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Analise genetica de setores melhorados de 4Aspergillus nidulans

Flavia Maria de Oliveira

Orientador: Prof.Dr. Joao Licio de Azevedo

RESUMO

Linhagens de Aspergillus nidulans duplicadas sao instaveis
na mitose. Linhagem Dp(I-II) com segmento terminal do grupo de ligacao I
translocado ao grupo II origina setores melhorados amarelos e verdes. A o-
rigem dos variantes melhorados esta ligada a eliminacao do material dupli-
cado. O presente trabalho foi realizado com o objetivo de verificar se o-
correm diferengas geneticas entre os setores melhorados originados da 1li-
nhagem Dp(I-II) e do diploide heterozigoto para esta duplicagao, em dife-
rentes temperaturas de crescimento. Em temperaturas mais altas de incuba-
cao ocorre aumento da frequencia dos segregantes amarelos. A media do dia-
metro das colonias, auxotrofia e analise genetica dos variantes melhorados

mostraram que segregantes amarelos na grande maioria (857%) apresentam per-—



da toial do segmento translocado. Variantes verdes resultaram frequentemen
te da perda total ou parcial do segmento duplicado na posiggo normal .Estes
apres=atam anomalias na segregacao meiotica e mitotica revelando que essa
perda deve ser causada por processos que levam a consideraveis rearranjos
de material genético. Diploides heterozigotos nao balanceados foram mais
instaveis sob temperaturas mais altas, produzindo setores melhorados ha-
ploides e diploides. Em comparacao com o diploide nao portador de duplica-
ggo cromossomica o diploide com Dp(I-II) apresenta a propriedade de produ-
zlr um numero maior de setores haploides. Isso pode servir para se obter

segregantes haploides de diploides com duplicacao, sem usar um agente ha-

ploidizante.
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GENETIC ANALYSIS OF IMPROVED SECTORS FROM Asperngillus nidulans

Flavia Maria de Oliveira

ADVISER: Prof.Dr. Joao Lucio de Azevedo

SUMMARY

Strains of 4. nidulans carrying a chromosome duplication
are mitoticaly unstable. A strain Dp(I-II) wi&h a terminal segment of
linkage group I translocated to linkage group II produces improved sectors
which could be yellow and green. The origin of these improved variants is
related to the loss of the duplicate genetic material. The present work
was carried out aiming to study the possible genetic differences among
improved sectors derived from strain Dp(I-II), and from heterozygous diploid
for the duplication at different temperatures. It was shown that incubation
of the Dp(I-II) strain at higher temperatures results in an increase of the
number of yellow sectors. The diameter of the colonies, the nutritional
requirements and the genetic analysis of the improved variants have shown
that improved yellow sectors are due, in the great majority of the cases
(85%Z), to the complete loss of the duplicate translocate segment. Green
sectors were due mainly to total or partial loss of the duplicate segment
in a normal position. These sectors have also shown severe anomalies when

analysed meiotically and mitotically, which indicate that loss of part of
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linkage group I must be caused by processes which produce considerable
chromosomal rearrangements of the genetic material. Heterozygous diploids
bearing a duplication were more unstable at higher temperatures producing
both haploid and diploid improved sectors. A comparison between sectors
produced by diploids with and without duplication have also shown that the
great ones produce a larger amount of haploid segregants which make them
favorable for the production of haploid segregants in the absence of an

haploidzing agent.



1. INTRODUGAO

Pesquisas sobre instabilidade genética em procariotos e euca
riotos evidenciaram a importancia da recombinagao genética por rearranjos
cromossomicos na diferenciagao e controle genico. Esse tipo de recom—
binagao que foi denominada de "ilegitima" por FLANKIN (1971) esta atualmen-
te relacionada com a evolugao e controle génico dos genomas, reagao sexual
em leveduras, mobilidade de segmentos geneticos durante o desenvolvimen-—
to, produgao de clones de linfocitos e outros fenomenos biologicos.

E frequente, em fungos filamentosos, o aparecimento de linha
gens instaveis que formam colonias variegadas ou com setores, sendo que as
causas da instabilidade muitas vezes nao estao bem definidas.

Em Aspergillus nidulans instabilidade genetica tem sido cor-
relacionada em alguns casos a duplicacoes cromossomicas derivadas de trans-
locacoes. O material duplicado & eliminado total ou parcialmente dando ori-
gem a setores vigorosos (variantes melhorados) e o padrao dessa perda pode
ser modificado por agentes fisicos, quimicos e genéticos. Em adigao a insta

bilidade inicial, esse sistema favorece tambem o aparecimento de outros va-



riantes instaveis com morfologia alterada (setores deteriorados) por trans

locagoes cromossomicas.

Embora essas linhagens tenham sido muito pesquisadas geneti-
camente,nao se determinaram ainda os processos intragenéticos responsaveis
pela perda e rearranjo do material genetico das porgoes duplicadas.

Este trabalho tem por objetivos:

- Pesquisar a natureza genética de setores melhorados em linhagem duplica-
da haploide e no diploide heterozigoto de Aspergillus nidulans, obtidos em

diferentes temperaturas de incubacao.

- Determinar a frequencia de setores melhorados haploides e diploides em di

ploides com duplicagoes cromossomicas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Introdugao

Fungos filamentosos constituem material propicio para inves-
tigacoes sobre a origem e efeitos de rearranjos cromossomicos em eucariotos,
pols representam uma classe com nivel de complexidade intermediaria entre
as formas unicelulares das leveduras e organismos pluricelulares como as
plantas e animais. Tem genoma pequeno (HUDSPETH e col., 1977;  TIMBERLAKE,
1978; KRUMLAUF e MARZLUF, 1979) e nucleos com nucléolo e cromossomas com
histonas (FELDEN e col., 1976) sendo que todos os componentes quimicos do
nucleo estao bem caracterizados (MORRIS e col., 1977).

Aspergillus nidulans tem sido utilizado para essas investi-
gacoes, pois alem de ter condicoes de cultivo bem definidas, apresenta tam-
bem ciclo sexual e parassexual (PONTECORVO e col., 1953, 1954; PONTECORVO,
1956) com a formacao de diploides estaveis (ROPER, 1952).

Diploides heterozigotos resultantes do cruzamento entre duas

linhagens, sao obtidos em condigoes de laboratorio usando meio seletivo e



os conidios sao maiores que os haploides (HEAGY e ROPER, 1952;  PONTECORVO
e col., 1953) entretanto téem sido isolados de populacoes naturais linhagens
diploides (UPSHALL, 1981).

A frequencia de recombinagao mitotica nesse eucorioto e bai-
xo (PONTECORVO, 1954; ROPER, 1966). Foi sugerido por KAFER (1961, 1976) a
ocorrencia de dois mecanismos responsaveis pela recombinagao mitotica em
Aspergilllus: a nao disjungao cromossomica que atraves da formagao de aneu-
ploides instaveis resulta em segregantes haploides e, a permuta mitotica que
origina diploides recombinantes. Entre os segregantes, os haploides dintin
guem-se pelo tamanho dos conidios e pela segregacao dos alelos em heterozi-
gose de um grupo de ligacao enquanto que nos diploides, ocorre segregagao de
um ou de poucos marcadores ligados, permanecendo heterozigotos para os ou-
tros genes do cromossomo (FINCHAM e col., 1979).

Maior incidencia de recombinacao mitotica pode ser obtida pe
lo emprego de agentes quimicos tais como p-fluorfenilalanina (McCULLY e FOR
BES, 1965), arsenato (VAN ARKEL, 1963), benlate (HASTIE, 1970; KAPPAS,1978),
compostos benzimidazoicos, tiofanatos (KAPPAS e col., 1973, 1974), fluoro-
deoxiuridina, nitrosoguanidina (SCHANFIELD e KAFER, 1971), griseofulvina
(KAPAS e GEORGOPOULOS, 1974), cloroneb (AZEVEDO e SANTANA, 1975; AZEVEDO e
col., 1977),actinomicina D (KAPPAS,1978) e outros.Tratamento com ultra-som,
raio X e particulas o e B tambem desistabilizam os diploides (HOUGHTON e
0'DOWD, 1979) e mutantes uvs apresentam frequencia de recombinagao alterada
(JANSEN, 1970, a - b; FORTUIN, 1971, a - b). 4

O aumento de segregantes haploides e diploides pode resultar
do mesmo efeito primario que aumenta a nao disjuncao mitotica,mas uma maior

incidencia de segregantes diploides & proveniente de alta freqiencia de



permuta mitotica (KAPPAS e col., 1974). Mostrou-se que permuta mitotica em
A. nidulans ocorre no estagio de quatro fios (ROPER e PRITCHARD,1955) o que
tambem foi observado em Drosophtla (STERN , 1936) mas em levedura, foi des
crita a ocorrencia de permuta mitotica no estagio de dois fios envolvendo a

recombinacao de cromossomos nao duplicados (ESPOSITO, 1978).
2.2. Aberracoes cromossomicas.
2.2.7. Aberragoes cromossomicas numéricas.

AZEVEDO (1966) constatou a formacao de tripoloides em 4.
nidulans, apesar de que casos de poliploides serem raros nessa especie, em-
bora ocorra em outros generos (LU, 1964; RODGERS, 1968; ROMAN e col., 1955).

Aneuploides ocorrem com frequencia aproximadamente de um por
cento (17) e originam-se de nao disjuncao mitotica de haploides e diploides
(KAFER, 1960; 1961). Tem crescimento mais lento do que o haploide e produ-
zem setores muitas vezes instaveis. Dissomicos para os diferentes grupos de
ligacao de A. nidulans apresentam fenotipos bem caracteristicos (KAFER e

UPSHALL, 1973).
2.2.2. Trocas cromossomicas estruturais.

Rupturas cromossomicas, aparentemente espontaneas ou determi
nadas por agentes fisicos e qufmicos ocorrem em fungos como em outros orga-

nismos (SYBENGA, 1972). As regioes envolvidas nessas quebras tendem a se

s



unir resultando em novas seqﬁgncias cromossomicas. Esses rearranjos sao de-
tectados por desvios nas proporcoes de segregantes meioticos e modificacoes
na relacao de ligacao dos marcadores geneticos (4ZEVEDO, 1971; PERKINS,1974;
KAFER, 1975; PERKINS e BARRY, 1977; BIRKETT e ROPER, 1977).

0 fato das inversoes cromossoOmicas estarem pouco caracteriza
das em A. nidulans (KAFER - BOOTHROYD, 1964; KAFER, 1966) e atribuido a di-
ficuldade de observagao dos cromossomos meioticos (ELLIOT, 1960), embora es
se reairanjo esteja bem estudado em Neurospora crassa (NEWMEYER e TAYLOR,
196 7; prRKINS e BARRY, 1977). Entretanto, translocacoes e elisoes estao do-
cumentz is pois sao detectadas pela analise meiotica e/ou mitotica (KAFER , |
1962, 1975; MA e KAFER, 1974; PERKINS e BARRY, 1977). O fragmento cromossg
mico resultante de duas quebras pode ser inserido em Outro CromosSomo
(translocacgao) ou pode ser transposto no mesmo grupo de ligacao (transposi-
950) sendo que a translocégao pode ser reciproca e nao reciproca (FINCHAM e
col., 1979).

Em A. nidulans e mais frequente a translocacao nao reciproca
(KAFER, 1962; 1965; UPSHALL e KAFER, 1974; BIRKETT e ROPER, 1977; ALMEIDA,
1976) embora translocagao reciproca tenha sido encontrada entre os grupos
de ligacao I e VIII (M4 e KAFER, 1974; yarEr  , 1975).

Duplicacoes cromossomicas sao originadas freqiuentemente de
translocacoes nao reciprocas e sao muito uteis no estudo do efeito de posi-
cao, da interacao genica e de complementacao alelica (BALL, 1967; CLUTTER-
BUCK, 1970; MYLYK, 1975) pois permitem a observacao do fenotipo resultante
de um genotipo duplo, em um genoma haploide.

A primeira linhagem duplicada em 4. nidulans foi isolada por



PRITCHARD (1956 ; Apud BIRKETT ¢ ROPER, 1977) quando pesquisava reversao
espontinea em uma linhagem adF20. Constatou que uma reversao era devida a
uma dinlicagao cromossomica heterozigota envolvendo o loco adE20. Desde en-
tao, linhagens duplicadas tem sido produzidas em laboratorio a partir de
translocagoes determinadas por radiacao (NGA e ROPER, 1968; ALMEIDA, 1976;
ORTORI, Apud BIRKETT e ROPER, 1977 ) e algumas estao bem caracteriza
das (BAINBRIDGE e ROPER, 1966; BALL, 1967; NGA e ROPER, 1968; CLUTTERBUCK ,

1970; AZEVEDO, 1971; ZUCCHI e AZEVEDO, 1979).
2.2.3. Duplicagoes cromossOmicas gerando instabilidade gengtica

E caracteristico de linhagens duplicadas de A.nidulans um
crescimento mais lento da coani? e a producao de setores com crescimento
vigoroso. Em N. crassa a presenca de duplicagoes cromossomicas esta associa
da tambéem ainstabilidade genetica (TURNER, 1977; NEWMEYER e TAYLOR,  1967;
NEWMEYER e GALEAZZI, 1977) mas nao altera a morfologia e o crescimento da

colonia (TURNER, 1977).

