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INSTABILIDADE MITÓTICA EM LINHAGEM DE A-0pe�gillu-0 nidulan-0 

COM DUPLICAÇAO CROMOSSÔMICA 

Autora: LIDIA FAVRAUD 

Drientador: Prof. Dr. JOÃO LÚCIO DE AZEVEDO 

RESUMO 

t linhagem A de A-0pe�gillu-0 nídulan-0 apresen­

ta um segmento do grupo de ligação I em duplicata, um na p� 

sição normal e o outro transposto para o grupo de ligação II; 

devido ao excesso de material genético a linhagem é instável, 

produzindo dois tipos principais de setores - melhorados e 

deteriorados. 

Neste trabalho foram isolados e analisados g� 

neticamente setores deteriorados originados 

desta linhagem. Os determinantes genéticos 

espontaneamente 

de deterioração 

dos variantes deteriorados obtidos comportaram-se como genes 

simples e foram localizados nos diferentes grupos de liga­

ção, não sendo encontrados ap�nas nos grupos de ligação V e 

VIII. Nos testes de alelismo, dentre os 16 cruzamentos rea-

lizados, em apenas dois os determinantes genéticos de dete-

rioração eram alelos. Estes resultados indicam que a distri

buição dos determinantes genéticos de deterioração pelos gr�

pos de ligação deve ser aleatõria, embora se conheça alguns·

locais dentro de determinados grupos de ligação nos quais um

numero razoável de determinantes de deterioração está localizado.

A importância do "background" genético na ins 

tabilidade f-0i observada através da introdução de marcadores 
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genéticos diferentes na linhagem A. Correlacionou-si a pre-

sença de diferentes marcadores com a alteração na frequência 

e nos tipos de setores produzidos. Foi observado que linha-

gens com determinadas marcas, c.omo tiossulfato e piridoxi n a  , 

apresentam menor frequência de setores e que quanto menor a 

frequência de setores apresentada pela linhagem maior e a

probabilidade de surgirem setores deteriorados; a temperatu­

ra na qual eles aparecem com maior frequência é a de 37 ° c. 

Quanto ao efeito da temperatura na instabili­

dade, observou�se que à 30
°

C as linhagens produzem setores 

em uma frequência bem baixa, não sendo possível detectar di­

ferenças entre elas. Com a elevação da temperatura, para 
o o -

37 e 40 C, aumenta a frequencia de setores produzidos; a 

correlação é direta e positiva, 

as linhage n s  já apresentem taxa 

à 37
°

c. 

embora à temperatura de 40 ° c 

de crescimento menor do que 
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MITOTIC INSTABILITY IN A STRAIN OF A-0pe�gillu-0 nidulan-0 

WITH A CHROMOSOME DUPLICATION 

Author: LIDIA FAVRAUD 

Adviser: Prof. Dr. JOÃO LÚCIO DE AZEVEDO 

SUMMARY 

The strain A of A-0pe�gillu-0 nidulan-0 has a 

chromosome segment of linkage group I in duplicate - one in 

the normal position and the other translocated _to linkage 

group II; the strain is unstable due to the excess .of 

genetic material an produces two broad classes of sectors -

improved and deteriorated. 

Deteriorated sectors, spontaneously obtained 

from this strain, were isolated and genetically analysed in 

this work. The determinants of deterioration acted as 

single genes and were located 1n different linkage groups; 

they were not found only in linkage groups V and VIII, 

Only in two out of sixteen crosses performed 

the determinants of deterioration were alleles. These 

results indicate that the determinants of deterioration must 

be located at random in the linkage groups, although there 

are spots in certain linkage groups in which an expressive 

number of determinants of deterioration is located. 

Different genetic markers were introduced 

into strain A to study the role of genetic background in 

stability. Different genetic markers were related with the 

change in the frequency and types of the sectors produced. 

Strains with markers as thiosulphate and pyridoxin show lower 

frequency of sectors, and the lower the frequency of sectors 
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presented by the strain the higher the probability of 

deteriorated sectors emerging; at 37
°

c they appear in higher

frequency. 

Regarding the effect of temperature on insta­

bility, it was observed that at 30
°

c the strains.produce 

sectors in a very low frequency and it is not possible to 

detect differences between them. Increasing the temperature 
o o 

to 37 C and 40 C, the frequency of sectors �ises; the 

correlation is direct and positive, although the strains at 

40
°

C present a smaller growth rate than those at 37
°

c.



1. INTRODUc;o

A instabilidade genética, durante as divi-

soes mitóticas, ocorre com frequência entre os seres vivos. 

Está normalmente associada a diferentes fatores, incluindo a 

presença de material genético em excesso, elementos citopla� 

mâticos e mutação. Este fenômeno já foi descrito em uma sé­

rie de organismos, abrangendo tanto animais e plantas como 

microrganismos, proaariotos e eucariotos. A observação de 

casos de instabilidade em organismos tão diversos sugere que 

ela deve ter um significado biológico geral. Os rearranjos 

cromossômicos, encontrados em associação com a instabilida-

de, possibilitam várias suposições. As duplicações, por 

exemplo, são consideradas indispenBáveis i evolução; elas 

permitem a criação de um novo gene, a partir de uma duplica­

ção redundante de um gene antigo, que adquire funções previ� 

mente não existentes (ORNO, 1970). As deleçÕes, inversões e 

transposições podem servir para criar novas sequências de n� 

cleotídeos 9u mesmo novos genes nos pontos de fusão (NEVERS e 

SAEDLER, 1977). Esses processos podem ser importantes do 

ponto de vista evolutiva, levando i flexibilidade adaptativa, 

por permitirem o rearranjo da informação genética. 
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O A-0pe�gillub nidulanb, uma das espécies de 

fungo em que jâ se detectou instabilidade (BAINBRIDGE e RO­

PER, 1966), vem sendo estudado devido ã facilidade de se iso 

lar e analisar geneticamente os produtos da instabilidade mi 

tÕtica. Jâ nos organismos eucariotos mais complexos não hâ 

possibilidade de se fazer cruzamentos a partir das re-

giões mutadas, porque elas são observadas em tecidos somáti­

cos. 

Linhagens de Abpe�gillub nidulanb com duplic� 

çao cromossomica são instáveis durante a mitose, produzindo 

setores melhorados e, em menor frequência, setores deteriora 

dos (NGA e ROPER, 1968). A produção de setores permite: a 

detecção de aberrações, a análise genética das marcas envol­

vidas, a utilização do fen�meno para ensaios com mutagêni­

cos, alem de propociar especulações sobre as causas, compor­

tamento e implicações da instabilidade. 

O mecanismo de origem dos setores melhorados 

parece jâ estar bem determinado, o mesmo não ocorrendo com 

os deteriorados (NGA e ROPER, 1969). Supõe-se que os seto­

res deteriorados se originam por novas duplicações em tandem 

em qualquer dos segmentos duplicados, disto resultando um a� 

mento na instabilidade; a transposição deste material genético 

em excesso, para outras regiões do genoma não envolvidas na 

duplicação, reduziria a instabilidade (AZEVEDO 

1970). 

e ROPER, 

Os objetivos propostos para este trabalho são: 

a- isolar setores deteriorados de origem es­

pontinea e analisâ-los geniticamente; 

b. determinar, através de testes de alelismo,

se existe uma localização preferencial dos determinantes ge­

néticos de deterioração; 
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c. correlacionar a introdução de marcadores 

genéticos diferentes em uma linhagem com duplicação cromossô 

mica com a alteração nas frequincias ou nos tipos de setores 

produzidos; 

d. analisar o efeito da temperatura na insta­

bilidade em linhagens com diferentes "backgrounds" genéti­

cos. 



• 4 •

2, REVISAO DE LITERATURA 

Logo apos a r esdescoberta das leis de Men 

del, antes da identificação, ao nível bioquímico, dos elemen 

tos porta-dores -da informação hereditária, diferentes autores 

observaram casos esporádicos de variação somática e de genes 

que apresentavam alta taxa de mutação espontânea, citados co 

mo instáveis ou mutadores. Estes casos foram estudados em 

diversas espécies de plantas e também animais (EMERSON, 1914; 

DEMEREC, 1926, 1937; RHOADES, 1941; BEALE e FABERGÉ, 1941; 

McCLINTOCK, 1951; SAND, 1957; FINCHAM e HARRISON, 1967; BURNS 

e GERSTEL, 1967; GREEN, 1967, 1975). 

Durante um longo período, os estudos da insta 

bilidade genética se desenvolveram utilizando organismos eu­

cariotos complexos. SÕ na década de 40, quando finalmente 

se evidenciou que o DNA era o material genético, começou-se 

a utilizar efetivamente os microrganismos em estudos de genê 

tica. O trabalho clássico de BEADLE e TATUM com Neuno-0po�a 

c�a..6-0a desencadeou o desenvolvimento da Genética de Microrg� 

nismos. Não tardou muito o aparecimento de casos de 

mutadores, principalmente em bactérias (TREFFERS et 

1954; GOLDSTEIN e SMOOT, 1955; SMITH-KEARY, 1958; 

genes 

alii, 

GUN-
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DERSEN et aZii. 1962; DAWSON e SMITH-KEARY, 1963; TAYLOR, 

1963); com o passar do tempo também começaram a ser observa­

dos casos de instabilidade genética em microrganismos euca-
.. 

riotos (KAFER, 1961; BARNETT e DE SERRES, 1963; NEWMEYER, 

1965; BAINBRIDGE e ROPER, 1966; BALL, 1966; CROFT, 1966; NGA 

e ROPER, 1966; MILLINGTON-WARD, 1967; AZEVEDO e ROPER, 

1970; CLUTTERBUCK� 1970; VON BORSTEL e� aZii, 1973). 

Os casos de instabilidade genética, estudados 

em diferentes organismos e recebendo denominações diversas, 

foram em principio-explicados através da genética clis�ica. 

Na �erdade, a instabilidade era vista como algo an3malo, ou 

pelo menos incomum, ji que era bastante arraig�do o conceito 

de que os cromossomos eram entidades que transmitiam a in­

formação genética de forma imutivel, de geraçio a geraçao. 

Antes do desenvolvimento da Genética Molecu­

lar foi possível conhecer mais a respeito da origem da ins­

tabilidade nos organismos onde se podia realizar estudos ci­

togenéticos. A partir da utilização de técnicas de sequen­

ciamento do DNA, um numero cada vez maior de trabalhos sobre 

instabilidade ao nivel molecular vem sendo desenvolvido nos 

diferentes organismos. 

O conhecimento acumulado permitiu que se esta 

belecesse um paralelo entre os fen3menos observados nos di-

versos sistemas estudados. É importante mostrar, segundo 

SHAPIRO (19!3). como pode ser natural a atividade de elemen­

tos mÕveis em diversas situações biológicas; deve-se mudar a 

tendincia de ver os elementos mõveis como �uriosidades em um 

"background" de estabilidade do genoma. 

Na dêcada de 50 McCLINTOCK, atraves de estu­

dos em milho, postulou que unidades genéticas distintas 

por ela denominadas de "elementos controladores" - eram res-
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ponsâveis pela indução.de alterações na estrutura dos cromos 

somos e na expressão genica. Os elementos controladores fo-

ram os primeiros elementos môveis a serem descritos com pre­

cisão e demonstraram seu poder de remodelar os programas he­

reditários. Parece que sô agora chegou-se ao consenso sobre 

a importância dos trabalhos de McCLINTOCK e o prêmio Nobel 

lhe foi outorgado com 30 anos de atraso. 

2.1. A instabilidade estudada através da genética clãssi­

ca 

2.1.1. Instabilidade genética em organismos superio­

res 

McCLINTOCK (1951, 1953, 1955, 1956) estudou a 

origem e o modo de expressão da instabilidade gênica em va-

rios loci conhecidos no milho. Os responsáveis pela altera-

çao da expressão gênica seriam os elementos controladores, 

que podem causar tanto instabilidade somática quanto germin� 

tiva. Os elementos controladores podem inibir a atividade 

de um gene integrando-se a este gene, ou prÕximo a ele; po­

dem também modificar simultaneamente a ação de mais de um 

gene, quando estes genes estão localizados em sequencia no 

cromossomo. A qualquer tempo pode ocorrer excisão do elemen 

to controlador e este pode reintegrar-se em qualquer outra 

parte do genoma; como ele não perde sua identidade no proce� 

so de excisão, o mesmo elemento pode associar-se a diferen­

tes genes. 

McCLINTOCK (1961) designou de elementos con-

troladores tanto os elementos autônomos quanto os não autôno 

mos. Posteriormente ela fez uma distinção entre eles, cha­

mando o elemento ativador autônomo de regulador e o elemento 

não autônomo de operador. Segundo FINCHAM e SASTRY (1974),
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que denominaram de receptor ao invês de operador o elemento 

do locus afetado, a relação rece�tor-regulador é altamente 

específica e três classes de elementos são reconhecidas com 

base nesta especificidade: "Dotted" (V,t), 11 Activator 11 (Ac.) e 

"Suppressor-Mutator11 (Spm). Os receptores de cada classe 

respondem somente aos seus prÔprios reguladores. 

classes de elementos diferem de forma marcante pelo 

de dose na frequência de excisão. 

As três 

efeito 

Os elementos controladores estao disseminados 

nos estoques de milho cultivado de diversas origens geogrâfi 

cas. Os alelos instáveis dos estoques de McCLINTOCK (1951) 

apareceram em plantas sujeitas ao ci elo q ueb ra-f us ão-ponte, que 

da origem a deficiências e duplicaç�es. Vârios-dos genes 

instáveis estão localizados no braço curto do cromossomo 9, 
11k b" . 1 . . -

que apresenta um no termina • Admi t1ndo que nova oco rren-

c ia de elementos controladores possa algumas vezes resultar 

de dano no cromossomo, é difícil acreditar que eles possam 

surgir "de novo" a partir de DNA não diferenciado ou de DNA 

de função diferente. Parece mais provável que eles estejam 

no genoma, em local onde não podem transmitir nem responder 

a sinais reguladores, talvez na heterocromatina (FINCHAM e 

SASTRY, 1974).

A partir de estudos sobre a presença de um 

cromossomo 10 anormal em milho, GAVAZZI (1975) sugeriu que 

este cromossomo era portador de uma região duplicada e trans 

posta para uma nova posiçao. Linhagens homozigotas para a 

duplicação apresentavam uma morfologia característica, que 

parecia estar associada com a porçao distal da duplicação. 

Foram observados, com frequência, ciclos de quebra-fusão-pen 

te nos tecidos do endosperma. GAVAZZI et alii (1977) descr� 

veram quatro linhagens de milho com segmentos duplicados fo-

ra de posiçao no braço longo do cromossomo 10. A 

destas linhagens sugere que a presença de cromatina 

analise 

extra 
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produz instabilidade cromossômica, levando a uma perda par­

cial ou completa do segmento duplicado. 

A instabilidade genética frequentemente surge 

apôs hibridação interespecífica e sua ocorrência ê comum em 

híbridos do gênero Nic.otiana. SMITH e SAND (1957), estudan­

do híbridos interespeCÍficos de N. langJ.idoJr.óil e. N. J.iande.Jr.ae., obser­

varam plantas que apresentavam flores variegadas. 

GERSTEL e BURNS (1967) observaram diversos 

exemplares derivados do cruzamento de duas espécies intima­

mente relacionadas, N. tabac.um e N. otopholl.a. Num dos ca­

sos, em plantas d·e N. tabac.um portadoras de segmentos heter� 

cromiticos introduzidos a partir de N. otopholl.a, as corolas 

eram variegadas com faixas coral sobre fundo carmim. Esta 

variegação era causada por instabilidade da pigmentação car­

mim, controlada pelo alelo Cov da N. otopholl.a. 

BURNS e GERSTEL (1967), examinando intérfases 

derivadas do cruzamento entre N. tabac.um e N. otopholl.a, obser 

varam a heterocromatina como um corpo compacto; este esta 

va presente em setores da epiderme que exibiam a cor carmim, 

mas estava geralmente ausente nas células de setor coral. 

Foram também observadas deleçÕes na heterocromatina. O 

alelo Cov 
deve estar localizado perto do fim do bloco de 

heterocromatina,provavelmente na porçao distal da eucromati-

na; quebras cromossomicas espontâneas levariam 

e V
• 

-

alelo o e a variegaçao. 

a perdas do 

Em Vll.oJ.iophila também ocorre fenômeno semelhan 

te aos elementos controladores observados em milho. Uma van 

tagem da Vll.of.iophila para estudos citogenéticos é a presença 

dos cromossomos politênicos, que permitem a identificação de 

algumas deleçÕes cromossômicas de tamanho pequeno e de rear­

r�njos associados aos eventos mutacionais. 
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DEMEREC (1926) fez um estudo genêtico detalha 

do do gene mutador para asa miniatura em V. vi...lÚ.li...-6, antes 

do desenvolvimento dos trabalhos de McCLINTOCK em milho. DE 

MEREC (1937) tambim observou genes instiveis em V. 

me.ta. no g a.-6 -te.Jt • 

GREEN (1967, 1969a e b, 1975) realizou uma se 

rie de estudos com genes mutadores no locus "white" em V. 

e. me..la.noga.-6-te.Jt. Observou que o gene VJ ( 1'white crimson") mu-

tava espontaneamente com alta frequência, tanto em fêmeas 

quanto em machos, para diferentes estados alêlicos, sendo 

que o fen�tipo v�riava de selvagem (W
+

) a branco (W). Os 

alelos derivados do W
C. podiam ser estiveis ou mutiveis; tan-

c. • - • • • � . 
to o w quanto os derivados mutaveis produzem deficiencias 

que incluem a perda do gene W e de loci adjacentes ã sua di­

reita ou ã esquerda. As propriedades que caracterizam este 

sistema são semelhantes àquelas dos elementos controladores 

·1 b . e. ~ no mi ho, em ora no sistema w nao tenha sido demonstrada -

mas ,apenas sugerida - a transposição do elemento controlador 

de um sítio para outro. Posteriormente, GREEN (1969a) ma-
c. -

peou o gene w e seu elemento controlador, atraves de permu-

ta interalelica. O elemento controlador associado ao gene 

W
C. foi capaz de transpor-se do cromossomo X para o cromosso-

mo III de V. me.la.nogM,te.Jt, sendo que neste processo 

consigo uma porção do gene w· 
, GREEN (1969b) estudou 

levou 

quatro 

transposições deste tipo, originadas independentemente, e 

concluiu que nestes casos o elemento controlador apresentava 

propriedades semelhantes àquelas dos vírus temperados. 

Um novo gene-mutador em V. me.la.nogM-te.Jt, que 

causa a reversão do gene "yellÓw-2" (y 2 ) para o tipo selva­

gem, foi descrito por GREEN (1970). Este gene mutador nao 

ê locus específico, ji que tambem causa a reversão dos ale­

los "forked-3-N 11 para tipo selvagem e do alelo para cor de 

olho "white apricot11 (wª ) para olho branco. Todos os genes 
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em questao estao localizados no cromossomo X e o gene muta­

dor foi mapeado no crcmossomo III. Este mutador s6 f unciona 

em fêmeas, e parcialmente dominante e parece incapaz de re­

verter. 

RASMUSON e GREEN (1974) observaram uma dupli-

cação em tandem, associada com o locus "white", que 

ser geneticamente instável. 

parecia 

Um gene mutador para asa miniatura (mu), o 

primeiro exemplo de gene mutador fora do locus "white" em 

V. melanogMte4, foi descrito por GREEN (1975)� DEMEREC 

(1926) jâ havia observado a existência de um mutador para es 

te gene em V. villÁ.li-0. A capacidade de mutação somática e 

germinativa do mª assemelha-se ao comportamento do mt3-a de 

V. villÁ.li-0. Parece que um segmento de DNA extra e sua trans

posição seriam os responsáveis pela instabilidade.

2.1.2. Instabilidade genética em microrganismos 

2.1.2.1. Instabi 1 idade em bactérias 

Durante algum tempo parecia que os elementos 

controladores observados no milho não tinham paralelo entre 

os microrganismos. Mas, com os estudos em bactérias e bacte 

riófagos, muitas analogias puderam ser encontradas em siste­

mas procarióticos. 

Dentre os primeiros casos descritos sobre ins 

tabilidade em bactérias estão os trabalhos de TREFFERS et

alii (1954) e GOLDSTEIN e SMOOT (1955), em E4che4ichia coli. 

Estes Últimos autores estudaram uma linhagem com uma alta ta 

xa de mutação para auxotrofia, enquanto TREFFERS et aZii

(1954) observaram um variante de E. colida linhagem K-12 

que aumentava a taxa de mutação para resistência à estrepto­

micina; este gene mutador parecia ser bastante estável. 
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PAWSON e SMITll-KEARY (1963) trabal,haram ·, com 

genes instáveis em Salmonella �yphimuJtium e, por analogia 

aos "elementos controladoresº <lese.ritos por McCLINTOCK, de­

nominaram estes genes de 11epissomos controladores". Estuda ... 

ram três tipos de reversão do gene leu-151 que podem ser dis 

tinguidos por seu crescimento em Meio Mínimo; um deles, deno 

minado "unstable slow 11 (US), provavelmente se or1.g1.nava por 

instabilidade no locus �u-leuA. Linhagens US isoladas inde­

pendentemente podiam apresentar graus de instabilidade muito 

diferentes. Eles demonstraram que os epissomos controlado ­

res podiam ser transpostos do locus -0u-leuA tanto para um 

locus desconhecido como para um locus conhecido e também que 

a instabilidade não era devida aos diferentes "backgrounds" 

genéticos das diferentes linhagens. 

Além dos fatores mutadores encontrados em bac 

teriófagos, já foram isolados mais de 30 mutadores 

dentes em bactérias. Eles aumentam a mutabilidade 

indepen­

espontâ-

nea de um até quase todos os genes, incluindo mutações dire­

tas (para auxotrofia e resistência a antibióticos ou fagos) 

e mutações reversas (para prototrofia ou para independência 

a antibióticos). Alguns desses mutadores têm sido localiza­

dos no cromossomo bacteriano. Em E. c.oli sao conhecidas· três 

regiões onde os mutadores estão localizados preferencialmen-

te (MOHN e WURGLER, 1972), 

O estudo da resistência a canamicina em P!toteu-0 

indica ser um transposon o responsável por es-

ta resistência. Em certas circunstâncias, este transponson 

parece interferir na síntese da protease, já que linhagens 

es€iveis após o tratamento.com a droga passam a apresentar 

indivíduos não produtores de protease (BIANCO et alii, 1982). 

Uma alta frequência de clones auxotróficos foi observada 

por NEWTON et aZii (1982), a partir de populações de diferen 

tes linhagens de P. miJtabili-0, sendo que estes mutantes sao 
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quase sempre deficientes para a carbamil fosfato sintetase . 

Tais mutantes parecem nio reverter para a condiçio de proto­

trofia. Foi também observada instabilidade genética para 

marcadores de resistência à drogas. O aparecimento de auxo­

trôfico parece depender da presença de um transposon que, a­

pôs causar a deleçio no gene carbamil fosfato sintetase, po­

de ou nao permanecer na populaçio mantendo tais resistências 

em frequências variadas. 

2.1.2.2. Instabilidade em fungos 

A instabilidade genética em microrganismos eu 

cariotos vem sendo estudada em leveduras e, entre os fungos 

filamentosos, principalmente em Neu�o-0pQ4a c.4a-0-0a e 

A-0pe4glllu-0 nldulan-0. 

Em leveduras alguns dos genes responsáveis p� 

lo aumento da radiossensitividade apresentaram atividade de 

mutadores. Uma linhagem sensível à radiaçio ultra-violeta 

apresentou uma duplicaçio na taxa de mutaçio espontânea, en­

quanto outra linhagem sensível aos raios X exibiu um aumento 

de cerca de 50 vezes na taxa de mutaçio espontânea. O aumen 

to parece estar restrito as mutações do tipo adiçio-deleçio 
li 

(MOHN e WURGLER, 1972). 

Instabilidade genética n-0 locus do tipo de 

reaçao sexual foi observada por EGEL(l976), em Sc.rúzo-0ac.c.hMomyc.e.J.:i 

pombe, e interpretada em termos de transposição; linha 

gens homotálicas são caracterizadas por dois genes adjacen­

tes para tipo de reaçao sexual (mat1 e mat;), com funções

sexuais complementares. O gene rnat; e capaz de se autodupl! 

car e a cópia duplicada mapeia na posição do mat1. Devido a 

inserção, a função do mat1 é perdida e somente torna-se rea­

tivada quando a sequência inserida sofre excisio. 
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FINK 

(1979) demonstraram a existência de transposições instáveis 

do gene hi-04C (C + ). Nas linhagens normais o gene e
+ está 

localizado no cromossomo III, mas foram detectadas transposi 
. 

e+ çoes raras nas quais o gene está inserido no cromossomo 

XII. Esta integração está associada a uma mutação letal re­

cessiva, que deve ser resultado da integração do e
+ em um g�

ne essencial do cromossomo XII. A síntese de uma nova cópia

do hi-04C ocorre antes da transposição, já que esta nao dá

origem a uma deleção simultânea no cromossomo III. As trans

posições e
+ são instáveis e dão origem a segregantes C com 

uma alta frequên�ia; estes segregantes resultam da excisão 

precisa do elemento e
+ ou a partir da perda de todo o cromos 

somo que carreia a inserção. 

A partir da década de 60 começaram a 

vários trabalhos sobre instabilidade em Neu�a-0po4a 

surgir 

BARNETT e DE SERRES (1963) constataram que existem certos sí 

tios que sao mais suscetíveis aos mecanismos de mutação es-

pontânea e que existe analogia com a instabilidade autônoma 

em alelos mutantes; a instabilidade parece ser alelo-especí­

fica e ter alta probabilidade de mutação para um estado mais 

estável, que é independente de fatores extrínsecos. Muitos 

casos de instabilidade refletem o fen§meno de quebra cromos­

sômica, enquanto oÚtros são devidos a ativadores ou genes mu 

tadores. 

NEWMEYER (1965) e NEWMEYER e TAYLOR (1967), 

também trabalhando com Neu�o-0po�a, observaram um caso de ins 

tabilidade associada a inversão pericêntrica. A ocorrência 

de permuta dentro da região invertida dá origem a dois prod� 

tos recíprocos, um duplicado 100% viável e o outro deficien­

te para o mesmo segmento, sendo letal. Análises prelimina­

res sugeriram que a segregação somática ocorreu algumas ve­

zes devido a permuta mitôtica e outras por perda do material 
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duplicado. 

