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RESUMO 

ESTUDOS GENtTICO E CITOLÕGICO EM VARIANTES 

DETERIORADOS D E A6 p VLg-<-liM nidu1a.n6 

Luzia Doretto Paccola 

Prof. DI'. João Lúcio de Azevedo 

- Orientador -

• YÁ,,Ü__, 

O presente trabalho teve por objetivo o estudo genético e 

citolÕgico de setores deteriorados em A. nidul.anó, originados a partir 

de uma linhagem portadora de duplicação cromossômica. Localizou-se os de 

terminantes de deterioração e, com apenas uma excessão quando dois genes 

estavam envolvidos, e nos demais casos um único determinante de deterio 

ração foi responsãvel pela morfologia alterada. Foi feita a anãlise cito 

lÕgica dos ascos provenientes de cruzamentos destes variantes com a linha 

gem MSE, constatando-se a presença de ascÕsporos defectivos em 

linhagens. Também a comparação entre três agentes haploidizantes 

roneb, benlate, pFA), foi observada. 

algumas 

(elo-

Verificou-se que, além dos determinantes de deterioração, 

-
. 

algumas das linhagens são também portadoras de aberrações cromossomicas 

estruturais, às quais nao apenas causam alterações morfológicas, mas tam 

bém um padrão de inviabilidade semelhante àqueles verificados em outros 

seres vivos. A presença de duplicação alterou o diâmetro dos núcleos nas 

linhagens portadoras e em variantes deteriorados. Finalmente mostrou-se 



.uv. 

que a estocagem e repicagem sucessiva, durante um longo tempo desses va

riantes deteriorados, podem levar ã alterações no genoma dos mesmos, devi 

do à instabilidade do sistema e possivelmente a presença de elementos 

transponíveis. 



SUMMARY 

GENETICAL AND CYTOLOGICAL STUDY IN DETERIORATED 

V AR IANTS O F TH E A6 pvr.g,LU,Uó rúdulan1.i 

Luzia Doretto Paccola· 

Prof. Dr. João Lúcio de Azevedo 

- Adviser -

• XV,.

This research was carried out aiming the study of 

deteriorated sectors which appear in strains with chromosome duplications 

in A. rúdulan!.i. One deterioration determinant was found in each analysed 

variant, with just one exception where two determinants were involved. It 

was made a cytological analysis of ascus obtained from crossings between 

these variants and a master strain. The pattern of action of three 

haploidizant agents, Cloroneb, Benlate and pFA was also observed. 

Besides determinants of deterioration, some strain were 

also carriers of chromosomical structural aberrations which not only 

caused morphological alteration but also an inviability pattern similar 

to those found in other organisms. The dttplication modífied the nuclear 

diameter of the conídía in carrier straín and ín deteríorated varíants. 

Fínally it was showed that storage and sucessive replícation of 

deteríorated variants duríng a long period may lead to genome alterations 

due to the ínstability of the system possible due to the presence of 

transposable elements. 



1. INTRODUÇAO

A rnutaçao e a recombinação são dois mecanismos 

veis pelas variações genéticas individuais ou de populações, e

responsa-

exer-

cem um importante papel evolutivo. As mutaçoes que ocorrem a nível do 

cromossomo levam ã rearranjos na estrutura linear dos genes e podem ser 

detectados citologicà e geneticamente em materiais favoráveis. No fungo 

filamentoso A. n-i_dulan�, estudos genéticos a esse respeito, são favoreci 

dos pela natureza do material; entretanto o mesmo nao ocorre com as análi 

ses citológicas, que apresentam maior dificuldqde devido ao tamanho redu 

zido dos cromossomos desta especie (ELLIOTT, 1960). A presença de dupli 

caçoes cromossômicas e a transposição dos segmentos em duplicata para no 

vos locais no genoma torna a maioria das linhagens desse fungo instáveis 

rnitoticarnente produzindo tres tipos de setores designados de melhorados, 

deteriorados e heterocariõticos. A instabilidade pode ser alterada por 

urna serie de agentes físicos ou químicos. 

Os efeitos das aberrações cromossômicas na meiose sao bem 

conhecidos e nao so conduzem ao aparecimento de produtos inviáveis, corno 

tambern interferem no parearnento e na formação de quiasrnas, reduzindo a 
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freqüência de permutas. 

O presente trabalho teve por objetivo a obtenção espont� 

nea de setores deteriorados a partir de uma linhagem portadora de duplic� 

çao, a localização dos determinantes de deterioração e das aberrações 

cromossômicas através de análises genéticas utilizando os ciclos sexual e 

parassexual. Objetivou também a análise citológica de variantes deterio

rados, com relação ao tamanho de conÍdios e respectivos núcleos e dos as

cos quanto ao seu diâmetro e número de ascosporos viáveis e inviáveis con 

tidos no seu interior. Foi também considerado de interesse a compara-

çao entre tres agentes haploidizantes em linhagens portadoras de 

çoes cromos s Ômi cas. _ .. 

aberra 
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O termo "recombinação ilegítima" foi usado por CA.MPBELL 

(1962) para descrever certos rearranjamentos cromossômicos, tais como, de

leçÕes, duplicações, inversões e translocaçÕes que se caracterizam por se 

rem obtidos independentemente das funções recombinacionais normais e de 

homologia de bases entre os segmentos cromossômicos participantes. Por-

tanto elas envolvem recombinação entre regiões cromossômicas aparente

mente não homÕlogas, o que leva a uma alteração na seqüência de informa

ções genética. Esses processos, em muitos casos observados com alta 

frequência, despertaram especulações sobre seu significado biológico. As 

recombinações ilegítimas, além de serem importantes mediadores de evolu

ção e de diferenciação (HOZUMI e TONEGAWA, 1976) são também responsáveis 

pela instabilidade de vârios dos sistemas genéticos (NEVERS 

1977). 

e SAEDLER, 
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2.1. Mediadores de recombinação ilegltima 

Alterações drásticas na organização cromossômica foram fre 

quentemente encontradas com locos contendo "elementos controladores" (McCLIN 

TOCK, 1951; 1953; 1955; 1956; 1965; PETERSON, 1968; 1970a; 1970b; 1976; 

FINCHAM e SASTRY, 1974; COHEN e KOPECKO, 1976) que regulam a expressao 

fenotípica em milho. Entretanto um "elemento controlador" nao permanece 

fixo em um sítio no cromossomo, mas e capaz de mover-se de urna 

a outra, causando instabilidade na expressão gênica e alterações 

posiçao 

estru-

turais em cada novo loco. Dessa forma, os elementos controladores fo-

ram relatados como possíveis agentes de recombinação ilegítima. 

Muitas das mutaçoes e rearranjamentos promovidos por ele

mentos genéticos transponíveis (transposons) são deletérios. Entretanto, 

algumas mutações mediadas por segmentos de DNA transponíveis oferecem van 

tagem,�seletiva e adaptabilidade ao organismo. 

Sistemas translocacionais tem sido estudados em vãrios or

ganismos, desde bactéria ate o homem. 

DAWSON e SMITH-KEARY (1963), propuseram o nome de "episso

mos controladores" aos elementos responsáveis pela instabilidade em Sal.

monda.. 

SAEDLER e STARLINGER (1967), isolaram a seqüência de in-

serçao (IS) em procariotos. As propriedades de elementos IS em bacte-

rias e elementos controladores em milho foram descritas em detalhes por 
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FINCHAM e SASTRY (1974). As sequências IS alem de controlar a expressao 

gênica, também foram encontradas em associação com aberrações cromossômi-

cas (REIF e SAEDLER, 1975). 

O bacteriÕfago Mu-1 responsável pela mutaçao polar através 

de sua inserção no cromossomo de E. coü, semelhante às IS, foi descrito 

por COHEN (1976). 

A estrutura molecular dessas sequencias, assim como suas 

funções, tem sido recentemente estudadas (SAEDLER et alii, 1980; CORNELIS 

e SAEDLER, 1980; AVERSWALD et alii, 1980; GRINDLEY e JOYCE, 1980). 

Um grande numero de elementos genéticos transponíveis bacte 

rianos codificam também resistência à varios antibiÕticos. Eles são de 

interesse devido a sua importância na proliferação entre populações bacte 

rianas, resistentes à terapêutica dos antibióticos, bem como podem ser 

usados como sistema modelo para estudos dos processos de transposição(KLE 

CKNER et alii, 1979; GRINDLEY e JOYCE, 1980; ROTHSTEIN et alii, 1980). 

Transposição da região Lac do cromossomo de E. coü, atra

vés do epissorno F lac foi estudada por vários autores (BECKWITH e SIGNER, 

1966; BECKWITH et alii, 1966; IPPEN et alii, 1971). 

Os elementos transponíveis incapazes de replicação autono 

ma foram classificados ou como transposons, quando transportam genes de

tectáveis, ou como seqüências de inserção, quando não transportam genes 

detectáveis. Transposons normalmente são flanqueados por seqüências de 

DNA repetitivo, e algumas dessas sequências parecem ser elementos IS. Em 



alguns casos os terminais repetidos podem ter orientação direta 
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(IIDA e 

ARBER, 1980) ou invertida (SO et alii, 1979). 

IIDA et alii (1980), mostraram que elementos rs1 podem ca�

sar deterioração dos transposons, ou por deleção, excisão ou por recombi 

naçao homologa. Os mesmos autores observaram que transposons flanquea-

dos com terminais repetidos invertidos são mais estáveis que aqueles flan 

queados com terminais repetitivos diretos. 

O primeiro alelo mutãvel em V. melanogMteJL foi o alelo 

WC. no loco "white" (GREEN, 1967; 1969; 1973). Com base na instabilida

de de WC. e na instabilidade de mutantes em milho quando associados com e

lementos transponíveis, como estudado por McCLINTOCK (1965), GREEN sugere 

- e_ que a mutaçao W pode resultar da presença de um elemento 

no loco "white".

translocãvel

Estudos citológicos em cromossomos de glândulas salivares 

de ÜfWóÕphilaforam feitos com a finalidade de se localizar os elementos 

transponíveis, através de bandamento pela observação de bandas extras 

inseridas entre as bandas padrões), (LIM, 1980; ISING e BLACK, 1980). 

Em plantas, elementos genéticos transponíveis sao bem es

tudados em milho. Esses estudos tiveram seu início quando EMERSON (1914; 

1917) descreveu o elemento controlador P-vv, localizado no loco pericar 

po. Recentemente tem-se observado elementos controladores em Antúu1Júnum 

majM e ImpéLÜ�n-0 balóam,,Lna (SASTRY et alii, 1980). 

Elementos genéticos transponíveis também foram encontrados 
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em Saeeha.JLomyeu ee/LevJ.iiae (LATEN et alii, 1976; CAMERON et alii
., 

1979; 

GREER e FINK, 1979; FINK et alii
., 

1980; KLAR et alii., 
1980), em A-0pe/t-

g,iilUó n.idulan-0 (NGA e ROPER, 1968; AZEVEDO e ROPER, 1970) e em A-0eobo

ÍU6 �meJu..Uó (DECARIS et alii
., 

1980). 

Como foi mencionado, elementos genéticos 

alem de serem mediadores de rearranjamentos cromossômicos, 

transponíveis, 

sao 

responsáveis pela instabilidade do material genetico em muitos 

mos, desde bacterias ate o homem. 

2.2. Instabilidade cromossômica em fungos 

tambem 

organis-

BARNETT e De SERRES (1963) trabalhando com NeUJLo-0po!u1 su

geriram que a causa da instabilidade poderia ser relacionada com transição 

de bases. NEWMEYER e TAYL OR (196 7) estudaram um caso de instabilida-

de e a relacionaram com uma inversão pericêntrica. Quando ocorre permuta 

nessa inversão, origina-se produ t o s  duplicados e deficientes letais. 

NEWMEYER e GALEAZZI (1977) descreveram mutantes que afetam a frequência 

de deleções em NeUJc..o�pona. E alem disso, esses mutantes, quando em homo-

zigose, bloqueiam completamente a meiose e a formação de ascosporos; 

são sensíveis ã luz ultra violeta e aumentam a instabilidade de dupli-

caçÕes (NEWMEYER e GALEAZZI, 1978). TURNER (1975, 1977) fez uma análise 

detalhada de uma translocação em NeUJc..o�pona. Em A-0pe�g,iilU6 nidulan-0, a 

instabilidade esta relacionada com a presença de material genético em ex

cesso. O ciclo parassexual e um processo geneticamente instável (ROPER, 



. 8. 

1966). Os produtos resultantes desse processo, podem ser cromossomica-

mente balanceados e não balanceados. A não disjunção ou perda de cromos

somos dã origem a genomas segregantes balanceados (KAFER, 1961). Genomas 

não balanceados são caracterizados por morfologia alterada. A aneuploi-

dia e duplicação cromossômica sao  a s  causas mais comuns desse des 

balanço, causando consequentemente, instabilidade fenotípica. Os aneu-

plÕides são bastante instãveis e raramente passam pelo processo de meio-

se (BALL e ROPER, 1966). Linhagens com duplicação parcial sao instá-

veis na mitose (BAINBRIDGE e ROPER, 1966; NGA e ROPER, 1968). Três linha 

gens duplicadas de A�peAg<li_Uó nidul.an� foram analisadas por esses auto-

res e os mesmos verificaram que elas possuem padrões semelhantes de insta 

bilidade. Linhagens com duplicação, apresentam morfologia "crinkled" e 

taxa de crescimento e conidiação reduzidas (NGA e ROPER, 1968). Essas li

nhagens produzem setores que são facilmente manipuláveis, e são resultan 

tes de alterações intracromossômicas que podem envolver um ou ambos os 

segmentos em duplicata. DeleçÕes de um ou outro segmento dão origem aos 

setores melhorados, os quais são estáveis e com taxa de crescimento maior 

que a linhagem parental (NGA e ROPER, 1968). Novas duplicações em tandem, 

inversões e transposições do segmento duplicado no mesmo ou em outro gru

po de ligação dão origem aos  vari ant es deteriorados (AZEVEDO e ROPER, 

1970). Esta instabilidade recebeu o nome de não-conformidade mitõtica 

(NGA e ROPER, 1969; AZEVEDO e ROPER, 1970; ROPER et aliiJ 
1972). Varian-

tes deteriorados muitas vezes apresentam uma maior instabilidade. AZEVE

DO e ROPER (1970), sugeriram que a transposição dos segmentos duplicados 

para regiões sem duplicação reduz a instabilidade, 
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Alem dos setores melhorados e deteriorados, ROPER e NGA 

(1969) obtiveram mais um tipo de setor em uma linhagem com duplicação 1-II; 

os chamados setores heterocariÕticos, de frequência rara. NGA e ROPER 

(1966), explicaram o fenômeno da instabilidade como sendo devido ã dele-

çoes terminais, permuta desigual entre cromatídeos 
.

-

i rma os e permuta 

mitÕtica. NGA e ROPER (1969); ZUCCHI (1975) e NIFFINEGGER e SOUZA (1979), 

sugeriram que o desbalanço cromossômico e o responsável pela instabilida 

de, que as deleçÕes cromossômicas produzidas sao confinadas aos segmentos 

que provocam a instabilidade, e estas deleçÕes podem se extender mais a

lem da região duplicada. CASE e ROPER (1975), estudando diplÕides nao ba 

lanceados, atribuíram permuta mitÕtica como sendo responsável pela 

tabilidade. Segundo BIRKETT e ROPER (1977), o processo mais preciso de 

instabilidade vem de duas fontes. A primeira envolve condições na qual 

o reparo de DNA esta provavelmente reduzido, ou seja, as deleçÕes se ori

ginam através de lesões do DNA, talvez "vazios" em fios únicos,sendo que 

a maioria dessas lesões sao reparáveis. Redução do reparo por cafeina,u_!_ 

tra-violeta ou por mutações dariam uma impressão mais acurada da incidên

cia de erros iniciais. A segunda linha de evidência e obtida de produtos 

da instabilidade. Alguns desses variantes tiveram um acúmulo de muta-

çoes sucessivas em todos os oito grupos de ligação, afetando a morfologia 

e a instabilidade; outros produzem dissômicos ou geram letais recessivos. 

