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1. INTRODUÇÃO

O desenvolvimento de todo ser vivo ocorre através de uma se-

rie de reações bioquímicas geneticamente controladas. O esclarecimento des

sas reações tem se constituído num campo de pesquisa amplo, tanto do ponto 

de vista genético como bioquímico. O A6pe1tgillU6 vú.d.ui.a.n6 
P 

um fungo filame_!l 

toso� tem sido muito utilizado em pesquisas desde o trabalho pioneiro 

PONTECORVO e col. (1953). Atualmente os estudos genéticos com este 

estão bastante facilitados devido às vantagens típicas do sistema, ã 

de 

fungo 

exis-

tência de técnicas padronizadas e o acesso a diversos tipos de marcadores 

genéticos. Entretanto ,, os aspectos genéticos da morfogênese em A.õpeJtgillw.i 

vú.duianl.> tem sido pouco analisados, apesar da grande variabilidade morfolÕg.!_ 

ca apresentada por este microrganismo. 

-

Em vista destes fatos, o presente trabalho se propos ao estu-

do básico e inicial de um tipo particular de mutante morfolÕgico�o compacto, 

que é caracterizado por apresentar crescimento reduzido em relação ao tipo 

selvagem. Duas linhagens de crescimento normal foram tratadas com mutagêni

cos e derivados cottpactos forem obtidos ,, isolados e analisados geneticamente 
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procurando se determinar as alterações genéticas e a sua distribuição pelos 

oito grupos de ligação do A.6pe1tg.l.U.u.6 nidula.nó. 

Por outro lado 9 alguns mutantes morfológicos apresentam alte

rações no metabolismo� principalmente quanto a sua capacidade oxidativa(VER

BINA, 1960). Alterações dessa natureza foram também detectados em mutantes 

de crescimento restrito em microrganismos relacionados como a NeUll.o-0poM 

CJl.a.6.6a. e Sa.echaJtomyce.t, c.eJte.v.l!,iae.. Dessa forma, os mutantes compactos de 

A6petf.flillU6 nidula.YL6 obtidos no presente trabalho foram também a n alisados 

quanto ao consumo de oxigênio procurando-se verificar o comportamento desses 

mutantes em relação ao tipo normal. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA

A presente revisão pretende apresentar uma retrospectiva do 

que se tem registrado na literatura sobre o mutante compacto de lv.ipvr.gillU6 

nldu.la.n.& e microrganismos relacionados. Como a característica crescimento 

pode ser alterada por fatores genéticos cromossômicos e extra-cromossômicos :;

a revisão será sub-dividida abordando esses dois aspectos. 

2.1. Fatores de origem cromossômica determinando alterações morfolÕgicas 

g bem conhecido que fatores genéticos regulam o crescimento 

normal das colônias e na maioria das vezes esse efeito é associado a outras 

características morf olÕgicas. Em A6peJtgillU6 n,é,du.fu.n..6 ;, o primeiro mutante 

compacto foi descrito por PONTECORVO (1953); posteriormente� KÃFER(l958) re

lacionou os mutantes 11sma11r 1 (1.>m A) e compacto (e.o A) aos grupos de ligação 

III e VIII, respectivamente, 

BAINBRIDGE (1963) analisou alguns mutantes morfológicos entre 
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os quais se encontra o mutante mo 96 de característica compacta e enrugada ? 

obtido com o uso de S-propiolactona e mapeado no grupo de ligação IV� a 4�6 

unidades marcador -6 12.Foram também analisados outros mutantes com taxa de 

crescimento reduzida e o autor verificou que possivelmente a alteração morfo 

lógica devia ser causada por uma translocação não recíproca. 

BALL e ROPER (1966) trataram conídios de A6pVtgillU6 túduianJ.i 

com acridinas e dos variantes morfológicos obtidos destacou-se um compacto 

ªfluffy 1
' resultante de alterações em dois loci no grupo de ligação II. 

CUNHA (1S70) registrou o isolamento de 15 colônias de cresci

mento lento apôs tratamento de conídios com luz ultra-violeta. Destes,5 fo

ram submetidos à análise meiótica e 4 deles mostraram uma grande variabilid_! 

de em cruzamentos, possivelmente devido à ocorrência de translocaçÕes. Ape

nas um mutante "small" mostrou uma herança mendeliana regular e a mutaçao 

11-õmª foi localizada no grupo de ligação VI.

O efeito de alterações cromossômicas na morfologia e no cres

cimento foi também observado por BAINBRIDGE e ROPER (1966). A análise de co 

lÔnias ªcrinckled11
, que possuíam uma reduzida taxa de crescimento s 

mostrou 

que a alteração morfológica era devido ã duplicação de um segmento cromossô

mico. Estas colônias "crinckled11 apresentaram instabilidade mitÕtica produ

zindo setores, que em vários graus se aproximavam ao do tipo normal. 

HOUGHTON (1970) analisou 24 mutantes de crescimento lento 

(-6gp) que apresentaram incapacidade de utilizar os intermediários do ciclo 

do ácido tricarboxílico. Através de testes complementação eles foram dividi 

dos em cinco grupos, cada grupo representando um diferente cistron. Cada ci!_ 

tron foi relacionado com o seu grupo de ligação por analise mitótica e três 

mutantes foram mapeados, O sist2ma de citocromos� estrutura mitocondrial e 

resistência a inibidores respiratórios dos mutantes se mostrou aparentemen

te normal embora apresentassem características interessantes tais como pro-
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dução de pigmento reduzida e aumento da sensibilidade aos efeitos da irradia 

ção com luz ultra-violeta. 

LACAVA (1973) analisou quinze mutantes morfolÔgicos de A6-

peJtgillU6 n�a.n.6, resultantes da irradiação de conÍdios de linhagem normal 

com raios gama. Todos apresentavam crescimento lento e baixa conidiação. A 

analise genética desses mutantes revelou que o comportamento era de um gene 

simples na maioria dos casos; sugeriu também a ocorrência de 

em dois desses mutantes. 

translocações 

Apesar dos poucos casos descritos sobre os mutantes de cres

cimento lento ou compactos em MpeJtgillu..6 vúdui.an.6, os estudos feitos em um 

microrganismo relacionado, a Me.UJLD!ipo!Ut CJUU.6a., tanto ao nível bioquímico co 

mo genético foram de grande valor para melhor compreensão do fenômeno. 

Em tJe..wwf.ipOJta. o primeiro mutante morfolÕgico � chamado "button11 

foi descrito por LINDEGREN e LINDEGREN (1941) sendo caracterizado pelo seu 

crescimento restrito. Desde então um grande número de mutantes foram des

critos e mais de uma centena de loci foram mapeados. GARNJOBST e TATUM(1967) 

classificaram os diferentes mutantes morfológicos em seis grupos de 

com o tipo de crescimento apresentado. 

acordo 

O estudo dos mutantes morfológicos em NeUJLo!,pOJta. levaram a 

conclusão de que a morfologia neste organismo era influenciada principalmen

te pela composição química da parede celular. Os estudos iniciais, sob este 

aspecto, foram efetuados por TERRA e TATUM (1961; 1963). Os autores verifi

caram que a proporção glucosamina/glicose era alterada nos mutantes colo-

niais j sendo que estes apresentavam uma maior quantidade de glucosamina. 

quantidade total era a mesma e, portanto, deveria ocorrer alterações ao 

A 

-r 

n1.-

vel de estrutura e função da parede celular. Posteriormente, MAHADEVAN e

TATUM (1965) definiram os componentes da parede celular e comprovaram os ní

veis das diferentes frações do tipo selvagem com aquela dos mutantes. Foi 



.06. 

observado que a alteração morfológica estava associada ã variação no nível 

das diferentes frações. Entretanto, o nível de quitina, que constitui o 

maior componente da parede celular, não sofreu alteração indicando a sua não 

participação na determinação da morfologia em Newr.oépOlta... A importância do 

papel da quitina, todavia, não pode ser completamente nula desde que RUSSEL 

e SRB (1974) encontraram. altos níveis de uma enzima relacionada com a bios

síntese da quitina em alguns mutantes morfológicos. 

Os estudos da morfogênese em Newr.oépOlta.. foram também efetua

dos em fenocÕpias, obtidas por adição de sorbose ao meio de cultura (TATUM e 

col., 1949). Foi verificado por CROCKEN e TATUM (1968) que na presença de 

sorbose o fungo utilizava glicose com menor eficiência; uma pequena porcent!_ 

gem era incorporada como material celular e uma maior porcentagem era perdi

da como C02• Consequentemente, havia uma redução no peso seco em cerca de 

60%. Constataram tambêm que havia variação na composição da parede e atri

buíram a alteração morfológica ã um enfraquecimento da parede celular e prig_ 

cipalmente à taxa de reações envolvidas na síntese dos seus compostos, 

O mecanismo de indução de crescimento colonial em Newr.oépOJta, 

com o uso de sorbose, foi posteriormente esclarecido por MISHRA e TATUM(l972). 

Foi verificado "in vivo" e "in vitro" que sintetases de polissacarídeos eram 

inibidas por sorbose enquanto que a atividade destas enzimas não eram afeta

das em mutantes resistentes a sorbose. 

Alem dos estudos relacionando alterações morfológicas com pa

rede celular foram realizadas análises mais detalhados caracterizando mutan

tes defectivos para certas enzimas da biossíntese da parede e membrana celu

lar. Assim, BRODY e TATUM (1966) analisaram um mutante colonial (col-2) e 

verificaram que a mutação causava um decréscimo na afinidade da desidrogena

se glucose-6-fosfato para glucose-6-fosfato (G6P). Este decréscimo de afini 

dade foi fortemente correlacionado com um aumento do nível de G6P na linha-
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gero colonial. A enzima alterada e o alto nível de G6P segregaram com o mar

cador eol-2 e ambos retornavam ao normal com a reversão de eol-2. As evi

dências indicaram que o locus col-2 correspondia ao gene estrutural para de-

sidrogenase glucose-6-fosfato e que o efeito primário da mutação foi mudar 

a estrutura desta enzima, produzindo efeitos pleiotrÕpicos que conduziram 

uma alteração na morfologia. Posteriormente, SCOTT e TATUM (1970) analisa

ram os mutantes "balloon" e "frost'' e chegaram a resultados semelhantes, de

tectando mais dois genes estruturais para a desidrogenase glucose-6-fosfato. 

Na investigação de outros mutantes para o metabolismo de car

bohidratos :1 BRODY e TATUM (1967) analisaram os mutantes "ragged11 (rg) de Meu-

�ohpotc.a �ha e verificaram uma severa diminuição na atividade da enzima 

fosfoglucomutase. Em Ne.UILOhpOJta �lioplúl.a., dois loci não alelicos, �g-1 e 

Jtg-2, afetam a atividade de PGM-I e PGM-II, respectivamente, as duas iso

zimas da fosfoglucomutase (MISHRA e TATUM, 1970). 

Durante o estudo de dois outros mutantes, col-10 e, col-3
P

SCOTT 

e ABRAMSKY (1973) verificaram a presença de desidrogenase-6-fosfogluconato -

com parâmetros de cinética e termoestabilidade diferentes em relação ao tipo 

normal. 

Alem dos mutantes já citados, foram analisados outros mutan

tes morfológicos em Ne.u.JWhpo1ta1 procurando-se estabelecer a relação gene-en

zima (SCOTT, 1976; MISHRA, 1977). 

2.2. Fatores de origem extra-cromossômica determinando alterações morfo-

1Õgicas 

Além de fatores genéticos nucleares afetando a morfologia e 

taxa de crescimento, alguns autores observaram que fatores citoplasmáticos 
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também podiam produzir o mesmo efeito. Assim� ARLETT e col. (1962) analisa

ram o resultante 11red11 de A6peJtgillU6 n.ldulan..6, caracterizado por apresentar 

crescimento lento e excreção de um pigmento vermelho no meio de cultura. Os 

esporos haplÕides produziam colônias em mosaico com setores normais e "red". 

Os autores sugeriram que o caráter era resultante de uma interação entre com 

ponentes citoplasmáticos normal e mutante ou seja, que a variante "red;i era 

um "heteroplasmon11
• O teste do heterocãrio também evidenciou uma herança ci 

toplasmâtica, mas alguns resultados deram indícios de uma interação com fat2_ 

res nucleares. Est� interação pois posteriormente verificada por GRINDLE 

(1964), que introduziu o determinante "red" em diferentes linhagens através 

da heterocariose. Foi observado que os diferentes marcadores genéticos fa

voreciam o aparecimento do caráter "red" ou do tipo normal. 

Um estudo semelhante foi conduzido por FAULKNER e ARLETT 

(1964) côm a variante "minute11 de A.6peJtg..u...e..u.& n.ldula.n..6, obtida por ARLETT 

(1957). As colônias "minute" apresentavam setores com características do ti 

po normal t diferindo portanto, da segregação observada para a variante "red". 

Apesar disso, a similaridade de comportamento apresentada sob diversos as

pectos, sugere que o modo de herança deve ser o mesmo. 

A análise das variantes ''red" e "minute" levaram os autores 

a conclusão de que o citoplasma deve possuir um componente hereditário dese� 

penhando um papel crítico na diferenciação e desenvolvimento de A6peJtgillU6 

.udulanJ.>. 

Em Newtof.>po.!Ut clta,Ma e Saccha.1t.amyc,e.1, c..eJtevi.J.,i.,a,e., alguns muta� 

tes citoplasmáticos foram analisados em maiores detalhes. Em Me.ufLo.6 po!La 

CJta..Ma os estudos sobre herança citoplasmática iniciaram com a descoberta do 

"poky", um mutante de crescimento lento (MITCHELL e MITCHELL t 1952). O fenó

tipo "poky11 apresentava herança do tipo maternal e a propriedade de cresci

mento lento foi associada ã ausência de citocromos a e b. Mais tarde, foram 
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analisadas outras três linhagens de crescimento lento e uma delas, m,l-3 1 mo.! 

trou ll1l! comportamento semelhante ao "poky", e foi caracterizado como mutante 

citoplasmático (MITCHELL e col., 1953). O mutante m,l-3 apresentou um exces

so de citocromo c e ausência de citocromos a. Em estudos de ribossomos mito 

condriais, RIFKIN e LUCK (1971) encontraram uma deficiência na síntese (ou 

agregação) das pequenas unidades ribossômicas da mitocôndria. A falta des

tas pequenas sub-unidades era mais relativa do que absoluta, pois durante a 

fase estacionária de crescimento esta quantidade aumentava. Os autores sug� 

riram que a anormalidade no padrão de citocromos era uma consequência direta 

da deficiência de ribossomos. 

Em SacchMomyce.& ce/t.evl6,la.e a primeira demonstração de heran

ça citoplasmática foi proveniente do trabalho de EPHRUSSI e col.(1949). Des

creveram os mutantes "petite", que são deficientes respiratórios e portanto, 

de metabolismo anaerobico. Os mutantes "petite11 compreendem uma série de li 

nhagens nas quais foram detectadas alterações em diferentes graus no DNA mi

tocondrial. Entretanto, ao nível de atividade respiratória não foram obser

vadas diferenças. A ausência de atividade respiratória foi mostrado ser re

sultante da falta de citocromos a e b; o c aparece em. maior quantidade 

(MITCHELL e col., 1953). YOTSUNAYAGI (1962) observou mudanças no tamanho e 

distribuição de mitocôndrias em diferentes estágios de cultura. Durante a 

fase de crescimento exponencial as diferenças sao pequenas, mas quando o 

crescimento cessa as diferenças aumentam. As células normais apresentam mi

tocôndrias com cristas regularmente dispostas, de tamanho e forma semelhan

tes, enquanto que os "petite" desenvolvem uma série altamente polimÕrfica de 

mitocôndrias. 

Alem desses "petite" chamados de neutrais EPHRUSSI e col. 

(1955) registraram uma segundo grupo de "petites" chamado supressivo. No cru 

zamento neutral X selvagem o diplÕide e os segregantes F 1 apresentam respir!!!:, 

ção normal. No cruzamento supressivo X selvagem os resultados dependem do 
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tempo de esporulação. Se os diplÕides esporulam logo após o cruzamento to

dos os segregantes são 11petite"; se a esporulação for retardada todos os F1 

serão selvagens. Neste caso, as células normais multiplicam-se muito mais 

rapidamente que os 11petite" e estes são gradualmente reduzidos em frequên

cia. A esporulação requer metabolismo respiratório que é ausente em mutan

tes "petite", seja do tipo neutral ou supressivo. Mas, se o diplÔide espor� 

la imediatamente, os petite podem esporular devido às enzimas . ... . resp1rator1as 

da linhagem normal ainda presentes no citoplasma do zigoto. A supressividade 

tem sido considerada como a replicação preferencial do DNA mitocondrial mu

tante. Entretanto, o mecanismo pelo qual isto ocorre não estã bem estabele

cido; uma série de informações podem ser obtidas em SAGER (1972).
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3. MATERIAL E MtTODOS

3.1. Simbolo, fenõtipo e localização dos mutantes 

Símbolo F 
... 

e n o t i p o Localização 

Morfológicos 

W A3 conídios brancos II L 

tj A1 conídios amarelos I R 

Nutriaionais 

a.d E20 requisito para adenina I R 

b,i, A1 requisito para biotina I R 

me..th G 1 requisito para met\onína IV L 

rú.c Be requisito para âcido nicotínico VII 

pa.ba. A1 requisito para ácido p-aminobenzóico I R 

plr.O A1 requisito para prolina 1 R 

ptjlr..O A4 requisito para piridoxina IV R 

IÚbo Bs requisito para riboflavina VIII R 

.6 Bs requisito para tiossulfato VI 
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símbolo F e n Ó t i p o Localização 

Fontes de carbono 

Supresso:!'l 

não crescimento com meio de acetato como 

fonte de carbono 

não crescimento em meio de galactose co

mo fonte de carbono 

supressor do mutante ad E20

V 

III L 

I L 

A origem e descrição dos mutantes podem ser encontrados em 

CLUTTERBUCK (1974). A localização dos marcadores genêt.icos estã representa

da na Figura 1. 

