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1 - INTRODUÇÃO 



1. INTRODUÇÃO

É sabido que o processo de recombinação mitÓtica denominado 

de CICLO PARASSEXUAL, descoberto por PONTECOR\JO 0 ROPER (1952) no fungo 

( ) 
, , . 

f\;"J?!31JlÍ}f.,Lf,S., nj.j;-t},.ª.!1.s, Eidam V•.tinter, tambem ocorre en numerosas especies

de fungos fitopatogênicos. TINLINE e l'H\CNEILL (1S69) apresentam uma revi-• 

são sobre a ocorrência do ciclo parassexual em fungos fitopatogênicos, 
, . de podemos encontrar mais de duas dezenas do especies que apresentam 

processo do recombinação mi�tica. 

on 

este 

Trabalhos experimentais usando agentes fisicos como a luz 

ul tra•�violeta (WOOD e l<AFER, 1969; HOLLIDAY, 1961) 1 ou agentes quimicos -

como aldeído fÓrmico, nitrogênio mostarda (FRAT8-LO, MORPURGO e SERMONTI, 

1960; MDRPURGO e SERI\/DNTI, 1959), agentes alquilantes (MDRPURGO, 1963), 

tem demonstrado que este processo de recombinação mitÓtica pode ter sua -

frequência aumentada, quando esporos diplÓides do fungo são tratados com 

estes aoentes e, em consequência, nova� raças fisiolÓgicas podem surgir� 

mo verificou BUXTON (1956) em Fusarium. Assim, torna•�se importante verifi ���� .,_.
N 

car se fungicidas normalmente utilizados para o controle de fungos, sao ca 

pazes de aumentar a frequência de recombinação mitÓtica, o que poderia fa­

cilitar a emergência de novas raças fisiolÓgicas. 

Outro aspecto que será considerado é o que diz respeito a 

frequência de mutantes resistentes a esses fungicidas, devido a sua impor­

tância pare. futuros estudos genéticos, bioquimicos e @plicados, 

Apesar de não ser fitopatogÔnico, o fungo filamentoso As-

eerg;illJ;!s, n_i_d.l:f�!1..ê, foi escolhido pela facilidade que nos oferece para esM 

tudos do ponto de vista genética, tais como, facilidade de obtenção de mu-
" , ('w .,, , 

tantes e oxistencia de diploides onde a recombina9ao mitotica e facilmente 
, 

visualizada. Alem disso os dados obtidos com o A. nidulans servimo
� l. :,: ... , ... T :t·'$r11 ·t 

mo 

, , , 
so paro o enriquecimento da genetica deste fungo, como tambem, eventualme�

- , 
te, poderao ser extrapolados paro outras especies.



2. REVISÃO DE LITERATURA



A revis;o de literatura serÚ dividida em quatro Ítons a sa� 

ber: 

a) Ciclos biolÓgicos do 6.§..p§F,gi}�� 0�PUtE.í'..�

b) Indução do recombinação mitÓtica

c) Mutantes resistentes

d) Modo de nçno dos fungicidas

2.1.1. Ciclo sexual
.. ........ ����-.: ••• 1t ..... 1,1-

,. 

Sobre o ciclo sexual sera foi to um resumo bosendo nos troba 

lhos de pmnECORVD, ROPER, HEMfVONS, MACOONALD e BUFTm� (1953). 

O micÓlio do 
,. ,. 

e formadJ por celulas mul tinu•• 

cleadns. Algumas dessas c�lulas podem se diferenciar (c�lulas podais), dan 

do origem a conidi�foros, quo terminam por urro vesiculo globlosa também 

multinuclonda. [)Q superficie desta vesícula globo,3Q saem os esterigrms pr� 
,. . ( , 

marias, cada um produzindo dois ou mais ester1gm0s secundarias, Cada oste 
r ,. . , r rigma secundaria dn origom et ur/l::'1 cadeia do com.dias uninucl8Cldos, sendo 

que, os conidios muis jovons estão sempro na bnso dessas cndnias. Tan,m o 
t ' · ' · d" ' "" t b" . 1 S d . .os origmn primaria como o secun ario sao om em uninuc eados. en o ongi~

nodos do �nico n�cleo do esi-;erigma, todos os conidios de uma rodeia 
. 

.,. 

suem o mesrro tipo de nucleo. 

p□s= 

É comum a ocorrência de fusão de hifas de um mesmo micGlio, 

mas em geral os hoterocários sno resultantes da fusão de hifas de linha�� 

gens diferentes. O l• �l�'1!.1E. apresonta corpos de frutificação (Cleistotf 

cios), quo depois de 8 n 10 dic,s de incubação da cultura a 37QC apresentarnt� 

se rmduros. 

Elos são redondos, do coloro.çÊÍo escurn. o contendo cêrcn do 
5 , 

10 nscos no seu interior. No interior de cncln asco encontram-se 8 celulos 



�--·3-

. t 
.. ,.. .. ;provem .. on ·es do um procosso cariogo.mico, que da urigem ao zigoto. Estu so-

..., . "t ,. ,. frou divisem meio ica, produzindo 4 celulas haploidoG que por sw. vez se 
; ,- N 

diviclixtrn1 mi taticamente, rosultnm1o ns 8 celulo.s. Essns celulas sao chama•• 

das cio ascos poros, são binuclnado.s e possuem coloro.ção castanho nvorrnolha•• 

da. 

2, 1. �� � Ciclo parassexual 
' ... 4-...... _ .... _.-,.. .. .;,.....,..f,..�-"'---II--$-� 

ROPER (1952) observou qt.E, olGm do ciclu sm<ua.l, um outro •· 

ciclo ocorria concomitantemente ao ciclo soxuaJ.. em P,. nidulans. Esto ou,• 
·-��----J 

tro ciclo foi denominado de pnrassoxual por POMTECOR\AJ (1954), e suo. ocor�­

rÔn cio. envolve três otnpas: nrx�rocimento de di p16icies 8 m 1 inhagons nnrm.-:11
'• N tf' N 

mente haploides, rocombinnçno mitotiro o haploidizaçco. 

N ,;- • O ciclo po.ro.ssm<ual inicin••se com u formaçao de hetenJcnrio, 
N ; �. seguindo-se a fusao, raro nus rer:rulnr, de nucleos haploides dentro das hi�• 

,. " d ,.., . 'd' fos. Fornum,,-se desta maneira nucloos diploides que a:rno origem o coni ios 

dipléides. Apenas 1 em cada 10
7 

conidios de um heteroc�rio são diplÓides -

(ROPER, 1952). Esses diplÓides quando isolados, são relatiV:;tmente está­

veis, por�m podem dar origem a recombinantes atrevés de eventos que omr-­

rem dUl'."ante a mitose, 

são três os processos conhecicbs que podem dar recombina.ri-• 
. ,. tes a partir de diplo1des: 

a) Permuta mi tÓtiec-:1
" . ta . "t· t' De modo esporadim, ocorrem permu s mJ .. to icas no es agia -

de 4 fios sm dipl�ides (ROPER e PRITCf--11\AD, 1955). Essa permuta mitÓtica fi 
-

ca geralmente confinada R apenas um braço de um cromossomo, e faz com que 

fiquem homozigotos todos os genes em associação e distais em relação ao 

ponto de permuta. Genes prm<irrais ao ponto de permuta, no outro braço do 

mesma cromossomo, ou ainda em outros cronnssorros, perrranecem heterozigotos 

(PONTECffiVO e KAFER, 18LlB). 

b) N20-disjunção mitÓtica

A ocorrência de não-disjunção mitÓtica, � como resultado -

um nÚcJ..eo homozigoto para um ou ma.is pares de cromossomas horrologos, porém 



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

e) Haploidização
,. . ,. � 

Haploides podem se originar a partir de d1.plo1.des, atreves 
, 

de aneuploidia, com perdas sucessivas de cromossomos ate que o estado ha-

plóide estável seja atingido (KAFER, 1560) • 

O estudo da indução do recorrbinação mitÓtica em diplÓides,­

atrav�s do uso de agentes fisicos ou qufmicos, jJ foi realizado em algurrns 

esp�cies de fungos, Foi observado por IKEDA, ISHITANI e NAKAMURA (1957) um 

aumento ns. segregação mi tática f quando diplÓides de f\;3p_exz�i.J.J,.u,.s, P!'Y.Z_fl,e, e�-

ram tratados com a luz ultra violeta. Em !J.s,.t;i.}.,ago_ � ... �� alta proporçao de 

segregantes foi obtida quando se tratou diplÓides hoterozigotos com luz -

ultra-violeta. As evidências observadas, indicam que a luz ultra-violeta 
,.,, , 

age iniciando o parearrBnto de rcgioes homologas dos cromossomos, e qw a -
N # 

proporçao de celulas nas quo.is isso ocorre, e possivelrronte o comprimento 

da região pareada, aumenta com o aumento da doso (HQLIDAY, 1961). 

HU.LIOAY (1964) concluiu quo a C)'.:lpaciclade ele certos agentes 

f "' · b' ,., 't't· t' 1 i em aumentar a requencia de XBc□m 1.naçao mi o 1.ca, es a re ac onadü com a

capacidade destes agentes em inibir a sinteso de DNA, como ocorre com o an 
-

ESPOSITO o HQLIOAY (1564) trutando c�lulns dipl�iclos de 

b!,.�t�l2P�� �EL�, do populações sincronizadas o nno sincronizado.s, com 

5-fluordeoxiuridina vorjficaram que, na primeira, a resposta com relação

ao grupo do inibição de sintose de DNA era mais pronunciada o que esta ini
. ......

• N t ,/> • 

N # 

b1.çao emporaria, induzia a reoombinaçao mitotica, Sugerirem que a inibi-

çéío da sintese de DNA produz um esta.do do desenvolvimento não b::llanceo.do
, , 

nas colulas, o qual favoreceria o parco.menta do cromossomos homologas o

subsequente recombinação.,.

MORPURGO o SERMO\JTI (1959) obtiverem acentuado aumento na 

proporção do sogregantes, quando conídios dipl�idos do P_o_n,=!;�:iJ-JJ. .. t?,.m, .stil2'..�­

gp,n.u..n:: foram trotados com metil-..•bis (-clorootil) o.mina (HN-2).



,

No Cel.SO ospocif ico do fungu r�sp.,o.r.rr.�,ll..L!..5., IJi..�.uJ..!=1.n.s., podemos nos rofürir ClOS 

dados do FR(,TELLO, MORPURGO o SERMONTI (1S60), que ostudarom a açnci do 
;.. A • • A 

tros oaentos mutogcnicos: fornnldoido, ni trogenio mostarda o luz ul tr,:1 ... -vi,s 

lot.-:t, em diplÓides do A. nidulans. Vorifirorom qLKJ os ogontos quimicos for 
� '-�> ............ ,,._,.,,._. . ..,.-J -

maldoickJ o nitrogênio mostx:irda i produziam acentuado ourrento m sogrogaçno 

soméitica, enquanto quo o. luz ul tro.-violota tovo nnnor efeito. O formal doi­

do au1nentou notavelmento a ?requÔncia de rocombino.ntos, devido a pormuta -
• J-,,,,,. ..n1J. L,□t:i.co, e com o aumento do doso, ocorria um aumento do segregantes resul

'""' 

t N N '• antes d� nno disjunçao o sogroc6ntes haploides. 

