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1 ... INTRODUÇÃO 

O conhecimento da existência de supressores no sistema genético 

...

dos seres vi vos abriu novos campos no estudo da hereditariedade. 

pressao11 já foi utilizado por Sturtevant 9m 1920 , (aplld GORINI & BECKWITH, 

1966) r9ferindo-se ao desaparecimento do fen6tipo mutante através de mutação 

em loco distinto do loco da mlltaçã.o original. Seglllld o ês te conceito, a muta-

ção original pode ser recuperada na descendência de wn crllza:men to entre um ti-

po selvagem e aquele que sofreu reversão. Supressores dêsse tipo são chama -

dos de intergênicos. GORINI & BECKWITH (1966) classificaram os supressores 

em dir9tos e indiretos. Supressores indiretos são do tipo interg9nico, não 

alterando a mutação original oll o mecanismo de sua ação g9nica; agem de manei

ra a suprimir a defici9ncia, mas sem interferir com a respectiva mutação. Su-

pressores diF=ltos podem ser de dois tipos� 1) Intragênicos, relacionados a 

al teraçÕes no cistron da mutação original e 2) de Informação ( informational 

supressors), de ação intergênica, que atuam no mecanismo de transferência da 
- .. , 

informaçao genetica na síntese de prot�dnas. 
, 

Estes ultimos incll1'9m supress.Q 

res de mutantes "non sense" (sem sentido) e de mutantes d9 substituição (mis-

O conceito de supressores tamb9m inclue casos em que o supressor 

impede a manifestação de outros genesº Êst9 tipo de ação supr9ssora pode 9X-

plicar certos casos de dif9r9nciação sexual e dif9renciação ctülllar nos proC9§. 

sos de desenvolvimento dos organismos superiores. 

D9pr9ende-s9, portanto, qu\� os supressores desemp9nham papr:31 im-

portante na atividad9 biolÓgica dos organismos. Sua importância 9stende-se , 

�inda, como uma das cat1sas de variabilidade gen9tica. Nos microrganismos,por 

exemplo, a supressão de g9nes pod9 causar varieçÕ9s d9 maior valor adaptativo; 

9m se tratanto de microrganismos patog9nicos, tal processo pode r3sultar em 
A 

• 
A 

consequencias d9 importancia. 
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Entretanto, o 9studo ds supressores é um campo da G<3nética relati 

va!U9nte pouco explorado e, certamente, o seu desenvolvi!U9nto trará grandes co.u 

trib1liçÕes na eludd!içto de problemas genéticos ou biológicos. 

A finalidade do pressnte trabalho foi a de, utilizando-se o fungo 

filamentoso Aspfil,:gillus ni�ulans (Eidam) Winter, estudar o sistema de supressão 
,. , I 

f 
• ..., da deficiencia para o acido nicotinico, visando o erecer uma contribuiçao ao e.§. 

, 

tudos de supressores em genetica. 

to de ser 9ste um organismo bem estudado geneticarnent9 e por aprese.ntar um sis

tema biolÓgico com uma série de vantagens para sstudos genéticos (PONTECORVO s 

col., 1953) g 

,. .... , 

apresenta uma fase vegetativa haploide, com formaçao de conidios 

uninucleados q11e permitem a obtenção de colônias isoladas, geneticamente puras; 

apresenta um ciclo parasexual (ROPER, 1952) com formação de conidios diplÓides 

que por haploidização através de aneuploidia (KAFER, 1961), aão formação a setQ 

res haplÓide� com ssgr·=:igação cromossômica que pBrmit9 uma anális9 mitÓtica nor, 
,- , A /' � 

mal; alem disso, atrav9s do ciclo s9xual, este fungo da origem a peritecios com 

produção de ascosporos (haplÓides), através de cariogamia 9 meiose (ELLIOTT, 

1960) que permitem a análise meiÓtica. '1· , 
Assim, pode-se t9r uma ana 1se geneti-

ca completa. A formação de núcleos diplÓides (parasexualidade) e a possibili-
N , , � 

dade de obtençao de heterocarios tambem permitem 9s tudos de comple!U9ntaçao e a-

lelismo, dominância e recessividade, bem como sÔbre comportamento de genes ale

los no mesmo núcleo (diplÓide) ou em núcleos diferentes (heterocário). 

Mutantes auxotrÓficos tgm sido largamente usados em gen;tica de mJ,, 

crorganismos e para est11dos d9 supr9ssores constituem, ssim dÚvida, um bom mate-

rial. No pres9nte trabalho foi utilizado um mutantsi d9ficient9 para a sint?.se 
, .,. , 

dsi acido nicotínico qu9, S9ndo auxotrofico, permite o isolamento e estudo de 

,.

respectivos supressores por um metodo seletivo relativam9nte simples. 

O estudo dos supressor9s foi feito sob diversos aspectos, salien 

tando-se sua localizaçÃo no mapa gen�tico, suas rehtçÕes d9 dominância ou r9-

cessividade em diplÓides e heterocários e seu modo de ação gênica. 
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2 - rn§ig ,DA LITERATU_B.A 

2.1 - REFERÊNCIAS GERAIS 

, 

Um dos prim�iros trabalhos referentes a genes supressores e o de 

Hsaàle & Epbrussi (1936) , apud GORINI & BECKWITH (1966), que demostraram que 
A A , 

) um supr9ssor r9cessivo dn gene x (cor 11vermillionn do olho de drosofila 9-

ra capaz de restaurar parcialmente a capacidad9 do individuo mutante em prodg 

zir cinurenina, uma substância 9xigida para d9s9nvolvi1D9nto da coloraçã.o tipo 

selvagem do ;lho. 

Posteriormente, muitos trabalhos foram realizados com supresso -

res, principalmente em microrganismos. Nesse particular, foram mui to Útc.üs 

os mutant9s auxotrÓficos. Os supressores indir9tos foram relatados com fre-
A 

• qu9nc1a 9m diversos organismos. 

Com relação aos supressores dir9tos os mais frequente.nBnte estu

dados foram os d9 mutant9s ifflamb9r 11 9 11ochre" como S9 pode depreender pelas r2 

centes revisões de YANOFSKY & ST. LAWRENCE (1960); BRENNER & ffiCKWITH (1965); 

GORINI & BECKWITH (1966); SADGOPAL (1968) e dP GORINI (1970) • 

Com menor frequ9ncia outros tipos de supressores diretos foram 

tarnb9m estudados (BRODY & YANOFSKY, 1965 ; CARBON, BERG & Y.ANOFSKY, 1966 ,; 

GUPTA & KHORANA, 1966; BERG, YANOFSKY & CARBON, 1967 ; CARBON & GURRY, 1968; 

HILL e col. 1969 ; WITKIN, 1969) • 
,

Alias, foi com um tipo de supressor dir2 

to, os intragenicos, qU3 CRICK e col. (1961) 9f9tuaram 9Studos com mutant9s 

induzidos por acridinas 9m s3u trabalho clássico com bacteriÓfato T
4 

de m

cherichia coli, qu9 vieram esclar9c9r diversas das propriedad9S do código g"2l-

nitico. 

No que diz r9speito à natureza dos organismos estudados, a lite

ratura mostra qu9 os microrganismos foram os pref9ridos em 9studos de supr9s

sores, embora alguns trabalhos tenham sido realizados 9ID organismos superio -
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Em fungos, especificamente os filamentosos e os basidiomicetos, os 

trabalhos mais importantes que tratam de supressores são discutidos com mais d� 

talhe no item seguinte; visto que são os mais estritamente relacionados com o 

presente trabalho. 

Referências a respeito de supressores em leveduras são encontradas 

principalmente, nos trabalhos de HAWTHORNE & MORTIMER (1963) ; COX (1965) ; GIL 

MORE & MORTIMER (1966) , OSHIMA & OSHIMA (1966) ; GILMORE (1967) ; GILMORE, STfil 

WART & SHERMAN (1968) ; HAWTHORNE (1969) e de COX (1971) • Dentre os diversos 

trabalhos conhecidos, destaca-se o de CLARKE (1963) que, estudando o efeito da 

metionina como responsável pela inibição de reversÕes de mutantes deficientes 

para adenina (ad-) em Sch;u,osacc&_QmyQfil!_ p.Qmbe , constatou que muitas das re

versÕes eram devidas a supressores e que a metionina somente inibe a expressão 

de reversÕes verdadeiras (com rápido crescimento em meio mínimo) mas não inibe 

o crescimento de reversÕes devidas a Sllpressores •.

Em bactérias, inÚrneros trabalhos são conhecidos com referência a 

todos os tipos de supressores, os quais são citados nas revisões mencionadas au

teriorm9nte. Alguns, entr9tanto são destacados como exemplo. HOWART (1958) , 

detectou vários Sllpressores do mutante cys (deficiência para oistina) em Sal

monella gphimfil:ium. Verificou que todos os supressores eram não específicos, 

capazes de suprimir diversos mutantes. O mecanismo de ação dos supressores 

não foi estudado bioquímicamente, mas o autor considera que eles agem, provavel 

mente, pela introdução de um processo metabólico alternativo, capaz de compen-

sar o bloqueio da via metabólica no mutante original. CHILDS (1967), utili -

zando linhagens deficientes para metionina em Salmonella !yphimurillfil, constatou 

a presença de supressores entre v�rios mutantes capazes de crescer em meio mini 

mo não suplementado com aqu9le aminoicido; diferenciou supressores com e sem 

especificidade para determinadas mutações �]_]. Finalmente, concluiu que as 

mutações eram do tipo que resulta na substituição de um amino�cido por outro na 

cadeia polipeptidica e que o mecanismo de supressão devia estar relacionado 
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,com uma alteração na tradução do codon alterado. KEHPER & MARGOLIN (1969) rel� 

taram a ocorrência de um supressor indireto (.ê.!LQ1) do gene leu D em Sal

monella �yphim!M'.iQ.fil• D�termina:ram a posição relativa do loco supressor e pro

puseram um esquema para 9xplicar o mecanismo de supressão, o qual deve ser ao 

n:Í vel de interação proteína - prote:Ína, uma V9z que le11 C e leu D interagem 

para formar um complexo que leva à produção de isopropilmalato isomerase na 

biosintese de leucina. O .ê.Q,_Ql seria, portanto, um substit11to do ·gene

leu_Q, cujo produto é capaz de interagir com leu C para dar um complexo 

com atividade enzimática. SOLL & BERG (1969) demonstraram a exist9ncia de Q

ma nova classe de supressores em Escherichia çoli, os supressores recessivos 
,.

Verificaram que a bacteria somente sobrevive quando, juntamente com 
,. . o supressor, tambem est1v9r presente o seu alelo selvagem, ou seja, quando a

,- A 

+/ -c9lula for heterogenota llll.. lllL. ProvavelID9nte, a mutação causa 

ção em um componente celular essencial, cuja aus9ncia total pode ser letal. 

Em organismos superiores, alguns trabalhos foram realizados de-

monstrando a existência de supressores. Em plantas, por exemplo, JAIN (1966), 

em estudos de mutantes para pigm9ntação ( 11yellow vir9scent•11 e "light green") em 
... 

cevada, constatou que a r9versao dos mutantes para verds normal e.ra devida a sy 

pr9ssores localizados sm um loco diferente da mutação original e que, 9nquanto 

o mutante apresentava apenas 15% do conetÚdo de clorofila em relação ao tipo

selvagem, o mesmo mutante, em presença do supressor, exipia cêrca de 65% ds 

clorofila também em relação ao tipo selvagem. 

Em animais, o efeito de supressão de genes é citado por diversos 

autores. WAGNER & MITCHELL (1955) apresentaram uma lista de diversos supres-

sores · estudados em Drosophila ID.9lanogaster. Lyon e col. e Russel (1964, apud 

BAKER, 1968) apresentaram resultados d� estudos de supressão envolvendo tran� 

locação de autosomas com o cromossoma X de rato. RIZKI e col. (1970) apreses 

taram resultados de um estudo minucioso de supr9ssors,s do mutante y (côr 11ver 

million" do Ôlho) em drosÓfila. 
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Finalmente, a influência de supressores no processo de diferencia

ç;o sexual e diferenciação celular 9 citada por alguns autores, onde a supres -

,são; int9rpretada sob um conceito diferent� daqu9l9 já discutidoº "WESTGAARD 

(1958) propos um mecanismo envolvendo supressores de g�nBs determinadores do s� 

xo para explicar a diferenciação sexual em alguns gêneros de plantas diÓlicas 

(Ecballium , Carica e Melandrium) • · BARTH ( 1964) referiu-se à influência d9 sg 

pressores no processo de diferenciação celular, como atuando à semelhança dos 

genes reguladores propostos por JACOB& MONOD (1961) ; BAKER (1968) discutiu a 

importância da supressão gênica no processo de desenvolvimento em drosÓfila. 

2.2 - REFERÊNCIAS ESPECÍFIGAS g Ascomicetos (filamentosos) e Basidiomicetos 

HOULAHAN & MITCHELL (1947) d9monstraram, pela primeira V9z, a o-

corr;ncia de supr·,rnsorss em Neurospora cr�.Ê:. Utilizaram mutantes deficien -

tes para pirimidina (mutantes pyr 3) e cóncluiram que a hipótese da supressão 

pela existência de uma duplicação do loco pyr - que, de uma forma inativa , 

passaria a uma forma ativa por mutação - não é válida, uma vez que o supres

sor é inibido por arginina, o que não ocorre com o loco pyr no tipo selvagem. 

P . .,, ,. " 1 reconizaram tambem a exist9ncia de al9los multip os neste fungo, com base nas 

interaçÕ':':ls do supressor com diversos mutant9s pyr • Post9riorment9 (MITCHELL 

& MITCHELL, 1952) , publicaram uma s9rie de informações adicionais sÔbr9 o lo

co .El! , principalmente sÔbre a influ9ncia do supressor de .El� 9m outros mg 

tantes nutricionais. Confirmaram também a invalidsz da hip;tes9 ds alslos mu.J: 

tiplos ant9riorment9 mencionada, desds que ficou provada a existência de suprB..ê, 

sores atuando tanto em locos dif9rent9s da mesma deficiência, como em mutant9s 

de efeitos fenotipicos não relacionados. 

BONNER ( 1951) relatou a existência d9 alguns supressores da a.9fi-
. .. . ciencia para triptofano,em ��p� , r9ferindo-se, 9Sp9cialrr1'3nte., ao supre§_ 

sor do mutants 2198 • Êst9 rev9lou-ssi especifico sm seu 9feito, visto qu9 nao 

foi capaz d9 suprir deficisncia para triptofano em outras linhag9ns. O mutante. 
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2198 caracterizo11-se pela s11a incapacidade de converter ácido antranilico em 

indol na biosintese de triptofano e a s11a s11pressão resulta em resta11ração da 

atividade de llfila enzima especifica, à semelhança do s11pressor do m11tante S-1952 

descrito por YANOFSKY (1952) 

GIIES (1951) e GIIES & PARTRIDGE (1953) relataram a ocorr9ncia de 

s11pressores de m11tantes deficientes para metionina e para inositol em Ne11rospQ-

�· Os mais freq11entes foram os s11pressores de met. 
-

Um deles revelo11-se nao 

especifico, llfila vez q11e foi capaz de agir sÔbre um 011tro mutante deficiente em 
, .. ' 

metionina, com bloqueio metabolico em urna reaçao subseq11ente a bloq119ada pelo 

mutante original (met 48�) • 

IEIN & IEIN (1952) 
,. 

11tilizaram tres dif.er9ntes linhagens de Nellro,ã 

p.Q.râ, deficientes para acetato, visando demonstrar o efeito de um mesmo s11pre.ã 

sor em genes não alelos. O supressor foi obtido em uma das linhagens e comprQ 

varam o S9U 9fei to supressor nas d11as ot1tras. Sugeriram que o s11pressor age, 

provavelmente, pela introdução de llfil m2canismo metab6lico secundário na produ -

ção de acetato, o qual normalmente 9 inoperante, devido a um fenômeno de inibi-

çao. 

YANOFSKY (1952) est11dou as relaçÕ9s gene - enzima em Neurosp.Q!:§_ u

tilizando mutantes incapazes de formar triptofano sintetase, a enzima responsá

vel pelo acoplamento de indol e serina na biosintese de triptofano. Os dois mQ 

tantes estudados, e- 83 ( ou td - 1) e §..:..1952 ( ou td - 2) , acumulavam indol 9 

não foi detectada a prsisença de triptofano sint9tasa '.:!m extrato liv9 d9 células. 

Constatou a ocorrência, em outro loco, de um supressor parcial aspecifico para 

td-2 e sam ação sÔbre o mutante td-1 . Constatou, ainda, qlle a triptofano 
~ 

sintase nao apresentou difer�:mças quando produzida por linhagens selvag9ns ou 

por linhagens td-2 com supressor. Em estudos subs9q11entsis (YANOFSKY & BON -

NER, 1955.a , 1955.b) trabalhando com outros mutantes ta V9rificaram também 

a ocorrência de supressores, sendo que. muitos dsiles não eram alelos. Das ob-

servaçÕes de int?.raçÕes d9sses mutantes com os s11pressores 1 concluíram que, em-
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bora os mó.tentes 1ª. apresentem similaridades genéticas e bioquimicas, há difê, 

ranças marcantes entre muitos deles, visto que reagiram diferentemente em pre-

sença dos diversos supressores. 

