ESTUDOS GENETICO E CITOLOGICO EM VARIANTES
DETER'ORADOS DE #spergi”ws nidulans

LUZIA DORETTO PACCOLA

Orientador: Prof. Dr. JOAO LUCIO DE AZEVEDO

PIRACICABA

Dissertagdo apresentada a Escola
Superior de Agricultura “lLuiz de
Queiroz'’, da Universidade de Sao
Paulo, para obtengado do tituio de
Mestre em Gensética e Melhora-
mento de Plantas,

Estado de Sao Paulo - Brasil

Jutho - 1682



Jandina e Eanesito Paccola

DEDICO



tribuiram para

AGRADECIMENTOS

Expressamos o nosso agradecimento a todos aqueles que con-

a realizagao deste trabalho, especialmente:

Prof. Dn. Joao Lucio de Azevedo, pela orientacao,  con-

fianca e exemplo.
P&oﬁ? ALine Pizzinani-KLeinern, pela colaboragao.

Pnoﬁ? Flavia Maia de Ofiveinra, pela valiosa contribui-

cao e apoio constante.

Pnoﬁ? Yoko B. Rosato, pela atengao, sugestoes oferecidas,

e auxilio na execugao das fotomicrografias.

Prof. Claudio Lopez de Souza Junion, pela inestimavel

orientagao na execugao das analises estatisticas.

Genovega Peisino, pelas sugestoes e cooperagao amiga; Ma
rnia Helena Fungaro, Geraldo Costa Sampaio e Jose Alberti

no Londefo, pela convivencia e alegrias compartilhadas.
Antonio Carlos Monteirno, pelo incentivo e colaboragao.

Instituto de Genetica da ESALQ/USP, na pessoa de seu Di-
retor Prof. Ernesto Patevuiand.

Professores do Curso de Pos-Graduagao em Genética e Me-

lhoramento de Plantas.



Colegas do Curso de Pos-Graduacao pelo companheirismo e

esperangas compartilhadas.

Funcionarios do Departamento de Genetica da ESALQ/USP,
e em particular: Antonio Jose Rocha Campos, Luiz Prospe-
rno e Pawlo Ortofan, pela eficiencia nos servicos tecni-

cos prestados e carinho recebido.

Sns. Jose Broglio e Cleusval Bissi, pelos trabalhos de

montagem, fotografia e datilografia.

Amigos do Departamento de Biologia Geral do Centro de
Ciencias Biologicas da Universidade Estadual de Londrina,

pela oportunidade concedida.

Universidade Estadual de Londrina, que atraves do con—

venio PICD-CAPES concederam-me a Bolsa de Estudos.



LA,

CURRICULUM VITAE

LUZTA DORETTO PACCOLA, natural de Bernardino de Campos,
Estado de Sao Paulo, licenciou-se em Ciencias Biologicas pela Fundagao
Estadual de Londrina em 1977. Iniciou a carreira universitaria nessa mes
ma Universidade em 1978 na qualidade de Auxiliar de Ensino no Departamen-

to de Biologia Geral.

Ingressou no Curso de Mestrado em Genetica e Melhoramento

de Plantas na Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz", em 1980.



INDICE
Pagina

RESUMO . . . . . . . . . ... e e e e e e e e e e e e e xddd
SUMMARY. . . . . . . . . . .. e e e e e e e e e e e e e e XV

1. INTRODUGAD . . . . v v v i v v v e e e e e e e e e e e e 1
2. REVISAO DA LITERATURA. . . . . . . .« . « o .. e e e e e e 3
2.1. Mediadores de recombinacao ilegitima. . . . . . . . N 4
2.2. Instabilidade cromossomica em fungos. . . . . . . . . . . 7
2.3. Aberracoes CromosSOmMicas. . . .« « « « v « v . . . Coe 12
2.4. Aberracoes cromossomicas estruturais. . . . . . . . . . . 14
2.4.1. TranslocagoesS. . « « v v v v v v u e e ... .o 16
2.4.1.1. Importancia das translocacoes . . . . . . 19

2.4.2. INVers0eS. . « « v v v e e e e e e e e e e e 22
2.4.2.1. Importancia das inversoes . . . . . . . . 24

2.4.3. Delecoes e duplicagoes . . . . « .« v « o« v v o . . 25
2.4.3.1. Importancia das delecoes e duplicacoes. . 30

3. MATERIAL E METODOS. . . . « . v v v v et e e e e e e e e 32
3.1. Linhagens Uti192adaS. « « v v e e e e e e e 32
3.2. Marcadores geneticos e fenotipos das marcas utilizadas. . 35
3.3. Meios de cultura e solugoes . . . . . . . « « « v . . . . 36
3.3.7. Meio minimo. . . . . . . . . ... e e e e e e 36

3.3.2. Meio completo. . . . . . . . . .. ... .o 36



3.4.
3.5.
3.6.

3.7.

.3.3.
.3.4.
.3.5.
.3.6.
.3.7.
.3.8.
3.3.9.

W w W W ww

3.3.10.
3.3.11.
3.3.12.
3.3.13.
3.3.14.
3.3.15.
3.3.16.
3.3.17.
3.3.18.
3.3.19.

Meio minimo liquido mais 2% de meio completo..
Meio minimo de galactose. . . . . . . . . . . ..
Meio de acetato de amonia . . . . . . . ..
Solugao de vitaminas. . . . . . . . . . .. . ..
Suplementos adicionados ao meio minimo.

Solugao salina 0,85%. . . . . . . . . . . . . ..
Solucao tween "80" . . . . . . ..

Solugcao de cloroneb 2%. . . . . . . . . . .
Solucao benlate. . . . . . . . . .. ..

Solugao de p-fluorofenilalanina (p-FA) . . .
Solugao de albumina 5%. . . . . . « « . v . . . .
Solugao tampao fosfato pH 6,9 .
Solugao estoque Giemsa. . . . . . v « « . . . . .
Solugao Helly. . . . . . . . . . . o ...
Formol neutro . . . . . . . . . . . .. ..
Fixador Carnoy. . . . . « . « « o « v o «

Meios de analise. . . . « v v v v v v v v . .

Esterilizagao e incubagao. . . . . . . . . . . . . . .

Equipamentos para microscopia e fotografias. . . . . . .

Obtencao espontanea e manutencao dos variantes deterio-

rados. .

3.7.1.
3.7.2.

3.7.3.
3.7.4.

---------------------

Obtencao do heterocario . . . . . . .
Analise genetica atraves do ciclo parassexual . .

3.7.2.1. Isolamento de diploides. . . . . .
3.7.2.2. Analise mitotica. . ... . . . . . ...

Analise meiotica. . . . + v . v v v v e e e e
Teste de alelismo . .

..........

UL

Pagina

37
37
37
38
38
39
39
39
40
40
40
41
41
41
42
42
42

43
43

43
44

44
44

44
45

46
47



3.8. Analises citologicas. . . .

3.9. Analises estatisticas. . .

4. RESULTADOS. .

. . .

-----

3.8.1. Contagem de ascosporos no interior de cada asco.

3.8.2. Coloracao de asco. .

3.8.2.1.
3.8.2.2.
3.8.2.3.
3.8.2.4.
3.8.2.5.
3.8.2.6.

. 3.8.3. Coloracao de conidios.

ooooooo

-------

Fixagao. .
Albuminizagao . .

------

Hidrolise .

........

Lavagem .

Coloragao . .

------

-----

Montagem.

-------

-----

4.1. Obtencao de variantes deteriorados. . .

------

cccccc

. - .

-----

. . =

. . .

4.2. Analises geneticas dos variantes deteriorados .

4.3.

4.2.1.

4.2.2. Variantes deteriorados .

4.2.2.1.
4.2.2.2.
4.2.2.3.
4.2.2.4.

Analises citologicas. . . .

4.3.1. Analise de ascos . . .

Cruzamentos controles.

-----

------

.....

-----

-----

........

------

------

......

-----

. . .

------

4.3.2. Diametro de conidios e seus nucleos; numero de ni-

cleos. .

-----------

RV

Pagina

48

48
49

49
49
49
50
50
50

52

52

55

55

57

57
60

60
65
68
72

74

74

83



5. DISCUSSAD. . . . v v v v v v v v v v e e e e e e e

5.1. Caracteristicas dos variantes deteriorados. . . . . . . .

5.2. Analises geneticas. . . . v v v v v 4 4 e e e e e e
5.2.1. Cruzamentos controles. . . . . . . . . . « . .« o .
5.2.2. Variantes deteriorados . . . . . . . . . . . ..
5.3. Analise de ascoS € aSCOSPOrOS « « « « « o v o o o o o o 4
5.4. Nucleos e conidios. . . .« « . v v v v v v v e e e
5.5. Efeito de diferentes agentes na haploidizacao . . . . . .
6. CONCLUSDES. . . . . . . . ...

VAL

88
89

89
89

100

105
107

109

111



AX.