3.2. Linhagens utilizadas 

a. Linhagem MSE ( 11Master Strain E"): possui um marcador gené

tico em cada um dos oito grupos de ligação(Mc CULLY e FOR

BES, 1965).

b. Linhagem b,i, A1 ; meth G1 : possui o marcador genético bi. A1

no grupo de ligação I e met.h G 1 no grupo de ligação IV.

c. Linhagem p}LO A1� pa.ba As; lj A1: possui os marcadores gene-

ticos,plW A1, pa.ba As e y A 1 no grupo de ligação I.

As linhagens utilizadas foram obtidas da coleção existente no 

Setor de Genética de Microrganismos do Instituto de Genética da Escola Supe

rior d.e Agricultura "Luiz de Queiroz". Foram mantidas em tubos com meio com 



II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

su A1 ad E20 

s B3 

fac A303 
• 

nic Be 

' 
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pro A1 paba A6 YA1 adE20 bi A1 

pyro A4 

ribo Bs 

Figura 1 - Mapa genético de A6peJc.g..Ulw., n,ldula.n6. As distâncias dos marca

dores genéticos não estão em escala no mapa. o = Centrômero. 



pleto inclinado à cerca de 4
°
c.

3.3. Meios de cultura 

3.3.1. Meio minimo (PONTECORVO e col., 1953) 

Nitrato de sÕdio . . . • . . . . . . . . . . • 

Sulfato de magnésio heptahidratado . . . 

Cloreto de potãssio. . . . . . . . . . . . . 

Fosfato dihidrogenado de potâssio. . . . . 

Sulfato de ferro 

Sulfato de zinco • lit • ti • . . . . . 

Dextrose • 

Ãgar . . . . 

. . • • o . . . . . . 

. . . . .

. . 

• .

. . 

. . 

. 

. 

. 

. . . 

. . . 

. . . 

• . . 

. . . 

. . . 

Ãgua • •  . . . . . . . . . • • • • • • • • • o 

O pH foi ajustado para 6,8 com NaOH 4% ou HCl lN. 

3.3.2. Meio completo {PONTECORVO e col., 1953) 

Foi adicionado ao meio minimo: 

Peptona (Fisher) • • • • • •  

Caseina hidrolizada (Oxoid). 

Extrato de leveduras {Oxoid) 

" • • • o 

. . . . . . . . 

. . . . . . . 

Hidrolisado de ácido nucleico de leveduras • •  

Solução de vitaminas • . . . 

O pH foi ajustado para 6,8 com NaOH 4% ou HCl lN. 

. . . . . 
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6,00 gramas 

0,52 

0,52 

1,52 

traços 

traços 

li 

" 

10,00 

20,00 

gramas 

li 

1.000 ml 

2,00 gramas 

1,50 

0,50 

2�5 ml 

1,0 ml 

" 

li 



3.3.3. Meio de aalactose 

Galactose . • o o o • • • • •  " º º 

Meio mínimo líquido sem dextrose • •  

Ãgar " º º º º º º º

. . 

• • 0 0 0 0 0 0 0 0 0 • 

3.3.4. Meio de acetato de amônia (.APIRION, 1962) 

o ó o • Q o o o o o • . . . Acetato de amônia . 

Cloreto de sÕdio. º " º º º º º º º º º

Sulfato de magnésio heptahidratado o ó o • • o 

Fosfato dihidrogenado de potássio • •  

Sulfato de ferro.

q • • o 

Sulfato de zinco • •  o o c:i o o o o o o o o o e o o o o o

Ãgar 

Ãgua O O O O (t O o (1 O O O O ó O O O O O O O O CI O

O pH foi ajustado para 6,1 com NaOH 4%. 

Ea teri Uzação 
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10 ,O gramas 

1.000 ml 

20 �º gramas 

12 10 gramas 

2,0 gramas 

0 s 5 gramas 

3 s0 gramas 

traços 

traços 

15,0 gramas 

1.000 ml 

Os meios de cultura foram esterilizados. em autoclave ã pres

são de 1 atmosfera durante 15 minutos e mantidos ã temperatura ambiente� no 

escuro. 

3.3.5. f.1eio mínimo líquido+ 2% de meio completo 

Foi adicionado 2% de meio completo líquido ao meio mínimo lí

quido. A mistura foi distribuída em tubos (2,5 ml em cada tubo) e a seguir 
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os tubos com a mistura foram autoclavados e mantidos no escuro. 

3.4. Soluções e reagentes 

3.4.1. Hidrolisado de ácido nucleico de leveduras 

Ãcido nucleico de leveduras • • •••• • 2 gramas em 15 ml de solução nor 

mal de HCl. 

Ãcido nucleico de leveduras • • • •• • •  2 gramas em 15 ml de solução 

normal de NaOH. 

As duas soluções foram aquecidas por 20 minutos em banho ma

ria j misturadas e o pH foi ajustado para 6,0. A solução foi filtrada� o vo

lume completado para 40 ml e a seguir, guardada em vidro escuro, com cloro

fórmio como preservativo, a s
º

c.

3.4.2. Solução de cloroneb 

l,4-dicloro-2,5-dimetoxil benzeno • •  

Água esterilizada • • •• fl O O O C I)  

3.4.3. Solução salina 

e O • o c, ' . . 

100 mg 

50 ml 

Foi preparada uma solução de NaCl 0�9% com água destilada. 

Foram colocados 9 ml da solução em frascos e os mesmos foram autoclavados e 

mantidos à temperatura ambiente. 



3 .4 .4. Solução de "Tween 11 
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Foi adicionado "tween 11 80 ã. água destilada em uma concentra

çao de 0 j l% (v/v). 2,5 ml da solução foram colocados em tubos e esses foram 

em seguida autoclavados e mantidos à temperatura ambiente. 

3.4.5. Solução de vitaminas 

Ãcido nicotínico . • • •

Ácido p-aminobenzóico • •  

0 0 0 0 0 • 0 0 0 0  • 100�0 mg

10,0 mg

50,0 mg 

0�2 mg 

50,0 mg 

• 100,0 mg

Aneurina 

Biotina.

Piridoxina

Riboflavina.

o • o • • o • • • º º " 

o t-1 • o o 

Ãgua destilada

. . 

• -• . •  100,0 ml

A solução foi colocada em banho-maria por 15 minutos e guar

dada em frasco escuro no refrigerador $ sob clorofórmio. 

3.4.6. Suplementos adicionados ao meio mínimo 

Substância 

Ãcido nicotfnico 

Ãcido p-aminobenzôico 

Adenina 

Biotina 

Metionina 

Piridoxina 

Prolina 

Concentração final 

0 125 l-lg/ml 

0 925 µg/ml 

25;0 µg/ml 

O, 10 µg/ml 

50,00 µg/ml 

O j 25 µg/ml

50,00 µg/ml 



Substância 

Riboflavina 

Tiossulfato de sódio 

3.4.7. Solução ácida de antrona 

Antrona , • • • 

Ãcido sulfúrico (95%) • o • 

o o • • • 

Concentração final 

O �50 µg/ml 

100 �00 lJg/ml 

3.4.8. Solução de cloreto de potãssio (KC1 0 1154M) 

Cloreto de potássio 

Água destilada • • • 

o ó o ó o 

3.4.9. Solução de glicose 

Glicose • . . 

Água destilada, • • • 

11,l ó o o 

1,12 g 

1.000 �O ml 

180 mg 

100,0 ml 

3.4.10. Solução de hidróxido de potássio (KOH 18%) 

Hidróxido; de potássio • • • 

Água destilada • • • • • • • . . . . . . . . . .

18 g 

100,0 ml 

.18. 



3.4.11 Tampão fosfato (S�rensen) pH = 6 i8 

Solução A: 

Solução de fosfato de sódio monobãsico 0,2M • • • 27 9
8 g em 1.000 ml

Solução B: 

Solução de fosfato de sódio dibãsico 0,2M • . • .  53�65 g em 1.000 ml 

Para obtenção do pH = 6,8, foram misturadas: 

Solução A: 51,0 ml 

Solução B: 49,0 ml 

.19. 

A mistura foi diluída para um total de 200 ml e em seguida 

foi esterilizada e mantida no refrigerador. 

3.4.12. Solução de tris-ãcido maleico (ADELBERG e col., 1965) 

A solução de tris-acido maleico consiste de meio-mínimo onde 

os sais de fosfato foram substituídos por� 

2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiol (tris) M/20

Ãcido maleico • • •  o � (, • 

. . • 0,6057 g

. 0,5804 g 

Meio mínimo líquido • •  • ,e o o o o ml 

O pH da solução foi ajustado para 6,0 com NaOH. 

A solução foi autoclavada e mantida no refrigerador. 

3.5. Semeadura e incubação 

Para obtenção de colônias isoladas os conÍdios foram trans

feridos para tubos com 2�5 ml de solução de 11tween11 • As cadeias de conÍdios 
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foram desagregadas por agitação no 11Vortex núxer". A estimativa do numero 

de conídios foi feita em hematímetro Newbauer. Diluições adequadas foram fei 

tas em 9 ml de solução salina para obtenção de cerca de 30 -50 colônias por 

placa. Foi espalhado 0,1 ml da suspensão final em meio de cultura sÕlido 

com a alça de Drigalsky. 

As placas mestras para análise genética foram preparadas ino-

culando-se os conídios das colônias segregantes em 26 pontos de 

1 + 5 x 5, marcados no fundo da placa. A transferência destas 26 

disposição 

colônias 

para diferentes meios de cultura foi feita por intermédio de um replicador 

de 26 pontas. 

Durante todo o experimento a temperatura de incubação foi de 

37°c, exceto nos casos que serão assinalados. 

3.6. Tratamento com mutagênicos 

Com a finalidade de aumentar a frequência de mutantes ,as li

nhagens bi A1; me;th G1 e pM A1; paba A6 ; y A1 foram tratadas com dois a

gentes mutagênicos: luz ultra-violeta e N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina 

(nitrosoguanidina ou NTG). 

3.6.1. Tratamento com luz ultra-violeta 

Os conídios de colônias com 5 - 7 dias de incubação foram tran 

feridos para tubos com 2 9 5 ml de solução de !ltween" e agitados para desagre

gação das cadeias. 1 ml dessa suspensão foi colocado em 9 ml de solução sa

lina e esta suspensão diluída foi colocada em uma placa de Petri para irra-
~ � o � 

diaçao. A lampada utilizada foi a Mineral light 2650 A ,  a cerca de 20 cm 
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de distância da suspensão de conídios. Amostras de O ,1 ml foram retiradas 

nos tempos O, 1, 2 e 4 minutos e diluídas em solução salina. Foi semeado 

0 11 ml da suspensão de conÍdios irradiada em placas com meio completo para 

determinar a porcentagem de conÍdios sobreviventes e proceder-se ao isolamen 

to de derivados compactos. 

3 .6. 2. Tratamento com M-meti 1-N'-ni tro-rl-ni trosoguani dina 

O tratamento com nitrosoguanidina foi realizado de acordo com 

a técnica descrita por CLUTTERBUCK e SINHA (1966). 

Os conÍdios de colônias com 5 -7 dias de incubação foram col2_ 

cados em 2 ml de solução tris-ãcido maleico pH = 6,0. Forem dissolvidos 6�0mg 

de NTG em 10 ml de solução tris-ãcido maleico e após aquecimento as soluções 

foram misturadas e incubadas à 37°c com agitação ocasional. A concentração 

final foi de 0,5 mg de NTC por ml. As S111ostras foram retiradas após 10, 20 

e 30 minutos em alíquotas de 2 mlt centrifugadas e suspensas em solução sali 

na (2 vezes). Diluições convenientes das amostras foram semeadas em placas 

com meio completo para determinar a porcentagem de sobrevivência e proce

der-se ao isolamento dos derivados compactos. 

çao de NTG. 

Como controle foi adotado o mesmo procedimento ,mas sem adi·� 

3.7. Identificação e isolamento dos derivados compactos 

Os derivados compactos foram identificados visualmente compa

rando-se o seu crescimento em relação ã linhagem original. Os derivados se

lecionados foram transferidos isoladamente para placas com meio completo,pu-
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rificados e estocados em tubos com meio completo inclinado. 

3.8. Crescimento dos derivados compactos 

Os derivados isolados foram inoculados no centro de placas 

com meio completo e após uma semana de incubação foram feitas medições do 

diâmetro da colônia. Como controle foi utilizada a linhagem normal bi A1: 

meth G1 

3.9. Produção de setores 

O grau de instabilidade mitÕtica de• t:&a linhagem pode ser 

observada através da produção de setores. Para verificar a possibilidade de 

ocorrência deste fenômeno, os conidios dos derivados compactos foram inocu

lados no centro de placas com meio completo e incubadas durante sete dias. 

Decorrido este tempo procedeu-se à verificação da instabilidade pela forma

ção ou não de setores. Estes podem ser reconhecidos pela morfologia e {ou) 

taxa de crescimento alterada. 

3.10. Análise genética 

3.10.1. Heterocãrios 

O primeiro passo na análise genética consiste na obtenção de 

heterocârios que resultam da inclusão de dois núcleos diferentes num cito

plasma comum. Para obtenção de heterocãrios procedeu-se de acordo com a 

técnica descrita por PONTECORVO e col. (1953). Os conÍdios de duas linha

gens com marcadores genéticos diferentes. foram colocados em 2 ?5 ml de meio 
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mínimo líquido+ 2% de meio completo, Este meio completo favorece um peque-

no crescimento para que possa ocorrer a anastomose das hifas, A suspensao 

foi incubada durante 4 - 6 dias apôs o qual a massal micelial formada na su

perfície do meio de cultura foi removida, recortada e transferida para pla-

. ... . cas com meio m1n1mo. 

Os heterocãrios para análise genética foram preparados a par�

tir dos derivados compactos isolados com a linhagem MSE. 

Por convenção os componentes do heterocârio foram separados 

pelo sinal+. 

3.10.2. Isolamento de diplÕides 

Os diplÕides heterozigotos foram obtidos usando-se a técnica 

de ROPER (1952). Cerca de 106 conídios de um heterocário balanceado 

semeados em meio mínimo. Os conÍdios haplÕides não se desenvolvem 

foram 

neste 

meio, entretanto, com a fusão de núcleos haplÕides há formação de núcleos di 

plÕides heterozigotos que originam os conídios diplÕides capazes de crescer 

em meio mínimo. As colônias diplÕides isoladas foram purificadas em meio mi 

nimo e estocadas em meio núnimo inclinado. 

Por convenção os componentes de um núcleo diplÕide foram se

parados pelo sinal //. 

3.10�3. Análise mitÕtica via ciclo parassexual 

A indução para haploidização dos diplÕides foi feita usando

-se um análogo de aminoácido, a p-fluorfenilalanina (MORPURGO� 1961) e prin

cipalmente cloroneb (SANT' ANA'} 1974), nas concentrações de 35 e 15 µg/ml� 



respectivamente. Os conídios diplÔides foram inoculados em quatro pontos 

equidistantes em placas com meio completo mais a droga. Apôs sete dias de 

incubação os setores haplÔides produzidos foram purificados por estrias em 

meio completo • 

A segregação somática induzida envolve segregação de cromosso 

mos inteiros de forma que todos os marcadores genéticos de um grupo de liga

çao segregam como uma unidade. Consequentemente, genes mutantes podem ser 

relacionados com um grupo de ligação em particular, usando-se diplÕides sin

tetizados entre o mutante compacto e uma linhagem testadora com marcadores 

genéticos nos oito grupos de ligação. 

Os segregantes haplÕides isolados foram classificados quanto 

aos fatores de crescimento e morfologia (cor dos conÍdios). 

3.10.4. Anãlise meiõtica 

A análise meiótica foi efetuada de acordo com a técnica des

crita por PONTECORVO e col. (1953). Os heterocârios obtidos dos divers o s  

cruzamentos foram transferidos para placas com meio mfnimo e após 7 - 10 dias 

de incubação os cleistotécios estavam formados e maduros. Cada cleistotécio 

foi 9 previamente limpado de conídios e células de HÜlle aderentes j transfer!_ 

do para a parede de um frasco com solução salina (3 - 4 ml) e rompido c om 

uma alça de platina. Comprovada a natureza híbrida do ·cleistotécio a sus

pensão de ascosporos foi diluída e semeada em meio completo. Após três dias 

de incubação as colônias puderam ser caracterizadas quanto ã morfologia(nor

mais ou compactos). Para se obter os dados de ligação genética as colônias 

segregantes foram isoladas e inoculadas em placas mestra d e  disposição 

1 + 5 x 5. Os requisitos nutricionais de cada colônia foram ensaiados usan

do-se um replicador de 26 pontas adequadas para a transferência simultânea 
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das 26 colônias da placa mestra para placas com meio mínimo suplementado com 

os diferentes requisitos nutricionais. A resposta de crescimento foi nor

malmente observada após 24 horas para o marcador biotina� 48 horas para os 

demais marcadores e algumas vezes 72 horas para o marcador galactose. 