A analise genética de uma linhagem de 4. niZdulans com uma du
plicagao III-VIII, revelou que os setores resultavam de elisao total ou par
cial do material duplicado, sendo que a quebra ocorria aparentemente em va-
rios pontos dos segmentos duplicados e com pouca especificidade (BAINBRIDGE
e ROPER, 1966).

Outra linhagem bem caracterizada sob o ponto de vista geneti
co e a linhagem portadora de uma duplicaggo I-II. Apresenta um segmento ter
minal do brago direito do cromossomo I translocado para a extremidade do

cromossomo II, nao e estavel e por um processo ainda nao esclarecido de



instabilidade mitotica,ganha ou perde material genético durante o crescimen
to vegetativo dando origem por elisao, adicao e/ou translocacao a setores
segregantes (NGA e ROPER, 1968; 1969; CLUTTERBUCK, 1970; AZEVEDO e ROPER ,
1970; AZEVEDO, 1971).

0 padrao de instabilidade da duplicacao e alterado por muta-
cao wvs ( BURR, PALMER e ROPER, 1971; JANSEN, 1970; PARAG e PARAG,
1975; MAJERFELD e ROPER, 1978a ) ,por um fator genetico situado no cromosso-
mo VIII (AZEVEDO, 1975), em presenca de cafeina (ROPER e cols, 1972), azul
de tripan (COOK e col., 1970), DNA exogeno (MENEZES, 1974), brometo de eti-
dio (BONATELLI e AZEVEDO, 1977); coumarim (MAJERFELD e ROPER, 1978b);pela
temperatura (LIEBER, 1976; NIFFINEGGER-SOUZA, 1979) e outros fatores.

A perda total ou parcial da duplicacao determina a formacao
de setores melhorados (NGA e ROPER, 1968; 1969) enquanto que rearranjos do
material duplicado resultam em setores deteriorados caracterizados por uma
morfologia variada, padroes de instabilidades diferentes, crescimento li-
near em geral, menor do que o parental, conidiacao reduzida e diveréos
graus de pigmentacao (NGA e ROPER, 1968; AZEVEDO, 1971). Um terceiro tipo
de segregantes & constituido por setores heterocarioticos que apresentam co
nidios amarelos e verdes (ROPER e NGA, 1969) e a analise genética destes se
tores revelou que um dos componentes é hipo-haploide (ROPER e NGA, 1969
NTFFINEGGER-SOUZA, 1979).

A analise genetica dos setores deteriorados revelou que modi
ficagoes genéticas como duplicagoes, translocagoes e transposicoes estao en
volvidas na instabilidade destes setores (AZEVEDO e ROPER, 1970; AZEVEDO ,
1971; ROSATO, 1973; MENEZES, 1974; PAES DE BARROS, 1977; NIFFINEGGZR-SOUZA,

1979).



Em linhagem duplicada Dp (I-II) elisoes ocorrem em uma entre
104-108 i toses (BIRKETT, apud BIRKETT e ROPER, 1977) e os dipldides nao ba
lar:-- los sao mais instaveis do que a linhagem haploide (NGA e ROPER, 1969;
CASE e ROPER, 1975; CASE e ROPER, 1981). O segmento translocado e perdido
preferencialmente, sendo que a elisao no segmento normal & pouco frequente
(NGA e ROPER, 1968; LIEBER, 1976; MAJERFELD e ROPER, 1978b) e a quebra cro
mossomica e imprecisa. Supoe-se que resulta algumas vezes apos a elisao
parcial,uma porcao de material duplicado proxima ao local de insergao da
translocagao,a qual poderia participar ocasionalmente, de permuta mitotica,
regenerando assim a duplicacao (BAINBRIDGE e ROPER, 1966; NGA e ROPER,1968).
Entretanto, algumas elisoes em linhagens com duplicagoes Dp (I-II) exce
dem a regiao duplicada e translocada ao cromossomo II (ROPER e NGA, 1969 ;
NIFFINEGGER-SOUZA, 1979).

Ha ausencia de dados acerca da ocorrencia de recombinacao mi
totica na regiao da duplicagao, embora os segregantes de diploides heterozi
gotos para a translocacao, originam-se de permuta mitotica no cromossoma II
(CASE e ROPER, 1981). A incidencia de recombinacao meictica dentro da dupli
cagao € maior do que em linhégens normais e este aumento interfere com a
recombinacao nas regioes adjacentes a duplicacao (VAN DE VATE eJANSEN,1978).

Tem sido muito discutido o processo que gera elisoes nas du-
plicag5es. Como as linhagens de A. nidulans pesquisadas apresentam padrses
caracteristicos de instabilidade (BAINBRIDGE e ROPER, 1966; BIRKETT e ROPER,
1976 ; ZUCCHI e AZEVEDO, 1979) e linhagens duplicadas haploides e diploi-
des diferem tambem quanto a instabilidade (CASE e ROPER, 1975; 1981), ques-—

tiona-se se o processo e basicamente o mesmo nos diversos casos ou, se o
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fator determinante da instabilidade & primariamente apenas um, mas que se
manifc-ta por processos diferentes.

Em V. crassa ocorre também perda preferencial do segmento
translccado e entre as linhagens geneticamente estudadas apenas uma nao mos
trou esse comportamento (NEWMEYER e TAYLOR, 1967; TURNER, 1977; NEWMEYER e
GALEAZZI, 1977).

O fato da linhagem haploide com duplicagao Dp (I-II)ser mais
estavel que o diploide heterozigoto para a translocagao, foi atribuido a
presenca de segmentos em triplicata (NGA e ROPER, 1969). Realmente, o pro-—
blema da dosagem de material cromossomico influi no mecanismo que gera ins-
tabilidade pois em diploides heterozigotos para translocagao, segregantes
sao produtos de permuta mitotica e, em diploides homozigotos € a elisao na
duplicacao que esta envolvida na’producao de setores (CASE e ROPER, 1975 ;
1981) .

A eliminagao do material duplicado foi explicada inicialmen-
te pela ocorrencia de permuta dentro da alga cromossomica (NGA e ROPER ,
1968) e que, seria tambem uma fonte de elementos transponiveis (NGA e ROPER,
1968; AZEVEDO e ROPER, 1970) mas nao ficou esclarecida a excisao imprecisa
que ocorre em muitos casos. Poder-se-ia supor entao a ocorrencia de permuta
desigual (NGA e ROPER, 1968) mas nao ha evidencias que comprovem esta hipo-
tese. Esses autores tambem sugeriram que a lesao no material duplicado pode
ser decorrente da competicao dos segmentos duplicados por sitios de replica
950 localizados na membrana nuclear.

Em alguns organismos,instabilidade cromossomica encontra - se

associada a presencga de heterocromatina (BURNS e GERSTEL, 1967; BEERMAN
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1966) . Embora nao haja evidencias citologicas de heterocromatina em Asper
gillus poder-se-ia supor que a duplicacao induziria a formagao de heterocro
matina que seria subsequentemente eliminada (LIEBER, 1976).

Baseando-se na ocorrencia de rDNA 5S nas extremidades dos
cromossomos de Xenopus (PARDUE e cols., 1973) e no material corado por Giem
sa nas extremidades cromossomicas de AZlium (STACK - e CLARKE, 1973 )
NEWMEYER e GALLEAZZI,(1977), correlacionaram a eliminacao de duplicacoes em
N. crassa a existencia de DNA repetitivo e homologo nas pontas dos cromosso
mos. Permuta entre esse material e o homologo na regiao da implantacao da
translocacao resultaria na elisao preferencial do segmento transloca-
do. Maior ou menor facilidade em eliminar a duplicacao dependeria da soma
de material repetitivo proximo ao ponto de quebra e de outros fatores afe-
tando a ocorrencia de permuta, o que por conseguinte explicaria o comporta-
mento das diferentes duplicagoes.

A existencia de DNA palindromico em 4. nidulans foi tambem
admitida por ROPER e BIRKETT (1977) sendo que a regiao de sodldadura da
translocacao seria um telomero modificado produzido provavelmente por per
muta entre sequéncias palindromicas do telomero e sequencias internas.

Aumento da instalibilidade genetica das linhagens duplicadas
e causado por agentes que interferem no reparo de DNA (BURR e cal .,
1971 ; ROPER e col., 1972) indicando que lesoes no sistema de re-
paro do DNA podem constituir-se no processo primario da instabilidade.

Melhores esclarecimentos sobre o fenomeno da  instabilidade
das linhagens duplicadas em 4. nidulans, podem advir da analise da estrutura

cromossomica particularmente do DNA repetitivo; de pesquisas sobre a fideli
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dade mitotica na organizagao do genoma, do efeito da dosagem dos segmentos
cromossomicos em diferentes ploidias e tambem, do controle da replicagao do

DNA (FINCHAM e cols., 1979; CASE e ROPER, 1981).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Linhagens

3.1.1. Linhagens utilizadas

A Tabela 1 relaciona os marcadores genéticos usados no pre-
sente trabalho. Os simbolos dos genotipos seguem a recomendaggo de
CLUTTERBUCK (1974). Definir-se-ao os fenotipos pelos simbolos dos genotipos

correspondentes.
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Tabela 1 - Genotipos, fenotipos e localizagao dos marcadores geneticos uti-

lizados segundo CLUT TERBUCK,1974.

simbolo do gene Grupo de ligacao Fenatipo-l/
adE?20 I req. adenina

bi41l I req. biotina

faeA303 v nut. acetato

galAl - III nut. galactose

nicB8 VII req. acido nicotinico
pabaAb I req. acido p-aminobenzoico
proAl I req. prolina

pyrodh v req. piridoxina

riboB 2 VIII req. riboflavina

sB VI nut. sulfato

sud ddEZO I. supressor adk 20

wA3 II conidios brancos

yAl | I conidios amarelos

1 _ ~ e
=~ req = requer; nut = nao utiliza.

Utilizaram-se linhagens da colecao do Setor de Microrganismos
do Instituto de Genetica da Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz"
da Universidade de Sao Paulo (Tabela 2 e Figura 1). Para simplificar, os nﬁ

meros e letras dos alelos serao excluidos do texto, das tabelas e figuras.
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Tabela 2 - Linhagens utilizadas

Linhagem - Genotipo Y Referencia
A proAl pabaA6 yA2; TBL(I,II) NGA e ROPER, 1968
adE20 bzAl
MSE sudl adE20 ;y46 adi20 ; wA3; Me CULLY e FORBES, 1965

galAl; pyroAb; facA303; sB3;

nieB6; riboB5

pro paba y proAl pabalb yA2
bz, meth bzAl ; methGl
bi//MSE biAl;sull adE20 ;yA6 adE20;wA3;

galAl; pyroAb; facA303; sB3;

nicB6; riboB5

=

L/ Nomenclatura segundo CLUTTERBUCK (1974).

prod _ _pabald YA + +

Dp(I-II) __.:.r__..o __________ + ade bi4

prod  pabad yA + +

sudadl : + + QA adk, +

Dp(I-ID)//MSE  __ _ + # adk biA
WA o _____

Figura 1 - Linhagem A e o diploide A//MSE de A. nidulans.

Representaram—se os centromeros por circulos.



3.1.2. Solucoes utilizadas

Albumina (57%)

Clara de OVO v v v v &« v &« o o o

Agua destilada . . . . . . . . . .

.16.

e e e e e e 5 ml
e s+ + 4 « + « « 100 ml

~ o
Conservou-se a solucao em frasco escuro a 4 C.

Benlate (Metyl-1-(butylcarbamoyl)—-2-benzimidazole carbamate)

Benlate . . . . . . ¢ ¢ v ¢ v v .

Agua destilada esterilizada. . .

~ o
Conservou-se a solugao a 4 C.

Giemsa

Corante de Giemsa « + + « « « o o &
Glicerina . . . v v v v o v v + + .

Metanol e e e e e e e e e e

.

.

Adicionou-se o corante a glicerina a 60°C

centou-se o metanol. Filtrou-se a solugao, a qual

escuro.

Helly

Bicromato de potassio . . . . . . .
Bicloreto de mercurio . . . . . . .

Agua destilada . . . . . . . . .

Salina (0,857%)

Cloreto de s0dio « + « « & o o o

Agua destilada . . . « « .+ . . . .

®

Autoclavou-se a 120°C por 20 minutos.

e e e e s e .+ 21,00 g
e e e . 66 ml
e e e e e e e e 66 ml

e apos resfriamento acres

fol conservada em frasco

e e e e .. .. .3,00 g
e+ + s+ 4+ « 4+ . 5,00 g
100 ml

e e a2 e« & & & 8,50 g
1000 ml
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Formol neutro (saturada)

Adicionou-se uma parte de carbonato de calcio em tres partes de for

malina. Agitou-se esporadicamente,por 10 dias.