LISTA DE TABELAS

Tabela ' Pagina
1 - Linhagens e variantes utilizados. . . . . . . . . . ... 34
2 - Concentracoes finais de benlate no meio de cultura . . . 46
3 - Numero de setores obtidos espontaneamente a partir da 1i
nhagem A. . . . . . . .. e e e e e e e e e e e e T. 55
4 - Segregantes haploides de A//MSE e ppy//MSE . . . . . . . 58

5 - Analise meiotica dos cruzamentos A//MSE e ppy//MSE . . . 59

6 - Segregacao meiotica das marcas para cor nos cruzamentos

controles. . . . . . . .. e e e e e e e e e e e e 60
7 - Ané]isg mitotica do variante Voge v v v e e c. 62
8 - Analise meiotica do variante Vog « v v e 63
9 - Segregacao meiotica do fenotipo deteriorado: Vor XMSE. . 64
10 - Analise mitotica do variante Ve oo v v v e . 66
11 - Analise meiotica de Vg o v o e e 66
12 - Analise da segregacao meiotica do fenotipo deteriorado de

Ve g oo .. 67

13 - Analise mitotica do variante V67 e e e e e e e e . 69



Tabela

14

15

16

17

18

19

20

21

22

Analise meiotica do variante V67' ......
Segregacao do fenotipo deteriorado Vez - - o v o o
Analise mitotica do variante V68 .....

Diametros medios (m) e respectivos desvios padroes (s)
de ascos com diferentes numeros de ascosporos.

Analise da variancia considerando o diametro medio dos
ascos em grupos com 8 - 7 - 6 - 5 - 4 ascosporos .

Valores medios (m) e os desvios padroes (s) de 30 coni-
dios e nucleos haploides em alguns variantes deteriorados
e nas linhagens A, MSE e ppy.

Analise da variancia da medida de diametro de conidios
e nucleos haploides de variantes deteriorados e das 1i-
nhagens A, MSE e ppy.

Comparacao das medias dos diametros de nucleos e coni-
dios atraves do teste de Tukey, de variantes deteriora-
dos e das linhagens A, MSE e ppy. .

Frequencia de conidios haploides uni, bi e trinucleados

no variante V32 gal nic ac’

Pagina

70

71

73

75

76

84

85

86

87



LISTA DE FIGURAS

1 - Marcadores geneticos do A. nidufans utilizados. . . ... 33
2 - Variantes deteriorados utilizados para estudos geneticos
e Cito10gicos. . v v v v vt e e e e e e e e e e e e 56
3 - Segregantes normais e deteriorados (compactos e nao com-
pactos) do cruzamento V5.2 XMSE . . . . . . ... .. 68
4 - Possivel constituicao do varianfe V68,~com relagao aos
grupos de ligagao I e II. . . . . . . . . . . . .. . 72
5 - Reta obtida atraves da equacao de regressao. . . . . .. 77
6 - Ascos contendo esporos abortivos . . . . . . . . .. .. 78
7 - Ascos contendo um numero de ascosporos inferior a 8. . . 79
8 =~ Asco proveniente do cruzamento V5.2 XMSE. . . . . . .. 80
9A - Asco do cruzamento A X MSE. . . . . . . . . . oo oo 81
98 - Asco do cruzamento ppy X MSE . . . . . . . . . . .. .. 81
10 - Asco proveniente do cruzamento V25 X MSE, corado pela
tecnica HC1-Giemsa. . . . . « v v v v v v v o v . . - 82
11 - Conidios uni, bi e trinucleados do variante V

32 gaf nic ac



Figura Pagina
12 - Possivel constituicao da linhagem V25 dissomica para ©
grupo de ligagao VI e do diploide V25//MSE. e e e e 92
13 - Modelo proposto para explicar a segregacao mitotica dos
cromossomos I e VI de diploides Vog//MSE. . . . o oL 93
14 - Permuta mitotica e segregacao no diploide V,5//MSE,consi-
derando uma translocagao VIII - VII. . . . . ... . ... 94
15 - Origem e constituicao de ascos contendo esporos deficien-

tes, provenientes de cruzamentos entre linhagem portadora
de translocacao insercional com Tinhagem normal, tendo ou
nao ocorrido permuta unica. . . . . . « . . . v o4 . . . 103

16 - Pareamento meiotico de uma translocacao insercional inver
tida com seu cromossomo cromologo normal,ocorrendo permu
ta nas algas e posterior segregacao. . . . . . . . . ... 104



ESTUDOS GENETICO E CITOLOGICO EM VARIANTES
DETERIORADOS DE Aspergillus nidulans

Luzia Doretto Paccola

Prof. Dr. Joao Lucio de Azevedo

- Orientador -
RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo o estudo genetico e
citologico de setores deteriorados em A. nidufans, originados a partir
de uma linhagem portadora de duplicagao cromossomica. Localizou-se os de
terminantes de deterioracao e, com apenas uma excessao quando dois genes
estavam envolvidos, e nos demais casos um unico determinante de deterio
racao foi responsavel pela morfologia alterada. Foi feita a analise cito
logica dos ascos provenientes de cruzamentos destes variantes com a linha
gem MSE, constatando-se a presenca de ascosporos defectivos em algumas
linhagens. Tambem a comparacao entre tres agentes haploidizantes (clo-

roneb, benlate, pFA), foi observada.

Verificou-se que, alem dos determinantes de deterioracao,
algumas das linhagens sao tambem portadoras de aberragoes cromossomicas
estruturais, as quais nao apenas causam alteragoes morfologicas, mas tam
bem um padrao de inviabilidade semelhante aqueles verificados em outros
seres vivos. A presenga de duplicagao alterou o diametro dos nucleos nas

~

linhagens portadoras e em variantes deteriorados. Finalmente mostrou-se



XAV,
que a estocagem e repilcagem sucessiva, durante um longo tempo desses va-
riantes deteriorados, podem levar a alteracoes no genoma dos mesmos, devi

do a instabilidade do sistema e possivelmente a presenca de elementos

transponiveis.



. XV,

GENETICAL AND CYTOLOGICAL STUDY IN DETERIORATED
VARIANTS OF THE Aspergilfus nidulans

Luzia Doretto Paccola-

Prof. Dr. Joao Lucio de Azevedo

- Adviser -

SUMMARY

This research was carried out aiming the study of
deteriorated sectors which appear in strains with chromosome duplications
in A. ni{dufans. 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'&ﬁplication modified the nuclear
diameter 6f the conidia in carrier strain and in deteriorated variants.
Finally it was showed that storage and sucessive replication of
deteriorated variants during a long period may lead to genome alterations

due to the instability of the system possible due to the presence of

transposable elements.



1. INTRODUCHKO

A mutacao e a recombinagao sao dois mecanismos  responsa-
veis pelas variagoes geneticas individuais ou de populagoes, 3 exer—
cem um importante papel evolutivo. As mutagoes que ocorrem a nivel do

cromossomo levam a rearranjos na estrutura linear dos genes e podem ser
detectados citologica e geneticamente em materiais favoraveis. No fungo
filamentoso A. nidufans, estudos geneticos a esse respeito, sao favoreci
dos pela natureza do material; entretanto o mesmo nao ocorre com as anéli
ses citologicas, que apresentam maior dificuldade devido ao tamanho redu
zido dos cromossomos desta especie (ELLIOTT, 1960). A presenga de dupli
cagoes cromossomicas e a transposigao dos segmentos em duplicata para mno
vos locais no genoma torna a maioria das linhagens desse fungo instaveis
mitoticamente produzindo tres tipos de setores designados de melhorados,
deteriorados e heterocarioticos. A instabilidade pode ser alterada por

uma serie de agentes fisicos ou quimicos.

Os efeitos das aberragoes cromossomicas na meiose sao bem
conhecidos e nao so conduzem ao aparecimento de produtos inviaveis, como

tambem interferem no pareamento e na formagao de quiasmas, reduzindo a



frequencia de permutas.

O presente trabalho teve por objetivo a obtencgao eSponpé
nea de setores deteriorados a partir de uma linhagem portadora de duplica
cao, a localizacao dos determinantes de deterioracao e das aberracoes
cromossomicas atraves de analises genéeticas utilizando os ciclos sexual e
parassexual. Objetivou tambem a analise citologica de variantes deterio-
rados, com relacao ao tamanho de conidios e respectivos nucleos e dos as-
cos quanto ao seu diametro e numero de ascosporos viaveis e inviaveis con
tidos no seu interior. Foi tambem considerado de interesse a compara-
cao entre tres agentes haploidizantes em linhagens portadoras de aberra

goes cromossomicas. _ . SR



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

0 termo "recombinacao ilegitima" foi usado por CAMPBELL
(1962) para descrever certos rearranjamentos cromossomicos,tais como, de-
lecoes, duplicagaes, inversoes e translocagoes que se caracterizam por se
rem obtidos independentemente das fungoes recombinacionais normais e de
homologia de bases entre os segmentos cromossomicos participantes. Por-
tanto elas envolvem recombinacao entre regioes cromossomicas aparente-
mente nao homologas, o que leva a uma alteragao na segiiencia de informa-
coes genetica. Esses processos, em muitos casos observados com alta
frequencia, despertaram especulagoes sobre seu significado biologico. As
recombinagoes ilegitimas, alem de serem importantes mediadores de evolu-
cao e de diferenciagao (HOZUMI e TONEGAWA, 1976) sao tambem responsaveis
pela instabilidade de varios dos sistemas geneticos (NEVERS e SAEDLER,

1977).



