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1. IW.l:RODUÇA'.0

O fenômeno da instabilidade genética mit6tica ou somática 

é conhecido e descrito em muitos organismos incluindo-se entre eles prin

cipalmente o milho, a Dros29-h:id§:, o fumo, as bactérias e os fu,�gos. Uma 

característica comum em quase todos os casos de instabilidade é a presen

ça de material genético em excesso. 

Os fungos se constituem em excelente material parp estudos 

de instabilidade mit6tica. Especialmente para o caso do .A?�:;:g,=h,�Ufl • .11.i

dulans estes estudos ficam facilitados, pois aliado a um ciclo vital rá

pido dois tipos de recombinação estffo envolvidos, ou sejam, o ciclo se

xual e o ciclo parassexual. Além disso, nessa espécie há possibilidade 

do isolamento de setores com instabilidade mit6tica, o que é praticamente 

impossível de ser realizado em organismos superiores. 

Linhagens do f1.mgo filamentoso A. nidulans, que apresenhu;i 

duplicações cromossômicas são instáveis mitoticamente e produzem 

melhorados e deteriorados (NGA & ROPER, 1968; AZEVEDO & ROPER, 

AZEVEDO, 1971). Os setores meThorados foram estudados por NGA 

setores 

1970 o 

& ROPER 

(1968) e originam-se por deleções cromossômicas de tamanhos variados, em 

um dos segmentos em duplicata. Os setores deteriorados, por outro lado, 

tem sua provável origem devido a novas duplicações no segmento original

mente duplicado. Eles foram analisados por NGA & ROPER (1968), AZEVEDO & 



ROPER ( 1970) , AZEVEDO ( 1971) e ROSATO ( 1973). A análise genética dos va

riantes deteriorados de segunda ordem mostrou, em muitos casos, que o de

terminante de deterioração estava localizado em grupos de ligação não en

volvidos na duplicação original, tendo-se sugerido que ocorreram transpo

sições de material genético de um grupo de ligação para outro. Esses se

tores deteriorados caracterizam-se por apresentar taxa de crescimento, em 

certos casos, reduzida, coloração marron do micélio, pequena produção do 

oonídios, além de instabilidade vegetativa em variados graus. 

Para se ter uma meThor compreensão do fenômeno da :L.1stabi

lidade mit6tica em!• nidul8l]§_ é de grande interesse o estudo do um núme

ro maior de vari antes deteriorados, obtidos a partir de linhagens instá

veis tanto espontaneamente, como induzidos por agentes mutagônicos.Tambóm 

o ootudo da frequência de reversão o as causas dessa reversão cm linha

gens do genótipo deteriorado, podem contribuir para o esclarecimento do 

fenômeno da instabilidade mit6tica. Como citado,uma vez que, o fenôneno 

parece ser dependente da presença de material genético em excesso, seria 

interessante observar o efeito de ácido desoxiribonucleico (DHA) e::ógeno 

na instabilidade vegetativa. Segundo estas considerações, o presente t:i;:§; 

balho foi conduzido com a finalidade de se obter maior número de varian

tes deteriorados espontaneamente e induzidos por luz ultra-violeta e para 

através da análise genética, verificar as causas da deterioraç�o. Também, 

para se ter uma visão dos fenômenos genéticos envolvidos na instabilidad0 

foram realizados estudos da reversão de alguns dos variantes deteriorados 

e sua análise genética. Finalmente, foi também verificada a possível a

ção mutagênica do DNA e:1r6geno na produção de setores deteriorados. 



2. REVISJí.0 DA LITERATURA

A presente revisão da literatura será dividida em duas P9,];: 

tes principais. Na primeira será feita uma revisão dos trabalhos rela-

cionados oom a instabilidade mit6tica em geral, mais especificamente re

ferente aos casos já descritos de instabilidade em A. �§!).§.• A segunda 

parte d.a revisão será relativa aos genes supressores, uma vez que muitos 

dos casos de reversão são devidos aos mesmos. 

2.1.1. Instabilidade em organismos superiores 

Os primeiros casos bem estudados de instabilidade som.ática 

em organismos vivos foram descritos por DEMEREC (1937) em k<?.E-9..E..h,hla mos

trando que o aumento da taxa de mutação era devido a presença de genes�� 

tadores. No entanto, apesar de publicações esporádicas a respeito, estu

dos mais detalliados foram realizados em miTho por McCLD:JTOCK ( 1951, 1953, 

1955 t 1956), concluindo que existe um tipo de unidade genética que n1'1o 

apresenta looalizaç� peruanente na �strut'Ll,;)?a cromossômica. Quando esses 

elementos são temporariamente liga4os a.,o gene cromossomal, modificam sua 

expressão fenotípica, sua taxa de mutaç�of ou ambas. A autora denominou

essas unidades de "elementos Qpnt;1rn+ado:ries", que parecem existir em dife

rentes formas, dependendo dos locos aos quais estffo associados. Ainda. em 



4. 

miTho, GREENBLATT & BRINK (1962, 1963) e GREENBIATT (1966), denominaram 

de "elementos movimentadores11 aos 11elementos controladores 11 de McCLDTTOCK 

responsáveis pelo mecanismo de transposição de material genético do um �Í. 

tio doador para um sítio receptor, durante os processos de duplicação cr.9,,. 

mossômica na mitose. GREENBLATT (1968) continuando os trabalhos com co

loração em pericarpo de miTho, sugeriu que: 11a transposição ocorre somen

te quando o cromossomo e o elemento transponível modulador (NJ2) estão se 

replicando; apenas a nova cópia de Iie sofre transposição; o sítio re-

oeptor do 1112 não pode ter se replicado durante a transposição e 

transposto pode replicar uma segunda vez 11• Portanto nos casos de instabi 

lidade descritos em miTho, transposição de material genético e duplica-

çe5es cromossômicas parecem estar envolvidos. O mesmo provavelmente ocor

re em D_;i;-:osophi,'.!ê melanog�§_te:r:, l)ois, GREEN ( 1967) descreveu a instabili

dade no loco 11white" que apresentou mutação para diferentes estados alé

licos desde o selvagem até o branco. Em 1969 o mesmo autor estudou qua-

tro tipos de transposições independentes de um segmento do gene 

para o cromossomo III de 1?.• �n.9..s:,�ter. 

transposiç5es de um elemento oontrolador.

.ii.nálises genéticas 

Assim, reversão de w0 

"white" 

indicaram 

+para l!: 

corresponde à liberação do elemento controlador dando estabilidade e tran�s_ 

posição desse elemento para outro cromossomo origina a instabilidade. 

Ainda em organismos superiores, BURNS & GERSTEL ( 1967) es

tudararu um caso de instabilidade em híbridos de Nicotiana taba_c�. X fil..Q_o_

_ti�� ot2..:e.1™• Verificaram que se tratava da instabilidade de un1 bloco 

de heterocromatina ao qual estava ligado o alelo Cov pa:ra a coloração 

carmin. Este podia se ligar a diferentes cromossomos durante as divis�os 

mit6ticas, originando a instabilidade. A perda do segmento produzia se

tores variegados. 



2.1.2. Instabilidade em microrganismos 

Também em microrganismos, à semelllança do que ocorre em 

organismos superiores, casos de instabilidade genética tem sido relatados 

com certa frequência. Assim, TREFFERS e c ol. ( 1954) detectaram em _!scll_,e,,~ 

�a coli uma alta taxa de mutação para resistência à estreptomicina 

e GOWSTEIN & SMOOT (1955) descreveram uma linhagem com alta taxa de mu-. 

tação para auxotrofia. Em ambos os casos, a alta taxa de mutaç�o ora de~ 

vido a gones mutadores. 

DAWSON & SMITH - KEARY (1963) estudando a instabilidade g_� 

nética em _Sa�nfiléJ; _t,;y;::Qhimuri1iJ:!!! propuzeram o termo 11epissomos controla

dores" aos elementos responsáveis pela instabilidade, idên tices aos "ele

mentos c ontroladores" em miTho, descri tos :fX)r HcCLINTOCK. 

Em J1.E3�,_!�� .9.:t.�� foi descri to por BARl?ETT & DE SERRES 

( 1963) um caso de instabilidade onde o sítio instável existe sob a forma 

de dois alelos altamente mutáveis, cada um mutando para o outro, esponta

neamente, em alta frequência. Os autores sugeriram como responsável pela 

instabilidade, mudanças do tipo transiçt!o, dos pares de bases. 

Ainda em �1g:g.ê..}20,E.?.;., NEWMEYER ( 1965) e NEWMEYER & TAYLOR 

(1967) analisaram um caso de instabilidade devido a uma inversão pericên

trica. Quando oconia permuta simples na regi�o invertida originavam. dois 

:produtos: um duplicado e o outro deficiente para o mesmo segmento, este 

último, sendo letal. As progênies apresentando duplicações errun instá

veis mi toticamente, produzindo setores q_ue se asseme Thavam ao tipo solvo.-

gem. 

LENHART (1973a)realizou estudos sobre os diversos mecanis

mos responsáveis pela instabilidade vegetativa nos ,Ascomicetos. Ele con-

siderou como mecanismos da instabilidade: a mutação cromoss6mica, a



aneuploidia, a heterocariose, a origem dos dipl6ides e seus segregG,nteG s 

os fatores extranucleares. O mesmo autor (1973 b) estudou a instabili�a. 

de mit6tica induzida por luz ult-ra-violeta no dermat6fito 

Q:.12f3,§jllil. 

2. 1. 3. Instabilidade em ��l'Llê. 11i�s

O estudo da instabilidade genética em !• nidulans, podo 

ser dividido em duas fases bem distintas. Na primeira fase os casos de 

instabilidade, verificadas princi1)almente em linhagens dipl6ides, pude

ram ser explicadas através de permuta mitótica e ntl'.o disjunçtfo conduzindo 

à haploidização. Assim é que, ROPER. em 1952 explicou o ap:i.recimento de 

recombinantes mitóticos em linhagens dipl6ides de!• !!..td��-' atravós do 

processo de permuta mitõtica. Esses estudos foram con t:inuados por PONTB

CORVO e col. (1954) que sugeriram como responsáveis pelo fenômeno dois me 

canismos: a distribuição irregular dos cromossomos na mitose o a permuta 

mitótica. Análises genéticas baseadas na recombinaç�o mitótica foriJJJ1 

ainda realizadas por PONTECORVO & K.A'.FER ( 1958) • 

K.A'.FER (1960) descreveu o fenômeno da recombinação mitótica 

em linhagens diplóides através da haploidização, onde ocorrem perdas su

cessivas de cromossomos, atingin do o estado hapl6ide. Em 1961, a mesma 

autora, descreveu o fenômeno da aneuploidia, onde esse estado é obtido 

por um processo de não disjunção mitótica, havendo perdas sucessivas do 

cromossomos. 

POLLARD e col. (1968) estudaram os efeitos exercidos pelas 

aberrações cromossômicas na não disjunção mit6tica e mei6tica. Em cruza 

mentos entro linhagens normais, a taxa de ntl'.o disjunção moi6tica é muito 

baixa, aumentando consideravelmente quando são envolvidns linJ1agens com 

aberraç�es cromossômicas. Verificaram que o efeito da translocação foi 



mais pronunciado e apresentou um efeito sinergístico q_uando as duas li

nhagens cruzadas apresentavam aberrações. 

Outros tipos de instabilidade foram explicados por 

(1966), como devidos à presença de fatores citoplasmáticos. 

JilTKS 

A segunda fase de estudos sobre instabilidade em !• ná.��

�� teve início com o trabalho de BAINBRIDGE & ROPER ( 1966) que descre-

veram os efeitos causados por uma duplicação cromossômica. Estudando os 

fatores genéticos responsáveis pe�� alteraç�o da morfologia no 

lans, verificaram na progênie de pais morfologicamente normais, um va

riante que apresentava taxa de crescimento reduzida. Esse variante foi 

denominado "crinkled11 e carregava uma duplicaç�o cromossômica resultmite 

de uma translocaçt'to não recíproca em um dos pais.Essas colônias 11crinkled. 11 

eré'.Jll instáveis mitoticamente e produziam setores que se aproximavam do 

nonnal, quanto à morfologia e taxa de crescimento. Esses setores su.rgirun 

devido a perdas do partes varitfveis do segmento em duplicata. Ainda BA�'J_ 

BRIDGE (1970) descreveu uma linhagem de!• nidulans q_ue apresentava urna 

translocação envolvendo os cromossomos III e VIII. Um segmento do grupo 

de ligação III carregando várias marcas foi translocado :r:a,ra o grupo de 

ligação VIII. Os pontos de quebra e ligação foram mapeados pela detecção 

de ligação entre o tipo 11crinkled. 11 e marcas genéticas na região de quebra. 

Também BALL ( 1966, 1967) verificou que as translocações cromossômicas ca_-q 

sam muitas vezes instabilidade vegetativa. Estudando linhagens que hD-

viam sofrido reversão para o gene §.�t]11 que condiciona deficiência nutri

cional para metionina, encontrou tipos que nITo mais requeriam esse amino

ácido e além disso, apresentavam instabilidade vegetativa. A análise ge

nética mostrou a presença de uma translocação não-recíproca entre os cro

mossomos III e V. Os dados indicavam também que o local onde ocorreu a 

translocaçffo era a regi�o responsável pela supress�o e instabilidade. 
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Para explicar o fenômeno .da instabilidade 1 IWA & ROPER 

(1966) sugeriram vários mecanismos, entre eles: perda terminal, mutaç:1!0 1

permuta mit6tica e permuta desigual entre cromatídeos irmãos durante a ll9:, 

tose. Se apenas um mecanismo fosse o responsável pela instabilidade, os 

autores sugeriram que possivelmente era a permuta desigual e:ntre cromatí

deos irmãos e responsável pela mesma. Continuando seus trabalhos com li

nhagens duplicadas de A• n:i.d_µlap.§, NGA & ROPER ( 1968) verificarru:n que 

essas linhagens apresentam uma morfologia alterada, taxa de crescimmto 

reduzida e instabilidade mit6tica, produzindo setores melhorados e dete

riorados. Sugeriram o aparecimento de setores melhorados como sendo de

vido a perdas em tamMhos variados do segmento em duplicata. Os setores 

deteriorados, que são altamente instnveis, surgem provavelmente devido a 

novas duplicaçéfos em tnndem. Explicarrun ainda o apo.rocimento do setoros 

melhorados e deteriorados, através de um processo de permuta mit6tica en

tro os segmentos em duplicata podendo ocorrer, ou por permuta desigual 

entre cromatídeos irmãos, ou  permuta em alça intra-cromossômica. 