Os valores de ligação genética foram obtidos através da fÕrmu 

la: 

r 
C = - X 100n 

r = n9 total de recombinantes. 

n = n9 total de ascosporos analisados. 

O desvio padrão foi calculado p�la fórmula: 

/p (1-p) 

p = frequência de recombinantes. 

n = n9 total de ascosporos analisados. 

3.10.5. Teste do heterocãrio 

O teste do heterocario foi efetuado de acordo com o método des 

crito por JINKS (1963). Através deste teste pode ser verificada a 

citoplasmática do caráter compacto. 

origem 

O heterocârio foi preparado conforme o item 3.10.1, entre um 

derivado compacto e a linhagem MSE, colocado para desenvolver em meio mínimo 

e incubado durante uma semana. Com uma alça de platina foi retirada uma a-

mostra de conídios formados pelo heterocârio e após diluições convenientes 
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os conídios foram semeados em placas de meio mínimo suplementadas com os 

requisitos nutricionais de uma e de outra linhagem envolvidas no cruzamento. 

O teste do heterocãrio ê baseado na fusão citoplasmática que 

ocorre entre micélios de diferentes linhagens. Sendo o caráter determinado 

por fatores citoplasmáticos os conídios provenientes do heterocârio serão e_! 

clusivamente do tipo normal ou compacto p dependendo da interação entre eles; 

se for um caráter determinado por fatores nucleares deverão surgir os dois 

tipos de morfologia, normal e compacta 9 associados com os marcadores genéti

cos de cada linhagem. 

3.11. Respirometria 

3.11.1. Preparação da suspensão micelial 

Os conídios de colônias com sete dias de crescimento fora m  

transferidos para 2,5 ml de ºtween' 1 e agitados vigorosamente para desagrega

ção das cadeias. Uma alíquota de 1 ml dessa suspensão foi colocada em 5 ml 

de meio completo líquido e levada ao agitador durante 24 horas ã temperatu

ra de 37 °c (± 2°c). A massa micelial formada foi lavada duas vezes em solu

ção de KCl 0,154M em uma centrífuga a 7 .000 rpm durante 3 minutos. Foram sus 

pensas em 6 ml da solução de KCl e levadas novamente ao agitador durante 16 

horas. Esta operação foi efetuada afim de minimizar o nível da respiração 

endógena. Decorrido este tempo a suspensão micelial foi centrifugada duas 

vezes em 5 ml de tampão fosfato pH = 6�8 i colocada em 10 ml deste tampao e 

a seguir distribuídas nos frascos de reação do aparelho. 

A titulação foi feita a partir da suspensão inicial de con1.-

dios, por diluição em série e semeadura. A contagem de conÍdios em hematí

metro não foi empregada devido ã escassez na produção de conídios entre as 
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linhagens compactas. O método empregado corresponde à uma determinação da 

viabilidade celular ? que substitui favoravelmente o método usual de conta-

gem. O número de células viáveis foi mantido entre 5 x 105 a 5 x 106 cels/mL 

3.11 .2. Determinações manométricas 

As determinações manométricas foram feitas em aparelho de 

Warburg. Durante a operação os frascos de reação foram mantidos em banho-

. � o . -
-maria a temperatura de 37 C

? 
com ag1taçao. 

A calibragem j feita com a finalidade de determinar o volume 

total do sistema fechado
? foi efetuada de acordo com o método 

BACILA (1960) usando-se mercúrio. 

descrito por 

3.11.3. Preparação do aparelho de Warburg 

Os cinco conjuntos de manômetros e os respectivos frascos de 

reação foram distribuídos da seguinte forma: o 19 conjunto como termobarôme·

tro; o 29 para medir a respiração endógena e o 39, 49 e 59 para medir o con

sumo de 02 usando-se glicose como substrato. 

O termobarômetro foi utilizado para corrigir as modificações 

que se verificam durante a operação� da pressão e da temperatura. 

zado volume de tampão idêntico ao volume de líquido dos frascos de 

Foi utili 

reaçao. 

Inicialmente ? os frascos de reação e as respectivas rolhas fo 

ram untadas com lubrificante 11Dow corning" nas regiões esmerilhadas. Pedaços 

retangulares de papel de filtro (0�5 x 5 cm) foram dobrados e colocados no 

interior do poço central de cada frasco, embebidos com solução de KOH afim 

de dar maior superfície de absorção ao C02 que evolui durante a operação. 
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Nos frascos de reaçao foram colocados a suspensa.o micelial, 

substrato (glicose) e hidróxido de potássio� obedecendo à seguinte distri

buição: 

. Corpo principal Braço lateral Poço central N9 do frasco Utilização (2 �5 ml) (O 92 ml) (O �2 ml) 

184 TB tampão P04 tampão P04 K0H 

145 Endógeno Susp. micelial tampa.o P04 K0H 

135 Respiração H li glicose K0H 

199 Respiração 11 li glicose K0H 

192 Respiração li ;i glicose K0H 

O aparelho de Warburg foi ligado horas antes do início do 

experimento para que o mesmo entrasse em equilíbrio térmico. A temperatura 

do banho-maria foi mantida ao redor de 37 ± 1
°
c.

O experimento foi realizado durante 420 minutos com leitu

ras no intervalo de 60 minutos. Para a realização do mesmo seguiu-se a me

todologia citada por UMBREI'IT (1964). O tubo à direita do manômetro foi 

mantido à altura dos 170 mm durante o início do experimento. Quando foi atin 

gido o equilíbrio a torneira do aparelho foi fechada e a coiuna da solução 

de Krebs foi elevada ã altura de 180 mm. Para as leituras 1 
a coluna da di

reita foi nivelada até a altura dos 180 mm e a variação foi lida pela colu

na da esquerda. 

A variação da coluna é resultante das variações de pressa.o 

e temperatura ocorridas durante o experimento e também ao consumo de 02 da 

suspensão micelial, Para ser obtida a variação devido apenas ao consumo de 

02, é feita uma comparação com a variação obtida pelo termobarômetro. Ava

riação resultante, devido ao consumo de 02, é multiplicada pelo respectivo 

valor de k02 e o resultado é obtido em µ1 de 02 consumido. 
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3.11.4. Consumo de glicose 

3.11.4.1. Reta padrão de glicose 

A reta padrão de glicose foi feita com a finalidade de ser

vir como ponto de referência para quantificar a glicose residual em cada ex

perimento. O método usado para determinar a quantidade de açúcar foi o mét.2, 

do da antrona i conforme BACILA (1960). Consistiu em se utilizar 2 ml da so

lução de glicose de concentração conhecida ao qual foi adicionado 8 ml da so 

lução de antrona com seringa� esperou-se 15 minutos e a leitura foi feita 

em colorímetro Klett utilizando-se filtro verde 540 µm. 

A reta padrão foi feita com quantidades de glicose dei 20� 40� 

60 e 80 µg/ml. 

3.11.4.2. Dosagem da glicose residual 

A glicose foi adicionada em cada frasco como substrato e a 

glicose residual foi medida apôs 420 minutos de operação no apare 1 ho de 

Warburg. 

A determinação de glicose foi feita pelo método da antrona, 

nas mesmas condições do item anterior j usando-se agora 2 ml do conteúdo lí

quido de cada frasco de concentração de açúcar desconhecida. A leitura obti

da foi relacionada com a reta padrão para ser obtida a dosagem da glicose 

residual. 
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3.11 .5. Assimilação oxidativa 

O cálculo da porcentagem de assimilação oxidativa foi feito 

segundo BACILA (1960) e DARBY e GODDARD (1950). 

A quantidade de glicose consumida foi calculada subtraindo

-se a quantidade inicial de substrato àquela que sobrou no final de 420 minu 

tos de operação. A quantidade de glicose oxidada foi calculada assumindo-se 

a reação� CsH1206 + 6 02 ➔ 6 C02 + 6 H20, ou seja, que 6 moléculas de 02 

são utilizadas por unidade de glicose. Como cada molécula grama de 02 

igual a 22�4 1 de 02� serão necessários 134�4 1 para oxidação de 1 mol de 

glicose. A quantidade de glicose consumida é conhecida e pode-se então esta 

belecer o consumo de 02 esperado. O excesso de 02 entre o valor esperado e 

o observado foi considerado como a% assimilada e calculada pela fÔrm.ula�

02 esperado - 02 observado 
% assimilação oxidativa = ------------- x 100 

02 esperado 
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4. RESULTADOS

4.1. Tratamento com mutagênicos

Os conidios das linhagens b,,[ A1 ; meth G 1 e p�o A1; paba As; 

y A1 foram tratados com luz ultra-violeta e nitrosoguanidina. A porcenta

gem de sobreviventes e de derivados compactos ê apresentada nos itens 4.1.1. 

e 4.1.2. 

4.1.1. Tratamento com luz ultra-violeta (UV) 

Os conidios das linhagen's biA1; me:th G 1 e pM A1; paba. As ; 

y A1 submetidos ã irradiação com luz ultra-violeta em diferentes tempos for

neceram os resultados apresentados na tabela 1 e 2 e esquematizados na fi

gura 2. 
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Tabela 1 - Tratamento com luz UV: porcentagem de sobreviventes e de deriva

dos compactos da linhagem bi A1; me;th G1. 

Tempo (minutos) o 1 2 4 

Total de conidios 5,2 X 106 2,4 X 10
6 1,4 X 10 5 3,1 X 10

4 

N9 de colonias examinadas 332 155 299 350 

% de sobreviventes 100 46,7 2,9 0,6 

% de compactos o o 0,7 6 

Tabela 2 - Tratamento com luz UV: porcentagem de sobreviventes e de deriva

dos compactos da linhagem pll.O Ai; paba AG; y A1; 

Tempo (minutos) 

Total de conidios 

N9 de colonias examinadas 

% de sobrevivente!'! 

% de compactos 

o 

4�6 X 10 7

463 

100 

o 

1 

1,1 X 107

207 

23,9 

0,5 

4.1.2. Tratamento com nitrosoguanidina (MTG) 

2 4 

1,2 X 106 3,5 X 10 5 

213 383 

2,6 0,8 

1,0 2,1 

Os conidios das linhagens byA 1; me;th G 1 e p1w A1; µa.ba A 6; 

y A1 tratados com nitrosoguanidina ã concentração de 0,5 mg/ml em diferen

tempos forneceram os resultados apresentados nas Tabelas 3 e 4 e esquematiz.!, 

dos na Figura 3. 



Tabela 3 - Tratamento com NTG: porcentagem de sobreviventes e de 

compactos da linhagem bi A 1 ; meth G 1 •

Tempo (minutos) o 10 20 

Total de conÍdios 3,8 X 10 7 3,7 X 10 6 1,1 X 10 6

N9 de colônias examinadas 828 152 750 

% de sobreviventes 100 9,8 3 1) 0 

% de compactos o 3,3 4,0 

.33. 

derivados 

30 

l ll l X 105 

854 

0,3 

4,7 

Tabela 4 - Tratamento com NTG: porcentagem de sobreviventes e de derivados 

compactos da linhagem p/W A1; pa.ba As; y A1. 

Tempo (minutos) o 10 20 30 

Total de conÍdios 6,5 X 10 7 5,6 X 10 6 4,9 X 106 4,9 X 10 5 

N9 de colônias examinadas 391 508 587 491 

% de sobreviventes 100 7,9 5,1 0�6 

% de compactos o 0,4 1 1,6 

4.2. Identificação e isolamento dos derivados compactos 

A identificação dos isolados compactos foi feita visualmente 

baseando-se apenas nas características de crescimento. Foram isolados 20 de 

rivados compactos dos diversos tratamentos efetuados resultantes das linha

gens bi A1; meth G1 e p)l.O A1; pa.ba A6; y A1• A origem e descrição dos deri

vados compactos pode ser vista na Tabela 6. 
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Figura 2 - Porcentagem de sobreviventes das linhagens b-i A1; me:th G 1 e 
pJt..o A1; paba As; y A 1 apôs tratamento com luz ultra-violeta. 
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4.3. Crescimento dos derivados compactos 

O crescimento dos derivados compactos foi observado atraves 

da medição do diâmetro das colônias com sete dias de incubação. Os conídios 

foram inoculados no centro de placas com meio completo solido e a medição 

foi efetuada com uma régua milimetrada. Foram feitas 10 placas para cada 

derivado e a media obtida pode ser vista na Tabela 6. A análise estatística 

efetuada através do teste F e Tukey se encontra na Tabela 5. Como controle 

foi utilizada apenas a linhagem bi A1; meth G 1 que apresentou diâmetro 

dio da colônia semelhante ã linhagem p�o A 1 ; paba A6; y A1. 

4.4. Classificação dos derivados compactos 

me-

Os derivados compactos das linhagens �o A1; paba As; Y A1 e 

bi A1; meth G 1 foram classificados de acordo com as características de cres

cimento e a origem. Os isolados de n9 1 ã 11 são derivados da linhagem 

bi A1; meth G 1 e os de n9 12 a 20 são derivados da linhagem �o A1; paba A6;

y A1 classificados em ordem crescente de crescimento (diâmetro médio das co 

lÔnias). 

Tabela 5 - Anâlise estatistica do diâmetro da colônia da linhagem 

meth G1 e dos derivados compactos. 

Fonte de variação G.L. S.Q. Q.M. F 

Isolados 20 433,4792 21�6739 2.798,4565** 

Resíduo 189 4,7969 0,3858 

TOTAL 209 438.2762 

Coeficiente de variação • 4,26. 
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Para verificar se havia diferenças significativas entre dois 

isolados quaisquer foi aplicado o Teste de Tukey 9 de acordo com PIMENTEL GO

MES (1966)� obtendo-se� 

b, = 1,11 

5% 

Pelos resultados obtidos observa-se que todos os isolados COE:_ 

pactos apresentam uma diferença significativa, ao nível de 5% de probabilid!: 

de, em relação ã linhagem normal. 

4.5. Produção de setores 

Alguns isolados compactos apresentaram o fenômeno de instabi

lidade produzindo setores de morfologia diferente em relação ao tipo origi

nal. Para verificar este fenômeno cada isolado foi inoculado no centro de 

30 placas com meio completo e apos 7 dias de incubação foi verificado a for-
~ -

maçao ou nao de setores. A Tabela 7 mostra os resultados encontrados para 

os derivados que apresentaram instabilidade. Os demais isolados se mostra

ram estáveis, assim como as linhagens normais bi A1 ; me;th G 1 e pMA1; pabaAG; 

Em muitos derivados instáveis a formação de setores nao 

muito nítida. Assim o isolado 9 apresenta algumas regiões mais escuras, mas 

de igual morfologia; o isolado 10 apresenta os bordos da colônia com contor

nos irregulares e a diferenciação dos setores não e n!tida; o isolado 18 ta!!: 

bem apresenta algumas regiões mais escuras mas visíveis principalmente pelo 

fundo da placa e finalmente o isolado S apresenta principalmente setores com 

.,,d, poucos con1 10s.
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Tabela 6 - Características morfológicas e de crescimento dos derivados com

pactos. 

NQ do iso
lado 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

Trata
mento 

NTG 

uv 

uv 

uv 

NTG 

uv 

uv 

NTG 

uv 

uv 

NTG 

NTG 

uv 

NTG 

NTG 

uv 

NTG 

uv 

NTG 

uv 

Diâmetro da 
colônia* 

1,04 

1,40 

1,40 

1,44 

1,86 

1,98 

2,00 

2,02 

2,09 

1,42 

1,54 

1,66 

1,76 

1,76 

2,03 

2,04 

2,05 

8,26 

Características da colônia 

rosa claro, enrugado 

rosa queimado,estrias radiais re
gulares, 

púrpura escuro; pigmentação no 
meio de cultura. 

claro, enrugado. 

púrpura no centro, halo micelial 
ao redor. 

- -

purpura escuro; aspero. 

púrpura; instável. 

claro; enrugado. 

alto; rosa claro. 

claro; enrugado. 

claro; estrias concêntricas. 

marrom escuro, estrias radiais re 
gulares. 

marrom; enrugado. 

cinza marrom. 

amarelo marrom; enrugado. 

cinza; enrugado. 

claro; enrugado. 

alto; pequenas estrias nos bordos. 

marrom; enrugado. 

marrom; enrugado. 

normal 

*Medição do diâmetro da colônia (cm) apôs 7 dias de incubação. Média de 10

repetições.



Figura 4 - Morfologia de três isolados compactos e da 
linhagem normal • 

Figura 5 - Segregação meiõtica de compacto X normal. 

.39. 



Tabela 7 - frodução de setores em isolados instáveis. 

Isolado 

5 

7 

9 

10 

13 

18 

19 

20 

by A1; me.th G1 

N9 de setores N9 de colônias 

24 25 

35 32 

* 22 

21 18 

11 15 

10 20 

5 16 

4 16 

o 38 

.40. 

N9 setores/colônia 

0,96 

1�09 

1,17 

0�73 

0�50 

0,31 

0�25 

0,00 

*A formação de setores não é nítida dificultando a contagem.



.40a. 