\VOOO e KP.FER (1969) vorificarom um oumonto do soorognntos 
.... "t· . ,. I' t ;_ mi"º 1cos, quando diploidos do f�• .t71:E.,U.Ji:t..I:..S.. foro.m -:ru Lctd□s com a luz ultre 

violou::, Um liç;oiro aumente ocorria, quando os confdios tratados oram dor,... 

montos, enquanto quo um aum3nto drástico ocorria, quando os con!ctios trnto. 
-

dos ostawm germinando. 

Estudos visando compo:rur o co.po.cidade do induzir mutaçÕus o 

induzir permuta mitÓtica, foi feito por MORPlflGO (1963) usundo agentes al­

quilantes om 0_. [li.d_u}-!l.n .. Ei,, e os rosul tc,dos obtidos clomonstrarom quo a capo.~ 

cidade mutagÔnica de um composm 
1 

nodr'.l tem n ver com sua capacidada de in­

duzir a rocombinaçno mitótica. 

Um estudo com o fungicida benlate foi feito por HASTIE 

(1970), qLE verificou sor esto capaz de alteror :rv.dica.lmonte a ostabilicb­

do de diplÓides de é_. �"�.Llt;:7.[l�.- Observou que os setores recombimntos eram

rrois numerosos nos trotnmentos cem bonlato o 1 alfrn disso, ossos setoros 
. , d t l>, • . d . 

N 

ocuprlvam rreior aroo en ro dn. co onin, in ioondo qU8 e1 sogrege1çao ocorri.e, 
� 

1� . nos estagias iniciais do dc,senvolvimento da co onio.. Poucos setores segro-

gantos espontâneos eram haplÓides, e grande proporção do sotores formados
f �. N , • om D,S}o elo bonlo.to erom haploides. P.parontementc 1 o benlate no.o so induziu 

o fornnção de seoregantes, corro tamb�m aumentou significantcrrente o propor_

N d J "'· çao o setores hap.oides.



2. 3. Mufontes resistentes
, . ..$.-""'-"'· ...... , ............... ,.,,__..$- .. , :li • it 1# .» _..._._ ....... 

Referencio.s com roloçÕo o. mutantes rosistontos, do fungos .,,. 

fitopatogÔnicos, nos funnicidns usados no presontu trübalho podem ser on­

contradns nos trabc.tlhos dos envolvidos por M'\CNEILL o SPBAN!WAGAM (1968), ,� 

KAPPf1S o GE0RG0P0UL0S (1rl70) o TILLMAM o SISLER (1D71) • 

No cnso especifico do (,. nidulans, mutant0s rosistontos a -
·�- l.....�----.,A-..-.., .. 

vários agentes inibidores ( actidiono, .e; •fluorfenil,:üDnino, teoquil, ioc!oci­

cot2.to D verde rro�qui to.), foram isolados por ':J/\RR o ROPER ( 1965 ) •

THRELFALL (1958) isolou mutantos do f1. nidulans rosistontos 
1 - .. �- � ..... . ,,. "" 

aos fungicidns PCNB o TCNB. Esta resistência ern dada por dois genos rn�-

cessivos, localizo.dos no grupo do ligação III. /\ resistência desses mutan 
..• 

tes aus fungicidas TCNB e PmB, foi consideracb corOCJ senda devido a um de­

crfscimo na capacidade dos rnuwntos om acumular a substância tóxico., o nêio 

no O:'J.pncidndo dos mesmos em nutnbo1izar essns subsh�ncias em produ tos ino•-· 

fensivos. 

Novo mutantes de r,. nidulans rusistentos no fungicida bonla 
�- •�-ll-�,,1,-4--...... .........,, 

to, fororn isolo.dos por Hf181IE o GE0RG0P0LL0S (1971). Cinco mostrnrnm serem 

mo.is resistentes, estando o aono paro essa resistência localizado no grupo 

do ligo.çÕ.o VIII. Os demais nnnos resistentes, tinham o geno para o. rosis,­

tência localizado no grupo de ligação II. 

TUYL, 0/\VI0SE e DEKKER (1973) tambÓm isolaram mutantes de 

l• ��.c:l..l:fl-:"1J1,.8., rcsistontos ao bonomil (benlato) e t��bendozol, através trnta­

mento p�vio do conidios ru rn luz ul tra-violcto.. Em ambos os casos, o gono 

para rC1..sistência estaw localizado no grupo de ligação VIII. Os c1utores 

propÕom quo ossos fungicidas intorforem ne formação do fuso ,  através do 

comploxos formados ontro os fungid.dns o proto:fncls do ·fuso, o qw rosul ta 

no inibtçêio cP mi tose. 

Reforencio.s com relação aos mocanisrnos envolvidos na açuo 
,, 

fungitoxico. dos fungicidas usados nesta trabalho, foram encontrados nos 



trobc:lhos do BROWN e SISLER (1960). Esses autores, estudando o mocb do a., 

çao do fungicidn DODINE, concluiram que alterações no permeabilidade da p:1 ....
rod8 celular quo rosul ta na perda de constituintes celulares vitais, e mm ....

bém, n inntivo.çno do cortas enzimas responsávois pelo metabolismo de car­

boidrotos, parocem sor os nucanismos atrov�s dos auais este fungicida oxor 

cc sou efoi to tóxico om ?E,Sl?._hi:E?;o/P.9 .. s .. PE,s_!:;3,r.;!-?!1,U.§.• 

B/\RTZ e MITCH8-L (1970) sugerem que a desintoxicação motabt5 
, , ....

lica podo sc-Jr o rrBCEJ.nismo pelLJ qual o fungo f..�'1...:r:11::1!1] �é:& f_,,.SE,• .. PI'=��

6 rusistonto no fungicidn DODINE. 

HOCK o SISLER (1569) utilizando o fungo BPiz�E.tsin�.s. �2.0.i-., 

obsorvnrom que o fungicida a..□RONEB, entro outros nune:i..rns, age inibindo 

diro-1:n ou indiretamento n sintoso do ONA, devido a su::t ação em impedir o 
N H ,. N 

incorpornçno do timidina. Esta açao o tao prununcindn que se pode esperar 
,., 

a cessaçno do dosenvolvirronto do organismo,

Os compostos doriVEldos de 1-4 oxathiin (VITAVAX o F 461)mo� 

troré::-cm ser porticularmonto efetivos no controle do fungos fitopotogênicos, 

tais como, E_�c_c_inJp ��2.0,VP!.?, .��s_s (Eriks) Carloton, !Jr,�.!1:,Y__,S!:;;3, Et1P.:3P.°tP�

!lf?��Arth., .u .. s .. t_:i;?-�.R.º [2.1:::._C_lc:� (Fons) R ostr. o fl�h}.-_!.;?E}P.Jl�Íi: :3,0},a,n_i Kulm., som 

cauaa:rom inj�ritJ.s nas plantns (SCHMELING o KULK/'1
1 

1966). 

.... ,. . Alta toxidDdo do fungicida VITAV1\X a o.lgumo.s ospoc1os do -

fasp�m..:!-)-1.u�s., foi observado por EDGINGTON o B/\RRON (1967) • Entre ossos esps_

cios incluirom-so os f:.• P.2-IlPE o C:• !..,_u�m}-r;,2:.,�,. que sCTo musadoros do aspGr­

giloso cm homom o nnim::ds. 

l'vV\THRE (15'68) usando o fungicidn derivados do oxatiin, ob­

servou quo as ospÓcios sonsivois (fili«i.z_o,c,.t_o,.,n,:L,si; .:3-"-C?4�.0El� o U!3*t_gp.f.!p, .npx,cti.EJ a.e, 
,. 

sorveram riDis ropidarrcnto os fungicidos 1 enquo.nto quo as ospocies rosisten
..... 

# 

sorve:ro.rn muito pouco do ambos fungicidas, E sugerido polo autor que a espg_ 
,., , 

cificic!ado aos fungicidas, podo ser rolocioroda com a absorçoo e acumulo -

1 1 
,. . {' .nos organe as celu ares, nas ospocies sens1ve1s, 



, 

3. ��TERIAL E METOOOS



s{mbolos Nutricionais 
1.../1,.,...;,. A, .......... JJ,,.�-��)l,,�Jt..-' 

ad 20 
, .. � 

meth 1 
, ... � ........... _,,, 

ribo 2 

[l}lorfolÓgicos 
• ->.-.i.-- ... J,.. ......... .:.iet ... �-----.,, 

w 

Outros 
l., -�· -$'-....... �.,.C..,l 

su 1 Od 20 
, .. 4<-.-l-�-��""--.f 

linhagens usadas 
·� -��----�� 

requerimento poro 

requerimento p:--::rn 

requerimento paro 

requerimento po.rn 

requerimento pctra

requerimento pnro. 

requerimento pn:n..,

conidios brancos 

conidios amsrelos 

odenina 

biatina 

rre tio nino. 

ticido nicotinico 

piridoxin:-1 

riboflovino 

tiosulfnto de sadio 

supressor de adenina 

inropr1z de crescer em meio com galncto•• 

se como fonte de carbono 

incapaz de crescer em meio com acetato 

como fonte do carbono 

No presente txel:olho fomm utilizo.das tres linhagens forn;:;. 

cid.'1s pelo P:rof. Dr. Jono LÚcio de Azevedno, do Instituto de Genética de1 

Escolci Superior de Agricul turn 11Luiz de Queiroz 11, em Piracicaba: 

n) hiJ1J:lE_f[.t:1fíl��bj_, 2-�..L��EJ.1:.

Esta linhcgern apresentf1 conidios verdes e deficiência po.n--:1

a sinh7su de biatino (bi 1) e imtionina (meth 1) 
� •. ...;:,. • .$,...-.,� •--�.,;t, •. ..11, .... 
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b) h_iri.17:=1.Re.m, JVI.S.� (rvaster Strain E)

Est2 linhagem descrita por McCULLY e FORBES (1965), possui

genes rrarcadores nos oito cromossomos, apresentando a seguinte constitui-

çao: 

.�2:,UJ?:1. ,c!,e���2:Q���� 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

Gene 
.......................... 

. s}-1.J-� .1:1-.:::L?.P,, z, !:1..d� �sº.

w 
.... 

s 3 
,:._..,, ·-... ···� 

nt�c�,Q 

ri.�_g 

e) D}plÉJ.�
=

- hete�J9.□.\� 'pi__}JLM§f

Resultante do cruzamento entre a linhagem bi 1 ( deficiente

para a sintese de biatina) e a linhagem MSE. 

