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1. INTRODUÇAO

Dentre os principais tipos de mutantes utilizados 

em Genética de Microrganismos, salientam-se os que se distinguem 

por serem resistentes a agentes inibidores, enquanto que as linha 

gens, de onde eles se originaram, 

em determ�nadas concentraç�es. 

-
� . sao sens1ve1s a estes agentes, 

Em bactérias, por exemplo, mutantes resistentes a 

antibióticos ocupam papel de destaque, não só pela sua importin

cia básica, como também pela aplicada. 

Em fungos, resistência a agentes tóxicos tem sido 

usada como uma maneira de se obter uma variedade de mutantes com 

propriedades especrficas, relacionadas a sistemas de transporte 

de metabÕlitos através da membrana celular, ã regulação do meta

bolismo, à elucidação de caminhos biossintêticos e constituem tam 

bêm marcadores Úteis para a seleção de segregantes, quando da ana 

lise genética, através do ciclo parassexual (CLUTTERBUCK, 1974).

Linhagens do fungo filamentoso Á6pVt9«.i.uó nJ.dula.nt>, 

deficientes para a síntese de lisina, são muito sensíveis a pre

sença de arginina no meio de cultura, comportando-se esta como 

inibidora do crescimento destas linhagens (PONTECORVO, 1949).

Um estudo preliminar sobre esta inibição e o iso-

lamento de mutantes resistentes ao aminoácido arginina, foi desen 

volvido (AZEVEDO e CAVENAGUE, 1968), verificando-se no 

mutantes, mais resistentes que a linhagem original, 

caso que 

podiam ser 

obtidos, tanto espontaneamente como induzidos por luz ultra-viole 

ta. 
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O presente trabalho teve como objetivo principal 

ampliar esses estudos, através da obtenção de linhagens de A4pe�

g�llu� n�dulan�, deficientes para a síntese de lisina, mas que 

fossem resistentes à arginina; além de realizar um mapeamento ge

nético das mutações que ,conferem essa resistência. 

Uma vez que vários genes parecem conferir resis

tência a arginina em linhagens deficientes para a síntese de lisi 

na, esse sistema foi então ensaiado como possível indicador da p� 

tência de mutagênicos, à semelhança do que e feito no sistema de 

reversao da deficiência para a síntese de metionina em A4pe�gilll.L6 

nidulan� (SIDDIQI, 1962; LILLY, 1965). 

Esse trabalho portanto, além do estudo da resis-

tência em si, procurou fornecer um novo sistema para a detecção 

de mutagênicos, já que cada vez mais a população humana está ex

posta a novos compostos químicos, talvez mutagênicos potenciai�,e 

os testes. de mutagenicidade, usando mamíferos e células humanas, 

são relativamente poucos e dispendiosos (KAFER e col., 1976). 

Finalmente, um outro objetivo deste trabalho foi a 

verificação do possível uso desses mutantes, para dosagens micro

biológicas de lisina em alimentos, especialmente cereais, uma vez 

que esse método jã havia sido descrito (AZEVEDO e col., 1968),mas 

uma de suas limitações consistia no uso de arginase para evitar 

os efeitos inibidores da arginina em A�pe�gillu� nidulan�.- Um mé

todo microbiológico simples, para dosagem de lisina em alimentos, 

poderia dispensar o uso de equipamentos mais iofisticados e nem 

sempre acessível, o que, aliia, tem sido feito para o ensaio de 

outros aminoácidos (AZEVEDO e col., 1968) e vitaminas (PRINCIVALLE, 

1958; MASTROPIETRO e PlUNCIVALLE, 1963; OLIVEIRA, 1967). 
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Alguns aspectos sobre mutantes resistentes a drogas em 

A.6 p e�gillu.6 n,ldulan.6 

Vârios tipos de mutantes têm sido usados nas pes

quisas genéticas em A.6pe.�gillu...6 n,ldulan.6. Tais tipos incluem prin

c i p a 1 me n t ,e a q u e 1 e s q u e d i f e r em d o t i p o s e 1 v a g em , c o m r e 1 a ç ão a mor 

fologia, aos requisitos nutricionais e ã utilização de fontes de 

carbono (PONTECORVO, 1953). 

Esta revisão pretende relatar alguns casos descri

tos sobre mutantes resistentes a drogas, capazes de crescer na pr� 

sença de substâncias que inibem o tipo selvagem. Estes mutantes 

podem ser utilizados para diversas finalidades, inclusive como mar 

cadores Úteis para seleção de segregantes, quando das análises g� 

néticas (ROPER e KÃFER, 1957). 

O A.6pe�gillu...6 n�dulan.6 e surpreendentemente resis-

tente a uma variedade de substincias consideradas inibidoras ou 

tóxicas. Diversas substâncias como o sulfato de cobre e os com-

postos arsenicais em altas concentrações não inibem suficientemen 

te seu crescimento, para permitir a seleção. 

A acriflavina foi, entre as muitas substâncias en

saiadas, a primeira a inibir efetivamente o crescimento do fungo. 

ROPER e KÃFER (1957) isolaram três mutantes de Mp�g,llfuf., n,,i,.dul.an1.>, 

resistentes ã acriflavina. 

ã mutação em um so gene. 

Em cada caso a resistência era devida 

Dois dos mutantes eram alelos (Ae�A 1 e Ae�A 3 ), co� 

portavam-se como semidominantes e foram mapeados a 23 unidades do 
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locus WA3, no grupo de ligação II. A mutaçao ae�A2 era recessiva 

é estava localizada também no grupo de ligação II, mas 

oposto, cerca de 25 unidades do marcador ad 1 • 

no braço 

As três linhagens mostraram tambêm maior resistên-

eia ao cristal violeta e ao verde malaquita. 

WARR e ROPER (1965) obtiveram mutantes resistentes 

a verde malaquita, os quais se comportavam como recessivos e con 

feriam simultaneamente resistência à acriflavina. 

Mutantes resistentes a análogos de metabÕlitos nor 

mais são particularmente interessantes, pois poderiam indicar as 

modificações dos mecanismos regulatórios do metabolismo normal e 

fornecer, também, mutantes defectivos no transporte de metabÕlitos, 

atraves da membrana celular. 

Mutantes resistentes a análogos tóxicos sao fre-

quentemente incapazes de transportar, para seu interior, tanto o 

metabÓlito natural como o análogo. 

Assim, mutantes de A�pengillu� nidulan�, resisten

tes a vários análogos de pases nitrogenadas têm sido descritos. 

�ORPURGO (1962) descreveu mutantes resistentes a 8-azaguanina in

duzidos por luz ultravioleta. 

DARLINGTON e SCAZZOCHIO (1967) obtiveram mutantes 

resistentes a 8-azaguanina, a 2-tioxantina e ao ácido 2-tioúrico, 

e defectivos em pelo menos um passo da absorção de purinas. As 

propriedades desses mutantes mostraram a existência de dois sis

temas de absorção de purinas: um, que controla a absorção de hi-

poxantina, guanina e adenina, e o outro, de xantina e ácido Úri-

co. Neste caso os mutantes parecem ter perdido a capacidade de 

metabolizar o componente tóxico e também o componente normal, do 

qual ele e um análogo. 

PALMER, SCAZZOCHIO e COVE (1975), elucidaram o me

canismo de controle da biossíntese de pirimidinas, através do iso 

lamento de mutantes resistentes a fluoropirimidinas. Enquanto al

guns destes mutantes apresentavam alteração no transporte de pi

rimidinas exógenas, alguns mostravam alterações na regulação da 

biossíntese de pirimidinas. Análises genéticas mostraram que mu-
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taçoes, conferindo resistência a fluoropirimidinas, podem ocorrer 

em pelo menos sete loci. 

ARST e COVE (1969), estudando mutantes de A.6 p e.Jz.-

gillu.6 nidulanj, resistentes ao análogo da am3nia, meti�am3nia,v� 
' -

rificaram que deve existir apenas um gene envolvido na resisten-

cia e que tais mutações mostraram ser semidominantes, em hetero

cãrios e diplÕides. Estas mutações levaram a uma liberação gene

ralizada de aparentemente todas as atividades reprimidas por amô

nia, quando esta estava presente, mas o mecanis�o de resistência 

não foi elucidado. 

Os mutantes resistentes ao fluoroacetato são fre

quentemente encontrados, conforme se pode notar pela revisão fei

ta por DORN (1967). Estes mutantes foram primeiramente obtidos e 

descritos por APIRION (1965) e uma de suas particularidades,o que 

os torna diferentes dos demais casos, é que a resistência lhes con 

fere, tall),bem, a capacidade de utilização de fluoroacetato como fon 

te de carbono. Este fato torna-os de grande interesse para obter 

as frequências de mutação direta e reversa. 

WARR e ROPER (1965) descreveram mutaçoes dominan

tes responsáveis pela resistência ao iodoacetato em A-0pe.1t9illu.6 

11idulan6. 

GEOGOPOULOS e GEORDALIS (1969), estudando mutan-

tes resistentes ao iodoacetato, sugeriram que estes deveriam ser 

mutantes para permeabilidade. 

Assim, um sistema de transporte mais facilmente sa 

turãvel, no mutante, poderia concorrer para a resistência ã toxi

cidade do iodoacetato. 

ARMITT, McCULLOUGH e ROBERTS (1976) descreveram 10 

novos loci que afetavam o metabolismo de acetato, com base na re

sistência ao fluoroacetato e não utilização de acetato como fon

te de carbono. As enzimas ausentes, devido a mutaçoes em sete dos 

loci, foram descritas e os loci mapeados. 

Mutantes resistentes a análogos de aminoácidos 

obtidos também frequentemente, sendo que os primeiros foram 

critos por MORPURGO em 1962. Esses mutantes eram resistentes 

sao 

d es

a 
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p-fluorofenilalanina, análogo da fenilalanina, e foram obtidos após

tratamento com luz ultravioleta.

WARR e ROPER (1965) obtiveram também mutantes re

sistentes a p-fluorofenilalanina; observaram que o gene .respons� 

vel pela resistência era recessivo e que suprimia requisito nutri 

cional para ácido nicotínico. 

SINHA (1967) relaciona a biossíntese de aminoâci 

dos aromáticos com a resistência a p-fluorofenilalanina em 

A-0pe11.gillu-0 nidulan-0. Esses mutantes apresentavam um requisito 

parcial para tirosina e fenilalanina, o qual foi explicado pela 

existência de um bloqueio metabólico no momento da hidroxilação 

da fenilalanina para dar tirosina. Neste trabalho,conseguiram-se 

evidências de que os dois processos envolvidos na síntese de ti-

resina, descritos em outros organismos, também existem no 

gillu� nidulan-0, e que o requisito parcial de tirosina, 

A�petr.

apresen-

tado pelqs mutantes resistentes a p-fluorofenilalanina, é resulta 

do do bloqueio da hidroxilação da fenilalanina. Este bloqueio r� 

sultaria numa produção, em excesso, de fenilalanina, o que expli

caria a resistência ao análogo pois, segundo RICHMOND (1962), tais 

análogos freqüentemente �ompetem com o metabÕlito natural pelo cen 

tro ativo das enzimas. 

SRIVASTAVA e SINHA (1976) descreveram seis novos 

loci, nos quais mutações conferiam resistência a p-fluorofenilal� 

nina em A-0petr.gillu-0 nidulan-0. Dentre estes mutantes, três foram 

localizados no grupo de ligação VI e um, em cada um dos seguintes 

grupos: I, V e III.

PIOTROWSKA e col. (1976) isolaram mutantes reces-

si vos, resistentes ã p-fluorof eni !alanina e ã selenometionina, que 

se mostraram incapazes de transportar qualquer aminoácido neutro. 

Isto indicou aos autores que aminoácidos neutros, 

tais como fenilalanina e metionina, deveriam ser, 

transportados pelo mesmo sistema. 

provavelmente, 

D RA I NAS e c o 1. (19 7 7) i s o 1 ar a m l l m u t a n t e s resis-

tentes ao análogo tóxico da asparagina, hidroxamato aspãrtico. Es

tes mutantes apresentavam atividade baixa ou não detectãvel de a� 

paraginase, que foi medida pela formação de hidroxamato aspártico, 
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a partir de asparagina e hidroxalamina. Estas mutaçoes mostra

ram ser recessivas e foram mapeadas no grupo de ligação VIII do 

A-0pe�9illu-0 nidulan-0. 

Mutantes resistentes a fungicidas têm si�� larga

mente descritos e estudados, devido a sua grande implicação prâti 

ca. 

WARR e ROPER, em 1965, jâ obtiveram mutantes re-

sistentes ao actidione e ao teoquil. Enquanto a mutação para re

sistência ao actidione mostrou ser semidominante, aquela respons� 

vel pela resistência ao teoquil era recessiva. 

THRELFALL (1968) isolou mutantes 

nidulan-0 resistentes aos fungicidas comerciais PCNB e TCNB. Essa 

resistência era dada por dois genes recessivos localizados no gr� 

po de ligação III. A resistência destes mutantes a esses fungici 

das foi considerada como devida a um decréscimo na capacidade 

dos mutantes, em acumular a substância tóxica. 

Nove mutantes de A-0pe�9illu� nidulan-0, resistentes 

ao fungicida benlate, foram isolados por HASTIE e GEOGOPOULOS, 

(1971). Cinco mutantes mostraram ser mais resistentes, estando 

o gene para resistência localizado no grupo de ligação VIII. Os 

demais, menos resistentes, tinham o gene para resistência locali

zado no grupo de ligação II. 

TUYL, DAVIDSE e DEKKER (1973) também isolaram mu

tantes resistentes ao benlate e tiabendazol, através de tratamen

to prêvio com luz ultravioleta. Em ambos os casos, o gene, para 

resistência, estava localizado no grupo de ligação VIII. Foi pro

posto que estes fungicidas deveriam interferir na formação do fu

so, através de complexos formados entre os fungicidas e as protei 

nas do fuso, o que resultaria na inibição da mitose. 

Mutantes resistentes aos fungicidas Cloroneb, Vi

tavax e Dodine foram obtidos e analisados por SANTANA (1974), sen 

do que a resistência aos dois primeiros era devida a um Único ge-

ne, e a resistência ao Dodine foi determinada como sendo 

velmente de natureza citoplasmática. 

possi-

DEKKER (1976) em sua revisão sobre resistência 
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adquirida a fungicidas, ilustrada com diversos exemplos, e consi

derando as implicações práticas, descreveu, alêm da origem, os di 

ferentes mecanismos que levam à resistência a fungicidas. 

Van TUYL (1977), alêm de excelente revisao sobre o 

assunto, investigou o p�tencial de diferentes fungos em adquirir 

resistência a fungicidas, medido como frequência 

grau de resistência. 

de mutaçao e

Conseguiu mutantes resistentes a todos os fungici

das empregados: benomil, tiabendazol, cloroneb, imazalil, carbo

xina, cicloheximida e piramicina. As freqüências de mutação va

riaram de 10- 7
, para piramicina e benomil, a 2 .10- 4 para a resis

tência ao Cloroneb. A caracterização de mutantes resistentes foi 

feita especialmente em A-0pe�gillu-0 nidulan-0. Foi encontrado que, 

para alguns fungicidas, tais como cloroneb e oligomicina, somen

te um locus era responsável por todas as mutações para resistên

cia; por �utro lado, no caso da resistência a pimaricina e car

boxina, 2 e 3 genes respectivamente foram identificados, enquanto 

que, no caso da resistência ã cicloheximida e ao imazalil,um sis

tema multigênico estava envolvido. Alto nível de resistência ao 

benomil e ao tiabendazol. pareceu ser baseado em mutação em um lo 

cus. Vinte e tres genes conferindo resistência foram assinalados 

em sete diferentes grupos de ligação, 16 dos quais foram mapea

dos. 

DADVISE e FLACH (1977) isolaram mutantes resisten

tes ao fungicida MBC (metil benzimidazol carbamato) e descreveram 

o possível mecanismo de resistência a este agente. O efeito do

MBC no micêlio das linhagens mutantes de A-0pe�gillu-0 nldulan-0 foi

positivamente relacionado com a afinidade pelos sítios complexa.E_

tes deste composto. Os mutantes resistentes ao MBC apresentavam,

então, uma possível alteração na estrutura da tubulina, de modo

que uma baixa afinidade da tubulina por MBC seria provavelmente o

mecanismo comum de resistência, já que a ação fungicida deste co�

posto se deveria a sua complexação com a tubulina do micélio fún

gico.

Alêm dos casos de resistência a antibióticos jâ ci 

tados, alguns outros têm sido descritos. Mutantes espontâneos,r� 

sístentes ã olígomicina, foram descritos por ROWLANDS e TURNER(l973). 



Anilises gen�ticas mostraram que, enquanto a maioria dos 

tes ensaiados tinha origcim através de mutação nuclear, um 

tinha origem extranuclear. 
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mutan

deles 

Enquanto os mutantes nucleares não mostr��am anor

malidade no meio de cul�ura livre da droga, o mutante extranuclear 

exibia uma capacidade de crescimento aumentada. Os mutantes nu

cleares mostraram dominincia incompleta em diplÕides e foram to

dos mapeados no grupo de ligação VII. 

ROWLANDS e TURNER (1977) descreveram posteriormen-

te um novo mutante extranuclear para resistência à oligomicina. 

Esta mutação, mitocondrial, foi transferida assexualmente para qu� 

tro linhagens, que apresentavam resistência nuclear ã oligomicina. 

Em todos os casos, a mutação extranuclear, acrescentada à nuclear, 

levou a um aumento significativo do nível de resistência ã oligo

micina. 

GUNATILLEKE e col. (1975) isolaram dois mutantes 

resistentes ao cloranfenicol, cujas mutações, quando ensaiadas, f� 

raro herdadas extranuclearmente e se recombinaram com mutaçoes ci

toplasmiticas, para resistência à oligomicina e sensibilidade ao 

frio. Estas mutações eram estáveis e não afetavam crescimento ou 

morfologia em meio livre do antibiótico. Mutações nucleares para 

resistência ao cloranfenicol foram mapeadas em pelo menos três lo 

ci. Para um destes loci, mutações levaram pleiotropicamente à hi

persensíbilidade, à cicloheximida e ao ácido salicíhidroxâmico.

