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l. INTRODUÇÃO

O fenômeno da instabilidade mitótica ou somá-

tica ocorre na maioria dos seres vivos. Em fungos, particu-

larmente no caso do A.6peJz.glltuJ.i n,é.,duR..anJ.i, esse fenômeno 

bastante estudado devido as fácilidades inerentes ao prÕprio 

sistema. Nesse microrganismo, casos de instabilidade podem 

ser devido a vários fatores, principalmente aberraçoes cromos 

sômicas e herança extra-nuclear. 

Aberrações cromossômicas, como a dissomia(n + 1 

cromossomos), são frequentes em A. n,é.,dulan-0 e já foram obti

das para os oito cromossomos que constituem o complemento ha

plÓide do organismo. Os dissômicos são isolados com relati-

va facilidade, tanto a partir de linhagens diplÔides quanto 

de haplÓides e, dependendo do cromossomo adicional,uma morfo

logia característica lhes ê conferida (UPSHALL� 1971); K�FER 

e UPSHALL
3 

1973). No entanto, uma·série de estudos podem ser 

feitos com essas aberrações, pr1incipalmente no que se refere 

ao seu isolamento, ánálise ci tolÔgica, estabilização e possi 

vel obtenção de dados relativos ao tam311ho do cromossomo envolvido. 
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Em vista disso, o presente trabalho foi desen

volvido com a finalidade de se obter dissômicos a partir de 

linhagens normais e com duplicação cromossômica por via mitó

tica, afim de se comparar a frequência de aneuplÓides obti

dos de linhagens com aberração cromossômica e isentas dessas 

aberrações. Em segundo lugar verificar os efeitos de muta

gênicos químicos na sobrevivência de haplÓides, diplÓides e 

dissômicos objetivando determinar o tamanho do cromossomo en

volvido na aneuploidia. Além disso, estudar citologicamente 

o tamanho do conÍdio e do núcleo em linhagens dissômicas, co�

parando-os com os das linhagens haplÓides das quais se origi

naram. Finalmente, estabilizar os dissômicos através de um 

sistema de letais balanceados. A importância de se obter es 

tabilização em dissômicos de A. n.,ldu.lan..6, poderá no futuro 

propiciar a aplicação dos resultados desses estudos em fun-

gos instáveis, produtores de substâncias de valor industrial. 
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2. REVISAO DA LITERATURA

A revisão da literatura será dividida em duas 

partes principais que interessam diretamente ao presente tra� 

balho. Na primeira parte será feita uma revisão sobre os as

pectos citológicos e aberrações cromossômicas numéricas em 

A-0pengillu-0 nidulan-6 e a segunda parte será relativa a siste

ma com letais recessivos em A-0 pengillu-6 nidu.lan-6. 

2.1. A�pectos citolõgicos e aberrações cromoss6micas nume

ricas em A-0pengillu-0 nidulan-0 

Citologicamente, ELLIOTT (1960) estabeleceu co 

mo sendo oito o núnero haplÓide de cromossomos em A. nidulan-6 , 

os quais são de difícil observação. Estudou o comportamen-

to de núcleos em ascos de linhagens haplÔides observando na 

diacinese e metafase I, oi to bivalentes: três grandes sen

do um deles com sat;lite, dois de tamanho médio,dois pequenos 
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e um muito pequeno. Em linhagens diplÔides, a meiose ocorre 

normalmente até a rnetafase I, mas, fases posteriores típicas, 

bem corno ascos com esporos, sao dificilmente observados. 

Outros aspectos sobre a citologia de A. ni..d.uhm.6 

foram dados por ROBINOW e CATEN (1969) empregando novas 

técnicas de coloração que permitiram melhor visualização dos 

núcleos. Estudaram o co:rr(portamento de núcleos de hifas em 

crescimento e mostraram a presença de fibras entre dois 

cleos filhos, sugerindo que essas fibras representam o 

nu-

fuso 

mitótico. Pela microscopia eletrônica verificaram que o fuso 

é formado por fibrilas. foi proposto que os cromossomos se 

ligam ao fuso e com a elongação das fibrilas, as crornátides 

irmãs são separadas. Durante o processo de divisão não foi 

encontrada dissociação da membrana nuclear. 

Com relação às aberrações cromossômicas numéri 

cas, K'AFER (1960) descreveu o fenômeno da recombinação mitóti 

ca em linhagens diplÓides através da haploidização,onde ocor

rem perdas sucessivas de cromossomos atingindo o estado ha

plÓide. Em trabalho subsequente, KJ..FER ( 1961) descreveu o fe

nômeno da aneuploidia·, onde o estado haplÓide é obtido por um 

processo de não disjunção mitótica. 

POLLARD e eo'l. (1968) estudaram os efeitos 

exercidos pelas aberrações cromossômicas na não disjunção mi

tótica e meiótica, estimando a frequência de aneuplÓides do 
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tipo n + 1 em cruzamentos de linhagens normais e de linhagens 

com aberração cromossômica. Em cruzamentos entre linhagens 

normais, foram produzidos aneuplÓides com frequência extrema

mente baixa, indicando ser a incidência de não disjunção mei§ 

tica mui to rara. Em cruzamentos entre linhagens com trans,lo

cagão, ao contrário, encontrou-se maior frequência de aneu-

pl.Ó.ides. Foi sugerido que, como em organismos superiores 

( STUTERVANT, 19 26; DOB ZHANSKY, 19 30, BEADLE, 1932; GLASS, 

Z-933) pelo fato de translócaçÕes terem sido encontradas em 

A. n.-ldu.lanf.i (K"AFER, 1965), q.ue os cromossomos homólogos nao

idênticos estruturalmente tn-ost:ti-am um aumento na frequência de 

não disjunção meiótica. As frequências de aneuplÔides mitó

ticos e meióticos· foram diferentes, onde a não disjunção mitó 

tica não foi influenciada pelas aberrações ... .  cromossolillcas. Con-

clui-u-se que o processo de segregação cromossômica que dá ori 

gem aos aneuplÓides meiót4,cos não é o mesmo que origina os mi 

tÓticos ou, na meiose as a,berrações tem efeitos específicos 

no processo, possivelmente, interagindo com recombinação. 

Ainda, POLLARD e col. (1968) mostraram que co

lonias dissômicas ou trissômicas são anormais no fenótipo, s,2 

maticamente instáveis e apresentam um fenótipo específico,de

pendendo de qual seja o cromossomo adicional, UPSHALL (19?1)

constatou que essa especificidade fenotípica é válida tam

bém para aneuplÓidep isolados de linhagens da coleção de Bir

mingham, que tem bases genéticas diferentes das linhagens de 
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Glasgow utilizadas por POLLARD e aoZ. (1968).

AZEVEDO e ROPER (19?0) estudando variantes de

teriorados a partir de uma linhagem com duplicação cromossômi 

ca, verificaram que um desses deteriorados (V8) produzia alta

frequência de dissômicos para o grupo de ligação III. Vários 

efeitos do ambiente, como alterações no pH e temperatura, fo

ram estudados com relação à frequência de dissômicos produzi

dos por essa linhagem (GABRIELLI, dados ainda não publicados). 

DANTAS D'ARCE (19?2) estudando dissômicos de 

A. n.,ldula.n-6 procurou corr.elacionar grupos de ligação e cromo.ê_

somos através de curvas de sobrevivência à luz ultra-violeta. 

No entanto, a luz ultra-violeta mostrou-se nao ser o agente 

indicado no caso, em virtude de problemas relacionados prin

cipalmente com a coloração dos conÍdios. 

Quanto aos aneuplÓides de A. n.,ldulan.-6, uma de.ê, 

crição completa dos oito dissômicos e trissômicos foi dada 

por K'AFER e UPSHALL (19?5), inclusive o tipo n+l para o cro

mossomo VIII, que tem baixa viabilidade e não havia sido des

crito anteriormente. De modo geral, os aneuplÓides sao re

conhecidos pelo seu crescimento lento, inicialmente de morfo

logia anoPmal, com pouca conidiação e altamente instáveis,pro 

<luzindo setores haplÓides. Os oito tipos dissômicos são dis

tintos, diferindo claramente no tamanho do centro aneuplÓide, 
1 

na conidiação e na densidade e coloração do micélio, embora 
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essas características sejam influenciadas por efeitos do am

biente. 

Como des.cri to anteriormente, cruzamento entre 

linhagens de A. nidulan-0 contendo translocações heterozigotas, 

aumenta a frequência de não disjunção, principalmente para os 

cromossomos envolvidos na translocação, resultando dissômi

cos que podem ser detectados visualmente (POLLARD e c:oZ. • ., 1968).

Baseados nesse fato, UPSHALL (19?4) e UPSHALL e K�FER (19?4)
.,

consideraram que outras translocações teriam efeitos simila

res. Através da análise meiótica, tais translocações foram 

detectadas pela observação da frequência dos tipos dissômi

cos e novas translocações foram identificadas pela caracteri

zaçao genética e visual. Esse método permitiu a identifica

çao da presença de uma aberração cromossômica, pela inspeção 

dos segregantes meióticos, eliminando desse modo uma análise 

citológica. 

Usando dissômicos provenientes de cruzamentos 

entre linhagens com translocação recíproca, K�FER(19?3., 19?5)

descreveu novas técnicas para mapear translocações, que tam

bém foram usadas para localizar centrômeros e marcas meiotica 

mente não ligadas. 

Certos agentes que induzem ou selecionam ha

plÓide,s a partir de linhagens diplÓides, sao também indutores 

efetivos de aneuplÓides em A. nidulan-0 e outros fungos. Assim 
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aneuplÓides sao obtidos no processo de haploidização por p-fluoE_ 

fenilalanina (LHOAS, 1961; MORPURGO, 1961) . O mesmo pode ser 

obtido com certos fungicidas como o benlate (HASTIE, 19?0),

griseofulvina (KAPPAS e GEORGOPOULOS, 19?4) e cloroneb (AZE

VEDO e SANTANA, 19?5). 

AneuplÓides de constituição n + 1 sao obtidos 

também em outros fungos, tais como, Ne.wto-6poll.à. c.JuU-óa. (PITTEN

GEN, 1954) e Sa.c..c..ha.1tomyc..e.-6 c..e.Jte.vL6-la.e. (COX e BEVAN, 1962).

Na realidade, nessa levedura, PARRY e COX (19?0) encontra

ram, ao contrár.�o do qu� ocorre nos outros fungos,, uma alta 

tolerância a aneuploidia. Quase simultaneamente, SHAFFER e

aoi. (19?1) descreveram um dissômico extremamente estável em 

Sa.c..c..ha.1tomyc..e.-6 c..e.1te.vi-6ae.. Este dissômico, para o cromossomo 

III, não perde seu cromossomo adicional durante a meiose ou 

mitose, constituindo desse modo, um excelente material para 

estudos bioquímicos e genéticos. 

2.2. Letais recessivos em A-0pe.1t9il.e.u-6 nidu.e.an-6 

Em essência, muitos dos mutantes observados em 

fungos sao letais. Assim, mutações para auxotrofia tem efei

tos letais em meios de cultura que não apresentam o requisito 

nutrimental específico para o qual o fungo é deficiente. No 
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entanto, esse tipo de mutação é reparável, pois o mutante po

de crescer e ser mantido em outros meios de cultura. Um segu� 

do .tipo de mutante letal é o não reparável, isto é, aquele 

que só pode ser mantido na. presença de seu alelo normal ou 

selvagem e dominante sobre o letal recessivo. 

O estudo de mutantes letais recessivos nao re 

paráveis em fungos foi realizado pela primeira vez por ATWOOD

e MUKAI ( 1953) em Neu1to-0po'1.a c.1ta-0-0a atentando para o fato de 

os conÍdios dess� �spécie serem multinucleados. f possível 

indução de letais em conÍdios multinucleados e os n�cleoF �o 

mantidos por heteroca:ir.iose. Assim esse método, em princípio, 

.é aplicável a todos os fungos que podem formar heterocários 

e onde complementação pode ocorrer (BURNETT, 19?5). DE SERRES 

(1969) em Neu1to-0po1to c.1ta-0-0a descreve um sistema de estudo de 

letais recessivos. 