Figura 6 - Produção de setores apresentada pelo isolado 5. 

Figura 7 - Produção de setores apresentada pelo isolado 7. 



.41. 

4.6. Anãlise genética dos derivados compactos 

Todos os derivados compactos isolados foram analisados geneti, 

camente procurando-se determinar os fatores responsáveis pelo caráter com

pacto. A análise genética foi efetuada segundo o método descrito no Ítern 

3.10., por via mitÕtica e meiÕtica. Nos dois casos o cruzamento foi 

com a linhagem MSE • 

4.6.1. Anãlise mitõtica 

feito 

A análise mitótica foi efetuada segundo o método descrito no 

item 3.10.2 e 3.10.3., usando-se o p-fluorfenilalanina ou cloroneb para in

duzir a haploidização, Foram obtidos apenas seeregantes haplÕides morfologi_ 

camente normais'., isto é esperado desde que a técnica favorece a seleção des 

tes em relação aos tipos compactos. Desta forma, a localização do determ:ina_g 

te compacto pÔde ser feita verificando-se o não aparecimento de marcadores 

genéticos de um determinado grupo de ligação entre os segregantes normais. 

Entretanto j quando a haploidização foi efetuada com cloroneb os segregantes 

normais podem apresentar estes marcadores genéticos, mas em baixa frequên

cia 1 devido à recombinação mitótica (AZEVEDO e cal.? 1977). 

Os resultados obtidos com a análise mitótica estão sumarizados 

nas Tabelas de n9 8 a 27. Em alguns casos� devido à interação entre os mar 

cadores múh (metionina) e .6 {tiossulfato) os dados refere.ntes ao marcador 

.6 não puderam ser obtidos. 



Tabela 8 - Anâlise mitótica do diplÓide 1// MSE. 

Grupo de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

Marcadores 

+ 
w 

w 

+ 
gal 

gal 

+ 
pyro 

pyro 

+ 
fac 

fac 

+ 
s 

• +
Ill.C 

nic 

'b +r1 o 

ribo 

*Determinante compacto no grupo de ligação II.

.42. 

Segregantes normais

7 

13 

o 

20 

1 

19 

12 

8 

10 

10 

6 

2 

8 

12 

8 

12 

*



Tabela 9 -Análise mitôtica do diplÕide 2 //MSE. 

Grupo de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

Marcadores 

bi 

+ 
w 

+ 
gal 

gal 

+ 
pyro 

pyro 

+ 
fac 

fac 

+ 
s 

• +
nic 

nic 

• +

ribo 

ribo 

*Determinante compacto no grupo de ligação VII.

.43. 

Segregantes normais 

7 

12 

5 

14 

6 

13 

10 

9 

12 

7 

7 

2 

o 

19 

15 

4 

*



Tabela 10 - Análise mitotica do diplÕide 3 // MSE. 

Grupo de ligação 

r 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

Marcadores 

bi 

+ 

w 

gal 
+

gal 

+ 
pyro 

pyro 

+ 
fac 

fac 

+ 

s 

• +
Ul.C 

nic 

'b +ri o 

ribo 

.44. 

Segregantes normais 

6 

8 

o 

14 

13 

1 

o 

14 

6 

8 

8 

6 

8 

6 

1 

13 

'/( 

* 

*Determinante compacto no grupo de ligação II e (ou) IV. 



Tabela 11 - Analise mitôtica do diplÕide 4 // MSE. 

Grupo de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

Marcadores 

bi 

+ 
w 

+ 
gal 

gal 

+ 
pyro 

pyro 

+ 
fac 

fac 

+ 
s 

• +
lll.C 

nic 

'b + 
r1. o 

ribo 

*Determinante compacto no grupo de ligação IV.

.45. 

Segregantes normais 

5 

6 

1 

10 

7 

4 

o 

11 

3 

8 

5 

6 

4 

7 

5 

6 



Tabela 12 - Análise mitôtica do diplÕíde 5 li MSE, 

Grupo de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

Marcadores 

bi 

+ 
w 

+ 
gal 

gal 

+ 
pyro 

pyro 

+ 
fac 

fac 

+ 
s 

. + 
m.c

nic 

• +
ri.bo 

ribo 

.46. 

Segregantes normais 

9 

9 

8 

10 

4 

14 

11 

7 

9 

9 

3 

4 

11 

7 

4 

14 



Tabela 13 - Análise mitôtica do diplÕide 6 // MSE. 

Grupo de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

Marcadores 

bi 

+ 
w 

+ 
gal 

gal 

+ 
pyro 

pyro 

+ 
fac 

fac 

+ 
s 

. + 
n1.c 

nic 

'b +r1. o 

ribo 

.47. 

Segregantes normais 

16 

8 

2 

22 

10 

14 

12 

12 

14 

10 

10 

2 

9 

15 

3 

21 



Tabela 14 - Análise mitÕtica do diplÓide 7 llMSE. 

Grupo de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

Marcadores 

.
+ 

b1. 

bi 

+ 
w 

+ 
gal 

gal 

+ 
pyro 

pyro 

+ 
fac 

fac 

+ 
s 

. + 
n1.c 

nic 

"b + 
ri o 

ribo 

*Determinante compacto no grupo de ligação VI.

.48. 

Segregantes normais 

8 

17 

9 

16 

17 

8 

10 

15 

2 

23 

o 

15 

7 

18 

16 

9 

*



Tabela 15 .. ,, .Análise mitÕtica do diplÕide 8 // MSE. 

Grupo de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

Marcadores 

.+ 
b:t. 

bi 

+ 

w 

gal 

+ 
pyro 

pyro 

C' +1:ac 

fac 

s 

+ 
nic 

nic 

. + 
nbo 

ribo 

*Determinante compacto no grupo de ligação I.

**Dados não obtidos. 

.49. 

Segregantes normais 

25 

o 

1 

9 

16 

15 

10 

20 

5 

** 

11 

14 

19 

6 

*



Tabela 16 - Análise mitótica do diplÕide 9 // MSE 

Grupo de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

Marcadores 

,+ 
ln 

bi 

+ 
w 

gal 

gal 

+ 

pyro 

pyro 

(" + 
:cac 

fac 

+ 
s 

• +
n1.c 

nic 

'b +n. o 

ribo 

*Determí.nante compacto no grupo de ligação IV.

.50. 

Segregantes normais 

12 

8 

1 

19 

16 

4 

o 

20 

9 

11 

9 

11 

5 

15 

1 

19 

*



Tabela 17 - Análise meiôtica do diploide 10 // 'MSE. 

Grupo de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

Marcadores 

bi 

+ 
w 

+ 
gal 

gal 

+ 
pyro 

pyro 

+ 

fac 

fac 

+ 

s 

• +
n1c 

nic 

'b +r1 o 

ribo 

*Determinante morfológico no grupo de ligação 11,

.51. 

Segregantes normais 

16 

8 

o 

24 

15 

9 

13 

11 

9 

15 

1 

10 

11 

13 

14 

10 

*



Tabela 18 - Análise mitÕtica do diplÕide 11 // MSE. 

Grupo de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

Marcadores 

.
+ 

b1 

bi 

+ 

ga.l
+ 

gal 

+ 
pyro 

pyro 

+ 
fac 

fac 

+ 
s 

• +
n1c 

nic 

• +
r1bo 

ribo 

*Determinante compacto no grupo de ligação II.

.52. 

Segregantes normais 

11 

18 

o 

29 

22 

7 

11 

18 

16 

13 

12 

17 

8 

21 

14 

15 



Tabela 19 - Análise mitõtica do diplÕide 12// MSE. 

Grupo de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

Marcadores 

+ + 

pro paba 

pro paba

+ 
w 

+ 

gal 

gal 

+ 

pyro 

pyro 

+ 

fac 

fac 

+ 
s 

• +nic 

nic 

• +
ribo 

ribo 

*Determinante compacto no grupo de ligação V.

.53. 

Segregantes normais 

16 

5 

1 

20 

12 

9 

11 

10 

o 

21 

13 

8 

15 

6 

10 

11 

*



Tabela 20 - Análise mitõtica do diplÕide 13 // MSE. 

Grupo de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

Marcadores 

+ + 
pro paba 

pro paba 

+ 
w 

+ 
gal 

gal 

+ 
pyro 

pyro 

+ 
fac 

fac 

+ 
$ 

• +
nic 

nic 

'b + 
rl O 

ribo 

*Determinante compacto no grupo de ligação V.

.54. 

Segregantes normais 

24 

2 

11 

15 

21 

5 

25 

1 

o 

26 

18 

8 

21 

5 

22 

4 

*



Tabela 21 - Análise mitõtica do diplÕide 14 // MSE. 

Grupo de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

Marcadores 

+ + 

pro paba 

pro paba 

+ 
w 

+ 
gal 

gal 

+ 
pyro 

pyro 

+ 

fac 

fac 

+ 
s 

. + 
n1.c 

nic 

'b + 
ri o 

ribo 

.55. 

Segregantes normais 

1 

o 

1 

6 

1 

6 

2 

5 

4 

3 

6 

1 

o 

7 

4 

3 

* 

* 

*Determinante compacto no grupo de ligação I e (ou) VII.



Tabela 22 - Analise mitÕtica do diplÓide 15 // MSE. 

Grupo de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

Marcadores 

+ + 

pro paba 

pro paba 

+ 
w 

+ 
8al 

gal 

+ 
pyro 

pyro 

+ 
fac 

fac 

+ 
s 

• +nic 

nic 

. + 
ribo 

ribo 

*Determinante compacto no grupo de ligação VII.

.56. 

Segregantes normais 

16 

5 

5 

11 

8 

13 

11 

10 

6 

15 

7 

14 

o 

21 

2 

19 

*



Tabela 23 - Análise mitÕtica do diplÕide 16 // MSE. 

Grupo de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

Marcadores 

+ + 
pro paba 

pro paba 

+ 
w 

+ 
gal 

gal 

+ 
pyro 

pyro 

+ 
fac 

fac 

+ 
s 

• +.
nic 

nic 

. + 
ribo 

ribo 

*Determinante compacto no grupo de ligação IV.
**Determinante letal da linhagem MSE. 

.57. 

Segregantes normais 

13 

2 

11 

4 

11 

4 

o 

15 

11 

4 

14 

1 

15 

o 

15 

o 

* 

** 

** 



Tabela 24 - Análise mitótica do diplÓide 17 // MSE. 

Grupo de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

Marcadores 

+ + 

pro paba 

pro paba 

+ 
w 

+ 
gal 

gal 

+ 
pyro 

pyro 

+ 
fac 

fac 

+ 

s 

. +n1.c 

nic 

'b +r1 o 

ribo 

*Determinante compacto no grupo de ligação I,

.58. 

Segregantes normais 

12 

o 

5 

7 

7. 

5 

8 

4 

5 

7 

7 

5 

9 

3 

4 

8 

*



Tabela 25 -· Análise mítÕtica do diplÔide 18 // MSE, 

Grupo de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

Marcadores 

+ + 
pro paba 

pro paba 

+ 
w 

+ 
gal 

gal 

+ 
pyro 

pyro 

+ fac 

fac 

+ 
s 

. + 
n1c 

nic 

'b +ri o 

ribo 

,59. 

Segregantes normais 

10 

15 

o 

25 

20 

5 

21 

4 

19 

6 

10 

15 

10 

15 

o 

25 

* 

* 

*Determinante compacto no grupo de ligação II e (ou) VIII,,



Tabela 26 - Anâlise mitótica do diplÓide 19 // MSE. 

Grupo de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

Marcadores 

+ + 
pro paba 

pro paba 

+ 
w 

+ 
gal 

gal 

+ 
pyro 

pyro 

+ 
fac 

fac 

+ 
s 

s 

. +nic 

nic 

.b +r1 o 

ribo 

.60. 

Segregantes normais 

5 

4 

2 

7 

6 

3 

9 

o 

5 

4 

o 

9 

o 

9 

4 

5 

* 

* 

*Determinante compacto no grupo de ligação vr e (ou) VII.



Tabela 27 - Análise mitótica do diplÕide 20 // MSE. 

Grupo de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

Marcadores 

+ + 
pro paba 

pro paba 

+ 
w 

+ 
gal 

gal 

+ 
pyro 

pyro 

+ 
fac 

fac 

+ 
s 

• +
n1c 

nic 

'b + 
r1 o 

ribo 

*Determinante compacto no grupo de ligação V.
**Determinante letal da linhagem MSE. 

.61. 

Segregantes normais 

4 

7 

2 

9 

6 

5 

11 

o 

o 

11 

8 

3 

5 

6 

9 

2 

** 

*



.62. 

Os resultados da análise mitÕtica dos isolados compactos, 

constante nas Tabelas de n9 8 a 27� mostraram que todos os grupos de liga-

çao, exceto o III, estão envolvidos com o caráter compacto. Uma idéia geral 

da distribuição dos determinantes compactos pelos diferentes grupos de liga

ção pode ser observada na Tabela 28. 

Tabela 28 - Localização do determinante compacto de cada isolado,obtida atra 
vês da análise mitôtica. 

Isolado 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

Grupo de ligação 

II 

VII 

II - IV 

IV 

VI 

I 

IV 

II 

II 

V 

V 

I - VII 

VII 

IV 

I 

II - VIII 

VI - VII 

V 

-

O b s e r v a ç o e s 

nenhum grupo de ligação 
+ 

poucos segregantes w e 
+ 

poucos segregantes fac 

• +
poucos segregantes r1bo 

+ 
poucos segregantes s 

+ 
poucos segregantes s 

envolvido 
.b +

ri o 

determinante letal no VII e VIII 

determinante letal no IV 

determinante letal no IV 



.63. 

4.6.2. Anãlise meiõtica 

Através da análise genética pôde-se obter os dados de segre

gação meiôtica e de ligação genética em relação a um marcador genético. 

4.6.2.l. Segregação meiõtica 

Os resultados de segregação meiÕtica foram obtidos por semea 

dura de uma amostra de ascÕsporos provenientes do cruzamento de cada deriva-

do compacto com a linhagem MSE. As colônias segregantes foram classifica-

das em dois grupos: normal e compacto. A diferenciação entre os dois gru

pos foi baseada apenas na característica de crescimento. Os resultados de 

segregação meiÕtica estão resumidos na Tabela 29, analisados estatisticamen-

te pelo teste X2 (PIMENTEL GOMES, 1966). O nivel de significância adotado 

para rejeição ou não da hipótese nula ê relativamente baixo um alguns casos. 

A adoção deste critério pode ser justificada pela dificuldade de discrimi-

nar o fenótipo compacto do normal em alguns casos, devido ao aparecimento de 

algumas classes intermediarias. Além disso, o crescimento mais rápido das 

colônias normais pode mascarar as colônias compactas, levando ã sub-estimati 

va na frequência dos compactos. 

Os resultados de segregação meiÕtica testados para a propor-

-

çao l�l e que deram altamente significativos foram agora testados para a pro 

porção de 2 normais: 1 compacto. Estes resultados se encontram na Tabela 30. 



.64. 

Tabela 29 - Segregação meiÕtica dos cruzamentos de derivados compactos com a 

linhagem MSE. 

Isolado Segregantes 

normais compaçtos 

1 274 223 

2 137 162 

3 173 123 

4 325 295 

5 218 18 

6 232 154 

7 100 35 

8 284 263 

9 176 105 

10 292 245 

11 200 211 

12 197 211 

13 203 183 

14 136 166 

15 121 153 

16 170 175 

17 280 135 

18 364 189 

19 387 216 

20 543 308 

X2 
- Testado para segregação 1:1.

n.s.· não significativo a 5%.

* - Significativo a 5%.

** - Significativo a 1%. 

*** - Significativo a 0,1%. 

Total x2 Significância 

497 5,23 * 

299 2,09 n. s.

296 8,45 ** 

620 1,45 n.s.

236 169,49 *** 

386 15,76 *** 

135 31,30 *** 

547 0,81 n.s.

281 17,94 *** 

537 4,11 * 

411 0,29 n. s.

408 0,48 n.s.

386 1,04 n.s.

302 2,98 n.s.

274 3,74 n. s.

345 0,07 n.s.

415 50,66 *** 

553 55,38 *** 

603 48,49 *** 

851 64,89 *** 
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Tabela 30 - Segregação meiÕtica de derivados compactos com a linhagem MSE. 

Casos anômalos. 

Isolado Segregantes 

normais compactos 

3 173 123 

5 218 18 

6 232 154 

7 100 35 

9 176 105 

17 280 135 

18 364 189 

19 387 216 

20 543 308 

X2 
- Testado para proporção 2:1.

n.�. -não significativo.

* - Significativo a 1%.

** - Significativo a 0 ? 1%. 

Total x2 Significância 

296 9,00 * 

236 70�17 ** 

386 7,48 * 

135 3,33 n. s.

281 2,05 n.s.

415 0�12 n. s.

553 0,18 n.s.

603 1,68 n.s.

851 3�13 n.s.
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Pelos resultados de segregação meiôtica, foi observado que os 

isolados compactos não apresentam um padrão de herança Único. Podem ser ca

racterizados 3 tipos de segregação� 

1. Segregação 1:1

Neste caso se enquadram os isolados 1, 2, 4, 8, 10, 11, 12, 

13, 14, 15 e 16. O caráter compacto segue um padrão de herança mendeliana 

simples. 