Alêm dos mutantes resistentes aos agentes inibido

res citados acima, alguns outros bastante diferentes podem ser men 

cionados. 

AZEVEDO e CAVENAGUE (1968) isolaram mutantes defi

cientes para a síntese de lisina e resistentes à arginina, apos 

irradiação ultravioleta, numa freqüência de 1 em 7.1 x 10� coní

dios. A maioria das colônias isoladas apresentava morfologia no� 

mal, embora algumas apresentassem colônias micelíais e com cresci 

menta residual. O caráter resistência mostrou-se bastante esta-

vel, atravis de uma s�rie de sub-culturas. 

ELORZA (1969) descreveu o isolamento e a caracteri 

zaçao de mutantes de A�pe�gillu� nidulan� resistentes à toxicida-
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de dos Ions metálicos, assim como as diferentes interações entre 

esses 1ons. Foram isolados mutantes capazes de crescer em concen 
++ ++ 

traçÕes tóxicas de Zn , Co 
++ 

Ba 

resistência destes mutantes aos metais, mostrou ser devida 

conversão intracelular dos tons em um componente inativo: 
1 

A 

a uma 

As ana 

lises genéticas mostraram que cada mutação era devida a um simples 

gene, que foi localizado no grupo de ligação correspondente. To-
. . ++ ++ ++ . ++ +++ ++ ++ 

x1c1dade de Zn , Co , Ba , N1 , Fe Sn e Mn pode ser 

revertida para o tipo selvagem por quantidades definidas de 
+ ++ ++ 

NH4 , Mg e Ca Estas competições entre cátíons, surgeriram a 

existência de um sistema comum, responsável pelo transporte de ca 

tions nestes microrganismos. 

ERLORZA e ARST (1971) isolaram mutantes resisten-
�

tes a sorbose, os quais foram agrupados em dois loci. Em um locus, 

mutação conferia resistência cruzada com 2-deoxi-D-glicose, e se

ria resultado de um defeito no mecanismo de transporte de açúcar. 

No outro ·locus, a resistência resultaria da perda de fosfoglucom� 

tase e seria acompanhada de pronunciada anormalidade morfolÕgica, 

mas não da perda da capacidade de utilizar D-galactose. 

Um sumário dos mutantes resistentes a drogas 

bidoras em AJpengittu� nidulan� e apresentado na Tabela I. 

ini-
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Mutantes resistentes a drogas em A�pe4gillu� nidulan� 

S...:b;:;tância inibiJ.vra•· C::-�,p�' dt· 
1 i � ..1,·ã ... , 

A..:riflavind 

f-cioxa�tin.:1 

Flu�r.,r:ri�1idin.� 

M.et ilamôaia 

F luoroacecato 

Iodoacetato 

p-fluorofenilalanina 

Selenometionina 

Hidroxam.a:o aspártico 
r·eoqui l 

PCNB e TCSB 

Benlate 

Clorone, 

OO<iine 

Tiabendazo l 

Imazalíl 

H.i!C 

Actitione 

Carbodna 

Ciclch�xir.iida 

Piramicina 

Oligomicina 

Cloran!enicol 

Arginin.'.l 

"fôn11 met ã li coa 

Sorbost> 

II 

I,V,\'l,VIIl 

Vlll 

III 

11 e V Ul 

VIII 

vu 

Obsérvaçz;_i.?$ 

reées:;iv.;i 
2 lo:.:. 

7 lcci 

see1i..:,.1r.J
r.anc:e 

10 loc i 

dominante 

recessiva 
10 lôci 

��':r:.•i:;Ot.:Í.J.$ 

b il,liogrdfic:is 

ROPER e K,\,cR (1957). 

MORFURGO (l ?62); O�RLil\GT,0:; 
e SCAZZOCnlr• (l%i). 

DAR:...I�:cto�: e sc�\ZZOCP.!ô 
(\%7). 

DARL1:,c1 l);; e SCAZZOt:HIO 
(1%1). 

PAL"J:.?. e e�,. (1975). 

APIRIO� (1965); DOM(l967); 
Aro!ITT e col. (19ib). 

WARR e ROPER (1965); GEOR
GOPOULOS e GEORDALIS\l969). 

MORPURGO (1962); WARR e 
ROPER (1965); SINHA(1967); 
SRIVASTA\'A e SINHA (1976); 
PIOTROS\.:SKA e col. (1976). 

PIOTROSWSKA e col. (1976). 
recessivo DRArnAS e coJ. (1977). 
recessiva WARR e ROPER (1965). 

recessivas THREFALL,(1968). 

HAST!t e GEORGEPOtr�OS(l97,); 
recessiva TUYL e col. (19i3); 

TUYJ.. (1977). 

recessiva 
1 locus 

l locus 

extranuclea.r 

SANTANA (1974); 
TUYt. (1977). 

SANTANA (19i4). 

SANTAM (1974). 

TUYL e col. (1973); 
TUYt. (1977). 

sistema mul TVYt. (19i/). 
tigênico -

semidomi
nante 

dowínantP. 
3 loci 

domim1nte 
si.-ne�a mu} .. 

tigZ:nico 

recessi·1a 
2 lo,., 

dominantP. 
não inco-:,

pleta 

exc r .. r1 .... c lear 

3 toei nu
clearf's 

extra1,q
cle,"1r-l'.':;: 

lo�í 

DAV!DSE e rLACH (1977). 

WARR e ROPER (1965). 

TUYL (1977). 

T!IYL (197i), 

TUYt. (1977 J. 

RO�'l.A:''JS e HlRllER (1973 
e 1977 /. 

GUllATlt.,n: e col. (1975). 

AZEVEDO e CA1/tNAGUE (l?•,�). 

fLO�Z,\ ,, ·. ;;T 097 t). 



. 12. 

2.2. Alguns aspectos sobre antagonismo e transporte de aminoá

cidos especialmente em A.õpe�gillu.õ nidulanl 

O cresci�ento de mutantes de microrganismos, depe� 

dentes de aminoácidos, pode ser inibido por um ou mais aminoáci

dos em um meio definido. Assim, linhagens do fungo A.õpengillu.6 

nidulan.6, deficientes para a síntese de lisina, mostraram ser mui 

to sensíveis ã presença de arginina no meio de cultura,comportan

do-se esta como inibidora do crescimento dessas linhagens, prova-

velmente devido a um tipo de interação competitiva entre os 

aminoácidos (PONTECORVO, 1949). Nessa ocasião, observou-se 

dois 

que 

um mutante deficiente em lisina tinha seu crescimento reduzido p� 

la metade, quando a relação molar de arginina/lisina era pouco 

maior que l; e, se esta relação fosse dobrada em favor da argini

na, o crescimento era totalmente inibido. 

PONTECORVO e cal. (1953) observaram também que li-

sina exÕgena inibia completamente o crescimento de auxotrÕficos 

para arginina em A.õpe.nglllu.6 nidulan.6, nas relações molares de 2:1. 

A inibição. de linhagens deficientes em lisina, pe-

la arginina, jã tinha sido descrita anteriormente por 

(1944) em linhagens de Neu�o.ópona cna.õ.õa. 

DOERMANN 

GRENSON (1967) estudando a inibição da encr·ada de 

lisina na célula da levedura Sacchanomyce.6 cenevl.õae, pela pre

sença de arginina, tentou esclarecer a aparente contradição exis

tente até então sobre a existência de uma permease Única, com di

ferentes afinidades pelos diversos aminoácidos, ou a existência 

de vários sistemas específicos. Através de experimentos de comp� 

tição e do estudo de mutantes, que perderam a capacidade de trans 

portar arginina, o autor supôs a existência de um sistema de trans 

porte de lisina, distinto da permease da arginina. 

Analisando as velocidades de entrada de lisina em 

linhagens selvagens e mutantes, postulou que a lisina poderia en

trar rta cilula por duas permeases diferentes, independentes:a per

mease da lisina, propriamente dita, que possula grande afinidade 

com esse aminoácido, e a permease da arginina, que possuía uma a.fi 

nidadc, embora muito menor, com a lisina. Um sistema de transpo� 
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te de metionina em Pcnicillium c�y�ogenum (BENKO, WOOD e SEGEL,

1967) englobaria duas enzimas diferentes e independentemente reg� 

ladas: uma especifica para a metionina e a outra, uma permease de 

aminoácidos não específica. 

ROESS e De BUSK (1968) descreveram um sistema de 

transporte comum para os aminoácidos básicos em NeuJr..o�pOM. Clt.a...6-0a, 

sugerindo a competição pela permease, como uma simples explica

ção do antagonismo lisina-arginina. 

CYBIS e WEGLENSKI (1969, 1972), trabalhando com 

A�pe�gitlu-0 nidulan�, observaram que a lisina interferia no con-

trole dos caminhos biossintetícos e catabÕlicos da arginina,e que 

a entrada de argínina era severamente restringida pela 

de lisina. 

presença 

A ação da lisina apareceria possivelmente na re-

pressão de enzimas biossinteticas e na indução de enzimas catabÔ

lÍcas da arginina, o que resultaria, na redução da arginina dis-

ponível para a síntese proteica, no caso de a arginina 

não poder ser produzida. 

Para a entrada no micélio, competiriam 

a lisina e a arginina e os resultados de ensaios de 

endógena 

fortemente 

crescimento 

levaram a crer que a permease teria uma afinidade muito maior com 

a arginina do que com a lisina. 

SINBA (1969), tendo por base que análogos de meta

bÕlitos essenciais são inibidores para uma grande variedade de 

microrganismos; que estes análogos são levados para dentro da cê

lula pelo mesmo caminho e mecanismo de seus competidores naturais 

(RICHMOND, 1962), e que a seleção para resistência a esses anâlo-

gos era uma maneira de se obter mutantes deficientes em permea-

ses específicas, isolou mutantes resistentes ã p-fluorofenilalani 

na. Esses mutantes eram deficientes no transporte de fenilalani

na e outros aminoácidos e seus análogos. Parimetros ciniticos do 

transporte de fenilalanina, nas linhagens selvagens e mutantes, 

surgeriram a existência de um Único sistema de transporte para f� 

nilalanina e aminoácidos relacionados, o qual seria 

pela concentração destes dentro da célula. 

responsável 

Assim, não seria surpreendente que mutantes resis-
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tentes a p·fluorofenilalanina fossem também resistentes a um gra� 

de número de análogos de aminoácidos relacionados. 

SINHA (1970) observou que uma linhagem de A.ó petL-

g.Ltlu..6 n.ldu.fan.6, deficiente em fenilalanina, era inibida, .competi-
' 

-

tivamente por leucina, mas uma linhagem deficiente em leucina nao 

era inibida por fenilalanina. 

Experimentos de interações entre-a resistência 

p-fluorofenilalanina e o requisito de aminoácidos-e de transpor-

te indicaram a existência de, pelo menos, dois sítios nos 

leucina competeria com fenilalanina, sendo um deles sítio 

de entrada destes aminoácidos no micélio. 

quais 

comum 

DHILLON e GARBER (1970) observaram que mutantes de 

A.õpetLg.lllu4 n.ldu.lan.6, deficientes para a síntese de leucina, eram 

inibidos por metionina quando o meio mínimo era suplementado com 

leucina e metionina. Desc ·everam a existência de um sistema de 

transporte Único para metionina e leucina, a qual mostram uma afi 

nidade maior com a metionina do que com a leucina. 

O efeito inibidor da metionina foi atribuído à in-

terferência com o transpotte de leucina. Para as concentrações 

ensaiadas, fenilalanina não teve efeito no crescimento de mutan

tes deficientes em leucina, o que levou à suposição de que esta 

deve possuir um outro sistema, diferente do da leucina � do da 

metionina, para seu transporte, através da membrana celular. 

ROBINSON, ANTHONY e DRABBLE (1973) descreveram que 

as atividades de permease do transporte de lisina, de arginina, 

de metionina e de fenilalanina eram menores durante a germinação 

dos conÍdios de A4pe,�glllu� nldu.lan�, em meio com argiaina,do que 

apÕs germinação neste meio. Sugeriram que as permeases para es-

tes aminoácidos seriam reguladas por amônia intracelular, de ma

neira que durante o crescimento, na presença de amônia, as baixas 

atividades de permease seriam suficientes para fornecer aminoâci 

dos para a síntese proteica, mas não suficiente 

aminoácido ser uma fonte maior de nitrogênio. 

para qualquer 

Em meio deficiente em amônia, uma atividade aumen

tada das permeases seria requerida para que os aminoácidos fossem 

capazes de fornecer todo o nitrogênio para o crescimento. 
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Al�m da permease, a sfntese de duas enzimas envol

vidas no caminho catabÕlico da arginina, arginase e ornítina P-tran

sa minase, foi descrita por BARTNICK e col. (1973a e b) como sen

do sensíveis a repressão por glicose e amônia. 

1 

PATEMAN, KINGHORN e DUNN (1974) descreveram um sis-

tema de transporte que parece específico para glutamato e asparta 

to, em A-0pe�gillu-0 nidulan-0, e que seria regulado por amônia. 

Um mutante deficiente para este sistema de transpo� 

te e também insensivel i ação da amônia como repressora, foi atri 
-

buÍdo a um defeito no mecanismo de transporte e nao a uma muta-

ção em algum gene do sistema de regulação. 

KINGHORN e PATEMAN (1975) isolaram mutantes defi

cientes para o transporte de aminoácidos e incapazes de utilizar 

glutamato como fonte de carbono e nitrogênio. 

Descreveram a existência de quatro genes não liga

dos. Os níveis de transporte de certos aminoâcidos,as caracterí� 

ticas de crescimento em certas fontes de carbono e nitrogênio e a 

toxicidade de anilogos de aminoácidos indicaram que um.·dos tipos 

de mutantes teria um sistema defectivo de transporte de aminoá

cidos ácidos; outro apresentaria defectivos os sistemas de aminoã 

cidos neutros e ácidos, e em outros os sistemas de transporte de 

aminoácidos ácidos, neutros e aromáticos ê que seriam defectivos. 

A existência de mutantes que apresentavam o siste

ma de aminoácidos ácidos defectivo, no qual o transporte de glut� 

mato e aspartato era diminuído, sugeriu também a presença de um 

sistema específico para estes dois aminoácidos, à semelhança da

quele descrito por PALL (1970) para Neuno.ópona cna-0-0a e PATEMAN e 

col. (1974) para A.ópe�gillu-0 nidula.n-0. 

P I O T R O W S KA e c o l. (1 9 7 6 ) c ar a c t e r i z ar a m o t r a n s p o E. 

te de arginina, lisina e ornitina como sendo realizado por uma 

permease de aminoãcidos básicos em A.ópe�gillu.ó nidulan-0.Este sis

tema de transporte comum, responsável pela entrada de lisina, ar

ginina e ornitina para o interior do micélio, seria dependente de 

energia. Foram descritos evidências de que lisina e arginina co� 

petiriam no mesmo sítio da permease, o qual teria igual afinida-

de com estes dois aminoácidos. Esta mesma permease seria respon-
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sável pelo· transporte de ornitina, mas provavelmente com uma afi

nidade bem mais baixa. 

Esses autores propuseram ainda a existência de uma 

permease especffica para o transporte de metionina, que.tr.anspor

taria também outros ami�oâcidos neutros, tais como serina, fenila 

lanina e leucina. 

Alem dos casos descritos em microrganismos, o anta 

gonismo lisina-arginina tem sido notado em estudos de competição, 

onde uma serie de aminoácidos falha na inibição da absorção de li 

sina radioativa, "in vitro", em segmentos intestinais de ratos de 

várias idades. 

A arginina foi o Único aminoácido a inibir a absor 

ção de lisina, da mesma forma em que foi antagonizada 

(BARTSOCAS, 1977). 

por 

TYIHAK, SZENE e LAPIS (1977) explicaram as funções 

antagônicas da lisina e arginina, como sendo devidas às suas dife 

rentes reatividades, no processo molecular da célula. 

Em cultura$ de tecidos, enquanto a lisina metilada 

induzia a uma proliferação celular, as argininas metiladas mostra 

ram um efeito inibidor na proliferação. 

Assim, metilaçio de aminoácidos bisicos po�eria ter 

especial significância na regulação da proliferação celular. 
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3. MATERIAL E MtTODOS

3.1. Linhagens utilizadas

a. Linhagem MSE (Master Straín E) contendo marca
dores genéticos em todos os oito grupos de li
gação (McCULLY e FORBES, 1965) como se observa
na Figura 1.

Figura l - Marcadores genéticos da linhagem MSE. 

Grupos de Marcadores genéticos 
ligação 

.6 u.A l a.dE20 yA2 a.dE20
I 

WÁ3 
II 

galA 1

III 

py1toA� 
IV 

6a.c.A 3 o 3 

V 

.6 B 3 

VI 

n.ic.B a 
VII 

VIII 

Os centrômeros estão representados por o. Os fenótipos determina 
dos pelos marcadores genéticos podem ser encontrados no item 
3 .1. 1. 
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b. Linhagem pJtoA 1 , paba.AG, 1JA2, 

c. Linhagem 118 C (chartreuse.) que apresenta os S!

guintes marcadores: .6u.A1a.dE20, pa.ba.As, yA2, a.d.E20; 

Ac.JtA 1 ; ty1.:,A 1 ; c.ha.A e e sensível a arginína.
' ' 

d. Linhagem 118 M (marrom) que apresenta os mes-

mos marcadores geniticos da linhagem. 118 C, mas

seus conidios mostram a coloração marrom e nao

chartreuse como na anterior.

e. Linhagem ga.lA 1; ty1.:,A 1; .683; JtiboB2 segregante 33

do cruzamento 118 C x MSE e que apresenta co-

1 oração marrom intermediãria (MI).

f. Linhagem pa.ba.AG; 6a.c.A 3 0 3 , lyhA 1 ; nicBa segre

gante 41 do cruzamento 118 M x MSE e que apre
senta a coloração marrom intermediãria (MI). 

g. Linhagem pabaA6 ; ga.lA 1 ; ly1.:,A 1; 1.:,8 3 segregante

46 do cruzamento 118 M x MSE, de coloração mar

rom intermediãria (MI).

h. Linhagem pa.ba.A6; 6ac.A30 3; ly1:>A 1 ; 1:>83 segregante

32 do cruzamento 118 e x MSE e que apresenta

coloração branca.

i. Linhagens mutantes resistentes ã arginina.

