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1 - INTRODUÇÃO 

A- aflatoxina, causadora da morte de mais de cem mil

peruzinhos na Inglaterra em 1960. é produiida por virias fun

gos principalmente o Aspergillus flavua. 

Vma série de toxinas são conhecidas. destacando-se 

s
1 

e B
2

• G
1 

e G
2

, que se apresentam com fluorescência azul e

verde respectivamente, quando analisadas em cromatografia de 

camada delgada à luz ultraviolete; e que são bastante t6xi-

cas, salientando-se a aflatoxina s
1 

em termos de toxicidade. 

Essas substâncias têm-se mostrado cancerígenas a di-

versos animais. Devido a essa característica, a aflatoxina 

ganhou atenção especial por parte dos pesquisadores de todo 

mundo, bem como o fungo A. fZavus r pelo fato deste microrga

nismo atacar produtos que são básicos na alimentação de mui

tos países, como fontes de proteínas, 



2. 

O A. fZavus. produtor desta toxina, e um fungo im

perfeito, e estudos genéticos da produção desta substância só 

podem ser realizados com a colaboração do ciclo parassexual. 

Mutantes com produção alterada de aflatoxina tem sido obtidos 

e alguns trabalhos já foram realizados por LEAICH e PAPA 

(1974) e PAPA (1977), 

No presente trabalho procurou-se, pela obtenção de 

mutantes para diferentes requisitos nutrimentais, a partir de 

linhagens de A. fZavus� produtoras de diferentes quantidades 

de aflatoxina, estudar a produção desta toxina através do ci

clo parassexual. 



3. 

2 - REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 - Características gerais e estudos genéticos em A. flavus 

C fungo filamentoso A. flavus apresenta-se com abun

dante conidiação. quando crescido em meio Czapeck sólido; sua 

colônia tem crescimento rápido e apresenta-se plana e radiada, 

adquirindo uma coloração amarelo-esverdeada, que tende a ver

de-oliva, após um período longo de desenvolvimento (RAPER e 

FENNEL. 1969). Os conídios são uninucleados (RAPER e FENNEL. 

1969) ou binucleados (YUILL, 1950), com 4. 5 a 7, O micras de 

diâmetro. apresentando-se com forma globosa. 

Esse fungo produz, no meio de cultura, substâncias 

exógenas, entre elas a aflatoxina, de grande importância por 

ter-se mostrado como uma substância altamente carcinogênica. 

Estudos relacionados a aspectos genéticos de A. flavus, tem 
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sido desenvolvidos.procurando-se verificar a existência do 

Ciclo parassexual, fenômeno este descoberto por PONTECORVO e 

ROPER (1952) em A. nidutans . Atualmente, vários outros fun 

gos já tem seu ciclo parassexual descrito. Esse ciclo paras-

sexual veio permitir estudos genéticos - em muitos fungos que 

não apresentam o ciclo sexual. O fenômeno apresenta os se

guintes passos essenciais: heterocariose, diploidização, re

combinação mitótica e haploidização (PONTECORVO e cal. 1953). 

O ciclo parassexual em A. fZavus foi observado pela 

primeira vez por PAPA (1973). Segundo o autor, os diplÓi -

des obtidos apresentam-se com redução do número de núcleos, a

presentando, em grande proporção. conÍdios com um Único nu -

cleo.: Assim sendo, PAPA (1973) cita a variação do numero de 

núcleos como sendo um dado para a identificação de diplÓides 

em A. flavus . Até então, outros critérios, que incluem o 

diâmetro e o volume do conídio, e o conteúdo de DNA , eram uti 

lizados em várias espécies de AspergiZlus 

1953). 

(PONTECORVO e cal. 

ISHITANI e cal. (1956) sugerem que o numero de nu

cleos e o conteúdo de DNA do núcleo que migra para o conídio, 

determinam o tamanho do conídio, antes da constricção do es

terigma em A. oryzae e A. sojae. 

IKEDA e cal. (1957) verificaram também em A. oryzae 

e A. sojae que os mesmos não apresentam diferença no tamanho 

entre conidios diplÓides e haplÓides, embora o número de nu

cleos por conídio seja reduzido à metade nos diplÓides. 
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lEAICH e PAPA (1975), trabalhando com a lirihagem PC 

7 de A. fZavus, obtiveram sete mutantes haplÓides que apresen-

tavam um grande numero de conÍdios binucleados, totalizando 

3,1% em mutante branco (W3), em 176 conidiÓforos analisados, e

44,1% em outro mutante branco (W2), em 50 conidiÓfors observa

dos. 

Em A. fZavus, haplÓides binucleados (N+N) e diplÓides 

uninucleados (2N) apresentam o conÍdio com o mesmo volume, 

pois, praticamente, o haplóide tem equivalente soma de DNA em 

relação ao diplÓide (PAPA e LEAICH, 1975). 

LEAICH e PAPA (1974), estudando a produção de aflato

xina em mutantes de A. fZavus, nao verificaram correlação apa

rente em requisitos nutrimentais e produção de aflatoxina. Si� 

nificativas produções de aflatoxina do grupo B (B
1 

e B
2

) fo

ram produzidas pelos mutantes, o que permitiu uma distribui

çao dos mutantes em grupos, em relação à produção de aflatoxi

na, a saber: alta, intermediária e baixa. 

Em outros fungos pertencentes ao grupo A, fZavus, co�· 

mo o A. oryzae,. b heterocário formado entre um isolado fraco 

produtor de ácido kÓjico (300 wg/ml) e outro forte produtor 

(3000 µg/ml) produz ácido kÓjico em níveis maiores que os 

pais. O diplÓide, entretanto, produz muito menos ácido kÓji

co que os pais superiores. Alguns segregantes, entretanto, 

mostram significativo aumento na produção para síntese de áci

do kÓjico, (6000 J.Jg/ml) IKEDA (1957). 
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PAPA e LEAICH (1973). em A, flavus,-demonstraram que 

heterocário pode ser formado entre mutantes que se diferencia

vam em marcas nutrimentais, cor de conídios e produção de afl� 

A análise dos níveis de aflatoxina em mutantes ha 

plÓides e em segregantes haplÕides e diplÓides, obtidos por ha 

ploidização dos diplÓides, sugerem que mais de um tipo de a

çao gênica está envolvido, 

DiplÓides heterozigotos para a produção de aflatoxina 

+ 
-

8
1 

(8
1

1B
1 

) geralmente produzem pouca aflatoxina 8
1

, Os se-

gregantes desses diplÓides possuem níveis de produção de afla-

toxina B
1 

similar aos pais haplÓides, o que sugere uma simples 

diferença gênica. Pouco� segregantes dos diplÓides sintetiza-

+ 

dos de B
1 haplÓides apresentam níveis de 8

1 
similares ao de 

seu pai haplóide de maior produção. ao passo que outros segre-

gantes mostram níveis intermediários de s
1

• Esses resultados

indicam um possível efeito aditivo de genes para a produção de 

aflotoxina B�• 

CODNER (1963) verificou que muitas linhagens produzem 

tipos de aflatoxina B e G, ou só B. Poucas linhagens produ-

zem somente um tipo de aflatoxina 8
1 

ou G
1

. Assim sendo, es

te fato sugere que vários tipos de aflatoxina podem seguir u

ma sequência de processos enzimáticos. 

DONKERSLDOT e Col. (1972), descrevem um mutante de 

A� parasiticus� snfraquecido para biossíntese e para a acumula 

ç;o de "averufin » , como um possível intermediário. 
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LEE e col. (1971) observaram um mutante acumulando 

uma outra substância, que poderia ser um possível intermediá

rio na síntese, substância esta que é o ácido norsolorínico, 

acumulado por um mutante de A. parasiticus. 

2,2 - Aspectos g�rais sobre a produção de aflatoxina 

Em 1960, na Inglaterra. mais de cem mil perus mor

reram vitimados de uma doença desconhecidü, que foi chamada 

de "Turkey X Disaase". Essas observações, além de outras, 

foram relacionadas com hepatomas, 

Observações importantes haviam sido feitas: a doença 

estava em um raio da 80 a 100 milhas de Londres e associada 

com a alimentação ministrada a estes animais. Analisando-se 

o produto, verificou-se que, na alimentação manufaturada pe

las companhias, havia um ingrediente em comum, a torta de a

mendoim trazida do Brasil (GOLDBLATT, 1969). Os estudos 

se seguiram e observações de amostras tóxicas e nao tóxicas, 

oriundas do Brasil, revelaram n as primeiras, desenvolvimento 

de hifas entre os cotilédones. Mas foi em amostras altamente 

tóxicas originárias de Uganda que se verificou a contaminação 

por um fungo (SARGENT e col. 1961).

O fungo foi desenvolvido em Czapek , e solução deste 

meio de cultura em clorofórmio possibilitou a observação de 

fluorescência, quando cromatografadas em papel, num Rf de 0,7, 

Este extrato foi tóxico a peruzinhos e causou o mesmo sintoma 
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associado ã doença »X". O agente produtor foi identificado 

corno sendo o A. fZavus, �ink (SARGENT e col. 1961). e �  toxi

na foi dado o nome de Aflatoxina, em vista de sua origem. 

Atualmente já se conhecem outros fungos que sao pro

dutores de aflatoxina, embora a té 1965 a produção de aflatoxi 

na era suposta apenas como sendo produzida por dois fungos. 

o A. fZavus e o A. parasitiaus.

DIENER e DAVIS (1969) apresentam uma lista dos fun

gos produtores dos diferentes tipos de aflatoxina "in vitro". 