NEWMEYER e GALEAZZI (1977) estudaram a insta­

bilidade e seu controle genético em linhagem de Neu�o-0po�a 

com duplicação. Alguns mutantes de Neu�o-0po�a, observados 

por NEWMEYER e GALEAZZI (1978) e NEWMEYER et aZii (1978), au 

mentaram a instabilidade em duplicações. O mutante 

dentre outros efeitos, aumenta a instabilidade de 

me�-3, 

duplica-

çoes que não sejam em tandem, sendo este efeito mais marcan­

te à 25 ° c. Além deste, dois outros mutantes - uv-0-3 e UV-0-6, 

também aumentam a instabilidade, devido a permuta mitótica, 

a deleções ou a ambos os mecanismos. Na ausência de qual­

quer mutante sensível a ultra-violeta, a instabilidade das 

duplicações é aumentada pela presença de histidina no meio 

de cultura. 

compartilham as seguintes características, em relação ao fe­

nômeno da instabilidade (PERKINS e BARRY, 1977): 

a. Todas as duplicações sao instáveis;

b. O material duplicado é perdido, através de

um ou de vários passos, até originar ha­

pl6ides efetivos;

c. Qualquer um dos segmentos em duplicata po­

de ser perdido;

d. A instabilidade é aumentada por cafeína,

azul de tripau e mutantes UV-0;

e. Um fator recessivo reduz a instabilidade.

A vantagem da Neu�olpo�a é poder ser utiliza­

da em estudos citogenéticos, mas apresenta a desvantagem de 

ser heterotálica. 

- . uma serie de 

vantagens para estudos genéticos, dentre elas o fato de ser 
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haplÕide, homotâlico e com conídios uninucleados. Alêm.dis-

so, o uso de mutantes autônomos para a cor dos conídios faci 

lita a detecção e o isolamento de variantes, equivalentes 

aos tecidos somáticos nos organismos superiores, que podem 

ser analisados geneticamente. 

O estudo da iristabilidade genética em A. 

nidulan� pode ser dividido em duas fases. N a  primeira delas 

os casos descritos puderam ser explicados através de permuta 

mitótica, não disjunção e da herança citoplasmática (ROPER, 
• • 11 " 

1952; PONTECORVO et ah1,,1954; PONTECORVO e KAFER,1958; K AFER, 1960, 

1961; JINKS, 1966). A segunda fase teve início com a descrição 

dos efeitos causados por uma duplicação cromossômica (BAIN­

BRIDGE e ROPER, 1966), Este variante, portador de dupli-

caçao cromossomica, 

linhagens normais, 

foi 

uma 

çao nao recíproca de 

o V III. Este variante

originado pelo cruzamento de duas 

das quais apresentava transloca-

um segmento do cromossomo III para 

produzia colônias com aspecto enru 

gado ("crinkled") e era instável na mitose . 

D ez anos apos a obtenção da linhagem de BAIN­

BRIDGE e ROPER (1966), apenas sete ou oito diferentes linha-

gens portadoras de duplicação tinham sido encontradas (BIR-

KET T e ROPER, 1977). As linhagens com duplicação cromossômi 

ca em A. nidulan� são muito favoráveis para estudos sobre a 

organizaçao do genoma como um fator que afeta as modalidades 

de deleçÕes espontâneas na mitose. O fator limitante para a 

realização destes estudos era a obtenção de novas linhagens 

que fossem adequadas. Atê agora as linhagens eram obtidas 

por um processo trabalhoso, envolvendo irradiação e urna se-

rie de análises genéticas; com exceçao da linhagem A, com du 

plicação IR ➔ IIR (NGA e ROPER, 1968), todas as outras foram 

obtidas através de translocação não recíproca. SEXT ON e RO-
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PER (1984) obtiveram espontaneamente e analisaram genetica­

mente onze linhagens com duplicação, de origens independen ­

tes . Utilizaram a técnica de PRITCHARD, a partir da qual 

foi isolada a linhagem com duplicação I-II (NGA e ROPER, 

1968). 

NGA e ROPER (1966) sugeriram vários mecanis-

mos para explicar a instabilidade,entre eles a deleção termi 

nal, mutação, permuta mitótica e deram ênfase à permuta desi 

gual entre cromatídeos irmãos durante a mitose, se apenas um 

mecanismo fosse responsável pela instabilidade. Posterior­

mente, observaram que a perda do segmento cromossômico pode 

se dar quer por permuta desigual entre cromatídeos irmãos ou 

por permuta em alça intracromossômica, ambos os mecanismos 

gerando deleçÕes e duplicações em tandem (NGA e ROPER, 1968). 

Para caracterizar a instabilidade intracromos 

sômica na mitose, NGA e ROPER (1969) propuseram o termo "não 

conformidade mitótica". Observaram que ela era produzida p� 

lo não ·balanceamento cromossômico e que as mudanças genotípicas 

estavam restritas aos próprios segmentos que provocavam a 

instabilidade. CASE e ROPER (1981) mostraram que existe uma 

variedade de mecanismos disponíveis para a correção do nao 

balanceamento cromossômico; a maioria dos diplÓides heterozi 

gotos para a duplicação I�II sofrem deleçÕes, mas a elimina­

ção da translocação por permuta mitótica ê o mecanismo mais 

frequente no restabelecimento d o  balanço genômico. 

Apenas as linhagens Dp (IR + IIR) e Dp (IIIL 

➔ VIIIR) estão suficientemente definidas para estudos

lhados (BIRKETT e ROPER, 1977) ,-

deta-

A linhagem A, com duplicação I-II, utilizada 

por NGA e ROPER (1968), possui marcadores genéticos para co­

loração dos conídios na região duplicada, além de marcas pa­

ra requisitos nutricionais. Esta linhagem pode dar origem a 

setores: 
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a. meihorados: sao mais estáveis e com cresci

mento melhor do que a linhagem com duplicação. Se originam 

pela perda, parcial ou total, do segmento em duplicata. A 

perda pode ser intersticial e ocorre com maior frequência no 

segmento translocado. Dependendo do segmento em duplicata 

que é perdido, se no grupo I ou II, os setores formados sao 

verdes ou amarelos (NGA e ROPER, 1968); 

b. deteriorados; apresentam textura e colora-

- çao variável, e seu grau de instabilidade pode ser maior ou

menor do que o da linhagem com duplicação; podem se originar

po� inversão, novas duplicações em tandem ou transposição do

segmento duplicado (NGA e ROPER, 1968; AZEVEDO e ROPER, 

1970; AZEVEDO, 1971). Segundo BIRKETT e ROPER (1977), nao 

existe evidência marcante da existência de duplicações em 

tandem, mas as duplicações que não em tandem são conhecidas 

e têm sido a principal fonte de informação sobre deleçÕes; 

c. heterocariôticos: ocorrem com baixa fre� 

quência. Apresentam uma mistura não usual de cabeças com co 

nídios verdes e amarelos, e cabeças individuais contendo tan 

to conídios verdes quanto amarelos. Os setores heterocarió­

ticos podem ter um dos seus componentes letais; estes devem 

surgir pela deleção de um segmento maior do que o duplicado 

(ROPER e NGA, 1969). 

Os setores deteriorados produzidos pelas li­

nhagens com duplicação 1-11 têm sido mais estudados do que 

aqueles provenientes das linhagens com duplicação III-VIII. 

Embora nestas Últimas o número total de setores e também o 

numero de setores deteriorados produzidos seja maior, a dis-

tinção entre setores melhorados e deteriorados nem sempre 

clara. 

Os setores deteriorados provenientes das li-
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nhagens com duplicação I-11 foram estudados em detalhe por 

AZEVEDO e ROPER (1970), que explicaram a origem dos mesmos a 

partir de novas duplicações ocorrendo em um ou no outro seg­

mento em duplicata e produzindo material genético em excesso. 

Isto provoca um aumento na instabilidade; um aumento da esta 

bilidade é obtido pela transposição, para outro sítio na pa� 

te não duplicada do genoma, de todo ou de parte do material 

genético extra. Na maioria dos casos analisados, os determi 

nantes de mudanças morfol5gicas segregaram como genes sim­

ples e foram designados de determinantes de deterioração. 

ROSATO (1973) utilizou a acriflavina e o etil 

metano sulfonato (EMS) e observou os seus efeitos na instabi 

lidade em linhagens deterioradas, 

gens com duplicação 1-II. O EMS 

obtidas a partir de linha 

mostrou-se mais eficiente 

que a acriflavina na produção de variantes morfológicos. A 

produção·de variantes morfológicos com acriflavina depende 

do tipo de linhagem usada, sendo a linhagem com duplicação 

mais sensível à ação da mesma. Quatro dos variantes morfolÓ 

gicos obtidos por indução com EMS, a partir de linhagens de­

terioradas, mostraram supressão dos determinantes de deteria 

ração originais e o aparecimento simultâneo de novos determi 

nantes em diferentes locais, atuando como mutações simples 

(ROSATO e AZEVEDO, 1978). 

MENEZES (1974) obteve variantes deteriorados 

espontaneos e também induzidos por luz ultra-violeta e DNA 

exogeno, a partir de linhagem com duplicação I�II. MENEZES 

e AZEVEDO (1978) observaram seis reversões, a partir de va­

riantes originados por linhagem com duplicação I-II, e atra­

ves de anilise genética concluíram que cinco delas eram devi 

das a supressores e uma causada provavelmente por mutação r� 

versa. Os supressores segregaram como genes simples e nao 

estavam ligados às mutações que suprimiam. 

ZUCCHI (1975) e ZUCCHI e AZEVEDO (1979) anali 
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saram setores deteriorados conspícuos e seus derivados, obti 

dos espontaneamente a partir de linhagens com duplicações III 

-VIII; observaram que a deterioração podia ser associada a 

deleção nos segmentos em duplicata, embora em dois casos os 

determinantes de deterioração tenham sido localizados em gr� 

pos de ligação que não estavam envolvidos na duplicação ori­

ginal. Outra característica dos variantes deteriorados ori-

ginados a partir das linhagens com duplicação III-VIII 

alta taxa de permuta mitótica. 

e a

BIRKETT e R O PER ( 1 9 7 7 ) , e s tu d-ando setores 

deteriorados obtidos a partir de uma linhagem com duplicação 

III-VIII, sugeriram que nos principais genótipos isolados a

partir de um único setor deteriorado o evento inicial era 

uma deleção; esta deix.ava um locus viscoso ("sticky 11) que 

provocava permuta mitótica e originava vários tipos de fenó­

tipos deteriorados. 

Agentes químicos, físicos e mesmo fatores ge­

néticos podem alterar o padrão normal de instabilidade em li 

nhagens com duplicação cromoss�mica. Certas substincias co­

mo o azul de tripan (COOKE et al,ii, 1970), cafeína, atebrina, 

verde malaquita (PALMER e ROPER, 1970), etil metano sulfonato 

(ROSATO, 1973), DNA exógeno (MENEZES, 1974), Chloroneb (AZEVE 

DO et alii, 1977) e cumarina (MAJERFELD e ROPER, 1978), as­

sim como genes que conferem sensitividade à luz ultra-viole­

ta (BURR et alii, 1982), aumentam a instabilidade de linha­

gens com duplicação. 

Alguns compostos, como a cicloheximida, o 

cristal violeta, a acriflavina, o metano e 6�aminonicotinami 

da, não aumentam a instabilidade (PALMER e ROPER, 1970). Já 

o brometo de etídio (BONATELLI e AZEVEDO, 1977), 1-4-oxathi­

in (AZEVEDO et alii, 1977) e Mn
2+ 

(BURR et alii, 1982) redu­

zem a instabilidade.
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Agentes físicos como a luz ultra-violeta (ME­

NEZES, 1974; AZEVEDO, 1975; PARAG e ROPER, 1975) e temperat� 

ra (item 2.1.3) influenciam na instabilidade de linhagens 

com duplicação cromossômica. 

Os genes .6.tn- 7 (AZEVEDO, 19 7 5) e binA J (P IZZ I

RANI-KLEINER, 1981) reduzem a instabilidade em linhagens com 

duplicação cromossômica. 

2.1.3. Influência da temperatura e do 11 background 11

genético na instabilidade 

A temperatura é uma variável ambiental das 

mais importantes e seu efeito tem sido observado em diferen­

tes organismos há várias décadas. Já o "background" genéti­

co não tem merecido a mesma atenção dada à temperatura. 

Uma mudança no "background" genético pode ter 

um papel muito importante, já que duas linhagens diferindo 

uma da outra por somente uma mutação podem responder de for­

ma diferente a um mesmo mutagênico (ALIKHANIAN, 1962). 

A frequência de mutações induzidas por radia­

çao, em caracteres quantitativos, observada em organismos di 
li --

p 16 ides tem apresentado resultados discrepantes. Para MUL-

LER e JAMES (1961), que trabalharam com três linhagems di­

plÓides de Saeeha�omyee.6 ee�evi.õiae, e stas discrepâncias se­

riam decorrentes dos efeitos fenotípicos das mutações induzi 

das poderem ser influenciados pelo "background" genético, 

com o qual as mutações devem interagir. 

Segundo CLARKE e SHANKEL (1975), existem exem 

plos em sistemas microbianos onde alelos de um gene têm gran 

de influência na mutabilidade de outro locus, como no caso 

da linhagem his thr de Baeillu.6 .õubtili.6. A produção de 
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. + 
revertentes his nesta linhagem era muito baixa, quando com-

- +
parada com a da linhagem his thr ; isto porque células his 

thr em excesso removiam a treonina do meio e impediam o de-

senvolvimento e a formação de colônias pelas 

thr 

células h. +
1S 

A influência da temperatura tem sido analisa­

da sob diferentes aspectos em vários organismos, sendo que 

os primeiros estudos correlacionando-a com a 

foram desenvolvidos em Vno-0ophila. 

instabilidade 

MULLER (1928) observou, em Vno-0ophila, que a 

taxa de mutação por geração aumenta, embora o tempo de gera­

ção seja menor, nas temperaturas mais altas. 

O gene m:t3-y é instável em células somáticas 

de V. vinili-0, mas DEMEREC (1932) não observou efeito da tem 

peratura ·na instabilidade do gene em moscas criadas a 20 °, 

25 ° e 30 ° c. P 
· t d i·nsta--osteriormen e emonstrou que os genes

veis em V. vinili-0 não são afetados por vários fatores am­

bientais, dentre eles a variação de 10 ° c na temperatura (DE­

MEREC, 1941). 

BEALE e F ABERGÉ ( 19 4 1) estudaram, em 

gnandiólona, o compor tamento de um gene mutável 

Pan:tulac.a 

que produz 

manchas coloridas nas pétalas e pecíolos. Utilizando as tem 
o o o o -

peraturas de 25 , 30 , 35 e 40 C, detectaram uma reduçao na 

taxa de mutação com o aumento da temperatura. FABERGÉ e BEA 

LE (1942) observaram que o gene instável parecia ser mais 

mutável durante o período da divisão dos cromossomos, do mes 

mo modo que foi observado para o gene "rose-alpha" em Ve.tphinl._um 

ajaW (DEMEREC, 1931). 

Culturas derivadas da hibridação de Nic.a:tiana 

lang-0donóóii com N. -0andenae,que apresentavam flores com co­

loração variegada,foram analisadas geneticamente por SAND 
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(1957). O variegado-1 diferia de N. ;.,an.defl.ae, que e 

riegada, pela presença do tipo de alelo em um único 

nao-va 

locus; 

dois alelos, VS e v
;.,

, são instáveis. O efeito das temperatu

ras de 55° , 70 ° e 80 ° F (cerca de 13 ° . 21° e 27° c) durante o

desenvolvimento foi estudado através da variação de intensi­

dade do fenótipo variegado. Um aumento na temperatura é a­

companhado por uma diminuição na frequência de células pig­

mentadas na epiderme das pétalas. 

Utilizando um clone de Nieoxian.a, SAND (1962) 
- o o o comparou a influencia das temperaturas de 50 , 60 , 70 

o ( o o o o 80 F aproximadamente 10 , 16 , 21 e 27 C) num locus 

e

está-

vel R e em um locus mutável V, no mesmo tecido, A temperat� 

ra afetou o tamanho das células, aumentando o número de célu

1 . d 2 . 1 . 
-

as examina as por cm nas temperaturas mais a tas; isto pe�

mite esperar maior número de setores por unidade de area nas 

temperaturas mais altas, mesmo sem um efeito direto da temp� 

ratura no mecanismo de formação de setores. Esta variação 

foi eliminada, quando da análise estatística, através de cor 

reção mas ainda assim a produção de setores somáticos pela 

linhagem instável é altamente significativa e está 

cionada à temperatura. 

correla-

Segundo FINCHAM e SASTRY (1974), existem evi-

dências para o controle da frequência de mutação dos alelos 

instáveis por outros fatores além dos elementos 

res. Dentre as variáveis ambientais, embora a 

controlado­

temperatura 

possa ter um efeito marcante, não há uma regra geral a res­

peito de sua direção. Isto pode depender da resposta especí 

fica do segmento particular de cromatina, dentro do qual o 

elemento controlador está inserido, em relação à tempera tu-

ra. Em milho foi observada uma relação negativa entre a tem 

peratura e a frequência de mutações induzidas pelo V� em ª
1
, 

enquanto a frequência de mutação de pg m para Pg aumenta com 

a elevação da temperatura. Em Anxi�fl.hinum maju-0 também foi 



• 23.

encontrada uma relação negativa, mas sistemas mutáveis 

rentes respondem de modo diferente à temperatura. 

dife 

Segundo FINCHAM (1973), nos sistemas mutáveis 

a açao dos fatores ambientais deve ocorrer através da regul� 

ção gênica e não diretamente sobre os genes que 

alta mutabilidade. 

apresentam 

Em A. nidulan-0, casos mais complexos de insta 

bilidade começaram a ser estudados após o trabalho de BAIN­

BRIDGE e R0PER (1966), no qual eles observaram o aparecimen­

to•de um variante enrugado ("crinkledº ) e que possuía um se� 

mento cromossômico em duplicata, resultante de uma transloca 

çao não recíproca em uma das linhagens parentais. Desde en-

tão outras linhagens que apresentam duplicação cromossômica 

têm sido investigadas e, embora o número dessas linhagens a­

dequadas para estudos genéticos seja pequeno, uma quantidade 

razoável de dados vem sendo acumulada principalmente sobre a 

influência da temperatura sobre o material genético em exces 

so. 

Segundo NGA e ROPER (1968), a instabilidade 

vegetativa das linhagens enrugadas, portadoras de duplicação 

cromossômica, 

37° c. 

. - o o -era aparentemente maior a 34 e 42 C do que a 

A maioria das deleções, em linhagens portado­

ras de duplicação, ocorre no segmento duplicado translocado, 

sendo que a frequência total d e  deteções depende da tempera­

tura de crescimento (LIEBER, 1976a). A frequência total de 

deleções a partir da linhagem com duplicação do grupo de li­

gação III é maior quando crescida à temperaturas baixas, en­

quanto na linhagem com duplicação do grupo de ligação I a 

frequência é nitidamente elevada em temperaturas altas. Se­

gundo ele, a temperatura de 39,5 ° c aumentaria a frequência de 

deleções ao seu maior nível, no caso de duplicações do grupo 
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39 s º 

, 
de ligação I; utilizando as temperaturas de 28 °, 36º, 

o e 42 C, com 72 repetições por tratamento, observou que a fre 

quência de setores verdes diminuía com o aumento da tempera­

tura, enquanto a frequência de setores amarelos aumentava des 

de 28 ° a 39,5 ° c, mas diminuía à 42° c. Esta diminuição dos 

setores amarelos em temperaturas superiores a 40 ° c não tem 

sido observada por outros autores (NIFFINEGGER e SOUZA,1979; 

OLIVEIRA, 1982). 

BIRKETT e ROPER (1975) observaram a formação 

de pseudo-setores nas linhagens com duplicação III-VIII 

com translocação TVI-VII quando crescidas à 37° c, mas não 

42
° C. A morfologia é mais compacta à 42° c, e a ausência 

e 

a 

com 

pleta de pseudo-setores indicaria um fendtipo sensível à tem 

peratura, Os autores discordaram da interpretação dada por 

LIEBER (1976a), que já divulgara parte dos seus resultados , 

de qtie ocorria um aumento na instabilidade cromoss�mica com 
- o  o a redução da temperatura de 42 para 36 C,

A incorporação em uma linhagem de A, nidulan� 

da duplicação do grupo de ligação I e da duplicação intacta 

do grupo de ligação III fez com que a mesma apresentasse uma 

instabilidade à 36° c maior do que a observada em qualquer das 

duas linhagens portadoras �e uma só duplicação (LIEBER, 

1976b). As deleçÕes a partir das duplicações III e I, nesta 

linhagem com dupla duplicação, geralmente resultavam em .va-

riantes que em termos de cor e morfologia eram similares a-

queles produzidos pelas culturas carreando apenas uma dupli-

caçao. Geralmente, as deleções a partir da duplicação III 

intacta precediam as deleções de partes específicas da dupli 

cação I. Quase todas as deleções incluindo o yA; no grupo

de ligação I duplicado ocorreram após a perda de parte da du 

plicação III. 

A variação da temperatura parece alterar as 

frequências de deleção ou reparo, mas não as de transposição 
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ou de novas duplicações (NIFFINEGGER E SOUZA, 1979). As de-

leçÕes preferenciais observadas no trabalho (menor temperat� 

ra maior frequência de setores verdes e maior temperatura 

maior frequência de setores amarelos) poderiam ser �orrela ­

cionadas com a presença de enzimas de reparo atuando em dif� 

rentes sítios, de acordo com a temperatura utilizada. Assim 

à 40 ° C estas enzimas atuariam preferencialmente no sítio de

ligação do segmento translocado (II), aumentando a frequência 
� o de setores amarelos; a 30 C atuariam no sítio homólogo (I) e 

aumentariam a frequência de setores verdes, em relação ao ob 

servado em temperaturas mais elevadas. Outra explicação se­

ria a velocidade diferente na formação de cópias para os se� 

mentas envolvidos na duplicação; em altas temperaturas o se� 

mento original seria copiado com maior rapidez, 

maior número de setores amarelos. A velocidade de 

produzindo 

replica-

ção do segmento original seria diminuída em temperaturas mais 

baixas, permitindo a expressão fenotípica do segmento trans­

locado para o grupo de ligação II. 

GABRIELLI e AZEVEDO (1980), utilizando o va­

riante deteriorado v58, determinaram a frequência de dissômi

cos produzidos em diferentes temperaturas; concluíram que a 

variação na temperatura não teve influência na produção de 

dissômicos. 

O efeito da temperatura na expressao do gene 

b�nA
1

, que determina a formação de conídios com mais de um 

núcleo, foi estudado por PIZZIRANI-KLEINER (1981). Ela uti-

1. 
. 

de 28° , izou as temperaturas 37
° e 44° c e observou que o au

mento ou a diminuição de conídios uni, bi e trinucleados . em 

função do aumento da temperatura ocorre de maneira linear 

Com a elevação da temperatura a percentagem de conídios uninu 

cleados aumenta, enquanto a dos bi e trinucleados diminui.Os 

dissômicos originados da linhagem MSEbin são mais instáveis 

que os mesmos dissômicos originados da linhagem MSE, aprese� 
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tando maior frequência de colônias haplÕides. A presença do 

gene binA 1 diminui a instabilidade na linhagem com duplica­

ção cromossômica (Abin) e em diplÕides, quer entre linhagens 

normais ou sendo uma delas portadora de duplicação. 

2.2. A importincia da Gen�tica Molecular no estudo da ins 

tabilidade 

. ... .  

Uma nova fase para a Genêtica teve inicio com 

a descoberta das enzimas de restrição em bactêrias, no final 

da decada de 60. Mais de uma centena dessas enzimas jâ fo-

ram isoladas, a partir de diferentes espêcies bacterianas. 

Elas são utilizadas 11in vitro" para quebrar e separar frag-

mentos cromossomicos, permitindo a construção de mapas físi-

cos do genoma. As enzimas de restrição não são empregadas 

apenas no mapeamento dos genes mas tambê� no isolamento dos 

mesmos. Com a descoberta destas enzimas um novo rumo foi da 

do à Genética Molecular, atravês da manipulação gênica ou 

tem Engenharia Genética. O DNA de varias espécies 

sido submetido a ação de diferentes enzimas de restrição e 

atualmente tem-se "bibliotecas" genômicas de diferentes org� 

nismos. 

A tecnologia do DNA recombinante tornou poss� 

vel analisar os fenômenos genéticos ao nível molecular nas 

cêlulas eucariôticas com a mesma precisao que em bactêrias. 

A existência de elementos genéticos transponf 

veis, que podem se inserir em diferentes sítios dos cromosso 

mos e variar a expressao gênica, foi descrita por 

TOCK, na dêcada de 50, no milho. Mais recentemente 

McCLIN­

elemen-

tos similares - as sequências de inserçao (IS) e os transpo­

sons (Tn) - foram observados em bactérias. 

são conhecidas cinco sequencias IS em E. c.o!i 
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e seu tamanho ê variável, embora pequeno. Elas estao p�ese� 

tes em várias cópias no cromossomo bacteriano. A inserçao 

em um gene estrutural inativa sua função e a inserção em um 

operon geralmente causa efeitos polares. A integração das 

sequências IS demonstram certa especificidade para os sítios 

de inserção, cu3O grau e variável de acordo com a 

(STARLINGER, 1977). 

sequencia 

Os transposons foram originalmente distingui­

dos das sequências de inserção pela presença de genes detec­

táveis fenotípicamente, que conferiam resist�ncia à antibiÕ 

ticos. Mas hã u�a relação estreita entre IS e Tn. Os trans 

posons geralmente têm nas extremidades longos segmentos rep� 

tidos diretos ou invertidos; estes segmentos repetidos sao 

IS (CALOS e MILLER, 1980). 

e transposons 

Virtualmente todas as sequencias de inserçao 

caracterizados ao nível de sequência têm uma ex 

tremidade repetida invertida. 

A integração e a excisao dos elementos trans­

poníveis ê de maneira geral bastante precisa, mas tarnbêm 

tem sido observado um aumento na incidência de inversoes, de 

léçÕes e duplicações em regiões cromossômicas adjacentes (NE 

VERS e SAEDLER, 1977). 

A função primária dos elementos transponíveis 

nos procariotos ê juntar DNAs não homÕlogos. Processos como 

as inversões, deleçÕes, duplicações e translocaçÕes, geral­

mente envolvendo recombinação entre regioes cromossômicas apa­

rentemente não homologas, podem alterar a sequência da info� 

mação genetica (NEVERS e SAEDLER, 1977) .  O termo recombina­

ção ilegítima ê usado para descrever estes rearranjos cromo� 

sômicos, que unem segmentos de DNA que não eram originalmen­

te adjacentes. A recombinação ilegítima independe das fun-
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çoes normais de recombinação e de uma intensa homologia de 

sequência de bases entre os segmentos cromossomices partici­

pantes; ela deve ter desempenhado um papel importante na evo 

lução (WEISBERG e ADHYA, 1977). Segundo REANNEY (1979), a 

recombinação generalizada tem um caráter conservativo. A se 

quência de eventos na evolução da recombinação genética pas­

sou da recombinação ilegítima para a recombinação generaliz� 

da; a recombinação legítima atua agora como um freio em rela 

çao is mudanças. Os elementos controladores, as sequencias 

de inserção e os transposons são possíveis agentes de recom­

binação ilegítima. 