Especificamente e� A. nidulan-0, mutações le-
. . - ... . . - . . tais recessivas nao reparaveis tem sido mais estudadas em li-

nhagens d�plÕides do que em �neuplÓides ou em linhagens ha

plÕides duplicadas. O pr�meiro trabalho sobre letais recessi 

vos em diplÓides foi o de TECTOR e KAFER (1962), Usando al

tas doses de raios gama, analisaram os setores haplÓides pro

venientes de cada núcleo diplÓid-e irradiado. Mais da me;tade 

dos sobreviventes apresen:tou translocações viáveis, enquanto 

que, somente· um caso de letal recessivo foi detectado em uma 
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amostra de 27 núcleos diplÓides analisados. Posteriormente, 

KílFER e CHEN ( 1964) usando luz ultra-violeta, também em di

plÓides, encontraram maior número de letais recessivos e me

nor de translocações, quando comparado com os resultados de 

TECTOR e KAFER (1962) com raios gama. 

Ainda com relação à indução de letais recessi

vos com luz ultra-violeta, AZEVEDO (1966) estudou duas linha 

gens diplÓides de A. nidulan-0 sob esse aspecto. A frequên

cia total de letais recessivos foi de 29,3% sendo 56 vezes 

maior do que a de deficientes nutricionais induzidos pelo mes 

mo mutagênico. A maior parte dos letais encontrados pode ser 

localizada nos diferentes grupos de ligação. Em trabalho sub

sequente, AZEVEDO e ROPER (196?) estimaram a frequência de 1� 

tais recessivos, espontanea e induzida por luz ultra-violeta, 

em duas linhagens diplÓides. Espontaneamente, nenhum letal 

foi detectado enquanto que com tratamento, 28% de letais fo

ram encontrados. Dos isolados, um foi heterozigoto para dois 

letais não ligados, cada i.im deles num componente haplÔide,dag 

do um heterocârio estável que produzia duas classes de 

dios haplÓides não viáveis. Outro isolado apresentou um sis

tema balanceado por dois letais nao alêlicos ligados em .t1c.an.6 

e seis foràni diplÓides est:âveis que não produziram setores ha 

p1Óides. 

Além' de raios gama e ultra-violeta, outros mu-
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tagênicos foram empregados para induzir letais recessivos em 

diplÓides de A. n�dulan-0. AZEVEDO (1970) estimou a frequên

cia de mutações recessivas letais induzidas pelo ácido nitro

so e encontrou um total de 8% de letais. Um dos isolados foi 

heterozigoto para dois letais nao alelos em t�an-0 no cromosso 

mo III e, após irradiação com luz ultra-violeta, houve produ

ção de um heterocário estável, balanceado pelos dois letais. 

A análise genética mostrou que a luz ultra-violeta induziu a 

translocação de um segmento do cromossomo III, carregando um 

recessivo letal e também o alelo selvagem do outro letal, pa

ra o cromossomo V. A comparação dos dados encontrados com 

luz ulta-violeta (AZEVEDO e ROPER, 196?) e com os do ácido ni 

troso, revelou que a irradiação ultra-violeta induz aproxima

damente três vezes mais letais em diplÓides do que o mutagêni 

co químicó usado nesse trabalho. 

DANTAS D'ARCE (19?2) trabalhando com aneuplÓi

des, procurou verificar a possibilidade de aumentar a estabi

lidade desses aneuplÓides através de um sistema de letais ba

lanceados induzidos por luz ultra-violeta. A ·estabilidade P2 

de ser demonstrada, pelo menos parcialmente. A razão da nao 

estabilização completa foi devido, provavelmente, a ocorren-

eia de permuta somática produzindo recombinantes que não mais 

carregavam o sistema de letais balanceados e que,portanto,pe� 

deram o cromossomo em excesso. 
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PARAG e ROPER (19?5) conseguiram estabilizar com 

luz ultra-violeta uma linhagem duplicada de A. nldulan-0. A 

i�radiação ultra-violeta induziu deleção ou uma mutação letal 

no segmento do cromossomo duplicado. Como evidências claras 

da presença de mutação letal não foi conseguida, os autores 

concluíram que uma deleção foi a responsável pela estabilida

de da linhagem, proporcionando uma seleção contra a perda do 

segmento homólogo translocado. 

A estabilização de linhagens de fungos, atra-
... 

ves de um sistema de letais balanceados, tem sido preconizada 

como um dos processos de manutenção das propriedades favorá

veis de linhagens industriais. Esses aspectos são descritos 

nos trabalhos de BALL (19?3a, 1973 b) e BALL e AZEVEDO (19?6).

Sugere-se, por exemplo, que uma linhagem industrial de 

Penlellllum ehny-009enum utilizada no laboratório industrial 

Lilly para produção de antibiótico é na realidade um diplÓide ba

lanceado letal (BALL, 19?3b) que foi obtido à semelhança do pro

cedimento descrito por AZEVEDO e ROPER (196?). Também recen

temente em uma linhagem de A-0pvz.9,i.,llu-0 nlgell,, utilizada indu.ê_ 

trialmente na produção de ácido cítrico, a baixa viabilidade 

dos esporos bem como o aumento de produção do ácido cítrico 

após irradiação com raios gama, foi atribuída à existência de 

um núcleo carregando um letal recessivo em conÍdios. Como es

ses conÍdios podem ser uni ou binucleados, os uninucleados 
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carregando o letal seriam inviáveis e os binucleados seriam 

viáveis e por heterose dariam colonias com alta produção de 

ácido (SILVA, 19??). 
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3. MAtERIAL E M[TODOS

3.1. Linhagens utilizadas 

a. Linhagem MSE (Master Strain E) contendo maE_

cado!les g-enéticos em todos os oito grupos de ligação (M0CULLY

e FORBES, 1965), como se observa na Figura 1. 

Figura 1 - Marcadores genéticos da linhagem MSE. 

Grupos de Marcadores genéticos ligação 

I -6uA1a.dE20 yA2 a.dE20 

II wA3 

III ga.lA 1 

IV ptj!LDA4 

V 6a.c.A303 

VI 
-6 B3

VII o 
n.ic. B-8 

VIII 
1tiboB2 
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Os centrômeros estão representados por o. Os 

fenótipos dos marcadores genéticos podem ser encontrados no 

item 3.1.1. 

Obs.: As posições dos marcadores genéticos nao estão em  esaa

Za no mapa. 

b. Linhagem A que apresenta uma duplicação cr�

mossômica do grupo de ligação I, translocada para o grupo de 

ligação II (NGA e ROPER, 1968). A constituição genética da 

linhagem A pode ser observada na Figura 2. 

Figura 2 - Marcadores genéticos da linhagem A. 

Grupos de 
ligação 

I 

II 

Marcadores genéticos 

p�oA1 pabaA6 yA2 + + 

wA3
+ 

+ adE20 bil-1 
. ______ i----------------0---------------------

Os centrômeros estão representados por o. Os 

fenótipos dos marcadores genéticos são encontrados no item 

3.1.1. 

grupo de ligação I 

------------ grupo de ligação II 

Obs.: As posições dos marcadores genéticos não estão em escala no mapa. 
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c. Linhagem pnoA1 pabaA6 yA2 (não duplicada).

d) Linhagem biA1 methG1 cuja constituição ge

nética pode ser observada n� Figura 3. 

FIGURA 3 - Marcadores genéticos da linhagem biA1 me.t.hG1. 

Grupos de 
ligação 

I 

IV 

Marcadores genéticos 

biA1 

m e.t.hG 1 

Os centrômeros estão representados por o. Os 

fenótipos dos marcadores genéticos são encontrados no item 

3.1.1. 

Obs.: As posiç3es dos marcadores gen�tiaos n5o est5o em esca

la no mapa. 

d. Linhagem diplÓide b,i,Alll MSE.

_e. Linhagens dissômicas: ct1, d2, ct3 e d4.

As quatro primeiras linhagens são originárias 

do Departamento de Genética da Universidade de Sheffield, In-

glaterr·a e as linhagens biA 1 li MSE e dissômicas foram por nos 
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obtidas no Setor de Genética de Microrganismos do Instituto 

de Genética da Escola Superior de Agricultura "Luiz de Quei

roz" em Piracicaba. A linhagem biA7//MSE foi obtida do cru

zamento das linhagens b,,[A1 com MSE e as dissômicas foram iso

ladas a partir das linhagens MSE e A. 

Marcador 

adE20 

biA1 

6ac.A303 

galA1 

me:thG1 

nic.B8 

paba.A6 

p1toA1 

py1toA4 

Jt,i..boB2 

-0B3 

3.1.1. Marcadores geneticos e fenõtipos dos mutantes 

utilizados 

Fenótipo 

Requisito para adenina. 

Requisito para biotina. 

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

Incapaz de crescer em meio contendo galacto 
se como Única fonte de carbono. 

Requisito para metionina. 

Requisito para ácido nicotínico. 

Requisito para ácido p-aminobenzÓico. 

Requisito para prolina. 

Requisito para piridoxina. 

Requisito para riboflavina. 

-0uA1adE20 

Requisito para tiossulfato. 

Supressor do mutante adE20.

ConÍdios amarelos. yA2 

wA3 ConÍdios brancos 
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3.2. Meios de cultura e soluções usadas 

3.2.1. Meio minimo 

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

NaNO3 . . . . . . 

KH2PO4. . . . . . . . 

KCl . . . 

MgSO4 . 7H2O . . . 

. . . . . . 

o . . . . 

. . . . . 

. . 

. . . . . 

. . 6,0 g 

. . 1,5 g 

. . O, 5 g 

. . 0,5 g 

traços 

traços 

. .10,0 g Glicose . 

Agar . .  , . .  , . . . 15,0 g 

Água destilada . . . . . . .1. O O O ml 

pH ajustado para 6,8 com NaOH 4%. 

3.2.2. Meio completo 

Preparado tamb�m de acordo com PONTECORVO e coZ. 

(1953), adicionando-se ao meio minimo: 

Peptona . . . . . . . . . . 2, O g 

Caseína hidrolizada . . . . . . 1,5 g 

Extrato de leveduras. . . . . . . . 0,5 g 

Solução de vitaminas. . . . . . 1,0 ml

Ácido nucle.ico de leveduras . . . . 2,5 ml

pH ajustado para 6,8 com NaOH 4 9,: o .



3.2.3. Solução de vitaminas 

Biotina . . . . . . .  . 

Ácido p-aminobenzóico 

Aneurina (Tiamina) . . .

Piridoxina . . . .

Ácido nicotínico. 

Riboflavina . . .  

Água destilada esterilizada 

0,2 mg 

10,0 mg 

50, O mg 

50, O mg 

. 100,0 mg 

100,0 mg 

. .  100,0 ml 

.19 . 

A sol'l.l.9ão é posteriormente esterilizada em ba

nho-maria por 15 minutos e guardada no refrigerador à 4°C em 

frasco escuro, sob clorofórmio. 

3.2.4. Solução de ãcido nucleico de leveduras 

Ácido nucleico de.leveduras - 2 g em 15 ml de solução 
lN de HCl. 

Ácido nucleico de leveduras - 2 g em 15 ml de solução 
lN de NaOH. 

Ambas as soluções são aquecidas a 100° c por 20 mi

nutos, misturadas e o pH é ajustado para 6,0 com NaOH 4%. Fil 

tra-se e completa-se o volume para 40 ml sendo a seguir conser 

vada no.refrigerado� à 4°C, sob clorofórmio. 
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3.2.5. Solução de tween 

... 

Adiciona-se tween 80 na agua destilada em uma 

concentração de 0,1% (v/v). A seguir, distribui-se em tubos 

(2,5 ml por tubo) e autoclava-se. 

3.2.6. Solução salina 

Prepara-se uma solução de cloreto de sódio 

O, 89'% dissolvendo-se o sal em água destilada. A solução é c� 

locada em frascos (9 ml por frasco) sendo a seguir autoclava

da. 

3.2.7. Soluçio de desoxicolato de sõdio 

Adiciona-se desoxicolato de sódio em água de-s• 

tilàda em uma concentração de 16%. Após a autoclavagem e res 

friamente, co·nserva-se a solução no refrigerador a 4°C. 

