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lº Introdução.

No fungo filamentoso -48,g_ergillus �
lans ocorre o f en.füi�ono de instabilicl.at7..0 vcg�tativa, descri to 
originalmente por Bainbridge e Roper (1966). E-ste fenômeno pare 

-

ce ser típico aas linhagens apresentando duplicação cro�ossôm.i-
ca e nunca foi observado em linhagens ha}?lóides no:rmais. As li�
nhagens duplicadas a1;iresentam taxa a.e crescimento reduzida e 
morfologia típica, ::;>roduzindo doi.s tiJ;>os :;_Jrincipais de seto
res g melhorados e deteriorados. 

Os setores melhorados foram. estudados 

por Nga e Roper (1968) e originaram-se principalmente por dele
ções de tamanhos vuriados dos segmentos em duplicata. Isto le

varia gradualmente a uma estabilização ca linhagem, atingindo o 
estágio haplÓide nor.filal. 

Os setores deteriorados foram inicial. 
mente analisados por Nga e Roper (19�8), Azevedo e Roper (1970) 

.e principalmente 1;or Azevedo (1971a) .carac·l;crizam-se fenotipiC§ 
mente pela coloração marrom púrpura, �;)ela ·lia.Jra de crescimento 
reduzida, pela �scassez na produção de conídios e principalmen
te, pela instabilic1ade em vários graus, �)roà.uzindo outros seto
res de morfologia al·iicrada. Estes nQvos se·!;ores podem também 
ser melhorados ou x:ais deteriorados. Foi pro:9osto que a deteri.Q_ 
ração e j_nstabilicl.o..c1e resultam de nove.D duJ?licações em tandGil11 
a transposição destos el�entos para outras regiões do genoma 
reduziria a instabilidade. 

Os fenômenos de inçitabilidade abrangem 
uma diversidade muito grande de organi�nos. Entretanto,há pou
cos exemplos ona.e é JJossível identificar e analisar os compone_g 
tes genéticos assoc:i.ç1,dos aos mecanisnos que controlam os proce� 
sos de instabilidade. O uso do fungo �.tQ_]J.us nidulans para 
estudos desta natureza é bastante facilitado, pois ele apresen� 
ta mui tas vantagens, �onforme descreverar,1 Pontecorvo e coJ.. 
(1953). Além disso 9 é possível o iso:)..ar0.ento e a análise indivi
dual dos diversos s G"liores produzidos. A maior dificuldade resi
de na análise citogon6tica 9 pois seus cromossomos são muito pe
quenos e de difícil observação (Elliot·t, 1960). 

Com o presente trabalho pretende-se t es 
-

tar o efeito de dois mutagênicos qu�nicos; acriflavina e etil-
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metano-sulfonato em ç1iversas linhagens e analisar as alterações 
ocorridas nas :mesmas. Foram. utilizadas qp.a·l:iro linhagens deteri.9. 
radas

9 uma haplÓido normal e uma com du�licagão cromossômicaº 
A escolha des::rns dois mutagênicos é 

atribuida à certao �ropriedades que lho ?ão características e 
de grande interesse no presente trabalho. 

A acriflavina é reconhecidamente um mu
tagênico que induz jTntações de ponto (Fishbein, 1970) e el�in� 
ção de elementos extra-cromossômicos (Hirota e Iijima,1957). E!! 
ta segunda propriedade é de especial interesse, pois diversos 
autores (Taylor, 1963; Green, 1969; Pet0rson, 1970;- Shimada e 

colo, 1973) relacionam a ocorrência de instabilidade com. apre
sença de elementos o�_)issômicos do ti1Jo fa[;o te-illJ?erado, ou c9m a 
existência de DNA gonético extra no gcm.oma (Azevedo 9 1971a). Se 
estes elementos gc,n·�·!iicos existem nas linhagens deterioradas de 
Aspergillus nidulan� e são susceptíveis à eliminação por acri -
flavina, o fenôraeno :t?Qde ser evidenciac1o através de uma melho
ria geral no fenóti)O o 

O etil-metano-sulfonato é de ação muta
gênica efetiva nuo.a 6rande variedade de org�nismos, produzindo 
diversos tipos de r,m .. tações (Fishbein, 1970) ª Em. eucariotos in-

. .

duz letais em ratos (Partington, 1960) 
9 

caraundongos (Ehling, 
1968) 9 Q:t'osophil.§ (Hochman ? 1971) e q1:olJras cromossômicas em C§ 
mundongos ( Ca ttanach e col., 1968) ,. Seu 1210canismo de ação ao n.f 
vel molecular é melhor conhecido em pro cariotoi;:;. Em Neuros:po_E--ª 
crassa, Malling e Serres (1968) e Serres o col. (1971) verifica 
ram que ocorre princ:j.palmen te transição ele :Jaras de bases e de
leções em menor grau. Além dessas propricà.ades, o etil-metano
sulfonato mostrou-so eficiente na indução do instabilidade em. 
Schizossacharomyc�..ê. (Nasim e Auerbach s, 1967), produzindo colô -
nias em mosaicoº Dosé1.0 que o etil-metano-su..lfonato pode atuar 
induzindo instabilidaa.e, o uso deste j::1.utac-;ênico é de interesse 
no presente trabalho, para obtenção do derivados com caracterís 

-

ticas de instabilidadeº 



2. Revisão da literaTI,i.ra.

Os casos de inotabilia_ade somática são 
encontrados em diversas espécies, sendo que em algum.as o fenôm� 
no foi analisado co:cl maiores detalhesº Para maior facilidade ? a 
presente revisão sorá dividida em Reforôncias gerais, com subd,! 
visões abrangendo as principais espécies onde foram descritos os 
casos de intabiliaaae e em Referências es�ecíficas 9 onde se en
contram. somente os casos descri tos em. A'.32�!'gi,1_1� nidulans. 

A terminologia o;;i::;iregaa.a pelos diferen

tes autores é bastante diversaª Entretanto, como diz McClintock 

(1950) g nos ter.il10s: cç:.;:nes mutáveis
9 gones instáveis, variegação, 

mosaicismo 9 �oci mutáveis ou efeito do posição, foram designa -
ções diferentes 9 

dadas a um mesmo fenômono básico" .. Nesta revi
são, esses diversos termos serão utilizados

1 
de acordo com a d� 

nominação dada pelo autor. 

2º1º Referências gorais. 

Emerson (1914) 2 foi o 2rimeiro a suge
rir a existência do 0ones instáveis� Atribuiu a variegação da 
cor do pericarpo do nilho a uma consoqüênc:i,a da freqftente muta-

~ d Pvv · · 1 (P) çao o gene _ para :?ericarpo inco or _ •
Estudos feitos :t)or Demerec (1941) em 

Drosophila virilis levaram. à conclusão do que a alta taxa de m11 
tação dos genes in�rtáveis era uma pro�9riedade au tônom.a e inereg_ 
te do próprio gene. Demerec verificou ainda que a mutahilidade 
dos genes "miniature'_' para asa era influ::m.ciada por fatores ge
néticos e ambientais. 

Posteriormente� vários outros trabalhos 
foram publicados 9 atingindo organismos su:pGriores e microrganis 

-

moso 

2 .1 º 1 º Instabilidado eJ:;l organismos sugo:riores. 

Rhoades (1941) descreveu a primei
ra situação em milho 9 _ onde um gene §1, al·taLJ.ente estável, com
baixa taxa de illutação se tornava altru�0nte instável em presen
ça de um outro gene controlador cham.aêto "Dottea. 11 (dt), situado 
em cromossomo diferente. A ação mais ::irovável de .§.! seria a al
teração no ambiente celular, de forma que o gene .ê:.i se tornava
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mutávelº O gene a1 ,sofria mutações para diferentes formas aléli
cas 9 sendo que algLms alelos não haviam sido descritos anterio� 
menteº dt é específico na sua ação 9 não alterando a taxa de mu
tação de outros gonos estáveis ou ins-i;áv1::;is. 

Entretanto� os os tudos IO.ais detalhados 
á.o ponto de vista citológico e genético sobre genes.· instáveis 
fdram realizados por McClintock (1951 1 1956 e 1965). Ela demons 
trou que a alta m1 tabilidade de vários c;enes ym milho era con -
trolada por elementos genéticos indepondontes. O primeiro_sist� 
ma de elementos controladores que identificou foi o Ac-Ds (Ac = 

-- -

ativador; Ds = disoociador)q_ue se ass(1rn.olha ao. sistema de regu-
lação gênica proposto por Jacob e Monoa_ (1961). Assim p Ac seria 
o elemento regv.lador e 12..ê_ atuaria como operador. Ambos 7 !:!:}_e�,

podem se mover de UBa posição para outra no complemento cromos
sômico. A inserção de 12.1!!. pode produzir 1;una alteração imediata
na expressão gênica, com subsequente n.udança de sua expressão em
respostas a Ac. O controle das mutações durante o desenvolvi -
mente da planta 9u q.a semente deve-so a�;enas ao elemento !E., ao
qual responde Qê_. !:.-2,. devs estar na sua fase ativa para ;Q,ê_ ini
ciar qualquer mudança na ação do gene, ej:1 cujo locus f)_ê, está s1,
tuado º A expressão 21 terada do gene v2,riou desde o tipo comple
tamente recessivo at0 o selvagem e essa :t",1oc1ificação na expressão
do gene foi associa(la a liberação do g:-:ne do controle do siste ...
ma. Foram também analisados alguns cacios êtc loci autônomos. Es
ses não requerem non..h.1,w ativador para sofrer mutaçãoº Os alelos

d ' , , . t' . f a. t -que surgem po e;:: ·ca: :D em ser 1.ns a veis, ::::o · ron _o novas mu aço es
para níveis de ex:,:Jrocrnão mais altos 01.:i. mais baixos.

Um outro sistema de controle foi exami-
nado extensivamente :9or Petorson (19p1) e McClintock (1956). 
Peterson designou o cüem.ento regulador do "0nhancer" (En) e 

'McClintock de S,,,En 0, ?Osteriormente 9 V8rificàre111 que se tratava 
do mesmo elemento. A naior )arte das conclusões do sistema .fl!}.

Ds são válidas para .ê.P.B, sendo que este GXibe raaior complexida
de. Possui dois corn.ponentesi componento-1 (supressor), que re� 
la diretamente a e::;:pressão do gene solJ sGu controle e o compo -
nente-2 (mutador), responsável pela transposição. Quando o su
pressor está na fas·e ativa, reprime a ox:;i:l'.'essão do gene e quan
do na fase inativa 9 permite sua expressãoº A resposta do opera
dor ao componente-2 pode originar a ex-Jressão mutante do gene 
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que é liberado do controle, ou :pode aJonas alterar o tipo de re!!. 
posta 9 provocando noste caso, as mudar.ças de estadóo Em alguns 
destes estados alterados, o operador J;lorcle m1a capacidade a.e 
resposta ao componon te-2, ficando apenas sob controle do compo ... 
nei:Lte-1º 

Outros casos ele reg1.1la9ão gênica em mi
lho foram registracos por Brink:: (1956) e Linden (1963,1964),que 
utilizaram o locus R e Coe (1959, 1961)

9 
c;;_ue utilizou o locus 

::Sº A manifestação ora registrada por ti)QS :previsíveis de mua.an 
çà na ação de um alolo associado a outr9. Brink usou o tenno 
param.utação e Co0 cfüa:mou-o de conversão. Entrotanto 9 em nenhum 
a.os casos foi ic1entificado um elemento controlaa.or no locus gÔ
nico.

Brink:: (1960) :,_)ropôs que a composição a.os 
cromossomos era feita por duas substê.nciasg ortocromatina e pa
racromatinaº Esta proposição está de acordo com as duas espé
cies de cromatina, G1,1cromatina e hetorooromatina que são reco -
nhecíveis por critérios citológicos ., A ortocromatina compreende 
o DNA, que codifica a formação das enz:i..ra.as envolvidas nos l)ro
cessos de síntese :proteica,sendo al tar,rnnte c1iferenciada; a par.§!:
cromatina condiciona os processos envolvidos na diferenciação
funcional de mui tos loci 9 em. respos·!;a ao a,,lbiente celular o Poc1e
ser alterada qualitativamente de acora.o. com o substrato celular
que se forma durante a ontogeniaº

Quanto ao mecanismo de transposição, 
Greenblatt (1961.J si 1998) sugeriu que o fenômeno deveria ocorrer 
durante a duplicação. Seus estudos foran1 baseados nas manchas 
gêmeas que aparecem no grão de milho; usou o alelo variegado 
P VV que possui o elemento transponível Ii10dulador (!r?_), descri·!; o 
inicialmente por Brink e Nilan· (1952), correspondente f,3,0 eleme!J. 
to f:�

9 descri to por LicClintock (Barclay G Brinl-c 9 1954) º Os re
sultados obtid.os 11or Greenblatt sugero;-2 que a transposição oco� 
re somente quanclo o cromossomo e E.E. estão i;,e replicando, sendo 
que apenas a nova cÓjJia de � é transJ;iostaº O sítio receptor não 
deve ter se replicado durante a trans�os�ção e assim, o Mp

transposto pode replicar mna segunda vez. O modelo proposto é 
consistente com a duplicação semi-consnrvativa e

vel 9 uma vez que a transposição requer excisão e 
DNA9 fenômenos que devem ser facilitados durante

bast ante razoá 
integração d'e 
o período de



- 6 -

duplicação 9 quando o DNA está suposta·.1011te livre tle seus compo
nentes proteicos. 

Rhoades e Dempsey (1973) atribuíram a 
forniaçiio de mosaico nas sementes de a:llho à perda de Sl?gmentos 
cromossômicos da série A 9 induzida polos cromossomos B, A perda 
de cromatina foi restrita aos cromossonos que possuíam "knobs", 
sendo causada pela falha na replicação elos "knobs" heterocromá
ticos. 