Vários sao os fatores que afetam a instabilidade,tais co

mo, presença de drogas no meio de cultura, agentes mutagênicos, temperat� 

ra, etc. O Quadro 1, mostra alguns desses agentes que afetam a instabili 

dade. 



Quadro 1 - Agentes que afetam a instabilidade. 

Agente 

pFA 

Azul de 
tripan 

Cafeína 

Atebrina 

Verde mala
quita 

Benzimidazois 
e Tifanato 

Genes que con 
ferem sensiti 
vidade ao U. V. 

Trimetil-ben
zeno-antaceno 

stf-1 

A ç a o 

Aumenta a instabilidade 

em diplÕides. 

Aumenta a instabilidade 

em linhagens com dupli-

caçao. 

Reduz quebras e previne 

reparos. Aumenta a ins 

tabilidade em linhagens 

duplicadas. 

Aumenta a freqüência de 

deleçÕes no 

translocado. 

segmento 

Aumenta a frequência de 

deleçÕes. 

Aumenta a instabilidade 

em diplÕides. 

Aumentam a instabilidade 

Obtenção de linhagens 

instáveis com translo 

caçoes. 

Reduz a instabilidade 

.10. 

R e f e r ê n c 1 a s 

MORPURGO, 1961 

COOKE et alii, 1970 

PALMER e ROPER, 1970 

PALMER e ROPER, 1970 

PALMER e ROPER, 1970 

HASTIE, 1970 

KAPPAS et alii, 1973 

BURR et alii, 1971 

LEE e NGA, 1973 

AZEVEDO, 1975 

- Continua -



Quadro 1 - Continuação. 

Agente A ç a o 

Ultra-violeta Aumenta a instabilidade 

em li�hagens com dupli-

caçao. 

Radiação gama Induz translocações 

Cloroneb Aumenta a instabilidade 

Vitavax Reduz a instabilidade com 

ação diferencial sobre a 

duplicação. 

Brometo de 
etÍdio 

Cumarina 

EMS 

Acriflavina 

Reduz a instabilidade em 

diploides e em linhagens 

com duplicações. 

Aumenta a instabilidade 

atraves de deleção do 

segmento translocado em 

linhagens com duplicação. 

Induz instabilidade 

Eliminação de material 

genêtico adicional em 

variantes deteriorados. 

.11. 

R e f e r e n c i a s 

PARAG e ROPER, 1975 

ALMEIDA e AZEVEDO, 1981 

AZEVEDO et alii, 1977 

AZEVEDO et alii, 1977 

BONATELLI e AZEVEDO, 1977 

MAJERFELD e ROPER, 1978a 

ROSATO e AZEVEDO, 1978 

ROSATO e AZEVEDO, 1978 

- Continua -



Quadro 1 - Continuação. 

Agente 

Temperatura 

Ultrasom 

Gene binA 
1

A ç a o 

Variação na temperatura, al 

tera a instabilidade. 

Aumenta a instabilidade de 

diplÕides. 

Reduz a instabilidade 

.12. 

R e f e r ê n c 1 a s 

LIEBER, 1976 

NIFFINEGGER e SOUZA,1979 

HOUGHTON e O'DOWD,1979 

PIZZIRANI-KLEINER, 1981 

Existem inúmeros outros agentes causadores de instabilida-

de. 

Os estudos relativos à instabilidade genética são de gran

de interesse não sõ no sentido acadêmico, mas também para aplicações in

dustriais, principalmente no que diz respeito ao melhoramento e preven-

çao de degeneração em linhagens industriais (BALL e AZEVEDO, 1976). 

2.3. Aberrações cromossômicas 

Quando o numero de cromossomos de um grupo de indivíduos 

de uma mesma espécie e determinado,espera-se, em condições normais, que 

este numero permaneça constante. Esta situação e esperada pois as espe

cies são entidades biológicas razoavelmente constantes e essa estabilida

de estã relacionada a uma constância nos numeras, estrutura e genes dos 

cromossomos. O numero de cromossomos de uma espécie e um dado biolÕgico 
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significativo. Porem o cromossomo, como os genes,são passível de sofrer 

alterações estruturais e numéricas, âs quais desempenham importante papel 

evolucionârio. 

A variaçao no numero de cromossomos pode levar a produ-

çao de células com, (1) complementos cromossômicos que são múltiplos exa

tos do numero bâsico característico da espécie (euplÕides), ou (2), com 

complementos que sao múltiplos irregulares do número básico 

des). 

(aneuplÕi-

As aberrações que levam a rearranjos na ordem linear dos 

genes podem ser agrupadas em quatro classes: (1), deleçÕes, (2), duplica

ções, (3) inversões e (4) translocaçÕes. As três primeiras em regra ge

ral, afetam somente cromossomos Únicos, enquanto que a translocação pode 

envolver um, dois ou mais cromossomos. 

Em material favorâvel a detecção dessas aberrações pode 

ser feita tanto genética quanto citologicamente. Porem dependendo do ma

terial, certas aberrações podem ser observadas a partir de configurações 

cromossômicas na metáfase e anâfase I da meiose (SWANSON, MERZ e YOUNG, 

1969). 

A primeira aberração a ser detectada em A. ru,dulan-6 foi a 

diploidia (ROPER, 1952). Como um raro evento, pares de núcleos haplÕides 

diferentes fundem-se nas hifas heterocariÕticas originando diplÕides, os 

quais são razoavelmente estáveis na mitose. Durante o crescimento veget� 

tivo os diplÕides podem , •snfrer p ermuta mitõtica e haploidização, 



processos que levam ã recombinação. 

Dentro dos objetivos propostos nesse trabalho, abordaremos 

nessa revisão principalmente as aberrações cromossômicas estruturais, en

fatizando sua ocorrencia e suas implicações. 

2.4. Aberrações cromossômicas estruturais 

O primeiro estudo sobre rearranjamentos cromossômicos em 

fungos foi feito utilizando tetrades ordenadas, onde número e posição dos 

produtos meióticos defectivos proporcionaram informações sobre os tipos 

de rearranjamentos (McCLINTOCK, 1945). 

HESLOT (1958), pioneirou os estudos simultâneos de rear-

ranjamentos cromossômicos com mutantes para cor de esporos em Sohda.JL,[a 

macho�poha, donde deduziu a natureza de dois rearranjamentos com padrões 

de esporos abortivos em ascos ordenados. 

-

ves de 

Rearranjamentos cromossômicos em geral sao estudados atra-

4 métodos diferentes: 

1) Quando em heterozigose com cromossomos estruturalmente

normais o rearranjamento causa um padrão de inviabilid�

de entre os produtos da meiose. Pelo padrão de aborto de

ascosporos, os vários tipos de rearranjamentos crornoss-ª_

micos podem ser caracterizados em A�comice;to� (PERKINS,

1974; PERKINS e BARRY, 1977). STRICKLAND (1958) empre-

. 14. 
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gou a técnica de analise de têtrades em A. n-i.dul.a.nó, 

e ELLIOTT (1960),observou os padrões de aborto de ascos 

poros e número de esporos menores que oito, o que prov� 

velmente era um heterozigoto para pelo menos três aber-

raçoes. 

2) Rearranjamentos dos segmentos tem como resultado dis

torções características nas relações de ligação, e em

fungos este é o método mais aplicado para identificar

tais rearranjamentos. Os estudos de recombinação mito-

tica em A. n-i.dulanó (ROPER, 1952; PONTECORVO e ROPER,

1953) proporcionaram novos métodos genéticos, nao ape-

nas para localização e mapeamento de genes, mas tam-

bem para detecção de aberrações,principalmente translo

caçoes (PONTECORVO e KAFER, 1958; KAFER, 1958).

3) E spera-se encontrar urna alta freqüência de segregantes

com duplicação entre os produtos viáveis da meiose de

um heterozigoto para o rearranjamento (MYLYK,1975; BIR-

KETT e ROPER, 1977; PERKINS, 1972; 1975; 

BARRY, 19 77) .

PERKINS e

4) Em alguns fungos, os rearranjamentos cromossômicos po

dem ser reconhecidos através de observações microscôpi_

cas no paquÍ teno de um heterozigoto (BARRY, 196 7; PERKINS

e BARRY, 19 77).
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2.4.1. Translocações 

Translocações em A. nÁ..dulanõ são facilmente detectadas a

traves da meiose, ou através de haploidização de um diplÕide heterozigoto 

para a translocação. Métodos de haploidização mitõtica de diplÕides 

marcados foram usados por KAFER (1958; 1965), PONTECORVO e KAFER (1958). 

Esse método porém não diferencia entre translocaçÕes recíprocas e inser-

cionais, mas e bem empregada para localização e formação 

de translocações (KAFER, 1965). 

de pedigrees 

Em muitos organismos a nao disjunção meiótica e aumentada 

em heterozigotos para a translocação, principalmente entre os dois homÕlo 

gos envolvidos no rearranjamento (GREEL, 1959). POLLARD et alii (1968) 

também observaram este fenômeno em A. ru,dulanõ, quando estudaram uma trans 

locação reciproca T1 �Vl; Vll). Análise meiõtica é um bom método para

detectar essas aberrações através da alta frequência de progênie dissômi-

ca (UPSHALL e KAFER, 1974) fenotipicamente anormal, e em casos favorã-

veis, identificar as translocações heterozigotas caracterizando a proge

nie nao disjuncional geneticamente. Isso é possível em A. ru,dulanõ uma 

vez que dissÔmicos para os oito grupos de ligação, mostram fenótipos esp.::_ 
.. 

cÍficos (KAFER, 1961). KAFER e UPSHALL (1973) isolaram e caracteriza-

ram todas as possíveis dissomias e trissomias em A. nÁ..dulan.ó, as quais 

sao reconhecidas pela morfologia anormal, crescimento lento e instabilida 

de. Essa instabilidade pode ser reduzida pela indução de letais recessi

vos em um sistema balanceado no par de homólogos (PIZZIRANI, 1977). 
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PERKINS (1974) desenvolveu estudos em tétrades nao orde-

nadas em NeW1.0◊pO!La Q!La◊-0a, caracterizando uma série de rearranjamentos. 

O mesmo autor analisou uma série de ascos resultantes do cruzamento entre 

linhagens com translocaçÕes recíprocas e linhagens normais, e estes mos

a) as traram uma distribuição distinta das freqüências de tipos de ascos: 

cos com oito ascoscoros inviáveis (8 dupl./def.) e ascos com 8 

viãveis (4N+4T) em igual probabilidade; ambos resultantes de 

esporos 

disjunção 

normal dos centrômeros dos dois cromossomos envolvidos na translocação, 

nao existindo permuta nos segmentos intersticiais proximais aos dois pon-

tos de quebra; b) ascos com quatro ascosporos normais e quatro 

(2Def:2T:2Dup/Def:2N) resultantes de permuta intersticial. 

inviáveis 

Em 'translocaçÕes intersticiais a distribuição das freqüên

cias de tipos de ascos e diferente das translocações recíprocas. Assim, em 

heterozigotos para translocações intersticiais,pode-se obter ascos com oi

to ascosporos viãveis(4T:4N) ou 4 viáveis e 4 inviáveis(4Dupl:4Def), quan

do não ocorre permuta, ou 6 viáveis e dois inviãveis(2T:2Def:2Dupl:2N), se 

ocorrer permuta. 

Urna translocação heterozigota nao recíproca dá uma classe 

de recombinantes viáveis, mas corno esta carrega um segmento duplicado e 

cresce pobremente, eles são raramente isolados (BIRKETT e ROPER, 1977). 

TranslocaçÕes recíprocas com pontos de quebra terminais 

também geram duplicações (BURNHAM, 1932; CLUTTERBUCK, 1970). O resultado 

do cruzamento entre linhagens normais com linhagens portadoras de translo

cação recíproca quase terminal pode ser: 
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a )  ascos com 8 ascosporos viâveis(4T:4N) ou 4 viáveis e 4 

inviáveis (4Dupl/Def: 4Def/Dupl), quando não existe permu

ta. 

b) ascos com 6 esporos viáveis e 2 inviaveis(2T:2Def/Dupl:

2Dupl/Def:2N),quando ocorre permuta.

Portanto, quando o aborto de esporos é causado por uma 

translocação, vários padrões de ascos são encontrados, ao contrario do 

que ocorre quando um gene e o fator responsável (PERKINS, 1979) . 

NGA (1968) através da radiação gama verificou a ocorrencia 

de várias translocaçÕes em A. rúdul.an.ó, às quais se mantiveram morfologi

camente normais e estáveis. TURNER (1977) estudou geneticamente uma 

translocação terminal em NeU/Lo�poha. 

Em translocaçÕes recíprocas também pode ocorrer nao disjuE_ 

çao de um dos pares de centrômeros homólogos na anáfase I,resultando em 

segregação 3:1,dando trissômicos terciârios tendo dois segmentos em exces 

so, junto com o produto deficiente (PERKINS, 1974; U P SHALL e KAFER,1974). 

KAFER (1965) estudou uma translocação insercional também em A. rúdu1..an�; 

PERKINS (1972) ,  PERKINS e BARRY (1977) estudaram em NeWLo�poha e 

(1979), em SohdaJÚa, completando as analises de HE SLOT (1958) . 

BOND 

Análises genéticas muitas vezes podem ser complementadas 

pelas analises citológicas. Cada tipo de rearranjamento e reconhecido ci 

tologicamente pelo pareamento meiôtico heterozigoto ou através de pontes 

anafasicas e presença de segmentos acêntricos. Em fungos análises citolÕ 
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gicas não são feitas rotineiramente, embora em Neww-0po1La. ela seJa mais 

aplicada devido ao fato de que produtos meiÕticos inviáveis são visivel

mente não pigmentado (BARRY, 1967). 

Jã em 1945 (McCLINTOCK), mostrou que em NeWLo-0po�a o esta 

do heterozigoto para urna translocação recíproca leva a formação de 
-· aneis 

na metáfase I, resultando na produção de uma certa proporção de ascospo

ros inviáveis. BARRY & PERKINS (1969), estudaram citologicamente uma 

translocação recíproca heterozigota e observaram a formação de quadrivaleE_ 

tes no paqu1teno. Em A. vúdu.lanó análises citológicas são dificultadas 

pelo tamanho diminuto de seus cromossomos (ELLIOTT, 1960). Nesse fungo, 

o paquíteno não é o melhor estágio para estudos cromossômicos, entretanto

na  diacinese e metáfase I, onde os cromossomos estão mais condensados, 

sao os melhores estágios para se estudar as aberrações (BOOTHROYD,1978). 

CatenaçÕes compactas e anéis foram vistos nessas duas fases, e cromosso-

mos "atrasados" foram observados pelo mesmo autor, em heterozigotos 

para translocaçÕes durante anáfase I e II e telofase I, II. 

As evidências limitadas desse estudo mostrou que o compo_E 

tamento cromossômico meiótico em um heterozigoto para translocação em 

A. vúdu.lan-0 ê provavelmente igual ao de organismos superiores.

2.4.l.l. Importância das translocações 

Segundo BURNHAM (1962) as translocaçÕes tem as seguintes 

aplicações: 
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1) São um bom exemplo para mostrar as relações entre cro-

mossomos e genes, entre cromossomos e mapas de ligação, e 

de resultados genéticos e citológicos. 

concordância 

2) São empregados para se determinar a posiçao de· centro

meros e outros marcadores citológicos, em relação ã marcadores genéticos. 

