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1. INTRODUGAOD

E sabido gue o prucesso de recombinagao mitdtica denominado
de CICLO PARASSEXUAL, descoberto por PONTECORVO e ROPER (1952) no fungo -

» L
Aspergillus nidulans (Eidam) Winter, tambem ocorre en numerosas especies =

de fungos fitopatogenicos, TINLINE e MACNEILL (1989) apresentam uma  revie
sa0 sobre a ocorrencia do ciclo parassexual em fungos Fitopatogénicos, on
de podemos encontrer mais de duas dezenas de espécies gue apresentam este

. ~ e o
processo de recombinagao mitotica,

Trabalhos experimentais usando agentes f{sicos como a 1luz
ultra--violeta (WOOD e KAFER, 1969; HOLLIDAY, 1961), ou agentes qu{micos -
como aldefdo formico, nitrogBnio mostarda (FRATELLO, MORPURGO e SERMONTI,
1960; MORPURGO e SERMONTI, 1959), agentes alquilantes (MORPURGO, 1963), =
tem demonstrado que este processo de recombinagao mitdtica pode ter sua =~
frequencia aumentada, guando esporos dipléides do fungo sao tratados com
estes agentes e, em Consequ%ncia, novas ragas fisiolégicas podem surgir co
mo verificou BUXTON (1956) em Fusarium, Assim, torna--se importante verifi
car se fungicidas normalmente utilizados para o controle de fungos, 880 ca
pazes de aumentar a freguencia de recombinacgao mitética, 0 gue poderia fa-

. . ~ . . . ’ .
cilitar a emergencia de novas ragas fisiologicas,

¢ . *~ .
Outro aspecto que sere considerado e o que diz respeito a
~ . . ] . . .
frequencia de mutantes resistentes a esses fungicidas, devido a sua impor-

aA , 4 . £ . :
tancia para futuros estudos geneticos, bioquimicos e @aplicadoss

Apesar de nao ser fitopatogénico, o fungo filamentoso As—

EEEEillUS nidulars foi escolhido pela facilidade que nos oferece para es--

. ~ . . . . ~
tudos do ponto de vista genetico, tails como, facilidade de obtengao de mu-
. ~ . g . . o~ e * . b .
tantes e existencia de diploides onde a recombinagao mitotica e facilmente
. . o . . ° ] ~ o~
visualizada, Alem disso os dados obtidos com o A. nidulans servirao  nao
g LR NE SET TN R
Ld . . L 4
so pare 0 enriguecimento da genetica deste fungo, como tambem, eventualmen

~ [ .
te, podertio ser extrapolados para outras especies,



2. REVISAO DE LITERATURA



Do

2. PREVISAO DE LITERATURA

.~ . e e s ¢
A revisao de literaturt sera dividida em quatro itens a sa-

4

ber:

a) Ciclos bioldgicos do Aspergillus nidulans

b) Indugdo de recombinagao mitotica
c) Mutantes resistentes

d) Modo de agao dos fungicidas

- 3 - » L3 =
2u1. Uiclos biologlons do Aspergilius nidulans
24141s Ciclo sexual

. L4 . L
Sobre o ciclo sexual sere feito um resumo baseado nos trabg

lhos de PONTECORVO, ROPER, HEMMONS, MACDONALD e BUFTCN (1953).

0 micélio do A« nidulans ¢ farmado por células — multinue
cleadas, Algumas dessas celulas podem se diferenciar (células podais), dan
do origem a conidiéforos, que terminam por uma vesicula globlosa também -
multinucloada, Do superf{cie desta vesicula globogsa saem os ester{gmas pri
mﬁrios, cada um produzindo dois ou mais ester{gmas secundérios, Cada este
r{gma secundario da origem o uma cadeia de confdios uninuclefdos, sendo -
gue, 0s confdios mais Jjovens estao semprc na basc dessas cadrias, Tanto o
ostcr{gma primério como o secunddrio sto também uninucleados, Sendo ordigie-
nados do Unico nlcleo do esterigma, todos os con{dios de uma cadeia poS=

. L
suem o mesmo tipo de nucleo,

£ comum a ocorréncia de fusfo de hifas de um mesmo micélio,
mas em gerel os heterocdrios sfo resultantes da fusto de hifas de  linha-
gens diferentes, O ﬁ. QEQEEQQE apresenta corpos de Frutificagao {Cleistoté
cios), gque depois de 8 a 10 dias de incubagao da cultura a 372C apresentame

se mduros,

~ ~ ~
Elecs sao redondos, de coloragao escurft @ contendo cerca dc

5 ) .
10" ascos mo seu interior, No interlor de cada asco encontram—se 8 celulas



i 3w
provenientes de um processa cariogﬁmico, gue da origem ao zigoto. Esto so-
freu divisan meiética, produzindo 4 células hapléidas (jue por swe vez s
dividiram mitoticamente, resultanco as 8 células, Esscs células sfo chamo.-
das cle ascosporos, sdo binuclendas © possuem coloracdo castanho avermelha--
dat

Al Bk

2s1,, Ciclo parassexual
e I EOPF

ROPER (1952) observou que, além do ciclo sexual, um outro .-
ciclo ocorria concomitantemente ao ciclo sexual em ﬁ, nidulans, Este ou-
tro ciclo foi denominado de paraissexual por PONTECORVO (1954), e sun ocor-
réncia envolve trés ctapas: aparecimento de diplsides em linhagens nnrmai

a~
€

”l ] . < . . . ~
mente haploides, recombinagao mitotica e haploidizageao,

0 ciclo parassexual inicia--se com o formagdo de heterooério,
seguindo~se a Fusgo, rara rms regular, de nlcleos hapldides dentro das hi-
fas, Formam-se desta maneira nlcleos dipléides que darto origem a conidios
dipléides, Apenas 1 em cada 1C]’7 conidios de um heterocdrio sfo dipléides -
(ROPER, 1952), Esses dipléides guando isolados, s@o relativamente st
veis, porém podem dar origem a recombinantes através de eventos gue OCOY-

rem durante a mitose,

Sao trés os processos conhecidds gue podem dar recombirare-
tes a partir de dipléides:

a) Permuta mitdtica

De modo esporédicﬂ, ocorrem permutas mitdticas no estégio -
de 4 fios em diploides (ROPER e PRITCHARD, 1955), Essa permuta mittica fi
ca geralmente confimada & apenas um brago de um cromessomo, e faz com que
figuem homozigotos todos os genes em associagao e distais em relagao ao -
ponto de permuta.lGenes proximais ao ponto de permuta, no outro brago do -
mesmo cromossomo, ou ainda em outros cromossomos, permanecem heterozigotos

(PONTECORVO e KAFER, 1958),

. &~ .'-
b) Neo-disjungao mitotica
A, ~ . ~ P . I
A ocorrencia de nao-disjungao mitotica, da& como resultado -~

- . . *
um nucleo homozigoto para um ou mals pares de cromossomos homologos, porem



heterozigotos para outros pares (PONTECORVO e KAPER, 1958),

c) Haploidizagao
Hap151d95 podem se originar a partir de dipléides, através
de aneuploidia, com perdids sucessivas de cromossomos até que o0 estado hae

pldide estdvel seja atingido (KAFER, 1960),

Wi A 8

0 estudo da indugao de reconbinagso mitdtica em dipléides,m
através do uso de agentes Fisicos ou qu{mioos, jé foi realizado em algumas
espécies de fungos, Foi observedo por IKEDA, ISHITANI e NAKAMURA (1957) um

aumento na segregagao mitéfica, quando diplﬁides de Aspergillus oryzae e

ram tratados com a luz ultre violeta, Em Ustilago maydis alta propor@go de
segregantes ng obtida quando se tratou dipléides heterozigotos com luz =~
ultre~violeta., As evidéncias observades, indicam que a 1luz ultra~violeta

age iniciando o pareamento de regioces homélogas dos cromossomosy e gue a -

~ rd
proporgao de celulas mas quais isso ocorre, e possivelmente o comprimento

da regifo pareada, aumenta com o aumento ch dose (HOLLIDAY, 1961),

HOLLIDAY (1964) concluiu que a capacidade de certos agentes

A . . ~ 3 * L3 g .
em aumentar & frequencia de recombinagao mitotica, esta relacionada com. a
capacidade destes agentes em inibir a sintesc de DNA, como ocorre com O an

tibidtico Mitomicira C em Ustilalago maydis e Saccharomyces sp,

ESPOSITO e HOLLIDAY (1964) tratando células dipldides de ~
Ustilago maydis, de populagoes sincronizadas ¢ ndo sincronizadas, com
5-fluordeoxiuridina verificaram que, ra primeira, a resposta com relagfio -
ao grupo dc inibigﬁo de sfntese de DNA era mais pronunciada e que esta ini
bigdo tempomﬁria, induzia a reoowbinagao mitética. Sugeriram que a inibi-
cao da sintese de DNA produz um estado de desenwolvimento nao belanceado -
nas célUlas, 0 qual favoreceria o pareamento de cromossomos hom510g05 -

subsequente recombinagio,

MORPURGO e SERMONTI (1959) obtiveram acentuado aumento m
proporgﬁo de segregantes; quando conidios dipléidcs de Penicillium chryso-

genum foram tratados com metil-bis (~-cloroctil) amina (HN-2),



B
No caso mspcc{?ico do fungu Aspergillus nidulons, podemos nos referir aos
dados de FRATELLO, MORPURGO o SERMONTI (1950), que estudaram a agan de =
tros agentes mutag&nicos: Fornﬁldgido, nitroggnio mostarda e luz ultra-wvig
leto, em dipléides de A, nidulans, Verificaram que os agentes qu{micos for
maldefids e nitrogenio mostiirday; produziam acentuado aumeznto e segregagao
somética, enguanto gue & luz ultre—violeta teve nenor efeito, O formaldef-
do aumentou notavelmente a frequ@ncia de rccombinantes, devido a permuta -
mitgtica, e com o aumento da dose, ocorria um aumento de segregantes resuL