Um caso semell1ante foi analisado por 
Burns e Gerstel (1967), que utilizaraw. híbridos de Nicotiana ta-

-

bacum x Nicotiana otp�horaº A variegação nas flores foi assoei§ 

da à instabilidade de um segmento heterocramáticoo Este segmen
to poderia estar ligado com diferentes cromossomos, apresentan
do ·na extremidade distal uma região 011cromátic1:;l, onde se locali
zava o alelo Co v ,que J?roduzia coloração car.mim. Nas divisões m,i
tóticas poderiam ocorrer quebras do bloco de heterocromatina 1� 
vando à perda de Cov e

9 
consequentemente ? à variegaçãoº 
A variegação encontrada nas flores foi 

também analisada :;ior Harrison e Fincharn. (1964-) em .Antirrhinum 
majus º Os alelos a_a sórie ",Eallida-rcc_y,E�ns11 (;eal rec) mutam
com alta frequência :,::iara o alelo dominante P*a,1,, originando man
chas nas floresº A frequência de manetas que aparecem é altera
da por fatores ambientais e genéticos. Os fatores genéticos que 
controlam o grau d0 j_nstabilidade não forarn analisados f havendo 
indicações de que 1.::.iais de um locus deve estar envolvido. 

A influência de fatores ambientais, co
mo a temperatura, foi analisada por FalJerge e Beale (1942) 9 em. 
,!:s>rtulaca e por Rhoades (1941), em milho. Nestes casos, foram 
registrados aumentos na frequência de /1utação em temperaturas 
mais baixas. Fincham (1973) sugere que os fatores ambientais a.e

-

vem influir nos sistemas mutáveis através da regulação na tran� 
crição gênica e n�o diretamente sobro os genes que apresentam 
alta mutabilidadeº 

A variegação nas flores é encontrada em. 
diversas espécies vegetais e os casos ostudados · em �=hE._hi.EJ-Ufi! 
ajacis (Demerec, 1931; Dawson, 1955), �JLar1?,_i�:t.§. (Imai eTabuchi, 
1938) 9 Pelargonirn (To.ai, 1936) 9 Gossy.J?._�upl (Harland, 1937) e 
Lathyrus (Imai e Iinrna, 1938) sugere.w. a existência de genes ing_ 
táveiso 

Em Dro§_ophila, ta.mbén foram registra.a.os 
vários casos de instabilidade. 
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Demerec (1941) ostudou o caráter 
nia ture'1 em ;!2_ro_sC?J?l�i_l.§ virilis e encontrou q_:uatro genes instá -
veis, todos revertondo para o alelo selvagem (mudanças primá
rias) ou para qualq_uer outro alelo (:,_;1.udanças secundárias). .Am
bos os tipos· de mudanças são afetados :;_;irir fatores genéticos es
timulantes de mutabi_lidade, fatores eotos específicos atuando 
apenas sobre os alolos determinantes c1e "miniature"º .As . mudan -
ças que ocorrem nostes genes não estão asr:rnciaéLas a aberrações 

A • 

cromossomicaso 

Schul tz (1936) analisou o caráter 

"mottled" em J2,.r9J�.9..P.h.ila melanogaster e verificou que a variega
ção estava relacio1).ac1a com aberrações cromossômicas envolven

do heterocromatina. 
1.'.Iampell (1945, 194-6) especulou a possi

bilidade da heterocroaatina estar envolvida nos processos de 
instabilidade. Trabalhou com um gene mutac1,"Jr em Drosophila ]2!381.,1,- . 
doobscura ,que atua aJ:ienas nos :cmchos 1 sondo as mutações repre 
sentadas por deficiências genéticas 01) ... ::tnati vação permanente. O 
mu tador age em. várior:-J loci e é aparenton.ente infecciosoº 

Green (1970) tarnbé:m analisou um gene m� 
tador em Drosophila e que atua somento nas fêm.easº Este gene iB, 
duz reversões nm,:.a alta frequência e, além disso, influencia os 
processos meióticos aumentando a não c1isjunção e diminuindo a 

ocorrência de iJerriuta. Outros casos ao genes m.utadores em �
SOJ?hila são ci taa.os J)Or Green (1973). 

Alem, d t a os genes mu a.ores que produzem. 
alta taxa a.e mutação, outros casos de instabilidade não devidos

a mutadores foram analisados em Drosq»hiJ�º Green (1967) descr� 
veu instabilidaa.e no lo cus "whi te11 (}!º) a.e �ophila melanotZ,a.s,

EE. que apresentou mtd:;ação para diferentes estados alélicos,de.:§. 
f.l.e o selvagem até o branco. Os alelos derivados de Y!.º podem ser 
estáveis ou instáveis e neste Último caso, estão envolvidas de
ficiências que inclu01u. perda de � e looi adjaoentes .Green(1969) 
descreveu ta.inbém. q_uatro transposições indo:;;1ondentes e espon-J;â -
neas de um seg.rn.onto da região "whi teº :Jara o cromossomo III. A

aná1ise genética a.a transposição envolve a existência de elemeg 
tos controladores incorporados em cada segmento transposto. O

fenômeno é relacionado à semelhança do que ocorre na indução da 
lisogenia por fagos temperados, em Escherichia coli. Duas conse 

-=--- c,,s--- -=--=- ....
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Jl � • f , · d ~ a e + r· quencias oram reconDoci asg reversao .e!_ para�, que se ia 
equivalente à lib·3ração do elemento controlador (virus?), dando 
portanto estabilidade; a transposição do ei�mento cohtrolador 
associaa.o ao seg�".en:'ço cromossômico serj_a eç1_uivalente à formação 
de fagos defectivos. 

2.la2o Instabilidade GIU. microrganismos.

Entre os microrganismos, diversos casos 
de instabilidade foram t b, . -' :i am em regis Grao.o s. 

Newcombe (1953) descreveu um padrão ccr.m 
-

plexo de radiação ina.uzindo instabilic1ac1e 0ill. �r_eptomyces. Há 

lt ~ -f 1 . l ' ~ d . t ' . a eraçao na mor,_o ogia e a gumas :rm..,1·caç,10s J)O em ser ins aveis 
ou está veisº O autor sugere a possi bilidac:l.e dos elementos con -
troladores sere:w. ros:7onsávois pela instabilidade. 

Em Escherich�a col�p os primeiros casos 
de instabilidade fora.n.1. registrados por Treffers e co 1.. (1954-), 
que detectaram uma aJta taxa de mutação ::)ara resistência à es -
treptomicina e por Golstein e Smoot (1955) que descreveram uma 
linhagem com alta ta:za de mutação para arurn·l:;rofia. Nesses casos 
a alta taxa de mutação era causada por genes mutadoresº Etn 
1956, Skaar também. registrou alta taxa a.e mutacão para resistên ., . 

-

eia à estreptomicina, mas localizou u:m fator dependente (�), 
ligado ao locus f (leucina)o 

Genes mutad.or0s tê-.ü.1. sido bem. estudados 
em. Escherj_chia coli. Mui tos foram ma·::ieaél.os e os produtos ou a 

__, =-=--
. -

falta de produtos à.eo;:Jes genes causam r,m.tações, variando desde 
simp]_es mudanças cl.o pares de bases até pcq_uenas adições e del!i:, 
ções. Grande parte dos mutadores conhecidos estão envolvidos nos 
processos de re:plicação, recombinação e rc:;_,iaração de DNA ( Cox

9

1973) .. 
Em leveduras for8.ü1 tm..:;.bém. identificados 

genes mutadores eT.11 diversas linhagens sena.o que, à semelhança de 
Escherichia coli, :)rovocam. transições, transversões e adições

deleções (von Borstcl e col.? 1973). 
Smith-Keary (1958) encontrou em Salmo

nella typhimuri� alguns derivados de 1inhagons depend�ntes de 
leucina (leu-), que revertiam para ,1__0U.+ numa alta taxa. Dawson 
e Silli th-Keary (1963) verificaram. que a causa da instabilidade 
era ligada ao lo cus supressor de leuc:i.na (,ê1l Le-t.). A origem 
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da instabilidade foi relacionada com a J_j_gação de um elemento 
ao sítio� le�, sendo que a diminuição Qa instabilidade oco! 
ria com a pera.a destes elementos controlacl.ores, ou com sua inJG,.El 
gração estável em al&,"'Ulll sítio. Estes ·oJ.Qi:;ientos podiam também so 

-

frer transposição para outros sítios afins, provocando instabi
lidade deste locus e estabilização no locus original. Foi suge
rida a denominação do "epissomos controladores" aos elementos 
que modificam a eJ:::prossão fenotÍpica, a1.1Ji1entam a taxa de muta -
ção e sofrem transJ;osição º 

Em Neurospor� .Q_J."..al?_S.,ê:,, ::Sarnett e Serres 
(1963) analisaram o ·,·irimeiro caso de :i.lrntabilidade. O sítio ins 

 

-

tável existe e:c1 du_as formas alélicas9 cada uma mutando para ou
tra em alta frequência. Foi proposto que a contínua instabi1ia.� 
de era devido a mudanças de pares de bases do tipo transição. 

Ainda em Neuro�.2.0}"§.: _crassa, Newmeyer 
(1965) e Ncweyer e Taylor (1967) descrovcran casos de instabil! 
dade resultantes e.o 1,,.;·1a inversão pericêntrica. As progenies mo� 
traram um cresc:i.rn.onto inicial reduzido o eram fortemente pigm.e!l 
tadas. Após alguns dias de incubação, �e>roduziam setores que 
cresciam como o ti::.,10 selvagemº As progonies eram instáveis dev;! 
do � existência de d.1t:plicaçõos produzia.as 11ela permuta na inVGE 
são. A inibição inicial no crescimento foi a·bribuÍda à heterozi 

, 

..... 

gosidade do locus para reação sexual. Os derivados semelhantes 
ao tipo selvagem orara. homozigotos ou hcmizigotos para o locus de 
rea.ç ão sexual. 

2.2. Referancias os�ocÍficas. 

Os primeiros casos de instabilidade des
critos em _!§pe:izg_illus nidulans puderam. ser explicados pelos me
canismos clássicos OJ?. genética. Assi:.:1 9 temos os casos de aneu -
ploidia, descri tos por Kl!ifer (1961), onde, }?Or não disjunção m1,

tática, há perd?, de cromossomos e consequente retorno ao estado 
haplÓide normal .. Erc. linhagens dip1Óidos 9 pode ocorrer o fenôme
no de haploidização a.escrito por Irn.for ( 1960) 9 onde, ºpor um pr,2. 
cesso gradual 9 há '.:_,ordas sucessivas de cromossomos 1 

atingindo o 
estágio ha:plóia.e nor:;:ial. Pode também ocorrer o fenômeno de per
muta mi tótica levancl.o à formação de células mi t6ticas recombi -
nantes (Roper

9 
1952).
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O primei;ro caso .0mis com.plexo de insta
bilidade foi relatado por J3ainbridge e Ro1)er (1966), quando es
tudavam. os fatoros genéticos que afeta.L.11 a morfologia· em As·oer
gillus nidulai;is. 01Jscrvaram uma variante ainda não desc:ri ta t r� 
s ul tan te do cruza«1ento de pais morfoloGicam.en te normais ., Esta no 

-

va variante foi cl.ono1:1.inada 0 crinklec1 11 e ··Jossuía uma 
"· 

duplicação 
de um seg.n.ento cro�·-.1ossÔmico como resultado de uma translocação 
não recíproca em. t?J:,1 ,7.os pais. As colônias ncrinkled" apresenta
vam uma morfologia a.istin-ta, crescimento lento e eram instáveis, 
produzindo setores de vários tipos, que se assemelhavam ao nor 

-

mal. Estes setores eram resultantes da :;__Jerda do segmento cromo.ê,_ 

sÔmico em duplicata. 
Nga e Roper (1968), utilizando linha -

gens duplicadas com r,iarcadores genéticos ma5.s_favoráveis, con 
-

tribuíram para meD�or compreensão do fenômeno. Além das rever -
sões totais ou parciais em direção ao tipo selvagem. (melhora
dos), verificaram quo se originavam ta.1bém. outros setores de 
morfologia alterada e que foram designados 2or deteriorados. A 
análise dos setores x:-J.cühorados comprovou t:'UG a reversão era de
vido à perda preferencial do segmento duplicado translocado em 
vários graus e que a perda era muitas vêzes intersticialº Com 
relação aos setores deteriorados 9 apenas dois foram analisados, 
dando indicações de duplicações em tanc�m. A perda e aparenteg� 
nho de material cror,1ossômico ocorre provavelmente por um proce� 
so intra-cromossôrn.:i.co 

9 
desde que ambas as classes se originmn 

sem evidências de �:ic:.r.ca.Uta entre segmen·/;os homólogos. Os auto
res :propuseram dois Hecanismos para ex1üicar a origem simul tâ -
nea das duas classesg permuta desigual. entre cromatídios i:rm.ãos 
ou permuta numa alça intracromossômica. 

Através do estudo a.e várias linhagens 
haplÓides e diplÓidcs, com e sem duplicação translocada 7 Nga e

Roper (1969) concluíram. que a instabilidade ora provocada por 
um desequilíbrio cromossômico e que as cJoleções produzidas eram 
restritas quase exclusivamente aos segmentos que provocavam in,ê_ 
tabilidadeº PropuseraijJ. o termo "não-confonI:idacJ.e mi tótica" para 
este fenômeno de instabilidade. 