3.3. Fungicidas usados 
�....,....--�-'.:ll"� ........ .J, __ _._. ........... _._.,Ji .... ;jl,_j> � 

N H 

Os fungicidas que sero.o usados neste trabalho sao o 1,4-di-

cloro-2,5 dimet□xil benzeno (CLORONEB), acetato de n-dedecilguanidina (00-

Dif\lE) e 2,3-dihidro-5-carboxanilido-6-metil-l,4, oxa.tiin (VITAVAX). Os fu!2 

gicidas CLORONEB e VITAVAX são sistêmicos e eficientes no contrÔle de di­

versas espécies de fungos fitopo.togênicos (\AJN SCHMELING e KULl<A, 1966; 

EOGINGTON, WAL TON e MILLER, 1966; EDGINGTON e BARRON, 1967; DARRAG e SI.ti 

Cl.AIR, 1969). O OODINE é um não sistêmico empregado com eficiência no con­

trÔle de Sarne de nBcieira e pereira., e te.m�m no contrÔle de tvancha Folhar 

de cereja (GALLI, TOKESHI, DE CARVALHO, BAUVEA, KIMATI, CARDOSO e S/\LGAOO 

(1968) • 



clorfdrico. 

o.dicionndo: 

Nitreto de .-d.
so 10 

Cloreto de potDssio 

Sulfato de 
, 

7H2Drrngnosio 

Fosfato dihidrogeno do de 

Sul foto do Ferro 

Sulfato de Zinco 

Glicose 

Agar (oxoicl nº 3) 

Água dos tilndD 

, 
. potD.ssio 

6
1
0 grmros 

o, 52 gro.mns 

o, 52 grerres 

l i 52 gro. rros 

troços 

troços 

10, O gro.rros 

15, O gro.nus 

1 litro 
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O pH foi ajustado paro 6
1

5 com hidróxido de sÓdio ou Ócido 

O meio comploto constituiu�so do moio minimo, no qual foi 

Poptona (Oxoid) 

Ext:roto do lovodures 

Casoinn hidrolizncb 

Ácido nucl�ico de levoduras hidroli­

zado (soluçêío) 

Solução de vitnm:i.ros 

2,00 graíl1Cls 

01 
50 groíl1Cls 

11 50 grurros 

2,50 ml 

1, 00 ml 

Água destilada complotando 1 litro, sendo o pH ajustado po-
,. 

'"c1 · , • 1 t . re 6 1 5 com hidroxido de so ia ou acido c oridr1co. 

.. 

Os meios eram nutoclavados a uma atmosfera do pressao, nurro 

temperoturo do 12DºC, durante 15 minutos, e gucrdados em lugar fresco e os 
-

curo. 

Esto meio foi preparedo adicionando-se à 98 ml de meio mini.....

mo lfquido (sem ngnr), 2 ml do meio completo lfquido (sem �gnr). 



Foi preparodu dCl mosrro formo quo 

do a glicose por galactoso, sondo o pH = s,o.

r;loio de Acetato do o.mÔnoo (APIRION, 1962) 
�••-"-�..li•·•• S -ip:; • , ·�4'-.:1.,.--..JH __ .,.. H � -� 

(1cotato do nmonoo 

Cloreto de sódio 

Sulfato de 
, 

magnesio 7H20

Fosfato dihidrogenado de potnssio 

Sulfato de Ferro 

Sulfato de Zinco 

Agar (Oxoid nQ 3) 

-11-

o rnoio m:inimo, substituin
....

12,0 gramas 

2, O gramas 

o, 5 gramas 

3,0 gramas 

traços 

traços 

15, O grarras 

Adicionou-se �gU3. destilada at; completar 1 litro, sendo o

pH ajustado para 6, l com hid:r1Óxido de amôneo ou ácido cloridrico. 

O meio foi autoclavado a uma atmosfer'êl. de pressão, durante 

15 minutos, e guardado em lugar fresco e escuro. 

Ácido _e-aminobenzÓico 

Ácido nicot:Ínico 

Aneurina 

Biatina 

Piridoxina 

Ribof1avina 

Água destilada 

10, O rrg 

100,0 mg 

so,o rrg 

0,2 mg 

100,0 mg 

100,0 rrg 

100 ml 

Esta soluç.ão foi esterilizada em vapor fluente por 15 minu 

tos, repetindo-se esta operação durante três dias, sendo então a solução 

guardada em frasco escuro, no refrigerador. 
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3.4.7. �cido nucl�ico de leveduras hidrolizado 
<.-�- - . ?  .. ..... ;S'. ..... , .. :, ...... _ .......... _�_ ..... �---........ ... 1' •• , . .., :);�...:, 

Colocou-se 2,0 g:re.ma.s de ácido nucléico de leveduras em 15

m1 de solução norma.1 de �cido clorídrico e 2,0

cléico de leveduras em 15 ml de soluç.ãa norma.1 

g:re. mas do me s rro á ci do nu-
,. ,. . de hidr'Oxido de sadio. As 

soluções foram aquecidas a lOOQC durante 20 minutos e, em seguida, mistura 
-

das. O pH foi ajustado a s.o, e a solução resultante foi fil t:re.da a quente. 

O volume foi ajustado para l'.J.0 m1, e a preparação foi guardada no refrigera 
�.� 

,. 
. dor sob cloroformio. 

Cloreto de s�cti.o foi dissolvido em água destilad:l pare. uma. 
N 

I N 

soluça□ 0
1
89)0 e, em seguida, a soluça□ foi autoclawda. 

,. 

Foi dissolvido Tween 80 em agLB destilada para dar uma. con-

cent:ro.ção final de o, l°/4 ( v /v) .. A solução foi autoclavada e conserwda nu 

refrigera dor. 

As soluções de fungicidas utilizados no presente trabalho• 

foram sempro prepare.das no momento do uso. 

. ,., Os fungicidas foram posados em balanças de alta prec1sao, 

sendo que os m::tterinis necess�rios ao preparo das soluções tu.is como espé­

tulas, frascos, pipetas, Egua destilada, etc. erem esterilizados convenien 
...,. 

temente. 

Após pesar a quantidade necess�ria
t 

o fungicida era transfe 
..... 

rido pan:"1 um frasco esteriliza do de vidro ( 30 ml) , no qual ora adiciona do 

um volume necessJrio de ágw destilada e esteril�zarJa. Agito.va-se bem o 
,. 

.i-, • 1 N N frasco ate comple l.U disso uçao do fungic;l..c!a, e a soluça□ assim prepa;rudo 

erc imediotnmente usada. 



Com urro alça do plntinD flambadct tronsferio.-se conidios p.'1•• 

ra um tubo de enso.io contendo 2 1111 de solução do Twoon, O tubo era o.gitado 

fortemento em agitador mecânico ou rronualmonto, a fim do promover o desa�. 

gregnçno dns cadeias de confdios, 

Por meio de um homoci tômetro se determino.w o nÚmoro de co­

nidiDs e><istente em 1 ml de suspensão. 

Por meio do diluiçÕos, pipotnndo.-se volume necossÓrio e co­

nhecido dG suspensões em S ml de rn:ilir1t:--i, chegava.,se Ô concent:ro.çÕ.o dosejaM 

det do conidios. 

Em co.dü placa e1'B semeado O,l ml da suspensão de conidios -· 

de concentração conhecida. Cada placo. de Petri possuio. um papel de filtro 

esterelizado em soo rompa, com o. finalidade de absorver o excesso de umida 
.... 

l 
,., 

ft . de. Para espa har a suspensao na super 1c1e do meio de cultura, us□u-�e um 

espalhador de vidro que ere. flambado cuidadosamente no momento do uso. 

Ourante todo o desenvolvimento elo trabalho usou-se urra tem­

perature. de incubação de 37ºC• 

Em placas contendo meio completo adicionado de fungicida, �­

em diferentes doses 
1 

foram serr.eEJ.dos conidios da linhagem bi 1; meth 1 usan 
• �3 ..... .)11:;;,$.-�- -

do~se sempre duas repetições para cada tratamento. 

As r,oncentre.çÕes de fungicida usadas foram as seguintes: 

Fungicida Q..ORONEB: O 10 ~ 20 ._. 40 ~ 80 - 160 - 320 - 640 ug/ml 

Fungicida DODINE: O
I 
O O, 25 - O, 50 - 1 , 00 - 2, 00 - i'.J_ 1 00 ., 8, 00 ug / m1 

Fungicida VITAVAX: O ~ 10 .... 20 - 40 ... 80 - 160 - 320 - 640 ug/ml 



ApÓs o perioclo ele incubação de 3 - 7 dias, foi contado o nú 
-

mero de colônias forrradas em cada tratamento, As curvas de sobrevivência 

foram construidas usando o nÚr,1ero de colônias fornadas em cada repetição 

de cada tratamento. 

Um::l suspensão em tween, de conidios diplÓides originados da 
6 " linhagem P.2-J / /MSJi, foi preparado de modo n conter cerca de 2 x 10 conicti.os 

por mililitro. Com o aux:D.io de um fio de plntina e:rE\ feito urra Única in□-­

culação no centro da placa contendo meio completo e fungicida. 

As doses de fungicidas eleitas 1 foram aquelas que permi ti.am 

o desenvolvimento das colônias em um periodo de tempo satisfé1tÓrio1 jn que,

concentrações elevadas provocavam urra inibição no desenvolvimento das colÔ
....

nias e, em certos casos, devido ao longo periodo em que as p lacas pernune-­

ciam em incubação, ocorrin contaminação ou ressecamento do meio de cul tu••

ra 1 o que causava a inutilização elas placas.

Quando as colônias atingiam um di�metro me:;dio de 7 centime­

tros, era feita a contagem do nÚrnero de setores de coloração branca e ama.­

rela existentes em cada placa. 

Os setores recombinantes 

a) Grandes setores: todos

b) Microsetores: todos os

de estereomicroscÓpio.

foram classificados em 

1:; 
• r . os se· ores VJ.s1ve1s a

dois 

Ôlho 

setores visiveis somente 

grupos: 

nu. 
,. 

atraves 

Os setores segregantes poderiam apresentar conidios haplói•• 

des ou diplÓides. A determinação da ploidia desses setores foi feita rnedi.lJ 

do-se em microsc�pio cadeias de 5 confdios, montado ern lisol diluído 

(1 : 10), considerando.�se que o lisol tende a rranter os conÍdios em c,a­

deias (PDNTECffiVD, TAAR GLOCfi e FffiBES, 1954). Os oonidios diplÓides apre-



sentavam um diâmetro de (). u , enquanto que os hapl�ides apresentavam 

3, l u de diâmetro. 

3.5.G. Isolamento de mutantes resistentes 
.. _,.,,_..,__,,1, • .,l...,�---,..--., ....... #,.,...,Jl,..._s�4-..,,._..,.,... >-�,.......,_..,,,._�� 

Com urre. alca de Mla tina flamooda, b·ansferia--se con{dios pa 
. � 

-

N , N 6 

ra urna soluçao de tween ate o. tingir urra c□ncent:raçao de cerca de 2 x 10 

conidios por mililitro. 