Os mutantes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 28, 32 e 144
foram obtidos das linhagens 118 e ou 118 M,apre
sentam os mesmos marcadores que ambas, com ex�
ceçio �a auxotrofia para lisina e são resisten
tes ã arginina.

Os mutantes 12, 13, 18, 24 e 90 foram obtidos
das linhagens 118 C ou 118 M, apresentam os mes
mos marcadores que ambas e são resistentes ã ar
ginina.

As quatro primeiras linhagens são originárias do 

Departamento de Genitica da Universidade de Sheffield,Inglaterra; 

a quinta linhagem surgiu espontaneamente no estoque da 118 char

treuse, enquanto as demais foram por nós obtidas no Setor de Genê 

tica de Microrganismos do Instituto de Genética da Escola Supe

rior de Agricultura "Luiz de Queiroz". 
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3.1.1. Simbolos e fen5tipos das linhagens utilizadas no 

presente trabalho 

S imb o lo F e n o tipo 

Actr..A 1

a.dE2 o

biA 1

cha.A 

ga.lA1 

lrp, A 1

me..thG 1

n.lc.Bs 

pa.ba.As 

ptr..0A1 

pytr..oA4

1tiboB2 

.6 B 3

.&u.A1a.dE20 

Resistência à acriflavina. 

Requisito para adenina. 

Requisito para biatina. 

Conídios chartreuse. 

Incapaz de crescer em meio contendo 
acetato como Única fonte de carbonó. 

Incapaz de crescer em meio contendo. 
galactose como Única fonte de carbono. 

Requisito 

Requisito 

Requisito 

Requisito 

Requisito 

Requisito 

Requisito 

Requisito 

Supressor 

Con.Ídios 

Conídios 

para lisina. 

para metionina. 

para ácido nicotínico. 

para ácido p-aminobenzóico. 

para prolina. 

para piridoxina. 

para riboflavina. 

para tiosulfato. 

do mutante a.d E 2 o

amarelos. 

brancos. 

3.2. Meios de cultura e soluções usadas 

3. 2.1. Meio mini mo (MM)

Preparado de acordo com PONTECORVO e col. (1953). 

NaN03 . 

KH2P04. , • .  , • • • 

KC 1 . . . • • • 

. • •  ., . • •  6,0 g 

. . • . • • 1, 5 g 

. 0,5 g 



FeSO,,. 

ZnSO,. 

Glicose 

Ãgar 

Água destilada 

0,5 g 

traços 

. traços 

. . . • . 10, O g 

. . 15,0 g · 

.1.000 ml 

pH ajustado para 6,8 com NaOH 4% 

3.2.2. Meio completo (MC) 

. 20. 

Preparado de acordo com PONTECORVO e col. (1953), 

adicionando-se ao meio mínimo: 

Peptona . . . . . . . 

Caseína hídrolizada . . . . . 

Extrato de leveduras. . . 

Solução de vitaminas. . . 

Ácido nucleico de leveduras . 

pH ajustado para 6,8 com 

3.2.3. Solução de vitaminas 

Biatina 

Ácido p-aminobenzôico 

Aneurina (Tiamina). 

Piridoxina 

Ãcido nicotínico . •

Riboflavina 

NaOH 

. 

. 

. . 2,0 g 

. . 1,5 g 

0,5 g 

. . 1,0 ml 

2,5 ml 

4% 

0,2 mg 

. 10,0 mg 

. . 50,0 mg 

. . 50,0 mg 

.100,0 mg 

.100,0 mg 

Água destilada esterilizada . . . 100,0 ml 

A solução foi parcialmente esterilizada em banho

-maria por 15 minutos e guardada no refrigerador a 4
°

c, em frasco 

escuro, sob clorofórmio. 



3.2.4. Solução de ãcido nucleico de leveduras 

Ãcido nucleico de leveduras - 2 g em 15 ml de solução. 

1 N de HCl. 

Ãcido nucleico de leveduras - 2 g em 15 ml de solução. 

1 N de NaOH. 

. :: 1 . 

Ambas as sol uções foram aquecidas a 100° c por 20 

minutos, mistu radas e o pH foi ajustado para 6,0 com NaO H  4%. Fil 

trou-se e completou-se o volume para 40 ml. A soluçã o  foi conser 

vada no refrigerador a 4 ° c, sob clorofÕrmio. 

3.2.5. Meio minirno liquido mais 2% de meio completo 

Adicionou-se ao meio mínimo liq u ido (sem âgar) 27c

de meio compl eto, distribu iu-se e m  tubos (2,5 ml por tubo) e au

toclavou-se. 

3.2.6. Meio mínimo de galactose 

Pre parado da mesma forma que o me io minimo (Ítem 

3.2.1.), substitu indo-se apenas a glicose por galactose como fon

te de  carbono. 

3.2.7. Meio de acetato de amônio 

Pre parado segundo APIRION (1962). 

Ace tato de  amônio . 12,0 g

KH2P04 . . . . . . . . . 3,0 g

NaCl . . . . . . . 2,0 g

MgS04, 7 H20 . . . . . 0,5 g

FeS04 . • . . . . . . . traços 

ZnS04 . . . . . . . . . . . . . traços 



Ãgar 

Ãgua destilada 

pH ajustado para 6,1 com NaOH 4%. 

3.2.8. Solução salina 

15,0 g 

. 1.000 ml 

• 2 2 •

Preparou-se uma solução de cloreto de sódio 0,9%, 

dissolvendo-se o sal em igua destilada. A solução foi colocada em 

frascos (9 ml por frasco). 

3.2.9. Solução de tween 

Adicionou-se tween 80 em água destilada na concen

traçao de 0,1% (v/v). A seguir, distribuiu-se em tubos (2,5 ml 

por tubo)· e autoclavou-se. 

3.2.10. Solução de p-fluorofenilalanin a (pFA) 

Preparou- e uma solução de p-fluorofenilalanina 1% 

dissolvendo-se o mesmo em agua destilada esterilizada. A seguir 

a solução foi colocada em banho-maria por 15 minutos e cotrservada 

no refrigerador a 4
°
c.

3.2. ll. Solução de 1,4-dicloro-2,5 -dimetoxil-benzeno (Cloroneb) 

Preparou-se uma solução de Cloroneb a 0,2% em agua 

destilada. A solução foi colocada em banho-maria por 15 minutos 

e conservada a seguir, em refrigerador a 4
°
c

3.2.12. Solução de arginina 

Preparou-se uma solução de arginina 1% em agua des 

tilada. Esta foi colocada em banho-maria por 15 minutos e a se 

guir conservada em refrigerador a 4
°
c.
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3.2�13. Solução de metano-sulfonato de etila (EMS) 

Preparou-se uma solução de EMS a 2%, adicionan-

do-se o mesmo em água destilada esterilizada, imediatamente antes 

do uso. 

3.2.14. Solução de brometo de etidio (BE} 

Preparou-se uma solução com 10 mg de brometo de etí 

dio em 50 ml de âgua esterilizada que foi então mantida em banho-

-maria por 15 minutos, conservando-se a seguir em frasco 

a 4
°
c.

escuro 

Nos experimentos para construção das curvas de so

brevivincia ao BE, usou-se uma outra solução que foi preparada c� 

locando-�e 20 mg de BE em 20 ml de igua. Esta foi mantida em ba

nho-maria por 15 minutos e conservada em frasco escuro a 4°
c. Usou

-se 0,1 ml desta solução em 20 ml de meio de cultura, resultando 

uma concentraçao final de 5 µg brometo de etÍdio/ml meio. 

3.2.15. Soluções de lisína 

Foi preparada uma solução de lisina colocando-se 

150 mg de lisina em 30 ml de água esterilizada (5.000 µg/ml). A 

solução foi conservada em banho-maria por 15 minutos e em seguida 

tomou-se 10 ml dessa solução e colocou-se em 10 ml de ãgua esteri 

lizada (2.500 µg/ml). Desta 2a. solução tomou-se 10 ml e diluiu

-se em 10 ml de água esterilizada (1.250 µg/ml). Repetiu-se o pr� 

cedimento atê a obtenção de 156,25 µg lisina/ml água. Todas es

sas soluções foram colocadas por 15 minutos em banho-maria e con-
o servadas a 4 e, em refrigerador. 

3.2.16. Suplementos adicionados ao meio minímo 

Preparou-se o estoque de suplementos, adicionan-

do-se cada um deles em âgua destilada esterilizada. As soluções 
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foram a seguir colocadas em banho-maria por 15 minutos e conserva 

das em refrigerador. 

Solu ção Quantidade adicio- Concentração fiestoque nada por placa nal ·no meio de (100 ml H20) (20 ml de meio de cultura 
cultura) 

Acriflavina. 200,0 mg 0,1 ml 10,00 g/ml 

Adenina. . 500,0 mg 0,1 ml 25,00 g/ml 

Arginina. . . . . . . . 10,0 g 0,16 ml 800,00 g/ml 

Ãcido nicotínico, . . . 10,0 mg 0,1 ml 0,50 g/ml 

Ácido p-aminobenzõico .. 5,0 mg 0,1 ml 0,25 g/ml 

Biotina . . . . 4,0 mg O, 1 ml 0,20 g/ml 

Lisina. . . . . . . . . 1,0 g 0,1 ml 50,00 g/ml 

Metionina . . . . 1,0 g 0,1 ml 50,00 g/ml 

Pirido:xina. 5,0 mg 0,1 ml 0,25 g/ml 

Riboflavi.na . 10,0 mg 0,1 ml 0,50 g/ml 

Tiosulfato de sódio 2,0 g 0,1 ml 100,00 g/ml 

3.2.17. Placas de análise 

Para a análise genética das colônias, utilizaram-se: 

placas de Petri com méio completo, com meio mínimo, com meio mI-

rtimo suplementado com todos os requisitos nut.ricionais envolvi-

dos no cruzamento e com meio mlnimo suplementado com todos os re

quisitos, exceto aquéle sob análise. Utilizaram-se tambim pla

cas contendo meio de galactose e placas contend-0 meio de acetato, 

suplemehtadas de todos os requisitos nutricionais, alim de placas 

de meio completo suJlementado de acriflayina e placas com meio m! 

nimo suplementado com todos os requisitos nutricionais e adiciona 

das de arginina. 

3.2.18. Luz ultravioleta (UV) 

A f6nte de luz ultravioleta foi uma limpada 

neralight (2.537 R). 

"mi-



.2 5. 

3.3. Esterilização e incubação 

Os meios de cultura e as soluç�es foram sempre es

terilizados em autoclave por 15 minutos a uma atmosfera de pres

são e a 120
° c. 

A temperatura de incubação foi de 37
°

c em 

os experimentos. 

3.4. Ensaio das linhagens 

3.4.1. Purificação e teste da linhagem 118 

todos 

ConÍdios da linhagem 118, estocadas em solo,ã tem

peratura ambiente, foram transferidos, com o auxílio de uma a1ça 

de platina, para uma solução esterilizada de tween; as cadeias de 

conidios foram desagregadas por agitação e semeadas em meio com

pleto (MC), com a finalidade de purificação da linhagem. 

Como apareceram colônias de duas colorações dife

rentes, após purificação àe cada uma delas, em placas de MC por 

meio de estrias, estas duas linhagens foram então testadas quan

to aos requisitos nutricionais. 

Preparou-se uma serie de placas contendo meio mí

nimo (MM) adicionado de uma solução de conídios de cada uma das 

linhagens. No centro de algum.as placas, foi então adicionada uma 

gota de uma solução de lisina, ou de ãcido p-aminobenzôico; outros 

receberam uma gota de ambas �s substâncias; algumas placas rece

beram uma gota de cada uma das 2 soluções em pontos extremos de 

sua ãrea e, por Último, algumas placas, sem qualquer adição,foram 

também incubadas, por 72 horas. 

Foram também preparadas placas de MM suplementado 

de lisina e ãcido p-aminobenzÕico; outras placas continham só uma 

das duas substâncias e as Últimas foram adicionadas de acriflavi

na, alem das soluções de lisina e icido p-aminobenzõico, Todas es 

tas placas foram incubadas, por 72 horas, apos a inoculaçio da li 

nhagem no centro da placa, por picada com um fio de platina. 
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3.4.2. Determinação da resist�ncia das linhagens 

Três métodos foram utilizados para a determinação 

da resistência ã arginina, para as duas linhagens: 

a. Mêtodo de semeadura

ConÍdios de cada uma das linhagens foram transferi 

dos, com o auxílio de uma alça de platina, para uma solução este

rilizada de tween. As cadeias de conÍdios foram desagregadas por 

agitação e a densidade dos mesmos foi estimada através de um he

matimetro. 

Foram feitas diluições adequadas, em solução sali

na e 0,1 ml das suspensões foi semeado em placas de Petri,com MM 

suplementado com os requisitos das linhagens mais volumes crescen 

tes de uma solução de arginina 1%. 

O espalhamento dos conÍdios sobre a superfície foi 

feito através do uso de alça de Drigalski esterilizada. A conta

gem de número de colônias foi feita após 56 horas de incubação. 

b. Metodo de inoculação por picada

ConÍdios de cada uma das linhagens foram transferi 
' 

-

dos, com o auxílio de um fio de platina, para o centro de placas 

contendo MM mais os requisitos nutricionais das linhagens e volu

mes crescentes de uma solução de arginina 1%. A medida do diâme

tro das colônias foi feita apôs 96 horas de incubação. 

e. Método de inoculação por microcolônias

ConÍdios das duas linhagens foram suspensos em so

luç;es de tween e semeados em placas de Petri, contendo MM adi

cionado dos requisitos nutricionais das linhagens. Após incubação 

por 18 horas, microcolÔnias foram transferidas para o centro de 

uma sêrie de placas de Petri, contendo MM suplementado com os re

quisitos nutricionais das linhagens mais concentrações crescentes 

de arginina. 

As placas foram incubadas por sete dias, apos o que 
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foi observado o crescimento das colônias e foi feita a medida de 

seus diâmetros. 

3.4.3. Ensaio dq nivel de requisito para lisina 

Com o intuito de se verificar se uma das linhagens 

necessitava de mais lisina que a outra, conidios das duas linha

gens, 118 C e 118 M, foram inoculados por picada no centro de pl� 

cas de Petri, contendo MM suplementado com biotina (AZEVEDO, 1970), 

ãcido p-aminobenzõico e concentrações crescentes de lisina ( O; 

0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 32,0; 64,0 e 128 µg/ml). Foram pr� 

paradas duas placas para cada concentração de lisina ensaiada pa

ra cada linhagem, além de duas placas de MC utilizadas como con

trole. 

As placas incubadas a 37° c e os diâmetros das co

lônias foram medidos a partir do 39 dia até o 69 dia, apôs a ino

culação. 

O mesmo procedimento foi repetido para duas linha

gens MI e portanto ly�, provenientes dos cruzamentos das linha

gens 118 C e 118 M com a linhagem MSE (segregantes 33 e 41, res

pectivamente). 

Estes mesmos segregantes foram cruzados entre si, 

formaram heterocirio e os asc6sporos de um peritécio hibrido fo

ram repicados em placas de MM suplementado dos requerimentos das 

linhagens mais cada uma de diferentes concentrações de lisina(4,0; 

8, O ou 16 µ g) • 

A medida do diâmetro das colônias foi feita 

72 horas de incubação. 

apos 

3.5. Obtenção espontânea de mutantes resistentes a arginina 

O isolamento dos mutantes espontâneos resistentes 

i arginina foi feito semeando-se 0,1 ml de uma solução, contendo 

cerca de 10 7 conidios/ml de cada uma das linhagens, em placas de 
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Petri, contendo MM suplementado com os requisitos nutricionais das 

mesmas e adicionados daquela concentraçao inibidora de arginina, 

para as linhagens originais. 

Após 96 horas de incubação, as colônias q�e cresce 

ram neste meio foram transferidas para placas 

nias/placa). 

de MC (26 colÔ-

Apôs 72 horas de incubação, estas colônias foram 

replicadas com o auxilio de um replicador de níquel-cromo para um.a 

série de placas contendo MM; MM + lisina; MM + ãcido p-aminobenzõi 

co; MM + lisina + ácido p-aminobenzôico e MM + lisina + ácido p-ami 

nobenzÕico + arginina. 

Novamente apôs 72 horas de incubação, foram anota

das as colônias que cresceram e as que não cresceram, em cada um 

dos meios utilizados. 

Esta mesma metodologia utilizada para se retestar 

os requisitos nutricionais e se confirmar a resistência à argini

na nos mutantes espontâneos, foi usada posteriormente para al

guns dos mutantes induzidos por mutagênicos. 

3.6. Obtenção induzida de mutantes resistentes a arginina 

3.6.1. Tratamento com mutagênicos 

a. Tratamento com luz ultravioleta

ConÍdios de cada uma das linhagens foram transferi 

dos, com o auxílio de uma alça de platina, para uma solução de 

tween. As cadeias de conidios foram desagregadas por agitação 

e a densidade dos mesmos foi estimada através de um hematímetro. 

Cada uma das soluções foi então submetida ã irra

diação ultravioleta, por tempos crescentes de O; l; 2; 4 e 8 mi

nutos, apôs os quais foram feitas diluições apropriadas. 