3.2.8. Solução fosfato pH 7,0 

KH2P04 . . . . . 5,304 g 

KHP04. . . . . . . . 10,614 g 

Água destilada . . . 1.000 ml 
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A solução é distribuída em frascos (9 ml por 

) d d f .  d �a 4°C. frasco , autoclava a e conserva a no re rigera or 

3.2.9. Solução acetato pH 4,4 

Solução A 

Ácido acético . . . . 1,155 ml 
Água destilada . . . . . .  100 ml 

Solução B 

Acetato de sódio. 
Ãgua destilada . . . . 

1,64 g 
• .1 O 00 ml 

Autoclavam-se separadamente as duas soluçõ�s 

e no momento de ser usada, misturam-se 12,75 ml d� solução A 

com 12,25 ml da solução B em frasco esterilizado. 

3.2.10. Solução de nitrito de s5dio 

Prepara-se uma solução 0,5M de nitrito de só

dio dissolvendo-se o sal em �gua destilada esterilizada. A�! 

lução é preparada no momento da sua utilização. 
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3.2.11. -Solução tris-icido maleico 

PPeparada de aaordo aom ADELBERG e coZ.(1953). 

Substitui-se os sais de fosfato empregados no 

meio mínimo (item 3.2.1.) por 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-pro 
-. 

panodiol (tris) e por ácido maleico, cada em uma concentração 

de M/20. Ajusta-se o pH para 6,0 com NaOH 4% e autoclava-se. 

Tris. . . . . . . 

Ácido maleico . .  

Meio mínimo líquido 

0,6057 g 

0,5804 g 
. .  , 

. 100 ml 

3.2.12. Solução de metano sulfonato de etila 

Prepara-se uma solução de metano sulfonato de 
.. 

etila 2% (v/v) adicionando-se o mesmo em agua destilada este-

rilizada, imediatamente antes do seu uso. 

3.2.13. Solução de Albumina 

Prepara-se uma solução de albumina 5% adicio-

.. 

nartdo-se clara de ovo em agua destilada, filtra-se e conser-

va-se em frasco escuro a 4° C no refrigerador. 



3.2.14. Solução fosfato pH 6,9 

Solução A 

NaH
2

Po
4 

• • • • • • • • 

Água destilada. 

Solução B 

Na
2

HP0
4 

• • • • • • • •  

27,80 g 

1000 ml 

53,65 g 

Água destilada . . . . . 1000 ml 

. 2 3. 

Coloca-se 45 ml da solução A, 55 ml da solução 

B e 100 ml de água destilada. 

3.2.15. Solução Helly 

Bicromato de potássio . . .. 3 g 

Cloreto de mercúrio 5 g 

Água destilada . . . . . . .  100 ml 

Conserva-se a solução em frasco escuro. 

3.2.16� Meio de acetato de am6nio 

PP�parado d� acordo aom APIRION (1962) 

Acetato de amônio 

KH2Po4 • , • • • • •

. . 12,0 g 

3,0 g 



NaCl 

MgS0
4 

• 7H
2

0 

FeS0
4 

• • • • • 

ZnS0
4 

Agar 

Água destilada. 

2,0 g 

0,5 g 

traços 

traços 

15,0 g 

.1000 ml 

pH ajustado para 6,1 com NaOH 4%. 

3.2.17. Meio minimo de galactose 

• 2 4.

Preparado da mesma forma que o meio mlnimo(item 

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

fonte de carbono. 

3.2.18. Meio minimo liquido mais 2% de meio completo 

Adiciona-se ao meio mínimo líquido 2% de meio 

completo, distribui-se em tubos (2,5 ml por tubo) e autocla-

vam-se. 

3.2.19. Solução de p-fluorfenilalanina 

Prepara-se uma solução de p�fluorfenilalanina 

1% dissolvendo-se o mesmo em água destilada esterilizada. A 
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seguir, a solução é esterilizada em banho-maria por 15 minu

o tos e conservada no refrigerador a 4 C.

3.2.20. Suplementos adicionados ao meio mínimo 

Prepara-se o estoque de suplementos adicionan

do-se cada um deles em água destilada esterilizada. A solu

ção é a seguir colocada em banho-maria por 15 minutos para es 

terilização e conservada no refrigerador a 4
°
c.

P Solução estoque Quantidade adi- Concentração 
cionada por pla final no maio (100 ml de H20) ca( 2 O ml de meío de cultura. 
de cultura). 

Adenina. . . . . . 500 , o mg 0,1 ml 25,00 -µg/ml 

Ácido nicotínico .. 10,0 mg 0,1 ml 0,50 -µ g/ml 

Ácido p-aminoben-
.,. .

5 , o O ,1 ml O ,2 5 -µg/ml ZOJ.CO, . . . . mg 

Biotina. . . . . . l.j. ' o mg 0,1 ml 0,20 -µg/ml 

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

Piridoxina 5 , o mg 0,1 ml O , 2 5 -µg/ml 

Prolina. . . . . . 1,0 g O ,1 ml 50,00 -µg/ml 

Riboflavina. 10,0 mg 0,1 ml 0,50 -µ g/ml 

Tiossulfato de sódio .. 2,0 g 0,1 ml 100,00 -µg/ml 

3.2.21. Placas de anãlise 

Para a análise genética da s. colonias, utiliza

ram-se placas de Petri com meio completo,com meio mínimo, com 
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meio mínimo suplementado com todos os requisitos nutrimentais 

envolvidos no cruzamento e com meio mínimo suplementado com 

todos os requisitos, exceto aquele sob análise. Utilizaram-se 

também placas contendo meio de galactose e placas contendo 

meio de acetato suplementadas com todos os requisitos nutri

mentais. 

3.3. Esterilização e incubação 

Os meios de cultura e as soluções foram sempre 

esterilizad.os em autoclave por 15 minutos a 1 atmosfera de pr� 

são e a 120 °c. 

A temperatura de incubação foi de 37°c em to

dos os experimentos, exceto nos casos que serão assinalados. 

3.4. Obtenção espontinea de aneuplÕides com desoxicolato 

de sÕdio 

Foram utilizadas as linhagens haplÓides nor-

mais MSE e b.lA1 me.,thG1, e a linhagem A, haplÓide com duplica

çao crompssômica. Separadamente, conÍdios dessas linhagens fo

ram transferidos para solução-de tween com auxílio de uma al

ça de platina, as cadeias de conÍdios foram desagregadas por 
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agitação e a quantidade de conÍdios nas suspensoes foi estima 

da através de hematímetro. Foram feitas diluições adequadas 

em solução salina e 0,1 ml das suspensoes foi semeado em pla

cas de Petri com meio completo ao qual se adicionou 2,5 ml da 

solução de desoxicolato de sódio por 1000 ml de meio dando uma 

concentração final de 0,08% (MACKINTOSH e PRITCHARD, 1963 ).

Após a incubação de 72 horas, procedeu-se a contagem das co

lônias e a observação das mesmas. 

ConÍdios &as colonias com morfologia ou cresci 

menta anormais foram tr�nsferidos para tween e depois de desa 
-

gregados foram diluídos em salina e semeados em placas com meio 

completo. Microcolonias monospÓricas ( 16 - 18 horas de incuba 
.... 

ção) foram transferidas uma a uma para placas com meio compl! 

to e incubadas por 72 horas. Após esse período de incubação, 

as colonias identificadas visualmente como aneuplÓides, foram 

estocadas em tubos de ensaio contendo meio completo inclinado � 

e conservadas no refrigerador. Dos aneuplÓides obtidos, qua

tro dos identificados como dissômicos foram selecionados para 

os próximos passos. 

3.4. l. Contagem do numero de colonias haplÕides pro� 

veni�ntes de diss6micos 

ConÍdios de cada linhagem dissômica foram trans 
..,.. 

feridos para solução de tween, ·desagregados por agitação e o 
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número de conÍdios da suspensao foi estimado em hematímetro. 

A seguir, fizeram-se diluições adequadas em salina e semeou-se 

0,1 ml em placas co� meio completo. Após o período de incuba

çao de 72 horas, contaram-se o número de colonias dissômi

cas e o número de colonias haplÓides. 

3.5. Tratamento com mutaginicos qulmicos 

As linhagens haplÓides MSE e b-lA 7 methG 1 e a 

linhagem diplÓide b-lA1ll MSE, foram tratadas com os mutagêni

cos químicos: ácido nitroso, N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguani

dina (NG) e metano sulfonato de etila (EMS). Com a relação 

ao Último mutagênico citado, foram empregadas também as linha 

gens haplÓides A e p�oA1 pabaA6 yA2 e as linhagens dissômicas 

d1, d2, d3 e d4.

1.5.l. Tratamento com icido nitroso 

As linhagens foram submetidas ao tra-tamento com 

,cido nitroso pelo método de SIDDIQI (1962). Os conÍdios de 

cada linhagem foram colocados em solução de tween e após se

rem desagregados por agitação e estimado o seu número na sus 

pensão, em hematímetro, adicionou-se solução de acetato pH 4 ,4 

e solução de nitrito de sódio. Os controles foram feitos do 
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mesmo modo, exceto a adição da solução de nitrito de sódio. 

Os frascos "tratamento" e "controle" foram man 

tidos a 37 ° c em banho-maria durante todo o experimento e cada 

um deles com 10 ml, como segue: 

Trata
mento 

Solução de nitrito de sódio 0,5M 0,33 ml 

9,17 ml 

0,50 ml 

Solução acetato pH 4,4 . . . . 

Suspensão de conÍdios em twe•n 

Volume total . . . 

o tratamento foi 
., 

tervalos de tempo o ' 5' 10, 15, 

la transferência de amostras (1 

. . . 

10,00 ml 

interrompido em 

20, 25, 30 e 60 

ml) para solução 

Controle 

9, 50 ml 

0,50 ml 

10,00 ml 

diferentes in 

minutos, pe.:.

fosfato pH

7, O. Foram feitas diluições convenientes em soluç.ão fosfa-t-o 

e amostras de 0,1 ml foram semeadas êm placas com meio compl2;: 

to. Apôs 7 2 horas de incubação, proc·edeu-se a contagem d�-'s 

colonias e, considerando-se as diluições feitas e o volume se 
.,....,. 

meado, estimou-se o número de conÍdios viáveis por mililitrto. 
\ 

A porcen�agem de sqbrevivência foi calculada para os diferen., 

tes intervalos de tempo em relação ao controle (tempo 

considerado com o nível de 100% de sonr-�vivência. 
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3.5.2. Tratamento com N-metil-N 1 -nitro-N-nitroso1u•� 

nidina (NG) 

O método de tratamento com NG foi o mesmo tissa-

do por CLVTTERBVCK e SINHA (1966). Adicionou-se 6 rng de NG em 

10 m1 de solução tris-ácido maleico e aqueceu-se em banho ... ma.,. 

ria atê a dissolução completa do agente mutagênico. Um ml da 

suspensao de conÍdios previamente feita em tween e de quanti• 

dade conhecida, foi adicionada a 1 ml da solução tris-ácido m!l 

leico. A seguir, misturou-se a suspensão de conÍdios (2 ml) 

com a solução com NG (10 ml) dando uma concentração final d� 

NG de 0,5 mg por mililitro. Da mistura, retirou-se imediata

mente uma amostra de 1 ml (tempo zero) e o restante foi incu

bado a 3'7°c com agitação ocasional. Amostras (2 ml) de 10, 

20 e 30 minutos foram retiradas sendo que o tratamento foi Pi:, 

ralisado com centrifugação por 5 minutos a 2000 rpm. Ressus• 

pendeu-se em água esterilizada, centtiifugou-se e ressuspen;o

deu-se novamente em 2 ml de água esterilizada. A seguir,l ml

foi transferido para solução salina e ap6s diluiç5es adequa

das, fez-se a semeadura dos conÍdios em placas com meio com-

pleto. Após o período de incubação de 72 horas, estimo-u-se 

o número de conÍdios viáveis por mililitro e as porcentagens

de sobreu-ivência em relação ao tempo zero (100% de sobre:vi�· 

vência), considerando-se o número de colonias sobreviventes ,·a 

diluição e o volume semeado. 
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3.5.3. Tratamento com metano sulfonato de etila (EMS) 

Cada linhagem foi tratada com EMS de acordo com 

o m;todo descrito por ROSATO (1973). Preparou-se uma suspen

sao de conÍdios em 3 ml de solução de tween e estimou-se · · o 

seu número em hematímetro. Posteriormente, dividiu-se a sus

pensao em duas porções: uma de 2 ml e outra de 1 ml. Na por

ção de 2 ml, adicionou-se 4 ml de uma solução de EMS 2%, dan-

do uma concentração aproximada de 1,33% (v/v). A suspensao 

foi incubada em estufa a 28° C e após 2 ,4 e 6 horas de trata-

mento, retirou-se 1 ml que foi colocado em solução salina. 