Em placas contendo meio completo adicionado de fungicida, -

em urra concentração previamente testada e qu2 não permitia o desem..olvimen 
.... 

to do colônias sensiveis, era col□c:Bdo O,l m1 da suspensão de conidi.os por 

placa,. ospc:.ühondo-so com um ospclhcdor do vidro. ,\s colÔnios que se fortm. ... 

vam nosso maio ercim ensaiados quanto à resistência ao fungicida usado. 

Heterocêirios foram obtidos no presente trabalho, usando-se 

o m�todo descrito e discutido por PONTECCBVO, ROPffi 1 HEMMONS, MACDON'\LD e

BUFTON (1953). 

O m�todo consiste em colocar em tubos contendo 2 m1 de meio 

mfnirno liquido mais Z/o de meio completo liquido, confdios das linhagens 

qus se quer cruzar. Em seguida agita,.se bem os tuoos, colocando para incu-� 

b d t '72 h 3'7 e " 1 t 1 f f t . d . ar uran e oras a Q • ri pe icu a que se arma na super 1c1e o meio

liquido durante este perfodo é retirada, dividida em quatro partes que são 

coloco.dos equidistantes ra superf:Ície de meio m!nimo sÓlido, em placa. de -

Petri. /\pÓs 3'Li, dias de incubação há o surgimento de setores heterocariÓti 

cos. 



DiplÓides heterozigotos originam-se da fusão de núcleos ha ... 

plÓides de constituição gem1tiCJ3.s diferentes. 

Para obtenção dos diplÓides hGterozigotos, usou-se o método 

idealizado por ROPER (1952), cuja b�cnica consi sto em semear em meio mini�­

mo elevada q�antidade de L"Onfdios (10
G 

a 10
?

) origini::rrios de setores hete­

ror.,ariÓticos. Como os conidios haplÓides auxotrÓficos não conseguem se de-• 

senvolver em meio m{nimo, somente os diplÓides heterozigotos prototroficos 

se desenvolvem sendo, assirn, selecionados e isolados. 

Pela medida do diâmetro dos conidios em microscÓpio, confir 

't · 1 ' · d 
,. 

t rra Va •se o CJ3.Y'El er d1p 01 e dos rnosmos, e esses cliploides assim ob idos fo ... 

ram purtficados em meio minimo. 

ca 

em 1 inhaoens 

O uso de ..e•4fluorofenilalanina ç:ara provocar a haploid1.zaçãn 

diplÓides de A. nid ulans, foi descrito por MORPURGO (1961) •...
e • �-4-.-,., ,,___,, ____ �.,I) 

Esta subst�ncia age inibindo o desenvolvimento de setores diplÓides, e peE 

mi tindo o desenvolvimento norrral de setores haplÓides. 

A t�cn:i.oa usada no presente trabalho foi descrita por LHOAS 

(1931), e consiste em adicionar a EfA diretamente no meio de cultura. Ern 

cada placa de Petri eram feitas quatro inoculações equidistantes, e dopais 

que as colônias se desenvolviam, os setores haplÓides eram transferidos PE:. 

ra urnn placa mestra com 26 colônias na formação 5x5-1-l (AZEVEDO, 1936).

Ap�s o desenvolvimento na placa mestra, as colônias eram 

transforidas para outra placa contendo meio completo o fungicida na dose 

usada p:;1ru isolar os mutanh,s res:j..stentes. A transferência era feita util_:J:. 

zando-se ur� replicador que oonsti tui de uma base de rrade:i.ra, na qual se 
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prendem 26 20ulhas de platina de comprimento uniforrno� /1s onulhas foram co 

locadas de modo correspondente E,s posições dcs colônias 110. placa TTBstra .t,s 

agulhas do replicador eram flarnbachs arr'ces de serem usadas e resfriadas em 

placa de Petr:i. contendo meio mini.mo. 

Todas as colônias tanto sensiveis como resistentes aos fun­

gicidas, erern ensaiadas pora os requisitos nutricionais. Para isso prepar� 

vn--so un'P. s�rio de placas, contendo r,1c:do minimo suplementa.do com as subs�­

tâncias requericbs pelos linhaucns paternais, menos um dos requisitos. De§. 

ta maneire: detDrrninou-se em que orupr de ligação se achava o gene respons,s 

1 1 . ," . f . 'd ve pe n res:i.s ·cenc:i.a ao -ung:i.ci o.. 

3.6, 3. Análise rneiÓtica 
,_ ..... .... ·""··"- ,..,..,.,, ,.;,..,Jr,........,...41,.. • ..,.__4,_ .... _,,>. 

, 

O rnetodo usado no pn:Jsrmte trabalho foi descrito por P0NTE-

C0RV0, R0PER 1 HEMfvíONS, Mí\COOWILD e BUFT0N (1953), e consiste no preparo 

normal de heteroc�rios em place:, elo Petri contendo cerca de 40 m1 de meio 
' • f\ 1 1

,.. 

. 1 t mim.mo. , ,s p aoss foram vedadas com -Pi tB. ce1u osica, po::i..s ta procedirnen o 

favoreco 2 forrr0.ção de corpos de frutificaçÕ.o, provavelmente devido a ume 

anaerobiose parcial. 

{q:::iÓs 10 dias de incubação, verificou-se o. formação ds cleis 

totécios. Cleistotécios maduros e de rro.ior volum8 foram tronsferidos paro 

placn de Petri contendo agar a �'.,
1 

usando.,,se para isso ums. agulha de pla t_i 

na. Nesta superficie sÓlida, atraws do rolamento do cleistotécio, retirou 
-

se conidios e c�lulas de "HuJ.len que rodeiam estes corpos de frutificação. 

Cleistot�cios limpos foram transferidos individualmente paro. tubos de en­

saios contendo o, 5 m1 de soluçÕ.o salina, e esnu.ge.dos contra as paredas dos 

mesmos, uso.ndoMse para isso unn pipot:.-1 de 1 ml. (\ ITBsnn pipeta foi usada 

para remover os ascosporos aderidos nas [:D.redes dos tubos e suspende-los 

nc solução salina. A suspensão de ascosporos foi transferida para frasco 

contendo 9,5 ml de salina, completando desta nnneirn urn volume de 10 m..1. 

Desta suspens2o foram semeadas aliquotas de 0,l ml em meio completo, o que 

permi tic. verificar se o cleistot�cio era hibrido ou nco. O restante de ro-

da uma das suspensb8S foi rrantid2. em refrigerador a i].QC,. 



3,6.t). Teste de hetero�rio 
� ..... _..,.. .#�-• '/f; ;p, & • ,. ,; • -$.-�� -.J. ...... 

Para verificar se a rosist0nciu aos fungicidas dos mutantes 

isolados era devida à fatores nucleares ou citoplas�tico, forom feitos 

testos de heteroc�rio (JINKS, 1951'.l) realizados d:l seguinte rraneira: Ums 

suspensão de confdios de heterocário rosul tnnte do cruzam:rnto entro o mu-
2

tanto resistente e a linhagem Msr;:: 1 ero. preparada de modo a conter 5 x 10 

conidios por mililitro. Em placas contendo meio con1pleto adicionado do fun 

gicida na n-esrna concentração usada para isolnr o mutante resistente, era 

semeado 0,1 m1 da suspensão de conidios por placa. So ocorresse apenas u ~ 

germinaçeo de conidios da linhagom original rosistonte, isso era uma indi� 

cação ele que a resistência era controlada por fator ou fatores nucleares. 
N • N ( • 

N 

Caso nao oc:orresse germinaçno de con1d1os ou ocorresse a germinaçao de co-

n!dios de ambas linhagens, isso dava uma. indicação de que a resistência 

era cont1�1lada por fntor ou fatores citoplasm�ticos. 

Na anêilise estat:fstica do n�mero dos diferentes tipos do s2 

2 • t ,. ( torEJs obtidos, foi usado o toste de X calcula peln sogu1n e formula GRA 
.... 

NER
1 

1966): 

onde, 

f =
o 

f "" 
8 

f ,. . requencio.

frequência 

2
X 

2
(f �� f ) 

o e 

observada 

espG1"é1dn 

f e

O valor de recombinação ( c) foi calculo.do pelo seguinte fÓr 
-

mula (AZE\tEOO, 1972): 

nº do recombinantes 

nº total ascosporos 

O desvio pndJ'.Üo (s) foi calculado pela f�rmula (ROSATO, 

19?3) : 



ondo, 

p (1 -� p) 

N 

f " ' ' b' t p = requoncin ac recom 1no.n es
, 

N = numero total do ascosporos 



4. RESULTADClS



4.1. Curva de sobrevivência 
'· -"'---..l .• >, • ..i,.�.J.-. .4,. . ..:IJ,..,4. •. /11.-..,_JI...,#,..��� - ... -

As colônias qun se formavam o partir dG con!dios da linha­

gem �b-� ... }.í [ill:3,!ti._l,, apresentavam desenvolvimento muito 1ento, mesmo nas do­

ses baixas (até 40 ug/ml), tendo 1;1pÓs sete dias de incubação não rrais que 

6 mi1imetros de diâmetro em m;dia. Entretanto apesar desta ação pronuncia­

da do fungicida, a percentagem de germinação até a dosi: de 80 ug/ml era 

praticanunto de 100-[; como mostra a Tabela I e Fioura 1. 

Somente na dose 160 ug/ml ocorreu uma acentuada diminuição 

de germinação ( 5ll-<;�). As colÔn:Lüs que se forrra varn em doses superior a 80 

/ 1 .., d · "d· 
,. .,. t ug m nao pro uziam con1 10s

1 
e apo� atingir no rraximo 2 centimetros de

diâmetro cessavam de se desenvolver, 

Em presença deste fungicida as colônias que se formavam a­

presentavam morfologicamente idênticas às forrradas rns testemunhas, inclu­

sive com relação à produção de conidios. Na dose do /J. ug/ml não havia for,-... 
,., 1"' . .,. maçao ele co on1.as. Notou-se tambem, que com o aumento da dose de fungicida 

1 

a percentagem de germinação de conidios reduzia-se lentamente sendo que,.•­

na dose de 2 ug/ml, ela caia bn..tscamente para l�;; (Tabela II e Figura 2). 

4.1.3. Funaicida VITAVAX 
.. ,1, ..... ,41._,..,.�, .................... -.......... ...,. ......... ... 

Em doses baixas (até 40 ug/ml) as colbnias se desenvolviam 

quase que normalmente apresentando, no entan�o, .crescimento mais lento e -

coloração verde mais escura que a testemunha. Em doses altas (80 ug/ml em 

diante) as colônias tinham seu elesenvolvimento inibido, não atingindo rrais 

que alguns milimet:ros de diâme tro, s�ndo que na dose ele 160 ug/ml as colô­

nias formavam apenas pequenos pontos. 
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Com o aumento da dose de fungicida, havia urra acentuada que 
·-·· 

da na percentagem de germinação, atingindo um minimo de 18°/J de confdios -

germinados nas doses de 160 ug/ml (Tabela III e Figura 3).
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TABaA I - Porcentagem de sobreviventes da linhagem bi l; meth 1, tratada 
t. .�.-'�-#,.-.::. e..� ..... 