Ha muito se tem evidência genética para a 

existência nos genomas dos eucariotos de elementos de trans­

posição afetando o fenõtipo, mas quando não tinham um efei­

to fenotípico eles escapavam da detecção genética. A partir 

de estudos de DNAs eucariõticos clonados, foram obtidas ev1-

dências de elementos transponíveis cujos efeitos não eram 

prontamente identificados geneticamente. Em levedura o ele-

menta "Ty-1 11
, que não tem função fenotípica conhecida, é 

flanqueado por repetições diretas (como alguns transposons 

procariõticos) e e transponível. Estão presentes cerca de 

35 cÕpias dispersas deste elemento e isto corresponde a cer­

ca de 2% do genoma da levedura. Os elementos 11Ty-l" sao 

flanqueados por sequências ô, que são também encontradas em 

outros sítios (como as sequências de inserção de procariotos 

podem ser encontradas flanqueando os transposons ou indepen-

dentemente em qualquer lugar do genoma). O 11 Ty -1 11 s e r i a um 

DNA 11 parasita" (DOOLITTLE e SAPIENZA, 1980; 

alii, 1979). 

CAMERON et

O genoma de VJw.óoph .. U.a me.lanogMte.Jt apresenta 

um grande numero de elementos genéticos transponíveis, que 

estão espalhados pelos cromossomos; eles representam de 10 a 

20% do genoma. Estes elementos são classificados em vários 
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tipos estruturais, que podem ser subdivididos em famílias, 

como a família "P" (ENGELS, 1983). A utilização de técnicas 

de DNA recombinante revelou tipos distintos de famílias de 

sequências repetidas; estas s�quencias, denominadas 11 copia" 

e "412", apresentam pequenas extremidades com repetições di-

retas. Estas sequências são similares ao "Ty-1" e aos ele-

mentos de transposição em.bactérias, e sao transponíveis. 

Existe a possibilidade de que mudanças cromo� 

sômicas nao casuais, associadas com tipos particulares de 

cânceres, possam também ser mediadas por transposição. Isto 

redirecionou as pesquisas em carcinogênese para experimentos 

nos quais o processo de tumorogênese é analisado em termos de 

transposição e rearranjo cromossomico (SAGER, 1979). 

A base molecular da transposição esta sendo 

estudada em diferentes sistemas. A despeito das diferenças 

na organizaçao genica e cromossômica entre procariotos e euca 

riotos, similaridades imprevistas têm sido descobertas c om 

relação a existência e atuação dos fragmentos genômi cos trans 

poIJ.Íveis. 

As ideias atuais sobre a natureza e as fun-

çoes dos elementos transponíveis variam desde aquelas que 

postulam um papel importante na evolução atê as sugestões de 

que estes elementos seriam sequências parasitas, e que a ha­

bilidade dos mesmos de se replicar alem dos cromossomos im­

pediria sua eliminação (NEVERS e SAEDLER, 1977; KLECKNER, 

1977; D00LITTLE e SAPIENZA, 1980; 0RGEL e CRICK, 1980). 

Como diferentes elementos transponíveis 

sendo estudados sob o enfoque molecular, em diferentes 

cies, nao deve tardar o aparecimento de trabalhos 

vem 

espe-

cam o 

M pe.)1.gillLl6 n,[du.la..nó, que talvez viessem esclarecer o mecanis-

mo de transposição dos determinantes de deterioração. 
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3. MATERIAL E MÊTODOS

3. 1. Linhagens

As linhagens de Á◊pe�gillu◊ nidulan◊ utiliza-

das nesté trabalho, derivadas dos estoques da 

de Glasgow - Escócia, foram as seguintes: 

Universidade 

a. Linhagem A, que contem um segmento termi-

nal do cromossomo I em duplicata, um na posição normal e o 

outro translocado para a extremidade do braço direito do cro 

mossomo II (NGA e ROPER, 1968). Na Figura 1 pode-se obser-

var a localização dos marcadores genéticos da linhagem A. 

b. Linhagem MSE (Master Strain E), obtida por

McCULLY e FORBES (1965), que possui marcadores genéticos nos 

oito grupos de ligação e conídios brancos (Figura 2). 

c. Linhagem MSF (Master Strain F), também ob­

tida por McCULLY e FORBES (1965), que se diferencia da MSE 

por apresentar conídios amarelos e resistência ã acriflavina 

(marcador genético A��A7, localizado no grupo de ligação II, 

ao invés de wA3).
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d. Linhagem phoA
1

, pabaA
6

, yA
2 

haplÕide, nor 

e. Variantes deteriorados v
8

, v
9

, v
10

, v
28 

(AZEVEDO e ROPER, 1970; AZEVEDO, 1971), v
36 (MENEZES, 1974) 

e v46 (PAES DE BARROS, 1977), todos derivados espontaneamen�

te da linhagem A (Figura 3). 

f. Variantes deteriorados v
16 

e v
17 

(AZEVEDO 

e ROPER, 1970), derivados espontaneamente da linhagem B (Fi­

gura 3). 

Grupo de 
ligação Marcadores genéticos 

+ + 

I ------o, _________ __, ____ __._ ____ ..,_ ___ � __ ...____. 

II -- -- -o- - - - - - - - - - - - - --�-----�--

FIGURA 1. Marcadores genéticos da linhagem A. 

As posições dos marcadores genéticos nao es-

tao em escala no mapa. A linha cheia corresponde ao grupo de 

ligação I e a tracejada ao grupo de ligação II. Os centrÔme 

ros estao representados por O. Os fenótipos determinados p� 

los alelos mutantes estão descritos no item 3.1.1. 
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Grupo de 
Marcadores genéticos 

ligação 

.t.uA1adE20 yA2 adE20
o 

II 
wA3

o 

galA1
III o 

py1r.0A4
IV o 1 

na.e.A 3 O 3
V o 

.t.B3
VI o 

nic.B8
VII -o 1 

1r.iboB2
VIII o 

FIGURA 2. Marcadores genéticos da linhagem MSE. 

As posiç�es dos marcadores genéticos não es­

tão em escala no mapa. Os centrômeros estão representados 

por o. Os fenótipos determinados pelos alelos mutantes es­

tão descritos no item 3.1.1. 



Grupo de 
ligação 

I 

III 

IV 

VI 

v46 v26

Marcadores genéticos 

v2s

o 
6 9 

v
8

f:.,, 

VII ------- 0------------------

f:.,, - determinante de deterioração

o = centrômero

marcas à direita nao estão mapeadas meioticamente. 
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FIGURA 3. Localizaçio dos Variantes deteriorados 

nos testes de alelismo. 

utilizados 
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3.1.1. Símbolos e características fenotipicas dos mu 

tantes 

Símbolo 

Mutantes nutricionais: 

adE
2 0

biA1
nic.Bg 

pabaA6
pnoA1
p1j!LOA4 
niboB2
-ó B 3

Mutantes morfológicos: 

v17' v28' v36' v46 

wA3

Outros: 

ga-tA1

C a r a e te r í s ti e a feno ti p i e a 

Requerem: 

adenina 

biotina 

ácido nicotínico 

âcido p-aminobenzôico 

prolina 

piridoxin a 

riboflavina 

tiossulfato 

deterioração 

conÍdios brancos (epistati 
co para yA

2
) 

conÍdios amarelos 

incapaz de utilizar aceta­
to como fonte de carbono 

incapaz de utilizar galac­
to�e como fonte de carbono 

supressao 
dicionado 
adE

20

do fenótipo con­
pelo mutante 

A origem dos mutantes pode ser encontrada no 

trabalho de CLUTERBUCK (1974). 



3.2. Meios de cultura e soluções 

3.2.1. Meio mini mo (M.M.) 

Preparado de acordo com PONTECORVO et 

(1953), modificado. 

Nitrato de sódio . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . 

Cloreto de potássio .......••...•........••....•. 

Sulfato de magnésio heptahidratado ............. .. 

Fosfato dihidrogenado de potássio ........•..•..•. 

Sulfato de ferro 

Sulfato de zinco 

.35. 

alii 

6,00 g 

0,52 g 

0,52 g 

1,52 g 

0,01 mg 

0,01 rng 

Glicose 10,00 g 

Ãgua destilada .......•......••....•.............. 1,00 1 

O pH f�i acerta do para 6 t 8 com NaOH lN, an­

tes de autoclavar. Para meio sólido adicionou-se 15 g de á­

gar. 

3.2.2. Meio completo (M.C.) 

Preparado da mesma maneira que o meio mínimo, 

adicionando-se por litro: 

Peptona (Difco) .....•..•.....•.........•......... 

Caseína hidrolisada (Difco) 

Extrato de leveduras 

Solução de vitaminas 

(Difco) . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . 

Hidrolisado de acido nuclêico de leveduras ..•.••. 

2,00 g 

1,50 g 

0,50 g 

1,00 ml 

2,50 ml 
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3.2.3. Solução de vitaminas 

Acido nicotínico . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  , . . . .

Ãcido p-aminobenzôico . . . . . . . . • . . . . . . . . . . . . . . . . . .

Aneurina (Tiamina) 

Biatina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . 

Piridoxina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . 

Riboflavina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . 

-
. 

Agua destilada . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . 

10,00 mg 

1,00 mg 

5,00 mg 

0,02 mg 

5,00 mg 

10,00 mg 

10,00 ml 

Ap�s adicionar todas as vitaminas a agua des­

tilada esterilizada, a solução foi mantida em banho-maria por 

15 minutos. A solução foi guardada no refrigerador, em fras 

co escuro, com clorofórmio. 

3.2.4. Hidrolisado de ãcido nucléico de leveduras 

Ãcido nucléico de leveduras - 2 g em 15 rnl de HCl lN 

Ãcido nucléico de leveduras - 2 g em 15 ml de NaOH lN 

As soluções foram fervidas por 20 minutos, sen 

do entao misturadas e o pH foi acertado para 6,0; filtrou-se 

ainda quente. O volume foi ajustado para 40 ml e a solução 

foi mantida em frasco escuro, com clorofórmio, no refrigera-

dor. A solução foi sempre agitada antes de usar. 

3.2.5. Meio mínimo líquido mais 2% de meio completo 

Adicionou-se ao meio 
� . 

m1.n1.mo liquido 2% de 

meio completo líquido. Distribuiu-se 2,5 ml em cada tubo de 

ensaio e estes, em seguida, foram autoclavados. 
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l.2.6. Meio de acetato de am�nio

P repara d o d e a e o r d o com AP IR I O N (1 9 6 2 ) .

Ace tado de 

Cloreto de 

amônio 

s�dio ............. . 

Sulfato de magnésio heptahidratado ........•••.. 

Fosfato dihidrogenado de potássio ....•.....••.. 

Sulfato de ferro 

Sulfato de zinco 

Ãgar 

Ãgua 

O pH foi ajustado para 6,1 com NaOH 

3.2.7. Meio mínimo - galactose 

12,00 

2,00 

0
>
50

3,00 

0,01 

0,01 

12,00 

1,00 

lN. 

Preparado de acordo com ROBERTS (1959). 

No 
. ... . 

meio m1.n1.mo, substituiu-se a glicose 

g 

g 

g 

g 

mg 

mg 

g 

l 

por 

igual quantidade de galactose como Única fonte de carbono. 

3.2.8. Soluç�o de "Tween" 80 

11
Tween

1

' 80 ........................................ . 

Ã g u·a d e s t i 1 a d a ................................. . 

0,10 rol 

100,00 ml 

Distribuiu-se em tubos de ensaio (2,5 ml por 

tubo) e autoclavou-se. 



3.2.9. Solução salina 

Cloreto de sÕ dio ............................... . 

Ãgua destilada .............................. : ........... . 

. 38. 

8,50 g 

1,00 1 

Colocou-se 9,0 ml da solução por frasco e 

autoclavou-se. 

3.2.10. Solução de Chloroneb (1,4 - dicloro - 2,5 
di.metoxi benzeno)

Preparada de acordo com AZEVEDO 

(1975).

Demosan (65% de Chloroneb) 

Ã g u a d e s t i 1 a d a . . • • • • . • • • . . • . • • . ._ • . • . . • • . . • • • • . 

Após a adição de Chloroneb ã ãgua 

e SANT'ANA 

100,00 mg 

50,00 ml 

destilada 

esterilizada, a solução foi mantida em banho-maria por 15 mi 

nutos e posteriormente conservada no refrigerador. 

3.2.11. Solução de Benlate [metil 1 - (butil-carba-
moil) - 2 - benzimidazole carbamatoJ 

Preparada segunto HASTIE (1970). 

Benlate (50% de Benomyl) •.....•.....•.......... 

Água destilada 

20,00 mg 

10,00 ml 

Após a adição de Benlate ã ãgua destilada pr� 

viamente esterilizada, a solução foi mantida em banho-maria 

por 15 minutos e posteriormente conservada no refrigerador. 
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3.2.12. Suplementos adicionados ao meio mlnimo 

As soluç;es estoque de cada um dos suplemen-

tos foram preparadas adicionando-se a droga em agua destila-

da previamente esterilizada. As soluç;es foram, em seguida, 

mantidas em banho-maria por 15 minutos e posteriormente con­

servadas no refrigerador. 

Solução estoque 
(mg/100 ml de H

2
0) 

Adenina ...............• 

Ãcido nicotínico ......• 

Ãcido p-aminobenzÔico 

Biatina . • .......... . 

Metionina .......... . 

Piridoxina ............ . 

Prolina .... . 

Riboflavina 

Tiossulfato de sÔdio ... 

500,00 

10,00 

5,00 

4,00 

1.000,00 

5,00 

1.000,00 

10,00 

2.000,00 

3.2.13. Placas de anãlise 

Quantidade adicio 
nada por placa 
(ml/20 ml de meio 
de cultura) 

0,10 

0,10 

0,10 

0,10 

0,10 

0,10 

0,10 

0,10 

0,10 

Concentração 
final do meio 
de cultura 

(µg/ml) 

25,00 

0,50 

0,25 

0,20 

50,00 

0,25 

50,00 

0,50 

100,00 

Para análise genética das colônias, utilizou­

-se: placas de Petri com meio completo, com meio mínimo, com 

meio mínimo suplementado �ofu·todos os requisitos nu tricio-
. ... .. . 

nais envolvidos no cruzamento e com meio minimo mais 

os requisitos, exceto aquele sob análise. Utilizou-se 

bem placas de Petri com meio minimo - galactose e meio 

todos 

tam­

de 

acetato de amon1.o, sendo que em ambos os casos suplementou-

-se com todos os requisitos nutricionais das linhagens envol­

vidas no cruzamento.
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3.2.14. Esterilização� incubação 

Os meios de cultura e soluç�es, assim como as 

placas de Petri e tubos de ensaio para descarte, foram este­

rilizados em autoclave, a pressao de 1 atmosfera, por 15 mi­

nutos, exceto nos casos onde outro procedimento foi descrito. 

As placas de Petri, apôs a lavagem, foram es-
·1· o

º 
teri izadas em estufa de secagem, a 15 C, por 2 horas. 

A temperatura de incubação, exceto nos 

mencionados, foi de 37
°

c.

casos 

3.3. Isolamento de setores deteriorados e heterocariõti­

cos originados espontaneamente, a partir da linhagem 

A 

Inoculou-se a linhagem A no centro de placas 

de Petri invertidas, contendo meio completo, utilizando-se a 

técnica de inoculação por ponto. As placas permaneceram in­

cubadas de 7 a 10 dias, tempo necessãrio para que a colônia 

crescesse por toda a superfície do meio; posteriormente, pr� 

cedeu-se a contagem dos setores melhorados e deteriorados. 

Os setores deteriorados e heterocariÕticos foram isolados em 

placas com meio completo e purificados através de cultura mo 
- . 

nosporica. Corno alguns desses setores mostraram-se muito 

instáveis, a estocagem do material também foi feita em pla­

cas de Petri, alem dos tubos de ensaio, no refrigerador. Co 

mo controle utilizou-se a linhagem p�oA
1

, pabaA
6

, yA
2

. 

3.4. Tecnicas de anãlise genética 

3.4. 1. Obtenção de heterocãrios 

Para obtenção de heterocãrios utilizou-se 

dois métodos diferentes: o descrito por PONTECORVO et alii 
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(1953), modificado, e o citado por AZEVEDO (1971). 

No primeiro método, conídios de ambas as li­

nhagens, MSE e deteriorada ou heterocariótica, foram transfe 

ridos, em igual quantidade, para t ubos de ensaio com 2,5 ml 

de meio mínimo liquido mais 2% de meio completo, o que permitiu o

início da germinaçao e a possibilidade de ocorrer anastomose 

de hifas. Formou-se uma película na superfície do meio de 

cultura, após 3 a 4 dias de incubação, sendo a mesma transfe 

rida para uma placa de Petri com meio mínimo e recortada em 

4 pedaços. A presença de núcleos geneticamente 

na mesma hifa (heterocârio) permitiu o crescimento 
... .  

mini mo. 

A metodologia citada por AZEVEDO ê 

diferentes 

em meio 

indicada 

em cruzamentos nos quais as linhagens são muito instâveis, 

jâ que reduz o numero de mitoses necessârias atê a formação 

de conídios diplÕides e de cleistotêcios. Nestes casos colo 

cou-se meio mínimo sólido em placas de Petri (± 30 rol/placa) 

e, depois que o meio solidificou, foram feitos 4 orifícios 

com o auxilio de um tubo de ensaio estéril. ConÍdios das li 

nhagens a serem cruzadas foram colocados em meio liquido mais 

2% de meio completo. A suspensao de conÍdios foi colocada 

nos orifícios ( 11 poços11
) abertos no meio de cultura. Após 6 

a 7 dias de incubação, surgiram setores heterocarioticos, con 

tendo os dois tipos de núcleos geneticamente diferentes na 

mesma hifa. Deste modo eliminou-se a necessidade de transfe 

rência da película do meio líquido para o solido, como ocor­

re no método descrito anteriormente. 

3.4.2. Isolamento de diplÕides 

Utilizando-se a técnica de ROPER (1952) foram 

obtidos diplÓides heterozigotos, a partir dos setores hetero 

carióticos. Transferiu-se uma grande quantidade de conídios 

para solução de "Tween11
, a fim de obter-se uma suspensão com 
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cerca de 10
7 

conídios/ml. Esta suspensao foi semeada

placas de Petri com meio mínimo e incubadas por 72 horas. 

maioria dos conÍdios eram haplÕides e não foram capazes 

em

A 

de 

crescer em meio mínimo; mas, raramente, eram formados 

cleos diplÕides heterozigotos, através da fusão de 

haploides de constituição genética diferente, e estes 

nu-

núcleos 

cres-
. . ... . ciam em meio minimo. 

Os criterios utilizados para o 

dos diplÕides foram: a. capacidade de crescer 

reconhecimento 

em meio rn1.ni-

rno; b. cor da colônia; c. tamanho do conídio. · A medida dos 

corn ocular micrometrica, conÍdios foi feita em microscópio 

observando-se vãrias cadeias de 5 conÍdios em lâminas com 

lisol diluído (2: 10), que favorece a manutençao dos coni-

dios em cadeias (PONTECORVO et alii, 1954).

Os diplÕides obtidos foram isolados e purifi­

cados através de cultura monospÕrica, em meio mínimo. Foram 

mantidos em tubos de ensaio, com meio mínimo inclinado, no 

refrigerador. 

Por convençao, os componentes de um núcleo di 

ploide foram separados pelo sinal //. 

3.4.3. Anãlise mitõtica 

A análise mitótica foi efetuada atraves do ci 

elo parassexual. Para tal fim utilizou-se segregantes ha­

ploides obtidos a partir dos diplÕides heterozigotos (item 

3.4.2.). 

Induziu-se a haplnidização dos diplÕides com 

Benlate (HASTIE, 1970) ou Chloroneb (AZEVEDO e SANT'ANA, 

1975) na concentração final de 0,5 µg/ml e 10,0 µg/ml de pr� 

duto ativo, respectivamente, em meio completo. Os conídios 
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diploides foram inoculados, em quatro pontos equidistantes ou 

através de estrias (SINGH e SINHA. 1976), nas placas de meio 

completo mais a droga, que inibe o crescimento dos diploi-

des, permitindo o crescimento dos setores haploides que sur­

gem como segregantes. 

O período de incubação foi de sete dias e po� 

teriormente os setores obtidos foram purificados, através da 

técnica de estrias em meio completo; a seguir foram inocula-

dos um a um em placa de meio completo, com 26 pontos 

na disposição 1 + 5 x 5. Apos três dias de incubação 

fixos 

esta 

placa serviu como placa mestra, sendo replicada para as pla­

cas de análise através de um replicador multifio (AZEVEDO et

alii, 1976). As leituras das placas de análise foram feitas 

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

cresceram e as que não cresceram em cada placa. 

3.4.4. Anãlise meiÕtica 

Utilizou-se a metodologia descrita por PONTE­

CORVO et alii (1953) para a análise meiotica. O A. nidu..tcrn6, 

embora seja uma espécie homotálica, apresenta heterot� 

lismo relativo, o que favorece a ocorrência de cleistotêcios 

híbridos; estes sao utilizados na análise meiotica. 

Para obtenção dos cleistotêcios incubou-se, 

por 8 a 10 dias, placas de meio mínimo com heterocários (item 

3.4.1.) vedadas com fita celulÕsica, para favorecer a forma­

ção de cleistotécios. 

Usando-se m�croscopio estereoscopico e agulha 

bacteriologica, selecionou-se os maiores cleistotêcios de 

cada cruzamento. Estes foram transferidos para placas de 

Petri com meio de âgar a 3% e "rolados" atê que se soltassem 

as células de HÜlle e os conÍdios a eles aderidos. Depois 
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de limpos, cada um dos cleistotêcios foi colocado na parede 

de um tubo de ensaio com solução de "Tween" 80 e esmagado, 

com o auxílio de uma pipeta, contra a parede do tubo. Os 

ascosporos liberados foram suspendidos em "Tween", transferi 

dos para frascos com salina e mantidos no refrigerador. 

Semeou-se a suspensao de ascosporos em placas 

de Petri com meio completo para determinar, pela coloração 

das colônias, se os cleistotecios eram híbridos 

dados. ApÕs 72 horas de incubação verificou-se 

ou autofecun 

quais, den-

tre os cleistotêcios, eram hibridos; os autofecundados foram 

abandonados. 

As suspensoes de três cleistotecios foram se­

meadas em 12 placas de Petri e estas foram incubadas por 72 

horas. Ao final deste período
> 

anotou-se o numero de colÔ-

nias deterioradas e normais, sendo estas separadas pela cor. 

Estas colônias foram utilizadas na preparação de 4 placas 

mestras, do seguinte modo, 

linhagem deteriorada e uma 

quando o cruzamento era entre uma 

linhagem testadora: 1. uma placa 

com 26 colônias brancas; 2. uma placa com 13 colônias amare­

las e 13 verdes; 3. duas placas, cada uma com 26 colônias de 

terioradas. As placas foram incubadas por 72 horas e depois 

transferidas, através de replicador multifio, para as placas 

de análise. As leituras das placas de análise foram efetua­

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

que cresceram e as que não cresceram em cada um dos meios de 

cultura. Apenas as leituras para a marca biatina foram rea­

lizadas após 18 horas de incubação. 

Através dos dados obtidos com a análise 

tica pode-se determinar se ocorre ligação entre dois 

utilizando-se a fÕrmula: 

e = 

R 

T 

X 100, 

. -

meio-

loci, 
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onde: 

e = frequência de recombinação 

R = numero de colônias recombinantes 

T = numero total de colônias analisadas 

Para o calculo do desvio padrão utilizou-se a 

seguinte fÕrmula: 

onde: 

s 
(1-p) 
N 

s = desvio padrão 

p = frequência de colônias recombinantes 

N = numero total de colônias analisadas 

Observou-se tamb�m se a segregaçao entre os 

alelos era de 1:1; aplicou-se o teste X para concluir se os 

desvios observados ocorreram ao acaso. 

3.5. Testes de alelismo 

Os variantes deteriorados obtidos neste traba 

lho, cujos determinantes de deteridração localizavam-se no 

mesmo grupo de ligação, foram submetidos ã análise genética 

através do ciclo sexual para averiguar se os determinamentes 

de deterioração são alelos. Utilizou-se também, nos testes 

de alelismo, os variantes deteriorados vs, v
9

• 
VlO' Vl6' V 17'

v28' v36 
e 

v46' 
anteriormente obtidos e analisados genetic� 

mente por outros autores (item 3.1.). 

Para a realização dos cruzamentos entre um va 

riante deteriorado e um segregante de outro variante deteri� 

rado, era necessário que ambos apresentassem deficiências nu 



. 4 6. 

tricionais diferentes; deste modo a manutençao do heterocã­

rio sô seria possível atraves da complementação entre eles. 

Quando os determinantes geneticos de deterioração eram ale-

los, destes cruzamentos obtinha-se apenas colônias deterior� 

das; não sendo alelos, de acordo com a proporção entre colô­

nias deterioradas e normais podia-se inferir se estavam liga 

dos ou não. 

3.6. Denominação dos variantes deteriorados e heterocariõ 

ticos 

As linhagens deterioradas foram designadas co 

mo v
53

, v
54

, etc. Esta numeração foi continuação daquela 1n1

ciada por AZEVEDO (1971) e continuada por ROSATO (1973); ME­

NEZES (1974); PAES DE BARROS (1977) e NIFFINEGGER E SOUZA 

(1979). 

Os variantes de 
a 

1. ordem,que apareceram dura�

te o crescimento vegetativo, foram designados de modo a reve 

lar suas origens. Deste modo, um variante de 1� ordem obti-

do a partir da linhagem deteriorada v
53 

foi designado

v53.,1·

como 

Os determinantes de deterioração foram desig­

nados com os mesmos números dos variantes, usando-se o V mi­

núsculo. 