~ . . o~ *
tantes da nao disjuncac c segregantes haploides,

WO0D e KAFER (1969) verificaram um aumento de  scgregantes
mitéticgs, guando dip15idos de A, nidulans foram tratados com a luz ultra
violetzt, Um ligeiro aumentu ocorria, guando os confdios tratados cram dor-
mentes, emquanto que um aumento drastico ocoryia, quando os conidios trata

dos ecstavem germimando,

Estudos visando comparar a capacidade de induzir mutagaes c
induzir permuta mitdtica, foi feito por MORPURGO (1963) usando agentes al-
guilantes em A, nidulans, e os resultados obtidos demonstrarem que a capa~
pidade mutag@nica de um Compostm, nada tem a ver com sua capacidade de ine

. - ~ . 4 s
duzir a recombinacao mitotica,

Um estudo com o fungicida benlate foi feito por HASTIE

(1970), que verificou scr este capaz de alterar redicalmente a estabilida-
de de dipléides de A. nidulans, Observou que os setores recombinantes eram
mails numerosos nos tratmmentos com benlate c, além disso, csses setorecs
ocupawvamn maior drea dentro da colgnia, indicando guz o segregacdo  ocorrin
nos estﬁgins iniciais do desenvolvimento da colania, Poucos setores segre--
gantes espontﬁneos eram hapléides! e grande proporgﬁo de sctores formados

em 0,54 de benlate eram hapléides. Aparentemente, o henlate nao s6 induziu
a Formagﬁo de segregantes, como tamhem aumentou significantemente a propor,

gao de setores hapléides.
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2.2, Mutaantes resistentes
FPIPE ST S WS W A SH AR TR TP W WY WK WS S ey

Refertncias com rolagao a mutantes resistentes, de fungos «
Fitopatog@nicos, aos fungicidas usados no presente trabalho podem ser ene
contradas nos trabalhos desenvolvidos por MACNEILL ¢ SABANAYAGAM (1968), -~
KAPPA\S c GEORGOPOULOS (1970) e TILLMAM e SISLER (1971).

€ . .
No caso especifico de A, nidulans, mutantes resistentes a -

L . . . . . . . - -
wirios agentes inibidores (actidiona, pfluorfenilalanina, teoquil, iocoa-

cetato e verde mafhquita), foram isolados por UARR ¢ MOFER ( 1965 ).

THRELFALL (1958) isolou mutantes de A. nidulans resistentes
aos fungicidas PCNB ¢ TCNB, Esta resisténcia ere dada por dois gencs 1e.-
cessivos, localizados no grupo de ligag@o ITI, A resistencia desses mutan
tes aus fungicidas TCNB e PCNB, foi considerado como sendo devido a um dee
créscimo na capacidade dos mutantes em acumular a substéncia téxioa, e ndo

. . . LA . .
na capacidade dos mesmos em metabolizar essais substéincias em produtos ino.-

fensivos,

Nove rmutantes de A, nidulans resistentes ao fungicida benla
te, foram isolados por HASTIE o GEORGOPOULOS (1971). Cinco mostraram seram
mais resistentes, estando o genc para essa resisténcia localizado no grupo

de ligagan VIII, Os demaiis menos resistentes, tinham o gene para a resise-

~ N . ~
tencia localizado no grupo de ligageo II,

TUYL, DAVIDSE e DEKKER (1973) também isolaram mutantes de
Ae nidulans resistentes ao benomil (benlate) e tinbendazol, através troto-
mento prévio de conidios com luz ultra=violeta, Em ambos os casos, o gene
pare resisténcia estava localizado no grupo de ligmgﬁo VIII, Os autores =
propoem gue csses fungicidas interferem na Formagau do fuso, através de -
complexos formados centre os fungicidas e prote{nas do fuso, 0 que resulta
na inibi@ED do mitose,

244, Modo, de aglo ros fungicidas

P RE N S MIE PP N Y

. ad . . [
Referencias com relagac aos mecanismos enwolvidos na  agao

. ( . . .
fungitoxica dos fungicidas usados neste trebalho, foram encontrados nos -



Ny
trabalhos de BROWN e SISLER (1950), Esscs autores, estudando o modo de a--
950 do fungicida OODINE, concluiram que alteracgoes na permesbilidade da =2}
rede celular que resulta na perda de constituintes celulares vitais, e tam
bém, a inativagdo de cortas enzimes responsaveis peloc metabolismo da care

*
boidratos, parccem scr os mecanismos atraves dos auais este fungicida exer,

. e . .
ce scu efeito toxico em Saccharomyces pastarianus.

BARTZ ¢ MITCHELL (1970) sugerem que a desintoxicaggo mctahé

lica pode ser o mecanismo pelo qual o fungo Fusarium solani fesp. phascoli

¢ resistente ao fungicida DODINE,

HOCK o SISLER (1969) utilizando o fungo Rizizoctonia solani,
observaram que o fungicida CLORONEB, cntre outras mmneiras, age inibindo --
direta ou indiretamente a sintese de DNA, devido a sua agdo em impedir a =
incorporacio de timidina, Esta aclio & tfo pronuncinda que se pode esperar

~ . .
a cessagao de desenvolvimento do organismo,

Os compostos derivados de 1-4 oxathiin (VITAVAX ¢ F 461)mos

trarem ser particularmentc cfetivos no controle de fungos Fitopatogénicos,

tais como, Puccinia rubigovera tritice (Eriks) Carleton, Uromyces phaseclc

Yypica Arth,, Ustilago nude (Fens) Rostr, © Rhizoctonia solani Kulm., sem

causaren injirics ras plantas (SCHMELING c KULKA, 1966),

Alta toxidade do fungicida VITAVAX a algumas cspécics de =
Aspergillus, foi obserwvado por EDGINGTON e BARRON (1967). Entre essas espé
cics incluiramesc os A. niger ¢ A, fumigatus, que sto causadores de asper-—

gilosec em homem o animis,

MATHRE (1968) usando o fungicida derivados dc oxatiing obw

, . . . . ‘ - .
SEervou que as especies sensfveis (Rhizoctomia solani o Ustilago may cis) ab

. . . . & ] ]
sorveram mais repidamente os fungicidas, enquanto gque as especies roslstqg

tes (Fusardium oxysporum Ts5ps, lycopersice e Saccharomyces cerevisiae) abe

(XY

L .
sorveram muito pouco de ambos fungicidas, E sugerido pelo autor que o espg
coi - . ~ -
cificidade aos fungicidas, pode ser relaciomdn com @ absorgao e @acumulo ~

., £,
nas crganelas celulares, nas espocics sensiveis,
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3. - MATERTAL E WETODOS

¢ 2.
3.1, Simbolos e ferotipos dos mutantes usados no presente trabalho
RIEe I 2 . e B . o i S T T NP SR NP e Frn B o s - s e B il T AN I A Sl W

£ - . ey
Simbolos Nutricionais Fenotipos
B ey By W B WS = - Aed e e T DA S e

ad 20 reguerimento para adenina

L

bil reguerimento ret biotina

meth 1 reqguerimento para metionina

N . l . . £ .

nic 8 requerimento paret acido nicotinico

piro 4 requerimento para piridoxinc

ribo 2 requerimento para riboflavina

. . - .
5 3 requerimento pnra tiosulfato de sodio

L)
Morfologicos

£ .
w conidios brancos
? .
Y conidios amarelos
Outros
su 1 ad 20 supressor de adenina
Gl A B B A 2y
gal 1 incapaz de crescer em meio com galacto.-

se como fonte de carbono
fac 30 incapaz de crescer em meio com acetatn
como fonte de carbono

3:2, Linhagens usadas

NE N W

No presente trelbalho foram utilizadas tres linhagens forng
cidas pelo Prof, Dr, Jodo Licio de Azevedno, do Instituto de Gengtica da

Escola Superior de Agriculturtt "Luiz de Queiroz", em Piracicabas
a) Linhagem bi 1 3 meth 1
. ' . .
Esta linhagem apresenta conidios verdes e deficiéncin pare

¢ e . o
a sintese de biotirma (bi 1) e metionima (meth 1)



b) Linhagem MSE (Mester Strein E)

Este linhagem descrita por MeCULLY e FORBES (1965), possui

genes marcadores nos oito cromossomos, apresentando & seguinte constitui-

caos;
Brupo, de ligacao Gene
I sul ad 20, y, ad 20
IT w
IIT gal 1
v pyre 4
vV rag Jus
VI 53
VII nic 8
VIII ribo 2

c) Dipldide heterozigoto bi 1//MSE

Resultante do cruzamento entre a linhagem bi 1 (deficiente

-

para a sintese de biotina) e a linhagem NMSE,

3s3s Fungilcidas usado
a3 R D B

XIS SN )

Os fungicidas gque serto usados neste trabalho s@o o 1,4~di-
cloro-2,5 dimetoxil benzeno (CLORONEB), acetato de n-dedecilguanidina (DO~
DINE) e 2, 3~dihidro~5-carboxanilido-6-metil-1,4, oxatiin (VITAVAX), Os fun
gicidas CLORONES e VITAVAX sdo sist@micos e eficientes no contrOle de di-
Versas espécies de fungos fitopatogénicos (VON SCHMELING e KULKA, 1966; =
EDGINGTON, WALTON e MILLER, 1966; EDGINGTON e BARRON, 1967; DARRAG e SIN
CLAIR, 1959), O DODINE & um nfo sistémico empregado com eficiéncia no con-
trole de Sarne de mecieira e pereire, e também no contrOle de Mancha Folhar
de cereja (GALLTI, TOKESHI, DE CARVALHO, BALNMER, KIMATI, CARDOSO e SALBADO
(1968).