2. Segregação 2:1

- -

Esta segregaçao e encontrada entre os isolados 3, 6, 7, 9, 

17, 18, 19 e 20. Uma das classes compactas estã ausente, devido possivelmen 

te ã existência de alterações estruturais cromossômicas. 

3. Herança citoplasmática

Neste caso se enquadra tipicamente o isolado 5 que nao apre

senta um padrão de herança regular. A análise mitôtica também favorece a hi 

pÔtese de herança não nuclear� pois os marcadores genéticos de todos os gr� 

pos de ligação segregam livremente. Os resultados com o teste do heterocâ

rio confirmam a herança citoplasmática, pois todos os conÍdios provenientes 

do heterocârio 5 x MSE são de- ·EenÕtipo normal, não surgindo o fenótipo do 

isolado 5. 

4.6.2.2. Ligação meiõtica 

A analise meiÕtica foi efetuada com uma amostragem casual de 
-

ascosporos resultante dos cruzamentos dos isolados compactos com a linhagem 

MSE. Os ascÕsporos foram inoculados em diversas placas mestra contendo meio 



completo e posteriormente analisados quanto ao marcador genético 

.67. 

do grupo 

de ligação apontado pela análise mitõtica e também para alguns marcadores 

que apareceram. em baixa frequência (ver Tabela 28). Os segregantes meióti

cos foram caracterizados em dois grupos 7 normais e compactos, a semelhança 

do item anterior. Os resultados da ligação meiÕtica se encontram sumariza

dos na Tabela 31. 
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Tabela 31 - Resultados de ligação genética dos cruzamentos dos derivados com 
pactos com a linhagem MSE. 

Grupo de Marcador N9 de 
... 

Ligação ge-Isolado ascosporos 
s (%) 

ligação genético analisados nêtica (%) 

1 II w 374 34
9
20 2,45 

2 VII nic 288 56,90 3,00 

3* II w 133 37,60 4,47 
IV pyro 306 53,90 2,83 

4 IV pyro 335 51,60 2,65 

6* II w 75 60,00 5�65 
VIII ribc 247 52 9 60 3,16 

7* V fac 92 51�10 5,47 
VI s 26 25,00 8,49 

8 I bi 200 43,50 3,46 

9* IV pyro 189 46,03 3�62 
VIII ribo 190 21,47 3,00 

10 II w 277 55,60 3,00 

11 II w 200 35,50 3 1 32 

12 V fac 173 32,95 3,60 

13 V fac 97 28,87 4,58 

14 I pro 227 41,85 3,30 
paba 227 45,37 3,16 

VII nic 227 59,90 3,32 

15 VII nic 285 30,53 2,70 

16 IV pyro 188 41,49 3,60 

17* I pro 214 33,64 3,20 
paba 214 35,98 3,30 

18* r.t w 385 52,47 2,45 
VIII ribo 175 71,43 3,46 

19* VI s 278 51,44 3,00 
VII 

. 

278 52,52 4,36 n1c 

20* V fac 419 42,24 2,40 

*Segregação 2 normais : 1 compacto.
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Os resultados apresentados na Tabela 31 mostraram que em al

guns casos pôde ser detectada ligação eenêtica em relação aos marcadores uti 

lizados. Entretanto, na maioria dos casos, os valores de ligação genética 

se situam entre 30 - 40% o que indica uma fraca ligação acima de 40% pratica 

mente não se pode afirmar a existência de ligação. No caso do isolado 14 ? 

como a ligação meiôtica não pode ser detectada com os marcadores do grupo 

de ligação I ou VII 9 não foi possível indicar a localização do determinante 

compacto. 

Os isolados que apresentaram segregação de 2 normais: 1 com

pacto possuem dois grupos de ligação envolvidos com o caráter compacto de 

acordo com os resultados da análise genética (isolados n9 3
1 

6� 7 j 9 9 18 e 

19)
1 

exceto os derivados 17 e 20 que apresentaram um único grupo de ligação. 

4.7, Análise genética dos setores de isolados instáveis 

Devido ao fenômeno de instabilidade mitÕtica apresentado por 

alguns derivados com.pactos, foram isolados setores de alguns desses isolados 

instáveis. Foram analisados 7 setores provenientes de 3 isolados compactos, 

incluindo 2 do isolado n9 5 que apresenta características morfolÕgicas com 

~ 

herança nao mendeliana" Os setores foram designados pelo mesmo numero do 

isolado original acrescido dos Índices a j b ou c. Todos eles possuem cres-· 

cimento melhorado e características morfolÕgicas diferentes em relaç.ão ao ti 

po original. 

Os setores isolados foram analisados geneticamente em cruza

mentos com a linhagem MSE, 



• 70.

4.7.1. Anilise mit6tica 

Os resultados da análise mitÕtica se encontram nas Tabelas de 

n9 32 a 36. Apenas os setores 13a e 13b não foram analisados por via mitÕti 

ca devido ã não haploidização dos respectivos diplÕides em meio 

cloroneb até a concentração de 40 µg/ml. 

Tabela 32 - Análise mitotica do diplÕide Sa / / MSE. 

contendo 

Grupo de ligação Marcadores Setores normais 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

bi
+ 

bi 

+ 
w 

w 

gal 
+ 

gal 

+ 
pyro 

pyro 

fac 
+

fac 

s 

. + n1.c 

nic 

• +
r1.bo 

ribo 

*Determinante letal da linhagem MSE.

9 

23 

12 

20 

32 

o 

15 

17 

16 

16 

9 

23 

17 

15 

12 

20 



Tabela 33 - Análise mitótica do diplÓide Sb //MSE. 

Grupo de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

Marcadores 

bi 

+ 
w 

+ 
gal 

gal 

+ 
pyro 

pyro 

+fac 

fac 

+ 
s 

• +
nic 

nic 

'b +r1 o 

ribo 

Setores normais 

37 

8 

12 

33 

31 

14 

21 

24 

9 

36 

15 

29 

30 

15 

24 

21 

.71. 



Tabela 34 - Análise mitÕtica do diplÕide 7a llMSE, 

Grupo de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

Marcadores 

bi 

+ 
w 

+gal 

gal 

+pyro 

pyro 

+ fac 

fac 

. +n1c 

nic 

'b +ri o 

ribo 

Setores normais 

8 

10 

7 

11 

9 

9 

18 

o 

6 

12 

1 

17 

11 

7 

12 

6 

* 

*Determinante morfolÕgico no grupo de ligação VI. 
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Tabela 35 - Análise mitótica do di.plÕide 7b // MSE. 

Grupo de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

Marcadores 

bi 

+ 
w 

+ 
gal 

gal 

+ 
pyro 

pyro 

+ 
fac 

fac 

+ s 

. +n1c 

nic 

'b +r1 o 

ribo 

Setores normais 

9 

8 

6 

11 

12 

5 

17 

o 

8 

9 

o 

17 

7 

10 

11 

6 

* 

*Determinante morfológico no grupo de ligação VI. 
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· Tabela 36 - Análise mitõtica do diplÕide 7a #MSE.

%Grupo de ligação 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

Marcadores 

bi 

+ 
w 

+
gal 

gal 

+
pyro 

pyro 

+fac 

fac 

+
s 

• +n1c 

nic 

'b +ri o 

ribo 

Setores normais 

7 

4 

4 

7 

4 

7 

11 

o 

l 

10 

o 

11 

8 

3 

9 

2 

* 

*Determinante morfolÕgico no grupo de ligação VI. 

. 74, 
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4.7 .2. Análise rreiõtica 

4.7.2.1, Segregação meiõtica 

Os segregantes meióticos foram classificados em dois grupos 

principais; normais e morfológicos; nesta Última classe foram considerados 

os segregantes com morfologia semelhante a do setor sob análise. Na maioria 

dos cruzamentos pôde ser distinguido um terceiro grupo de segregantes� a dos 

compactos ? que possuem morfologia semelhante ao isolado compacto original. 

Os resultados de segregação meiõtica se encontram sumariza

dos na Tabela 37. 

Tabela 37 - Segregação meiÕtica dos setores de derivados instáveis em 

Setor 

7a 

7c 

13a 

13b 

zamentos com a linhagem MSE. 

S e g r e 

normais 

142 

228 

205 

269 

gante s 

morfolÕgicos 

195 

116 

98 

323 

(+) X2 testado para a proporçao l�l. 

*Significativo a 5% de probabilidade.

**Significativo a 1% de probabilidade. 

***Significativo a O j l% de probabilidade. 

Total x2 (+) 

337 8,33**

344 36�46*** 

303 37,88*** 

592 4,93* 

cru-

Os valores de x2 altamente significativo foram testados agora 

para a proporção de 2 normais: 1 compacto, resultando valores não significa

tivos de 0,02 e 0 $ 13 para os setores 7c e 13a� respectivamente. O valor do 



.76. 

X2 para o setor 7a também é relativamente alto, entretanto 3o segregante mor

fológico apresenta características semelhantes ao normal� apôs três dias de 

incubação, o que pode ter levado ã uma sub-estimativa dos norfüais. 

Todos os setores analisados apresentaram segregantes 
. .. .me1ot1.-

cos com morfologia semelhante aos respectivos tipos originais. No caso dos 

setores 7b e 13b, a frequência dQ fenótipo compacto é baixa (12 967% e 17 ?15%� 

respectivamente) enquanto que no caso de 7a a frequência é superior a 30%. 

Por outro lado� o setor �.3a apresenta segregantes apenas dos tipos normal e 

compacto 9 provavelmente devido ã dificuldade na identificação da morfologia 

de 13a que pode ser confundidade com o tipo normal. 

4.7.2.2. Ligação meiõtica 

Os setores de derivados instáveis foram analisados meiotica

mente em relação aos marcadores dos grupos de ligação indicados pela análi

se mitÕtica (item 4.7.2.1.). Os setores 5a e 5b, ã semelhença do tipo ori

ginal não indicaram qualquer grupo de ligação envolvido com o caráter apre

sentadoi desta forma os valores de ligação roei.Ótica não foram ensa iados. 

Com relação aos setores 13a e 13b, a análise meiôtica foi efetuada em rela

ção ã todos os marcadores genéticos devido a não realização da anãlise mitô

tica. 

Os resultados obtidos com o teste de dois pontos se encontram 

resumidos na Tabela 38. 

Os resultados da análise genética dos setores de 

mostraram algumas alterações em relação aos tipos originais. 

derivados 
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Tabela 38 - Resultados de ligação genética dos cruzamentos dos setores 7a e 

7c com a linhagem MSE. 

Grupo de Marcadores N9 de 
-

ascosporos Isolado ligação genéticos analisados 

7a VI s 61 

7c V fac 144 
VI s 20 

Tabela 39 - Ligação meiÕtica do cruzamento 

Segregantes 
Marcadores 

nomais compactos 

+ 

52 43 pro 
pro 26 14 

paba 
+ 

61 39 
paba 43 18 

112 w 
** 

w 93 

gal 
+ 

40 40 
gal 64 17 

+ 

60 35 pyro 
pyro 44 22 

fac 
+ 

3 24 
fac 101 33 

+ 

61 32 s 
s 43 25 

. + 
46 33 n1.c 

nic 58 24 

.b +ri o 50 29 
ribo 54 28 

* P = Paternais; R = Recombinantes

** Não distinguíveis 

13a X MSE. 

Tipos* 

p R 

66 69 

79 82 

93 112 

104 57 

79 82 

125 36 

75 86 

91 70 

83 78 

Ligação s (%) 
genética(%) 

44,27 6s36 

38 s 70 4�10 
45,00 11�12 

c s (%) 

66,67 4�30 

60,93 3,30 

54,63 3 s50 

35,40 3�80 

60,93 3�40 

22,36 3 7 30 

53,41 3�90 

43,48 3 s 90 

48,45 3
)
30 



Tabela 40 - Ligação meiÕtica do cruzamento 13b X MSE. 

Marcadores 

+ 
pro 

pro 

paba 

paba 

+ 
w 

w 

+ 
gal 

gal 

+ 

+ 
pyro 

pyro 

+ 
fac 

fac 

+ 
s 

s 

nic 
+ 

nic 

"b +ri o 

ribo 

Segregantes 

normais compactos** 

51 

26 

44 

33 

134 

135 

29 

48 

46 

31 

15 

62 

48 

29 

46 

31 

40 

37 

* P =Patemais;. R = Recombinantes
** Não analisados

Tipos* 

p R 

51 26 

44 33 

135 134 

48 29 

31 46 

62 15 

29 48 

31 46 

37 40 

• 78.

e s(%) 

33 9 77 5,30 

lf2 � 85 5 9 60 

49,81 2�00 

37�66 0,30 

59�74 

19,48 4,51 

62,33 6�99 

59,74 5�59 

51,95 5�69 
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Os setores 5a e 5b� â semelhança do isolado 5, não apresen-

taram qualquer grupo de ligação envolvido com o caráter compacto desde que 

todos os grupos de ligação segregaram independentemente entre os recombinan

tes haplÕides normais analisados. As alterações encontradas podem ser atri

buídas ã fatores de natureza citoplasmática. 

Os setores 7a, 7b e 7c apresentaram em comum alterações 

grupo de ligação VI� desde que segregantes haplÕides nonnais h
+ 

quase 

no 

nao 

foram detectados na análise mitÕtica. Além do grupo de ligação VI� o setor 

+ 

7c apresentou segregantes haplÕides 6ac. em baixa. frequência (l ;'!O) indican-

do que este grupo de ligação deve também estar envolvido com o caráter apre

sentado por 7c (Tabela 36). A análise meiótica de 7a mostrou que o determi-

nante compacto do isolado 7� localizado a 25,00 unidades do marcador -0 nao 

se encontra mais nessa posição, mas ã 44,27 unidades. O setor 7c por sua vez 

apresentou um determinante morfológico no grupo de ligação VI� numa loca

lização semelhante ã de 7a (45,0 umidades). Adicionalmente hã ainda um se

gundo determinante no grupo de ligação V {38 t70 unidades). A segregação meió 

tica encontrada foi de 2 normais : 1 compacto, sugerindo portanto, dois deter 

minantes 1 ao passo que no caso de 7a foi de 1:1. Nos dois casos,de 7a e 7c, 

foram detectados o aparecimento do fenótipo compacto original. 

A anâlise genética dos setores 13a e 13b apresentaram valo

res de ligação semelhantes em relação ao marcador óac. do grupo de ligação V 

(22,38 e 19,48%, respectivamente). Os resultados de segregação meiótica en

contrados indicam que no caso de 13a a proporção é de 2 normais� 1 compacto, 

ao passo que para 13b é de 1 1. 
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4.8. Respirometria 

Os resultados de con�umo de 02 de cada isolado compacto foram 

obtidos através do respirômetro de Warburp; � num total de 420 minutos de ope

ração com leituras em intervalos regulares de 60 minutos. 

4.U.1. Calibraçio

Para medir o consumo de 02, foi preciso inicialmente cali

brar o conjunto manômetro + frasco de reação a fim de calcular o volume to

tal de cada conjunto. O procedimento foi efetuado segundo BACILA (1960) e o 

volume final de cada conjunto se encontra na Tabela 41. 

Tabela 41 - Volume do conjunto 
� 

manometro 

N9 do con- Frasco 
junto 

T D 

184-03 29
j
5 13 ? 5230 

145-14 28,0 13,5266 

135-32 30,0 13 1 5217 

199-37 28,5 13,5254 

192-39 29�0 13,5242 

T = temperatura do Hg. 

D= densidade do Hg. 

Vol. =.volume (em ml). 

Vol. 1 

17,00 

17�00 

17 �27 

16,52 

17,27 

+ frasco.

Manômetro Volume 

T D Vol. 2 final 

28,50 13�5254 1,22 18,22 

29,50 13,5230 1;30 18,30 

30,00 13
1
5217 1,20 18,47 

28,50 13,5254 1,27 17 9 79 

29,50 13,5217 1�20 18,47 
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4.8.2. Constantes de 02 

Calibrado o conjunto manômetro + frasco� foi calculado a.s con_! 

tantes de 02 para cada conjunto,, de acordo com BACILA (1960). 

Tabela 42 - Constantes de 02 (k02). 

N9 do con
junto 

184-03

145-14

135-32

199-37

192-39

k02 (µ1) 

4.8.3. Câlculo do consumo de 02

Obtido o valor de k02� este foi multiplicado pela varia

çao encontrada nas leituras do manômetro, para obter-se o consumo de 02 em 

µ1. Um exemplo do câlculo de consumo de 02, efetuado de acordo com 

UMBREITT e Col. (1964), pode ser visto através da Tabela 43. Os resultados 

obtidos com os isolados compactos podem ser vistos no Apêndice e um sumârio 

desses resultados se encontra na Tabela 44 e nas Figuras de n9 8 a 17. Como 

controle foi utilizada a linhagem b,i A1: me.th A1• 
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Tabela 44 - Consumo de 02 total dos derivados compactos e da linhagem 

Iso
lado 

l 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

60 

3 ,, 67 

15,63 

13,23 

15,65 

2, 76 

6, 89 

18,40 

13 ,85 

24,01 

15,23 

19 ,75 

2 ,81 

18 :; 87 

27,56 

8,70 

5.49 

30,86 

11, 11 

12,83 

13,36 

b,l Ai; 43 15
meth G1 

b,l A1; meth G1. Média de três repetições. 