J\TGA & ROPER ( 1969) mostraram ainda que as linhagens ha11lói 

des de A• ll:.:h.d..'\:¼..lall� que apresentam um segmento cromossômico em duplioata1

sffo instáveis mito ticamente. Os autores evidenciar�n através do uso de 

linlw.gens hapl6ides e dip16ides, com e sem translocações e com genomas ba 

lanceados e n�o balanceados, que é o nEí.o balq;ncenmento cromossômico o re�f!. 

pensável pela instabilidade e que as deleções cromossômicas são restritas 

quase que exclusivamente aos segnentos que provocam o. instabilidade. De

nominnram de "nllo conforllddade mi t6tica" ao fenômeno da instabilidade. 

ROPTIJR & NGA (1969) continuando seus estudos com a in.stabi

lidade mit6tica, mostraram que deleçt'5es nos segmentos em duplicata em li

nhagens hap16ides e dipl6ides, podem produzir respectivrunente, hipohapl�� 

des e hipodipl6ides. 
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AZEVEDO (1970; 1971) e AZEVEDO & ROPER (1970) verificQram 

o aparecimento de variantes melhorados e deteriorados em linhagens dtt})li"""

oadas� Estudando os variantes deteriorados, os autores observaram que 

eles podem ser mais, ou menos inst�veis. Os primeiros apresentaram uma 

mutação no segmento em duplicata e os segundos em outros grupos de liga

ç�o. Foi proposto que a deterioração e o aumento da instabilidade são 

resultantes de duplicações em tandem no segmento duplicado e a transpos_:h 

ção do determinante para regi5es não duplicadas, reduzem a instabilidade. 

Analisaram vários deteriorndos que foram localizados em todos os 

de ligaçtio do A• nidulanl:l_. 

grupos 

Em relação à aplicação dos estudos realizados sobre a ins

tabilidade genética nos fungos industriais, BALL & AZEVJ�DO ( 1974) apre -

sentam. uma revisão onde eles mostram a importância dos mesmos para a ob

tenção de linhagens mais produtivas e }'..lara evitar a sua degeneração. A e,.� 

tabilização da linhagem pode ser realizada através de alterações genéti

cas ou controle do ambiente de crescimento. 

2.1.4. O efeito de agentes físicos e químicos sobre a instabilidade 

em !êJ2§I..&=LJJ.us. ni.,ª_-µlap.§_ 

Foram realizados alguns trabalhos sobre a açCTo de certos 

agentes físicos e químicos na instabilidade mit6tica do!• nidulans. As

sim, COOKE e col. (1970) realizarari1 estudos sobre o. instabilidade em li-� 

nhagens duplicado.s utilizando o azul de tripan adicionado ao meio de cul

tura s6lido. Verificaram que esta droga aumenta ainda mais a instabili

dade em linhagens duplicadas. Ainda ROPER e col. (1972), verificnrnm os 

efeitos exercidos pela cafeína em linhagens duplicadas de!• ,n�dulnp..�. A 

ca.feína aumento. a frequência de deleçffos dos segmentos duplicados, sem 

alterar ns proporções dos diferentes tipos de deleç�es. Umn possível 
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explicação para o fenômeno é que a cafeína estimula o mecanismo que em 

linhagens não balanceadas, produz erros de replicação conduzindo a dele

çt:Ses. 

AZEVEDO (1973) realizou estudos com uma linhagem duplicada 

do!• n_=i;_d�l�'.Qê. que produzia em média 3,2 setores por colônia e selecio

nou ap6s irradiação com luz ultra-violeta, dois variantes. Um deles sen

do mais estável que a linhagem original, produzia em média menor número 

de setores e o outro, mais instável, produzia grande n'Úmero de setores 

por colônia. Analisando geneticamente esses variantes, o autor verificou 

que o mais instúvel apresentava uma translocação, responsável pelo atu11en

to da instabilidade. O variante mais estável, apresentou um determinan

te de estabilidade localizado no grupo de lignçffo VIII, que reduzia o nú-

mero de setores melhorndos. 

LEE & NGA ( 1973) tratando uma linhagem duplicuda ( duplica-

ção do cromossomo I) com o 7,8,12 trimetilbenzeno antraceno, obtiveram 

uma linhagem que apresentave. além da duplicação do cromossomo I,uma tran.ê, 

locação VI-VIII. Essa linhagem produzia grande quantidade de peritécios 

quando cultivada em meio vegetativo. Foram obtidos segregantes mit6ti-

cos, resultantes da haploidização do dipl6ide, carregando a translocaç�o 

VI-VIII mas não a duplicação I, os quais apresentavam um crescimento ve

getativo com uma alta produção de peritécios. Através de análises mit6-

tica e mei6tica, verificaram a presença de uma pequena duplicação na tra'D§. 

locação VI-VIII, responsável pelo fen6tipo alta produç�o de peritécios. 

Aindq, sobre a ação de mutagênicos em linhagens d� A. nidu� 
_, �,.,....� ... �,1 

�' ROSATO ( 1973) estudou os efeitos da acriflavina t:11 metano-sulfonato de 

etila sobre a instabilidade mit6tica em várias linhagens. Verificou a 

ação da acriflavina na possível eliminação de material genético extra das 

linhagens deterioradas, com o intuito de obter variantes melhorados. No 
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entanto, a acriflavina não se mos·crou eficiente na }Jroduçlfo desses deriv:� 

tives. Em relação ao metano-sulfonato de etila, ele se mostrou efici�1te 

na indução de instabilidade, apenas em linhagens duplicadas. 

2.2. G��1fl2.���E..™ 

O fenômeno da supressão gênica é amplamente conhecido e 

descrito nos mais diversos organismos vivos, apesar de ser mais freQuen

temente estudado em microrganismos. Revisões sobre o assunto podem ser 

encontradas em YAWO:B'SKY & ST. LAlIBEHCE (1960); BRE!:T.NER & BECKWITH (1965); 

GORIJ\TI & BECKWITH (1966); SADGOPAL (1968); GORIJ\TI (1970) e MIRANDA FIIJIO 

( 1972). Uma revisão bem recente sobre os supressores em geral foi apre

sentada por HART!'WT & ROTH ( 1973) onde os autores classificam a supres

são em i.ntragênica e intergênica. Na supressão intragênicn, as mutaç�es 

ocorrem através de mudanças na sequência dos pares de bases do DNA, po

dendo ser devido a uma adiçllo ou deleção de um ou mais pares do basesf ou 

substituiç/lo das mesmas. Na supressão intergênica as mutações supresso-

ras ocorrem fora do gene responsável pela mutaç�o primária, afetando a 

estrutura de uma segunda unidade funcional do material genético. 

Com relaç�o a supressores de mutantes morfol6gicos, o as

sunto é relativamente pouco explorado, daí a dificuldade em se encontrar 

trabalhos diretamente relacionados com a presente pesquisa, Relnoionado 

aos organismos superiores, pode-se citar o trabalho de JAUT ( 1966) que 

trabnllrn,ndo com mutantes para pigmentaçffo ( 11yellow viresoent 11 e 11light 

green") em cevadn, verificou que a reverstío dos mutontes para o tipo sel

VCtgem era devida a supressores localizados em um loco diferente da muta

ção original. Os mutantes apresentavrun apenas 15% do conteúdo clorofil�q 

no em relação ao tipo selvagem, enquanto que os indivíduos com 

apresentavam 65%. 

!'€versão 
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Em microrganismos, MORGAE ( 1961, 1966), estudando 

gens de ,9...QJ?E-_n� )ago:e-qs possuindo o gene J2.1$. que afeta a s:lntese de 

compostos aromáticos e lhe dá uma pigmentaçâ".o púrpura, verificou a exis

tência de instabilidade que era dada pela supressão do gene J2_tg: devido a 

r;iutaçeíes recessivas em outros genes. 

AZEVEDO (1971) trabalhando com um variante deteriorado do 

fungo A• n.J-ª.��, observou o aparecimento de um setor mell1orado de co

loração verde. Através de análise genética mostrou ter havido uma trans

locação do grupo de ligação II pa.ra o V, originando então uma deleção no 

grupo de ligação II. Essa deleção foi a responsável pela supressão par

cial do determinante de deterioração. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS

:Pen6tipos 

requerimento :p3.ra ade.nina 

requerimento :p3.ra biotina 

13. 

inca:p3.z de crescer em meio contendo a�� 

tato como única fonte de carbono 

incapaz de crescer em meio contendo ga

lactose como única fonte de carbono 

requerimento para ácido nicotínico 

requerimento para ácido _n-•aminobenz6ioo 

re g_uerimen to :p3.ra prolina 

requerimento para piridoxina 

requerimento para riboflavina 

requerimento para tiosulfato 

supressor do mutan-l:e E,_ª20

supressor de Y..37

supressor de v,z
7-:J 

supressor de :X.37

supressor de :X.40

supressor de :X.41



V ···35' .Y36'

.Y40' V -�41' 

Y35' V36' 

v40' V4i9

Y. 

::Z.37' .Y3s' 

V V -42 1 
. .. 43' 

v37' v38' 

V42' v-43' 

V 
-·-39'
V V -�4' -.. -45

v39'

v44' V45

supressor de J4i

supressor de y41

supressor de _y43

determinantes de deterioraçffo 

variantes deteriorados 

conía�os amarelos 

conídios verdes 

conídios brancos 

conídios coloridos 

14 .. 

a. Linhagem! (HGA & ROPER, 1968) que apresenta uma du

plicação cromossômica do grupo de ligaçl\'.o I, translocada para o grupo de 

ligaçô'.o II (Figura 1). 

Figura 1. Marcadores genéticos da linp.ngem !

Grupos de ligaçô'.o Marcadores genéticos 

I 
pr,01 Pª?ª6 Z i t --·-··· ___ ,, __ ,,,___ �--- ···- --�- ·"'- - . o - �----- -� - ..... . --·--·•-.. -•------- ·---· 

II ··-•1••! .•••••.••••• ,.Q, .................... . 

Os centrômetros estão designados por O. Os fen6tipos dete11ninados 

genes IJOdem ser encontrados no item 3,1.

__ --·--·- grupo de ligaç<'fo I 
•••••••••• grupo de ligaçrro II 

Obs.: as distâncias nilo estão em errn-.,la no mapa. 

pelos 



b. Linhagem 1;ro1, �' X (não duplicada)

e. Linhagem MS_:fil (,N.aster _§train _'.ê de McCULLY & FORBES, 1965)

que apresenta marcadores genéticos ern. todos os grupos de ligação 

ra 2). 

(Pigu-

Figura 2. Marcadores genéticos da linhagem MS])_ 

Grupos de 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

ligação Marcadores genéticos 

w 

____ !,2_ __ ,_--0···-.. - ·--·---·-------

PY'r,º

4
�-�·-·-"··-·--··-··---O-- -· '·-' ' ' - ' '�·-·--

nic
o

_, - -·-�·------·-----(}-- _, _ _,!__<;L ' , . ., ___ -·---

Os centrômeros estão designados por o. Os fen6tipos dos marcadores gené

ticos podem ser encontrados no item 3.1. 

Obs.; As d istâncias não estão em escala no mapa. 

d. Variantes deteriorados utilizados para �s estudos de r_2
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As três primeiras linhagens s�o originárias dos estoques 

da Universidade de Glasgow, Esc6cia e os variantes deteriorados que fo

r/"lffi Utilizados para o estudo de revers�es, foram obtidos por n6s a par

tir da linhagem A, no Setor de Genética de Microrganismos do Instituto de 

Genética da Escola Superior de Agricultura 11Luiz de Queiroz" em Piracica-

ba. 

3.3.1. Meio Mínimo (PO:N'rECORVO e col., 1953) 

KCl 

MgS0
4
.7H2

0

Ji'eso
4 

Znso
4 

Glicose 

Ãgro: 

.Jf.gua destilada 

6,0 gramas 

1,5 gramas 

0,5 gramas 

0,5 gramas 

traços 

traços 

10,0 gramas 

15,0 gramas 

1 litro 

pH ajustado p::tra 6,8 com NaOH 4% ou HCl JJ'T 

3.3.2. Meio Completo (PONTECOH.VO e col., 1953) 

Adiciona-se ao Meio Mínimo 

Peptona 

Caseína hidrolisada 

Extrato de leveduras 

Solução de vitaminas 

2,0 gramas 

1, 5 gramao 

0,5 gramas 

1
1 0 mililitro 

ácido nucleico de leveduras 2 5 m�l"lit , • � i ros 

pH ajustado para 6 ,8 com lTaOH 4% ou HCl nr



3.3.3. Meio de acetato de amônio (APIRI0N, 1962) 

Acetato de amônio 

KH2Po4

NaCl 

MgS04 .7n2o

Feso4

Znso
4 

!gar

Agua destilada 

12,0 gramas 

3,0 gramas 

2,0 gramas 

0,5 gramas 

traços 

traços 

15,0 gramas 

1 litro 

pH ajustado 1)ara 6,1 com Ua0H 4%ouHCl 1N. 

3.3.4. Meio Mínimo mais galactose 

Pre1)8.ra-se da mesma forma que o meio mínimo, apenas subs

titui-se a glicose por igual quantidade de galactose como fonte de carbo-

no. 

Ajusta-se o pH paro. 6 1 0 com NaOH 4% ou .ECl lH. 

3.3.5. Solução de vitaminas 

Biotina 

!cido .:e-aminobenz6ico

Aneurina ou '11iamina 

Piridoxina 

Kcido nicotínico 

Riboflavina 

if..gua destilada 

0,2 mg 

101 0 mg 

50,0 mg 

50 1 0 mg 

100,0 mg 

100,0 mg 

100 ,o ml 

A soluç�o é esterilizada em vapar fluente por 3 dias cons� 

cutivos e guardada em frasco escuro no refrigerador, sob clorof6rmio. 
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3.3.6. Soluçrro salina 

Prepara-se uma soluçao de cloreto de s6dio 0,89%, dissol

vendo-se o sal em água destilada. Coloca-se 9,0 ml da solução em frascos 

e autoclava-se. 

3.3. 7. Solução de tween 

Adiciona-se tween 80 à água destilada numa concentrac;tto de 

o,)Js (v/v). Coloca-se 2,5 ml da soluç�o em tubos de ensaio, autoclava-se 

e conserva,-se em refrigerador. 

3.3 .8. Meio mínimo líquido + 2% de meio completo 

Adiciona-se ao meio mínimo comum 2% de meio completo, dis

tribui-se em tubos com 2,5 ml e conRerva-se em refrigerador. 

3.3.9. Soluç�o de .:e-fluorfenilalanina (_:eFA) 

Prepara-se uma soluçtfo de _P.-fluorfenilalanina J.%, dissol

vendo-se o mesmo em água destilada. Esteriliza-se a soluç�o em b anho-ma

ria por 15 minutos e conserva-se em refrigerador a 4ºc. 