Estas informações sao úteis para se estudar problemas rela 

cionados com o comportamento citológico dos cromossomos, tais como: 

- � . 
a) fatores que afetam a segregaçao cromossomica em trans-

locaçÕes de milho e NeWLo�pona.

b) fatores que afetam a redução da recombinação e� decor

rência de translocaçÕes.

c) estudos dos efeitos do tamanho dos cromossomos na re

combinação.

d) estudos dos efeitos da região organizadora do nucléolo

e dos "Knobs", na recombinação em milho.

e) testar a presença de competição entre megasporos.

f) em espécies com segregaçao preferencial , o estudo das

relações entre a redução da recombinação no segmento in

tersticial, e a taxa de aborto dos gametas.
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g) testar as dimensões de deficiências viáveis, especial-

mente segmentos terminais translocados de diferentes

tamanhos.

h) determinar como o pareamento cromossômico se

e como ele se desenvolve.

inicia, 

i) estudo do pareamento cromossômico somático de dÍpteros.

3) As translocaçÕes sao usadas para se determinar:

a) o grupo de ligação de cada cromossomo.

b) o grupo de ligação ao qual pertencem os novos genes.

c) posição de genes em relação a marcadores citológicos.

4) As translocaçÕes sao usadas para se testar a

dência dos grupos de ligação. 

indepen-

5) Para se estudar o modo de herança de caracteres contro

lados por 1 ou poucos genes. 

6) São empregadas, em combinação com genes marcadores, no

reconhecimento de certos genótipos de plantas em estágios iniciais do de

senvolvimento. 
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7) TranslocaçÕes podem ser usadas para duplicar segmentos

internos de cromossomos. Alem de ser possível o uso para duplicar os lo

cas de genes conhecidos, e desejáveis; um aumento na dosagem de genes que 

controlam caracteres quantitativos são de bastante valor. 

8) São usadas para transferência de genes entre e dentro

de variedades, ou espécies. 

9) TranslocaçÕes induzidas podem ser usadas para causar es

terilidade de populações de insetos e desta forma controlar e 

pragas. Em NeU!Lo�po�a, PERKINS et alii (1969) e PERKINS (1972) 

erradicar 

usaram 

translocaçÕes para mapeamento gênico e de centrômero. 

SHERMAN e HELMS (1978) estudaram uma translocação recípr� 

ca em levedura, ã qual envolveu o braço esquerdo do cromossomo V e o di

reito do cromossomo XVI. O braço do cromossomo V foi quebrado adjacente 

ao gene C
y
c

7
, o qual determina a estrutura primaria do iso-2-citocromo-c. 

Este fragmento contendo o gene em questao é translocado para o cromossomo 

XVI. Com este processo ha um aumento na produção do iso-2-citocromo-c.

2.4.2. Inversões 

Inversão é definida como um rearranjo intracromossômico no 

- . o -

qual um segmento de um cromossomo e removido, sofre 180 de rotaçao e e 

inserido. O pareamento de dois cromossomos homólogos, um possuindo uma 

inversão leva ã formação de alças. 
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Citologicamente elas podem ser reconhecidas devido a forma 

ção de pontes na anâfase I e II. Estas são formadas devido a uma permuta 

no segmento invertido, resultando em fragmentos acêntricos. Quando essas 

pontes se rompem entre os dois centrômeros pode haver formação de dele 

çÕes e duplicações parciais, sendo que no primeiro caso hã formação de es 

poros inviáveis e, no segundo, são formados ascosporos viáveis com parte 

do material genetico em duplicata (ESSER e KUENEN, 1967). 

Em NeWLo.ópolta CJUUl.la, as inversões cromossômicas descri

tas foram as do tipo pericêntrica (centrômero dentro da região invertida) 

com um ponto de quebra terminal. Do cruzamento entre uma linhagem nor

mal com uma linhagem portadora de inversão pericêntrica, PERKINS (1974) 

encontrou os seguintes tipos de ascos: 

. - . 

- ascos com 8 ascosporos v1.ave1.s (4N: 4Inv)

de permuta.

- ascos com 6 as·co.sporo s  viáveis e 2 

na ausenc1.a 

inviáveis

(2N:2Def/Dupl:2Dupl/def:2Inv), na presença de um Única

permuta.

- ascos com 4 a sc o s p o r o s  
. - . 

v1.ave1.s e 4 inviáveis 

(4Dupl/Def:4Def/Dup) ,quando ocorre permuta dupla em 4 

fios. 

A freqüência dos ascosporos abortivos depende do tamanho 

da inversão, do pareamento e da freqüência de permuta (PERKINS e BARRY, 

1977). 
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Em NeWLOópOha não se encontrou até o momento inversões pa 

racêntricas. PERKINS (1974), PERKINS e BARRY (1977) sugerem que a nao 

detecção desse tipo de inversão é devido ao fato de que urna p er_muta 

dentro da região invertida levaria ã formação de ponte anafâsica e frag:rre� 

to, que impediria a separação na anáfase I causando aborto de asco todo. 

Em NeWLOópOha três inversões foram identificadas (NEWMEYER, 

1965; NEWMEYER e TAYLOR, 1967; TURNER et aZii, 1969). Análises citolÕgi_ 

cas de uma inversão foram feitas por BARRY (1967). 

2.4.2.l. Importância das inversões 

Segundo BURNHAM (1962) as inversoes apresentam as seguin

tes importâncias: 

a) pela análise citogenetica das inversões, ê possível se

estudar filogeneticamente as espécies animais e vege-

tais.

b) desempenham importante papel evolucionário.

c) sao Úteis para a confecção de mapas citogenéticos de mi

lho, naqueles cromossomos que não tem bons 

genéticos.

d) servem para produzir duplicações em híbridos.

marcadores
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e) podem ser usadas para obtenção de homozigose em deter

minados cromossomos de V�o�Ôpma.

f) uma inversao paracêntrica introduzida em um isocromosso

mo pode originar cromossomos em anel.

g) elas impedem ou dificultam a permuta genética, pois os

gametas recombinantes geralmente são inviãveis na sua 

quase totalidade. Podem ainda funcionar corno fixado-

res de heterose, quando ocorrem mutações letais no 

segmento invertido, sendo que os gametas recombinantes 

são inviáveis. 

2.4.3. Deleções e duplicações 

Deleções sao definidas como perdas intersticiais ou termi 

nais de segmentos cromossômicos, durante o ciclo nuclear. Perdas gran-

des representam um efeito letal, mesmo na condição de heterozigosidade. 

A ausência de ascos normais é uma indicação de deleção (ESSER e KUENEN, 

1967). As deleçÕes nunca revertem (HAWTORNE, 1963). 

A presença de um segmento cromossômico a.mais no genoma 

ê definido como duplicação (BURNHAM, 1962). PRITCHARD (1955) f oi quem 

pela primeira vez isolou uma linhagem com duplicação em A. rúdulanli,duran 

te uma seleção de revertentes para adenina, de urna linhagem portadora de 
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adE
20

. Um revertente aparente possuía um segmento cromossômico extra do 

grupo de ligação I, o qual continha o gene adeZO, ligado em posição ter

minal no cromossomo II. Outras duplicações foram obtidas em A. nidu.lanó 

através de translocações nao recíprocas. 

BAINBRIDGE e ROPER (1966), estudaram uma linhagem com du-

plicação em A. nidu.lan� obtida por meiose em um cruzamento heterozigoto 

para uma translocação não reciproca. Nesta linhagem, uma região do braço 

esquerdo do cromossomo III ligou-se ao final do braço direito do cromosso 

mo VIII. O cromossomo III estava normalmente presente. Várias outras li 

nhagens com duplicação tem sido obtidas via translocaçÕes não recíprocas 

(NGA e ROPER, 1966; NGA e ROPER, 1969; ROPER et alii� 1972; ALMEIDA e AZE 

VEDO, 1981; BIRKETT e ROPER, 1977). 

Linhagens duplicadas apresentam morfologia "crinkled" e ta 

xa de crescimento e conidiação reduzidas (NGA e ROPER, 1968), além de se

rem bastante instáveis na mitose (BAINBRIDGE e ROPER, 1966; BALL,1967; NGA 

e ROPER, 1968). Essa instabilidade e refletida no aparecimento de seto

res. Os chamados setores melhorados resultam de deleçÕes de todo ou qua

se todo do material em duplicata do cromossomo normal ou do translocado. 

NGA e ROPER (1968), propuseram a formação de permut a dentro das al-

ças intracromossômicas para explicar as deleçÕes. Os setores deteriora

dos originam-se de novas duplicações em tandem, e de transposição do seg

mento extra para novos sítios no mesmo ou em outro grupo de ligação (NGA 

e ROPER, 1968; AZEVEDO e ROPER, 1970; AZEVEDO, 1971). A deleção do segyreE_ 

to em duplicata pode se estender além da duplicação,dando origem aos se

tores heterocarióticos, de frequência rara (ROPER e NGA, 1969). A esse ti 



po de instabilidade foi dado o nome de "não conformidade mitõtica" 

.27. 

(NGA 

e ROPER, 1969; AZEVEDO e ROPER, 1970; ROPER et aZii, 1972). Para expli

car o fenômeno de não conformidade mitõtica, NGA e ROPER (1969) propuse-

rarn a existência de um número limitado de sítios na membrana,onde a repli 

caçao do DNA de segmentos cromossômicos específicos pode iniciar. 

segmentos em duplicata existe uma competição para estes sítios, ã 

provocaria as lesões responsáveis pela não conformidade mitõtica. 

Nos 

qual 

AZEVEDO e ROPER (1970) observaram uma alta frequência de 

não disjunção mitõtica para o grupo de ligação III em um isolado v
8 

de 

A. rúdui_an◊, originado de uma linhagem haplÕide portadora de duplicação.

A frequência de não disjunção não ê alterada por alguns fatores como,tem

peratura e pH, mas aumenta com a id,ade do conÍdio (GABRIELLI e AZEVEDO, 

1980). 

A expressão de genes que conferem sensitividade ã luz ul-

travioleta em linhagens com duplicação (genomas não balanceados) aumen-

tam a instabilidade (BURR et aZii, 1971). MAJERFELD e ROPER(l978b) obser 

+ 

varam que o alelo UV◊A localizado em um segmento em  duplicata aumenta a 

resistência à luz ultra violeta tanto no haplÕide como no diploide desba 

lanceado. Provavelmente ocorre uma interação do produto de uvlA
+ 

com ou 

tros produtos gênicos do genoma. 

VAN de VATE e JANSEN (1978), trabalhando com a 

duplicada (I-II) de A. nidu.ta�, mostraram que os segregantes 

linhagem 

meióticos 

originam por crossing�over entre os segmentos em duplicata,seguidos de 

disjunção e distribuição dos cromossomos. Não encontraram nenhuma indica 
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çao de deleçÕes frequentes durante a meiose. A ·.duplicação afeta a fre-

quência de crossing-over, frequência esta que ê aumentada dentro da dupli 

caçao. Portanto segregantes meioticos surgem via recombinação e nao por 

um processo semel h an t e. a nao conformidade mitótica. 

ROSATO e AZEVEDO (1978) obtiveram variantes melhorados em 

A. Mdulan◊, através de eliminação de material genético extra de linha

gens deterioradas pelo uso de acriflavina, BONATELLI e AZEVEDO(l977) tra 

taram linhagens duplicadas de A. Mdulan◊ com brometo de etídio, e obser 

varam que esta droga reduz o número de setores produzidos por tais linha 

gens. f possível que brometo de etÍdio, o qual atua no DNA mitocondrial, 

reduza o número de setores devido ã falta de energia como consequencia da 

inibição da respiração. Pode ser também que o brometo de etídio,afete a 

haploidização e ou crossing-over mitótico devido ã sua açao sobre o DNA 

e mecanismos de reparo. ZUCCHI e AZEVEDO (1979),analisaram diversos dete 

riorados obtidos espontaneamente de uma linhagem portadora de duplicação, 

e estes mostraram que deterioração pode estar associada à deleção em segmeE. 

tos duplicados. Observaram também uma alta taxa de crossing-over mitÕti

co entre o segmento duplicado. Os autores sugeriram que isto possivelmeE. 

te é devido ã associação de crossing-over mitótico e a presença de dete

rioraçao. 

Em NeWLO◊pOtw.., NEWMEYER e TAYLOR (1967) descreveram urna 

inversão pericêntrica que gera duplicações viâveis ãs quais incluem o lo

co "mating type". TURNER et alii (1969) estudaram outras inversões que 

também produzem duplicações de uma porçao do grupo de ligação I,porém nao 
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incluíram o loco "mating type". Observaram que um grau de infertilidade 

é uma propriedade característica em linhagens com duplicação. O grau de 

infertilidade varia de parcial ã completo dependendo da aberração, e pe

ritécios são formados, os quais são relativamente Barren (peritécios com 

pouco ou nenhum ascosporos). 

Em A. nÃ..dul.anf.i duplicações geram alterações na morfologia 

e taxa de crescimento, mas nenhum efeito na fertilidade, ao contrário do 

que ocorre em Ne.uJLof.JpoM;onde esses dois fatores não são alterados porém hã 

formação de peritecios Barren. TURNER (1977) estudou uma linhagem dupli

cada com 2/3 do grupo de ligação I ligado ao final direito do VI; esta li 

nhagem é um dos segregantes de um cruzamento heterozigoto para uma trans

locação desigual I - VI; é Barren e a deleção ou do segmento translocado 

ou do correspondente no cromossomo normal livra a linhagem desta condição 

Barren. Deleção de segmentos além do duplicado, resulta em inviabilidade. 

NEWMEYER e TAYLOR (1967), mostraram que uma duplicação nao 

tandem e produzida por recombinação em cruzamentos heterozigotos para uma 

inversao pericêntrica terminal. As duplicações tem seu crescimento ini

cial inibido, devido ao fato de serem heterozigotas para o loco "mating 

type". Tais culturas livram-se da inibição como resultado de eventos que 

eliminam a heterozigosidade. O produto pode ser Barren ou fértil. 

NEWMEYER e GALEAZZI(l9 77) reportaram a instabilidade de uma 

duplicação em Ne.uJLof.>poM. Muitos dos produtos Barren se livraram da ini-

bição devido ã crossing-over mitotico ou ã grandes deleções 

o loco "mating type" e outros marcadores distais.

envolvendo 
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Quanto ao aspecto citológico das duplicações, como ja foi 

mencionado, em A�pe�g,i__,U_Uó nj__dulan� são dificultadas pelo tamanho reduzi-

do dos núcleos e cromossomos (PONTECORVO et alii, 1953; ELLIOTT, 1960).

As alterações provocadas pela presença de duplicações são observadas mor 

fologicamente, pela redução do crescimento, pelo aumento no tamanho de co 

nídios e alterações no diâmetro e volume de núcleos conidiais (PAES de 

BARROS, 1977; CASE e ROPER, 1978; NIFFINEGGER e SOUZA, 1979). 

2�4.3.l. Aplicações das duplicações e deleções 

Segundo BURNHAM (1962), sao as seguintes as aplicações das 

duplicações e deleçÕes. 

a) servem para se determinar os efeitos de desproporções 

gênicas e comparar esses efeitos com as mutaçoes 

cas das mesmas regiões.

b) fixação de heterose.

- . 

geni-

c) duplicações e deleçÕes podem fornecer informações in

teressantes para o estudo de problemas especiais rela-

cionados com os cromossomos, corno o pareamento e cros-

sing-over. 

d) as duplicações sao um importante fator evolutivo. Cons
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ti tuem uma das formas de se adicionar material genêti

co ã uma espêcie. Tendo importância para a evolução, 

as duplicações são potencialmente importantes para o 

melhoramento. DeleçÕes não são tão importantes para a 

evolução. 

e) as deleçÕes podem ser empregadas para a localização de

genes recessivo� e para a elaboração de mapas citogené

ticos.

f) são de importância para estudos de relação de dominân

cia. Isto ê de interesse especial com genes regulatõ

nos (METZENBERG et alii,1974) ,onde informação sobre a au 

tonornia nuclear também pode ser obtida comparando du-

plicações heterozigotas com heterocarion de 

gênico semelhante. 

conteúdo 

g) genes que condicionam incompatibilidade vegetativa fo

ram identificados e estudados usando duplicações (PER-

KINS, 1975; MYLYK, 1975).

h) duplicações em apenas alguns segmentos 
- . 

cromossomicos

são de interesse no estudo de recombinação mitÕtíca(BAR

RY, 1978, citado em PERKINS, 1979).

i) linhagens contendo dois organizadores de nucléolo po

dem ser produzidas pela duplicação .de,) DNA ribossomal

(PERKINS et alii, 1980).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Linhagens utilizadas 

Algumas linhagens usadas neste trabalho são originárias 

dos estoques do Departamento de Genética da Universidade de Glasgow, Esci 

eia, mantidas no Departamento de Genética da Universidade de Sheffield, 

Inglaterra. As linhagens e seus marcadores genéticos são mostradas na Ta 

bela 1. A Figura 1 representa os grupos de ligação de A. nidu.lan.6 com os 

marcadores genéticos utilizados de acordo com CLUTTERBUCK (1974). 