Tampao fosfato pH 6,9
Solucao A

NaHZPO4 e e e e s e 4 . . . 27,80 g

Agua destilada ., . . . . . . 1000 ml

Solugao B

NaZHPO4 e« 4 + +« « « « .+ . 53,65 ¢

Agua destilada . . . . . . . 1000 ml

Adicionou-se 45 ml da solugao A em 55 ml da solugao B e completou -
-se para 200 ml com agua destilada.
Tween "80" (0,1% v/v)

Tween 80 . . . v & v v v b e v e e s e e e s e e e 1 ml

Kgua destilada . . + -« + + + + « v v 4 « « & « « .. 1000 ml

Autoclavou-se a 120°C, por 20 minutos.

Vitaminas

Acido nicotinico .« + « « + ¢ « 4« + < 4 « « « + . . 100,00 mg

Acido p—aminobenZGico T 10,00 mg
Biotina . . « v & v v v e e e a e e e e e e e e 0,20 mg
PiridoxXina . « v v « & s ¢ 4 4 4 e e e e e e 50,00 mg

Riboflavina .« + « « + « =+ o « &« o « &« + « « « . . 100,00 mg
Tiamina . o o ¢ o o o 4 o o e 6 e e s e e e e 50,00 mg

Agua destilada esterilizada . . . « « « . . . . . 100,00 mg
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Aqueceu-se a solugao em banho-maria por 15 minutos e conservou-se

o] - .
em frasco escuro a 4 C, sob cloroformio.

Suplementos adicionados ao meio minimo.

Substancia Concentragao final no meio de cultura
(ng/ml)

Adenina 25,00

Ecido nicotinico 0,50

Acido p—aminobenzaico 0,25

Biotina 0,20

Metionina 50,00

Piridoxina 0,25

Prolina 50,00

Riboflavina 0,50

As solucgoes de suplementos foram dissolvidas em agua destilada es-—
terili’zada, em seguida aquecidas em banho-maria por 15 minutos e ' conserva-

das no refrigerador a 4°C.



.19.

3.1.3. Meios de cu1tu;a

Usaram-se os seguintes meios de cultura:

Minimo (PONTECORVO e col., 1953).

NaNO3 Poe e e e s e e e e e e e e e e e e e e e e e e 6,00
KHgPO4 « v v v v v e v e e e e e e e e e e e e e . 1,50
O 0,50
MgSO4.7Hp0 v v v e e e e e e e e e e e e e e e e .. 0,50
FeSO4 « v v v v e e e e e e e e e e e e e e e e o .. 0,01
ZNSO4 v ¢+ e e e e e e e e e e e e e i e e i e e e e .. 0,01
GliCOSE v v v v v v e v e e e e e e e e e e e e e e e e 10,00
BEAT & v v v e e e e e e e e e e e e e e e e e e e . .o15,00

0Q 00 0@ 00 Q@ 092 Q@Q Qo

Agua destilada . . . . . . . v e e e e e e e e e 1000ml
PH final . « . v v v v v v e e e e e e e e e e e e e e 6,8

Autoclavou-se a 120°C por 20 minutos.

Completo (PONTECORVO e col., 1953; modificado).

Peptona e e e e e s e e e e e e e e e e e e e e e 2,00 g

Caseina hidrolisada . . . . + v & v v v v v v« o o v o 1,50 g
Extrato de levedura . . . . . & v & ¢ 4 o « o o 4 4 4 o = 0,50 g
Solugao de vitaminas . . . . « .« 4 4 e . 4 e e w4 . 1,00ml
Meio minimo . « « + v v v 4 e e e e e e e e e e e e e e 1000ml

PH final . . . . .+ o i e e e e e e e e e e e e e e e 6,8
Minimo liquido mais 27 de meio completo

Meio completo liquido . . . . « « + « & v o e v e e e . 2 ml
e 100 ml

6,8

3 - . - .
Meio minimo liquido . . . . . .« . . . . . .

PH final . . . v « & o v v i e e e e e e e e e e e e e

Autoclavou-se a 120°C por 20 minutos.
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Acetato de amonio (APIRION, 1962)

CH3COONH4 e s e e e e e e e e e e e e .. . 12,00 g
KHZPO4 e e e a e e e e e e e e e e e e« . . 3,00 g
NaCl A O[O -
MgSO4.7H20 T N TO -
FeSO4 e e e e e e e s e e e e e e e e e e .. 0,01 g
ZnSO4 e e e e e e e e e s e e s e e e e e e . . 0,01 ¢
Bgar . . . . . . . i i e i e e e ... . .15,00¢

Agua destilada . . . . . . + + v+« v v+ . . . 1000 ml
pH final . . . . . . . .« . v . v e e ... 6,1

Autoclavou-se a 120°C por 20 minutos.

Minimo de galactose

No meio minimo (item 3.1.3) substitui-se a glicose por galactose na

mesma proporgao. Ajustou-se o pH a 6,8. Autoclavou-se a 120°C por 20 minu-

tos.
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3.2. Metodos
3.2.1. Caracterizacao das linhagens de A. nidulans

As linhagens a serem utilizadas foram semeadas em meio soli
do em diluicoes, tais que produzissem colonias isoladas. Usou-se meio com-
pleto para as linhagens haploides e minimo para as diploides. Apos incuba-
cao a 37°C por 72 horas, caracterizou-se uma colonia de cada linhagem para
as marcas geneticas de que eram portadoras em placas de meio minimo, com
combinagoes adequadas de requerimentos nutricionais.Observaram-se os resulta
dos apos 24-48 horas de incubacao. As linhagens haploides foram conservadas
em tubos de ensaio com meio completo solido e as diploides em placas de Pe-

tri com meio minimo solido, a 4°C.
3.2.2. Placas com meio de analise

Determinaram-se os requisitos nutricionais das colonias ana-
lisadas em placas de Petri com meio completo (MC), meio minimo (MM), meio
minimo (MM) mais todos os requisitos envolvidos no cruzamento e com meio
minimo mais todos os requerimentos exceto, o que estava sob analise. Utili-
zou-se tambem, quando necessario, uma placa com meio de galactose e outra

com meio de acetato mais todos os requisitos nutricionais.
3.2.3. Obtencao de microcolonias monosporicas

Semearam-se as linhagens A e pro paba y em placas com MC em

diluicoes apropriadas. Apos 12-15 horas de incubacao a 37°C, as placas fo-
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ram examinadas sob uma lupa e transferiram-se microcolonias monosporicas de
cada linhagem, para o centro de placas de Petri contendo MC solido. Utili-
zou-se o mesmo meétodo para obtencao de microcolonias das linhagens 'A//MSE

empregando-se entretanto MM solido para selecionar microcolonias diploides.

3.2.4. Instabilidade das linhagens A e A//MSE crescidas em diferen
tes temperaturas

Microcolonias monosporicas das linhagens A e pro pabay ou
A//MSE e b7 //MSE foram incubadas em estufa BOD nas temperaturas de 28, 37 e
429C. Foram feitas 40 repeticoes, tanto das linhagens teste quanto das con-
troles e, o delineamento foi inteiramente casualizado.

Nas linhagens diploides, a contagem dos setores formados foi
feita apos oito dias de cresciménto em cada temperatura e nas haploides, a-
pos 10 dias de incubagao. Em seguida variantes melhorados, escolhidos ao a-
caso e originados em cada temperatura da linhagem A e do diploide A//MSE,fo
ram purificados por estria em placas com meio completo.

Apos 72 horas a 37°C, foram transferidos por inoculagao de
ponto para uma placa contendo meio completo, placas mestres. Apos isolamen-
to, os variantes foram transferidos por meio de um replicador de niquel-cro
mo para placas de analise (AZEVEDO e col., 1976) objetivando a caracteriza-
cao auxotrofica dos setores e em seguida foram estocados em tubos e placas
de Petri contendo meio completo

Para estimar o grau de ploidia mediram-se com ocular micromé
trica dez cadeias de conidios a fresco as quais foram comparadas com o tama

nho das cadeias de conidios das linhagens A//MSE, e pro paba y.
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3.2.5. Taxa de crescimento de variantes melhorados da linhagem A

Microcolonias obtidas de variantes melhorados provenientes
de diferentes temperaturas foram transferidas para placas de Petri contendo
meio completo e incubadas a 37°C. Como controle utilizaram—se também, micro
colonias das linhagens A, pro paba y e MSE. As placas foram dispostas nas
prateleiras de uma incubadora tipo BOD, FANEM e distribuidas ao acaso. Os
diametros das colonias foram medidos apos dois e cinco dias de incubagao.To
maram—se duas medidas independentes em cada temperatura e fol utilizada  a

media dessas medidas.

3.2.6. Diametro de conidios e nucleos dos variantes do diploide
A//MSE

Para a coloragao dos nucleos foi utilizada a tecnica descri-
ta por ROBINOW e CATEN (1969) com HCl-Giemsa, modificada por PAES DE BARROS
(1977).

Utilizando-se uma alga de niquel-cromo, conidios de colonias
com 72-96 horas de incubagao a 370Q,foram colocados sobre uma laminula a
qual adicionou-se uma gota de solugao de albumina e foi feito um esfregaco.
Apos uma hora de secagem, fixou-se o material em 5 ml de solucao de
Helly, acrescida de 0,3 ml de formol neutro, por 15 minutos. Apos este pe-—
riodo, as laminas foram transferidas para alcool etilico 70% e foram subme-
tidas a hidrolise em acido cloridrico 1N a 63°C, por 20 miggtos. Em seguida
foram lavadas duas vezes em agua destilada. A coloragao foi feita em solu-

cao de Giemsa em tempo que variou de 15 a 25 minutos. Lavou-se a seguir a
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preparagao em tampao fosfato (pH 6,9) e colocou-se a laminula sobre uma la-
mina com uma gota do tampao. No caso de uso nao imediato, as laminas foram
mantidas em refrigerador, no interior de placas de Petri contendo papel de
filtro embebido na solugao fosfato.

Fizeram-se medidas ao acaso, do diametro de 31 conidios e de
seus respectivos nucleos. Para tais medidas utilizou-se ocular micrometrica

(Carl Zeiss, 8X) e objetiva de imersao.

3.2.7. Obtencdo de heterocarios (PONTECORVO e col.,1953)

6

Os heterocarios foram formados inoculando-se cerca de 10 co
nidios de cada uma das linhagens com diferentes requisitos nutricionais, em
2,5 ml de meio minimo 1iquido mais 2% de meio completo o que permite a ger-
minacao inicial. Apos 72 horas de incubagao, formou-se uma pelicula. Trans-

feriu-se esta pelicula para uma placa com meio minimo, a qual foi dividi-

da em quatro partes colocando-se uma parte em cada quadrante da placa.
3.2.8. Analise meiotica (PONTECORVO e col., 1953)

Clestotecios foram obtidos de heterocarios incubados a 370C,
por sete a 10 dias em placas vedadas com fita celulosica, o que favorece a
formacao dos mesmos. Foram escolhidos sob lupa os cleistotécios maiores por
terem maior probabilidade de serem hibridos (BARACHO e col., 1970). Em pla-
cas com agar 37, os cleistotecios foram 'rolados' para eliminar celulas de
Hulle,conidiose hifas aderentes.Em seguida,foram transferidos,um a umcom a

alca de niquel-cromopara a parede de tubos com solugao de tween e esmagados
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com a ponta da pipeta contra a parede do tubo. APBS a homogeneizagao das
suspensoes de esporos semeou-se por estria em placas de Petri com meio com-
pleto, cada suspensao de esporo para verificar se os cleistotécios eram hi-
bridos. Transferiu-se 1 ml das suspensaes de esporos para frascos com 9 ml
de salina. Estas foram conservadas em refrigerador a 4°C. De cada cruzamen-
to foi escolhido um cleistotecio hibrido. Semeou-se 0,1 ml da diluicao a-
propriada da suspensao de ascosporos, em placas com meio completo. Apos 72
horas de incubaggo a 37°C contaram-se os segregantes e colonias foram trans
feridas para placas com meio completo. Inocularam—-se 26 colonias por placa,
que foram incubadas por 72 horas a 37°C. Replicaram—-se as placas mestras
por meio de um replicador multifio, para os meios de analise. As leituras

foram realizadas com 24 e 48 horas de crescimento.
3.2.9. Isolamento de diploides (ROPER, 1952)

Retiram-se conidios dos heterocarios obtidos (item 3.2.7) e
estes foram suspensos em 5 ml de soluggo de tween. Apos contagem do nimero
de esporos no hemacitometro semearam-se em 10 placas contendo MM, aliquotas

- . 7 -
dessa suspensao. Em cada placa foram semeados aproximadamente 1 x 10" coni-
dios. Apos 72 horas de incubacao os diploides heterozigotos foram isolados,
sendo reconhecidos pela coloracao uniforme e tamanho dos seus conidios. A
medigao dos conidios foi feita com ocular micrometrica, tomando-se cadeias
de cinco conidios em laminas com lisol (1:10, lisoformio, agua destilada) .
Os diploides assim isolados foram purificados em placas contendo meio mini-

- . - .
mo e estocados em tubos de ensaio com meio minimo.
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3.2.10. Analise genetica atraves do ciclo parassexual

Objetivando a localizagao de marcadores geneticos nos res
pectivos grupos de ligagao, foi feita a analise geneética dos diploides.