Os variantes heterocariÕticos foram designa-

dos como H
17

� H
18

, etc., continuando a numeraçao iniciada

por NIFFINEGGER E SOUZA (1979).
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3.7. Obtenção de linhagens apresentando todas as marcas 

de linhagem A e 11 background 11 genético diferente 

Através do cruzamento das linhagens A e MSE, 

procurou-se isolar segregantes meioticos que apresentassem 

todas as marcas genéticas da linhagem A, inclusive o segmen-

to duplicado, e apenas uma ou duas marcas de linhagem 

A metodologia empregada para obtenção de cleistotecios 

MSE. 

foi 

aquela descrita no item 3.4.4., sendo que apenas as colônias 

verdes (portadoras da duplicação) foram transferidas para as 

placas de analise (item 3.2.13.); aquelas que eram deficien­

tes para a síntese de prolina e acido p-aminobenzÔico, prot� 

traficas para adenina e biotina e alem disso apresentavam uma 

ou duas marcas da linhagem MSE foram isoladas. As linhagens 

assim obtidas apresentavam, alem das marcas da linhagem A, 

as seguintes características: 
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. h 
a/ 

Lin agem-

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

Incapacidade de utilizar e/ou 
deficiente para a sintese de: 

galactose 

acetato 

piridoxina 

tios sulfato 

acido nicotínico 

riboflavina 

- piridoxina

piridoxina

galactose

,galactose 

tios sulfato 

tios sulfato 

tiossulfato e acetato 

tiossulfato e acetato 

tiossulfato e piridoxina 

tiossulfato e acido nicotínico 

19 tiossulfato e riboflavina 

a/ As linhagens que apresentam a mesma característica fenotí 

pica mas números 

ticas diferentes. 

diferentes são produtos dé divisões 
. -me 1.0 

3.8. Influência da temperatura e do "background" genético 

na instabilidade mitotica 

Observou-se a influência da temperatura: a. 

em tres prateleiras dentro de um mesmo incubador > regulado 

para 37 C; b. em três incubadoras diferentes, regulados para 
o as temperaturas de 30 , 37

° 
e 40

°
c.
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As linhagens com diferentes "backgrounds" gen2:. 

tices isoladas durante o presente trabalho (Ítem 3.7.) foram 

inoculadas por ponto, a partir de colônias 

placas de Petri contendo meio completo. 

- . 
rnonosporicas, em 

O delineamento experimental em blocos ao aca-

so foi utilizado em ambos .os casos. Em cada prateleira, ou 

em cada incubador, colocou-se 7 repetições. 

O período de incubação das placas foi de 7

dias, tempo necessario para as colônias crescerem por toda a 

superfície do meio de cultura; apenas as placas incubadas a 

40
°

c tiveram este periodo aumentado para 10 dias, devido a 

taxa de crescimento ser menor a esta temperatura. 

Ao fim do período de incubação de cada um dos 

ensaios, cada placa foi examinada e o número e tipo de seto­

res observados foram anotados. 

Os ensaios, de acordo com as linhagens utili-

zadas e as condições de incubação, foram reunidos em quatro 

grupos de experimentos, com as seguintes características: 

Experimento I - Composto de tres ensaios, ca­

da um ocupando uma prateleira de um incubador regulado para 
o 

a temperatura de 37 C. Em cada um dos ensaios utilizou-se 

as linhagens designadas de 1 

a denominação de linhagem 1, 

a 8. A linhagem A aparece 

enquanto a linhagem 2 é um 

sob 

se-

gregante meiotico do cruzamento A x MSE que apresenta apenas 

as marcas da linhagem A. As características das linhagens 3 

a 8 estão descritas no item 3.7. 

Experimento II - Composto de tres ensaios, ca 

da um deles utilizando uma temperatura de incubação: 30
°

,

37
° 

e 40
°

c. As linhagens utilizadas, em cada um dos ensaios, 
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foram as mesmas do experimento I. 

Experimento III - As temperaturas dos três en 

saios foram iguais a do experimento II. As linhagens utili­

zadas foram as de número l J 3, 5 e 9 a 12; isto e, a linha­

gem A, três linhagens que são deficientes para a síntese de 

piridoxina e três que são incapazes de utilizar galactose co 

mo Única fonte de carbono, alem das marcas da linhagem A. 

Experimento IV - As temperaturas 

foram iguais as do experimento II. As linhagens 

foram as de numero 1, 6 e 13 a 19; destas, três 

utilizadas 

utilizadas 

necessitam 

apenas de tiossulfato e cinco apresentam ainda um outro mar­

cador genético da linhagem MSE, alem daqueles da linhagem_A. 

3.9. Anilise estatistica 

Os dados relativos ao numero de setores prod� 

zidos por cada uma das linhagens, nos diferentes 

rarn transformados pela fÕrmula /x + 1/2 (STEEL 

ensaios, f� 

e TORRIE, 

1960). Os dados transformados foram submetidos i anilise da 

variância (SNEDECOR e COCHRAN, 1980; PIMENTEL GOMES, 

segundo o es�uema: 

1976), 

Fonte de 
G.L. S.Q. Q.M.

Variação 

Blocos n-1 S.Q.b S.Q.b/n-l =Q.M.b

Linhagens k-1 S.Q.l s� Q. /k-l=Q.M.1
Resíduo (n-l)(k-1) S.Q. S.Q. /(n-l)(k-l)=Q.M. r r r

Total (k.n)-1 S. Q. t 1to a 

onde: n = n9 de repetições por linhagem; 
k = n9 de linhagens. 

F 

Q.M.b/Q.M. r

Q.M.1/Q.M.r
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As fontes de variaçao repetiçao dentro de

prateleiras (ou incubadores) e interação linhagem versus pr�

teleira (ou incubador) foram introduzidas quando os tres 

ensaios de um experimento podiam ser submetidos a 

conjunta da variância. 

analise 

Para comparar as medias, quando os valores de 

F foram significativos, foi utilizado o teste de Tukey, ao 

nível de 5% de probabilidade, segundo a fÕrmula: 

onde: 

11 = q 
s 

✓r 

q = amplitude total studentizada 

s = estimativa do desvio padrão residual 

r = n9 de repetições 

Nas tabelas foi utilizada a simbologia usual 

para os níveis de probabilidade dos testes estatísticos em­

pregados, como abaixo: 

ns nao significativo 
* significativo ao nível de 5% 

** significativo ao nível de 1%. 
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4. RESULTADOS

4.1. Obtenção espontânea de setores a partir da linhagem 

A 

O número e os tipos de setores obtidos a par-

tir de 257 colônias da linhagem A estão relacionados na Tabe 

la 1 e a frequência de setores por colônia na Tabela 2. Nas 

145 colônias da linhagem phoA 1 , pabaA 6 , YA 2 , usada como con­

trole, não foi observada a formação de setores. 

Tanto os setores deteriorados quanto os hete­

rocarióticos ocorreram em pequeno número; além disso, nem t� 

dos puderam ser isolados, devido ao alto grau de instabilida 

de. 

Dentre os setores heterocarióticos obtidos, 

apenas um (H17) deu origem a colônias amarelas e verdes qua�

do transferido para outra placa de Petri. 

manter o setor sob a forma heterocariótica. 

Não se conseguiu 

As colônias ama 

relas foram designadas como H17a e as verdes H17v. Dois ou­

tros heterocarióticos só deram origem a colônias amarelas 

(H18 e H19). A descrição das características morfológicas

destes variantes heterocarióticos encontra-se na Tabela 3. 
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TABELA 1. Frequência de setores obtidos espontaneamente, a 

partir de 257 colônias, da linhagem A. 

Setores N9 observado Frequência N9 médio/ 
(%) colônia 

amarelos 274 77,97 1 , O 7 

verdes 48 13,47 O, 1 9 

deteriorados 26 7,31 O , 1 1 

heterocarióticos 8 2,24 0,03 

Total 356 100,00 1,38 

TABELA 2. Frequência total de setores por colônia da linha­
a/ 

gero A - . 

N9 total de setores/colônia N9 de placas Frequência (%)

o 92 35,81 

1 85 33,07 

2 40 15,56 

3 1 7 6, 6 1 

4 7 2,72 

5 8 3, 11 

6 1 0,39 

7 2 0,78 

8 1 0,39 

9 o 0,00 

1 O 2 0,78 

1 1 0,39 

12 o 0,00 

13 0,39 

Total 257 100,00 

a 
Inoculação de placas de Petri 1 O - por ponto, no centro com 
cm de diâmetro. 
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TABELA 3. Descrição dos variantes heterocarióticos deriyados 

espontaneamente da linhagem A. 

Variante Características morfológicas 

H17a 
micélio amarelo claro, coloração do rever­

so da colônia clara, conidiação normal, co 

nídios amarelos. 

isolados. 

micélio amarelo claro, coloração do rever­

so da colônia marrom claro, conidiação nor 

mal, conídios verdes. 

� micélio amarelo claro, coloração do rever­

so da colônia clara, conidiação normal, co 

nídios amarelos. 

micélio amarelo claro, coloração do rever­

so da colônia clara, conidiação normal, co 

nídios amarelos. 

Os setores deteriorados foram mais facilmente 

Alguns, embora tenham sido isolados e purifica-

dos, não puderam ser mantidos em estoque por serem muito ins 

tâveis, originando setores melhorados cujo crescimento era 

tão vigoroso que o deteriorado era encoberto. 

Na Tabela 4 encontram�se descritas as caracte 

rísticas morfológicas dos variantes deteriorados, 

Durante os repiques sucessivos, em alguns ca­

s�s, a partir do deteriorado inicial, surgiram novos setores 

deteriorados; estes, designados como variantes de 1� ordem, 
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também foram isolados e purificados (Tabela 5). 

TABELA 4. Descrição dos variantes deteriorados derivados da 

linhagem A. 

Variante 

v6o 

Características morfológicas 

micélio marrom claro, coloração do reverso 

colônia marrom médio, conidiação escassa. 

da 

micélio creme, centro da colônia enrugado, co­

loração do reverso da colônia clara, conidia ­

çao escassa. 

micélio marrom claro, coloração do reverso 

colônia marrom claro, conidiação escassa. 

da 

micélio verde acinzentado, coloração do rever­

so da colônia marrom médio, conidiação média. 

micélio creme, centro da colônia enrugado, co­

loração do reverso da colônia clara, conidia -

çao escassa, 

micélio branco acinzentado, coloração do rever 

so da colônia clara, conidiação normal, 

dios brancos. 

COill -

micélio vermelho escuro, centro da colônia en­

rugado, coloração do reverso da colônia marro� 

conidiação escassa. 

micélio marrom, centro da colônia enrugado, co 

loração do reverso da colônia marrom bem escu­

ro, conidiação média, conídios esverdeados. 

micélio creme, centro da colônia enrugado, co­

loração do reverso da colônia clara, conidia ­

çao escassa. 
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TABELA 5. Descrição dos variantes de 1� ordem, derivados a 

partir dos variantes deteriorados originados da li 

nhagem A. 

Variante de 
1<l1 ordem Características morfológicas 

V53;1 

V 54. 1 

V 5 7. 1 

V 58. 1 

� micélio marrom claro, coloração do reverso 

da colônia marrom médio, conidiação escas­

sa. 

-micélio creme ) coloração do reverso da colÔ

nia clara, conidiação escassa.

micélio creme, centro da colônia enrugado,

coloração do reverso da colônia clara, coni

diação escassa.

micélio branco acinzentado, coloração do re

verso da colônia clara, conidiação normal,

conídios brancos.

4.2. Anãlise mitõtica 

4,2.1. DiplÕides � cor, grau de instabilidade e tama 

nho dos conidios 

Os diplóides, obtidos através do cruzamento 

dos variantes deteriorados com a linhagem MSE (branca), apr� 

sentaram coloração verde; a exceção foi o diplÓide 
v53_1//

MSE, que era amarelo. 

Os variantes deteriorados v 58 e v58_1, 
pelo

fato de serem brancos, foram cruzados �orn a linhagem testado 
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ra MSF, com conídios amarelos. O diplóide v
58

//MSF apresen­

tou conÍdios verdes, enquanto no v58_1
//MSF eram amarelos.

Os variantes heterocarióticos, todos cruzados 

com a linhagem testadora MSE, deram origem a diplóides amare 

los, com exceção do H17v, cujo diplÕide era verde.

Observou�se que os diplÕides apresentavam grau 

de instabilidade �iferente entre eles, durante o crescimento 

em meio mínimo. Os diplÓides v56//MSE, H
18//MSE e H19// MSE

não deram origem a setores espontaneamente; os diplóides v53
//MSE, v55//MSE e v61//MSE deram origem a setores amarelos

em menor frequ�ncia que o v60//MSE e H17v//MSE.

Além da capacidade de crescer em meio m1n1mo 

e da cor, outro critério utilizado para caracterização dos 

diplÓides foi o diâmetro dos conídios. Na Tabela 6 pode-se 

observar ·não só o diâmetro de c onídios haplÓides das linha­

gens MSE e A, assim como o dos diplÕides entre os variantes 

deteriorados e a linhagem testadora. 

A linhagem A, portadora de uma duplicação cro 

mossômica, apresentou conídios ligeiramente maiores que a 

MSE; o diâmetro médio dos conídios da primeira foi de 3,63 µ 

e os da outra de 3,29 µ. 

O diâmetro dos conídios diplÓides variou de 

4,31 µ a 5,02 µ, entre os variantes obtidos a partir da li­

nhagem A; já nos diplÓides obtidos a partir do cruzamento de 

variantes de 1� ordem, os menores conídios apresentaram 4,18 

µ de diâmetro e os maiores 4,62 µ. 

Observou�se que os conídios de diplÓides obti 

dos pelo cruzamento de dois dos variantes heterocarióticos 

com a linhagem MSE apresentaram diâmetro sensivelmente menor 

que os do diplóide A//MSE. Como tal fato poderia ser decor-

rente do menor tamanho do conÍdio da linhagem parental, pro-
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TABELA 6. Diâmetro dos con.ídios diplóides, obtidos através 

de cruzamentos entre os variantes deteriorados or 1. 

ginados a partir da linhagem A e a linhagem MSE a7

Haplóides: 

MSE = 3�29 µ 

A = 3,63 µ 

DiplÓides: 

A //MSE = 4,39 µ 

V53
//MSE = 4,60 µ 

v54
//MSE = 4,68 µ 

v55 //MSE = 4,37 µ 

v56 //MSE = 4,37 µ 

V57 //MSE = 4 , 3 1 µ 

v58 //MSF = 4,40 JJ 

V59 //MSE = 5,02 µ 

v6o
//MSE = 4,42 µ 

v61 //MSE = 4,34 µ 

v53_1//MSE = 4,31 µ 

v54_1//MSE = 4,62 µ 

v57_1//MSE = 4, 18 µ 

v58_1J/MSF = 4,50 µ 

a/ Diâmetro de um conídio; média obtida a partir da medição 

de 25 conídios. 
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cedeu-se a medida dos conídios haplÓides. Os resultados ob 

tidos mostraram que tanto os conídios do variante heteroca -

riótico H18 quanto os do H19 eram menores que os das linha­

gens A e MSE, Embora o variante H1� também apresentasse co ,a -
nídios haplóides menores que os das linhagens A e MSE, o di-

plÓide obtido pelo cruzamento do variante com a linhagem MSE 

tinha diâmetro semelha0te ao do diplóide A//MSE (Tabela 7). 

TABELA 7. Diâmetro dos conídios haplóides dos variantes hete 

rocarióticos originados da linhagem A e dos coní­

dios diplÕides, obtidos a partir do cruzamento des 
a/tes variantes com a linhagem MSE 

HaplÓides: 

A = 

MSE = 

H 1 7a 
= 

H1 7v = 

H18 
= 

H19 
= 

DiplÓides: 

A //MSE 

H17a 
//MSE

H1 lv/ /MSE

H18 //MSE

H1 9 //MSE

= 

= 

= 

= 

3,63 µ 

3,29 µ 

3,08 µ 

3,85 µ 

3, 1 7 µ 

3,08 µ 

4,39 µ 

4,42 µ 

4,60 µ 

3, 81 µ 

3,52 µ 

a/ - · Diâmetro de um conídio; média obtida a partir da

ção de 25 conídios. 

medi-
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4.2,2, Haploidização 

Para facilitar a obtenção de segregantes mitó 

ticos haplóides, utilizou-se quer solução de Chloroneb ou de 

Benlate adicionada ao meio completo (item 3.4.3.). Em al­

guns casos utilizou-se algumas placas com Chloroneb e outras 

com Benlate, e comparou-se os resultados obtidos. 

Obteve-se setores brancos e amarelos, usando­

-se qualquer um dos fungicidas. Entretanto, os setores ama­

relos cresciam quase sempre em meio mínimo, mas como o obje­

tivo era analisar segregantes haplóides, apenas os setores 

brancos foram utilizados. 

Não foi possível detectar, durante a haploidi 

zação, o aparecimento de setores deteriorados, com exceção 

dos variantes v 58 e v58_1
• Os diplóides amarelos, de um mo­

do geral, produziram setores em menor frequência que os ver­

des. Não foram obtidos setores a partir dos dipl�ides 

n
18

//MSE e n19//MSE, ambos amarelos.

4.2.3. Anâlise mit6tica dos variantes deteriorados 

originados a partir da linhagem A 

Os dados referentes à análise dos segregantes 

haplÓides, obtidos nos diferentes cruzamentos, estão reuni 

dos nas Tabelas 8 e 9. Através destes resultados pôde-se 1� 

calizar cada um dos determinantes genéticos de 

em um grupo de ligação (Tabela 11). 

deterioração 
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TABELA 8, Análise mitótica dos segregantes brancos de diplói_ 

des resultantes dos cruzamentos entre os variantes 

deteriorados originados da linhagem A e a linhagem 

MSE. 

Grupos Marcadores Variantes deteriorados//MSE�_/
de genéticos 

v53 v54 vss v56 vs7 v59ligação 

B e B B B B B 

+ + , 1 7 14 15 12 22 25 24I pro paba 
pro paba 16 8 11 9 o 1 o

II b/ 

III gal 
+ o o 13 11 8 7 13 

gal 32 22 13 10 14 19 11 

IV + 18 12 pyro o 10 14 11 9 

pyro 15 10 26 11 8 15 15 

V fac + 14 4 9 12 9 8 16 
fac 19 18 17 9 13 18 8 

VI 
+ 11 8 10 1 10 o 9 s 

s 22 14 16 20 12 26 15 

VII . + 9 10 19 9 10 13 10 nic 
nic 24 12 7 12 12 13 14 

VIII ribo+ 16 10 10 12 14 14 15 
ribo 17 12 16 9 8 12 9 

Total 33 22 26 21 22 26 24 

a/ 
SÓ foram obtidos segregantes normais 

b/ SÔ foram analisados setores brancos (w) 

B Haploidização com Benlate 

C Haploidização com Chloroneb 

v6o v61 

B e B e 

10 16 16 24 
6 10 5 8 

9 14 12 20 
7 12 9 12 

8 20 8 32 
8 6 13 o

9 7 9 14 
7 19 12 18 

7 19 16 16 
9 7 5 16 

o o 9 13
16 26 12 19 

7 16 10 19 

9 10 11 13 

16 26 21 32 
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TABELA 9 • Análise mitótica do variante deteriorado vss 
e do

variante de 1 éll ordem V 58. 1
a/ 

Grupos de Marcadores v 58//MSF
v 58.1//MSF

ligação genéticos 
D N D 

I 
+ paba + 5 1 1 2 1 4 pro 

pro paba 1 6 2 2 

II 
+ 

6 o 14 o w 

w o 7 o 1 6

III gal. 
+

3 4 1 1 6 

gal 3 3 3 10 

IV 
+ 

4 7 8 8 pyro 

pyro 2 o 6 8 

V fac + 6 5 7 5 

fac o 2 7 1 1 

VI 
+ 

2 6 8 7 s 

s 4 1 6 9 

VII nic + o 7 o 1 6

n 1. C 6 o 1 4 o

VIII ribo + 4 6 1 1 6 

ribo 2 1 3 10 

Total 6 7 14 1 6 

a/ Ambos cruzados com a linhagem testadora MSF; haploidiza-

ção com Chloroneb, produzindo setores normais 

(N)e deteriorados brancos (P).

amarelos 
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4.2.4. Anãlise mitõtica dos variantes deteriorados 

de 19 ordem 

A partir dos variantes deteriorados de 1� or­

dem, foram obtidos segregantes haplóides dos virios cruzamen 

tos e estes foram submetidos ã anilise mitótica (Tabelas 9 e 

10); estes dados permitiram a l ocalização, nos 

grupos de ligação, dos determinantes genéticos de 

ção (Tabela 11). 

diferentes 

deteriora 

4.2.5, Anãlise mitõtica do variante heterocariõtico 

Dentre os variantes heterocarióticos, os di­

plóides H
18

//MSE e H
19

//MSE não deram origem a setores e des 

te modo não foi possível efetuar a anilise mitótica dos mes­

mos. 

O variante heterocariótico H
17

, que deu ori-

gem a colônias amarelas e verdes, teve os dois tipos de colô­

nias analisadas. 

Através dos dados da Tabela 12 pode�se obser� 

var que, entre os segretantes haplÓides obtidos a partir dos 

diplóides H
17a

//MSE e H
17v//MSE, não ocorreu qualquer altera

ção em relação i linhageLl A, utilizada como controle. 
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TABELA 10. Anilise mitótica dos segregantes brancos de di-

plÓides resultantes dos cruzamentos entre os va­

riantes de 1? ordem e a linhagem MSE. 

Grupos de Marcadores Variantes de 1 ? ordem//MSE!!_/ 
ligação genéticos V

vs4.1 V 5 7. 1 5 3. 1 
--·--

B e B B 

I + paba + 13 4 7 1 3 pro 

pro paba 5 2 5 � 1 1 

II b/ 

III gal + 
o o 9 1 2 

gal 18 6 ·3 1 2 

IV + 
9 4 4 o pyro 

pyro 9 2 8 2L1 

V fac + 8 4 3 1 1 

fac 10 2 9 1 3 

VI + 7 2 o 1 1s 

s 1 1 4 1 2 1 3

+ 
1 1 4 6 1 3VII nlC 

n 1. e 7 2 6 1 1 

VIII ribo + 9 5 4 16 

ribo 9 1 8 8 

Total 1 8 6 1 2 24 

a/ SÓ foram obtidos segregantes normais
b/ SÓ foram analisados setores brancos (w)

B Haploi<lização com Benlate 

e Haploi<lização com Chloroneb 
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TABELA 11. Localização dos determinantes gen�ticos de dete­

rioração nos grupos de ligação. 

Determinantes de deterioração 

v53

v54

v55

v56

V 5 7.
V5a

V59

v6o

v61

V 53, 1 

V 54, 1 

V 5 7. 1 

Vsa,1 

Grupo de ligação 

III 

IV 

VI 

I 

VI 

VII 

I 

VII 

II 

III 

VI 

IV 

VII 
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TABELA 12. Anilise rnitótica das linhagens amarela (a) e ver­

de (v) isoladas a partir do variante heterocarió­

tico H
17 

e da linhagem A, utilizada corno contro-

1 e ª /. 

Grupos de Marcadores 
H17a//MSE

H17v/MSE A//MSE 
ligação genéticos 

I 
+ paba + 1 1 15 1 3 pro 

pro paba 12 8 1 2 

II 
b/ 

III gal 
+

14 1 1 1 4 

gal 9 1 2 1 1 

IV 
+ 

7 10 1 2 pyro 

pyro 16 13 1 3 

V fac + 

1 3 6 1 O 

fac 10 1 7 1 5 

VI 
+

5 9 1 6 s 

s 18 14 9 

VII 
+ 6 1 3 1 4 n 1. c 

U 1.C 1 7 1 O 1 1 

VIII ribo + 5 8 1 2 

ribo 18 1 5 1 3 

Total 23 23 25 

a/ 
Só foram obtidos segregantes normais; para a haploidiza-

çao foi utilizado. o Benlate. 
b/ SÓ foram analisados os segregantes brancos ( w) •
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4.3. Análise meiõtica 

4.3.1, Segregação meiõtica 

Os variantes deteriorados obtidos foram subme 

tidos à análise meiótica (item 3.4,4.). Os dados da segreg� 

ção meiótica, obtidos a partir do cruzamento dos variantes 

deteriorados com a linhagem testadora MSE, encontram-se na 

Tabela 13. A proporção esperada de segregantes normais e de 

teriorados era de 1:1; aplicou�se o teste do x
2 aos resulta­

dos obtidos, para detectar se os desvios encontrados ocorre-

ram ao acaso. Dentre os segregantes normais incluíam-se a-

queles de coloração branca, amarela e verde, na proporçao de 

2 : 1 : 1 • 

Observou-se que nos cruzamentos dos variantes 

deteriorádos v
56

, v
57

, v60 
e v 61 com a linhagem MSE, os des­

vios obtidos em relação à proporção 1 :1 eram significativos; 

em todos os casos o número de segregantes deteriorados era 

bem menor que o de normais (Tabela 13). Por outro lado, se 

o fenótipo deteriorado fosse controlado por dois pares de g�

nes, a proporção esperada seria de 3 normais:1 deteriorado

Foram obtidos desvios significativos ao nível de 1% de prob�

bilidade, quando aplicourse o teste do X para a proporçao

3 : 1 •

Os variantes deteriorados v
58 

e v
58_1,

por 

apresentarem coloração branco acinzentada, foram cruzados 

com a linhagem testadora MSF, cujos conídios sao amarelos.No 

cruzamento v
58 

x MSF foram obtidos segregantes deteriorados

e normais (amarelos e verdes) na proporção 1 :1, mas o numero 

de amarelos era bem maior que o de verdes. Com relação ao 

cruzamento v
58. 1 x MSF, foram obtidos segregantes deteriora­

dos e normais tamb�m na proporção 1:1, mas todos os segre­

gantes normais eram amarelos (Tabela 14).
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TABELA 13. Segregantes obtidos, atrav�s do ciclo sexual, pe­

lo cruzamento dos variantes deteriorados com a li 

nhagem MSE. 