Foi então semeado 0,1 ml de cada diluição em pla

cas de Petri, contendo MC, as quais foram incubadas e a contagem 

do número de colônias foi feita apôs 56 horas. 
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b. Tratamento com metano-sulfonato de etila

Suspensões de conÍdios das duas linhagens foram pr� 

paradas pela mesma metodologia descrita no item anterior (a) e a 

cada 2 ml da suspensão qe conÍdios foram adicionados 4 mI de uma 

s o 1 u ç ão d e me ta no -s u 1 f o nato d e e t i l a a 2 % ( m ê to d o d e s c r i to por RO-

SA TO, 1973). Após os tempos de O; 2; 4 e 6 horas de incubação 
~ o � da soluçao a 37 C, em banho-maria, foram retiradas aliquotas de 

1 ml da mesma, com as quais se prepararam as diluições apropria

das. Foi então semeado 0,1 ml de cada diluição em placas de Pe

tri contendo MC, as quais, foram incubadas e a contagem do número 

de colônias foi feita 56 horas apôs a inoculação, 

e. Tratamento com brometo de etideo

c 1 • Determinação da concentração que resulta.em

5 - 10% de sobrevivência 

Tendo-se preparada uma solução com 200 µg de bro

mote de etideo por ml de ãgua, tomou-se 0,5, 0,4, 0,3; 0,2, 0,1 e 

0,5 desta e colocou-se em placas de Petri, contendo 20 ml de MC. 

Foram assim preparadas placas de Petri contendo MC 

adicionado de 5, 4, 3, 2, l e 0,5 µg de brometo de etideo/ml 

meio, as quais foram semeadas com 0,1 ml de uma solução de 

dios de aproximadamente 10 3 conidios/ml. 

de 

coni-

As placas foram incubadas por 72 horas apÕs o que 

o número de colônias por placa foi contado.

c 2 • Determinação da sobrevivência das linhagens 

em diferentes tempos de tratamento 

Determinada a concentraçao de brometo de etÍdeo que 

daria 5 - 10% de sobrevivência quando adicionada ao meio de cultu

ra, passou-se a usar tal concentração, ou seja, 5 µg/ml meio e 

variar o tempo de incubação, para a construção das curvas de so

brevivência. 

ConÍdios de cada uma das linhagens foram transferi 

dos com o auxílio de uma alça de platina para tubos escuros, con-
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tendo 20 ml de MM líquido suplementado de lisina, ácido p-amino

benzóico,tiosulfato (requisitos nutricionais das novas linhagens 

utilizadas) e posteriormente 0,1 ml de uma solJção de brometo de 

etídeo, de forma que resultasse em 5 µg por rol meio. 

Imediatamente antes da colocação do brometo de etí

deo, uma alíquota desta suspensão foi retirada e a densidade dos 

conídios estimada, através de um hematimetro e se necessârio,ace� 

tada ate que desse aproximadamente 1 x 106 conÍdios/ml meio. 

Um ml desta mesma solução de conídios foi adiciona 

do a um tubo de ensaio, contendo 9 ml de MM líquido suplementado 

de lisina, âcido p-aminobenzÕico e tiosulfato. Este tubo servi

ria como controle, jã que receberia a solução de conÍdios sem que 

a esta tivesse sido adicionado o brometo de etÍdeo. 

Após cada um dos tempos de 0,5, 1,0, 2,0, 4,0, 6,0 

e 8,0 horas de tratamento, foi retirado 1 ml da solução e dilu!da 

em solução salina. 

Foi entao semeado 0,1 ml das diluições apropria-

das em placas de Petri contendo MC, as quais foram incubadas e a 

contagem do nGmero de col�nias foi feita apôs 72 horas. 

3.7. Têcnicas de anãlise genética 

a. Obtenção de heterocirios

Utilizou-se o mesmo método descrito por PONTECORVO 

e col. (1953). Conídios de duas linhagens que requerem diferen

tes fatores de crescimento foram colocados em 2,5 ml de MM suple

mentado de 2% de MC liquido, o que permitiu apenas pequena germi

nação dos conÍdios. 

Após 3 - 4 dias de incubação, formou-se uma pelic� 

la na superfície do meio a qual, transferida para placa contendo 

MM, originou setores heterocariÕticos, os quais contêm núcleos g� 

neticamente diferentes na mesma hifa, o que permitiu o crescimen

to. 
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b. Anãlise mitõtica

Esta análise foi realizada através do ciclo parassexual após 

obtenção de diplÔides, segundo o método descrito por ROPER (1952). 

Apôs se ter obtido o heterocãrio e este transferido para MM, 

onde houve formação de setores heterocariôticos, conÍdios destes setores (cer

ca de 10 7 conÍdios/ml) foram semeados em MM. 

A maioria dos conÍdios destes setores heterocarióticos é ha 

plÕide e portanto não consegue se desenvolver, em MM. Entretanto, há forma

ção de conídios diplÕides heterozigotos em porcentagem muito baixa, devido a 

fusão rara de núcleos haplÕides, que são capazes de crescer em MM. 

As colônias diplÕides assim obtidas foram induzidas 

ploidização pelo método da p-fluorofenilalanina (pFA) (MORPURG0,1961; 

1961) ou pelo método do Cloroneb (AZEVEDO e SANTANA, 1975) que inibe o 

mento de d�plÕides, permitindo o crescimento dos setores haplÕides que 

como segregantes. 

a ha

LHOAS, 

cresci 

surgem 

Segundo KÃFER (1961) a haploidização ocorre respectivamente 

através da aneuploidia com perdas sucessivas de cromossomos. A técnica consis 

tiu em adicionar 1,5 ml da solução a 1% de pFA ou de 2,0 ml da solução de Clo

roneb a 0,2% em 200 ml de MC. 

A seguir, os diplÔides foram inoculados em 4 pontos.das pla

cas e, apôs 7 - 10 dias de incubação, surgiram setores haplÕides, identifica

dos pela coloração diferente da do diplÓide inoculado, 

Os setores foram purificados em MC e a seguir inoculados um 

a um em 26 pontos fixos > numa placa de MC (AZEVEDO, OLIVEIRA e ROCHA CAMPOS, 

1977). 

Apôs 3 dias de incubação, essa placa serviu como placa mes

tra que foi replicada para as placas de análise, através de um replicador de ní 

quel-cromo. As leituras das placas de análise foram feitas com 24, 48 e 72 

horas de incubação, anotando-se as colônias que cresceram e as que 

ceram. 

e. Análise meiõtica

nao cres-

Esta baseia-se no ciclo sexual do fungo, através da análise 
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de ascó'sporos produzidos em peritêcios híbridos, segundo o método descrito por 

PONTECORVO e col. (1953). 

Para a obtenção de peritêcios, incubaram-se placas de meio 

mínimo contendo pedaços de heterocãrios, vedados com fita celulÕsíc�,por 8- 10 

dias, em estufa a 37°C. 

Após este período, os maiores peritêcios(BARACHO, VENCOVSKY e 

AZEVEDO, 1970) foram isolados, retirados sob lupa e rolados em placas contendo 

meio mínimo, para retirar os conÍdios aderentes e as células de HÜlle. Cada 

peritêcio isolado foi então transferido para tubos de ensaio, contendo solu

ção de tween, onde foi esmagado contra as paredes do tubo. Com a mesma pipeta 

utilizada para o esmagamento, as paredes do tubo foram lavadas, suspendendo 

desse modo os ascÕsporos na solução de tween. De cada suspensao semeou-se 0,1 

ml em placas de MC, e a suspensão restante foi conservada em refrigerador. As 

placas foram incubadas por 72 horas, apôs o que foi possível verificar se os 

peritêcios eram híbridos ou não. 

Para cada cruzamento, um ou mais peritêcios híbridos 

escolhidos e os ascÕsporos semeados em 10 placas contendo MC. 

foram 

Apôs 3 a 4 dias foi feita a contagem das colônias de acordo 

com seus fenótipos para coloração. Placas mestras foram preparadas com essas 

colônias e, apôs 3 dias de incubação, estas foram replicadas para as placas de 

análise. 

Após 24, 48 e 72 horas de incubação, fizeram-se leitura das 

mesmas, anotando-se as colônias que cresceram e as que não cresceram. 

Através do número de colônias recombinantes, pôde-se calcu

lar o valor de ligação entre dois loci e o desvio padrão correspondente, apli

cando-se as fÕrmulas: 

R 
C = - X 100,T 

onde: C = valor de ligação; R = número de colônias recombinantes e T = 

de colônias analisadas. 

numero 

onde: s = desvio padrão; p = frequência de recombinantes e N = numero total de 

ascosporos analisados. 

Calculando�se o X2 pode-se verificar também se os alelos en-
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volvidos no cruzamento segregam na proporção de 1:1. Para isso usou-se a se

guinte fôrmula: 

2 (FO - FE) 2 

X = í.:
FE 

' 

onde: FO = freqÜencia observada; FE = freqüência esperada. 

3.8. Teste de heterocãrio 

O teste de heterocãrio foi efetuado com a finalidade de ve

rificar se o caráter resistência à arginina passava de uma linhagem para outra, 

ou se perdia quando ambas estivessem em heterocariose e portanto verificar se 

o caráter era citoplasmático ou nuclear.

A técnica consistiu basicamente em se cruzar duas linhagens, 

uma linhagem mutante resistente ã arginina, obtida por nós, com a linhagem MSE. 

Por meio de uma alça de platina, conídios de duas linhagens 

foram transferidos para tubos de ensaio, contendo 2 ml de MM líquido adiciona

do de 2% de MC. 

Os tubos foram agitados e incubados por 24 horas a 37ºC,após 

o que foram agitados novamente e incubados por mais 48 horas.

Apôs este período de incubação, formou-se uma película na su 

perficie do llleio de cultura, que foi removida e colocada em placas de Petri 

contendo MM. 

A seguir desagregou-se esta película em 4 pedaços, colocan

do-os em tal disposição na placa de Petri que um pedaço ficasse relativamente 

longe do outro. 

As placas foram incubadas a 37
°

C por 96 horas, apos o que 

visualizaram-se facilmente regiões heterocariÕticos a partir dos pedaços de 

micélio, no meio de cultura. 

Por meio de uma alça de platina foram transferidos conÍdios 

das regiões tipicamente heterocariÕticos para tubos de ensaio contendo tween. 

Apôs as diluições apropriadas, placas de MC foram 

com 0,1 ml desta suspensão e incubadas por 72 horas. 

semeadas 
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As colônias que cresceram foram entao inoculadas em placas 

de MC (26 colônias/placa) e depois de crescidas, replicadas para placas de MM; 

MM+ todos os requisitos nutricionais das duas linhagens,MM+tudo com exceção de 

um requisito característico de 1 das linhagens, MM+ tudo menos um outro re

quisito característico da oufra linhagem e MM + tudo mais arginina, ' 

Após 48 horas de incubação anotaram-se as colônias que cres

ceram e as que não cresceram, em cada um dos meios utilizados. 

3.9. Teste de alelismo 

O teste de alelismo foi realizado com a finalidade de veri

ficar se mutaçoes localizadas no mesmo grupo de ligação eram ou não alêlicos. 

A técnica consistiu em cruzar as duas linhagens que aprese!!. 

tavam mutaçoes no mesmo grupo de ligação. Para obter um heterocârio balancea

do, foram isolados segregantes meiõticos que apresentavam diferentes requisi

tos nutricionais. A anâlise de cleistotêcios híbridos forneceu evidências das 

relações de alelismo ou de ligação entre diferentes linhagens com genes supres 

seres da mutàçao ly-0. 

As técnicas para obtenção de heterocãrios e de cleistotêcios 

estao descritas no item 3.4.3. 

Os ascÕsporos provenientes de cleistotêcios híbrido� foram 

inoculados em placas de MC (26 colônias/placas) e, depois de crescidos neste 

meio, replicados para placas de Petri contendo MM adicionado de todos os requi_ 

sitos nutricionais das duas linhagens, menos lisina. 

As placas foram incubadas por 48 horas, apôs o que foram 

anotadas as colônias que cresceram e as que não o fizeram, neste meio de cultu 

ra. 

3.10. Determinação da freqüência de mutação 

a. Freqüência de mutação apos tratamento com luz ultravioleta

ConÍdios de cada uma das linhagens, crescidas por 7 dias a 
o . ~ • 37 C, foram transferidos para uma soluçao de tween; as cadeias dos mesmos fo-
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ram desagregados por agitação e a densidade medida atravis de um 

hamatimetro e acertada ate que alcançasse aproximadamente l x 10 7 

conldios/ml. Com l ml dessa suspensão, foram f�itas diluiç;es em 

9 ml de salina e na diluição apropriéda; 0,1 ml foi semeado em ca 

da uma de 10 placas de MC, para se determinar o título �a 

ção inicial de conÍdios (passo a). 

solu-

Um ml da solução original foi ainda semeado em 10 

placas de MM suplementado dos requisitos nutricionais das linha

gens mais aquela concentraçao inibidora de arginina para as linh� 

gens originais. Esse passo (b) teve o objetivo a determinação 

da freqüência de mutação espontânea para resistência ã arginina. 

Em seguida, 4 ml da solução inicial de conÍdios fo 

ram submetidos ã irradiação ultravioleta por um periodo de tempo 

que desse 5% de sobrevivência. 

Dez placas contendo MC foram então semeadas com 

l ml dest� solução, apôs diluiç;es apropriadas para se determi

nar o tltulo da solução de conidios, apôs a irradiação (passo d).

Ainda l ml desta suspensao irradiada foi semeada 

(sem diluição) em dez placas de MM suplementado dos requisitos n� 

tricionais das linhagens e adicionado daquela concentração inibi

dora de arginina. Esse passo (d) teve por objetivo a determina

ção da freqüência de mutação para resistência ã arginina apôs irra 

diação. 

b. Freqüência de mutação apos tratamento com metano-sul

fonato de etila

O procedimento para este experimento foi semelhan

te àquele usado para determinação da freqüência de mutação induzi 

da por luz ultravioleta, descrito no item anterior. Somente o tra 

tamente das linhagens com o mutagênico foi modificado, pois no 

tratamento com EMS, 2 ml da solução original de conidios (sem di

luição) foram adicionados de 4 ml de uma solução de EMS 2% e in-

cubadQs a 37 °c em banho-maria por um período de tempo, mostrado 

pela curva de sobrevivência, que daria 5% de sobrevivência 

as linhagens ensaiadas. 

para 
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e. Freqüência de mutação apos tratamento com brometo de

etideo

Também o procedimento para este experimento foi ba� 

tante semelhante àquele ,descrito para a determinação da· 'freqüên

cia de mutação induzida por luz ultravioleta (item a). 

Aqui, o tratamento com o mutagênico foi diferente. 

Assim, um ml da solução inicial de conÍdios (sem diluição) foi c� 

locado em um tubo de ensaio escuro, contendo 9 ml de MM líquido, 

suplementado com os requisitos nutricionais das linhagens ensaia

das e de brometo de etideo (5 µg/ml meio). 

Esta suspensão foi deixada ã temperatura ambiente 

pelo tempo fixado pela curva de sobrevivência, que fornecesse apr� 

ximadamente 5% de conidios sobreviventes. 

3.11. Ensaio das linhagens para determinação microbio1Õgica de 

lisina 

Cada uma das linhagens ensaiadas, a 118 C e um mu

tante deficiente para a síntese de lisina e ácido p-aminobenzõico 

mas resistente à arginina (mutante 18), foi inoculada por picada 

no c e n t r o d e p l a c a s d e M C e i n cu b a d a s p o r 7 d i a s a 3 7 ° C • A'p Õ s e s -

te tempo, conÍdios de cada linhagem foram transferidos separada-

mente para tubos de ensaio, contendo 5 ml de tween, usados para 

desagregar as cadeias de con!dios. Apôs agitação, as suspensões 

foram diluídas em solução salina para dar aproximadamente 

10 7 conÍdios/ml, contados com o auxilio de um hematímetro. 

Quatro ml de cada uma dessas suspensões foram adi

cionados a frascos contendo 800 ml de MM, mantidos a 45 ° c em ba

nho-maria e adicionados de 0,4 ml de uma solução de biotina (AZE

VEDO, 1970) e 4 ml de ácido p-aminobenzÕico por frasco. 

ApÕs homogeneizado, 30 ml deste meio foram colo-

cados em cada uma de 25 placas de Petri, de 10 cm de diâmetro. 

ApÕs o meio ter solidificado, foi feito um orifí

cio no centro das placas para retirada de meio de cultura,atraves 
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de um furador de rolha (o mesmo para todas as placas). 

Dentro de cada oriflcio, 0,1 ml de uma das solu-

ç�es contendo 5.000, 2,500, 1,250, 625, 312�5, 156,25 ou O de li• 

sina foi adicionado. 

Foram feitas tris repetiç�es para cada concentra

ção de lisina, para cada uma das linhagens. 

Após 68 horas, o raio da zona de crescimento foi 

medido com o auxílio de um compasso, tendo uma das extremidades 

adaptada a uma rolha de cortiça que se encaixava no orif!cio no 

centro das placas. 

Este mesmo procedimento foi posteriormente repe-

tido, com uma Única diferença, ou seja, a adição de uma solução 

de arginina no MM suplementado com biatina e ãcido p-aminobenzõi

co, numa concentração tal que resultasse em 800 µg argini

na/ml mei.o. 
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Figura 2 - Ascendência, marcadores e coloração das 

linhagens 118 C e 118 M.

*Segundo a tabela de cores de RAYNER, 1970.

4.1 .2. Resistência a arginina, nas linhagens 118 

. 39. 

A redução do tamanho das colônias das duas, linha

gens, provocada por concentrações crescentes de arginina,estã mo� 

trada nas ·Tabelas II, III, IV e V e nas Figuras 3, 4, 5 e 6, sen

do que as duas primeiras figuras e tabelas se referem aos dados 

obtidos por inoculação por picada e as Últimas a inoculação por 

microcolônias. 

A comparaçao destes dois métodos de inoculação pa

ra cada linhagem se encontra nas Figuras 7 e 8. 

Com os dados referentes ao método de semeadura,foi 

possível a construçao de curvas de sobrevivência para as duas 

linhagens e para uma linhagem p�oA 1 pabaA 6 yA 2 tomada como con

trole. 

