôtica do variante morfolÕgico 4

Grupos de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

Haploides variante 

Marcadores

bi
+ 

bi 

+ 
w 

w 

gal 
+ 

gal 

+ 

pyro 

pyro 

fac 
+ 

fac 

+ 

s 

s 

+ 

n1.c 

nic 

. + 

r1.bo 

ribo 

4// MSE 

S. e t

normais 

48 

o 

o 

48 

o 

48 

o 

48 

o 

48 

o 

48 

o 

48 

o 

48 

.136. 

o r e s

morfológicos 

o 

63 

o 

63 

63 

o 

63 

o 

63 

o 

63 

o 

63 

o 

63 

o 

Não foi possível concluir em que grupo de ligação se localiza o determi
nante genético da morfologia alterada. 



.137. 
Tabela A8 - Analise mitõtica do variante morfolÕgico 4 

HaplÕides variante 4// MSF 

Grupos de ligação Marcadores S e t o r e s 

normais morfológicos 

I 
bi

+ 

26 o 

bi o 4 

+ 

II 
w 26 o 

w o 4 

III 
gal 

+ 

o 4 

gal 26 o 

+ 

IV 
pyro o 4 

pyro 26 o 

fac 
+

o 
V 

4 

fac 26 o 

+ 

VI 
s 1 4 

s 25 o 

. + 

o 4 
VII 

nl.C 

nic 26 o 

VIII 

'b +ri o o 4 

ribo 26 o 

Não foi possível conc luir em que grupo de ligação se localiza o determi
nante genético da morfologia alterada. 



Tabela Ag - Analise meiôtica do variante morfolÕgico 4 

Grupo.;de ligação. 

VI 

Variante 4 x MSE 

Marcador 

+ 
s 

s 

normais 

12 

51 

e o 1 o n i a s

morfolÕgicas 

2 

5 

.138. 

Valor de 
recombinação 

24,28% 



.139. 

Tabela Aio - Análise mitôtica do variante morfolÕgico 6 

Grupos de ligação 

I 

II 

III 

VI 

V 

VI 

VII 

VIII 

HaplÕides variante 6// MSE 

Marcadores 

+ 
w 

w 

+ 

gal 

gal 

+ 

pyro 

pyro 

+ 

fac 

fac 

+ 

s 

s 

. + 

n1.c 

nic 

. + 

r1.bo 

ribo 

Setores normais 

47 

7 

15 

39 

17 

37 

23 

31 

26 

28 

24 

30 

25 

29 

23 

31 

Os dados sugerem que o determinante genético da morfologia alterada loca 

liza-se no grupo de ligação I. 
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Tabela A11 - Análise meiótica do variante morfológico 6 

Variante 6 x MSE 

Grupo de ligação Marcador e o 1 o n i a s Valor de 

normais morfológicas 
recombinação 

bi
+ 

157 30 

bi 74 18 
37,27% 



Tabela A12 - Análise mitôtica do variante morfológico 7 

Haploides 

Grupos de ligação Marcadores 

I bi
+ 

bi 

+ 

II 
w 

w 

III gal 
+ 

gal 

+ 

pyro 
IV pyro 

fac 
+ 

·v

fac 

+ 

s 
VI 

s 

• +

VII nic 

nic 

VIII .b 
+ 

ri o 

ribo 

variante 7 li MSE 

s 

normais 

33 

4 

23 

15 

4 

33 

11 

26 

15 

22 

9 

28 

o 

37 

16 

21 

e.t o r e s

morfolÕgicos 

22 

2 

24 

o 

10 

14 

20 

4 

21 

3 

4 

20 

24 

o 

19 

5 

.141. 

O determinante genêtico da morfologia alterada localiza-se no grupo de 

ligação VII. 



.142. 

Tabela A1a - Análise meiôtica do variante morfolÕgico 7 

Variante 7 :x MSE

Grupo de Ligação Marcador e o 1 o n i a s Valor de 

normais morfol-Õgicas recombinação 

. + 
23 103 n1.c 

VII nic 52 24 
23,26% 



Tabela A14 - Análise mitÕtica do variante morfológico I 

HaplÕide 

Grupo de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

variante II/ 

Marcadores 

+ 
pro paba 

pro paba 

+ 
w 

w 

gal 
+

gal 

+ 
pyro 

pyro 

fac 
+ ·

fac 

+ 
s 

s 

nic 
+

nic 

. + 

n.bo

ribo

+ 

pMA1 o paba.A.s o 

YA1, ., 

S e t o r e s 

normais morfológicos 

1 3 

66 o 

64 

3 

62 o 

5 3 

65 o 

2 3 

47 o 

20 3 

51 2 

16 1 

66 3 

1 o 

67 3 

o o 

.143. 