Cruzamento Segregantes ____ _ 
Total x2 a/

Normais Deteriorados 

v53 
X MSE 67 66 133 0,01ns 

v54
X MSE 99 82 1 8 1 1,60ns 

v55
X MSE 89 79 168 0,60ns 

v56 X MSE 94 65 159 5,29'< 

v57
X MSE 134 88 222 9,53,'n'< 

V59 X MSE 234 21 7 451 0,64ns 

v6o
X MSE 1 7 1 90 261 25,14,'n< 

v61 
X MSE 85 48 133 10,29** 

V 5 3. 1 X MSE 175 156 3 3 1 0,94ns 

V 54. 1 X MSE 65 48 1 1 3 2,56ns 

V 5 7. 1 X MSE 55 38 93 3,11ns 

a/ valores de x 2 para a proporçao 1 : 1 ., 
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TABELA 14� Segregantes obtidos, atrav�s do ciclo sexual, .pe­

lo cruzamento de linhagens deterioradas com a li­

nhagem testadora MSF, 

Cruzamento Segregantes normais 

v58 x MSF

v58_1 x MSF

Amarelos Verdes 

65 

172 

30 

a/ 2 
valores de X 

' 
para a proporçao 

Segregantes Totàl 
deteriorados 

1 : 1 • 

93 

186 

188 

358 

x2 a/

0,02ns 

0,55ns 

Com relação aos variantes heterocari�ticos, 

tamb�m cruzados com a linhagem MSE, os resultados obtidos en 

contram-ie na Tabela 15. Dentre os segretantes destes cruz�

mentos s6 surgiram col�nias normais. Os variantes heteroca-

ri6ticos, quando amarelos, deram origem a segregantes bran-

cos e amarelos, na proporção de 1:1. No caso do variante 

verde, foram obtidos segregantes brancos, amarelos e verdes, 

na proporção esperada de 2;1:1. 
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TABELA 15. Segregantes obtidos, atrav�s do ciclo sexual, pe­

lo cruzamento dos variantes heterocarióticos com 

.a linhagem MSE, 

Cruzamento Segregantes norma1.s Total x
2 

Brancos Amarelos Verdes 

H17a X MSE 157 144 301 O 56ns
ª1

, 

H17v X MSE 35 16 10 61 
b/

2,51ns-

H18 X MSE 1 3 1 126 257 a/ 
O, 10ns-

H 19 X MSE 6 1 51 1 1 2 a/ 
2,23ns-

a/ 
valor de x

2 
para a proporçao 1 : 1 

b/ 
valor de x

2 
2:1:1.para a proporçao 

4.3.2, Localização dos determinantes geneticos de de 

terioração nos grupos de ligação 

Para detectar se os determinantes de deterio­

ração estavam ou não ligados às marcas da linhagem testadora 

procedeu-se a análise meiótica, conforme descrito no item 3. 

4.4. Embora pela análise mitótica já se soubesse o grupo de 

ligação em que cada um dos determinantes de deterioração se 

localizava, procedeu-se a análise meiótica para todas as mar 

cas envolvidas no cruzamento, à exceção de adenina e biatina; 

deste modo foi possível confirmar que todos os alelos 

vam segregando na proporçio esperada de 1:1. 

esta-

Nas Tabelas.16 a 27 encontram-se os dados ob­

tidos para a segregação entre a marca da linhagem testadora 

e o determinante de deterioração, e tambim a frequ�ncia de 

recombinação entre estas marcas, Na prática, considera-se 

que os marcadores gen�ticos estão ligados se a frequ�ncia de 
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recombinação entre eles nao for superior a 40%. Dentre os 

variantes deteriorados aqui estudados, apenas o V o V53' 53.1' 
o v 56 e o v 57_1 apresentaram ligação entre o determinante g�

nêtico de deterioração e a marca da linhagem testadora. 

No caso dos variantes deteriorados cujos de­

terminantes genéticos de deterioração estão localizados no 

grupo de ligação I, a partir dos dados da segregação meióti­

ca, pode ser feito um teste de três pontos; deste modo, obt� 
ve-se a ordem dos genes, tanto para o variante v 56 quanto p�

ra o v
59 

(Tabelas 28 e 29). 

TABELA 16. Análise meiótica do cruzamento entre o 

deteriorado v 53 e a linhagem MSE.

Grupo de Marcador Colônias Frequência 

variante 

de 
ligação genético Deteria Não dete recombinação

radas rioradâ·s 

III + 47 9 gal 
13,46 

gal 5 43 

TABELA 17. Análise meiótica do cruzamento entre o 

deteriorado v 54 e a linhagem MSE,

Grupo de Marcador Colônias Frequência 

+ 

3,30% 

variante 

de s 
ligação genético Deterio Não dete recombinação

radas 
-

riorad;s 

IV 
+ 26 20 pyro 4 1 , 4 1 

+ 

4,94% 
pyro 21 32 
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TABELA 18. Análise mei6tica d� cruzamento entre o 

deteriorado v 55 e a linhagem MSE.

variante 

Grupo de 
ligação 

VI 

Marcador 
genético 

+s 

s 

Colônias 
-----------�,-. 

Deteria 
radas 

26 

23 

Não dete 
rioradas 

32 

20 

Frequência de 
recombinação 

54,45 
+ 

s 

4,96% 

TABELA 19. Análise mei6tica do cruzamento entre o 

deteriorado v
56 

e a linhagem MSE. 

variante 

Grupo de 
ligação 

I 

Marcador 
genético 

+pro 

pro 

+paba 

.paba 

Colônias 

Deterio 
radas 

24 

28 

23 

29 

Não dete 
rioradas 

44 

8 

43 

9 

Frequência de 
recombinação 

30,76 + 

30,76 
+ 

s 

4,57% 

4,57% 



TABELA 20. Análise meiótica do cruzamento entre o 

deteriorado v57 e a linhagem MSE.
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variante 

Grupo de Marcador 
Colônias Frequência de 

ligação genético recombinação 
Deterio Não dete 

rioradas radas 

VI 
+ 

31 35 s 52,48 
+ 

4,97% 
1 8 1 7 

TABELA 21. Análise meiótica do cruzamento entre o 

deteriorado v
58 

e a linhagem MSF. 

variante 

Grupo de Marcador Colônias Frequência de 
ligação genético 

·-��·��

recombinação 
Deterio Não dete 

radas 
� 

rioradas 

VII 
+ 

1 3 1 1 nlC 
4 6, 1 5 

nic 13 1 5 

TABELA 22. Anilise meiótica do cruzamento entre 

deteriorado v59 e a linhagem MSE.

o 

Grupo de Marcador 
ligação genético 

I 
+pro 

pro 

+paba 

paba 

Colônias 

Deteria Não dete 
radas rioradas 

19 

27 

20 

26 

28 

22 

29 

2 1 

Frequência de 
recombinação 

42,70 

42,70 

+ 
6, 9 1 % 

variante 

s 

+ 
5,04% 

+ 

5,04% 



TABELA 23. Anilise mei6tica do cruzamento entre o 

deteriorado v 60 e a linhagem MSE,

Grupo de Marcador Frequência 
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variante 

de 
ligação genético 

Colônias 
recombinação 

Deterio Não dete 
radas rioradas 

VII 
+ 32 30 n 1. c

48,07 
n 1. c 20 22 

TABELA 24. Análise mei6tica do cruzamento entre o 

deteriorado v
53.1 

e i linhagem MSE, 

Grupo de Marcador Frequência 

+ 

4,90% -

variante 

de 
ligação genético 

Colônias 
recombinação 

Deterio Não dete 
radas rioradas 

III gal 
+

45 6 
12,50 

gal 7 46 

TABELA 25. Análise mei6tica do cruzamento entre o 

deteriorado v
54_1 

e a linhagem MSE. 

Grupo de Marcador Colônias Frequência 

+ 

3,24% -

variante 

de s 
ligação genético 

Deteria Não dete 
recombinação 

radas 
-

rioradas 

VI 
+ 

2 1 3 1 
52,80 

+ 
5,29% 

s 16 2 1 
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TABELA 26. Anilise mei5tica do cruzamento entre o 

deteriorado v57_1 e a linhagem MSE. 

variante 

Grupo de Marcador Colônias Frequência de 
ligação genético 

Deterio Não dete recombinação

radas rioradas 

IV 
+ 25 1 7 pyro 

37,50 
+ 

4,93% 
pyro 19 35 

TABELA 27. Anilise mei6tica do cruzamento entre 

deteriorado v58,1 e a linhagem MSF, 

o variante

Grupo de Marcador 
ligação genético 

VII 
. + 

nic 

nic 

Colônias 

Deteria 
radas 

26 

26 

Não dete 
rioradas 

27 

25 

Frequência de 
recombinação 

50,96 
+ 

s 

4,90% 



TABELA 28. Teste de três pontos p!LoA
1

, pabaA
6

, v56

Combinações a/

+ + 

+ 

+ 

Total 

N9 de colônias 

28 

1 2 

o 

4 1 

a/ Somente colônias v 56 foram analisadas

Frequências de recombinação: 

p1LoA
1 

- pa.baA 6
2,44 ± 2,41% 

pnoA
1 

- u 5 6
= 31,71 ± 7,27% 

pabaA
6 - v 56

= 29,27 ± 7,11% 

Ordem dos genes: 

• 7 6 •



TABELA 29. Teste de tr�s pontos v59, p!LoA
1

, pabaA
6

.

Combinações 

p1LoA
1 

+ 

+ 

a/ 

pabaA
6 

+ 

+ 

Total 

N9 de colônias 

26 

1 9 

o 

46 

a/ 
Somente colônias v

59 
foram analisadas. 

Frequ�ncias de recombinaç�o: 

pir,OA7 pabaA6 2 , 1 7 
+ 

2, 1 5 % - -

plLoA 
1

4 1 , 30 
+ 

7,26% - V59
= -

pabaA1
43,48 

+ 
7,31% - V59

= -

Ordem dos genes: 

. 7 7. 
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4.3.3. Análise meiõtica dos variantes heterocariõti­

cos 

Com relação aos variantes heterocarióticos, 

procedeu-se a an�lise meiótica para todas as marcas envolvi 

das no cruzamento, i exceção de adenina e biatina. 

O variante heterocariótico H
17

, que deu ori­

gem a colônias amarelas (H
17a

) e verdes (H
1 lv

), teve os dois 

tipos de colônias cruzadas com a linhagem MSE; foram obtidos 

segregantes meióticos que, quando ensaiados, demonstraram a 

segregação 1:1 das marcas dos diferentes grupos de 

(Tabelas 30 e 31). 

ligação 

Os variantes heterocarióticos H
18 

e H
19

, que 

não puderam ser submetidos i an5lise mitótica j5 que os di-

plóides n�o deram origem a setores, também foram cruzados 

com a linhagem MSE. Procedeu7se a anilise meiótica e as mar 

cas genéticas em todos os grupos de ligação segregaram na 

proporção 1: 1 (Tabelas 32 e 33). 
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TABELA 30, An�lise mei6tica do variante heterocari6tico n
17� 

originado a partir da linhagem A, cruzado com a 

linhagem MSE. 

Grupo de Ma�cador 
ligação genêtico 

I 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VI II 

+ 
pro 

pro 

+ 
paba 

paba 

-i­

gal 

gal 

+ 
pyro 

pyro 

+ 
fac 

fac 

+ 
s 

s 

+ 
n 1. c

n 1. e

ribo 

Colônias 

Brancas 

14 

1 2 

15 

1 1 

9 

1 7 

15 

1 1 

8 

18 

1 4 

1 2 

15 

1 1 

1 3 

1 3 

Amarelas 

1 3 

1 3 

14 

1 2 

14 

1 2 

1 3 

1 3 

1 2 

14 

16 

10 

10 

1 6 

15 

1 1 

a/ 2 
valores de X ,  para a proporçao 1;1. 

Total 

27 

25 

29 

23 

23 

29 

28 

24 

20 

32 

30 

22 

25 

27 

28 

24 

x2 a/

0,08ns 

0,69ns 

0,69ns 

0,31ns 

2,77ns 

2,77ns 

0,08ns 

0,31ns 



. 80. 

TABELA 31. Anilise rnei6tica do variante heterocarl6tico H17v,

originado a partir da linhagem A, cruzado com a 

linhagem HSE. 

Grupo de Marcador 
ligação genêtico 

I 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

+pro 

pro 

+paba 

paba 

+gal 

gal 

+pyro 

pyro 

+fac 

fac 

+s 

s 

+n1.c 

ribo 

Colônias 

Brancas Amarelas/Verdes 

14 

12 

13 

1 3 

13 

1 3 

10 

16 

14 

1 2 

14 

1 2 

13 

13 

1 1 

15 

1 1 

10 

1 2 

9 

9 

1 2 

1 1 

10 

9 

1 2 

10 

1 1 

7 

1 4 

9 

1 2 

a/ 2 valores de X ,  para a proporçao 1:1.

Total 

25 

22 

25 

22 

22 

25 

2 1 

26 

23 

24 

24 

23 

20 

27 

20 

27 

x2 a

0,19ns 

O, 19ns 

0,19ns 

0,53ns 

0,02ns 

0,02ns 

1,04ns 

1,04ns 
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TABELA 32. Anilise mei6tica do variante heterocari6tico H
18

, 

originado a partir da linhagem A, cruzado com a 

linhagem MSE, 

Grupo de Marcador 
ligação genético 

I 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

+ 
pro 

pro 

+ 
paba 

paba 

+ 
gal 

gal 

+ 
pyro 

pyro 

fac + 

fac 

+ 
s 

s 

nic 

nic 

ribo
..,. 

ribo 

Colônias 

Brancas 

14 

1 2 

14 

1 2 

9 

1 7 

1 1 

1 5 

1 O 

16 

1 3 

1 3 

13 

1 3 

1 3 

1 3 

Amarelas 

10 

16 

1 2 

14 

1 5 

1 1 

1 5 

1 1 

14 

12 

15 

1 1 

12 

14 

1 2 

14 

a/ 2 
valores de X ,  para a proporçao 1;1. 

Total 

24 

28 

26 

26 

24 

28 

26 

26 

24 

28 

28 

24 

25 

27 

25 

27 

x2 aí 

0,31ns 

O,OOns 

0,31ns 

O,OOns 

0,31ns 

0,31ns 

0,08ns 
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TABELA 3 3. Análise meiótica do variante heterocariôtico H 19' originado a partir da linhagem A, cruzado com a

linhagem MSE. 

Grupo de Marcador Colônias Total 2 ·a/
ligação genético Brancas Amarelas 

I ;- 15 8 23 0,08ns pro 

pro 7 18 25 

paba + 1 6 9 25 0,08ns 

paba 6 1 7 23 

III gal + 1 1 1 1 22 0,33ns 

gal 1 1 15 26 

IV -i- 1 2 1 5 27 0,75ns pyro 

pyro 10 1 1 2 1 

V fac + 1 2 1 7 29 2,08ns 

fac 1 O 9 1 9 

VI + 1 2 1 3 25 0,08ns s

s 1 O 1 3 23 

VII + 14 15 29 2,08ns nic 

nic 8 1 1 1 9 

VIII ribo + 9 1 6 25 0,08ns 

ribo 1 3 10 23 

a/ 2 valores de X para a proporçao 1;1. 
' 
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4,4. Testes de alelismo 

Os variantes e segregantes deteriorados utili 

zados nos testes de alelismo, dos diferentes grupos de liga­

çao, estão listados na Tabela 34. 

Na Tabela 35 estão reunidos os resultados <los 

testes de alelismo para os diferentes grupos de ligação. A 

proporção 3:1 foi encontrada em virias cruzamentos, mas em 

outros os resultados se ajustavam à proporção 2:1. 

4.4.1. Grupo de ligação I 

Dentre os variantes deteriorados isolados, o 

v
56 

e o v
59 

têm seus determinantes genéticos de deterioração 

localizados no grupo de ligação I. O v56 apresenta 

genética com as marcas phoA
1 

e pabaA
6

. 

ligação

Através da an�lise mei6tica, a partir do cru­

zamento do v
56 

com um segregante do v
59

, foram obtidos segr� 

gantes normais e deteriorados, podendo-se distinguir fenoti-

picamente três 

obtidos, quando 

tipos diferentes de deteriorados. 
2 submetidos ao teste do X para a 

Os dados 

proporção 3 

deteriorados : 1 normal, mostraram um desvio significativo ao 

nível de 5 % de probabilidade (Tabela 35). 

O variante deteriorado v
56 foi cruzado com se

gregantes dos variantes deteriorados v
36 

e v
46

. Em ambos os 

casos, embora v�rias tentativas para tais cruzamentos tenham 

sido feitas, obteve-se apenas cleistotécios autofecundados. 

~ -

O variante deteriorado v59 
foi cruzado nao so

com os variantes deteriorados v
36 

e v
46

, mas também com o 

v 28. Nos cruzamentos do v 59 
com o v 28 e o v

46 
encontrou-se 

segregantes normais e �eteriorados (Tabela 35). No cruzamen 

to com o v 28 obteve-se a proporção de 3:1, sendo possível dis 
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TABELA 34. Variantes e segregantes utilizados nos testes de alelismo, 

nos diferentes grupos de ligação. 

Grupo de Variantes 
ligação 

I V56

vs6

v56

v59 (segr, ga1..A
1
; Ji,[boB

2
)

X v59

X v36

X VLf 6

X V28

(segr. galA l; 11-frB 8; hiboL-í
2

)

(segr. gatA
7
; nicB8; fL) __ boB

2
)

(segr. wA 3' --f>B
3

)

V59
x v36 (segr. galA

1
; 11icB

8
;n,,lboB

2
)

v59 (segr, ga1..A
1

; JUboB
2

)

III 

VI vss

v55 (segr. pyhoA
4

; -0B
3

) 

v57 (segr, -0B
3

; nicB
8

)

VII vss 
(segr. --6B3; 1úcB ,,, )

ó 

vss 
(segr. Mí

3; nicB
8

)

vss 
(segr. --6B3; nicB

8
; MboB

2
)

v6o 
(segr. n--LcB

8
; )

v6o 
(segr. nicB

8
; )

X V46

x v57 (segr. -0B
3

; nicB
8

)

X V16

X V16

X V60

X V 10

X V 17

x v 10

x V 17
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TABELA 35. Testes de alelismo. 

Cruzamento Segregantes Proporção x 2 

.Deteriorados Normais Total D : N 

v56 X V59
180 41 221 3 : 1 4,9o�•c

v56 X v36 
a/

v56 X v46 
a/

.... 

v59 
X v28

169 43 212 3 � 1 2, 5·2ns 

V59 
X v36 185 o 185

V59 
X v46 .1 3 1 85 216 3 : 1 23, 73,'n'c 

2 : 1 3,52ns 

V53 
X v9 137 63 200 3 : 1 4,51* 

2: 1 0,30ns 

V54 
X v8 87 158 245 

V55 
X v57

9 1 60 1 51 3 : 1 17,49** 
2 : 1 2,78ns 

V55 X v16
1 5 1 8 1 232 3 : 1 12,16,'n'( 

2 : 1 0,26ns 

v57 
X v,6 92 74 166 3: 1 33,94*,'c 

2: 1 9 45,b'c 
, 

v58 X v60 124 74 198 3: 1 16,17** 
2: 1 1 , 4 5ns 

vss 
X v10 1 1 7 47 164 3: 1 1 , 1 7ns 

vss 
X v17

208 o 208

v6o 
X v10 11 3 30 143 3: 1 1,23ns 

v6o 
X V 1 7

196 73 269 3 : 1 0,66ns 

a/ nestes cruzamentos, todos os cleistotécios analisados e-

ram autofecundados. 



tinguir dois tipos de deteriorados; . 
-

Jª no cruzamento com 
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o 

v46 observou-se colônias deterioradas de um s6 tipo e o x
2 

encontrado para a proporção 3: 1 apresentou um desvio signifi 

cativo. 

No cruzamento do v 59 com o v 36 obteve-se ape-

nas col;nias deterioradas; estas apresentavam segregaçao 

l: l para as marcas envolvidas no cruzamento, demonstrando que 

não eram provenientes de cleistotécios autofecundados. Foi 

possível separar as 185 colônias deterioradas, quanto a apa­

rência, em dois grupos: 92 eram semelhantes ao. v36 e 93 ao 

V59· 

4.4.2. Grupo de ligação III 

O determinante genético de deterioração do 

v53 foi mapeado no grupo de ligação III, estando ligado

marca ga,tA 
1
• 

O variante deteriorado v53 foi cruzado com o

segregantes v
9 e, através da análise mei6tica, obteve-se

teriorados e normais; aplicando-se o x
2 para a proporçao 

de-

3: 1 

este foi significativo ao nível de 5%. Para a proporçao 2:1, 

o valor do x
2 não foi significativo (Tabela 35). 

4.4.3. Grupo de ligação IV 

Neste grupo de ligação localiza-se o variante 

deteriorado v54. Um segregante dele foi cruzado com o v8,o�

tendo-se segregantes mei6ticos normais e deteriorados (Tabe-

la 35). Contrariando a expectativa, os segregantes normais 

ocorreram com frequência quase duas vezes maior que os dete-

riorados. O cruzamento foi repetido três vezes e os resulta 
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apresentaram sempre a mesma proporçao - 1 amarelo nor-

1 verde normal l deteriorado. 

4.4.4. Grupo de ligação VI 

Dentre os variantes deteriorados isolados, o 

v
55 

e o v
57 

t�m seus determinantes genéticos de deterioração 

localizados no grupo de ligação VI. 

O v55 foi cruzado com um segregante do v57;

obteve-se segregantes normais e deteriorados (Tabela 35). 

Segregantes dos deteriorados v55 
e v57 foram

cruzados com o v16• Em ambos os cruzamentos foram obtidos

asc6sporos normais e deteriorados, indicando que nenhum de­

les é alelo do v16 (Tabela 35).

No cruzamento do segregante do v57 com o v16,

o numero de segregantes deteriorados e normais, quando test�

do quer para a proporção 3:1 ou para 2:1, apresentou desvio

significativo ao nível de 1% de probabilidade.

4.4. 5. Grupo de 1 igação VII 

Os determinantes genéticos de deterioração do 

v58 e v60 foram mapeados no grupo de ligação VII.

Um segregante do v58 foi cruzado com o v60;o�
teve-se segregantes deteriorados e normais na proporção 2:1 

(Tabela 35). 

Um segregante do v58 foi cruzado com os va-

riantes deteriorados v10 e v17• No primeiro cruzamento obte

ve�se segregantes na proporçao de 3 deteriorados 

(Tabela 35). Já no cruzamento dos variantes 

normal 

deteriorados 
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v
58 

e v

17 obteve-se apenas segregantes deteriorados.

Um segregante do v 60 foi cruzado com o v 10 
e

Em ambos os cruzamentos obteve-se segregantes de 

teriorados e normais, na proporção 3:1 (Tabela 35).

4.5. Influência da temperatura e do 11 background 11 genêtico 

na instabilidade mitõtica 

Durante o isolamento de variantes deteriora 

dos estudados neste trabalho, originados a partir da linha-

gem A, fortuitamente observou-se que as placas inoculadas por 

ponto, de acordo com a prateleira em que eram incubadas, pr� 

<luziam maior ou menor número de setores. A partir 

constatação, quando os segregantes com os diferentes 

desta 

"back-

grounds" genéticos foram obtidos, utilizou-se para os en­

saios também as diferentes prateleiras de um incubador regu­
o lado para 37 C, além dos tres incubadores com as temperatu -

ras de 30 °
, 37° e 40

°
c. 

4.5.1. Experimento I: linhagens com diferentes 11 back 

grounds" genéticos crescidas simultaneamente 

em diferentes prateleiras do mesmo incubador 

Utilizando-se um incubador regulado para a 

temperatura de 37°
c, foram realizados três ensaios simulta­

neamente, colocando-se cada um deles em uma prateleira. A 

prateleira mais alta foi designada de A e a mais baixa (pró-

xima à resistência) de C, Em todos os ensaios utilizou-se 

as linhagens de número 1 a 8 (item 3.7.). Na Tabela 36 esti 

discriminado o número total de setores obtidos, em cada urna 

das placas, nos três ensaios. Na Tabela 37 estão 

os dados, referentes a cada tipo de setor, obtidos 

um dos ensaios; observou-se que o número de placas 

agrupados 

em cada 

com setor 
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e o numero total de setores aumentou da prateleira A para a 

prateleira e. Os setores amarelos são os mais frequentes em 

todos os ensaios e seu nJmero aumenta da prateleira A para a 

C; ji os setores verdes têm sua frequência sensivelmente di­

minuída da prateleira A para a e.

O nJmero de setores obtidos por placa (Tabela 

36) foi transformado utilizando-se a f6rmula / x � 1/2 e os 

dados transformados, de cada um dos ensaios, foram submeti-

dos à análise da variincia; como nenhum dos valores de qua-

drado rn�dio do resíduo foi quatro vezes superior a qualquer 

outro (Q.M.A = 0,1087; Q.M.B = 0,1254; Q.M.
C = 0,2131), p�de

-se fazer a análise conjunta da variincia para os dados obti

dos nas três prateleiras, sem a correção dos graus de liber-

dade (Tabela 38). 

para as fontes de 

Como os valores de F foram significativos 
• ~ 

variaçao linhagens, prateleiras e repeti-• 

ç�es/prateleiras, utilizou-se o teste de Tukey para detectar 

os contrastes que diferiam entre si (Tabela 39). Atrav�s dos 

valores obtidos para 6 pode-se constatar que não há diferen­

ça significativa entre o nJmero de setores produzidos nas 

prateleiras A e B, mas os valores para estas duas são dife-

rentes daqueles obtidos na prateleira C; com relação às dife 

rentes linhagens, observou-se que a maioria delas difere da 

linhagem 6, que requer tiossulfato, inclusive a linhagem 1 -

que vem a ser a linhagem A. 

4.5.2. Experimento II: linhagens com diferentes 

11 backgrounds 11 genéticos crescidas nas temper� 

turas de 30 ° , 37 ° e 4□ 0
c,

Nestes ensaios foram utilizadas as linhagens 

1 a 8 (item 3.7.), incubadas nas temperaturas citadas. Na 

Tabela 40 está discriminado o nGmero total de setores obti­

dos, em cada uma das placas nos ensaios realizados nas três 
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temperaturas, Os dados referentes ao numero de placas com 

setor e aos diferentes tipos de setores, obtidos em cada urna 

das temperaturas de incubação utilizadas, estão reunidos na 

Tabela 41. Pode-se observar que, na temperatura mais alta, 

em quase todas as placas ocorreu a formação de setores; da 

mesma forma que no experimento I, onde as variaç�es de temp� 

ratura de uma prateleira para outra eram menores, aqui tam-

bém o número de setores cresceu nitidamente com o aumento da 

temperatura. Os setores amarelos são os mais frequentes em 

todos os ensaios. A frequência dos setores verdes diminui 

consideravelmente com o aumento da temperatura; � temperatu-

ra de 30 ° c, sua frequência é praticamente o triplo 

encontradas a 37
° 

e 40° C. 

daquelas 

A partir dos dados transformados do numero de 

setores observados em cada placa nos três ensaios, foi fei 

ta a anilise da variincia. Os valores dos quadrados médios 

dos resíduos, para as três temperaturas, foram os seguintes: 

Q.M.30oc = 0,1350; Q.M.37oc = 0,2841 e Q.M.4oºc = 0,2581. co

mo nenhum desses valores era quatro vezes maior que qual-

quer outro, procedeu-se a anilise conjunta dos dados (Tabela 

4 2) Os valores de F foram significativos, quer a nível 

5% ou 1%, para todas as fontes de variaçao. O teste de 

de 

Tu-

key foi empregado para determinar as médias que diferiam en­

tre si, tanto para os resultados obtidos nas três temperatu­

ras quanto para os das diferentes linhagens e para a intera-

ção linhagem versus incubadores (Tabela 43). Os valores de 

� mostraram que não existe diferença significativa entre o 

número de setores produzidos a 30
°

c e 37
°

c, mas a média obti 

da a 40° c é significativa em relação �s duas anteriores; en-

tre as linhagens, embora ocorra diferença entre elas, nao 

foi detectada diferença entre nenhuma delas com relação � li 

nhagem 1 (linhagem A), Quando analisamos a interação linha­

gem versus incubador, observamos que a 30° C não ocorre dife­

rença entre as linhagens, embora isto aconteça a 37 ° e 40° C. 
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ensaios para observação da 

linhagem A, nas linhagens de 

ficientes para a sfntese de piridoxina e nas 

incapazes de utilizar galactose 

Quando da análise dos dados dos experimentos 

I e II, observou-se que a linhagem 5 (deficiente para a sín­

tese de piridoxina) produziu setores numa frequência bem bai 

xa, quando comparada com as outras; já a linhagem 3 (incapaz 

de utilizar galactose como �nica fonte de carbono), em ambos 

os experimentos produziu setores com uma frequência acima da 

média. A partir destes dados, procurou-se analisar outros 

segregantes mei6ticos que apresentassem as marcas em ques-

tão, para detectar se a frequência de setores estava associa 

da com a marca presente, Deste modo, nos ensaios do experi-

menta 

badas 

III, 

nas 

foram utilizadas as linhagens 1, 3, 

d 30
° 

37
° 

e 4o
0

c.temperaturas e , 

5 e 9 a 1 2, incu 

Na Tabela 44 pode ser observado o numero de 

setores produzidos por placa, por cada urna das linhagens. Na 

Tabela 45 estão reunidos os dados referentes ao n�rnero de se 

tores de cada tipo produzido por ensaio, assim como o nume-· 

ro total de placas que produziu setores em cada ensaio. Po-

de-se observar que o número de placas com setor aumentou 

com a temperatura. Em todas as temperaturas os setores ama­

relos foram os mais frequentes, podendo-se também observar 

uma queda na frequência dos setores verdes, conforme aumenta 

va a temperatura. 