3.3.10. Su1·üomcmtos adicionados ao moio mínimo 

Soluçtfo Gstoque 

Prolina 

Kcido _:e-amino-
bonz6ico 

T;iotinu 

Adonina 

Piridoxina 

Tiossulf;1 to do 
s6dio 

140 m,o;

4 mg 

1,4 g

20 rng 

(notioninu) 1,0 g 

ifcido nicotÍ•· 
nico 

Ri1ioflavina 

O,l g 

o, 1 g 

Quantid:ldo adicionada 
a 200 ml do meio de 

culturil 

1 ml 

1 ml 

1 ml 

l rü

1 lül

1 ml 

1 ml 

1 ml 

3.3.11. Placas de análise 

Conccm t. final no 

nwio do cultura 

50 JJl',/ml 

7 
I JJG/ ml 

0,2 µg/ml 

70 Pc/ml 

1 Pt;/ml 

50 JJt:1/ml 

5 pg/ml 

5 JJ,s/ml 

Para a determinaçrro dos recruisi tos nutricionais dus co-

lônias analisadas 9 utilizaram-se placas de Petri com meio cori1pleto, corn 

meio mínimo, com meio mínimo mais todos os requerimentos envolvido,.:; no 

cruzamento e com meio mínimo mais todos os requerimentos exceto o r;ue es

tá sob análise. Utilizaram-se ainda uma placa com meio galactose e ou

tra com meio acetato mais todos os requerimentos. 

A esterilizaç�o dos meios e soluções foi sempre realizada 

em autoclave por 15 minutos, à pressão de 1 atmosfera e à temperatura de 

120
°
c. Em todos os experimentos a temperatura de incubação foi de 37

°
c.



20 .. 

3. 5 • .Q})t�r1.Ç.fu)_q_�_s et.o_r�s�,_deterj._q__�cio_� __ e_�l�Jl�ent�,..z.__é!, __ �1:i:L_:r_:-q_a:.3. �� _M_

phage_ns !. ��- .EE�O,. 1, � , �:

Conídios de ambas as linhagens foram suspensos em solução 

de tween e efetuou-se a contageLJ. dos mesmos através do uso de hematime

tro. Ap6s diluiç1"íes apropriadas em soluça'.o salina, os conídios foram se

meados em placas contendo meio completo, as quais ficarau1 incubadas em es 

tu:fa i)Or 24 horas. Microcolônias monosp6ricas foram transferi�2s, uma a 

uma, para o centro de placas de Petri contendo meio completo, as quais 

permaneceram incubadas por 7 dias. Ap6s esse período, os setores melhor.51 

dos e deteriorados foram contados e foi medida a distância do centro da 

colônia ao ponto de origem de cada setor. Os setores deteriorados foram 

isolados em placas com meio completo e posteriormente estocados em tubos 

de ensaio em refrigerador. 

3.6 •. Q..12._tenç�e __ q_qlôni2.,s_éL��:izA2.:r:.a�1.�i!i..-�6.§....i:i:-at�k__c�1Lluz __ 1:�}.:..t.F-�Y..� 

�gta 

Uma suspensão de apro�dmadamente 2, O x 10 7 conídios, foi

diluída de 1:10 em soluç�o de salina, colocada em placa de Petri esteri�� 

zada e irradiada por 1, 2, 4 e G minutos com luz ultra-violeta (2.537 i). 

No tempo zero foi tirada um.a alíquota de 1 ml da suspensão de conídios a 

ser irradiada e foram pre:r;aradas várias diluições consecutivas e semeadas 

com re:-i;:etições em placas com meio completo. Ap6s a irradiaça'.o de 1 minY., 

to, re:;ietiu-se o processo, o mesmo acontecendo ap6s 2, 4 e 8 minutos. De

corridos 3 dias de incubação, foram contadas as colônias o foi estimada a 

porcentagem de sobrevivência relativa à suspensão não irradiada, bem como 

o número de colônias deterioradas. Microcolônias foram transferidas tuna

a una, 1:Jara placas contendo meio completo e ap6s 6-7 dias de incubaçfl'.o,f,2. 

ram contados o número de setores melhomdos e deteriorados, bem como foi 
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medida a distância do centro da colônia ao l)Onto de origem dos setores. 

Duas linhagens, uma duplicada (linhagem!_) e outra sem. du

plicação (,E,r.o1, �%' y.) foram usadas. A 1,5 ml da solução de DNA ex

traído da �h�� .Q,Q.+i, ( segundo o méfodo descri to por NARlYITJR, 1961) 

de concentração 140 µg/ml, adicionou-se 0,5 ml de uma suspensão de coní-

dias ( lxl07 conídios por ml). Incubou-se à temperatura ambiente JJOr

horas, ap6s o que semearam-se os conídios em meio completo em 

apropriadas. As placas foram incubadas por 24 horas; ap6s esse 

diluições 

período 

de tempo, microcolônias foram transferidas uma a w:na pg.ra placas contendo 

meio completo. Ap6s 6-7 dias, foi contado o n'lfmero de setores melhorados 

e deteriorados e medida a distànciu. do centro da colônia ao ponto de emer 

gência do setor. 

Foi feito um controle que diferia do tratamento acima, pe

la substituição da solução de DNA por igual quantidade de solução salina

citrato diluída. 

3.s.1. Reversão espontânea

Conidios de alguns variantes deteriorados foram suspensos 

em tween a uma concentração de aproximadamente 106 conídios por milil;t .....

tro. Ap6s diluições apropriadas em salina t os con!dios foram semeados em 

placas contendo meio completo e efetuou�se a contagem do número de colô

nias por placa, bem como o número de colônias que sofreram reversão. Es

tas últimas distinguiam-se pela coloraç§'.o verde e aspecto semelhante ao 

da linhagem Á• As reversões foram inoculadas em tubos contendo meio 
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completo inclinado e estocadas ern refrigerador iJara a posterior análise. 

3.0.2. Reversão induzida pela luz ultra-violeta 

Suspensões de conídios das linhagens deterioradas foram 

tratadas com luz ultra-violeta por 2 mLnutos e semeadas em diluiç5es apr.o_ 

priadas em placas contendo meio completo r..ara a obtenção de colônias iso 

ladas. Incuboub•se por 3-4 dias. &1 seguida, foi efetuada a contagem do 

número de colônias sobreviventes por placa, bem como o número de colônias 

que sofreram reversão. Estas últimas foram inoculadas em tubos contendo 

meio completo inclinado e estocadas em refrigerador. 

3.9.1. ObtençITo de heterocários 

Utilizou-se o mesmo m�todo descri to por PONTECORVO e coJ_. 

(1953). Conídios de ambas linhagens, fiSE. e deteriorada, que requerem d.:h 

ferentes fatores de crescimento, foram colocados em 2 t 5 ml de meio míni

mo líquido suplementado com� de meio completo líquido, o que perruitiu 

apenas pequena germinação dos conídios. Após 3-4 dias de incubação, for

mou-se uma película na superfície do L1eio, a qual transferida para placa 

contendo meio mínimo, originou setores heterocarióticos que continham nt'Í

cleos geneticamente diferentes na mesma hifa, o que permitiu o crescimen

to. 

Para a análise das reversões, obteve-se o hetorocário co

mo mencionado, a partir do cruzamento da linhagem MS� e a colônia em est_½ 

do, que sofreu a revers�o. 



3.9.2. Análise mit6tica 

Esta análise foi realizada através do ciclo parassexual, 

segundo o método descrito por ROPER (1952). Ap6s ter-se obtido o hetero

cário este foi transferido para rn.eio mínimo onde houve formaç§'.o de se

tores heterocari6ticos. A maioria dos conídios formados são hapl6ides e 

não conseguem se desenvolver em meio mínimo. Entretanto, há formaç�o de 

conídios dir1l6ides heterozigotos em porcentagem mui to baixa, devido à fu

são rara de núcleos hapl6ides 1 que stfo capn.zes de crescer em meio mínimo• 

Semeando uma suspensão de cerca de 107 conídios por ml, em meio 

obtiveram-se colônias dip16ides heterozigotas. 

mínimo t 

Os dipl6ides assiLJ. obtidos foram induzidos à haploidizaçtl'.o 

pelo método da Jrfluorfenilalanina (.]2FA) que tem a propriedade de inibir 

o crescimento de setores dipl6ides 1 mas permite o crescimento de setores

hapl6ides que surgem como segregantes. Segundo K.8'.FER (1961), a haploidi-

zação ocorre espontaneamente através da aneuploidia com r,erda sucessiva 

de cromossomos. A técnica consiste em aa_icionar ao meio completo quanti

dades variáveis da soluç§'.o de J2FA, dependendo do cruzamento envolvido. Ho 

presente trabalho, adicionou-se a 200 ml de meio de cultura, 1,5 ml da 

solução a 11� de JJ.FA, o que corresr.-0nde aproximadamente a 0,15 ml da solu

ç§'.o por placa com 20 ml de meio de cultura. 

Os conídios dipl6ides fomm inoculados em 4 pontos das Dla 
..... ... _. 

cas e ap6s 8-9 dias de incubação, surgiram setores hapl6ides brancos, ªIllél: 

relos, verdes e deteriorados. Estes foram purificados em meio com1üeto e 

a seguir inoculados um a um em 26 pontos fixos numa placa de meio comiüe

to • Esta 1)1.aca serviu como placa mest;J?a que foi replicada através de um 

replicador de níquel-cromo para as placas de análise. 

A seguir, efetuaram-se as leituras, ap6s 24, 48 e 72 ho

ras de incubação. 
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3.9.3. Análise mei6tica 

Esta análise baseia-se no ciclo sexual do fungo, através 

da análise de asc6sporos produzidos em peritécios, segundo o método des

cri to por PONTEC0RV0 e col. ( 1953). A análise exige a ocorrência de pe

ri técios híbridos contendo asc6s1;oros segregantes, resultantes da meiose 

de zigotos formados pela cariogamia de núcleos geneticamente diferentes. 

Para se obter os peritécios, incubou-se a placa de meio 

mínimo contendo pedaços do h�terocário , vedada com fita celul6sica, por 

9-10 dias em estufa. Ap6s esse período, os maiores peritécios foram iso

lados e rolados em meio mínimo s6lido, para retirar os conídios ocasion�+. 

mente aderentes, bem como, as células de H�lle. A seguir, os peritéoios 

foram transferidos com um estilete de metal rara tubos de ensaio contendo 

2,5 ml da solução de tween, onde foram esmagados contra as paredes dos 

mesmos. Com as mesmas pipetas utilizadas p�ra o esmagamento dos perité

cios, as paredes dos tubos foram lavadas, suspendendo os asc6sporos na 

solução. Semeou-se 0,l ml de cada suspensrro de asc6sporos em placas con

tendo meio completo e conservaram-se as suspensões restantes em refrige-

o 
rador, a 4 e. Incubaram-se as placas em estufa por 2-3 dias e verificou-

se se os peri técios eram híbridos. Or.:1 não híbridos foram descartados. 

Um dos peri técios híbridos foi escolhido e os aso6s:9oros 

foram semeados em 4-5 placas contendo meio completo. Ap6s 3 a 4 dias,con 

taram-se as colônias normais (brancas, amarelas e verdes) e deterioradas. 

Uma placa mestra foi preparada com colônias brancas, outra 

com amarelas e verdes e duas com deterioradas. Ap6s 3 dias de incubaçtl'.o, 

as placas mestras foram replicadas para as placas de análise. 

Ap6s 24, 48 e 72 horas de incubação, fez-se as leituras 

das 1:ilacas de análise, anotando-se as colônias que cresceram e as que não 



cresceram. 

Através do número de colônias recombinantes, calculou-se 

o valor de ligação entre os dois locos envolvidos, aplicando-se a seguin-

te f6rrnula: 

onde 

e = _IL. x 100 
T 

C = valor de ligação 

R = número de colônias recombinantes 

T = número total de colônias analisadas 

O desvio padrão foi calculado utilizando-se a seguinte f6r 

mula: 

onde 

p = frequência de recombinantes 
N = número total de asc6sporos 

3.9.4. Análise gen6tica das reversôes 

Para verificar a natureza da reversão, se devido a supres

sores ou verdadeira� as colônias com reversão foram cruzadas com a linha

gem J1SE e peritécios foram obtidos, J_)elo método descrito no item 3.9.3. 

No caso de uma reversão devido a supressor, este foi loca

lizado no grupo de ligação através da análise mit6tica, descrita no item 

3.9.2. A distância entre o supressor e uma determinada marca 

foi feita através da análise mei6tica. 

genética 
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3.9.5. Testes de alelismo 

No caso dos supressores de diferentes deteriorados estarem 

localizados no mesmo grupo de ligação, testes de alelismo foram realiza

dos. Para tal, cruzamentos específicos foram feitos entre as duas coló

nias q_ue possuem os diferentes deterD1inantes de deterioração, os genes su 

pressores em estudo, bem como, diferentes req_uerimentos nutricionais. 

Através da análise dos asc6s::)Oros resultantes do ciclo se

xual, verificou-se se os supressores envolvidos no cr�mamento foram ou 

não alelos. 
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4. RESULTADOS

Para maior facilidade de apresentaçâo, os resultados se acham 

sub-divididos nos seguintes tópicos, obedecendo-se a ordem de obtenç�o dos 

dados. 

4.1. Obtençâo espontânea de setores deteriorados e melhorados e análise 

do seu número e emergência 

O Quadro 1 apresenta o número de setores obtidos espontanea

mente a partir de 56 colônias da linhagem duplicada.A• Enquanto 106 seto

res melhorados e deteriorados foram produzidos em colônias dessa linhagem, 

o controle (linhagem pro
1

, �, x_ não duplicada) não produziu setores

de espécie alguma em 80 colônias observadas. Os 6 setores deteriorados f.Q. 

ram numerados de v
35 

a v
40 obedecendo-se a nomenclatura adotada por AZEVE

DO (1971) e ROSATO (1973). O Gráfico 1 mostra o pedigree destes setores 

obtidos espontaneamente e seus derivativos, bem como apresenta a descrição 

sumária das principais características dos setores obtidos. A Figura 3 mo.§_ 

tra um dos deteriorados obtidos. 
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Quadro 1. Número de setores obtidos espontaneamente 

Colônias Setores obtidos 
Linhagens analisadas média/col amar. verd. deter. total 

A 56 96 4 6 106 1,9 

.12..:i:9.1,�·y_ 80 o o o o o,o 

Gráfico 1. Pedigree dos setores deteriorados isolados espontaneamente 

v35 - micélio marron claro e conidiação escassa

v36 - micé:J_io marrou claro e conidiação escassa

V36.l - micélio amarelo claro e conidiação bem escassa

V 36.1.1 - micélio amarelo claro G conidiação bem escassa

v37 
- micélio marron e conidiação média

v37.1 - micélio marron claro e conidiaçâ'.o média

v38 - micélio marron escuro e conidiação média

V38.l - micélio marron claro e conidiação escassa

v3s.2 - micélio marron claro e conidiação escassa

v39 - micélio marron claro e conidiação média

V39.1 - micélio marron claro e conidiação média

v40 - micélio marron bem claro e conidiação bem escassa



Figura 3. Variante deteriorado v
36•1 e seu derivativo v

36•1•1

29.
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O Quadro 2 indica a distância do centro da colônia ao ponto 

de emergência dos setores obtidos espontaneamente, pela linhagem A. 