Supressores de mutantes 1ª. (deficientes para triptofano) em Neu-

!:.Qs!P.Q.tll: _ru:S.s§Jã também foram estudados por outros autores. SUSKIND & KUREK

(1959), estudando estes mutantes 1 concluiram que a ação do supressor est; rela

cionada com a expressão da atividade da enzima triptofano sinto.tase e não com a 

formação da mesma, provavelmente pelo contrÔle de determinados fatôres, como 

disponibilidade de metais e coenzimas ou a concentração de agentes quelantes ; é 

o caso, por exemplo, do mutante td 24 que forma uma enzima metal - sensivel (i

nativa) e o supressor su 24 

alterar a estrutura da mesma. 

, , 

que e capaz de transforma-la numa forma ativa sem

YOURNO & SUSKIND (1963 , 1964.a e 1964.b) estg

daram detalhada.mente o mutante td 201 e seus supressores. Verificaram a al-
~ .. 

ta especificidade daqueles supressores, visto que nao exerceram açao em outros

- mutantes de triptofano sintetase, inclusive o td 141, um mutante fenotipica -

mente semelhante ao td 201. Concluíram que os mutantes td 201 com supres -

sor produzem pequenas quantidades de enzima, dada a baixa taxa de transformação

de indolglicerolfosfato na produção de indol ou diretamente de triptofano,e que

triptofano sint�tase produzida é muito semelhantes àquela do tipo selyagem.

Além disso, a capacidade dos mutantes td 201 de formar CRM ( 1•cross reacting

material'�) normal levou-os � conclusão de que não se trQ.tava de um mutante do

tipo sem sentido ( 11non sense") e que o supressor desse mutante age de alguma
... , 

forma capaz de restituir, em uma certa fraçao das moleculas da enzima alterada,

a sua estrutura original. TERRY ( 1966) demonstrou p,:=lla primeira vez que mutag

tes CRM- do loco td podem reverter para prototrofia por ação de supressores
' 

a semelhança de mutantes CRM- em outros organismos. Constatou que existem

pa.lo menos dois locos supressores do mutante CR.'fVI- d o loco td 140 e que es-
te mais se assemelha a um mutante do tipo sem sentido. Foi eli.rninada a hipÓ-

tese de ql.19 o supreissor age por ativação de um processo biossintético alternat;i ·
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, - 1' N > 

vo, pois nao foi possível obter reversaô para &120 , que e um mutante por d� 

lêção. 

Supressores de outros mutantes foram também estudados, não só em 

New:-ospora, mas também em butros fungos. 

REISS!G (1959, 1960, 1963.a e 1963.b) , em Neurospora, verificou 

que mutantes .El!_2 (deficientes para pirimidina) agem como supressores de mu

tantes cit (deficientes para citrulina) e de mutantes arg 2 (deficientes pª 

ra arginina) • 
, . + 

Linhagens de genotipo CJ..t pyr 3 requeriam somente citrulina, 

enquanto que linhagens cit pyr 3 requeriam somente pirimidina para crescimen

to. Do mesmo modo, duplos mutantes arg pyr eram deficientes para pirimidina, 

mas prototrÓficas para arrinina. 
,. ,.. 

Verificou tambem a ocorrencia de um terceiro 

alelo no loco pyr , o mutante pyr (su arg) , de atividade intBrmediária, su-
,.,

pressor de arg mas nao deficiente para pirimidina. Com base nestas observª 
...., A , N 

çoes, propos um metodo para isolamento e identificaçao de mutantes de uma manei 

ra indireta. Além disso, apresentou uma série de evidências que esclarecem o 

mecanismo de supressão de �r sÔbre cit ou arg �. 
--

-· 

o mutante arg causa um 
,, 

bloqueio parcial na síntese de carbamil fosfato, um precursor comum de arginina 

e pirimidina; de carbamil fosfato em diante, a biossíntese de arginina é cata-

lizada por ornitina transcabamilase (OTC) 
,,

e a de pirimidina e catalizada por 

aspartato transcarbamilase (ATC) , onde ATC e OTG competem por carbamil fosfg 

to. O mutante pyr 3 d causa uma deficiência em ATC , diminuindo o seu po

der de competição com OTC por carbamil fosfato; o al9lo pyr (su arg) , c_ausa 

supressão parcial de arg , provavelmente como resulta.do do menor decréscimo na 

atividade de ATC . 

STRAUSS & PIEROG (1954) estudaram supressores de mutantes dsifi -

cientes para acetato em Neur_Q§pm e descreveram o mecanismo de supressao. Os 

mutantes � 
, , .. 

causam bloqueio no passo ,metabolico entre acido piruvico e ;cido 

acetico. Tais mutantes se caracterizam por sofrer inibição do crescimento em 

presença de glucose. Os supressores SIB� e �E, não alelos, exibem baixa ati-
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vidade d<:: carboxilase do ácido pirÚvico, diminuindo, deste modo, a formação de 

ace taldeid o. A produçãb de etanol, a partir de acetaldeido, também é diminui 

da. Portanto, linhagehs de genótipo !!2. sp ou ãQ Qfil: seriam incapazes de 
,, > ,, , 

produzir acetato diretamente (acido piruvico - acido acetico) ou via acetaldei-

do (�cido pirÚvico - acetaldeido - ácido acético), forçando a utilização de 

glucose para síntese de acetato, sem formação de acetaldeido, o responsával P!! 

la inibição. 

MORGAN ( 1961 , 1965) constatou que supressores eram capaz.es de 

restaurar o fenótipo selvagem em mutantes do gene Q� (pigmentação púrpura) 

Verificou ligação entre os supressores e o gene 

pur , com valores de recor;ibinação variando de O a 20 por centoº 

IBWIS (1961) estudou supressores do mutante � (deficiência 

para metionina) no fungo Coprinus lag.Qp.!1§.. Verificou que os supressores per 

tenciam a cinco diferentes locos e que todos eram recessivos em relação ao a

hlo selvagem. 

DAVIS (1961 , 1962) verificou, que, em Neurosp.Q!ã, o mutante 

arg 12-s (deficiente para arginina) age como supressor de mutantes deficien

tes para pirimidina (pyr 3-�) . Concluiu que pyr_l,:!: bloqueia a síntese de 

pirimidina pela não formação de aspartato transcarbamilase (ATC) e que o mu

tante arg 12-s diminue drasticamente o nivel de orni tina transcarbamilase, a 

enzima que atua sÔbre carbamil fosfato na sintese de arginina. O aumento da 

atividade de ATC em duplos mutantes pyr 3-a arg 12-s seria devida, porta� 

to,� não competição com OTC na utilização de carbamil fosfato. 

LUIG (1962) isolou supressores recessivos de mutantes meth.2 (d� 

ficientes para metionina) e de _eab� (deficientes para ácido p-runinobenzÓi 

co) em A§.pfil.:gil�us nidulans. Análises de ascosporos revelaram ligação dos lQ 

cos math 2 e paba 22 com seus respectivos supressores. 
,

Estudos de diploides 

heterozigotos para os supressores e homozigotos para o mutante, eliminaram a 

hipótese da reversão. 
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LILLY (1963) verificou que mutantes deficientes para Ill9tionina 

(!!l@.th J) em MP.ê.rgillus ,U!dulans eram capazes de recuperar a prototrofia por 

'r· .., , 
ação de supressores espec1 1ct>s e nao ligados aquele loco. 

WARR & ROPER (1965) , estudando mutantes que conferem resistência 

a diversas substâncias, em Aspergillus nidulans, constataram que o mutante 

pf 21 (resistehte à p_ - fluorofenilalanina) tamb9m conf9re rsisistgncia a iodo-

( 
,, ,, 

ac9tato e age como um supressor de nic 8 deficiente para acido nicotinico). 

Com base em conhecimentos da biosintese de ;cido nicotínico e fenilalanina , 
, -

sugeriram um possivel mecanismo para explicar a supressao de nic_a g um su-

,f • • # N ,J' • pressor especifico s9ria o responsavel pelo aum9nto de prodaçao de acido shi-

quimico, um precursor comc�m de ambas as substâncias, causando um aum�rnto no n.í 

vel de fenilalanina - aumentando o seu poder de competição com p - fluorofe-

n:tlalanina 

ginal. 

e no de ácido nicotínico, conferindo prototrofia ao mutante ori 

Supressores da defici9ncia para prolina em Asp.ê.f:gillus nidulans 

forrun intensamente estudados por WEGLENSKI (1966 , 1967) e por PIOTROWSKA. , SA 

WICKI & WEGLENSKI (1969). 
À 

Estudaram e mapearam tres supressores (Q,g_g, mJ_2 

e lllL.12.) e verificaram que todos são do tipo intergenico. Cada um, entretan 

to, exibiu um modo especifico de ação., apesar da particularidad9 comum ds que 

t 
" .., , odos afetam a sintese ou degradaçao de arginina de modo a permitir a sintese 

de prolina atrav9s de um processo alternativo diferente do usual (ácido gluti 

mico - semialdeido glutâmico - prolina). O mutante pro bloq11eia a transform!à 
- , , A A çao de acido gl11tamico em S9mialdeido gl11tamico. O supressor su 6 causa r�

dução na atividade da ornitina transcarbamilase, diminuindo a sintese d? argi

nina a partir de ornitina e o acÚmulo desta torna possível a sua transmutação

em semialdeido glutâ.mico, lllll precursor de prolina. O supressor �!l..2 a��eQ

ta a atividade enzimática tanto da arginase quanto da ornitina transaminase

( OTA) i a primeira causa degradação de arginina em orni tina e a OTA dirige

a 11tilização de ornitina para a s{ntese de prolina. O supressor .ê..!d--1�, in-
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depenàentemente da presença do mutante pr2, causa allID.9nto na síntese de argi

nase e OTA (ornitina transaminase) • Além do efeito da arginase, a OTA des

via a ornitina do processo normal da sintese de arginina para a s{ntese de pro

lina via GSA (semialdeido glut;mico) • Verificaram que estas duas enzimas 

são controladas pelo mesmo sistema de regulação e que o mutante ota (deficiêQ 

eia em ornitina transaminase) elimina o efeito do supressor. Concluiram que o 

su 19 pode ·ser considerado como um gene regulador - segundo a teoria de JA-

COB & MOND (1961) - e que � 
, 

e o gene estrutural de ornitina transaminase. 

. 1' ... ,. 
Finalmente, sugeriram que, a em desse mecanismo alternativo da sintese de proli 

na, devem existir outros, conforme sugerem os resultados de estudos com supres

sores capazes de agir em 011plos mutantes (pro 6 ota_J_) com bloqt1eio nos pro

cessos principal e alternativo de sintese. 

BALL (1967) verificou que a supressão do mlltante meth 1 (defi

ciente para m.etionina), em Aspfil:gillus nidulan_ê. era devida a LUll8 translocação 

de parte do cromossomo IV para o cromossomo V .  A translocação, ocasionando 

quebra e fusão de dois cistrons de cromossomos diferentes j daria formação a um 

novo cistron que d9terminaria a s:Ínt9S9 de uma proteína capaz d9 suprir a def;i 

ciência para metionina. Verificou também que o segmento translocado continha 

o mutante arg2 (deficiente para arginina) , e que tamb9m ocorria supressão

desse mutante, em conseqooncia, talvez, de um efeito de posição.

GAJEWSKI & LITWINSKA (1967) verificaram qu:3 r3v9rsÕes espontâneas 

de alguns mutantes meth (à3ficümt9s para m3tionina) 9m Asp53rgillus nidulans, 

eram resultantes da ação de supressores parcial ou totalmente recessivos. O sg 

pr9ssor r 2 r9velou não especificidade, 9nqt1anto o supressor .r-1 foi alta

mente esp9cÍfico em sua ação, capaz d<:l suprimir somente mutantes meth B • 

STADIBR (1967) realizou estudos com mutantes mtr (resistentes a 

metil - triptofano e a e_- fluorofenilalanina) 9m N9urospora e verificou que 

tais mutantes resultam de alteração no sist9ma normal de utilização de tripto-

fano, fenilalanina e outros amino;cidos. ., . ~ 

A analise de rev9rsoes de rgt;r r9-
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velou a existência de supressores não especificos (capazes de suprimir qualquer 

mutante mtr) que agem por alteração de um segundo sistema de utilização de a-

,.

minoacidos. Posteriormente, BRINK, KARIYA & ST.ADIER (1969) ,, estudando o efei 
A I' 

( to de luz ultra violeta e de mutagenicos químicos em mutantes mtr e his! d� 

ficiente para histidina) detectaram a presença de supressores de 
,.

mt,r , alem de 

mutações reversas naqueles dois locos. 

SEALE (1968) , estudando reversÕes de mutantes filll (loco responsg 

vel pela produção da enzima glutamato gehidrogenase -GDH) em Ne�p.Q!�, cons

tatou que dois alelos CRM-, am 17 e !à!!L2, voltavam a exibir o fenótipo selv�

gem por ação de supressores especificos. Verificou ainda qus extratos de li-

nhagens am 17 com supressor exibiam uma atividade de GDH qualitativaill.9nte 
~

difer9nte do tipo selvagem ou de um segundo tipo de reversao do loco ill!! • Po§. 

teriormente, (SEALE, 1970) , constatou que supersupressores eram capazes de sg 

primir, ao Ill9Smo tempo, duplos mutantes (am 17 tryp 3) . O supersupressor 

foi capaz de restaurar ,, no mutante ,, a enzima glutamato dehidrogenase, qualitati 

vamente distinguivel daquela produzida pelo tipo selvagem. 

AYLING (1969) , estudando reversÕes de mutantes mets B3 em Ás 

pergillus nidulan�, constatou a presença de seis locos supressores daqu9le mu

tante, dos quais alguns foram dominant3s no heterocário, mas recessivos no di-
"·plo1de. O grande nlllll.9ro de supressores d�tectados sugere que .o sistema de sg 

pressao de meth B3 seja bastante complexo. 

CHúLMER & SEAIE (1971) , em Neurosp.Q!!b estudaram mutantes em dois 

locos (tryp 1 e �YP_?) responsáveis pela organização de um complexo multien

zimático (antranilato sintetase, antranilato isomerase e indolglicerolfosfato 

sintetase) envolvido na síntese de triptofano. J'J.guns dêsses mutantes res-

ponderam à presença de supersupressores , onde foi poss:Ível detectar a ativid§ 

de de enzimas, embora a baixos niveis. 
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3 _ MATERIAL E MÉTODOS 

3.l - SÍMBOLO E FENÓTIPO DOS MUTANTES USADOS

S:Ímbolo 

ad 20 

bi 1 

fac 30.2 

paba 6 

, . 

1:�P.Q 

requerimento para adenina 

requerimento para biotina 

não crescimento em meio contendo acetado como única 

fonte de carbono 

colônias com micélio aéreo abundante ( 11fluffy0) 

não crescimento em mgio contendo galactose como uni

ca fonte de nitrogênio 

não crescimento em meio contendo nitrato como Única 

fonte de nitrog9nio 

requerimento para ácido nicot:Ínico 

requerimento para ácido p - aminobenzÓico 

requerimento para prolina 

requerimento para pirodoxina 

requerimento para riboflavina 

requerimento para tiosulfato 

supressor do mutante ad 20 

supressor do mutante nic 8 

variante deteriorado (aspecto morfológico anormal) 

variante deteriorado 

conidios amarelos 

conidios brancos 

A origem dos mutantes utilizados, sua descrição e localização PQ 

dem ser encontrados em DORN (1967) , BARRAT, JOHNSON & OGATA (1965) , BALL 

& AZEVEDO (1964) e AZEVEDO & ROPER (1970) • 



3.2 ... SUPLEMENTOS .ADICIONADOS AO }'.JEIO MÍNIMO 

" . Substancia 

Biotina 

Ácido nicõt!nico 

Piridoxina 

Riboflavina 

Ácido p - aminobenzÓico 

Prolina 

Lisina 

Fenilalanina 

p - f luorofenilalanina 

11.denina 

Tiosulfato de sÓdio 

Cloreto de 
"

amonio 

�ntr§são

0,20 µ g/ml 

0,50 µ g/ml 

0,05 µ g/ml 

0,05 µ g/ml 

O,? µ g/ml 

50 µ g/ml 

50 µ g/ml 

50 µ g/ml 

20 a 40 µ g/ml 

70 µ g/ml 

200 µ g/ml 

6 :tng/ml 
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3.3 - LINHAGE:NS UTILIZADAS 

a) Linhagem MSE ("master strain E 1•), ·originária da Universidade Glas

gow (Escócia) e que encerra uma marca genética em  cada um dos oi to

cromossomos do Aspfil:gillug nidulans

Cromossomo I su 1 ad 20 Y. ad 20

Cromossomo II o 

w . 

Cromossomo III alJ_ 

Cromossomo IV pyro 4

Cromossomo V . facA 303 o 

Cromossomo VI s 3 

Cromossomo VII nic 8

Cromossomo VIII ribo 2 



b) Linhagem�

e) Linhagem .Q

d) Linhagem Jl

bi 1 ; QL103 
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e) Linhagem �

E� paba 6; LlQ

bil 1 l:L.2.:; fl 1 

pro.J: paba 6 w 3 

V 29 

pyro 4 ; fac 303 ; s 3; nic 8; 

f) Linhagem E su 1 ad 20; y ad 20 ; phen 2 

nic-ª _; ni 103 

pyro 4 ; lys 5 ; .ê.....2 ;

As linhagens utilizadas foram obtidas a partir de estoques existeu 

tes no Setor de Genética de Microorganismos do Instituto de Genética, da Escola 

Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz", Universidade de São Paulo , foram 

mantidas em meio completo em 
� ' 
agar inclinado, a temperatura ambiente, com repu-

rificação a intervalos de 4 a 6 meses. 