120 

4, 14 

31,27 

30,15 

35,43 

3,69 

13 ,80 

43,24 

31,82 

45, 74 

38 1 40 

43,54 

9 ,28 

41,02 

51,47 

22,00 

16 ,,
52 

60,38 

20,79 

17,02 

18,09 

81,79 

Tempo (minutos) 

180 240 300 

13 s 39 25,81 43�62 

38,64 48,85 6l s, 77 

59,81 84, 11 107,36 

53,42 78,81 120,31 

14,27 20,74 31,33 

30,39 54 !> 79 59,86 

59,90 83,46 101,94 

65,46 107,38 140,55 

73,91 95, 12 122, 72 

73,95 94,71 122,36 

78,49 123 ,97 175,01 

20,82 29,13 38,86 

71 Jl98 125 j 02 172,81 

70 i, 79 88,23 106,62 

41,65 63,64 87 ,01 

26 ,15 51,84 76
?
67 

93,56 123 ,50 144,20 

28,69 51, 77 84
;,
46 

26,22 42,78 57,48 

46,63 64,64 80,78 

132,50 182, 17 213,48 

360 420 

50 ?23 70,03 

77 ,,47 88,09 

123,81 139,33 

141,99 172 ,85 

40,99 51,12 

66 978 76,90 

120
?
88 141,59 

114,12 195,75 

141,13 159,06 

147,70 161 �53 

209,85 24l s 53 

49
1
'93 61,00 

205,01 229,37 

124,10 137,85 

106,27 130,67 

96,31 124,29 

160,31 173 ? 19 

117,17 144,29 

73,57 89,24 

90,97 106,21 

239,71 271,03 
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Tabela 45 - Análise estatística do consumo de 02 de derivados compactos e da 

linhagem b-l A1; meth G1, após 420 minutos no respirômetro de 

Warburg. 

Fonte de variação G.L. S.Q. Q.M. F 

Tratamentos 20 214031,1636 10701,5581 2,29* 

Resíduo 42 47769,9023 4671, 1285 

Total 62 261801�0659 

c.v. = 22,5234 

s = 68,3456 

4.8.4. Valores de Q02

Os valores de Q02 representam o consumo de 02 em µl 02/lh/105

conídios e representam a média de 7 horas no respirômetro de Warburg. A por

centagem foi calculada assumindo-se o valor da linhagem normal(b-iA1; meth G� 

como 100%. 
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Tabela 46 - Valores de Q02 dos isolados compactos e da linhagem b,i_ A1: 

me;th G1. 

Isolado Q02 % 

1 lO
s,
00 25�83 

2 12,58 32,49 

3 19,90 51,39 

4 24
p
69 63 s, 76 

5 7,30 18 9 85 

6 10,99 28 s, 38 

7 20,23 52,25 

8 27,96 72,21 

9 22
9 
72 58 s,68 

10 23
s,
08 59,61 

11 34,50 89 s, 10 

12 8 1 71 22:A9 

13 32 9 77 84 9 63 

14 19,69 50,85 

15 18 s,67 48 s, 22 

16 17, 76 45,87 

17 24,74 53,89 

18 20,61 53,23 

19 12 s 75 32,93 

20 15 ,17 39 ? 18 

bi.. A1 ; me;th G1 38 s, 72 100,00 
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4.8.5. Correlação entre crescimento e consumo de 02 

Com a finalidade de verificar se os isolados compactos de pe

queno crescimento apresentavam paralelamente um menor consumo de 02, foi fei 

ta uma análise estatística através do teste de correlação (SNEDECOR; 1956). 

Inicialmente foi efetuada um teste de correlação incluindo os 

valores de diâmetro médio da colônia e de consumo de 02 (420 minutos) de to-

dos os isolados compactos( r geral) ; numa análise seguinte os isolados com-

pactos foram analisados em dois grupos distintos: do isolado 1 ao ll(exclui!!_ 

do o 5 que é de origem citoplasmática) derivados da linhagem b-l A1: me;th G1 

(r1), e um segundo grupo incluindo os isolados de n9 12 ao 20, derivados da 

linhagem pMA1; paba As; y A 1 (r2). D�sta forma foi possível observar tam

bém a influência de marcadores genéticos no consumo de 02. 

Os valores do coeficiente de correlação encontrados para ca

da caso seguem abaixo: 

= 0�5622 

=-0,1638 

Significância 

significativo a 5% 

~ 

nao significativo 

não significativo 

Pelos valores de r encontrados� observa-se que no caso de 

r isto ê, abrangendo todos os isolados compactos mais a linhagem normalgeral 

hã uma correlação significativa a 5%º Entretanto� quando os isolados das li 

nhagens b,l A1: me;th G1 e p,w A1 � pa.ba AG: y A 1 foram analisados em grupos 

distintos os valores de r não são significativos. No caso do coeficiente de 

correlação r1� principalmente o valor de correlação é alto� mas sua  nao  
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significância pode ser atribuída ao pequeno número de amostras analisadas o 

que reduziu consideraveloente o n9 de graus de liberdade, Pode-ses entretB!!_ 

to ? observar que hã uma certa tendência para correlação positiva. No caso de 

r2, o coeficiente de. correlação é baixo e não significativo, com 

a ser negativo. 

4.8.6. Glicose residual 

4.8.6.1. Construção da reta padrão de glicose 

tendência 

Foi utilizado o método da antrona para dosagem de glico se 

(BACILAs 1960). A reta padrão foi feita com diferentes concentrações de gli_ 

cose: 20, 40� 60 e 80 µg/ml. A leitura da densidade Óptica foi feita em fo

tocolorímetro Klett-Sunnnerson com filtro verde (540 mµ). A calibração foi 

feita com água destilada e a concentração O corresponde à do reagente de an

trona sem adição de glicose. A leitura das diferentes concentrações de gli

cose foi posteriormente corrigida subtraindo-se pela leitura da concen tra 

ção O.. O colorímetro Klett-Summerson tem uma escala graduada em unidades 

proporcionais à densidade Óptica. A fórmula que relaciona a leitura da esca 

la e densidade Óptica é: 

Densidade Õptica 2 • (Leitura)
=--------

1.000 

Os valores de densidijde Óptica das diferentes 

de glicose podem ser vistas na Tabela 47 e Figura 18. 

concentrações 
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Tabela 47 - Densidade Óptica de diferentes concentrações de glicose. 

Concentração 

µg/ml 

o 

20 

40 

60 

80 

Leitura 

56 

427 

600 

850 

930 

Leitura 
corrigida 

371 

544 

794 

874 

Densidade 
Óptica 

0�742 

1�088 

1,588 

.93. 



,' 

.94 � 

densidade Õptica 

2,0 

i,5 

. 1, O 

0,5 

(Concentração: µg/ml) 

Figura 18 - Reta padrão de glicose. 
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4.8.6.2. Consumo de glicose 

~ 

Aos frascos de reaçao do aparelho de Warburg foi 

glicose em quantidade conhecida (360 µg) e iosando-se a glicose 

adicionado 

residual 

foi possível estimar a quantidade de açúcar consumida apôs 420 minutos de 

operaçao. 

Os resultados de consumo de glicose se encontram na Tabela 48 

e representam a media de três repetições. 

4.8.7. Assimilação oxidativa 

A porcentagem de assimilação oxidativa foi calculada através 

da relação: 

A . .1 - . d . consumo 02 esperado - consumo 02 observado x íOOss1m1 açao ox1 ativa = 

consumo 02 esperado 

O consumo de 02 esperado foi calculado assumindo-se que todo 

.. 

açucar foi completamente oxidado a C02 e H20, ou seja: 

Através dessa reação 6 moléculas de 02 são necessárias para 

oxidar uma unidade de glicose. Como se conhece a quantidade de glicose con

sumida� pode-se calcular o volume de 02 para oxidação total do substrato. 

Na Tabela 48 encontram-se os resultados de assimilação oxida

tiva para cada isolado compacto e de uma linhagem normal(bi A1; meth G1),bem 

como a glicose consumida e o consumo de 02 esperado. Os resultados de consu 

mo de 02 observado são os mesmos da Tabela 44 (420 minutos) tendo-se agora 

subtraido o valor da respiração endógena, considerando-se que o nível da res 

piração endógena permanece o mesmo com adição de glicose. 
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Tabela 48 - Assimilação oxidativa dos derivados compactos e da linhagem 

b.l A1; meth G1, 
-

420 minutos no respirÔmetro de Warburg. apos 

Consumo de glicose* Consumo de 02 Consumo de 02 Assimilação 
Iso- esperado(µl) observado oxida tiva 
lado µg µM (µl) (%) 

1 326,0 1,81 243,26 49,03 79,84 

2 334,0 1,85 248,64 53,09 78,65 

3 321,0 1,75 239,23 105,73 55,80 

4 332,5 1,84 247,30 79,05 68,03 

5 328,0 1,82 244,60 4,92 97,99 

6 338,5 1,88 252,67 51,70 79,54 

7 357,0 1,98 266 • 11 92,59 65,21 

8 352,0 1,95 262,08 121,55 53,62 

9 357,5 1,99 267,46 107,26 59,90 

10 359,0 1,99 267,46 85,83 67,91 

11 337,0 1,87 251,33 90,33 64,06 

12 300�5 1,67 224,45 5,00 97, 77 

13 282,5 1,57 211,01 134,17 36,41 

14 321,5 1,79 240,58 81,85 65,98 

15 294,0 1,63 219,07 80,27 63,36 

16 294,0 1,63 219,07 79,29 63,81 

17 333,5 1,85 248,64 89,19 64,13 

18 294,5 1,64 220,42 77 ,09 65,02 

19 300,0 1,67 224,45 72,44 67, 72 

20 319,5 1, 77 237,89 46,01 80,66 

Normal 354,0 1,97 264, 77 70,83 73,25 

*Glicose inicial= 360 µg.
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5. OISCUSS�O

5.1. Isolamento e caracterização dos mutantes compactos 

Os diversos mutantes isolados no decorrer deste trabalho fo

ram resultantes do tratamento de conÍdios de linhagens normais com luz ul

tra-violeta e nitrosoguanidina. Não se manteve nenhum limite de sobrevivên

cia para se proceder ao isolamento e ele.s foram isolados independentemente do 

tratamento utilizado. 
... 

Entretanto� a maior parte dos isolados e proveniente 

dos tratamentos com menor porcentagem de sobrevivência, desde que os trata

mentos mais drásticos ofereciam maior frequência de derivados compactos. 

Os vinte mutantes isolados, numerados de n9 1 a 20 podem ser 

agrupados em dois tipos de crescimento� restrito e lento. No caso de cresci 

mento restrito, ou seja, onde após um determinado tempo quase não se verifi

ca aumento no tamanho da colônia, enquadram-se os isolados: 1, 2, 3, 4, 9, 

12, 14, 15, 17 e 18. Os demais casos, podem ser incluídos entre os mutan-

tes morfológicos de crescimento lento. Apesar dessa diferença, todos eles 

serão aqui tratados simplesmente como mutantes compactos. 
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Além do reduzido crescimento observado entre os mutantes com

pactos, as caracteristicas gerais da colônia são também profundamente alter!. 

das. Hã uma reduzida conidiação, a coloração do micélio varia desde o cinza 

atê púrpura escuro e a colônia apresenta enrugamento em vãrios graus. Algu

mas dessas diferenças podem ser vistas nas Figuras 4, 6 e 7. 

5.2. Anãlise qenetica dos mutantes compactos 

De acordo com os resultados obtidos com a análise genética p� 

dem ser caracterizados três grupos de mutantes compactos distintos ou sejam: 

os que apresentam segregação de lil; os de segregação 2:1 e o mutante cito

plasmático. 

5.2.1. Mutantes que apresentaram modelo de segregaçao 1:1 

Neste grupo foram incluídos os isolados n9 1, 2, 4, 8,10, 11, 

12, 13, 14, 15 e 16� cujos determinantes foram relacionados com os respecti

vos grupos de ligação (Tabela 28). Destes 11 mutantes compactos, 3 foram 

relacionados com o grupo de ligação II. �as num todos apresentaram ligação 

genética com o marcador w. De acordo com diversos critérios ou sejam, fre

quência de recombinação 1 número de quebras cromossômicas� media de letais re 

cessivos e frequência media de aneuplÓides (D'ARCE, 1971) foi observado que 

o grupo de ligação II corresponde a um dos maiores cromossomos observados ci

tologicamente (ELLIOT, 1960 e ROBINOW e CATEN, 1969). Desta forma a frequêE_ 

eia de determinantes compactos neste grupo de ligação pode ser melhor com

preendida. Por outro lado, poderia se supor a existência de determinantes

morfológicos agregados neste grupo de ligação ou de regiÕ.�s particularmente 

susceptÍveis às mutações morfológicas. GARNJOBST e TATUM (1967) analisaram 



diversos mutantes morfológicos e verificaram a possibilidade de 
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agregaçao 

destas mutações frequentemente perto do centrômero. Os demais mutantes com

pactos analisa.dos no presente trabalho, foram localizados nos grupos de lig_! 

ção I� IV, V e VII. Apenas o mutante 14 não pode ser claramente associado ao 

respectivo grupo de ligação podendo estar no I ou VII, os valores de ligação 

meiôtica com os marcadores desses grupos de ligação situam-se ao redor de

50% o que não possibilita tambêm a localização do determinante compacto com 

segurança. Os resultados de ligação genética da maioria dos casos analisa

dos estão situados acima de 35% e portanto, a ligação e fraca. Um mapeamen

to mais detalhado pode ser efetuado em estagio posterior usando-se linhagens 

com maior numero de marcadores no grupo de ligação em questão. 

Apesar destes mutantes possuírem um único determinante para o 

caráter compacto� a segregação deste caráter não ê realmente nítida em cruza 

mentos com as linhagens normais. Alguns cruzamentos mostraram uma grande 

variabilidade de tamanho de colônia e a distinção entre os dois grupos e na 

verdade apenas tentativa, especialmente para o mutante 11. Isto pode ser 

atribuído ã baixa expressividade do gene ou ã ação de genes modificadores. 

Por outro lado, alguns destes mutantes mostraram uma segrega

çao nítida entre normais e compactos podendo, na pratica, ser usados como ex 

celentes marcadores genéticos. Entre eles destacam-se os mutantes 1, 4, 12 

e 16, pertencentes aos grupos de ligação II, IV, I e IV, respectivamente. 

Alem desta utilização prática para estudos genéticos, os mu

tantes compactos oferecem um campo de pesquisa amplo, ao nível bioquímico e 

morfolÔgico. Alguns desses mutantes estão sendo observados microscopicamen

te procurando detectar algumas diferenças na germinação e formação de hifas 

e alterações notórias estão sendo encontradas (BIAGI, não publicado). Estas 

alterações podem ser correlacionadas com os produtos primários das mutaçoes 

ou sejam, alterações na estrutura, cinética e estabilidade de determinadas en 
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zimas. Estudos dessa natureza foram reali zados em Me.uJLo.t,pona e aspectos im

portantes da morfogênese foram caracterizados (SCOTT, 1976 e MISHRA, 1977), 

ressaltando-se o importante papel desempenhado pela parede celular. Traba

lhos semelhantes foram conduzidos em leveduras por GLICK e col. (1960) e em 

bactérias por TOMASZ e BOREK (1960). 

Em MeuJLo.6potta. Cita.Ma os estudos iniciais sobre morfogênese f.2_ 

ram conduzidos utilizando-se um agente indutor de crescimento colonial,a so.r 

bose. Um estudo paralelo pode ser efetuado em Mpe.ttgillU,6 n.ldcd.a.n,6 pois 

conhecido que desoxicolato de sódio induz a formação de colônias compactas 

neste organismo (MacINTOSH e PRITCHARD, 1963). Os estudos nesta linha em 

Mp<Vr..gil1.U,6, tanto ao nível genético como bioquímico, poderiam fornecer uma 

contribuição para compreensão do fenômeno da diferenciação morfolÕgica. 

5.2.2. Mutantes que apresentaram segregaçao 2:1 

A segregaçao de 2 normais:! compacto foi encontrada entre os 

mutantes 3, 6, 7, 9, 17, 18, 19 e 20. A maioria deles também apresentou re

sultados de análi se mitÕtica indicando que dois grupos de ligação estavam e!!. 

volvidos com o caráter (Tabela 28). Para explicar estes resultados pode-se 

supor a existência de dois determinantes em grupos de ligação distintos que 

em ação conjunta determinam o caráter compacto. Em cruzamento compacto x nor 

mal, uma das classes recombinantes deve ser inviável produzindo, portanto t a 

proporção 2 normais para 1 compacto. Estes resultados podem ser explicados 

através de uma translocação não reciproca no mutante compacto (Figura 19). 



'---------' 
1 V 

.101. 

FenÕtipo 

Normal 

Normal Compacto 
---( ) 

Normal 

r-------+--J (duplicado) 

'--------'' , 

X 

:--------+---t 

------~)-
( 

t---------{ 

( 

t--------' ' 

-
Figura 19 - Modelo apresentado para explicar a segregaçao 2:1, 

uma translocação não reciproca no mutante compacto. 