Com relação às linl1agens deterioradas, 
as maiores contribuições são provenie�tes dos trabalhos de Aze

vedo e Roper (1970) e Azevedo (1971a). Verificaram que a produ-
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ção d.e setores deteriorados era caracJGerística das linhagen$ 
duplicadas, não sena.o detectadas a :paré;ir de linhagens normais. 
Isto indicava que a du11licação tinha 1,1s11a ação J?OSi tiva na prod:!?;, 
ção · de setores detoriorad·os desconheconrlo-so, entretanto, a sua 
forma de ação. A origem da deterioração morfol6gica e o grau 
de instabilidade foi tentativamente atribuída a novas duplica -
ções em .tandemº A -i:;ransposição deste material genéti-co _extra p� 
ra outras regiões do genoma resultaria c:iX'. :maior estabilidade,mas 
estes tipos estáveis eram muitas vêzes mais instáv8is que as li 
nhagens duplicadas. Devia haver w.11a interação entre a mutação 

! e a duplicação 9 j;oj_s !. sozinho não conferia instabilidade" q

gumas linhagens r,10s·c1"aram acúmulo de mutações, produzindo al te
rações na morfologia e no grau de instabilidac1e. A contínua in�
tabilidade poderia sor atribuída a wna interdependência entre 
cromossomqs não ho:t"a.6logos na duplicação� rJendo que mutação em 
um cromossomo poderia levar a uma mutarJão em uma região suscep
tível de outro. Isto facilitaria de corta forma · ·as propostas 
transposiçõesº Toê.os os grv.pos de lic;ação estão envolvidos com 
as mutações que G.c:rl:ierca.inam o caráter rn_,,rfológico » havendo indi
cações a.e que há regiões de susceptibilic1ade }?articular a estas 
mudanças,principaL·lcmte nas regiões próximas ao centrômeroº 
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3. Materiais e mótodos.

3ol. Símbolo e fonhtipos dos mutantqsº 

Símbolo 

fac303

gal
1

, ribo2

Fenótipo 

requeri::.1onto para adenina 

requerimento para biatina 

não crescimento em meio com ace
tato co:tilO fonte de carbono 
não crescimonto em meio com ga
lactose como fonte de carbono 
requer:iL10nto para ácido nicotíni
co 

requer:i .. monto para ácido ,E_-amino 
benzóico 
requeriJ.u.on to :::iara prolina 

requerimento para piridorina 

requerim.en to J;iara ri bo:flavina 

requerir11onto :para tiosul:fato 

supresoor do mutante �20

elemen·l:ios responsáveis por de
terioração (morfologia alterada) 
conídios arnarelos 

conídios brancos 

A origem e descrição dos mutantes po-
de m ser encontra.elos an Dorh (1967) e Azevedo e Roper (1970) e 

Azevedo (1971a)" 
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3º 2 º Linhagens utilizadasº 

a. Linhagem NSE ("Master Strain E")� possui um marcador g�
nético em cada um dos oito grupos de ligação (McCully

e Forbes, 1965) como se observa rta Figv..ra lo

--------

I 

II 
w.3

--------0------------

III 

IV 
P?ro4

V ----- _______ f_ª_1__,3,._0 __ 3 ______ _ 

VI 
s? 

----·· •.J ------

VII: 

n�c8
_, -o----------

VIII 
ri�o

2
- ·-· -o---------

Figura lg l\[arcadoros genéticos da linl1agem. NSEº Os centrômeros 
estão designados por o. As �istâncias dos marcadores 
não estão om escala no mapa., Os fcnót:j_pos determina -
dos pelos c;enes podem ser encontraa_os no ítem. 3.1. 

b. Linhagem A: possui uma duplicação do grupo de ligação
I translocada para o grupo d0 ligação II (Nga e Roper,
1968), como se observa na Figura 2.
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Gmpo � ligaç8'& 

+ 

I 

p�ol pab
0

a6 y + 
----��·-_...;;;;:. _ _.;.,_;,. __ .�--

º 
-=--==-

º
-

II 

Figura 2 g T.1!:arcadorcs genéticos da linha-:Jem . .A. Os cen trômeros es 
tão designados por o • .As dir�d;âncias dos marcadores 
não estão Gfil escala no mapa. Os fenótipos determi�a 
a.os }.)elos genes podem ser encontrarlos no ítem 3.1. 

c. Li�hagem N: �rQ
19 paba

6
? �

d. Linhagem VJ: pro1; paba69 �
3

e. Linhagem V5g pro19. E§ba61 :!5
f. Linhagem. V8: pro1; paba69 Y.s

g .. Linhagem Vg: -grol9 paba69 .Yg

As linhagens V5, V8, V9 e VlO possuem 
uma duplicação a.o c;r1,1;Do de ligação I � translocada para o II? 

à semelhança da li1u1agem A (Figura 2) • .A linhagem V3 possui uma 
duplicação do grupo de ligação I translocada para o II

1 dife -

rindo da linhagern A no tocante aos n:.a:rcadores genéticos. No g� 
po de ligação I r,ncontram-se os marcaêtores genéticos :pro1,pa1?,_a6;
aa.20; "!2!i e no s0g.:.ento dup licado translocado� y. Todas essas li,
nhagens foram obticl.a0 por Azevedo e Ro:por (1970) e Azeved.o 
(1971a). 

As linhagens util�_zaa.as foram obtia.as 
da coleção existonto no Setor de Genética de Tl[icrorganismos do 
Instituto de Genética da Escola S uperi9r de .Agricultura "Luiz 
de Queiroz 11

7 Universidade de São Paulo. 
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3. 3. Meios de cul t1..1.ra e soluçõesº

3. 3.,1. Meio mínimo (Pontecorvo e col., 1953).

Nitrato 1J.e sódio 
Sulfato a.e :t'.s,c;nésio heptahic1rat2,do 

Cloreto de �ot�ssio 
Fosfato dihidrogenado de potássip 
Sulfato de ferro 
Sulfato de zinco 

Dextrose 

Ágar 

Água 
pH ajustaà.o �-•ara 6,8 com hidróxido 
de sódio 4% ou HCl lN 

6,oo gramas 
0,52 gramas 

0 9
52 gramas 

1, 52 gramas 
traços 
traços 

10,00 gramas 

20,00 gramas 

1 litro 

3.3.2. Neio completo (Pontecorvo e col., 1953) • 

. Adiciona-se ao meio mínimo g

Peptona (Fishor) 
Caseína hidrolizada (Oxoid) 

Extrato de leveduras (Oxoid) 

Ácido nucleico de leveduras hi
drolizado 
Solução de vitaminas 
pH ajustado para 6_, 8 com hidró

xido de sódio 4% ou HCl lN 

3o3.3. Meio de galactose. 

2 gramas 
1 9 5 gramas 

0 9 5 gramas 

2,5 ml (ítem 3.3.5.) 

1 ra.l (ítem 3.3.6.) 

Preparado da �.::.esma forma que o ,meio mínimo, substi tuin -
do-se a dextrose por galactose. O pH é ajustado para 6,0. 

3. 3º4. Meio de ac0ta-co de amônia (Apirion, 1962).,

Acetato de a.11Ônia 
Cloreto de

Sulfato de , . r.agnes10 heptahidrataclo
Fosfato dihidrogenado de potássio 

Sulfato de forro 

Sulfato do ½inco 
Ágar 

Água 

pH ajustado �ara 6,1 com hidró
xido de sódio 4% 

12 gramas 
2 10 gramas 

o,5 gramas 

3,0 gramas 
traços 

traços 

15�0 gramas 

1 litro 
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Autoclavagem.º 

Os meios de cu.ltnra foram esterilizados 
em autoclave à pr0soão de 1 atmosfera c1urante 15 minutos e man-
tidos a temperatura arn.biente. O mesmo )roceçso de esterilização 
foi utilizado para solução 11 tween" e salina. 

3.3.5. Acido nucleico de leveduras hic1rolizado. 

Acido nuclcico de leveduras 2 gramas em 15 ro.l 
de solução normal 
de ácido clorídri 
co 

Ácido nucl0ico de leveduras 2 gramas em 15 ml 
de solu�ão norillal 
de hidroxido de 
sódio 

Aquecem-se as duas soluções por 20 minB 
tos em banho-m,aria. A seguir são mis-lit,1,.rac1as e o pH é ajustadQ 
para 6,0º Filtra-so em seguida 9 completanc"!o o volume para40ml. 
A solução é guarda;7.a no refrigeradOl'\, sob clorofórmio. 

3. 3.6. Solução c1o vitaminas.

Á . � . 1 ., • c1c1.o n1.co-GJ .. n:1_co
Á ·a .. , , ., e 1. o .:e-m"uno o enz 01 co 
Aneurina 
Biatina 
Pi:ridoxina 
Riboflavina 
Água destilaa.a 

100,0 mg 
10,0 mg 
509 0 mg 

09 2 mg
50,0 mg 

100,0 mg 
100,0 ml 

A solução é parcialinente esterilizadaeu1 
banho-maria por 15 • linutos e guardada 0:01 frasco escuro no refr,! 
gerador 9 sob clorofó:rmio. 

3. 3. 7. Solução saliL.a.

Pr�para-se uma solução de cloreto 
dio O 9 9% em. água a.os-cilada. São colocac7-os 9 ml da solução 
frascos 7 autoclavacJ.os e mantidos à tern:;.?eratura ambienteº 

de s6

em. 
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3.308. Solução de 11 fav0en11
o 

Adiciona-se 11 twoen1
1 80 à água destilada 

em uma concentração de 0,1% ( v/v). 2,5 ml da solução são coloc§ 
dos em tu.bos 9 autoc1avados e mantidos no refrigerador. 

3. 3. 9 º Meio mínimo líquido + 2% de meio oo:,:1pleto º

Ao meio míni.DJ.o
9 

$0n adição de ágar�adi-
cionam-se 2% de mm.o completo ( sem ágar) º Colocam-se 2, 5 ml da 
solução em tubos quo são autoclavados o :e.antidos no refrigera .... 
dorº 

3.4. Suplementos adicionados ao 

Substância 
. ... ==="' 

Ácido E-aminobenzóico 
Ácido nicotínico 
Adenina 
�-fluorfenilalanina 
Piridoxina 
Prolina 
Riboflavina 
Tiosulfato do sódio 

3.5. Placas de análise. 

meio r1ínilno. 

e o_:q cr � n_gaç ão 

0 9 7 mcg/ml
0,05 mcg/ml 
70 mcg/ml 
35 mcg/ml 
0,05 mcg/ml 
50 mcg/ml 
0,05 mcg/ml 
200 mcg/ml 

Durante todo o trabalho foram utiliza -
das placas de Petri com 9 cm de diâmetro 9 

2 cm de �ltura e pa
pel de filtro sob a ·tampa para absorção ela umidade. A quantida
de de meio de cult1��a por placa variou de 20 a 30 ml. 

O tipo de meio de cultura utilizado so
freu variações der)ondendo da finalidade da análise,podendo ser 
meio completo

9 
meio mínimo ou meio mínimo supl�mentadoº 

Para a deter.ü1inação dos requerimentos ll};! 
tricionais de segrogantes mi tóticos on Ii1c.:dóticos 9 foram utiliza 

-

das placas de meio :01ínimo suplemen taélas com os requerimentos en 
-

volvidos nos cruzai:1ontos 9 exceto aquele sob análise. 
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3. 6. Semeadura e in011lJação.

Para obtenção do colônias isoladas, os 
conídios foram transferidos através de um· fio a.e platina para s,2_ 
lução de "tvrnen", e agitados vigorosa.::.:onte. Isso provoca ruptu
ra das cadeias. Foi semeado 0 1 1 ml da s1,1.s�Jensão de conídios em 
cada placa e com w� espalhador de vidro flambado foram disper -
sos sobre o meio à.o cultura. Para obt onção de :pequeno número 
de colônias por :r.1laca, foram feitas diluições adequadas em sol� 
ção salina. 

As placas mestras };>ara análise genética 
foram preparadas, inoculando-se os segrecances ei:p. 26 pontos de 
disposição 1 + 5 x 5, marcados no fundo. da 1·üaca., A transferên
cia destas 26 colônias para outros meios do çultura foi feita 
por intermédio ele uc'. replicador de 26 }Jontas. 

Durante todo o cxperL.iento 9 a temperatJ1, 
ra a.e incubação foi de 37ºC, exceto n0:=J casos que serão assina
lados. 

3.7. Curva de sobrevivência. 

Foi determinada a curva de sobrevivên 
eia para as 6 linhagens utilizadas no �resonte trabalho� com o 
uso de dois mutag0nicos químicos� acriflavina e etil-metano
sulfonato º Tal clotorn.inação foi efetuada l")al"a obter o tempo e a 
concentração eficic11"lie para produzir cerca de 10% de sobrevivêu 
eia. 

Todas as linhaGcns receberam isoladame,g 
te o mesmo trata:;:rnnto. 

Os conÍdios foras.1 · transferidos por uma 
alça de platina para 4 ml de solução c1e 11 twoon" º Sua concentra
ção foi estimaa.a ::_JOr 1;1eio de um hemocttômetro. A suspensão de c.2, 
nÍdios foi di vidída or1 quatro t7lbos 

9 
sondo utilizados três para 

tratamento e um :para testemunhaº 
A partir de 1,u.i1a solução 09 02% ( v /v) de 

acriflavina 1 fora:,·,_ retiradas alíquota□ de 0,05 9 O,l e O p 2 ml e 
colocadas, isolada::1.ente, nos tubos contendo a suspensão de .coní 

<=' 

dios ? resultando as concentrações de 10 9 20 e 40 mcg/ml, resJ>O.Q 
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tivamente. Os conÍdios ficaram expostos à ação mutagênica de 
acriflavina durante 24- horas, à tem.poratu.ra de 37ºº• Decorrido 
este tempo 9 a suspensão :foi diluída eu. solução salina e amos
tras de 0 9 1 ml foraD:?. semeadas em placas com r:.ieio com1,>leto. Após 
três dias de inc1,uJação 9 foram feitas as contagens de colônias 
sobreviventes. A sus)ensão de conídios sem o tratamento, foi t.2_ 
mada como testei11m1ha e considerada ao nível c1e 100% de sobrevi� 
... . vencia� 

3º 7 º2. Etil-metano-rn.,1.lfonato (EMS). 