A linhagem MSE foi utilizada para obtenção de genes supressores 

do mutante nic--ª. As linhagens obtidas, contendo supressores, foram mantidas 

da mesma maneira. 

Os diplÓides usados, obtidos dos cruzamentos entre as linhagens 

� su nic 8 e as linhagens (b) ou (f) 
, . tambem foram mantidos em estoque, u-

tilizando-se, no entanto, meio rninimo, em lugar de meio completo. 

3.4 - MEIOS DE CULTURA E SOLUÇÕES USADAS 

3.4.1 - Meio rninimo (PONTECORVO e col., 1953) 

Nitrato de sÓdio 

Cloreto de potissio 

Sulfato de Magn;sio 7 H20

Fosfato dihidrogenado de pot�ssio 

Sulfato de forro e sulfato de zinco 

Glucose 
Agar (Oxoid - n� 3) 

Água 

pH ajustado para 6,5 

6 gramas 

O, 52 gramas 

0,52 gramas 

1,52 gramas 

10 

15 

1 

traços 

gramas 
gramas 

litro 
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3.4�2 - Meio completo (PONTECORVO e col., 1953) 

3.4.3 -

• /i' • Foi preparado adicionando-se ao meio minimo:

Pe ptona ( Oxoid) 

Extrato de leveduras 

Caseina hidrolisada (Oxoid) 

Ácido nucléico de leveduras hidrolisado 

Solução de vitaminas 

Meio de acetato de 
A 

amonio (APIRION, 

Acetato de amonio 

Cloreto de sodio 

Sulfato de 
, 

7 H
2
0 magnesio 

Fosfato diMdrogenado de potassio 

Sulfato de ferro e sulfato de zinco 

Agar (Oxoid n� 3) 

Água 

pH 

! •Meio minimo de gal�ctose 

1962) 

2 gramas 

0 1 5 gramas 

1,5 gramas 

2,5 ml 

1 ml 

12 gramas 

2 gramas 

0,5 gramas 

3 gramas 

traços 

15 gramas 

1 litro 

6,5 

Preparado da mesma forma gue o meio rn.:Ínimo comum apenas subs

tituindo-se a glucose pela galactose, como fonte de carbono. 

3.4.5 - Ácido nucléico de leveduras hidrolisado 

Ácido nucléico de leveduras 

( Oxoid) 

, 
. 

, 

Acido nucleico de leveduras 

(Oxoid) 

2 gramas de 15 ml de so

lução normal de �cido 

clor:Ídrico 

2 gramas de 15 ml de so

lução normal de hidrÓci-
,. 

do de sodio 

Ambas as soluções foram aquecidas por 20 minutos a 100 ºe . 

. Em seguida foram misturadas, e o pH foi ajustado a 6,o

filtrando-se em seguida. O volLJIDe foi completado para 

40 ml e a preparação foi guardada em refrigerador sob 

clorofórmio. 



3.4.6 - Solução de vitaminas 

Piridoxina 

Áddo nicotinico 

Riboflavina 

Ácido p - aminobenzÓico 

Aneurina 

Biotina 

b.g1.1a destilada 

A solução foi esterilizada em banho-maria por 

guardada em frasco escuro no refrigerador. 

3.4.7 - Solução salina 0,15 M 
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50 mg 

100 mg 

100 mg 

10 mg 

50 mg 

0,2 mg 

100 ml 

15 minutos, e 

Uma solução de cloreto de sódio 0,89% foi obtida dissolvendo-se o 
.. . sal em agua destilada. A solução foi autoclavada e guardada em frascos com 

9 ml. 

3.4º8 - Solução de Tween 

Tween 80 foi adicionado em água destilada à concentração de 0,1% 

(V/V) • A solução foi colocada em tubos com 2,5 ml , autoclavada, e conserv� 

da em refrigerador. 

Meio minimo liquido+ 2% de meio completo 

Ao meio minimo comum foi adicionado 2% de meio completo, distri

buídos em tubos com 2,5 ml e conservados em refrigerador. 

3.4.10 -
, 

Placas de analise 

, . , . Para analise genetica, utilizou-se placas de petri com meio compe-
.. 

to e placas com meio minimo suplementado com diversos requerimentos nutricio-

nais. 

Para a determinação dos requerim8ntos nutricionais das colônias a

nalisadas, utilizaram-se placas, cada uma com meio minimo suplementado com tQ 

dos os requerimentos envolvidos no cruzamento, exceto rnn deles que estava sen 

d o analisado. Em casos especiais utilizaram-se placas com meio minimo com a 
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suplementação adequada e estes casos serão explicados na apresentação dos re

sultados. 

J.5 - CURVA DE SOBREVIVÊNCIA

Determinou-se uma curva de sobrevivgncia de linhagem MSE do As

pergillu� �ans sob vru-ias doses de luz ultra violeta (UV) • Tal determi

nação foi necessária a fim de se obter a dosagem suficiente de UV para pro-

duzir de 1 a 5% 
, A 

de sobreviventes, que e o limite de sobrevivencia que apre-

senta maior taxa de mutação. 

Conidios da linhagem MSE foram transf9ridos para solução '�tweenf 
N , ,- , 

estimando-se a sua concen + raçao atrav9s de hematimetro ao microscopio. A SU§.

pensão de conidios foi diluida em salina (li 10) , colocada em placa de pe

tri esterilizada e irradiada com v�rias doses de UV . Da suspensão irradia

da, O,l m1 foi semeado em cada placa contendo meio completo, fazendo-se di-

versas diluições. Depois de dois dias de incubação procedeu-se a contagem 

das colônias e, considerando-se as diluiçÕ8s feitas, estimou-se a porcentagem 

de sobrevivência relativamente à suspensão não irradiada.-

J.6 - OBTENÇÃO DOS SUPRESSORES

Conidios da linhagem JvT..sE foram colocados em 11tween11 dando uma SU.ê,

pensao com aproximadamente 
.,. 

conidios por ml. A estimativa do nÚm9ro de 
, , conidios por ml foi feita em hematirnetro. 11 suspensão foi diluída (1 g 10) 

em salina e irradiada durante um minuto com luz ultra violeta. A suspensão 

irradiada foi semeada (O,l m1 por placa) em placas de petri contendo meio 

minirno suplementado com riboflavina, tiosulfato de s6dio e piridoxina. De

pois de dois dias verificou-se o crescimento das colônias, as quais .d9v9riam 
, , , ,V ser prototroficas para acido nicotínico, pois somente estas sao capaz9s de se 

desenvolver em meio não suplementado com esta vitamina • 
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As linhage�s com supressbres, assim obtidas, foram.purificadas e 

mantidas em tubos com meib completo em ágar inclinado. 

3.7 - SEMEADURA E INCUBAÇÃO 

Durante todo o trabalho utilizaram-se placas de petri esterilizadas 

de 9 cm de diâmetro na base, com um papel de filtro colocado sob a tampa para 

absorver o excesso de umidade. 

de cultura por placa. 

Em geral, foram usados 20 a 25 ml de meio 

Para obtenção de colônias isoladas, os con:Íaios foram transferidos 
- , 

para uma soluçao esterilizada de "tween 11 , a traves de um fio de platina. Por 11

gi tação, as cadeias de cc':idios foram desagr9gadas. Quando necessÍrio, foram 

feitas diluições, pipetando-se 1 ml da suspensão em 9 ml de solução salina • 
.., , 

( Suspensoes de conidios assim obtidas foram semeadas em placas 0,l ml por plª 

ca) contendo meios de cultura, utilizando�se, em seguida, um espalhador de vi-

dro esterilizado em �lcool e flambado. A purificação de colônias foi feita, 

em muitos casos, utilizando-se apenas o fio de platina pelo m9todo de 9Strias 

de conidios no meio de cultura. 
- ,. "

Para obtençao de colonias isoladas a partir de ascosporos, perite -

cios maduros foram transferidos para solução '"tweenn ; liberados os seus as -

cosporos, a suspensao foi semeada em placas contendo meio de cultura.· 

Na análise mitÓtica foram feitas inoculações de colônias puras em 

pontos fixos de placas contendo meios de cultura com diferentes suplementações. 

A inoculação foi feita simplesmente tocando-se a sup9rficie do meio com o fio 

de platina contendo conidios na extremidade. 

26 colônias para análise. 

Em cada placa foram inoculadas 

, , , Â 

Na analise meiotica, onde maior numero de colonias foram analisadas, 

utilizou-se um replicador de 
, 

26 pontas, com o qual, de uma so vez, 26 colÔ -

nias foram transfgridas de placas m9stras ( 1!master plates 11 ) para as placas de 

análise. 



- 21 -

Durante todo o experimento a temp9ratura usual de incubação foi de 

37 ºc . 

3,8 .. TÉCNICAS DE ANÂLISE GENÉTICA 

3.8.l - �ção de heterocários 

.. .. .. 

A heterocariose em �spergillus nidulans ja e conhecida desde ba al-

gum tempo (PONTECORVO e col., 1953) • A técnica de obtenção d,3 h::it9rocários , 

utilizada no presente trabalho foi a seguintesg conidios de duas linhagens r� 

querendo diferentes fatôres de crescimento foram colocados em 2,5 ml de meio 

minimo liquido suplementado com 2% de :rn9io completo liquido, o que permite 2 

penas pequena germinação dos conidios. D9pois de 2 a 3 dias de incubação, 
.. .. 

formou-se uma pelicula na superficie do meio a qual, transferida para placas 
# ,. - ,. 

com meio mínimo solido, deu formaçao a setores tipicamente heterocarioticos, 

pois somente estes, contendo núcleos geneticamente diferentes na mesma hifa, 

consegtl9m se desenvolver em meio minimo não suplementado. 

3.8�2 - Análise meiÓtica 

A análise mei;tica bas9ia-se no ciclo sexual do fungo, através dB. g 

nálise de ascos poros produzidos em p9ri tscios, segundo o m9todo das cri to por 

PONTECORVO e col. (1953) • A análise exige a ocorrência de peritécios hibri -

dos contendo ascosporos segregantes, resultantes da meiose d9 zigotos formados 

pela cariogamia de núcleos geneticamente dif9rentes, os quais ocorrem nos het� 

rocários. 

Os heterocários foram obtidos da maneira usual e transferidos para 

placas de petri contendo meio rninimo 1 as quais foram vedadas com fitas celul;2 

sica, procedimento este que favorece a formação de peritéciog, prova�elrnente 

devido à anaerobiose parcial. Peritécios maduros formaram-se após 8 a 10 

dias de incubação. Transferidos para placas com �gar a 3%, com o auxilio 

do fio de platina, os peritécios foram rolados na superfície do agar a 
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fim de se eliminar o material aderente (conidios e células de hulle) • Peri

ticios limpos, assim obtidos, foram transferidos, individualmente, para tubos 

Foram esmágados contra a parede do tubo, utilizando-se urna pi

peta de 1 m1, em seguida lavando-se a parede do tubo utilizando-se a mesma 

pipeta. 
• -" • N 

Os ascosporos liberados dos per1tec1os formaram uma suspensao no

ntween.m, da qual aliquotas de O,l rnl foram semeadas em placas contendo meio 

completo. A suspensão remanescente foi conservada em refrigerador. Depois 
... ,. , 

de dois dias de incubaçao das placas, foi possível verificar se os peritecios 

isolados eram hibridos ou não, sendo que os hibridos apresentavam segregação 

de ascos poros. Também pelo exame das placas foi possivel verificar a densi-

dade de ascosporos na sus�ensão mantida no refrigerador e se os peritecios hÍ 

bridos eram normais ou gêllllteos ( 11twinsn). 

,. ,. ,. 

Ascosporos de peritecios híbridos foram utilizados para analise. 

Colônias isoladas, obtidas da gerrrdnação dos ascosporos, foram transferidas 

para placas mestras com maio completo e, depois de alguns dias, foram transf� 

ridas para as placas de análise (item 3.4.10) utilizando-se um replicador de 

26 agulhas de platina, obedecendo a disposição ( 5 x 5) + 1 das colônias nas 

placas mestras. 

culação. 

As leituras foram feitas com 24 e com 48 horas 

3 • 8 .• 3 - Análise mi tÓtig.§: 

,.

apos a in.Q. 

Esta análise foi desenvolvida através do ciclo parasexual , segun-
,. do o metodo descrito por ROPER (1952) • 

,. 
O primeiro passo do metodo consist9

na obtenção de heterocário e deixi-lo d9senvolv9r em placa com meio (' . m1n1mo , 

onde h; produção de conidios; estes são incapaz9s de se desenvolver em meio 

mínimo por serem haplÓides. Entretanto, na hifa het8rocariÓtica pode ocorrer 

fusão, rara mas regular, de núcleos haplÓides, dando formação a núcleos diplÓi 

des heterozigotos. 

em m9io minimo. 

Êst9s dão orig9m a conÍdios di plÓides capazes d9 crescer 

Se!Il.9ando-se grande quantidade de conidios (106 a 108), pr.Q.
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amddos no heterocário s previamente suspensos em ntw:ien'�, em placas com :meio 

roÍnimo, foi possível o isolamento de colônias diplÓid?s heterozigotas. 

Os heterocários para an;lise mitÓtica foram obtidos do cruzamento 

das linhagens M§§_su nic 8 com a linhagem bi 1 ni 103, a primeira de coni-
, f , + +) dioa brancos (genotipo w y) e a segunda de conidios verdes (genotipo w y •

o reconhecimento dos diplÓides se fêz pela coloração (verde escuro) dos coni -

dios, pelo seu crescimento em meio mínimo e pelo tamanho dos conidios,que são

c9rca de 1,5 vêies maiores que os haplÓides. As medidas de diâretro dos co-

nidios, foram, feitas ao microscópio com oculRr graduada, medindo-se cadeias

de cinco conidios em lâminas com lisol diluído, que favorece a conservação dos

conidios em cadeias. (PO:iTECORVO , TARR- GLOOR & FORBES , 1954) •

Os diplÓides, assim obtidos, foram purificados e conservados em es-

toque. Em seguida, foram induzidos � haploidização pela técnica da .e_- fluor,2 

fenilalanina (.eFA) , um análogo da fenilalanina que tem a propriedade de ini -
,

bir o crescimento de linhagens diploides, mas que permite o crescimento de se-
,. tores haploides que surgem como segregantes. Este fenômeno foi verificado e 

descri to por MORPURGO (19·61) em Aspgu:gillus nidulans e por LHOAS (1961) em As

A haploidização ocorre espontaneamente através de aneuploi

dia com p9rda sucessiva de cromossomo, segundo KAFER (1961) • A técnica con -

siste em se adicionar _eFA diretamente ao meio de cultura. Como s conhecido, 

qu9 a concentração de _eFA no m9io d9 ct1ltura depende da linhagem diplÓide em 

estudo, utilizou-se, no presente trabalho, conc9ntraçÕes variáv9is, adicionan -

do-se c;rca d9 O,l ml de solução a 1% de pFA por placa com 20 a 30 ml de 

meio de cultura. Isto permite, na s�rie de placas, uma certa variação na con-

c9ntração de _eFA , com r9ndimsmto satisfatório na produção d9 setores haplÓi 

des. 

Os setores haplÓides, de coloração V9rd19, amarela ou branca, foram 1

solados e purificados em meio completo, obtendo-se colônias isoladas genetica -

mente puras para análise.
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A an,lise dos setores haplÓides consistiu na inoculação de cada col.Q. 

nia, uma a uma, em pontos fixos das placas de análise (:Ítem 3.4olO ) Utilizou-

se, para esse fim, um fio de platina, fazendo-se as inoculações com a placa in-

vertida. 
.. 

Os setores amarelos e brancos foram os analisados em maior numero, 

visto que os de coloração verde se confundem com o diplÓide, o que dificulta o 

isolamento. As leituras de análise foram, também, feitas com 24 e 48 horas� 

pÓs a inoculação. 

3.8.4 - Testes de três pontos 

Uma vez determinado o grupo de ligação dos supressores, através da� 

n;lise mitÓtica
ll 

passou-é':- à determinação de sua posição relativa no mapa gani 

tico. Para êsse fim, utilizou-se linhagens com marcas genéticas do mesmo gru-

po de ligação ;dos supressores (linhagens Q e Q, item 3.3) º Heterocários en

tre estas linhagens e as linhagens MSE su nic 8 foram obtidos e induzidos ao 

ciclo sexual para formação de peritécios. Colônias provenientes de ascosporos 
, , 

de peritecios bibridos foram analisadas em placas com meios de cultura apropri� 

dos segundo a mesma metodologia descrita para a análise meiÓtica. 