Grupo de 
ligação 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

i.iuA1adE20 
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Marcadores genéticos 

·T (I; II)

p�oA1 pabaA6 yA2 adE20 b,iAl 

wA3 

galA1 

py�oA4 binA 1 

6ac.A303 

-6B3 

nic.B8 

�boB2 

Figura 1 - Marcadores genéticos do A. nidulan-6 utilizados. Os centrôme

ros estao representados por o. As distâncias no mapa não se 

encontram em escala. 
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Tabela 1 - Linhagens e variantes utilizadas nesse trabalho, com as suas 
respectivas marcas genéticas. 

LINHAGEM GENÕTIPO REFE�NCIAS 

"Master Strain E" 
(MSE) 

"Master Strain En 

(MSE bín) 

pnoA
1 

pabaA
6 

yA
2 (ppy) 

A 

VARIANTES DETERIORADOS 

vs 

vS.2 

v2s 

V 32 nac. gal nic.

V 2 pyno

v3

v9

vS.l

yA
2�u.A 1

adE 20 
adE 20;

wA
3
; gal.A

1
; pynoA

4
; 

nac.A303; �B
3
; vúc.B

8
;

Ju,boB
2

• 

yA
2 �u.A

1 
adE20

; wA
3
; 

gal.A
1
; pynoA

4 
binA

1
; 

nac.A 30 3; �B 3; nicB 8'

Ju,boB
2
. 

McCULLY e FORBES, 1965 

PIZZIRANI-KLEINER, 1981 

NGA e ROPER, 1968 

pnoA
1 

pabaA
6
; v5 AZEVEDO e ROPER, 1970 

pnoA, pabaA
6
; v5;v5.2 AZEVEDO e ROPER, 1970 

pnoA, pabaA
6
; v25 AZEVEDO, 1971 

nac.A 30 3
; gal.A

1
; nic.B

8
; - Segregante do cruzamento

MSEbín X V 32. 

pynoA
4
; Vz - Segregante do cruzamento MSE X v2

pnoA
1 

pabaA
6
; V3 AZEVEDO, 1971 

pnoA
1 

pabaA
6
; V9 AZEVEDO, 1971 

pnoA
1 

pabaA
6
; v5. 7 AZEVEDO e ROPER, 1970; 

AZEVEDO, 1971. 
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3.2. Marcadores gen�ticos e fen6tipos das marcas util�zadas 

MARCADORES 

adE20

binA
1 

6ac.A30 
3

galA1

Mc.B 8

pabaA
6

)'J/[OA7 

}:){j/[OA 
4

f[,{_boB2

-6B3

-6uA 1 adE20

yA2

wA3 

F E N O T I P O 

Requisito para adenina. 

Produção de conídios uni, bi e trinucleados. 

Incapacidade de crescer em meio cuja Única fonte 

de carbono é o acetato. 

Incapacidade de crescer em meio cuja fonte de 

carbono e a galactose. 

Requisito para ac. nicotínico 

Requisito para ac. p-aminobenzÕico 

Requisito para prolina 

Requisito para piridoxina. 

Requisito para riboflavina. 

Requisito para tiossulfato. 

Supressor da mutação adE20.
Conídios amarelos. 

ConÍdios brancos. 
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3.3. Meios de cultura e soluções 

3. 3. l. Meio Mínimo LPONTECORVO et alii, 1953)

NaN0
3

. . 6,0 g 

KHl04 • . 1,5 g 

KCl 0,5 g 

MgS04. 7H
2

0 . . 0,5 g 

FeS0 
4

. . 0,01 g 

ZnS0
4

. 0,01 g

Glicose. 10 ,o g 

Agar . . 15,0 g 

H
2

0 destilada. 1000 ,o ml 

pH = 6;8 ajustado com NaOH 10%. 

3.3.2. Meio completo (PONTECORVO et alii, 1953 com modificações) 

Adicionou-se ao meio mínimo: 

Peptona. . . . . . . 2,0 g

Caseína hidrolizada. 1,5 g 

Extrato de levedura. . . 0,5 g 

Solução de vitaminas . . 1,0 ml 

pH = 6. 8 ajustado com NaOH 10%
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3.3.3. Meio minimo liquido mais 2% de meio completo 

Ao meio mínimo líquido (meio mínimo sem ãgar) corno indica 

do no item 3.3.1. adicionou-se 2% de meio completo líquido (meio completo 

sem o ãgar, Ítem 3,3.2.) e distribui-se 2,5 ml em tubos de ensaio. Poste-

riormente autoclavou-se. 

3.3.4. Meio minimo de galactose 

O preparo é idêntico ao 
... .  

meio rninirno (Ítern 3, 3. 1.), apenas 

substituindo a glicose por galactose como fonte de carbono. 

pH = 6.1 ajustado com NaOH 10%. 

3.3.5. Meio de acetato de amônio (APIRION, 1962) 

Acetato de amônio . 12,0 g 

KHzP0
4
. . . . . . 3,0 g 

NaCl 2,0 g 

MgS0
4
.7H

2
o. . 0,5 g

FeS0
4

. . . . 0,01 g 

ZnS0
4

. . 0,01 g 

Ágar. . . . . . . 15,0 g 

H
2
o destilada . 1000,0 ml 

pH = 6.1 ajustado com NaOH 10% 
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3.3.6. Solução de vitaminas 

Ácido nicotínico. . . . . 100,0 mg 

Ácido µ-aminobenzõico . . . . . 10,0 mg 

Biotina. . . . . . . . . . . 0,2 mg 

Piridoxina. . . . . . . . . 50,0 mg 

Riboflavina . . . . . . . . 100 ,o mg 

Tiamina. . . . . . . . . . . . . . 50,0 mg 

H2
0 destilada . . . . . . . . 100,0 ml 

A solução foi aquecida em banho maria durante 15 minutos, 

e em seguida guardada em frasco escuro sob clorofÕrmio ã 4
°

c.

3.3.7. Suplementos adicionados ao meio minimo 

O estoque dos suplementos foi preparado adicionando-se ca-

da um deles em ãgua destilada esterilizada. As soluções foram aqueci-

das em banho-maria por 15 minutos e conservadas no refrigerador a 4
°

c.

S u b s t 
-

a n c i a 

Adenina 
Ãc. nicotínico 
µ-aminobenzÕico 
Biotina 
Metionina 
Piridoxina 
Pro li na 
Riboflavina* 
Tiossulfato de sÕdio 

*Conservado em frasco escuro.

Sol. estoque 
100ml de 

-

agua 

500,0 mg 
10,0 mg 

5,0 mg 
4,0 mg 
1,0 g 
5,0 mg 
1,0 g 

10,0 mg 
2,0 g 

Concentração final 
no meio de cultura 

25,00µg/ml 
0,50µg/ml 
0,25µg/ml 
0,20µg/ml 

50,00µg/ml 
0,25µg/ml 

50,00µg/ml 
0,50µg/ml 

100 ,OOµg/ml 
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3.3.8. Solução salina 0,85% 

Foram dissolvidas 8,5 g de cloreto de sódio em 1000ml de â-

gua destilada. Distribuiu-se 9 ml da solução em frascos, 

e os frascos foram conservados ã temperatura ambiente. 

3.3.9. Solução de tween 118011 (0,1% - v/v) 

autoclavou-se 

Preparou-se uma solução de 0,1 ml de tween "80" em 100 ml 

de água destilada. A solução foi distribuída em tubos de ensaio (2,5 ml 

cada frasco), autoclavou-se e os frascos foram conservados ã temperatura 

ambiente. 

3.3.10. Solução de Cloroneb 2% (Ou Pont, 65% de P.A.) 

(l,4-dicloro-2,5-dimetoxil benzeno) 

Dissolveu-se 1 gr de cloroneb em 50 ml de água destilada. 

Posteriormente a solução foi aquecida durante 15 minutos em banho-maria e 

em seguida conservada· ã 4
°

c.
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3.3. 11. Solução de benlate 

Metil-1 (Buticarbamoil) 2-Benzimidazol 

Carbamato (Benlate) • • • 1) • • • 1 • • • 100 mg 

H2o destilada esterilizada, • •  , • • • 100 ml 

O benlate foi dissolvido em 1 gota de acetona e posterior-

mente adicionou-se a agua. Filtrou-se e aqueceu-se a solução em ba-

nho-maria durante 15 minutos. A soluçao foi conservada à 4
°
c.

3.3.12. Solução de p-fluoro fenilalanina (pFA) 

p-fluorofenilalanina

H
2

o destilada esterilizada . .

100 mg 

10 ml 

Uma vez feita a solução, a mesma foi aquecida em 

-maria durante 15 min e posteriormente conservada à 4
°
c.

3.3.13. Solução de albumina 51 

banho-

Preparou-se uma solução com 5 ml de clara de ovo em 95 ml 

de água esterilizada. Filtrou-se a solução e conservou-se em frasco escu 

ro ã 4
°
c.



3.3.14. Solução tampão fosfato pH 6.9 

SOLUÇJ.1:0 A 

H
2
o destilada 

SOLUÇAO B 

Na
2

HPO 
4 

H
2
o destilada

27,8 g 

• •  1000,0 ml

53,65 g 

• •  1000 ,00 ml

. 4 1. 

Misturou-se 45 ml da solução A em 55 ml da solução B. A es 

sa mistura foram adicionados 100 ml de âgua destilada. A mistura foi pr� 

parada no momento do uso e o restante das duas soluções foi mantida ã 4
°

c. 

3.3.15. Solução estoque de Giemsa 

Dissolveu-se 1 g de Giemsa e m  6 6  m l  d e  glicerina 

60°C. Após resfriamento,foram acrescentados 66 ml de metanol. Filtrou-se 

e conservou-se a solução em frasco escuro. 

biente. 

3.3.16. Solução Helly 

Bicromato de potássio . .
B iclo re t o  de mercúrio• 
H2o destilada • . . . . .

3,00 g 
5,00 g 

100,00 ml 

Conservou-se a solução em frasco escuro, ã temperatura am-
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3.3.17. Formol neutro 

O formal neutro foi preparado pela adição de uma parte de 

carbonato de cálcio em três partes de formalina . A solução foi 

esporadicamente durante 10 dias. 

3.3.18. Fixador Carnoy 

Álcool etílico 95% • •  

Ãc. acético glacial • •  

3.3. 19. Mejos de anãlise 

. 3 partes 

• 1 parte

agitada 

Para a análise genética, foram utilizadas uma bateria de 

placas de Petri contendo meio completo (MC), meio mínimo (MM), meio míni

mo suplementado com todos os requisitos nutricionais envolvidos no cruza-

mento (MM+ T), meio mínimo de galactose com todos os requisitos (gal), 

meio de acetato com todos os requisitos (fac), meio mínimo suplementado 

com todos os requisitos, exceto aquele sob análise(por exemplo,MM+T-pyro). 

Para a transferência de colônias foi usado um replicador multifio de 

quel cromo com 26 pontos (AZEVEDO et alii, 1976) . 



3.4. Esterilização e incubação 

Os meios de cultura e as soluções foram esterilizadas em 

autoclave durante 15 minutos à 1 atrn de pressão, exceto nos casos assina

lados. A temperatura de incubação foi de 37
°

c.

3.5. Equipamentos para microscopia e fotografias 

MicroscÕpios: Wild (Heerburgg)M 2034983

Spencer 

Ocular rnicrornétrica: Ernest Leitz Wetzlar (6x). 

O filme utilizado para as fotografias foi o Panatornic X Ko

dak - 32 asas. 

3.6. Obtenção espontânea e manutenção dos variantes deteriorados 

Inoculou-se conídios provenientes da linhagem A com dupli 

caçao no centro de placas de Petri contendo meio completo. Essas placas 

foram incubadas à 37
°

c durante sete dias. A seguir contou-se os setores 

obtidos. 

Os variantes deteriorados foram isolados em placas indivi

duais atraves de inoculação de ponto, ApÕs purificação,estes foram esto

cados em tubos contendo meio completo inclinado, e urna amostra de cada va 
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riante foi mantida em placa de meio completo, através de repiques 

di cos. 

.44 . 

. -perio-

Devido à grande instabilidade desse material, muitos dos 

variantes obtidos não puderam ser analisados. 

3.7. Anãlise genética 

3.7.l. Obtenção de hetero cãrio 

Utilizou-se o método descrito por PONTECORVO et alii(l953).

ConÍdios de duas linhagens foram colocados juntos em igual proporção em 

tubos contendo meio mínimo mais 2% de meio completo (Ítem 3.3.3.) o que 

permitiu a germinação inicial dos esporos. 

ApÕs 3 a 4 dias de incubação à 37
°

c formou-se uma película 

à qual foi transferida para meio mínimo sólido. Essa película foi dividi 

da entre os quadran t es da  p laca, 

heterocarióticos. 

a fim de se formarem os 

3.7.2. Anãlise genética através do ciclo parassexual 

3.7.2.1. Isolamento de diplÕides 

setores 

Pela uniao de núcleos haploides, com requisitos nutricio-
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nais diferentes, pode-se obter diploides capazes de crescer em meio míni-

E f - - b 
. -. 6 07 � . 

mo. ssa usao e astante rara,cerca de 1 diploide em 10 - 1 conidios. 

O material crescido nesse meio foi analisado quanto a di

ploidia, através da cor da colônia e tamanho do conídio. Os diploides 

isolados foram purificados em placas contendo meio mínimo e posteriormeE_ 

te estocados em tubos de meio minimo inclinado. 

3.7.2.2. Anãlise mitõtica 

Essa analise foi feita segundo o método de ROPER (1952), 

utilizando-se o ciclo parassexual. Essa análise possibilita a localiza

ção das mutações nos respectivos grupos de ligação. 

Uma vez obtidos os diploides, procedeu-se a haploidização 

dos mesmos através da adição, em meio completo, de p-FA, na concentraçao 

de 40 µ gr /ml (LHOAS, 1961 e MORPURGO, 1961) e cloroneb na concentraçao 

de 20 µ gr /ml(AZEVEDO e SANTANA, 1975). Quanto ao benlate, a concentraçao 

final no meio de cultura variou dependendo do diploide (Tabela 2). 



Tabela 2 - Concentrações finais de benlate no meio 
· de cultura.

D 1 p 1 o i d e µg/ml de meio 

MSE#ppy 1 

MSE#A 1 

MSEffvs.2
0,2 

MSEfv
25 0,3 

MSEfv
68 

0,3 

MSEfv
67 

0,3 

A haploidização ocorre atraves de nao disjunções 
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suces-

sivas que resultam na recuperação do estado haplÕide (KAFER, 1961). Os di 

plÕides foram inoculados em 4 pontos nas placas e incubados à 37
°

C, duran 

te 10 dias. A seguir os setores originados foram isolados e purificados 

em �eio completo pelo método de estrias. Os haplÕides foram transferi-

dos um a um em 26 pontos fixos em placas com meio completo. Apôs 72 ho

ras de incubação, essas placas foram utilizadas como placas mestras, e 

posteriormente repicadas para os meios de análise, através do replicador 

multifio. As leituras foram feitas após 36, 48 e 72 horas de incubação. 