O tratamento foi o m.esmo para todas as 

linhagens testadasº 
Foi :;,;)reparada 1x :i..a sus:;i011são de conÍdios 

em 2
9
0 ml de 11 tv1een11 e a densidade est:iJillaél.a em 1,up. hemoci tômetro. 

A suspensão foi dividida em duas porções de l mlG Em. uma, forain 
adicionados 2 ml de u;,ia solução de EMS 2%, dando uma concen
tração aproximada de 1 9 33% ( v/v) º Após 2 1 4 e 6 horas de trata
mento 9 à temperatura de 28QC 9 foram ro-piraélas amostras de 0,1:ml 
e semeadas em placas com meio completo. Dil1dçõ0s adequadas fo
ram efetuadas };ara c1iminu.ir a concentração do ElU tagênico e pos
sibilitando também a formação de colônias isoladasº Após três 
dias de incubação 9 foram feitas as contagens das colônias sobr� 
viventesº A outra porção de conídios não sofrGu trata.rn.ento com 
o mutagênico ·e foi co11siderada como tcrJte:mvnha com o nível de 
lOOfo de sobrevivênciaº

3º8º Isolamento do derivados morfológicos. 

O processo do isolaH0nto de derivados 
morfológicos foi o mes�o para.todas as linhagens, independente
mente do mutagênico utilizado. 

Adotou-se o 1:Lü to de 10% de sobrevivê.u

eia que permitiu o a�,Jarecimento de u.r,i 0ranc1e número de colônias 
de morfologia altera.d.a. 

As linhagens foram. tratadas isoladamen
te com acriflavina e etil-metano-su.lfonato,mas em. amostragem 
maior. O número de colônias por placa .:�.antev0-se ç3,o redor de 
trinta, procurando-se assim isolar colônias puraso Os diferentes 
derivados receberem a numeração de acordo com a ordem de is� 
lamento e prosseg1,1:i.ndo a nomenclatura adotada por Azevedo (1971a). 
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3.9º Produção de setores. 

A instabiliél.ado r}, s f!.erivados morfológi 
cos pode ser observada através da produção de setoresº Os coní
dios das linhagens são inoculados centraJ_-�onte em pl�cas com 
meio completo e .w.1antidos na es"t1,1fa du.ranto sote dias ll Decorrido 
este tempo 

9 
· a contac;em dos setores :podo ser efetuadaº Estes são 

reconhecidos pGla morfologia alterada e(ou) pela taxa de cresci 
menta geralHen te r1aior que a da li.l)ha:_;OT:l original º Para cada li 
nhagem foram utilizadas dez placas º 

J.10. Análise gcn6tica.

3.10º1 º Obtenção do hcterocários º 

Para obtenção ele heterocários, proco-:-

deu.-se de acordo coEt a técnica descrita :por Pontecorvo e col.., 

(1953) º ConÍdios do duas linhagens coj,l diferentes requisitos 11.:;1 

tricionais foram coJ.ocad�s 9 em proporções aJ;iroximadam.ente iguais� 

em 2, 5 ml de meio mínimo líquido mais 2% c1e meio com:pleto º AJ;->Ós 
três dias de incub$9ão

1 
formou-se um.a película na superfície 

do meio de cultura ., A película foi recortac1a e transferida para 
1 . " . '1 · d A ' d . b ~ f p acas com meio .::.un:u:10 so 1 o ., pos u.2::1a se:.:iana e 1ncu açao 7 O_!:

maram-se os setores heterocarióticos, com núcleos geneticamente 
diferentes na r:wsr:1a hifa 9 que consegi,1cm1 se c1esonvolver em meio 

, .

1il.1n1.ID.O o 

Os heterocários para an�lise genética fg_ 

ram obtidos a partj_r dos cruzamentos dos mutantes morfológicos 
derivados das_linhagons A, N, VJ 9 V5 1 V8 e V9, com a linhagem. 
testadora MSE. 

3º10.2º Análise ro.itóticaº 

A análise mitótica foi efetuada atra-

vés do ciclo parasso:::rual 9 de acordo com a tócnica descri ta por 
Roper (1952) º Obtám-se o heterocário

7 
ao q_ual é :pe:rmi tido cres

cer em meio mínimo. Formam-se conídios ç�ue, por serem haplÓides, 
não se desenvolvemº Entretanto 9 na hifa hetorocariótica pode h� 

ver uma fusão de :rnícleos haplóides, for::-:iando-se núcleos diplói� .. 
des heterozigotos. Estes originam conídios diplÓides, capazes 
de crescer em meio mínimo º Semeando-se grande quantidade de co 

'd . 1 . ' . ' ' 1 . 1 t n1. ios em p acas coJJ.1 meio m1n11D.o, e 11oss1 ve o iso amen o de 
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tais diplÓidesº 
O reconhecimento élos diplÓides foi fei

to a través da colorac;ão verde ou amarela (no caso de N x M$E), 
pelo crescimento ero. r,"!.oio mínimo e pelo -t;ar,:i.anho dos conÍdios. A 

medição dos conídioo foi feita ao microscópio com ocular gradu§ 
da

9 
tomando-se cadeias de quatro ou c:i.nco conídios, em lâminas 

com lisol diluía.o (lilO) que favorece a j,::.anutenção dos conÍdios 
em cadeia (Pontecorvo e colo 9 1954)º Os diplÓides obtidos foraJJ1 
purificados e conservados em estoque com t1eio mínimo inclinaa.o. 

A indução para !:1a:ploidização foi feita 

com �-fluorfenilalanina (pFA) que inibo o crescimento de diplói 

c1es 9 perrn.i tindo o croscimento c1e setoros ha:QlÓides (Morpurgo , 

1961). Segundo Kãfcr (1961), a haploiéJ_j_�:.;ação ocorre àtravés de 
aneuploidia com pordas sucessivas de cromossomos. 

Os diplÓides são ino01.-1lados em quatro 
pontos isolados nas J?lacas com meio co:m.1;ileto mais pFA. São inC1!, 

bados durante 7�10 dias e com a formação dos setores haplÓides, 
procede-se a isola,1011 to e purificação. 

Os segregantes l1a111Óides são inoculados 

individualmente ex,1 :�,lacas mestras e :;_Jostcriormente replicadas p� 

ra as placas de análiseº 

3ol0o 3. Análise l:cteióticao 

A análise meiótica foi.efetuada de acor 
do com a técnica descrita por Pontecorvo o colo (1953) º 

O heterocário obtido dos diversos crnza 
' -

mentos é transferido }_)ara placas com T0..oio mínimo sólido e veda-
das com fita celulósica

9 
procedimento q_uo favorece a formação de 

cleistotécios º A1,ós 8-10 dias de in01,,JJação !1 for-mam-se os cleis
totécios maduros que são isolados por int er.01édio de um fio a_e 

platina 9 rolados na superfície de ága.+
9 

a fim dG livrá-los das 

células de Hülle e conÍdios aderentes. Procurou-se sempre iso

lar os cleistotécios :•1aiores
9 pois há 1.,1)·,1a correlação entre tam_§; 

nho e cleistotécio híbrido (Baracho G 001., 1970).Cleistotécios 
limpos são transferidos para uma solução.salina e rompidos na 

-parede do tubo com au..xílio de uma pipeta. Os ascosporos são lin• 
berados e alíquotas cl_essa suspensão são semeadas em pequena q_u� 
tidade em meio comj1leto para comprovação do seu estado híbrido. 
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Somente os de origc?�. híbrida são utili'?�ados :)ara análise. 

Os segregan-'ccs :•:1.eióticos que se obtém, 

são inoculados individualmente para :placas .,:ricstras e, após três 

dias de incubação� �:.:1odem ser transferid.os ::,ara placas de análi

se. 

Para verificar o tipo de segregação do 

caráter sob análise, faz-se am.ostragew. cam,1al de ascosporos e 

os segregantes mcióticos são c lasoificados em duas categorias 

principais� normais, que apresentam coloração de conÍdios bran

ca 9 amarela e verdG, e deteriorados, que apresentam a coloração 
, , . 

marrom purpura em varios graus.

3.10.4º Cruzamento n.orfolÓgico x morfológico. 

Este cruzamento foi feito a fim de veri 

ficar a ligação da 111.-::.. tação com outros c1o·!; orminai."1. tes de deterio

ração mapeados no :,10smo grupo de ligação. 

A técnica consiste em obter um. heterocá 
rio entre as duas linhagens que possue1n o,s determ.inan tes de de
terioração no mesmo g:ç-upo de ligação o ç:_11.0 .,Gonham requisitos nu 

-

tricionais diferentes. A análise de ascosporos de cleistotécios 
híbridos fornece ovio.ências das relações de lj_gação entre os de 

-

terminantes de de·:; or:toração .. 
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4 .. Resultadosº 

4.1. Curva de sobrevivência. 

11� .. 1.1. Acriflavina. 

Suspensões do coní::lios das linhagens N, 
A ., V3

9 
V5 9 V8 e V9

7 
submetidas às doseE: cJ.e 10 7 20 e 40 mcg/m.l 

. de acriflavina d1:.ran�te 24 horas 9 forncoorax.1 os resultados apre
sentados ns Tabela I. 

Tabela I - Porcentacçem de conÍdios solJrcvj_vontes das linhagens 
tratadas cora. acriflavina. 

Concentração 
de 

acriflavina 

Omcg/ra.l 

lOmcg/ml 

20mcg/ml 

40mcg/ml 

>.&•---.........---........._.__._,.....,,....,., 

Linhac ) G n s 
....... � __ .. ..,. .. -- . 

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

100 

23 9 910 

3 9 020 

o or::.9 ✓ 

_ . .,. . .. .. � ,,à • • .• 

A 

100 

10 9 910 

1 9285 

o, 785 
,.. . .,.._,, ......... ,�-..... ,- ., 

VJ- ·-r ....... -.

V5 V8 
-- --�.-�- --� ·-

100 100 100 

ll 9 714- 9 9 250 12 9 360 

0 9 566 0 9 485 0,660 

0
9
010 0,010 0 9 100 

-�

vg 
-

100 

10 9 240 

0 9 806 

0 1 098 

Com os dados da ;êabola I foi constn1.ído 
o gráfico da Figura 3.

4 .1. 2. Etil-metano•<núfona toº 

Suspensões do �onídios das linhagens N, 
A ., V3, V5, V8 e vg, submetidas ao tr2,-ca·0.01 rco com EMS 1

9 
33% em 

diferentes tr-)mpos forneceram os dados a:;_recontados na Tabela II. 
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Tabela II - PorcentagGm de conídios solJroviv,-.ntes nas linhagens 
tratada,s com Efül:S. 

�-..,,. ·--

Tempo L'i n h a g o n s 
(horas) 

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

o 

2 

4 

6 

N 

100 

29 9 00 

10 9 00 

6 9 50 
-·

....,..,., 

�f IV Nao observado. 

A 

100 
* 

-···· 

V3 V5 V8 vg 
-�-- -�-•·-'•· -��

100 100 100 100 

15 9 88 20, 98 35933 28 9 10 

10 9 14 JA- 1
52 14 9 00 13 f 50 

8
9
82 6913 7933 8 9 00 

. .._,,-,.--, ........ ...,,, •. ,..&,""""'-'C-"<..............,,.....,,....._ 

A 11artir dos c�.c"':.c7-os da Tabela II foi cOn.€:, 

truído o gráfico da Figura 4. 

4 º 2. Isolamento d8 e.eri vaa.os morfológicosº 

e :J J A • I • f om o uso a.os .rn.u.-Gagcnicos qul.Ill.icos -o-
ram obtidos di ver;:ios tipos de deri vaclos morfr)lÓgicos 9 que foram 
classificados emi a_eteriorados i quando a coloração dos conÍdios 
era mais avennelhana do que o tipo original e(ou) a taxa de cre� 
cimento era visi veLJ.cmte reduzida; ªelJ1.orados g quando a colora
ção dos conÍdios ol"'a norm.al (branco 9 a:c12or0lo ou verde) e final
mente 9 quando não idon tificáveis em nenhuma a_essas categorias , 
foram enquadrados eJil diversos. 

Nas Tabelas III e IV são apresentadas 
as porcentagens dos diversos derivaêtos r.�orfológicos obtidos com 
acriflavina e mn:s. 
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4.2ol. Acriflavina. 

Tabela III� Porcentagem de derivados morfológicos obtidos com 

acriflavina. 

1 

Melhora c1os 
Linhagem i--=--��-

Tl
1 

__...... ___ 

T2
� ·-�· -·�-

N o o 

A o 3,12.

o o , 32

V5 
* 

o o ,97

o o 

o o 

Total o L1 '941 

T1 
= Testemunha

-- ·-·

Deteriorados Diversos 
.. 

Tl
T

2 
T

l 
T2

... � .  

o o o o 

o l j 75 o o 

o 0,21 o 0,2l 

o 0977 o o 

o 2,16 10 25 9 18 

o 3,89 o 0,35

. .......,,..,......., 

o 8,78 10 25,74 

T
2 

= TrataEtcnto 

* 

Valores da testemGw:lha extraídos de Azevedo (1971a) º

% total 
de deriva .... 
dos 

·=~

o 

4987 

0,74 

1, 74 

27, 34 

4,24 
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4º 2 º 2 � Etil-metano-sulfonato. 

Tabela IVg PorcentagGm de derivados morfológicos obtidos comEMS. 