Para a análise da variância utilizou-se a

transformação dos números da Tabela 44. Os valores dos qua-

drados médios dos resíduos 

d 30
º, ra as temperaturas e 

foram 0,1826; 0,2553 e 0,2274, p� 

37
° 

e 40
°

c, respectivamente. Já 

que estes dados assim o permitiam, realizou-se a análise con 

junta (Tabela 46). Dentre as fontes de variação estudadas , 

apenas foi significativo o valor de F para os dados obtidos 
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nas diferentes temperaturas. O teste de Tukey foi empregado 

para a detecção dos contrastes que diferiam entre si; consta 

tou�se que as rnJdias obtidas em cada urna das temperaturas di 

feriam entre si (Tabela 47). 

4.5.4. Experimento IV: instabilidade na linhagem A e 

em oito linhagens que requerem tiossulfato 

A partir dos resultados obtidos nos experime� 

tos I e II, ficou patente que, quando se analisava a média 

de setores obtida nos três ensaios de cada um dos experimen­

tos, a linhagem 6 (que necessita de tiossulfato) era a que 

apresentava a menor média. Para observar se era apenas este 

segregante que apresentava este comportamento, instalou-se o 

experimento IV. Nele foram utilizadas as linhagens 1, 6 e 

Uma 13 19 
. 

b d d 30
°

, 37
° 

e 40
°

C. a , incu a as nas temperaturas e 

das linhagens era a A e, dentre as outras oito, três necessi 

tavam apenas de tiossulfato enquanto cinco apresentavam ain-

da mais um marcador genético da linhagem MSE, além daqueles 

da linhagem A. A colocação de mais um marcador genético era 

para observar se sua presença aumentaria a frequência de se­

tores, mesmo associado com a marca tiossulfato. 

-

Os dados referentes ao numero total de seta-

res produzidos por cada uma das placas, nos diferentes en-

saias, estão reunidos na Tabela 48. Na Tabela 49 estão dis-

criminados os n�meros de setores por tipo e o n�mero de pla-

cas com setor, em cada um dos ensaios, Na temperatura de 

30
°

c, a frequência de setores verdes foi maior do que a de 

amarelos; mas, ainda assim, quando comparamos os três en-

saios, a frequência dos setores amarelos aumenta com a temp� 

ratura, enquanto a dos verdes diminui. A frequência de seto 

res por placa mostrou uma relação direta com o aumento da 

temperatura. 
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Realizou-se a anilise da vari�ncia para os da 

dos transformados tla Tabela 48. Como nenhum dos valores de 

quadrado médio do resíduo foi quatro vezes superior a qual-

quer outro (Q.M.
30

oC = 0,1925; Q.M.
37

oC = 0,2003; Q.M.
40

oC =

= 0,2155), pôde-se fazer a anilise conjunta da vari�ncia, p� 

ra os dados obtidos nas tr�s temperaturas (Tabela 50). Os va 

lares de F foram significativos apenas para as fontes de va-

riação linhagens e incubadores; utilizou�se o teste de 

para detectar os contrastes que diferiam entre si 

5 1) • Obteve-se os valores de � e pôde-se constatar 

Tukey 

(Tabela 

que nao 

houve 

zidos 

diferença significativa entre a m�dia de setores prod1::_ 

t t d 37
° c e 40 ° c. rrnas arnbas foram nas ·empera uras e , 

f. · 1·f d l obti·da a~. 30
°

c. icativamente e 1 ·erentes aque a Entre as li 

nhagens, embora ocorressem diferenças entre algumas delas, 

não foi encontrada diferença na m�dia de setores produzidos 

pela linhagem A em relação a qualquer das outras linhagens � 

tilizadas no experimento. Não foi possível discriminar, pe-

la diferença na produção de setores, as linhagens que apre-

sentavam apenas a marca tiossulfato daquelas que 

vam mais uma marca. 

apresenta--
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TABELA 36. Número total de setores obtidos, a partir de li-

nhagens com diÍerentes 11 backgrounds 11 genéticos,em 

cada uma das placas, nas diferentes prateleiras 

de um incubador regulado para a temperatura de 

37
°

c (Experimento I) • 

Prate Repetição Linhar;em 
leira n9 

2 3 4 5 6 7 8 

A 1 o 2 o 2 o o o 

2 o 2 2 o o 

3 o o o o o o 

4 2 o 2 o o 

5 o 2 2 o o 

6 2 o o o o 

7 2 1 o 2 o 

Total 5 1 O 6 6 6 5 2 

B 3 4 2 o o o 

2 2 3 2 4 o o 3 o 

3 3 1 2 o 3 o 

4 1 o 1 o o o 

5 2 1 2 o o 2 o 

6 o 1 1 o o 

7 1 o o o 

Total 1 O 1 3 8 1 O 2 1 1 3 

e 3 2 3 3 o 2 5 2 

2 2 8 3 1 o 1 3 2 

3 3 3 2 5 2 o 3 o 

4 2 o o o 1 1 o 

5 o 3 2 1 o 1 1 

6 1 4 3 o o o 3 

7 o 3 5 1

Total 1 1 18 1 7 20 4 5 14 9 

Total 26 41 3 1 36 1 2 7 30 14 
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TABELA 37, Classificaçio dos setores por tipo e numero de 

colônias com setor, por ensaio ,... Experimento I.

Tipo de setor Prateleiras 
a/ 

A B e 

Amarelo 26 (0,64) 43 (0,74) 89 (0,91) 

Verde 9 (0,22) 10 (0,17) 3 (0,03) 

Deteriorado 5 (0,12.) 4 (0,07) 5 (0,05) 

Outros (0,02) (0,02) (0,01) 

Total 4 1 58 98 

Colônias com setor 30 (0,54) 35 (0,63) 43 (0,77) 

a/ 
Os valores entre parênteses referem�se a percentagem de 

cada tipo de setor. 
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TABELA 38. Anâ1ise conjunta da variancia para os dados obti­

dos nos três ensaios do experimento I. 

F.V, G.L. S,Q, Q.M. F 

Repetições/Prateleiras 1 8 4,6957 0,2609 1,75>', 

Entre linhagens (L) 7 7,1128 1,0161 6, 8 1 ,'n', 

Entre prateleiras (P) 2 3,4279 1,7140 11, 50>'<>' <

L X p 14 1,8066 o, 1290 

Resíduo (L X Reps./P) 126 18,7805 0,1491 

Total 167 35,8235 

c.v. = 32,04% 

TABELA 39. Comparação entre as médias do numero se 

produzidos, por prateleira e por linhagem, 

teste de Tukey (Experimento I). 

a. Aplicação para os dados das prateleiras � 6 O, 1 7 

Prateleira: e B A 

Média 1 , 40 1 , 1 6 1 , O 5 

b. Aplicação para os dados das linhagens � 6 = 0,37

Linhagem: 2 4 3 7 8 5 

0,87ns 

setores 

pelo 

6 

Média 1 , 4 8 1 , 40 1 , 3 3 1 , 3 1 1 , 2 5 1,02 0,98 0,87 
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TABELA 40. Número total de setores obtidos,a partir de linha 

gens com diferentes "backgrounds 11 genéticos, em 

cada urna das placas, nas temperaturas de 30
° 

' 
37

° 

e 4o
º

c (Experimento II) .

Temper� Repetição Linhagem 
tura n9 

2 3 4 5 6 7 8 

3o
º

c o o 2 2 1 2 

2 o /1 3 3 2 

3 o 2 2 2 2 2 

4 2 2 o o 3 

5 o o o 

6 2 o 2 o o 4 

7 o 4 o o 

Total 2 1 3 1 1 1 O 8 6 6 1 3 

37
°

c 2 o 2 o o 3 

2 o 7 3 o o 1 

3 7 2 4 4 o 2 3 

4 5 o o 3 o 

5 4 o 1 o 4 o 

6 3 o 4 3 o 3

7 1 o 2 o 8 o 

Total 22 10 1 2 1 2 6 4 25 4 

4o
º

c
1 8 8 4 4 4 3 7 4 

2 7 6 o 6 3 5 5 5 

3 3 7 4 6 1 3 9 3 

4 2 9 4 5 3 6 4 

5 9 9 9 3 8 3 7 4 

6 8 1 1 5 4 2 3 

7 3 5 4 3 3 o o 

Total 40 55 30 3 1 1 9 22 37 2 1 

Total 64 78 53 53 33 32 68 38 
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TABELA 41 • Classificaç�o dos setores por tipo e numero de 

col;nias com setor,por ensaio - Experimento II. 

Tipo de setor 
Temperaturas 

a/ 

3o
º

c 37
°

c 4o
º

c 

Amarelo 45 (0,65) 76 (0,80) 187 (0,74) 

Verde 15 (0,22) 7 (0,07) 21 (0,08) 

Deteriorado 7 (0,10) 12 (0,13) 44 (0,17) 

Outros 2 (0,03) O (0,00) 3 (0,01) 

Total 69 95 255 

Colônias com setor 41 (0,73) 39 (0,70) 54 (0,96) 

a/ 
Os valores entre parênteses referem,-se a percentagem de 

cada tipo de setor. 
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TABELA 42. Anilise conjunta da variincia para os dados obti­

dos nos três ensaios do experimento II. 

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F 

Repetições/Incubadores 1 8 7,2634 0,4035 1,79>'-

Entre linhagens (L) 7 5,9669 0,8524 3,78''-*

Entre incubadores (I) 2 27,4650 13,7325 60,82>'d, 

L X I 14 10,3496 0,7393 3,27>'<* 

Resíduo (L X Reps./I) 126 28,4465 0,2258 

Total 167 79,4914 

c.v. = 29,93% 

TABELA 43. Comparação entre as médias do nu�ero de setores 

produzidos, por temperatura e por linhagem, pelo 

teste de Tukey (Experimento II). 

a. Aplicação para os dados obtidos

em cada uma das temperaturas - � = 0,21 

Temperatura: 

Média 

4o
º

c 

2, 1 6 

37 ° c 

1 , 35 

3o
º
c

1 , 25 

b. Aplicação para os dados das linhagens - â = 0,45 

Linhagem; 

Média 

2 

1,86 

7 

1 , 7 8 

1 4 

1 , 6 9 1 , 6 4 

3 

1,63 

8 

1 , 4 3 

... continua -· 

5 

1 , 34 

6 

1 , 3 2 



TABELA 43, continuação 

e . Aplicação para os 

linhagens versus 

Temperatura: 30
°

c

Linhagem 2 

Média 1 , 5 1 

Temperatura: 37
°

c 

Linhagem 7 

Média 1·,96 

T 4o
º

c emperatura: 

Linhagem 

Média 

2 

2,87 

dados obtidos 

incubadores 

8 3 

1 , 5 1 1 , 38 

1 3 

1 , 80 1 , 4 2 

7 

2,42 2,29 

-

da interação 

!:, = 0,78 

4 5 

1,34 1 , 2 5 

4 2 

1,38 1 , 2 O 

4 3 

2,20 2,09 

7 

1 , 09 

5 

1 , 09 

6 

1,90 

• 1 00.

6 

1 , O 7 0,85 

8 6 

1,00 0,98 

8 5 

1 , 7 9 1 , 6 9 
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TABELA 44. Número total de setores obtidos, a partir da li-

nhagem A e de linhagens piridoxina e galactose, 

em cada uma das placas, nas temperaturas de 30
° 

37
° 

e 4o
º

c (Experimento III).

Tempe- Repetição Linhagem 
ratura n9 

5 9 1 O 1 1 3 1 2 

30 º C 1 o 1 1 2 3 2 2 

2 o 3 2 

3 4 o o 1 5 

4 2 2 2 2 2 o 

5 2 o o 4 2 3 

6 1 1 o 2 2 

7 1 2 2 o 

Total 1 O 7 6 9 1 5 1 1 1 3 

37
°

c 4 o 3 3 3 

2 2 2 3 5 2 2 

3 2 2 3 8 3 

4 o 3 1 4 2 ') 4,._ 

5 5 2 o 2 2 3 o 

6 o 3 3 2 4 o 3

7 2 3 6 4 4 2

Total 14 1 3 1 3 1 9 28 1 7 15 

40
°

c o 3 4 5 4 o 4

2 3 6 4 4 6 7

3 9 6 3 6 4 6 9

4 5 2 3 4 3 5 2

5 5 4 5 6 4 6 4

6 9 6 9 5 4 5 4

7 9 6 4 3 6 4 5

Total 40 33 29 33 29 32 35 

Total 64 53 48 61 72 60 63 
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TABELA 45. Classificação dos setores por tipo e numero de 

colônias com setor, por ensaio - Experimento IIl. 

Tipo de setor Temperaturas a/

3o
º

c 37
°

c 4o
º

c 

Amarelo 37 (0,52) 60 (0,50) 1 5 1 (0,65) 

Verde 25 (0,35) 1 4 (0,12) 39 (0,17) 

Deteriorado 8 (0,11) 42 (0,35) 39 (0,17) 

Outros (0,02) 3 (0,03) 2 (0,01) 

Total 7 1 1 1 9 231 

Colônias com setor 40 (0,82) 43 (0,91) 47 .Cü,97) 

-

a/ Os valores entre parênteses 

cada tipo de setor. 

referem-se a percentagem de 
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TABELA 46. Anilise conjunta da var1anc1a para os dados obti­

dos nos três ensaios do experimento III, 

F.V. G.L. s. Q. Q.M. F 

Repetições/Incubadores 1 8 4,8519 0,2696 1,22ns 

Entre linhagens (L) 6 1, 6396 0,2733 1 , 2 3n s 

Entre incubadores (I) 2 20,0584 10,0292 45,24,'n" 

L X I 1 2 1, 7659 0,1472 0,66ns 

Resíduo (L X Reps./I) 108 23,9473 0,2217 

Total 146 52,2631 

c.v. = 27,15% 

TABELA 47. Comparação entre as médias do numero de setores 

produzidos, em cada temperatura, pelo teste de 

Tukey (Experimento III). 

Aplicação para os dados obtidos em 

cada uma das temperaturas - 6 0,23 

T, 4o
º

c 37
°

c 3o 0 c emperatura: 

Média 2,23 1,64 1,34 
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TABELA 118. Número total de setores obtidos, a partir da li-

nhagem A e de oito linhagens que requerem tiossul

fato, em cada uma das placas, nas temperaturas de

30
° 

'
37

° 
e 40

°
c (Experimento IV). 

Tempe- Repetição Linhagem 
ratura n9 

6 1 3 14 1 5 1 6 1 7 1 8 1 9 

30
°

G o o o o 2 2 5 o 

2 o 1 2 o 2 o 

3 o 2 o 1 3 o o 1 3 

4 o o o o o o 

5 o o 3 3 2 o o 1 

6 1 o 2 2 2 

7 4 3 o o o 1 o 

Total 5 7 5 5 1 1 7 4 1 3 5 

37
°

c 1 1 2 4 o 3 o 2 2 

2 3 o 4 o o 2 2 o 

3 1 5 o 2 2 o 5

4 3 4 1 3 1 3 1

5 4 2 o o 3 1 2 4 4

6 o o o 4 o

7 1 2 2 o o 3 o 1 2 

Total 1 3 1 1 1 7 3 8 1 3 9 1 3 14 

4o
º

c 1 2 3 2 o o 3 2 2 2 

2 3 o 1 o o 2 2 2 

3 o 4 o 3 1 6 

4 2 2 o 1 3 1 o 3

5 4 2 1 2 5 1 

6 2 3 o 2 o 1 5 

7 5 4 o 3 2 2 2 

Total 14 1 9 10 2 1 3 14 1 O 1 7 1 1 

Total 32 37 32 1 O 32 34 23 43 30 
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TABELA 49, Classificaçiio dos setores por tipo e numero de 

colônias com setor, por ensaio - Experimento IV. 

Tipo de setor 

30
°

c 

Amarelo 17 (0,27) 

Verde 29 (0,47) 

Deteriorado 15 (0,24) 

Outros 1 (0,02) 

Total 62 

Colônias com setor 37 (0,59) 

a/ 
Temperaturas 

37
°

c 

35 (0,35) 

26 (0,26) 

37 (0,36) 

3 (0,03) 

1 O 1 

52 (0,82) 

4o
º

c 

42 (0,38) 

26 (0,24) 

41 (0,37) 

(0,01) 

11 O 

51 (0,81) 

a/ 
Os valores entre par�nteses referem-se i percentagem de 

cada tipo de setor. 
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TABELA 50. Análise conjunta da variância para os dados obti­

dos nos tr�s ensaios do experimento IV. 

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F 

Repetições/Incubadores 1 8 5,5900 0,3106 1 , 5 3n s 

Entre linhagens (L) 8 4,4219 0,5527 2, 73>''*

Entre incubadores (I) 2 2,8819 1,4410 7,10>'n', 

L X I 1 6 3, 16 34 0,1977 0,97ns 

Resíduo (L X Reps./I) 144 29,2028 0,2028 

Total 188 45,2610 

c.v. = 34,35% 

TABELA 51. Comparação entre as médias do numero de setores 

produzidos, por temperatura e por linhagem, 

teste de Tukey (Experimento IV). 

a, Aplicação para os dados obtidos 

em cada uma das temperaturas - 6 = 0,19 

Temperatura: 

Média 

4o
º
c 

1,42 

37
°

c 

1 , 3 6 

3o
º
c 

1 , 1 4 

b. Aplicação para os dados das linhagens - 6 = 0,43 

Linhagem: 18 6 16 15 1 3 1 9 1 7 

pelo 

14 

Média 1,52 1,41 1,37 1,35 1,34 1,32 1,31 1,21 0,93 
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4.6. Influência da temperatura e do 11 background" genético 

na obtenção de setores deteriorados 

No desenvolvimento deste trabalho um dos pon­

tos primordiais foi o isolamento e a anilise genética de va­

riantes deteriorados; como a influência da temperatura e do 

11 background" genético foi observada em diferentes experimen­

tos (item 4.5), procurou�se detectar se estes parametros afe 

tavam o aparecimento de setores deteriorados. 

A linhagem A estava presente em todos os en­

saios, logo foi possível comparar a frequência de setores de 

teriorados, por ela produzidos, por placa em cada experimen­

to; esta frequência foi de 0,19 no experimento I, quando uti 

lizou-se as diferentes prateleiras de um incubador regulado 

para 37
°

C, e variou de 0,19 a 0,29 nos outros experimentos, 

onde as temperaturas utilizadas eram de 30
°

, 37
° e 40

°
c. Em 

termos de número de setores, a variação foi de 4 para 6; a 

alteração na frequência é decorrência do tamanho da amostra, 

21 placas no total (Tabela 52). 

No experimento I, o número de setores deteria 

rados produzido por todas as linhagens envolvidas no experi-

menta foi praticamente igual nas três prateleiras; quando 

compara-se a frequência de deteriorados com a dos outros ti­

pos de setores observa-se que a dos primeiros foi maior na 

prateleira A (Tabela 37). 

Nos experimentos II, III e IV, onde foram uti 

lizadas diferentes linhagens, o número de setores observados 
. ' ofoi menor a 30 C quer em números absolutos, quer em rela-

ção à frequência dos outros tipos de setores produzidos nes­

ta temperatura (Tabelas 41, 45, 49 e 52). 
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O nu�ero de setores deteriorados foi maior 

40
º

c no experimento II, enquanto nos experimentos III e IV o 

niimero de setores deteriorados foi semelhante i 37
° 

e 40
°

C.
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TABELA 52, Número de setores deteriorados obtidos a partir 

da linhagem A e pelo conjunto das linhagens em ca 

da um dos experimentos. 

Experimento 

I 

II 

Prat. A 

Prat. B 

Prat. e 

Total 

3o º c 

37 ° c 

4o º c 

Total 

III 30° C 

37 ° c 

4o º c 

IV 

Total 

3o º c 

37 ° c 

4o º c 

Total 

Linhagem A Conjunto das linhagens 

N9 de sets. 
deteriorados 

3 

1 

o 

4 

1 

2 

2 

5 

o 

1 

3 

4 

4 

2 

o 

6 

a/N9 de 
placas 

7 

7 

7 

No d Nº. de �/ . e sets. 
deteriorados placas 

5 

4 

5 

56 (0,09) 

56 (0,07) 

56 (0,09) 

21 (0,19) 1 4 168 (0,08) 

7 

7 

7 

21 (0,24) 

7 

7 

7 

21 (0,19) 

7 

7 

7 

21 (0,29) 

7 

12 

44 

63 

8 

42 

39 

89 

1 5 

37 

41 

93 

56 (0,13) 

56 (0,21) 

56 (O, 79) 

168 (0,38) 

49 (0,16) 

49 (0,86) 

49 (0,80) 

147 (0,61) 

63 (0,24) 

63 (0,59) 

63 (0,65) 

189 (0,49) 

a/ Entre parenteses encontram-se os valores em percentagem. 



5. DISCUSSAO

5.1. Obtenção espontânea de setores a partir da 

A de A. nidulan-6 

• 1 1 O •

linhagem 

Através dos dados da Tabela 53 pode ser obse� 

vada uma variação grande no numero medio de setores por colÔ 

nia entre os dados obtidos pelos diferentes autores, e ate 

mesmo entre aqueles obtidos pelo mesmo autor em experimentos 

diferentes - como os de MENEZES (1974) e NIFFINEGGER E SOUZA 

(1979). Estas diferenças não são devidas apenas ao tamanho 

das amostras, que variam de 40 a 298 colônias analisadas. 

ê analisado, 

mente devido 

-ia imaginar 

Nos casos 

normalmente 

a limitação 

que, devido 

em 

os 

de 

as 

que um grande 
-

numero de colônias 

dados 
~ ~ 

obtidos simultanea nao sao 

espaço no incubador. Poder-se-

diferentes condições de incuba-

ção encontradas durante a obtenção dos resultados e ao tama-

nho amostral, estes dados nao fossem muito discrepantes. 

Mas isto não ê observado se comparamos os dados de 

(1971), NIFFINEGGER E SOUZA (1979), PACCOLA (1982) 

53) e os obtidos na Tabela 1, onde o numero mêdio de

AZEVEDO 

(Tabela 

setores 

p0r colônia variou de.0,89 a 2,0. Na Tabela 2 esti discrimi 
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nado o total de setores originado por colônia. Dentro 

grande variaçao observada, chama a atenção o fato de 

das colônias não apresentarem setor algum. 
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da 

35,81% 

A variaçao da temperatura durante o período 

de incubação talvez seja o fator mais importante na origem 

da instabilidade. Este aspecto sera discutido no item 5.6.,

mas ê facil entender que, embora o incubador seja regulado 
o 

para 37 C, ocorre variaçao de temperatura dentro do mesmo; 

alem disso, normalmente as placas com a linhagem A são incu-

badas junto com placas de outros experimentos. Quanto maior 

o número de placas dentro do incubador menos homogênea

temperatura no seu interior. Deste modo, para comparar 

a 

a 

instabilidade de duas linhagens deve-se utilizá-las simulta­

neamente, sem outras placas no incubador e tendo-se o cuida-

do de fazer uso de um delineamento experimental adequado, 

que seja capaz de eliminar da análise as diferenças nas con­

dições existentes dentro do incubador. 

Pelos resultados da Tabela 53, podemos infe-

rir que no experimento de PACCOLA (1982) a temperatura media 

deve ter ficado aquem de 37
°

c, enquanto no de OLIVEIRA (1982) 
. . d 3 ° deve ter se situado acima e 7 e.

5.1.1. Setores heterocariõticos 

Foram observados oito setores heterocariÕti-

cos, a partir de 257 colônias da linhagem A inoculadas no 

centro de placas de Petri, mas apenas três foram 

geneticamente. 

analisados 

A manipulação dos setores heterocariÕticos 

mostrou-se bastante complexa; muitas vezes não foi possível 

mantê-los, durante as_ tentativàs de isolamento. Isto pode-

ria ser explicado pelos diferentes valores adaptativos dos 
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componentes do setor. Mesmo quando os setores heterocarióti 

cos eram maiores, de tal modo que era possível transferir 

um bloco de agar com o setor para outra placa de Petri com 

meio completo, ainda assim não foi possível manter a hetero­

cariose. 

Apenas um dos setores heterocarióticos (H17)

deu origem a colônias verdes (H
17v

) e amarelas (H
17a

), qua�

do transferido para outra placa de Petri. Os resultados ob­

tidos através das análises mitõticas (Tabela 12) e meiÕticas 

(Tabelas 30 e 31) sugerem que as colônias verdes sao a pro-

pria linhagem A e as amarelas um setor melhorado. O aparec� 

mente delas sob a forma de setor heterocariótico seria um 

evento fortuito, já que nenhuma delas necessita da presença 

da outra para sobreviver. 