Na Tabela 1, são apresentados estes fungos, bem como o tipo 

de aflatoxina produzido pelos mesmos. 

A produção de aflatoxina pode ser influenciada por 

alguns fatores de ordem ambiental, como o tipo de substratos, 

o tempo e a temperatura, o pH, a fonte de carbono. a fonte de

nitrogênio, os microelementos e as vitaminas (DIENER e DAVIS, 

1969). 

A prpdução geralmente e estudada em meio líquido, d� 

vide a facilidade de extração. As primeiras investigações 

feitas por NESBITT e col. (1962) utilizaram meio Czapek modi 

ficado, adicionado de sulfato de zinco; pequenas quantidades 

de aflatoxina foram produzidas, mesmo quando a esse meio era 

adicionado extrato de leveduras. 

Utilizando-se a linhagem ATCC 15517 (V-373410), MA

TELES e ADYE (1965), obtiveram uma produção de 90 mg de afl� 

toxina por litro de meio, com agitação. mas somente 63 mg/li-

tro. em cultura submersa com glicose-amônia. A mesma cultu-
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ra produziu 63 mg em 100 ml de meio. utilizando-se 2% de extra 

to de levedura e 20% de sacarose em cultivo estacionário (DA

VIS e cal. 1966). 

TABELA 1. Diversos fungos produtores de aflatoxina 

A f l a t o X i n a

u n g o

ª1 ª2 
G

l G2

Grupo do Â'. flavus 

A. flavus + + + + 

A. flavus var. aoZumar>is + 

A. or>yzae + + 

A. parasitiaus + + + 

0-ut ras espécies

A. niger + 

A. wentii + 

A. ruber + 

A. ostianus + 

A. oahraaeus + 

PeniaiZZium puberuZum + 

P. variable + 

P. frequentans + 

P. aitrinum + 

Rhizopus sp + + 

+ = Produção - = Não produção de af lat:oxir.B
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DAVIS e OIENER (1966) observaram que grandes quantid� 

des de aflatoxina foram obtidas em 15 dias, a 209C. A mesma 

quantidade foi produzida em apenas 11 dias, a temperatura de 

3 □ 9 e.

DAVIS e DIENER (1968) demonstraram que A. parasiticus 

nao se desenvolve em meio contendo ribose ou xilose a 20% e 2% 

de extrato de leveduras, quando os dois compostos são autocla

vados juntos. O k. fZavus j pobre produtor e não produz a 

aflatoxina em compostos associados com ácido cítrico (DAVIS e 

DIENER, 1968), 

Vários compostos nitrogenados influem na produção de 

aflatoxina. A capacidade de produção em nitrogênio orgânico 

depende aparentemente da linhagem utilizada ou da composição do 

meio. Entretanto, grandes quantidades tem sido produzidas em 

meio que contém licor de milho, uma mistura de ácido casamíni

co, extrato de leveduras ou peptona (DAVIS e col. 1967).

ELDRIDGE (1964) estudou o efeito de várias vitaminas 

no desenvolvimento a produção de aflatoxina. Tiamina e bioti-

na, adicionadas ao Czapek líquido, ocasionaram um aumento na 

produção de afletcxina. 
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3 - MATERIAL E M]jTODOS 

3.1 - Linhagens utilizadas 

-As linhagens de Aspergil-tus fZavus~,, utilizadas no pr.§_

sente estudo, foram gentilmente cedidas pelos professores Dr. 

Homero Fonseca e Dr. Alcides Martinelli Filho, do Departamento 

de Tecnologia Rural da Escola Superior de Agricultura "Luiz 

de Queiroz" Piracicaba SP. As linhagens foram caracterizadas 

segundo um critério de letras e numeras e também quanto à pro

dução de aflatoxina no meio de cultura e no micélio. As le

tras maiúsculas representam o grupo coletado; o número em se

guida, a amostra coletada; e a letra minúscula distingue as 

diversas col0nias conseguidas no isolamento de cada amostra. 

Assim sendo, as seguintes linhagens foram usadas: 



A a - Originária de amendoim em casca, Úmido, oriundo de 
5 

Santa Adélia (SP)

A
6

e - Originária de amendoim descascado, ensacado, oriundo 

de Santa Adélia (SP) 

B
2

d - Originária de amendoim em casca, ensacado, oriundo 

de Santa Adélia (SP) 

Com relação à produção de aflatoxina, a Tabela 2, a-

baixo ilustra cada urna dessas linhagens. A produção é dada 

em partes por milhão (ppm) de aflatoxina s
1

, no micélio e no 

meio de cultulra. 

TABELA 2. 

Linhagem 

A5a

A
6

e 

8
2

d 

Produção de Aflatoxina a
1

, em ppm no micélio e 

meio de cultura por linhagens de A. fZavus 

Produção de Aflatoxina s
1 

em ppm 

Micélio Meio de Cultura 

0,00 O, 15 

0,00 0,00 

11,38 6,00 

no 
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1�2 - Meios de cultura e soluções utilizadas 

3.2.1 - Meio m,Ínimo (PONTECORVO e col. 1953) (MM) 

NaN0
3 

6,00 g 

KH2Po4 LSD g

KCl 0,50 g

MgS0
4

. 7 H
2

D 0,50 g 

FeS04 traços 

ZnS04 traços 

Glicose 10,0 g 

Ágar 15,0 g 

Água destilada 1, o 1 

O pH foi ajustado para 6,8 com NaOH ou HCl 1 N . 

. 3,.2.2 - Meio completo (PONTECORVO e col. 1953) (MC) 

E�te meio foi preparado adicionando-se ao meio mí

nimo as seguintes substâncias: 

Peptona 2,00 g

Caseina Hidrolisada 1,50 g

Extrato de leveduras 0,50 g

Solução de vitaminas 1.00 ml 

Ácido nucleico de leveduras 2,50 ml 

O pH foi ajustado para 6,8 com NaOH ou HCl lN. 
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3.2.3 - Meio mínimo mais 2% de meio completo 

Adicionou-se ao meio mínimo, 2% de meio completo; 

distribuiu-se 2,5 ml por tubo e e sses tubos foram conservados 

em refrigerador após autoclavagem. 

3. 2. 4 - Meio "YES" (DAVIS e col. 1966)

Extrato de leveduras 

Sacarose 

Água desmineralizada 

2% 

20% 

1 li'.:ro 

Autoclavagem a l atm durante 15 minutos 

3.2.5 - Solução salina 

Preparou-se uma solução de cloreto de sódio 0,89%, 

dissolvendo-se o sal em água destilada. Nove mililitros da 

solução foram colocados em cada Trasco e autoclavou-se em se

guida. 

3.2.6 - Solução de tween 80 

Adicionou-se tween 80 a agua destilada, numa con

centração de 0,1% (v/v) e 2,5 ml da solução foram colocados 
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em tubos de ensaio que foram autoclavados e, a seguir, conser 

vados em refrigerador. 

3.2.7 - Solução de E-fluorofenilalanina (EFA). 

Obteve-se a solução utilizada (1%), dissolvendo-

se EFA em água destilada. A mesma foi esterilizada em banho 

maria, por 15 minutos, e conservada em refrigerador a 4 9 C. 

3.2.8 - Solução de vitaminas 

Ácido nicotínico 

Ácido �-aminobenzoíco 

Aneurina 

Biatina 

Piridoxina 

Riboflavina 

Água destilada 

100,0 mg 

10.0 mg 

50 ., O mg 

0 .. 2 mg 

50,0 mg 

100.0 mg 

100,0 ml 

A solução foi esterilizada em banho-maria. por 

15 minutos. e guardada em frasco escuro no refrigerador. 

3.2.9 - Solução de caseína hidrolisada 

Cem miligramas de caseína hidrolisada foram co 

locadas em frasco contendo 10 ml de H2D destilada, sendo esta
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esterilizada em banho-maria, por 15 minutos. A seguir colo 

cou-se em frasco escuro e conservou-se em refrigerador. 

3.2.10 - Hidrolisado de ãcido �ucl;ico de leveduras 

Ácido nucléico de leveduras (Oxoid) 

2 gramas em 15 ml de solução normal de ácido clorídrico 

Ácido nucléico de leveduras (Oxoid) 2 gramas em 

15 ml de solução de hidróxido de sódio 

Ambas as soluções foram aquecidas por 20 minutos, a 

1009 C e em seguida, misturadas. Ajustou-se o pH para 6, O, 

filtrando-se em seguida. O volume foi compeletado para 40 

ml e guardou-se a preparaçao em refrigeador, sob clorofórmio. 

3.2.11 - Suplementos adicionados ao meio mínimo 

Substâncias Concentração 

A6ido E-aminobenzóico 50 µg/ml 

Adenina 50 ug/ml 

Arginina 50 µg/ml 

L i s i na 5 O Jµ g I m l 

Prolina 50 µ�fml 
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3.2.12 - Solução de albumina (ROBINOW e CATEN, 1969). 

A· solução de albumina foi obtida adicionando-se 5% 

de clara de ovo a água destilada esterilizada. 

a solução no refrigerador, em frasco escuro. 

3.2.13 - Solução de âlcool etílico 

Manteve-se a 

Estas soluções foram utilizadas para a hidratação do 

material, nas seguintes concentrações: 50%, 70% e 95%. Rea 

lizou-se a diluição com água destilada. 

3.2.14 - Solução de icido ac�tico glacial 

A· solução foi preparada utilizando-se álcool absolu 

to, ácido acético glacial e ácido láctico na proporção de 

6:1:1 respectivamente. 