·-· �--· --

Melhoracl.os Deteriorados D ·iversos � total 
Linhagem. --,---�--

-· ______ _,_ de deriva-
Tl T2 Tl 

T
2

Tl
T

2 
dos 

......... ____ - . -� ···- .;,_,__.= a:am .. � 

N o o o 4 9 29 o 7,14 11 1 43

A o 6,44 o 6, 72 o 11,76 24,92 

V3 o o, 71 o 3,55 o 3,55 7 S' 81 

V5 o 2,02 o 3,14 a 1 1 1 2 6,28 

V8 
* 

o 2,04 o 3 2 ,19 10 5,10 39, 33 

�� 
vg o 1,78 o 6 9 22 o o 7,90 

--··----�-�----i,...-...,.-_,,, "-·• , ............ ... ., .. .,.,.._, __ ·-

Total 1 o 12,99 o 56,11 
------�. 

28,67 
.--.-.... ..... � 

10 

T
1 

= Testemunha T2 = Trata:o.rnnt·o

Valores da test�munha ext raídos de Azevedo (1971a). 
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Foram. selecionaílos dez derivados morfo

lógicos 9 sendo aiH:mas um proveniente elo ·t;ratamento com acrifla

vina9 os nove restan·ces sofreram trata.i.;10nto com EMSº 

Para a nomenclatura das novas linhagens
1

obedeceu-se àquela adotada por Azevedo (1971a), dando sequência 

na numeração, excoto para os derivados da linhagem N. Assim, as 

novas linhagens receberam as designações abaixog 

N 

A 

V3 

V5 

V8 

vg 

Tratamento 

ENIS 

acriflavina 

EMS 

EM:S 

EN[S 

Derivados 
--..:----=---�-

V33 

V34 

VJ.,4 

V5. 3 

V8o 2 

V8º 3 

vg .. 6 

v9.7 

A morfologia dos derivados pode ser observada nas Figuras de nú 

mero 5 a 10º 



Figura 5: Linhagem N e seus derivados; N
1 

(à es

querda) e N2 (à direita).

Figura 6: Linhagem A e seus c1crivac1os: V33 (à es

quorda e V34 (à direita). 

- 30 -



Figura 7: Linhagem V3 (à esquorda) e v3.4 (à di

rei ta)" 

Figura 8: Linhagem V5 (à esquorda) e V5.3 (à di

rei ta). 
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Figura 9: Linhagem V8 e seus derivados: 

esquerda) e V8.2 (à direita). 

Figura 10: Linhagem vg e seus d cri vaa.o s: vg. 6 ( à 

esquerda) e vg.7 (à direita). 

- 32 -
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4. 3., InstabilidaD.o D.1i tótica através da proa.ução de setoresº

O número de 00tores produzidos pelas d!, 
versas linhagens fornece indicações da j_nstabilidade das mes::i.1aslt 
Foi efetuada a inoculação de dez placas :;ara cada linhagem ana
lisada e a contago:,,1 çlos setores proc7-1.,midos Giil cada caso está su 
marizada na Tab0J.a V. 

Tabela V� Produção d.e setores dos derivados morfológicos .. 

Derivados 

V33 

V34 

V3o4 

V5 .. 3 

V8.2 

V8.3 

vg.6 

v9,,7 

bordos 

bordos 

bordos 

bordos 

o 

o 

2 

3 

irreg"'l1.1ares; 

irrcgularcs1 

9 

o 

irre@:Ularos; 

irrcgu.lar .s; 

setores múltiplos 

setores rm,Í.l tiplos 

so-tores múltiplos 

setores m1.,Í.l tiplos 

As linhagens VJ.4 e vg.6 apresentam cre.ê_ 
cimento inicial 00:-1. característica "crinkled" acentuada, de li
mites bem definidos. Após este crorrni,,J.onto inicial, há porda 
desta característica e o crescimento so :i:n.antém aparentemente 
noria.alº .As linhagens V5º 3 e vg. 7 ta.'.bé:c1 a:presentam. característ,;_ 
ca 91 crinkled" acentuada; entretanto, esta característica soma!! 
tém, produzindo bordos irregulares nas e:tj;rcm.idades devido ao 
crescimento mais rápido de alguns s otores. Os diversos setores 

produzidos não aJrosentam limites definidos, impossibili tando a 
contagem correta. 



4.4 • .Análise genéticaº 

4º4.1. Análise :cü"bótica. 
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Foram isolados s0tores haplÓides a par

tir dos diplÓià.os formados entre as linhagens sob análise e a 

linhagem MSE ., Os setores foram classii'icados em normais e dete

riorados, sendo q�e os primeiros incluem aqueles que apresentam 

conídios de coloração branca e( ou) e . .rnEJ,rela e oe deteriorados 

t 1 ~ d 
" ,  , .

apres en am co. oragao e marrom a purpura em varios graus ou ca-

ráter mutante. A análise mi tática a.os di\:ilÓidE:ls forneceu os 

dos que constam. nas Tabelas de número VI a XV. 

d.a-
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Tabela VIg Análise _;;ütótica do diplÓide N1,,fMSE º

Grupo de ligação marcadores Det orj_orados Normais 
--==--�---�· 

I 
pro+ paba+

1 10 

pro paba 3 2 

II 
w+

4- 3 

o 9 

gal+ 4 
III 

gal o 10 

IV 
pyro+

4 o 

pyro o 12 

V 
fac+

1 

fac 3 3 

VI 
s

+ 
4 8 

s o 4 

VII 
nic+ 2 

nic 2 10 

VIII 
ribo+

4 

ribo o 12 

............... �•··-· 
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Tabela VII: Análise mitÓtica do diplóide N2#MSE º

�_.......,�_,, 

Grupo de ligação :Marcadores Det0riorados Non:n.ais 
---·-

I 
pro+ paba+

o 11 

pro paba 1 o 

II 
w+

1 o 

w o 11 

III 
gal

+
1 

gal o 3 

IV 
pyro+

1 4 

pyro o 7 

V 
fac+

o 

fac 1 2 

VI 
s + l 6 

s o 5 

VII 
nic+

o 

nic 1 11 

VIII 
ribo

+
o 

ribo 1 6 

=---..... ,4.- ..,·-=--



Tabela VIII g Análise mitótica do 

Grupo a.e

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

��---" 

ligação Marcadores 
-··�--·-- .,_, 

pro+

pro 

w+ 

w 

gal+

gal 

pyro+

pyro 

fac+

fac 

s
+ 

s 

nic 

nic 

ribo+

ribo 

paba+

paba 

Não distinguíveis. 
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diplÓide V33,,f:M:SE. 

Deteriorados Nonnais 
____,,._.._....._,...,_ ___ -

7 11 

o 6 

* o 

if 17 

2 7 

5 10 

3 6 

4 11 

4 8 

3 9 

A 13 ·,·

3 4 

4 13 

3 4 

7 o 

o 17 

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



Tabela IX x Análise nütótica do dip1Óic1o V�.;f'MSEº 

Grupo de ligação Marcadores 
-�·-•·--·=-•;..,:.�-

I 
pro+ paba+

pro paba 

II 
w+ 

w 

III 
gal+

gal 

IV 
pyro+

pyro 

V 
fac+

fac 

VI 
s+ 

s 

VII 
nic+

nic 

VIII 
ribo+

ribo 

Não distinguíveis. 

Dot·eriorados 

2 

o 

* 

* 

2 

o 

o 

2 

1 

l 

2 

o 

2 

o 

2 

o 
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Normais 

19 

4 

2** 

21 

23 
o*** 

16 

7 

9 

14 

22 
1 

11 
12 

o 

23 

� ~ Os dois setores são amarelos e nao du�licados? a perda da d� 
plicação pode ter ocorrido em estágio anterior à haploidiza

. çao., 
***Determinante lotal da linhagem :MSE. 
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Tabela Xg Análise j,,j_·tótica a.o diplÓidc V 3o4!1/"T:1SE: 

--· ·"'-=4=-,, 

Grupo de ligação Marcadores Deteriorados Normais 
�-·-or..·�--..,..-� ... 

I 
pro+ paba+ 1 16 

pro paba o l 

w+ * 
o 

II 
* 17 

III 
gal+ 1 15 

gal o 2 

IV 
pyro+

o 5 

pyro 1 12 

V 
fac+

o o 

fac 1 17 

VI 
s+

o 16 

s 1 1 

VII 
nic+ 1 2 

nic o 15 

VIII 
ribo+

o 11 

ribo 1 6 

-

---- -- -&.�•,--..b...--·•-�--.... --

* 

Não distinguível. 



Tabela XI: Análise mitótica do diplÓidc V5o J#lvIS'Eº 

Grupo de

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

-�· - -

ligação T1arcadores 
�---· ........... ·-

....,..�,--..... --... 

pro+

pro 

w+ 

w 

gal+

gal 

pyro+

pyro 

fac+

fac 

s+ 

s 

nic+

nic 

r'bo+
1 

ribo 

paba+

paba 

- _:,_,..._. __ ___, . .

Dc·t oriorados 
_ ..... .s-�.:,.:ff--�,-

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

� ..... . .., ......... , .... 

- 40 .... 

No:cmais 

8 

3 

o 

11 

9 

2 

7 

4 

3 

8 

o 

11 

o 

11 

6 

5 
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Tabela XIIg Análisa mitótica do diplóia_e V8. 2,fMSEº 

--.-....:=a,.........--0-�- .,.,._.,. 

Grupo de ligação lt'.[arcadores Deteriorados Nono.ais 

I pro+ paba+
o 11 

pro paba o 5 

II w+
o o 

w o 16 

III gal+
o 11 

gal o 5 

IV pyro+
o 9 

pyro o 7 

V fac+
o 9 

fac o 7 

VI s+
o 11 

o 5 

VII 
nic+

o o 

nic o 16 

VIII ribo+
o 10 

ribo o 6 

• ._<'P,;,-._,.�n • 

Associação dos marcadores genéticos dos gn1.pos de ligação III 

e VIº 



Tabela XIIIg Análise mi tótica do diplÓide V8 o 3#MSEº 

Grupo de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

Determinante letal c1a

Marcadores 

pro+ paba+

pro paba 

w+

w 

gal+

gal 

pyro+

pyro 

fac+

fac 

s+

s 

nic+

nic 

ribo+

ribo 

linhagem MSE" 

Deteriorados 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

-.,_..a,_�. 
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No:rmais 

16 

o 

o 

16 

16 

O* 

10 

6 

9 

14 

2 

o 

16 

11 

5 
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Tabela XIV� Análise mitótica do diplÓiél.G V9. 6,fMSE.

Grupo de ligação 1::1:arcadores Deteriorados Normais 

I 
pro+ paba +

o 18 

pro paba o 8 

II 
w+ o o 

o 26 

III 
gal+

o 20 

gal o 6 

IV 
pyro+

o 13 

pyro o 13 

V 
fac+

o 13 

fac o 13 

VI 
s + 

o 21 

o 5 

VII 
nic+

o o 

nic o 26 

VIII 
ribo+

o 10 

ribo o 16 
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Tabela XIg Análise n1.:L-l;Ótica .do diplÓide Vg. 7,,fNSEº 

�-------e,-· 

Grupo de ligação Marcadores Deteriorados Normais 

I pro+ paba+
o 15 

pro :paba o 3 

II 
w+

o o 

w o 18 

III 
gal+

o o 

gal o 18* 

IV pyro+
o 9 

:pyro o 9 

V 
fac+

o 4 

fac o 14 

VI s +
o 

o 1'8 

VII 
nic+

o 7 

nic o 11 

VIII 
ribo+

o 11 

ribo o 7 

Associação dos ,J'.arcadores dos grupos de ligação III e VI. 
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Os resultados da análise mitótica dos 
diplÓides mostram.�w: grande número do alterações nos diversos 
grupos de ligação. Na Tabela XVI encontra:u.-se os grupos de lig§ 
ção que não apresentam segregação non·1al dos marcaa_ores genéti 
cos. A ausência de narcadorea genéticos de um. dete:rminado grupo 
de ligação entre os $Sgregantes mitóticos é relacionada com a 
existência de letais. As mutações res:;ionsávois pelo caráter mo!. 
fológico estão tentativamente localizac7.as nos grupos de ligação_, 
sendo representadas �or letras minúsculas da respectiva linh§ 

gem .. 
As alterações na segregação de marcado

res genéticos da linhagem testadora (MSE) não foram considera -
das. 

Tabela XVI: Sumário da análise mitótica dos diplÓides. Tipo� de 
alterações e seus respectivos grLli)Os de ligação nas 
linl�agcns analisadas. 

--

Linhagem Deten:ninante de Associação êteterioração Letal 

Nl IV-VIII

N2 I-II VII 

v33 VIII 

V34 VIII 

v3.4 II 

V5. 3 VI ou VII VII ou ·vr

V8.2 VII III-VI

V8.3 I ou VII VII ou I 

vg.6 VII 

V9o7 III e VI 

Todas as linhagens d0 V33 à V9e7 não apresentaram segregação do 
marcador genético(�) do grupo de ligação II. 
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4º4.2. Análise meiótica. 

A análise meió·tica foi utilizada com 
duas finalidades :::rincipais � verificar o tiI>O de segregação do 
novo caráter das linhagens selecionadas e obter a distância re
la tiva da mutação GEl relação a um marce,dor genético conhecido. 

Os resul tados aa análise de segregação 
meiótica, obtidos de acordo· com o íte.m 3.10.3., encontram-se na 
Tabela XVII. 

Tabela XVIIg Resultados de segregação meiótica. 

·-1
-----===== 

Segregantes Proporção x2Cruzamento __ ,.. ___ ,..,.._.....,...,,_ Total 
Deteria esperada 

Nono.ais rados 
-

Nl X MSE 237 118 355 i 2gl 0�001 n .. s 

N2
x MSE 65 62 127 1:1 0,071 nos 

V33 x MSE 53 61 114 1:1 O, 561 n.s 

v34 x MSE 143 179 322 1:1 4 1 025

VJ.4 X MSE 87 100 187 1:1 0,904 n .. s 

V5. 3 x MSE 57 58 115 1:1 0 9 008 n .. s. 