2.1. Mediadores de recombinacao ilegitima

Alteragoes drasticas na organizagao cromossomica 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
fenotipica em milho. Entretanto um "elemento controlador" nao permanece
fixo em um sitio no cromossomo, mas e capaz de mover-se de uma posigao
a outra, causando instabilidade na expressao genica e alteragoes estru-
turais em cada novo loco. Dessa forma, os elementos controladores fo-

ram relatados como possiveis agentes de recombinagao ilegitima.

Muitas das mutagaes e rearranjamentos promovidos por ele-
mentos geneticos transponiveis (transposons) sao deleterios. Entretanto,
algumas mutagoes mediadas por segmentos de DNA transponiveis oferecem wvan

tagemaseletiva e adaptabilidade ao organismo.

Sistemas translocacionais tem sido estudados em varios or-

ganismos, desde bacteéria ate o homem.

DAWSON e SMITH-KEARY (1963), propuseram o nome de "episso-—
mos controladores" aos elementos responsaveis pela instabilidade em Saf-

monela.,

SAEDLER e STARLINGER (1967), isolaram a seqiiencia de in-
sercao (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 sequEncias IS alem de controlar a expresszo
genica, tambem foram encontradas em associagao com aberragaes cromossomi-

cas (REIF e SAEDLER, 1975).

0 bacteriofago Mu-1 responsavel pela mutagao polar atraves

de sua insercao no cromossomo de E. col(, semelhante as IS, foi descrito

por COHEN (1976).

A estrutura molecular dessas sequencias, assim como suas
fungaes, tem sido recentemente estudadas (SAEDLER etbalii, 1980; CORNELIS

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

Um grande numero de elementos geneticos transponiveis bacte
rianos codificam tambem resistencia a varios antibioticos. Eles sao de
interesse devido a sua importancia na proliferacao entre populagoes bacte
rianas, resistentes a terapeutica dos antibioticos, bem como podem ser
usados como sistema modelo para estudos dos processos de transposigao(KLE

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

Transposicao da regiao Lac do cromossomo de E. cold, atra-
ves do epissomo F lac foi estudada por varios autores (BECKWITH e SIGNER,

1966; BECKWITH et aliZ, 1966; IPPEN et aliz, 1971).

Os elementos transponiveis incapazes de replicacao autang
ma foram classificados ou como transposons, quando transportam genes de-
tectaveis, ou como seqiiencias de insercao, quando nao transportam genes
detectaveis. Transposons normalmente sao flanqueados por seqﬁéncias de

DNA repetitivo, e algumas dessas sequencias parecem ser elementos IS. Em
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alguns casos os terminais repetidos podem ter orientagao direta (IIDA e

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

IIDA et aliZ (1980), mostraram que elementos IS, podem cau

1
sar deterioragao dos transposons, ou por delegao, excisao ou por recombi

nagao homologa. Os mesmos autores observaram que transposons flanquea-
dos com terminais repetidos invertidos sao mais estaveis que aqueles flan

queados com terminais repetitivos diretos.

O primeiro alelo mutavel em D, mefanogaster foi o alelo
w® no loco "white" (GREEN, 1967; 1969; 1973). Com base na instabilida-
de de w” e na instabilidade de mutantes em milho quando associados com e-
lementos transponiveis, como estudado por McCLINTOCK (1965), GREEN sugere
que a mutagEO w® pode resultar da presenca de um elemento translocavel

no loco "white".

Estudos citologicos em cromossomos de glandulas salivares
de D&Oé5phi£a.foram feitos com a finalidade de se localizar os elementos
transponiveis, atraves de bandamento pela observacao de bandas extras

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

Em plantas, elementos geneticos transponiveis sao bem es-—
tudados em milho. Esses estudos tiveram seu inicio quando EMERSON (1914;
1917) descreveu o elemento controlador P-vv, localizado no loco pericar
po. Recentemente tem-se observado elementos controladores em Antiihinum

majus e Impatiens balsamina (SASTRY et aliz, 1980).

Elementos geneticos transponiveis tambem foram encontrados
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em Saccharomyces cerevisiae (LATEN et alizi, 1976; CAMERON et aliz, 1979;
GREER e FINK, 1979; FINK et aliz, 1980; KLAR et aliZ, 1980), em Aspen-
gillus nidulans (NGA e ROPER, 1968; AZEVEDO e ROPER, 1970) e em Ascobo-

Lus Ammesrsus (DECARIS et aliz, 1980).

. . - . - .
Como fol mencionado, elementos geneticos transponiveils,
alem de serem mediadores de rearranjamentos cromossomicos, Sao tambem
responsaveis pela instabilidade do material genetico em muitos organis-

mos, desde bacterias ate o homem.

2.2. Instabilidade cromossomica em fungos

BARNETT e De SERRES (1963) trabalhando com Newwspora su-
geriram que a causa da instabilidade poderia ser relacionada com transigao
de bases. NEWMEYER e TAYLOR (1967) estudaram um caso de instabilida-
de e a relacionaram com uma inversao pericentrica. Quando ocorre permuta
nessa inversao, origina—~se produtos duplicados e deficientes letais.
NEWMEYER e GALEAZZI (1977) descreveram mutantes que afetam a frequencia
de delecoes em Newrospora. E alem disso, esses mutantes, quando em homo-
zigose, bloqueiam completamente a meiose e a formagﬁo de ascoSporos;
sao sensiveis a luz ultra violeta e aumentam a instabilidade de  dupli-
cacoes (NEWMEYER e GALEAZZI, 1978). TURNER (1975, 1977) fez uma analise
detalhada de uma translocagao em Newrospora. Em Aspergillus nidulans, a
instabilidade esta relacionada com a presenga de material genetico em ex-

cesso. O ciclo parassexual e um processo geneticamente instavel (ROPER,
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1966). Os produtos resultantes desse processo, podem ser cromossomica-
mente balanceados e nao balanceados. A nao disjuncgao ou perda de cromos-
somos da origem a genomas segregantes balanceados (KKFER, 1961). Genomas
nao balanceados sao caracterizados por morfologia alterada. A aneuploi-
dia e duplicagao cromossomica sao as causas mais comuns desse des
balanco, causando consequentemente, instabilidade fenotipica. Os aneu-
ploides sao bastante instaveis e raramente passam pelo processo de meio-
se (BALL e ROPER, 1966). Linhagens com duplicacao parcial sao insta-
veis na mitose (BAINBRIDGE e ROPER, 1966; NGA e ROPER, 1968). Tres linha
gens duplicadas de Aspergiflus nidufans foram analisadas por esses auto-
res e os mesmos verificaram que elas possuem padroes semelhantes de insta
bilidade. Linhagens com duplicagao, apresentam morfologia "crinkled" e
taxa de crescimento e conidiagio reduzidas (NGA e ROPER, 1968). Essas li-
nhagens produzem setores que sao facilmente manipulaveis, e sao resultan
tes de alteragoes intracromossomicas que podem envolver um ou ambos 08
segmentos em duplicata. Delegaes de um ou outro segmento dao origem aos
setores melhorados, os quais sao estaveis e com taxa de crescimento maior
que a linhagem parental (NGA e ROPER, 1968). Novas duplicacoes em tandem,
inversoes e transposigoes do segmento duplicado no mesmo ou em outro gru-
po de 1ig§g50 dao origem aos variantes deteriorados (AZEVEDO e ROPER,
1970). Esta instabilidade recebeu o nome de nao-conformidade mitotica
(NGA e ROPER, 1969; AZEVEDO e ROPER, 1970; ROPER et aqliZ, 1972). Varian-
tes detefiorados muitas vezes apresentam uma maior instabilidade. AZEVE-
DO e ROPER (1970), sugeriram que a transposigao dos segmentos duplicados

para regioes sem duplicagao 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 duplicacao I-II;
os chamados setores heterocarioticos, de frequencia rara. NGA e ROPER
(1966), explicaram o fenomeno da instabilidade como sendo devido a dele-
coes terminais, permuta desigual entre cromatideos irmaos e permuta
mitotica. NGA e ROPER (1969); ZUCCHI (1975) e NIFFINEGGER e SOUZA (1979),
sugeriram que o desbalango cromossomico e o responsavel pela instabilida
de, que as delecoes cromossomicas produzidas sao confinadas aos segmento§
que pfovocam a instabilidade, e estas delecoes podem se extender mais a-
lem da regiao duplicada. CASE e ROPER (1975), estudando diploides nao ba
lanceados, atribuiram permuta mitotica como sendo responsavel pela  ins-—
tabilidade. Segundo BIRKETT e ROPER (1977), o processo mais preciso de
instabilidade vem de duas fontes. A primeira envolve condigoes na qual
o reparo de DNA esta provavelmente reduzido, ou seja, as delecoes se ori-
ginam atraves de lesoes do DNA, talvez 'vazios" em fios unicos,sendo que
a maioria dessas lesoces sao reparaveis. Redugao do reparo por cafeina,ul
tra-violeta ou por mutagoes dariam uma impressao mais acurada da inciden-
cia de erros iniciais. A segunda linha de evidencia & obtida de produtos
da instabilidade. Alguns desses variantes tiveram um acumulo de muta-
coes sucessivas em todos os oito grupos de ligacao, afetando a morfologia

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

Varios sao os fatores que afetam a instabilidade,tais co-
mo, presenca de drogas no meio de cultura, agentes mutagenicos, temperatu

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

dade.