3.2.15 - Fixador HCl 

Preparou-se o fixador, utilizando-se 82,5 m 1 de HCl 

(Densidade 1,19) em 1.000 ml de H
2

D, em balão volumétrico. 



3.2.16 - Tampão fosfato  

KH2Po4

NaHP0
4 

Água destilada 

0,60 g 

2,80 g 

1.000 ml 

18. 

Após a preparaçao, a solução foi mantida em refrige-

rador. 

3.2.17 - Solução de ,iem sa 

Dissolveu-se 1 grama de Giemsa em 54 ml de glicerina, 

a quente; após esfriamento, foram adicionados 84 ml de meta-

nol (P,A.). filtrou-se e aqueceu-se em banho-maria. 

guir, a solução foi mantida em frascos. 

A se-

3.3 - Crescimento das l inhagens em meio mínimo e em meio completo (PONTE

CORVO e col. 1953), 

Devido à necessidade de utilizar-se um meio de comp� 

sição definida para estudos genéticos, inicialmente avaliou

se o crescimento das diferentes linhagens, utilizadas no pr� 

sente trabalho, com relação ao seu desenvolvimento nestes 

meios MM e MC. O crescimento foi comparado em relação ao 

diâmetro da colônia, após três dias de desenvolvimento, a tem 

peratura de 289C. 
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3�4 - Curva de sobreviv�ncia 

Conídios da linhagem A
5

a selvagem foram transferidos 

para solução de tween 80, estimando-se o número de conÍdios 

por mililitro através de hematímetro, ao microscópio. Em 

seguida, a suspensão de conÍdios foi diluída em solução sali

na (1:10), colocando-se esta em placa de Pitri esterilizada, 

e efetuou-se a irradiação com luz ultravioleta, em diferentes 

tempos, Após cada irradiação e após diluições apropriadas , 

semeou-se 0,1 ml por placa com meio completo. As placas fo-

ram incubadas a 289 C e, após três dias.procedeu-se à contagem 

do número de colônias. Considerando-se a diluição realizada, 

calculou-se a porcentagem de sobrevivência em relação à sus

pensão não irradiada. 

3.5 - Obtenção dos �utantes auxotr6ficos 

cinco 

dias de desenvolvimento, foram transferidos separadamente pa-

ra tubos de ensaio contendo solução de tween 80. Em seguida 

contou-se o numero destes em hematímetro, procurando-se obter 

uma concentração de aproximadamente 10
7 

conÍdios por milili

tro. 

As suspensoes de conÍdios foram diluídas (1:10) em 

solução salina e irradiadas (UV), durante três minutos e qua

renta e dois segundos, 
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As suspensões irradiadas foram diluídas e, dessa di-

luição. semeou-se 0,1 ml por placa de Petri, contendo MC. A 

seguir. as placas foram incubadas a 2B 9 C, por três dias. A-

pos esse tempo, conÍdios das várias colônias foram transferi

dos para placas de Petri, sendo inoculados na distribuição 

5 X 5 mais 1, em meio completo (AZEVEDO, OLIVEIRA e ROCHA CAM 

POS, 1977). Após o desenvolvimento das novas colônias, es 

sas foram replicadas para placas de Patri contendo meio míni-

mo e novamente incubadas a 28 9 C. Assim, as colônias que 

não se desenvolveram neste meio foram consideradas possíveis 

mutantes. Cortando-se o ágar sobre o qual os conÍdios 

ram inoculados, transferiam-se os blocos obtidos para 

fo

tubos 

inclinados contendo meio completo. Assim, conseguiam-se no-

vos conídios para ensaio das deficiências nutricionais. 

Os conÍdios obtidos foram suspensos em tubos conten-

do solução de tween 80, e semeou-se uma alíquota de 0,2 ml 

desta suspensão bem densa por "pour plate", para 20 ml de 

meio mínimo, ainda líquido, a temperatura de 45 9C. Transfe-

riu-se o conteúdo dos tubos para placas de Petri, que foram 

a seguir incubadas a 289 C. Após 24 horas, gotas de solu-

ção de caseína hidrolisada, vitaminas, extrato de leveduras 

e ácido nucléico, foram distribuídas cuidadosamente em dife

rentes locais das placas e estas foram novamente incubadas. � 

pós 72 horas, um crescimento ao redor destas soluções caract� 

rizava a deficiência do mutante e, posteriormente, ensaiou-se 

cada amino�cido, vitaminas e bases nitrogenadas, procurando-



se a caracterização do mutante. 

Assim foram obtidos os mutantes simples. 
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Nova ir-

radiação desses mutantes possibilitou a obtenção de mutantes 

duplos, seguindo-se a mesma técnica descrita anteriormente, 

com adição, no entanto, da substância requerida, ao meio mí

nimo. 

3. 6 - Técnicas de a.nâlise genética

As técnicas de análise genética foram as utilizadas 

para obtenção do ciclo parassexual em fungos, descritas por 

PONTECORVO e col. (1953), nas quais constam: obtenção de he

terocário e de diplÓides, recombinação mitótica e haploidiza

çao. 

3.6.1 - Obtenção heterociriQ . 

Conidios das linhagens que se diferenciavam quanto 

a produção de aflatoxina, à morfologia e às marcas nutrício -

nais, foram colocados em tubos de ensaio contendo 2,5 ml de 

meio mínimo liquido, suplementado com 2% de meio completo, o 

que permite uma pequena germinação dos conÍdios. 

Depois de três dias de incubação, formou-se uma peli 

cula na superfície do meio, devido à fusão de hifas, pela de

ficiência nutricional das mesmas. Transferiu-se a película 
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para placa contendo meio mínimo sólido, originando-se então 

setores heterocarióticos, pois somente estes poderiam se de

senvolver, por apresentarem núcleos diferentes, que se compl� 

mentam em suas hifas. 

3.6.2 - Obtenção de diplÓides 

ConÍdios dos setores het9rocarióticos (vide item 

3.6.1) foram ressuspendidos em solução de tween BO e, posterio� 

mente, semeados em meio mínimo. Obteve-se, assim colônias 

que se desenvolvem neste meio e que são possíveis diplÓides. 

3.6.3 - Haploidização de diplÔides 

A· haploidização foi feita utilizando-se meio (MM) con 

tendo os requisistos nutricionais das linhagens que entraram 

no cruzamento mais 0,007% de E-fluorofenilalanina. (MORPUR-

GO, 1961 LHOAS, 1961). 

A E-fluorofenilalanina (EFA) e um análogo :da fenila

lanina, o qual tem a propriedade de evidenciar o crescimento 

de setores haplÓides que surgem como segregantes da linhagem 

diplÓide. 
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3�6.4 - Teste de reversao 

Todas as linhagens mutantes auxotróficas utilizadas 

foram ensaiadas para reversão das marcas nutricionais. Para 

tal, utilizou-se meio mínimo e meio suplementado com o requis! 

to nutricional da linhagem, quando se tratava de um mutante 

simples; e com as combinações apropriadas de requisitos, quan-

do se tratava de mutante duplo. O crescimento neste meio 

possibilitou o cálculo da frequência de reversão para as di-

ferentes marcas. Assim, conídios das linhagens foram suspen-

sos em solução de tween 80 e semeados em placas 

conforme descrito acima. 

preparadas 

3.7 - Observação do número de núcleos nas linhagens selvagens, 

mutantes e diplÔides. 

Com o objetivo de se verificar o numero de núcleos em 

conídios destas diferentes linhagens, coletaram-se conÍdios 

das mesmas, com 72 horas de crescimento, em lamínula com uma 

gota de solução de albumina 5%. Após a secagem, os conidios 

foram fixados. durante 10 minutos, em solução fixadora de ál

cool absoluto, ácido acético glacial e ácido láctico (6:1:1). 

Em seguida, fez-se hidratação em álcool em diferentes concen -

trações. a saber: 95%, 70%, 50% e em água destilada, A seguir, 

o material sofreu hidrólise em HCl 1 N, durante 5 minutos, a 

temperatura ambiente; e durante 6 minutos, à temperatura de 
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62 9 C, em banho-maria com temperatura controlada, Logo apos 

o material foi lavado cinco vezes em água tamponada (Tampão-

fosfato pH 7), corado por 15 minutos em Giemsa (10 ml de tam

pão-fosfato para 18 gotas de solução de Giemsa) e observado ao 

microscópio, Os núcleos, após esse tratamento, aparecem com 

coloração avermelhado-azulado. Esta técnica foi proposta 

p o r : P AE S D E BAR R OS , ( l 9 7 7 ) • 

0�8 � Intervalo de confiança para as porcentagens do número de núcleos por 

conÍdios de A. flavus, 

Após a coloração dos núcleos dos confdios das diferen 

tes linhagens de A; flavus 3 fez-se a contagem do número 

tes, Em cada lâmina, eram considerados quatro campos, 

des-

con-

tando-se o número de conídios uninucleados, binucleados, tri-

nucleados e tetranucleados, Finalmente, obteve-se um numero 

total de conÍdios com os diferentes números de núcleos e calcu 

lou-se a porcentagem de cada tipo, Foi calculado também o 

limite de confiança para todos os casos estudados. 

foi feito segundo a fórmula abaixo: 

onde: 

p = 

m + t
2 

1 2 + (t/7,
2 

, ,t: •• �· 

m- - numero de casos favoraveis t = 1,96 

ã
2 

- variância em face a nqp = m q • 

O cálculo 
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O valor obtido por esta formula, multiplicado por 

100, dá o valor em porcentagem, dos limites de confiança para 

cada proporçao, 

3, 9 - Avaliação da produção de aflatoxina em linhagens selvagens, mutan

tes, diplÓides e segregantes haplÓides 

A verificação da produção de aflatoxina foi feita em 

cultura líquida, utilizando-se meio "YES" (DAVIS, 1966). Co

nídios das. diferentes linhagens, bem como dos diferentes, di

pl6ides, foram transferidos para meio "YES". em frasco de 250 

ml (50 ml de meio por frasco). Utilizaram-se três repetições 

para cada amostra e todas foram incubadas a 28 9 C, por 7 dias, 

3�9.1 - Extração da aflatoxina 

Ap6s 7 dias de desenvolvimento em meio "YES•, formou-

se densa massa micelial sobre a superfície do meio. Essa foi 

retirada e colocada sobre papel de filtro Whatmam n 9 1, para 

eliminação do meio residual no micélio. Em seguida, pesou-se 

e passou-se o mesmo cuidadosamente para balão extrator de 

Soxhlet refluxado com 50 rnl de acetona a 70%, durante uma ho-
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ra e trinta minutos. A seguir, passou-se o solvente para 

funil de separação de 250 ml, lavando-se o balão extrator com 

20 ml de acetona 70%. Fez-se a extração da toxina com duas 

porções de 25 ml, às quais se adicionou Na2so4 anidro, para 

posterior cromatografia. Esta metodologia foi proposta por 

FONSECA e cal. (1974). 