Inviável 

Compacto 

através de 

Uma das classes recombinantes possui uma deleção, o que deve 

conferir inviabilidade, desde que se trata de um organismo haplÕide. O outro 

recombinante deve possuir uma pequena duplicação
? 

mas seria de fenótipo se-

melhante ao normal ou "crinckled'' (BAINBRIDGE e ROPER, 1966). o fenótipo 

11crinckled 11 (CJL) ê resultante da existência de uma duplicação de um segmento 

cromossômico em A6peAg-Ul.U6 n.ldul..a111i, mas não são características sistemati-

camente observadas (ALMEIDA, 1976). Em alguns cruzamentQS com a linhagem 

MSE, este fenótipo foi encontrado entre os segregantes meiÕticos dos mutan

tes 3 e 7, principalmente. 

O sentido da translocação não reciproca não foi determinado 

no presente trabalho. Uma anâlise mais detalhada é possível usando-se méto

dos de recombinação mitÕtica (PONTECORVO e KÃFER, 1958; KÃFER, 1977) ou a 

não disjunção especifica (UPSHALL e KÃFER, 1974). 

Alêm da translocação não recíproca, outros tipos de aberra-
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çoes poderiam estar envolvidas, mas devido ã conhecida prevalecência de tran!_ 

locações (KÃFER ? 1965) e poss!vel que esta explicação seja a mais apropriada. 

Os casos de translocações não recíprocas associadas à alterações morfológi

cas jã foram descritos por alguns autores (BAINBRIDGE, 1963 e CLUTTERBUCK,

1970). 

Entretanto 1 os mutantes 17 e 20 apresentaram um Único grupo 

de ligação envolvido com o caráter compacto e portanto, o modelo de translo

cação não reciproca� não pode ser aplicado nestes casos. A ocorrência de ou 

tros tipos de aberrações cromossômicas como a inversões poderiam ser postul!_ 

das� entretanto ) a comprovação de alterações estruturais desta natureza sao 

mais laboriosas e complexas. As inversões de maneira geral� originam cromo!_ 

somos com duplicações e deficiências no cruzamento com linhagens normais, r!:_ 

sultando em ausência de pelo menos uma classe de segregantes (SWANSON, 1967).

Supondo-se que a duplicação seja pequena esta poderia resultar em um fenóti

po normal, ao passo que as deficiências seriam letais num organismo haplÕi

de. 

5. 2. 3. Mutante ci topl asmãti co

... 

Entre os vinte isolados compactos, apenas o isolado numero 5 

apresentou caracteristicas de herança não mendeliana. Os resultados de se

gregação meiÕtica (Tabela 30) se apresentaram irregulares, sem proporção de

finida e os resultados da análise mitôtica não apresentaram indícios de líg� 

ção genética com os marcadores utilizados. A hipótese da herança citoplasmã 
. -

tica foi reforçada pelos resultados do teste do heterocãrio (JINKS,1963). Os 

conÍdios provenientes do heterocãrio formado entre o mutante 5 e a linhagem 

MSE foram todos de fenótipo normal, com os marcad9r,e,s $enê•J;4.cos de uma ou ou 

tra linhagem envolvida na formação do hete,;,,ocii:rio. O não aparecimento do 



.103. 

fenótipo compacto pode ser explicado por supressão dos determinantes cito-

plasmáticos mutantes pela atividade dos determinantes normais {ARLETT e cal., 

1962). 

O isolado 5 apresentou o fenômeno de instabilidade mitótica, 

produzindo setores de morfologia alterada incluindo os tipos normais. A pro

dução de setores de morfologia normal sugere, portanto, a presença de deter

minantes citoplasmáticos normais no isolado 5, correspondendo ao "heteroplas 

mon" descrito por ARLETT e col.,(1962)no mutante 11red11 e por FAULKNER e 

ARLETT {1964) na variante "minute11
• Esses autores sugerem ta.'tlbem que o est_! 

do homoplâsmico mutante deve ser letal, desde que não obtiveram fenótipo mu

tante puro sem apresentar segregaçao. No caso do isolado 5, entretanto,eE_ 

ta sugestao não pode ser aceita incondicionalmente pois algumas colônias com 

pactas nao apresentam setores, mas apenas um halo de micélio sem conidios. 

Por outro lado, o fenótipo de ªminute" e ºred" não ê transmitido através de 

cruzamentos� o que pode ser conseguido com o isolado 5. Apesar dessas dife

renças, há muitos pontos de similaridade, como o padrão de instabilidade te� 

te do heterocârio, supressão e características morfológicas, o que 

sugerir um modo de herança semelhante para os três casos. 

5.3. Instabilidade mitõtica 

permite 

A instabilidade mitôtica foi um fenômeno detectado entre al

guns mutantes compactos analisados no presente trabalho. Este fenômeno pôde 

ser detectado pela formação de setores de morfologia alterada. Os tipos de 

setores produzidos mostraram grande variabilidade tanto entre diferentes mu

tantes compactos como entre colônias do mesmo mutante; apenas aquele que a

presentaram. uma nítida formação de setores foram analisados (isolados 7 e J3). 
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Os resultados obtidos através da análise genética demonstram 

diferenças no padrão de instabilidade apresentado por estes mutantes de for

ma que eles serão discutidos isoladamente. 

5.3.1. Instabilidade do mutante 7 

Este mutante ê altamente instável mostrando pelo menos um se

tor por colônia. Os tipos de setores apresentados variam muito nas suas ca

racterísticas morfológicas surgindo também setores normais 9 semelhante ao 

tipo original (bl A1; meth G 1 ). 

No cruzamento 7 X MSE, observou-se que entre os segregantes 

meiÕticos se incluíam colônias enrugadas, com crescimento melhorado em rela

çao ao compacto e que se assemelhavam aos setores produzidos mitoticamente. 

Consequentemente durante o processo de divisão(meíose ou mitose) devem ocor

rer modificações nos loci responsáveis pela morfologia. 

De acordo com o que foi discutido no item 5.2.2. o mutante 7 

pode ter uma translocação não reciproca. Tal tipo de alteração estrutural 

torna possível a explicação do tipo de instabilidade apresentada. Primaria

mente, dois grupos de ligação (V e VI) estão envolvidos com o mutante 7; o 

setor 7a apresentou segregação de 1:1 e apenas um grupo de ligação envolvido 

(VI)� enquanto que o setor 7c apresentou também os dois grupos de ligação

(V e VI) envolvidos. Os dois setores apresentaram resultados de análise ge

nética diferentes entre si e com relação ao tipo original. 

Para esclarecer a complexa situação encontrada através da anâ 

lise genética, é �pre,�entado um modele para explicar a instabilidade do mu

tante 7 (Figura 20). 



Mutante 7 

fac com 2 
V �,--------r--�

s com 1 
VI 1----.... ------------( ) 

+- 25,00 + 

Setor 7a Setor 7c 

fac 
V ... , --------; 

s com 2 com 1 
VI �•--------t----f----( ) 

+ 44,27 +

V 

-------------+ 

j 
Setor normal 

VI �----------�---� 

V 
fac com 2 

---�t---1-� 

s com 1 
VI :---•---------( ) 

+ 45�00 +
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Figura 20 - Modelo apresentado para explicar a instabilidade do mutante 7. 

Explicações no texto. com 1 = ponto de quebra; com 2 = ponto de 

junção do segmento. 

O mutante 7, de acordo com as considerações do !tem 5. 2. 2.? 

deve possuir uma translocação não reciproca entre os grupos de ligação V e 

VI, resultando um cromossomo com deleção e o outro com duplicação. De acor

do com os resultados da análise mitÕtica (Tabela 14), podemos verificar que 
-+ 

os segregantes J., nao aparecem, e portanto, correspondendo ao cromossomo com

deleção. 
+ 

Os segregantes óa.c foram detectados, mas em baixa frequência ,. de-

vido possivelmente ã existência da duplicação. No modelo apresentado (Figu

ra 20) foi representado o cromossomo VI com deleção e o segmento transloca,9 

no V (tracejado �--� ). Este segmento, numa posição anormal, 
.. 

e altainent:e 

instâvel e sofre transposição para o grupo de ligação VI e dentro do próprio 
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cromossomo. No caso do setor 7a� a transposição deve ter ocorrido para o 

grupo de ligação VI, anulando portanto o efeito da deleção e produzindo a prE_ 

porção meiótica de 1:1. O fenótipo resultante não ê normal pois a posição 

original não foi restabelecida. No caso do setor 7c, a transposição do 

segmento ê dentro do próprio cromossomo (portanto, insercional), mais prÕxi 
. 

-

mo ao marcador 6ac. Entretanto, um determinante permanece ainda no grupo de 

ligação VI. Devido a alta capacidade de transposição do segmento transloca

do é possível que as estruturas dos setores 7a e 7b e do tipo original sejam 

estruturas reversiveis, explicando portanto, o aparecimento do mutante 7 

original entre segregantes dos cruzamentos 7a X MSE e 7b X MSE. O apareci

mento do setor normal é também explicãvel através da transposição do segmen

to para a posição original produzindo uma integração estável. Neste caso o 

processo ê irreversível. Assumindo-se ser esta a situação e que a transposi_ 

ção ocorre tanto na mitose como na meiose, o restabelecimento do fenótipo 

normal, de conÍdios verd.es � entre os segregantes meiôticos deve ter aumenta

do. E na realidade isto ocorreu. A proporção de conÍdios branco: amarelo 

mais verde ê de l!l em situações normais e no caso do cruzamento 7 X MSE o 

resultado foi de 0,35: 0,64 (X2 = 5,07*). 

Os resultados de ligação meiôtica não foram considerados devi 

do ao pequeno número de ascÕsporos analisados em relação ao marcador�. Tal 

fato ê atribuído ã interação existente entre o marcador� e meth. Desta for 

ma j a localização dos determinantes com 1 e com 2 no grupo de ligação VI 

apenas sugestiva� podendo ser ínsercionais ou terminais. 

Um fato coincidente na éJPàlise n:1Jc;pt,:i,ca dos setores 7a, 7b e 

7c (Tabelas 34, 35 e 36) é a compleJ;t1, au�ên�ia 4e segreg11p.t:es phw -. , Estes 

resultados podem ser explicados peia indução de um dete);Jllin4nte ,etal no gr� 

• - . - - + 

po de ligaçao IV da linhagem $E ou por uma seleçao 4e �agregantes p,Ut.o de-

vido ã ação de çloroneb. A primeira alternativa, indução de determinantes

letais, supõe a existência de regiões particularmente susceptiveis no grupo
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de ligação IV da linhagem MSE. Determinantes desta natureza foram também de 

tectados por ZUCCHI (1975) na mesma linhagem 9 mas sem localização preferen-

cial. . - , + � A segunda alternativa j seleçao de segregantes p.vw , devido a açao 

do cloroneb não foi investigada sistematicamente, mas alguns diplÓides pare

cem apresentar esta seleção com maior frequência (PIZZIRANI, não publicado)º 

O modelo apresentado para explicar a instabilidade do mutan

te 7 foi baseado apenas na análise genética inicial usando-se linhagens com 

poucos marcadores 9 entretanto, ele possui algum reforço desde que fenômenos 

desta natureza já foram descritos por alguns autores 9 ressaltando-se o tra

balho de DAWSON e SMITH-KEARY (1963) em bactérias e em A6pVtgillU6 ni.duR.a.n.6 

os de BAINBRIDGE e ROPER (1966), NGA e ROPER ( 1968, 1969), AZEVEDO E ROPER 

(1970)
9
MENEZES (1975). O mecanismo de transposição não e ainda bem claro PE, 

dendo ocorrer através de uma permuta desigual entre cromatÍdios 

permuta numa alça intracromossÔmica (NGA e ROPER 1968). 

5.3.2. Instabilidade do mutante 13 

irmãos ou 

Os resultados da análise genética do mutante 13 apresentaram 

um determinante genético simples� localizado no grupo de ligação V, ã cerca 

de 29,0 unidades de recombinação do marcador óac. Valores de recombinação 

semelhantes foram encontrados na análise genética dos setores 13a e 13b (ao 

redor de 20%). Os resultados de segregação rneiótica mostraram uma proporção 

de l normal:l compacto, exceto no caso de 13a (2"1). Para explicar os resul

tados obtidos e também a instabilidade encontrada no mutante 13 e apre

sentado um modelo que pode ser observado através da Figura 21 º 
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Setor 13a 

v-------< ) 
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dp 
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Figura 21 - Modelo apresentado para explicar a instabilidade do mutante 13. 

dp = duplic.ação; dl = deleção. 

Neste modelo é sugerida a presença de uma duplicação de um 

segmento cromossômico ligado ao grupo de ligação V, no caso de 13. O ponto 

de ligação entre eles pode ser o determinante genético responsável pela mor

fologia e instabilidade, ã semelhança do modelo sugerido por BALL (1967). O 

segmento duplicado· deve ser instável e capaz de sofrer translocação para ou

tros grupos de ligação� nesta translocação o segmento duplicado pode carre� 

gar consigo um pedaço do grupo de ligação v. ocasionando portanto, uma dele

ção. Esta situação pode ser apresentada pelo setor 13a; em cru14J11ento com a 

linhagem normal, o fenótipo compacto pode ser restabelecido pela jupçãa da 

duplicação em um outro grupo de ligação ao passo q�e 4 de}eçijo provocaria au 

sência de uma classe de segregante. 

A origem do setor 13b poq� ser expUcad� ppr perda de uma pa!_· 

te da região duplicada o qqe tev'-d.a. � um fenótipo melhorado,.ou s.eja, mais 

próximo ao tipo norrnal, Es,ta situação ê semelhante àquela aprese:ntada por 



NGA e ROPER (1968) e AZEVEDO e ROPER (1970) que obtiveram setores 

dos a partir de linhagens com d�plicaçÕes cromossômicas. 
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melhora-

5.3.3. Considerações gerais sobre a instabilidade mitõtica 

O fenômeno de instabilidade mitÕtica foi registrado pela pri

meira vez por EMERSON {1914) em milho. Este tipo de pesquisa foi mantido 

inicialmente por pequenos grupos mas atualmente a instabilidade mitÕtica já 

foi detectada numa div.ersidade muito ampla de organismos, de vírus à siste

mas de organismos eucariotos. Uma visão geral sobre esse assunto pode ser 

encontrada no volume 73 de Genetics Suplement (abril de 1973). Em bactérias; 

os estudos nesta linha estão bastante avançados com o conhecimento dos segmeE;_ 

tos de inserção e .tran.sposons (COHEN, 1976). A partir das evidências encon

tradas neste microrganismo, NEVERS e SAEDLER (1977) apresentaram um modelo 

ao nível molecular explicando o mecanismo de instabilidade em organismos 

eucariotos, mais especificamente em milho
s 

a partir dos resultados obtidos 

por McCLINTOCK (1950� 1951). Em muitos processos de instabilidade, um fenô

meno é relativamente comum: o da transposição de elementos geneticos 9 gera.!_ 

mente associada a rearranjamentos estruturais nos cromossomos. 

Em MpeJr..gilluA vúdui.a.M os casos de instabilidade mais com-

plexos sao também relacionados com att;:eraçÕes na estrutura dos cromossomos 

(BAINBRIDGE e ROPER s 1966; NGA e ROPER� 1968, 1969; AZEVEDO e ROPER, 1970; 

ZUCCHI, 1975; ALMEIDA, 1976). Os dois mutantes compactos, 7 e 13, analisa

dos no presente trabalho também são instáveis e a análise genética indica a.!_ 

teraçÕes cromossômicas. Diversos ot1tros deri.vados compactos apresentaram 

igualmente essa caracterI.stiça (Tabela 7). Em vista da alta frequência de 

instabilidade encontrada �m �utantes compactos, uma nova perspectiva se abre 

na metodologia usada para a procura de linhagens instâveh. As · l, inhagens 
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instáveis de A.6pettgiftuó vú..dula.n6 (linhagens A� B 9 C e D) apresentam princi-

palmente dois tipos de setores: deteriorados e melhorados, A visualização 

de setores deteriorados é entretanto dificultada devido ao seu pequeno cres

cimento e escassez na produção de conídios. Em mutantes compactos esse tipo 

de setor não foi constatado; aparecem setores do tipo melhorado 1 com taxa de 

crescimento maior 1 mas exibindo diferentes morfologia ) em vários graus ? até 

o tipo normal. Com o estudo do compacto original, que se assemelha ao tipo

deteriorado ) e das várias classes intermediárias é possível� portanto i esta

belecer a sequência dos eventos genéticos que levam finalmente ã produção do 

fenótipo normal. Desta formaj faz-se necessária a pesquisa de maior 
... 

numero 

de mutantes compact�s instãveis e verificar se o processo de instabilidade 

em A6pVtgilluó l'IÁ..dulan.6 pode ser explicado por um me c·anismo comum. 

5.4. Considerações gerais sobre o consumo de 02 

O conhecimento sobre o metabolismo respiratório de fungos fi

lamentosos em geral� tem sido prejudicado pelas dificuldades técnicas de pr!:,_ 

parar o material de forma padronizada para uso no respirÔmetro e obter res

postas satisfatórias. Este problema foi resolvido parcialment� no presente 

trabalho usando-se macerado de micélio entretanto, os valores encontrados 

constituem uma. sub_-estimativa desde que DARBY e GODDARD (1950) mostraram que 

o tecido macerado apresentava uma menor taxa respiratória do que esporos ou

micélio intacto. 