Inocularam-se conidios diploides em quatro pontos de placas
de Petri com meio completo acrescido de benlate (1 pg/ml) para se obter se
gregantes haploides (HASTIE, 1970). Apos sete a 10 dias de incubagao a
37°C, os setores originados foram purificados por estria, em MC e a segulr

transferidos um a um para 26 pontos fixos em placas com meio completo. Apos

O o~ . . . e B . .
72 horas a 37 C as colonias foram replicadas para os meilos de analise utili
zando-se o replicador multifio. As leituras das placas foram feitas com 16
e 36 horas de incubagao, anotando-se as colonias que cresceram e que nao

cresceram.
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4. RESULTADOS

4.1. Linhagem A: Instabilidade e analise genetica

4.1.1. Instabilidade genetica da linhagem A crescida em diferentes

temperaturas

A Tabela 3 apresenta o numero total de setores produzidos pe
la linhagem A de A. nidulans geneticamente instavel, em diferentes tempera-
turas de incubagao e compara com a linhagem »ro paba y,nao portadora de du-
plicagao cromossomica. Na Tabela 4 estao discriminados os numeros e diferen
tes tipos de setores originados espontaneamente da linhagem A, em diferen-
tes temperaturas. O teste nao paramétrico de Friedman (STEFL e TOZRIE,1960)

foi utilizado para analisar os resultados obtidos.



Tabela 3 - Numero de
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setores originados das linhagens A e propabay de A.

nidulans, em diferentes temperaturas de incubacao(40 repeticoes)
Temperatura (°C)
Linhagens Total
28 37 42
A 15 150 235 419
pro paba y 00 00 00 00

Tabela 4 - Numero e tipos de setores produzidos pela linhagem A de 4. ni-

dulans em diferentes temperaturas de incubacao (40 repetigoes)

Tratamentos (°C) 2 l/

Setores Total X,

28 37 42
Amarelos 03 111 204 318 61,51%*
Verdes 12 27 25 64 3,09 ns
Deteriorados 00 10 06 16 1,74 ns
Heterocarioticos 00 02 00 02 0,15 ns
Total 15 150 235 400 57,99%%
Media de setor

0,37 3,75 5,87 - -

por placa

1/

~" Calculado pelo teste de Friedman (STEEL e TORRIE, 1960).

** Significativo ao nivel de 17 de probabilidade.
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4.1.2. Caracterizagao dos setores melhorados originados da linhagem
A.

Entre os setores da linhagem A analisados quanto a -auxotro-
fia, um grupo de setores verdes mais claros do que a linhagem parental, re-
queria aléem de prolina e acido p-aminobenzoico, também adenina e biotina co

mo fatores de crescimento (Tabela 5).

Tabela 5 - Frequencia de setores melhorados da linhagem A que requereﬁ‘éde-

nina e biotina

Setores
Amarelos Verdes

Tratamento

Total de Total de

setores setores

analisados ad bi (%) analisados ad bi (%)
28°¢C 3 0 0 ~
37°% 20 0 7 42,85
42°C 204 0 16 43,75

4.1.3. Caracteristicas fenotipicas dos variantes melhorados da li-

nhagem A, isolados para analise genetica

a. Auxotrofia dos derivados melhorados

Setores melhorados, escolhidos ao acaso e provenientes de co
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lonias diferentes, foram isolados e caracterizados para analise genetica.Es
ses setores provieram de colonias crescidas a 28 , 37 e 42° (setores a—
marelos e verdes). Usou-se para designar os variantes melhorados a letra Eme
(M) seguida da temperatura na qual foi obtido o setor, mais o numero do se-~
tor; assim o primeiro derivado amarelo isolado de colonias crescidas a 37°C,
e referido como M 37.1. Setor derivado de outro setor (derivativo de 12 or

dem) e designado por um indice: M 37'1x' A Tabela 6 relaciona os variantes

isolados.
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Tabela 6 - Caracteristicas dos variantes melhorados da linhagem A

Fenotipo

Variante L emperatura de Instabilidade~l/
obtengao (°C) Cor Auxotrofia
M 28.1 28 Amarelo pro paba -
M 28.2 28 Amarelo pro paba” -
M 28.3 28 Amarelo pro paba” +
M 37.1 37 Amarelo pro paba_ -
M 37.2 37 Amarelo pro paba” -
M 37.3 37 Amarelo pro paba” -
M 37.4 37 Amarelo pro~paba” -
M 37.5 37 Amarelo pro paba” -
M 37.6 37 Amérelo pré’paba“ -
M 37.7 37 Amar.claro pro paba” +
M 42.1 42 Amarelo pro paba” -
M 42.2 42 Amarelo . pro paba” -
M 42.3 42 Amarelo pro paba” -
M 42.4 42 Amarelo pro paba” -
M 42.5 42 Amarelo pro paba” -
M 42.6 42 Verde claro pro paba"ad bi” +
M 42.7 42 Verde claro pro paba ad bi~ -
M 42.8 42 Verde pro paba” +
M 42.87 42 Verde claro pro paba ad bi -
M 42.9 42 Verde claro pro paba ad bi~ +
M 42.10 42 Verde pro paba +
M 42.11 42 Verde claro pro—paba-ad”bi— -

+ Significa produgao de setores.
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Entre os setores amarelos, o M 37.2 apresentou  aspecto
"crinkled" mas esta caracteristica nao foi conservada depois do isolamento.
O variante M 37.7 & proveniente de um setor amarelo claro com aspecto granu
loso. Quando foram semeados conidios desse setor originaram-se colonias ver
des e amarelas claras, com bordos irregulares e que produziam setores amare
los de coloragao semelhante a linhagem pro paba y.

Verificou-se também o grau de instabilidade das linhagens en
saiadas (Tabela 6). A Tabela 7 relaciona os tipos de setores encontrados.Os
setores pardos apresentaram o mesmo crescimento da colonia original e os a-

marelos e verdes eram setores melhorados.

Tabela 7 ~ Numero e tipos de setores produzidos pelos variantes melhorados,

incubados seis dias a 37°C (4 repetigaes)

Numero de

Variantes Cor do variante Fenotipo(s)
setores
produzidos

M 28.3 Amarelo 1 Amarelo

M 37.7 Amarelo claro 1 Amarelo

M 42.6 Verde claro 2 Deteriorado

M 42.8 Verde 3 Amarelo e verde

M 42.9 Verde claro 2 Pardo

M 42.10 Verde 1 Amarelo
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b. Crescimento das colonias dos derivados melhorados

Para verificar se os variantes melhorados cresciam com uma
mesuma velocidade, mediu-se o diametro das colonias de 21 variantes da linha
gem A, dos quais posteriormente, fez-se a analise genética. A Tabela 8 apre
senta a media do crescimento desses variantes e das linhagens controles com
dois, quatro e cinco dias de crescimento,a 37°C. A analise de variancia pa-
ra os valores obtidos com 2 e 5 dias de incubagao estao na Tabela 9 e as
comparacoes entre cada variante com as linhagens testemunhas, obtidas atra-

ves do teste de Tukey (STEEL e TORRIE, 1960), encontram-se nas Tabelas 10 e

11.
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Tabela 8 - Médias dos diametros em centimetros, de quatro colonias de vari-—
antes melhorados originados da linhagem A e de linhagens contro-

les, crescidas a 37°C

Medias dos diametros (cm)

Variantes
2 4 5 (dias)

M 28.1 2,82 6,37 7575
M 28.2 2,80 6,42 7,87
M 28.3 2,87 6,20 7557
M 37.1 2,70 6,22 7,67
M 37.2 2,60 5,62 7,20
M 37.3 2,75 6,05 7,57
M 37.5 2,92 6,40 7,60
M 37.6 2,92 6,35 7,75
M 37.7 2,00 5,42 75 40
M 42.1 2,80 6,12 7537
M 42.2 2,82 ' 6,05 7,52
M 42.3 2,85 6,37 7575
M 42.4 3,00 6,27 7,75
M 42.5 2,95 : 6,55 7540
M 42.6 3520 7,00 8,25
M 42.7 3-10 6,75 8, 10
M 42.8 2505 4,60 5,97
M 42.87 2,52 5,12 6,92
M 42.9 2525 5,45 7,02
M 42.10 2,45 5,87 7,37
M 42.11 2,60 5,87 7,47

A 2,27 4,75 . 6,05
propabay 2,92 6, 80 8,15

MSE 3,02 6,95 8,27
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Tabela 9 - Analise da variancia para os valores médios dos diametros das co

lonias de variantes melhorados e de linhagens controles, obtidos

para o 29 e 59 dias de crescimento, a 37°C

Di
1as de FV GL sQ QM F cv
crescimento
2 Tratamento 23 9,31 0,40 3,08** 16,547
Residuo 72 9,63 0,13
Total 95 18,94
5 Tratamento 23 29,58 1,29 6,99%%* 8,947
Residuo .72 13,28 0,18
Total 95 42, 86

*% Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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4.1.4. Analise genetica dos variantes melhorados originados da 1i-
nhagem A, em di ferentes temperaturas de incubagao.

a) Analise genetica dos cruzamentos controles

Objetivando comparar o comportamento meiotico e mitotico dos
variantes melhorados com as linhagens controles, foi realizada em primeiro
lugar a analise genética dos cruzamentos pro paba y X MSE e A x MSE (Tabe-

las 12, 13, 14).
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Tabela 12 - Analise mitotica dos diploides pro paba y//MSE e A//MSE

Diploides
Grupos Marcadores
de gendticos pro paba y//MSE A//MSE
ligagao : Segregantes Segregantes
Amarelo Branco Amarelo Branco
I pro’ 07 03 01 13
pro 04 07 02 10
paba’ 07 03 01 13
paba 04 07 02 10
ad® Sl 10 03 22
ad 00 00 00 01
b’ 11 10 03 23
bi 00 00 00 00
I1 W 11 _ - 03 -
w - 10 - 23
1T gal® 05 08 03 12
gal 06 02 00 11
IV pyro” 05 04 03 08
pYyro 06 06 00 15
v fac® 07 04 03 13
fac 04 06 00 10
\i s” 07 05 02 09
s 04 05 01 14
VII nict 05 06 03 12
nic 06 04 00 11
ribo* 08 06 01 13

VIII ribo 03 04 02 10
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Tabela 13 - Analise meiotica do cruzamento entre a linhagem pro paba y e a

MSE
Cruzamento pro paba y X MSE
Grupo de  Marcadores Segregantes 2_1_/
ligacao genéticos Total X
Amarelos Brancos
I pro” 14 11 25
pro 12 14 26 ns
paba+ 13 10 23
paba 13 15 28 ns
ad’ 23 22 45
ad 03 03 06 *x
IIT gal” 12 12 24
gal 14 13 27 ns
1V pyro” 12 16 28
pYyro 14 . 09 23 ns
v fac® 12 17 29
fac 14 08 22 ns
VI s” 13 16 29
s 13 09 22 ns
VII nic’ 18 08 26
nic 08 17 25 ns
VIIT ribo’ 13 16 29
ribo 13 09 22 ns

—1-/ Valores do XZ considerando a proporgao 1:1.

**%  Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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Tabela 14 - Analise meiotica do cruzamento entre a linhagem A e a MSE de

4. nidulans

Cruzamento A x MSE

Gfupop«de Mari:a.dores Segregantes - Total X2 l/
ligagao  geneticos Amarelo Verde Branco
I pr0+ 04 05 14 23
pro 09 08 12 29 ns
paba+ 05 05 15 25
paba 08 08 11 27 s
ad+ 10 10 22 42
ad 03 03 04 10 **
pot 13 13 25 51
bi 00 00 01 01 o
111 gal” 07 07 15 29
gal 06 06 11 23 ne
- pyro” 06 06 12 24
pyro 07 07 14 28 ns
v fac” 08 08 10 26
fac 05 05 16 26 ne
VI st 09 05 13 27
. 04 08 13 ‘23 ne
VII nic® 07 05 18 30
nic 06 08 08 22 e
VIII ribo" 06 08 16 %0
ribo 07 05 10 22 ne

1/

Valores do X2 considerando a proporgao de 1:1,

#*%  Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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b. Analise genetica dos variantes melhorados da Tlinhagem A
de 4. nidulans, obtidos em diferentes temperaturas de in-

cubacao

Os resultados das analises mitotica e meiotica dos cruzamen-—
tos entre os variantes melhorados obtidos a 28°C encontram-se nas Tabelas
15, 16, 17. 0 nivel de significancia dos resultados das analises meioticas
desses variantes e dos obtidos sob outras temperaturas foram determinados
pelo Teste do Xz.