3.9.1.2 - Meio de Cultura 

O•meio de cultura foi filtrado em Buchner sobre papel 

de filtro Whatmam n 9 l, a vácuo de trompa d'água, sendo recebi 

do em kitasato. Em seguida, tomou-se alíquotas de 10 ml des

te meio e transferiu-se para balão de separação de 250 ml, so

bre o qual adicionaram-se 25 ml de clorofórmio. Após boa a

gitação manual, colocou-se para decantação e separação das 

fases. A fase inferior foi recebida em frasco com sulfato 

de sódio anidro para retenção da água. Após a filtragem, re-

cebeu-ss este líquido em frasco escuro0 para posterior cromato 

grafia (FONSECA e col, 197 4). 

3.9.L3 - Preparação das cromatoplacas 

As placas cromatográficas foram preparadas com 80 ml 

de agua destilada e 40 gramas de sílica gel G-Sthal-Merck. 
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Fez-se a distribuição sobre as placas de vidro de 20 

cm X 10 cm, com auxílio de espalhador manual, ficando a camada 

com 500 micras de espessura. Após a preparaçao, as placas 

foram ativadas em estufa, à temperatura de l009C, durante 1 ho 

ra. Posteriormente, as placas foram colocadas em dessecador 

e aí mantidas por 24 horas, antes de serem utilizadas. 

3.-9.1.4 - Determinação quantitativa da aflatoxina 

Sobre placas de sílica gel de 500 micras, previamente 

preparadas, foram colocadas, a 2 cm da margem, alíquotas de 2,5 

5 e 15 microlitros das soluções obtidas. Logo após, as pla

cas foram colocadas em cubas contendo solvente (Benzeno, Ace

tato de Etila e Etanol), na proporção de 30:19:1, conforme FON 

SECA e cal. (1974), separando-se as aflatoxinas dos grupos B 

e G. Para cada observação, foram efetuadas três corridas até 

10 cm do ponto de aplicação. Em seguida, as placas foram re

tiradas secas, com auxílio de secador de cabelos, e levadas p� 

ra serem lidas em luz ultravioleta de 365 nm de emissão máxi-

ma, 125 watts, marca Philips. A distância da placa à luz foi 

de 3G cm (COOMES e FEUELL, 1965). Foram realizadas três de-

terminações para cada linhagem. As amostras que se apresent� 

vam com fluorescência em até 2,5 ul, foram diluídas e poste

riormente cromatografadas e as que não apresentavam fluorescên 

eia nessa diluição eram concentradas e novamente cromatografa

das. 
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A fórmula utilizada para determinação da 

de aflatoxina foi a seguinte: 

quantidade 

Onde� 

ppm de aflatoxina B = 
l 

O =  Diluição da amostra 

0,4 o 

P X V 

P = Peso da amostra ou quantidade em litros da amostra 

V = Volume da menor alíquota em que foi vista fluorescên 

eia 

O valor 0,4 é decorrente do fato de que, nas condi-

çoes estabelecidas para esta determinação por COOMES e FEUELL 

(1965), a menor quantidade de aflatoxina B
1 

em que pode ser 

observada fluorescência na placa é de 0,0004 microgramas. 

Todas as determinações foram feitas juntamente com 

padrão de aflatoxina. cedidos pelo Dr. Homero Fonseca, do De

partamento de Tecnologia Rural da Escola Superior de Agricult� 

ra "Luiz de Queiroz" (ESALQ-USP-Piracicaba). 
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4 - RESULTADOS OBTIDOS 

4,1 = Teste de crescimento das lin.i�agens de A. flavus em meio mínimo (M'-0

e meio completo Ç�C) PONTECORVO e col (1953) 

Placas de Petri contendo meio mínimo e meio completo 

foram inoculadas com conídios das diferentes linhagens e incu 

bacias a 28 9 C, durante 72 horas. Após este tempo, pode-se ob-

servar que o crescimento, avaliado em relação ao diâmetro. foi 

o mesmo, tanto no meio completo como no meio mínimo, para as 

linhagens estudadas. 
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4�2 - Curva de sobreviv;ncia 

Uma suspensao de conÍdios da linhagem A5a selvagem de

A. flavus foi irradiada em diferentes tempos, à luz ultraviole

9 

t a ( U V ) 2 5 3 7 A , O s d a d o s o b t i d o s s ão a p r e s e n t a d o s n a Tabela 3 • 

TABELA 3. 

Tempo de 
em 

Porcentagem de conÍdios de A. flavus, 
9 

tes a UV. (2537 A) 

Irradiação (UV) N9 de ConÍdios 
minutos por ml 

() l, 22 X 10
6 

1/2 L 44 X 10
6 

l 3,99 X 10
5 

2 9,60 X 10
4 

4 9,00 X 10
3 

8 4,00 X 10
2 

sobreviven-

% Sobreviventes 

100,00 

94,00 

33,00 

8,00 

0,80 

0,04 

Com cs dados da Tabela 3, c□n3truiu-se uma curva de 

sobrevivência em escala semilogaritmica, conforme mostra a Fi-

gura l. 

4.3 - Obtenção dos mutantes 

Após a obtenção da curva de sobrevivência, irradiou-se 

a suspsnsio de con!dios das linhagens A
5

a, A
6

e e B
2

d, durante 

3,42 minutos, o que possibilitou a obtenção dos seguintes mu-
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6 7 B 9
Tem�o de irradiação com luz ultravioleta em minutos 

Fig. 1 - Curva de sobrevivência, A. fZavus a luz ultra

violeta 
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tantes simples mostrados na Tabela 4, 

TABELA 4, Mutantes simples de A, flavus� bbtidos por irradia 

ção de luz UV 

Linhagem Original M U T A Ç Ã O 

Irradiada Morfológica Nutricional Símbolo 

A
5

a 

A
6

e 

A
6

e 

8
2

d 

Branco w 

adeni na ade 

prolina pro 

lisina lys 

Nova irradiação destes mutantes simples permitiu a 

obtenção de alguns duplos mutantes, conforme indica a Tabela 5. 

TABELA 5, 

Mutante 

Simples 

A5a )!

A6e pro

Bzd lys 

Duplos mutantes de A, flavus, obtidos por irradia

ção à luz UV 

Morfológico Duplo Mutante D.§. Símbolo 

ficiência Nutri-

cional 

arginina arg 

ác.-p-aminobenzo!co pab 

anarelo Y.. 
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Para melhor visualização, a Tabela 6 mostra a repre-

sentação destes mutantes, que será empregada na descrição do 

trabalho. Na Figura 2, estão os passos seguidos para obten-

ção deste mutantes. 

TABELA 6. Representação dos mutantes de A. flavus� utilizada 

no presente trabalho 

Mutantes Representação 

Asa arginina branco Asa arg 

A6e adenina A6e ade

A6e prolina ác.E-aminobenzóico A6e pro pab

B2d lisina amarelo 82d _l y s j_

4o3,l - Teste de reversao 

Os mutantes foram ensaiados para verificação da esta-

bilidada destes, para que pudessem ser utilizados com devida 

segurança nas análises genéticas. Testou-se a frequência de 

reversao espontânea para os mesmos, e os resultados são apre-

sentados na Tabela 7. 



u.v.

Selvagem 

u.v. u.v.

➔ B r a n e o - ��- --= "'-+ a r g i n i n a ( A 5 a a r g w ) 

( w) 

U. V.

adenina 

(ade) 

A
6

e (Selvagem) 

\\u. V.

\ 
prolina 

U. V.

Ácido E-aminobenzóico 

(�) 

u.v.

-+ lisina �----+ Amarelo 

34. 

Fig. 2 - Obtenção dos mutantes de A. fZavus� a luz ultra

violeta 



TABELA 7. 

Mutantes 

A
5

a arg w

A
6

e pro pab 

A
6

e ade 

82 d lys J_ 

B2d ly s

35. 