Quadro 1 - Agentes que afetam a instabilidade.
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Agente Agao Referencias
PFA Aumenta a instabilidade MORPURGO, 1961
em diploides.
Azul de Aumenta a instabilidade COOKE et alzi, 1970
tripan em linhagens com dupli-
cagao.
Cafeina Reduz quebras e previne PALMER e ROPER, 1970
reparos. Aumenta a ins
tabilidade em linhagens
duplicadas.
Atebrina Aumenta a frequencia de PALMER e ROPER, 1970

Verde mala-
quita

Benzimidazois
e Tifanato

Genes que con
ferem sensiti

vidade ao U.V.

Trimetil-ben-—
zeno—antaceno

stf-1

delegoes no segmento

translocado.

Aumenta a frequencia de

delecoes.

Aumenta a instabilidade

em diploides.

Aumentam a instabilidade

Obtencgao de linhagens
instaveis com translo

cagoes.

Reduz a instabilidade

PALMER e ROPER, 1970

HASTIE, 1970
KAPPAS et alii, 1973

BURR et aliz, 1971

LEE e NGA, 1973

AZEVEDO, 1975

- Continua -
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Agente

Acgcao

Referencias

Ultra-violeta

Radiacao gama
Cloroneb

Vitavax

Brometo de
e%fdio

Cumarina

EMS

Acriflavina

Aumenta a instabilidade
em linhagens com dupli-

cagao.

Induz translocagoes

Aumenta a instabilidade

Reduz a instabilidade com
acao diferencial sobre a

duplicagao.

Reduz a instabilidade em
diploides e em linhagens

com duplicagoes.

Aumenta a instabilidade
através de delecao do
segmento translocado em

linhagens com duplicagao.

Induz instabilidade

Eliminacao de material
genetico adicional em

variantes deteriorados.

PARAG e ROPER, 1975

ALMEIDA e AZEVEDO, 1981

AZEVEDO et aliz, 1977

AZEVEDO et alii, 1977

BONATELLI e AZEVEDO, 1977

MAJERFELD e ROPER, 1978a

ROSATO e AZEVEDO, 1978

ROSATO e AZEVEDO, 1978

- Continua-
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Quadro 1 - Continuagao.

Agente Agao Referencias
Temperatura Variacao na temperatura, al LIEBER, 1976
tera a instabilidade. NIFFINEGGER e SOUZA,1979
Ultrasom Aumenta a instabilidade de HOUGHTON e O'DOWD,1979
diploides.
Gene binA, Reduz a instabilidade PIZZIRANI-KIEINER, 1981

Existem inumeros outros agentes causadores de instabilida-

de.

Os estudos relativos a instabilidade genetica sao de gran-
de interesse nao s6 no sentido academico, mas tambem para aplicagoes in-

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

cao de degeneracao em linhagens industriais (BALL e AZEVEDO, 1976) .

2.3. Aberragoes cromossomicas

Quando o nimero de cromossomos de um grupo de individuos
de uma mesma especie e determinado,espera-se, em condicoes normais, que
este numero permaneca constante. Esta situagao € esperada pois as espe-

cies sao entidades biologicas razoavelmente constantes e essa estabilida-
de esta relacionada a uma constancia nos numeros, estrutura e genes dos

cromossomos. O numero de cromossomos de uma especie € um dado biologico
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significativo. Porem o cromossomo, como os genes,sao passivel de sofrer
alteragoes estruturais e numericas, as quais desempenham importante papel

evolucionario.

A variacao no numero de cromossomos pode levar a  produ-
cao de celulas com, (1) complementos cromossomicos que sao multiplos exa-
tos do numero basico caracteristico da especie (euploides), ou (2), com
complementos que sao multiplos irregulares do numero basico (aneuploi-

des).

As aberracoes que levam a rearranjos na ordem linear dos
genes podem ser agrupadas em quatro classes: (1), delecoes, (2), duplica-
coes, (3) inversoes e (4) translocacoes. As tres primeiras em regra ge-
ral, afetam somente cromossomos unicos, enquanto que a translocagao pode

envolver um, dois ou mais Cromossomos.

Em material favoravel a detecgao dessas aberragoes pode
ser feita tanto genetica quanto citologicamente. Porem dependendo do ma-
terial, certas aberracoes podem ser observadas a partir de configuracoes
cromossomicas na metafase e anafase I da meiose (SWANSON, MERZ e YOUNG,

1969) .

A primeira aberragao a ser detectada em A. nidufans foi a
diploidia (ROPER, 1952). Como um raro evento, pares de nucleos haploides
diferentes fundem-se nas hifas heterocarioticas originando diploides, os
quais sao razoavelmente estaveis na mitose. Durante o crescimento vegeta

tivo os diploides podem . 'sofrer permuta mitotica e haploidizagao,
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processos que levam a recombinacao.

Dentro dos objetivos propostos nesse trabalho, abordaremos
nessa revisao principalmente as aberragoes cromossomicas estruturais, en-

fatizando sua ocorrencia e suas implicagoes.

2.4. Aberracoes cromossomicas estruturais

O primeiro estudo sobre rearranjamentos cromossomicos em
fungos foi feito utilizando tetrades ordenadas, onde numero e posigao dos
produtos meioticos defectivos proporcionaram informagoes sobre os tipos

de rearranjamentos (McCLINTOCK, 1945).

HESLOT (1958), pioneirou os estudos simultaneos de rear-
ranjamentos cromossomicos com mutantes para cor de esporos em Sordarsia
machospora, donde deduziu a natureza de dois rearranjamentos com padroes

de esporos abortivos em ascos ordenados.

Rearranjamentos cromossomicos em geral sao estudados atra-

ves de 4 métodos diferentes:

1) Quando em heterozigose com cromossomos estruturalmente
normais o rearranjamento causa um padrao de inviabilida
de entre os produtos da meiose. Pelo padrao de aborto de
ascosporos, os varios tipos de rearranjamentos cromoss§
micos podem ser caracterizados em Ascomicetos (PERKINS,

1974; PERKINS e BARRY, 1977). STRICKLAND (1958) empre-
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3)

&)
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gou a tecnica de analise de tetrades em A. nidufans,
e ELLIOTT (1960),observou os padroes de aborto de ascos
poros e numero de esporos menores que oito, o que prova
velmente era um heterozigoto para pelo menos tres aber-

ragoes.

Rearranjamentos dos segmentos tem como resultado dis-
torgoes caracteristicas nas relagoes de ligagao, e em
fungos este e o metodo mais aplicado para identificar
tais rearranjamentos. Os estudos de recombinagao mito-
tica em A. nidufans (ROPER, 1952; PONTECORVO e ROPER,
1953) proporcionaram novos metodos geneticos, nao ape-
nas para localizagao e mapeamento de genes, mas tam-
bem para detecgao de aberracoes,principalmente translo-

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

Espera-se encontrar uma alta freqiiencia de segregantes
com duplicagao entre os produtos viaveis da meiose de
um heterozigoto para o rearranjamento (MYLYK,1975; BIR-
KETT e ROPER, 1977; PERKINS, 1972; 1975; PERKINS e

BARRY, 1977).

Em alguns fungos, os rearranjamentos cromossomicos po-
dem ser reconhecidos atraves de observagoes microscopi
cas no paquiteno de um heterozigoto (BARRY,1967; PERKINS

e BARRY, 1977).
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2.4.1. Translocacoes

Translocacoes em A. nidufans sao facilmente detectadas a-
traves da meiose, ou atraves de haploidizagao de um diplcide heterozigoto
para a translocacao. Metodos de haploidizagao mitotica de diploides
marcados foram usados por KAFER (1958; 1965), PONTECORVO e KAFER (1958).
Esse metodo porem nao diferencia entre translocacoes reciprocas e inser-
cionais, mas e bem empregada para localizagao e formagao de pedigrees

de translocagoes (KAFER, 1965) .

Em muitos organismos a nao disjungao meiGtica e aumentada
em heterozigotos para a translocagao, principalmente entre os dois homolo
gos envolvidos no rearranjamento (GREEL, 1959). POLLARD et aliz  (1968)
tambem observaram este fenomeno em A. nidufans, quando estudaram uma trans
locagao reciproca Tl‘{Vl; V1l). Analise meiotica e um bom metodo para
detectar essas aberracoes atraves da alta frequencia de progenie dissomi-
ca (UPSHALL e KAFER, 1974) fenotipicamente anormal, e em casos favora-
veis, identificar as translocagoes heterozigotas caracterizando a proge-
nie nao disjuncional geneticamente. Isso e possivel em A. nidufans uma
vez que dissomicos para os oito grupos de ligagao, mostram fenotipos espe
cificos (KAFER, 1961). KAFER e UPSHALL (1973) isolaram e caracteriza-
ram todas as possiveis dissomias e trissomias em A. nidulans, as quais
sao reconhecidas pela morfologia anormal, crescimento lento e instabilida
de. Essa instabilidade pode ser reduzida pela indugao de letais recessi-

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

nadas em Neurespora chassa, caracterizando uma serie de rearranjamentos.
O mesmo autor analisou uma série de ascos resultantes do cruzamento entre
linhagens com translocacoes reciprocas e linhagens normais, e estes mos-
traram uma distribuigao distinta das frequencias de tipos de ascos: a) as
cos com oito ascoscoros inviaveis (8 dupl./def.) e ascos com 8 esporos
viaveis (4N+4T) em igual probabilidade; ambos resultantes de  disjungao
normal dos centromeros dos dois cromossomos envolvidos na translocagao,
nao existindo permuta nos segmentos intersticiais proximais aos dois pon-
tos de quebra; b) ascos com quatro ascosporos normais e quatro inviaveis

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

Em translocagoes intersticiais a distribuicao das frequen-
cias de tipos de ascos e diferente das translocagoes reciprocas. Assim, em
heterozigotos para translocacoes intersticiais,pode-se obter ascos com oi-
to ascosporos viaveis(4T:4N) ou 4 viaveis e 4 inviaveis(4Dupl:é4Def), quan-
do nao ocorre permuta, ou 6 viaveis e dois inviaveis(2T:2Def:2Dupl:2N), se

ocorrer permuta.