Após diluições adequadas, semeou-se 0,1 ml em placas com meio 

completo. Na outra porção de conÍdios adicionou-se 2 ml ele 

;gua esterilizada (tempo zero). Ap5s 72 horas de incubação 

a 37
°
c, fez-se a contagem das colonias, estimou-se o numero 

de conÍdios viáveis por ml e a porcentagem de sobrevivência 

para cada tempo de tratamento. As colonias resultantes da po� 

çao que não sofreu tratamento foram consideradas com o nível 

de 100% de sobrevivência. 

3.6. Diâmetro de conidios, de seus núcleos e porcentagem 

de conldios uni, bi e trinuclead-0s 

ConÍdios das linhagens MSE, A, p1t.0A 1 pabaA6 yA'i., 

d1, d2, d 
3 e d4 foram transferidos para tween, desagregados�
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estimado o seu número em hematimetro e convenientemente diluí 

dos em solução salina. Amostras de 0,1 ml foram semeadas em 

placas com meio completo e apõs 72 horas de incubação, fize

ram-se preparações citológicas de conídios provenientes d€ ca 

da uma das linhagens, seguindo-se o método de ROBINOW e CA ...

TEN (1969), modificado por Paes de BarPos (19'1'1).

Com auxilio de uma alça de platina, colocaram-se 

conÍdios sobre uma lamínula, adicionou-se uma gota da solução 

de albumina, homogeneizou-se a suspensio com outra lamínula e 

estas·foram deixadas secar separadamente. A fixação foi fei

ta colocando-se 5 ml da solução Helly em vidro de relógio e 

adicionando-se 0,3 ml de formol neutro, solução na qual as la 

mínulas ficaram por 15 minutos, no escuro. Decorrido esse tem 

po, lavaram-se as lamínulas em álcool etílico 70% e fez-se a 

hidrólise com HCl lN a 63°C em banho-maria por 20 minutos. De 

pois disso, as lamínulas foram lavadas em água destilada por 

2 vezes. Colocou-se 10 ml da soluçao fosfato pH 6,9 e acres

centou-se 18 gotas de Giemsa onde as lam:Ínulas ficaram por 

60 minutos. Decorrido esse tempo, foram lavadas em solução 

fosfato e colocadas em lâmina para observação microscópica. 

Após a preparaçao das lâminas de cada linhagem, 

fizeram-se medidas do diâmetro de 30 conÍdios ( uninucleados) 

e dos seus respectivos núcleos com ocular micrométrica com 

charriot (Carl Zeiss, 8 x) e objetiva de imersão. Fez-se tam

bém a contagem do número de conídios uni,· bi e trinucleados, 

num total de 800 - 900 conÍdios. 
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3.6.l. Anãlise estatistica 

Afim de se compararem os diferentes dissôrni-

cos com relação ao diâmetro dos conÍdios e núcleos, realizou-se 

urna análise estatística dos dados. Para tal, calculou-se o 

desvio padrão dos valores obtidos para o diâmetro dos .... coni-

dios e núcleos de cada linhagem haplÓide e dissôrnica. Corno P2 

rérn, tinha-�e interesse em comparar os dissômicos entre si, 

obtiveram-se as razões do diâmetro de cada um deles com as li 

nhagens haplÓides que lhes deram origem. A seguir, calculou-se 

o desvio padrão dessa razão, dissôrnico/linhagem de origern,uti

lizando-se a fórmula de OSBORNE e PATERSON (1952), isto é:

Se Z = x 
y 

V(Z) 

então, 

Posteriormente essas razoes foram comparadas 

utilizando-se os respectivos intervalos de confiança conside 

�arido-se cada razão ± dois desvios padrões (r ± 2s). A se

guir, esses dados foram comparados considerando-se como nao 

diferentes entre si as razões cujos intervalos de 

fossem sobrepostos na maior parte. 

confiança 
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3.7. Estabilização de dissômicos 

3.7.1. Tratamento com luz ultra-violeta e seleção de 

dissômicos estãveis 

As quatro linhagens dissômicas selecionadas ti 

veram, separadamente, o mesmo tratamento. Os conÍdios fol'am 

colocados em solução de tween, desagregados, estimado seu nii-

mero na suspensao em hematímetro e feita a diluição de 1:10 

em solução salina. Essa suspensão foi colocada em placa de 

Petri estéril e irradiada com luz ultra-violeta (2537 R) du

rante intervalos de tempo diferentes. As linhagens ct1 e a2 
sofreram três minutos de irradiação e as linhagens d3 e d4 q�

tro minutos de irradiação. Em seguida foram diluídas em so-

lução salina e semeadas em placas com meio completo. Parale

lamente, repetiu-se o mesmo processo com conÍdios não irrad.i!, 

dos. Após 72 horas de incubação, procedeu-se a contagem das 

colonias dissômicas e seleção das mais estáveis inoculando-as 

em p]acas com meio completo (3 por placél) mais uma inocula--

ção da colonia dissômica não irradiada, para confronto. As c:e_ 

lonias que apresentaram centros dissômicos maiores e pOUCQ$

setores haplÓides, após o período de incubação de 7 2 horas• , 

foram estocada:s em tubos com meio completo inclinado. 

A dosagem de 3 e 4 minutos de irradiação foi 

resultant-e de curvas de sobrevivência previamente feitas para 
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as linhagens dissômicas, afim de se conhecer a dosagem que 

. 

� 

desse 1% de sobrevivência a luz ultra-violeta, 

3.7.2. Tamanho do centro dissõmico e numero de seto

res haplÕides 

Separadamente, conÍdios das linhagens MSE, A, 

plt.oA1 paba.A6 yA'l., d1, d2, ct3 e ct4 e dos dissômicos estáveis

dl,l' ª1.2 ····�· dl�S; d2.l' d2.2 ..... ª2.s; d3.l' d3,2•···

d3,5 e a
4•1 ••••. d4_5, foram colocados em solução de tween,

desagregados e após estimativa da quantidade de conÍdios em 

, hematímetro, foram feitas diluições em salina e semeados em 

placas com meío completo, Após 16 - 18 horas de incubação, 

15 microcolonias de cada linhagem foram retiradas e coloca

das, uma a uma, no centro de placas contendo meio completo. 

Após 6 dias de incubação, fizeram-se medidas do diâmetro to

tal da, colonias, do centro dissômico quando linhagem dissô� 

mica, bem como contou-se o número de setores de cada colonia. 

3.8. Ticnicas de anãlise gen�tica 

3.8.1. Obtenção de heterocãrios 

Utilizou·-se o mesmo método descrito por PON-
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TECORVO e ao 7,,. ( 19 5 3) ligeirarrente modificado. Colocou-se meio 

mínimo sólido em placas de Petri e com auxílio de um tubo de 

ensaio pequeno, recortaram-se e retiraram-se três cilindros 

do meio de cultura formando desse modo três pequenos "poços". 

ConÍdios de ambas as linhagens, ±i..ssômica estável e plr..oA 1 pa.baA6 yA2, 

que requerem diferentes fatores de crescimento, foram coloca

das em meio mínimo líquido mais 2% de meio completo. Em se

guida, essa suspensao foi colocada para preencher os "poços" 

feitos no meio mínimo das placas. Após 6 - 7 dias de incu-

bação, originaram setores heterocarióticos que continham nú-

cleos geneticamente diferentes na mesma hifa , o que permi-

tiu o crescimento. Essa modificação na têcnica, isto é, a c2 

locação das linhagens diretamente nos "poços", foi usada a fim 

de reduzir o número de mi toses necessárias até a formação de 

peritécios e de conÍdios diplÓides. 

3.8.2. Análise mitõtica 

A análise mi tática foi feita segundo o método 

de ROPER (1952) atravês do ciclo parassexual. Nos setores he

terocariÕticos, obtidos de acordo com o método descrito no 

item anterior; a maioria dos conÍdios formados sao haplÔide·s 

e não conseguem se desenvolver em meio mínimo. No entanto, 

pode haver fusão de. núcleos haplÔides formando núcleos diplól 
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des heterozigotos que originam conÍdios diplÔides e crescem 

. ., . em meio m1n1mo. Como a porcentagem do aparecimento de 

dios diplÓides é muito baixa, transferiu-se grande quantidade 

de conÍdios dos setores heterocariÔticos para solução de tween. 

(aproximadamente 10 7 conÍdios por ml) e semeou-se em placas 

contendo meio mínimo. Após 7 2 horas de incubação, isolaram--se 

diplÔides heterozigotos. 

O reconhecimento dos diplÓides foi feito por 

seu crescimento em meio mínimo e pelo tamanho dos conÍdio,s. 

A medição dos conÍdios foi feita em microscópio com ocular mi 
.... 

crométrica, tomando-se cadeias de cinco conÍdios em lâminas 

com lisol diluído (1:10). 

Os diplÔides obtidos foram induzidos a haplÓi• 

dização pelo método da p-fluorfenilalanina (pFA) que inibe o 

crescimento de diplÓides, permitindo o crescimento de setores 

haplÓides. A haploidização ocorre através da aneuploidi.a com 

perdas sucessivas de cromossomos ( K"AFER, 1961 J. 
.. . A tecnica con ... 

sistiu em adicionar 1,5 ml da solução a 1% de pFA em 200 mJ. 

de meio completo. A seguir ) os diplÓides foram inoculados em

4 pontos das placas e após 7 - 10 dias de incubação, surgiram 

setores haplÓides brancos e amarelos. Os setores foram puri

ficados em meio completo e a seguir inoculados um a um em 26 

pontos fixos em placa com meio completo. Após 3 dias de incu
..... 

bação, essa placa serviu como placa mestra que foi replicada 
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para as placas de análise através de um replicador de ni-

quel-cromo. As leituras das placas de análise foram 

com 24, 48 e 72 horas de incubação, anotando-se as 

que cresceram e as que nao cresceram. 

3.8.3. Anãlise meiõtica 

A análise meiótica baseia-se no ciclo 

feitas 

colonias 

sexual 

do fungo através da análise de ascósporos produzidos em peri-

técios híbridos, segundo o m;todo descrito por 

coi. (1953).

PQ:/IJTECORVO e

Para a obtenção de peritécios, as placas con-

tendo meio mínimo com os "poços" preenchidos pela suspensao 

de conÍdios das duas linhagens envolvidas no cruzamento, fo

ram vedadas com fita celulÓsica por 8 - 10 dias. Após esse 

período de incubação, os maiores peritécios foram retirados 

sob lupa e rolados em placas contendo meio mínimo, para reti

rar os co�Ídios aderentes e as células de H{Hle. Cada peri té 

ci6 isolado foi transferido para tubos de ensaio contendo so

lução de tween, onde foram esmagados contra as paredes do tu

bo. Com a mesma pipeta utilizada para o esmagamento, as pa

redes do tubo foram .lavadas suspendendo desse modo os ascópo

ros na solução de t_ween. De cada suspensão foi semeado_ 0,1 ml 
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con-

servada no refrigerador. As placas foram incubadas por 72 ho 

ra.s., após o que foi possível verificar se os peri técios eram 

híbridos ou nio e se nos híbridos havia a ocorrência de dissô 

micos. Os perit;cios autofecundados ou híbridos que nao pro-

duz-iam colonias dissômicas foram descartados, utilizando-se 

para a análise somente um peritécio hfbrido no qual o cromos

somo em excesso da linhagem dissômica não havia se perdido du 

rà-nte a meiose. 

Os ascósporios do peri técio selecionado foram se 

meados em placas contendo meio completo e após 72 horas de i!!_

cubação contaram-se as colonias normais e dissômicas. As co

lonias normais foram transferidas para placas mestras com meio 

completo e após 72 horas de incubação, as 26 colonias foram 

replicadas para as placas de análise com auxilio do replica

dor. Após 24, 48 e 72 horas de incubação, fizeram-se as lei

turas das placas de análise. 
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4. RESULTADOS

Para maior facilidade de apresentação, os re

sultados se encontram divididos em sub-itens, seguindo a or

dem de obtenção dos dados. 