Frequência ds reversao espontânea de diferentes mu

tantes de A. flavus 

Frequência de Mutantes em 10
6 

conÍdios

< 

< 1 

< 1 

< 50 

< 1 

Nota-se pela Tabela 7, que quatro dos cinco mutantes 

apresentaram baixa frequência de reversão, enquanto que um dos 

mutantes (8
2

d lys 1) apresentou uma frequência de mutação es-

pontânea de 50 mutantes, em 10 conídios testados. Assim sen 

do, o mutante B2d lys j_ apresentou uma frequência de reversao

espontânea maior que o mutante B
2

d lys, 

4�4 - Anilise gen�tica 

i-obtençio dos mutantes propiciou a obtenç&o de hete-

rocârios. Ap6s se desenvolverem em meio mínimo. proporciona-

ram a obtençio de dip16ides, que foram haploidizados.

sultados desses passos seguem-se abaixo. 

Os re-
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4.4.1 - Obtenção do heterocário 

Os heterocários dos diferentes mutantes, conforme des 

crito no item 4.3, foram obtidos entre as seguintes linhagens 

ade. Foi observado, na formação destes heterocários, que a 

constituição das películas que eram transferidas para o meio 

mínimo, variou quanto à consistência. 

dicados esses resultados. 

Na Tabela 8, estão in-

TABELA 8. Formação de heterocários entre diferentes 

gens de A. fZavus

linha-

Cruzamento 

A5a

A6e

Ase 

A6e

Ase 

+ 

arg 

pro 

ade/ 

pro 

'f!../, 82d lys J_

�/ B2d lys

B2ct lys :t

�/ A
5

a arg 

:t 

w 

-�d�/ A6 e pr� pab �

= Pelí cula muito bem formada

4.4.2 - Obtenção de diplÓides 

Constituição da Película 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ = Película fina 

Gonídios dos heteroc�rios obtidos dos diferentes cru

zamentos possibilitaram a obtençio dos seguintes dipl61des con 
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forme a Tabela 9. 

TABELA 9. OiplÓides obtidos entre diferentes linhagens 

A. fZavus

Asa

A6e

A6e

Asa

A6e

Heterocário 

arg w/ B2d 1 ys 1..

pro pab/ B2d lys 1..

ade _g_l 82d lys 1..

arg w/ A6e pro pab

ade �/ A6e pro pab

� 

� 

(arg 

( E..!:2. 

(ade 

( arg 

(ade 

Oip1Óides 

+ w) (+ ili 1._)

pab .:!:, _g_) ( + .:!:, lys 1..)

+ g) (+ lys .Y.)-� 

+ + w) (,;. pro pab _g_)

+ + g) L:t QLQ p ab _,g)

Todos os diplÓides obtidos apresentqram coloração 

verde e eram protrotrÕficos. No início, os conídios do 

de 

di-

plÓide entre as linhagens Asa�� e B2d lys 1._, apresentavam

se com coloração amarela, passando a verde muito mais tardia

mente que os outros. 

Os diplÓides foram purificados e mantidos em meio mí 

nirno. 

4.4.3 - Haploidização dos diplÕides 

.A. 1.1tilização de .e,-fluorofenilalanina (.e_FA), permitiu 

a obtenção de setores haplÓides, que foram purificados. A a

nálise destes s�gregant�s permitiu a construção da Tabela 10, 
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que mostra a constituição dos diferentes segregantes haplÓides 

obtidos. 

TABELA 10, 

DiplÓide 

Segregantes haplÓides de diferentes diplÓides 

de A, ffovus 

Segregantes 
Genótipo 

Branco Amarelo '

(arg .::, w) ( _::. lys 1.,) arg lys o o 

(pro pab.::, �) (

arg 
+ 

+ 

.::_ .::_ lys .à'._) 

+ 

l:7s 
+ 

pro pab lys 

pro pab +

pro + + 

+ + + 

pro + lys
+ + lys
+ pab lys
+ pab + 

o o 

o o 

o o 

o o 

o o 

o o 

o o 

o o 

o o 

o o 

o o 

heterozigotos 

Verde 

o 

l 

l 

o 

o 

o 

1 

1 

o 

o 

Para os demais diplÓides nao foi possível a obtenção 

de segregantes haplÓides. 
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4,5 - Contagem do número de núcleos nas linhagens mutantes, diplÔides 

e selvagens de A. flavus 

Com ��t�bnica descrita no item 3.7 • observou-se os

diferentes tipos de conÍdios, caracterizados pelo número de nu 

cleo. Os resultados estão apresentados na Tabela 11. 

TABELA 11. Número de núcelos em 

Linhagem 

Selvagens 

A5a

Ase 

B
2

ct 

Mutantes 

A5a arg �

A6e ade

Ase pro pab 

82d lys y_

DiplÓides 

(arg ..:_ :::!_) (..:_ lys .}'.'._) 

(pro pab ..:_ �) (..:_ ..:_ lys .}'.'._) 

(ade _: g) (..:_ lys .}'.'._) 

(ade ..:. ..:. li)( ..:. pro pab li)

Número 

l 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

conídios de A. flavus

de Núcleos por Conídios 

2 3 4 

+ + + 

+ + + 

+ + 

+ + + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + + 

+ + + 

+ 

+
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Os dados em porcentagem, referente aos diversos tipos 

de conídios são apresentados na Tabela 12. 

TABELA 12. Porcentagem de conídios de A. flavus com diferen 

tes números de núcleos 

Porcentagem de Conídios 
Linhagens Uni- Bini- Tri- Tetra Número 

cleados cleados cleados cleadÕs ConÍdios 

Mutantes 

A
5

a arg w

A
6

e ade Ji 

A
6
e pro pab Ji

82d lys ;!_

DiplÓides 

( arg ..::_ ..::_ �) ( ..::_ pro pab �) 

(org _:_ �) ( ..::_ lys y) 

(pro pab ..::.Jil ( _:_ ..::_ lys ;!_)

(ade ..::.Ji) ( ..::_ lys �) 

(ade ..::_ _:_ �) ( _:_ pro pab .:. �) 

27, 71 59,52 11,90 o, 87 

40,51 57,38 2, 11 0,00 

35,17 68,30 1,48 0,00 

24,85 52, 07 23,08 º·ºº 

95,22 4,78 0,00 0,00 

17,65 54,90 26,14 l, 31 

21,61 52,76 24,62 2,01 

53, 33 46,67 0,00 0,00 

98,74 1.26 0,00 0,00 

C�m os dados constantes na Tabela 12, calculou-se o 

limite de confiança para a porcentagem do número de núcleos 

por conidios, conforme a fórmula do item 3,8, encontrando-se 

os resultados na Tabela 13,

462 

237 

472 

169 

335 

153 

199 

90 

239 
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TABELA 13. Limite de confiança para a porcentagem do numero de núcleos 
por conídios em mutantes e diplÓides de A. flavus 

Linhagem 

Mutantes 

A5a arg !!_

A6e pro pa�-�

A6e ade�

s2ct lys �

Diploides 
(arg _.::. �) (_.::. pro pab K) 

(arg ."':. �) {.:!:_ lys y)

(pro pab .::._ �) (.:!:_ lys y_) 

(ade_+ g) (+ lys y) 

(_ade _: _: 11) C.:. ,pro pab K)

Porcentagem 
----------- -----------

N9 Coní-
dios es 

tudas 

462 

472 

237 

169 

239 

153 

199 

90 

239 

Uninu
cleado 

23,82 
27, 71 
31,96 

30,99 
35,17 
39,58 

34,46 
40,51 
46,86 

18, 94 
24,85 
31, 88 

92,38 
95, 22 
97,04 

12,42 
17,65 
24,46 

16,46 
21, 61 
27,83 

43,10 
53,33 
63,33 

96,37 
96,74 
99,38 

Binu
cleado 

54,99 
59,52 
63,90 

58,90 
68,30 
67,57 

51.01 
57,38 
63,51 

44,57 
52,07 
59,47 

2,96 
4,78 
7,62 

46,99 
54,90 
62,60 

45,84 
52,76 
59,58 

36, 71 
46,67 
46,67 

0,43 
1,26 
3,62 

Trinu Tetra 
cleado nu cleado 

9,26 0,34 
11,90 0,8?_ 
15,18 2,20 

0,72 
1,48 
3,02 

0,90 
2,11 
4,84 

17,36 
23,08 
29,98 

19,83 0,36 

26, 14 L 31 
33,63 4,64 

18,25 0,78 
24,62 2,01 
29,98 5,05 



Pela Tabela 13, verifica-se que existe uma varieção 

bem distinta entre os tipos de conídios e, por outro lado, que 

a grande maioria se enquadra dentro da categoria de unicleados 

e binucleados, sendo as outras condições bastante reduzicas. 

Os diplÓides apresentam-se com tend�ncia para coni-

dias uninucleados. apesar de que, para os diplóides (arg ..:::_ w} 

(lyS_:.à'_) e ocorre um aumento da 

porcentagem em torno da condição binucleada. 

4.6 - Produção de aflatoxina B1_n_o_m_1_· c_é_l_i_o_e_n_o_m_e_i_o_d_ e_c_u_l_t_u_r_a_d_a_s
linhagens selvagens, mutantes, diplÓides 
plóides 

e segregantes ha-

A produção de aflatoxina e
1 

no micélio e no meio de 

cultura das linhagens selvagens, mutantes, diplÓides e sagre -

gantes haplÓides foi avaliada em termos de a 1 
em ppm. 

sultados obtidos estão nas Tabelas 14 , 15 , 16 e 17. 

Os re-



TABELA 14, 

Linhagem 

·13.

Produção de afl1toxL,a □1, r:::, ppm, 'Je:·.as li.,hage .. s selva½ens

d e A • fZai,us: 

Produção de Aflatoxina B1 em ppm

Micélio 

(n.d) 

(n.d) 

Média 

(7,38 - 14.78) (11,08) 

Meio de Cultura 

(0,1 - 0,2) 

(n, d.) 