Quadro 2. Distância do centro da colônia ao ponto de emergência de seto

res deteriorados e melhorados obtidos espontaneamente 

Distâncias NQ de setores 

( cm) deteriorados amarelos verdes 

o,oo - 0,50 o 5 o 

0,51 - 1,00 o 11 1 

1,01 - 1,50 1 10 o 

1,51 - 2,00 1 11 1 

2,01 - 2,50 1 26 1 

2,51 - 3,00 2 21 1 

3,01 - 3,50 o 10 o 

3,51 - 4,00 1 2 o 

Total 6 96 4 

A análise do ponto de origem dos setores (Quadro 2) dá uma 

idéia do tempo em que a instabilidade se manifesta. Esses dados são im

portantes na comparação com os tratamentos com luz ultra-violeta ( Quadro 

4) e DNA ex6geno (Quadro 6), o que permite verificar a aç�o desses agen•

tes não s6 quanto ao n'Úmero de setores produzidos, como também, em rela

ç�o ao tempo de produç�o dessa instabilidade. 



4.2. Obtenção de setores deteriorados e melhorados induzidos por 

ultra-violeta e análise do seu número e emergôncia. 

31. 

luz 

O Quadro 3 mostra o número de setores obtidos ap6s tratamen

to das linhagens! e pro
1

, �6, 
y_ com luz ultra-violeta. A partir de

64 colônias da linhagem fl foram obtidos 101 setores, sendo 93 deles me

lhorados e 8 deteriorados, enquanto que, nenhum setor foi produzido por 

30 colônias da linhagem :ero1, :eabB,;61 y_. O Quadro 4, indica a distância do

centro da colônia ao ponto de origem dos setores produzidos pela linhagem 

A. 

Quadro 3. Número de setores obtidos após tratamento com luz ultra-violeta 

Linhagens 

A 

pro 1, �, -:l..

Colônias 
analisadas 

64 

30 

amar. verd. 

49 44 

o o 

Setores obtidos 

deter. total média/cal. 

8 101 1,6 

o o o,o 



Quadro 4. Distância do centro da colônia ao ponto de emergência de seto

res deteriorados e melhorados após tratamento com luz ultra-vi� 

leta 

Distâncias 

(cm) 

o,oo - 0,50 

0,51 - 1,00 

1,01 - 1,50 

1,51 - 2,00 

2,01 - 2,50 

2,51 - 3,00 

3,01 - 3, 50 

3,51 - 4,00 

Total 

deteriorados 

1 

o 

o 

1 

3 

2 

1 

o 

8 

N2 de setores 

amarelos verdes 

1 1 

o 3 

2 2 

3 3 

11 9 

6 16 

15 7 

11 3 

49 44 
-"-

4.3. Obtenção de colônias deterioradas após tratamento da linhagem !, 

com luz ultra-violeta 

Em todos os tratamentos foram obtidos deteriorados,sendo eles 

mais frequentes quando os con!dios foram irradiados com 4 e 8 minutos. Pa

ra a análise genética foram selecionadas as colônias resultantes do trata-

menta com 4 minutos de irradiaçtto ( de sobrevivência), numerados de v41

a v45• O Gráfico 2, mostra o pedigree das colônias deterioradas obtidas

ap6s tratamento com luz ultra-violeta, bem como descreve a morfologia des

sas colônias. 
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Gráfico 2. Pedigree das colônias deterioradas obtidas após tratamento com 

luz ultra-violeta 

V 44 �V 44. 1

v41 - micélio marron claro e conidiaç�o média

v42 - micélio marron escuro e conidiação média

v4
3

- micélio marron claro e conidiação média

v44 - micélio marron escuro e conidiação média

V44.1 - micélio marron claro e conidiação escassa

v45 - micélio marron claro e conidiaçlfo média

O Quadro 5 apresenta o número de setores produzidos pela li

nhagem ! duplicada e :ero 1, �ª
--6

, y_ não duplicada, ap6s o tratamento com 

DNA exógeno. Em 97 colônias da linhagem A tratada, foram produzidos 150 

setores melhorados e 20 deteriorados, enquanto que a partir de 90 colônias 

tratadas da linhagem nro 1 , .12§1:i_§l.'"6 ' y_, nenhum setor foi obtido. A linhagem 

,! controle, produziu 111 setores melhorados e 6 setores deteriorados, a 

partir de 90 colônias. Ainda, a média de setores melhorados por coltmia 

na linhagem A tratada foi de 1,54, enquanto que no controle foi de 1,23. A

média de setores deteriorados por colônia no material tratado foi de 0,206 

e no controle de 0,066. O Quadro 6 mostra o tempo de emergência dos seto-

res produzidos pela linhagem A tratada e controle, a partir do ponto de 



emergência dos mesmos em relação ao centro da colônia. 

Quadro 5. Número de setores induzidos pelo DNA ex6geno 

,--,,.-, .............. ,..,�-,·-

Colônias Setores obtidos 
Linhagens __ __. ___ ....,,.,__..,,...,._.._,.,.,,� -... ,, -----�--..--;--,.... 

analisadas amar. verd. det. total média/cal. 
, ____________ 

A tratada 97 120 30 20 170 1,7 

A controle 90 92 19 6 117 1 '7-':J 

:er..2.1'�' y_ 90 o o o o o,o 

____ , __ _,____..,, ..... �-.. ..... - ... --

Quadro 6. Distância do centro da colônia ao ponto de emergência de seto-

Distâncias 

( cm) 

o,oo - 0,50 

0,51 ·- 1,00 

1,01 - 1,50 

1, 51 - 2,00 

2,01 - 2,50 

2,51 - 3,00 

3,01 - 3,50 

3,51 - 4,00 

4,01 - 4,50 

res deteriorados e melhorados, obtidos ap6s tratan1ento com o 

DNA ex6geno 

deteriorados 
tratamento con-crole 

o 

o 

1 

3 

4 

8 

4 

o 

o 

o 

o 

1 

o 

1 

4 

o 

o 

o 

NQ de Setores 

amarelos 
trat. con tr. 

o o 

o o 

3 2 

13 8 

24 16 

32 27 

33 22 

14 16 

1 1 

verdes 
trat. cont:r. 

o o 

2 o 

5 2 

3 

6 8 

5 5 

6 2 

3 o 

o 
.. _,._,_,,,, _________ , _____ , __ ,,_,_.,.,,_..-..,_� -L --------------·- ··-·---·· .. ,,-.----
Total 20 6 120 92 30 19 
____ ,...,..._, _______________ , .. �,..,,,,..,_ ..... ,, .. ,, __ ,,., __________ , ______ ... , ... �, ... ,, . .,,.,_,.,�·-·--·-,,.. 
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Os setores deteriorados obtidos ap6s tratamento com o DNA ex6 

geno não foram submetidos a uma anà'.'lise genética. 

4. 5. C9mparaçãq__ __ E:,_ntre . ...§:._it1-sta12.i,lidade es:eontânea e indv;�-i�J.?.ºt.)tu;:; ul

tra-violeta e j)NA exógeno 

Os Gráficos 3, 4
1 5 e 6 apresentam respectivamente, as porce:Q.. 

tagens de setores amarelos, verdes, deteriorados e totais de setores obti

dos espontaneamente e induzidos por l uz ultra-violeta e DNA exógeno, em re 

lação ao seu tempo de emergência. As porcentagens de setores espontâneos 

apresentadas nos gráficos a seguir, correspondem à soma dos setores espon

tâneos com os obtidos da linhagem!, usada como controle do tratamento com 

DNA exógeno. 
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Gráfico 3. Porcentagem de setores amarelos obtidos es1Jontaneamente e indu

zidos por luz ultra-,violeta e DJITA ex6e;·eno em relação às dist.!ln

cias do ponto de emerGência dos setores ao centro das colônias. 
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Gráfico 4. Porcentagem de setores verdes obtidos espontaneamente e indu

zidos por luz ultra--violeta e DNA ex6geno em relaçlfo às dis-

tàncias do ponto de emergência dos setores ao centro das colô 

r,., nias. 
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Gráfico 5. Porcentagem de setores deteriorados obtidos espontaneamente e 

induzidos por luz ultra-violeta e DNA ox6geno em-relação às 

distâncias do ponto do emorgôncia dos setores ao centro das 

colônias 
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Gráfico 6. Porcentagem de setores obtidos espontaneamente e induzidos por 
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4.6. Ai1ál.is.§l.._g_eI1ética dos deter.,i_9_rados obtidos espontâneamente_ 

Para efeito de ilustração, será apresentada a análise genéti

ca mit6tica e meiótica de um dos determinantes de deterioração analisados 

(v
36), bem como seus derivativos ( Quadros 7 a 12). As análises genéticas

dos outros determinantes de deterioraç/fo e de seus derivativos (V 
35, V 37,

V 38 e v40) esta'.o apresentadas no apêndice ( Quadros A-1 a A-16).

�uadro 7. Análise mit6tica do v
36

Hapl6ides V 
36 // JvISE

Grupos de ligaçilo 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

-------.-�-·-··- •.

Marcadores 

+ + pro paba 

pro paba 

+ 
gal 

gal 

+pyro 

pyro 

fac
+ 

fac 

+ 
s 

s 

. + 
n1.c 

nic 

ribo 

Setores 
deteriorados n�o doterior2dos 

o 20 

o o 

o o 

o 20 

o 14 

o 6 

o 10 

o 10 

o 11 

o 9 

o 14 

o 6 

o 11 

o 9 

o 9 

o 11 
·-



41. 

Observando-se o quadro 7, pode-se concluir que o detemina:1te 

de deterioraç!fo V --·36 
localiza-se no grupo de ligação 11 ou no grupo de li-

gaç{fo II i fato este melhor evide,,.ciado pela análise . '1 . BelO"ClCa ( quadro C,) '

cnjos valores mostram a ligaç�o do determinante genético com a marca PJZ2.i·

1t1.adro 8. Análise meiótica do V �6:r

V ,r r··sE 
36 A 1'l 

Colõnias Grupo de ligaç2l'.o Marcadores deterioradn::-o dfo deterioradas 

I 
+ 

prc 

pro 

p-3. b3. 

Valor de e 1Jr01"·V�, - -�22_. X 
.,;:,;__ . ")D 104 

25 

27 

31 

21 

100 

+ c,'4, 80/·

:32 

n. 
',j 

!� 1

11 

As arnilises mitóticas e m,e;ic6tioas cios derivativos de � e 2§: 

ordem: v
36_1 

e v
36.l.l estão nos quadxros 9 a l� P



:.l1J.adro 9. Análise mitótica do v36_1

Haplóides 

Grupos de ligação :Marcadores 

+ 
I pro paba 

pro paba 

II 
+ 

w 

1'T 

III 
+ 

gal 

gal 

IV + 
pyro 

pyro 

V fac 
+

fac 

VI 
+ 

s 

s 

VII nic 
+

nic 

VIII .b + ri o 

ribo 

Analisando-se o Quadro 9, 

te de det erioraçtto localiza-se no grupo 

V // IvISE 
36.1 

4-2. 

---�·--•--=--=----'-" • �==-

=--- ,-=-<-'- ... �� 

Setores 
deteriorados não deteriore.dos 

-�-- -�--�-

o 4 

1 7 

1 2 

o 9 

1 7 

o 4 

1 o 
o 11 

1 4 

o 7 

o 6 

1 5 

1 9 

o 2 

1 5 

o 6 

_, _ _.._,,...,..,.,..,.. 

pode-se verificar que o determin8l'J.""' 

de ligação IV, pois todos os se-

tores deteriorados foram 
+ 

os normais pyro e pyro.



':'tEadro 10. Análise mei6tica do v
36•1

v36_1 X IISE

Grupo de ligação Marcador Colônias 

IV 
+pyro 

deterioradas 

19 

pyro 22 

C nvro --v = 2� X 100 = 48
1

00 "!:. 5, 74% ,J;'-"1-·--·4 -�36 .1 75 

não deterioradas 

14 

20 

A análise meiótica acisa apresentada, mostra não ligação genf 

ti ca do _y:
36• l com a marca .&:E.'? 

4
•



Quadro 11. Análü;e mitótica do v36.l.l

Hnpl6ides v36.l.l // JVISE

44. 

Setores Grupos de ligação Marcadores deteriorados não deteriorados 

I 
+ +pro paba 

pro paba 

II 
+ 

w 

w 

III gal +

gal 

IV 
+pyro 

pyro 

V fac +

fac 

VI 
+ 

s 

s 

VII 
+nic 

nic 

VIII "b + ri o 

ribo 
--· . .-.---,·--·-

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

17 

o 

o 

17 

14 

14 

o 
u 

14 

6 

11 

Pode-se verificar pelo Quadro 11 que o determinante de deterio 

ração pode estar localizado no grupo de ligação I ou no grupo de ligação II. 