4 .1. Obtenção espontânea de aneupl õi des com desoxi cal ato 

de sõdio 

gem MSE, 

Foram feitas semeaduras consecutivas da linha

haplÓide normal, em 100 placas de Petri contendo 

meio completo e desoxicolato de sódio (0,08%), que reduz o 

tamanho das colonias facilitando o reconhecimento de aneuplÓf 

des. Foram obtidas 5.985 colonias normais e 7 colonias ins

táveis, supostas aneuplÓides. Desses instáveis, 6 puderam ser 

identificados como do tipo n + 1 de acordo com sua morfolo-

gia (UPSHALL, 19?1; Kifli'ER e UPSHALL
., 

19?5): dois como dissô-

micos para o cromossomo IV e quatro como dissômicos para o 
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cromossomo III e um nao pode ser identificado. A frequência 

do aparecimento dos 7 aneuplÔides representa no total de 5. 99 2 

colonias, 0,117% de aneuplÓides. 

Usando a linhagem b�A1 methG1, haplÓide normal, 

o mesmo proce1dimento foi seguido e em 100 placas contaram-se

5.918 colonias normais e 8 supostas aneuplÓides. Desses aneu

plÓides, três foram identificados como dissômicos para o cro

mossomo IV, dois para o cromossomo III e três não puderam ser 

identificados. Nessa linhagem, encontram-se O ,135% de aneu

plÓides. 

Com a linhagem A, também haplÓide, porem com 

um segmento do cromossomo I duplicado e ligado ao cromossomo 

II, novamente o mesmo procedimento foi seg�ido e em 100 pla

cas contaram-se· 4. 026 colçmias normais e 18 colonias instá

veis. Dessas colonias instáveis, identificaram-se quatro aneu 

plÓides como sendo do tipo n + 1: um para o cronossono III e três 

para o cromossomo VI. O restante não pode ser classificado 

morfologicamente. O aparecimento de 18 aneuplÓides, no total 

de 4.044 colonias, representa uma frequência de 0,445%. 

As frequências de aneuplÓides obtidos esponta

neamente com desoxicolato de sódio, para as 3 linhagens estão 

{);presentadas na Tabela 1. 
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4.2. Dissômicos selecionados para os próximos passos 

Com base na sua morfologia tÍpica(UPSHALL,19?1; 

Ki1.FER e UPSHALL, 19?3) foram selecionados quatro dissômicos(dl'

�2, d3 e d4) dos aneuplÔides obtidos pelo método descrito no

item anterior. As características desses dissômicos selecio

nados se encontram descritos na Tabela 2. A Figura 4 mostra 

os dissômicos a1 e d2 bem como a linhagem MSE que lhes deu o

rigem. A Figura 5 mostra a linhagem A e os dissômicos ct3 e

d4 originados dessa linhagem.

4.2.1. Colonias haplõides provenientes dos dissômicos 

selecionados 

Após semeadura dos dissômicos selecionados em 

meio completo, contou-$e o núrn�ro de colonias dissômioas e o 

número de colonias haplÓides, resultantes da perda de cromos

somo em excesso nos dissômicos. A friequência de colonias ha-

plÓides provenientes de -cada um dos dissômicos está 

da na Tabela 3. 

mostra-
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Tabela 1 - Frequência de aneuplÓides obtidos espontaneamente 

com desoxicolato de sódio. 

N9 total de 
. 

Frequência de 
Linhagem col onias aneuplÓides ( % ) 

MSE 5.992 O ,117 

biAJ me.thGJ 5,926 0,135 

A 4,044 0,445 
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Tabela 2 - C ar a cterísticas dos dissômicos sele cio n ados. 

Dissô
mico Mor folo gia 

Centro rrarrom claro, 
relati varrente grande ; 
setores brancos 

Centro a cinzentado, 
p equeno; setores 

bran cos. 

Centro branco a.Jn;llre

lado, relati vanente 
grande; setores a.na.
reles. 

Centro marrom, médio; 
setores verdes . 

Ori
gem 

M3E 

MSE 

A 

A 

Grupo de 
ligação 

IV 

III 

VI 

Não iden
tificado 

G enótip o 

adE20; -0uA1adE20; yA2; 
wA3; gui.A 1; pyJWA4; 
óac.A303; -6B3; n,lc.88; 
JÚboB2. 

ad.E20; -6uA1ad20; yA2; 
wA3; gai.A1; py1toA4; 
óac.A303.; -683; Vltlc.B8; 
JÚboB2. 

yA2; p1toA1 ; pa.Q4A6 • 

pJtoA1; paba.A6. 

Tab ela 3 - Frequên cia d e  colon ias ha plÓides provenientes de 
dissômicos. 

Dissômico 

ª1 

ª2 

d3

d 4

N9 total de 
colonias 

1.263 

813 

1.018 

1.220 

Fre quência de co
lonias haplóides 

( %) 

14,88 

13,04 

17,78 

9,75 



Figura 4 - Linhagem MSE e linhagens dissômicas n
1 

e ct2 selecionadas. 

Figura 5 - Linhagem A e linhagens dissêmicas ct3 e ct4
selecionadas. 

. 45. 
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4.3. turvas de sobrevivincia a mutagªnicos qufmicos 

4.3.�� Curvas de sobrevivincia ao �cido nitroso 

ConÍdios das linhagens MSE, blA1 methG1 e 

blA 1 // MSE foram submetidos ao tratamento com ácido nitroso em 

diferentes intervalos de tempo. Estimou-se a porcentagem dê 

conÍdios sobreviventes em cada intervalo de tempo, em rela

ção ao tempo zero e fizeram-se as respectivas curvas de sobr� 

vivência. As tabelas 4, 5 e 6 mostram o número e a porcenta

gem relativa de conÍdios sobre vi ventes e a Figura 6 mostra as 

curvas de sobrevivência das 3 linhagens a esse mutagênico quí 

mico. 
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Tabela 4 - Núme ro e porcentagem relativa de conÍdios sobrevi-

ventes ao ácido nit roso. 

Linha gem MSE. 

ConÍdios viáveis/ml Porcentagem relativa 
Te mpo de sobre vi ventes 

(minutos) la. 2a. Méd ia 

repetição repetição 1-a. 2a. 
repetição repetição 

o 3, 7 xlO 6 1,0 xlO 6 100,0 100 ,o 100 ,o

5 3 ,1 X 10 6 6 ,O xlO 5 83,7 60 ,o 71,85 

10  1,1 xlO 
4

9 ,5 xlü 
4 O ,3 9,5 4 ,9 

15 1,0 xlO 
2

o O ,003 o O ,0015 

20 o o o o o 

25 o o o o o 

3 0 o o o o o 

6 0  o o o o o
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Tabela 5 - Núme ro e porcentagem relativa de conÍdios sobrevi-

Tempo 
(minutos) 

o 

5 

1 0  

1 5  

2 0  

25  

30  

60 

ventes ao ácido n itroso. 

Linhagem biA 1 me.:thG 1 • 

Conídios viáve is/rol 

la. 2a. 
repetição repetição 

1,2 X 10 6 4 ,1 X 10 7

8,7 xlO 5 3 ,4 xlO 7

1,6 X 10 4 1,4 xlO 6

7 ,3 X 10 3 2 ,4 X 10 5

3 ,O xlO 2 6 ,5 X 10 3

8 ,O X 10 1 4 ,9 X 10 2

o 1,3 xlO 2

o 5 ,0 X 10 1

Porcentagem relativa 
de sobre vi ventes 

l.a. 2a. 
repetição repetição 

100 ,o 100 ,o

72,5 82,9 

1,2 3,4 

0,62 0,58 

0,025 O ,015 

O ,007 0,001 

o 0,0003

o 0,0001

Média 

100 ,o

77, 7 

2 ,3 

0,6000 

0,0200 

0,0040 

O ,00015 

O ,00005 
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Tabela 6 - Número e porcent agem relativ a de conÍd ios sobrevi-

Tempo 
(mi nutos) 

o 

5 

10 

15 

20 

25 

3 0 

6 0 

ventes a o  ácido nit roso. 

Ll.nhagem b.lA 1 li MSE. 

ConÍdios viávei s/m.1 

la. 2a. 
repetição repetição 

1,5 X 10
6 

3 ,1 X 10 
7 

1,2 X 10 
6 

2, 8 X 10 
7 

1,5 X 10 
5 

1, 5 X 10 
6 

1,3 X 10 
4 

1, 6 X 1 0 
5 

9 ,6 X 10 
3 

1 ,2 X 10 
5 

1,4 X 10 
3 

4,0xl0
3 

l,Oxl0
1 

3 , 8 X 10 
2 

Ü ,2 X 10 
1 

3 ,2 X 10 
2 

Porcentagem relativa 
de sobreviventes 

la. 2a. 
repetição repetição 

100,0 1 00,0 

80,0 90,0 

10,0 4, 8·4 

O ,86 0,51 

0,64 0,39 

O ,093 0,01 3 

O ,o 80 0,0012 

0,005 3 O ,o 010 

Média 

100,0 

85 ,o 

7 ,42; 

O ,,5g;5 

0,515 

0,05 3 

O ,04'06 

0,00315 
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Figura 6 - Curvas de sobrevivência ao ácido nitroso. 
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4.3.2. Curvas de sobreviv�ncia ao N-metil-N'-nitro

-N-nitrosoguanidina (NG) 

-

As Tabelas 7, 8 e 9 mostram o numero e a por-

centagem relativa de conídios sobreviventes ao NG das linha

gens MSE, bJA1 mezhA1 e b�A1ll MSE, respectivamente. A Figura 

7 mostra as curvas de sobrevivência obtidas para as 3 linha

gens. 
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Ta bela 7 - Número e porcentagem relati va de conídios sobrevi

vente s ao N-metil -N'-nitro-N-nitrosoguanidina. 

Linhagem MSE. 

Conídios viáve is/rol Porcentagem relativa 

Tempo de sobreviventes 
Média 

(minutos) · la. 2a. la. 2a. 
repetição repetição repetição repetição 

o 1,8 xl07 2 ,8 xlO 
7 100 ,o 100,0 100,00 

10 2 ,6 X 10 
6

4 ,8 xlO 
6 

13,3 17 ,1 15,20 

20 1,3 xlO 
6

1,4 xlO 
6

7,2 5,2 6,20 

30 5 ,O xlO 
5 

3 ,3 xlO 
5 

2,7 1,2 1,95 
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Tabela 8 - Núme ro e p orcentagem relativa de conÍdios sobrevi

vente s ao N-me til-N'-nitro-N-nit rosoguanidina. 

Linhagem b�A1 me�hG1.

Tempo 
(minutos) 

o 

10 

20 

30 

ConÍdios viâveis/rnl 

la. 2a. 
repetição repetição 

6 ,O xl0
6 

2 t8 xlO 
7

1,3 xlO 
6 

4,7 x10
6 

2 ,9 xlO 
5 

1,4 xl0
6 

1, 7 xlO 
5 

2 ,8 xl0
5 

Porcentagem relativa 
de sob revi ventes  

la. 2a. 

repetição repetição 

100,0 100 ,o 

20,e 16 ,8 

�,9 5 ,2 

2,8 1,0 

-

Média 

100 ,oo 

18,80 

5 ,02 

1,90 



. 54 . 

Ta bela 9 - Número e porcentagem re lativa  de conÍdios sobre vi

ventes ao N-me til-N'-nitro-N-nitrosoguanidina. 

Linhagem b,lA 1 li MSE. 