(4,0 - 8,0)

Média 

0,15 

6,00 

n.d. não detectável

TABELA 15. 

Linhagem 

A a arG w5 --º -
!\e ade A 

Produção de aflatoxina B
1 

em ppm pelas linhagens mutantes de 

A. flavus

Produção de aflatoxina 81 em ppm

Micélio MêcJia Meio de Cultura Media 

(n. d.) (n. d.) 

(0,15 - 0,30) (O,TJJ (íl,20 - 0,40) O, 3 O 

A6e pro pab .§. ( n. d.) (O, 13 - D,26) o, rn 

32d JJ[_� y_ ( 13, 44 - 2G,69) (20,16) (2,0 - 4,0) 3,00 
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TABELA 16. Produção de aflatoxina s
1 

em ppm para diferentes diplÓidés 

de A. flavus 

DiplÓide 

(arg � w) (� lys 1_) 

(pro pab � j) (� lys y.) 

(ade � �) (� lys 1_) 

(pro pab � �)(� arg y) 

(pro pab � �) (� ade �) 

Micélio 

(13,97-28,21) 

{ 7,64-15,27) 

{ 6,66-13,32) 

(n.d.) 

(n.d,) 

Aflatoxina 

Média 

21.09 

(11.46) 

(9,99) 

n.d = Quantidade nao detectável ou nao produção 

s
1

em ppm 

Meio de Cultura Média 

(4, 0-8, O) 6,0 

(2,0-4,0) 3,0 

(2,0-4,0) 3,0 

(0,13-0,27) 0.2 

(n.d.) 

de aflatoxina. 
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5. - DISCUSSÃO

5.1 - Sobrevivência de A. flavus à luz ultravioleta 

Ds dados apresentados na Tabela 3 e na Figura 1 mos-

tram, como era de se esperar , que, com o aumento do tempo de 

irradiação, a porcentagem de sobrevivêntes decresce, A 

de sobrevivência revelou, no entanto, que, com pequenas 

queda 

doses 

de irradiação, o decréscimo foi menor do que se esperaria, se 

os conÍdios de . A. flavus • fossem todos uninucleados. Pode-se 

dizer, portanto, que a linhagem usada tem conídios com mais 

de um núcleo, o que foi confirmado por posterior análise cito-

lógica (item 4,5). De fato, YUILL (1953) verificou que o A. 

flavus
., 

. apresenta conÍdios binucleados o que também foi confir 

mado por PAPA e LEAICH (1973). Uma vez que essa parece ser 
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uma característica geral da espécie, a curva de sobrevivência, 

embora feita apenas para uma das linhagens empregadas no pre

sente trabalho (A
5

a) , foi extrapolada para as outras linha

gens usadas (A
6

e e B
2

d). 

Pela curva de sobrevivência, foi estabelecido um LD95

como sendo aquele correspondente ao tempo de 3,42 minutos. que 

foi então o utilizado na obtenção de mutantes, uma vez que, co

mo salienta BURNETT (1975), essa é a porcentagem de sobrevivên 

eia que oferece maiores possibilidades de mutações gênicas. 

5,2 - Mutantes obtidos 

Através de uso da luz ultravioleta como agente mutag� 

nico, foram obtidos mutantes morfológicos (conídios brancos 

e conídios amarelos), e auxotróficos. 

ocorrem deficiências para aminoácidos 

Dentre os auxotróficos, 

(Usina, arginina, e prE_ 

lina}, purinas (adenina) e vitaminas (ácido E-aminobenzóico). 

Todas as linhagens foram capazes de produzir mutantes. O núme-

ro de mutantes obtidos foi de cerca de um para cada 350 colô -

nias analisadas. O número de mutantes obtidos pela técnica 

de isolamento total, usado no caso, é inferior ao obtido pela 

mesma técnica, em outra espécie de Aspergillus, o A. nidulans 

(PONTECORVO e cal. 1953}, na qual se obtém um mutante em cada 

200 colônias, apos irradiação com UV. Isso seria de se espe-

rar, uma vez que, em A. nidulans, os conídios são uninucleados, 
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exeto em um caso estudado (PIZZIRANI, 1877). Sendo o A. f'la-

vus portador de conídios não apenas uninucleados, mas também 

binucleados, trinucleados e até tetranucleados, mutantes indu-

zidos em nvcleos desses conídios serão mascarados pelo alelo 

selvagem do outro núcleo, com diminuição, portanto, da frequê� 

eia de mutantes induzidos. Pode-se sugerir, então, que em 

futuros trabalhos de obtenção de mutantes em A. fZavus, técni-

cas seletivas poderão ser utilizadas com mais vantagem. Téc-

nicas como a da filtração ou da "Starvation". entre outras FIN 

CHAN e DAY, 1873), seriam talvez de utilidade na obtenção de 

mutantes auxotróficos em A, fZavus PAPA (1876), utilizando 

técnica de isolamento total e réplica, obteve mutantes para 

aminoácidos (prolina, leucina, isoleucina/valina, lisina, metia 

nina e arginina), vitaminas (tiarnina, biatina, ác-E-aminoben

zóico,piridoxina e ácido nicotínico) e purinas (adenina). Pelo 

mesmo processo, mutantes morfológicos também foram isolados p� 

ra coloração de conídios, tais como branco (w), oliva (tan) 

castanho e amarelo. Estes mutantes possibilitaram que o au-

tor estudasse os grupos de ligação neste fungo. Assim, ele 

propôs um número de sete grupos de ligação, mas acredita que 

este número possa ser igual ao numero de grupos de ligação e-

xistentes em A. niduZans ou. A. niger, que contêm oito e 

grupos de ligação respectivamente. 

seis 

Alguns mutantes, obtidos por nos (� e pro ), estão 

sendo submetidos a uma análise bioquímica mais detalhada. A

través de meio suplementado com precursores da arginina, veri-
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-f i e ou -s e q u e o m u t a n t e p r o n a o e r e s c e em á c i d o g l u t â mi c o e

cresce em prolina, citrulina, ornitina e arginina, enquanto

que o mutante arg nao cresce em ácido glutâmico, prolina ou

ornitina e cresce em citrulina e arginina. Esses dados mos-

tram que esses dois mutantes são diferentes e indicam que está

ocorrendo um bloqueio metabólico diverso em cada caso. Esses

dados são diferentes dos obtidos em A, nidulans {PONTECORVD e

col. 1953), não sendo a citrulina utilizada como intermediário

da síntese da arginina nesse Último fungo.

No teste de reversão (Tabela 7), verificou-se que 

quatro das cinco linhagens utilizadas nao mostram reversão, em 

10
6 

conídios usados. Uma delas, no entanto, (82d lys 1_) teve

4 alta frequência de reversão espontânea (da ordem de 1 em 10 )-

5 
� . ) 10 con1d1os . Isso indica que na linhagem B

2
d lys �• a re

versão do gene lys é mais frequente que na linhagem B
2

d lys. 

Isso pode ser devido ou a indução de um outro mutante, quando 

foi obtida a linhagem B
2

d lys X a partir de B
2

d ��• ou então 

devido a um efeito do próprio gene 1. sobre a reversão do gene 

Os resultados da Tabela 7 indicam, no entanto, que 

essa� linhagens podem ser utilizadas com sucesso nos próximos 

passos da análise genética, sem interferência de uma alta fre

quência de reversão. 
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5.3 - Análise gen;tica 

5.3.1 - Heterocârios 

�os cinco cruzamentos realizados, heterocários foram

obtidos, embora em um dos casos a película se apresentasse com 

constituição muito fina (Tabela 8). Em todos os casos. a 

transferência de película para MM produziu crescimento. 

P APA(1973) também conseguiu heterocário entre mutan

tes da linhagem PC 7, isolada de pecan, não verificando incom-

patibilidade entre os mesmos. No presente trabalho, as três 

linhagens usadas apresentam-se compatíveis, pois formaram hete 

rocário em todas as combinações possíveis. 

5.3.2 - DiplÓides 

DiplÓides foram isolados de todos os heteroc�rios ob

tidos (Tabela 9). Podec-se�ia pensar que esse fungo, tendo e� 

nídios multinucleados, e se essffi núcleos fossem de constitui

ção gênica diferente em um mesmo conÍdio. isso permitiria sua 

germinação e crescimento em MM. No entanto, nesse caso, a ll 

nhagem seria instável, pois esse binucleado daria baixa viabi 

lidade em subsequentes subculturas para MM. Como, no prese.!} 

te caso. os possíveis diplÓides foram sGmpr8 de bom crascimen 

to em MM. é de se supor que realmente eles sejam 2N e �ão N+N. 
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PAPA e LEAICH (1975) propuseram que, em A. flavus, u� 

ma maneira pela qual se pode analisar os conÍdios para verifi

caçao do diplÓide, seria através da condição uninucleada des-

tes. Esses autores analisaram SOO cadeias de conídios e ob-

servaram uma porcentagem média de 0,04% de cadeias binucleadas 

por conidiÓforo. No presente estudo, esta particularidade foi 

evidenciada somente para o diplÓide constituído dentro da mas

que teve uma porcentagem 

de 98,74% de conídios uninucleados para 1,26% de conÍdios binu-

cleados. Para os demais diplÓides, este número variou 

la 12), mas deve-se salientar que estes são diplÓides 

(Tabe 

obti-

dos entre diferentes linhagens. A comparação entre o numero 

de núcleos de diplÓides e o número de núcleos de haplÓides de 

A: flavus talvez seja um processo que permita distinguir diplÓi 

des nesse fungo, uma vez que o volume do conÍdio de A. ftavus 

nao pode ser utilizado para avaliação do estado diplÓide, co

mo acontece em outras espécies de Aspergillus, . como no A. ni

dulans, unde o conÍdio diplÓide tem vmlllme maior que o haplÓide 

(PONTECORVO e col. 1953). 