As Tabelas VI, VII, VIII e a Figura 9 mostram as 

porcentagens de conidios sobreviventes e as curvas de sobrevivência 

das referidas linhagens submetidas a concentrações crescentes de arginina. 
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4. RESULTADOS

4.1. Ensaio das linhagens

4.1.1. Purificação e teste da linhagem 118 

Observando-se as colônias crescidas, quando da se

meadura da linhagem 118 para purificação, notou-se o aparecimento 

de col;nfas de duas coloraç�es nitidamente diferentes, uma delas 

semelhante ã coloração chartreuse, característica da linhagem ori 

ginalmente estocada e a outra com uma tonalidade marrom. Conven

cionamos chamar a primeira de 118 C e a segunda 118 M.

As duas linhagens se comportavam da mesma maneira 

nos ensaios de requisitos nutricionais, ou seja, ambas não apre-

sentaram crescimento quando eram semeadas em MM ou em MM suple-

mentado com lisina ou ácido p-aminobenzõico, e cresciam bem quan

do ao MM tinham sido adicionados os dois requisitos juntos. 

Apresentavam também crescimento em meio de cultura 

onde alem dos requisitos nutricionais, era adicionada acriflavina, 

mostrando assim que além das deficiências para a síntese de lisi

na e ãcido p-aminobenzÕico, apresentavam também resistência à acri 

flavina. 

A ascendência das linhagens 118 C e 118 M estao na 

Figura 2. 
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linhagens 118 C e 118 M. 

*Segundo a tabela de cores de RAYNER, 1970.

4.1.2. Resistência ã arginina, nas linhagens 118 

. 39. 

A redução do tamanho das colônias das duas, linha

gens, provocada por concentrações crescentes de arginina,estâ mo� 

trada nas 'Tabelas II, III, IV e V e nas Figuras 3, 4, 5 e 6, sen

do que as duas primeiras figuras e tabelas se referem aos dados 

obtidos por inoculação por picada e as Últimas a inoculação por 

microcolÔnias. 

A comparaçao destes dois métodos de inoculação pa

ra cada linhagem se encontra nas Figuras 7 e 8. 

Com os dados referentes ao método de semeadura,foi 

possível a construçao de curvas de sobrevivência para as duas 

linhagens e para uma linhagem p�oA 1 pabaA 6 yA 2 tomada como con

trole. 

As Tabelas VI, VII, VIII e a Figura 9 mostram as 

porcentagens de conÍdios sobreviventes e as curvas de sobrevivência 

das referidas linhagens submetidas a concentrações crescentes de arginina. 
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Tabela II - Médias dos tamanhos das colônias inoculadas por pica
da, em meio de cultura com concentrações crescentes de 
arginina, em 3 experimentos. 

Linhagem 1 1 8 M

Concentração de Tamanho da colônia (cm) Media dos 3 experi-
arginína mentas 

(µg/ml meio) Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 

o 3, 5 3,5 3, 1 3,4 

50 4,0 3,2 3, 4 3,5 

100 2, 6 3,0 2, 8 2,8 

150 2,3 1,6 2,5 2, l 

200 2, 3 1,8 2,3 2,1 

250 2,1 1,7 1,9 1, 9 

300 1 , 3 0,0 o,o 0,4 

350 0,0 1 , 1 0,0 0,3 

400 0,0 o,o o,o 0,0 

450 o,o 0,0 o,o o,o 

500 0,0 o,o o,o 0,0 

Tabela III - Medias dos tamanhos das colônias inoculadas por pie!
da, em meio de cultura com concentraçoes crescentes
de arginina, em 3 experimentos.

Linhagem 11 8 e

Concentração de Tamanho da colônia (cm) Media dos 3 experí-
arginiria mentes 

(µg/ml meio) Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 

o 2, 6 3,2 3, 4 3,1 

50 3,0 3,5 3,6 3,4 

100 4,0 3, 3 3,5 3,6 

150 3,0 3,1 3,0 3,0 

200 2, 5 2,3 2, 7 2,5 

250 2,3 2,4 2,1 2,3 

300 2,5 1, 3 2,4 2, O 

350 o,o 1, 6 1, 9 1, 1 

400 2,0 1,1 1,2 1, 4 

450 0,0 0,8 0,0 0,2 

500 o,o 0,5 o' !+ 0,3 
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Tabela IV - Mêdias dos tamanhos da.s colônias crescidas em meio com 
concentraçoes crescentes de ar.g inina e inoculadas pe-
lo mêtodo de microcolÔnias, em 5 e�petimentos. 

Linhagem 1 1 8 M

Concentração Tamanho da colônia (cm) Mêdia dos 
de arginina 5 experi-
(µg/ml meio) Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4 Exp. 5 mentas 

o 2, 8 3,4 3,4 3,4 3 , 7 3,3 

50 2,8 3,3 3,0 3,1 3,4 3,1 

100 2,6 3, 6 2,4 2, 5 2,9 2,8 

150 2,8 3,3 2,0 2,0 2,5 2,5 

200 2,0 3,0 1,9 1, 7 2, 2 2, 1 

250 0,0 2,2 0,0 1,5 1,8 1,1 

300 o,o 0,0 0,0 o,o 1 , 7 0,3 

350 0,0 0,0 0,0 0,0 1,4 0,2 

400 0,0 o,o 0,0 0,0 o,o o,o 

450 0,0 o,o o,o o,o 0,0 0,0 

500 o,o 0,0 0,0 o,o o,o o,o 

Tabela V - Médias dos tamanhos das colônias crescidas em meio com
concentraçoes crescentes de arginina, inoculadas pelo
mêtodo de microcolÔnias, em 5 experimentos.

Linhagem 11 8 e

Concentração Tamanho da colônia (cm) Média dos 
de arginina 5 experi-
(µg/ml meio) Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4 Exp. 5 mentos 

o 3,0 3,9 3,0 4,0 3,7 3,5 

50 3,4 3,5 2,6 3,5 4,1 3,4 

100 3,2 4,0 2,7 3,9 3,8 3,5 

150 2,8 3,4 2,3 3,4 3,3 3,0 

200 2, 5 3,0 2,3 3,3 3,3 2,8 

250 1,9 2,0 2,0 2,6 3,1 2, 3 

300 0,9 1,2 0,0 1,0 0,8 0,7 

350 0,0 0,0 0,0 1,8 o,o 0,3 

400 0,0 º· º 0,0 1, 6 0,0 0,3 

450 o,o 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

500 0,0 1,2 0,0 1, 7 1,0 0,7 
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Tabela VIII - Médias e porcentagens relativas de conídios sobrevi 

v e n t e s a e o n e e n t r a ç Õ e s e r e s e e n t e s d e ar g i n'i ·na • 

Concentração 

de arginina 

(µg/ml meio) 

o 

50 

100 

200 

400 

600 

800 

Linhagem p�oA1 pabaA& yA2 (controle) 

ConÍdios viâveis/ml 

6, 2 X 10 6

5,0 X 10 -6 

5,1 X 10 6 

4,3 X 10 6 

,5, 0 X 10 6

6,5 X 10 6 

4,5 X 10 6 

Pórcentagem relativa 

de sobreviventes 

100% 

80,6% 

82,2% 

69,3% 

80,6% 

104,8% 

72,5% 
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Figura 3 - Tamanho da colônia em concentraçoes crescentes de 

arginina. 

Metodo: inoculação por picada. 

Linhagem 118 M. 

. 45. 
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4.-1.3. Anilises gen�ticas das linhagens 118 

A análise genética das linhagens 118 C e 118 M foi 

realizada, cruzando-se cada uma delas com a linhagem MSE,numa ten 

tativa para a elucidaçãô do fenômeno do aparecimento da linhagem 

marrom, com os mesmos marcadores da 118 chartrense, no_ estoque des 

ta Última. 

As Tabelas IX e XI mostram os segregantes meióti

cos dos cruzamentos 118 M x MSE e 118 C x MSE, respectivamente, e 

os valores de X2 para a segregação 1:1 dos alelos envolvidos. 

Foram calculados ainda os valores de recombinação 

entre os genes Ac�A 1 e WA3 para as duas linhagens, e seus valo

res também constam das Tabelas IX e XI. 

As Tabelas X e XII mostram os resultados das ana-

lises mitõticas das duas linhagens cruzadas com a MSE. Nestas,con!. 

tam, para cada marcador, o número de colônias, subdividido em 3 

classes, de acordo com a coloração das mesmas. Na classe denomi

nada de normais constam as colônias brancas, amarelas e chartren

se; na denominada MI, colônias que, apesar de apresentarem coní

dios brancos, tim uma coloração marrom intermediiria, a qual cor

responde ao "V-<'..na.ce.u.11 bu.66" da tabela de cores de RAYNER (1970). 

Na 3a. classe estão aqueles segregantes ME; marrom 

escuro - que corresponde a cor "Fawn" da tabela de RAYNER - e que 

apresentam conÍdios chartreuse. 
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Tabela lX - Análise meiótica da Linhagem 118 M 

Grupo de ligação marcadores segregantes x2 (p/segregação 1: 1)

I 
pa.ba. 25 1,98 n.s. 

+ 

pa.ba. 36 

w 196 0,21 n. s. 
+ 

167 
II 

a. c.
n R 17. 

a.c.Jt 
+

44, 11,95** 

ga.l 28 0,40 n.s.

III + 
ga.l 33 

pyno 26 1,32 n. s.

IV + 

py1t.o 35 

ó a.e. 32 0,14 n. s.

6 a.e. 
+

29 

V ly1, 11 

lyl:i 50 24,93** 

.6 29 0,14 n. S•.

VI + 

32 

n...lc. 29 0,14 n. s.

VII 
n.lc. 32 

1t-lbo 24 2,76 n. s.

VIII 
,1z.,i. bo 37 

-

significativo n. s.
- na.o

* - significativo ao nível de 5% de probabilidade
** - significativo ao nível de 1% de probabilidade

e AC'1.A1 - WAs 11111 24,59% ± 5% 
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Tabela X - Análise mitôtica de linhagem 118 M 

118 M x MSE 

ligação 
Número de setores 

Grupo de Marcadores N ME MI 

I 
pa.ba. 19 7 8 

+ 

pa..ba. 20 6 8 

w 32 o 16 

II 
w 7 13 o 

ga.l 27 6 

III 

ga..t 
+ 

12 7 7 

P!JILO 9 o 2 

IV + 

30 13 P!JILO 14 

ó a.e. 30 12 11 

óa..c. 
+

l 

V 
.ty1:> 4 o 16 

ly.6 35 13 o 

.6 23 9 '6 
VI + 

16 ,6 4 10 

n,l e. o o o 
VII . + 

39 13 /1.,(, e. 16 

1t-lbo 16 1 4 
VIII 'b 

+ 
/t,t o 23 12 12 



Tabela XI - Análise meiótica da linhagem 118 C 
. 

. 

11 8 e X MSE 

Grupo de ligação marcadores segregantes x2 (p/segregação 

I 
pa.ba. 31 0.06 n. s. 

pa.ba. 
+ 

29 

w 164 0,62 n. s. 
+ 

150 
II 

a. C.Jt 24 2,40 n. s. 

36 ac.Jt 

ga.l 31 0,06 n. s. 
III 

ga.l
+ 

29 

py1to 31 0,06 n.s. 
IV + 

29 py1to 

6a.c 26 1,06 n. s. 

6a.c 
+ 

34 
V 

lyl:i 16 13,06**. 

ly-6 
+ 

44 

,6 34 1,06 n. s. 
VI + 

26 ,6 

n-i.c. 31 0,06 n. s. 
VII 

n-i.c. 
... 

29 

Jr..lbo 26 1,06 n.s. 
VIII 

Jr..lbo 
+ 

34 

-

significativon. s. - nao 

** - significativo ao nível de 1% de sobrevivência

e ACJtA1 - WAs * 21,66% ± 5% 

• 5 5 •
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Tabela XII - Análise mitôtica da linhagem 118 C 

1 1 8 C x MSE 

Número de setores 

Grupo de ligação Marcadores Normais ME MI 

I 
pa.ba. 19 1 10 

+ 

pa.ba. 21 o 19 

II 
w 32 o 29 

w 8 1 o 

ga.l 17 1 17 
III. ga.l 

+

23 o 12 

py.1to 3 o 3 

IV + 

ptj.ltO 37 1 26 

ó a.e. 33 1 7 

ó a.e. o 22 
V 

ly-0 5 o 29 

ly-6 
+ 

35 1 o 

,6 14 1 17 

VI + 

25 o 12 

n.,lc. 2 1 2 

VII + 

11..t e. 38 o 27 

VIII 
1t,i,b o 5 o 29 

+ 

Jt,lbo 36 1 o
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4.1.4. Ensaio do nível de requisito para lisina 

Ainda, numa tentativa de explicação para as dife

rentes coloraçÕ�s apres�ntadas pelas 2 linhagens, 118 C e 118 M, 

de mesmos marcadores genéticos ensaiou-se as mesmas, quanto 

suas necessidades de lisina. 

as 

As Tabelas XIII e XIV mostram os diâmetros das co

lônias de cada uma dessas linhagens, após 3, 4, 5 e 6 dias da ino 

culação em diferentes concentrações de lisina. Apresentam tam

bém a porcentagem de crescimento dessas colônias, em relação ao 

crescimento em MC. 

As Figuras 10, 11, 12 e 13 mostram as porcenta-

gens de crescimento em relação à concentração de lisina,nos dife

rentes dias, sendo que o crescimento em MC foi considerado como 

100% de crescimento. A Tabela XV e a Figura 14 mostram as porce� 

tagens de crescimento de dois segregantes dos cruzamentos 

118 C x MSE e 118 M x MSE; respectivamente n9 33 e 41, ambos MI e 

lyj- nas concentrações de 4,0; 8,0 e 16,0 µg lisina e após 3 dias 

da inoculação, ji que a d�ferença entre as duas linhagens paren

tais é mais marcante neste pontos. 

Dos 35 ascôsporos ensaiados, originados de� cleis 

totêcio, resultante do cruzamento dos dois segregantes entre si, 

inoculados em placas com uma concentração de lisina de 8,0 µg/pl� 

ca e que tiveram seus diâmetros medidos após 3 dias da inoculação, 

conseguiu-se 20 colônias com o diimetro maior que 2 cm (de 2,0 a 

2,4 cm ) e 15 colônias com diâmetro menor que 2,0 cm (de 1,9 a 1,5 cm). 

O resultado do X 2 de 0,70 (n.s.) nos indicou uma 

provivel segregaçio 1:1, mostrando que existem dois tipos de defi 

ciência para a síntese de lisina, uma mais drástica (proveniente 

do segregante da 118 M) e outra menos drástica (proveniente do se 

gregante da 118 C). 
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Tabel a XV - Diâme tros das colônias (cm ) e por centagem de cresci

mento de dois segregantes dos cruzamentos das linha

gens originais com a MSE, frente a diferentes concen

tr açoes de lisina, apos 3 dias de incubação. 

Concentração 
de lisina 

(µg/ml) 

4,00 

8,00 

16,00 

MC 

Segregante da 118 C x MSE 

Diâmetros das 
colônias 

Repet. X 

0,90 

1,10 

2,20 

2,30 

2,20 

2,10 

2,70 

2,70 

1,00 

2,25 

2, 15 

2,70 

% de cres
cimento 

37,00 

83,00 

79 ,00 

100 ,00 

Segregante da 11 8 M x MSE 

Diâmetros das 
colônias 

Repet. X 

1,20 

1,00 

1,90 

1, 70 

2, 30 

2,10 

3,60 

3,60 

1,10 

1,80 

2,20 

3,60 

% de cres
cimento 

30,00 

50,00 

61,00 

100,00 



. 61. 

100% 

Linhagem 118 C 

------ Linhagem 118 M 

o 

.u 

r:: 
41 

s 
•.-1 

u 
Ili 

.... 
u 

(IJ 50% 
� 

s 
(lj 

00 
11111 

.u 
r:::: 
(lj 

u 

... 
o 

/l., 

\ 
\ 
\ 
\ 
\ 
\ 

\ 
', 

MC 12 e,o 6 i+,o 32,0 u,o 

' ' 

\ 

\ 

s,o 

\ 
\ 
\ 

\ 
\ 
' 
\ 

\ 
\ 
\ 
\ 
\ 
' 
\ 
' 
' 
' 
' 
' 

1,0 

Concentração de lisina (µg/ml) 

o,o 

Figura 10 - Porcentagem de crescimento das duas linhagens 

118 C e 118 M, em diferentes concentrações de 

lisina, 3 dias apôs inoculação. 
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Figura 11 - Porcentagens de crescimento das duas linhagens 

118 C e 118 M em diferentes concentraçoes de 

lisina, 4 dias após inoculação. 
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Figura 12 - Porcentagem de crescimento das duas linhagens 

118 C e 118 M em diferentes concentrações de 

lisina, 5 dias apõs inoculação. 
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Figura 13 - Porcentagem de crescimento das duas linhagens 

118 C e 118 M em diferentes concentrações de 

lisina, 6 dias apÕs inoculação. 
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Segregante de 118 C x :-!SE 
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Figura 14 � Porcentagem de crescimento de dois segregantes 

ly�� em três diferentes concentrações de li si

na, apÕs 3 dias de inoculação. 



. 6 6 . 

4.2. Obtenção espontânea de mutantes resistentes ã arginina 

Pelo método de semeadura, foi determinado que a co� 

centraçao de arginina a ser usada para o isolamento dos. -mutantes 

seria a de 800 µg/ml de meio, concentraçao esta que mostrou ser 

bastante efetiva na inibição do crescimento dos conídios das duas 

linhagens. 

De quatro experimentos feitos inicialmente, conse

guiu-se isolar 63 mutantes que apresentavam a capacidade de cres

cer em 800 µg de arginina/ml meio de cultura. 