Doses 
{ug/ml) 

o 

10 

20 

40 

80 

160 

320 

com fungicida CT..ORONEB.

Nº colônias formadas 

80 

69 

60 

60 

84 

63 

42 

93 

69 

72 

42 

38 

o 

o 

o/o 

74,5 100 

64,5 87 

73,5 99 

91 

70,5 95 

4-0,0 54 

o o 
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TABELA II - Percentagem de sobreviventes da linhagem l:?.i,,,}:,; ,m!::.� .. l, tratada

com fungicida ooonJE.

Doses 
(ug/ml) 

o 

0,2s 

o,so 

2,0 

4,0 

N9 colônias forrrndas 

80 

79 

'70 

60 

60 

52 

62 

14 

16 

o 

D 

100 

65 82 

61 '77 

72 

15 19 

D o
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Tf\DEL./\ III .... Percentagem do sobrevive�tes da linhagem ,bJ..�l.i T'!3s1t1 ... .l-�• tra�

da com fungicid3- VITAVAX.

Doses 
(ug/ml) 

o 

10 

20 

40 

80 

160 

320 

Nº colÔnias formadas 

80 

75 

39 

60 

30 

60 

57 

30 

20 

24 

12 

17 

o 

o 

78,5 100 

63 

57 

55 

22,0 28 

18 

o o 
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Utilizou�-se a concentreção de 10 ug/ml de fungicida adicio"­

nado ao meio completo. Foram preparadas 20 placas, e destas, foram utiliza 
·-·

das lG, sencb descartadas as dennis por não apresentarem colônias formadas

ou no estáaio de desenvolvimGnto desejacb. Nas 16 placas, foi encontrado

um total de 259 setores recombinantes, sorrando-se grandes e microsetores

(Tabela V). Enquanto a testemunha (Figura 4) apresentou um total de 152 se 

tores em lG placas (Tabela IV), o trato.menta QORONEB praticamente dupli~ 

cou o nJrnero de setores recombinantes, o que demonsJcrou a grande capacida­

de deste fungicida em aumentar a frequência de recombinação mi t�tica (Fig!:. 

ra 5). 

2 
A aplicação do teste X no n�mero total de setores reoorrbi,, 

nantes obtidos com o tratamento QORONEB, mostrou ser altamente significa,• 

tiva a diferença entre este trotamento e a testemunha. Diferenças signifi­

catiws forem também enrontredas �uando se analisou separadamente os Gre.!J. 

des e micro-�setores (Tabela VIII). 

Pela medida cb diâmetro de con{dios, foi verificado quo num 

total de 6'7 setores de colônias provenientes de tratamento CLORONEB, 

'70 1 14�1J erom hüplÓides, em contre.ste com a testemunha, que apresentou apenas

26 1
66';':; de setores haplÓides em 1'.J.G setores analisados. 

4.2.2. Fungicida DODINE 
e,.,$_ ,..�.). • ......,,_,.;11.....,J...,.$. . ..._�.,,_.,. 

Utilizou-�se a concentração de 2
1 
O ug/ml de fungicida üdic,:h 

□nado ao meio completo� Na Tabela VI observarl)oa•Se os resultados obtidos

com o fungicida DOOINE. Este fungicida mostrou ser também bastante efici­

ente em prol'll'?ver o aumento da freguência de recombinação mitÓtica em di.� 

pl�ides de A. nidulans (Figura G) • 
.. �.-���,:;_, 

Nus 16 placas considoradas 1 encontroupse um to�l de 2f'::i1, -­

setores, sendo que, 48 eram grandes setores e 205 rnicrosetores. 



" 

FIGURA 4 - Setores espontaneos o�orrendo na linhagem di-
pl�ide '8/��1/J�'r!iS�E__ de t• .r:.�J.�.s,.



FIGLRA 5 � Setores ocorrendo na linhagem dipl&ide bi 1/ /MSE 
.. .. . , , ... ····-

de f2• ,n},d_.u}�.s, desenvolvida em meio complato ad,! 
cionado cio 10 ug/ml de fungicida Cl.DRONEB. 



2 
A anJlise estat{stica apresentou um )( altamente significa•• 

tiva com relaç�o ao nÚmeY'O total de setores recorrbinantes em comparação 

com o controle, Quando se analisou sepa:re.darrente os dois tipos de setores, 
2 ,., 

o X foi nao significativo pare. grandes setores,_sendo entretanto; altanB�

te significativo para microsetores (Tabela VIII). 

A ploidia de 41 setores foi determinada, verificando-se que 
' 

1 ; . 21, 9!:Jíº elos mesmos eram hap .. _oides. 

U�ou-se a concentração de 10 ug/nü clE:3 fungicida adicioredo 

ao meio completo. Um exame de tabela VII nos mostra que em 16 placas foi •­

encontre.do apenas um total de 101 setores recombinantes, contra 152 da tes 
-

temunha. 

Ao cont�rio do Q.OR0NEB e D0DINE, o VITAVAX apresentou utra 

redução acentuada no n�mero de grandes setores 
I 

sendo que o n�mero de mi•• 

crosetores foi praticcrn1ente ioual ao da testemunha (Figure. 7). 

A an�lise esta.tistica do nÚmeY'O total de setores recombinan 
2 

tes mostrou um >< altamente significativo, o que mostra a capacidade deste 
f . . , .. !,-, d b 

"' 't ,,,J ' ,,. 
-ung1cJ.L .. ú em re uzir a recorn inaçao mi oc1ca em diploides de A. nidulans.

,_.,.: .......... �.,,......fl,..,41-:..( 

A análise separada dos setores :recombinantes apresentou um x
2 

al tarrente 
2

significativo para grandes seto�s, sencb que para microsetores o X foi 

não significativo (Tabela VIII). 

Num total de 3".1, setores examinados G?, 65}� mostraram se3; ha,. 
"·ploides 1 resultado semelhante ao encontre.do com o tye.tamento O..0R0NEB. 



FIG.JRA 6 - ColÔnia da linhagem dipl�ide bi 1//�EE de A. ni-
'-'"""""'� ··-·--·--- � &:.. ....... 

dulans desen\.Olvic:13 em meio completo a dicionado 
de• 2 "ug/rnl de fungicida OODINE. 
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FIGURA 7 -� Colônia da linhagem dipl�ide �?}�}jj}.�'f:. de t•

D.:!-�d.l:J..l..;:t,np desenvolvida em meio cornplet0 adiei□ 
nado de 10 ug/ml de fungicida VITAVA>(. 

-33-
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TABELA D/ - NÚmero de setores rec?mbinantes, espontâneos na linhagem di-

1,. 
li p OJ.de �� ); ,,._ ��f de 11:,. [l}J¼l�,'.1!1;'3 ••

Placa nQ G:ran, Setores 

1 5 

2 3 

3 2 

4 5 

5 6 

6 7 

7 4 

8 5 

9 5 

10 1 

11 2 

12 4 

13 4 

14 3 

15 2 

16 5 

TOTAL 63 

Micro setores Total 

3 8 

4 7 

L!- 6 

8 13 

7 13 

8 15 

9 13 

5 10 

5 10 

6 7 

12 14 

4 8 

3 7 

4 ? 

3 5 

4 9 

89 152 
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TABELA V - N�mero de setores recombinantes na lihhagem_dipl6ide ffiJ:JJ.Wf:if..

tratada com o fungicida. QOAONEB (10 ug/ml). 

Placa nº Gran. Se tOr' es Micros e tores Total 

1 3 15 18 

2 9 12 21 

3 5 10 15 

4 3 13 16 

5 9 13 22 
/"' 14 22 $ o 

7 2 3 5 

8 7 7 14 

9 G 7 13 

10 10 7 17 

11 2 2 4 

12 13 3 16 

13 2 G 8 

14 6 o 6 

15 6 28 34 

16 2 12 14 

TOTAL 90 160 259 



TABELA VI � N�mero de setores recombinantes na 1inho.gem diplÓide P} ... }Jl�.s 

tratada com o fungicida OODINE (2,0 ug/ml). 

Placa nº 

1 

2 

3 

i'.1, 

5 

G 

7 

n 

l.l 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

� ........ � .-.. .. �-"- -.#.-� 

T o TAL 

Gran. Setores Microsotores 

7 12 

5 10 

6 20 

5 13 

2 14 

3 14 

2 ltl-

1 10 

l 17 

5 18 

s 14 

2 3 

o 7 

1 7 

1 21 

2 12 

::t:- •• o,- :a �---- -� .... ,.. __ 41,,.- 4- _,,,_-it.._...........,_�::ll-.�..if,._-4-. �_.._.,_,......._....,_,._ ' 

48 206 

Total 

19 

1 r. ,J 

26 

18 

16 

17 

16 

11 

18 

23 

19 

5 

7 

8 

22 

li!, 

.,. ........ à$•.-....s.�
-----,,.__..,. 

254 
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TABa.A VII M NÚmero de setores recombinantes na linhagem diplóide _bJ, �/�_..�.
tratada com o fungicida VTIAVAX (10 ug/ml). 

Placa nº Gren .. Setores Microsetores Total 

1 o 5 5 

2 o 5 5 

3 o 10 10 

4 o 2 2 

s 1 13 14 

6 o 1 1 

7 4 6 10 

8 o l 1 

9 1 9 10 

10 o 5 5 

11 o 8 8 

12 o 8 8 

13 o 4 4 

14 o 3 3 

15 o 10 10 

16 o 5 5 

TOTAL 6 95 101 
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Em placas contendo meio completo e fungicida na dose de 

1280 ug/ml (total de 40 placas), foram semeados conidios, nurra concentra .... 

ção de 2 x 10
5 

confdios por placa. 