3.8.5 - Teste de dominânciª - recessividade 

A fim de se verificar a dominância ou recessividade dos supressores, 

observou-se o comportamento de cada supressor (su m.c 8) e seu alelo selvagem 
+ 

(su nic �) em beteroc�rios e em diplÓides, sendo ambos homozigotos para o mu-

tante nic� • Para Bsse fim utilizou-se a linhagem [ (item 3.3) , obtendo - se 

heteroc�ios entre esta e as linhagens MSE su nic 8. Os heterocários foram 

transferidos para placas com meios de cultura apropriados, (um deles contendo Í 

cido nicot:Ínico e outro não contendo esta vitamina) , e verificou-se o cresci -

mento nas duas placasº De cada heterocário desenvolvido. em meio cont9ndo áci-

do nicotinice isolou-se um dipl�ide, que foi purificado e semeado em placas com 

os mesmos meios de cultura acima citados. 
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o n�o crescimento do diplÓide ou do heterocário em meio minimo não

t d Com a'cido nicotínico, foi interpretado como sendo devido à recessuplemen a o 

sividade do supressor ou dominância de seu alelo selvagem. 

3.8�6 - Testes de alelismo 

Êste 11teste" foi feito a fim de se verificar se os supressores, que 

forarn mapeados no mesmo grupo de ligação eram ou não alelos. 

A técnica consistiu em se obter um heterocru-io entre duas linhagens, 

cada uma com um supressor obtido independentemente. A análise de ascosporos 

de peritécios hibridos, obtidos deste heterocário, fornece evid9ncias suficien-

tes a respeito do alelismo dos supressores. Em meio minimo não suplementado 

com ácido nicotínico todos os ascosporos de um peritécio hibrido devem apresen

tar crescimento se os supressores envolvidos no cruzamento forem alelos. Con

tudo, se não forem alelos, a análise deverá revelar a presença de recombinantes 
, , 

deficientes para acido nicotinico. 
N , , , • 

Para obtençao do heterocario mencionado, e necessar10 dispor-se de 

linhagens com requeirimentos nutricionais diferentes. A dificuldade, no entau 

to, é o reconhecimento de colônias que encerram supressor juntamente com o mu-

tante Qic 8 º Isto decorre do fato de seu fenótipo se confundir com o de co-

lÔnias de genótipo su+ nic 8, nic 8
+

, no que diz respeito à prototrofia para 

ácido nicotinico. 

As linhagens su nic 8, nic 8 foram obtidas do cruzamento entre as 

linhagens MSE su nic 8 e a linhagem li (item 3.3) , a qual também encerra 

nic 8 . , , , 
Dos heterocarios respectivos foram isolados peritecios híbridos, dos 

quais foram obtidas linhagens cont9ndo supr9ssor e outras marcas genéticas dif� 

rentes daquelas da linhagem MSE . A presença do supressor foi detectada pela 

prototrofia das colônias uma v9z que ambas as linhagens envolvidas no cruzamen

to enc9rravam nic 8. 
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Obtidas as linhagens com supressor e diferentes requerimentos nutri 

cionais, iniciou-se o cruzamento destas com as �BE su nic 8 originais. A a

nálise de ascosporos resultantês desses cruzamentos forneceu evidências sufi

cientes µ:ira as conclusões finais. 

3.9 - TESTE DE RESISTÊNCIA À p - florofenilalanina 

A finalidade aâste teste foi a de verificàr se os diversos supres

sores apresentam diferenças quanto à resistência à E,FA , ou, se o mecanismo 

. de supressão interfere na produção de fenilalanina, o amino�cido que, quando 

produzido normalmente, impede por competição a utilização de seu análogo 

As diversas linhagens MSE su nic 8 foram inoculadas em placas cou 

tendo meio completo e EFA em diversas concentrações (50, 125, 250, 500 e 

1.000 µg/ml) • A incubação foi feita a 37 °c . Mediu-se o diâmetro e obser-

vou-se o crescimento das colônias ap;s 72 horas. 

da como contrÔle. 

A. linhagem MSE foi toma-

3.10 - CAPACIDADE DE CRESCIMENTO DAS LINHAGENS MSE su nic 8 

A capacidade de crescimento das referidas linhagens foi estudada sob 

diversos aspectosi • , 
• 

tlV 

determinando-se a t axa de crescimento atraves de var1açao 

no diâmetro da colônia por unidade de tempo; efetuando-se a análise estatisti 

ca da variação do diâmetro; e determinando-se a eficiência dos diversos supres

sores, definida pela capacidade do supressor em substituir a suplementação de Í
,

cido nicotinico. 

Neste série de estudos utilizaram-se três diferentes meios de cultu

ra (meio completo, meio minimo (MM) suplementado com todos os requerimentos e 

MM com todas as suplementações exceto �cido nicotinico) e três diferentes tem-

por de incubação (48, 72 e 96 horas). Utilizaram-se placas padronizadas (fo!
ma e diâmetro contendo 20 ml de meio de cultura. As inoculações foram feitas
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no centro de éa.da placà. A incubação foi feita a 37 ºe, medindo-se os diârn�

tros das colÔniàs naqueles tempos determinados. 

dê placas .. 

Foram utilizadas duas séries 

A taxa de crescimento foi determinada pela variação do diâmetro em 
,.. . " 

micrM / hora de incubaçao, para os tres tempo.a , em duas repetições. 

A an�lise estatistica dos dados foi conduzida segundo um fatorial em 

delineamento inteiramente casualizado, com parcelas subdivididas no tempo( nspli t 

plot in time") !J segundo adaptação à metodologia fornecida por STEEL & TORRJE 

(1960). Jl.s informações de maior importância, desta análise foram as referentes 

a diferença entre linhagens e a diferenças das reações das mesmas perante diver 

sos meios de cultura e diversos tempos de incubaQão. 

T, respectivamente) • 

( Interações L x :M e L x 

A eficiência de cada supressor foi determinada através do diâmetro 

da rsspectiva linhagem em rreio sem suplementação com ácido nicotinico, em por 

centagem do diâmetro da linhagem MSE original em meio suplentado com aquela 

vitamina. A significância dos desvios da eficiência em relação ao valor 100% 
,. .. ,. 
e dada, indiretamente, pela significancia das diferenças das medias envolvidas

,,. "' ... no calculo da eficiencia. Tal d9terminaçao foi feita pelo teste!, onde a v� 

Et 
riância da difarença é dada por 2 -r- , sendo Et o quadrado médio residual

para cada tempo e !: o nÚmero de repetições, segundo S'.IEEL & TORRIE (1960) • 

Todos os cálculos referentes à medida de crescimento das colônias fQ

ram feitos com dados transformados, utilizando-se a raiz quadrada dos valores 

observados (./7) 

se tipo de dados. 

. . , 

!J conforme recomenda a teoria estatistica para analise des-
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4.1 - CURVA DE SOBREVIVÊNCIA

Uma suspensão de conidios da linhagem MSE, submetida à irradiação 

por diversas doses de luz ultra violeta (UV) , forneceu os resultados que con� 

taro na Tabela I • 

Tabela I - NÚmero de conidios sobreviventes na suspensão submetida a diver

sas doses de luz ultra violeta (UV) 

Tempo de irradiação 

com uv (minutos) 

o 

1 

2 

3 

4 

5 

" 
Numero de conidios 

por m1

3,2 X 10 
6

2,4 X 105

7,6 X 103

3 ,6 X 10 2

3,2 X 10 2

2,3 X 10 2

% 

100 

7,5 

0,237 

0,0112 

0,0100 

0,00?2 

Com os dados da Tabela I, construiu-se uma curva de sobrevivência 

a qual está representada graficamente na Figura I • 

4o2 - OBTENÇÃO DOS SUPRESSORES 

Por meio de indução com luz ultra violeta, foram isoladas e purifi

cadas onze linhagens prototrÓficas para ácido nicotinico, a partir da linhagem 

MSE, deficiente para esta vitamina. 

As linhagens assim obtidas, receberam as seguintes designaçÕesg 

!:'.!§� su 1 nic 8 

MSE su 3 nic 8 

N§E su 5 nic 8 

}1SE su 2 nic 8 

MSE su 4 nic 8 

MSE Sll 6 nic 8 
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MSE su 7 nic 8 

MSE su 9 nic 8 

MS§ su.11 niQ_â 

MSE su 8 nic 8

MSE su 10 nic 8 

Estas linhagens foram, em seguida, analisadas sob diversos aspectos, 

com exceção das linhagens �g_u,_10 nic 8 e MSE su 11 nic 8, que foram anali

sadas apenas mitoticam.ente. 

,. , 
4.3 - ANALISE GENETIGA 

,. ,. 
4.3.1 - Analise Mitotica 

Setores haplÓides, de coloração verde, amarela ou branca, foram iso-
, , 

lados a partir de diploides obtidos nos heterocarios das linhagens MSE su nic8

com a linhagem )2 • Analisados mitoticrunente, forneceram os resultados que con� 

tam na Tabela II . Estes são um resumo dos dados obtidos de leituras feitas de 

maneira convencional, como a que consta na Tabela III . 

Tabela II - hnálise rnitÓtica de setores haplÓides obtidos de diplÓides 

MSE su nic 8 // bi 1 ni 103 

Requeri- Supressor de nic 8 1:,nalisado 
mento a-

�su61 su 71 sU si su 91 nalisado su 1 su 2 su 3 su 4 SU 10 
+ 

gal 24 45 34 28 15 70 15 11 16 39 
gal 30 47 26 34 26 61 10 lU 19 11 
pyro 27 38 36 30 24 51 16 8 21 26 
pyro 27 17 24 32 17 80 9 13 14 24 
fac 

+ 
22 45 46 35 26 28 4 o 2 31 

fac 32 47 14 27 15 103 21 21 33 19 
+ 

s 24 44 23 22 14 78 14 8 21 28 
s 30 48 37 40 27 53 11 13 14 22 
nic + 

54 92 60 62 41 131 25 21 35 50 
nic o o o o o o o o o o 

ribo 44 62 43 41 26 108 16 18 34 35 
ribo 10 30 17 21 15 23 9 3 1 15 

Total 54 92 60 62 41 131 25 21 35 50 

su 11 

11 

15 

10 

16 

16 

10 

10 

16 

26 

o 

15 

11 

� 
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Tabela nr ... 
Resultado parcial da leitara da anilise mitÓtica de setores ha

plÓides isolado� do diplÓide �SE..su 1 nic 8 // bi 1 ni 103. 

Meio de cultura (1) 

côr 
(2)

MC :MM T Tp Tr Ts Tn Ac Ga 
1 

1 w + + + + + + + 

2 y + + + + + + + 

3 y + + + + + + 

4 y + + + + + 

5 y + + + + + 

6 y + + + + + + 

7 y 
+ + + + + + + 

8 y + + + + + 

9 y + + + + + + + 

10 y 
+ + 

1 
+ + + 

(1) MC = m9io completo ; MM= m<?io , . nunimo ; os demais sao encontrados na 

Tabela II .

T = meio minimo + todos os requerimentos envolvidos no cruzamentoª 
Tp = idem a T , menos piridoxina ; Ts 

= idem a T 
' menos tiosulfato ;

Tr 
riboflavina; Tn , , 

idem a T 
1 menos = idem a T ' menos acido nicoti 

nico ; lic e Ga = meio de aeetato e de galactos9, respectivamente, su-

plementados com todos os requerimentos. 

(2) Coloração d os con:Ídios g branco (w) ; amarelo (y) e verde (v) .

An�lise MeiÓtica e Teste de Três Pontos 

4-3.2.1 - Análise do su 1 nic 8

Do het9roc�io MSE su 1 niç___§_ x bi 1 ni 103 forrun isolados per_! 

t:cios h:lbridos e as colônias obtidas da germinação dos ascos poros, foram an� 

lisadas quanto aos S9US requerimentos nutricionais . 

consta na Tabela IV.

O resultado da an�lise 
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Tabela IV "" Resultado (l) da an�lise meiÓtica de colônias obtidas de peri

técios h:Íbridos MSE su l nic 8 x bi 1 ni .103 

Meio de 

cultura 

T 

Tp 

Tr 

Ts 

r1 

.Ac 

Ga 

(1) Os

( 2) 

dados 

Coooração das colônias 

w · y V 

208 104 104 

109 54 55 

85 47 42 

116 49 57 

144 82 78 

126 65 62 

108 45 63 

da tabela r9ferem-se ao 

Total Proporção 
x

2 

(+) (-) esperada 

416 o 416 g o o,o ns 

218 198 1 g l 0,96 ns

174 138 1 i 1 4,15 *

222 194 1 i l 1,88 ns

304 112 3 g 1 o,83 ns 

253 163 1 i 1 19,47 *

216 200 1 g 1 0,62 ns 

, 
colônias de numero de capazes crescer 

nos diversos meios de cultura 

( 2) Para os meios de cultura, consultar a Tab,:lla III •

O valor de recombinação entre, su 1 nic 8 e nic 8 foi calculado 

atrave's do n •�=0ro dq b. t b d '1· t f nh = _ recom inan es o serva os na ana ise; es es oram reco e-

cidos pelo seu fenótipo em meio não suplementado com ácido nicotínico. Tal r2 

conhecimento baseou-se no esquema abaixo. 

Ascosp� 

su 1 nic 8 nic 8
p 

su 1 nic 8

meios9 + 
---------- · 

su 1 nic 8

+ 

nic 

nic 

8 

8 

FenÓtipQ 

em meio Tn

+ 

+ 

+ 

Verifica-se, pois, que existem quatro genótipos possiveis dos as-

cos , , , . , . Poros e que soin9nte um e reconhecivel pelo seu fenotipo, que e aquele inca-

paz ds crescer em meio minimo não suplemsntado com ácido nicotinico e qu9 cor-
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r9sponde a um do.s tipos recombinantes. Pelos dados da T�bela IV verifica-se 

que ocorreram 112 récômbinan tes reconh9cÍ veis. Assumindo-se os recombina.u 

tes reciprocos devem bcorrer com igual frequência, esta classe perfaz um to-

tal de 224 • 

O valor de recombinação entre su 1 nic 8 e nic 8 é dado por 

nÚmero de recombinantes 224 
, 

numero total de ascosporos 
c = --------------- - ---

416 
= 0,5384 ou 53,84% , 

0 que indica a não ligação dos dois genes. 

A fim de se determinar a posição relativa do su 1 nic 8 , utili 

. zou•se a linhagem Q (e,:�l ; paba 6 ; .!...:!Q) - sendo v 10 ligado ao loco 

nic'8 no grupo de ligação VII) • Do cruzamento desta com a linhagem MSE 

,. ,

su 1 nic 8, foram obtidos peritecios híbridos que forneceram ascosporos para 

análise. O resultado da an�lise consta na Tabela V .  

Tabela V - Fen;tipos possíveis e frequência observada de colônias obtidas 

de ascosporos de peritécios hibridos (MSE su 1 nic 8 x 

prol; paba 6 

Aspecto 

Normal (v 10-)

Deteriorado (v 10) 
-

Deteriorado (v 10) 

Total 

!._10) • 

Prototrofia para 

ácido nicotínico 

+ 

+ 

Frequência 

observada 

118 

122 

38 

34 

312 

Os dados da Tabela V foram interpretados com base no esquema re

presentado na Figura 2.
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Figura 2 - Resultado do teste de três pontos cbhsiderando as posições 

possiveis do supressor (.§Y) com relação às outras duas 

marcas (nic 8 e v 10) • 

1. 

2. 

3. 

. I 
+ 

II nic su 

+ V + 

. I II nic su + 

+ + V

Sll nic + 

+ + V

, .Genotipos dos ascosporos 

(a) 

( b) 

(c) 

(d) 

( a) 

(b) 

( c) 

(d) 

. (a) 

(b) 

( c) 

(à) 

nic + su 
+ V + 

nic v + 
+ + su

nic + su + 
+ V SU 

nic v su 
+ + +

nic su + 
+ + V

nic + v 
+ su +

nic su v 
+ + + 

nic + + 
+ SU V

su nic +

+ + V

SU + V

+ nic +

su nic v 
+ + + 

su + + 
+ nic v

FenÓtip.Q. 

N (+) 
V(+) 

V(-) 
N (+) 

N (-) 
V(+) 

V(+) 
V(+) 

N (+) 
V(+) 

V(-) 
N (+) 

V(+) 
N (+) 

N (-) 
V(+) 

N (+) 
V(+) 

V(+) 
N (-) 

V(+) 
N (+) 

N (+) 
V(-) 

, 

O sinal (+) no genotipo indica o alelo selvagem, enquanto que o 
, ~ , 

mesmo sinal no fenotipo, indica crescimento em meio nao suplementado com aci 
, À 

-

do nicotinico. As letras N e V representam colonias normal e d?teriora -
da, respectivamente. Os mutantes nic 8, su nic 8 e v 10 foram represen
tados abreviadamente por nic , .§.Y e y . A letra (a) refere-se a ascoSp.Q. 
ros do tipo paternal; (b) e (e) a recombinantes simples nas regiões I e 
II , respectivamente ; (d) a duplos recombinantes. 
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Pelos dados da Tabela V , verifica-se qu9 os dados melhor se adap

tam a possibilidade 1 da Figura 2 , onde os r9combinantes reconhec:Íveis resul

tam de permlitas simples. Logo; a ordem dos três genes no grupo de ligação VII ; 

� - v 10 - su 1 nic 8. Os valores de recombinação entre eles foram calcg 

lados pelos dados da Tâbela V, reorganizados na Tabela VI. 