Uma translocacao heterozigota nao reciproca da uma classe
de recombinantes viaveis, mas como esta carrega um segmento duplicado e

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

Translocacoes reciprocas com pontos de quebra terminais
tambem geram duplicagoes (BURNHAM, 1932; CLUTTERBUCK, 1970). O  resultado
do cruzamento entre linhagens normais com linhagens portadoras de translo-

cagao reciproca quase terminal pode ser:
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a) ascos com 8 ascosporos viaveis(4T:4N) .ou 4 viaveis e 4

inviaveis (4Dupl/Def:4Def/Dupl), quando nao existe permu-
ta.

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

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

Portanto, quando o aborto de esporos e causado por uma
translocagao, varios padroes de ascos sao encontrados, ao contrario do

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

NGA (1968) atraves da radiagao gama verificou a ocorrencia
de varias translocagoes em A. nidufans, as quais se mantiveram morfologi-
camente normais e estaveis. TURNER (1977) estudou geneticamente uma

translocagao terminal em Newtospora.

Em translocagoes reciprocas tambem pode ocorrer nao disjun
gao de um dos pares de centromeros homologos na anafase I,resultando em
segregacao 3:1,dando trissomicos terciarios tendo dois segmentos em exces
so, junto com o produto deficiente (PERKINS, 1974; UPSHALL e KAFER,1974).
KAFER (1965) estudou uma translocacao insercional também em A. nidufans;
PERKINS (1972), PERKINS e BARRY (1977) estudaram em Newrospora e BOND

(1979), em Sorndaria, completando as analises de HESLOT (1958).

Analises geneticas muitas vezes podem ser  complementadas
pelas analises citologicas. Cada tipo de rearranjamento e reconhecido ci
tologicamente pelo pareamento meiotico heterozigoto ou atraves de pontes

anafasicas e presenga de segmentos acentricos. Em fungos analises citolo
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gicas nao sao feitas rotineiramente, embora em Newrospora ela seja  mais
aplicada devido ao fato de que produtos meioticos inviaveis sao visivel-

mente nao pigmentado (BARRY, 1967).

Ja em 1945 (McCLINTOCK) , mostrou que em Newrospora o esta
do heterozigoto para uma translocagao reciproca leva a formacao de anéis
na metafase I, resultando na produgao de uma certa proporgao de ascospo-
ros inviaveis. BARRY & PERKINS (1969), estudaram citologicamente uma
translocacao reciproca heterozigota e observaram a formagao de quadrivalen
tes no paquiteno. Em A. nidufans analises citologicas sao dificultadas
pelo tamanho diminuto de seus cromossomos (ELLIOTT, 1960). Nesse fungo,
o paquiteno nao e o melhor estagio para estudos cromossomicos, entretanto
na diacinese e metafase I, onde os cromossomos estao mais condensadds,
sao os melhores estagios para se estudar as aberragoes (BOOTHROYD,1978).
Catenagoes compactas e aneis foram vistos nessas duas fases, e cromosso-

1

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

para translocagoes durante anafase I e II e telofase I, II.

As evidencias limitadas desse estudo mostrou que o compor
tamento cromossomico meiotico em um heterozigoto para translocagao em

A. nidufans e provavelmente igual ao de organismos superiores.

2.4.1.1. Importancia das -translocacoes

Segundo BURNHAM (1962) as translocagaes tem as seguintes

aplicacgoes:
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1) Sao um bom exemplo para mostrar as relagoes entre cro-
mossomos e genes, entre cromossomos e mapas de ligagao, e concordancia

de resultados geneticos e citologicos.

2) Sao empregados para se determinar a posicao de’ centro-

meros e outros marcadores citologicos, em relagao a marcadores geneticos.

Estas informagaes sao uteis para se estudar problemas rela

cionados com o comportamento citologico dos cromossomos, tais como:

a) fatores que afetam a segregacao cromossomica em trans-

locagoes de milho e Neuwrospora,

b) fatores que afetam a reducao da recombinacao em decor-

rencia de translocacoes.

c) estudos dos efeitos do tamanho dos cromossomos na re-

combinacgao.

d) estudos dos efeitos da regiao organizadora do nucleolo

e dos "Knobs', na recombinagao em milho.

e) testar a presenga de competigao entre megasporos.

f) em especies com segregagao preferencial, o estudo das
relagoes entre a redugao da recombinagao no segmento in

tersticial, e a taxa de aborto dos gametas.
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testar as dimensoes de deficiencias viaveis, especial-

mente segmentos terminais translocados de diferentes
tamanhos.
determinar como o pareamento cromossomico se inicia,

e como ele se desenvolve.

estudo do pareamento cromossomico somatico de dipteros.
As translocagoes sao usadas para se determinar:

o grupo de ligacao de cada cromossomo.

o grupo de ligagao ao qual pertencem os novos genes.

posicao de genes em relacao a marcadores citologicos.

As translocacoes sao usadas para se testar a indepen—

de ligacao.

Para se estudar o modo de heranca de caracteres contro-

lados por 1 ou poucos genes.

6)

Sao empregadas, em combinagao com genes marcadores, no

reconhecimento de certos genotipos de plantas em estagios iniciais do de-

senvolvimento.
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"7 Translocagoes podem ser usadas para duplicar segmentos

internos de cromossomos. Alem de ser possivel o uso para duplicar os lo-
cos de genes conhecidos, e desejaveis; um aumento na dosagem de genes que

controlam caracteres quantitativos sao de bastante valor.

8) Sao usadas para transferencia de genes entre e dentro

de variedades, ou especies.

9) Translocacoes induzidas podem ser usadas para causar es
terilidade de populagoes de insetos e desta forma controlar e erradicar
pragas. Em Neurospora, PERKINS et alii (1969) e PERKINS (1972) usaram

translocagoes para mapeamento genico e de centromero.

SHERMAN e HELMS (1978) estudaram uma translocagao recipro
ca em levedura, a qual envolveu o brago esquerdo do cromossomo V e o di-
reito do cromossomo XVI. O brago do cromossomo V foi quebrado adjacente

ao gene CyC o qual determina a estrutura primaria do iso-2-citocromo-c.

7’
Este fragmento contendo o gene em questao e translocado para o cromossomo

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

2.4.2. Inversoes

Inversao e definida como um rearranjo intracromossomico no

- . o -~ -

qual um segmento de um cromossomo e removido, sofre 180 de rotagcao e e
inserido. O pareamento de dois cromossomos homologos, um possuindo uma

inversao leva a formagao de algas.
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Citologicamente elas podem ser reconhecidas devido a forma

cao de pontes na anafase I e II. Estas sao formadas devido a uma permuta
no segmento invertido, resultando em fragmentos acentricos. Quando essas
pontes se rompem entre os dois centromeros pode haver formagao de dele
goes e duplicagoes parciais, sendo que no primeiro caso ha formagao de es
poros inviaveis e, no segundo, sao formados ascosporos viaveis com parte

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

Em Neurospora crassa, as inversoes cromossomicas descri-
tas foram as do tipo pericentrica (centromero dentro da regiao invertida)
com um ponto de quebra terminal. Do cruzamento entre uma linhagem nor-
mal com uma linhagem portadora de inversao pericentrica, PERKINS (1974)

encontrou os seguintes tipos de ascos:

- ascos com 8 ascosporos viaveis (4N:4Inv) na ausencia

de permuta.

- ascos com 6 ascosporos viaveis e 2 inviaveis
(2N:2Def /Dupl:2Dupl/def:2Inv), na presenca de um unica

permuta.

- ascos com 4 ascosporos viaveis e 4 inviaveis
(4Dupl/Def:4Def /Dup) ,quando ocorre permuta dupla em 4

fios.

A freqiiencia dos ascosporos abortivos depende do tamanho

da inversao, do pareamento e da frequencia de permuta (PERKINS e BARRY,

1977).
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Em Newrospora nao se encontrou até o momento inversoes pa

racentricas. PERKINS (1974), PERKINS e BARRY (1977) sugerem que a nao
deteccao desse tipo de inversao e devido ao fato de que uma permuta
dentro da regiao invertida levaria a formagao de ponte anafasica e fragmen

to, que impediria a separagao na anafase I causando aborto de asco todo.