Durante um periodo de incubação de 2,-.,S dias, houve o suy,gi­

mento de urra rrassa branca e compacta no centro de algumas placas, devido a 

germinação de grande n�mero ele conidios nelas colocados. No entanto, nao 
N A • ,. N ,I' N 

houve forrraçao de colam.as t:i.picas, a nao ser apos um tempo de incubaçao -

de lG a 20 dias, quando ocorreu surgimento de colônias verdes em três pla-

r ) " i 1" . ' "' cas turra por placa • Com.d os de uma das co on:i.as apos purificaçao, foram 

inoculados no centro de placas contendo os seguintes rrBios: Meio completo 

adicionado de fungicida nas doses de 640 e 1280 ug/ml e meio completo sem 

fungicidu • 

,., 
Para compareça□, a linhagem original .1:!..�_}J .... "?3.t,f:1.,1. foi ino�

, 

lada tambam em placas contendo os mesmos meios acirre descritos. Houve fo1"\-
N l'o 

maça□ de colonias em todas placas, rras as placas com fungicida que foram -

inoculadas com conidios provenientes do possivel isolado resistente, apre­

senta\A3.m colônias, cujo desenvolvimentos eram superiores às colônias prove 
.. ,.

nientes de conidios da linhagem original, e colocados nas mesrras doses de 

fungicida, Nas doses de fungicida empregadas (640 e 1280 ug/ml), as colô­

nias ,t:l_.i,}J. _rri,e.t.h •• 1. atingiam um diârrBtro de 3 a l cent:Ímetros, respectiva­

mente, enquanto que as colônias originadas do isolado t apresentavam diâme­

tros de 5 a 3 cent:imetros num pe:r!odo de incubação de 7 dias, mostrando 

desta rraneira ser o isolado mais resistente ao fungioida Q0R0NEB que a li 
-

nhagem original (Figuras). 

Este mutante resistente ao fungicida CLORONEB, foi denomina 
.-

do de elo 1. As rerocteristicas desse mutante podem assim ser :resumidas: 
,,,lj. .,l,, .................. 

quando colocado em meio completo com fungicica, apresentava aspecto aparen 
-

N N , • temente normal, com coloraçao vorde e produçao no:nnal de con1d1os. No en-

tanto, quando colocado em meio completo sem fungicida, apresentava colore-



FIGJRA 8 �· Linhagem original -��ULm,et�.J:. (alto) e mutante �l
(5baixa) de senvolvidos em meio completo adicionado� 
de 640 ug/ml de fungicida QORONEB. 
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FIGURA 9 - Colônia do mu-t::tnte .91-2.i dependente parcial do fun•;
gicida CT..ORONEB

1 
apresentando baixa produção de con2:, 

di0s por ter se desenvolvido na ausência do fungici-• 
da. 
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ção rrar:ron, crescimento irreaular e baixa produção do conidios, rrostrando 

desta rranoira st.a dependência parcial ao fungicida QCRONEB (Figura 9).

Conidios dipl6icies obtidos do cruzamento do mutante elo 1 

com a linhagem MSE
t 

não germinavam quando colocados em meio contendo o fun 
..... 

gicida na dose de 640 u�/ml, mostrando ser a resistência ao CLORONEB devi­

da a um fator recessivo. 

, r 1 • -1' A A analise gene·c1.ca mostrou ser o care.ter resistencia devido 

a um oene mendeliana simples, estando este gene localizado no grupo de li­

gação IV a 44,12 unid3.des de l"SCOmbinação da marca PY!'.9 .... � (Tabelas IX e XI). 

Em placas contendo meio completo e fungicida na dose de 15 
5 

ug/ml, fo:re.m semeados 2 x 10 conidios por placa ( total de 30 placas)�

; ' ,., 

Apos um per1.odo de incubaçao de 3 - 5 dias, havia a forma�• 

ção de poucas colônias em algumas placas que foram ensaiadas quanto à reh• 

sistência ao fungicida. Sarnente uma colônia confirmou ser resistente quan-­

do compare.da com a linhagem original (pD; �c�_._l), ambas colocadas em -

meio com fungicida na dose de 20 ug/ml, seguindo-se o mesmo esquema usodo 

para ensaiar o mutante sJ.P..�1.• Con:Ídios do mutante quando colocados em meio 

contendo 20 ug/ml de DOOINE, davdm origem Ô colônias aparentemente norr�1is 

e com produção normal de con{dios, enquanto que con{dios da linhagem origl 

nal, quando colocados nesta mesmri. condição, não germinavam (Figura 10). 

Este mutante resistente ao fungicida OODINE foi denominado 

de dod 1. 
'"-"-"- .......... ...,,..: 

Conidios diplÓides obtidos do cruzamento de mutante dod 1 e 
1-.J.- ;,... . ...__ . •  

a linhagem MSE, não germinavam quando colocados em meio contendo o fungici 
i'-:..i 

da 178 dose de 15 ug/ml, indicando a recessividade do ca!'éiter resistência. 

Todos os setores segregantes haplÓides obtidos do trataITBn-• 

d• 1'• 
N 

to de 1.p oides com IfA, na□ 9errílinavam quando colocados em meio contendo 

fungicida ro. dose de 15 ug/rril, Tamb�m ascosporos provenientes de cleistoté 
-

cios hibridos resul tantas do cruzamento do mutante com a linhagem MSE, não 



FIGJRA 10 - Linhagem original b_i,.,,l.i ��-]=. 
(esquerda) e mu­

tante 8-':PJ. (direita) inorulados em meio compl� 
to actlci□nado de 20 ug/rril de fungicida OODINE. 



gerr!lin-'.'.lvS.m quando colocados n.'1s mesmas condiçÕes 1 torrando-se deste maêo $� 

impbssivel o mapeamento gen�tico deste mutante. 

:i.: '; 
Teste de heterocario para verifio."1r se esta :t'esistência era 

devido t:t fatôres citopiasrrátioos foi feito, semeando-se con{dios do hetero 
-

�rio resultante do cruzamento entre o mutante .'i�� e a linhagem MSE em -

meio completo, adicionado de 15 ug/rril de fungicida DODitt. Não houve germi 
.... 

nação de conidios, o que indicou se� esta resistência ao DODINE regulada -

por fator ou fatores extrunucleares. 

Em 40 placas contendo meio completo e fungicida na dose de 
" 5 r . 320 ug/mly foram semeados conidios numa concentrução de 2 x 10 con1d1os -

por plac.a, ApÓs três dias de incubação, houve a er1iergência de urra Únioo co 
-

lÔnia de aspecto semelhante a urrP oolÔnin norrral, apena.s com ooloração ver 
..... 

de riais escuro .• 

O desenvolvimento de colônias origine.elas de conidios da co­

lÔn:ia isolada, quando compara.do com oolÔnias provenientes de conidios da -
;, 

linhagem .l:?!1-J .m,E!.t .. h_ }- ere. maJ_� rapido qLBndo inoculados em meio contendo -

fungicida m dose de 320 uo/ml (Figura_ll). Este mutante resistente ao fu!J.

gicida VITAVAX foi denominado de Vit 1 •
...... � .. 

Dip16ides resultantes do cruzanBnto entre o mutante e a li­

nhagem MSE1 apresenta\.Elm desenvolvirrento mais lento qus o mutante hapl�:tde, 

indicando a natureza semidominante do 09.ráter que conferia resistência. 

A análise gen�tica. mostrou estar o gene para resistência lo 
-

c.alizado no grupo de ligação VII (Tabelas X e XII) não apresentando, no en 
.... 

tanto, ligação com gene nic 8 localizado também no grupo de ligação VII. 
•"'J..��4 

Os três fungicidas apresenta:ram diferentes frequências dG -

mutantes resistentes como podemos observar na tabela XIII. 



FIGURA 11 -- Linhe.gem original bi .... l; �e.t,hd

l, (esquerda) e
tante Y2,-.... i::.J. (direita) desem,olvidos em rreio 
ple-to · adicionado de 320 ug/rrJ. de ·fungicida 
TAVAX. 

mu­
com 
VI-



TABaA IX - Análise mi tÓtic.a : 
,

Setores haploides obtidos por rrBio do .EfA a 

Grupo de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

í\/arc.adores 

+ + 
pro paba 

pro paba.

+ 
V✓ 

w 

gal +

gal 

piro +

piro 

+ 
'fac 

'.''3.0

+ 
s 

s 

+ 
nic 

nic 

+ 
ribo 

:i"ibo 

Res is tentes Não Resistentes 

4 2 

2 3 

2 2 

4 3 

1 4 

5 1 

6 o 

o 5 

3 3 

3 2 

2 2 

4 3 

5 4 

1 1 

2 4 

il 1 



TABEL'\ X Anilíse mitJtica ,. 
: Setores haploides obtidos por meio do lfA a 

Grupo de ligação M=trcadores Resistentes Não resistentes 

I 

+
10 pro paba 2 

pro pnba 
,... 5 o 

II 

... : ... 

4 9 w 

w 3 6 

III 

+ gal 6 9 

gal 1 6 

+ 
6 pyro 3 

pyro 4 9 

V 

+ 
fac 1 11 

fac 6 4 

·+·

VI 
s 5 4 

s 2 11 

VII 

+ 
nic 7 o 

nic o 15 

VIII 

+ 

ribo 5 5 

ribo 2 10 
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TAB8-A XI - FenÓtipos e frequências observadas de colônias obtidas do cru-

Fenótipo Freq. Observadas 

Resistente piro + 25 

Resistente piro 35 

Sens:ivel . + 
piro 10 

Sens!ve1 piro 32

TOTAL 102 

c = 45 
□,4412 ou tJll-

1
12;,:JL-,.4-liL ............ -áall = 

102 

s = 4,41 
x

2 (relação 1:1)
c = 44,12 �� 4,41 3 18ns

TABELA XII - Fenótipos e frequências obserw.das de colônias obtidas do cru 
-

,. 

Fenotipo 

Resistente + nic 

Resistente nic 

Sensivel . + 
n:i.c 

Sensivel nic 

TOTAL 

e = 
58 

t •. -,� . ....___._._,. = 
102 

s = 5,68

== 5S 86 

0,5686 ou 56, 86°/o 

s,6s 
X 

Freq. Obser\18.das 

31 

21 

37 

13 

102 

(relaçno 1:1) = O 04ns



TA
B8

-A
 X

II
I 

-
Fr

eq
uê

nc
ia

 d
e 

mu
ta

nt
es

 r
es

is
te

nt
es

 n
os

 f
un

gi
ci

da
s 

CL
0RO

NE
B 1

 
DO

DI
NE

 e
 V

IT
AV

AX
 o

bt
id

os
 e

sp
on

ta
n �

 

me
nt

e 
na

 L
in

ha
ge

m 
bi

 1
 me

th
 1

 d
e 

A
. 

ni
du

la
ns

. 
�

�
 

�
�

 
<

__.e,
 

........
 �

,.J..
-----

......:;;
 

...,.,,.
 • .,.....

.,,.
 

• .,.,
 '«

 ·
•

 
·•

 �
�

 ,r
·-

--e
-

..,
 
.,
,..,.

-=-===
...,...,

 
.,

 . ..,
 :t

 ·
·•

 .
 .a

-
_.

�
 .........

.....
 �

 ·
·e

 
·=-

·:er:
�..,

_,...,
:rt>#l'

 ...........
 �

-�
-

...:s.
- .
�

 .........
 -

.,
 

•
 
,

, 
•

 ;;a
.,.....

-.
 

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

..
•

 ....,
 -.--.....

�
.,.

.......,._
�

,�
....,..__

_.,,
. 

::r
 

··
::tr::

,a,
··

•
-

-
.

_ .
 ..,

_
 ............

 _._
-
1.,
.
-a-
-
�
=
=

-
=

Fu
ng

ic
id

as
 

...,,
 

...
.