Quadro 12. Análise meiótica do 
v36 •1•1

45-

__________________________________ , __ , __ 

V X ríSE 36.1.1 

Grupo de ligação Marcadores Colônias 
deterioradas não deterioradas 

-------------------------------·-�--

I +pro 

pro 
+paba 

paba 

33 

2 

34 

1 

38 

lC 

44 

4 

-------------------·-··----------- -----·-·--·-·-·----·· 

:pro1 e paba6•

X 100 + = 51,EH 5,48%

C ��6-�
36 l l = 3S X 100 = 45,78 + 5,48%

• • G3 

O determinante genético :y36• l.l não se acha ligado às

4. 7. Análise genética dos deteriorados obtidos a pés tratwnento com luz

ultra-violeta 

Como exemplo, será apresentado a análise genética rilitótica e 

meiótica apenas do v41 (Quadros 13 e 14). As análises dos demais varian

tes obtidos com lu� ultra-violeta, encontram-se no apêndice (Quadros A-17 

a A-25). 
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Quadro 13. Análise mitótica do v
41

Ha plóides V 
41 // MSE 

Grupos de ligaç11o Marcadores 
Setores 

deteriorados não deteriorados 

I + + 
o 12 pro paba 

pro paba o o 

II 
+ 

o 4 w 

w o 8 

III 
+ gal o 11 

gal o 1 

IV 
+ 

o 5 pyro 

pyro o 7 

V fac+
o 10 

fac o 2 

VI 
+ 

o 4 s 

s o 8 

VII . + 
o 6 nic 

nic o 6 

VIII ribo+
o 

ribo o 4 

Analisando-se o Quadro 13, conclui-se que o determinante de 

deterioraç�o do variante estudado, localiza-se no grupo de ligação I. 
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Quadro 14. Análise meiótica do v41

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

MSE X v41

Grupo de ligação Marcadores Colônias 
deterioradas não deterioradas 

I 
+ pro 

pro 

+paba 

paba 

24 

21 

24 

21 

30 

21 

32 

19 
________________________________ , _____________

C pro
1
-v

41
= ----4.2._ X 100 = 46,80 :!:. 5,07% - - 96

47. + C paba6-v l = ....,:L?__ X 100 = 44, 70
- -4 96 

5,05% 

Distância entre pro1-paba6 = --1.Q__ X 100 = 10 1 40 � 3,06/�·- -- 96 

O determinante de deterioraç�o _y
41 

não se acha geneticamente

ligado às marcas pro
1 

e paba6•

A seguir, será apresentado o Quadro 15 contendo o número de 

segregantes meióticos de todos os cruzamentos realizados envolvendo os 

variantes deteriorados. Uma análise estatística foi realizada para a ve

rificação do nível de significância de cada resultado. 
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Quadro 15. Segregação meiótica obtida de cruzamentos envolvendo linha-

gens normais X linhagens com os determinantes de 

Cruzamentos 
Segregantes 

Total 
normais deteriorados 

v
36 X MSE 71 45 116 

v
35 X MSE 49 49 98 

v
37 

X MSE 102 95 197 

v38 X MSE 185 130 315 

v
39 

X MSE 41 37 78 

v40 X MSE 177 187 364 

v36_1 X MSE 57 77 134 

v36.l.l X MSE 113 27 140 

v37.l X MSE 53 47 100 

v38•2 X MSE 55 49 104 

v
39.l X MSE 60 52 112 

v41 X MSE 51 45 96 

v43 X MSE 105 157 262 

v44•1 X MSE 38 46 84 

v45 X MSE 55 49 104 

n.s. = ngo significativo

* = significativo ao nível de 5% de probabilidade

** = significativo ao nível de 1% de probabilidade

+ = valores de x2 , considerando a propor�o de 1:1.

deterioração 

2+ 

5, 82-lé

0,00 n.s. 

0,24 n.s. 

8,32·X··lt 

0,20 n.s. 

0,26 n.s. 

2,98 n.s. 

52,82·lHt-

o, 18 n.s. 

0,17 n.s. 

O, 28 n.s. 

O, 18 n.s. 

10,32·lH'.· 

0,38 n. s. 

0,17 n.s. 

--
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A origem de cada variante deteriorado analisado, bem como, a 

localização dos determinantes nos diferentes grupos de ligação, podera ser 

vistos no Quadro 16 e Gráfico 7. 

Quadro 16. Localização dos deterrninan tes de deterioração nos grupos de li 

Variante deteriorado origem 

v35
espontânea 

v
36

li 

v36.1
!l 

V li 

36.1.1 

v
37

I! 

v37.1
li 

v
3a

li 

v3a.2
li 

v39
li 

v39.1 
li 

v4o
li 

v
4 1 ultra-violeta 

v42
" 

v43
li 

V44
11 

v44.1 I! 

v45
li 

grupos de 
,_ ,_ -·�-.,--.,,.

ligação 
_,___,,_, .... ,.. _____ 

VIII 

I 

IV 

I 

VII 

I 

VIII 

IV 

V 

I 

V 

I 

III 

III 

I, II e V 

VI 

I 
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Gráfico 7. Localização dos detenninantes de deterioração 
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3
" í v3-:: , o.2 - ·1-

v39; (v. 1) 
'T'r 

�··-·---------------

--------0--------·-·· 

VIII------!"'-"-------------.....------ v
38 

ribo2
1 

Observações; 

1 
t" 

1 37,1 
� *-

V35

O = centrõmero 

Na extremidade dos cromossomos: deteriorados cujas distân

.cias não são conhecidas 

� -}- qualque:r dos lados 

(v44) = o determinante de deterioraç§:o pode estar localiza

do em um dos três grupos de ligação. 
As distâncias nâ'.o estão em escala_ no..,... mapa. 
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4.8. ObtençãQ das reversões 

Dois variantes deteriorados obtidos espontaneamente (v
37 

e 

v40) e dois por tratamento com luz ultra•0violeta (v41 e v
43) foram utiliz,0.

dos para a verificação da frequência de reversão espontânea e induzido ;oor 

luz ultra--violeta. Os Quadros 17 e 18 apresentam o número e frequência de 

reversões obtidas. Verifica-"se que estas frequências são relativamente 0-· 

levadas tanto para as reversões espontâneas como para as induzidas. 

Quadro 17. Frequência de revers�es espontâneas 

Deteriorados 

V37

v40

v41

V43

N� colônias 
analisadas 

8.098 

5. 545

5.990 

5.370 

__ ,,,_,_. __ :..,, 

N2 reversões 
obtidas 

7 

4 

4 

7 

Frequência 
reversôes 

1:1.157 

1:1.386 

1:1.497 

1: 767 

.. �---, _ _, __ ,_, ___ ·- ,� 
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Quadro 18. Frequência de reversões ap6s tratamento com luz ultra-violeta 

Deteriorados J\TQ colônias NQ reversões Frequência 
analisadas obtidas rever sões 

v37
3.551 4 1: 8õ7 

v40 3.483 5 1: 696 

v41 6.290 12 1: 524 

V43
4-080 6 1: 680 

4.9. Estudo das reversões 

Foram escolhidas ao acaso algumas das reversões obtidas es

pontaneamente e induzidas por luz ultra-violeta, para o estudo da nature

za genética do fenômeno envolvido, como apresentado nos t6picos seguintes. 

4.9.1. Análise genética das reversões obtidas espontaneamente 

Das reversões espontâneas obtidas, 5 foram analisadas geneti 

camente. Estas serão designadas: reversão 1 do v
37, reversão 2 do v

37, re

versão l do v
40

, reversão 1 do v
41 e reversão 1 do v

43
• Os Quadros 19 e

20 apresentam os resultados obtidos através da análise genética de uma das 

reversões estudadas (reversão l do v
37). As análises das demais reversões

encontram-se nos Quadros A-26 a A-33 do Apêndice. 
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�uadro 19. Análise mit6tica da reversão 1 do v37

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

Hapl6ides reversão 1 do v
37 

#MSE 

Grupos de ligação Marcadores 
Setores 

deteriorados não deteriorados 

I 
+ + 9 10 pro paba 

pro paba 3 1 

II 
+ 

3 6 w 

w 9 5 

III + gal 4 4 

gal 8 7 

IV + 
o 8 pyro 

pyro 12 3 

V fac+ 

3 6 

fac 9 5 

VI 
+ 

9 6 s 

s 3 5 

VII . + 
12 4 n1.c 

nic o 7 

VIII ribo+ 
6 6 

ribo 6 5 

Pelos resultados apresentados no Quadro 19, pode-se verifi -

car que o supressor do determinante de deterioração ::!..
37 

localiza-se no g:l:']; 

po de ligação IV, pois, to dos os setores deteriorados foram pyro. Os de

teriorados pyro+ possuiam também o gene supressor, apresentando-se portan

to de fen6tipo normal. 



54. 

quadro 20. Análise mei6tica da reversão 1 do v37

Reversão 1 do v
37 X MSE

Grupo de ligação Marcador Colônias deterioradas 

IV +P,Yro 58 

P,Yro 37 

C ..BY.E.Q.4 - �11:37 = �� X 100 = 61,05 :_ 5 ,00%

Assim sendo, o �
1
_y37 não se acha geneticamente ligado ao

gene _;p,yro4•

4.9.2. Análise genética das reversões induzidas por luz ultra-vio

leta 

Das reversões induzidas por luz ultra-violeta, 4 foram anal1_ 

sadas geneticamente. Estas serão designadas: reversão 3 do v
37

, reversão

2 do v40' reversão 2 do v41 e reversão 3 do v41 • Os Quadros 21 e

tram respectivamente, a análise mi t6tica da reversão 2 do V41 e os

gantes mei6ticos do cruzamento envolvendo a reversão 2 do v40, que

ta de uma reversão verdadeira. As análises das demais revers�es 

tram-se nos Quadros A-34 e A-35 do Apêndice. 

22 mos-

segre-

se tra-

encon-
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�uadro 21. Análise mit6tica da reversão 2 do v41

Hapl6ides reversão 2 v41 ,f MSE
·•--<--

Grupos de ligação Marcadores 
Setores 

deteriorados não deteriorados 
, _ _,,,_,. __

+ + 
o 2 I pro paba 

pro paba o 4 

II 
+ 

o 3 w 

w o 3 

III 
+gal o 2 

gal o 4 

IV 
+ 

o 1 pyro 

pyro o 5 

V fac + o 3 

fac o 3 

VI 
+ 

o 3 s 

s o 3 

VII 
. + 

o 5 nic 

nic o 1 

VIII ribo+
o 3 

ribo o 3 

Pelos resultados apresentados no Quadro 21, pode-se concluir 

que existe um supressor do determinante de deterioração (��41) localiza

do no mesmo grupo de ligação que o determinante de deterioração _y:41, ou s�

ja, no grupo de l�gação I, A an�lise mei6tica no presente caso não foicon 

duzida. 
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Quadro 22. Segregantes meiótico s do cruzamento reversão 2 do V 
40 X MSE

Amarelos Brancos Verdes Deteriorados 

53 47 75 o 

O Quadro 22 apresenta a segregação mei6tica ocorrida no cru

zamento envolvendo a linhagem NSE e a reversão 2 do v40• Pelos resultados

apresentados neste Quadro, verifica-se que deve ter ocorrido uma reversão 

verdadeira, (Fig. 4) pois, houve ausência total de colônias deterioradas 

em 175 segregantes analisados. 

vido a supressores. 

A Figura 5 mostra um caso de reversão de-



Figura 4. Reversão verdadeira do variante deteriorado v
40 

Figura 5. Revers�o devido a supressores do variante deteriorado v37

57.
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S�o a presentados no Quadro 23 e Gráfico 8, as origens e as 

localizações dos supressores responsáveis pelas reversões analisadas, bem 

como a origem da reversão verdadeira estudada. 

Quadro 23. Localização dos supressores nos grupos de ligação do A. ni

dulans 

·---

Rever sões Origem Grupo de ligação 

.ê1l 1.Y 3 7 
espontânea IV 

.§2.if.37 
espontânea IV 

SUif-7.? 
ultra-violeta I, V e VIII 

-- :,) 

SU V --1-40 espontânea IV 

reversão 2 do v40 ultra-violeta reversão verdadeira 

12±1241 es1)0ntânea VIII 

s��41 ultra-violeta I 

.§..12:il41 ultra-violeta V 

s�1.Y43 esponM.nee. VIII 
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Gráfico 8. Localização dos supressores nos grupos de ligação do A. nidu•• 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

y + 

w3 
••••••••••••••••••• 0 ••••••••••••••••••••••••••• ------

:pyro4

• 

s 

sulv37'
SU2V

37'
sulv40
su3v

,,n
(su3v37) 

ribo2VIII ----------tl----�-�•-____,________
sulv41
sulv43

(su
3v37)

Observações: O= centrômero 

Na extremidade dos cromossomos: supressores cujas distâncias 

não são conhecidas 

(su
3
v

37
) = o supressor pode estar localizado em um dos três 

grupos de ligação 

As distâncias não estão em escala no mapa. 
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4.9.3. Testes de alelismo 

Conforme indicado no Quadro 23, certos supressores localiza

ram-se nos mesmos grupos de ligação. Assim, ..êE;.1.Y.
37

, .fil!�37 
e ..ê];1_y40 loca

lizaram-se no grupo de ligação IV; os supressores .ê];1y41 e ..êE;,1.Y.
43 

locali-

zaram-se no grupo de ligação VIII. Com a finalidade de verificar se os 

supressores localizados no mesmo grupo de ligação eram alelos ou não, foi 

conduzido um teste de alelismo através dos seguintes cruzamentos: 

a) reversão 2 do v37 X segregante mitótico da reversão 1 do

v
37 

de genótipo ú:1,1; �4; nic8; ribo2; .ê.E:.i.Y.37; y37"

b) reversão 1 do v40 X segregante mit6tico da reversão 1 do

V 
37 

de genótipo gal1; �; nic8; ribo2; su]:Y
37; y_

3
r

c) reversão 1 do v
43 

X segregante mitótico da reversão 1 do

v41 de genótipo Eo1; �; gal1; �2; �1.Y.41; Y.41 •

Como pode ser visto pelo Quadro 24, .ê];1y37 e ..ê];,)!.37 são ale

los, uma vez que só ocorreram segregantes não deteriorados (Figura 6). Por 

outro lado, �1y40 e fill:.]!Y37 não são alelos, pois, segregantes normais e

deteriorados ocorreram a partir desse cruzamento. Também pela mesma ra

zão, ..fil:;1.Y.43 
e �1_y41 não são alelos (Figura 7).
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Quadro 24. Segregantes meióticos resultantes de cruzamentos envolvendo su 

pressores localizados no mesmo grupo de ligaçgo 

Número de segregantes 
Cruzamentos 

amarelos verdes brancos deteriorados 
_, _ _,,_"'"'· ... ,,_, ____ ._..,. 

51 70 o o 

28 18 12 54 

39 6 55 85 
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Figura 6. Genes supressores alelos 

Figura 7. Genes supressores não alelos 



5. DISCUSSl\'.O

Para maior facilidade de apresentação, a discussão será di

vidida em sub-ítens obedecendo a mesma ordem adotada no capítulo 4 (Resul

tados). 