Dois setores heterocarióticos (H18 
e H

19
) so

deram origem a colônias amarelas. Nestes casos os conÍdios 

verdes deveriam apresentar alguma modificação em sua estrutu 

ra genética que os tornariam inviáveis quando do rompimento 

do equilíbrio existente dentro do setor heterocariôtico. Tal 

vez uma deleção no grupo de ligação I, de tamanho maior do 

que o segmento duplicado e transposto para o grupo de 

çao II, fosse a causa da incapacidade das colônias 

crescerem na ausencia das amarelas. 

liga­

verdes 

As colônias amarelas provenientes dos setores 

heterocarióticos H
18 

e H
19 

foram submetidas apenas ã analise

meiótica (Tabelas 32 e 33), jã que os diplÕides formados não 

produziram setores para serem analisados através do ciclo p� 

rassexual. As colônias amarelas devem ter se originado pela 

perda de parte ou da totalidade do segmento em duplicata do 

grupo de ligação I� transposto para o grupo de ligação II. 

Os setores heterocarioticos sao pouco freque� 

tes, sendo que em alguns trabalhos não são nem mencionados. 



Na Tabela 53 estão compilados os dados de diversos 

sobre instabilidade na linhagem A. Dentre estes 
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autores 

trabalhos, 

apenas no de NIFFINEGGER E SOUZA (1979) foram analisados ge­

neticamente setores heterocariõticos. Dentre os 16 analisa-

dos, quatro davam origem a colônias verdes e amarelas e os 

outros 12 produziam apenas colônias verdes. Nos heterocariÕ 

ticos que originavam colônias viáveis verdes e amarelas, as 

verdes apresentavam diferenças morfológicas em relação à li­

nhagem A, quando analisadas citologicamente. Os resultados 

obtidos levaram-na a aventar a hipótese de que o setor hete­

rocariôtico seja resultado de um evento que envolva recombi­

nação mitÕtica entre os segmentos em duplicata, produzindo 

dois componentes diferentes da linhagem A original que então 

formariam um heterocário balanceado. 

ROPER e NGA (1969) detectaram um variante ama 

relo inviável, potencialmente hipohaplÓide, em um setor hete 

rocariôtico. Conídios semeados a partir deste setor não da­

vam origem a colônias amarelas, mesmo variando a temperatura 

e modificando o meio de cultura. Observaram então um total 

de 435 colônias da linhagem A e conseguiram detectar 23 set� 

res heterocariõticos, sendo que destes 22 apresentavam o com 

ponente amarelo inviável. Os autores pensaram que o setor 

amarelo inviável era mantido n a  condição heterocariõtica com 

um variante mitõtico verde da linhagem A, mas ao analisa-

rem o componente verde de um setor heterocariótico 

ram que ele era idêntico ã linhagem A. 

concluí-

SEXTON e ROPER (1984) observaram que a linha­

gem DpA2, com duplicação, produzia uma alta frequência de s� 

tores heterocariõticos; amostras de conÍdios semeadas a par­

tir desses setores deram origem apenas a colônias verdes do 

tipo parental, com duplicação, embora os setores parecessem 

ter 50% dos conídios amarelos. Os componentes amarelos eram 

provavelmente hipohaplÕides; presumivelmente uma deleção eli 
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.

A+ minando y no segmento translocado removeria tambêm uma pa�

te essencial do cromossomo V. Deste modo os hipohaplÕides

so poderiam ser mantidos em associação heterocariôtica com a

linhagem parental.

Pelos dados de NIFFINEGGER E SOUZA (1979), 

PIZZIRANI-KLEINER (1981) e OLIVEIRA (1982), que utilizaram 

diferentes temperaturas - variando de 28
° 

a 44
°

c - para a in 

cubação da linhagem A, os setores heterocarióticos aparecem 
o 

com maior frequência na temperatura de 37 C, sendo que em 

120 placas incubadas i 28
°

c nio foi encontrado. qualquer se-

tor heterocariôtico. Com relação aos setores amarelos, a 

frequência aumenta com a elevação da temperatura 

os setores verdes apresentam uma diminuição na 

com o aumento da temperatura. 

O fato de neste trabalho terem sido 

enquanto 

frequência 

obtidos 

setores heterocariõticos nos quais sõ colônias amarelas eram 

viaveis e no de NIFFINEGGER E SOUZA (1979) onde sÕ as verdes 

eram viáveis leva a supor que a temperatura pode ter influên 

eia no tipo de setor que será viável. Isto porque, durante 

a obtenção dos setores, na prateleira superior (menor tempe-

ratura) foram originados aqueles que deram apenas colônias 

amarelas e na prateleira inferior (maior temperatura) 

les que deram colônias verdes. 

aque-

Se a temperatura influi no tipo de colônia do 

heterocârio que será viâvel, estes resultados são antagÔni-

cos iqueles obtidos para os setores verdes e amarelos, a pa� 

tir da linhagem A. Quando o setor heterocariôtico dâ origem 

a um sõ tipo de colônia viável, tanto as colônias amarelas 

quanto as verdes apresentam conÍdios com diâmetro menor que 

os da linhagem A, logo ambas devem sofrer deleção. Para ten 

tar explicar estes resultados seria interessante analisar as 

colônias verdes e amarelas quanto a sua capacidade de cres-
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cer em meio sem adenina e sem biotina. 

5.1.2. Setores deteriorados 

A frequência de setores deteriorados é baixa, 

variando de 0,03 a 0,12, segundo os dados de diferentes auto 

res (Tabela 53). A frequência encontrada neste trabalho foi 

de O, O 7. 

Dos 26 setores deteriorados observados, a pa� 

tir da inoculação por ponto da linhagem A, apenas nove foram 

analisados geneticamente (Tabelas 1, 11, 16-23). Vários de­

les eram tão instáveis que nao foi possível mantê-los duran-

te o tempo suficiente para executar as analises ·genéticas; 

cinco chegaram a ser submetidos ã analise mitotica, mas nao 

chegaram a ser analisados através do ciclo sexual. Nos cin­

co, os determinantes genéticos de deterioração pareciam es­

tar localizados nos grupos de ligação envolvidos na duplica­

çao. 

NGA e ROPER (1968) nao analisaram geneticame� 

te os deteriorados muito instáveis, jâ que poderiam ocorrer 

mudanças não detectadas durante o estagio heterocariotico que 

precede as analises mitotica e meiotica. 

AZEVEDO e ROPER (1970) chamaram atenção para 

o fato de que a maioria dos deteriorados analisados como sen

do presumivelmente originais, apresentavam os determinantes

genéticos de deterioração na parte do genoma nao envolvida

na d up 1 i e ação. Segundo eles, não se pode ter certeza de

que estes sejam os deteriorados originais; eles podem ser de

rivados mais estáveis dos mesmos, que sobreviveram durante

os processos de purificação e manutenção.

Setore$ deteriorados extremamente instáveis 
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sao frequentes; possivelmente eles são originados por dupli­

caçoes em tandem que ocorrem nos segmentos em duplicata e 

que > numa segunda etapa, dão origem aos deteriorados mais es 

tãveis. Atualmente são feitas tentativas para analisar· es-
. . - . . a tes setores mais instaveis, e seus variantes de 1. ordem, 

na suposição de que eles possam esclarecer mais a respeito 

da origem dos deteriorados. 

O A. nidulan-0 nao e um material propício para 

a análise citogenêtica. Isto dificulta ainda mais o 

da instabilidade, já que não p odemos complementar os 

da análise genética com observaç�es citologicas. 

As técnicas de sequenciamento de DNA 

estudo 

dados 

t amb êm 

nao tem sido empregadas para estudar a instabilidade em A. 

nidulan-0, embora jã exista uma quantidade apreciivel de in­

formação sobre DNA repetitivo e elementos de transposição em 

bactérias e leveduras (KLECKNER , 1977; CAMERON et alii� 

1979; CALOS e MILLER , 1980; SHAPIRO, 1983). Os determinan­

tes de deterioração, que podem ser transpostos de um local 

para outro do genoma, talvez sejam flanqueados por elementos 

semelhantes às sequências de inserçao. 

5.2. Diâmetro de conídios - variaçao dependente do 

de ploidia e da forma de medição 

grau 

Segundo ROPER (1952), um dos critérios utili­

zados para determinar o grau de ploidia de uma linhagem é a 

medida do diâmetro dos seus conídios, sendo de 1:1,3 a rela­

çao entre o diâmetro de conÍdios haploides e diploides. 

Neste trabalho os conídios dos diploides, ob­

tidos a partir dos cruzamentos das linhagens deterioradas com 

as linhagens testadoras, foram medidos, usando-se como con­

trole as linhagens MSÉ (haploide, normal) e A (haploide, com 
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duplicação). O diâmetro dos conÍdios diplÕides variou de 

4,31 a 5,02 µ, sendo que o do diplÕide A//MSE foi de 4,39 µ 

(Tabela 6); embora alguns deteriorados apresentem diâmetro 

dos conÍdios menor do que os da linhagem A, nenhum deles e 

menor do que 4,28 µ (que corresponde a 1,3 vezes o diâmetro 

da linhagem MSE). Estes dados foram obtidos com conÍdios da 

mesma idade observados a fresco e medidos com ocular microme 

trica. 

CASE e ROPER (1978), também utilizando coni-

dios a fresco e ocular micrometrica, 

media de 3,3 µ para a linhagem MSE, 

e 4,5 µ para o diplÔide A//MSE. 

obtiveram um diâmetro 

3,9 µ para a linhagem A 

NIFFINEGGER E SOUZA (1979) determinou o diâ­

metro de conÍdios diplÕides de diferentes deteriorados cruza 

dos com a linhagem MSE, mas neste caso o material era cora­

do, jâ que havia também como objetivo a medição do diâmetro 

de núcleos. Isto faz com que os valores encontrados seJam bem 

menores do que aqueles obtidos a fresco. O diâmetro dos co­

nídios corados, nos diplÔides entre as linhagens deteriora­

das e as testadoras, variou de 3,80 a 4,01 µ; logo o maior 

valor obtido para os conídios corados é inferior ao menor va 

lor encontrado para os conídios a fresco. 

Em se tratando dos setores hete�ocariôticos 

foram medidos os conídios das colônias haplÕides e das di­

plÕides obtidas do cruzamento com a linhagem MSE (Tabela 7). 

Todas as colônias amarelas haplÕides apresentaram conídios 

com diâmetro menor do que os da linhagem A, enquanto na colÔ 

nia verde haplÕide o diâmetro dos conídios era maior do que 

os da linhagem A. Estes dados concordam com os obtidos por 

NIFFINEGGER E SOUZA (1979), em termos de variação das colô­

nias verdes e amarelas quando comparadas com a linhagem A, 

embora os valores por ela obtidos sejam menores em decorrên-



• 1 1 9 •

eia dos conÍdios serem corados. 

Com relação aos conÍdios de diplÓides obtidos 

pelo cruzamento de heterocariÕticos com a linhagem MSE, 

NIFFINEGGER E SOUZA (1979) observou que, tanto os diplÕides 

provenientes de colônias amarelas quanto de verdes, apresen-

tavam um diâmetro menor do que o do A//MSE. Mas neste traba 

lho apenas os diplÕides oriundos de colônias amarelas, e em 

que as verdes . . - . 

eram 1nv1ave1s, apresentaram conídios com diâ-

metro menor do que o A//MSE. (Tabela 7). Os diplÕides obti-

dos a partir da colônia verde e da amarela, provenientes do 

setor heterocariÕtico H
17

, apresentaram diâmetro superior ao 

dos conidios do diplÕide A//MSE. 

Embora os cromossomos do A. nidulan� se3am p� 

quenos (ELLIOTT, 1960) e este fungo não seja empregado em es 

tudos citogenéticos, em alguns casos é possível complemen-

tar os dados obtidos a partir da análise genética com aque-

les obtidos através de observações citolÕgicas - como no ca­

so do diâmetro de nÜcleos e de conÍdios. 

Nos variantes deteriorados o aumento da quan­

tidade de material genético não é muito pronunciado; nestes 

deve-se medir o diâmetro dos conÍdios haplÕides já que no d� 

plÕide a diferença sendo pequena poderá não ser 

A medida do diâmetro dos nÜcleos evidencia mais 

as diferenças entre os deteriorados, devendo ser 

detectada. 

facilmente 

utilizada 

como apoio às análises genéticas (NIFFENEGGER E SOUZA, 1979). 

5.3. Utilização de fungicidas para a indução da haploidi­

zaçao 

A recuperaçao de segregantes haplÕides, a par 

tir de diplÕides heterozigotos, é de vital importância na 

análise genética baseada na segregação mitôtica. 
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Segundo KAFER (1960), os segregantes haploides 

seriam originados espontaneamente a partir de aneuplÓides, 

por perdas sucessivas de cromossomos. MORPURGO (1961) e 

LHOAS (1961) utilizaram a p-fluorfenilalanina (pFA) para in­

duzir haploidização mitotica, adicionando-a ao meio completo 

solido na concentração de 1:10.000 p/v. Outras substâncias 

vêm sendo empregadas na indução da haploidização, dentre elas 

os fungicidas Benlate (HASTIE, 1970) e Chloroneb (AZEVEDO e 

SANT'ANA, 1975). 

Quando se compara os resultados da análise mi 

tÕtica de segregantes haploides obtidos por indução co m Chlo 

roneb em relação ·àqueles com Benlate, observa-se que em al-

guns casos o Chloroneb parece selecionar preferencialmente 
+ 

a marca pylto Na Tab�la 8 pode-se comparar os resultados 

obtidos a partir de segregantes haploides induzidos pelo uso 

dos dois fungicidas. No caso dos deteriorados 
v61 e v60, 

h
á

um nítido aumento na classe py1to + 
(32:0 e 20:6, respectiva­

mente), quando haploidiza-se com Chloroneb. No 
v53 

o número

de colônias pylto + 
e py1to e semelhante, não importando o fun 

gicida. No grupo de ligação IV, associado com a marca 

py1toA
4

, deve existir um gene que nao apresenta manifestação 

fenotípica que parece estar presente em algumas das linha-

gens utilizadas. Um alelo deste gene seria selecionado pelo 

Chloroneb, fazendo com que em alguns cruzamentos fossem obti 
+ 

das quase 100% de colônias pylto ; em outros cruzamentos onde 

este gene silencioso parece não estar presente, a segregaçao 
-1 

seria normal para a marca pylto (Tabela 8). 

PIZZIRANI-KLEINER (1981) ao mapear o 

blnA
1 

induziu a haploidização com Chloroneb, mas este 

gene 

atuou 

seletivamente, permitindo somente a detecção de setores ha­

ploides pylto + : Utilizando pFA, ela conseguiu obter haploi­

des pylto e localizou o gene blnA7 no grupo de ligação IV 

(o mesmo do gene py1toA
4

).
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O Chloroneb, segundo PACCOLA (1982), nao deve 

ser utilizado na haploidização de linhagens portadoras de 

rearranjos cromossomicos pois além de selecionar algumas 

marcas, como galA
1 

e �iboB�, também provoca um aumento na fre­

quência de permuta mitótica. 

A ausencia de setores deteriorados, na maio-

ria dos cruzamentos entre linhagens deterioradas e testado-

ras, pode ser decorrente da substância empregada para aumen­

tar a frequência de haploidização. Nos trabalhos em que a 

p-fluorfenilalanina era utilizada na haploidização foram ob­

tidos segregantes haploides deteriorados (AZEVEDO, 1971; ME­

NEZES, 1974); no entanto, dependendo de sua concentração no 

meio, a pFA inibe o aparecimento de haploides portadores de 

duplicação (NGA e ROPER, 1968). 

AZEVEDO (1971), utilizou normalmente a pFA 

na concentração final de 40 µg/ml de meio, mas diminuía a 

concentração para 15 µg/ml quando necessitava recuperar se­

gregantes com a duplicação. 

PACCOLA (1982), para efeito de comparaçao, 

utilizou pFA (40 µg/rnl), Chloroneb (20 µg/ml) e Benlate (0,2 

ou 0,3 µg/rnl) na haploidização de quatro diploides obtidos 

através do cruzamento de deteriorados com a linhagem testado 

ra MSE. Dentre os 342 segregantes haploides analisados, ape 

nas seis eram deteriorados; um deles foi originado em meio 

com Benlate, dois em Chloroneb e tres em pFA. Como a pFA 

foi utilizada numa concentraçao acima do limite ideal para o 

isolamento de segregantes deteriorados a frequência foi seme 

lhante âs obtidas com o uso do Benlate e Chloroneb. 

Neste trabalho foram empregados dois fungici­

das, o Chloroneb e o Benlate, devido ã facilidade de obten­

ção e o baixo custo . .  A ausência de segregantes haplÕides de 
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teriorados pode ser creditada ã i nibição de seu crescimento 

pelo fungicida ou ao seu menor valor adaptativo em relação a 

outros segregantes. 

5.4. Anãlise mitotica e meiõtica dos variantes deteriora­

dos 

Os determinantes 

dos nove variantes deteriorados 

genéticos de deterioração 
. a

e dos quatro variantes de 1. 

ordem obtidos neste trabalho comportaram-se como genes sim­

ples. Através dos dados das análises mitoticas (Tabelas 8, 

9 e 10), os determinantes genéticos de deterioração puderam 

ser localizados nos diferentes grupos de ligação (Tabela 11). 

Apenas nos grupos de ligação V e VIII não foram mapeados de­

terminantes de deterioração. 

Para detectar se os determinantes de deterio­

raçao estão ligados às marcas da linhagem testadora procede� 

-se a a nálise meiótica. A frequência dos segregantes meióti

cos, em alguns cruzamentos, apresentou um desvio da 

ção esperada de 1 normal: 1 deteriorado (Tabela 13). 

propor­

Este 

desvio pode ser devido ao menor valor adaptativo dos deteria 

rados e/ou à densidade de colônias semeadas por placa. 

KAFER (1960), semeando amostras de 

de uma linhagem dipl�ide, observou que ao colocar 50 

conÍdios 

colÔ, 

nias por placa obtinha segregantes com um frequência de 

1/150, enquanto que diminuindo a densidade de semeadura 3 a 

frequência aumentava ate 1/40. 

Nas Tabelas 16 a 27 encontram-se as frequên-

cias de recombinação entre os determinantes genéticos de de­

terioração e as marcas das linhagens testadoras. Apenas qua 

tro deteriorados (V , V , V e v 57 1) apresentaram liga-
53 53.l 56 
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ção entre o determinante de deterioração e a marca da linha­

gem testadora. 

De acordo com a localização dos determinantes 

de deterioração, os variantes deteriorados encontrados podem 

ser agrupados nas seguintes classes: 

1. o determinante de deterioração está

ciado com uma deleção no grupo de ligação I; 

asso-

2. o determinante de deterioração esta locali

zado no segmento translocado; 

3. o determinante de deterioração esta locali

zado em qualquer outra região do genoma. 

O v
56 

é um exemplo de deteriorado cuJo deter­

minante de deterioração estâ associado com uma deleção no 

grupo de ligação I. A deleção atingiu o braço direito, sen 

do distal i marca yA
2

; deste modo o deteriorado requer aden! 

na e biatina. AZEVEDO (1971) mapeou vários determinantes de 

deterioração associados i deleção no braço direito do grupo 

de ligação I, no segmento que esta presente em duplicata na 

linhagem A. 

O variante deteriorado v
56 

pode ser considera

do um setor melhorado, jã que perdeu material genético pre­

sente em duplicata; isto faz com que sua morfologia não seja 

tão característica quanto a de outros deteriorados e sua pr� 

dução de conídios não seja escassa. 

-

Quando o v
56 

e cruzado com a linhagem MSE, 

através do ciclo sexual, a proporção esperada entre os se-

gregantes é de duas col�nias normais: uma deteriorada, 
. -
Jª 

que a classe que recebe o grupo de ligação I do v
56 

e o gru-



po de ligação II da linhagem MSE apresenta deleção no 

de ligação I. 

.124. 

grupo 

No caso do variante v
61

, os dados da análise

mitÕtica indicaram que o determinante genético de deteriora-

ção estâ localizado no grupo de ligação II. Como este grupo 

de ligação apresenta unido a si um segmento em duplicata do 

grupo de ligação I, o determinante de deterioração poderia 

estar localizado quer no segmento em duplicata ou realmente 

no grupo de ligação II original. Pelo aparecimento espontâ-

neo de setores amarelos normais, a partir do variante dete-

riorado, concluiu-se que o determinante de deterioração está 

localizado no segmento translocado. 

Dentre os segregantes obtidos através do ci­

clo sexual, pelo cruzamento_ do variante 
v61 , relativamente

instável, com a linhagem MSE, observou-se um aumento signifl 

cativo no número de colônias normais em relação às deteriora 

das (Tabela 1 3). Este resultado poderia ser explicado quer 

pelo menor valor adaptativo do deteriorado em relação aos 

normais ou pelo fato de que, sendo o variante instável, al-

gumas colônias normais teriam se originado através da perda 

de segmento do grupo de ligação I que se encontra ligado ao 

grupo de ligação II. 

AZEVEDO (1 97 1 ) localizou no grupo de ligação 

II, no segmento em duplicata translocado, os determinantes 

de deterioração dos variantes deteriorados v 4 e v
31

, o pri­

meiro originado a partir da linhagem B e o outro da A. Qua� 

do estes variantes são cruzados com a linhagem MSE, os segr� 

gantes normais aparecem com uma frequincia muito superior a 

dos deteriorados. Logo, parece ser comum que o determinante 

localizado no complexo I-II esteja situado no segmento tran� 

locado, que as linhagens com e ste genótipo sejam instáveis 

e que entre os segregantes obtidos através da análise meiÕti 
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ca ocorra um predominio das col�nias nao deterioradas. 

A maioria dos variantes deteriorados analisa-

dos nao estava localizada na região duplicada (Figura 4) 

Dentre eles, alguns tiveram seus variantes de a 

1. ordem anali 

sados geneticamente. 

O variante deteriorado v
53 

e 
a - -

1. ordem v
53 _1 

estao ligados a marca g atA
1

,

tando a mesma frequência de recombinação. 

v
53_ 1

//MSE é amarelo, induzindo ã suposição

seu 

os 

de 

variante de 

dois apresen-

o diplÔide 

que o var1.an-
a 

te de 1. ordem v
5 3•1 

tenha se originado pela perda da parte
yA;. duplicada do grupo de ligação I portadora do alelo 

O determinante de deterioração do v
54

, mapea­

do no grupo de ligação IV, não se encontra ligado ã marca 

py�oA
4 nem é alelo do V3. Como os determinantes de deterio­

ração do v
15 

e do v
18

, assim como o do v
8

, são ligados ã maE 

ca py�oA
4 

(AZEVEDO, 1971), seria interessante cruzar através 

do ciclo sexual o v
54 

e uma linhagem com a 

está no braço esquerdo do grupo de ligação 

nante de deterioração do v
57•1 

estâ ligado

marca rnethG
1

, que 

IV. J a o d e te rm i 

a marca 

devendo ter se originado pela transposição do determinante 

de deterioração v57 do grupo de ligação VI para o IV.

No grupo de ligação VI es tao localizados os 

determinantes genéticos 
. 

1
ª 

v
57 

e do variante de 

ligação com a marca �B
3

• 

de deterioração dos variantes 

ordem V 
4 

; nenhum deles
5 . 1 

apresenta 

Na análise mitôtica do v
57 

(Tabela 8) a segr�

gaçao obtida para as marcas p�oA e p a b aA deixa dÜvida quan 
1 6 

-

to ao possivel envolvimento do grupo de ligação I na determ! 

naçao da deterioração. Os dados obtidos pela analise meiôti 

ca, para os segregantes normais brancos e coloridos e também 

para os deteriorados, demonstram que o grupo de ligação I 
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FIGURA 4. Localização dos determinantes de deterioração nos 

grupos de li�ação do A.nlduian�. 
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nao está envolvido com a deterioração. 

. a 
d O variante de 1. ordem v

54_1 
eve ter se ori-

ginado pela transposição do determinante genético de deteria 

ração do grupo de ligação IV para o grupo de ligação VI; am­

bos apresentam morfologia bem semelhante. 

No grupo de ligação VII foram localizados os 

variantes deteriorados 
v58 

e 
v 60,

dem v
58_1

; nenhum deles apresenta 

além do variante de 1� or-

ligação com a marca nicB
8

. 

Os variantes deteriorados v
58 

e v58_1, devido

a cor dos seus c�nÍdios, foram cruzados com a linhagem testa 

dora MSF. Como os variantes deteriorados e a linhagem MSF 

não apresentam o marcador genético wA
3

, que condiciona coní-

dias brancos, nestes 

normais brancos. 

cruzamentos nao aparecem segregantes 

No cruzamento v
58 x MSF, a maior frequência

de segregantes amarelos em relação aos verdes pode ser expli 

cada pela perda do segmento duplicado do grupo de ligação I 

transposto para o grupo de ligação II, que contem o alelo 

yA;, em algumas colônias que seriam verdes. Na presença do

alelo selvagem do v58, estando presente o yA; no grupo de

ligação II a colônia ê verde; caso ocorra perda do yA; a co­

lônia ê amarela (Tabela 14). 

a 
No caso do variante de 1. ordem v

58
_

1
, pode-

-se supor que tenha ocorrido uma deleção do segmento do gru­

po de ligação I translocado para o grupo de ligação II. O 

dipl6ide v
58_1

//MSF ê amarelo. A ausência do alelo yA; im­

possibilitaria o aparecimento de colônias verdes, quando do 

cruzamento com a linhagem MSF. 

çao nos grupos de ligação I e 

Ja que as marcas para colora 

II ficavam idênticas, a cor 

das colônias passava a depender apenas da presença ou não do 

determinante de deterioração do v
58

_
1

, no grupo de ligação
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VII; a colônia seria branco acinzentada (deteriorada) se o 

determinante de deterioração estivesse presente, ou 

na sua ausencia. 

amarela 

5.5. Testes de alelismo 

Os variantes deteriorados cujos determinantes 

de deterioração estavam localizados no mesmo grupo de liga­

ção foram submetidos ã análise genética através do ciclo se­

xual, para averiguar se os determinantes de deterioração eram 

alelos. Foram também utilizados nos cruzamentos variantes 

deteriorados analisados por outros autores (item 3.1.). 

Espera-se uma segregaçao de tres colônias dete 

rioradas: uma colônia normal, 

cos de deterioração dos dois 

quando os determinantes genéti­

variantes cruzados não sao ale-

los e não estão ligados; havendo ligação entre os 

tes de deterioração, a proporçao de deteriorados 

determinan 

aumenta e 

seu número será tanto maior quanto mais próximos estiverem 

os determinantes de deterioração. Quando os determinantes 

de deterioração são alelos, não sao encontradas colônias nor 

mais; sendo obtidas apenas colônias deterioradas, e importa� 

te analisar as outras marcas envolvidas no cruzamento, para 

distinguir se ocorreu autofecundação de um dos deteriorados 

ou se realmente os cleistotêcios eram híbridos, embora os de 

terminantes de deterioração sejam alelos. 