Em Neurospora tres inversoes foram identificadas (NEWMEYER,
1965; NEWMEYER e TAYLOR, 1967; TURNER et alZZ, 1969). Analises citologi

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

2.4.2.1. Importancia das inversoes
Segundo BURNHAM (1962) as inversoes apresentam as seguin-—
tes importancias:

a) pela analise citogenética das inversoes, & possivel se
estudar filogeneticamente as especies animais e vege-

tais.

b) desempenham importante papel evolucionario.

c) sao uteis para a confecgao de mapas citogeneticos de mi
lho, naqueles cromossomos que nao tem bons marcadores

geneticos.

d) servem para produzir duplicagoes em hibridos.
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e) podem ser usadas para obtencao de homozigose em deter-—

minados cromossomos de Drosophifa.

f) uma inversao paracentrica introduzida em um isocromosso

mo pode originar cromossomos em anel.

g) elas impedem ou dificultam a permuta genetica, pois os
gametas recombinantes geralmente sao inviaveis na sua
quase totalidade. Podem ainda funcionar como  fixado-
res de heterose, quando ocorrem mutagoes letais no
segmento invertido, sendo que os gametas recombiﬁantes

sao inviaveis.

2.4.3. Delecoes e duplicacoes

Delegoes sao definidas como perdas intersticiais ou termi
nais de segmentos cromossomicos, durante o ciclo nuclear. Perdas gran-
des representam um efeito letal, mesmo na condicao de heterozigosidade.
A ausencia de ascos normais e uma indicagao de delegao (ESSER e KUENEN,

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

A presenca de um segmento cromossomico a.mais no  genoma
e definido como duplicacao (BURNHAM, 1962). PRITCHARD (1955) foi quem
pela primeira vez isolou uma linhagem com duplicagao em A. nidufans,duran

te uma selegao de revertentes para adenina, de uma linhagem portadora de
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adEZO. Um revertente aparente possuia um segmento cromossomico extra do
grupo de ligacao I, o qual continha o gene ade?0, ligado em posigao ter-
minal no cromossomo II. Outras duplicacoes foram obtidas em A. nidulans

atraves de translocacoes nao reciprocas.

BAINBRIDGE e ROPER (1966), estudaram uma linhagem com du-
plicacao em A. nidulans obtida por meiose em um cruzamento heterozigoto
para uma translocaggo nao reciproca. Nesta linhagem, uma regiao do bracgo
esquerdo do cromossomo III ligou-se ao final do brago direito do cromosso
mo VIII. O cromossomo III estava normalmente presente. Varias outras 1i
nhagens com duplicacao tem sido obtidaé via translocacoes nao reciprocas
(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 "Crinéled" e ta
xa de crescimento e conidiacao reduzidas (NGA e ROPER, 1968), alem de se-
rem bastante instaveis 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 delecoes de todo ou qua-
se todo do material em duplicata do cromossomo normal ou do translocado.
NGA e ROPER (1968), propuseram a formagao de permuta dentro das al-
cas intracromossomicas para explicar as delecoes. Os setores deteriora-
dos originam-se de novas duplicagoes em tandem, e de transposicao do seg-
mento extra para novos sitios no mesmo ou em outro grupo de ligagcao (NGA
e ROPER, 1968; AZEVEDO e ROPER, 1970; AZEVEDO, 1971). A delecao do segmen

to em duplicata pode se estender alem da duplicagao,dando origem aos se-

tores heterocarioticos, de frequencia rara (ROPER e NGA, 1969). A esse ti
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po de instabilidade foi dado o nome de ''mao conformidade mitotica"  (NGA
e ROPER, 1969; AZEVEDO e ROPER, 1970; ROPER et alii, 1972). Para expli-
car o fenomeno de nao conformidade mitotica, NGA e ROPER (1969) propuse-
ram a existencia de um numero limitado de sitios na membrana,onde a repli
cacao do DNA de segmentos cromossomicos especificos pode iniciar. Nos
segmentos em duplicata existe uma competigao para estes sitios, a qual

provocaria as lesoes responsaveis pela nao conformidade mitotica.

AZEVEDO e ROPER (1970) observaram uma alta frequencia de
nao disjuncao mitotica para o grupo de ligacao III em um isolado Vg de
A. nidufans, originado de uma linhagem haploide portadora de duplicacao.
A frequencia de nao disjuncao nao e alterada por alguns fatores como,tem-
peratura e pH, mas aumenta com a idade do conidio (GABRIELLI e AZEVEDO,

1980) .

A expressao de genes que conferem sensitividade a luz ul-
travioleta em linhagens com duplicacao (genomas nao balanceados) aumen-
tam a instabilidade (BURR et aliZ, 1971). MAJERFELD e ROPER(1978b) obser
varam que o alelo uvéA+ localizado em um segmento em duplicata aumenta a
resistencia a luz ultra violeta tanto no haploide como no diploide desba
lanceado. Provavelmente ocorre uma interagao do produto de uvsA’ com ou

tros produtos genicos do genoma.

VAN de VATE e JANSEN (1978), trabalhando com a linhagem
duplicada (I-II) de A. ncdufans, mostraram que os segregantes meioticos
originam por crossing-over entre os segmentos em duplicata,seguidos de

disjuncao e distribuicao dos cromossomos. Nao encontraram nenhuma indica
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cao de delecoes frequentes durante a meiose. A‘'duplicacao afeta a  fre-
quencia de crossing-over, frequencia esta que & aumentada dentro da dupli
cacao. Portanto segregantes meioticos surgem via recombinacao e nao por

um processo semelhante a nao conformidade mitotica.

ROSATO e AZEVEDO (1978) obtiveram variantes melhorados em
A. nidufans, atraves de eliminagao de material genetico extra de linha-
gens deterioradas pelo uso de acriflavina., BONATELLI e AZEVEDO(1977) tra
taram linhagens duplicadas de A, nidufans com brometo de etidio, e obser
varam que esta droga reduz o numero de setores produzidos por tais linha
gens. E possivel que brometo de etidio, o qual atua no DNA mitocondrial,
reduza o numero de setores devido a falta de energia como consequencia da
inibigao da respiracao. Pode ser tambem que o brometo de etidio,afete a
haploidizagcao e ou crossing-over mitotico devido a sua agao sobre o DNA
e mecanismos de reparo. ZUCCHI e AZEVEDO (1979),analisaram diversos dete
riorados obtidos espontaneamente de uma linhagem portadora de duplicagao,
e estes mostraram que deterioracao pode estar associada a delegao em segmen
tos duplicados. Observaram tambem uma alta taxa de crossing-over mitoti-
co entre o segmento duplicado. Os autores sugeriram que isto possivelmen
te e devido a associagao de crossing-over mitotico e a presenca de dete-

rioracao.

Em Newwosponra, NEWMEYER e TAYLOR (1967) descreveram uma
inversao pericentrica que gera duplicacoes viaveis as quais incluem o lo-
co "mating type". TURNER et alii (1969) estudaram outras inversoes que

tambem produzem duplicacoes de uma porcao do grupo de ligagao I,porem nao
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incluiram o loco '"mating type'". Observaram que um grau de infertilidade
e uma propriedade caracteristica em linhagens com duplicacao. O grau de
infertilidade varia de parcial a completo dependendo da aberracao, e pe-
ritecios sao formados, os quais sao relativamente Barren (peritecios com

pouco ou nenhum ascosporos).

Em A. nidufans duplicagoes geram alteragoes na morfologia
e taxa de crescimento, mas nenhum efeito na fertilidade, ao contrario do
que ocorre em Newtospora;onde esses dois fatores nao sao alterados porem ha
formagao de peritecios Barren. TURNER (1977) estudou uma linhagem dupli-
cada com 2/3 do grupo de 1igag§ovl ligado ao final direito do VI; esta 1i
nhagem e um dos segregantes de um cruzamento heterozigoto para uma trans-—
locagao desigual I - VI; e Barren e a delegao ou do segmento translocado
ou do correspondente no cromossomo normal livra a linhagem desta condicao

Barren. Delecao de segmentos alem do duplicado, resulta em inviabilidade.

NEWMEYER e TAYLOR (1967), mostraram que uma duplicagao nao
tandem e produzida por recombinacao em cruzamentos heterozigotos para uma
inversao pericentrica terminal. As duplicagoes tem seu crescimento ini-
cial inibido, devido ao fato de serem heterozigotas para o loco 'mating
type". Tais culturas livram-se da inibicao como resultado de eventos que

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

NEWMEYER e GALEAZZI(1977) reportaram a instabilidade de uma
duplicagao em Newrospora. Muitos dos produtos Barren se livraram da ini-
bigao devido a crossing-over mitotico ou a grandes delegoes envolvendo

o loco "mating type" e outros marcadores distais.



.30.