5.1. Observação da instabil�dade mit6tica espontânea e induzi� 

Segundo NGA & ROPER (1968), AZEVEDO & ROPER (1970) e AZEVE

DO (1971), a duplicação cromossômica é a responsável pela instabilidade mi 

tótica. Resultados concordantes foram obtidos no presente trabalho, como 

se pode observar pelos Quadros 1, 3 e 5, onde nenhum setor foi obtido a 

partir da linhagem haplóide usada como controle, A maioria dos trabalhos 

encontrados na literatura tratam d.a instabilidade espont�nea; no entanto 

algumas pesquisas foram realizadas utilizando-se mutagénicos. Assim,COOKE 

e col. (1970) realizaram estudos sobre a instabilidade induzida pelo azul 

de tripan, ROPER e col. (1972) com a cafeína e ROSATO (1973) com a acrifl.§!:. 

vina e o metano-sulfonato de etila. Outros agentes, contudo, devem ser 

pesquisados quanto à sua ação sobre a instabilidade. Com esse intuito,ne.ê_ 

se trabalho foram utilizados a luz ultra-violeta e o DNA ex6geno, cujos 

efeitos podem ser observados nos Quadros 2, 4 e 6 e no Gráfico 6. Como ob

servado, esses mutagênicos não aumentam o número de setores em geral, em

bora se verifique que cer,'to$ t;ipos de setores aparecem com maior frequên

cia segundo o mutagênico utilizado. Assim, quanto à produção de setores 
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melhorados amarelos, visualiza-se no Gráfico 3 que ambos, luz ultra-viole-

ta e Dlil'A ex6geno, não se mostraram eficientes com relação ao aumento de 

produç�o desses setores. O mesmo não ocorreu em relação à produção de se-

tores verdes, pois, maior número deles foi obtido mediante a ação da luz 

ultra-violeta ( Gráfico 4) • Como mencionado na literatura, sabe-se que 

esses setores surgem devido a deleções em um dos segmentos em duplicata. 

Uma possível explicação para o aparecimento dessas deleções é aquela dada 

por ROPER e col. (1972), quando utilizou a cafeína como mutag�nico. Assim, 

este fenômeno chamado de não--conformidade mi t6tica, pode ser explicado por 

erros nos sítios envolvidos na síntese de DNA que surgem devido à competi

ção entre os segmentos hom6logos. Um mutagênico qualquer, capaz de alte

rar a taxa de síntese de DNA ou sua inj_ciação, poderia afetar a freq_uência 

desses erros. Uma outra alternativa seria de que os mutagênicos poderiam 

reduzir a frequência dos reparos de lesões espontâneas do DNA, favorecendo 

o aparecimento das deleções.

Os resultados obtidos no presente trabalho com relação aos 

efeitos da luz ultra-violeta sobre a instabilidade revelaram, que ao con

trário da cafeína, apenas um dos segmentos em duplicata foi preferencial

mente alterado. Isso poderia indicar que a luz ultra-violeta deve agir de 

modo semelhante, porém inverso ao do azul de tripan (COOKE e col., 1970), 

isto é, induzindo deleções no grupo de ligação I ou seja, no segmento não 

translocado. 

Quanto aos efeitos do DNA ex6geno, vários trabalhos realiz.§; 

dos em diferentes organismos dão indicações de que esse DNA pode atuar co

mo um agente mutagênico. Assim em bactérias (TAYLOR, 1963; SHAPIRO, 1969; 

SHIMADA e col., 1973) e �i½. ( GERSHENSON, 1965), constataram esse 

efeito mutagênico do DNA. Resultados concordantes foram obtidos, neste 

trabalho, cnde o DNA ex6geno mostrou-se eficiente na produção de setores 



deteriorados em linhagens duplicadas de!• nidulans, como se pode verifi

car no Quadro 6 e Gráfico 5. NGA & ROPER (1968) sugerem como respons6veis 

pelo aparecimento de setores deteriorados, as novas duplicações em tandem, 

sendo portanto, o fenômeno dependente da presença de material genético em 

excesso. Neste caso, pode-se pensar num mecanismo tal, em que o DNA exóg� 

no penetraria nas regiões lesadas do DNA, passando a fazer parte dele e 

originando adiç�es de material genético. Com relação a estes aspectos, f.Jl 

turos estudos poderão ser conduzidos, utilizando-se o DNA do próprio !•Pi-

�ulans e DNA de outros organismos, incluindo-se DNA de fungos filamento-

sos, leveduras e inclusive de ma.m.íferos. Também uma análise genética dos 

setores deteriorados induzidos por DNA, bem como, testes de alelismo entre 

eles e com outros deteriorados já analisados, pcderão esclarecer melhor o 

fenômeno. Poderá ser verificada também, a ação do DNA no fenômeno da não

disjunção mitótica, já que no presente trabalho, alguns dissômicos foram 

obtidos através do uso desse mutagênico. 

Em relação ao tempo de produção da instabilidade, todos os 

tratamentos comportaram-se de modo semelhante, não havendo portanto, alte

ração no período de emergência dos setores quando utilizaram-se os mutagê

nicos. Isso indica que tanto ultra-violeta como DNA não retardaram nem 

anteciparam o aparecimento desses setores. 

5.2. Análise genética-� variantes deteriorad2§..obtidos 

AZBVEDO & ROPER (1970) e AZEVEDO (1971) verificaram que os 

determinantes de deterioração localizam-se em todos os grupos de ligaç�o, 

sendo esses dados confirmados pelos resultados apresentados no Quadro 16 e 

Gráfico 7 deste trabalho. Os mesmos autores verificaram ainda que determ,i 

nantes de deterioração podem sofrer transposiçôes em!· nidulan�. Aliás,� 

dos sobre o fenômeno de transposição de material genético foram também 
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documentndos em miTho (McCLINTOCK, 1951; 1953; 1955; 1956), em bactéria 

(DAWSON & SMITH-KEARY, 1963) e em D_;:.Q§_g_philél (GRffiT, 1969). Neste trnba

lho, um caso típico de transposiç�o de material genético é o encontrado no 

v36• Através da análise mitótica, o determinante de deterioraçffo desse va

riante foi localizado no grupo de ligaçffo I ou no grupo de ligaçffo II, 

+ + pois $ todos os setores normais foram pro pab,2. e nenhum setor normal +w 

foi obtido. Através da análise mei6tica, confirmou-se que o determinante 

de deterioração está localizado no grupo de ligação I, pois, se encontrali_ 

gado ao gene pro1 (Quadro 8). Neste caso, para se explicar o não apareci

mento de setores deteriorados, bem como, o não aparecimento de setores nor 

mais pro� e J!.+, pode-se pensar na possibilidade de ter ocorrido uma 

translocação de um segmento do grupo de ligação II para o grupo de ligação 

I, sendo esse fenômeno, o responsável pelo fenótipo deteriorado. Assim, o 

grupo de ligação I ficaria com um segmento cromossômico adicional sendo i

nibido pelo J2FA e o grupo de ligação II ficaria com uma doleção, causando 

assim, letalidade. Pode-se acrescentar também, que o determinante de de

terioração pode envolver apenas um segmento do grupo de ligação II origi

nal ou além de um segmento do grupo de ligação II original, envolver tam

bém parte do segmento duplicado e translocado, produzindo um hipohapl6ide 

como já descrito por ROPER & NGA (1969). 

Alterações morfológicas associadas à translocação não recí

proca já foram mencionadas por vários pesquisadores em f:.• nidulans. Assim, 

BALL (1967) descreveu reversão de linhagens meth1para meth1, sendo o ponto

de quebra da translocação não recíproca responsável pelo fen6tipo altera

do. Também CLUTTERBU CK (1970) estudou uma linhagem com variegação modifi

cada que apresentava um segmento do grupo de ligação VIII translocado pa

ra o grupo de ligaç�o III. Resultados semelhantes foram encontrados no 

presente trabalho, onde a transposiç�o de material genético pôde sor evi 

denciada pela análise mi t6tica do derivativo v36_1 ( Quadro 9). Nosto caso 9 



o determinante de deterioração localiza-se no grupo de ligação IV, sendo 

que no v
36 sua localização é no grupo de ligação I. Possivelmente aquele

segmento do grupo de ligação II translocado para o grupo de ligação I no 

v36, foi transposto para o grupo de ligação IV, ocasionando o fen6tipo al-

terado. Novamente, pode-se evidenciar a transposição desse determinante 

pela análise do derivativo de segt,u1da ordem v
36•1_1• Sua análise mit6tica

mostrou estar o determinante de deterioração localizado no grupo de liga

ção I ou no grupo de ligação II (Quadro 11). Razões men cionadas a seguir,

sugerem ainda a possibilidade de ter ocorrido uma transposição do determi

nante de deterioração do grupo de ligaçffo IV 

gação I. A análise meiótica deste variante, mostrou não ligação do deter�· 

minante às marcas pro1 e paba6, indicando que possivelmente, o local onde

se ligou o determinante neste deteriorado não é o mesmo �ue aquele do v
36•

O motivo do não aparecimento de setores deteriorados e de setores normais 

Tiro� e J!.+, fica assim novamente explicado. Algum fenômeno semelhante 

deve estar envolvido nos variantes v
36 e v

36_ 1_1, podendo-se verificar ser

o número de segregantes mei6ticos deteriorados bem menor que o número de

normais, em ambos os casos, indicando que uma das classes do deteriorado ó 

inviável (Quadro 15). 

Embora essa hipótese com relação a origem dos variantesv
36

, 

v
36•1 e v

36.l.l seja um tanto especulativa, outros tipos de testes genéti�

cos incluindo testes de alelismo, poderão dar uma melhor idéia a respeito 

dos fenômenos envolvidos. A Figura 8 mostra as possíveis 

que podem ter ocorrido. 

transposições 
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Figura s. Esquema representativo dos provávej_s genótipos dos variantes de 
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Outros casos de transposição de material gen�tico podem ser 

apresentados. Assim, o determinante de deterioraç�o do v
37 

localizou-se

no grupo de ligação VII, enquanto que no derivativo v
37•1 

no grupo de li

gaçâo I. Caso semelhante pode ser citado, o v
38, cujo determinante locali

zou-se no grupo de ligação VIII, enquanto que o seu derivativo v38•2, lo

calizou-se no grupo de ligaç�o IV. 



69. 

Segundo os pesquisadores AZEVEDO & ROPER (1970) e AZEVEDO 

(1971), os grupos de ligação I e II estão sempre envolvidos na deteriora

ção. Dados concordantes foram obtidos, como pode ser observado no Quadro 

16. Contudo, no caso do deteriorado v
38, o seu determinante de deteriora

ção localizou-se no grupo de ligação VIII, enquanto que no derivativov
38.2 

no grupo de ligação IV, mostrando não estarem envolvidos os grupos de li

gação I e II. Entretanto, foi obtido um outro derivativo v
38•1

, cuja aná

lise mit6tica nCTo foi possível, devido à não haploidização em J2FA. Pode

se pensar na possibilidade do determinante deste derivativo estar localiz.§.: 

do em um dos grupos de ligação I ou II. 

Em quase todos os casos, a segregação meiótica foi de 1:1, • 

comportando-se os determinantes de deterioraç�o como genes simples (Quadro 

15). Alguns deles segregaram na proporç�o de 2: 1, mostrando a inviabilida

de de uma classe de deteriorados. Desvios maiores na segregação, sugerem 

a presença de translocaçôes. 

Pesquisas futuras podem ser roalizadas com os deteriorados 

localizados nos mesmos grupos de ligação, utilizando-se os testos do ale

lismo. Esses testes podora'.o ser realizados entre os variantes obtidos e 

analisados, bem como, com variantes anteriormente obtidos por outros pes

quisadores (AZEVEDO, 1971 e ROSATO, 1973). 

5.3. Frequência de rovers�..§.§_ 

A frequência de reversões mostrou-se relativamente 

(Quadros 18 e 19), indicando que possivelmente, vários supressores 

alta 

estão 

presentes no genoma para um mesmo morfol6gico. Isto pode ser verdadeiro, 

uma vez que supressores do mesmo determinante de deterioração foram local_i 

zados em diferentes grupos de ligação, como se observa pelo Quadro 23 des

te trabalho, O porque da provável existência desses supressores, deve 
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ainda ser estudado. Contudo, algumas evidências quanto ao comportamento 

destes genes já foram apresentadas, como por AZEVEDO (1971), O autor ve

rificou que os determinantes de deterioração localizam-se preferencialmen

te em regiões próximas aos centrômeros que são também as regiões onde oco_r 

re maior frequência de permuta mit6tica. Como é sabido, permuta mit6tica 

em Drosophila ocorre em regi5es heterocromáticas (STERN, 1936) donde pode-

se inferir que isso também seja verdadeiro para o!.• nidulans, ou seja, 

que as regiões pr6ximas aos centrômeros sejam heterocromáticas. P oderia 

assim 1ser suposta a possibilidade dos supressores exerceram algum papel s.2, 

bre os genes localizados nessas regiões, suprimindo-as totalmente,inclusive 

o deteriorado aí encontrado.

Para explicar o fenômeno da supressão do morfológico, seria 

razoável imaginar um sistema regulat6rio em cascata, semelhante àquele a

presentado por PONTECORVO (1963), MIRANDA FILHO (1972) e MIRANDA FILHO & 

AZEVEDO (1974) o qual envolve dois ou mais repressores produzidos por ge

nes reguladores da ação gênica. 

Nas linhagens selvagens, um dos repressores (repressor 2) 

tem a capacidade de interagir com o gene estrutural, impedindo-o de produ

zir o mRNA que conduz à síntese de proteínas. O outro repressor (repres-

sor 1) interfere com a ação do repressor 2, impedindo-o de agir, havendo 

portanto, atividade normal dos genes estruturais. Uma mutação no gene Re

gulador 1 (R1), produz um repressor 1 inativo que não interfere no gene 

Regulador 2 (R2). Assim, o Regulador 2 produz o repressor 2 que impede a

produção de mRNA pelo gene estrutural, alterando a morfologia da linhagem. 

Uma mutação no Regulador 2, impede-o de produzir o repressor 2, havendo 

portanto transcrição normal do mRNA e consequentemente produção das enzi

mas. Segundo este modelo, podería-se supor que o determinante de detorio-

ração fosso uma mutação ocorrida no gene Regulador 1. Assim, a não 
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produção do repressor 1 fari.a. com que o gene Regulador 2 produzisse seu 

repressor impedindo a manifestação do gene estrutural e isto resultaria em 

um genótipo deteriorado. Mutação no Regulador 2 causaria a volta ao genó

tipo normal. Isso poderia explicar o modo de ação de todos os supressores 

envolvidos no presente trabalho. 

Vários trabalhos poderão ser realizados futuramente, verifi 

cando por exemplo a especificidade dos supressores, bem como, a instabili

dade das linhagens com reversões. Seria conveniente obter maior número de 

reversões de cada deteriorado e se proceder testes de alelismo entre elas, 

como se discute a seguir. 