V8º2 x MSE 9,7 50 147 2gl 0,031 n. s. 

V8. 3 x MSE 104- 97 201 1:1 0,244 n�s .. 

v9. 6 x MSE 101 83 184 l:1 0 9 880 n º s., 

Vg ,. 7 x MSE 110 193 303 J.:2 1,203 n. s. 

=---• ·- .. �· -

~ n;s., = nao significativo. 

significativo ao nível de 5% de probabilidade. 
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O valor de recombinação da mutação sob 
análise, em relação a um marcador conhecido, foi calculado após 
o conhecimento dos r:::sultados de análise mitótica. Desta fono.a,

foram testados apenas os marcadores genéticos situados no gru.po

de ligação em que foi detectada a mutação. O reconhecimento dos
recombinantes pode ser baseado num ti:i?O ele esquema como o da F,!

gura 5, utilizando-se por exemplo o rn.arcaa.or nic8, que req:u,cr

adição de ácido nicotínico ao meio de 01,i.ltuJ."a e v, que determi-
na um caráter morfológico qualquer.

-------------�-----------------------

nic8 + p

• 

+ V 

R 

Ascosporos 

nic8 + 

+ V 

nic8 V 

+ + 

Fenótipo 

Normal; requer ácido 
nicotÍniCOo 

Deteriorado; não re
Quer ácido nicotíni
co. 

Deteriorado; reg:u,er 
ácido nicotínico. 

Norra.al;não requer áci
do nicotínico. 

-

Figura 5: Esquema d<;> reconhecimento fonotÍ:;)ico dos recombinantes 
mei"Óticos. P = parentais9 R = recombinantes. 

O valor de recm1binação ( c) é dado por: 

c = número de recombinantes 
nu.mero ·l:;otaTcle ascosporos 

O desvio padrão ( s) é calculado pela fÓ,!:

mula� 

p (1-p) 
N 

p = frequência de recombinantes 
N = número total de ascosporos 



Tabela XVIII: Fenótipos e frequências observadas de colônias ob 

Aspecto 

Normal 

Deteriorado 

Normal 

Deteriorado 

T o t a 

tidas do cruzamento V34 x mSE. 

�···----- -- -·

Prototrofia :para Frequência riboflavina 

1 

b< 
• 

�, .. 

- .. 

+ 

+ 

-

-

-

, • ., • •• + 

5 

8 
,._ _,.,_. __ ,._. 

51 

14 
_ .... ,..___--.,e;- ·· ··-

78 

--

, .. _ 

observada 

.. 

Va1or de e =  19

78 
= O, 24 36 ou 24 , 36% 

s = 4,29 

Tabela XDC: Fenóti:;_)o:3 e frequências obDe:ç-vaélas de colônias obti 

das do cruzamento V9o 7 x LISEº 

Aspecto 

Normal 

Deteriorado 

Normal 

Deteriorado 

T o t a 

--

1 
--

Prototrofia para 
de sódio tiossu.lfato 

+ 

+ 

-

-

--•· 

-

et·•--· ..... -

--

---�� 

Frequência 
.. .. --

34 

18 

44 

2 

98 

Valor de e 0,3652 ou 36�53% 

s = 4 ,81 

observada 

··-
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Os valores a.e recombinação das linha -
gens restantes não ·:,uderam ser obtidos c1evido principalmente ao 
desenvolvimento anormal dos segregantes meióticos em placas de 
análise

j 
o que iTu1;ossibili tou uma lei·btlra correta. Os fatores 

que afetaram a ger.ü1-i.;:1ação normal de tais conídios não foram an§. 
lisaa.os. 

4.4.3º Cruzamento de �orfológico x morfológico. 

Com a finalic1adG de localizar com maior 
precisão as mutaç,�os que conferem o caráter morfológico 1 as li 
nhagens obtidas fora.r.n cruzadas com outras q_1:1e possuem o determ._! 
nante morfológico no :·,1esmo grupo de ligação. Na Tabela XX: es
tão indicados os cr1.1zamentos efetuados e o grt,1po de ligação en
volvido. 

Tabela XX: Cruzanentos de morfológico, x i-110rfolÓgico. 

Cruzamentos 

V8.2 

vg.6 

v9.7 

X 

X 

.,,.. 
.n.. 

VlO 

VlO 

v9 

G:r::µ.po �e. l�Kq_ç§o envolvido 

VII 

VII 

III 

A linhagem V9. 7 a)rcsent a também. o gru•
po de ligação VI associado ao caráter morfol6gico mas j devido à 
dificuldade de se olYbcr uma linhagem com de-herm.inante morfolÓg_! 
co neste grupo de ligação, tal cruzaT1ento não foi efetuado.. Os 
demais cruzamentos a.as linhagens indicaétas na Tabela XX e das 
restantes não fora/1 :J_ncluídos devido 11rincipalmente à esterili
dade dos cruzamentos. 

O valor de recom.binação da mutação em r.�

lação ao deter.minante de deterioração foi calculado de acordo 
com o descrito no Ítc:m 4o4.2. 

Das quatro classas fenotípicas, três po 
-

dem ser reconhecidas facilmente 9 apresentando o duplo morfo16gi 
-

co um.a morfologia qu0 pode ser confundida com a de um morfol6�i' º-
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co simplesº _Desta fonn.a, a freq\�ência dosta classe recombinante 

foi considerada igual à do recombinante que apresenta morfolo -
gia normal, assu.mindo--se que os recom.bin.antes recíprocos devem 
ocorrer com igual freq�ência. 

Os resultados obtidos dos cruzamentos 
são apresentados na Tabela ]ÇXI. 

Tabela XXIgResultac1os do cruzamento morfológico x morfológico. 

Cruzamentos 

V8.2 X VlO 

V9,6 X VlO 

V9. 7 X V9 

__ ...., _ __,. 

Paren"tais 
-

-

71 

158 

81 

Recombinantes 

100 

192 

94 

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

Total Valor de Desvio 
--...,.,, -

recombI= 12adr�o. 
naçao 

171 58,48 3,74 

350 54,86 2,65 

175 53,71 3,74 

Os valores de r0combinação encontrados 
estão ao redor de 50%, o que indica a não ligação entre os mar

cadores morfológicos. 



5. Discussão.

5.1. Mutagênicos .. 

5º1.1. Acriflavina. 

Pelos dados a.a 'l'abela I, pode-se notar 
que a concentração 6tima para produzir 10% de sobrevivência ma� 
tém.-se ao redor de 10 mcg/ml. Resultados semelhantes foram obti, 
dos por Ball e Ro:oer (1966) para obtcn�,.ão de variantes morfol6-
gicos. 

Diversos casos de instabilidade estuda

dos relacionam a �corrência de elementos genéticos estranhos ao 
genoma com os proccc,_;os de instabilidade e estes elementos to
riam comportamento DG.iD.elhante a epissrn:a·Js (Green, 1969;Peterson, 
1970) e sabe-se tarn.bém que inserção a.0 DUA exógeno produz muta
ções em Escheriqh=i:-E1,, _cpl1, (Taylor, 196 3; Shapiro 9 1969; Shimaa.a 
e col.P 1973) e ��q§p�hila (Gershenson, 1965). Em. Aspergi1,J.�� 
nidulans, Azevedo (1S7la) também assoc:La os �.Jrocessos de insta
bilidade com ocorrência de DNA exógeno. Desde que acriflavina é 
um mutagênico que induz a eliminação d8 elementos extracromossi 
micos (Hirota e Iiji;:,:.a 1 1957) 9 há possibilidades de ser iguaL:nen 

. 
-

te eficiente na pro�ução de colônias Juclhoractas por eliminação 
de material genético extra das linhagens deterioradas. Para que 
tal fenômeno ocorra é necessária a presença a.e elemento genéti
co extracromossômino e na forma livre, ::_Jois sabe-se que linha
gens Hfr e profagos à.e bactérias lisogênicao não são susceptí -
veis e eliminação I1or corantes de ac:ria.inà (Hirota,1960;Bertani, 
1957). 

Pelos dados da Tabela III observa-se que, 
de forma geral, não há aumento considerável na_produção de va 

-

riantes melhorados em relação aos demais ·i;ipos .. Apenas a linha 
-

gem A mostra uma porcentagem efetivamente maior de variantes� 
lhorados. A origem. do setores melhoracl.os a ::artir da linhagem 
duplicada é explicada por Nga e Roper (1968) por perda total ou 
parcial do segmento em duplicata, produzindo principalmente co
lônias de conÍdios. BD.arelos por perda do :carcador -;r+ situado no 
segmento duplicado. As perdas são na 1-iaioria dos casos intersti 

. -=

ciais, sugerindo a JJossível ocorrência de um prc;,cesso intracro-
mossômico .durante o período de divisão celular. No geral,a po!:_ 
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centagem de variantas deteriorados ob·tj_a_os 6 J.:caior que a de me
lhorados. Na realic7-aC.e 9 as diferenças :Joc1eIJ. ainda ser }.caiares, 
pois a :porcentagem de deteriorados constitui uma sub-estimativa .. 
Isto ocorre devido a sua reduzida taxa de crescimento em compe
tição com os melhorac1os. Por outro lac1o, a análise genética de 
V3 ., 4 9 resultant0 a.o tratamento com acriflavina 9 apresenta o de
terminante genético c1a deterioração condicionando uma acentuada 
deterioração no fenótipo e instabilidade em. alto grau .. Efetiva
mente,a ação da acriflavina mostrou-se negativa no presente t� 
balho 9 quanto à poorJÍvel eliminação do ;:.a·l;eria1 genético extra. 
McClintock (1965) ta·-�bém relata os resultados negativos com uso 
de acriflavina em. linhagem com o elemento transponível !2º

:!>Ta coluna II cli versos" a.a Tabela III, no
ta-se ainda uma alta porcentagem de variantes derivados de V8º 
Estes derivados são exclusivamente de um •!;ipo semelhante ao dis 

-

sômico para o grupo de ligação III, cujo fe�6tipo foi descrito 
por Upshall (1971) e IQ!fer e Upshall (1973). A ocorrência de 
aneuplóides com uso de acridinas é taubém registrada por Ball e 
Roper (1966) 7 que atribuem a origem dessos aneuplÓides princi -
palmente a distúrbios na replicação a.os cromossomos, à semelha,E_ 
ça do que ocorre co:i::i a replicação dos fatores F em Escherichia 
.2.2.ll (Stoutham.er e col o 9 1963). 

Com relação à curva de sobrevivência(Fi 
gura 3), observa-se que a linhagem ha1?L5ic1e apresenta um decré� 
cimo na porcentagem ê:.e sobrevivência co.m o au.E1ento da concen·l:irª 
ção de acriflavina nrnna relação linear... Isto não ocorre nas de 
mais linhagens que a)resentam um nível de resistência maior, 
principalmente entro 20 a 40 mcg/ml .. D'Arce (1972) utilizou li
nhagens dissômicas, haplÓides e diplÓiétos e verificou que algu.ns 
dissômicos posa.uíaD1 resistência inten,).odiá:i;ia, entre linhagens 
haplÓides e dip1Óic1cs, à luz ultra-vio1ota .. No presente caso,: a 
maiÔr resistência c1af3 linhagens pode ser a"'GribuÍda à existência 
de segmentos em ch1:-:licata. 

5º1º2º Etil-metano-sulfonatoo 

Os dados da Tabela II mostram que o tem 
-

po de tratamento ótido para produzir 10% de sobrevivência com. 
El1IS a· 1,33%, situa-se entre 5 e 6 horas de tratamento .. 
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O etil-metano-sulfonato é �econhecida -
mente um eficien·l;e 1:.11.:1.tagênico em fungos (Malling e Serres,1968; 
Duarte,1971). Tem sicto frequentemente usaclo em !'f�rosEora crassa 
e seu mecanismo de ação ao nível molecviar é Droduzir transi

ções, transversões e deleções de basGs nitrogehadas� Em As;eer-
. 

gillus nidulans mostrou-se um mutag�nico eficiente na produção 
de derivados m.orfolócicos t como se observa pelos dados da Tabe
la IY • Todos os tiJ)OS de derivados a::;,arece:m. com uma porcentagerµ. 
maior do que aqueles resultantes do trataruento com acriflavina. 
Os variantes deteriorados surgem com maior frequência e isto se 
deve principalmente à linhagem V8, q_ue :::roduz cerca de 57% d.o 
total. � interessant o notar que a linhagem V8 produz, espontan0§_ 
mente, derivados de 1rm. tipo exclusivo, dossivelm.ente dissômico, 
mostr�ndo uma nítida segregação preferencial (Azevedo e Roper, 
1970) ., Com o uso .do J]),[S houve produção ele u1.11a grande variabili
dade nesta linhageI,1 surgindo diversos tiJ?OS,de c1erivados,com v,! 
sível redução na :t1orcentagem dos diss�J11icos. 

Os derivados ob·bidos e selecionados pa
ra análise genética são em geral inst·áveis, excetos os deriva -
dos da linhagem N (Tabela V). Estes foram selecionados apenas 
por apresentarem morfologia distinta ela linhagem original, O de 

-

rivado V8.,3 também não apresenta produção de setores e seu fen6 
.... 

tipo é relati vari1ento :melhorado comparando-se com as demais linha 
-

gens. 
A análise genética dos derivados morfo

lógicos não nos oferece indicações precisas das alterações pro
vocadas especificamente rrnlo mutagênico, pois espontaneamente as 
linhagens deteriorac1as originais sofre:ül variações em alta fre
quência. Entretan·co, a ação da acriflavina e principalmente de 
EMS deve ser eftiva, desde que ocorre:.J .. alterações em diversos 
grupos de ligação m.ü.J.a mesma linhagem .• E improvável que estas 
alterações po�sam sor -exclusivamente es:1on JGâneas, atribuindo-se 
uma parte à açãó do mutagênico. 