Tabela VI - Frequ�ncia observada de ascosporos recombinantes r9sultantes 

de permutas nas regiões I e II do Grupo de ligação VII 

Permuta 

Simples em I 

Simples 9m II 

Duplas ( I e II) 

,. 
Numero de recombinant9s

68 

76 

Fr9quência 

0,2179 

0,2436 

0,0531 (*)

( *) 
A I' • Corr9sponde a frequencia esperada, visto que o fenot1po dos du-

plos recombinantes se confunde com o dos paternais. 

As distâncias aproximadas entre os genes no gr11po de ligação VII , 

foram calculadas de maneira convencional, somando-se a frequência de simples e 

de duplos recombinantes. Os resultados, juntamente com os respectivos desvios 

padrÕes1 
encontram-se na Tabela VII. 

Tabela VII - Distâncias aproximadas entre os g9nes nic 8, v 10 e su 1 nic 8 

e seus respectivos desvios padrões 

:r (*) Região Distância aproximad
� ___ D_e_

s
_vi

_
.
_
º

_
P
_
ª __ 
d

_
r

_
ã

_
o __ _

nic � - Ll.Q 27,1 

v 10 - fil!..l nic 8l 29,7 

2,5 

2,6 

(*) O desvio padrão foi calculado pela f�rmula: 

s = � p (\- p)
' 

onde p = frequência de recombinantes e 

poros analisados. 

N = nlllll9ro de ascos-
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Ainda com a linhagem MSE su 1 nic 8 foi f9ito um ssgundo tests 

d9 tr9s pontos, 9m cruzàmento com a linhagsm bi 1 w 3 fL.Jii , d9 aspecto mic9 -

lial e qus aprss9nta a marca fl ( "fluffy 11) no grt1po ds ligação VII a cêrca d8 

30 unidad9S de 1:JiQ__a. Do het9roc�rio obtido, os perit�cios híbridos foram 

tomados para análise de seus ascosporos. O rest1ltado da an;lis9 consta na ta-

bela VIII • 

Tabela VIII - Fen�tipos possÍv9iS e freqt1ência observada ds colônias obtidas 

de ascosporos de perit9cios hibridos (MSE su 1 nic 8 x bi 1 w 3 

fl 1) 

Asp9cto 

+ 

Normal (fl) 

Micelial (fl) 
+ 

Normal (fl) 

Micelial (fl) 

Total 

Prototrofia para 

ácido nicotínico 

+ 

+ 

38 

46 

20 

12 

116 

Os dados da Tab9la VIII foram também interpretados com bass na Fi

gura 2, apenas st1bstituindo-se a marca v 10 por .fl�. Da mesma maneira qu9 

no caso anterior, os dados indicam a seguinte ordem dos genes no grupo de liga

ção VII i nic 8 - fl_J, - su 1 nic 8 

Os valorss de recombinação foram calculados da mesma man9ira qus 

no caso anterior e os rest1ltados constam na Tabela IX. 
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Tabela IX� bistâ.hciwaproximadas entre os genes nic 8, fl_l e su 1 nic 8 

'e seus respectivos desvios padrões 

Distância aproximada Desvio padrão 

fl 1 - su 1 nic 8 

4.3.2 . 2 - Análise do su 2 nic 8 

27,8 4,2 

41,5 4,6 

Ascosporos de perit�cios hibridos obtidos do cruzamento MSE..§.!1..2. 

nic 8 x bi 1 ni 103 foram analisados quanto aos seus requerimentos nutricio -

nais. O resultado da análise consta na Tabela X .  

Tabela X - Resultado da an;lise meiÓtica de colônias obtidas de peritécios 

hibridos (MSE su 2 nic 8 x bi 1 ni 103) 

Meio de Coloração das col�nias Total Proporção 
x2

cultura w y V (+) (-) esperada 

T 52 26 26 104 o 104 g O

Tp 32 15 16 62 142 1: 1 3,84 

Tr 40 22 19 81 23 lg 1 32,34 

Ts 27 17 16 60 44 1: 1 2,46 

Tn 43 22 21 86 18 3 g 1 3,28 

Ac 32 14 12 58 46 1: 1 0,62 

Ga 25 8 12 45 59 
_J 

1 g 1 1,88 

O valor de recombinação entre su 2 nic 8 e nic-ª foi calculado 

como em 4.3.2.1 , obtendo-se o valor c = 34,6 ! 4,7 % , o que pode ser in-

dicação de não ligação entre os dois genes, visto que a proporção fenot:Ípica 

observada não diferiu significativamente daquela esperada por segregação in

dependente. 
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O teste de três pontos foi realizado pela análise de ascosporos de 

peritêcios hibridos obtidos do cruzamento MSE su 2 nic 8 x pro 1 paba 6 v 10. 

O resultado da análise encontra-se na Tabela XI. 

Tabela XI - Fen6tipos possíveis e frequências observadas de colônias obtidas 
, , 

( de ascosporos de peritecios hibridos MSE su 2 nic 8 x pro 1 pa-

Aspecto 

ba 6 v 10) • 

+ 

Normal (v 10) 

Deteriorado (v 10) 
+ 

Normal (y__J_Q) 

Deteriorado (v 10) 

Total 

Prototrofia para 

icid o nicotínico 

+ 

+ 

Frequência observada 

37 

48 

15 

4 

104 

Por observação da Figura 2, verifica-se que os dados da Tabela XI 

melhor se adaptam a possibilidade 3, onde um dos recombinantes reconhecíveis 

resulta de permuta dupla ocorrendo, portanto, com frequência muito menor que os 

dimais tipos. Logo, a ordem dos genes no grupo de ligação VII é su 2 nic 8 -

nic 8 - v 10. Os val�res de recombinação foram calculados como em 4.3.2.l , e 

sao apresentados na Tabela XII •

Tabela XII - Distâncias aproximadas entre os genes su 2 nic 8, nic-ª e v 10 

e seus respectivos desvios padrões 

Região 

su z nic 8 - nic 8 

Distância aproximada 

36,5 

indeterminado ( *) 1 

Desvio padrão 

7,8 

(*) Indeterminada com os dados disponíveis, uma vez que os recom
binantes entre nic 8 e v 10 não são distinguiveis 1 fenotipi 
camente, da classe paternal. 
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li 

4.3.2�3 - Analise do su 3 nic 8 

Devido a difuculdades de obtenção de peritécios hibridos em cruza-

� . mento envolvendo a linhagem bi 1 ni 103, a analise do su 2 nic 8 consistiu 

somente do teste de três pontos envolvendo a linhagem pro 1 paba 6 v 10 . A� 

nálise de ascosporos de peritécios hibridos forneceu o resultado que consta na 

Tabela XIII • 

Tabela XIII - Fenótipos possiveis e frequência observada de colônias obtidas 

de ascosporos de peritécios hibridos (MSE su 3 nic 8 x pro 1 

paba 6 v 10) 

Aspecto 

+ 

Normal (v lQ) 

Deteriorado (v lQ) 

+ 
Normal (v 10) 

Deteriorado (y_lO) 

Total 

Prototrofia para 

icid o nicot:Ínico 

+ 

+ 

Frequência observada 

41 

42 

11 

10 

104 

Os dados da Tabela XII melhor se adaptam à possibilidade 1 , da Fi 

gura 2, que indica a s?.guinte ordem dos genesi nic 8 - v 10 - su 3 nic 8 .  

Os valores de recombinaçã.o foram calculados como em 4.3.2.l , e são apresenta -

dos na Tabela XIV . 

Tabela XIV - Distâncias aproximadas entre os genes nic 8, _y_lO e su 3 nic 8 

e seus respectivos desvios padrões 

Região Distância aproximada 

23,3 

y_lQ - su 3 nic 8 25,2 

Desvio padrão 

4,1 

4,3 
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Pelas mesmas razões citadas em 4.3.2.3, a análise do su 4 nic 8 

constou somente do teste de três pontos envolvendo a linhagem pro 1 paba 6 
,

v 10 , cujo resultado e apresentado na Tabela XV . 

Tabela XV - Fetl;tipos possiveis e frequências observadas de colônias obtidas 
, , 

( de ascosporos de peritecios bibridos MSE su 4 nic 8 x pro 1 

paba 6 v 10) 

Aspecto 

+ 

Normal (v 10) 

Deteriorado ( v 10) 
+ 

Normal (v 10 ) 

Deteriorado (v 10) 

Total 

Prototrofia para 

ácido nicotinico 

+ 

+ 

Frequência observada 

41 

52 

11 

o 

104 

Os dados da Tabela XV melhor se adaptam a possibilidade 3, da Fi-
, 

· gura. 2 , onde um dos recombinantes reconheci vsis resulta de permuta dupla, a se-

melhança do que foi verificado na análise do su 2 nic 8 .  Portanto, a ordem

dos genes 9g su 4 nic 8 - nic 8 - v l.Q_. Os valores de recombinação entre eles

foram calculados como em 4.3.2.1, e constam na Tabela XVI .

Tabela XVI - Distancias aproximadas entre os genes su 4 nic 8, nic ª e v 10 

e seus respectivos desvios padrões 

Região 

�u 4 nic 8 - nic 8 

Distância aproximada 

25,5 

indeterminado (*)

(*) Consultar a Tabela XII

Desvio padrão 

4,3 
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Como foi nula a frequência obsetvad� de duplos r9combinantes, nos 

) � A 

calculbs utilizou-se o valor da frequencia esperada, admitindo-se que a distan 

eia ehtre 21 unidades, segundo AZEVEDO & ROPER (1970). 

Do heterocário MSE su 5 nic 8 x bi 1 ni 102, peritécios hibri-, 

dos foram isolados para an;lise de seus ascosporos. 

meiÓtica encontra-se na TBbela XVII. 

O resultado da análise 

Tabela XVII (�) Resultado da análise meiÓtica de colônias obtidas de perité

cios híbridos (MS�_5 nic 8 x bi l ni 102) 

Meio d9 

cultura 

T 

Tp 

Tr

Ts 

Tn

Ac 

Ga 

(*) 

--
Coloração das colônias Total w-

µ 1 

-+ 
104 52 

56 26 

58 30 

58 32 

87 45 

62 27 

55 26 
J__ 

Para interpretação, 

--
V (+) 

52 208 

26 108 

26 114 

26 116 

22 154 

25 114 

26 107 

consultar a Tabela 

(-) 

o 

100 

94 

92 

54 

94 

101 

IV . 

Propo�ão 
[- X2 ]

esperada 

280; O 

1 g 1 0,31 

1; 1 1,92 

l: 1 2,77 

3: 1 0,10 

1; 1 1,92 

1 g 1 0,17 
_I

O valor de recombinação entre filLí.nic 8 e ni,ÇL� foi calculado 

como em 4.3.2.1 , obtendo-se o valor c = 51,9 ! 3,5 % , o que indica indepen 

dência de segregação dos dois genes. 

Pelo teste de três pontos em cruzamento envolvendo a linhagem 

2ro 1 paba 6 v 10 ' obteve-se o resultado que é apresentado na Tabela XVIII. 
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Tabela XVIII - Fenótipos possíveis e frequências observadas de colônias ob

tidas de ascosporos de peritécios hibridos (MSE�_2_nic ª x 

pro 1 paba 6 v 10) 
-------

___________ ;.._ _____ .._ ________ __,. ·----

Aspecto 
Prototrofia para 

�cído nicotínico Frequência observada 

Normal (v 10
+

) 

Deteriorado (L1Q) 
+ 

Normal (v 10 ) 

Deteriorado (y_lO) 

Total 

+ 

+ 

42 

43 

10 

9 

104 
_____________ __. _______________________

Os dados da Tabela XVIII melhor se adaptam a possibilidade 1 , 

da Figura 2, que indica a seguinte ordem dos genes: n!c 8 - y_lO - su 5 

nic 8 • Os valores de recombinação, calculados como em 4.3.2.1 , encontram

se na Tabela XIX . 

Tabela XIX - Distincias aproximadas entre os genes nic 8 , v 10 e .ê.!L.2 

U12-� e os respectivos desvios padrões 

------------�----------

Região 
--------

y 10 - su 5 nic 8 

4.3.2.6 -
,. . Analise do 

Distância aproximada Desvio padrão 

su 6 nic 8 

20,6 

22,6 

4,0 

4,1 

, 

Devido a dificuldades citadas em 4.3.2.3 , a analise do ê.Q_2

nic 8 limitou-se somente ao teste de três pontos em cruzamento com a linha

gem pr� 1 paba 6 v 10 . O resultado encontra-se na Tabela XX . 
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Tabela XX M Fenótipos possiveis e frequ9ncias observadas de colônias obtidas 
, ,) 

de ascosporos de peritecios hibridos (MSE su 6 nic 8 x pro 1 

paba 6 v 10) 
-- . .__ 

-�-.... -----------,,.------

.Aspecto 

Normal (v lQ
+

) 

Deteriorado ( v lQ) 
+ 

Normal ( v lQ ) 

Deteriorado (v 10) 

Prototrofia para 

ácido niootinico 

+ 

+ 

Frequência observada 

51 

52 

1 

o 

Total 
L---------i--------

104 

Dada a baixa frequência de ocorrência de recombinantes, pode-se 

concluir que se trata de um supressor fortemente ligado a nic 8 .  Entretan 

to, segundo evidências posteriores, concluiu-se que se trata de um supressor 

do tipo intragênico, resultante de alteração no próprio cistron de nic �, 

razão pela qual ficam sem efeito as demais informações fornecidas pelo teste 

de três pontos. 

Ascosporos de peritécios hibridos (MSE su 7 nic 8 x pro 1 paba 6 
' A , , 

foram analisados quanto a deficiencia para acido nicotinico. Entre as 

colônias analisad11s, verificou-se a presença de algumas compactas (11crinkled 1�) 

cujo aspecto morfolÓgico é caracteristico de duplicação cromossômica; a qual 

deve ter ocorrido na linhagem MSE su 7 nic 8, pois esta tamb9m apresentava 

aspecto anormal. 

Observações que evidenciaram a presença da duplicação, foram fei

tas em colônias compactas cr9scendo ?m meio completo, onde o aparecimento de 
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setores morfologicamente normais foi, sem dÚvida, indicio da perda do segmeg-

to dtiplicado. 

Na an�lise, V9rificou-se que todas as colônias compactas (com d� 

plicação) foram capazes de crescer em meio minimo não suplementado com ácido 

nicotínico, o que não ocorreu com as colônias normais (não duplicadas), con -

forme se pode verificar pelos dados da Tabela XXI. 

Tabela XXI - Análise de colônias normais (amarelas, brancas e verdes), de

terioradas e compactas em meio minimo não suplementado com á-

cido nicotínico. 

pro 1 paba 6 v 10 

Peritécios hibridosg MSE su 7 nic 8 x 

----·-------------,---------.....,..--------

Aspecto 

morfol6gico 

Deteriorado ( v 10-) 

Normal (v 10-) 

Deteriorado (v 10-) 

Total 

Compactas ( 11crinkled ") 

Total 

Prototrofia para 

ácido nicotinico 

+ 

+ 

+ 

Frequência 

observada 

25 

60 

39 

4 

18 

o 

18 

Os resultados sugerem que a duplicação esteja associada com a sg 

pressão de nic �. Se assim fÔr, a duplicação ocorreu no grupo de ligação 

VII, conforme revelou a análise mitÓtica, mas não ligada a ni2_� ou v lQ, 

conform0 indica o valor de r9combinação entre estas marcas. Os recombinan-
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tes entre nic 8 e .Y,.;.10 podem ser reconhecidos pelo seu fen6tipo, conforme 

indica o esquema 

Figura 3 - Gen6tipos e fen6tipos dos ascosporos resultantes de permuta 

entre nic 8 e .Y,.;.10 

--
-

Ascos poros 

Zigoto 

---·---------

GBn6tipo Asp9cto Prototrofia 
para ácido 

nicotiniqQ_ 

nic 8 V 10 
+ meiose

, 
ili 8 V lQ

+ 
Normal 

nic 8
+ 

V 10 
8

+ 
nic v_;!:.Q Deteriorado + 

nic 8 V 10 Deteriorado 

+ + 
nic_-ª___y_l0 Normal + 

L_ ---

Pela ,Tabela XXI, verifica-se que os recombinantes perfazem um 

total de 29 em 128 colônias analisadas ou 21,19 ! 3,6 % que 9 o valor de 

recombinação entre nic_� e y_1Q. 

Resta acrescentar que a duplicação, cuja presença esti relacio

nada com a supressão d? ni.2� , pode estar numa posição distal com relação 

a nic 8 e v 10, a mais de 50 unidadss no mapa gen':Ítico, ou então, no bra

ço oposto do cromossomo. 