ConÍdios viáveis/ml Porcentagem relativa 

Tempo de sobreviventes Média 
la. 2a. la. 2a. (minutos) repetição repetição repetição repetição 

7 7 
100,0 100,0 100,00 

o 
1,3 X 10 1,1 X 10 

6 6 
24,6 24,5 24,55 10 . 3,2 xlü 2, 7 xlO 

l,9xl06 6 14,6 11,8 13,20 20 
1,3 xlO 

5 2, 7 x105
2,3 2,4 2,35 30  3 ,O xlO 
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Figura 7 - Curvas de sobrevivência ao N-metil-N'-nitro

N-nitrosoguanidina. 
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4.3.3. Curvas de sobrevivência ao metano sulfonato de 

etila (EMS) 

As linhagens MSE, biAl methGl e b�Alll MSE fo

ram submetidas ao tratamento com EMS e após contagem das colo 

nias, estimou-se o número e a porcentagem de conÍdios sobrevi 

ventes que se encontram nas Tabelas 10, 11 e 12 e as respecti 

vas curvas de sobrevivência na Figura 8. Além dessa linha

gens, o mesmo tratamento foi feito nas linhagens dissômicas 

d1, d2, d 3 e d4 e para efeito de controle nas linhagens A e

pnoAl pabaA6 yA2. O número e porcentagem relativa de con1-

dios sobreviventes se encontram nas Tabelas 13 a 18 e as cur

vas de sobrevivência nas Figuras 9, 10 e 11. 

Na Figura 9 estão representadas as curvas de 

sobrevivência das linhagens dissomicas d1 e d2 e da linhagem

MSE que deu origem a esses dissômicos. 

A Figura 10 mostra a curva de sobrevivência da 

linhagem dissômica d3 e para comparaçao, a curva de sobrevi

vência da linhagem pnoAl paba A6  yA2. O dissômico d3, apesar

de ter se or;i..ginado da linhagem A, não possui a duplicação cro

mossômica, sendo portanto corrparado com a linhagem pnoAJ pabaA6 yA2. 

Na Figura 11 estão mostradas as curvas de sobrevivência da 

linhagem dissômica d4 e da linhagem A, a qual deu origem

a esse dissômico que apresenta a duplicação cromossômica, 
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Figura 8 - Curvas de sobrevivência ao metano sulfonato 

de etila. 
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4.4. Diimetro de conldios, de seus nGcleos e porcentagem 

d e e o n í d i o s u n i , b i e t r i n u e 1, e a d os 

A Tabela 19 mostra os valores médios (rn.) e o 

desvio padrão (s) do diâmetro de 30 conÍdios e de seus núcleo$ 

das linhag ens MSE e dissômicas ct1 e d2 originadas da MS.E, das 

linhagens p1r.0A1 pa.baA6 yA2 e dissômi� d3 originada da linha.,.

gem A mas sem a duplica'Ção cromos$'Ômio.a e das linhagens A e 

dissômica d4 ori�in.ada da A, (l1:,t;e Jté:tmi�n:eceu com a duplicação
... . cromossomica. 

Na Tabela 20 est-ãc �pn�sentados os valores da 

razao entre médias de dis sômicos e li;n:hagens haplÓ:ides das quai�

se originaram (d/L) pa ra conídios e n·Úcleos, bem como,os des

vi os padrões ob'tidos para esses valores. A partir dee1.ses và'°"\ 

leres, obteve-se os intervalos de con:fiança que ei;;tã.o mostra"."" 

dos na Tabela 21 e representados na Figurc;1. 12. 

A, porcentagem de ctm!qios uni, bi e trínucJes;t""' 

dos de cada uma das linhagens haplÔidel/3 e dissômicas está mo!, 

trada na Tabela 22. 
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Tabela 19 - Valores médios obtidos (de 30 medições) e respecti 

Linhagem 

MSE 

vos desvios padrões do diâmetro de conÍdios e 

cleos de linhagens haplÓides e dissômicas. 

ConÍdio 

3,24 ± 0,3205 

3, 9 6 ± O , 36 7 3

4,34 ± 0,5310 

m ± s 

Núcleo 

1 ,-5 2 ± O , 19 7 O 

1,78 ± 0,1574 

1,81 ± 0,2208 

p11.0Al pabaA6 yA2 3,02 ± 0,2329 1,53 ± 0,1956 

3,64 ± 0,1990 

A 3,60 ± 0,3321 

4,38 :b 0,2629 

1 , 7 8 ± O , 1s,35 

1,64 ± 0,1567 

1,90 ± .L) ,1983 

nu-
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Tabela 20 - Valores obtidos para a razao dissômico/linhagem .ha 

plÓide (d/L) a partir das médias originais e res

pectivos desvios padrões. 

( d/1) 

Linhagem 
ConÍdio 

1,2222 ± 0,0303 

d2/MSE 1,3395 ± 0,0385 

a 3 lpJc.oA1 pabaA6 yA2 1,2053 ± O ,0208

1,2167 ± 0,0244 

-

± s 

. ;' .. 

Nucleo 

1,1711 ± 0,0335 

1,1908 ± o,,o 397· 

1,1634 ± 0,0328 

1,1585 ± 0,0299 
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Tabela 21 - Intervalos de confiança obtidos para as razoes dis 

sômico/linhagem haplÓide. 

ConÍdio 

d1/MSE 1,1614 a 1,2826 

d2/MSE . 1,2625 a 1,4165 

a
3

!p1r.0A1 paba.A6 yA2 1,16 37 a 1, 2469 

.d4/A 1,1679 a 1,2655 

. N,Úcleo 

1,1041 a 1,2 381 

1,11·•3i.J; a 1,2682 

1,0978 a 1,2290 

1,0987 a 1,2183 



1,44 

1,40 

1,36 

l,32 

l ,28

1,24 

1,20 

1,16 

• d/L

d2

Con.Ídio 

1 

1,30 

1,28 

1,24 

1,20 

1,16 

1,12 

1,08 

d3

Núcleo 

. 74. 

Figura 12 - Intervalo de confiança das razoes dissômico/linhagem ha

plÕide. 
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Tabela 22 - Porcentagem de conÍdios uni, bi e trinucleados de 

linhagens haplÓides e dissômicas (total entre

80 O - 9 00 conÍdios) . 

Linhagem 
Uninucleados 

MSE 77,13 

ª2 
77,0 1 

pnoA1 pabaA6 yA2 100,00 

A 100,00 

% de ConÍdios 

Binucleados 

22,38 

22,34 

22,50 

o,oo 

o ,oo

o,oo 

0,22 

Trint1cleados 

0,49 

0,48 

0,49 

o,oo 

o ,oo 

o,oo 

o,oo 
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4.5. Estabilização de linhagens dissômicas 

4.5.1. Seleção de dissômicos estiveis ap6s tratam�nto 

com luz ultra-violeta 

Após a irradiação dos dissômicos com luz ul

tra-violeta, fez-se a contagem das colonias dissômicas resul

tantes sendo 1.175 do d1, 744 do d2, 817 do d
3 

e 89 5 do d4. Pó,ê_

teriormente, colonias mais estáveis foram inoculadas em placas 

com meio completo (três por placa mais a colonia não irradia

da). Após o período de incubação, selecionou-se para cada dis 

sômico, as 5 colonias mais estáveis, ou seja, aquelas que apre 

sentaram o centro dissômico maior e menor número de setores 

quando comparadas com a colonia dissômica não irradiada. 

4.5.2. Diimetro e numero de setores de colonias hapl6! 

des, dissômicas e diss5micas estiveis 

As Tabelas 23 e 24· mostram o diâmetro do centro 

dissômico, o diâmetro total e o número de setores de colonias 

da linhagem MSE, dos dissômicos originados dessa linhagem, d1

e d2, e dos e:stáveis isolados dos dissômicos.

As Tabelas 25 e 26 mostram o diâmetro das colo

nias (centro dissômico e total) e o número de setores das linha 
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gens dissômicas, d3 e d4, originadas da,linhagem A e dos dis

sômicos estáveis isolados de cada um dos dissômicos. Na Tabe

la 24, a linhagem haplÔide utilizada para comparação foi a 

p4oA1 pabaA6 yA6 pois o dissômico d3 e os estáveis isolados,

não apresentam a duplicação cromossômica. 
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Tabela 23 - Diâmetro e número de setores (média de 15 colonias) 

oas linhagens MSE, dissômica d1 e dissômicas está

veis dl.l' ct1,2, d1_3, d1_4 e ct1_5, após 6 dias

de incubação. 

Linhagens 

MSE 

dl

dl.l

dl.2

dl.3

dl
,4

dl,5

Diâmetro (cm) 

Centro 
dissômico 

o,oo 

1,29 

4,47 

3,47 

2,03 

1,66 

2,97 

Total 

8,61 

7,36 

4,47 

6,35 

6,77 

7,52 

7,31 

N9 de 
Setores 

o,oo 

7,87 

0,73 

8,60 

4,60 

5,13 

9,33 
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Tabela 24 - Diâmetro e números de setores (média de 15 colo-

Linhagens 

MSE 

d2

d2.1

d ,2. 2

d2. 3

d2
.

4

d2.S

nias) das linhagens MSE, dissômica d2 e dissômicas

estáveis d2_1, d2_2, d2_3, d2_4 e d2_5,após 6 dias

de incubação. 

Diâmetro ( cm) 

Centro 
dissômico 

o,oo 

1,01 

3,04 

3,5S 

2 ,18 

2,12 

1,69 

Total 

8,61 

7,84 

4, 3 7 

5,38 

6 ,s 3 

6 ,2 7 

6 ,42 

N9 de 
Setores 

o,oo 

1,93 

2,07 

3,93 

S,13 

4·,87 

1 
.. 

*Impossível de serem contados õevido ao g rande numero,,
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Tabela 2 5 - Diâmetro e número de setores ( média de 15 colonias) 

das linhagens pltoA1 pabaA6 yA'l., dissômica d3 e dis

Linhagens 

s6micas estiveis d3_1_
, d3_2, d3,3, d3.4

após 6 dias de incubação. 

Diâmetro (cm) 

Centro 
dissômico Total 

p1toA1 pabaA6 yA2 o,oo 8,25 

d3 1,41 7,97 

d3.l 2 ,51 6, 84 

d3.2 2,41 7,70 

d3.3 2,40 7,87 

d3.4 2 ,2 4 7,87 

d3.5 2,62 7,93 

N9 de 

Setores 

o,oo 

11,27 

5,07 

5,07 

5,00 

4,73 

6,73 
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Tabela 26 - Diâmetro e número de setores (média de 15 colonias) 

Linhagens 

A 

d
4 

ª4.1 

·a
4. 2 

ª4.3 

ª4.4 

ª4.5 

das linhagens A, dissômica d
4 

e dissômicas estilí,,

veis a4.1, d
4.2, a4_3, a4 ·_4 

e d
4 _5, após 6 dias

de incubação. 

Diâmetro ( cm) 

Centro 
dissômico 

o,oo 

0,97 

2,02 

1,48 

1,81 

1,69 

1,39 

Total 

6,82 

6,27 

5,26 

5,21 

4,01 

5,59 

4,15 

N9 de 
Setores 

0,47 

11,6 7 

4 ,6 7 

4,80 

0,20 

4,13 

o. ,47
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4.5.3. Análise genética dos dissõmicos estáveis 

Os dissômicos estáveis originados da linhagem 

dissômica d2 foram submetidos a análise genética, especialme�

te o d2,1 e d2_2. Esses e$tâveis foram selecionados para se

rem analisados geneticamente porque são mais ricos em 

dios e possuem o centro dissômico maior em relação aos outros 

dissômicos estáveis isolados. 

A Tabela 27 apresenta a análise mitótica e a 

Tabela 28 a análise meiótica de d2_1. O número de s�'t>égan

tes meiôticos do d2_1 com p�oA1 pa.baA6 yA2 foi de 64 á�lonias

normais para 52 colonias dissômicas. Foi aplicado o teste de 

x
2, dando 1,24 não significativo aos níveis de 1% e 5% de pr2 

babilidade, cons_iderando-se uma proporção de 1: 1 .. 

As Tabelas 29 e 30 mostram a análise mitótica 

e meiótica, respectivamente, do d2• 2 • Do cruzamento desse di!,.

sômico com p�oA1 pa.ba.A6 yA2 contou-se o número de segregantes 

meiôticos normais e dissômicos, sendo 60:56, x2 = 0,14 nao 

significativo, considerando uma proporção de 1:1. 

A análise genética dos dissômicos estáveis �. 3,

d2•4 e d2_5, mostravam previamente uma alta proporção de se

gregantes mitóticos e meióticos dos tipos paternais. 



Tabela 27 - Análise mitótica de d2,1.