Estes mutantes foram retestados , quanto ã resistên 

eia a arginina, e ensaiados quanto aos seus requisitos nutricio

nais. Todos esses mutantes alêm de crescerem em MM suplementado 

de lisina e ácido p-aminobenzÕico, cresceram também neste meio adi 

cionado de arginina e em MM suplementado sõ com icido p-aminobeu

zóico. 

Um desses mutantes apresentava morfologia complet� 

mente diferente daquela d� linhagem original,apresentando colora-

ção branca e colônia compacta com reduzida conidiação. Este mu-

tante, juntamente com outros quatro de morfologia normal, não ti

nha a propriedade de crescer em MM suplementado sõ com icido 

p-aminobenzõico, indicando que, ao contririo da maioria, ira ain

da deficiente para a síntese de lisina.

Todos os mutantes foram também ensaiados pela mes

ma metodologia anterior para níveis mais altos de arginina: 1,000, 

1.200, 1.400 e 1.600 µg/ml de meio de cultura, e todos apresenta

ram crescimento. 
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4.3. Obtenção induzida de mutantes resistentes i arginina 

4.3.1. Curvas de sobrevivincia a mutaginicos 

a. Curvas de sobrevivência a luz ultravioleta

Em virtude do tratamento dos conídios ã exposições 

crescentes de luz ultravioleta, foi possível a construção de cur

vas de sobrevivência para as duas linhagens ensaiadas. 

As Tabelas XVI e XVII mostram: a midia de conÍdios 

viáveis por placa, as diluições usadas, o número de conÍdios viã

veis por ml e a porcentagem relativa de sobreviventes para c�da 

linhagem. 

A Figura 15 mostra as curvas de sobrevivência das 

referidas linhagens, submetidas ã luz ultravioleta, em tempos cres

centes. 



• 6 8 .

Tabela XVI - Número s e porcentagens relativas de  co nídios sobrevi 
vent es ao tratament o com ultravioleta para a linha=

gem 11 8 C. 

Tempo de 

irradiação 
(minutos) 

o 

1 

2 

4 

8 

Diluição 

10- 3 

10- 3 

10-2

10- 3 

10-2

10-2 

10- 1

10-1

s.d.

-

X colônias/placa 

139,6 

58,0 
221,5 

4,0 
55,5 

8,0 
4,0 

1,5 
1,3 

ConÍdios viá
veis (ml) 

16 ,96 X 105 

4,00 X 105 

0,48 X 10 6 

0,052 X 105 

0,0014 X 10 5

Porcentagem re
lativa de so
b revi ventes 

100,00 

28, 77 

3,45 

0,37 

Tabela XVII - Núm eros e porcentagens relativas d e  conídi os sobre
viv ent es ao tratamento com ultravi o l eta p ara a li
nhagem 118 M. 

Tempo de 
irradiação 
(minutos) 

o 

1 

2 

4 

8 

Diluição 
-

X colônias/placa 

26,6 
164,6 

25,0 
129,0 

9,5 
114,5 

9,5 
55,5 

1,5 
1,8 

ConÍdios viã
veis (ml) 

2,15 X 10 5 

l 89 X 10 5
• 

0,075 X 10 5 

0,0016 X 10 5 

Porcentagem re
lativa de so
b revi ventes 

100,000 

90,470 

3,570 

0,076 
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b. Curvas de sobrevivência ao metano-sulfonato de

et i la

Com os r�sultados do tratamento dos conÍdios das 

duas linhagens com metano-sulfonato de etila, foram construídas 

as curvas de sobrevivência ao mesmo (Figura 16). 

As Tabelas XVIII e XIX mostram: a média de coní

dios por placa, as diluições usadas, o número de confdios viáveis 

por ml e a porcentagem relativa de conídios sobreviventes para ca 

da linhagem. 
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Tabela XVIII - Número s e porcentagen s relativas de conÍdíos so-

Tempo de 
tratamento 

(horas) 

o 

2 

4 

6 

breviventes ao t ratamento co m EMS para a linhagem 
1 1 s e.

Diluição X colônias/placa 

10- 3 30,33 

10- 3 5,33 
10-2 69,33 

10-2 0,50 
10- 1 3,00 

10-2 0,00 
10- 1 0,00 

s.d. 2,00 

Conidios viá
veis (ml) 

3,03 X 106 

0,61 X 10 5 

0,004 X 10 5 

0,0002 

Porcentagem re
lativa de so

breviventes 

100,000 

20,130 

0,132 

0,006 

Tabela XIX - Números e porcentagen s relat ivas de conÍdio s sobre
viventes ao t ratam�nto c o m  EMS para a l i n hagem 118 M.

Tempo de 
tratamento 

(horas) 

o 

2 

4 

6 

Diluição 

10- 3 

10- 3 

10-
2 

10-2 

10- 1 

10-2 

10- 1 

s.d.

X colônias/placa 

27,00 

3,33 
28,33 

o,oo 

0,33 

0,00 
0,00 

0,00 

ConÍdios viã.
veis (ml) 

2,7 X 105 

0,30 

0,00033 X 10 5 

0,00000 

Porcentagem re
lativa de so
breviventes 

100,000 

11,110 

0,012 

0,000 
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e. Curvas de sobrevivência ao brometo de etideo

Testando:se inicialmente a concentraçao je brometo 

de etÍdeo, que resultaria em 5 - 10% de sobrevivência nas linha-

gens 118 C, observou-se em três experimentos consecutivos, que não 

havia uma diminuição significativa no número de colônias sobrevi

ventes, quando se aumentava a concentração de brometo de etÍdeo no 

meio de cultura. 

Pensou-se entao que poderia estar ocorrendo, nesta 

linhagem, resistência cruzada entre acriflavina e brometo de etí

deo, ambas acridinas. 

Como as linhagens 118 C e 118 M apresentam resis

tência ã acriflavina, selecionaram-se entao segregantes do cruza

mento de cada uma das linhagens 118 C e 118 M com a M S E, que ain

da conservassem os marcadores ly� e paba, mas que fossem sensí

veis ã acriflavina. 

Os segregantes ensaiados foram os de numero 32 e 

46, originados respectivamente dos cruzamentos 118C ·x MSE e 118 M x MSE. 

Os resultados obtidos acham-se na Tabela XX e,ten

do-os por base, fixou-se a concentração de brometo de etíqeo a ser 

usada na obtenção da curva de sobrevivência em diferentes 

de tratamento, em 5,0 µg/ml de meio de cultura. 

tempos 

Em virtude do tratamento dos conÍdios das linhagens 

32 e 46 a exposições crescentes ao brometo de etÍdeo, foi possí

vel construir-se curvas de sobrevivência para as linhagens ensaia 

das. 

As Tabelas XXI e XXII mostram: a media de conÍdios 

viiveis por placa, as diluições usadas, o número de conÍdios vii-

veis por ml e a porcentagem relativa de sobreviventes para 

linhagem. 

cada 

A Figura 17 mostra as curvas de sobrevivência das 

referidas linhagens, submetidas a um tempo de exposição crescen-

te ao brometo de etÍdeo. 
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Tabela XX - Número de colônias viávei s, em  diferentes concentra
çoes de bromet o de etÍdeo, para t rês linhagens. 

Concentrações de brometo de etídeo (µg/ml meio) 
Li nhagens 

1 1 8 C ( exp . 1)

118 C (exp. 2 )  

11 8 C ( exp. 3 )  

Segregante 3 2  

Segregante 46 

0,0 

5 

120 

60 

92 

10 1 

0,5 

9 

84 

62 

80  

103  

1,0 

6 

59 

5 8  

50  

115  

2,0 

7 

59 

66 

50  

82 

3,0 

8 

59 

74 

44 

74 

4,0 

13 

67 

76 

11 

61  

5,0 

6 

86 

79 

9 

3 

Tabela XXI - Números e porcentagens relati vas de conídios sobre
vivent es ao tratamento com brometo de etÍdeo, p ara a 
l inhagem 32.

Tempo de 
tratamento 

(horas) 

0,0 

0,5 

1,0 

2,0 

4,0 

6,0 

8,0 

Diluição X colônias/placa 

5,5 
23,0 

2,5 
22,0 

1,0 
15,5 

o,o 

8,0 

6,5 
87,0 

4,0 
24,0 
76,0 

4,0 
22,0 
78,0 

Conidios viá
veis (ml) 

3,90 X 10 5 

2,85 X 10 5 

1,27 X 10 5 

0,80 X 10 5 

0,76 X 10 5 

0,24 X 10 5 

0,23 X 10 5 

Porcentagem re
lativa de so
breviventes 

100,00 

73,07 

32,69 

22,22 

19,48 

6, 11 

5, 96 
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Tabe la XXII - Núme ros e p o rcentagens relativas de conÍdios sobre
viventes ao t rata mento com brometo de etÍdeo, pa ra 
a linhagem 46. 

Tempo de 
t ratamento 

(horas) 

0,0 

0,5 

1,0 

2,0 

4,0 

6,0 

8,0 

Diluições X de colônias/placa 

4,5 
20,0 

3,0 
19,0 

2,0 
16,0 

o,o 
4,5 

2,5 
54,0 

2,0 
18,0 
61,0 

ConÍdios viã
veis (ml) 

3,25 X 105 

2,45 X 10 5 

1,80 X 105 

0,45 X 105 

0,39 X 105 

0,15 X 105 

0, 14 X 105 

Porcentagem re
lativa de so
b reviventes 

100,00 

75,38 

55,38 

13,85 

12,15 

4,52 

4,19 
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4.3.2. Seleção e ensaio de alguns mutantes induzidos por 

diferentes tratamentos mutagênicos 

Dos mutantes resistentes a arginina, obtidos apos 

tratamentos com mutagênicos, foram selecionados alguns, ao acaso, 

e reensaiados quanto aos requisitos nutricionais e quanto ã resis 

têncía à arginína. 

Foram ensaiados 83, 45 e 81 mutantes, obtidos apos 

tratamento com luz UV, EMS e BE, respectivamente. 

A Tabela XXIII mostra o número de mutantes resis-

tentes a arginina, coloração e auxdtrofia para lisina dos mesmDs, 

obtidos tanto espontaneamente como induzidos por mutagênicos. 

Enquanto a maioria dos mutantes apresentava morfo

logia da colônia semelhante a das linhagens originais (c), outros 

apresentavam morfologia alterada - colônias brancas e miceliais 

somente quando crescidas-em meio suplementado de arginina e voltan 

do à morfologia normal quando essa estivesse ausente (W+C) - en

quanto alguns conservavam esta morfologia alterada, mesmo quando 

semeados em meio de cultura sem arginina (W). 

Todos os mutantes ensaiados mostraram conservar a 

auxotrofia para acido p-aminobenzÕico, embora nao se possa dizer 

o mesmo em relação à auxotrofia para lisina. Foram também ensaia

dos para concentrações maiores de arginina e mostraram crescimen

to ate a Última concentração ensaiada, ou seja, 1.600 �g argini

na/ml meio cultura.
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Tab ela XXIII - Número d e  muta ntes resistentes ã arginina, colora
ção e auxot rofia p ara lisina; espo ntâneos ou indu
zidos por luz ultraviol eta, m etano-sulfonato de eti 
la  e brometo de  etÍd eo.

Origem dos 
mutantes 

espontânea 

-

irradiação apos 
uv 

-

apos tratamento 
EMS 

-

apos tratamento 
BE 

Coloração 

e 

W+C 
w 

e 

W+C 
w 

e 

w+c 
w 

c 
w+c 
w 

PrototrÕficos AuxotrÕficos 
para lisina para lisina 

58 4 

o o 

o 1 

9 20 

2 34 

1 17 

45 o 

o o 

o o 

51 o 

o o 

o o 

C "" Colônias com coloração semelhante às linhagens or1.g1.nais; W + C = Colônias 
brancas e miceliais só na presença de arginina; W = Colônias sempre brancas e 
miceliais. 
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4.4. Anãlise genética dos mutantes 

Alguns dos mutantes resistentes ã argínina foram 

submeti dos à análise genéti ca. 

To dos os autantes analisa dos apresentavaci m orfolo

gia norma 1; alguns tinham se tornado capazes de crescer em meio deficiente 

em lísi na (mutantes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 2 8, 32 e 144) enquanto ou 

tros c onservavam a aux ot r ofi a para lisina (12, 13 , 1 8 ,  24 e 90). 

En quanto os mutantes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8 e 12 são 

mutantes espontâneos, os 13, 18, 24, 28, 32 e 90 foram induzidos por UV e 

o 144 induz i dos por EMS.

To dos esses mutantes foram cruzados com a linhagem MSE. 

Partin do-se da verificação da existência de segregantes 

ly� dos cruzamentos dos mutantes 1, 2, 3, 4, S, 8, 28, 32 e 144 com a MS E, 

pens ou-se que o que talvez estivesse levando a prototrofia para lisina fos

se supres_s ão gênica e não reversão verdadeira, já que neste Último caso só 
• o 

+ 

se es perariam segregant es �Y�

Para o mapeament o desses supressores, lançou-se mão dos 

segregantes mi tÕtic os ly� e mapeou-se o seu supressor naquele grupo de 

ligação que apresentasse seu·marcador, sempre em associação ao gene ly� nu

ma c ombinação parental. 

Assim , p or e x em p l o ,  no mutante S, todos os 15 

tes mit ô ti c os ly� eram deficientes para pirídoxina (marcador do 

segregan

grupo de 

ligação IV) e como isto não acontecia com mais nenhum marcador,c a l c u l ou-se 

o valor de recombinação dos genes �u. ly.óA1 e p,pioA4 com base n os dados

da análise meiõtica e mapeou-se o �up ly�A1, a aproximadamente 23 unidades 

de rec ombinação do marcador py�oA ,.. no c r om ossomo IV. 

As Tabelas XXIV e XXV m ostram respectivamente os dados 

resumi dos das análises mitôticas e meióticas dos mutantes 1,  2, 3, 4, 5, 

8, 2 8, 32 e 144. 

A Tabela XXVI m ostra os resultados resumidos da 

líse meiÕti c a  e da mitÕti ca para o mutante 6. 

ana-

Quanto aos mutantes 12 , 13, 1 8, 24 e 9 0, que c on

servaram a au x otrofia para lisína e ainda assim t ornaram-se resis 

tentes a argi nina, suas aná lises genéti c as não n os per mitiram ma

pear o gene ou genes que lhes c onferem tal resistência. 
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Tabela XXIV - Análises mitóticas dos mutant es.

Origem Gr upo de lig ação Marcadores Segregantes Mutante envolvid os na 
sui2ressao 

galA1 l1J.óA1 galA1
= 10 

1 118 C - esp. III 
+ + 

gai.A1 ly.óA1 gal.A.1 = o 

nlc.Ba ltj-0A1 nlc.Ba = 14 

118 C - esp. VII 
. B t ly.óA1 . B 

+ 

2 2 
ru.c. 8 IUC. 8 

= 

WA3 ltjl)A l WA3 = 21 
+ 

WA3 ly-0A1 WA3 = 

3 118 M - esp. II ÁCILÁ1 ly/)A1 Aur.A 1 
= o 

+ 

ly1:,A1 ACJrA 1 

+

21AcJtA1 = 

WA3 ly.óA1 WA3 = 11 

WA3 
+

ly1:,A1 WA/ = o 

4 118 C - esp. II Aur.A1 ly-0A1 AClrA1 = 1 

ACILÁ 1 

+ 
ly.óA1 Aur.A1 

+ = 10

p!JIWÁ4 ly-0A1 '(.JIJ'tOÁ4 = 15 
5 118 C - esp. IV pyMA1+ + ty1:,A1 

+ 
py11..0A4 = o 

galA1 ly-0A 1 gai.A 1
= 9 

118 M - esp. III + + 
1 8 galA1 ly1:,A1 galA1 = 

galA 1 ly.óA1 galA1 = 22 

118 e - uv III + + 

2 
28 

ga.eA1 ly.óA l galA l 
= 

JU..boB2 ly1:,A1 JU..boB2 = 10 

32 118 M - uv VIII IÚ.b0B2 + ly-0A1 Ju..boB2

+= 2 

-683 ly.óA1 .ó83 = 14 
118 C - EMS VI + + 

3 
144 1:,83 ly-0A1 -083 = 



laoela XXV - Análise meiôtica dos  mutantes. 

:lutan
te 

l 

2 

5 

8 

28 

32 

144 

Grupo de li
gação envol
vido na su-

pressao 

111 

VII 

II 

II 

IV 

III 

III 

VIII 

VI 

Marcadores 

ga,fAl

ga,lAl 
+

rúc.88 

- Bª + 

YU.C. 

ÁC/tA l 

ACJr.Al +

WA3 

WA 3
+ 

ACJr.Al 

ACJr.Al +

WA 3

WA 3
+ 

p,pwA'+

ptpr_oA'+ 
+

gafAl

ga,lAl +

ga.lAI

ga.lAl + 

uboB2

uboB2
+ 

J.>B3

683 + 

N9 de se
gregantes 
analisados 

54 

74 

64 (p / ACJt) 

152 (p/W) 

113 (p/ ÁcA)

226 (p/W) 

42 

69 

99 

100 

79 

Valor de re
combinação 

24% 

23% 

25% 

32% 

25% 

34% 

23% 

22% 

21% 

31% 

20% 

. 81. 

Desvio 
padrão 

0,09 

0,26 

0,10 

0,05 

O, 'J 7 

0,09 

O, 11 

0,07 

0,06 

0,08 

0,07 
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Tabela XXVI - Análise mítótica e meiótica do mutante 6

Grupo de 
marcadores Segregantes 

ligação análise mitõtica análise meiótica

lyhA 1 o 

l1j-0A1 
+ 

25 78 
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4.5. Teste de alelismo 

Para verificar se os genes supressores da deficiên 

eia para lisina, mapeados no grupo de ligação III nos mutantes 1, 

8 e 28, eram ou não aléLicos, cruzou-se primeiramente o mutante 

1 com uma lin hagem segregante do cruzamento do mutante 28 x MSE,

que apresentava os marcadores apropriado para a obtenção de um 

heterocário balanceado. Além do gene supressor e do gene ly�A 1; 

este segregante apresentava os marcadores 1tib0Ba, �B 3 , era branco, 

enquanto o mutante 1 apresentava também pabaA 6 e Ac1tA 1 e tin ha 

coloração chartrense. 