. ~
3.4, Meios de culture e solugoes usacas
B e e T S e ,; E = 5 SRS R

34441, Meio minimo sOlido (PONTECORVO e col., 1953)
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Nitrato de sddio 6,0 grams
Cloreto de potfssio 0, 52 gramas
Sulfato de mgnésio 7H,0 0,52 gramas
Fosfato dihidrogenado de potﬁssio 1,52 grams
Sulfato de Ferro tragos
Sulfato de Zinco tragos
Glicose 10,0 gramas
Agar (oxoid ne 3) 15,0 grams
ﬂgua destilada , 1 1litro

0 pH foi ajustado par 6,5 com hidrdxido de sbGdio ou Acido

(4 .
cloridrico,

3.4.2. Meio completo solido (PONTECORVO, & col., 1953)

. . . . £ . .
0 meio completo constituiu~se de meio minimo, no qual foi

adicionaco:

‘Peptona (Oxoid) 2,00 gremas
Extrato de leveduras 0,50 gramas
Casefna hidrolizaca 1,50 grams

ﬁcido nucléico de leveduras hidrolis-

zado (solugao) 250 ml
Solugdo de vitamimas 1,00 ml

fgua destilada completando 1 litro, sendo o pH ajustado pa-

ra 6,5 com hidroxido de sddic ou Acido cloridrico,

Os meios eram autoclavados a uma atmosfera de pressao, numa
temperature de 1209C, durante 15 minutos, e guardados em lugar fresco e eg

curgo,

£ . e . .
3,4,3, Melo minimo liguido com 2% de meio completo

. . . . f .
Este meio fol preparcido adicionando-se 4 98 nl de meio mini

mo 1iquido (sem dgar), 2 ml de meio completo 1iquido (sem dgar),
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3.4,4, Neio minimo-Golactose (ROBERTS, 1959)
Fol preparade da mesm forma que o mein m{nimo, substituin

do @ glicose por galactosz, scndo o pH = 5,0,

3645, I ip‘dqhﬁpptatq_dp‘qménggi(APIRION, 1962)

e

fcetato de amoneo 12,0 gramas
Cloreto de sddio 2,0 grams
Sulfato de magnésio 7H20 0,5 gramas
Fosfatn dihidrogenado de potﬁssio 3,0 gramas
Sulfato de Ferro tragos

Sulfato de Zinco tragos

Agar (Oxoid ne 3) 15,0 gramas

Adicionou--se égua destilada até completar 1 1itro, sendo o

pH ajustado para 6,1 com hidroxido de amdneo ou dcido clor{drico.

0 meio foi autoclavado a uma atmosfere de pressado, durante

15 minutos, e guardado em lugar fresco e escuro,

3.4.,6., f&ﬁigg%q de vitamines

Keido Eraminubenzéico 10,0 mg
£cido nicotinico 100,0 mg
Aneurina 50,0 mg
Biotina 0,2 mg
Piridoxina 100,0 mg
Rihoflavim 100,0 mg
Agua destilada 100 ml

Esta solugao foi esterilizada em vapor fluente por 15 minu
tos, repetindo-se esta operegdo durente trés dias, sendo entdo a solugao

guardada em frasco escuro, no refrigerador,
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344.7, Acido nucléico de levedures hidrolizado

.
o]
e B T i

Colocou=se 2,0 gramas de dcido nucléico de leveduras em 15
ml de solug@o normal de adcido clorfdrico e 2,0 gramas do mesmo dcido  nu-
cléico de levedurss em 15 ml de solugao normal de hidroxido de sGdic, As
solggges foram aquecidas a 1002C durante 20 minuwos e, em seguida, misture
das, 0 pH fol ajustado a 6,0, e a soluggo resultante foi filtreda a quente,
0 wvolume foi ajusta@o para 40 ml, e a preDaragao foi guardada no refrigeni

< »
dor sob cloroformio,

3:4 » 5] L3 SP;L UQaP wsa.lj;n,a p.l 1 S.MJ

Cloreto de sddio foi dissolvido em 5gua_destilada para uma

solugdo 0,89h e, em seguida, a solugdo foi autoclavasa.

3,4.9, Solugdo de Tween

Foi dissolvido Tween 80 em agua destilada para dar unme cone
centriicao Final de 0,1% (v/v). A solugao foi autoclavada e conservada no

refrigerador,

3.4,10. Solugbes de Fungicidas

As solugbes de fungicidas utilizados no presente trebalho -~

foram sempre preparadas no momento do uso,

o .~
Os fungicidas foram pesados em balangas de alta precisao; =
. s ‘. . .
sendn gue os meteriais necessarios ao preparo eas solugtes tais como espée
. » . . . ‘ .
tulas, frascos, pipetas, agua destilada, etc. eram esterilizaidos convenien

temente,

Apés pesar a quantidade necesséria, o fungicida era transfe
rido pare um frasco esterilizado de vidro (30 ml), no qual era adiciorado
um volume necessario de 5gua destilada e esterilizada, Agitava-se bem o «

'Frasoo até completa dissolugdio do fungiciday, e a solugao assim prepargda -~

era imedintamente usada,
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3.5, Teecn 1mm(mﬁnscmm cadas
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3.5.1. Preparo de suspensio de CDﬂlleS

A

. . £ .

Com uma alga cde platina flambade transferic~se conidios pa.-

ra um tuho de ensaio contendo 2 ml de solugao de Tween, 0 tubo era agitado
. fad . .

fortemente em agitador mectnico ou manualmente, a fim de promover a desie-

~ . £ .
gregagilo das cadeias de conlidios,

. . ~ rd
Por meio de um hemocitometro se determinavea o numecro de co-

e . . ~
nidins existente em 1 ml de suspensao,

. . ] ~ . *~ .
Por meio de diluigocs, pipetando~se wolume necessario e co-
. ~ . - ~
nhecido de suspensoes em © ml de salina, chegawva..se a concentraigao deseja--

£ .
do de conidios,

3.5.2, Cemeadura e Incubcgao

R K e e FET P

Em cada placa era semeado 0,1 ml da suspensfio de conidios -
de concentragﬁo conhecida, Cada placa de Petri possuia um papel de filtro
esterelizado em sua tampa, com @ finalidade de absorver o excesso de umida
de. Para espalhar a suspensgo na superF{cie do meio de cultura, usou--se um

espalhador de vidrg que ere flambado cuidadosamente no momento do uso,

Durante todo o desenvolvimento do tr&balho usou~se umg tem-

perature de incubagao de 37¢C,

3.5.3, Determln g ourvas de sobrev1vencla
[ TR Y e R

PR S 20

Em placas contendo meio completo adicionado de fungicida, -
em diferentes doses, foram semeadas conidios da linhagem bi 1; meth 1 usan

dowse sempre dugs repetigaes pare cada tratamento,

As noncentragges de fungicida usadas foram as seguintes:
Fungicide CLORONEB: O = 10 ~ 20 -+ 40 « 80 = 160 ~ 320 ~ 640 ug/ml
Fungicida DODINE: 0,0 - 0,25 -- 0,50 - 1,00 =~ 2,00 ~ 4,00 -- 8,00 ug/ml
Fungicida VITAVAX: O « 10 « 20 =~ 40 =~ 80 - 160 ~ 320 ~ 640 ug/ml



i,

Apéé 0 per{odo de incubacao de 3 - 7 dias, foi contado o qé

mero de colonias formadas em cada treitamento, As curvas de sobrevivencia -
foram construidas usando o ndmerc de colbnias formadas em cada repetigao -

de cada tratamento,

35 5 SNSRI, S FSIIN . SR
3.5,4, Determinacac da frequencia de recombinagao mitotica

% WO S VR R A S N N T S M AR S W ) PP U WY )

Ume suspensio em tween, de conidios dipléides originados da

6
linhagen bij //MSE, foi preparado de modo a conter cerca de 2 x 10 confdios
por mililitro. Com o aux{lio de um fio de platina era feito uma dnica ino-

culagao no centro da placa contendo meio completo e fungicida.