Nas analises geneticas dos variantes originados a 37°C (Tabe
las 18, 19 e 20), o cruzamento entre o variante M 37.7 e a linhagem MSE pro
duziu cleistotecios tanto abortivos quanto ferteis. Entre os segregantes de
cinco cleistotecios analisados, nao se detectaram colonias com o fenotipo a
marelo claro do variante M 37.7 descrito no item 4.13.

As Tabelas 21, 22 e 23 contem os resultados da analise ge-
neticas dos cruzamentos entre os variantes melhorados amarelos obtidos a

42°C e os resultados das analises dos variantes verdes, encontram—-se nas Ta

belas 22 e 24 a 31.

Dos heterocarios formados pelos variantes M 42.10 e M 42.11
com a linhagem MSE originaram-se além de diploides verdes, colonias brancas
e amarelas que cresciam em MM; entretanto analisaram-se somente as colo-
nias verdes. Nao se obtiveram - diploides verdes do cruzamento. entre o va

riante M 42.9 e a linhagem MSE e neste caso analisaram-se segregantes do di

ploide amarelo.
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Observando-se a Tabela 22, ve-se que a segregagEo dos cruza-
mentos entre os variantes melhorados amarelos originados a 42°C esta de a-
cordo com a proporggo 1:1. Entretanto, os cruzamentos entre variantes melho
rados verdes com a linhagem MSE apresentaram segregagges anomalas, o que re
flete alguma interferencia na meiose.

Entre os segregantes dos cruzamentos M 42.7 x MSE e M 42.8;
x MSE,detectaram-se apenas duas classes fenotipicas embora se esperasse a
ocorréncia de tres classes: amarelas, verdes e brancas. Nesses casos, pes-
quisaram—se os ascoporos de oito cleistotécios em separado, com o objetivo
de verificar a ocorrencia dos tres fenotipos.

Nos cruzamentos entre os variantes verdes M 42.6 e M 42.11
e a linhagem MSE, formaram-se dois tipos de cleistotécios: um mais frequen—
te, produziu colonias amarelas € brancas, na proporcao de 1l:1 e o segundo

tipo originando tambem, segregantes verdes.
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Tabela 15 - Analise mitotica dos diploides resultantes dos cruzamentos entre
os variantes melhorados amarelos da linhagem A, originados a

28°C, e a linhagem MSE

Grupos Variantes melhorados//MSE
de Marcadores
gazo EenEticos M 28.1 M 28.2 M 28.3
Amarelo Branco Amarelo Branco Amarelo Branco
1 pro’ 08 11 08 08 03 10
pro 04 01 05 03 01 09
paba’ 08 11 08 08 03 10
paba 04 01 05 03 01 09
ad’ 12 12 13 11 04 19
ad 00 00 00 00 00 00
b’ 12 12 13 11 04 19
bi 00 00 00 00 00 00
I w' 12 .- 13 - 04 -
w - 12 - 11 - 19
111 gal” 04 07 06 04 03 12
gal 08 05 07 07 01 07
IV pyro” 08 03 06 09 02 09
pyro 04 09 07 02 02 10
v fac” 10 04 06 03 03 13
fac 02 08 07 08 01 06
VI st 07 05 11 06 01 12
s 05 07 02 05 - 03 07
VII nic’ 03 06 06 06 01 12
nic 09 06 07 05 03 07
VITI ribo” 09 04 08 07 02 10

ribo 03 08 05 04 02 09
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Tabela 16 — Segregantes meioticos resultantes dos cruzamentos entre os va;i

antes melhorados originados da linhagem A a 28°C e a  linhagem

MSE
Segregantes 23/
Cruzamentos Total X
Amarelos Brancos
M 28.1 250 256 506 0,07 ns
M 28.2 236 232 468 0,03 ns
M 28.3 83 87 170 0,09 ns

l/ Valores do X2 considerando a proporggo 1:1.
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Tabel: 17 — Analises meioticas dos cruzamentos entre variantes melhorados a

marelos originados da linhagem A a 28°C e a linhagem MSE

Grupos de Marcadores Variantes melhorados x MSE
ligagao  genéticos M 28.1 M 28.2 M 28.3
I pro’ 54 46 44
pro 44 56 56
paba’ 55 47 43
paba 43 55 57
ad’ 83 84 95
ad 15 %% 18%% 05 %%
b’ 98 102 100
bi 00 %% 00 ** 00 *%*
IIT gal® 58 53 53
gal 40 49 47
Y pyro* 44 . 56 53
pyro 54 46 47
v fac 64 56 57
fac 34H% 46 43
VI s? 64 52 54
s 345 50 46
VII nic? 45 46 47
nic 53 56 53
VIII ribo” 55 70 54
ribo 43 : 32%% 46

. 2 . ... . - ..
*% Teste do Y significativo ao nivel de 17 de probabilidade.
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Tahela 19 - Segregantes meioticos resultantes dos cruzamentos entre oS

va—

riantes melhorados originados. da linhagem A a 37°C, e a linha-

gem MSE

Segregantes 1/

Cruzamentos Total XZ,_
Amarelos Brancos

M 37.1 x MSE 104 102 206 0,02 ns
M 37.2 x MSE 214 190 404 1,42 ns
M 37.3 x MSE 112 128 240 1,06 ns
M 37.4 x MSE 50 64 114 1,72 ns
M 37.5 x MSE 64 68 132 0,12 ns
M 37.6 x MSE 166 179 358 1,89 ns
M 37.7 x MSE 123 117 240 0,15 ns
1/

~"  Valores do X2 considerando a proporggo 1:1.



Tabela 20 - Analises meioticas dos cruzamentos entre os variantes melhorados

originados da linhagem A a 37°C e a linhagem MSE

Grupos Marcadores Variantes melhorados x MSE
de - .
15 gacio BEMETICOS '\ 371 M 37.2 M 37.3 M 37.4 M 37.5 M 37.6 M 37.7
I pro’ 52 44 45 51 47 60 46
pro 52 58 57 53 55 44 58
paba’ 50 46 43 54 49 62 44
paba 54 56 59 50 53 42% 60
ad’ 94 93 100 78 77 80 87
ad 10%%  09%x  Q2%k  26%% 25%%  24xx  17%%
bi? 104 99 102 104 100 104 104
bi 00%*  03%%  Q0%%  00%* 03%%  Q0%* Q0%
11 gal® 48 58 53 58 56 58 61
gal 56 44 49 46 46 46 43
1V pyro’ 62 59 56 63 56 52 53
pyro 42% 43 46 41% 46 52 51
v fac” 54 58 51 47 40 53 61
fac 50 44 51 57 6 2% 51 43
VI s’ 50 50 44 52 48 50 57
s 54 52 58 52 54 54 47
VII nic’ 52 60 56 57 56 58 47
nic 52 42 46 47 46 46 57
VIIT ribo" 43 53 52 49 60 46 53
ribo 61 49 50 55 42 58 51

* Teste do Xz significativo ao nivel de 57 de probabilidade.

** Teste do X2 significativo ao nivel de 1% de probabilidade.



Tabela 21 - Analises mitoticas dos diploides resultantes dos cruzamentos en
tre os variantes melhorados amarelos originados da linhagem A

a 42°C e a linhagem MSE

Grupos . dcres Variantes melhorados//MSE
de _ geméticos M 2215 w22 M 42.3 M 42.4 M 42.5
ligacao
a b a b a b a b a b
I pro” 03 14 10 10 01 18 05 26 11 08
pro 01 07 00 05 02 07 03 12 03 04
paba’ 03 14 10 10 01 18 05 27 11 08
paba 01 07 00 05 02 07 03 11 03 04
ad” 04 21 09 15 03 25 08 38 14 12
ad 00 00 01 00 00 00 00 00 00 00
A 04 21 09 15 03 25 08 38 14 12
bi 00 00 01 00 00 00 00 00 00 00
1 W' 04 - 10 - 03 - 08 - 14 -
w - 21 - 15 - 25 - 38 - 12
111 gal® 03 13 04 09 02 11 07 25 07 06
gal 01 08 06 06 01 14 01 13 07 06
v pyro’ 01 10 06 08 00 13 03 19 05 08
pyro 03 11 04 07 03 12 05 19 09 04
v fac® 02 07 03 05 02 07 07 25 09 04
fac 02 14 07 10 01 18 01 13 05 08
VI g 02 08 06 08 00 12 04 18 08 07
g 02 13 04 07 03 13 04 20 06 05
VIT nic’ 01 14 06 08 01 12 03 21 09 06
nie 03 07 04 07 02 13 05 17 05 06
VIII vibo” 03 13 05 08 01 11 04 27 09 06
#ibo 01 08 05 07 02 14 04 11 05 06
1/

~' a Significa segregantes amarelos

b Significa segregantes brancos,



i
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Tabela 22 - Segregantes meioticos resultantes dos cruzamentos entre o0s va-
riantes melhorados originades da linhagem A a 42®C e a linha

gem MSE

Cruzamentos Segregantes Total Proporgao X2
Brancos Verdes Amarelos esperada

M 42.1 x MSE 174 ~ 162 336 1:1 ns
M 42.2 x MSE 84 - 93 177 1:1 ns
M 42.3 x MSE 157 - 159 316 1:1 ns
M 42.4 x MSE 160 - 159 319 1:1 ns
M 42.5 x MSE 136 - 144 280 1:1 ns
M 42.6 x MSE 165 97 74 336 2:1:1 ns
M 42.6 x uEX 107 00 116 223 1:1 =
ns

M 42.7 % MSE 166 00 153 319 2:1:1 fola
1:1 ns

M 42.8 x MSE 207 76 157 440 2:1:1 s
M 42.8; x MSE 467 00 441 903 2:1:1 w
1:1 ns

M 42.9 x MSE 197 77 76 350 2:1:1 ns
M 42,10 x MSE 312 138 223 673 2:1:1 #*x
M 42.11 x MSE 43 47 27 117 2:1:1 *&
M 42.11 = MSEl/ 349 00 383 732 2:1:1 X
1:1 ns

1/ . L ..
=’ Analisaram—se, nesse caso, clelstoteacios orlglnados de dols cruzamentos.

%% Significativo ao nivel de 17 de probabilidade.



Tabela 23 - Analise meiotica dos cruzamentos entre os variantes melhorados

amarelos originacdos da linhagem A a 42°C e a linhagem MSE

Grupos Marcadores Variantes melhorados z MSE
?igagéo geneticos M 42.1 M 42.2 M 42.3 M 42.4 M 42.5
1 pro’ 52 54 55 48 56
pro 50 50 49 56 48
paba’ 48 51 54 52 54
paba 54 53 50 52 50
ad” 76 93 87 97 97
ad 26 * % 11** 17%% Q7*% Q7%%*
b’ 101 102 103 104 103
bi 01%* 02%* 01 ** 00 ** 01%*
111 gal” 62 69 56 64 52
gal 40%* 35 %% 48 40 % 52
TV pyro” 56 48 58 56 57
PYyro 46 56 46 48 47
v fac” 58 55 60 51 56
fae 44 49 44 53 48
VI s” 64 54 53 54 58
s 38%% 50 51 50 46
VIT nic’ 56 58 55 49 58
nic 46 46 49 55 46
VITI ribo" 48 59 59 56 69
ribo 54 45 45 48 35 %%

* Teste do XZ significativo ao nivel de 57 de probabilidade,

#* Teste do X2 significativo ao nivel de 17 de probabilidade.
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Tabela 25 ~ Analise meiotica do cruzamento entre o variante melhorado M42.6

e a linhagem MSE

gzupo Marfaéores Segregantes Total X2
ligacao geneticos Amarelos Verdes Brancos
I pro’ 26 03 30 59
pro 00 22 22 44 ns
paba’ 25 03 29 57
paba 01 22 23 46 ns
ad® 26 19 39 84
ad 00 06 13 19 *ox
bi” 26 12 32 70
bi 00 13 20 33 Kk
111 gal® 13 14 26 53
gal 13 11 26 50 ns
v pyro” 15 13 22 50
pyro 11 12 30 53 ns
v fac” 14 13 23 50
fac 12 12 29 53 ns
VI s 11 10 20 41
s 15 15 32 62 %
VII nic’ 11 14 24 49
nic 15 11 28 54 ns
VIII #ibo” 18 13 16 47
ribo 08 12 36 56 ns

%* Gignificativo ao nivel de 5% de probabilidade,

*% Significativo ao nivel de 17 de probabilidade.