........
. ..ik

..a..-..,i;....
 ..

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

 .
 ....,

-
-

-
-

-
_,

 

CL
OR

0N
EB

 

OO
D
I
N
E
 

V
IT

f\
V

A
>(

 

Do
se

s 
(u

g /
ml

) 

12
8

0 

1
5

 

3
2

0
 

NQ
 

Co
ni

di
os

 
se

m6El
do

s 
Mu

ta
nt

es
 o

bt
id

os
 

-a.
....d-

...$.
-

,11;...
�

�
--;s=e

�
:e

 
,r

 .....
 �

�
.-...,

 . .,_
_,,.,_

 oi
 a

 •,a
 
-S

 ...-,
 T

·
 

6 
8 

X 
10

 6 
6 

X 
10

 6 
8 

X 
10

 

3 1 1
 

Fr
eq

uê
nci

a 
de

 m
ut

an
 

�
 

;t
 

-

te
s 

em
 1

0°
 

co
ni

di
os

 
«

..-,
:Y-

· t:
-;s:T:#'

 
,..

 
-C

;;;:::ft
 ,

... •
 .,......,

=
-=-

·-
-�

..,...__
�

�
�

 

□
,3

75

D,
1

67
 

0
1
12

5
 

.-,
 . ._

 . .,.,.
=-

•
-
=

 
--,,

 
,e

,.,
 

1=
,

•
 

•
 ,,

 .•
 ,...,

..
.
 

-,,
·•rs:

·;1r
·•

·g.
•,r

 
::t

1
-

1
 

•
-a

.
A"

�
 ............

 �
·-

mr
··r:

 
s

·cz-;;
1

,
 

•
 
•

 
t

 
·•

· 
:t

 
•

·-
,-

. ....,..
. 

,.
.,..

:srt
r

·:r
·..,

··
·•

·:;t
·4,,.

�
�

 t
 

,
 
•

·
-

=-=-,
.....-

�
 

;;;y-
:::::a,:

•1C:
·:t

~....._
�

-,:..
�

•
 ....-

,:erre:::e,
=

-·
 

1
 

cp
 



s.· orscussJío 



-50-

O modo de ação de certos agentes fisicos e químicos no aun10.o. 

to da frequ�ncia de recombinação mi tótica, foi estudado por HOLLIDAY (1961, 

1964), e ESPOSITO e HOLLIOIW (19SL1-) que concluire.111 estar a capacidade des­

ses agentes relacionados com a capacidade dos mesmos em inibir a replica­

ção gen�tica .• A inibição da sintese de ONf1 produziria um estado de desen� 

volvimento não balanceado ne. célula, o qual favo3:eceria o pareamento de 

cromossomos homólogos e subsequente recombinação. HOCK e SISLER (1969) ob­

serve.re.m qu2 o fungicida CLORONEB aQe, entre outras mane;í.ras, inibindo di­

reta ou indiretamente a· sintese de DNA, a um grau tal1 que se pode esperar 

a cessação de desenvolvimento do organismo em Rhizoctonia solani. Isto nos 
.. �,.J.-•-�·�·.:I �-...;i:.'a!:� 

leva a supor que este fungicida, na baixa dose empregada no nosso trabalho 

(10 ug/ml) atuaria, provavelmente, inibindo de modo mais suave a sintese -
,V ,. 

de DNA 1 cr�sndo desta maneira, condiçoes favoraveis para o pareamento dos 

cromossomos homólogos e subsequente recombinação, sem causar interrupção -

total do desenvolvimento do organismo. 

A elevada percentagem (?0,15) de setores segregantes haplÓí­

des obtidos nas colônias tratadas com o CLORONEB, mostre. que este fungici-
,v. I' A .  - , f/! 

da nao so aumenta a frequenc1a. de recor;ibinaçao m�totica, como tambem favo-

rece a hapJ.oidização de díplÓides de Ü• _n}.,d_ul,2J1.s. Esses resultados são se 

melhantos aos resultados obtidos por HASTIE (19?0) com o fungicida benlate. 

Isto sugere que o CLORONEB, al�m do rnodo de açno acima dis­

cutido, pode atuar de outra maneira na promoção do aumento da frequência -
N # , N 

de rocornbinaçao mi totica, ou seja, a traves do aurrBnto da segregaçao cromos 
-

sÔrnica. Substância capaz de aumenta:-c consideravelmente a frequência de se­

gregantes h&plÓides, já foi descrita por !VORPURGO (1961)1 sendo que os me­

canismos onvolvidos na formação de recombinantes por meio de haplodização 
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� , , , 

de diploides, se da atraves de aneuploidia com perdas sucessivas de cro-

mossomos at� que o estado haplÓide seja atingido (KAFER, 1960). 

Esta capncidade do CLORONEB de promover a haploidização de 
� ; , , 

diploides podera ser util em estudos geneticos, como por exe�oplo, aqueles

que envolvem análises gen�ticas através do ciclo para.ssexual. Entretanto, 

devido a sua capacidade em inibir a sintese de O�\, torna-se necessário -

verificar antes de tudo, se esta inibição não iria aumentar de modo consi 
•-'" 

,. f""> A • .. N � , 

de:ravel a rrequencia de permutns mitoticas, o que nao e desejavel numa a-
, ,. , 

nalise geneti03. atra.ves do ciclo parassexual, pois isso alteraria comple-

tamente os r�1rcadores gen�ticos existentes nos diferentes grupos de liga-

çao. 

, . Desta maneira, podemos consideror dois modos provaveis de�

ção do fungicida CLORONEB com relação ao aumento da frequêncio de recornbi 
. . -

,... ,,. ,. 
) 

r naçao mi totica em diploides de f1. nidulans: a inibindo o sintese de DNA, 
�.ól • �........,...__. __ i 

aumentaria a frequência de recombinantes mitÓticos por meio de permuta mi� .. 
,. 

) ,., � " . totica; b induzindo a haploidizaçao, au�ntaria e rrequencia de recornbJ..

t 
N A • nan es por meio de segregaçao cromossomica. 

A 
"' 

t (
2 

1 · · · alta frequenc:i.o. do grandes se ores X a tamente signifi-

cativo - Tabela VIII) nos trotamentos com o fungicida CLORONEB, provavel-

t d f t d t � • •da t 1 • ( • �� • N 

men e se ove ao a o es e rungici a uar ogo no inicio uu germinaçao 

dos conidios, possibilitando dosta roa0eira, um maior desenvolvimento dos 

setores segregantes por ele induzidos. 

s.1.2. Fungicida DODINE
. . .. ..,.., 4-,->J ••�u,,.,,.$, ........ , ...... � ...... �.-#,..4' 

Este fungicido. tarnb;m apresentou alta capacidade de aumen­

tar 2. frequência do recombinação mi tática em diplÓides de fa• !1,i,d�J:!3-.n...ê., 

mas es+,2 capacidade não pode ser relacion2.d:J. com uno inibição de sintese 

de DWI. O OODINE o.tm principu.lnDnto al torando a pernnabilidadG da parede 
, 

celular, o quo resulta na perda do constituintes celulo.ros e, tambem, inc 
... 

ti\,ando certos enzinus vitais envolvidos no metabolismo de 03.rboidratos 

(BBOWN o SISLER, 1560). Entretrmto, esta perda do rreterio.l e inntivaçno 
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de algunns onzinus vitais, pro\,EWelmonto causaria um atrazo na divisão 

celular, o que permitiria um:1 maior oportunidade o tempo de pareatrBnto dos 

h "'1 A • i "' • ," 
cromossomos orno ogos e em consoquencia ma or ocorrenCJ..a de permutas mito-

ticas. 

A baixa percentagem (21, 95) de segrqpntes haplÓides obtidos 

nas colÔnio.s tramdas com DODnJE, � uma indimçÊlo de qu� a f11Eliorie dos so­

tores recombinantes são resultantes de permuta mitÓtica. Resultados seme­

lhantes forc,m obtidos por FRATELLO, fvORPURGO e SERMONTI (1960h quando t� 

tnrarn dipl�ides dEl (2. ,r:i_i,?,LQ-An.s. com doses baixas dt3 formaldeido. 

2 
f, o.l to. frequêncfu de micro setores (X 21 tamente significo.ti 

-

vo •- Tabela VIII) nos trotarrentos com o fungicidn DODINE, pro\JO.velrrBnte 
.. N • N t •t't• devido a açao reto.rdoda desta fungicida na 1.nduço.o de pormu a mi o 1.m, i,!!! 

possibilitando desh::. formr1. um maior desenvolvimento dos setores segregan­

tes ., 

,

Este fungicida, ao contrario do CLORONEB e OODINE, apresen-

tou uma redução �o número total de setores recombinantes quando comparodo 

com a testemunha. 

Como não foi oncontrctda nenhuma referência de como este fun-
,. . , 

gicida exerce seu efeito fungitoxico, podemos levantar a hipotese de que -

este fungicida deve ter alaurna ação, quer seja direta ou in�ireta, nos me-
, canismos envolvidos no parearnento dos cromossomos homologas. /\ alta perce.r:i. 

tagem (6'7,65) de setores segregantes haplÓides, obtidos nas colônias tra� 

das com este fungicida, é un-a indicação de que os recombinantes obtidos 

são resultantes de segregação cromossômica, não envolvendo, portanto, pare 
-

amento,e permuta entre cromossomos homólogos • 

• 

• • 

Comparando os éados obtidos, podemos verificar que os três 

fungicidas usados no presente trabalho,apresentaram resultados bastante 
N ' N � N 

diferentes com relaça□ a açao desses agentes na frequencia de recorrbinaçao 
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·t't· mi o J.Céc • Enquanto que os fungicidas CLORONEB e DODif-E apresentaram a1 ta
• f A • ,v ,/" capacidade de aumentar a requenc1a de recombinaçao mitotica, o fungicid3 

, "' ,. 

VITf\VA)(1 ao contrario� apresentou uma reduçao acentuada no numero total de 

setores recombinantes. Mesmo entre os fungicidas CLORONEB e DODINE houve -
d. � . .,. " 
1rerenças 1 Ja que o primeiro aumentou significativarm.-mte, tanto a frequen 

..... 

eia de grandes setores quanto a do microsotores, e o OODINE apenas teve 

efeito significativo somente no aumento da frequência de microsetoros (To.-

bela VIII) * 

.., 
Desta maneira os resultados obtidos mo podem ser generaliza ......

dos a outros f�ngicidas, bern como na□ devem ser extrapo:1_ados a outras espf 

cies de fungos. No entanto, � ums indicação importante das reais possibil_:!; 
A A N '1 

dados da. ocorrencia do problema de frequencia de recombimçao mi totica, em 

condições de campo, quancb fungicidcls são aplicados pa� o controle de fu!J. 

gos fi topa togÊJnicos que apresentam o ciclo parossexua1. 

s.2. Mutantes resistentes
i •• .$ .• .J.,,.J. .. � -� ·-----"- .... ��.-..---.$...-----..,$.�""

,. 