3.7.3. Anãlise meiõtica 

Essa análise baseia-se no  ciclo sexual do A. nidul.anó se

gundo o método descrito por PONTECORVO e col. (1953) através da análise 
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de ascosporos produzidos em cleistotécios híbridos. 

Os cleistotêcios foram obtidos através da transferência 

da película heterocariõtica (Ítern 3. 7.1.) para placas de meio 
.,. .

mini mo as 

quais foram vedadas com fita celulÕsica e incubadas durante 8 ã 10 dias. 

ApÕs esse período os cleistotécios de maior tamanho (BARACHO, AZEVEDO e 

VENCOVSKY, 1970) foram retirados sob lupa e "rolados" em agar 3%, afim 

de se eliminar micélio, conídios e células de HÜlle aderentes. Urna vez 

lirnpos,eles foram transferidos para tubos de ensaio contendo tween "80" e 

com o auxílio de alça de platina os mesmos foram esmagados contra a pare

de do tubo e em seguida suspendidos em solução. De cada suspensão se

meou-se 0,1 ml em placas com meio completo e o restante foi conservado em 

refrigerador. Através desse plaquearnento, foi possível fazer a análise 

apenas dos cleistotêcios híbridos, Da solução contendo o cleistotécio es 

colhido, foram feitas diluições apropriadas, e a seguir plaqueadas em meio 

completo e incubadas ã 37
°

c por 72 horas. ApÕs esse período, observou-se 

a segregaçao de colônias normais e deterioradas e cada tipo foi repicado 

separadamente em placas de meio completo com 26 pontos cada urna. Estas fo 

rarn incubadas durante 72 horas e a seguir transferidas para os meios de 

análise com o auxílio de um replicador multifio, As leituras foram fei

tas apÕs 36, 48 e 72 horas de incubação. 

3.7.4. Teste de alelismo 

Os variantes deteriorados obtidos no presente trabalho fo-
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ram analisados e a seguir procedeu-se o teste de alelismo, entre varian

tes deteriorados obtidos por outros autores cujo fator de deterioração 

se localizava no mesmo grupo de ligação do variante em questao. 

3.8. Anãlises citolõgicas 

3.8.l. Contagem de ascosporos no interior de cada asco 

Apos a formação das películas heterocariõticas(Ítem 3.7.1.) 

as mesmas foram transferidas para placas de meio mínimo. Cada placa foi 

vedada com fita celulÕsica e incubadas durante 5 dias, a fim de se obter 

cleistotecios de idade apropriada para a observação dos ascos. Os cleis 

totécios escolhidos foram cuidadosamente "rolados" em agar 3% para limpe

sa. Posteriormente os mesmos foram colocados em uma lâmina sobre uma go

ta de tampão fosfato. As paredes dos cleistotecios foram cuidadosamente 

rompidas e removidas com pinça de ponta fina e a seguir o material foi res 

suspendido na gota de tampao. Cubriu-se com lâminula e pressionou-se o 

material entre duas folhas de papel de filtro, para retirar o excesso de 

tampao. Imediatamente após, os bordos das lamínulas foram vedados comes 

malte incolor. Observou-se em microscópio WILD (HEERBURGE) M em objeti

va de lOOx. 

Para as observações morfolÕgicas e as contagens de ascos

poros no interior dos ascos, utilizou-se apenas ascos maturos e intactos, 

pois na lâmina, alem dos ascos observa-se hifas ascogenas, ascos imatu-
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ros, resíduos de parede, ascosporos livres e ascos maturos que se rompe

ra durante o processo de montagem. 

3.8.2. Coloração de ascos 

a - . 
1. Tecnica

3.8.2.l. Fixação 

Cleistotêcios com cinco dias de idade foram coletados, ro

lados em ãgar 3% e posteriormente fixados em solução Carnoy (Ítem 3.3.18) 

durante 4 horas a temperatura ambiente. 

3.8.2.2. Albuminização 

Apos a fixação os cleistotecios foram gentilmente coloca

dos sobre uma gota de albumina 5% (item 3.3.13.) em uma lamínula. As pa-

redes foram cuidadosamente rompidas e retiradas com o auxílio de uma pin

ça de ponta fina. A seguir a suspenssão foi bem espalhada pela lamínula. 

Deixou-se secar. 

3.8.2.3. HidrÕlise 

A hidrólise foi feita em HCl lN durante 10 a 15 mi.nu-

tos a 60
°

c. 
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3.8.2.4. Lavagem 

Foram feitos dois banhos em agua de torneira e um em tam

pao fosfato pH 6.9 (item 3.3.14.), durante 5 minutos cada banho. 

3.8.2.5. Coloração 

ApÕs a lavagem, as lamínulas foram colocadas em vidro relÕ 

gio contendo a solução corante (1 gota de solução estoque Giemsa para 1ml 

de solução tampão) durante 30 min. 

3.8.2.6. Montagem 

ApÕs a coloração as lamínulas foram passadas rapidamente 

em tampao fosfato a fim de retirar o excesso de corante. As lamínulas 

foram colocadas sobre lâminas bem limpas, e pressionadas entre duas fo

lhas de papel de filtro. Os bordos foram vedados com esmalte incolor, e 

as lâminas foram mantidas em câmaras Úmídas à 4
°
c.

2� Têcnica - HCl Giemsa (PAES de BARROS, 1977, com algumas modificações) 

A) Albuminização da laminu1a

Uma gota de albumina 5% (Ítem 3.3.13) foi colocada sobre 
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a lamínula. Os cleistotecios limpos foram colocados sobre essa gota e 

suas paredes gentilmente foram rompidas. Espalhou-se essa suspensao por 

toda a lamínula e deixou-se secar. 

B) Fixação

A lamínula contendo os a scosporos foram colocadas em 5 ml 

de fixador Helly acrescido de 0,3 ml de formol neutro por 20 minutos. 

C) Lavagem

O material foi rapidamente passado em álcool 709. 

D) HidrÕlise

O material foi hidrolisado em HCl lN por 20 minutos a 60
°

C. 

E) Lavagem

Foram feitos dois banhos rápidos em água destilada em di

ferentes frascos. 
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F) Coloração

O material foi corado em solução corante (1 gota de solu

çao estoque Giemsa para l ml de tampão fosfato), durante 20 minutos. 

G) Montagem

As lamínulas foram depositadas sobre lâminas, apos terem 

sido rapidamente passadas em solução tampao. A seguir seus bordos foram 

vedados com esmalte incolor. 

3.8.3. Coloração de conídios 

Conídios foram inoculados em meio completo, e apos tres 

dias de incubação ã 37°C fez-se preparaçoes citológicas dos conídios, se 

guindo-se o método descrito por ROBINOW e CATEN (1969), modificado por 

PAES de BARROS (1977). 

Os conídios foram colocados em uma lamínula contendo uma 

gota de albumina 5%, homogeneizados e espalhados pela lamínula. O proce

dimento para a coloração foi o mesmo descrito no Ítem 4.8.2. (2� Técnica). 

3.9. Anãlises estatísticas 

A fim de se verificar se existe diferenças entre os diâme 
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tros dos conÍdios e núcleos fez-se a anãlise da variância segundo SNEDE-

COR e COCHRAN (1972). A seguir aplicou-se o teste de Tukey para comparar 

os contrastes entre duas medias de tratamentos através da seguinte fÓrmu 

la: 

onde: 

q. 
rr-

q = valor da amplitude total estudentizada a nível de 5 ou 

1% de prob abi li d ade; 

r numero de repetições. 

s = estimativa do desvio padrão residual. 

Todo contraste entre duas médias foi do tipo: Y = m. - m
l_ u

Para análise de segregaçao meiótica dos segregantes resul

tantes de cruzamentos entre os variantes deteriorados e as linhagens con 

troles com a linhagem MSE utilizou-se o teste do x
2
.

O valor de recombinação entre os segregantes, na análise 

meiótica foi calculado pela seguinte fórmula: 

onde: 

R 
e = 

1 
x 100

C = valor de recombinação. 

R = numero de colônias recombinantes. 

T numero total de colônias analisadas. 
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Uma vez obtidos os valores de recombinação calculou-se os 

respectivos desvios padrões, segundo a fÕrmula: 

onde: 

s = (l-p) X 100
N 

p frequência de recombinantes. 

N = número total de colônias analisadas. 

Para se verificar a existência de relação entre o diâme

tro mêdio de ascos e o numero de ascôsporos foi feita uma analise de re-

gressao linear segundo a metodologia de SOKAL e ROHLF (1969), onde o nume 

ro de observações dentro de cada grupo não eram constantes. 
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4. RESULTADOS

4.1. Obtenção de variantes deteriorados 

Para a obtenção de novos variantes deteriorados, inocu-

lou-se conídios da linhagem A em meio completo à 37
°c durante 10 dias. Os 

resultados são apresentados na Tabela 3. 

Tabela 3 - Número de setores obtidos espontaneamente a partir da linha

gem A. 

Total de 
colônias 

171 

Amarelos 

101 (66 ,01%) 

Setores 
verdes 

33 (21,5 7%) 

Deterio
rados 

18 (11,76%) 

Heteroca 
ríôticos 

01 (0,65%) 

Dos setores deteriorados muitos foram instáveis, e 

nas dois foram escolhidos para análises genéticas. Os variantes 

ape

foram 

numerados de a cordo com a nomenclatura seguida por AZEVEDO E ROPER (1970), 

portanto receberam o número v
67 

e v68.
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con1. O variante v
67 

apresentou micélio amarelo claro, sem 

dios, colônias pouco enrugadas e bordos irregulares, grande quantidade 

de células de HÜlle, pouco instável (Figura 2). 

O variante v
68 apresentou micélio castanho, poucos con1.-

dios, estável, com bordos irregulares, produção de muitos 

de tamanhos reduzidos em cruzamentos, porem nao produziu 

cleistotecios 

- . -as cosporos via-

veis, o que impossibilitou analise meiotica, assim como analise citolÕgi_ 

ca de ascos (Figura 2). 

I 

Figura 2 - Variantes deteriorados utilizados para estudos genéticos e c1.

tologicos. 



. 5 7. 

4.2. Anãlises genéticas dos variantes deteriorados 

4.2.1. Cruzamentos controles 

Variantes deterioradas originadas da linhagem A, portado

ra de duplicação, foram analisadas meioticamente e mitoticamente para se 

localizar o determinante de deterioração em cada caso. 

Duas dessas variantes foram estudadas por AZEVEDO (1971), 

e os  resultados obtidos aqui foram comparados com aqueles obtidos pelo au 

tor citado acima. 

Cruzamentos foram feitos entre cada variante deteriorado 

com a linhagem 11 Master" (MSE). As linhagens A e ppy foram também cruza

das com a linhagem MSE como controle para todos os demais cruzamentos. Se-

gregantes haplÕides de A//MSE e ppy//MSE estão representados 

la 4, resultantes da haploidização com benlate. 

Os resultados da análise meiõtica dos mesmos 

na Tabe-

cruzamentos 

sao mostrados na Tabela 5. A segregaçao para marcas nutricionais e para 

cor ocorreu de acordo com o esperado (Tabela 6). 
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Tabela 4 - Segregantes haploides de A//MSE e ppy//MSE. 

Grupo de 
Marcas nutricionais A//MSE ppy//MSE 

ligação 

+ + 

JYlO paba 14 10 

I ptw paba 12 11 

+ 

w 03 11 

II 
w 23 10 

+ 

13 gat 15 
III 

gaf_ 11 08 

)J!:f!{_O 11 08 
IV 

)J!:f!{_O 15 11 

6ac. 
+ 

16 11 

V 

6ac. 10 10 

+ 

11 12 
VI 

!.:, 15 09 

, + 

nA..,(2 15 11 

VII 
Me. 11 10 

'b 
+

)U o 14 14 
VIII 

tu.bo 12 07 
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Tabela 5 - Análise meiôtica dos cruzamentos A//MSE e p�o paba//MSE. 

+ 
p/'W 
p�o 

+ 
µaba 
paba 

+ 

w 
w 

ga.1_ 
+ 

ga.1_ 

. +
YU.C 
ru.e 

'b +
Ju.,CJ 
/Úbo 

A X MSE 

23 
29 

25 
27 

26 
26 

42 

10 

51 
01 

29 
23 

24 

28 

26 
26 

27 

25 

30 
22 

30 
22 

0.69 

0,08 

0,01 

19,69** 

48,08** 

0,69 

0,31 

0,01 

O ,08 

1,23 

1,23 

ppy X MSE 

25 
26 

23 
28 

26 
25 

45 
06 

51 
00 

24 

26 

28 
23 

29 
22 

29 

22 

26 
25 

29 
22 

**Significativo ã nível de 1% de probabilidade. 
t -

Baseado na proporçao 1:1. 

21:ê,
X 

0,02 

1,96 

0,02 

29,82** 

51,00** 

o, 18 

0,49 

0,96 

0,96 

0,02 

0,96 



Tabela 6 - Segregação meiõtica das marcas para cor nos 

cruzamentos controles. 

A X MSE 

Branca 89 

Amarela 66 

Verde 43 

TOTAL 198 

/:C. 
7,36 X 

ppy X MSE 

?* 

28 

26 

54 

X� =0,074 

6 = Baseado na proporçao 2:1:1 (brancos:amarelos:verde). 

* =Baseado na proporçao 1:1 (branco:amarelo).

4.2.2. Variantes deteriorados 

.60. 

Para efeito de comparação, todas as análises mitõticas fo

ram realizadas através de haploidização com cloroneb, benlate e p-fluoro

feni lal anina. 

4.2.2.1. v
25 

A Tabela 7 fornece os resultados da análise de haplÕides 

do cruzamento entre v25 
X MSE. Através da análise meiõtica obteve-se os

valores de recombinação entre o determinante de deterioração e os marca

dores genéticos (Tabela 8). Por essa análise constatou-se que o determi 
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nante de deterioração se encontra localizado à 12,1 unidades de recombina 

ção da marca pyhoA
4

, no _grupo de ligação IV. Alem desse fator de dete-

rioração estâ envolvido também um complexo rearranjamento estrutural en

tre os grupos de ligação VII e VIII e entre os grupos de ligação I e VI. 

Com exceção de l setor originado a partir da haploidização com Benlate e 

três com pFA, todos os setores n,,éc.+ foram também tibo+ e os 11.,,ébo foram 

também vz,,éc_-. 

Com relação aos grupos de ligação I e VI, verificou-se que 

. 
+ -

pela haploidização com pFA, apenas 1 setor foi ,6 pho paba ,os demais f� 

+ + + 
ram ,6 pho paba; o mesmo ocorreu com o Benlate, onde 11 setores 

+ + + 
pho paba ,6 , e 6 pho paba -6 dos 23 analisados.

foram

A Tabela 9 mostra a segregaçao meiõtica do fenótipo dete-

riorado. 
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Tabela 7 - Análise rnitótica do variante v25
·

Cloroneb Benlate pFA 

N D N D N D 

+ + 

p!Lo µaba 33 00 17 00 15 00 
p!Lo µaba 00 00 06 00 04 00 

+ 

w 04 00 13 00 04 00 
w 29 00 10' 00 15 00 

gal_
+ 

00 00 13 00 07 00 

gal_ 33 00 10 00 12 00 

+ 
p!J!LO 13 00 00 00 00 00 
p!J!LO 19 00 23 00 19 00 

óac. 20 00 13 00 17 00 

6ac. 13 00 10 00 02 00 

+ 

-6 14 00 11 00 16 00 
-6 19 00 12 00 03 00 

, + 

24 04 nzc. 00 00 12 00 
nic. 09 00 19 00 07 00 

'b 
+

Jt_,{, o 14 00 03 00 09 00 
Jt,Lbo 14 00 20 00 10 00 



Tabela 8 - Análise meiÕtica do variante v
25.