Tabela 26 - Analise meiotica do cruzamento entre o variante melhorado M42.7

e a linhagem MSE

i:upo Marcadores Segregantesl/ Total XZ
1i gacio geneticos Amarelo prance
I pro” 33 > e
pro 30 - ! "
paba+ 33 33 °°
paba 30 >3 o ”
it 51 52 103
ad 12 Lo 2 ”
it 63 66 129
bz 00 0o o -
II7 gal’ 27 > o’
v % 31 67 ns
Iv pyro” 3 2 o
pyro 30 e " -
, fact 34 33 67
fac 29 = o -
VI s” 37 > °
s 26 27 >3 ’
VII nic’ 33 32 >
nie 30 - o .
VITI ribo” 37 26 o2
ribo 26 40 e nS

1/ .~ ,
~" Nao ocorreram segregantes verdes.
* Significativo ao nivel de 57 de probabilidade,

*% Significativo ao nivel de 17 de probabilidade.
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Tabela 27 - Analise meiotica do cruzamento entre o variante melhorado M42.8

e a linhagem MSE

Grupo
© Amarelos Verdes Brancos
I pro” 10 13 16 39
»ro 16 9 36 61 *
paba’ 10 13 16 39
peba 16 9 36 61 *
ad’ 26 14 39 79
ad 00 08 13 21 o
bi* 26 17 48 91
bi 00 05 04 09 *k
ITI gal® 10 08 23 41
gal 16 14 29 59 *
1V pyro" 15 07 25 47
DYyro 11 15 27 53 ns
v fac” 07 13 25 45
fac 19 9 27 55 ns
VI 57 11 11 28 50
5 15 11 24 50 ns
VIT nic’ 15 06 23 44
nic 11 16 29 56 ns
VITI ribo” 15 08 27 50
ribo 11 14 25 50

* Significativo ao nivel de 57 de probabilidade.

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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Tabela 28 - Analise meiotica do cruzamento entre o wvariante melhorado M42.81

e a linhagem MSE

S;upo Marcadores Segregantesl/ N )
1 gacio geneticos X
Amarelos Brancos

1 pro” 32 25 57 ns
pro 19 27 46

paba+ 30 22 52 ns
paba 21 30 51

ad’ 50 50 100 ok
ad 01 02 03

bi* 50 51 101 i
bt 01 01 02

11 el 25 21 46 ns
gal 26 31 57

v pyro” 33 26 59 ns
pYro 18 26 44

v fac” 26 32 58 ns
fac 25 20 45

VI 5" 37 21 58 ns
3 14 31 45

VIT nic’ 28 28 56 ns
nie 23 24 47

VITI ribo+ 35 28 63 *
ribo 16 24 40

1/ .~
1/ Nao ocorreram segregantes verdes:
* Significativo ao nivel de 57 de probabilidade.

*% Significativo ao nivel de 17 de probabilidade.
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Tabela 29 - Analise meiotica do cruzamento entre o variante melhorado M42.9

e a linbagem MSE

Grupo Marga@ores Segregantes 2
de _ geneticos Total X
ligagao Amarelos Verdes Brancos
I pro’ 24 10 24 58
pro 01 14 28 43 ns
paba’ 24 10 28 62
pabka 01 14 24 39 *
ad® 23 22 40 85
ad 02 02 12 16 Fook
i’ 22 10 30 62
bt 03 14 22 39 *
111 gal® 17 19 22 58
gal 08 05 30 43 ns
v pyro” 11 14 26 51
pYyro 14 10 26 50 ns
v fac” 13 12 21 46
fac 12 12 31 55 ns
VI s" 11 10 28 49
s 14 14 24 52 ns
VIT nic’ 13 15 28 56
nie 12 19 24 45 ns
VITI ribo” 15 08 32 55
ribo 10 16 20 46 ns

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

*%* Significativo ao nivel de 17 de probabilidade.
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Tabela 30 - Analise meiotica do cruzamento entre o variante melhorado M42.10

e a linhagem MSE

Grupo Marcadores Segregantes )
de _ geneticos Total X
ligacao Amarelos Verdes Brancos
I pro” 09 07 26 42
pro 17 17 26 60 ns
peba’ 08 11 21 40
paba 18 13 31 62 *
ad” 26 21 49 96
ad 00 03 03 06 *x
bi* 25 11 35 71
bi 01 13 17 31 ok
IT1 gal® 14 13 25 52
gal 12 11 27 50 ns
v pyro” 13 . 09 31 53
pyro 13 15 21 49 ns
v fac” 16 10 28 54
fac 10 14 24 48 ns
VI s’ 19 09 27 55
s 07 15 25 47 ns
VII nic’ 19 15 29 63
nic 07 09 23 39 *
VITI wibe' 16 09 30 53
¥bo 10 15 22 57 ns

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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Tabela 31 - Analise meiotica do cruzamento entre o  variante me lhorado

M 42.11 e a linhagem MSE

Grupo Marcadores Segregantes 2
de o — Tctal X
B geneticos Amarelos Verdes Brancos
ligacao
1 pro’ 19 07 33 59 sk
pro 04 16 13 33
paba” 19 06 34 59 .
paba 04 17 12 33
ad® 23 18 31 72 %
ad 00 05 15 20
bi? 23 12 35 70 e
bt 00 11 11 22
IIT oal’ 11 12 21 44 ns
gal 12 11 25 48
jAY py;ﬁ0+ 12 : 13 25 50 ns
Py ro 11 10 21 42
v fac” 13 14 24 51 ns
fac 10 09 22 41
VI 5" 12 16 21 49 ns
s 11 07 25 43
VII nic’ 14 15 25 54 ns
nie 09 08 21 38
VITI #ibo” 10 14 25 49 ns
riho 13 09 21 43

*% Significativo ao nivel de 17 de promabilidade.
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4.2. Diploide A//MSE instabilidade e analise genetica

4.2.7. Instabilidade genetica do diploide A//MSE crescido em dife-

rentes temperaturas.

Nas Tabelas 32 e 33 estao relacionados os tipos e os numeros
de setores originados das linhagens A//MSE e b7//MSE, 1incubados por oito
dias a 28°9C, 37°C e 42°C.

Na temperatura de 42°C, os setores amarelos originaram-se
juntos, o que nao permitiu a estimativa do n? de setores produzidos. Isso
nao traduz necessariamente um aumento significativo com relagao ao numero
de melhorados detectados a 37°C.

Nas colonias do diploide A//MSE, alem de setores melhorados
amarelos, brancos e verdes ocorreram setores com micelio "flufly'" ou  mos-
queados, sendo que os tltimos deram por semeadura, origem a colonias cor de

vinho, amarelas e brancas.
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Tabela 32 - Instabilidade genetica do diploide A//MSE de A. nidulans cresci

do por oito dias, em diferentes temperaturas (40 repeticoes)

Tratamentos

Setores 5 Total
28°¢C 37°¢ 42°¢

Amarelos 290 428 .l/

Brancos 20 68 63 151

Verdes 00 01 01 02

Deteriorados 08 02 00 10

Outros 04 04 01 09

Total 322 503

Media de setor
8,05 12,67 - -
por placa

1/ .~ . - ~
—" Nao fo1 possivel a contagem do numero de setores.
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Tabela 33 - Instabilidade genética do diploide controle bZ//MSE de 4. nidu—

lans, crescidos por oito dias em diferentes temperaturas (40 re

peticoes)

Tratamentos 2 l/

Setores Total Xr
28°C 37°C 42°¢c

Amarelos 07 20 37 64 1,55 ns
Brancos 08 16 06 30 0,61 ns
Verdes 07 14 03 24 0,49 ns
Deteriorados 00 00 00 00 -
Qutros 06 _ 00 00 06 0,94 ns
Total 28 50 46 124 2,29 ns
Medi
Media de sepor 0,70 1,27 1,15 _

por placa

1/ Calculado pelo Teste de Friedman (STEFL e TORRIE, 1860)
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4.2.2. Caracterizacdo dos setores melhorados do diploide A//MSE, ob

tidos espontaneamente

Setores melhorados amarelos e brancos, originados do diploi-
de A//MSE em cada temperatura e escolhidos ao acaso, foram caracterizados pa

ra marcadores auxotroficos (Tabela 34).

Tabela 34 - Freqiuencia de setores melhorados prototroficos e auxotroficos
produzidos pelo diploide A//MSE crescido por oito dias, em dife

rentes temperaturas

Total de Setores (%)
t - -

Temperatura serores Prototroficos Auxotroficos

analisados

Amarelo Branco Verde Amarelo Branco Verde

28°¢ 76 51,31 3,95 21,05 1,31 22,37 0,0
37°¢ 219 74,43 3,20 0,46 5,48 16,44 0,0
42°¢ 101 71,29 1,98 1,98 9,90 14,85 0,0

4.2.3. Medida do diametro dos conidios e respectivos nucleos de se-

tores auxotroficos e prototroficos e de linhagens controle

Com o objetivo de verificar o grau de ploidia dos setores au
xotroficos, mediu-se o diametro dos conidios e nicleos de setores amarelos
e brancos auxotroficos e prototroficos, assim como das linhagens controle .
Na Tabela 35 os setores dos quais medirasm—se os diametros dos nucleos e co-—

nidios sao numerados de um a treze e esta mesma designagao € usada na Tabe-
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la 37. A analise de variancia dos dados mostrou haver diferenga significati
va entre os tratamentos (Tabela 36).

A comparagao das médias dos diametros de conidios dos setores
melhorados da linhagem A//MSE e dos controles,fol feita pelo teste de Tukey
(Tabela 37) sendo que nesta Tabela usaram-se como testemunhas as linhagens
pro paba y, A e, os diploides pro paba y //MSE e A//MSE.

Na comparagao das médias dos nicleos dos variantes e das 1li-
nhagens controles pelo teste de Tukey,nao foram detectadas diferengas sig-

nificativas entre os tratamentos e os controles.

4.2.4. Analise genética dos variantes melhorados derivados do  di-
ploide A//MSE de A. nidulans, obtidos espontaneamente em di-

ferentes temperaturas de incubacgao.

Analisaram—-se, atraves do ciclo parassexual, setores melhora
dos amarelos originados do diploide A//MSE sob diferentes temperaturas (Ta-
belas 38, 39 e 40).

Escolheram-se setores prototroficos e que apresentavam o com
primento das cadeias de cinco conidios proximo ao tamanho das cadeias do
dipleide parental. Estes setores mostraram-se estaveis quando cresciam a
37°C e foram haploidizados com benlate. Alguns variantes apresentaram  uma
certa resistéencia a haploidizagao, produzindo poucos setores embora tives
sem um crescimento proximo ao normal nas placas com meio completo mais ben-

late.
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Tabela 35 - Valores médios(m) do diametro de 31 conidios e nucleos dos seto
res do diploide A//MSE e de linhagens controles, com seus res-—

pectivos desvios padroes(s)

Fenotipos dos setores Diametro (mu)
Setores Cor dos Requerimentos Conidios . Nacleos
conidios nutricionails -~ -
m S m S
1 Amarelo prototrofico 3,44 0,3030 1,48 0,1824
2 Amarelo prototrofico 3,49 0,3166 1,52 0,2336
3 Amarelo prototrofico 3,45 0,2320 1,43 0,1575
4 Amarelo pro, paba 2,95 0,2595 1,31 0,2009
5 Amarelo pro, paba, gal,s,nic 2,95 0,2308 1,20 0,2002
6 Amarelo nic ' 3,60 0,228 1,64 0,1640
7 Amarelo ad, nic 3,19  0,2628 1,44 0,1728
8 Amarelo s 3,52 0,3068 1,52 0,1717‘
9 Branco prototrefico 3,20 00,2496 1,62 00,1744
10 Branco paba,pro,gal,pyro, 3,11 0,2976 1,42 0,1452
fac,s,nic
11 Branco gal, pyro,fac,ribo 2,77 0,2971 1,27 0,2092
12 Branco ¢al,pyro, fac,s,nic, 2,85 00,2073 1,40 0,1750
ribo
13 Branco pyro, fac 2,95 0,2590 1,36 0,1546
pro pabg y fuarelo pro,paba 2,85 0,3008 1,18 0,1238
A Verde pro,paba 3,18 0,2581 1,35 0,1473
pro paba// ~
MSE Amarelo prototrefico 3,52 0,2389 1,65 0,1471

A/ /MSE Verde prototrofico 3,58 0,2545 1,43 0,1978
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Tabela 36 - Analise da variancia dos valores medios obtidos para diametro de

conidios e,nicleos de setores do diploide A//MSE e linhagens con

troles
Diametro FV GL SQ QM F cv
Tratamento 16 52,5201 3,2825 45,91 %%
Conidio Residuo 510 36,4913 0,0715 12,827
Total 526 89,0114 -
Tratamento 16 9,6560 0,6035 1,93%*
- Residuo 510 15,9703 0,3131 15,60%
Nucleo
Total 526 - 25,6263 0,0487

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

%% Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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Tabela 40 — Analise mitotica dos derivados diploides da linhagem A//MSE, o

riginadecs espontaneamente a 42°¢

Grupo Derivados melhorados//MSE

de Margadores
1igacio 8eneticos 42, 1%/ D42. 2 D42.3 D424
a b a b a b a b
I pro” 13 09 08 08 02 08 08 09
pro 02 01 01 05 05 06 04 04
paba® 13 09 08 08 02 08 08 09
reba 02 01 01 05 05 06 04 04
ad’ 15 10 09 13 07 14 12 13
ad 00 00 00 00 00 00 00 00
pe” 15 09 09 13 07 14 12 13
bi 00 01 00 00 00 00 00 00
11 wl 15 - 09 - 07 00 12 -
W - 0 © - 13 - 14 - 13
111 gal® 02 04 03 09 03 10 10 04
gal 13 06 06 04 04 04 02 09
1v pyro’ 11 07 06 05 04 07 10 07
pyro 04 03 03 08 03 07 02 06
v jac” 07 06 04 04 04 08 09 07
fac 08 04 05 09 03 06 03 06
VI s7 13 06 05 07 04 06 04 07
s 02 04 04 06 03 08 08 06
V1T nic’ 07 06 05 05 04 09 06 10
nic 08 04 04 08 03 05 06 03
VITI vibo” 10 07 03 06 04 04 08 09
#ibo 05 03 06 07 03 10 04 03
Total de segregantes - B
25 22 21 24

=" a Significa segregantes amarelos.

b Significa segregantes brancos:
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5. DISCUSSAO

5.1. Instabilidade da linhagem duplicada Dp(I-II)

Nas tres temperaturas analisadas, a linhagem A mostrou maior
instabilidade a 42°cC, seguindoise as temperaturas de 37 e 28°C (Tabelas 3 e
4) sendo que entre os tipos de setores produzidos, o amarelo aumentou sigqi
ficativamente com a temperatura.