5.4� .Apálise genética das reve�� 

A maioria das reversões analisadas foram devidas a supres-· 

sores. Um exemplo típico é a reversão do v
37 

dada pelo �1y
37 

localizado

no grupo de ligação IV. Os dados apresentados no Quadro 19, mostrarn que 

todos os segregantes mit6ticos deteriorados foram .lli.E._Q. e que os normais f.2_ 

ram � ou l!X];.2.+. Entre os setores normais p,.vro + 
9 encontram-se deteriora

dos cuja deterioração foi suprimida pelo gene supressor. Pode-se verifi·· 

car ainda, a presença do determinante de deterioração no grupo de ligação 

VII, como era de se es1:ierar em virtude deste gene já ter sido mapeado nes

te grupo de ligação. Um outro exemplo, é a reversâ'.o 2 do v41 (Quadro 21),

induzida por luz ultra-violeta e devido a supressores. Nenhum segregante 

mi tótico deteriorado foi obtido, indicando que o §.21.�41 localiza·,·Se no mes

mo grupo de ligação que o determinante de deterioração. No entanto, a se

gregação meiótica revelou que não se trata de reversão verdadeira e sim de 

supressão, uma vez que segregantes deteriorados foram obtidos. Um tercei

ro exemplo, trata-se de U+na �eyers�o verdadeira (Quadro 22), caso diferen

te daqueles anteriormente discutidos. Neste, tem-se por característica o 
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não aparecimento de segregantes deteriorados. 

Os cruzamentos e os testes de alelismo realizados com su

pressores de diferentes morfol6gicos localizados no mesmo grupo de liga

ção, parecem indicar, a especificidade dos mesmos, uma vez que cada supre,ê_ 

sor s6 é efetivo na supressão de um dado determinante de deterioraç�o. No 

entanto, um maior número de análises daria uma melhor idéia do fenbme-

no. 



73. 

6. RESUMO E CONCLUSÕES

O presente trabalho foi conduzido com a finalidade de se 

estudar os variantes deteriorados que ocorrem espontaneamente ou  através 

de indução, em uma linhagem com duplicação cromossômica no fungo AsEer

&j.llus nidulans. Também foi estudada a reversão espontânea e induzida dos 

determinantes de deterioração obtidos. Para isso, foi utilizada uma li

nhagem que apresenta duplicaç�o do grupo de ligação I translocada para o 

grupo de ligaçS.o rr. 17 setores deteriorados e seus derivativos obtidos 

espontaneamente e através do uso de ultra-violeta e DNA exógeno, foram es

tudados e analisados geneticamente. Dos resultados obtidos, as seguintes 

conclusões puderam ser tiradas: 

a) Confirmou-se novamente que a duplicaçS.o cromossômica

a responsável pela instabilidade mitótica, pois a linhagem sem duplicaç�o 

cromossômica n�o produziu setores enquanto que9 a linhagem duplicada pro

duziu uma média de 1,9 setores por colônia. 

b) Luz ultra-violeta e DNA ex6geno não alteraram a frequên

cia total de setores (1,6 setores em média por colônia após tratamento com 

ultra-violeta e 1,7 em média por colônia após tratamento com DNA exógeno). 

c) Luz ultra-violeta aumentou a frequência de setores ver

des, provavelmente induzindo preferencialmente deleções no segmento dupli

cado não translocado, 
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d) DNA ex6geno aumentou a frequência de setores deteriora

dos (0,206 setores/colônia tratada em com:p9.ração com 0,066 no controle) 1 

indicando que a presença de material genético em excesso é a responsávelp� 

la deteriorqção ou que o DNA comportou-se como um agente mutagênico no ca-

so. 

e) A análise genética demonstrou que os determinantes de d2

terioração na maioria dos casos comportaram-se como genes simples e estão 

localizados em quase todos os grupos de ligação. 

f) Em alguns setores deteriorados e seus derivativos anali

sados geneticamente, postulou-se transposição de material genético de um 

grupo de ligação :p9.ra outro, à semeThança do que já tinha sido 

por outros autores. 

observado 

g) Uma alta frequência de reversão(variando de 1 em 524 

a 1 em 1497) ocorreu em todos os variantes deteriorados analisados nesse 

sentido. Das 9 reversões analisadas, 8 delas mostraram que o mecanismo de 

reversão é devido a genes supressores e apenas uma foi devida a 

verdadeira. 

reversão 

h) Comprovou-se em dois casos que existe mais de um supres

sor para o mesmo determinante de deterioração, podendo os mesmos localiza-• 

rem-se em grupos de ligação diferentes. 

i) A semelhança do que aconteceu para os determinantes de

deterioração, os supressores localizaram--se em quase todos os grupos de li 

gação. 

j) Supressores de diferentes deteriorados localizados no 

mesmo grupo de ligação, não foram alelos, indicando uma possível especifi

cidade de aç.-ão. Um possível mecanismo para explicar o modo de ação dos 

supressores foi postulado com base no sistema de regulação em cascata. 
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7. SUMMARY AND CONCLUSIONS

The present research was carried out to study the 

deteriorated variants which arise spontaneously or through induction in 

a strain of the ftmgus Asperg�� nidulans with a chromosomal 

duplication. It was also studied the spontaneous and induce reversion 

of the deterioration determinants obtained. The used strain presented a 

duplication of linkage group I translocated to linkage group II. 17 

deteriorated sectors and derivativas spontaneously obtained or induced 

by ultra-violet light and exogenous DNA, were studied and genetically 

analysed. From the obtained results the following conclusions can be 

drrom: 

a) Chromosomal duplication is the responsible for the 

mitotic instability, s:i.nce the control strain without duplication did 

produce no Sectors; the duplicated strain produced in 

sectors per colony. 

average 1,9 

b) Ultra-violet light and exogenous DNA were not effective

regarding the alteration of the total number of sectors produced by 

the duplication strain. (A mean of 1,6 sectors per colony produced after 

ultra-violet treatment and a mean of 1,7 sectors per colony after DNA 

treatment). 



e) Ultra-violet light did increase the frequency of green

sectors possibly inducing preferential deletions in the duplicated non 

translocated segment. 

d) Exogenous DNA did increase the frequency of deteriorated

sectors (0,206 sectors per colony, compared with o,066 sectors per colony 

in the control). This could indicate that the presence of genetic mate

rial in excess is the responsible for the deterioration or, that the D.NA 

behaved as a mutagenic agent. 

e) Genetic analysis have shown that the determinants of 

deterioration behaved in most cases as single genes and were located in 

almost all link:age groups. 

f) In some deteriorated sectors and derivativea which were

geneticaly analysed, it was postulated transposition of genetic material 

from one linkage group to another in the same way that have been already 

suggested by other authors. 

g) A high frequency of reversion, varying from 1 in 594 

colonies to 1 in 1497 colonies did occur in all deteriorated variants 

studied. From 9 reversions analysed, 8 did show that the mechanism of 

reversion was due to suppressor genes and only one was due to a true 

reversion. 

h) It was shown that in two analysed cases there are more

than one suppressor for the sarne determinant of deterioration. They can 

be located in different linkage groups. 

i) As occurred for the location of the determinants of 

deterioration, also the suppressorz were located in almost all linkage 

groups. 



j) Suppressors of distint determinants of deterioration

located in the sarne linkage group were not alleles. This could indicate 

that each suppressor is specific for each determinant. It was postulated 

a possible mechanism based in the cascate regulation system to explain the 

mode of action of the suppressors. 
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Quadro A-1. Análise mi tática do V,_
5 :) 

Hapl6ides V 35 //MSE

06. 

------·---·---·-·�------------·-·•-·-··-·- _,_, �"" 

Setores Grupos de ligação Na readores deteriorados não deterioraclos 
_,, __ <_«_,,,..,. •. ,...�--.. ·--•-•-·-•·'" 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

+ pro paba 

pro paba 

+ 
w 

w 

+ gal 

gal 

+ 
p;yro 

p;yro 

+ 
fac 

fac 

+ s 

s 

. + 
nic 

nic 

ribo
+ 

ribo 

+ 
2 

1 

3 

o 

1 

2 

2 

1 

3 

o 

2 

1 

2 

1 

3 

o 

11 

2 

2 

11 

5 
8 

9 

4 

12 

1 

8 

5 

11 

2 

o 

13 

··--�· ________ ...,, _______ _...,._, . ...,...,, ... _ ___ ___ ...., ____ __,,,_ ----------- _,, . .-..,. ...... .......,,,.,,.

O determinante gen�tioo do v
35 

localiza-se no grupo de ligaç�o 

VIII.
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Quadro A-2. AnÚlise mi t6tica do V 
37 

Hapl6ides v
37 

,,fMSE 

Gru1JOs de ligação Marcadores Setores 
deteriorados n5'.o deteriorados 

,-.,,-�-.,.,,,,,._, ,. ·'"' ·-"·- , __ ,,,_ 

I 
+ + 

o pro paba 13 

pro paba o 

II 
+ 

o w 

w o 10 

III 
+ 

gal o 9 

gal o 

IV 
+

o pyro 

pyro o 

V fac+ 
o 9 

fac o 

VI 
+ 

o s 16 

s o 

VII 
. + 

o llJ..C 

nic o 16 

VIII ribo
+ 

:dbo o 

,.__._,,_,. __ .. ,,...,,_..,_,._, . .-,,_-._.,. 

O determinante gen�tico do v
37 

localiza-se no grupo de ligaçtl'.o 

VII.
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Quadro A-3. Análise mit6tica do v
38 

, __________ ,_ ____

Haplóides V 
38 // MSE

, ___________________________ _ 

Grupos de ligação Marcadores 
Setores 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

+ + pro paba 

pro 

+w 

w 

paba 

+ 
gal 

gal 

+ 
pyro 

wro 

+ 
fac 

fac 

+ 
s 

s 

. + 
nic 

nic 

.b +ri o 

ribo 

deteriorados 

7 

o 

4 

3 

6 

l 

7 

o 

6 

l 

5 

2 

6 

l 

7 

o 

n�o deteriorados 

7 

o 

o 

7 

2 

5 

3 

4 

5 

2 

5 

2 

4 

3 

o 

7 
,________________ ---

O determinante genático do v
38 localiza-se no grupo de ligação

VIII.



89. 

Quadro A-4-. Análise mit6tica do v
39

Haplóides v
39 

// MSE
------·-------------� 

Setores Grupos de ligação Marcadores deteriorados ntío deteriorados 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

+ + pro paba

pro paba 

+ 
w 

w 

+gal 

gal 

pyro 

pyro 

fac+ 

fac 

+ s 

s 

+ nic 

nic 

'b +ri o 

ribo 

+ 

o 

2 

2 

o 

2 

o 

2 

o 

o 

2 

o 

o 

1 

1 

4 

8 

5 

7 

6 

6 

o 

12 

5 

7 
-·-"''"' -·------------------·---------

O determinante genético do v3
9 

localiza-se no grupo de ligaç�o

v.



Quadro A-5. Análise mi t6tica do v
40 

Hapl6ides v
40 ,.f MSE

Grupos de ligação IJJ:arcadores 

I 
+ + 

pro paba 

pro paba 

II 
+ 

w 

w 

III 
+ gal 

gal 

IV 
+ pyro 

pyro 

V fac +

fac 

VI 
+ s 

s 

VII 
. + 

DJ..C 

nic 

VIII .b +
r1 o 

ribo 

--·---· 

Setores 
deteriorados não 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

90. 

deteriorados 
-.--,•-•_e_,"""- _,,,_ - ,,..,. ,o 

r-

-•; ____ ,_,,.. 

O determinante genético localiza-se no grupo de ligaçâ'.o V. 
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Quadro A-6. Análise mitótica do v
37•1 

-----·-------------·---------------

HaplÓides V 
37• l // MSE

Grupos de ligação Marcadores Setores 
deteriorados não deteriorados 

·-------�-------------------------·----

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

+ +pro paba 

pro 

+ w 

w 

paba 

+gal 

+pyro 

pyro 

+ 
fac 

fac 

+s 

s 

. + 
nic 

nic 

'b +ri o 

ribo 
--·--·---------

o 

5 

2 

3 

o 

5 

1 

4 

o 

5 

o 

5 

o 

5 

1 

4 

14 

o 

8 

6 

10 

4 

10 

4 

11 

3 

11 

3 

ll 

3 

12 

2 

O determinante genético do v
37_1 localiza-se no grupo

ligação I. 
d.e 



l�uadro A-7. Análise mitótica do V
7n 2 .)Ue 

Hapl6ides v3s.2 ,1'MSE

92. 

Grupos de ligação Marcadores 
Setores 

deteriorados não deteriorados 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

liga91lo IV. 

+ + 
pro 1:iaba 

pro l)aba 

+ 
w 

w 

+ 
gal 

gal 

+ 
pyro 

pyro 

fac+

fac 

+ 
s 

s 

. +nic 

nic 

.b +
ri o 

ribo 

6 

4 

9 

1 

6 

4 

10 

o 

4 

6 

9 

1 

8 

2 

10 

o 

8 

o 

o 

8 

4 

4 

7 

1 

3 

5 

7 

1 

7 

1 

O determinante gen�tioo do v
38_2 

localiza-se no grupo de 
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Análise mi t6tica do Vc.,:.c, 1_,J::}. 

Hapl6ides v
39_1 ,fMSE

Grupos de ligação Marcadores Setores 
deteriorados não deteriorados 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

gação I. 

·-•• • •  v·------�-•-•---•-·-· · •--•-•• . . . ' 

+ + pro paba 

pro 

+w 

w 

paba 

+gal 

gal 

+pyro 

pyro 

+fac 

fac 

+s 

s 

. +
nic 

nic 

·t +ri o 

ribo 

o 

3 

o 

3 

3 
o 

1 

2 

1 

2 

2 

1 

1 

2 

2 

1 

14 

o 

4 

10 

9 

5 

10 

4 

4 

10 

3 

11 

7 

7 

3 
11 

O determinante genético v
39

•1 localiza-se no grupo de li-
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Quadro A-9. Análise mei6tica do v35

______________ ,__, ___ --·--

Grupo de ligação Marcador Colônios 
deterioradas não deterioradas 

VIII .b +ri o 

ribo 

34 

15 

21 

27 
--------------·---

�6 X 100 = 37,11 ! 4,90%'0 C ri bo �v35 
= �·----2-

97 

Quadro A-10. Análise meiótica do v
37

v
37 X MSE

Grupo de ligação Marcador Colônias 
deterioradas não deterioradas 

------------------------·--·-··--·----

VIII 

Quadro A-11. 