A análise genética dos derivados anali
sados apresenta indicações de translooação não recíproca em.duas 
linhagens. Com certa segurança podemos dizer que na linhagem Nl, 
a quebra se deve à a9ão de EMS uma vez que é derivada de uma i!

nhagem. }1.aplÓide e estável. Entretanto, no caso da linhagem V8.2 
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a situação é diferente, pois as linhagens deterioradas podem s,2. 
frer quebras espontâi1.eas (Azevedo e Ro)0r, 1970). 

Entre as dez n0vas linhagens seleciona
das para análise apenas urüa é proveni0n-li0 do tratrua.ento com acri 

' -

flavina. O tratrunen·l;o com este mutagênico produz diversos tipos 
de derivados, entretanto apresenta na j�mioria dos casos morfol.Q_ 
gia anormal, com ti::ios miceliais e clois-'tio·técios em grande q_u� 
tidade. Durante ·l;ransferências sucess:Lvas muitos derivados rever 

, 

-

tem ao tipo original, O mecanismo de fotoroativação descrito por 
Hanawalt e Haynes (1967) em Escherichia coli pode ser o respon-

----------- .... ......., _,..,.......... 
sável

? 
uma vez que o tratamento se procodeu. à obsquridade, 

para facilitar as r,1anipu.lações. Alexander e cal. (1972) sugerem 
que o fenótipo resul·tante da ação da acriflavina. em Chlamydomo
reinhardi é apenas UJJla modificação fenotí1:,ica transitória. Ball 
e Roper (1966) também registram o apar0ciD1ento de colônias ano�. 
mais e instáveis entre os derivados d0 tratru,1ento com acridinas. 

Os derivados resultantes do tratamento 
com EMS já não apresentaram estes problemas e puderam ser manti, 
dos com relativa f2.r;ilidade, razão pels, qual a maioria "'dos der,! 
vados foi selecionada deste tratamento. 

As linhagens N1 e N2 são derivadas da
linhagem haplÓide nor-mal e suas características morfológicas não 
se enquadram nos asy0ctos gerais das liri.J1agens deterioradas. 

A linhagem N1 é de coloração púrpura cl!
ra; conidiação escaooa mas não apresen-'i;a evidências de instabi
lidade. A análise mj_tótica revelou a m:istência de ligação entre 
os marcadores dos grti.J)OS de ligação IV e VIII. Os segregantes de 
morfologia normal eram todos� rib,.Q_ o os morfológicos �yrot 
ribo+. Tal resultado pode ser atribuído a uma translocação não 
recíproca envolvendo os dois grupos de ligação mencionados,des
conhecendo-se o sen:'Gido dessa translocação. Os dados de segreg� 
ção meiótica (Tabela XVII) reforçam tal su�)osição, resultando a 
proporção de 2 normais: 1 deteriorado, havendo uma classe invi� 
vel que deve corres�onàer àquela com deficiência. O ponto de 
quebra da translocação não recíproca �ev0 estar relacionado com 
o aparecimento do caráter morfológico.



A ocorrência de tr2nslocação não recÍDroca associada a altera-
ção morfológica já foi descri ta por outros a,)_tores, 
gillus nidulans. Ball (1967) descreveu reversão de 

em Asper
linhagcns 

� (requisito nutricional para metion:lna) para meth+, sendo o 
ponto de quebra a_a translocação não rocÍJJroca associado à vari2, 
gação. Clutterbuck (1970) também registrou w.:a.a situação onde o 
ponto de quebra de 1,,UIJ.a translo cação não recíproca foi associado 
à variegação. Tal resultado foi atrib'uído ao efeito de posição, 
onde a extremidade ei.1cromática do grt,..j)O de ligação VIII foi in� 
serida na extremidade heterocromática do grupo de ligação III. 
Azevedo e Roper (1970) analisaram duas linhagens com deleções 

terminais e atribuírrun às quebras a C8ÃlSa da modificação morfo
lógica. 

A linhagem N2 apresenta segregação mei,2.
tica de 1 normal: 1 morfológico, indicando que a mutação respoE_ 
sável pelo caráter se comporta como um gene j110ndeliano s:imples. 
Por outro lado a anál:i.se mitótica relaçiona dois grupos de lig� 
ção (I e II) com o caráter morfológico. Ar1álises genéticas mais 
detalhadas como a micromanipulação de ascosporos poderia forne
cer subsídios para dete.:rminar as altGrações ocorridas. Um dete.;:, 

· minante letal foi localizado no grupo c1c ligação VII.

5º3. Linhagens deterioradas ..

Exceto para os dois derivados morfológ_;_ 
cos citados no ítem anterior� as demais linhagens se enquadram 
dentro das características gerais de deterioração. 

Observa-se _polos resultados que há 'Ullla 
complexidade muito grande envolvendo as linhagens deterioradas e 
muitos aspectos deverão ser analisados num estágio posterior,pa 

-

ra melhor elucidação dos fen8menos que a"t1,1am nos processos de 
instabilidade. A localização precisa dos determinantes que con
ferem o caráter morfológico não pôde ser estabelecida,sendo ap� 
nas revelada a sua associação com determinados grupos de liga -
ção, através da análise mitótica. Em geral, as mutações origi
nais determinada$ por Azevedo e Roper (1970) e Azevedo (1971a) 
foram suprimidas. 

A supressão da mutação original pode ser 
explicada por três mecanismos principais: mutação supressora em 
alguma região do genoma que impediria a expressão da mutação.! 



e neste caso uma nova mutação seria ros:;;ionsável pelo carátermor 
fológico; transpos:tção da mutação orj_ginE-ü }?ara outra região a.o 
genoma condicionando o no�o caráter 9 e finaL�ente, deleção damR 
tação .!• QuaJ.quer dessas três suposições :�1ossuem apoio em ou
tros exemplos .. Assii-�, a ocorrência de su:·;ressores � relativam.e!! 
te comum para rp,utaçõos envolvendo rec1_1.1isi•lios nútricionais em 
microrganismos .. Su�)rossão a.e caracter0s morfológicos é encontr� 
da em organismos superiores como Dros.9.E..�..§1: �1:._anogast.er' (Riski 
e col., 1970) e cevada (Jain, 1966). Casos de deleção de segme� 
tos cromoss6micos O'\,,'!. nesmo de cromossomos j_nteiros relacionaios 
com diferenciação 0 sem alteração na vj_abiliõ.ade também são en
contrac1o s. Em Asqaris megalocephala há :_,ore.a de extremidades h!, 
terocromáticas na linhagem somática ( ci•l;ado por Basile, 1971); 
Cyclops furcifer a::_,resenta um caso sero.el:.1ante, sendo que as per 
das podem ser intersticiais sem quebras cromossômicas(Beermann, 
1966). e casos de clim:j..nação de cromossomos foram. encontrados em 
Sciara (Crouse, 1960). Finalmente, quanto à transposição de el� 
mentes genéticos div0rsos casos são ta::�bém. cj_tados (McClintock, 
1965; Dawson e Sro.i·lih-Keary, 19639 Groen, 1969). 

A supressão de caracteres nestes casos 
é de análise ainda um pouco prematura, mas algumas considerações 
podem ser feitas cmD. relação às três suposições apresentadas., 

A existência de g0nes supressores impe
dindo a expressão c1as mutações originais :pode ser verificada 
através da rec0111.binação e segregação, levando à formação de re
vertentes para o caJ:á·l;er morfológico. A frequência destes reve.!:_ 
tentes seria proporcionaJ. a distância genética entre o supressor 
e a mutação .! oric:inal. Entretanto, a oxistência de genes su -
pressores é de possibilidade remota, tl.L'.la vez que os revertentes 
não surgem entre os recombinantes meióticos ou mitótiqos. Se g� 
nes supressores estiverem realmente presentes, resta a possibi
lidade de estarem ostrei tamente ligaélos a mutação v e portanto, 

com. possibilidade Ft1'n:i.ma de serem detectados. 
A ocorrência do deleções em linhagens 

haplÓides norJJ1alD:onte confere-lhes inviabilidade.Entretanto,nas 
linhagens deterioradas presume-se a existência de duplicações em 
tandem como as res:Jonsáveis pelas características de deteriora
ção (Nga e Roper, 1968). Aceitando-se osta idéia, a deleção da 
mutação y, que corresponde as duplicações mu tandem, não levar:j.a 
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à inviabilidade da linhagem, mas retorno ao fenótipo melhorado. 
As linhagens analir:mdas não apresentara. indícios de tais dele
ções pois as caract0rísticas de deterioração se mantêm. 

O mecanismo do tra.'11.s:posição é uma al teE, 
nativa mais atraente, pois este fenômeno explica a supressão da 
mutação original simuJ. taneamente com o aJ;,arccimento do novo f0-
nótipo. Os dados da análise mi tótica j:J.ostrali1 que os determinan
tes de deterioração ctas linhagens analisadas estão, na maioria 
dos casos, situados om grupos de ligar.:ão diferentes das 1inh� 
gens originãis. Isto sugere, de forma indireta, a possível oco� 
rência de transposições 9 que_é a idéia básica sugerida por Aze

vedo e Roper (1970) :;.:iara explicar a instabilidade mi tótica em 
Aspergillus I!i.dula_I!ê,• O mecanismo da ·i;rans11osição não é bem es
clarecido em AsR�rgiJ._lus nidulans, mas há 9utros casos preced0!! 
tes onde foram anal5.sados maiores detalhes. 

McClintock (1951) relaciona os processos 
de transposição a.e elementos genéticos com mecanismos de aber:i:-ã 
ções cromossômicas, principalmente do tipo quebra-fusão-ponte.A 
instabilidade se origina como conseqftôncia da modificação na OE, 
ganização do materj_al que é transposto de ura.a locação para ou
tra no complemento cromossômico. Os elementos seriam de nature
za heterocromática, de origem desconhecida, e controlariam mec� 
nism.os específicos do ação gênica. Bnrn.s o Gerstel (1967) apr� 
sentam evidências ci•l;ológicas bastante elucidativas da instabi
li·dade de um bloco heterocromático relacionada com variegação 
nas flores de !=i:_cot�ana. Em �sperg�Jl� nidulans, estudos de ll§ 
tureza citogenética são de especial in•l;eresse para estudos de 
j.nstabilidad e mas não têm sido devida:ü1cnte explorados, devido 
principa.JJ.n.ente ao pequ�no tamanho dos crmJ.ossorn.os (Elliot,1960; 
Robinow e Oaten, 1969). Entretanto, novas técnicas para detecção 
de regiões heterocronáticas têm sido descritas (Arrighi e Hsu, 
1971) e a adaptação de técnicas deste •cigo :poderia nos fornecer 
algum.as informações sobre os componentes cromossômicos de .!latu
reza eucromática e heterocromática em Í\l?T)_,§r_gj.l_].us nidulans. 

As linhagens V5.3, V8.2 e V9.6 apresen
tam evidências de qr .. e os determinantes çl.e deterioração origi
nais foram suprimidos enquanto V3.4 e V9.7 a�resentam indicações 
de que os grupos de ligação originalmente envolvidos continuam 



associados ao aparecimento do novo caráter morfológico. 
Os resultados a.e segregação meiótica(T.§. 

bela XVII) mostraB Que, na maioria dos casos analisados, o fa -
tor respon·sável pelo caráter morfológico é transmitido como uma 
unidade do ti::;>o :rn.011.deliana. A análiso mit6tica revela, pqr ou
tro lado, uma coL1.2_;l0xidade muito grarir�.e, q1.volvendo alterações 
em diversos grupos de ligação (Tabela XVI). O grupo de ligação 
II das linhagens c1u::;üicadas nunca s1...u"'ge entre os segregantes m_! 
táticos, devido poooivelmente à seleção contrária em. meio com 
�FA, pois possui o segmento duplicado nostc grupo de ligação. 

Além das a:J_·tc,rações citadas, outros de
talhes referente? à Tabela XVI serão d�scritos isoladamente pa
ra cada linb,agem. -

Os derivados c1a liri..hagem A, V33 e V34, 
apresentam o doten:,linante genético c1a deterioração situado no 
grupo de ligação VIII e os demais gru.pos de ligação segregam nor, 
malmente. Estes a.o:tr3 casos ee assemelham à linhagem V5 obtida 
por Azevedo e Ropor (1970), que possui o detGrm.inante genético 
!.2. no grupo de licação VIII. O cruzamento entre essas linha
gens, q_ue possueo.1 o mesmo grupo de ligação envolvida com o carf 
ter deteriorado, poderia nos indicar se existe algum 
entre os determinantes genéticos v3J, .,!..3! e .!50 

alelismo 

A linhagem v3.4 apresenta segregação de 
todos os mare.adores genéticos, exceto �1ara aquele do grupo de 
ligação II (w) e por exclusão, foi locali�ado neste grupo. A li 
nhagem original V3 também apresenta o determinante de deterio� 
ção no grupo de lj_t3"ação. II e portanto, J?Ode ser alelo de v3.4. 
O cruzamento de V3 ::e V3.4 poderia J;J.OI? fornecer indicações sobre 

o alelismo existente entre !J. e v 3.4. UD .. dotern1inante letal foi
localizado no gruJ}O de ligação V.