Quanto ao aspecto citologico das duplicacoes, como ja foi

mencionado, em Aspengillus nidufans sao dificultadas pelo tamanho reduzi-
do dos nucleos e cromossomos (PONTECORVO et aliZ, 1953; ELLIOTT, 1960).
As alteracoes provocadas pela presenca de duplicagoes sao obseryadas mor
fologicamente, pela redugao do crescimento, pelo aumento no tamanho de co
nidios e alteracoes no diametro e volume de nucleos conidiais (PAES de

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

2.4.3.1. Aplicagoes das duplicagoes e delecgoes

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

duplicagoes e delegoes.

a) servem para se determinar os efeitos de desproporgoes
genicas e comparar esses efeitos com as mutacoes geni-—

cas das mesmas regioes.

b) fixacao de heterose.

c) duplicagoes e delecoes podem fornecer informacoes  in-
teressantes para o estudo de problemas especiais rela-
cionados com 0os cromossomos, como O pareamento € Cros-—

sing-over.

d) as duplicacoes sao um importante fator evolutivo. Cons



e)

f)

g)

h)

i)
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tituem uma das formas de se adicionar material geneti-
co a uma especie. Tendo importancia para a evolucao,
as duplicagoes sao potencialmente importantes para o
melhoramento. Deleg¢oes nao sao tao importantes para a

evolugao.

as delecoes podem ser empregadas para a localizacao de
genes recessivos e para a elaboracao de mapas citogene

ticos.

sao de importancia para estudos de relagao de dominan-
cia. 1Isto e de interesse especial com genes regulato-
rios (METZENBERG et ali%,1974) ,onde informagao sobre a au
tonomia nuclear tambem pode ser obtida comparando  du-
plicacoes heterozigotas com heterocarion de conteudo

genico semelhante.

genes que condicionam incompatibilidade vegetativa fo-
ram identificados e estudados usando duplicagaes (PER-

KINS, 1975; MYLYK, 1975).

duplicagoes em apenas alguns segmentos Cromossomi cos
sao de interesse no estudo de recombinacao mitotica(BAR

RY, 1978, citado em PERKINS, 1979).

linhagens contendo dois organizadores de nucleolo  po-
dem ser produzidas pela duplicagao .de; DNA ribossomal

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

3.1. Linhagens utilizadas

Algumas linhagens usadas neste trabalho sao originarias
dos estoques do Departamento de Genetica da Universidade de Glasgow, Esco
cia, mantidas no Departamento de Genetica da Universidade de Sheffield,
Inglaterra. As linhagens e seus marcadores geneticos sao mostradas na Ta
bela 1. A Figura 1 representa os grupos de ligacao de A. nidufans com os

marcadores geneticos utilizados de acordo com CLUTTERBUCK (1974).



.33.

Gﬁupon§e Mar cadores genéeticos
ligacao
T (I; II)
suAladEZ0 proAl pabaAé  yA? adE?0 bAAT
1 S
wA 3
I1 &
galAl
III S
Iv o - pyroAd binAl
gacA303
v 2=
VI AB3 -
nicBs
VII =
nboB?
VIII o

Figura 1 - Marcadores geneticos do A. nidulans utilizados. Os centrome-
ros estao representados por o. As distancias no mapa nao se

encontram em escala.



Tabela 1 - Linhagens e variantes utilizadas

respectivas marcas geneticas.

LINHAGEM

'""Master Strain E"
(MSE)

"Master Strain E"
(MSE bin)

p/wA7 pabaAé yAz
(ppy)

VARTANTES DETERIORADOS

Vs

V3o gac gal nic

V2pww

GENOTIPO
yAZAuAyadEzo adEZO;
uﬂy‘gdAﬁ pwwAy
facAz,3; 4B 5 nicBg;
hiboBZ.

YA, suA; adE,,; wAg;
gaﬁAI; pgnoA4 bLnA,;
5acA303; 583; nLcBg;

hiboBZ.

pnoA7 pabaAé yAZ

pfwA7 pabaA6 T(I>11)

p/wA7 pabaAé; Ve

pnoA1 pabaAé; VeiVe o

pnoA1 pabaAé; Voe

6acA303; gaﬂAl; n&cBg;

nesse trabalho, com as
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suas
REFERENCIAS

McCULLY e FORBES, 1965

PIZZIRANI-KLEINER, 1981

NGA e ROPER, 1968

AZEVEDO e ROPER, 1970
AZEVEDO e ROPER, 1970

AZEVEDO, 1971

- Segregante do cruzamento

v32 MSEbin X V32.
pg&0A4; vy = Segregante do cruzamento MSE X V2
pnoA, pab@Aé; Vg AZEVEDO, 1971
pnaA, pabaAé; Vg AZEVEDO, 1971

p/LoA7 pabaAé; Vs

AZEVEDO e ROPER, 1970;
AZEVEDO, 1971.
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3.2. Marcadores geneticos e fenotipos das marcas utilizadas

MARCADORES

adEZO

binA,

5acA303

gaﬂAI

nLcBg

pabaAé
prLoA,
pgn0A4
&iboBz

583

AUAT adEzo

yA,

wA 3

FENDTIPO

Requisito para adenina.

Producao de conidios uni, bi e trinucleados.

Incapacidade de crescer em meio cuja unica fonte

de carbono & o acetato.

Incapacidade de crescer em meio cuja fonte de

carbono e a galactose.

Requisito
Requisito
Requisito
Requisito
Requisito
Requisito

Supressor

para

para

para

para

para

para

ac. nicotinico

ac. p-aminobenzoico
prolina

piridoxina.
riboflavina.

tiossulfato.

da mutacao adE?O’

Conidios amarelos.

Conidios brancos.
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3.3. Meios de cultura e solugoes

3.3.1. Meio Minimo (PONTECORVO et al<z, 1953)

NaNOB. e e e e e e e e e e 6,0 g

e e e e e e e e 1,5
KH 20, g

KCl . . . .+ v 0 v o 0,5 g

Mg804.7H20 e e e e e e e 0,5 g
FeSOA. e e e e e e e e e . 0,01 g
ZnSO,. v v v e e e 0,01 g

Glicose. . . . « v « &« . . 10,0 g
Agar . . . . . . . . . . .. 15,0 g

HZO destilada, . . . . . . . 1000,0 ml

pH = 6,8 ajustado com NaOH 107.

3.3.2. Meio completo (PONTECORVO et alZi, 1953 com modificagoes)

Adicionou-se ao meio minimo:

Peptona. . . . . . . . . .. 2,0¢g
Caseina hidrolizada. . . . . 1,5 g
Extrato de levedura. . . . . 0,5 g
Solugao de vitaminas . . . . 1,0 ml

pH=6.8 ajustado com NaOH 107



3.3.3. Meio minimo 1iquido mais 2% de meio completo

Ao meio minimo liquido (meio minimo sem agar) como

.37.

indica

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

sem o agar, item 3.3.2.) e distribui-se 2,5 ml em tubos de ensaio. Poste-

riormente autoclavou-se,

.3.3.4. Meio minimo de galactose

substituindo a

3.3.5.

O preparo & identico ao meio minimo

glicose por galactose como fonte de

pH = 6.1 ajustado com NaOH 10%.

Meio de acetato de amonio

Acetato de amonio

KH2P04. e e e

NaCl . . . . .

MgSO,.7H,O.

4° "2 '

FeSO4 e e e e

ZnSO4 v e e

Agar. . . . . .

H20 destilada .

pH = 6.1 ajustado

-

NaOH 107

.

(APIRION,

»

.

(item 3.3.1.),

carbono.

1962)

12,0 g

0,01 g
0,01 g
15,0 g

1000,0 ml

apenas



3.3.6. Solugao de

vitaminas

KAcido nicotinico. . . . . .

Acido p-aminobenzoico .

Biotina.

Piridoxina.

Riboflavina . . . . . .

Tiamina.

H,O0 destilada .

2

100,0

10,0

50,0
100,0
50,0

100,0

.38.

mg

mg

mg

mg

mg

mg

ml

A solugao foi aquecida em banho maria durante 15 minutos,

. - . ~ ,0
e em seguida guardada em frasco escuro sob cloroformio a 4 C.

3.3.7. Suplementos adicionados ao meio minimo

O estoque dos suplementos foi preparado adicionando-se ca-

da um deles em agua destil

ada esterilizada. As solugoes foram aqueci-

. . . ~ o}
das em banho-maria por 15 minutos e conservadas no refrigerador a 4 C.

Sol. estoque

Concentragao final

Substancia 100ml de no meio de cultura
agua
Adenina 500,0 mg 25,00ug/ml
Ac. nicotinico 10,0 mg 0,50ug/ml
p-aminobenzoico 5,0 mg 0,25ug/ml
Biotina 4,0 mg 0,20ug/ml
Metionina 1,0 g 50,00ug/ml
Piridoxina 5,0 mg 0,25ug/ml
Prolina 1,0 g 50,00ug/ml
Riboflavina¥* 10,0 mg 0,50ug/ml
Tiossulfato de sodio 2,0 g 100,00ug/ml

*Conservado em frasco

escuro.
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3.3.8. Solucao salina 0,85%

Foram dissolvidas 8,5 g de cloreto de sodio em 1000l de a-
gua destilada. Distribuiu-se 9 ml da solugao em frascos, autoclavou-se

e os frascos foram conservados a temperatura ambiente.

3.3.9. Solucao de tween "80" (0,1% - v/v)

Preparou-se uma solucao de 0,1 ml de tween "80" em 100 ml
de agua destilada. A solugao foi distribuida em tubos de ensaio (2,5 ml
cada frasco), autoclavou-se e os frascos foram conservados a temperatura

ambiente.