As doses de fungicidas eleitas, foram aguelas que permitiam
o desenvolvimento das colBnias em um perfodo de tempo satisfatério, 32 que,
concentragaes elevadas provocavam una inibigao no desenvolvimento das colé
nias e, em certos casos, devido ao longo per{Ddo em que as placas permene—
ciam em incubagao, ocorria contaminagdo ou ressecamento do meio de cultus-

. s . ~
ra,; o0 que causave a inutilizagao das placas,

. R LA ' r
Quando as coldnias atingiam um difimetro medio de 7 centime-
. o~ ~
tros, ere feita a contagem do numero de setores de coloragao branca e ama-—

rela existentes em cada placa.
Os setores recombinantes foram classificados em dois grupos:

4 . ~
a) Grendes setores: todos os setores visfveis a 0lho nd.
. A -
b) Microsetores: todos os setores visiveis somente atraves

. *, .
de estereomicroscopio,

345.5. Determinagao da plpidis dos setores segregantes

b Bt M B i BB B B K B Bt e o MR B D et A

Os setores segregantes poderiam apresentar conidios hapléim
des ou diplaides. A determinaggo de ploidia desses setores foi feita medin
dowse em microscopio cadeins de 5 con{dios, montado em lisol diluido
(1 : 10), considerando-se que o iisol tende a manter os conidios em el

deias (PONTECORVO, TARR GLLOR = FRBES, 1954). Os oonfdios dipléides apre-
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sentavam um digmetro de 4 u , enquantc gque os haploides apresentavam -

3, 1 u de difimetro,

3.5.0, Isolamento de mutantes resistentes
KR e B A e B i e Bl B B D VB Bad D e Bl B kA e DS

. . - . £ .
Com ume. alga de platirma lambacda, transferia.-se conidios pa
~ ~ PR ~
e uma solugao de tween ate atingir uma concentracao de cerca de 2 x 10 -

€ . e
conidios por mililitro,

Em placas contendo meio completo adicionado de fungicida,; «
em uma concentregao previamente testada e que nao permitia o desenvolvimen
to de colbnias sens{veis, era colocado 0,1 ml da suspensao de conidios por
placa, cspalhando=se com um cspalhedor de vidro. Qs coldnias gue se forma.

. : . - . ~ . . .
vam nesse melo eram ensalados quanto a resistencia ao fungicida usado,

’ . ( 3
3:6. Nnalise genetica
.
3.6,1. Heterocarios
D N S S L Ho¥ A e T

Meterocdrios forem obtidos no presente trabalho, usando-se
o método descrito e discutido por PONTECORVO, ROPER,; HEMMONS, MACDONALD ¢
BUFTON (1953).

0 método consiste em colocar em tubos contendo 2 ml de meio
minimo 1{duido mais 2% de meilo completo 1{quido, confdios das linhagens
que se quer cruzar. Em seguida agita--se bem os tubos, colocando para ircu-
bar durante 72 horas a 3720, A pel{cula qgue se form superf{cie do meio
1{qUido durente este perfodo é retirada, dividida em guatro partes gque sfo
colocados equidistantes m superficie de meio minimo sélido, em placa de ~
Petri. Apés 3.4 dias de incubagdo hd o surgimento de setores heterocariéti

cos.

I’ » ' L3
3.6,2. Amalise atraves do oicle parassexual
[T SN ST WA W NEE I PRE WK W IEE T WIS NS TOC VRN UUP YRR YU DR SR ST TR W S R DN T SRR SO R TR
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3.5.5.1, Db Lngao de u;ploldeu

. '- [ ] . ~ L4
Diploides heterazigotos originam-se thh fusao de nucleos ha.-

pléides de constituigao genéticas diferentes,

Para obtengap dns dipldides heterozigotos, usou-—se o mé toeo
idealizado por ROPER (1952), cuja técnica consiste em semear em meio mini--
mo elevada qguantidade de conidios (106 a 107) originérios de setores hete--
rocarigticos. Como os confdios hapléides auxotrdéficos nao conseguem se dew
senvolver em meio m{nimc, somente os dipléides heterozigotos prototréficos

se desenvolvem sendo, assim, selecionados e isolados,

. . ¢ : . . s
Pela medide do difimetro dos conldios em microscopio, confir
” . e, . “. . .
mvea-se o carater diploide dos mesmos, e esses diploides assim obtidos from-

‘s . '
ram purificados em meio minimo.

3.6.2,2, Uso_de p-Fluorofenilelar ,LIPFA) na 1nducam de segrege 80 somati

PRPRE S BB A e ek b S b Rk i i T S O SRR )

ca

[

0 uso de‘EmfluorDFenilalanina Mera provocar a haploidizagﬁn
em linhagens dipléides de A. nidulans, foi descrito por MORPURGO (1961).
Esta substfncia age inibindo o desenvolvimento de setpres dipléides, e per

. . ‘.
mitindo o desenwlvimento normal de setores haploides,

A técnica usada no presente trabalho fai descrita por LLHOAS
(1961), e consiste em adiciorar a pFA diretamente no meio de cultura,  Em
cada placa de Petri eram feitas guatro inoculagoes equidistantes, e depols
que as coldnias se desenvolviam, os setores hapldides eram transferidos pa

re uma placa mestra com 26 oolGnias na formagao S5x5+1 (AZEVEDO, 1966).

NS SIS I S W ST ) A0S SSESRONE> P P S PR B S

3.6.2,3, Mapeamento dos geres que oconferem resis ten61 _aos fungicidas

Lad .
Apos o desenwlvimento e placa mestra, as colbnias eram -
transferidas pare outra placa contendo meio completo ¢ fungicida rma dose
usada pare isolar os mutantss resistentes. A transferéncia era feita utili

zando-se um replicador que oconstitui de uma base de madeira, na qual se -
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prendem 26 agulhas de platina de comprimento uniforme, s agulhas foram co
locadas de modn correspondente As posigaes das colbnias no placa mestra,lis
agulhas do replicador eram flambadas antes de serem usadas @ resfriadas em

. . T .
placa de Petri contendo meioc minimo,

Todas as colBnias tanto sensiveis come resistentes aos fun—
gicidas, eram ensaiadas para os requisitos nutricionais, Para isso prepara
ve--se ume soric de placas, contends meio minimo suplementado com as subge-
tAncias requeridas pelas linhagens paternais, menos um dos requisitos. Deg

P

ta maneira determinou~se em que grupn de ligagao se achava o gene response

L] ! "~ 3 . .
vel pela resistencia ao fungicidea.

-, . . ~ .
3.64 3« Analise meiotica

SN PN S SN S P A

0 método usado no prosente trabalho fol descrito por PONTE~
CORVO, ROPER, HEMWONS, WACDON/LD e BUFTON (1953), e consiste no preparo -
normel de heterocérios em placas de Petri contendo cerca de 40 ml de meio
minimo. As places Foram vedades com Tite celulésica, pois tal procedimento
favorece @ formacao de corpos de frutificagho, provavelmente devido a ume

anaerobiose parcial.,

fpds 10 dias de incubagao, verificou-se a formacgio de cleis
totécios, Cleistotécios maduros e de maior volume foram transferidos para
placa de Petyri contendo agar & 3ﬁ, usando--se pare isso ure agulha de plati
na., Nesta superffoie salida, através do rolamento do Cleistotéoio, retiroy
se conidios ¢ células de "Hulle" que rodeiam estes corpos de frutificacgac,
Cleistotécios limpos forém transferidos individualmente para tubos de en-
saios contendo 0,5 ml de solugéo salina, e esmagados contra as paredes dos
mesmos, usando-se para isso urm pipzta de 1 ml, A mesm pipeta foil usada -
para remover 0s ascosporos aderidos nas paredes dos tubos e suspende-=los -
na solugao salima, A suspensén de ascosporos foi transferida para frasco -
contendo 9,5 ml de salina, completands desta maneira um volume de 10 ml,
Desta suspensto foram semeadas alfquotas de 0,1 ml em meio completo, o gque
permitic verificar se o cleistotécio era hibrido ou nfo, O restante de ca-

da ume das suspensges foi mantide em refrigerador a 42C,
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3:6.4y Teste de heterocario
D R N o W B W AR TR S R DR S

Para verificar sc a resisténcia aos fungicidas dos mutantes
isolados era devida & fatores nucleares ou citoplasmgtico, foram feitos -
testes de heterocario (JINKS, 1954) realizados da seguinte maneira: Uma -
suspensﬁc de conidios de heterocdrio resultante do cruzamento entre o mu—
tante resistente e a linhagem MSE, era preparada de modo a conter § x 10
conidios por mililitro, Em placas contendo meio completo adicionado de ¥un
gicida na mesme concentraggo usada para isolar o mutante resistente, era
semeado 0,1 ml da suspensao de confidios por placa. Se ocorresse apenas & -
germinagﬁo de conidios da linhagem original resistente, isso erc uma indi~
cagdo de que @ resisténcia era controlada por fator ou fatores nuclearcs,
Caso nao ocorresse germinagao de confdios ou ocorresse a germinagﬁo de co~

£ . . o e I, S
nidios de ambas linhagens, isso dava uma indicagao de que a resistencia

. ¢ *
ere contrulada por fator ou Tatores citoplasmaticos,

3.7, G2l S e

L
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analises estatisticas
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Na andlise estatistica do nlmero dos diferentes tipos de se
tores obtidos, foi usado o teste de X2 calcula pela seguinte formula (Gﬁﬁ

NER, 1966):

o)
[
- f_oef
0 (F, = )
x = I N AN ST e B
.F
e
onde,
o .
FD = frequencia observada
~ fad .
f, = frequencia esperada

0 valor de recombinagao (c) foi calculado pela seguinte Fég

mula (AZEVEDO, 1972):

N2 de recombinantes

D 5B it 3t it B B Xt e B 3

n2 totml ascosporos

| 0 desvio padrfio (s) foi calculado pela formula (ROSATG,
1973) .



] O

p(1-p)

[ NRT ST S YO W NS N

N

4]
f

onde,

~ » -
freguenclia de recombinantas
1

T
i

N = ndmerc total de Ascosporos
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4,1, Curve de sobrevivéneia
4.1.1. Fungicids, CLORONEB

As colsnics que se formavam a partir de conidios da 1inha-
gem bi 1y meth 1, apresentavam desenwolvimento muito lento, mesmo nas do-
ses baixas (até 40 ug/ml), tendo apés sete dias de incubagao nao mais que
6 milimetres de difimetro em média. Entretanto apesar desta agao pronuncia~
da do fungicida, a percentagem de germinag&o atd a dose de 80 ug/ml era -

praticamentsz de 100%: como mostre a Tabela I e Figura 1.