* Não foi possível observar coloração de conidios, pois este mutante rara

mente apre?enta-os.

Os determinantes genéticos dà morfologia alterada localizam-se nos grupos 

de ligação I e IV. 
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Tabela Ais - Analise meiÕtica do variante morfologico I 

Variante I x pll.OA1 ; pa.ba.AG . tJA1,, 

Grupos de ligação Marcadores e o 1 o n i a s Valor de 

normais morfológicos 
recombinação 

+ 
o 24 

I 
pro 

pro 16 o 
0,0% 

«+ 
o 24 paba 0,0% 

paba 16 o 

+ 
16 1 IV 

pyro 2,50% 
pyro o 23 
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Tabela Ais - Analise mitÕtica do variante morfológico III 

Grupo de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

HaplÕides variante III// pMA1 ; pa.baAs ; IJA1 

Marcadores 

+ + 

pro paba 

pro paba 

+ 

w 

w 

+ 

gal 

gal 

+ 
pyro 

pyro 

+ 

fac 

fac 

+ 

s 

s 

. + 

nic 

nic 

. + 
ribo 

ribo 

Setores normais 

34 

13 

14 

33 

33 

14 

29 

18 

43 

4 

34 

13 

30 

17 

35 

12 

O determinante genético da morfologia alterada localiza-se no grupo de 

ligação V. 



.146. 

Tabela A 17 - Análise meiôtica do variante morfolÕgico III

Variante III x p'1.0A1 ; paba.A.s ; 1jA1

Grupo de ligação Marcador e o 1 o n i a s Valor de 

normais morfolÕgicas recombinação 

fac 
+ 

54 10 
V 34,14% 

fac 18 o
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Tabela Aia - Análise mitÕtica do variante morfolÕgico IV 

Grupos de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

Haploides variante 

Marcadores 

+ + 

pro paba 

pro paba 

+ 

w 

w 

gal 
+

gal 

+ 

pyro 

pyro 

fac 
+

fac 

+ 

s 

s 

. + 

Ill.C 

nic 

• +

ribo 

ribo 

IV// plWA1 . pabaA6 ; IJA1., 

s e t o r e s 

normais morfolÕgicos 

27 5 

14 o 

39 

2 5 

38 3 

1 2 

41 3 

o 2 

37 3 

4 2 

40 4 

1 1 

41 4 

o 1 

39 5 

2 o 

O determinante genético da morfologia alterada localiza-se no grupo de 

ligação II 
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Tabela A19 - Análise meiôtica do variante morfológico IV. 

Variante IV x p/WA1 ; pa.ba.A.s ; fjA1 

Grupo de ligação Marcador .e o 1 .O n i a s Valor de 

normais morfolÔgicas recombinação 

+ 

722 o 

II 305 201 24,83% 
w 



Tabela A2 o - Analise mitÕtica do variante morfolÕgico V 

HaplÕides 

Grupo de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

variante V// 

Marcadores 

+ 

pro paba 

pro paba 

+ 

w 

w 

gal 
+

gal 

+ 

pyro 

pyro 

fac 
+

fac 

+ 

s 

s 

nic 
+

nic 

. + 

n.bo

ribo

+ 

P-'l..OA1 
. pa.ba.A.s . 

(IA1 , , 

Setores normais 

28 

22 

47 

3 

50 

o 

45 

5 

33 

17 

48 

2 

44 

6 

50 

o 

.149. 

Os determinantes genéticos da morfologia alterada localizam-se nos grupos 

de ligação III e VIII. 



Tabela A21 - .Análise meiõtica do variante morfolÕgico V 

Grupos de ligação 

III 

VIII 

Variante V x pJUJA1 ; 

Marcadores e o 

gal 
+

gal 

• +

r1.bo 

ribo 

normais 

63 

25 

51 

37 

pa.baAs ; IJA1 

1 o n i a s 

morfolÕgicos 

18 

28 

20 

26 

.150. 

Valor de 

recombinação 

32,08% 

42,53% 