+ 
P'LO 

p!Lo 

+ 

paba 

paba 

py!Lo 

py!Lo 

+ 
.ó 

.ó 

. + 
MC. 

nic. 

+ 

'b + 
!/:.,{, o 

!Libo 

Normais 

26 

26 

31 

21 

07 

45 

37 

15 

33 

19 

38 

14 

Deterio
rados 

11 

11 

10 

12 

20 

02 

21 

01 

12 

10 

10 

12 

0,00 

0,08 

5,40 

23,8** 

3,44 

6,54* 

Valor de 
ligação 

12,1 

.63. 

s 

O, 40 

**Significativo a nível de 1% de probabilidade, baseado na proporção de 

1: 1. 

*Significativo ã nível de 5% de probabilidade baseado na proporção de

1: 1.



Tabela 9 - Segregação meiotica do fenótipo deteriora

do: v25 X MSE.

F e n Õ t i p o 

Normais (317) 

Deteriorados (54) 

branca 
amarela 
verde 

N9 de 
colônias 

154 
80 
83 

54 

x2 
= Baseado na proporçao de 1 Normal : 1 deteriora

do = 186,4 (significativo ã nível de 1% de pr� 

babi lidade). 

Baseado na proporçao de 6 Normais 1 deteriora 

do = 0,021 (não significativo). 

.64. 
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4.2.2.2. Variante v 5_2

O v
5_2 

e um setor deteriorado originado de v
5

. Segundo 

AZEVEDO (1971), o determinante de deterioração de v
5 

estâ localizado no 

grupo de ligação VIII. Segregantes haplÕides de v
5_2

//MSE revelaram que 

um novo determinante de deterioração localizou-se no grupo de ligação V. 

A Tabela 10 mostra a anâlise dos setores obtidos atraves 

de haploidização, porem devido ao numero escasso de setores deteriorados 

não foi possível determinar com segurança a localização do determinante 

de deterioração v
5_2

, apenas o v
5 

pode ser localizado, confirmando os da

dos anteriormente obtidos. 

Nenhum rearranjamento cromossômico foi encontrado. 

Pela segregaçao meiõtica do fenótipo deteriorado, pode-se 

separar esta classe em dois tipos, segregantes compactos de crescimento 

bastante reduzido e segregantes deteriorados "crinckled", porem nao com-

pactos. (Tabela 12). (Figura 3). 

A análise meiÕtica e mostrada na Tabela 11. 



Tabela 10 -

+ + 
p!Lo paba 
plLo paba 

+ 
w 

w 

gaf 
+

gaf 

p!f!LO 
p!f!LO 

6ac. 
+

tíac. 
+ 

J.i 

J.i 

, + 
n,z,c_ 

n),c_ 

'1Â,bo+ 
'1Â,bo 

Análise mitÕtica do variante 

Cloroneb Benlate 

N D N D 

31 o 15 o 

09 1 00 o 

24 1 02 o 

16 o 13 o 

00 1 09 o 

40 o 06 o 

17 o 10 o 

23 1 05 o 

28 o 10 o 

12 l 05 o 

13 1 09 o 

27 o 06 o 

21 o 10 o 

19 1 05 o 

21 o 00 o 

19 1 15 o 

v5_2· 

pFA 

N Comp. Det. V 5

44 l 1
02 o o 

10 o l
36 1 o

19 o 1
27 1 o

31 o o 

15 1 1 

31 1 o 

15 o 1

25 o 1
21 1 o

27 o o 

19 l l 

00 1 1 
46 o o 

Tabela 11 - Anãlise meiôtica de v5_2.

Deteriorados 
Normais 

Compactos Não compactos 

{Íac. + 23 11 14 
tíac. 29 12 10 

'1Â,bo 05 05 15 
'1Â,bo 47 18 09 

.66. 

Det. V 5. 2

o 

1 

l 
o 

1 
o 

l 
o 

1 
o 

2 
X 

l 
o 

1 
o 

l 
o 

0,09 

24,24** 

-
-

**Significativo a 1% de probabilidade, para a proporçao de 1:1. 
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Tabela 12 - Análise da segregação rneiôtica do fenótipo deteriorado de v5_2.

Normais 

Deterio
rados 

x
2 

brancos 

Não Crinkled. amarelos 

Verdes 

Crinkled 

Compactos 

Não Compactos 

lD: 1N 

2D: lN 

3D: 1N 

brancos 

Amare los 

Verdes 

ns = Não significativo. 

* =Significativo a 5% de probabilidade.

** =Significativo a 1% de probabilidade. 

C1eisto 
técio 

58 

34 

12 

06 

03 

01 

100 

26 

1 

0,6 ns 

21,65** 

Cleisto 
tecio 

46 

53 

25 

10 

02 

02 

177 

33 

2 

14, 8** 

6,25* 

39, 85** 

Cleisto 
teci o 

45 

17 

05 

04 

01 

04 

75 

23 

3 

2,78 ns 

8,30** 
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4.2.2.3. Variante v
6 7 

Este variante foi obtido espontaneamente da linhagem A, e 

pela análise dos setores haplÕides do diplÕide v
67//MSE (Tabela 13) cons

tatou-se que existe uma translocação VI-V e provavelmente o fator de de

terioração deva estar envolvido neste rearranjamento. 

Tabelas 14 e 15 mostram as análises meiõticas e segregaci� 

nal, respectivamente. 

Figura 3 - Segregantes normais e deteriorados (compactos e nao compactos) 
do cruzamento v

5_2 
X MSE.



Tabela 13 - Anãlise mitótica 

+ + 

pno paba 

pno paba 

+ 

w 

9a,/t 

9cu 

+ 

pyno 

pyfLo 

6ac. + 

6ac.

+ 

,6 

. + 

n.zc. 

n.zc. 

'b 
+ 

uo 

túbo 

** = Três 

Cloroneb 

N D 

20 o 

06 o 

03 o 

23 o 

17 o 

09 o 

17 o 

09 o 

14 o 

12 o 

13 o 

13 o 

13 o 

13 o 

09 o 

17 o 

deles mantiveram a 

= A maioria dos setores .6 

.69. 

do variante V 67
" 

Benlate pFA 

N D N D 

22 o 26 o 

03 1 20 1 

17 1 05"'* 1 

08 o 41 o 

18 o 26 o 

07 1 20 1 

13 o 20 o 

12 1 26 1 

11 1 30 l* 

14 o 16 o 

13 1 32 l* 

12 o 14 o 

20 o 26 1

05 1 20 o 

10 o 19 o

15 1 27 1

duplicação I + II.

+

foram tambêm 6ac. 
+

e vice-versa.



Tabela 14 - Analise meiÕtica do variante v
67

, considerando 

apenas as marcas envolvidas no rearranjamento. 

Normais 

44 

34 

35 

43 

Deteriorados 

15 

09 

19 

05 

x
2 

2,5 

0,34 

. 70. 



Tabela 15 - Segregação do fenótipo deteriorado v
67

. 

Normais 
(168) 

Fenótipo 

Brancas 

Amarelas 

N9 de 
colÔni as 

87 

46 

Verdes 35 

Deteriorados 63 
(63) 

2 -
X para a proporçao 1: 1 (n ormal: deteriora  

rado) = 47,6 significativo. 

2 
X para a proporçao 3: 1 (normais: det er i o-

rado) = 0,62 não significativo. 

. 71. 



4.2.2.4. Variante v68

. 72. 

Através da anâlise mitÕtica deste variante (Tabela 16),foi 

possível localizar uma translocação III - VI. Este variante e um setor 

deteriorado da linhagem A, e que provavelmente perdeu parte do segmento 

do I em duplicata, pois ela e auxotrÕfica para as marcas ade bi (Figu-

ra 4). 

I 

II .... . .. ·• . . .. . ·- . . . . .. . . .. . .. . .  . 

i 

I 

II · ·· · · ·· ·  .. ····· ····· · · · · · · ··.·

Figura 4 - Possível constituição do variante v
68

, com relação aos

pos de ligação I e II. 

gru-

Não foi possível analisar meioticarnente este variante, 

pois, embora houvesse produção de uma grande quantidade de cleistotecios, 

não houve produção de ascÕsporos viáveis nos muitos cleistotécíos em que 

se tentou fazer a análise. Este fato deve-se provavelmente ao rearranj� 

menta envolvido neste variante. 



Tabela 16 - Análise 

+ + 
p!Lo paba 

pho paba 

B' +
,{,Q 

Bio 

ad
+ 

ad 

+ 

w 

gal 
+ 

gal 

+ 

p!fhO 

p!fhO 

f/tC 
+ 

na.e 

+ 

,Ó 

' + 
vu.c 

vu.c 

'b 
+ 

uo 

!L,{,bo 

mitótica do variante 

Cloroneb 

N D 

20 1 

o o 

17 1 

03 o 

20 1 

o o 

05 1 

15 o 

08 l 

12 o 

13 1 

07 o 

10 o 

09 l 

10 1 

09 o 

12 1 

07 o 

13 1 

07 o 

. 73. 

v68'

Benlate pFA 

N D N D 

26 o 26 o 

o o o o 

21 o 25 o 

04 o 01 o 

26 o 26 o 

o o o o 

13 o 11 o 

13 o 15 o 

05 o 11 o 

21 o 14 o 

15 o 17 o 

09 o 08 o 

05 o 21 o 

21 o 05 o 

05 o 14 o 

21 o 11 o 

21 o 19 o 

05 o 03 o 

10 o 21 o 

16 o 05 o
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4.3. Anãlises citolõgicas 

4.3. 1. Anãlise de ascos 

Através das análises genéticas pode-se observar que alguns 

variantes apresentaram uma proporção segregacional diferente de 1:1 (nor 

mal:deteriorado). Esta proporção alterada ê devido, em alguns casos, a 

produção de ascôsporos defectivos no interior do asco, ou a produç�o de um 

- -

numero menor que oito ascosporos. 

A Tabela 17 mostra os diâmetros médios e os respectivos 

desvios padrões dos ascos medidos, assim corno o numero de ascôsporos no 

interior de cada asco. 

A Tabela 18 apresenta a análise de var1anc1a considerando o 

diâmetro médio dos ascos em grupos com 8-7-6-5-4 ascôsporos no interior 

dos mesmos. 

Na Figura 5 está representada a reta obtida pela equaçao de 

regressa□ para número de ascÔsporos e diâmetro de asco. 

Para este tipo de análise considerou-se apenas ascos matu-

ros, e aqueles que com certeza nao apresentaram rompimento de parede como 

consequência da técnica. 

Como controle foram usadas as linhagens A, ppy e o varian

te deteriorado livre de translocação, v
5

, o qual apresentou uma segrega

ção de 1:1 (AZEVEDO e ROPER, 1970). 
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As Figuras 6A-6B; 7A-7B , mostram ascos contendo 

poros defectivos e ascos com asc6sporos contendo um número inferior 

ascos-

ª 8,

quando comparados com as linhagens controles (Figuras 9A-9B). 

O número de núcleos em ascosporos maturas é igual 2

(ELLIOTT, 1960). Quando os asc6sporos se encontram no interior dos ascos, 

o número de núcleos é igual à 1; (Figura 10),mesmo quando a linhagem

portadora de conídios binucleados como é o caso da 1 inhagem MSEb. .
lD 

Tabela 18 - Análise da 
.-

considerando diâmetro variancia o me-

dio dos ascos em grupos com 8-7-6-5-4 as cosporos. 

G.L. Q.M.

Entre grupos 4 4 6069n .s.
, 

R.L. 1 17,0044** 

D.R. 3 O 4744n .s.
, 

Dentro de Grupos 11 2, 2511 



y 

14 

13 

12 

11 

10 

9 

8 

7 

6 

5 

• 

• 

4 5 6 7 8 

X 6,0 

. 77. 

y 10,5448 

by/x = 0,8020 

sb = o,2918 

X 

Figura 5 - Reta obtida atraves da equaçao de regressao;x repre-

senta o n9 de ascósporos, e y o diâmetro do asco. 



Figura 6 - Ascos contendo ascosporos abortivos. 

A) Asco do cruzamento v67 X MSE (aumento de

2.600x).

B) Asco do cruzamento v
25 

X MSE (aumento de 
2. 600x).

/ 

. 78. 
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Figura 7 - Ascos contendo um numero de ascosporos inferior ã 8. 

A) Asco do cruzamento v
25 

X MSE, contendo ape

nas 4 ascôsporos. (Aumento de 2.SOOx). 

B) Ascos do cruzamento v
67 

X MSE, contendo 4 

e 6 �scôsporos. (Aumento de 2.600x). 



Figura 8 - Asco proveniente do cruzamento 

v
5_2 

X MSE. (Aumento de 2.SOOx). 

.80. 



Figura 9 

A) Ascos do cruzamento A X MSE. (Au

mento de 2.600x) .

• 

B) Ascos do cruzamento ppy X MSE. (Au

menta de 2.SOOx).

. 81. 



Figura 10 - Asco proveniente do cruzamento 

v
25 

X MSE, corado pela Técnica 

HCl-Giemsa para evidenciar os nú 

cleos dos ascosporos.(Aurnento de 

2.500x). 

. 82. 
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4.3.2. Diâmetro de conTdios e seus n�cleos; numero de n�cleos 

A Tabela 19 mostra os valores ·medi os (m) e os respectivos 

desvios padrões (s) dos diâmetros de 30 conídios haplÕides e de seus nu-

cleos para os variantes deteriorados e linhagens A, MSE, ppy. Os resulta 

dos da analise da variância dos dados apresentados na Tabela 19 estao co-

locados na Tabela 20. Para a comparação entre os diâmetros de conídios 

e núcleos de variantes deteriorados e linhagens normais utilizou-se o tes 

te de Tukey (Tabela 21). 

O variante v32 gal. MC nac'apresentou conídios uni, bi e

trinucleados (Figura 11). A frequência destes estão representados na Tabe 

la 22. 

Figura 11 - ConÍdios uni, bi e trinucleados do variante v
32 gai MC 

nac·
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Tabela 19 - Valores médios (m) e os desvios padrões (s) de 30 conídios e 

núcleos haplÔides em alguns variantes deteriorados e nas li-

nhagens A, MSE e ppy. 

Diâmetro em m1 cr a (JJ) 

Variantes 
Conídio Núcleo 

deteriorados 

s m s 

v
5.2

1, 71 0,25 O, 93 0,13 

v
5 

3,50 0,40 1,28 o, 13 

v
32 gcu. 11,LC. ac.

4,99 0,43 2,05 0,20 

v
2 

2, 13 0,28 O, 97 0,17 

v
9 

2,18 0,28 1,29 0,19 

v5.l
2,29 O, 30 1,60 O, 29 

v
3 

2,83 0,52 1,67 0,33 

A 4, 30 0,23 2,05 O, 19 

MSE 3,50 0,55 1, 72 0,19 

ppy 4,00 0,24 1,476 0,17 
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Tabela 20 - Análise da variância da medida de diâmetro de conÍdios e nu-

cleos haplÕides de variantes deteriorados e das linhagens A, 

MSE e ppy. 

F.V.

Tratamento 

a) Diâmetro do conÍdio Resíduo 

Total 

Tratamento 

b) Diâmetro do niicleo Resíduo 

Total 

G.L.

9 

290. 

299 

9 

290 

299 

**Significativo a 1% de probabilidade. 

Q.M.

34, 80** 

O, 11273 

4,614*>'< 

O ,0785 

C.V.

10, 66% 

18,67% 
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Tabe 1 a 21 - Comparação das medi as dos diâmetros de núcleos e coní di os a-

A 

MSE 

ppy 

v2

V 
3 

vs

vs.1

vs.2

V 
9 

v32 gal

travês do teste de Tukey, de variantes deteriorados e das li-

nhagens A, MSE e ppy.