A segregação :,.1eicf tica de V5. 3 é de 1 no.;: 
mal :l deteriorado e na análise mi tótica dos f;)etores no:r:mais há 
ausência de dois 5rupos de ligação� VI e VII. Portanto,um.desses 
grupos de ligação dGve estar relacionado com a presença de um. 
letal. A localização precisa do deterr:linant;e de deterioração e 
do letal não pÔde ser efetuada porque setores deteriorados não 
foram. analisadosº 

A linhagem V8.2 apresenta segregação de 
2 norm.aisi 1 deteriorado e tal resultado pode ser atribuído a 
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um.a translocação não recíproca à SeI!lêlhança do que foi descrito 
para N1• Entretanto, na linhagem V8.2 a alteração morfológica
não está relacionada com tal trans+ocação, uma vez que os segr� 
gantes normais são gal+ �+ e gal �- A situação é análoga àquela 
descrita por Kl!fer (1965) e Nga (1968) » q_ue analisaram diversas 
translocações e não registraram nenhi.;1.ma alteração morfológica 
proveniente de quebras cromossômicas •. 

A linhagem V8.3 apresenta alterações em 
dois grupos de lj_02.ção: I e VII. Como não foram obtidos sagre - 
gantes mitóticos deteriorados não se p�de determinar precisam.en 
te em qual dos dois grupos de ligação se encontra o detenn.inan

te genético v8. 3. Cono a segregação :e:.1.eiótica é de 1 normal : 1 de 
teriorado, um dos grupos de ligação deve estar relacionado com 
a presença de um letal. 

A análise m:ttótica de vg. 6 revela o de
term.inan te genético de deterioração localizado· no grupo de lig.§:. 
ção VII. Esta linhagem. apresenta características de instabili�� 
de interessantes e çi_ue poderiam. ser analisadas posterio:rmente. 
Possui morfologia "crinkled" durante o período inicial de cres- 
cimento mas esta característica se ::iorde após 48-72 horas de 
crescimento em ale,Tv11as colônias, enquanto em algumas ela se m� 
téi:n até atingir oi.:; bordos da placa. A morfologia "crinkled 11 se 

· deve à existência a.e segmento em duplj_cata(Bainbridge e Roper,
1966) e a perda deste segmento ocorro provav�lmente por t1l1l
processo intracrorn.ossômico (Nga e RoJ1or, 1969). Azevedo (1973)
sugere que a perda éLos segmentos podo estar sob controle de fa
tores de estabilidacl.e que possivelmente controlam a recombina -
ção genéticaº

Finalmente, a linhagem Vg.7 apresenta 
dois determinantes_genéticos relacionados com a morfologia, es
tando um deles, v9_. 7 ... 1, localizado no cn.1J>O de ligação III e 
vº9,,7.2 no VI. Crnno a segregação meiótica fornece a proporção de 
2 deteriorados : + normal, possivelmen·:;e uma das classes deteri.Q_ 
radas é inviável. A linhagem original V9 possui o determinante 
de deterioração� no grupo de ligação III mas não é alelo de 
v2.1.1, pois o_cruza.mento V9º7 x Vg produz recombinantes de mo� 
fologia normal. 

Os cruzamentos efetuados a fim de se ob 
terem dados de ligação com outros determinantes de deterioração 
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conhecidos, dão infl.icações de não l:i_Gação entre os det erminan -
tes. Faz-se necessária a síntese de linhagens com marcadores ge 

-

néticos apropriados no grupo de ligação interessado, para obten 
. 

. 

-

ção de um mapeamento mais preciso. Tal m.apea.11ento é de int0res-
se prático para os estudos genéticos de �E:Fgillus nidu:J-�s, 
pois os mutantes morfológicos podem ser utilizados· com vant.ê:_ 
gens em cruzamen·lios t dispensando as :;_:ilacas de análise para 
r&cterização dos descendentes. 

ca 

5.4. Letaisº 

O aparecimento de tu.u grande número dele 
-

tais nas linhagens deterioradas é um fenômeno interessante e m� 

rece estudos mais detalhados. 
t conhecido que m.utagênicos do tipo 

etil-metano-sulfonato induzem for-J11ação d� letais em diversos ºl: 
ganis.mos (Parting-lion, 1963; Ehling e c0l., 19689 Mukai, 1970). 
Entretanto, nos caoos aqui analisados, a letalidade não pode ser 
atribuída à ação do mutagênico, pois ela seria eliminada no es
tágio haplÓide. D0veü1 portanto, ter-se originado durant� o pe

ríodo de formação a.o heterocário ou no estágio diplÓide. 
A formação do letais nas linhagens det� 

rioradas tem sià.o frequentem.ente encon·trada por Azevedo. e Roper 
(1970) e Azevedo (1971a) 9 que analisara:o.1 diversos casos. A aná
lise da linhagem V5 e derivados, por exemplo, mostrou evidência 
de letais no grupo de ligação III ou V ou e;:n ambosº Azevedo 
(1971b) analisou estes casos com maiores e.etalhes e propôs a 
existência de ela-tlentos transponíveis nestas linhagens. Estes 
elementos possuíam afinidades por certos grupos de ligação, po
dendo, em alguns casos, causar letalidade ou condicionar um re
querimento nutricional. Gerhenson (1965) registrou também caso 
semelhante em Drosp.P.,,,hila melanogaster, onde mutações letais f,2_ 
ram atribuídas a moléculas de TINA m::ór5·cno que interferiam com 
regiões definidas do cromossomo. 

Os letais encon-lirac1_o s nas diversas li
nhagens não foram es�1ecificamente relacionados com os grupos de 
ligação na maioria dos casos. O derivado N2 apresenta um letal
no grupo de ligagãó VII. V3.4 apresenta u.m. letal no grupo de 1! 
gação V, enquanto a linhagem. original V3 o apresentava no grupo 
de ligação IV. A análise mitótica de V5.3 revela a ausência de 
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segregação de marcadores pertencentes a três grupos de ligação; 
uma vez que o cará·[;er morfológico se compor·i;a como um gene men
deliana simples, dois grupos de ligação podem estar envolvidos 
com a formação de letais. A maior par-te dos casos analisados não 
apresentam segregantes haplÓides amarelos; possivelmente existe 
um letal no grupo �e ligação II ou apenas este grupo de ligação 
é seletivamente eliminado em meio com 2-fluorfenilalanina, já 
que possui um segmento duplicado. A linhagem MSE também aprese.u 
ta dois determinantes letais em cruzamentos com as linhagens 
V34 e V8,, 3. Possivelmente esses letais foram. formados por pro -
cessas induzidos por·elementos genétiços das linhagens deterio
radas, já que a linhagem MSE é normal. 

Uma análise mais d0ta,:J.hada destes letais 
pode ser efetuada através dos seus derivados •. Se a sua formação 
é atribuída a elementos genéticos estranhos ao genoma,deve exis 

-

tir regiões de particular susceptihilidade à integração desses 
elementos. Dentro do uma determinada linhagem, os derivados de
vem apresentar uma certa coincidência quanto à localização des
ses letais, como encontrado por Azevedo (1971b). 

Além dos fatores genéticos que atuam nos 
processos de instabilidade, sabe-se q�e fatores ambientais tam
bém se encontram. associados. Mudanças de t0I11.peratura provocam. 
alterações na freqüência de mutações, sendo inversamente rela�4 

cionadas (Demerec, 1935; Beale e Fabergé, 1942; Harriaon e FiE_ 
cham. 9 1964). Estudos dessa natureza já foram iniciados em As-

-

Eergillus nidulans (Lieber 9 1973) e possivelmente trarão novos 
conhecimentos para melhor compreensão dos fenômenos de instabi
lidade ,,
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6. Resumo e conclusõesº

Os objetivos a.o �)resente trabalho, uti

lizando-se diversas linhagens de As_pç_r_gilJ.u,s 1'.l:,�dulans, podem ser 
resumidos nos segv..intes ítensg 

a. Obter deri vaa.os de fenótipo melhorado através da possível eli
-

minação de material genético E;:lxtra das linhagens deteriora -
das, com o uso de acriflavina.

b. Induzir um padrão de instabilidade em diversas

com o uso de etil-metano�sulfonato.

linhagens, 

c. Analisar geneticamente os derivaa.os morfológicos obtidos.

Quatro linhagens deterioradas (V3, V5, 

V8 e vg), uma linhagem duplicada (A) · e u .. ma lii.'1.hagem haplóide (N) 
foram t ratadas com os dois mutagênicos q_u:,(w.icos, numa dose suf.!, 
ciente para produzir 10% de sobrevivência. Foram selecionados

dez derivados morfológicos, sendo um,�rovcniente do tratar�ento 
com acriflavina e o restante com EMS. 

Os derivados morfológicos foram anaJ.is,ê;, 
dos geneticamente a·!iravés das técnicas descritas por Pontecorvo 
e col. (1953), Ropcr (1952) e ].[or_purgo (l96l). 

Dos resultacfos obtidos 9
as seguintes COE:, 

clusões gerais podem ser mencionadas: 

l. A acriflavina revelou-se um. mutag�nico de ação bastante com
plexa, produzindo diversos tipos do derivados; contudo, não
se mostrou eficiente na produção de d.crivados de fenótipo m�
lhorado.

2. A linhagem. v3. L1., resultante do tra ·ca::.rnnto com acriflavina,
apresentou o d0t0r.minante de· det·2rioração situado no grupo 
de ligação II, à. semelhança da linha-ge1..11 original V3 1 sendo 
transmitida como uma unidade mendeliana simiües. 

3º O etil-metano-sulfonato revelou-s o um .r,1u tagênico eficiente na 
indução de instabilidade em linhagens com duplicação cromos
sômica, indicanà.9 o papel positivo das duJ;:,licações na origem 
da instabilidade. 
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4. Os derivados à.a linhagem normal não a::)resentaram caracterís
t_icas de ins·1:iabilia.ade9 na linhagem. N1 foi detect ada a e:Kis-

" • ,w ,w , • ' ' 

tencia de v.rna trs.,nslocaçao nao reciproca associada a al-
teração morfológica e na linhagen.1 N2 há dois grupos. de liga
ção envolvidos oori..1. o caráter morfológico ..

5. Os derivados da linhagem. A, V 33 e V 34, a::::irosentaram instabi
lidade e ambos Jossuem. o determinante de deterioração no g�
pode ligação VIII.

6. Os derivado s das linhagens deteriora5.aD apresentaram,na mai,2.
ria dos casos? sn:pressão das mutações 1.>rigina is e os deter.mi
nantes de c"J.eterj_oração mostraram 11ú1a l0cação diferente das
linhagens ori.;inais. Estes deterT:'.i11.antes possuem. comportçU!].eE:_
to de um gene s:ií.:•1:;.,ües, exceto em dois casos 1 V8o2 e Vg.7. O
primeiro envolve uma provável translocação não recíproca
( III-VI) e o scc31.,u1do apresenta morfologia resultante da int�
ração de dois a.e·liorminantes de detorioração situados nos gr!!
pos de ligação III e VI.

7. A supressão das características j·'.1.0rfológicas originais pode
ser explicada pela transposição dos do·l;Dr.r;linantes genéticos
(�) para outras r0giões do genoma, causando o aparecimento
de novas características.

8. Através da análise mitÓtica 9 forar� encontrados determinantes
letais em diversas linhagens. Sua orig0m yossive1D1ente de
ve-se à presença de material genótico e:;;:-1:ira no genomaº

9 .. Finalmente, poclomos concluir dizendo que os grocessos de ins 
tabilidade mi tótica ,em Aspergill"l,Y:1. 1.1:L�l1,,üans são de natu.reza 
complexa e a análise genética clássica aão nos oferece maio
res esclarec:i.Inc11tos. Novas técnicas e novos métodos deverão

ser desenvolvia.os para explicar definitivamente esse fenôme
no de instahilic1ade,que é conhecj_do 0iilill. outros organismos e 
que possivelmente têm uma explicação com1,,,ra. 
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7. Summary.

The purpose of thG yresent research,using 
various strains of Aspergillt:t.s ,Uidu.J_a�, can be summarized as 
foJ.lows: 

a) the attainmen-1; nf fenotipic improv0d. c1erivatives, through the

possibJ.e elimina-i;ion with acrif.:J_avine of extra-genetic. ma·ce
riaJ. of the detGJ .. "'iorate strains.

b) the induction -:Jf a pattern of instsl,b:tlity in various ·strains

with ethyl-methane-sulfonate (E✓.CS).

e) the genetic analysis of the morphologio isolates obtained,

Four deteriorated strains (V3, V5,V8 and 

V9), one duplicated strain (A) and one haploid strain (N) were 

treated wi th EMS and acriflavine to produce about 10% of survi vai. 

Ten morphoJ.ogically deteriorated isolates were seleoted: one 
was obtained aftor treatment with acriflavine and the others 

after treatment wi·l;h EM:S. 

It was observed. tha-t acriflavine had a 

very complex actuation in Aspergill1-\S, �dulans; it produced 

derivatives of various typis, however was n9t efficient to pro
duce i'lllproved deriva tives. The isolated V3,4-, like the strain 

V3, showed the mutation for morphological alteration located in 
the linka.ge group II and it was transmited as a single mendelian 

unit. 
The EMS showeà. to be a efficient muta

genic agent to produce morphologic d9rivatives throughinduction 

of instabili ty in duplicated strains. The isolates of dete-

riorated strains showed supression of the ,:riginal mutations 

and the location of the deterioration determin�nts were in 

different location than in the original strain. The supression 
of the original Iilutations can be explained as the transposition 
of the deterioration determinants to anoth0r region of the ge

nome. This determ.il).aJ;J,ts behave as a sing1e gene except in two 
casesa V8.2 and v9.7. The-first one possibly has one non-reci
procal transloca-tion and the- seoond l:Jp.s the interaction . of tvvo 

mutations that wero located in different linkage groups. The 

normal strain gave complex derivatives too, wioh showed associa 
-

tion of genetio markers in different linkage groups. 
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