Foram analisados 104 ascÕsporos provenientes de um 

peritécio híbrido, quanto a suas capacidades de crescer em meio 

onde faltasse lisína, e todos eles mostraram que podem crescer nes 

te meio. 

Este mesmo segregante do cruzamento 28 x MSE foi 

cruzado com o mutante 8 e, também dos 104 ascÕsporos analisados, 

todos mostraram crescimento em meio onde faltasse lisina. 

Dois outros genes supressores, de outros dois mu

tantes (3 e 4), foram mapeados no grupo de ligação II. 

O mutante foi entao cruzado com um segregante mi

tÕtico do cruzamento mutante 4 x MSE. 

Da mesma forma que os mutantes anteriores, e mu-

tante 3 apresentava, além do marcador lyhA 1 e do gene supressor 

da deficiência para lisina, os marcadores pabaA 6 e Ac!tA 1 e era char

trense. 

O segregante de mutante 4 x MSE apresentava, alim 

dos marcadores citados acima para o mutante 3, as deficiências p� 

ra síntese de piridoxina e tiosulfato e apresentava coloração bran 

ca. 

Dos 90 ascÕsporos analisados, quanto a capacidade 

de crescer em meio de cultura onde faltasse somente lisina, 17 de 

les não cresceram. Esses resultados indicam que estes genes su

pressores não são alelos. 

Calculou-se, entao, o valor de recombinação entre 
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os dois supressores e este deu um resultado de aproximadamente 37%. 

Fez-se, também, o teste X 2 para a segregação 3:1 - ca

racteristica de dois genes que segregam independentemente - e o va 

lor encontrado de 1,79 indica que existe 95% de probabilidade de 

que estes genes estejam 'segregando independentemente. 

4.6. Teste de heterocãrio 

Inicialmente, fizeram-se testes de heterocãrio en-

tre as linhagens 118 C e a MSE e entre o mutante l resistente a 

arginina e a MSE. 

Dos dois cruzamentos resultaram colônias brancas e 

chartreuses, depois de semeados os conidios provenientes das re

giões heterocariõticas. 

Do cruzamento 118 C x MSE, das 52 colônias bran

cas ensaiadas, todas apresentavam crescimento em placas de Petri 

contendo MM + tudo, MM + tudo - paba e MM + tudo + arginina -e não 

cresceram em MM e MM + tudo - �ibo. 

Das colônias chartrenses ensaiadas, todas cresce

ram nos meios: MM + tudo e MM + tudo - �iba, e deixaram de cres

cer quando inoculadas em MM, MM + tudo - paba e MM + tudo � argi

nina. 

Como se pode notar, os resultados foram os espera

dos, as colônias brancas conservavam a auxotrofia para riboflavi

na e a resistência ã arginina (da MSE), e as chartreuses a auxo

trofia para ácido p-aminobenzÕico e a sensibilidade ã arginina. 

Do cruzamento entre o mutante 1 resistente ã argi-

nina e a MSE, todas as 45 colônias brancas ensaiadas continuaram 

deficientes para a síntese de riboflavina, resistentes ã arginina 

e prototrÕficas para ácido p-aminobenzÕico. 

Das 52 colônias chartreuses analisadas,todas con

tinuaram deficientes para a síntese de âcido p-aminobenzÕico, po

trotrÕficas para riboflavina e resistentes a arginina, 

Posteriormente, já no final deste trabalho, foram 



realizados testes de heterocârio entre alguns mutantes e a 

um u intuito de se verificar se a resistência a arginina 

sentada por eles era citoplasmática. 
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MSE, 

apre-

Estes mutantes tinham sido anteriormente analisa-

dos pelas têcnicas de a�ãlise genêti.ca de PONTECORVO e col. (1953)

e, como os resultados desta análise mostravam que o caráter resis 

tênci.a parece que ''se perdia 11

, quando dos cruzamentos, passou-se 

então a se fazer o teste de heterocãrio e o teste de instabilida

de mitótica para os mesmos. 

Os mutantes 12, 13, 18, 24 e 90 foram cruzados com 

a MSE e as colônias chartreuses, provenientes das regiões hetero

cariÕticas, foram colocadas em placas mestras e replicadas para 

placas contendo MM suplementado de biotina, li.sina, ácido p-amin� 

benzÕico e arginina (800 µg/ml meio). 

Das 104 colônias chartrenses analisadas para cada 

uma das linhagens: 12, 13, 18, 24 e 90 que foram cruzados com a 

�SE, respectivamente 79, 54, 6, 24 e 21 colônias nio cresceram no 

meio em que foram inoculadas. 

Estes mesm�s mutantes foram ensaiados quanto ã ins 

tabilidade mitótica. Assim, foram feitos ensaios para a verifi

cação da estabilidade do caráter resistência, através de subcul

turas em meio de cultura suplementado do agente inibidor. 

Enquanto todas as 104 colônias, provenientes do mu 

tante 18, cresceram na presença de arginina, 39 do mutante 12, 52 

do mutante 90, 33 do 24, 46 do 13 e nenhuma da 118 C 

crescimento. 

apresentou 

4.7. Freqüência de mutação para resistência a arginina, apos 

diferentes tratamentos rnutagênicos 

As Tabelas XXVII e XXVIII mostram os títulos das 

suspensões de conídios e as freqüências de mutantes resistentes 

à arginina, antes e apôs a irradiação com luz ultravioleta, e tr� 

tamento com metano-sulfonato de etila (ambos a 5% de sobrevivên

cia) para as linhagens 118 C e 118 M.



. 86. 

A Tabela XXIX mostra os títulos das suspensoes de 

conÍdios e as freqüências de mutantes resistentes à arginina, an

tes e após tratamento com brometo de etÍdeo para as linhagens 32 

e 46. 

As Tabelás XXX e XXXI mostram as freqüências de mu 

tantes resistentes à arginina (em 10 6 conÍdios antes e. após tra-

tamentos com luz ultravioleta, metano-sulfonato de etila e brome

to de etideo, e os aumentos na freqüência de mutantes, induzidos 

pelos mutagênicos. 
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Tabela XXVII - Títu los (conÍdios/ml) nos diferentes passos de qu� 

Passos 

a- titulo antes 
irradiação

tro experiment os, para determinação do  númer o de 

mutantes resiste ntes ã arginina, apôs irradiação 

com luz u lt ravioleta para as duas linhagen s  

1 1 8 e 1 1 8 M 

exp. 1 exp. 2 exp. 1 exp. 2

7,9 X 106 6,5 X 106 4,0 X 106 5,0 X 106

b- n9 mutantes es·
pontaneos 120 140 3 2 

e- títulos apôs
irradiação 6,9 X 105 5,7 X 105 1,5 X 105 1,3 X 10 5

d- n9 mut. apôs
irradiação 280 360 5 3 
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Tabela XXVIII - Títulos (conídi os/ml) nos diferent es passos de qu� 

Passos 

a- título antes
do tratamento

b- n9 mut. es 

pontaneos 

e- título a.pos 
tratamento

d- n9 mut. ap.JS
tratamen.to

t r o exper imen tos, para determinação do númer o de 
-

mutantes resistentes a arginina,' apos tratamento 

com EMS para as duas linhagens. 

1 1 8 e 11 8 M 

exp. l exp. 2 exp. 1 exp. 2 

4,65 X 106 1,35 X 106 3,21 X 106 1,41 X 106

229 26 23 72 

0,63 X 10 5 0,46 X 105 0,07 X 105 0,46 X 105

104 52 8 19 

Tabela XXIX - T ítulos (con�dios/ml) nos diferentes passos de qu� 
tr o experimentos, para determinaçio do n�mero de m u  

a-

b-

e-

d-

tantes resistentes a arginina, 

B.E. para as duas linhagens. 

apos tratamento 

Linhagem 3 2  Linhagem 46

Passos 

Exp. 1 Exp. 2 Exp, 1 Exp. 2 

Título antes 
do tratamento 6,28 X 106 4,11 X 106 5,01 X 106 6,32 X 106

n9 mut, es 
pontaneos 111 58 17 28 

título apos 
tratamento 3,26 X 105 2,78 X 105 2,21 X 105 2,96 X 105

n<J mut. apos 
tratamento 29 25 5 11 

com 
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4.8. Determinação microbiológica de lisina 

A Tabela XXXII mostra os raios das zonas de cres

cimento das duas linhagens em diferentes concentrações de lisina. 

Com base nestes resultados, foi possível construir

-se as curvas-padrões para o ensaio de lisina e estas curvas (Fi-

guras 18 e 19) mostram que os raios das zonas de crescimento sao 

funções lineares dos logaritmos das doses, para soluções de 156,25 

a 5.000 µg/ml de lisina. 

A Tabela XXXIII mostra os raios das zonas de cres

cimento das duas linhagens em diferentes concentrações de lisína, 

mais uma concentração constante de argínina, 

A Figura 18 mostra a relação entre raio da zona 

de crescimento e concentração de lisina para a linhagem 118 C. 

A Figura 19 mostra também a relação entre raio da 

zona de crescimento e con·centração de lisina para o mutante 18, 

com e sem adição de arginina ao meio de cultura. 
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Tabela XXXII - Raio das zon as de crescimento de duas linhagens em 
diferentes concentrações de lis ina. 

Concentração 
de lisina 

(µg/ml) 

5.000,00 
2.500,00 
1. 250 ,00 

625,00 
312, 50 
156,25 

o 

Raio 

11 s e 

• ~ j 

Repet1.çoes 

3,2; 3,2; 3,2; 
3,0; 3,0; 3,0; 
2,7; 2,8; 2,8; 
2,5; 2,3; 2,4; 
2, 1; 2,2; 2,2; 
2,0; 1,9; 1,9; 
o o o 

das zonas 

X 

3.200 
3.000 
2.766 
2.400 
2.166 
1.933 

o 

de crescimento 

Mutante 18 

Repetições X 

3,4; 3,3; 3,2; 3.300 
3,0; 3,0; 3,1; 3.033 
2,6; 2,6; 2,7; 2.566 
2,3; 2,4; 2,4; 2.360 
2,1; 2,1; 2,1; 2.100 
2,0; 2,0; 2,0; 2.000 
o o o º·ººº 

Tabela XXXIII - R aio das z o n as de cresci�ento de duas linhagens, 
e m  diferentes concent raçoes de li sina m ais  uma 
concentr ação constante de argini n a. 

Concentraç�o Concentração Raio das zonas de crescimento 

de lisina de arginina 
118 e Mutante 18 (µg/ml) (µg/ml meio) 

Repetições Repetições X X 

5.000,00 800 o o o o 3,1; 3,2; 3,2; 3.166 
2.500,00 800 o o o o 2,8; 2,8; 2, 8; 2.800 
1. 250,00 800 o o o o 2,3; 2,3; 2,2; 2.266 

625,00 800 o o o o 2,0; 1,9; 1,9; 1.933 
312,50 800 o o o o 1,5; 1,5; 1,6; 1.533 
156,25 800 o o o o 1,1; 1,1; 1,0; 1.060 

o 800 o o o o o o o º·ººº 
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5. DISCUSSAO

5.1. Ensaio das linhagens 118 C e 118 M 

Quando a linhagem deficiente para a síntese de li

sina, denominada 118 e proveniente dos estoques existentes na Uni 

versidade de Sheffield, Inglaterra, foi semeada em meio completo 

através tje seus conidios, verificou-se que dois tipos distintos de 

colônias eram obtidos. O primeiro tipo era constituído por colô

nias mais claras e o segundo por colônias mais escuras, que foram 

designadas por 118 C e 118 M, respectivamente, Este fato pode ser 

explicado como devido a 4ma mutação espontânea no estoque origi

nal. Linhagens haplÕides de A�pe�gillu� nidulan� são bastante es 

tãveis mas, casos de mutação espontânea em culturas estocadas são 

conhecidos, e um exemplo disto e o da linhagem MSE onde foi cons

tatada a existência de mutantes com conÍdios binucleados �m esto

que originalmente uninucleado (PIZZIRANI, 1977). De qualquer mo

do, no presente caso, as duas linhagens, 118 M e  118 C se dife-

renciam apenas pela coloração das colônias, mantendo os 

requisitos nutricionais (Figura 2). 

mesmos 

Uma vez que o presente trabalho tinha como um dos 

objetivos principais, estudar aspectos da resistência a arginina 

em linhagens deficientes para a síntese de lisina, a ocorrência 

dessa mutação espontânea permitiu que, na realidàde, duas linha

gens praticamente isogênicos, _exceto para o caráter coloração das 

colônias, fossem analisadas. Os resultados obtidos com relação à 

resistência para a arginina nessas duas linhagens, revelaram dife 

renças marcantes entre elas. 

Assim, a linhagem 118 M mostrou-se bem mais 

vel a arginina do que a linhagem 118 C. As Tabelas de II a VII 
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e Figuras 3 a 9 indicam que, atraves dos vários métodos pelos quais 

a resistência à arginina foi ensaiada, sempre a linhagem 118 C 

mostrou-se mais resistente que a 118 M. As mesmas Tabelas e Fig� 

ras indicam também que resultados praticamente idênticos foram con 

seguidos tanto por inoculação por picada como pelo meto�Q das mi-

crocolÔnias, que portanto, se equivalem, o método de semeadura, 

no entanto, mostrou ser bem mais sensível para um teste como o 

realizado no presente trabalho, razão pela qual o controle feito 

com uma linhagem não dependente de lísina foi realizado por esta 

técnica (Tabela VIII). A Figura 9 mostra de maneira bastante ela 

ra que e a deficiência em lisina que provoca sensibilidade à argi 

nina, pois a linhagem que não contém tal deficiência, teve sobre

vivência inalterada. Este fato jâ havia sido estudado por PONTE

CORVO (1949) que mostrou que linhagens dependentes de lisina eram 

sensíveis ã arginina; o mesmo não ocorrendo em linhagens 

necessitavam desse aminoácido, em AJpe�gJ..llu.6 nJ..dulan.6. 

que nao 

Esses resultados podem ser interpretados ã luz dos 

dados de vários autores, especialmente CYBIS e WEGLENSKI (1969, 

1972) e PIOTROWSKA e col. (1976), que em A.tipe�gJ..llu..ti nJ..du.lan6 mo!_ 

traram uma forte competição entre lisina e arginina na sua entra

da no micélio, possivelm�nte devido ã existência de uma permease 

única, a qual teria maior ou igual afinidade com a arginina e li

sina. 

Assim, na presença dos dois aminoácidos, uma linh� 

gem deficiente em lisina deve ter seu crescimento inibido, ã medi 

da que se aumente as concentrações de arginina no meio,o que real 

mente foi verificado no presente trabalho. 

Com base nessas ideias, pode-se inclusive supôr que 

a linhagem original 118 era a 118 M e  que ocorreu uma mutação es

pontânea (778 C) no estoque, que teria vantagem relativa, graças 

a uma alteração na permease, resultando em maior afinidade pela 

lisina do que aquela apresentada pela permease original. Se esse 

fôr o caso, a linhagem 118 M deve requerer mais lisina para seu 

crescimento do que a 118 C e de fato isso foi verificado (Tabelas 

XIII e XIV e Figuras 10 a 13). Inclusive, a natureza genética 

dessa alteração foi constatada pelo cruzamento de dois segregan

tes, um proveniente da linhagem 118 M e  outro da linhagem 118 C e 

que apresentavam as mesmas diferenças no requisito para lisina,que 
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as linhagens de onde se originaram (Tabela XV e Figura 14). Esse 

cruzamento deu colônias de dois tipos com relação ao requisito p� 

ra lisina, segregando na proporção de 1:1. De fato, metade das 

colonias requeriam mais lisina para seu desenvolvimento que a ou

tra metade, mostrando q4e esse caráter ê regulado por um·gene sim 

ples. 

Uma análise genética meiÕtica e mitótica foi tam-

bem realizada com ambas linhagens, 118 M e  118 C, através de cru 

zamento com a linhagem testadora MSE. As análises meióticas (Ta-

belas IX  e XI) revelaram que em ambas linhagens os resultados fo

ram os esperados, com segregação de 1:1 para os genes envolvidos, 

com exceção do gene ly◊A 1 e para um dos cruzamentos, com relação 

ao gene Ac.JtA 1 , 

A distorção de segregação com relação à lisina,po

de ser explicada devido a uma menor viabilidade de conÍdios con

tendo es�e gene, quando semeados em MC, em comparação com coní

dios não requerendo lisina; o que levaria a uma maior quantidade 

de aparecimento de colônias prototróficas para lisina. Também se-

ria de se esperar que no cruzamento envolvendo 118 M, essa sele-

çao fosse maior que no cr�zamento envolvendo 118 C, o que realmen 

te ocorreu. 

A outra distorção da segregação, obtida em um dos 

cruzamentos (118 M x MSE) para a segregação do gene Ac.JtA 1; pode 

ser explicada pelo maior número de colônias brancas analisadas no 

caso, o que levaria a um maior aparecimento de colônias sensíveis 

ã acriflavina, uma vez que Ac.JtA1 e WA3 estão ligados (Tabela IX). 

Em todos os cruzamentos, segregantes dependentes 

de lisina eram ... . -
sens1.ve1s a arginina e segregantes que não reque-

riam lisina eram resistentes à arginina, o que indica que o gene 

ly-0A 1 e o Único responsável por essa sensibilidade. Verificou-se 

também pela anâlise meiÕtica que a coloração do micélio e espo-

ros de colônias segregantes, era influenciada pela interação en

tre genes para coloração de esporos e o gene ly◊A 1• Analisando-se 

colônias que continham o gene WA 3 (esporos brancos), verificou-se, 
- • 

o + por exemplo que, colon1as brancas eram sempre �y-0 quando

nientes do cruzamento 718 M x MSE, mas colônias brancas 
+ -

ser ly-0 ou ly-0 quando vindas do cruzamento 118 C x MSE. 

prove

podiam 
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Um outro tipo de coloraçio distinguida entre se-

gregantes com o gene tA 3 , era a marrom intermediiria (MI); nesse 

caso, todas colônias MI tanto no cruzamento 178 C x MSE como no 

cruz ame n t o 1 1 8 ,\ 1 x M S E , e r a m f_ y I.:! 