A proporçao 3:1 foi encontrada em alguns cru-

zamentos, enquanto em outros os resultados se ajustavam 

porporçao 2:1 (Tabela 35). O menor número de colônias dete-

rioradas em relação às normais poderia ser decorrência do 

menor valor adaptativo dos deteriorados, da densidade de se­

meadura ou ainda de uma pressão de seleção forte atuando so­

bre os segregantes portadores dos dois determinantes de dete 
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rioraçao. 

No cruzamento v
57 

x v
16 

os dados da segrega­

çao nao se ajustam quer a proporçao de 3:1 nem a de 2 :1. No 

cruzamento com a linhagem testadora (Tabela 13), o V 57
J a 

apresentou um número de segregantes deteriorados inferior ao 

e s p e r a d o - 1 3 4 n o r rn ai s : 8 8 d e t e ri o r a d o s • C o m o V 
1 6 

( A Z E V E D O, 

1971) os resultados obtidos também fugiram ao esperado - 105: 

61. Deste modo, não se poderia esperar urna segregaçao de 

3:1 quando os dois deteriorados foram cruzados > 
. -J a que o va 

lor adaptativo de ambos e baixo e o dos segregantes com os 

dois determinantes de deterioração deve ser ainda menor. 

tes normais, 

No cruzamento v
54 

x v
8 

o numero de 

contrariando todas as expectativas, 

se gre gan -

foi bem 

maior do que o de deteriorados. No cruzamento v
54 

x MSE o 

numero de segregantes normais e deteriorados se ajusta ã pr� 

porçao 1:1 (Tabela 13). O v
8

, quando cruzado tanto com a li 

nhagem blA
7
; methG 1 quanto com a MSE, apresentou uma frequê�

eia de deteriorados mais baixa do que o esperado, ficando os 

valores de x
2 

situados próximos ao limite de 5% de probabill 

dade (AZEVEDO, 1971). Urna possível explicação para estes da 

dos seria a presença de uma deleção no v
54 

enquanto a dete­

rioraç�o do v
8 

seria devido a urna duplicação, na qual esta­

ria presente o segmento deletado do v
54

• Quando os dois de­

terminantes estao juntos dão origem a colônias com o fenôti-

po normal. Deste modo dever-se-ia esperar a proporção 

1 normal: 1 deteriorado; 
- - -

esta proporçao nao e atingida 

de 

porque 

os segregantes * v54 v8 , devido a presença do alelo v8, tem

mais sua frequência reduzida. O variante v
54 

necessita ser 

estudado para se tentar elucidar sua origem. 

No grupo de ligação I os determinantes de de-

terioração dos dois deteriorados obtidos, sao 

alelos. No cruzamento entre eles foi observado que o numero 

de segregantes deteri�rados sobrepujava o de normais (Tabela 
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35). Como os determinantes de deterioração estao mapeados 

em braços diferentes do cromossomo (Tabelas 28 e 29 e Figura 

4) não parece provável que haja ligação entre os dois deter­

minantes genéticos de deterioração, embora os dados se ajus­

tem à proporção 6:1. Pode ser que alguns segregantes nor­

mais tenham sido classificados corno deteriorados já que o 

v
56

, devido a deleção, não apresenta um aspecto deteriorado

característico. Resultados mais conclusivos poderiam ser o� 

tidos através de cruzamentos utilizando-se outros marcadores 

situados entre os dois determinantes genéticos de deteriora­

çao. 

O determinante de deterioração do v
59 

nao

alelo do v28 nem do v26. No cruzamento do v
5� com o v

36
foram obtidos apenas segregantes deteriorados, logo seus de­

terminantes de deterioração são alelos. Os segregantes de­

teriorados obtidos podiam ser separados em dois grupos, cada 

um semelhante a um dos deteriorados; isto talvez seja devido 

aos determinantes de deterioração apresentarem alteração em 

sítios diferentes dentro do mesmo gene. Na analise meióti-

ca do v
59

, através do teste de

distâncias de 41 e 43 unidades 

três pontos, foram obtidas as 

entre o determinante genético 

MENEZES (1974) de deterioração e as marcas p�oA7 e pabaA
6

. 

encontrou as distâncias de 24 e 40 unidades, respectivamente, 

entre o determinante de deterioração do v
36 

e as marcas p,'LoA
1 

e pabaA
6

• A discrepância dos valores obtidos para a distân­

cia entre o determinante de deterioração e p�oA
1 

e bem gran­

de. O numero de segregantes analisados no teste de três po� 

tos, a partir do cruzamento entre o v
59 

e a linhagem MSE,

deveria ser aumentado na tentativa de confirmar se os deter­

minantes de deterioração v36 e v59 são alelos.

No grupo de ligação III, o determinante gene-

tico do v
53

, que esta ligado ã marca gatA
1
,não é alelo do

v9. Tanto MENEZES (1Q74) quanto NIFFINEGGER E SOUZA (1979)
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obtiveram um variante deteriorado ligado à marca ga.tA
1

, mas 

não devem ser alelos do v
53 

porque ambos foram mapeados a 

mais de 30 unidades de ga.tA
1

. Jã AZEVEDO (1971) so encon­

trou deteriorados localizados no braço direito do grupo de 

ligação III. 

Os determinantes de deterioração do v55 e do 

v
57

, localizados no grupo de ligação VI, nao sao alelos; tam 

bem foi observado que seus determinantes de deterioração nao 

sao alelos do v
76

. 

No grupo de ligação VII foram obtidos dois 

variantes deteriorados - o v
58 

e o v
60 

- cujos determinantes 

de deterioração nao sao alelos. Estes variantes foram cruza 

dos com o v
10 

e o v
17

. O determinante de deterioração

nao e alelo do v
10 

nem do v
77

, mas o determinante de deteria

raçao v
58 

e alelo do v
77

.

Neste trabalho tres determinantes genéticos 

de deterioração foram localizados no grupo de ligação VI, 

mas nenhum deles apresentou ligação com a marca jB
3

• Também 

AZEVEDO (1971), MENEZES (1974) e NIFFINEGGER E SOUZA (1979) obtive-

ram variantes deteriorados localizados neste grupo de liga-

çao e cujos determinantes de d eterioração nao eram ligados 

linhagem, 

deteriorados 

Seria interessante utilizar outra 

que nao a MSE, para cruzar com estes variantes 

e também realizar todos os testes de alelismo possíveis en­

tre os deteriorados existentes. 

No grupo de ligação VIII, onde existe um gra� 

de numero de determinantes de deterioração mapeados, nao foi 

encontrado qualquer variante deteriorado neste trabalho; o 

mesmo ocorreu em relação ao grupo de ligação V. Os varian­

tes de deterioração localizados através dos testes de alelis 

mo encontram-se na Figura 5. 



I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

-24-

V Só 
pabaA6 yA2 adE20 biA1

-29 --
----40------,.

.._ 3 7 - 4 J----,:. 

. 132 . 

--�--0-------------- - - - - --- v 

6 1 

-------�----o 

vs
o Í:, 

6ac.A303
-o

0---

pylLoA4
26 

nic.B8

V 
9 

.6 B 3

-0------------------------'-----

JL,{b o B 2

v54

V16;V55; 
---- V 57

v10
D, 

V17;VS8; 

v6o

VIII o _______________ __._ ___________ _ 

( ) 

determinante de deterioração 
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FIGURA 5. Localização dos determinantes de deterioração, uti 

lizados nos testes de alelismo, nos oito grupos de 

ligação do A. nidulan-6. 
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Segundo ELLIOTT (1960) tres dos oito cromosso 

mos do A. nidulans sao grandes, dois de tamanho médio, dois 

físico pequenos e um muito pequeno. Quanto maior o tamanho 
-

do cromossomo maior e a probabilidade de ocorrer qualquer f� 

nômeno genético nele. AZEVEDO et alii (1983) tentaram corre 

lacionar os grupos de ligação com os cromossomos de A. rúduC.aH.'.i 

baseados nos seguintes parâmetros: numero de quebras 

cromossômicas, número médio de recessivos letais, unidades 

de recombinação e variantes morfológicos. Através destes da 

dos correlacionaram os grupos de ligação VIII, I e VII com 

os cromossomos de maior tamanho, o II e o III com os cro mos­

somos de tamanho médio e os IV, VI e V com os de menor tama­

nho, sendo o Último o menor deles. 

O agrupamento de determinantes de 

çao nos grupos de ligação VIII, I e VII não deve 

uma localização preferencial mas ser decorrente do 

deteriora­

refletir 

tamanho 

maior destes cromossomos em relação aos outros. De qualquer 

modo, o fato da maioria dos determinantes de deterioração ma 

peados no grupo de ligação VIII estarem situados próximos ã 

marca �iboB
2 

e vários deles serem alelos não permite que se­

Ja descartada a hipótese de que ha localização preferencial. 

Um 
- . numero maior de variantes deteriorados precisaria ser es-

tudado e dever-se-ia tentar, dentro do possível, 

testes de alelismo entre os variantes já mapeados. 

realizar 

5.6. Influência da temperatura e do 1
1background 11 genético 

na instabilidade mitõtica 

As aberraç�es cromossomicas parecem ser uma 

das mais importantes causas da instabilidade mitótica em fun 

gos filamentosos. Vários fatores, quer físicos ou químicos, 

sao capazes de alterar o padrão normal de instabilidade em 

linhagens com duplicação cromossomica. 
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LIEBER (1976a) estudou o efeito da temperatura 

n a i n s ta b i 1 ida d e em 1 i n h age n s d e A. ni du.f. an-6 com duplicação 

cromossom1.ca. Ele observou que, embora as deleç�es possam 

ocorrer em qualquer dos dois segmentos em duplicata, na maio 

ria das vezes é o segmento translocado que sofre a elisão. 

Alêm disso, a frequ�ncia total de deleç�es, a partir de uma 

linhagem com duplicação, depende não so da temperatura em 

que se realiza o crescimento, mas também da linhagem em estu 

do. 

NIFFINEGGER E SOUZA et alii (1978) observaram 

a produção de setores pela linhagem A de A. nidulan-6 nas tem 

t d 28
° 

37
° 

e 40
°

c e b- t d pera uras e , tam em o compor amento e se-

gregantes meioticos frente a temperatura de 37
°

c. Em ambos 

os casos detectou-se urna variação média de setores por 

ca. 

pla-

Neste trabalho foram realizados quatro exper� 

mentas, considerando as variâveis temperatura e "background" 

genético. 

Segundo CLUTTERBUCK (1974), as linhagens de 

Glasgow podem ser consideradas relativament� isogenicas, por 

terem derivado de 
- . 

um un1co isolado selvagem. Assim

nao faria diferença utilizar o ciclo parassexual ou o 

sexual para se isolar os segregantes com diferentes 

grounds11 genéticos. 

sendo, 

ciclo 

"back-

No ciclo parassexual teriam que ser isolados 

segregantes haploides que tivessem substituido em seu genoma 

um grupo de ligação da linhagem A, que nao o I e o II - onde 

estão localizados os segmentos em duplicata, por um grupo de 

ligação da linhagem MSE. O problema seria a seleção dos se-

gregantes adequados, contendo os segmentos em duplicata; na 

haploidização, assim como, nos diploides, os portadores de 

duplicaç�es cromossom1.cas t�m seu crescimento inibido. 
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Neste trabalho foram utilizados os fungicidas 

Benlate e Chloroneb; embora eles favoreçam o crescimento de 

haplÔides em relação aos diplôides no A. nldulan� (HASTIE, 

1970; SANT'ANA, 1974), parece que estes fungicidas também ini 

bem os haplÔides portadores de duplicação. 

No ciclo sexual ocorreria permuta entre todos 

os cromossomos homÔlogos, mas isto seria desprezivel em sen­

do as linhagens isogenicas. Pela facilidade da utilização, 

foi escolhido o ciclo sexual, embora a incorporação de apenas 

uma marca da linhagem MSE por vez - mantendo-se todas as da 

linhagem A - fosse dificil de ocorrer. 

A instabilidade foi detectada pela produção 

de setores; os dados obtidos pela contagem do nÜmero de seto 

res por placa, em cada um dos ensaios, foram transformados 

antes da analise estatistica. Isto porque nos casos de con­

tagens, para uma aplicação valida dos testes de significân­

cia, é necessário que os dados tenham uma distribuição nor-

mal, ou aproximadamente normal; daí ser comumente necessa 

rio algum tipo de transformação de dados. 

A transformação em raiz quadrada é a mais in­

dicada quando os dados são representados por números inteiros 

e os eventos tem pequena probabilidade de ocorrência. BAR-

TLETT (1947) mostrou que a transformação em lx + 1/2 é a 

mais indicada para nÜmeros entre O e 10. Esta foi então uti 

lizada, principalmente porque nos dados obtidos muitas vezes 

ocorreu ausência de setor. 

5.6. 1. Experimentos I e II 

Nos experimentos I e II foram utilizadas as 

mesmas linhagens, 

meiro foi menor. 

sendo que a variaçao de 

As médias do número de 

temperatura no pr� 

setores produzidas 
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nas duas temperaturas mais baixas nao diferem entre si, mas 

ambas diferem da média da temperatura mais alta (Tabelas 

e 43). No caso do experimento II, uma diminuição de 7
°

c

39 

na 

temperatura Ótima de incubação nao alterou marcadamente a 

instabilidade, mas um aumento de 3
°

c teve efeito significati 

vo. Isto pode ser devido 

para o desenvolvimento do 

ao 

A. 

fato da temperatura conveniente 

n,i.,d1..d:..a11-6 variar de 25
° 

a 42
°

c 

(R0PER, 1971); a temperatura mais baixa utilizada neste tra­

balho ficava mais distante do limite inferior do que a temp� 

ratura mais alta. Alêm disso, tanto para a linhagem normal 

quanto para linhagens portadoras de duplicaçãci, a taxa de 

crescimento, medida em termos de extensao linear, 

40
°

c do que nas outras duas temperaturas (FAVRAUD 

e menor 

et alii .,

1980). Não se sabe se este crescimento mais lento poderia, 

de alguma forma, propiciar o aumento da instabilidade. 

Durante o isolamento dos segregantes com os 

diferentes 11backgrounds11 genéticos foi obtido um que, embora 

produto do cruzamento A x MSE,apresentava apenas as 

da 1 inh agem A. Esta linhagem e o segregante meiótico 

marcas 

seme-

lhante a ela, aparecem designados como linhagens 1 e 2 nos 

experimentos I e II. 

Nas Tabelas 36 e 40 observa-se que hã uma va­

riaçao apreciável no numero de setores produzidos pelas duas 

linhagens, nos diferentes ensaios; se as linhagens sao seme­

lhantes em "background",,seria esperada menor variaçao entre 

elas do que em relação ãs outras linhagens. 

Na Tabela 54 estao representados a média do 

numero de setores (dados transformados) e o número de placas 

sem setor em cada ensaio dos experimentos I e II, para as li 

nhagens 1 e 2. Levando-se em consideração o numero 

cas em que nao surgiram setores, estes dados jã nao 

tao discrepantes. No experimento II, a linhagem 1 

de p 1 a-

parecem 

apre s en-
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placas nao apresentaram setor. 
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o 

30 C, mas neste ensaio, cinco 

A pr�pria linhagem A aprese� 

ta uma ampla variação no número de setores produzidos por 

placa; quando observou-se 257 col�nias, 35,81% delas nao 

apresentaram setor (Tabela 2). Como nos experimentos I e II 

o número de repetiç�es (sete) de cada linhagem não podia ser

aumentado, devido ao número de linhagens ensaiadas, a varia­

ção nos valores obtidos deve ser decorrente do tamanho da 

amostra. 

TABELA 54. Relação entre media de setores e número de placas 

sem setor. 

Linhagem 1 Linhagem 2 

Experirnen to Media de!!!_/ Placas Média a/
de-

setores s/setor setores 

Prat. A 1,05 3 1,35 

I Prat. B 1,34 1 1,46 

Prat. e l,36 2 1,63 

3o
º

c 0,85 5 1,51 

II 37
°

c 1,80 1 1,20 

40
°

c 2,42 o 2,87

a Dados transformados.

Na Tabela 39 e 43, os resultados dos 

de Tukey mostram que nao ha diferença entre as duas 

gens, quando se compara as medias dos três ensaios de 

experimento. 

Placas 
s/setor 

1 

1 

1 

o 

4 

o 

testes 

linha­

cada 

Nos dois experimentos as linhagens 8, 5 e 6 

foram as que produziram as menores medias de setores, enqua� 

to a linhagem 2 produziu a maior média; no experimento I ap� 
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nas a linhagem 6 diferiu da 1 (lin&agem A), enquanto no exp� 

rimento II nao houve diferença entre qualquer das linhagens 

em relaçio � A (Tabelas 39 e 43b). 

Nos dois experimentos a fonte de variação re­

petições dentro de incubador (ou prateleira) apresentou um 

valor de F significativo ao nível de 5%. A utilizaçio do de 

lineamento em blocos ao acaso permitiu que esta fonte 

de variação fosse isolada na analise, não aumentando o erro 

residual. Embora seJa citado que em experimentos de labora-

t�rio as con<liç;es são bastante homog�neas, isto nem 

ocorre. A variação encontrada entre os blocos pode 

plicada pela perda de calor na frente do incubador, 

porta. 

sempre 

ser ex-

perto da 

Para a interaçao linhagem versus prateleiras, 

o valor de F encontrado no experimento I nao foi significati

vo, o que pode ser explicado pela menor variaçio de tempera­

tura que ocorre entre as diferentes prateleiras.

menta II, quando utilizou-se a s  tres temperaturas, a intera­

çao L x I apresentou um valor significativo ao nível de 1%. 

Este resultado pode ser decorr�ncia das linhagens 2, 5, 6 e 

8 apresentarem menor numero de setores na temperatura de 

37 0 • - -

C, Ja que de uma maneira geral ocorre uma correlaçao dire 

ta e positiva entre o número de setores e a temperatura. Lo 

go o comportamento dessas 

ra cada incubador. Mas na 

nhagens, na temperatura de 

linhagens não seria consistente 

Tabela 40 observa-se que estas 
o 37 e, nao produziram setores

p�
li 

em 

cerca da metade das placas utilizadas 

a- 4o
º

c -o numero de setores produzidos

no experimento. Como 

aumenta e o numero de 

placas com setor não mostra discrepincia entre as diferentes 

linhagens, não se deve inferir que o comportamento das linha 

gens nao � consistente. 

Quando na analise da . � . 

variancia a interação li 
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nhagem versus incubadores apresenta valor de F significati-

vo, normalmente não se aplica o teste de Tukey juntando os 

dados das linhagens nas diferentes temperaturas. :Mas neste 

caso ê o mais compativel com a realidade, devido ao grande 

numero de placas sem setor nas diversas linhagens i 37
°

c (T� 

bela 43b). 

Analisando-se os dados dos experimentos I e 

II, observa-se que o "background" genético por si só não in­

fluencia tanto na instabilidade -a 30
°

c quanto a temperatura; 

as médias de setores produzidas pelas diferentes linhagens 

não são diferentes entre si, mas com o aumento da temperatu­

ra ocorre variaçao entre as médias das linhagens (Tabela 43). 

5.6.2. Experimentos III e IV 

No experimento III, na análise da 

o Único valor de F significativo foi o relativo as 

. - . variancia, 

diferen-

tes temperaturas de incubação; neste caso, as mêdias do núme 

ro de setores obtidas em cada uma das temperaturas 

entre si (Tabela 47). 

diferiam 

Na Tabela 46 observa-se que a diferença entre 

as linhagens não foi significativa. Este resultado poderia 

ser explicado pelo fato da variabilidade ter sido restringi­

da, ja que utilizou-se no experimento três linhagens com a 

marca piridoxina e tres com a marca galactose, além da linha 

gem A. Efetuou-se a análise da variância para os dados obti 

dos com as tres linhagens de cada tipo, separadamente; em 

ambos os casos os valores de F para a fonte de variação en-

tre linhagens foram nio significativos. Isto evidencia que 

estes segregantes meióticos obtidos independentemente, mas 

com a mesma marca genética, não diferem entre si quanto ao 

grau de instabilidade. 
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No experimento IV, sÕ foi observado aumento 

na frequência de setores quando a temperatura de incubação 
. 

30
° 0 

variou de para 37 C; 
o o -

entre 37 e 40 C nao ocorreu dife-

rença significativa (Tabela 51). Logo, alem de produzirem 

poucos setores, estas linhagens não respondem ao aumento da 

temperatura de maneira similar à encontrada nos outros expe­

rimentos. 

Os dados obtidos no experimento IV, com rela-

çao as tres linhagens apenas com a marca tiossulfato e as 

cinco com mais uma marca da linhagem MSE alem de tiossulfa-
. � 

to, foram separados e submetidos à aüâlise da variancia, em

dois grupos isoladamente. Nos dois casos os valores de F

para a fonte de variação linhagens foram não significativos. 

Em relação à an�lise dos segregantes 

com a marca tiossulfato, os resultados confirmam os 

no experimento III - os segregantes meiôticos com a 

somente 

obtidos 

me srna 

marca genética nao diferem entre si quanto ao grau de insta­

bilidade. 

No caso dos segregantes com outra marca além 

de tiossulfato, o resultado pode ser decorrente da simples 

presença da marca tiossulfato causar urna diminuição na 

quência de setores, não importando que outras marcas 

fre­

possarn 

estar presentes; alem disso, o n�rnero de setores sendo pequ� 

no, não é possivel detectar a diferença entre os segregan-

tes. Isto pode estar ocorrendo, 
. -Ja que em outros experimen-

tos não é possível discriminar entre as medias das diferen-
. - o - . -

1 tes linhagens a 30 C� onde a frequencia de setores e norma -

mente a mais baixa (Tabela 43). 



5.6.3. Obtenção de setores d eteriorad os nos 

tes experimentos 

. 1 4 1 

diferen-

NIFFINEGGER E SOUZA (1979) observou a influên 

eia da temperatura na produção de setores na linhagem A de 

A-6pe1L9Lt.tu.6 nidu.tan.6; utilizou as temperaturas de 30
°

, 37
° 

o 

e 40 C analisando 40 col�nias em cada uma delas. A frequên-

eia de setores deteriorados foi de 0,05, 0,08 e 0,04, respe� 

tivamente. 

PIZZIRANI-KLEINER (1981) utilizou as tempera-

turas de 28
° 

, 
o o 

37 e 44 e, analisando o comportamento de 80

col�nias da linhagem A em cada uma delas; obteve as seguin­

tes frequências de setores deteriorados - 0,02.i 28
°

c e 0,03

i 37
° 

e 44
°

c. Ji OLIVEIRA (1982) não encontrou setores dete 

riorados dentre 40 placas inoculadas com a linhagem A e 1ncu 
- o o o 

ba<las a 28 C; nas temperaturas de 37 e 42 C encontrou seto-

res deteriorados numa frequência de 0,07 e 0,03, respectiva­

mente. 

No presente trabalho a linhagem A, que estava 

incluida nos experimentos II, III e IV, foi ensaiada nas tem 
o o o 

peraturas de 30 , 37 e 40 e. Em cada um dos ensaios, por 

experimento, foram utilizadas 7 placas. Os dados obtidos nas 

21 placas utilizadas em cada uma das temperaturas nos três 

experimentos citados, estão apresentados na Tabela 55. A 

frequência de setores deteriorados ê semelhante is encontra­

das por NIFFINEGGER E SOUZA (1979) nas temperaturas de 37
° e 

40
°

c (0,10 e 0,05, respectivamente), embora aqui o número 

de repetiç�es utilizado tenha sido praticamente a metade. Ã 
o 

30 C, a frequência de setores deteriorados encontrada neste 

trabalho foi significativamente maior (0,29) quando compara­

da com a de NIFFINEGGER E SOUZA; esta diferença pode ser de-

corrente do tamanho da amostra e da frequência de 

em geral ser baixa nesta temperatura. 

setores 
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TABELA 55. Produç�o de setores pela linhagem A em diferentes 

temperaturas. 

Setores 

Amarelos 

Verdes 

Deteriorados 

Outros 

Total 

o 
30 

6 

6 

5 

o 

17 

Temperatura 

e 
o 

37 e

37 

5 

5 

2 

49 

No experimento II, o numero de setores 

riorados foi maior nas linhagens 5, 6 e 8, justamente 

4o
0

c 

79 

9 

5 

l 

94 

dete-

aque-

las que produziram a menor média de setores (Tabelas 40 e 

43). Do total de 63 setores deteriorados produzidos pelas 

oito linhagens, 42 foram originados a partir das 

5, 6 e 8. 

linhagens 

No experimento IV, as linhagens utilizadas fo 

ram as que apresentaram as menores médias de setores por pl� 

ca. Os setores deteriorados ocorreram com uma frequência r� 

lativa alta, sendo superior a 0,30 nas temperaturas de 37
° 

e 40
°

c (Tabela 49).

Observa-se que quanto menor a frequência de 

setores em geral produzidos pela linhagem, maior ê a frequê� 

eia de setores deteriorados. Este fato pode estar relaciona 

do i competição; os deteriorados, que tem menor taxa de cres 

cimento, teriam mais possibilidade de nao serem 

pelo cre�cimento de setores melhorados. 

suplantados 

Em relação a temperatura, observa-se que 



30
°

c 
- . d a frequencia e setores

- - o 
rior aquela encontrada a 37 

deteriorados por placa é 
o 

e 40 e (Tabela 52). 

• 1 4 3 •

infe-
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6, CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos, pode-se concluir 

que: 

1. A linhagem A, portadora de uma duplicaçio cromossomica,

2 • 

nao deve ser caracterizada pelo número de setores produzi

dos por colônia, já que este apresenta variaçao 
. -

aprecia-

vel, mesmo mantendo-se as condiç�es de cultivo constantes. 

A ele.vação da temperatura, dentro dos limites de 30
° 

a 

o 

40 e, aumenta a instabilidade da linhagem A e de 

g e n s d e 1 a d e ri v a·d as com d i f e r e n t e s "b a c kg r ou n d s " 

co s. 

linha­

geneti-

3. Diferentes segregantes meiôticos com o mesmo marcador ge­

nético nao apresentam diferenças significativas entre as

medias dos setores produzidos.

4. A temperatura tem mais influência na instabilidade do que

o 1

1 background 11 genético.

5. Os setores deteriorados aparecem com maior frequência nas
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linhagens menos instáveis dentre aquelas com 1

1 backgrouncls11 

gen�ticos diferentes; a temperatura de 37
°

c � a mais indi 

cada para a obtenção de deteriorados. 

6. Quando do isolamento de segregantes mei�ticos dos varian­

tes deteriorados, para utilizaçio nos testes de alelisrno,

deve-se selecionar aqueles que apresentem marcadores genI

tices que diminuam a instabilidade, 

para serem mantidos mais facilmente.

corno o tiossulfato,
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