(10 contrario do quo ocorre no controle de outros organismos 
� 

1-..� t' . ;,. . como insetcs e 1..,uc erias, a emergonc1a de mutantes resistentes em fungos,�•

em condições de campo, e 9ue cheguem a causar problerras na agricultura Ó 

raro (GEORGOPOULOS, 1969). Ent�etanto em laboratório, mutantes do diferen­

tes espÓcies de fungos resisJcentes a fungicidas j� foram isolados (ASHI[Y\, 

1965; GEORGOPOULOS e ZAPJ\COVITIS, 1967) • 

Os problerrB.s do rosistêncio a fungicidas, os mecanismos gong 

ticos o bioqu:frnicos env0l vidas nessa resis tênc:i.o. � o.inda não estêio claramer:i.. 

te elucidados (GEORGOPOULOS e Z/\RACOVITIS, 1967). Sabe-se que os fungici­
....1� t · ,., 

1 t · "� · d ta f 
,.., 

d . . uus a uc1s sao gera men e 1ncspec1r1cos, e es . ornu sao capazes e 1n1-

bir um g:'D.ndo número de processos vitais no metabolismo do fun�o (Gf\LLI, -

TOKESHI 1 DE C/1RVALHO, BAU/ER, KIM/\TI, Ci1ROOSO e S/\LG(,DO, 1968). Desta ri1e.­

noiro
1 

torm-se dificil determinar com absoluto. certeza, quais as modifico 
-

çÕes que sofre um organismo nos seus processos metnbÓlicos o no sua estru­

turo, de modo a tornap. .. se resistsnte a unn dotorminc.do. fungicida. Em co:r--

t "· (' . ·t" tos co.sos r no en anta, e poss1vel espoculor sobre o mocenismo de res1s on-



eia a um fungicida como no osso do WESCOTT e SISLER, (19G4-) que observaram 

mo.ior acúmulo de ciclohexamida no. espÓcie sensivel do ?9?�cl1���m_x.s._�� e�-
, 

ospocic rosistento de �ap...9.h0,r_o,my_.q.o,s_ -fL;?21:.�, provavolrne,Q
... 

to devido e, pordn do sf tios do acumulo do. substância tóxica na esp�cio re-

sistonte .. TombÓrn ct maior ctbsorção do deriwdos de oxatiin nas espÓcios do 

f r . d 
,,. • ungos sensiveis o que nas espucies rcsistentos foi observado por NY\THRE 

(1968). Como o VIT1'\VAX Ó um dos doY'iwdos do oxatiin, pode-so supor quo a 

rosistênciu ao fungicida VIT/\W,X, do mutante obtido no prese:mto trabalho,-
;, 

osto. rolacicmndo com a menor �pEccidado desto mutante em ebsorver e o.cumu-
, 

lar o toxico em sou organismo. Resultados semelhantes obteve THRELFALL 

(1568) com mutantes do fl. nidulans resistentes nos fungicidas PCI\JB e TCNB. 
........ l . .t,.. .• ' ,f. _-. 4-�4,,. .,f. ,. 

No caso do mutante resistente ao f�ngicida DODINE, as causas 

que promovam osta rosistência dovern sarem outros. O tosto do heterocário -

mostrou sor esta resistência controlo.dc1 por fator ou fatoras citoplasn .. �ti-

co. hRLETT 1 GRINa._E e JINKS (J.962) isolarem mutantes de (1. nidulans cujo 
' - --�--�..$..,.! 

careter 8l'U controlado por fatores citoplasnÚtico num total de 7 r particu-

las. Desta. rraneira, pode-•se supor que uma ou mais part:iculas citoplasmáti­

cas de':'8m estarem envolvices nos mecanismos de resistência ao fungicida 

OODINE.¾Entrotanto, corro se sabe, este fungicida atus principalmente cau­

sando al teraçÕes na permeabi1icade da parede celular (BROWN e SiaER,1960), 
,,. .., .., 

atreves da ligaçs.o do seu grupo ç;uanidino com pontos de ligaçao existentes 
(' na parede eelular. Desta forrna1 poder-se-ia supor que 1 a partJ.cula ou par--

tfculas responsáveis pela resistência ao OODINE, estejam envolvidas direta 

ou indiretamente na formação dos pontos ligação na parede celular. Devido 

às al tere.çÕes sofridas nas suas estruturas pela mutação r estas psrticulas 

alteradns impediriam a formação dos pontos de ligação na parede celular, -

através dos quais o DOOINE atL.Bria, tornando desta forms, o organismo re­

sistente a este fungicida. 

O fenômeno de um organismo tornar-=se dependente de urra subs­

tância que norn-elrrente lhe � tóxica, como no caso do mutante elo 1, jéi foi ------.... � 

relatndo por• �IVERSON (19'.l-7), YEGIAN e BUOO (1948), CURTIS, STAUFFER e 

BACKLJS (1955). Entretanto, os mecanismos atre.v�s dos qoois um organismo 
A ,, .,. N 

torna-se dependente de urra substancia que normalrnento lhe e toxi03., nao es 
-
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t; ainda esclarecido. No presente caso o mutante .slP�l provavelmente so-
J I N A freu a :ceraçoes na sua estrutura. genica de modo a adaptar o seu metabolis 

-

�o ao uso do CLORONEB ou seus derivados. O uso de derivados metabÓlicos -
N #' • de fungicida CLORONEB na formaço.o de compostos neoessar10s ao seu organis 

-

mo foi relato.do por HOCK e SISLER (1969) em Rhizoctonia solani. 
'-...#..�..-..-� 1 • ., ...... ,. -- .. 

Devido a raridade de surgirronto de mutantes de fungos resis 
-

tentes Ô. fungicidas, em condições de campo (GEORGOPOULOS, 1969), era do -

se esperar tarnbtm U1;16 baixa frequência de mutantes resistentes em condi,� 
"' 

1 b ,. ' · çoes de a oratorio. Realmem:e isto ocorreu no presente trabalho como po�-

demos ver na TabelEJ. XIII. O fungicicb CLORONEB ap-resentou EJ. naior frequên 
, -

eia de mutantes, enquanto que o VTIAVAX teve a menor froquência. No enta,n 
. ,. {' t to, devido ao poquono numero do con1dios analisados, ensaios rrois ex er�

sos têm que serem realizados piJ.'l:"0 que se posso ter uno melhor idéiEJ. da 

f A • t ,., · J A • t f . . ,..l,:-, r. "d 1 requenc::w de mu açao pare resis cencis O. es es ung1.c1u'J.s em !:.:.• .ri..i .. .!:..En�-
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6. RESUMO E CONCLUSÕES
... JII;.� ...... --...... ......... � .........,, .. ... 'P' ,-·· ·t .. 

O presente trebalho foi desenvolvida com a finalidade de se 

estudar a ação de fungicidas na frequência de recombinação mitÓtica em As-
·-~ 

P§.!JJ}.�)-�� rii.1u1?�.§.• isolar mutantes resistentes aos fungicidas usados e a­

nalisados geneticamente e, finalmente, determinar a frequência de mutantes 

resistentes, 

Os fungicidas usados foram os sistêmicos l,4-dicloro-2,5-cii 

metoxil benzeno (CLORONEB) e 2,3-dihidro-&-carboxanilido-6-metil-l,4-ox':1-­

tiin (VITAVAXJ,e o não sistêmico acetato de n-dodecilguanidina (DODINE). 

A N , 

Para se estucar a frequencia de recombinaçao rnitotica, foi 

usada a linhagem dipl�ide '82:..J/ /fv6E, e para o isolamento, mapeamento e os 
A • 

./--
N 

estudos de frequencia de mul.Elçao foi usada a linhagem l?.i,1.L...IT??.t�-f.• 

A N , 

Nos estudos da frequencia de recorrbinaçao mitotica, foram -

considerados dois tipos de setores: a) grandes setores: todos os setores 
. ,. . h , 

visiveis a ol o nu; b) microsetores: todos os setores visi veis somente a-

través de estereomicroscÓpio, sen?o levado em consideração apenas os seto­

res de coloração branca e ar(arela. 

As curvas de sobrevivência 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 OODINE (2 ug/ml), apresentaro.m alta capacidade de aumentar a frequência 

de recombinação mitÓtica, enquanto que o VITAVAX (10 ug/ml) ao con�rário, 

apresentou urna redução acentuada no total de setores recombinantes. 

2 - Os fungicidas CLORONEB e VITAVAX apresentaramoose como 

agentes indutores da haploidização de diplÓides de A. nidulans, enquanto 
�...... .__._,. " ., ·11t.......-·Q 

quo no trotamento com DODINE a frequência de setores haplÓides foi pratica 
-

mente igual t testemunha. 

3 - A resistência aos fungicidas Q..ORONEB e VITAVAX foi do-
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vida om ambos os casos a um Único gene, estando o gene pe.ro resistência ao 

CLOPONEB localizado no grupo de ligação IV! e o gene para resistência ao -

VITAVA)( localizado no grupo de ligação VII. A resistência ao fungicida DO­

DINE foi determinada como sendo ele natureza citoplasm�tieu. 

il- - Os resultados bastante diferentes obtidos com os três -
N 4,,  .t\ • • N • ' • (-

fungicidas, em relaça□ a frequenc1a de recomb1naçno m1tot1ca e caracter1s-

ticas dos mutantes resistentes an�isados, não podem necossariamente serem 

generalizados e outros fungicidas. Embora não podendo é1 priori serem extra 
, N 

polndos e. outras especies de fungos, os resultados sao, no entanto, u1re in 
.... , 

dio.,çÕo cbs possibilidades de ocorrência do problema em condições de campo. 



7. SU MfVV\RY



-se-

The present research was carrled out to study the effect of 

three fungicides in relation to the al terations in the frequency of mito­

tic recombination in a diploid strain of the filamentous fungus A*�e,,�qJtl..� 

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-5-carboxanilid?-6-methyl-l,L!--oxathiin (VITAVAX) -

and n-dodecylguanidine acetate (OODINE). 

The strains used were the diploid strain bi 1/ /WGE and the 
.. .....-.... 

haploid strain .!:?J ... J..L��l• From the resul ts obtained the following con­

clusions can be drawn: 

1 - CLORONEB (10 ug/ml) and OODI� (2 ug/ml) caused an in­

crease in the frequency of mitotic recombinati□n. On the other hand, tho -

fungicide VTIAVAX (10 ug/ml) caused reduction in the total number of re­

combinant sectors when compare d wi th the control. 

2 - CLORONEB and VITAVAXworo able to induce large amount of 

haploidization of the diploid strain used. DODINE did not increase the fre 

quency of haploid sectors. 

3 - Resistance to the fungicides CLORONEB and VITAVAX was 

monogenic. 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 nature of the analysed mutants although cannot be neces­

sarely extrapoled to the other species of fungi1 are an indication of the 

possibility of occurrence of such problems in field conditions. 
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