Considerando as provaveis origens dos setores melhorados e
deteriorados de A. nidulans (NGA e ROPER, 1968, 1969; AZEVEDO e ROPER,1970)
supoe-se entao que a temperatura atua no mecanismo que determina a elimina-
cao da duplicagao cromossomica, mas aparentemente nao afeta rearranjos do
material genético, que dao origem aos deteriorados.

varios trabalhos relacionaram modificagoes da instabilidade
de linhagens duplicadas de A.nidulans, com alteragoes ambientes. Certas mu-
tacoes que determinam sensibilidade a luz ultra-violeta aumentam a instabi-
lidade (BURR,1973,apud MAJERFELD e ROPER,1978)e a luz ultra violeta determi

na grande producao de setores em linhagens Dp(I-II) (MENEZES, 1974; AZEVEDO,
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1975; PARAG e ROPER, 1975). Tratamentos com azul de tripan (COOKE e col.,
1970), cafeina (ROPER e PALMER, 1972); DNA -exogeno (MENEZES, 1974) cloro
neb (AZEVEDO e col.,1977); coumarim (MAJERFELD e ROPER, 1978) e outras
drogas, determinam maior instabilidade em linhagens duplicadas de . A.
nidulans. Por outro lado, certas drogas estabilizam tais linhagens dupli-
cadas como e o caso de baixas concentragaes de 1-4 oxathin (AZEVEDO e col.,
1977) e de brometo de etidio (BONATELLI e AZEVEDO, 1977).

A variacao significativa de setores amarelos na linhagem Dp
(I-I1) com a elevagao da temperatura (Tabela 4), indica que temperaturas
mais altas favorecem o mecanismo responsavel pela eliminacao do  segmento
translocado e esta de acordo com a hipotese de que mecanismos intracromos
somicos estao envolvidos na elisao da duplicacao (NGA e ROPER, 1968; ROPER
e col., 1972; CASE e ROPER, 1981). A ocorréncia de setores verdes nao & in
fluenciada significativamente pelo aumento da temperatura evidenciando as-—
sim a perda preferencial do segmento translocado.

Em 1968, NGA e ROPER  verificaram que a instabilidade de
colonias com duplicagoes cromossomicas aumentava quando crescidas a 34 e
42°C. Estudando o padrao de instabilidade de duas linhagens duplicadas Dp
(I-11) e Dp(III-VIII) LIEBER (1976) observou que ambas respondiam de modo
diverso a variagao da temperatura. A linhagem Dp(III-VIII) foi mais inspé
vel a 28°C enquanto a linhagem Dp(I-II), produziu maior numero de setores
a 39,5°C sendo que, a 42°C a produgao de setores decrescia. NIFFINEGGER
-S0UZA (1979), encontrou maior freqﬁéncié de setores'quando a linhagem Dp
(I-I1) cresceu a 40°C, que foi a mais alta temperatura utilizada.

Na instabilidade cromossomica da linhagem duplicada  Dp(I-

-II), esta implicito mecanismo de reparo pois certas mutacoes que deter-
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minam sensibilidade a luz ultra-violeta aumentam o numero de setores de 1i
nhagens duplicadas (BURR e col., 1971; BURR, 1973, apud MMJERFELD e ROPER,
1978) e o padrao de instabilidade & alterado tambem na presenca de cafei-
na (KOPER e col.,1972).

O efeito da temperatura sobre a instabilidade pode ser devi
do a presenca de enzimas de reparo atuando em diferentes sitios, de acor-
do com a temperatura. Poder-se-ia tambem explicar, pela ocorrencia de velo
cidades diferentes de copias para os segmentos envolvidos na duplicacao tal
que, em altas temperaturas o segmento original seria copiado mais rapido
produzindo assim mais setores amarelos (NIFFINEGGER .. SOUZA, 1979) .

Mais simples entretanto, seria relacionar 6 aumento da 1ins-—
tabilidade da linhagem duplicada Dp(I-II), com temperatura e atuacao ' das
enzimas de reparo. Em temperaturas mais baixas, menor instabilidade tradu-
ziria maior eficiencia das enzimas de reparo que devem ter sido seleciona-
das para atuarem em temperaturas proximas a 28°C na linhagem selvagem da
qual derivou a linhagem mutante.

A analise das deficiencias nutricionais (Tabela 5) e o cres
cimento das colonias dos variantes melhorados amarelos (Tabela 8) eviden-
ciam a perda do segmento translocado. As médias dos diametros das colonias,
com cinco dias de crescimento, foram semelhantes a da linhagem haploide
pro paba y e diferiram significativamente dos diametros das colonias da 1i
nhagem A (Tabela 11). Com dois dias de incubacao, nao se detectaram na
maioria dos casos diferengas significativas entre variantes melhorados e a
linhagem A (Tabela 10). Algumas comparacoes significativas entre as medias
dos diametros dos variantes melhorados foram observadas e nesses casos,cor

relacionou-se a perda da duplicacao e/ou ao desenvolvimento das microcolo-
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nias quando inoculadas.

Linhagens duplicadas de A. nidulans tém crescimento mais
lento em meio solido (BAINBRIDGE e ROPER, 1966; NGA e ROPER, 1966) e NIFFI-
NEGGER-SOUZA (1979) encontrou alguns variantes deteriorados apresentando o
valor meédio do diametro das colonias maior do que a linhagem duplicada e a-
tribuiu o fato, a uma restauragao do equilibrio na regulagao e dosagens ge-
nicas que haviam sido modificadas pela duplicagao.

Em trabalhos anteriores (NGA e ROPER, 1968, LIEBER, 1976) co
mo tambem no presente trabalho, nao foram encontrados setores amarelos que
requeriam adenina e/ou biotina, nao detectando portanto permuta mitotica en
tre os segmentos duplicados (Tabela 5).

A linhagem A também produz setores heterocarioticos em uma
frequencia baixa (Tabela 2). Estes setores apresentam conidiBforos verdes e
amarelos e uma alta proporgao, com conidios das duas cores. As analises de
setores heterocarioticos (ROPER e NGA, 1969; NIFFINEGGER-SOUZA, 1979) mos-
traram que a regiao eliminada e maior do que a regiao duplicada e os coni-
dios podem ser hipohaploides. Mediante este fato nao se pode deduzir que a
elisao da translocagao seja sempre precisa, mas quando envolve uma regiao

maior do que a da duplicagao deve levar a letalidade dos conidios.

5.1.1. Analise genética dos variantes amarelos

Entre os quinze setores amarelos ensaiados, treze foram apa-
rentemente estaveis e dois mostraram-se instaveis produzindo segregantes

(Tabela 7). Os variantes estaveis parecem ter perdido todo o segmento cro-
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mossomico em duplicata. Isto e confirmado nao so pela estabilidade dos va-
riantes como tambem por seu crescimento que & semelhante ao das linhagens
haploides controle e & diferente estatisticamente do crescimento da linha-
gem duplicada A (Tabelas 6, 10 e 11) e também pelas analises meioticas e
mitoticas realizadas (Tabelas 15 a 23).

Em algumas das analises geneticas (Tabelas 17 e 23) obser-
vou-se um niumero excessivo de setores que nao requeriam riboflavina(ribo®)
em comparagao com setores que necessitavam desta vitamina (ribo ). Isso po
de ser atribuido a selecao contra os mutantes ribo que ocorre em meios de
cultura com quantidades menores do que as normais de riboflavina devido a
exposicao da solucao de vitaminas ou do meio de cultura,a luz visivel. Em
alguns cruzamentos observou-se também segregantes que requeriam biotina
(M37.2, M37.3, M37.5, M42.1, M42.2, M42.3 e M42.5). Uma vez que houve per-
da do segmento duplicado o alelo que confere deficiencia a biotina deveria
ter sido perdido. O fato pode ser explicado por uma interagao entre marca-
dores geneticos dos raros segregantes que apresentam esta deficiencia pois
AZEVEDO (1970), mostrou que linhagem independentes de biotina requerem es-
ta vitamina na presenga de certos marcadores geneticos para auxotrofia. Ou
tra explicagao seria de que a perda cromossomica nao eliminou a regiao do
alelo b7~ que entao estaria presente na forma recessiva.

0 variante M28.3 foi instavel produzindo um setor amarelo
(Tabela 7). Embora seu crescimento nao seja diferente das linhagens haplai
des, possivelmente mantém uma pequena duplicacao que foi perdida posterior
mente, originando entao o derivativo de segunda ordem.

As analises genéticas dos cruzamentos entre os variantes me

lhorados amarelos e a linhagem MSE (Tabelas 15 a 23) nao indicaram a ocor-
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rencia de aberracoes cromossomicas exceto o variante M37.7 (item 4.1.3).
Esse variante assemelha-se a um aneuploide, provavelmente um dissomico pa-
ra o cromossomo VI (PIZZIRANI, comunicagao pessoal). Setores dissomicos
tem morfologia caracteristica de acordo com o cromossomo duplicado e sao
instaveis nao sendo em geral, transmitido por meiose (BALL, 1964; POLLARD
e cols., 1968; UPSHALL, 1971; KAFER e UPSHALL, 1973). O variante M37.7 e
muito instavel e na segregacao meiotica, nao ocorreramAsegregantes amare
los claros como o setor parental, mas apenas colonias brancas e amarelas
na proporcao de 1:1 (Tabela 19). A ocorréncia de dissomicos - em linhagens
de A. nidulans com aberragges estruturais € conhecida, sendo que a freqﬁé&
cia de éneuplBides mitoticos € menor que a de meioticos (POLLARD e col.,
1968) e a linhagem duplicada Dp(I-II) produz mais aneuploides mitoticos

que as linhagens haploides controle (PIZZIRANI, 1977).
5.1.2. Analise genetica dos variantes melhorados verdes

Diversas modificagaes cromossomicas estao implicadas com a
origem dos setoreg verdes e 1os experimentos distinguem-se dois grupos de
segregantes verdes, um comportando como se tivesse perdido a duplicagao
cromossomica, enquanto o outro reflete a conservagao de grande parte do ma
terial duplicado (Tabelas 6, 9 e 11) e para efeito didatico, esses varian-—

tes podem ser divididos em dois tipos ou grupos.

Tipo 1- Sao variantes com elisao no grupo de ligacao I o que e evidencia-

do pelas deficiencias em adenina e biotina. Cinco dos setores analizados
cairam nesse grupo o qual podem ainda ser dividido em sub-grupos sendo

que um de segregantes instaveis (M42.6 e M42.9) e o outro com variantes es
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taveis (M42.7, M42.81 e M42,11),

0 genotipo provavel desses variantes & I1dl (y~, ad’, bi* )/
I-11 y*, ad ,bi” (Tabela 22). Esse tipo de setor nao foi observado a 28°C,
embora tenha ocorrido com freqiuéencia baixa a 37 e 42°C (Tabela 6).

Nao se pode determinar se a elisao & intersticial ou termi
nal por falta de marcadores terminais na linhagem usada, mas sabe-se que o
correm quebras intersticiais em linhagens duplicadas (BTRKETT e ROPER,1977).