Somente na dose 160 ug/ml ocorreu uma acentuada diminuigao
. ~ AL .
de germinagao (545,), As colbnias que se formavam em doses superior a 80 -
~ . £ . . R £
ug/ml. nao produziam conidios, e apos atingir no maximo 2 centimetros de .-

A
diametro cessavam de se desenwvolver,

4.1.2. Fungigide DODINE

Em presenca deste fungicida as colbnias que se formavam aw
presentavam morfologicamente idénticas %s formadas nas testemunhas, inclu-
sive com rela950 % produgao de conidios. Na dose de 4 ug/ml rao havia For-
maggo de coldnias, Notou-se também, gue com o aumento da dose de fungicida,
a percentagem de germina950 de confdios reduzia-se lentamente sendo que, -

na dose de 2 ug/ml, ela caia bruscamente para 19 (Tabela IT e Figurms 2].

4.1.5, Fungicida VITAVAX

BY A I WD o

Em doses baixas (ate 40 ug/rl) as colbnias se desenvolviam
quase que normalmente apresentando, no entanto, .crescimento mais len# e -
coloragﬁo verde mais escura que a testemunha, Em doses altas (80 ug/ml em
diante) as colbnias tinham seu desenwolvimento inibido, nao atingindo mais
que alguns milimetros de diﬁmetro, sendo que na dose de 160 ug/ml as colb-

nias formavam apenas peqguetios pontos,
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Com o aumento da dose de fungicida, havia uma acentuada qgue
.~ . . . € .
da na percentagem de germinagao, atingindo um minimo de 18% de conidios -

germinados nas doses de 160 ug/ml (Tabela III e Figure 3).



DD
TABELA T ~ Porcentagem de sobreviventes da linhagem bi 1; meth 1, tratada

com fungicida C.CRONEB,

D
ees Ne colGnias formadas Média %
{ug/m)
80
0
69 2,5 100
69
10
G0 64,5 87
84
20
63 73,5 99
a2
a0
93 67,5 9
69
80
72 20,5 5
42
160
a8 40,0 5
O
320

0 0 0
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TABELA TII =~ Percentagem de sobreviventes da linhagem E?;}ﬁ Pffflik tretada

com fungicida DODINE,

R e e e i e R o Y o TL N N5 IOV S W S W N S A A R o R aiE T S S

Doses

(ug/m.)

e e R R Rt ot NP SN SPAR SE WNE SEY A A ¥ B LT O A0F PTNE O B S S Ne N SpvI0r S S50 SO SHE T S Y S WIS S SR SO TSI A S S O T

a~ L, 2 .
Ne colonias formadas jedia %

80
79 79,5 100

]

0,50

9)]
s8]
(6]
,_J
~3
g

1,0
. 62 57 72

2,0

4,0
0 0 0
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TAZELA IITI = Percentagem de sobreviventes da linhagem bi 1; meth 1, trata

da com fungicdda VITAVAX,

R ettt VR A S et TV o S ST P SOV AR PP S TR S SHE W O SOF W AP A Vi 0 A S 3% EIF P PO S SV PO D SPS S SN 10" U TR SRR ERC R S W S S S

Doses

(ug/m1)
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A, T
Ne colonias formadas Medias %

80
75 78,5 100

10
60 49,5 63

30
20

60 45,0 57

30 43,5 55

80
24 22,0 28

160

320
0 0 0
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4,2, Recombinagao mitotica

4,2,1, Fungigide (LORONEB

)

Utilizou-se a concentracao de 10 ug/ml de fungicide adicio.-
nado ao meio completo., Foram prepar@das 20 placasy e destas, foram utiliza
das 16, sendo descartadas as demais por nao apresentarem colbnias formadas
ou no estégio de desenvolvimento desejado, Nas 156 placas, foli encontrado ~
um total de 259 setores recombinantes, somndo-se grandes e microsetores --
(Tabela V), Enguanto a testemunha (Figura 4) apresentou um total de 152 se
tores em 16 placas (Tabela IV), o tratamento CLORONEB praticamente dupli-
cou o ndmero de setores recombinantes; o que demonstrou a grande capacida-—
de deste fungicida em aumentar a Frequ%ncia de recombinagao mitdtica {Figg
ra 5].

A aplicagio do teste X2 no ndmero total dg setores recombi:-
rentes obtidos com o tratamento CLORONEB, mostrou ser altamente significa.
tivwa a diferenga entre este tratamento e a testemunha, Diferengas signifi-
cativas foram também encontradas guando se analisou separadamente os gran

des e micro-setores (Tabela VIII),

Pela medida do difimetro de oon{dios, foi verificado que num
total de 57 setores de colOnias provenientes de tratamento CLORONEB, -
70,14 eram haplSides, em contreste com a testemunha que apresentou apenas

Cmme ’. :
26,66ﬁ de setores haploides em 45 setores analisados,

4.2.2, Fungicida DODINE

Utilizogmse a Concentrag50 de 2,0 ug/ml de fungicida adiqi
onado ao meio oompleto, Na Tabela VI observam-se os resultados obtidos -
com o fungicida DODINE, Este fungicida mostrou ser tambem bastante efici~
ente em promover o aumento da Freguéncia de recombinacao mitotica em di-

pldides de A. nidulans (Figura 6).

Nas 16 placas consideradas, encontrou--se um total de 254 «

setores, sendo que, 48 eram grandes setores e 206 microsetores.



FIGURA 4 -- Setores espont@neos osorrendo na linhagem di-
ploide bi 1//MSE de A. nidulans.



FIGWRA 5 - Setores ocorrendo na linhagem diploide bi 1//MSE

PRS- LN

de A, nidulans desenvolvida em meio completo adi
cionado de 10 ug/ml de fungicida CLORONEB,
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A andlise estatistica apresentou um XZ altemente significa.-

tivo com relag%o ao nimero total de setores recombir@ntes em comparacao =
com 0 controle, Quando se analisou separadamente os dols tipos de setores;,
0 X2 foi ndo significativo para grendes setores; sendo entretanto, altamen

te significativo para microsetores (Tabela VIII).

A ploidia de 41 setores fol determirmeda, verificando--se que

’ L4 )
21,99, dos mesmos eram haploldes,

4.2,3, Fungicida VITAVAX

Usou-se a concentragéo de 10 ug/nl de furgicida adiciorado
ao meio completo. Um exame de tabela VII nos mostra que em 16 placas foi —
encontrado aperas um total de 10l setores recombinantes, contre 152 da teg

termunha.

Ao contrério do CLORONEB e DODINE, o VITAVAX apresentou uma
redugdo acentuada no nimero de grandes setores, sendo gue o ndmero de mi--

crosetores foi praticamente igual ao da testemunha (Figura 7).

A andlise estat{stica do nimero total de setores recombiran
tes mostrou um XZ altamente significativo, o que mostra a capacidade deste
fungicice em reduzir a recombinacao mitdtica em dipldides de A. nidulans,
A andlise separada dos setores recombimantes apresentou um x2 altarente -

e 2
significativo para grandes setores, sendo que para microsetores o X foi

ndo significativo (Tabela VIII).

Num total de 3 setores examinados G7,65% mostraram ser ha.-

pléides, resultado semelhante ao encontrado com o tretamento CLORONEB,
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FIGURA 6 - ColBnia da linkagem dipldide bi 1//MSE de A, ni~

e

dulans desenwlvida em meio completo adiciorado

—Re e

de 2 ug/ml de fungicida DODINE,



FIGURA 7 .- ColBnia da linhagem dipldide bi 1//MSE de A,

[N S P

nidulans desenvolvida em meio complete adicie
nado de 10 ug/ml de fungicida VITAVAX,
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TABELA IV — Ndmero de setores recombinantes'esponténeos ma linhagem die

pléiﬁe bi 1//MSE de A, nidulans.

Placa ne Gran, Setores Microsetores Total
1 5 3 8
A 3 a 7
3 2 4 6
a4 5 8 13
8 6 7 13
6 7 8 15
? 4 9 13
8 5 5 10
9 5 5 10

10 1 G 7
11 2 12 14
12 a 4 8
13 4 3 ?
14 3 a ?
15 2 3 5
15 5 q 9

TOTAL 63 89 152
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TABELA V ~ Nimero de setores recombimantes ra 1ihhagem’dip16ide bi. lZZMSE
tratada com o fungicide CLORONEB (10 ug/ml).

Placa n® Gran. Setares Microsetores Total
1 3 15 18
2 9 12 21
3 5 10 15
4 3 13 16
5 9 13 22
5 14 22 36
7 2 3 5
8 7 7 14
9 G 7 13

10 10 7 17
11 2 2 4
1.2 13 3 16
13 2 G 8
14 6 0 6
15 6 28 ]
16 2 12 14

e e i o R T e R N T T O R R A O T T O FIE A R R T S e )

TOTAL 99 160 259
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TABELA VI ~ Nimero de setores recombirantes ra linhagem dipléide bi 1//MSE
tratada com o fungicide DODINE (2,0 ug/ml).