5.3.3 - Haploidização 

A· (Tabela 10) mostra que, mesmo com RFA, poucos s�gr� 

gantes nos dois diplÓides utilizados foram obtidos. indicando 

o estado heterozigoto dos diplÓides originais. De fato, PA-
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PA (1973), utilizando �FA . pode realizar com sucesso haploid1 

zação de certos genótipos. Por outro lado, observou que de-

terminados genótipos tem aviabilidade reduzida. Obteve uma 

baixa frequência de recombinação entre genes de um mesmo gru po 

de ligação (0,0 a 0,08%) , o que reflete uma pequena ocorrên-

eia de permuta mitÓtica. 

5.4 - Análise do número de núcleos em linhagens originais, 
mutantes e diplÓides 

5.4.1 - Selvagens 

Duas linhagens selvagens analisadas apresentam-se 

com conídios uninucleados, binucleados. trinucleados e tetra

nucleados, apresentando a terceira o máximo de três núcleos por 

con!dio. PAPA (1973) verificou em A. flavus um número máxi-

mo de três núcleos por conídios. Pela primeira vez. portanto, 

foi detectado, em A. flavus , conídios tetranucleados. 

tanto, a análise de núcleos em conídios de linhagens 

No en 

mutantes 

revelou que somente o mutante A5a erg� continha conídios te

tranucleados. 

Para os diplÓides. houve alteração no numero de nu-

cleos por con!dio e. por exemplo, no diplÓide 

(� lys 1_), foram encontrados conídios com até quatro núcleos. Nota-
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se pela Tabela 11, que existe grande variação em relação ao 

número de núcleos por conidios e que somente houve redução � 

centuada para o diplÓide constituído dentro da mesma linhagem. 

Os dados ob�idos não mostram relação entre as marcas 

nutricionais e o número de núcleos. 

Parace existir urna tendência dos diplÓides para serem 

uninucleados e binucleados, corno poje ser observado na Tabela 

13. Marcas nutricionais podem influir, mas deve existir uma

interação bastante complexa para o caráter número de núcleos. 

s�s - Produção de aflatoxina 

As três linhagens usadas, diferem na produção de a

flatoxina. A5a não produz praticamente aflatoxina no meio de

cultura e produz pequena quantidade de aflatoxina extraída do 

micélio; A6
e não produz aflatoxina e B

2
d produz quantidade ele

vada em micélio e em meio de cultura. 

A produção variou nas diferentes linhagens (mutantes, 

diplÓides e segregantes haplÓides) e essa variação não exibe 

relação com alterações devidas a marcas nutricionais, indican

do que o caráter deva ser complexo, possivelmente regido por 

vários genes. 

Estudos com relação a produçãode antibióticos em Pe

nicillium ahrysogenum� citados por SERMONTI (1969), que utili

zou os próprios dados, bem como os de MacOONALD e col. (1953). 
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concluem que, como regra, há diminuição na produção de penici

lina, exisLindo alguns auxotrÓficos que parecem nao exibir e

feitos, e outros que mostram pequenos aumentos na produção. As 

sim, mutantes deficientes para vitaminas quase não afetam a 

produção de penicilina, e, às vezes, aumentam-na; já os auxo

tróficos para síntese de adenina bloqueiam quase que totalmen

te a produção de antibiótico, enquanto que os deficientes para 

aminoácidos afetam de modo intermediário, a produção, em rela

çao aos efeitos mostrados pelas outras deficiências. 

POLSINELLI e cal (1953), estudando mutantes auxotró

ficos com relação a síntese de actinomicina, em Streptomyaes 

antibiotiaus,-verificaram que apenas mutaç5es que afetam vias 

biossintéticas, cujos produtos são necessários para a síntese 

desse antibiótico, diminuem sua produção. Interpretaram es-

tes resultados como sendo uma utilização diferente dos reser

vatórios de aminoácidos exógenos e endógeos pela célula. 

PAPA (1977) obteve um mutante para maior produção de a

flatoxina s2• isolando um mutante morfológico e auxotrófico

para a síntese de biatina e de piridoxina, com, o mutagenico 

químico nitrosoguanidina, 

Devido a esta complexidade para a produção de aflato

xina obtida no presente trabalho, pode ser sugerido que futu

ros trabalhos, seguindo a mesma linha de µss�uisa,utilizem uma 

Única linhagem, isolando-se mutantes para produção de aflatox! 

na, juntamente com marca nutricionais. Dessa maneira, pode-
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rão ser estudados os genes envolvidos M produção dessa toxina.

5.5.1 - Segregantes 

Pelos dados apresentados na Tabela 17, verifica-se u 

ma grande divergência na produção de aflatoxina pelos segre-

gantes obtidos a partir de linhagens diplÓides. Isso vem 

mostrar, mais uma vez, que o caráter de produção de aflatoxina 

é complexo considerando-se principalmente, que os diplÓides 

foram sintetizados entre diferentes linhagens. Para que o 

caráter produção de aflatoxina se�a melhor estudado, deve 

ser feito um estudo a partir de umc única linhagem. A partir 

dela. seriam obtidos mutantes para produção de aflatoxina e, 

assim, a linhagem seria isogênica, exceto para um gene princi

pal envolvido na produção dessa toxina. O isolamento de di

plÓides e de segregantes, poderiam então elucidar alguns aspeE 

tos genéticos da produção de aflatoxina por AspergiZZus fZavus. 
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6 - RESUMO E CONCLUSÕES 

O presente trabalho foi realizado com a finalidade de 

se estudar aspectos relacionados com o ciclo parassexual e 

com a produção de aflatoxina em Aspergillus flavus. 

Para isso, foram usadas tr�s linhagens de A� flavus, 

isoladas de amendoim (A5a, A6e e 82d), e foram obtidos mutan-

tes auxotróficos e morfológicos. Procedeu-se à análise gené-

tica, utilizando-se o ciclo parassexual (heterocário, diplÓi-

des e segregantes haplÓides). Determinou-se o número de nu-

cleos em conídios, bem como a produção de aflatoxina das li-

nhagens originais, diplÓides, segregantes e mutantes. 

Pelos resultados obtidos, as seguintes conclusões p� 

dem ser tiradas: 

a) Puderam ser obtidos mutantes pelo emprego de luz ultra-

violeta. Foram obtidos, co� sucesso, mutantes morfo-

lógicos e auxotróficos (aminoácidos, vitaminas e purinas).
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b) Foram obtidos heterocários entre linhagens de diferen

tes origens, o que indica serem elas compatíveis. Tam

bém puderam ser obtidos diplóides entre linhagens dife

rentes.

c) O numero de núcleos presentes em confdios foi variado,

aparecendo conÍdios com até quatro núcleos. Em diplÕ! 

des. existe uma tendência para a ocorrência de 

dias uninucleados e binucleados. 

coní-

d) O caráter produç;o de aflatoxina em A. fZavus-.· revelou 

ser complexo e, possivelmente, muitos genes devem ss

tar envolvidos. 
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7 - SUMI,:iARY AND CONCLUSIONS 

The present work was carried out aiming the study of 

aspects related to the parasexual cycle and aflatoxin production 

in AspergiZZus fZavus. Three strains of A. fZavus isolated 

from peanuts (A
5

a , A
6

e and 8
2

d) were used. Auxotrophic and 

morphologycal mutants were obtained, Genetic analysis was 

carried out through the parasexual cycle (heterokaryon, d iploids 

and haploid segregants). The nuclei number of conidia was 

determined as well the aflatoxin production of original,mutant, 

diploid and segregant strains. 

From the obtained results the following conclusions 

can be drawn: 

a - Mutants can be obtained by the use of ultraviolet light, 

Auxotrophic (Aminoacids, vitamins and purine mutants} and 

morphologycal mutants were obtained, 
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b - Heterokaryons were obtained between strain of different 

origins which indicate that they are compatible. 

Diploids were also obtained between such strains. 

e - The number of nuclei present in conidia varied. Conidia 

with four nuclei were obtained. In diploids there is a 

tendency towards uninucleate and binucleated conidia. 

d - The production of aflatoxin in A. fZavus is a complex

character, possibly due to severa! genes. 
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TABELA A,l, 

Linhagem 

Selvagens 

A5a

A6e

B2d

Mutantes 

A5a arg !!.

A6e ade�

A6e pro pab �

B
2
ct lys 1-,

66 

Leitura das cromatoplacas com luz ultravioleta:extratos ori

ginários de meio de cultura, de linhagens selvagens e mutan -

tes haplÓides 

Concentração (C) 
ou diluição (D)

da amostra ' 2,5 t 

s/d 
s/d 
s/d 

5 X C 
S X C 
5 X C 

l: 100 
1 :100 
l: 100 

S X C 
5 X C 
5 X C 

5 X C 
5 X C 
5 X C 

5 X C 
5 X C 
5 X C 

1:100 

1:100 

1:100 

Alíquota� 

2,0' 1 10,0 

+ + 

+ + 

+ + 

+ 

+ 

+ 

+ + 

+ + 

+ + 

em ul 
'~'. 