Os cruzamentos M42.7 X MSE e M42.871 X MSE (Tabela 22) nao
produziram segregantes verdes, entretanto as classes amarelas e brancas o-
correram na proporcao de 1:1. Entre os cleistotécios dos cruzamentos M42.6
X MSE e M42.11 X MSE, alguns produziram apenas segregantes amarelos e bran
cos na proporgao de 1:1 nos loci pro e paba (Tabela 22). Um desvio acen-—
tuado na segregagao foi observado na progenie do cruzamento M42.11 X MSE
que produziu segregantes verdes (Tabela 22). Ha uma selegio contra o alelo
y* pois segregantes brancos ocorrem em ffeqﬁgncia baixa e entre esses, foi
menor o numero de colonias que requeriam prolina e acido  -p-aminobenzodico
(Tabela 31). Assim alem da elisao cromossamica, processaram-se outras modi
ficagoes na porgao translocada que alteraram o comportamento meiotico e/ou
mitotico dos grupos de ligacao I e II.

O fato da classe de segregantes verdes, nao ter sido sempre
recuperada na prole dos cruzamentos entre variantes com delegoes Idl (y~,
ad*, bi*), que sao importantes para a manutencao da parte translocada.

O variante M42.6 mostrou perda de parte do grupo de ‘'liga-
cao I porque pela analise mitotica todos os setores branéoé independem de
prolina (W™, pro*) e os amarelos requerem prolina (y*, pro ). Na analise

meiotica evidenciou-se algumas colonias segregantes amarelas que requerem
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prolina e acido p-aminobenzoico e verdes independentes dos dois suplementos.
Isso indica 1igag59 entre o ponto de quebra e esses genes no grupo de liga-
cao I (cerca de 7% de ligacao). A proporcao de 2b<*: 1b7~ esta também de a-
cordo com o esperado no caso de deplecao no grupo de ligacao I eliminando o
locus bZ*. 0 outro variante instavel, M42.9 também mostrou deplecdo do gru-
po de ligacao I pela analise meiotica (cerca de 30% de ligagao entre os lo-
cus pro-paba e o ponto de quebra).0 variante M42.7 também tem elisao no grupo
de ligagao I pois todos segregantes brancos independem de prolina e os ama-
relos requerem biotina, mas a analise meiotica apresentou anomalias que nao
permitiram mapear o ponto de quebra. Finalmente, M42.11 também mostrou uma
quebra no cromossomo I (letal) e a analise meiotica revelou estar ele a 23
unidades da regiao pro paba.

Nos resultados.dos cruzamentos entre variantes verdes de ge-
notipo Idl (y~, ad¥, bi*)/I-1I y* ad” bi~ e a linhagem MSE, resultaram en-
tre os segregantes meioticos brancos, colonias que requeriam prolina e aci-
do p-aminobenzoico. Esse tipo de segregante é explicado pela ocorrencia de
permuta meiotica envolvendo o locus wA do grupo de ligagao II.

A produgao de setores pelos variantes M42.6 e M42.9 (Tabela
7) evidenciou a existencia de rearranjos secundarios. Como esses ‘'setores
nao se distinguiram da colonia parental pelo crescimento, e provavel que te
nham sua origem na transposicao de material cromossomico. Em A. nidulans,ha
translocacao dos chamados fatores de deterioragao entre e/ou dentro dos gru
pos de ligacao (AZEVEDO e ROPER, 1970; AZEVEDO, 1975;  NIFFINEGGER-SOUZA ,
1979) e a origem desses fatores esta associada com a regigo duplicada em 1li
nhagené Dp(I-11).

Os segregantes verdes dos diploides M42.6//MSE e M42.7// MSE
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requereram prolina, acido p-aminobenzodico e biotina, entretanto independem
de adenina (Tabela 24). Houve portanto uma separacao dos fenotipos, neces-
sidade de adenina, necessidade de biotina. Considerando uma permuta mitoti
ca na regiao entre o centromero e o locus suAl adE20 (Figuras 1 e 2) e co-
mo o diploide foi obtido em MM (ROPER e PRITCHARD, 1955), houve uma sele-
cao a favor de nucleos que continham o gene supressor, isto e, do tipo A e
D. Segregantes que requerem prolina, acido p-aminobenzoide e biotina, mas
sao independentes de adenina (D4), podem ser originados de nucleos seme-
lhantes ao recombinante D. Embora a acao do supressor suAl adf20 se expres
se apenas quando na posicao cis em relacao ao mutante adf20 (PRITCHAHDL,
1955), poder-se-ia supor que a ausencia no cromossomo I, da regiao = yA2
adE20 biAl possibilitaria a agao do supressor na posicao tranms.

A auséncia de diploides verdes M42.9//MSE (item 5.1.4.b) su
gere que modificacoes cromossomicas envolvendo os grupos de ligacao I e II
no variante M42.9 nao sao sempre mantidas em estado diploide. O aparecimen
to de colonias amarelas M42.10//MSE e M42.11//MSE, alem dos diploides ver-
des que sao formados, exprime também um certo grau de incompatibilidade dos
novos rearranjos cromossﬁmicos com o estado diploide. A formacao de mais
de um tipo de diploide em 4. nidulans foi descrita por AZEVEDO (1971)  ao

analisar setores deteriorados.

Tipo 2- Os variantes M42.8 e M42.10 aparentemente nao tem elisao no grupo
de ligagao I. Ambos sao instaveis e semelhantes a linhagem A. O setor
M42.81 originado de M42.8 foi analisado e se comportou como o M42.7 do ti-
po 1,indicando que deve ter perdido parte do grupo de ligacao I e apresen-—

tou tambem anomalias meioticas semelhantes as observadas no variante M42.7.
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Na segregacao meiotica dos cruzamentos M42.8 X MSE e M42.10
X MSE, os fenotipos branco, verde e amarelo ocorreram em proporggo diferen—
te da esperada (Tabela 22). O fato da classe verde ser a menos freqﬁente,pg
de ser um indicio que alteragoes na regiao translocada modificaraﬁ a inci
dencia de colonias verdes. Poder-se-ia tambeém supor uma elisao no segmento
translocado que removeria a regiao do alelo bZAl~, o que nao foi : revelado
pela analise mitotica. Alem do ponto de quebra TB1(I-II) (ROPER e NGA, 1969;
NGA e ROPER, 1968, 1969; COOK e col., 1970; AZEVEDO e ROPER, 1970), ha uma
regiao que propicia quebra cromossomica entre os loci adf20 e bZAl pois eli
sao removendo o alelo bZAl em linhagens Dp(I-II) foi detectada na analise
de setores deteriorados (NGA e ROPER, 1968; AZEVEDO, 1971), verdes melhora-
dos (LIEBER, 1976) e diploides homozigotos para a translocacao Dp(I-1II)
(CASE e ROPER, 1981).

A medida do crescimento dos diametros da colonia nem sempre
corresponde a analise genetica. Os variantes verdes M42.8, M42.81 e M42.9
tem a media dos diametros das colonias de tamanho aproximado ao da linhagem
A, enquanto os demais variantes verdes tem crescimento maior que o da linha
gem duplicada (Tabela 11). Na analise genética e evidente que M42.8 e M42.10
conservaram parte da duplicacao, mas isto nao foi demonstrado na analise
de M42.87 e M42.9. Como linhagens duplicadas tem crescimento mais 'lento
(BAINBRIDGE e ROPER, 1966) e considerando os resultados da Tabela 11 poder-
-se-ia supor que a caracteristica seria dada por um efeito de posicao ou en
tao dependeria da regigo duplicada que fosse removida e, nao do tamanho da
elisao. Por outro lado, variegacao por efeito de posigao foi também correla
cionada com alteracao de instabilidade em A. nidulans (CLUTTERBUCK, 1970).

A analise genetica dos variantes melhorados verdes revela de
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qualquer modo, alta complexidade do processo que deve gerar esses setores
e indica também que provavelmente o mecanismo de formagao de setores amare
los (deplecao do segmento translocado) & diferente da formagao dos setores

verdes originados de deplegao no grupo de ligagao I.
5.2. Instabilidade de diploide heterozigoto Dp(I-II)

A elevaggo da temperatura determinou um aumento no numero
de setores no diploide heterozigoto Dp(I-II) e a instabilidade expressou —
-se por alta frequencia de setores melhorados amarelos prototroficos (Tabe
la 32).

Como foi dito no item 4.2.1 nao foi possivel estimar o nume
ro de setores produzidos a 42°C, uma vez que se originaram muito proximos
uns dos outros e confluiram, o que deve ter sido causado pelo aparecimento
simultaneo.

LIEBER (1976) constatou que a fase de desenvolvimento da co
lonia na qual surge maior numero de setores em linhagens haploides duplica
das, depende da temperatura de incubagao e do genotipo da linhagem e, va-
rios trabalhos tém relacionado em eucariotos, instabilidade cromossomica e
periodo de desenvolvimento (SAND, 1957; BAKER, 1968; HOZUMI e TONEGAWA,
1976) .

| Uma comparacgao entre os setores produzidos pelas linhagens
diploides A//MSE e bi//MSE revelou que o numero de setores brancos haploi-
des de A//MSE e bem maior que o da linhagem diploide bZ//MSE. Isso pode
ser devido a duplicagao cromossomica presente na linhagem A. Se esse fato
se repetir em outros diploides seria altamente vantajoso no isolamento de

setores segregantes haploides sem necessidade de agentes haploidizantes.
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A comparacao entre os valores médios dos diametros do coni-
dios dos setores da A//MSE e linhagens controles, mostra que setores amare
los sao diploides (Tabelas 35 e 37). Setores haploides brancos e amarelos
sao diferentes entre si pelo tamanho dos diametros nos conidios (Tabela 37).

Nos experimentos de mediggo de nucleos e de conidios (Tabe-
la 36), o coeficiente de variacao apresentou-se muito alto para trabalhos
feitos em laboratorio. NIFFINEGGER-SOUZA (1979) em ensaios de medigao de
nucleos, empregando a metodologia usada neste trabalho obteve tambéem coefi
cientes de variacao relativamente altos, o que pode indicar pouco refina-

mento do método.

Os diametros dos nucleos dos setores e das linhagens contro
les nao diferiram significativamente embora haja trabalhos(PAES DE BARROS,
1977; NIFFINEGGER-SOUZA, 1979) mostrando que nucleos portadores de duplica
coes cromossomicas apresentam.volume maior que linhagens haploides normais.
Essas diferengas de resultados podem ser atribuidas a limitagao do metodo,
como ja foi discutido anteriormente.

Segregantes somaticos em A. nidulans podem ser haploides
ou diploides. Esses Ultimos, originados por permuta mitotica ou nao disjun
cao cromossomica sendo que permuta mitotica & o processo de recombinagao
mais frequente (KAFER, 1961). Permuta mitOtica e alta instabilidade cromos
somica em linhagens duplicadas de 4. nidulans foram propostas por NGA e
ROPER, 1968. CASE e ROPER (1975, 1981), estudando linhagens homo e hetero-—
zigotas Dp(I-II) atribuiram a instabilidade extra em diploides nao balan
ceados a permuta mitotica ao longo do cromossomo II e em diploides homozi-

gotos Dp(I-II), explicaram a instabilidade dos segmentos quadruplicados co
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mo consequencia de elisao parcial ou total da parte duplicada.

As analises dos segregantes dos setores diploides amarelos
originados em diferentes temperaturas (Tabelas 35, 36 e 37) nao evidencia-
ram a segregacao dos marcadores genéticos na regiao duplicada. Permuta mi-
t6tica nesta regiao tem sido pouco documentada. Entretanto na meiose de
homozigotos Dp(I-II) parece aumentar a frequencia de permuta na regiao da
duplicacao talvez em decorrencia da configuracao quadrivalente que ' tomam

os pares de cromossomos I e II (VAN de VATE e JANSEN, 1978).
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CONCLUSDES

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que:

A frequencia de elisao do segmento translocado em linhagem Dp(I-II) de
A. nidulans & significativamente maior em temperaturas mais altas de
crescimento. Entretanto, a eliminacao do segmento duplicado normal nao &

influenciada pela temperatura de incubagao.

A maioria dos variantes melhorados amarelos perderam a porcao duplicada

e se comportam semelhantemente a linhagem parental pro paba .

Ocorrem dois tipos de variantes melhorados verdes sendo que um tipo con-—
serva parte do material duplicado enquanto o outro & originado de eli-
soes nao precisas, na porcao duplicada normal. Ambos tipos de variantes
apresentam alteracoes nas proporgoes esperadas tanto na analise genética

mitotica como meiotica.

O diploide heterozigoto Dp(I-II) apresenta maior instabilidade em tempe-

raturas mais altas. Entre os variantes melhorados os diploides sao mais
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frequentes enquanto que, entre os segregantes brancos os haploides ocor-
rem em maior numero. O diploide heterozigoto Dp(I-II) origina um maior

numero de setores haploides do que um diploide normal.

Analise genetica dos variantes melhorados diploides nao evidenciou con-

servagao de material cromossomico duplicado.
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