Placa ne@ Gran. Setores Microsetores Total

1 ? 12 19

2 5 10 15

3 G 20 26

a4 5 13 18

S 2 14 16

6 3 14 17

7 2 14 16

8] 1 10 11

9 1 17 18

10 5 18 23

11 5 14 19

12 2 3 5

13 0 7 7

14 1 7 3]

15 1 21 22

16 2 12 14

A e A2 A R R 5Bk S S s bk B B 2 A A b bbbk PRI

TOTAL as 206 2%
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TABELA VIT - Nimero de setores recombiréntes na linhegem dipléide bi I_MMSE
tratada com o fungicida VITAVAX (10 ug/ml).

i A » b BB e B K. « 4 B bt e i i o PPN Sl o Al e 3 B

Placa n@ Gran. Setores Microsetores Total

1 0 5 5

2 0 5 5

3 0 10 10

4 0 2 2

5 1 13 14

6 0 1 1

7 4 6 10

8 0 1 1

9 1 9 10

10 0 5 5

11 g] 8 5
12 0 8 8
13 0 4 4
14 8] 3 3
15 0 10 10
16 8] 5 5
TOTAL 6 95 101
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4,3, Mutantes resistentes @ cmracteristicas e analise Eenetica
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4,3,1, Fungicidae CLORONEB

Em placas contendo meio completo 2 fungicidt na dose de =
1280 ug/ml (total de 40 placas), foram semeados con{dios, nume. concentra-

-
950 de 2 x 10” conidios por placa,

Durante um perfodo de incubagio de 3-5 dias, houve o surgi-
mento de um massa branca e compacta no centro de algumas placas, devidn a
germinacfio de grande nimero de conidios nelas colocados, No entanto, ndo
houve Formaggo de colBnias t{picas, a nao ser apés um tempo de incubaggo -
de 15 a 20 dims, quando ocorreu surgimento de colBnias verdes em tres pla-
oas {uma por placa), Confdios de uma das colbnias apés purificagao, foram
inoculados no centro de placas contendo os seguintes meios: Meio completo
adicionado de fungicida nas doses de 640 e 1280 ug/ml e meio completo sem

fungicida,

Para compamgé’o, a linhagem original bi 1; meth 1 foi inocy
-
lada tambem em placas contendo os mesmos meios acim descritos, Houve for-
~ " . .
magao de colonias em todas placas, mas as placas com fungicide que faram -
. £ . . . .
inoculadas com conldios provenientes do poss{vel isolado resistente, apre-~
A, . . . - A,
sentavem colonias, cujo desenwolvimentos eram superiores as colonias prove
nientes de conidios da linhagem original, e colocados nas mesmas doses de
fungicida, Nas doses de fungicida empregadas (640 e 1280 ug/ml), as c010m

nias bi 1l: meth 1 atingiam um didmetro de 3 a 1 cent{metros, respectiva-

mente, enguanto que as colOnias origiradas do isolado, apresentavam dime
tros de 5 a 5 centimetros num perdodo de incubagao de 7 dias, mostrando -
desta maneire ser o isolado mais resistente ao fungiloida CLORONEB que a 1i

nhagem original (Figura 8).

Este mutante resistente ao fungicida CLORONEB, foi denomipg
do de clo 1. As caracterfsticas desse mutante podem assim ser resumidas:
guando colocado em meio completo com fungicida, apresentava aspecto aparen
temente normal, com coloragao verde e producao normal de confdios, No  en-

tanto, guando colocado em meio completo sem fungicida, apresentava colorei-



FIGURA 8 - Linhagem original bi 1; meth 1 (alto) e mutante clo,
(abaixo) desenvol\n.dos em meio completo adicionado --
de 640 ug/ml de fungicide CLORONEB.



FIDURA 9 - Colbnia do mutante E£91 dependente parcial do fun-.
gicida CLORONEB, apresentando baixa produgﬁo de coqé
dies por ter se desenvolvido na ausencia do fungici--
ca,

il s
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¢ao marron, crescimento irregular e baixa produgac de conidios, mostrando

desta mancira swa dependéncia parcial ao fungicida CLORONEB (Figura 9).

Con{dios dipléides obtidos do cruzamento do mutante clo 1 -
com a linhagem MSE, nao germiravem quando colocados em meio contendo o fun
gicida na dose de 640 ug/ml, mostrando ser a resisténcia ao CLORONEB devi~

da a um fator recessivo,

¢ . "1. - . ~ L] (]
A analise genetica mostrou ser o carater resistencia devido
a um gene mendeliano simples, estando este gene localizado no grupo de 1li-

gacio IV a 44,12 unidides de recombinagdo da marca pyro 4 (Tabelas IX e XI).

4.3.2. Fungicice DODINE

Em placas contendo meio completo e fungicida na dose de 15

5 :
ug/ml, forem semeados 2 x 10 conidios por placa (totel de 30 placas),

Apés um per{odo de incubagao de 3 - & dias, havia a forma-
an de poucas colanias'em algumas placas que foram ensaiadas guanto & re~
sistencia ao fungicida, Somente uma coldnia confirmou ser resistente quan.-
do compareida com a linhagem original (Eéhi; mgﬁhhi], ambas colocadas em -
meio com fungicida na dose dg 20 ug/ml, seguindo-se o mesmo esquema usado
para ensalar o mutante clo 1, Conidios do mutante aquando colocados em melo
contendo 20 ug/ml de DODINE, davam origem & colSnias aparentemente normais
e com produgdo normal de con{dios, enguanto que confdios da linhagem ordgi

nal, guando colocados nesta mesma condigdo, nao germinavem (Figure 10).

Este mutante resistente ao fungicida DODINE foi denominado

de dod 1,

[Ny S A

Conidios diplSides obtidos do cruzamento de mutante.ggghy e

a linhagem MSE, nao germinavam guando colocados em meio contendo o fungici

. . . . ’ . .
da na dose de 15 ug/ml, indicando a recessividade do carater resisténcia,

Todos os setores segregantes hapléides obtidos do tratamen--
to de dipldides com PFA, naoc germinavam quando coloceidos em meio contendo
fungicida M dose de 15 ug/ml, Também ascosporos provenientes de cleistoté

clos hibridos resultantes do cruzamento do mutante com a linhagem MSE, réo



FIGURA 10 ~ Linhagem original pi 1; meth 1 (esquerda)e mu-
tante dody (direita) inoculados em meio comple
to adicionado de 20 ug/ml de fungicida DODINE,



well L
germinavam quando colocados rps mesmas condir;ges, tormando~se deste modo --

imp'oss{vel o mapeamento genético deste mutante,

Testé: de :hetei;bogrib péra verificar se esta resisténcia era
devido a fatbres citopl'asrréticos foi feito, semeando-se con{dios do heterg
cirio resultante do cruzamento entre o mutante _dggl e a linhagem MSE em «
meio completo, adicionado de 15 ug/ml de fungicida DODINE. Ndo houve germi
nagao de con:{dios, 0 que indicou ser esta resisténcia ao DODINE regulada ~

por fator ou fatores extrenucleares,

4,33, Fungicida VITAVAX

Em 40 placas contendo meio completo e fungicida na dose de
320 ug/ml, Foram semeados conidios numa concentracio de 2 x 105 confdios ~
por placa, Apos tres dias de incubacdo, houve & emergencia de uma dnica ca
18nia de aspecto semelhante a um colBnia normal, aperas com coloregio ;/ehr:

de mais escur=s,

0 desenwolvimento de colBnias origirmadas de confdios da oco-
1oniz isolada, guando comparado com colSnias provenientes de conidios da
linbagem ei 1; meth 1 ere mais rdpido guendo inoculados em meio contendo --
fungicida ma dose de 320 ug/ml (Figura‘ll). Este mutanwe resistente ao fun
giciBa VITAVAX foi denominado de Vit 1.

Dipléides resultantes do cruzamento entre o mutante e & 1li-
nhagem MSE, apresentavam desenvolvimento mais lento gque o mutante hapléide,

. . . . ’ . . .
indicando a matureza semidominante do caréter que conferia resisténcia,

A andlise genétioa mostrou estar o gene para resistencla 13
calizado no grupo de ligegao VII (Tabelas X e XII) nao apresentando, no en

tanto, ligagao com gene ngﬁ logalizado também no grupo de 1igag§o VII,

A s
4,3.44 Frequencia de mutantes resistentes

Os treés fungicidas apresentaram diferentes Fr'equéncias de e

mutantes resistentes como podemos chbservar na tabela XITI,



FIGURA 11 -- Linhegem original bi 1; meth 1 (esquer‘da)e MU=
tante Vit (direita) desenwlvidos em meio com
pleto-adicionado de 320 ug/ml de fungicida VI-
TAVAX.
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TABELA IX -~ Andlise mitStica : Setores haploides obtidos por meio do pFA a

partir do dipléide bi)meth clo, //MEE.

Grupo de ligag§0 Marcadores Resistentes Nfo Resistentes
A +
T pro paba a4 2
pro paha 2 3
* 2 2
w
II
W 4 3
&
al 1 4
IIT ga
gal 5 1
iro” 6 0
v P
piro 0 5
e
fac 3
Vv c 3
C Tag 3 2
ot
2 2
VI °
5] 743 3
-
ni 5 fa
VIT o
nic 1 1
.%_,
ribo 2 4
VIII

¥ibo a 1

(HLE. i PR i ' PRSP PO
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TABELA X - Andlise mitdtica : Setores hapléides obtidos por meio do pFA a

partir de bi 1; meth 1: Vit 1 x MSE.

(SRRSO A S SN R -

s iR onnd

Grupo de 1igag:§o

P i PIRTE ARSI |

IT

ITII

VI

VII

Vercadores

+
pro paba

pro paba

gal

gal

£

5
]

pPyro

pyro

fac

fac

+

nic

nic

ribo

riba

e N A N R R = BL TP DPUI EE i S5 TV

Resistentes
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2

o
o)

.