HaplÓides d2 . 11/ pJr.o A 1 

Grupo de ligação Marcador 

+ ·paba 
+ 

I 
p!r..o 

pJr.o paba 

+ 

w 

II 
w 

III 
ga.t 

ga.t 

+ 

pyJr.o 
IV pyJz.a 

óac 
+

V 

óac 

+ 

VI 
,Ó 

n...lc 
+ 

VII n..lc 

VIII 
'b + Jr.,<., o 

1r...lbo 

• 83.

pabaA6 ,jA2 

N9 de colonias 

10 
12 

8 

14 

22 
o 

17 
5 

10 
12 

13 
9 

22 
o 

9 

13 
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Tabela 28 - Anális e meiótica do d2.1·

d2.l x ph.oA1 pa.ba.A6 yA2

Grupo de Marcador N9 de co- 2+ 
ligação lonias X 

+ pa.b a. 
+ 26 I pie.o 0,14 n.s. pno pa.ba. 24 

+ 25 II w 
o,oo n.s. 

w 25 

+ 

III ga..l 37 37 ,19·**
ga..l 13 

+ 

20 IV ptj!LO 2,00 n.s. 
pfj!LO 30 

ó a.e. 
+ 22 V 0,72 n.s. 

óa.c. 28 

+ 

30 VI .6 2,00 n.s. 
.6 20 

n,i.c. 
+ 25 VII 0,00 n.s. 

n-<.,c. 25 

Jiib o 
+

31 VIII túbo 19 2,88 n.s. 

n. s. = Não significativo

** = Significativo ao nível de 1% de probabilidade. 

+ 

. 
2 . -

= Valores de x , considerando a proporçao de 1:1, excet o 
para o marcador ga..l cuja proporção considerada foi de 

1:2. 



Tabela 29 - Análise mitótica do a2_2.

HaplÓides 

Grupo de ligação Marcador 

+ 

paba. 
+ 

I 
Y.,JtO 

pito pa.ba. 

+ 

II 
w 

w 

ga.t 
+ 

III 
ga.t 

+ 

py1to 
IV 

ptjll.O 

ó a.e. 
+ 

V 
óa.c.. 

+ 

VI 
.6 

.6 

n-l e.. 
+ 

VII 

n-lc.

11.-lb o 
+ 

VIII 

11.-l b o 

.85 

d
2_2

l!pJtoA1 pa.ba.A6 yA2 

N9 de colonias 

12 

10 

11 

11 

22 

o 

21 

1 

16 

6 

18 

4 

16 

6 

12 

10 



Tabela 30 - Análise meiótica do d2_2.

d2.2 X 
p1c.0Al pa.baA6 yA'l.

Grupo de Marcador N9 de co-

ligação lonias 

+

paba. 
+

10 
I pll.O

pll.O pa.ba. 16 

+ 13 
II 

w 

w 13 

+ 26 
III 

gal 
ga.l o 

+ 

19 
IV 

p y1c.o 
p y1c.o 7 

ó a.e. +
V 

16 
ó a.e. 10 

+ 

13 
VI 

,6 

,6 13 

n,i,c. 
+ 14 

VII n,i,c. 12 

Ji,,i,bo 
+

20 
VIII ubo 6 

n. s. = Não significativo.

• 8 6 •

2+ 
X 

1�38 n.s. 

0,00 n.s. 

51,97** 

5 ,54* 

1,38 n.s. 

o,oo n. s. 

O ,16 n. s· .• 

4,54* 

* = Significativo ao nível de 5% de probabilidade.

** = Significativo ao nível de 1% de probabilidade. 
2 . -

+ = Valores de x , considerando a proporçao de 1:1, exceto
para o marcador ga.l cuja proporção·considerada foi de 
1:2. 
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5. DISCUSSÃO

5.1. Obtenção espontânea de aneuplÕides e sua instabilidade

Os resultados indicam que aneuplÓides podem 

ser obtidos de linhagens haplÓides normais e de linhagens com 

duplicação cromossômica, em presença de desoxicolato de Sô-

dio (Tabela 1). No entanto, a frequência do aparecimento de 

aneuplÔides da linhagem duplicada A foi relativamente alta 

quando comparada com a frequência de aneuplÓides a partir das 

linhagens MSE e b,LA1 me.thG1 que não continham aberrações es

truturais. 

POLLARD e coZ. (1968) verificaram que aneuplÓ.f_ 

des, especialmente dissômicos, originados na meiose de 

A. n,ldu.ta.n.6 são raros em cruzamentos envolvendo linhagens sem

aberrações cromossômicas. Por outro lado, a frequência de nao 

disjunção e, consequentemente, de aneup1Óide$ é aumentada nos 

cruzamentos de linhagens com translocações cromossômicas, sen 

do mais efetivo ain.da quando as duas linhagens envolvidas no 
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cruzamento apresentam essa aberração cromossômica. No entan

to, a partir de diplÓides, a frequência de •aneuplÓides foi 

praticamente a mesma, indicando que por mitose, a nao disjun

ção é independente da presença de translocações. No nosso 

caso, aneuplÕides obtidos por mitose, a presença da duplica

ção cromossômi:ca aumentou a frequência de não disj1.J,nção. Po

demos supor então que, 04 as aberrações atuam mais em haplÓi

des do que em diplÓides causando não disjunção ou o tipo de 

aberração cromossômica aqui usada difere dos tipos de aberra

ções empregadas por POLLARD e aol. (1968).

FAULKNER (1967) encontrou 0,734% de aneuplÓi

des obtidos de ascôsporos híbridos, enquanto que no presente 

trabalho, todas as frequências de aneuplÓides obtidas para as 

três linhagens foi inferior a esse valor, mesmo para a linha

gem com duplicação cromossômica. Podemos concluir então que 

por mitose, a frequência de aneuplÓides parece ser menor do 

que por.nao disjunção meiótica. DANTAS D'ARCE (1972) chegou 

a mesma conclusão obtendo aneuplÔides a partir de linhagens 

com e sem quplicação cromossômica, No entanto, somente com a 

linhagem duplicada, aneuplÓides foram obtidos num total de 

0,205%, enqu?nto que a partir da linhagem MSE, haplÓide sem 

áberração cromossômica, nenhum aneuplÓide foi obtido. No pre-.. 

sente trabalho,. maior frequência de aneuplÓides foi obtida p� 

ra a linhagem com d�plicação cromossômica, bem como para as 

haplÓides normais, inclusive para a MSE. Comparando com os 
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dados de DANTAS D'ARCE (1972) ., podemos supor que esse aumento 
. .-1 ... · 

na frequênclá de aneuplÓides por nós obtidos pode ser devido 

ao uso do desoxicolato de sódio no meio de ·cultura, que dimi

nui o tamanho das colonias e facilita a visualização dos ane� 

plÓides. Uma outra possibilidade seria o fato que a linha-,-

gem MSE aqui usada possui aproximadamente 20% de conÍdios 

bin$;:teados e de algum modo esse número· extri •Ge núcleos in

terfira com a nao disjunção-mitótica. 

Dos quatro dissômicos selecionados, foi feito 

o estudo de sua instabilidade no que se refere a produção de

haplÓides çliretamente a partir dos conídios (Tabela 3), A fre 

quê·ncia de colonias haplÔides deve refletir o número de coní

dios já haplÓides, o que indicaria a perda do cromossomo adi-

cional nos núcleos do micélio ou na germinação do conÍdio. 

Os valores encontrados para os quatro dissômicos variam de 

9, 7 5 a 17, 7 8 % de haplÕides. Seria prematuro partir 

dados para concluir que todos os aneuplÓides de A.

desses 

produzem cerca de 14% de conÍdios já haplÓides. No entanto,com 

os quatro dissimico�;._;.µsados , as frequências foram aparenteme!l 

te s.emelhantes e isso pode indicar uma tendência geral dos a

neuplÔides, no c�so. Deve ser salientado ainda que; uma per-

da cromossômica logo nos primeiros estágios da. germinação 

do conÍdio aneuplÓide, levaria a formação de c0lonias com fe

nótipo haplÔide, de� modo que, tais casos podem também ter ocor 

rido, o que viria aparentemente aumentar a frequência de co-
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nídios haplÓides a partir de um aneuplÕide. 

5.2. Escolha do mutagenico químico 

DANTAS D'ARCE (19?2) j� h�via verificado que em, 

A. 11,ldu.la.n.6, como seria de se esperar, linhagens diplÓides são

mais resistentes a luz ultra-violeta do que linhagens haplói

des. No entanto, a luz ultra-violeta apresenta uma série de 

problemas relacionados com a pigmentação dos conídios. De acor 

do com CURTIS (19?0) ., conÍdios com menor grau de pigmentação 

tem uma queda brusca na resistência a luz ultra-violeta quan

do comparado com a sobrevlvência de conÍdios com pigmentação 

marrom escura de A;., pe.ngi.l.lu.6 c,a.Jr.b o 11a11..iu.6 • Dessa maneira, no 

trabalho de DANTAS D'ARCE (19?2) ., tornou-se difícil estabele

cer uma comparaçao entre os diversos dissômicos, pois as li

nhagens dissômicas, além de apresentarem morfologi a anormal, 

têm conÍdios com coloraçao extremamente variável. Com o intui 

to de contornar esse problema, foram utilizados no presente 

trabalho, mutagênicos químicos. Numa fase prelimínar para a 

escolha do mutagênico mais adequado, foram usados ácido nitro 

so, N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina e metano sulfonato de 

etila em linhagens haplÓides e dip1Óide
1 

A sobreviv�ncia des-
. 

\ 

sas linhagens (Tabelas 6 a 12) e as respectivas curvas de so

brevivência (Figuras 6, 7 e 8) mostram que nos três casos a 
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linhagem diplÓide foi mais resistente que as haplÓides o que 

nos levou a confirmar a teoria do alvo (LEA, 1956). Com NG, a 

diferença entre haplÓides e diplÓides foi pequena. ONG um 

dos mutagênicos mais potentes que se conhece causando uma al

ta frequência de mutação, provavelmente minimizando as dife

renças entre haplÓides e diplÓides. Além disso, ele é extrema 

mente tóxico e carcinogênico, razoes pelas quais foi pro-

terido em favor dos outros dois. Com relação ao ácido nitro

so e EMS, bons resultados foram obtidos nos dois casos. O EMS 

foi escolhido por dar diferenças de sobrevivência entre ha

plÓides e diplÓides com sobrevivências relativamente altas, ef!_ 

quanto que o ácido nitroso deu um diferencia l de sobre vi vên-

eia alto mas em porcentagens de sobrevivência muito baixas 

( O ,1 a O ,00001%). Além disso, o EMS é de mais fácil manipu

lação do que o ácido nitroso. Assim, foi escolhido o EMS pa

ra os próximos passos do trabalho. 

5.3. Sobrevivincia de diss6micos comparada com sobrevivin• 

eia das respectivas linhagens hapl5ides originais em 

prE!,sença de metano sulfonato de eti la 

Os dados de sobrevivência (Tabela 10, Tabelas 

13 a 18 e Figuras 9, 10 e 11) foram comparados somente entre 
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linhagens dissômicas e linhagens haplÓides das quais eles se 

originaram. Assim, d1 e d2 foram comparados com MSE, d4 com

A e d
3 

com p�oA1 pabaA6 yA2. Nesse Último caso, a 

çao foi feita com a linhagem nao duplicada pois o d3

compara

apesar 

de ter se originado da A, perdeu o segmento em duplicata des

sa linhagem. 

Os resultados indicam que as linhagens haplôi

des sempre foram mais viáveis em presença de EMS que as dissô 

micas; enquanto que, seria de se esperar, pelo menos teorica

mente, uma viabilidade maior das dissômicas em relação às ha

plÓides, pois os letais induzidos no par de cromossomos homó-

logos, presente nos dissômicos, não causam a morte. Pode-se

supor então que, à semelhança do que ocorre com luz ultra-vi3 

leta, onde pigmentação dos conídios está envolvida na viabili 
,, 

dade, também no caso de mutagênicos químic.os oertos fatores 

estejam envolvi dos. Por exemplo, se dissÕmicos apresentar.em 

uma maior permeabilida9e ao agente qufmico, eles seriam mai.s 

facilmente mutagenizados do que a prôpria linhagem hapl�±de. 

Resultados preliminares .obtidos cç,m ácido nitroso ( PIZZIRANI,

n�o ,pubZioado) .revelou que t.ambém nesse caso, os dissômicos 

for.tam menos viáveis do que os respectivos haplÓides. 