Pela análise mítÕtíca (Tabelas X e XII) aLgumas dí� 

torções com relação aos marcadores n�c e prjltO foram encontra-

das, mas essas não são devidas a fatores inerentes às próprias li 

nhagens e sim ao efeíto seletivo do agente haploidizador, o elo-
. + + 

roneb, o qual selecionou no caso, setores n�c e py�o . De fato,

com p-fluorofenilalanina usada como haploidizador, surgiram seto

res nic e py�o nessas linhagens. 

Quanto à predominância de setores brancos pode-se 

supor que seja devida à dificuldade de visualização de outros se

tores, principalmente os amarelos, já que os diplÕides resultan

tes desses cruzamentos são tambem amarelos. 

Os resultados das análises mitÕticas vieram tam-

bém confirmar aqueles das análises meiÕticas, que mostraram que 

todos os segregantes brancos da linhagem 118 M eram ly/.:J
+ 

e, os da 

118 C, .ty1.:i
+ 

ou lyJ.i-. 

Também, todos os segregantes MI mostravam o marca-
-r • - • • dor ltjl.:! e eram sens1ve1s a arg1n1na. 

Os segregantes ME do cruzamento 118 M x MSE eram 
+ 

todos lyf.i , enquanto nada se pode dizer com relação aos mesmos do 

outro cruzamento, ji que o nümero de setores ME que se conseguiu 

isolar não ê suficiente para se chegar a qualquer conclusão. 

Portanto, a diferença entre as linhagens 118 M e

118 C deve ser complexa, devido a interação de diferentes marcad� 

res genéticos que ocasionam a coloração mais escura na 118 M.

5.2. Obtenção de mutantes resistentes a arginina e sua análise 

genética 

Mutantes derivados de linhagens ly� , capazes de 

resistir a concentrações de arginina que inibem o crescimento da 

linhagem original, jâ foram obtidos anteriormente (AZEVEDO e CA-

VENAGUE, 1968). Também haviam fortes indicações de que esses mu-
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tantes poderiam ser obtidos com relativa facilidade, mesmo espon

taneamente, pois quando dos ensaios de resistência à argínína nas 

linhagens 178 C e 118 M (Tabelas II a VII), inclusive em altas con 

centraçÕes de arginína, algumas colônias (pelo método da semeadu

ra) ou pequeno crescimento (método de inoculação por pi��da ou mi 

crocolônias) já havia sido verificado, 

ser devido ao aparecimento de mutantes 

indicando que isso poderia 

espontaneos. 

Dos mutantes obtidos espontaneamente, verificou-se 

que a maioria deles era capaz de crescer em altas concentrações de 

arginina, devido ao desaparecimento do fenótipo ly-0- Isto pode

ria ser atribuído a supressão do gene ly�A1 ou reversão verdadei-

ra do mesmo, ao estado selvagem. Uma minoria no entando, ainda 

mantinha o requisito para lisina e esses eram também resistentes 

à arginina. 

A Tabela XXIII mostra que a luz ultravioleta pro

duz um grande número de mutantes resistentes ã arginina e que con 

tinham dependentes de lisina, mas que mutantes induzidos por EMS 

e BE sio todos independentes de lisina. Alguns mutantes morfoló

gicos foram também obtidos, especialmente apôs indução com UV. 

Observando·-se as curvas de sobrevivência ã luz ul-

travioleta, para as linhagens 118 C e 118 M (Figura 15), pode-se 

notar que a linhagem marrom mostrou-se bem mais resistente que a 

chartreuse ã ação letal da UV, fato este talvez explicado pela 

maior pigmentação dos conÍdios marrons, o que talvez dificultasse 

a infiltração dos raios ultravioletas no interior do conÍdio(DAN

TAS D'ARCE, 1972; PIZZIRANI, 1977). 

Quando se observa as curvas de sobrevivência ao me 

tano-sulfonato de etila (Figura 16), e ao brometo de etÍdeo (Fig� 

ra 17), para as duas linhagens: 118 C, 118 M e  seus segregantes 32

e 46, respectivamente, nota-se que ocorre o contrário: a linha

gem 118 M e  seu segregante 46 são mais sensíveis que a 118 C a 

ação letal do EMS e BE, levando-nos a crer que a linhagem 118 M

deve permitir uma entrada mais efetiva desses mutagênicos nos co

nÍdios (PIZZIRANI, 1977).

Os dados do Quadro XIX indicam a resistência cru

zada entre acriflavina e o brometo de etÍdeo, ambas acridinas. 

A linhagem 118 C, que entre outros marcadores apr� 
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,entava Ac1A 1 , nao mostrou diminuição significativa no numero de 

soDreviventes quando se aumentou a concentração de brometo de etí 

deo, ao contrário do apresentado por outras duas linhagens sensí

veis a acriflavina. 

Uma analise genetica em mutantes obtidos espanta-

neamente, bem como em alguns induzidos por UV e EMS revelou que, 

nos casos em que o fenótipo ly� havia desaparecido, estava real

mente havendo supressão do gene l1jl.:iÂ1 por genes supressores. A 

análise genética mitótica desses mutantes mostrou a existência de 

pelo menos seis desses supressores (Tabela XXIV), uma vez que eles 

foram mapeados em seis dos oito grupos de ligação do A�pe4gillu� 

nidulan�. Um teste de alelismo mostrou que dois mutantes que ti

veram seus supressores mapeados no grupo de ligação II não eram 

alelos e os três mutantes com supressores no grupo de ligação III

eram alelos. No total, resultaram entao, sete diferentes supres

sores em nove mutantes analisados. Pode-se supor então que,o nu 

mero de supressores do gene ly1.:iA 1 deva ser bem maior que este, o 

que poderá futuramente ser investigado, através da análise de no 

vos mutantes. Em apenas um caso (Tabela XXVI) houve 

de reversão verdadeira ly1.:iA1 + ly�A1+. 

evidência 

Dos mutantes lyl.:i que tornaram-se resistentes ã a� 

ginina, uma análise de colônias provenientes de esporos isolados, 

mostrou que a resistência era instável, uma vez que colônias sen

síveis foram obtidas, em diferentes proporções, em cada linhagem. 

Um teste de heterocârio mostrou o mesmo fenômeno. 

Apenas a linhagem 18 mostrou-se estãvel, ou seja, todas as colÔ-

nias derivadas da mesma, ainda eram resistentes a arginina. O tes 

te de heterocârio nessa linhagem revelou, no entanto, que o cara-

ter era quase que totalmente perdido, o que surgiu herança 

plasmática para resistência ã arginina na linhagem 18. 

cito-

Portanto, pode-se concluir que resistência ã argi

nina em linhagens ly� pode surgir ou por supressao do gene ly�A 1; 

que e o caso mais comum, ou por reversão verdadeira do que ltj4Á i, 

ou finalmente, em linhagens que embora continuando dependentes de 

lisina podem crescer em concentrações inibitórias de arginina. A 

maioria dos mutantes desta Última classe, não se mantém resisten-

tes por subculturas; sendo instáveis portanto. Em apenas um ca-

so, estabilidade foi verificada, mas, mesmo assim, a resistência 
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não foi mantida, quando a linhagem, após heterocário com outra não 

dependente de lisina foi semeada em meio com arginina. Nesse Úl

timo caso, um caráter citoplasmático que confe�e resistência, de

ve estar envolvido. 

' 

Casos de herança citoplasmática revelada através de 

testes de heterocário em A6pe�gillu6 nidulan6, são relativamente 

comuns e além daqueles apresentados por JINKS (1964) foram descri 

tos outros, como o da resistência ao fungicida Dodine (SANTANA, 

1974) e de morfologia alterada (ROSATO, 1977). A esses deve en

tao ser acrescentado o do mutante aqui descrito, cuja resistência 

i arginina é perdida quando em contacto com citoplasma não mutan

te. 

5.3. O uso do sistema de resistência ã arginina, em linhagens 

ly� , para avaliação da potência de agentes mutagênicos 

Atualmente, uma grande preocupaçao ê o da detecção 

de produtos mutagênicos em alimentos, defensivos, cosmêticos,etc. 

Para tal, vários sistema� foram desenvolvidos através de detecção 

de substâncias mutagênicas utilizando-se bactérias, fungos, cultu 

ras de tecidos, etc. (LEGATOR, 1976). Dos sistemas que se valem 

dos fungos para detecção de produtos mutagênicos, o mais 

vel ê o desenvolvido por SIDDIQUI (1962) e LILLY (1965) 

favorá-

e que 

foi utilizado por muitos outros autores (ALDERSON e col. 1966, 1967; 

GAJEWSKI e col. 1968; AYLING, 1969; PUTRAMENT e col. 1970; KLINCZUK., 

1970; SCOTT e col. 1973; PSZEWSKI e col. 1973). Nesse sistema ê 

ensaiada a frequência de reversão do gene methG 1 , que pode ser 

devida a supressão ou reversão verdadeira, estando pelo menos se

te loci envolvidos, 

Como verificado no presente trabalho, resistência 

i arginina pode ser obtida com facilidade, estando envolvidos ge

nes supressores (pelo menos 7 supressores), reversão verdadeira e 

instabilidade, incluindo agentes citoplasmáticos. Dessa forma,p� 

rece que este sistema deve ser de valor no ensaio de produtos mu
tagênicos. 

Uma análise foi feita entao com três mutagênicos; 

dois dos quais comprovadamente mutaginicos e inii�eras vezes en-
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saiados; a luz ultravioleta (revisão de DRAKE, 1969; ALDERSON e 

HARTLEY, 1969; SCOTT e ALDERSON, 1971; CLADWICK e LEENHOUTS,1976) 

e o metano-sulfonato de etila (revisões de DRAKE, 1969 e FISHBEIN 

e col. 1970; SHARMA, 1970). 

O bromet� de etÍdeo foi também ensaiado neste tra

balho e jâ havia sido descrito como mutagênico em Eóche!Úclúa. coü 

(CLARKE e SHANKEL, 1974), em plantas (LEVY e ASHRI, 1975), em Sal

monella typhimunlum (Mac GREGOR e JOHNSON, 1977), em leveduras 

(FISHBEIN e col. 1970). 

Todos os mutagênicos ensaiados para se determinar 

a potência, foram utilizados a um nível de aproximadamente 5% de 

sobrevivência e os resultados mostraram que o EMS parece bem mais 

potente que a UV e esta mais potente que o BE, na indução desta mu 

taçâo (Tabelas XXVII a XXIX). 

Comparando-se o aumento na freqüência de mutantes 

induzidos pelos mutagênicos nas duas linhagens (Tabelas XXX e X.XXI) 

pode-se verificar que a linhagem 118 M e  o segregante 46 de 

118 M x MSE são bem mais sensíveis ao mesmos que a linhagem 118 M 

e o segregante 32 do cruzamento 118 C x MSE. 

O sistema usado mostrou então a possibilidade de 

detecção de efeitos mutagênicos de agentes ffsicos e qu!micos e de 

ve ser de valia para testes com substâncias ainda não comP.rovada

mente mutagênicos. Em particular, a linhagem 11B M parece ser a 

mais apropriada no caso, uma vez que uma maior freqüência de muta 

ção foi observada na mesma, em comparação com a linhagem 118 C. 

5.4. O uso de linhagens ty� resistentes a arginina para dosa 

gens microbiolõgicas de lisina 

Os resultados referentes aos ensaios das linhagens 

para determinação microbiolÔgica de lisina, mostram que embora as 

médias das zonas de crescimento, nas diferentes concentrações de 

lisina sejam muito semelhantes para as duas linhagens - a 118 C e 

o mutante 18 (Figuras 18 e 19) - elas diferem muito quando se adi

ciona arginina ao meio de cultura (Tabela XXXII). Essa adição t�

ve por finalidade testar a interferência da arginina no crescimen
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to das duas linhagens deficientes para a síntese de lisina, uma

sen�Tvel e outra resistente i arginina. 

Observando-se os resultados da Tabela XXXIII po-

de-se notar que enquanto a arginina quase nio interfere qo cres

cimento do mutante 18 (iigura 19), inibe completamente o cresci

mento da linhagem 118 C. 

O uso de linhagem deficiente para a sintese de li

sina, para efetuar dosagens microbiológicas em milho, já havia si 

do realizada (AZEVEDO e col. 1967). 

No entanto, uma das dificuldades do método era a 

adição de arginase para neutralizar os efeitos tóxicos da argini-

na, também existente no milho. Através da utilização do mutante 

18, obtido no presente trabalho, essa análise pode ser realizada 

sem a utilização da enzima arginase, o que vem facilitar o método 

de dosagem microbiológica da lisina. 
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6. RESUMO E CONCLUSÕES

O presente trabalho foi conduzido com a final ida-

de de se estudar linhagens deficientes para a síntese de lisina 

em A-0pe�gillu-0 nidulan-0 com relação à resistência à arginina. Ta� 

bem procurou-se obter e mapear geneticamente mutações conferindo 

resistência à arginina. 

O sistema foi estudado como possível indicador da 

potência de substâncias mutagênicas e finalmente, linhagem defi

ciente para lisina e resistente à arginina foi ensaiada para seu 

uso em dosagens microbio�Õgicas. 

Duas linhagens, 118 M e  118 C foram estudadas com 

relação à resistência ã arginina. Mutantes resistentes foram obti-

dos espontaneamente e induzidos por ultravioleta, metano-sulfona-

to de etila e brometo de etÍdeo. Foi feita a análise genética dos 

mutantes e um deles, ainda deficiente em lisina mas, resistente à 

arginina, foi usado para dosagem microbiológica. 

Dos resultados obtidos pode-se concluir que: 

a) As duas linhagens apresentaram diferentes níveis 

de resistincia à arginina e também diferentes

requisitos para lisina, a 118 M sendo mais sen

sível e requerendo mais lisina que a 118 C. A

competição entre arginina e lisina no mesmo sí

tio ativo de uma permease Única explica a maior

resistência da linhagem 118 C à inibição pela ar 

ginina. Cruzamentos indicaram, ainda, que um

gene simples com dois estados alternativos e o

responsável pela diferença de requisito para li
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sina nas duas linhagens. 

b) Resistência a arginina obtida a partir de linh�

gens deficientes em lisina pode ocorrer por su

pressão do gene ly� , por reversão y�rdadeira
- ' +

ly� + lyé ou ainda a linhagem pode manter-se

deficiente em lisina e ser resistente à argini

na. De quinze mutantes resistentes analisados,

nove foram devidos ã supressão do gene ly-0A 1 ,

sendo mapeados sete diferentes loci para essa 

supressão, um foi devido à reversão verdadeira 

e cinco conservaram auxotrofia para lisina, mas 

quatro eram instáveis com relação ao caráter r� 

sistência e o Único estável mostrou que o tipo 

de herança do caráter era citoplasmático. 

c) O sistema mostrou-se favorável para detecção e

potencialidade de mutagênicos. Dos mutagênicos

ensaiados, o metano-sulfonato de etila foi o 

mais eficiente, seguindo-se a luz 

e finalmente o brometo de etÍdeo. 

ultravioleta 

A linhagem 

118 M Rarece ser a mais apropriada para futu-

ros ensaios, já que se mostrou mais sensível a 

mutaçao induzida que a 118 C. 

d) O ensaio para determinação microbiológica de li

sina mostrou a eficiência da linhagem resisten-
... 

te a arginina para tal fim, eliminando-se assim

a necessidade de arginase.
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7. SUMMARY ANO CONCLUSIONS

The present research aimed the study of lysine 

deficient mutants of A-0pe�gillu◊ nidulan� in relation to arginine 

resistance. Also mutants conferríng resistance to arginíne in 

lysine auxotrophic strains were found and genetically mapped. The 

system was studied as a possible indicator of mutagenic agents. 

Fínally, a lysine auxotrophíc strain resistant to argínine was 

used for microbiologícal assay of lysíne. 

Two strains, 118 M and 118 C were studied ín 

relation to arginine resistance. Resistant mutants were obtaíned 

both spontaneously and induced by ultra-violet líght $ ethylmethane 

sulphonate and ethidium bromíde. Genetic analysis of resistant 

mutants was carried out and one of them, was used microbíological 

assay. 

From the obtained results the following conclusions 

could be drawn: 

a) The two used strains differ in relation to

their resístance to arginine and requirement

for lysine; strain 118 M was more suscetible to

arginine and required more lysine when compared

to strain 118 C. Competitíon between argíníne

and lysine for the sarne actíve site of a single

permease can explaín the grester resistance of

118 C straín to arginine. Crosses have shown

that a single gene mutation is responsíble for

the different strains behaviour in relation to

arginine resistance and requirement for lysine.
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b) Argínine resistance obtained from auxotrophic

lysine strains can he due to suppression of the

ly�A 1 gene, backmutation of such gene and

finally strains can become resistant to arginine 

witho�t loss of the lysine auxotrophy,· From

fifteen analysed mutants, nine were due to

suppressor genes which were maped in seven

distinct loci, one was due to true backmutation

and five stíll were auxotrophic for lysine being 

four unstable and one stable; this last one

have shown cytoplasmic interitance for the

arginine resistant trait.

e) The sístem have shown to be most appropríate

for the dettection and to study the efficiency

of mutagenic agents. From the mutageníc used,

ethyl-methane sulphonate was the most effective

followed by ultra-víolet líght and ethídium

bromide. Strains 118 M seems to be the most

favourable for such tests once it is more

susceptíble than 118 C to induced mutatíons.

d) A lys i ne microbíological assay have shown that

one of the arginine resistant strains was very

appropriate for such purpose since the enzime

arginase do not need to be added.
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