Ak B E T

Nao resistentes

10
5

11

8]
15

5
10
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TABELA XI. - Fenétipos e Frequ%ncias observadas de colOnias obtidas do cru-

zamento 9£31 X M§§
Fendtipo Freq. Observadas
- S - + B B R I S 2. % P
Resistente -~ piro 25
Resistente ~ pirom 35
+
Sensivel -  piro 10
Sensivel - pirom 32
TOTAL 102

P &

sl e B a PO,

o

a
C = -saiie = 0,4412 ou 44,12

102
S = 4,41
c=44,12% 4,41

2 ~ ‘
X~ (relagfo 1:1) = 3,18

TABELA XII - Fenétipos e frEqu%ncias observadas de colGnias obtidas do cry

zamanto Yiﬁl x MSE,

Fenétipo Freqg. Obserwvadas
Resistente = nic+ 31
Resistente - nic 21
sensfvel - ;nic+ 37
Sens{vel ~ . pic 13

102

TOTAL

58
C = camass D, 5686 ou

102

S = 5,68

c = 55,86 X 5,68

56, 86%

2 ~ ’
X~ (relagéo 1:1) = 0,04
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5. DISCUSSNO

3 ~ " » »
5.1.A5g9qm§;pa§§p mitotica

S.1.1. Fungicida CLORONEB

0 modo de aggo de certos agentes fisicos e qu{micos no aumen
to da frequgncia de recombiragéo mitﬁtica, foi estudado por HOLLIDAY (1951,
1964), e ESPOSITO e HOLLIDAY (1964) gue concluirem estar a capacidade des-—
ses égentes relacionados com a capacidade dos mesmos em inibir a replica-—~
cao genética. A inibigao da sintese de DNA produziria um estado de desens
wlvimento ndo balanceado na Céiula, 0 gual faworeceric o pareamento de ~
cromossomos homblogos e subsequente recombinag@o. HOCK e SISLER (1969) obe
servaram quz o fungicica CLORONEB age, entre outras maneiras, inibindo di-
reta ou indiretamente a sintese de DNA, & um grau tal, que se pode esperar
a cessagao de desenvolvimento do organismo em Rhizoctonia solani. Isto nos
leva a supor que este fungicida, na baixa dose empregada no nosso trabalho
(10 ug/ml) atuariay provavelmente, inibindo de modo mais suave a sintese -
de DNA, criando desta maneira, condigaes favoraveis para o pareamento dos
Cromossomos homélogos e subsequente recombinagﬁo, sem caysar interrupggo -

total do desenvolvimento do organismo,

A elevada percentagem (70,15) de setores segregantes haplﬁiw
des obtidos nas colonias tratadas com o CLORONEB, mostre que este fungici~
da nfo s6 aumenta a frequBncla de recombinagdo mitStica, como também favow
rece a haploidizacao de dipldides de A. nidulans. Esses resultados sao se

melhantes aos resultados obtidos por HASTIE (1970) com o fungicida benlate,

Isto sugere gue o CLORONEB, além do modo de agho acima dis—
cutido, pode atuar de outre maneire na promogdo do aumento da freguencia -
de recombinacio mitdtica, ou seja, através do aumento da segregagio cromos,
sOmica. Substfncia capaz de aumentar consideravelmente a Frequéncia de se~
gregantes hapldides, j& foi descrita por MORPURGO (1961), sendo que os me~

canismos enwolvidos na formag@o de recombinantes por meio de haplodizagfo
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de diploides, se da atraves de aneuploidia com perdas sucessiveis de cro-

mossomos até gue o estado hépléide seja atingido (KAFER, 1960).

Esta capacidade do CLORONEB de promowver a haploidizagéo de
dipléides poderé ser Util em estudos genéticos, como por exemplo, aqueles
gue envolvem andlises genéticas atravds do ciclo parassexual, Entretanto,
devido a sua capacildade em inibir a sfntese de DNA, torna-se necessario -
verificar antes de tudo, se esta inibiggo n2o iria aumentar de modo consi
derdvel a frequéncia de permutas mitéticas, 0 que ndo & desejével nUME B
nalise genética através do ciclo parassexual, pois isso alteraria comple~
tamente os marcadores genéticos existentes nos diferentes grupos de liga-

~
cao,

Desta maneira, podemos considereir dois modos provaveis de a
gao do fungicida CLORONEB com re}ag%o ao aumento da frequéncia de recombi
nagio mitotica em dipldides de A« nidulanss: a) inibindo o sintese de DNAy
aumentaria a frequencia de recombinantes mitdticos por meio de permuta mi
tStica; b) induzindo a haploidizagao, aumentaria e Frequ%ncia de recombi

. ~ A .
nantes por meio de segregagac cromossomica,

A alta frequéncia de grandes setores (X2 altamente signifi-
cativo ~ Tabela VIII) nos tretamentos com o fungicice CLORONEB, provavel—
mente se dewve ao fato deste fungicida atuar logo no infcio da germinaggo
dos con{dios, possibilitando desta maneire, um maior desenvolvimento dos

setores segregantes por ele induzidos,

5,142, Fungicida DODINE

Este fungicide tambem apresentou alta capacidgde de aumen-—
tar a frequencia de recombinagao mitotica em dipldides de A. nidulans, ~
mas esﬁa capacidade nao pode ser relacionada com uma inibicao de sintese
de DN, O DODINE atua principalmente alterendo a permeabilidade da parede
celulary, o que resulta na perda de constituintes celulares e, também, ine
tivando certos enzimas vitais envolvidos no metabolismo de carboidratos -

(BROWN ¢ SISLER, 1950), Entretantoy esta perda de material e inetivagfo —
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de algumas enzims vitais, prowevelmente causaria um atrazo na divisdo -
celular; o que permitiria ume meior oportunidade e tempo de pareamento dos
CromosSsomos homélogos e em consmqu%ncia maior oorrencia de permutas mi £

ticas.,

A baixa percentagem (21,95) de segregantes hapléides obtidcs
nas colbnias tratadas com DODINE, ¢ um indicagg.o de que a maioria dos se~
tores recombirantes sao resultantes de permuta mitotica. Resultados seme-
lhantes foram obtidos por FRATELLO, MORPURGO e SERMONTI (1960), quando tra

. ¢, . . f
tarem diploides de A, nidulens com doses baixas de formaldeldo,

/i alta frequéncia de micro setores (XZ altamente significati
vo - Tabela VIII) nos tratamentos com o fungicida DODINE, prowavelmente g
devido & acio retordace deste fungicida na indugto de permuta mitética, im
posgibilitando deste forma um meior desenwolvimento dos setores segregan-

tese.

5.1.3. Fungicida VITAVAX

Este fungicida, ao contrdric do GCLORONEB e DODINE, @&apresen—
tou uma reduc@o no nimerc total de setores recombirmantes guando comparaido

com a testemunha,

Como ndo foi encontreda menhuma referéncia de como este fun-
gicida exerce seu efeito Fungitéxico, podemos lewvantar a hipﬁtese de que ~
este fungicida deve ter alouma agao, guer seja direta ou inqireta, nos e
canismos envolvidos no pareamento dos cromossomos homdlogos, A alta percen
tagem (67,65) de setores segregantes hapléides, obtidos nas colonias tratg
das com este fungicida, € uma indicacdo de que os recombinantes obtidos -
s80 resultantes de segregag&o cromossamica, nao envolvendo, portanto, pare,
amento,e permuta entre cromossomos homélogos.

®
L] -

Comparaendo os dedos obtidos, podemos verificar que os trés -
fungicidas usados no presente trabalhoyapresentaram resultados bastante ~

. ~ - ~ fad . N ~
diferentes com relagac a acao cesses agentes na frequencia de recombinacgao
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mitdtica » Enguanto que os fungicidas CLORONEB e DODINE apresentarem alta
capacidade de aumentar a Frequ%ncia de recombinaggo mitéfica, o fungicica
VITAVAX, ao oontrério! apresentou uma‘reduggo acentuada no nimero total de
setores recombinantes. Mesmo entre os fungicldas C(L.ORONEB e DODINE houwe -
diferengas, ja gue o0 primeirc aumentou significativamente, tanto a FTEqUQQ
cie de grandes setores guanto & de microsetores,; e o DODINE apenas teve -
efeito sigpificativo somente no aumento da frequencia de microsetores (Te~

bela VIII) #

Desta maneira os resultados obtidos néo podem ser generaliqg
dos a outros fgngicidas, bem como nao devem ser extrepolados a outras espé
cies de fungos« No entanto, ¢ uma indicagao importante das reais possibi}g
dades da ocorrencia do problema de Frequéncia de recombinagao mitética, enm
condigoes de campo, guando fungicidas S0 aplicados para o controle de fun

. N . 1 .
gos fitopatogenicos que apresentam o ciclo parassexual,

¢

5.2, Mutantes resiqﬁentes

fo contrdrio do que ocorre no controle de outros organismos
como insétos e bactérias, a emergtncia de mutantes resistentes em fungos, -
em Condigaes de campo, e gue cheguem a causar problermas na agricul tura é
raro (BEORGOPOULOS, 1969), Entretanto em 1aborat5rio, mutantes de diferen-
tes espécies de fungos resistentes e fungicidas j4 foram isolados (ASHIDA,

1965; BEORGOPOULOS e ZARACOVITIS, 1967).