. + 
nJ.C 

nic 

16 

22 
10 

35 
---------------·---�-------

c nic -v = .,.l,g___ X 100 == 38, 55 + 5, 39;{,-8 -37 83 

Análise mei6tica do V
78:J" 

-------------·---•-"-•-··--

Grupo de ligação Marcador Colônias 
deterioradas não deterioradas 

VIII ribo+

ribo 

32 

7 

e 'b �9 X 100 = 43,82 ! 5.29% ri o v
38 = ........::..d.- , --e ag 

32 

18 
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Quadro A••l2. Análise mei6tica do V 
39

v
39 

X MSE

Colônias Grupo de ligação Marcador deterioradas n�o deterioradas 

V 
+fac 

fac 

27 

22 

47 + oº1C fac·" = _...;r:,_. X 100 = 47,00 - 5,0 ;0 

·--· ---'-39 100 

Quadro A-13. Análise mei6tica do v40

Colônias 

25 

26 

Grupo de ligaçl3'.o Marcador deterioradas não deterioradas 

III 
+gal 

gal 
35 
15 

13 

39 
------------------·----------------·--·-·-·--

28 
102 

X 100 = 27 ,45 ! 4,47% 
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Quadro A�-14. .Análise mei6tica do V 
37

• l

________________ , ....... __,______ · ·-----··---------,---�,..._,_ 

Grupo de ligação 

---·-----------· ---··----

Marcadores 
Colônias 

deterioradas não deterioradas 
-------··------------···.._._,_, ..... ____ , ___

I 
+pro 

pro 
+ paba 

paba 
"""'·--�-

Quadro A-15. Análise mei6tica do v
38•2

17 

28 

19 

26 

32 

19 

36 

15 
-----···"'-··-·-

·------------------------·------·..,.,-"_

..__..______,,,, _____

Grupo de ligação Marcador Colônias 
deterioradas não deterioradas 

i,��------,-�-----·--------·--,,-.. ,,,., ______ ,__,_ .. . . ... ...  ,.,...,_,�__,,,,., _ .. ,, . ....,,o,f 

IV pyro
+ 

:pyro 

30 

22 

39 

13 

-----------------·--·-··-·-·---··---·--------.-.....-..__,___,,.. --·--
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Quadro A-16. Análise mei6tica do v
39•1 

Grupo de ligaçD:o Marcadores 
Colônias 

I 
+ 

pro 

pro 

+paba 

paba 

deterioradas 

22 

30 

28 

24 

n/Io deterioradas 

30 

22 

34 

18 
·-·---·-•·"----·--·-------··-··--·--·-··--------·--•··�···-··� -·

46 
104 

18 
104 

+ (5?' X 100 = 44,20 - 4,90% 

X 100 = 17,00 ! 3,74% 
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Quadro A-17. An�lise mitótica do v
42 

Haplóides v42 j' MSE

Grupo de ligaç�o Marcadores 
Setores 

deteriorados não deteriorados 
---~-----------·-·-·-------------�-- ,·--"-·"· - ..,. _,_,, __

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

+ + 
pro paba

pro 

+w 

w 

+ 
gal 

gal 

+ 
pyro 

pyro 

+ 
fac 

fac 

+ 
s 

s 

. +nic 

nic 

"b + ri o 

ribo 

o 16 

o 10 

o o 

o 26 

o o 

o 26 

o 5 

o 21 

o 26 

o o 

o 26 

o o 

o 8 

o 18 

o 5 

o 21 
,_.,,_._,,__.,._�.....,,,,,. 

O determinante genético do v42 está localizado no grupo de

ligação II ou no III. 



Quadro A-18. An!Ílise mi tótica do v
43

-------------------- ,, ______

V // MSE 
43 

99. 

-----------------··-------·--------

Grupos de ligação Marcadores 

·-----------------�-----

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

+ + 
pro paba 

pro paba 

+w 

+ 
gal 

gal 

+ 
pyro 

p-yro 

+ 
fac 

fac 

+ 
s 

s 

. + 
nic 

nic 

ribo
+ 

ribo 

Setores 

deteriorados não deteriorados 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

10 

o 

5 

5 

o 

10 

7 

3 

1 

9 

7 

3 

6 

4 

9 

1 

__,,,,_, ____ ,,..� ..... 

Neste caso, há uma translocação envolvendo os grupos de li-

gação I e III.
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Quadro A-19. Análise mit6tica do �44

Hapl6ides V 44 // MSE
·-----·------.---... .... - .•. ..-� ... 

Grupos de ligação Marcadores Setores 
deteriorados não deteriorados 

___ ,_,__, __ , . .,..,,,,,.._,,.,..,,,_ _,, _"_.., _ _,__. --,--· -

I 
+ 

o 22 pro paba 

pro paba o o 

II 
+ 

o o w 

w o 22 

III 
+gal o 5 

gal o 17 

IV 
+

o 10 pyro 

pyro o 12 

V 
+ fac o o 

fac o 22 

VI 
+ 

o 6 s 

s o 16 

VII nic + o 

nic o 13 

VIII ribo+
o 

ribo o 14 

-.. --_ ...................... _,, __

Possivelmente, estejam envolvidos na deterioraç�o do v44, os

grupos de ligaç�o: I, II e v. Sua an�lise meiótica ��o foi realizada por 

ser muito difícil quando aberrações oromossômicas estão envolvidas. 
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Quadro A-20. Análise mit6tica do v45

Hap16ides v45 ,,f MSE

Grupos de ligação Setores Marcadores deteriorados não deteriorados
_,_, __ ....__,_,.,a.., _<>"_, ________ ='"" __ �_, -------

I 
+ 

o 20 pro paba

pro raba 1 o 

II 
+ 

1 o w 

w o 20 

III 
+ 

gal o 5 

gal 1 15 

IV 
+ 

1 6 pyro 

pyro o 14 

V fac + o 13 

fac 1 7 

VI 
+ 

s o 5 

s 1 15 

VII nic 
+ 

1 6 

nic o 14 

VIII ribo
+ 

o 

ribo 1 13 

O determinante gen�tico do v45 
localiza-se no grupo de li-

gaçtfo I. 
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Quadro A-21. Análise mit6tica do v44_ 1

Hapl6ides v44_ 1 #MSE

Grupos de ligação Marcadores 
Setores 

deteriorados não deteriorados 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

ligaç!3'.o VI. 

+ + 
2 4 pro paba 

pro paba 2 6 

+ 2 3 w 

w 2 7 

+ gal 1 4 

gal 3 6 

+ 
o 5 pyro 

p:yro 4 5 

fac + o 

fac 4 7 

+ 
4 o s 

s o 10 

+ níc 2 

níc 2 6 

"b + 
r1 o 2 4 

ribo 2 6 
·-�--------· _,, ____ ,-...._ .... '° __ 

O determinante genético do v
44

•1 loaaliza--se no grupo de



Quadro .A· ·22. Análise mei6tica do v42

Grupos de li�ação 

III 

Marcador 

+gal 

gal 

103. 

Colônias 
deterioradas não deterioradas 

20 

30 

5 

42 

e �11-v = _:5 ... :L x 100 = 36,oo ::.. 4,90% . .. ···42 97

Quadro A-23. Análise mei6tica do v43

--.�-------- ______ ,_,, ___ ,. __ _ 
Grupos de ligação 

·--------- - ,-.------

I 

Marcadores 

+pro 

pro 
+paba 

:paba 
-·------· --· ---·-------

--------- - ' ¾.�. .��-. ---·-

Colônias 
deterioradas não deterioradas 

25 

26 

23 

28 

25 

24 

22 

27 

¾� 
100 

X 100 = 49,00 :!: 5,00%

C 1§:.\'_1?:_6-�3 = -r�- X 100 = 50,00 !. 5,00%

e ,Ero
1
-..@11%= ..JA .. .x 100 = 14,00 : 3,46% 

100 



q,u.adro A-21. Análise mei6tica do v
41•1 

V X MSE 
44.1 

104. 

Grupos de ligaç�o Marcador 
Colônias 

VI 

--=--,--.-_....�.----

+s 

s 

deterioradas 

31 

15 

não deterioradas 

28 

10 

C s-v = �j)__ X 100 = 51, 10 :::, 5 ,48% ..... --44.1 84 

Quadro A-25. Análise mei6tica do v
45 

Grupo de ligaç�o 

I 

v_:45 
X MSE

Marcadores 

+ 
pro 

pro 
+ 

paba 

paba 

Colônias 
deterioradas 

24 

24 

26 

22 

não deterioradas 

35 

10 

27 

18 



105. 

Quadro A-26. Análise mi tótica da Reversão 2 do v
37 

• .-,e ___ " ____ 

Grupos de ligação Marcadores 
Setores 

deteriorados nlfo deteriorados 
---· --·--· -------------- ,__�__,.�,,_ _,_.._,,_ 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

+ + 
pro paba 

pro 

+ 
w 

w 

paba 

+gal 

gal 

+ 
mrro 

mrro 

+ 
fac 

fac 

+ 
s 

s 

. + 
nic 

nic 

ribo
+ 

ribo 

4 

4 

+ 

+ 

5 

3 

o 

8 

4 

4 

6 

2 

8 

o 

4 

4 

5 

l 

3 

3 

1 

5 

4 

2 

2 

4 

3 

3 

2 

4 

4 

2 

.........._,........_.., ____________ _ ·----------·--·----,.---

(+) nao foi possível distinguir a coloraç§:o dos conídios.

O .!ã}!
2

1
37 

localiza-se no grupo de liga9�0 IV. 



106. 

Quadro A-27. Análise mei6tica da Reversão 2 do v37 

Grupo de ligação 

IV 

Reversrro 2 v
37 

X MSE 

Marcador 

pyro 

42 
100 

Colônias deterioradas 

45 

55 

X 100 = 45,00 � 4,97% 



Quadro A-28.º Análise mi t6tica da Reversão · 1 do v
40 

Hapl6ídes Revers�o 1 v
40 

//MSE

Grupos de ligação Marcadores 
Setores 

deteriorados nffo deteriorados 

I 
+ + 

3 1 pro paba 

pro paba 1 3 

II 
+ 

1 2 w 

w 3 2 

III 
+ 

gal 1 1 

gal 3 3 

IV 
+ 

o 4 pyro 

pyro 4 o 

V fac
+ 

4 

fac o 2 

VI 
+ 

2 1 s 

s 2 3 

VII 
. + 

1 2 nic 

nic 3 2 

VIII "b +
ri o 2 3 

ribo 2 1 

O _fil!:
1 

.:y:
40 

localiza-se no grupo de ligação IV.



108. 

Quadro A-29. Análise mei6tica da Reversão 1 do v
40 

Revers�o 1 v40 X MSE

Gruço de ligação Marcador Colônias deterioradas 

IV + 
pyro 

pyro 

46 

49 

46 + 0C E.}11 .Y40 - .ElEQ,4= � X 100 = 48, 4 2 - 5, 101c



109. 

Quadro A-30. Análise mit6tica da Reversão 1 do v41

Hapl6ides Rev. 1 v
41 // 1/fSE 

Grupos de ligação Marcadores Setores 
deteriorados não deteriorados 

I 
+ + 

o 2 pro paba 

pro paba 2 3 

II 
+ 

o 2 w 

w 2 3 

III + gal 2 3 

gal o 2 

IV 
+ 

2 4 pyro 

py:ro o 1 

V fac 
+ 

1 

fac 1 2 

VI 
+ 

1 4 s 

s 1 1 

VII . + 
2 5 UJ.C 

nic o o 

VIII ribo
+ 

o 

.ribo 2 1 

O .!mi J:41 localiza-se no grupo de liga.çê'.o VIII.



no. 

Quadro A-31. Análise mei6tica da Reversão 1 do v41

MSE X Reversão 1 V 41

Grupo de ligação Marcador Colônias deterioradas 

VIII "b +ri o 

ribo 

e I'ibo8-v
41 = ...1.,g__ x 100 = 44, 90 :::. 7 ,o7%· - 49 

22 

27 



111. 

Quadro A-32, Análise mit6tica da Reversão 1 do v43

Hapl6ides MSE #Reversão 1 do v43

Setores 
Grupos de ligaç�o Marcadores deteriorados não deteriorados 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

+ + 
pro paba 

pro 

+ 
w 

w 

paba 

+ 
gal 

gal 

+ 
pyro 

pyro 

fac+

fac 

+s 

s 

. +nic 

nic 

"b +ri o 

ribo 

7 

o 

+ 

+ 

o 

7 

2 

5 

3 

4 

4 

3 

2 

5 

o 

7 

(+) não foi possível distinguir a coloração dos conídios. 

O .&!!i v43
localiza-se no grupo de ligação VIII. 

1 

o 

o 

1 

o 

1 

1 

o 

o 

1 

o 

1 

1 

o 

o 

1 



Quadro A-33. Análise mei6tica da Reversão 1 do v43

MSE X Reversão 1 do v43

112. 

Grupo de ligação Marcador Colônias deterioradas 
----------------- ------------------

VIII 
+ ribo 

ribo 

67 

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

C su1 v43 
- ribo,.,= ..EL X 100 = 72,04 :!:. 4,69%

- - --e 

93 



113. 

Quadro A-34• Análise mit6tica da Reversão 3 do v
37

Hapl6ides Reversão 3 v
37 

//MSE

Grupos de ligação Marcadores 
Setores 

deteriorados não deteriorados 

I 
+ 

paba
+ 

8 8 pro 

pro paba o 8 

II 
+ 

10 w + 

w + 6 

III 
+ gal 5 4 

gal 3 12 

IV 
+ 

3 13 pyro 

pyro 5 3 

V fac+ 
o 

fac 8 14 

VI 
+ 

6. 13 s 

s 2 3 

VII 
. + 

8 3 nic 

nic o 13 

VIII ºb +ri o o 7 

ribo 8 6 

(+)não foi possível distinguir a oo.l.or;:i.�o do conídio. 

Pelos resultados apresentados, :rx,de-se v-erif.i<"Ar que os g:i:];_ 

pos de ligação I, V e VIII estão envolvidas na supressão, sendo portanto, 

difícil a realização da análise mei6tica. 



114. 

Quadro A-35. Análise mit6tica da Reversão 3 do v41

Hap16ides MSE //Reversão 3 do v41

Grupos de ligação Marcadores Setores 
deteriorados não deteriorados 

I 
+ 

pro paba+ 
o 5 

pro paba 2 1 

II 
+ 

o 2 w 

w 2 4 

III 
+gal 1 3 

gal 1 3 

IV 
+

2 1 pyro 
pyro o 5 

V 
+fac o 2 

fac 2 4 

VI 
+ 1 4 s 

s 1 2 

VII 
. +

1 3 nic 
nic l 3 

VIII ribo+ 
2 

ribo o 2 

O ..§!2¾3 .zi,1 localiza-se no gruµ, de ligação v.