1 15,0 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

1 20,0 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ :::, Presença de fluorescência azul da aflataxina a
1

. 
- = Ausência de fluorescência.
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TABELA A.2. Leitura das cromatoplaca com luz ultravioleta: extratos o

riginários de meio de cultura, de diferentes diplÓides 

Linhagem ( 1 ) 
AlÍquota em µ-1 

J 2,5 1 5,0 1 10,0 1 15,0 1 20,0 

OiplÓides 

(�ro pab + g)(++ lys y) 
-- --- - - - -- -

(ade _: g_) (_: lys _1'.) 

1: 100 

1:100 
1: 100 

1:100 

1: 100 

1: 100 

1:10 

1: 10 
1:10 

5 X e 

5 X e

5 X e

5 X C 
5 X C 
5 X C 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ "Presença de fluorescência azul da aflatoxina s
1
• 

- = Ausência de fluorescência. 
(1) Concentração (C) ou diluição (O) da amostra.

+ + + 

+ + + 
+ + + 

+ + + 

+ + + 
+ + + 

+ + + 

+ + + 
+ + + 

+ + 
+ + 
+ +
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TABELA A.3,, leitura das cromatoplacas com luz ultravioleta: extratos ori

ginários de meio de cultura, de diferentes segregantes haplÓ.:!:_ 

des 

Concentração (C) AlÍquotas µl"
linhagem ou diluição (D)

da amostra 
2.5 5,0 10,0 15, O 20,0 

..:!:_ lys 5 X e

5 X e

5 X C 

+ + 5 X C + + 

5 X e + + 

5 X e + + 

+ + + 1: 100 + + + 
---

1:100 + + + + 

1:100 + + + + 

pro_::. pab 5 X C 

5 X C 

5 X C 

+ = Presença de fluorescência azul da aflatoxina B
1

. 

= Ausência de fluorescência. 



TABELA A.4 

Linhagem 

A
5
a 

Ase

B
2
d 

Mutantes 

A
5
a arg .:! 

Ase ade.&

69. 

Leitura das cromatoplacas com luz ultravioleta: extratos 

oriundos de micélio de linhagens, selvagens e mutantes ha

ploides 

Concentração (C) Alíquotas -em ,1.1-l · 
ou Diluição (O)

da amostra 1 

2 ,5 s.o 10,0 15 20 

5 X C 
5 X C 
5 X C 

5 X C 
5 X C 
5 X C 

1:5 O + + + + 

1:5 D + + + + 

1:5 O + + + + 

5 X C 
5 X C 
S X C 

5 X C + + + 

5 X C + + + 

5 X C + + + 

Ase pro pab .& 5 X C

5 X C 
5 X C 

B
2
d lys y_ 1:100 + + + + 

1: 100 + + + + 

1:100 + + + + 

+ = Presença de fluorescência azul da aflatoxina B
1
• 

Ausência de fluorescência. 
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TABELAA.5. Leitura doa cromatoplacas com luz ultravioleta extratos oriun

dos de micélio de diplÓides 

Alíquotas 
Linhagem 

(1) 
2,5 s.o

1 :100 
+ 

1:100 + 

1:100 + 

1:5 O + 

1:5 D + 

1:5 D + 

1:5 D + 

1:5 O + 

1:5 O + 

5 X C 
5 X C 
5 X C 

(pro pab + g)(+ + arg w} 5 X C 
5 X C 
5 X C 

+ =Presença de fluorescência azul da aflatoxina B
1

. 
- � Ausência de fluorescência.

(1) = Concentração (C) ou Diluição (D) da amostra.

10.0 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

em 1-1:l' 

15,0 20,0 

+ + 

+ + 
+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 
+ + 
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TABELA A.6. Leitura das cromoatoplacas com·luz ultravioleta: 

de extratos oriundos de micélio de segretantes 

haplÓides 

Segregante 
(1) 

Aliquotas em µ1 
2·.5 s.o ' 10,0 15,0 20,0 

5 X e 

+ lys 5 X e 

5 X e 

5 X e 

+ + 5 X e 

5 X e 

1:100 + + + 

+ + + 1:100 + + + 

1:100 + + + 

5 X e 

pro + lys 5 X e 

5 X e 

( +) = Presença de fluorescência azul da aflatoxina B
1 

( - ) = Ausência de fluorescência 

(1) = 6oncentração (C) ou Diluição (O) da amostra 



TABELA A.7. 

Linhagem 

Selvagens 

Mutantes 

A
5

a � !!

7 2. 

Peso do micélio das linhagens selvagens e mutan

tantes haplÓides, utilizados para extração de a

flatoxina 

Peso micélio em grama (g) 

2,8075 

2,7650 
2,9088 

1, 8750 
2,0150 
l.9350

2,9050 
2,7050 

2,5350 

3,4650 
3,6477 

3,4503 

2,5650 

2,4084 
2,8140 

2.8350 
2,8550 

2,9120 

3,1335 

3,0250 

2,7900 
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TABELA AiB, Peso do micélio de diferentes diplóides e segre3a_r:] 

tes haplÓides. 

Linhagem 

Oiplóides 

(pro p ab + �) ( + + 1 y s y) 

(pro pab + �) (..::_ + arg w) 

(ade + _g_)(__: lys y) 

(pro pab + �) (_::_ + ade ií_) 

Segregantes 

+ + 

+ + +

Peso micélio em grama (g) 

2,7745 

2,8385 

2,8950 

2,7570 

2,7350 

2,3950 

3,3907 

3,3050 

3,0140 

3,0339 

2,8985 

3,0785 

5,1200 

5,0700 

5,9700 

3,2915 

3,5350 

2,1625 

2,3760 

2,8890 

2,6953 

3.6615 

3,4423 

3.4513 

3.4385 

3,5420 

3.2500 



dip26'.:des. 

-------·��----------_.l_-------�----------------- _ ___ ) _____ _____ _1 ' 

Linhage;n 
Arrias-
tra 

-_____ _t____ -··-

AS 
e ade

(n) 

A 
6 

e pro pab

(n) 

B d lys y
2 --

(adé' ➔ + zJ - -

[+ pro pab g) 

f::�::-- :.,aj . g} - --

( ➔ ➔ J.ys 1. J

I 
II 
IlI 

IV 

I 
II 
III 

IV 

I 
II 
III 
IV 

II 
111 
IV 

J 
I:i: 
IIJ: 
IV 

J 
E 
IJJ 
IV 

I 

11 
III 

IV 

Ur1i els ade 

NÚrlcro ,, 

25 46,0ô 
25 41,93 
17 27,00 
25 50,Sl 

---- --------------
96 

43 
34 
42 
47 

166 

9 
7 
6 

20 

42 

30 
54 
25 
16 

128 

t:;32 

5� 
53 
ES 
22 

23E, 

12 
) e 
Jl 

7 

1:B 

,6 
8 

19 
}O 

40,51 

29,66 
36,17 
36, 84 
39,17 

35,17 

30,00 
17, 07 
16,67 
32,26 

2Ll, BS 

21,74 
L;] I BD 
25,80 
lB, 37 

27,71 

37 , 24 

� OJ, GCl 
]00,00 
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57, }t. 

5.; T 7} 
31,52 

53, 33 

}9,35 
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22,35 
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49 
25 

50,00 
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72, 06 
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59 
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73 

299 
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17 
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275
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-O 

[, 
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2 
1 

3 

s 
12 

5 
15 
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22 
47 
18 

57, 38 

65,97 
62, 77 
63,16 
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65,35 

40,00 
65,Bô 
47 ,22 
51, 61 

52,07 

66,57 
45, 7 4 
se, 76 
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59,52 

59,SS 

G t Gí""l 

C,GO 
2,99 
4, 35 

l, 26 

�2.5S 

35,2S 
6B,}B 
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58,05 
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o 
2 
2 

5 

6 
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o 

7 
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7 
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10 

29 

:s 
14 
13 
13 

55 

105 

o 

o 

O 
o 

o 

D 
D 
o 

D 

5 

11 
}S 

}2 

.. 
.. 

1,92 
0,00 
2 1 9t; 
3,6� 

2, 11 

4,17 
l, 06 
0,00 
0,00 

l, 40 
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17, 07 
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o 

o 

n 
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o 

o 

O 
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O 
o 

o 

o 

2 
l 
e 

4 

l 

D 
D 
o 

o 

o 

? 

D 

0,00 
0,00 
0,00 
0,00 

º· ºº 

0,00 
0,00 
0,00 
0,00 

!J, 00 

C,00 
0,00 
0,00 
0,00 

0,00 

o, 72 
l,55 
l, 03 
o,Óo 

0,87 

0,30 

D,OD 

D,OJ 
0,00 
0,00 

C,00 

o.os
U,OJ

0,00 

C,OJ 

::::; 4c 
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2 r 35 
0,00 
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62 
SE 
55 
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s.:: 
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S2 
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95 
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319 

I 8 
II 6 
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.l..V 6 

95,22 
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,L.L.(,. 

16 4,7B o 

23 54,76 ll 
23 57,50 10 
20 57.14 9 
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25, 15 D 0,00 42 
2::.00 1 2,50 4:J 
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TABELA /\.10, 

MM 

TABELA A.11. 

MM 

+ 

MM + 

Tudo 

+ 

+ 

+ 

Resultado da análise dos setores haplÓides do diplÓide 

(arg � �) (+ lys y) 

MM+ Tudo MM + arg MM + lys 

+ + 

+ + + 

Resultado da análise de setores haplóides do diplÓide 

(pro p ab _: g) ( � � 1 y s y) 

75. 

MM + 

pro� 

MM + 

pro pab 
MM+ pab MM + pro MM + pab MM+ ..!_ys 

+ + 

+ 

+ + + + 