Os problemas de resisténcia a fungicidas, os mecanismos gené
ticos e biOqu{micos enwelvidos nessa resist@nciaz ainda nao estdo claramen
te elucidados (BEORGOPOULOS e ZARACOVITIS, 1967). Sabe~se que os fungici-
das atunis sio geralmente inospeofficos, e desta formo sao capazes de iniw
bir um groinde nimero de processos vitais no metabolismo do fungo (GALLT, =
TOKESHI, DE GARVALHO, BALMER, KIMATI, CARDOSO e SALGBADO, 1968), Desta raw-
neira, torna-—se diffcil determinar com absoluta certeza, quais as modificg
cOes gue sofre um organismc nos seus processos metabdlicos e na sua estru—
tura, de modo a tornar-se resistente a umm determinada fungicida. Em  cer--

+» . M “
tos casos, no entanto, € possfvel especular sobre o mecinismc de resisten—
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cia a um fungicide como no ocoso de WESCOTT e SISLER, (1954) que observaram
. . . . . - ¢

maior acumulo de ciclohexamida na especie sensivel dz Saccharomyces pastc—

= , . . o, . .
rianus, do gue re cspecic resistente de Saccharomyces fregilis, provavelmen

te devidg a perda de sitios de acumulo da substincia tixica na espécic re~
sistente. Também a maior absorgfo de derivados de oxatiin nas espCeics  do
Fungos'sens{VeiS do gque nas Gspécios resistentes foi chservado por MATHRE
(1968). Como o VITAVAX ¢ um dos derivados do oxatiin, pode~sc supor guc a
resisténein ao fungicida VITAVAX, do mutante obtido no presentc trabalho,-
cstd rolacicnado com a menor gapecidade deste mutantc em absorver @ acumu-

lar o tOxico em scu organismo. Resultados semelhantes obteve THRELFALL -

(1968) com mutantcs de A, nidulans rcsistentes a@os fungicidas PCNB e TCNB.

No caso do mutante resistente ao fungicida DODINE, as causas
gue promovem csta resistémcia devem serem outres, O teste de heterocério
mostrou scr esta resisténcia controlada por fator ou fatores Citoplasméti~
co. ARLETT, GRINDLE e JINKS (1962) isolarem mutantes de /w nidulans  cujo
Cargter ere controlado por fatorecs cit0p1asm5tico num total de 7 part{cu~
las, Desta maneira, pode~-se supor gue uma ou mais part{culas Citpplasméti~
cas deyem estarem envolvidas nos mecanismos de resisténcia ao fungicida
DODINE,™Entretanto, como se sabe, este fungicida atwe principalmente cau-
sando alteragaes na permeabilidade da parede celular (BROWN e SIS.ER,1960),
através da ligaggq do seu grupo guanidino com pontos de ligagao existentes
na parede eelular, Desta forma, poder-se~ia supor gue, a part{cula ou par-
tfculas responséveis pela resisténcia ao DODINE, estejam enwlvidas direta
ou indiretamente na Formaggo dos pontos 1igag§o na parede celular, Devido
s alteregbes sofridas res suas estruturas pela mutagao, estas particulas
alteradas impediriam a formagfo dos pontos de ligecfio na parede celular, -
atrevés dos quais o DODINE atuaria, torrando desta forma, o organismo re-

sistente & este fungicida,

0 fenbmeno de um organismo tormar-se dependente de uma subse
tAncia gue normelmente lhe & tEXica, como no caso do mutante clo 1, Jé foi
relatado por EMERSON (1947), YEGIAN e BUDD (1948), CURTIS, STAUFFER e
BACKUS (1955). Entretanto, os mecanismos através dos quais um organismo -

A . ~ s, ~
torna~se dependente de um substancia que normalmentc lhe e toxica, neo eg
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td ainda esclarecido, No presente caso o mutante clo 1 provavelmente so-
freu alteragges na sua estrutura g%nica‘de modo a adaptar o seu metabolis
mo ao uso do CLORONEB ou seus derivados, O uso de derivados metabGlicos -
de fungilcida CLORONEB na Formagao de compostos necessarios ao seu organig

mo foi relatado por HOCK e SISLER (1969) em Rhizoctonia solani.

A . .
8,2.1. Frequencia de mutantes resistentes

Devido a faridade de surgimento de mutantes de fungos resis
tentes & fungicidas, em condigBes de campo (GEORGOPOULOS, 1969), era de -
Se espersr tambdm uma baixa frequencia de mutantes resistentes em condi.-
coes de laboretorio, Rea}mente isto ocorreu no presente trabalho como po--
demos wver na Tabela XIII, O fungicida OLORONEB apresentou a maior frequ@g
cia de mutantes, enquanto que o VITAVAX teve a menor FTOquancia. No entan
to, devido ao pequeno ndmero de confdios analisados, ensaios mais exter—
sos tém gue serem realizados paye que se possa ter uma melhor ?déia e

frequéncia de mutacfio pare resisténcia a estes fungicidis em A. nidulans,
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6. RESUMO E CONCLUSBES

0 presente trabalho foi desenvolvido com a finalidade de se
estudar a agao de fungicidas ma freguéencia de recombinagao mitdtica em Ag-

pergillus nidulans, isolar mutantes resistentes aos fungicidas usados e a-

. ‘ . . Al .
nalisados geneticamente e, finalmente, determinar a frequencia de mutantes

resistentes,

Os fungicidas usados foram os sistémicos 1y4~dicloro-2, 5-di
metoxil benzeno (CLORONEB) e 2, 3~dihidro-5--carboxanilido-6-metil~1,4=—0xa—

tiin (VITAVAXJ,e o ndo sistemico acetato de n-dodecilguanidina (DODINE).

Para se estudar a Frequ%ncia de recombinagéo mitética, foi
usada a linhagem dipldide bi 1//MSE, e pare o isolamento, mapeamento e os

estudos de frequencia de mutagdo foi usada a linhagem bi 1; meth 1.

~ . . o1 ®) .
Nos estudos da frequencia de recombinag@o mitdtica, foram -
considerados dois tipos de setores: a) grandes setores: todos os  setores
PR AL ’ . PR S
visiveis a olho nu; b) microsetores: todos os setores visiveis somente a-
- . #. . \ . ~
traves de estereomicroscopio, sendo levado em consilderagaoc apenas os seto-~

res de coloragao branca e amarela,

. Al . . .
As curvas de sobrevivencia aos fungicidas foram determina-

das e mutantes resistentes foram isolados e analisados geneticamente.

Pelos resultados obtidos podemos concluir que¥

1 - Nas doses empregadas os fungicidas CLORONEB (10 ug/ml)
e DODINE (2 ug/ml), apresentarem alta capacidade de aumentar a Frequéncia
de recombiragio mitdtica, enguanto que o VITAVAX (10 ug/ml) ao con?rério,

apresentou uma reducao acentuada no total de setores recombinantes,

2 = 0Os fungicidas CLORONEB e VITAVAX apresentaramese como -
agentes indutores da haploidizagéo de dipldides de A. nidulans, enguanto -
gue no trotamento com DODINE a freguéencia de setores hapléides foi pratica

mente igual A testemunha,

3 ~ A resisténcia aos fungicidas CLORONEB e VITAVAX foi de~



s
vide em ambos 0s casos a um Unico gene, estando o gene para resisténcia ao
CLORONEB localizado no grupo de 1igag§o IV! e 0 gene para resisténcia ao -
VITAVAX localizado no grupo de 1igag§o VII, A resisténcia ao fungicida DO--

DINE foi determinada como sendo de matureza citoplasmﬁtica.

4 - Os resultados bastante diferentes obtidos com os trés -
fungicidas, em relacgao a freguéncia de recombinagfo mittica e caracterfs-
ticas dos mutantes resistentes an?lisados, nao podem necessariamente serem
generalizados e outros fungicidas, Embora néo podendo a priori serem extra
polados & outras espécies de fungos, 0s resultados sao, no entanta, um iﬂ,

dicagﬁo das possibilidades de ocorréncia do problema em condigaes de eampo,
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The present research was carried out to study the effect of
three fungicides in relation to the alterations in the frequency of mito-
tic recombination in a diploid strain of the filamentous fungus Aspergillus
nidulans. Also studies related to the isolation of resistant mutants, their

frequencies and genetic location of such mutants were carried out.

The fungicides used were: 1,4~dichloro-2,5~dimethoxylbezene
(CHLORONEB), 2, 3-dihydro~8-carboxanilido~G-methyl-1,4~oxathiin (VITAVAX) -

and n~dodecylguanidine acetate (DODINE),

The strains used were the diploid strain pbi 1//MGE and the
haploid strain bi 1; meth 1. From the results obtained the following con~
clusions ca&n be drawns

1 - CLORONEB (10 ug/ml) and DODINE (2 ug/ml) caused an in-
crease in the frequency of mitotic recombination, On the other hand, the -
fungicide VITAVAX (10 ug/ml) ecaused reduction in the total number of re-

combinant sectors when compared with the control,

2 - CLORONEB and VITAVAXware able to induce large amount of
haploidization of the diploid strein useds DODINE did not increase the fre

quency of' haploid sectors,

3 ~ Resistance to the fungicides CLORONEB and VITAVAX was
monogenics The gene which confers resistance to CLORONEB was located in =
linkage group TV and the gene for resistance to VITAVAX was located in lin

kage group VII,
Resistance to the fungicide DODINE had a cytoplasmic nature,.

4 - The obtained results regarding the frequency of mitotic
recombination and mnature of the analysed mutants although cannot be neces—
sarely extrapoled to the other species of fungi, are an indication of the

possibility of occurrence of such problems in field conditions,
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