4.3.2.8 - An�lise do su 8 nic 8 

A análise de col;nias obtidas de ascosporos de peritécios hibri

dos (MSE su 8 nic 8 x pro 1 paba 6 v 10) apre:3entou o resultado que consta 

na Tabela XXII • 

1 
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Tabela XXII .. Fen�tipos possíveis e ntÍ7lero obs3rvâdo de colônias obtidas 

de ascosporos de peritécios h:Íbridos (MSE Sll 8 nic 8 x 

pro 1 paba 6 v �O) 

Aspecto 

+ 
Normal (x....10)

Deteriorado (y_lQ)

+ 

Normal (_y..:_10 ) 

Deteriorado (v 10) 

Prototrofia para 

ácido nicotinico 
FreqL1ência observada 

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

+

+ 

81

85

23

19

_
T
_
o
_
t
_
a

_
1 
_______ .J_ _______ _.. ______ 

2
,
08 

____ _

Os dados da Tabela XXII melhor se adaptam a possibilidade 1, da 

Figllra 2, onde a ordem dos genes é nic 8 - v 10 - su 8 nic 8. Os valores 

de recombinação entre eles foram calclllados como em 4.3.2.l, e constam na t� 

bela XXIII • 

Tabela XXIII - Distâncias aproximadas entre os genes nic�, y_1Q e �y-ª 

nic 8 e seus respectivos desvios padrões 

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

Região Distância aproximada Desvio padrão 
----------

22,3 2,9 

_
v_1_Q_-_s_u_8_n_i_c_s __ l _____ 2_6_,_3 

_
__

_ _,_ ___ 
3
_
,
_

o 
____ _

4.3.2.9 - Análise do su 9 nic 8 

Ascosporos de peritécios hibridos (�B�-�p 9 nic 8 x pro 1 P�E�

6 v 10) foram analisados de maneira já descrita, e os r9sllltados são apre

sentados na Tabela XXIV. 
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Tabela XXIV Fen6tipos possíveis e nÚmero observRdo de colônias obtidas 

de ascosporos hibridos (MSE su 9 nic 8 x pro 1 paba 6 v 10) 

Aspecto 

+ 
Normal (v 10) 

Deteriorado (v 10) 
+ 

Normal (v 10) 

Deteriorado (v 10) 

Total 

Prototrofia para 

�cido nicotínico 

+ 

+ 

Frequência observada 

54 

70 

24 

8 

156 

Os dados da �abela XXIV melhor se adaptam a possibilidade 3, da 

Figura 2 , onde a ordem dos genes é: su 9 nic 8 - nic 8 - JL1Q. Os valores 

de recombinação foram calculados e são apresentados na Tabela XXV . 

Tabela XXV Distâncias aproximadas entre os genes su 9 nic 8, nic__g e 

v 10 e seus respectivos desvios padrões 

R9gião Dist�ncia aproximada 

su 9 nic 8 - ni&-ª 41,01 

indeterminado 

(*) Consultar a tabela XII • 

(*) 

Desvio padrão 

3,94 

Os resultados da an�lise ffi'3i;tica e do teste de três pontos, que 

forneceram informações a respeito das posições relativas dos supressores de 

nic 8, são apresentados resumidamente na Figura 4, onde 3 representado o m§ 

pa genético parcial do grupo de ligação VII . 
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Representação do mapa. g9nético p!'lI'Oial do grupo de ligação VII 

de ��p2,!'.gillus nidulans , mostrando as posições relativas dos 
, 

supressores de nic 8 .  Elaborado segundo resultados da ana-

lise genética e teste d9 alelismo. 

Sll 9 
su 4 
Sll 2 nic 8 V 10 

Sll 5 
su 3 
su 1 

riu 8
su 7 

• /1----------------------'------_,_�-----'------

--- 34 - -<E-- 23 --;;,,---23------:,> 
�--26-
-27 -

50 

4.4 - TESTE DE DOMINÂNCIA - RECESSIVIDADE 

Do cruzamento entre as linhagens MSE su nic 8 e a linhagem r

(ver item 3.3) que também encerra o mutante nic 8, os heterocários e os 

,

diploides derivados destes, foram endaiados quanto a sua capacidade de cre� 

... " ,. 

cer em meio com e sem suplementaçao de acido nicotínico. 

Os resultados observados encontram-se na Tabela XXVI . 



- 48 -

Tabela XXVI - Crescimento ( *) de hetefoc�.rlos e diplÓides homozigotos para 

,n,i.Q...] e heterózigotos para s1.1 nic -ª , em meios de c1.1ltura 

com e sem suplementação de �cido nicotinico 

- -- -

Com suplementação Sem suplementação 
Cruzamentb 

�- --

MSE su 1 nic 8 x F 
..........., ____ .... , 

MSE su 2 nic -ªxE 

NSl§.u 2 nic 8x[ 

tiSE Sll 4,_nic a X [ 

MSJL.füLí.nic 8. x E 

� su 6 nic 8 xE 

MSE su 7 nic 8 x[ 

MSE su 8 nic 8 xf 

Heterocário 

(*) 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

DiplÓide Heterocario 1 DiplÓide 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + + 

+ + 

+ + 

� .::_� nic 8 x E 
___ .L_ __ + __ ---1 ___ 

+ ___ _.__ ___ + ___ .,__ ___ - _ _I

( * ) Linhagem E = s u 1 ad 20 ; l. ; ad 20 ; phen 2 ; pyro _i, ; lys 5 ;

Ll; nic 8; ni 103 

( **) ( +) = crescimento ; (-) = ausência de crescimento 

4. 5 - RESISTÊNCIA � ,e - FLUOROFENILALANINA

A linhagem MSE e as suas derivadas prototrÓficas para �cido ni_ 

cotÍnico (supressores de nic 8) , foram inoculadas em placas com ID9io compl� 

to a diversas concentrações de ,eFA (ver item 3.6.6) • Foram feitas obser

vações, depois de 72. horas de incubação, as colônias em crescimento, medin-

do-se o diâmetro maior das mesmas. Os resultados observados encontram-se na 

Tabela XXVII. 
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... 

Tabela XXVII - Diametro maior (mm) da linhagem MSE e suas derivadas com 

Linhagén.s 

MSE su 1 nic 8 

MSE su 2 nic_] 

MSE su 3 _nic 8 

MSE su 5 nic 8 

MSE su 6 nic 8 

MSE su 8 nic ª 

MSE su 9 nic ª 

su nic 8 em MC com diversas concentrações de EFA 

Concentração 

50 

18 

24 

16 

46 

46 

24 

22 

3 

30 

125 

18 

18 

24 

40 

30 

28 

16 

3 

28 

(µg/ml) de EFA no MC 

2� 

16 

36 

24 

24 

24 

50 

30 

3 

8 

12 

10 

10 

20 

28 

10 

1 

1000 

8 

6 

6 

40 

28 

5 

5 

1 

28 40 40 

N:ivel de 

resistência 

250 

250 

1000 

1000 

500 

250 

1000 

__ 
2

_
2 
______ 

3
_
0 
____ 

2
_s ____ 4_º_. __ 2_4 ____ 5_o_o __ _l

As conclusões finais aêste teste, as quais estão resumidas na Úl

tima coluna da Tabela XXVII, foram tomadas de maneira um tanto subjetiva, 

pois foram baseadas não só no diâmetro das colônias, mas tamb9m no vigor e na 

intensidade de formação de conidios das mesmas. Verificou-se que existem p� 

lo menos quatro classes distintas quanto à resistência� pFA. As linhagens 

MSE e MSE su 7 nic 8 não exibiram o menor grau de resistência, sendo comple-

tamente inibidos em qualqu1:,r das concentrações de EFA usadas. Outras três 

classes compreendem três linhagens resistentes até 250 µg/ml , duas linha

gens resistentes a 500 µg/ml e outras três r9sis tentes a 1.000 µg/ml • 
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4.6 - CAPACIDADE DE CRESCIMENTO DJ�S LINHAGENS MSE e MSE su nic 8 

As medldas de dirunetro das linhagens, tomadas das colônias em 

crescimento em diversos meios de cultura e diferentes tempos de incubação, são 

apresentâdas na Tabela XX.VIII. 

Tabela XX.VIII - Medidas dos diâmetros (mm) de colônia das linhagens em 

diversos meios de cultura em três tempos de incubação. 

Dados de duas repetições. 

Linhagens 

MSE (original) 

MSE su l nic 8 

MS�su 2 nic-ª 

MSE su '3 nic 8 

MSE su 4 QiC 8 

MSE su 5 n�c 8 

MSE su 6 nic 8 

48 hor as 

MC 

27 
27 

22 
25 

26 
27 

25 
25 

23 
25 

23 
24 

21 
23 

11 
11 

T 

.1..'I 

19 

18 
19 

19 
20 

.16 
18 

12 

16 
17 

16 
18 

8 

8 

(*) 
-

Tn 

o 

o 

15 
16 

17 
20 

13 
15 

10 
10 

14 
14 

16 
18 

5 
6 

72 horas 

MC T 

42 27 
42 29 

43 30 
43 30 

43 32 
44 32 

39 26 
40 30 

38 25 
39 25 

35 25 
38 26 

36 29 
38 30 

17 14 
19 14 

(*) 

r 

o 

o 

24 
25 

31 
32 

21 
22 

19 
19 

22 
22 

29 
31 

10 
10 

------

96 horas (*)

MC 

60 
60 

61 
59 

62 
63 

55 
56 

55 
57 

54 
54 

52 
54 

24 
25 

T 

42 
42 

41 
43 

45 
46 

41 
42 

35 
36 

38 
39 

43 
43 

23 
23 

Tn
( 

o 

o 

35 
36 

42 
43 

30 
30 

28 
30 

34 
34 

43 
44 

12 
13 

16 18 38 29 29 53 42 26 42 
17 19 38 30 30 53 42 26 42 

MSE su 9 nic 8 27 17 18 42 28 30 59 44 43 

--------�� 
19 

I I 43 _L_2_9_...l __ 30_1 _1 _
6_1._..1 __ 44 __ 4_4_ 

( * ) Tempo de incubação

(**) Meios de cultura: MC = meio completo; T = meio m:Ínimo adiciona
a� de requerimentos ; Tn

= idem ao anterior , 
, , 

exceto acido nicotínico. 
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As taxas de crescim.9nto das linhagens, determinadas em micras/ 

hora de incubação, para cada m.9io de cultlira, são apresentadas na Tabela 

XXIX. 

Tabela XXIX - Taxas de crescimento (miaras/horas) em diversos meios de cul

tura cóm .48, 72 e 96 horas de incubação (médias de duas re

petições). 

Linhage ns 

!:1§§. ( original) 

MSE 

MSE 

MSE 

MSE 

!:'.JSE 

MSE 

MSE 

MSE 

su 1 nic 8 

su 2 nic 8 

su 3 nic 8 

su 4 nic 8

su 5 nic 8 

su_6 DiQ-ª

sy_'.Z.Jllc 8 

su 8 nic 8 

!;!SE sy-2._nic 8

48 horas (*) 
-

MC T T n 

562 375 323 

490 385 323 

552 406 385 

521 354 292 

500 271 208 

490 344 292 

458 354 354 

229 167 115 

542 344 385 

562 385 385 

( * ) Tempos de incubação 
11 

72 horas (* ��horas ( *) 1

� T T
\

-l
-

MC 

583 389 o 625 437 o 

597 417 340 625 437 370 

604 444 437 651 474 443 

549 389 299 578 432 312 

535 347 264 583 370 302 

507 354 306 562 401 354 

514 410 417 552 448 453 

250 194 139 255 240 130 

528 410 410 552 437 437 

590 396 417 
11 ���� 

453 
1 

(**) Meios de cultura� ver Tabela XXVIII. 

A eficiência de cada supressor, definida pela s11a capacidade em 

substituir a suplementação de ácido nicotinico, bem como a significância dos 

desvios com relação ao valor 100 % , constam na Tabela XXX. 
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Tabela XXX - Efict�neia dos supressóres é significânoia dos desvios (pe
lo teste 1) em relação ao valor 100 %

, ,, 

_ ..... 

48horas 72 horas 96 h de incubação 
Supressor EficieQ Ef'icie.n Efici<?D.

eia T9ste 1 eia Teste 1 eia Teste 1
---

s11 1 nic 8 86,1 2,34 * 87,5 3,86 * 84,5 8,26 **
ªu 2 nic 8 102,8 0,43 112,5 3,62 ** 101,2 0,60 

su 3 ni.Q_-ª 77,8 3,85 ** 76,8 7,39 ** 71,4 15,86 ** 

filLl!: ni9_8 55,6 8,28 � 67,9 10,52 ** 69,0 17,33 ** 

su 5 nic 8 77,8 3,85 -lE-* 78,6 6,78 ** 80,9 10,27 ** 

su 6 nic 8 94,4 0,92 107,1 2,09 * 103,6 2,04 

su 7 nic 8 30,56 14,57 *-'C 35,7 24,03 ** 29,8 46,54 ** 

su 8 nic 8 102,78 0,46 105,3 1,58 100,0 o,oo 

�9 nic 8 102, 78 1- 0,46 107,4 2,10 * 

1: 
103,6 2,04 

-1e. v. (%) :� :: 3,�: : 1,6 0,9 

( * ) significativo ao nível de 5% de probabilidade

(**) significativo ao nível de 1% de probabilidade 

A anilise da variância dos dados relativos a dirunetros das colô

nias em crescimento, revelou os resultados que são apresentados na Tabela 

XXXI.
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Tabela XXXI ..:. Ji.n�lise da variincia de diâmetros de colônias de nove linha-

gens (�SE su nic_8) em três meios de cultura e em três tem-

pna de incubação. 

Fonte de Variação 
---

Tratamentos 

Linhagens (L)

Meio de cultura (M)

LxM 

Residuo (a) 

Total de parcelas 

Tempo de incubação ( T) 

L X T 

Mx T 

LxMx T 

Res:Íduo (b)

Total 

(**) Significativo ao 

e. v. (Ra) = 2,54%

4. 7 - TESTE DE .AIELISMO 

G. L.

26
8 

2 

16 

27 

53 

2 

16 

4 

32 

54 

161 

nivel 

Duas repetições. 

---

Q. M. Q. M. Teste F
---

112,9472 4,3441 236,09 � 
64, 5183 8,0648 438,30 -JH(-

42,9884 21,4942 1.168,16 **
5,4405 0,3400 18,48 ** 

0,4973 0,0184 

113,4445 
-----

138,2554 69,1277 13.554,45 **

1,8982 0,1186 23,25 **
0,7629 0,1907 37,39 **
0,8774 0,0274 5,37 **
u,2767 0,0056 

255,5151 

de 1% de probabilidade 

C. V. (Rb) = 1,34%

O primeiro passo desta investigação foi a obtenção de linhagens 

contendo supressores de ,Uic 8 e com requerimentos nutricionais diferentes 

das linhagens MSE su nic 8 ,  com as quais deveriam ser cruzadas para obten-
N I 

çao dos heterocarios. A obtenção das referidas linhagens se f;z segundo a 

metodologia descrita no item 3.8.6 • l�s que forrun selecionadas para cruzR -

mantos são apresentadas, juntamente com seus respectivos gen6tipos, na Tab� 

la XXXII . 
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, 
Tabela XXXII"' Genotipo$ das linhagens segregantes utilizadas em cruzamen-

tos com as 

---

Supressor 

envolvido 

su 1 nic_] prol. 2aba6 

fill_2_nic 8 prol .�ba� ;_.._

filL}_nic 8 prol paba6 ;

su 8 nic a pro! ; paba� ;

su 2 nic 8 prol paba6 .' 

linhagens 

w3 ; eyro4 

MSE,,su. nic 8 no teste 

------

G e n o t i p o 

sJ v29 ; fác303 ;

w3 pyro4 s3 v29 ; facJ03 ;

wJ ; pyro4 sJ ; v29 ; fac303 '
----

wJ ; pyro4 s3 ; v29 ; facJOJ 

wJ ; pyro4 s3 . v29 ' fac303 ;----
--

de alelismo 

sulnic8 ; nic8 

su2nic8 ; nic8 

suJnic8 nic8 

su8nic8 nic8 

su9nic8 nic8 

De peritécios hibridos obtidos dos cruzamentos mencionados, foram 
A ' , ,-

analisadas colonias quanto a protrotrofia para acido nicotínico. Os resulta-

dos são apresentados na Tabela XXXIII. 

Tabela XXXIII - NÚmero de colônias prototrÓficas a auxotrÓficas para �cido 

nicotinico, obtidos de peritécios hibridos em diversos erg 

zamentos. Teste de alelismo 

Supressores env
;:I

lvi- , Segregantes , . , • Auxotrof1.cos dos no cruzamento Prototroficos
1 

·-------
, 

su l x su 3 

filLJ. X .§.!L2 

filL.1 X .ê..!L2 

su_2, x su 8 

�Ll X.fil!_ª 

SU 8 X SJ:!: 5 

su_g x su 2. 

� X §ti 

SU 9 X su 4 

26 o 

40 12 

106 50 

22 4 

22 4 

47 5 

52 o 

52 o 

26 o 

Jüelismo 

alelos 
..., 

alelos nao 
.., 

alelos nao 
~ 

nao alelos 
~ 

nao alelos 
.., 

nao ale los 

alelos 

ale los 

alelos 
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Os dados da Tabela XXXIII súgerem a existência de pelo menos qll!à: 

tro locos supressores sendo um proximal e três distais com relação a nic-ª 

, . , . conforme revelou a analise genetica. Assim, seriam alelos os supressores 

su 9, su 2 e� (loco proximal) • Também seriam alelos �u 1 e su 3 (lo

co distal) • Os outros dois locos seri8m os dos supressores su 5 e su ª.

Resta ainda fazer menção ao su 7, o supressor resultante de duplicaçGo que 

não foi localizado com relação aos demais. 