0 ConÍdios 
------

MSE ppy A 

·)e* * 

-;'ç* 

*'';, ·/ç-Jr. *;'ç ** 

i;;-lç ;.\'k ·)ç;{ ·k"i, 

·)(* n. s. ·-;'ç* *''( 

** -Jck ·}ç* ·k·k 

** ·-)o'ç -;'<* ** 

** -Jct� ** *'"' 

** ** ** n.s.
rH.C ac 

6 0,27 (5%) 

6- 0,31 (1%)

*Significativo a 5% de probabilidade.

>'<>'<Significativo ã 1% de probabilidade. 

n.s. =não significativo.

(/J Núcleos 

MSE ppy 
··-··-----·-- ··---· -------

·l•-* *'"' 

n .s. 

*•-;'ç ,'e* 

n.s. n. s.

·k·k. n. s. 

n. s. n.s.

*·k ·k* 

** n.s.

** ** 

6 0,23 (5%) 

6 O, 26 (1%) 
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Tabela 22 - Frequência de conídios haplÕides uni, bi e tri nuc1eados no 

variante v32 0 , , • ga,z_ n,<_c_ /JaC 

Frequência de nuc1eos N9 de conídios observados 

l 2 3 

V 
32 gal. iuc_ 6ac 

38,06% 53,4% 8,52% 176 
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5. DI SCUSSAO

5.1. Caracter1sticas dos variantes deteriorados 

Todos os variantes estudados apresentaram características 

morfológicas semelhantes jã descritas anteriormente por outros autores 

(AZEVEDO e ROPER, 1970; AZEVEDO, 1971; MENEZES, 1974; ROSATO e AZEVEDO, 

1978; NIFFINEGGER e SOUZA, 1979). 

Alérr da morfologia "crinkled", das alterações na taxa de 

crescimento e conidiação, outras anormalidades foram observadas como, for 

mação de cleistotécios sem ascosporos viaveis (variante v
68

,ítem 4.2.2.4), 

abundante quantidade de células de EÜlle na fas vegetativa (variante v68 

Ítem 4.1.) ,não produção de cleistotécios (variante v32 
~º . 1 

) e ou 
�léu.., n.zc nac 

tras, sugerem que os efeitos causados por aberrações cromossômicas sa o 

muito mais amplos do que simples anomalias morfológicas das colônias (Ii-

gura 2). 

O variante V 
6 7 apresenta-se como um bom material par a se

mapear a translocação nele existente,assim como, estudar detalhadamente 

os padrões de aborto de ascosporos, decorrente dessa aberração. 
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5.2. Anâlises gen�ticas 

5.2.l. Cruzamentos controles 

As segregações rneiôticas e mitôticas dos cruzamentos con-

troles, ocorreram de acordo com o esperado. 

Para o caso do cruzamento A X MSE, as marcas adE
20 

e hiA
1 

(Tabelas 5) ,segregaram, nos dois casos em proporções diferentes de 1:1 

o que é explicado pela presença do segmento em duplicata (adE
20 

biA
7

) do

grupo de ligação I, translocado para o grupo de ligação II na linhagem A 

e também, no caso de adE
20

, pela presença de supressor na linhagem MSE. 

No segundo cruzamento controle (ppy X MSE) (Tabela 5), co

mo ppy e MSE são linhagens prototrôficas para biatina e adenina, a propoE 

ção de 1:1 não foi observada, muito embora surgiram alguns segregantes 

adE
20

, o que é explicado pela presença do gene supressor da adenina 

+ 

(1-,uA adE
20

) na lint,agem HSE, esperando-se portanto uma proporçao de 3 ad 

para ad- o que foi verificado (X
2 

= 4,76).

5.2.2. Variantes deteriorados 

A análise genética dos variantes deteriorados, todos or1g_� 

nados espontaneamente a partir da linhagem A,com duplicação cromossom1ca 

revelou alem da existência de translocaçÕes (variantes v
25

, v67
, v

68
, Tab�

las 7, 13 e 16, respectivamente), também a presença de um Único determinan

te de deterioração (variante v
25

, Tabela 7) ou de dois determinantes de

deterioração (v
5_2, Tabela 10).
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Em todos os casos, com excessao do variante v
68

,o qual não

foi possfvel analisar meioticamente, a segregação de 1 normal: 1 deterio

rado nao foi verificada. Isso pode ser explicado pelos padrões de aborto 

de ascósporos e pela presença de duplos determinantes de deterioração. 

AZEVEDO e ROPER (1970); ,1\ZEVEDO (1971); NIFFENEGGER e SOUZA (1979), expli_ 

caram esse desvio na segregação, como sendo causado por seleção contra e� 

lÔnj as 
. . 

-
. or1g1nar1as de ascÓsporos possuindo o determinante de deterioração. 

Em M,pe/1_9,,U.'l.Lt6 n;duicu1,& aneuplÔides podem se originar de 

con'ídios hap1Õides, dip1Óides ou de ascÕsporos. KAFER (1961) ,mostrou que 

confdios aneup1Õides resultantes de não disjun,,:âo mitôtica ocorrem com 

urna freqüência relativamente alta de 1 � 2%. Os aneuplÔídes mais estuda 

dos sao os dissômicos (n + 1) com uma freqÜ�ncia de 0.1 � 0.3% (UPSHALL, 

-
. 1966). Aberrações cromossonncas aumentam a freqüência de nao disjunção 

rneiôtica,principalmente para os cromossomos envolvidos na ab err ação 

(KAFER, 1965), produzindo um maior número de dissôrnicos para esses cro-

. .  

mossamos (POLLARD et alii_, 1968; UPSHALL, 1974; lJPSHALL e KAFER, 1974). 

Urna alta freqi_iência de nao disjunção mi tôtica do grupo de ligação JJ 

foi observada por tZEVEDO e ROPER (1970) e estudada com mais detalhe por 

GABRIELLI e AZEVEDO (1980) em um isolado denominado v
8

, o qual se or1g1-

nou corno um setor espontaneo da linhagem A. 

Em A. n,,í_dulan6, colônias aneuplÓides tem um cres cimE'nto 

reduzido, sao instáveis, apresentam pouca conidiação, morfologia alterada 

e produzem setores haplóides por perda de um dos cromossomos (UPSHALL, 
.. 

1971, KAFER e UPSHALL, 1973). 
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Pela morfologia, aus�ncia de conidiação e pela segrega-

çao do variante v 25 
(Tabelas 7 e 8), parece ser ele diss;mico para o gru

po de ligação VI. KAFER e UPSHALL (1973), caracterizaram os fenótipos 

dos dissÔmicos para os oito grupos de Jig.Jção de A. 11,{dulcw0. As caracte 

rÍst:icas do var:iante v25
(n+ VI) são condizentes com aquelas descritas PEô_ 

los autores acima mencionados. Uma grande reg1ao de um dos cromossomos 

envolvidos nessa abe1ração nuQ�rica, foi provavelmente trans]ocada para o 

grupo de ligação I, no braço opcsto ao braço onde esta□ localizadas as 

marcas phoA 1 paba.A6 uA2,pois estas se segregaram normalmente quando es

te vari;rnt:e foi cru,:,CJd□ com a linhagem I--JSE (Tabela 8). A Figura 12 mos

tra a possível constituição da linhagem v 25 
e do diplGide v25llMSE,com re

lação aos grupos de ligação envolvidos na aberração. 

Devido ao rearranjamento envolvendo os grupos de 1 i ga-

çao I e VI poderia existir uma tend�ncia de não disjunção entre esses dois 

grupos de ligação, de forma que eles se segregariam preferencialmente J UE_ 

tos durante as divisões mi tôti cas, q ,iando cruzado com a 1 i nhagem MSE. A 

Figura 13 mostra os possíveis passos dessa segregaçao. 



Grupo de 
J i gaç?ío 

I 

VI 

h 
....•.... 

+ 
/_) 

... ··O-··•···•-·· 

+ 

/_) 
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e círculos claros (linhagem dissômica). As linhas contí-

nuas representam o grupo de ligação I e as interrompi das o 

grupo de ligação VI; os parênteses simbolizam o segmento que 

sofreu elis�o e foi translocado para o grupo de ligação 1. 
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cromossomos I e VI de diplÕides v
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//MSE. 
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Al&m dessa prov�vel dissomia encontrada no variante v25
, ou

tra aberração foi observada, urna tr;:mslocação envolvendo os grupos de lig� 

çao VII e VIII (Tabela 7). O determinante de deterioração foi 1oca1izado 

no grupo de Iigação IV ã urna dist�ncia de 12.1 unidades mapa (s=0.40) da 

marca py11.0A
4 

(Tabela 7 e 8). Essa translocação (VII - VIJI) pode ter ocor 

rido i11tersticialrnente ou de maneira insercional no braço oposto� marca 

,t,{bc,B
2 

no L',rupo de ligação VIII,ou oposta ã marca nJ.cB
8 

no grupo de liga-

çao VII. /\través de uma permuta rnitôtica no diplÕide v25
// :,1SE, origina-

rarn-se os 
. + 'b - . - 'b +setores n-cc ,U o ou J·uc. Jt--c o . A Figura 14 representa a se-

gregação rnitôtica desses grupos de ligação, explicando a or1 �m das c]as-

ses recombinantes (Tabela 7). 

Pocle--se supor o mesmo mecanismo apresentado na Figura 14, e�

so a trans1ocação tt°nha ocorrido no sentido VII -+ VIII. Para um correto 

mapeamento entre marcas e o ponto de quebra da translocação seria necess�-

rio um maior número de marcadores genêticos e consequentemente novas ana-

li ses genêt i c as . 

A segregaçao meiõtica do fenótipo deteriorado (Tabela 9) des 

via bastante da segregaçao usual 1:1 (normal: deteriorado). Pe 1 as anali-

ses citológicas pode-se observar uma grande quantidade de ascosporos defi-

cientes (Tabela 17, Figura 6B), e de ascos com um numero de ascosporos 

inferior à oito (Figura 7A, Tabela 17). Isso ê esperado pela presença de 

dois rearranjamentos cromoss�micos. A origem mei6tica desses tipos de 

ascos é discutida no Ítem 6.3.

Este variante v25 
foi isolado e caracterizado h� alguns anos

atras por AZEVEDO (1971). Pelos dados obtidos por esse autor, o determinan 
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te de deterioraç�o deste variante estava envolvido no rearranjamento cro-

mossom1co VII - VIII. Pelos dados aqui obtidos, o determinante de clete-

rioraç�o localizou-se no grupo de Jígaç�o IV (Tabelas 7 e 8), e este va

riante sofreu rearranjos no genoma,al�m da translocaç�o VII - VIII. Essas 

aiteraç�es s;o evidentes e podem ser explicadas pela alta instab:i li dade 

de sistema e pela presença de elementos tr!nsponfveis, os quais n�o sendo 

fixos podem mudar de posiç�o no genoma, levando consigo, parte do DNA do 

local onde ele estava inserido anteriormente. 

Os prJ_rne1ros estudos associados a genes mutadores foram 

feitos por P1ERSON (1914; 1917). DENEREC (1941) evidenciou a autonomia 

de diversos genes mutadores em D1,o,�ophzfa 1.•,{/1_,i_d,i_,6, conduzindo a um curnpor-

tamento gen�tíco inst�vel. Outros casos de instabilidade foram descritos 

por McCLINTOCK (1951) em rnilho,surgindo o conceito de elementos controla-

dores. PETERSON (1953, 1960) detectou instabilidade em milho, no locus pg 

(pale green seedling) devido ao elemento En (Enhancer), em milho. Poste-

riormente no seu estoque pg,ele isolou um novo locus mutante a
1 

(n�o pro

cluç�o de antocianina na aleurona e na planta) ,e mais tarde isolou um no

vo alelo a� (n�o produç�o de antocianina na aleurona e na planta), a par-

tir de urna planta carregando o alelo a
1 

(PETERSON, 1968). A nova instabi-

lidade foi atribufda ao mesmo elemento controlador (En). Em urna planta 

carregando um elemento transponivel,qualquer gene desta planta pode tor-

nar-se "infectado" pelo elemento (FINCHAM e SASTRY, 1974). 

Em microorganismos diversos casos de instabilidade jâ fo

ram descri tos. Em Ne_u.,1,o,6po!La, NEWMEYER (1965) e NEw'MEYER e TAYLOR (196 7), 

relacionaram instabilidade ã inversão pericêntrica, que através de permu-
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ta dá origem a produtos duplicados e deficientes letais. Em A. nidulan�, 

linhagens com duplicação cromoss2mica sao instáveis na mitose (BAINBRIDGE 

e ROPER, 1966; NGA e ROPER, 1968). Variantes deteriorados surgem através 

de novas duplicações em tandem, ou de transposições do segmento extra pa-

ra novos sítios de inserção. V,:niantes ,ne111ln-ados surgem via delcção de 

wn ou outro segmento em duplicata (AZEVEDO e ROPER, 1970). 

Uma outra possível explicação para os resultados adicionais 

aqui encontrados com relação ao variante v
25

,quando comparados com os da

dos anteriores (AZEVEDO, 1971) ê baseado no esquema da Figura 16. Este ti 

po de par0amento pode ter ocorrido ocasionalmente na mitose e o fragmento 

de DNA ac�ntrico,ou parte dele poderia ter-se inserido em algum lugar no 

genoma (em específico no grupo de ligação IV). A formação de pontes pode 

ter tido como consequ�ncia uma não disjunção do cromossomo VI, tornando o 

variante v25  diss2mico para este grupo de ligação. Deve ser considerado

tambêm,que este variantEc,durante cerca de doze anos,foi estocado e subme

tido a várias repi cagens sucessivas, o que aumenta a probabilidade de trans 

posições desses segmentos de DNA para novas pos1çoes no genoma. Essas 

transposições poderiam alterar nao só a expressao gênica,como também pro-

vocariarn novas alterações estruturais no genoma (McCLINTOCK, 1951, 1955, 

1956, 1965; PETERSON, 1968, 1970a, 1970b, 1976; AZEVEDO e ROPER, 1970; 

FINCHAM e SASTRY, 1974; COHEN e KOPECKO, 1976). 

AZEVEDO e ROPER (1970) e AZEVEDO (1971) ,isolaram e caractE:_ 

r1zaram geneticamente o variante v
5.2

(Figura 2). Observaram dois determi

nantes de deterioração, o v
5 

localizado no grupo de ligação VIII e v5.2

no grupo de ligação V. O determinante de v5_2 sõ se expressa fenotipica-

mente na presença de v5. Na ausência de v5,o fenótipo de v5.2 
- - . 

e prox1.mo
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ao normal. 

Devido� escassez de setores deteriorados aqui obtidos,n�o 

foi possível determinar com segurança a localização do determinante v5_2
,

muito embora as anâlises elos 3 setôres deteriorados obtidos (Tabela 11) 

fossem condizentes com os dados obtidos nos trabalhos anteriores (AZEVE-

DO e ROPER, 1970; AZEVEDO, 1971), sugerindo que o determinante de deterio 

raçao v5_2 
localiza-se no grupo de ligação V.

Dois tipos de segregantes morfolÕgicos, foram observados 

quando se cruzou este variante com a linhagem MSE,os quais foram classi-

ficados como deteriorados compactos e deteriorados nao compactos (Fi gu-

ra 3) (Tabela 12). Esses dados sugerem realmente a existência de dois 

determinantes de cleterioração,e a existência de epistasia entre eles. O 

determinante v5_2 
sô tem efeito fenotípico na presença de v5

ROPER, 1970; AZEVEDO, 1971). 

(AZEVEDO e 

A segregaçao do fenótipo deteriorado poderia ser explicado 

da seguinte forma: 
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MSE ( + + ) X 

SEGREGANTES: 

+ + 

} fenótipo normal 

fenótipo deteriorado 

fenótipo deteriorado compacto 

Para se comprovar a existencia desses dois determinantes 

de deterioração torna-se necessário novos cruzamentos entre os deteriora 

dos compactos e os normais, e entre a classe (+ v
5.2

) com a classe (vS+).