Esses resultados mostram que a verificação do 

tamanho do cromossomo envolvido no dissômico torna-se extrema 

mente difícil tanto· pela irradiação ultra-violeta ( DANTAS

D 'ARCE3 1•972) como pelo uso de mutagênicos químicos, empreg� 
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dos no presente trabalho. Apesar dessas dificuldad�s, s1a. dis

sômicos forem obtidos a partir de uma só linhagem e compara

dos somente com essa linhagem original, seria possível,em par 

te, concluir sobre o tamanho dos cromossomos envolvidos. Pe

las Tabelas 10, 13 e 14 e Figura 9, verifica-se, por exemplo, 

que os dissômicos d1 � d2, ambos originados da linhagem MSE,

apresentam diferentes sobrevivências onde o d2 é mais resis-

tente que ó a1• Isso pode ser devido a diferença na permeab.i�

lidade ou, supor também que não ocorram tais diferenças e que 

são devido ao tamanho do cromossomo adicional envolvido. Nes

se caso, poder-se-ia concluir então que b cromossomo III(d2)

é maior do que o IV (d1). Esse mesmo fato foi verificado por

DANTAS D'ARCE (19?2). A mesma autora analisando uma série de 

resultados, tais como, número de quebras cromossômicas, me-

dia de letais recessivos induzidos, unidades de recombinação 

e frequência média de aneuplÓides, concluiu que no conjunto 

geral dos dados, a ordem decrescente de tamanho dos cromosso

mos seria I, VIII, II, III, VII, IV, VI e V, confirmando a.s

sim que o cromossomo III é maior que IV. 

Em vista disso, pode-se concluir que um método 

mais direto de análise que nao envolva sobrevivência a agen

tes físicos e químicos seria de maior eficiência para a deter 

minação do tamanho dos cromossomos em A. nldulan-0. Um método 

que pode ser suge�ipo é o da comparação do tamanho de coní-
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dios é de núcleos de linhagens haplÓides e dissómicas (.ftem 

5 . 4 .) ou, melhor ainda, seria a estimativa do conteúdo de DNA 

nas linhagens. HEAGY e ROPER (1952) estimaram o conteúdo de 

DNA em A. nidulan-0 e encontraram que linhagens dipl5ides pos-

suem o dobro em relação as haplÕides, mas que o processo .,,.. nao 

deve ser suficientemente sensível para d�tectar diferenças pe 

quenas. No entanto, a modificação do método sugerida por VAN

TUYi (19??) pode ser testada no caso. 

5.4. Tamanho dos conídios, de seus núcleos e porcentagem 

de conídios uni, bi e trinucleados 

As linhagens dissômicas e haplÓides correspon-

dentes foram analisadas em relacão ao diâmetro de seus coni-

dios e núcleos ( Tabelas 20 e 21 e Figura 12). Os resultados 

mostraram que o diâmetro do conÍdio e do núcleo dos dissômicas 

é sempre maior do que o das linhagens haplÓides originais. A 

análise estatística revelou, entretanto, que o dissômico d2 é

diferente em relação ao tamanho do conÍdio, quando comparado 

com a
1

, d3 e a
4 

que não diferem entre si. Quanto ao diâme-

tro dos nucleos, não houve diferença estatisticamente signifi 

cativa entr-e dissômicos, embora houvesse entre eles e res-

pectivos haplÔides. O dissômico d2 corresponde ao cromossomo

III, que deve ser então maior que os cromossomos IV (d1), VI

(d3) e aquele cujo cromossomo adicional não pode ser identifi
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cado (d4). Com esses dados e com os descritos por DANTAS D 'ARCE

(19?2) pode-se, tentativamente supor que o cromossomo adicio

nal presente no ·dissômico d4 corresponde ao V ou VII.

Na an.ilise ci tolÓgica para verificação do ta= 

manho de núcleos, foi observado com surpresa, que a linhagem 

MSE usada apresentava 22,38% de conÍdios binucleados e 0,4-9%

de trinucleados (Tabela 22). Essa é a primeira observação de 

conÍdio.s binucleados em A. n,ldu.la.n.6. Os dissômicos isolados 

dessa linhagem também apresentaram a mesma porcentagem de co

nÍdios binucleados, mostrando dessa fôrma, que dissômia nao 

interfere com o número de núcleos presente nos conÍdios. Es

se mesmo fenômeno não foi observado nas outras linhagens ha

plÓides e dissômicas. 

A presença de con.Ídios binucleacbs em A. n,ldui:,�

pode ser estudada mais profundamente. Pode ser sugerido lJ,m 

estudo sobre as causas que levam essa linhagem a produzir mais_ 

núcleos nos conídios, principalmente, considerando a impor 

tância aplicada, uma vez que,_ linhagens ind=ustriais, como 

AJ.i�tll.g,lllu.6 n,i,gell. possuem conÍ_dioe;. binucleados. O_ A. n.,ld�la.n.6 

é agora um modelo ideal· para o estudo desse .·fenômeno, pois_ é 

melhor analisado geneticamente·. 



5.5. Estabilização de linhagens diss6micas 

Linhagens dissômicas, como já descrito ante• 

J!"lormente, sao instáveis devido a perda do cromossomo adicio• 

nal (POLL.ARD e aoZ.., 1988; UPSHALL, 19'?1; Kil.FER e UPSHALL,

197 5). Ess� instabilidade, evidentemente, dificulta, o estudo 

desses dissômicos e, para contornar esse problema, foi t_enta

do estabiliz·ã-10s com luz ultra-violeta através de um sistema 

de le0tais' ·balanceados, como fizeram AZEVEDO e ROPER ( 196'?) pa 

ra diplÔides de A. nidulan-0.

Os resultados (Tabelas 23 a 26) indicam-:que al . 
-

guns isolados foram mais estáveis tanto para o di-âmetro do cen 
. 

-

tro dissômico como para o número de setores. Em todos os ca

sos, o centro dissômico foi sempre maior e o número de seto

res sempre menor que os dos· dissômi_cos originais. A análise 

genética de dois desses isolados, a2. l e ct2. 2, mostrou que

em ambos, a estabilidade foi devida a indução de letais reces 

sivos no cromossomo III em um sistema balanceado (Tqbelas 27 

a "30). Nos outros casos onde somente seg:r,egação paternal foi 
·a ,dJ • · ' • .a • - , rlb • ena�ntrada, outros d:tploides e peri te cios sao necessarios pa-

ra que se possa verificar as ·prová-veis cá.usas desse evento.

Desses resultados 11 · pode-se concluir que eÊ!°:tabi 
' -

liz.a9ão é po.ssível em -dissômicos ·�-que essas linhagens -está .. 

veis podem ser utii'izadas em posteriores estudos citológicos 

e genéticos com mui to mais faci1idp.de do que com os dis·sômi-
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cos originais. Além disso, essa estabilização poderá ser de 

grande valia sob o ponto de vista aplicado, facilitando futu

ros estudos em fungos instáveis produtores de substâncias de 

valor industrial. 



, 9 8 • .  

6. RESUMO E CONCLUSÕES

O presente trabalho foi conduzido com a finali 

dade de se obter aneuplÓides de A.6pe..4g-l.t.t
U

.J.i n-ldu.tanJ.i a partir 

de linhagens haplÔides e com duplicação cromossômica por via 

mitôtica. Dos isolados,quatro dissômicos foram selecionados 

e empregados para os próximos passos. Através de curvas de 

sobrevivência � mutagênicos químicos, de determinações citolÓ 

gicas do diâmetro de conÍdios e. hÚcleo.s das linhagens dissômi 

cas e haplÓides originais, tentou-se.determinar o tamanho do 

cromossomo envoivido na arieuploidià. · Além disso, pro·curo1.,1-se 

reduzir a ·instabilidade das linhage�s dissômicas pela indu

ção, com luz ultra-violeta, de mutações letais recessivas at�! 

vês ,de um sistema balanceado no cromossomo adicional. Dos re

sultados obtidos, a9 seguintes conclusões puderam ser tiradas: 

a) Mi to tiaamerite., linhagens com aber>Pação apo

mossômiaa produzem maior> fPequênaia·de aneuplóides que linha

gens isentas de a_brn•Pâ-t;Ões ., em meio de aultur>a aom deso:x;iaola

to de sódio. 
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b) O me Zho:ri mutagêniao quÍ,miao par>a dife:rien

aiar Zinhagens hapZóides de dipZóides quanto à sob:rievivinaia 

é o metano suZfonato de etiZa., em :rieZação ao áaido nit:rioso e 

N�metiZ-N'-nit:rio-N-nit:riosoguanidina. 

a) Com :rieZação ao metano suZfonato de et11,•Q�

linhagens dissômiaas são menos :riesistentes que as ha'(l.iPÓides 

oPiginais., possivelmente devido a uma maio:ri per>meabiZidade ao 

agente mutagênico 

d) PeZa aompa:riaçao das cur>vas de sobr>evivên�ia

ao metano suZfonato de etiZa., o cromossomo III é maio:ri do que 

o IV.

e) Cito Zogiaamen te., os di ssômiaos possuem os

diâmetrios de aon{dios e núaZeos maio:ries que os das 'linhagens 

hapZÓides o:riiginais. At:riavés da análise estatlstiaa dos da

dos., a o:ridem dearesaente do tamanho dos aromossomos envolvi

dos nos dissômiaos anaZisados é III ., IV e VI. 

f) A Zinhagem MSE usada possui 22 ., 38% de aoni

dios binuaZeados e 0 ., 49% de tr>inuaZeados. Dissômiaos isola

dos dessa Zinhagem ap:riesentam as mesmas porcentagens., mostrQn 

do que dissomia não inte:rife:rae com o número de núaZeos no aonl 

dio. 

g) A instabiZidade dos dissômiaos pode seri re

duzida peta indução_de Zetais recessivos em um sistema balan

ceado no par de aromossomos homólogos. 
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7. -SUMMARY AND CONCLUSIONS

The present research was carried out airning 

to obtain aneuploids of . A-6 pe.11.gii.lu.1.i n.idu.lan.1.i from haploids 

and duplicated strains through mi tosis. From the isolates 

obtained, four disomic were selected and used in the next 

steps. It was made an attempt to determine the aneuploid 

chromosome size. This was accomplished through methods based 

on survi val curves wi th chernical mutagens treatment and 

comparing ·conidia and nuclei diameter of disomics with haploid 

original strains. Besides , i t was made an attempt to reduce 

disornic instabili ty by irradiation wi th ul tra-violet light 

which could induce recessive lethals giving a balan�ed lethal 

system involving the extra chromosome. From the obtained 

results the following conclusions could be drawn: 

a) Thr ou g h  mitosis.and on s odiu m  de oxycholate

medi u m, s t rains wi th ch-_r,omosomal aber!'ations p1'oduced increased 

aneupl oidy frequenay i n  re Zati o n  t o  n o r ma l  st!'ain s. 

b) The order of rrrutagens to distinguish between



hapZoid and dipZoids base d on survivaZ curves were: 
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ethyZ 

methan'esuZfonate, nitrous acid and N-methyZ-N '-nitro-N-nitro

soguanidine. 

e) Disomic s trains are Zess viab Ze than the

origina Z hap Zoid s trains in th e presence o f e thy Z metha,ne su Zfo

nà te. This is probabZy due to differentiaZ permeabiZity to · 

the agent in disomia and hapZoid strains. 

d) By aomparison of the survivaZ curves with

e thy Z methanesuZfonate, it cou Zd be cone Zuded that the chromosome 

III is Zarger than chromosome IV. 

e) Conidia and nucZei in disomics were Zarger

when compared to the originaZ hapZoid strains. Through 

statisticaZ anaZysis the estimated arder ahromosome size is 

III, IV and VI from the Zargest to the smaZZest. 

f) The MSE strain use d, produaed

binuaZeated conidia and 0�49% trinuaZeated aonidia. IsoZated 

disomics from MSE s train produaed the same percen ta ge of 

binuaZeated and trinuaZeated aonidia, which is an indiaation 

that· disomy did nót interfere with the number of nucZei in 

the aonidia. 

g) Disomic instabi·Zity can be ·reduced by

induction of reaessfve ZethaZs in a baZanced ZethaZ system 

invoZving the homoZogue chromosome pair. 
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