Verifica-se ainda que dos supressores mapeados em posiçao proxi

mal (su 2, �, su_2) embora sendo alelos, exibiram diferentes graus de 

resistência à _eFli. • Trata-se, realmente de ale los múltiplos, ou seja, mutan 

tes no mesmo loco mas coro manifestações fenotipicas de intensidades diferen -

tes. O mesmo ocorreu com os supressores su 1 e filLl, mapeados em posição 

distal. 

Particularmente not�vel, ainda com respeito� resistência à

EFA, foi o comportamento do su 6 nic �, o qual revelou-se wn dos menos re-

sistentes. Este resultado vem confirmar a hip�tese de supressão intracistrQ 

nica, uma vez que, por reversão verdadeira, a tendência seria a de aproximar-
, A 

se do maximo de resistencia, conforme foi discutido anteriormente. 
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5 - ;QlSCUSSÃO !2Q§_RESULT[!DOª 

5.1 - OBTENÇÃO DOS SUPRESSORES 

O presente traealho iniciou-se com a indução de mutação através 

de irradiação com luz ultra violeta, visando obter prototrofia a partir de 

um mutante auxotrÓfico para ácido nicotínico. 

5.2 - ANÁLISE MITÓTICA 

A,ravés de análises mitÓticas (ver Tabela II) , concluiu-se que 

todos os supressores estudados estão localizados no mesmo grupo de ligação 

VII do mutante corresponüente (nic 8). Por esta razão, até esta etapa 

não se pôde afirmar que se tratava, realmente de supressores, pois reversões 

verdadeiras de nic_§ 
, ,, 

teriam dado o mesmo resultado na analise mitotica. 
, , ,, - ' Posteriormente, pela analise meiotica, a hipotese da reversao foi deixada a 

parte, uma vez que foram observados, em todos os casos, recombinantes quem 2. 

raro deficientes para ácido nicotínico. 

Além dos resultados concernentes à análise mitÓtica propriamen

te dita, algumas considerações foram feitas a respeito de alguns eventos ex

cepcionais que ocorreram durante o processo de análise. 

Com relação ao su 3 nic 8 ,  o diplÓide MSE su 2-,pic 8 x bi 1 

ni 101 forneceu setores haplÓides (de todas as côres) para análise. Post2, 

riormente, um setor amarelo surgiu no diplÓide verde original. Isolado e

purificado, concluiu-se que se tratava de um setor diplÓide, pelo tamanho de 

seus conidios e pela capacidade de cr9scer em meio minimo não suplementado. 

Quanto à sua origem, o diplÓide original deve ter sofrido permuta. mitÓtica , 

espontaneamente, entre o gene Y e o centrômetro do grupo de ligação I ,  s2 

gregando o diplÓide amarelo (homozigoto yy) • D�ste diplÓide permutado , 
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obteve-se mais 17 setores haplÓides (amà.relos e brancos) que também foram a

nalisados e o resultado foi concordante com aquêle obtido da an;lise de ha -

plÓides �. 
do diploide normal. 

O mesmo fenômeno foi observado no diplÓide :tv.lSE su 6 nic 8 x 

bi 1 ni !.QJ o qual, por permuta mitÓtica no grupo de ligação II, produziu 

um diplÓide branco (homozigoto �) mas que não foi utilizado para análise 

devido a dificuldades de isolamento de haplÓides brancos. 

Com o diplÓide MSE su 9 nic 8 x bi 1 ni 103 , observou-se que, 

por haploidização, houve segregação somente de setores amarelos. Tal resul-

todo foi atribuído a uma anormalidade ocorrida no diplÓide original. Prova-

velmente, a causa seja devida a uma translocação envolvendo o grupo de liga

ção II (proveniente da linhagem MSE) e o grupo de ligação I (proveniente de 

linhagem bi 1 ni lOJ) , como está esquematicamente representado a seguir. 

I a 

I a 

I b 

I b 

y 

I a 

I b 

II a 

II b 

---------

-=====o o o o 

_-r_, ______ _ ------0000 

y 

y+ -----======
o o o o

w
+ 

====�J============== 

w-
-------------. o o e o o o

II a 

II b 

II a 

II b 

1,/ 
=--=-==-=-=-==== 

-----------00000 

==== w
+ 

=-===-===--===== 

-----�-----00000 

letal 

letal 

l9tal 
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Como se pode observar no esquema acima, somente são viaveis os 

haplóides de genótipo u: ( conidics amar9los) pois todos os demais con

têm uma deficiência letal no grupo de ligação I ou no II , ou em 4I!lbos. 

Uma outra observação que deve ser :mencionada é a que se verifi 
, . cou na analise do filL.§_Qic_.§. O fato de todos os setores analisados se-

rem FAQ sugere a presença de uma mutação letal ocorrida no diplÓide, no 

cromossoma proveniente da linhagem Qi 1; ni 103 • 

Finalmente, com a linhagem MSE �u 7 nic 8, verificou-se que 

a mesma apresentava desenvolvimento anormal (colônias compactas) • Isto 
' ~ 

foi atribuido a presença de uma duplicaçao, provavelmente no grupo de liga-

ção VII, conforme evidencias obtidas da an�lise meiÓtica. Fenômeno seme-
, 

lhant'3 ja foi descrito em !ê_p2,!:g� nidulag� quando BAINBRIDGE & ROPER 

(1966) verificaram que duplicação cromossômica causa o aparecimento de co

lônias anormais ., morfologicamente compactas, d::inominadas por êstes setor9S 

de colônias "crinkledtt. 

5.3 - ANÁLISE MEIÓTICA E TESTE DE TRÊS PONTOS 

, 

O resultado destas analises serviram, em primeiro lugar :1 para 

comprovar a existência de supressores nas diversas linhagens prototrÓficas 

devido ao aparecimento de recombinantes auxotrÓficos, o que não teria ocor-
... 

rido se se tratasse de reversao. 
, 

Entretanto, a finalidade principal da analise foi a de deteraj_ 

nar a posição e a dist;ncia relativa dos supressores no grupo de ligação 

VII • O:s resultados (apresentados na Figura 4) mostram que os supressor9s 

foram mapeados tanto em posição distal como proximal, com relação a nic 8. 
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O su l_nic � foi analisado em cruzamento com a linhagem bi 1 

ni 103 (análise meiÓtica) e em cruzamento com a linhagem pro 1 paba 6 v 10 

segundo um teste de três pontos. Os resultados foram concordantes, dando 

não ligação a nic 8 e em posição distal com relação a ê.ste. O teste de 

três pontos com a linhagem bi 1 w 3 fl l, confirmou êste resultado. 

O su 2 nic ª e su 2 nic_� foram mapeados em posição proxi -

mal, com relação a Qic 8, mas com segregação independente dêste (não liga

dos geneticamente). 
,

tambem foram m� 

peados em posição distal e 
~ 

nao ligados a 

O filLfL!Ú:C 8 revelou ligação de 25 unidades de nic 8 e em 

posição proximal. 

Um caso notável foi o revelado pela análise do su 6 nic 8 com 

ligação quase que absoluta (2,3 unidades) com nic_ê, visto que da an�li

se de 104 ascosporos somente um recombinante foi reconhecido. 

uma duplicação no grupo de ligação VII, dado o aparecimento de colônias com 

pactas (tipicas de duplicação) na amostra de ascosporos. Verificou-se que 

todas as colônias compactas eram prototrÔficas e capazes de formar S9tores 

típicos resultantes da perda da duplicação. A análise de colônias normais 

(não compactas) deu, como resultado 21,09 unidades a dist;ncia entre ni� 

e L.lQ no mapa genético, resultado êste concordante com o determinado orig1 

nalmente (AZEVEDO & ROPER, 1970) • Isto demonstra que a duplicação, res-

ponsável pela supressão de nic-ª, localiza-se em posição distal e não ligã 

da àquelas marcas, visto que não in-wrferiu com a ligação gi,Q_§ - v 10 

(ver item 4o3.2.7) • 
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5.4 - DOMINÂNCIA E RECESSIVIDADE EM HETEROCÁRIOS E DIPLÓIDES E RELAÇÕES 

COM O MODO DE AÇÃO GÊNICA 

O teste de het�rocários e diplÓides homozigotos para nic 8 e 

heterozigotos para su nic 8, em reio não suplementado com ácido nicotinico 

(ver Tabela XXVI , item 4.4) , revelou que todos os heterocários foram capa

zes de crescer em tal meio, ocorrendo o inverso com os diplÓides (exceto um). 

Êste resultado foi interpretado com base no sist9ma de regula -

ção gênica proposto por PONTECORVO (1963) , c0nhecido por sistema de regul� 

ção em cascata ( "cascade regulation°) , o qual envolve dois ou mais rerres -

sores como regulaiores da ação gênica (Figura 5) • 

Figura 5 - Sistema de regulação em ''cascata'º (PONTECORVO, 1963) 

-.•--

__ ___,l L ,_,_J 
Repressor 1 Repressor 2 

O repressor R2 tem a capacidade de interagir com o gene estrg

tural, privando-o de sua atividade funcional que é a produção de mRNA (RNA 

mensageiro) que conduz à síntese de proteinas. O r9pressor R1 , por sua

vez, interfere com a ação do repressor R2, seja por repressão do cistron
+ 

r2 ou pela capacidade de formação de um complexo inativo R1 - R2 devido a

uma afinidade estrutural dos dois repressores. Esta deve ser a situação 

que ocorr9 nos tipos selvagens, onde a pres9nça simLütân9a dos dois repreSSQ 

res permite a atividade normal dos gen9s estrutQrais. 
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Os resultados aqui apresentados sugerem a existência de pelos 

menos quatro locos supressores, conforme revelou o teste de alelismo. Uma 

hipótese plausivel é a de que estão envolvidos dois repressores na regula

ção do gene estrutural para ácido nicotinico, tal como no sistema proposto 

por PONTECORVO (1963) • Assim, o mdtante ni.Q_� corresponderia a mutação 

no loco responsável pela produção do repressor R1 • Os supressores seriam

mutantes nos locos responsáveis pela produção de um polipeptideo complexo 

(heteromultimero) - o repressor R
2

• No tipo selvagem, cada um dos locos

está relacionado com a produção de uma unidade daquele repressor; a ocorrên 

eia de mutação recessiva em qualquer desses locos resultaria em alteração na 

respectiva unidade estrutural, tornando inativo, total ou parcialmente, o com 

plexo repressor. 

. , 

Pela hipotese apresentada, as linhagens se apresentariam com 

os seguintes genótipos e fenótipos. 

Linhagem 

--

� (original) 

MSE su nic .a ( .ê,g_l , s u � ou filt-2) 

�-.fil! n,lç 8 (�-1 ou su 3) 

!':§E_su nic 8 (§.!L.2) 

MSE_§JL_niQ...-ª (su 8) 

Selvag2,m 

Genótipo 

--

+ + 

rl , r2 ' r3 ,

- +

rl ' r2 , r3 '

- + -

rl ' r2 ' r3 ,

- + +

rl , r2 :, r3 ,

+ + 

rl :, r2 ' r3 ,

+ + + 

rl , r2 ' r3 '

+

r4 , r5
+ 

r4 ' r5
+ +

r4 :, r5
- +

r
4 ' r5

r
4 :, r5
+ +

r
4 ' r5

em Fenotipo 
. ,. . meio sem aci-

do nicodnico 
------

+ 

+ 

+ 

+ 

+
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Por outro lado, os dipl6ides 
> .. , e heterocarios, Ja mencionados ante-

riormente, fll8 apresentariam, genotipiga e fenotipicamente, como segue. 

-----T-
filplÓ!ge 

�-filLl!iC-ª // E 

---·---·-+-1---

m:�terocirio 

-- ... ""'. .. ,---------

J
-FenÓtipo=::-:io

Genótipo sem icido nicoti
nico 

----·-- ----· ----

- + + + 
r 1 ' r 2 ' �...:..:L-.:í.

+ + + +
r1, r2, r3, r

4
, r5

- + + - + 

-r 1_:_:2_:_ r3 __!___:4-.:__í
+ + + + 

r1, r2, r3, r4 
� r5 

+ + + 

_:\ ' r2 '.Í.:__:á...:-l
+ + + +

rl ' r2 ' rJ ' r
4 ' 

r5

·------,•,!--· ----------

(M§E su nic 8 x E) ( 
- - + + +

)( 
- + + + +)r 1 ' 2"2 ' r 3 ' r 

4 ' 
r 5 r 1 ' r 2 ' r 3 ' r 4 ' r 5 + 

+ 

+ 

+ 

, ___ _J 
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Um dos supressores caracterizou�se por uma particularidade, ra-
~ , ' 

zao pela qual este caso e discutido a parte. Trata-se de supressão envolveu 

do uma duplicação do grupo de ligação VII , mapeada em posição distal com re-

lação a nic 8.  Neste caso não foi investigada a relação de alelismo com 

outros supressores mas é prov�vel que se trata de alteração em um daqueles lQ 

cos mapeados em posição distal. A duplicação d�ve ter causado alteração num 
~ 

daqueles cistrons, resultando em supressao de ni,!L� como nos outros casos. 
, 

A analise de alguns setores normais, segregantes dos duplicados, revelou que 

a perda da duplicação não faz recuperar o fenótipo mutante, uma vez que não 

foram encontrados segregantes au.xotrÓficos. 

A hipótese envolvendo repressores n0 .mecanismo de ação genica 

dos supressores e fundamentada, pelos resultados aqui apresentados, apenas no 

teste de heteroc�rios e diplÓides. Por esta razão, ela não deve ser considi 

rada como absoluta. A aus9ncia de estudos enzimáticos e de outras informa -

çÕes genéticas e bioquímicas a respeito dos supressores, impõe certa limita -
~ ' , 

çao a hipotese apresentada. 
~ 

Portanto, nao deve ser excluída a possibilidade 

da exist9n9ia de um mecanismo mais ou menos complexo que somente possa ser d� 

terminado pela disponibilidade de dados mais completos. 

Uma exceção com relação aos suprsssorss indiretos, foi constata

da na análise do su 6 nic 8, o qual revelou forte ligação com ��. Tem

bém a análisa do diplÓide homozigoto para nic 8 e heterozigoto para _êQ_§ 

(Tabela XII, item 4.4) indicou que 9ste é capaz de crescer em meio 

não suplementado com ácido nicotínico, comportando-se diferent9mente dos de-

mais supressores estudados. A possibilidade de reversão de ni.f;_g_- para 

. 8
+ 

l;l.J..Q__ foi deixada à part9, uma vez que, pela anilise genética, foi detecta-

do pelo menos um recombinante comprovadamente au.xotrÓfico. Conclui-se, por 
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9ste resultado que se trata de supressão do tipo intragênica (intracistrÔni

ca) 1 à semelhança da supressão descrita por CRICK e col. (1961) • Em decor-
4 

o 
N 

renc1a desse tipo de supressao, o repressor R1 recupera sua capacidade fug

cional, pelo menos parcialmente, e o sistema passa a funcionar como no tipo 

selvagem. 

Na análise desse supressor, o aparecimento de um recombinante 

auxotrÓfico foi considerado como sendo resultante de permuta intracistrÔni-

ca, de ocorrência , rara mas poss1vol. 

5. 5 - RESISTÊNCIA À E - fluorofenilalanina (_eFA)

A E-fluorofenilalanina é um análogo do aminoácido fenilalanina 

capaz de competir com êste na formação da estrutura primária de proteínas. 

A resistência à _eFA está relacionada, pois, com a quantidade relativa de 

fenilalanina produzida pelo organismo. A biosintese de fenilalanina está 

relacionada com a de ácido nicotínico, pois ambas as substâncias são sinteti 

zadas a partir de um precursor comum - o ácido shiqu:Ímico (DAVIS, 1955) • 
, ,u , A ' 

Dai a razao de ter sido investigado o nivel de resistencia a EFA das diver 

sas linhagens estudadas. 

Pelos dados obtidos (Tabela XIX, Ítem 4.6) , verificou-se que 

existem pelo menos quatro classes distintas quanto à resistência ao EFA. 

As linhagens MS� e MS� 7 ni�--ª não exibiram o menor grau de resistência 

sendo completamente inibidas em qualquer das concentrações de pFA usadas. 

A razão d9sse comportamento é que a primeira encerra o mutante Qic 8 com� 

feito pleiotrÓpicoz 
, J/J � A 

auxotrofia para acido nicotínico e nao resistencia ao 

A outra (MS�_.ê..!J_'.Z_nic�) contém uma duplicação (ver item 4.3.2.7)� 

e linhagens duplicadas são completamente inibidas por 

que ocorre com o� diplÓides de um modo geral. 

' 

EFA , a semelhança do 
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As outras três classes exibiram diversos níveis de resistência, 

demonstrando diferenças distintas entre alguns supressores. Os supressores 

su l_nig-ª, §JL.2 nic 8 e su 6_nic_g foram resistentes apenas à concentra� 

ção de 250 µg EFA/ml , §.!Lj_nic 8 e filL2 nig_a o foram a 500 µg/ml e 

gg 1 nic �, filL� niç� e §_g_§_nic 8 foram os mais resistentes (l.000 µg 

por ml) • 

Por 9stes 
# N 

resultados, e evidente que a supressao de nic-ª 

tem um efeito pleiotrÓpico, ou seja, também confere resistência ao EFA. 