A análise mi tôtica dos variantes deteriorados V 
6 7 

e V 
68

(Tabelas 13 e 15) obtidos ã partir da linhagem A,parece indicar que os de 

terminantes de deterioração desses dois variantes estao associados em um 

rearranjamento cromoss3mico (translocação) ,envolvendo os grupos de liga

çao V-VI e III - VI ,respectivamente. Esses dados reforçam a hipótese de 

que o fenótipo deteriorado se origina por novas transposições do segmento 

em duplicata,e que outras possíveis transposições tambem possa ocorrer,co 

mo e o caso desses dois variantes. 

O variante v
68 

provavelmente perdeu parte do segmento em

duplicata localizado no grupo de ligaçãoI , urna vez que esse variante é auxo 
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trÕfico para adE
20 

e biA
7

. 

A Figura 15 (observada para o variante v
25

) poderia ser usa

do para explicar a segregaçao meiõtica do variante v
67

.

Quanto ao variante v68, nao foi possível anaJisâ-lo meiotica

mente. Apesar de haver formação de cleistotêcios de tamanho reduzido, nao 

se detectou ascÕsporos no interior dos corpos de frutificação. Essa nao 

produção de ascÕsporos, pode ser explicada pelo pareamento meiÕtico esque

matizado na Figura 16 (proposto para v
25

). O rompimento das pontes anafâ

s1cas levaria a formação dé produtos com deficiência, os quais seriam 1n-

v1ave1s. Alem da translocação III - VI, este variante manteve a transloca 

çao I ➔ II, o que aumenta o padrão de inviabilidade. 

5.3. Anãlise de ascos e ascosporos 

Alguns variantes aqui estudados apresentaram segregaçoes me1� 

ticas que desviaram da usual de 1 normal: 1 deteriorado. 

Em fungos, var1os fatores sao conhecidos que levam dis-

torçoes na segregaçao. Podem ser citados os mutantes meiÕticos em Neu/LoJ.>-

polrn, que afetam o pareamento e a disjunção cromossom1ca (SMITH, 1975; DE 

Ll,NGE e GRIFFITHS, 1980), tendo como conseqüência aborto de ascosporos; 

os esporos Killer, também em NeU/Lol.>poM, primeiramente reconhecidos pelo 

padrão de aborto de ascosporos (PERKINS e BARRY ,1977); genes citoplasmâti

cos também produzem desvios na segregação. Os primeiros mutantes citoplasmâti_ 
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cos de NeuJL0,6poiLa foram analisados por MITCHELL e MITCHELL (1952). Outro 

fator responsâvel pelo desvio na segregação,são os rearranjamentos cro

mossÔmi cos. Em Neuttohpo!ta as aberrações crornossÔmi cas foram inicialmente 

detectadas através de observações de ascÕsporos defectivos produzidos em 

um cruzamento heterozigoto para um rearranjamento crornossom1co, situaçao 

cornparâvel ao aborto de pÕlen em plantas (BELLING, 1914, citado em PER

KINS e BARRY, 1977),cêrca de 90 a 95% de ascÕsporos resultantes de cruza

mentos homozigotos normais sao viâveis,enquanto que em cruzamentos hetero 

zigoto para translocaçÕes reciprocas, 50% dos ascÕsporos sao defectivos 

e inv1aveis. TranslocaçÕes insercionais e outros tipos de aberrações,pro-

duzern cêrca de 25% de ascÕsporos inviâveis. 

Em Neu/LOl:,pO,ta, o estudo das aberrações cromossômicas e fa 

cilitado através da anâlise de têtrades ordenadas ou não, e mesmo através 

de observação visual dos ascÕsporos inviâveis,pois estes permanecem nao 

pigmentados. Cada tipo de rearranjamento pode ser reconhecido atraves 

do pareamento meiôtico em heterozigotos estruturais, ou pela formação de 

pontes na anâfase e também pela presença de fragmentos acêntricos. Essa 

identificação citológica ê muito semelhante aquela feita em milho. 

Jâ em A. iúdufanh,as análises ci tol ógi cas de aberrações 

cromossômicas sao dificultadas pelo pequeno tamanho d o s  cromossomos 

(ELLIOTT, 1960) muito embora,BOOTHROYD (1978) tenha usado técnicas citolÔ 

gicas bâsicas em microscópio de luz, a fim de se estudar algumas aberra

çoes cromossom1cas e correlacionar cromossomos com grupos de ligação, en

tretanto a espécie não e um bom material para análises citológicas deta-
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lhadas, pelo menos pela t�cnica empregada. 

ELLIOTT (1960) encontrou muitos ascosporos abortivos e as-

cos com numero de ascÕsporos menor que 8 em linhagem que provavelmente era 

portadora de aberração cromossômica. 

Esporos abortivos foram observados nos variantes portadores 

de translocação (v
67 

e v
25

), como mostra a Tabela 17 e as Figuras 6A e 6B. 

A segregaçao meiõtica do fenótipo deteriorado do variante 

v
25 estâ em torno de 6:1 (Tabela 9), e pelas anâlises citológicas observa

-se um certo número de ascÕsporos abortivos e ascos com número de ascÕspo-

ro inferior ã oito. Isso pode ser explicado pela presença das aberra-

çoes cromossômicas numer1cas e estruturais (PERKINS,1975; PERKINS e BARRY, 

1977). As origens rneiÕticas desses tipos de ascos estão representadas nas 

Figuras 15 e 16, supondo ser uma translocação insercional ou 

invertida respectivamente. Corno este variante apresenta dois 

insercional 

rearranJ a-

mentas (translocação e dissomia), as várias combinações entre eles, teriam 

corno consequencia, a produção de um número bem maior de ascosporos aborti-

vos. 
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diplÕicle 
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Proporçio: 6 viâveis:2 inviâveis 

Figura 15 - Origem e constituiç�o de ascos contendo esporos deficientes, prove
nientes de cruzamento entre linhagem portadora de translocaç�o in
sercional (centrÔmeros escuros) com linhagem normal (centrômeros 
claro�), tendo ocorrido (b) ou n�o (a) permuta un1ca. 
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um polo. CentrÔrneros 1 e 4 para um polo. 
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Figura 16 - Pareamento meiotico de uma translocação insercional invertida com 
seu cromossomo homologo normal, ocorrendo permuta nas alças e pos 
terior segregação. Hã formação de pontes anafâsicas e produçao 
de segmentos acêntricos. Essas pontes se rompem, levando a pro
dução de muitos esporos inviâveis ou abortivos. 
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O variante v67 
apresentou uma segregaçao fenotipica de 3:1 (normais: dete

riorados) (Tabela 15). A Figura 15 (definida para o variante v
25

) poderia

também ser usada para explicar o padrão de aborto de esporos. 

Nenhum ascosporo abortivo ou asco com um numero menor que 

oito foi observado no variante v
5_2 

(Figura 8).

As linhagens A, ppy e o variante deteriorado V 
5 

(AZEVEDO e

ROPER, 1970; AZEVEDO, 1971) foram usadas como controle e em nenhum caso 

foram observados esporos abortivos (Tabela 17) (Figuras 9A e 9B) indican

do que os esporos abortivos são resultantes de cruzamentos heterozigotos 

para translocação (PERKINS, 1974 e PERKINS e BARRY, 1977) e nao devido à 

presença de determinantes de deterioração. Os esporos abortivos sao entao 

os responsãveis pelo desvio na segregação. 

Quanto ao diâmetro dos ascos, a anãlise de variância (Tabe 

la 18) mostrou que nao hã diferença significativa entre os grupos consid� 

rados. O estudo de regressão apresentou uma tendência linear significati 

va à 1% de probabilidade (Tabela 18) representada pela equação de regres-

sao esquematizada na Figura 5. 

5.4. Nucleos e con1dios 

As mêdias obtidas para os conidios dos variantes deteriora 

dos (Tabela 19) foram em geral inferiores à linhagem com duplicação A ,com 

excessão do variante v
32 

~º . 
1 

que apresentou diâmetro maior. Valo
g CM__ n.t e O a e. 
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res para diâmetros de núcleos para variantes deteriorados foram menores 

A que os da linhagem A,ou iguais para o caso do variante v
32 gal n,é,c. nac.· 

an�Iise estatística mostrou que as medias dos conídios de variantes dete-

riorados foram significativamente diferentes daquelas da linhagem A,da li

nhagem ppy e da linhagem MSE, com e:x:cessão do variante v
5

. Quanto ao diâ

metro de nÚcleos,as medias dos variantes deteriorados foram significativ!: 

mente diferentes da linhagem A,com excessão do variante v
32 0 

• 1 .  
Com

gaz n,{_c. 0a 

relação ãs linhagens MSE e ppy, alguns variantes deteriorados,tiveram dife 

renças nao significativas com relação ã essas duas linhagens (Tabela 21). 

Dados obtidos por outros autores confirmam esses dados (PAES 

de BARROS,1977; GABRIELLI,1978; NIFFENEGGER e SOUZA,1979). Apesar do ta-

manho reduzido dos cromossomos desta espécie (ELLIOTT, 1960), as altera 

çoes cromossômicas como duplicações podem ser detectadas citologicamente, 

através do tamanho do núcleo. 

Em dissômicos de A. n,é,dulan� os núcleos sao maiores que a

queles da linhagem haplÕide e aqueles de linhagem com duplicação cromossô

mica (PIZZIRANI, 1977; GABRIELLI, 1978). No que diz respeito ao número de 

núcleos nos conÍdios,apenas o variante v
32 

apresentou con1-
g a1 IU. e. 6 ac. ' 

dios uni-bi e trinucleados (Figura 11). PAES de BARROS (1977) atribuiu a 

ocorrência de conÍdios binucleados ao desiquilÍbrio cromossômico ou à exis 

tência de um outro fator alêm da duplicação. PIZZIRANI (1981) relacionou 

a presença de binucleados à gene simples, na linhagem MSE. NIFFENEGGER e 

SOUZA (1979) correlacionou a presença de conídios binucleados à anomalias 

estruturais na conidiação,quando estudava uma serie de variantes deterio

rados. A presença de duplicação agiria de forma indireta no numero de nú-
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cleos. 

Quanto ao variante V o nGmero de nÜcleos 
32 9al IH.e nac' 

coni

diais encontrados poderia ser explicado pela presença de genes com segreg.':: 

ção mendeliana simples,que condicionam a formação de mais de um núcleo no 

confdio, pois este variante ê um segregante meiõtico do cruzamento entre o 

variante v
32

(AZEVED0,1971) com a linhagem MSEbin' d e scri ta por PIZZI-

RANI-KLEINER (1981). Provavelmente este segregante herdou o gene binA
1 

da 

linhagem parental. Duplicação associada ao gene binA
1
, aumenta a porcen-

tagem de confdios com mais de um nÜcleo (PIZZIR/1.NI-KLEINER, 1981); urna pr� 

porção ainda maior pode ser observado no variante v
3

,, _ .,o I. L yru. n,ec 0ac ·

ElJ . .iIOTT ( 1960) ,observou que os as cÔsporos de A. n;..dulanó 

eram binucleados. Com base nos dados aqui obtidos,poder-se-ia dizer que 

ascÕsporos no interior dos ascos são uninucleados (Figura 10) e binuclea 

dos em estágios mais adiantados de maturaçao, ou seja, pÕs-liberação do as 

co. 

Mesmo quando a linhagem ê binucleada,os ascosporos no inte

rior do asco são uninucleados, como ê o caso da MSEb . .in 

5.5. Efeito de diferentes agentes na haploidização 

Os estudos genet1cos com Aópe/1-9�.M n,é.duJ'.Clnó tiveram desen

volvimento maior quando ROPER (1952) e PONTECORVO et alii(l953; 1954) des

cobriram a recombinação mitÕtica nesta espêcie. PONTECORVO et alii (1954), 

deram o nome de ciclo parassexual ao conjunto de processos que envolvia a 
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heterocariose, a diploidia, a recombinação mi tôti ca e a hap loidi zação. A h a

ploidi zação ocorre por não disjunções cromossômicas sucessivas(KAFER,1961) 

e v�rios agentes são conhecidos,os quais induzem haploidização (MORPURGO, 

1961;1-!ASTIE,1970; KAPPAS et al-iiy 1973; 1974; KAPPAS e GEORGOPOULOS, 1974; 

1975; AZEVEDO e PACHECO SANTANA, 1975; AZEVEDO et aliiy 1977). 

O fungicida Benlate(HASTIE,1970) aumenta a freqÜ�ncia de se

gregantes haplÕides,apresentando um comportamento semelhante a p-fluorofe

nilalanina (MORPURG0,1961). Benzimidazole e tiofanato (KAPPAS et al'Íiy l973; 

1974) aumentam a instabilidade em diplÔides de A. iúdulan-6, assim como 

Botran, PCNB, SOPP (KAPPAS e GEORGOPOULOS,1975) e Cloroneb (KAPPAS e GEOR

GOPOULOS, 1975; AZEVEDO e PACHECO SANTANA, 1975; AZEVEDO et aliiy 1977) ,atra

vés de não disjunções mitôticas. 

Pelos resultados das haploidizaçÕes,aqui obtidas com Cloroneb, 

Benlate e pFA,observa-se que o Cloroneb não ê um bom agente haploidizante 

em linhagens portadoras de rearranjamentos cromossômicos. Além deste fungi_ 

cida selecionar algumas marcas como ga1-A
1 

e !t..zboB
2

,ele também provoca um

aumento na proporção de permuta mitÕtica,e que dificulta a localização dos 

rearranjamentos e também de genes nos diferentes grupos de ligação(Tabelas 

7 e 10). Pelos dados apresentados na Tabela 2,observa-se que diplÔides ori 

ginados do cruzamento entre a linhagem MSE e variantes deteriorados sao 

mais sensíveis a este fungicida ,quando comparados com os diplÕides livres 

de deterioração. Provavelmente exista alguma relação entre sensitividade 

ao Benlate e presença do determinante de deterioração. Por outro lado o 

pFA embora produzindo excelentes resultados e de difícil obtenção no País 

e de custo alto. O Benlate, na impossibilidade do uso de pFA deve ser en

tão recomendado para estudos genéticos em A. nidulan-6 envolvendo haploidi

zaçao. 
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Pelos resultados aqui obtidos pode-se concluir que: 

a) Os núcleos de confdios provenientes da linhagem A e de

variantes deteriorados apresentam alterações nos seus 

diimetros devido� presença da duplicação e perda do 

segmento em duplicata respectivamente, quando compara

dos com os núcleos de linhagens haplÔides normais. 

b) Os determinantes de deterioração localizaram-se em gru

pos de ligação outros que os grupos I e II, onde origi

nalmente estava envolvida a duplicação, e em apenas um

caso observou-se a presença de dois determinantes de de

terioração. Transposições originando aberrações cromos

sômicas estruturais e numéricas foram observadas geneti_

camente.

c) Pela comparaçao com dados obtidos anteriormente, obser
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va-se que a estocagem e repicagem das linhagens por um 

período relativamente longo, leva a alterações estrutu 

rais no genoma. atribuídas ã alta instabilidade do sis

tema e provavelmente ã presença de elementos genêticos 

transponíveis. 

d) AscÔsporos no interior dos ascos sao uninucleados, e em

estâgios posteriores apresentam-se binucleados,indican

do que a Última div isão nuclear ocorre pÔs-estâgio de 

asco, mesmo quando a linhagem ê portadora de 

binucleados. 

conÍdios 

e) A presença de aberrações cromoss�micas em cruzamentos he

terozigotos, tem corno consequencia a produção de ascos

com um número de ascÓsporos inferior à 8 ou ascos con

tendo vários ou todos os ascôsporos defectivos.

f) O cloroneb nao ê um bom agente haploidizante em di-

plÔides h eterozigotos para aberrações cromossom1cas.

Este f ungicida alem de aumentar a frequência de permuta

mitótica, possui a capacidade de selecionar algumas mar

cas, dificultando dessa forma as an�lises mitóticas.Ben

late e pFA são recomendados para esses casos.
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