Os resultados de absorção de 02 obtidos mostram que existe 

uma variação mu ito grande sob este aspecto 1 entre os mutantes compactos. O 

maior valor de consumo de 02 foi verificàdo para  a l in hagem n.ormal 

b,l A1; me:th G1 ,, os demais valores encontrados para os mutantes compactos sao 

os menores (Figuras de n9 8 a \7). Observa .... se através destas Figuras que os 
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isolados 11 e 13 apresentam valores de consumo de 02 que mais se aproximam 

à da linhagem normal� ao passo que os isolados 5 e 12 apresentam os menores 

valores. Estes resultados podem ser melhor observados através da Tabela 46? 

calculados em porcentagem. A maioria dos mutantes possui valor de k02 abai

xo de 60% da linhagem normal e apenas os isolados 4 9 8 9 11 e 13 possuem val.9. 

res superiores a 60%. Estes resultados sugerem que o metabolismo oxidativo 

entre os mutantes compactos e com relação ã linhagem nonnal é diferente. Os 

valores de Q02 obtidos por diferentes autores (BAINBRIDGE e col. 9 1971; CAR

TER e col.� 1971 e HOUGHTON� 1971) não são comparáveis desde que a metodolo

gia usada apresenta consideráveis diferenças. Normalmente os valores de Q02 

são expressos por unidade de peso seco; no presente caso, a padronização foi 

feita por número de conidios viáveis devido à pouca quantidade de micélio 

formada pelos mutantes compactos o que poderia conduzir a erros maiores na 

estimativa dos dados. 

Apesar da ausência de correlação positiva altamente signific_! 

tiva entre crescimento radial da colônia e consumo de 02� pôde ser observada 

uma certa tendência para correlação entre os mutantes compactos derivados da 

linhage� bi A1; me;th G1 (isolados de n9 1 ao 11) � excluindo o isolado 5 que 

é de origem citoplasmâ.tica. Para os isolados da linhagem pno A1.paba A5;y A1 

a correlação não ê significativa. Este resultado pode ser devido a adição 

de prolina e ãcido p-aminobenzóico à suspensão micelial dos mutantes com

pactos de n9 12 à 20� que pode exercer um efeito estimulatório no consumo de 

02 j atribuído principalmente à prolina. FIGUEIREDO (1963) verificou que es

te aminoácido era estimulante da respiração em Tl(.ypano�oma cJc.uZi. e PAGNOCA 

(1976) também verificou um fenômeno semelhante em Cla.do6po!Llum caJUu.Dn.U,mas 

em menor grau. 

Em culturas de quemostato 1 CARTER e col. (1971) observaram 

uma relação linea+ �ntre taxa de crescimento e coeficiente respiratório em 

A6pvigillul., ru,du..ean-6 e em leveduras também foi registrado fenômeno semelhan-
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te (TEMPEST e HERBERT, 1965). A ausência de correlação entre crescimento r.! 

dial e consumo de 02 nos mutantes compactos� pode ser devido à in adeq uaç ao 

do parâmetro utilizado ou seja o crescimento radial. O uso de um outro par!. 

metro como o aumento de biomassa ou peso seco por unidade de tempo, pode re

fletir uma condição mais real. 

5.5. Respiração endõgena 

A maioria dos microrganismos são capazes de sobreviver, algu

mas vezes por períodos considerãveis� na ausência de nutrientes. Suspensões 

de organismos aeróbicos ou facultativos em âgua 7 salina ou solução tampao 

consomem oxigênio e liberam dióxido de carbono 9 o que indica a oxidação de 

material de reserva, possivelmente fornecendo energia necessária para sobre

vivência. Estas reações metabólicas que ocorrem no interior da célula naª.}! 

sência de um substrato exógeno é comumente chamado de metabolismo endógeno. 
-

Entretanto, acredita-se que estas mesmas reaçoes podem continuar na presença 

de substratos exógenos (DAWES e RIBBONS, 1962). 

Os valores· de consumo de 02 devido ao metabolismo endógeno 

permanecem relativamente altos� mas com tendência a diminuir desde que os 

gráficos não se apresentam lineares. A exceção é encontrada para a linhagem 

normal e alguns mutances compactos, em especial o 11. Nestes casos ? o tempo 

de restrição nutricional (11starvation11
) de cerca de 16 horas em solução de 

KCl não deve ter sido suficiente para esgotar as reservas em nível equiva-

lente ã dos demais mutantes. Entretanto, um tempo ;tmJito prolongado nao

aconselhável desde que foi observado redução n� vi�Pilidade celular e autÕli 

se de hifas em Mpe,,tgillu-6 n.ldu1a.w., (BAINUJlDGE e col. � 1971). 

Devido à dificuldade de distinguir diretamente entre o oxigê

nio consumido na oxidação do substrato endógeno e exÕgeno 9 algutm;ts aproxima-
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çoes foram feitas pelo cálculo da assimilação oxidativa intro duzido por 

BARKER (1936� in DAWES e RIBBONS� 1962). 

Os altos valores de assimilação oxidativa encontrados ? 
de 

36�41 a 97,99% (Tabela 48) indic&� uma grande assimilação de glicose do meio 

e que não estã sendo totalmente oxidada. Dos vinte isolados co1!1pactos anali 

sados� 13 apresentaram assimilação oxidativa entre 60 e 80%. Estes valores 

são semelhantes àqueles obtidos por DARBY e GODDARD (1950) em Myll.othecium

VeMU.Ca!Úa. usando-se glicose ou sacarose como substrato. Ao nível de 80% a 

assimilação oxidativa foi representada pela equação; 

A oxidação da glicose e· incompleta e possivelmente este açu-

car está sendo assimilado intracelularmente para biossíntese da parede celu-

lar (CORINA e MUNDAY, 1971). Por outro lado, devido ao tempo de restrição 

nutricional utilizado para preparação da suspensão micelial ? possivelmente 

uma parte do açúcar assimilado deve ser convertido como substrato em poten

cial para a respiração endógena e os resultados obtidos no presente trabalho 

devem constituir uma super-estimativa, Alguns casos. como os dos isolados 

5 e 12� apresentam praticamente 100% de assimilação. Estes isolados mere-

cem uma análise mais detalhada� considerando-se a natureza distinta dos dois 

isolados. O isolado 5 foi considerado um mutante citoplasmático enquanto 

que o 12 ê nuclear. Portanto ? fatores de natureza distinta parecem estar 

atuando sobre um mecanismo comum: o respiratório. Uma comprovação da nature 

za nuclear e citoplasmática atuando na respiração pode ser verificada com es 

tes dois isolados adicionando-se corantes especiais no meio cultura (GILLIE, 

1970). A existência de mutantes deficientes respiratórios é bastante conhe

cida em ºf$�Í$W0ij ÇOll.10 N�Wr.fJ��Jia (MITCHELL e MITCHELL, 1952) e mesmo o es

tudo da herança mitocondrial progrediu muito em leveduras (THOMAS e WILKIE � 

1968). Entretanto, os estudos nesse sentido quase não foram efetuados em 
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Contrastando-com os dois casos descritos� o isolado 13 apre

senta o menor valor de assimilação oxidativa (36%). Apresenta um alto consu 

mo de 02 refletindo ? portanto� nem alto metabolismo oxiilativo (k02 = 85%) em 

comparação com a maioria dos compactos. 

5.6. Consumo de glicose 

O consumo de glicose apresentado na Tábela 48 mostra que hou

ve uma grande assimilação do açúcar s'3m grandes variações entre os diversos 

isolados compactos e a linhagem normal. Em alguns casos, como o dos isolados 

7, 8, 9 e 10 a assimilação foi praticamente de 100% 9 ã semelhança da linha

gem b� A1;meth G1. O menor valor ? ao redor de 78%, foi detectado para o 

isolado 13. Este isolado apresenta um alto consumo de 02 e um menor consumo 

de glicose� refletindo portanto� num metabolismo oxidativo eficiente ? confo!_ 

me citado nc item anterior. Apesar da diferença do consumo de glicose em r� 

lação à linhagem normal algumas considerações podem ser feitas sob este as-

pecto. Os resultados de ligação meiótica mostram que a maioria dos segre-

gantes é 6ac- (82,2%)
1 

significando que eles não crescem em acetato como fon 

te única de carbono. ROMANO e KORNENBERG (1968, 1969) sugerem que a utiliz� 

ção dos açúcares é regulada por acetil-coenzima A, um produto metabólico do 

acetato. O mutante 13 pode apresentar alguma anormalidade na for�ação de 

acetil-coenzima A, o que acarretaria um menor entrada de glicose na célula 

e explicaria também o não crescimento em meio de acetato,, A proporção de se 

+ - - - - �
gregantes 6ac : óac nao esta de acordo com uma proporçao mendeliana e a ana

lise meiõtica de dois setores
? 13a e 13b, confirma a superioridade na fre

quência de segregantes óac-(82�2 e 80,6%� respectivamente)� semelhante àque-
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la encontrada para o isolado 13 (82�2%). A origem deste comportamento pode 

ser atribuida a fatores de origem citoplasmática em analogia aos resultados 

obtidos por EV.ANS e WILKIE (1976) que determinaram fatores mitocondriais co!!_ 

trolando a habilidade na utilização de alguns açúcares em SacchaJtomyce-6 

ce1te v,l4,i.a.e 

Os demais isolados compactos apresentam valores de consumo de 

glicose mais prÕximo ao do tipo normal (Tabela 48) e esta situação parece ser 

a comumente encontrada por alguns autores (VERBINA, 1960: HOUGHTON � 19 71) • 

Portanto� a permeabilidade à glicose não deve estar alterada e a sua entrada 

se procede normalmente. O pequeno crescimento observado entre os mutantes 

compactos pode ser tentativamente atribuído a um menor metabolismo oxidativo. 

Isto traduzindo em termos de ATP� significaria uma menor quantidade de ener

gia disponível para a ocorrência das reações biossintéticas, necessárias pa

ra o desenvolvimento de um organismo (HOUGHTON 1 1971). 
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6. RESUMO E CONCLUS'OES

Foram isolados vinte mutantes c1>mpactos de 

rú..dulaw., que apresentaram além do crescimento restrito� alterações na colo

ração do micélio, escassez na produção de con{dios e enrugamento em vários 

graus. Eles foram obtidos a partir das linhagens bi A1; meth G1 e p/W A1� 

paba AG; Y A1 � após tratamento de conídios com luz ultra-violeta e nitroso

guanidina. 

Os mutantes compactos foram analisados geneticamente e foi 

verifiçado qt,ie dos 20 mutantes analisados ? 12 apresentaram uma herança men

deliana simples em cruzamentos com linhagens normais; 7 apresentaram segreg_! 

ção de 2 normais ; l compacto indicando a possível ocorrência 

cromossômicas e um dos mutantes foi de origem citoplasmâtico. 

de aberrações 

Os determina!!_ 

tes morfológicos foram localizados em quase todos os grupos de ligação, exc� 

to o III e o VIII. Os valores de ligação genetica, ensaiados através do te� 

te de dois pontos, foram obtidos em alguns casos. 

Alguns mutantes apresentaram o \•Jiômeao • ,ãnil�abilidade mi

tÕtica e 7 setores foram analisados. Os resultados da análise genética mos-
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traram que o mecanismo de instabilidade pode ser atribuído a elementos de na 

tureza citoplasmática e à alterações cromossômicas. Foram apresentados al

guns modelos para explicar o fenômeno. 

Com a finalidade de verificar outras diferenças entre os mu

tantes compactos e a linhagem normal, foi utilizado o respirômetro de Warburg 

para medir o consumo de 02� utilizando-se glicose como substrato. Os valo

res de consumo de 02 obtidos foram sempre menores para os isolados compactos 

indicando um metabolismo oxidativo mais baixo� sendo que o menor valor foi 

detectado para o isolado citoplasmático. A respiração endógena permanece r!_ 

latiy,i,mente alta e com tendência a diminuir na maioria dos casos. O consumo 

de glicose permaneceu em nível semelhante para todos os casos analisados, e_! 

ceto �o caso do isolado 13 que apresentou valores um pouco inferiores. A ori 

gem deste comportamento é dis.cutida. 
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7. SUMMARY

Twenty compact mutants were isolated from strains b,i, Ai ; 

meth G1 and ptto A1 ;, paba. A6 ;. lj A1 of MpeJtgill.U6 rúdul.a.n6 af ter 

treatment with ultra-violet light and nitrosoguanidine. Besides the 

restrict growth, these mutants presented alterations in myceliumpigmentation, 

poor conidiation and several degrees of crinckled phenotype. 

The compact mutants were genetically analysed; twelve of 

them had a genetic marker segregating as a simple gene, giving in cresses 

with non compact strains a proportion of 1 compact to 1 normal colony] seven 

analysed compacts gave a 2 normal g 1 compact segregation indicating a 

possible ocurrence of chromosome aberrations; finally the last compact 

analysed behaved as if the character was due to cytoplasmic inheritance. The 

genetic determinants of the compact morphology were located in almost all 

linkage groups; only in linkage groups III and VIII these determinants were 

not found. ln some instances ? meiotic l.:inkage w-�s 1iettected. 

Some compact mutants presented mitotic instability� producing 

several types of sectors. Seven sectors were genetically analysed. The 
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results have shown that instability can be due to cytoplasmic factors and 

to chromosome aberrations. Some models were presented to explain the 

instability phenomenum in such cases, 

A measure of 02 consumption using manometric techniques and 

glucose as substrate was carried out in arder to dettect other differences 

among the compact mutants. In all cases compact mutants showed lower 02 

consumption as compared to the normal strain; such results are indicative 

of lower oxydative metabolism; the cytoplasmic mutant being the lowest one. 

Glucose consumption remained ata high level in all cases but one, that is� 

mutant number 13. 
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Tabela A-1 - Diâmetro médio das colônias 
... 

7 dias de incubação • apos 

Isolado R e p e t i ç 
-

Somas o e s

1 0 :,9 1,,0 190 l iO 1,0 1,0 1.1 1,1 1,1 1,2 10,4 

2 1,2 1,2 1,2 1 ,, 3 1,3 1,3 1,4 1,5 1,8 1,8 14,0 

3 1,2 1,2 1,3 1,3 1,4 1,4 1,5 1,5 1�6 1�6 14,0 

4 1,0 1,0 1,2 1,2 1,2 1,5 1,8 1,8 1,8 1,9 14,4 

5 1,5 1,6 1,7 1,8 2,0 2,0 2,0 2�0 2,0 2,0 18,6 

6 1,8 1,8 1,8 l :, 8 2,0 2,0 2,0 2 ;! 2 2,2 2,2 19,8 

7 1,7 1,8 1,8 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,2 2,4 19,9 

8 1,8 1,9 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,3 20,0 

9 1,8 1,8 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,1 2,2 2.2 20,1 

10 1,8 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,2 2,2 20�2 

11 1,9 1,9 2,0 2,0 2,1 2,1 2,2 2,2 2,2 2,3 20,9 

12 1,3 1,3 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,6 1,6 14,2 

13 1,4 1,4 1,4 1,5 1,5 1,5 1,6 1,6 1,7 1,7 15,3 

14 1,4 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,6 1,6 1,6 1.7 15,4 

15 1,5 1,5 1,6 1,6 1,6 1�7 1,7 1,7 1,7 2,0 16,6 

16 1,5 1,7 1,7 1,7 1,8 1,8 1,8 1,8 1,9 1,9 17,6 

17 1,5 1,6 1,6 1,7 1,8 1,8 1,8 1,8 2,0 2,0 17,6 

18 l g 6 2,0 2,0 2,0 2,0 2,1 2,1 2,1 2,2 2,2 20,3 

19 1,9 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,1 2 > 1 2�1 2,2 20,4 

20 2,0 2,0 2,0 2�0 2 ,o 2,0 2 10 2,1 2�1 2 9 2 20,4 

b,L A1; 8,2 8,2 8,3 8,3 8,4 8,4 8,4 8,4 8,j 8,5 83,6 
meth G1
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.152. 

Tabela A-23 - Dosagem da glicose residual. 

Isolado Endógeno Repetições Média Média D.O. Glicose 
residual Endógeno 

(µg) 

1 124 475 600 soo 525 401 0 ? 802 34 

2 183 415 600 450 488,33 305,33 0,610 26 

3 50 555 520 450 508 ? 33 458
? 33 0,917 39 

4 365 750 600 720 690,0 325,00 0,650 27,5 

5 95 460 460 510 476 ?67 381 ,67 0,763 32 

6 130 260 425 475 386 ,6 7 256,67 0
?
513 21,5 

7 363 495 375 325 398,33 35,33 0,071 3 ? 0 

8 630 530 630 1000 720,00 90
J
OO o, 180 8 10 

9 435 485 400 520 468,33 33 ? 33 0,067 2 ?5 

10 420 425 l,00 465 430,00 10 ?00 0,020 1,0 

11 341 510 580 550 610,00 269,00 0,538 23,0 

12 275 1000 1000 950 983,33 708,33 l i 417 59,5 

13 50 750 1000 1000 916, 77 866,67 1,733 78,0 

14 544 1000 1000 , 1000 1000,00 456 0,912 38,5 

15 163 1000 1000 1000 1000�00 837 1,674 70,5 

16 215 1000 1000 1000 1000,00 785 1,570 66,0 

17 245 460 650 560 556,67 311,67 0,623 26,5 

18 54 800 720 980 833,33 779,33 1;559 65,5 

19 58 900 650 750 766 ,6 7 708,67 1,417 60,0 

20 245 750 550 880 726, 77 481, 77 0,963 40,5 

b.l A1;me:th G1 720 800 800 780 793,33 73,33 0,147 6,0 