Este resultado está de acÔrdo com as observações de WARR & ROPER (1965), 

que as interpretaram sob o aspecto bioquimicog o mutante nic � bloqueia 
,.

a sintese no passo anterior ao �cido shiquimico, um precurssor comum de a-

cido nicotinico e de fenilalanina. A supressão de nic 8 resulta em au� 

mento na sintese de ácido shiquimico e, consequentemente, em prototrofia Pã 

ra ácido nicotinico e aumento no nivel de fenilalanina conferindo-lhe um 

maior poder de competição com o seu análogo (pFA) 

5.6 - TAXA DE CRESCIMENTO, EFICIÊNCIA E DIFERENCIAÇÃO DAS LINKAGENS 

A taxa de crescimento das linhagens (inclusive M§�) em diversos 

meios de CQltura, foi determinada pelo aumento do diâmetro da colônia em mi-

era por hora de incubação. Os valores determinados variaram de O a 651, 
'

indicando diferenças entre as linhagens quanto a sua capacidade de crescimen 

to. As taxas de crescimento assumiram maiores valores quando medidas com 

96 horas de incubação, para todas as linhagens. Isto indica que o ritmo de 

crescimento das colônias foi crescente no periodo de tempo considerado nesse 

8xperimento. V9rificou-se também, qu9 a taxa de crescimento 1 para todas as 

linhagens, foi maior 9m meio compl9to e meio suplementado com �cido nicotin! 

co e um tanto menor em meio sem supl9m9ntação da vitamina. 
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entre as taxas âe crescimento das diversas linhagens indicam claramente as 

diferenças dos diversos supressores, wna vez que se trata de linhagens iso

gênicas que diferem apenas pelo su nic_f. 

A eficiência dos diversos supressores, determinada através das 

capacidades das respectivas linhagens de crescerem em meio não suplementa

do com ácido nicotinico, variou de 29,8 a 112,5 % . Os supressores mais 

eficientes foram o .ê.!L2J.Ll:C 8, @-ª nic 8 e @_2 nic.Ji nos três tempos 

de incubação considerados. Os demais foram variáveis com o tempo, mas o 
,

menos eficiente, foi, sem duvida, o .ê..9:..2_,niQ_§ o supressor qus r9sultou 

ds duplicação. 
A A N ' • 

A significancia do desvio da eficiencia com relaçao a uni� 

dade (100%) 9 dada pelo teste� da comparação de médias. 

As diferenças entre os supressores foram demonstradas também 

pela análise da variância do crescimento das linhagens em diversos meios de 

cultura e diferentes tempos de incubação. 
,. 

Da analise, concluiu-se que todos os efeitos foram significati 

vos, variando apenas quanto à magnitude. Assim, o efeito de linhagens (L) 

indica que há diferenças marcantes entre as linhagens quanto� sua capacid� 

de de crescimento. A influência do meio de cultura (M) e tempo de incubã 

ção, obviamente deram altamente significativos. Das interações, a signifi 

cância de linhagens vs. meios (L x M) indica que as diversas linhagens r� 

agiram diferentemente nos diversos meios de cultura e a interação linhagens 

vs. tempo de incubação (L x T) indica que os ritmos de crescimento das li 

nhagens através do tempo foram diferentss. Entretanto, a significância da 

interação tripla (L x M x T) , embora bem menor em magnitude, indica que 

as interações (L x M) e (L x T) não são constantes para qualquer tempo ou 

qualquer meio de cultura, respectivamente. A significância da interação 

meio de cultura vs. tempo (M x T) , de menor importância, era de fato esp� 
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rada, urna vez que o meio completo tende a se esgotar menos rapidamente que 

os demais, com o passar do tempo. 
, 

Resumindo, os resultados constatados nesta analise demonstram, 
~ , ' 

estatisticamente, as diferenças das linhagens nao so quanto a sua capacida-

de de crescimento, mas também quanto ao seu comportamento nos diversos meios 

de cultura e nos diferentes tempos de incubação. Convém acrescentar que as 

diferenças entre linhagens são um reflexo das diferenças dos supressores de 

nic 8 pois, como já foi mencionado, trata-se de linhagens isogênicas que di 

ferem apenas pelo .êJ! nic_g 

5. 7 - ALELISMO

O teste de alelismo revelou a existência de pelo menos quatro 

locos supressores. A existência de diversos locos atuando como supressores 

de urna Única deficiência é um caso que se assemelha, particularmente, aos 

relatados por LUIG (1962) , LILLY (1963) , GAJEWSKI & LITWINSKA (1967) e 

AYLING (1969) , em estudos com mutantes �h em Aspfil:gillus nidtllans 

É sugerido que todos os supressor9s estão envolvidos na sín

tese de um Único repressor, um polipeptideo heteromultimero que tem a capac1 

dade de bloquear a atividade do gene estrutural. 

5.8 - CONCLUSÕES E SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

Os resultados de estudos de supressores de niQ_� (deficiência 

para ácido nicotinico) apressntados no presente trabalho, fornec9ram uma s,3-

rie d9 informações que são resumidas a seguir. 

a. Todos os nove supressores de ni.Q_-ª , obtidos por irradiação da linhagem

�LSE com luz ultra violeta, foram mapeados no grupo d? ligação VII , o

mssmo· que encerra o loco nic_a •
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b - As análises genéticas revelaram que três dos supressores são proximais 

com relação a !liç-ª e _y_lO. Outros quatro supressores foram locali-
~ ~ ' 

zados em posiçao distal em relaçao aquelas marcas. Um outro supressor 

(filL.1-ill:L�, resultante de duplicação) foi de localização indetermina

da e, finalmente, o � 6 ni2_� foi considerado como sendo do tipo in

tragênico. 

e - O teste de alelismo revelou que os supressores proximais são alelos en-

tre si (alelos múltiplos). 
~ 

Dos supressores distais sao alelos o sul 

e su 3, que não são alelos dos outros dois (.!!.!d-2 e�) • Portanto, 

ficou demonstrada a existência de pelo menos quatro locos supressores. 

d - O modo de ação dos supressores pode ser relacionado com o mecanismo de 
- , , " 

regulaçao da sintese de acido nicotínico, onde nic 8 seria um loco r� 

pressor e os supressores seriam mutantes em quatro outros locos respon

sáveis pela produção de um segundo repressor (provavelmente um polipe,e 

, , ) tideo heteromultimero • Este repressor tem capacidade de bloquear a ã 

tividade do gene estrutural, mas sua ação 9 inibida quando em presença 

do primeiro repressor. Além desses foi detectado um supressor do tipo 

intrragênico, o qual se refere a reparo da própria mutação nic_�. 

Estsi esquema se adapta ao mecanismo de regulação em cascata, proposto 

por PONTECORVO (1963) • Os testes de diplÓides e heterocários homozi-

gotos para ill:SL� e heterozigotos para §JJ ni_ç_� dão o suporte experi 

. � 

mental a esta hJ,.potese. 

e - Oito dos nove supressores estudadns apresentaram efeito pleiotrÓpico , 

pois, al�m de suprimir o mutante nic-ª, apresentaram resist9ncia 

E-fluorofenilalanina (an�logo da fenilalanina) em maior ou menor grau. 



- 69 -

Isto ocorre porque existe um precursor comum - o ácido shiquimico 

t , , 

na bioss1ntese de fenilalanina e de acido nicotinico. O aumento da 

síntese aêste precursor (por ação dos supressores) eleva o nivel daqu� 

las duas substincias no citoplasma, resultando em prototrofia para áci 
, 

do nicotinico e maior pod�r de competição da fenilalanina com o seu a-

nálogo (dai a resistência à E-FA) Estes. resultados foram interpr� 

tados com base nas observações de WARR & ROPER (1965) . Um dos su-

pressores não exibiu resistência à _e-FA , por envolver uma duplicação 

a qual, à semelhança do que ocorre com os diplÓides de um modo geral , 

é inibida por E-FA . 

f - Diferenças marcantes foram observadas nas linhagens com supressor, no 

' 

que diz respeito a sua capacidade de crescim�nto, e comportamento de 

um modo geral, em diversos meios de cultura e tempos de incubação. A 

análise estatística evidenciou estas diferenças, as quais foram inter

pretadas como s9ndo um reflexo das diferenças entr9 os supressores, 

considerando que as linhagens são isogênicas que diferem apenas com r� 

lação aos supressores. 

Com 9stes resultados são apresentadas algumas contribuições 

ao estudo dos supressores da d9ficiência para ácido nicotinico. As info,t 

mações obtidas, embora insuficientes, abrem perspectivas para novos campos 

de estudos. Em carater sugestivo, são apresentados alguns aspectos qt1e 

poderiam ser investigados a respeito dos supressores. 

Sob o aspecto bioqt1imico poderia ser investigado a sequ9ncia 

de reações que levam à prodt1ção de ácido nicotínico em Aspsrgilllls nidu -

lan�; para 9sse fim deveriam ser empregados ot1tros mutantes deficient?-s 

para esta vitamina e em meios d? cultura apropriados procurar detectar 9
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identificar os produtos acumulados. 
,. 

. Conhecida essa sequencia, poderia ser 

determinado em que ponto estaria at®ndo o supressor ou qual a enzima que 

está sob sua dependência. 
~ 

Conhecida a enzima envolvida no processo de supressao, um pag 

so.subsequente seria o seu isolamento da linhagem selvagem, da deficiente 

para ácido nicotínico Cu.iç..]) e da linhagem ui.9.....-ª com supressor e procy 

rar detectar possíveis alterações ou similaridades estruturais. 

Ainda sob o ponto de vista bioquimico poder-se=ia investigar 

se as linhagens nic 8 com supressor são capazes de produzir material de 

reação crllzada ( 11cross reacting material 11 ) • Informações a esse respeito 

podem ser obtidas de YANOFSKY &St. LAWRENCE (1960) e de trabalhos r�cen

tes de YANOFSKY e colaboradores. 

Sob o ,, . aspecto genetico, poderiam ser obtidos e estudados 
,, 

maior numero de supressores na tentativa de se detectar mutantes em outros 

locos alem destes determinados no presente trabalho. Outros tipos de Sll-

pressores poderiam ser descobertos, o que possibilitaria verificar a exis -

tência ou não de outros mecanismos de supressão, como por exemplo um proceg 

so alternativo de síntese do �cido nicotínico. 

Um olltro aspecto que auxiliaria o estudo do mecanismo de su 
... 

pressao seria o relacionado com a especificidade dos supressores, ou seja, 
- f • ~ 

se estes sao especificos para niQ-ª ou se sao capazes de suprimir qual-

quer outro mutante filQ. Para 9sse fim, são necessárias linhagens de gen2 

tipo apropriado. Por exemplo, para estudo da ação do supresso r de QÍ2-� 

sÔbre o mutante filg_g, poderia ser utilizada a linhagem z, ni_g_2, ribQ 

2, na qual nic 2 e !ll.!L2 são ligados (grupo de ligação V) • Do het� 

rocário entre esta linhagem e a MS�_@_nic_� seria isolado um diplÓide 

que em seguida seria haploidizado pela técnica da E-FA. Como todos os 
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supressores são ligados m.itoticamente a n.!9� deduz-se que, em aus9ncia de 
,

permuta m.itotica, todos os setores que forem d8ficientes para riboflavina 

também serão defici9ntes para :cido nicotinico (presença de ,nic 2) se os 

supressores de nic 6 forem específicos para esse mutante. Informações a 

respeito da especificidade dos supreseores também seriam Qteis na identifi

cação de um processo alternativo de sint9S8 do �cido nicotínico. 

Finalmente, um outro aspecto importante do ponto de vista ge

n9tico seria o estudo das interações entre os supressores, tanto alelos co-
,., 

mo nao alelos. Isso seria feito atrav9s de cruzamentos apropriados, pro-

curando-se obter os diversos pares de supressores em dipl6ides e em hetero-

, .carios. O estudo desse comportamento forneceria evidências importantes a 

respeito do modo de ação dos supressores. 

Assiro, se elevadas a efeito as sugestões apresentadas, junta-
- , ., """ 

:rrent3 com as informaçoes ja disponiveis, ter-se-ia uma contribuiçao real.m9Q

.. , " 

te valiosa ao estudos dos supressores bem como a Genetica e a Biologia de 

um modo geral. 
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6 - RESUMO 
---. 

Resumindo os resultados obtidos no presente trabalho, a3 se

gllirites conclusões gerais podem ser mencionadas� 

1 .... Por irradiação da linhagem MSE do Ji,sgggilllls nidulans , onze s<.1pres

sores fôtam isolados e pllrificados em meios de cultura apropriados. 

, , , 

2 - Atraves da analise mitotica, nove dos supressores de nig-ª foram ma-

peados no grupo de ligação VII, o mesmo qlle encerra o loco Q12_ª. 

3 - Atrav;s de análises meiÓticas, os supressores foram mapeados em relação 

as marcas .uic _a e tlQ . Verificou-se que três dos Sllpressores (§.U 2 , 

§.!d-� e su 2) são proximais e outros quatro (su 1 ,  su .3, su 5 e su 8) 

são distais em relação �quelas marcas. Um dos supressores (�g_7) foi 

de posição indeterminada e, finalmente, o su 6 revelou-se um supres -

sor do tipo intragênico. 

4 - Pelos testes de alelismo, verificou-se que os supressores proximais sao 

alelos entre si (alelos múltiplos) e que dos supressores distais sll_l 

e �y_J_ também são alelos. 

nos quatro locos Sllpressores. 

Concluiu-se, portanto, que existem pelo m� 

5 - O modo de ação dos Sllpressore.s pÔde ser relacionada com o mecanisJJo de 
- > , , 

regulaçao da sintese de acido nicotínico, onde nic 8 seria mutante no 

loco responsável pela produção de um repressor. Os supressores seriam 

mutantes nos locos responsáveis pela produção d9 um segundo r9pr3ssor, 

segundo uma adaptação ao mecanismo de r9gulação 9ID cascata, propo·3to 

por PONTE CORVO ( 1963) • Os testes de dip1Óid9s e het9rocários b>Jmozi-

gotos para nic 8 e heterozigotos para su nic 8 aão o suporb Gxper;l 

mental a esta hipótese. 
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6 - Todos os supressor9s, exceto o su 7 que envolve uma duplicação, apre

senta.raro éfeito pleiotrÓpico, ou seja, foram capàzes de suprimir o mu

tante nic� e conferir resistência à E-fluorofenilalanina (análogo da 

felilalanina) i Estes resultados foram interpretados segundo as observ� 

çÕes de WARR & ROPER ( 1965) de que o ácido shiquimico é um precursor co-

mum na síntese de ácido nicotínico e de fenilalanina. O aumento do n{-

vel daquele precursor (por ação dos supressores) resultaria naquele efei 

to pleiotr;pico. 

7 - Diferenças marcantes foram observadas nas linhagens com supressor, no 

que diz respeito à sua capacidad9 de crescimento, e comportamento de um 

modo geral, em diversos meios de cultura e tempos de incubaçã_o. A ana-

lise estatística evidenciou estas diferenças, as quais foram interpretã 

das como sendo um reflexo das diferenças entre os supressores, conside

rando que as linhagens são isogênicas que diferem apenas com relação 

aos supressores que encerram. 
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1 - Eleven nicotinic aoid non-requiring strains were obtainea following ul

tra-violet treatment of a strain which required nicotinic acid (strain 

MSE) of the filamentous fungus �2,tgillus nidulan.§.. 

2 - Nine of the eleven strains analysed mitotically had suppressors of the 

requirement caused by the nic-ª allele located in linkage group VII: 

!llQ_� itself is located in linkage group VII • 

3 - Meiotic analyses indicated the location of the gic 8 suppressors in 

relation to ni_g_g and v lQ markers in linkage group VII . Three of 

the suppressors (�, su 4 and su 9) were proximal to ni�� and y 

10 and other four were distal to nic ª and v 10 (.ê,.!Ld: , �.2 , su 

2, , and su 8) • ê..!::!.2. was not exactly located ana .ê.Q_� was shown to 

be an intragenic suppressor. 

4 - Allelism tests revealed that su 2 ,  su 4 and �2 were alleles ; also 

su 1 and .ê..9:..2 were allel9s. Consequently, there are at le�st four 

suppressor loci for the requiremeht caused by nic 8 .  

5 - The explanation of the mode of action of the suppressors was based in 

the cascade regulation mechanism proposed by P0NTEC0RV0 (1963). In this 

case
1 nic 8 produces a repressor. The suppressor produces a second r� 

pressor which prevents the production of the repressor by nic 8 .  Ana

lysis of heterokaryons and diploids homozygous for niQ_Q and heterozz 

gous for the different suppressors gave experimental support to this hy

pothesis. 



- 75 -

6 - All analysed slippressors, with exception of filL1 which involves a du

plicatión of genetic material, are pleiotropic since they are able to 

suppress the .túc 8 allele and also are able to confer resistance to 

_e-fluorophenylalanine, an analogot1s of the aminoacid phenylalanine.

This .pleitropic effect can be explained biochemically, since shikimic ã 

cid is a precursor of both phenylalanine and nicotinic acid ; an increã 

se in the amount of shikimic acid produced, throt1gh the action of the 

suppressors, results in the pleiotropic effect observed. 

7 - Striking differences were orserved for the different suppressors in re

lation to the growth rate of strains containing them in addition to the 

nig_g allele, and were interpreted as being solely due to the action 

of such suppressors since the use.d strains, with exception of the sup

pressors, were isogenic. 
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