3.3.710. Solucao de Cloroneb 2% (Du Pont, 65% de P.A.)

(1,4-dicloro-2,5-dimetoxil benzeno)

Dissolveu-se 1 gr de cloroneb em 50 ml de agua destilada.
Posteriormente a solugao foi aquecida durante 15 minutos em banho-maria e

. S o
em seguida conservada a 4 C.
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3.3.11. Solucao de benlate

Metil-1 (Buticarbamoil) 2-Benzimidazol

Carbamato (Benlate), . +» s ¢« « « « + .+ . 100 mg

HZO 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 solugao em ba-

. . ~ . - le)
nho-maria durante 15 minutos, A solucao foi conservada a 4 C,

3.3.12. Solucao de p-fluoro fenilalanina (pFA)

p-fluorofenilalanina . . . . . . . . . 100 mg
H20 destilada esterilizada. . . . . . . 10 ml
Uma vez feita a solugao, a mesma foi aquecida em banho-

. . . ~ ,0
-maria durante 15 min e posteriormente conservada a 4 C.

3.3.13. Solucao de albumina 5% %

Preparou-se uma solugao com 5 ml de clara de ovo em 95 ml
de agua esterilizada. Filtrou-se a solugao e conservou-se em frasco escu

ro a 4°C.
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3.3.14. Solucao tampao fosfato pH 6.9

SOLUGAD A
NaH PO, . . . . . . . ... 27,8¢
HZO destilada . . . . . . . 1000,0 ml
SOLUCAO B
Na2HPO4 e e e e e e e e e 53,65 g
HZO destilada . . . , . . . 1000,00 ml

Misturou-se 45 ml da solugao A em 55 ml da solugao B. A es
sa mistura foram adicionados 100 ml de agua destilada. A mistura foi pre

~ . . ~ ,0
parada no momento do uso e o restante das duas solugoes foi mantida a 4 C.

3.3.15. Solucao estoque de Giemsa

Dissolveu-se 1 g de Giemsa em 66 ml de glicerina a
60°C. Apos resfriamento,foram acrescentados 66 ml de metanol. Filtrou-se

e conservou-se a solugao em frasco escuro.

3.3.16. Solugao Helly

Bicromato de potassio. . . . . 3,00 g
Bicloreto de mercurio. - - - 5,00 g
HZO destilada. . . . . . . . . 100,00 ml

Conservou-se a solugao em frasco escuro, a temperatura am—
biente.
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3.3.17. Formol neutro

0 formol neutro foi preparado pela adigao de uma parte de
carbonato de calcio em tres partes de formalina. A solugao foi agitada

esporadicamente durante 10 dias.

3.3.18. Fixador Carnoy

Alcool etilico 957 . . . . . 3 partes

Kc. acetico glacial. . . . . 1 parte

3.3.19. Mejos de analise

Para a analise genetica, foram utilizadas uma bateria de
placas de Petri contendo meio completo (MC), meio minimo (MM), meio mini-
mo suplementado com todos os requisitos nutricionais envolvidos no cruza-
mento (MM + T), meio minimo de galactose com todos os requisitos (gal),
meio de acetaéo com todos os requisitos (fac), meio minimo suplementado
com todos os requisitos, exceto aquele sob analise(por exemplo,MM+T-pyro).
Para a transferencia de colonias foi usado um replicador multifio de ni-

quel cromo com 26 pontos (AZEVEDO et aliz, 1976).
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3.4. Esterilizacao e incubacao

Os meios de cultura e as solugoes foram esterilizadas em
autoclave durante 15 minutos a 1 atm de pressao, exceto nos casos assina-

lados. A temperatura de incubagao foi de 37%C.

3.5. Equipamentos para microscopia e fotografias

Microscopios: Wild (Heerburgg)M 2034983

Spencer
Ocular micrometrica: Ernest Leitz Wetzlar (6x).

O filme utilizado para as fotografias foi o Panatomic X Ko-

dak - 32 asas.,

3.6. Obtencao espontanea e manutencao dos variantes deteriorados

Inoculou-se conidios provenientes da linhagem A com dupli
cacao no centro de placas de Petri contendo meio completo. Essas placas
. ~ o . .
foram incubadas a 37 C durante sete dias. A seguir contou-se 0s setores

obtidos.

Os variantes deteriorados foram isolados em placas indivi-
duais atraves de inoculagao de ponto, Apos purificagao,estes foram esto-

cados em tubos contendo meio completo inclinado, e uma amostra de cada va



NN
riante foi mantida em placa de meio completo, atraves de repiques perio-

dicos.

Devido a grande instabilidade desse material, muitos dos

variantes obtidos nao puderam ser analisados.

3.7. Analise genetica
3.7.1. Obtencao de heterocario
Utilizou-se o metodo descrito por PONTECORVO et alzz(1953).
Conidios de duas 1inhégens foram colocados juntos em igual proporcao em

tubos contendo meio minimo mais 272 de meio completo (item 3.3.3.) o que

permitiu a germinagao inicial dos esporos.

- . . ~ ~ (s] -
Apos 3 a 4 dias de incubagao a 37 C formou-se uma pelicula
a qual foi transferida para meio minimo solido. Essa pelicula foi dividi
da entre os quadrantes da placa, a fim de se formarem os setores

heterocarioticos.

3.7.2. Analise genetica atraves do ciclo parassexual

3.7.2.1. Isolamento de diploides

Pela uniao de nucleos haploides, com requisitos nutricio-



L45.
nais diferentes, pode-se obter diploides capazes de crescer em meio mini-

mo. Essa fusao e bastante rara,cerca de 1 diploide em 106—-107 conidios.

0 material crescido nesse meio foi analisado quanto a di-
ploidia, atraves da cor da colonia e tamanho do conidio. Os diploides
isolados foram purificados em placas contendo meio minimo e posteriormen

te estocados em tubos de meio minimo inclinado.

3.7.2.2. Analise mitotica

Essa analise foi feita segundo o metodo de ROPER (1952),
utilizando-se o ciclo parassexual. Essa analise possibilita a 1localiza-

cao das mutacoes nos respectivos grupos de ligacgao.

Uma vez obtidos os diploides, procedeu-se a haploidizacao
dos mesmos atraves da adigao, em meio completo, de pP-FA, na concentracao
de 40y gr/ml(LHOAS, 1961 e MORPURGO, 1961) e cloroneb na concentragao
de 20 1 gr/ml(AZEVEDO e SANTANA,1975). Quanto ao benlate, a concentraggo

final no meio de cultura variou dependendo do diploide (Tabela 2).
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Tabela 2 - Concentracoes finais de benlate no meio
“de cultura.

Diplodide ug/ml de meio

MSE//ppy 1

MSE//A 1

MSE//V. 0,2
MSE//V ¢ 0,3
MSE//V, o 0,3
MSE//V, 0,3

A haploidizacao ocorre atraves de nao disjungoes suces-

sivas que resultam na recuperacao do estado haploide (KKFER, 1961). Os di
ploides foram inoculados em 4 pontos nas placas e incubados a 370C, duran
te 10 dias. A seguir os setores originados foram isolados e purificados
em meio completo pelo metodo de estrias. Os haploides foram transferi-
dos um a um em 26 pontos fixos em placas com meio completo. Apos 72 ho-
ras de incubacao, essas placas foram utilizadas como placas mestras, e
posteriormente repicadas para os meios de analise, atraves do replicador

multifio. As leituras foram feitas apos 36, 48 e 72 horas de incubagao.

3.7.3. Analise meiotica

Essa analise baseia-se no ciclo sexual do A. nidufans se-

gundo o metodo descrito por PONTECORVO e col. (1953) atraves da analise
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de ascosporos produzidos em cleistotecios hibridos.

Os cleistotecios foram obtidos atraves da transferencia
da pelicula heterocariotica (item 3.7.1.) para placas de meio minimo as
quais foram vedadas com fita celulosica e incubadas durante 8 a 10 dias.
Apos esse periodo os cleistotecios de maior tamanho (BARACHO, AZEVEDO e
VENCOVSKY, 1970) foram retirados sob lupa e ''rolados’ em agar 3%, afim
de se eliminar micelio, conidios e celulas de Hulle aderentes. Uma vez
limpos,eles foram transferidos para tubos de ensaio contendo tween 80" e
com o auxilio de alca de platina os mesmos foram esmagados contra a pare-
de do tubo e em seguida suspendidos em solugao. De cada suspensao se-
meou-se 0,1 ml em placas com meio completo e o restante foi conservado em
refrigerador. Atraves desse plaqueamento, foi possivel fazer a analise
apenas dos cleistotécios hibridos. Da solugao contendo o cleistotecio es
colhido, foram feitas diluigoes apropriadas, e a seguir plaqueadas em meio
completo e incubadas a 37°C por 72 horas. Apos esse periodo, observou-se
a segregacao de colonias normais e deterioradas e cada tipo foi repicado
separadamente em placas de meio completo com 26 pontos cada uma. Estas fo
ram incubadas durante 72 horas e a seguir transferidas para os meios de
analise com o auxilio de um replicador multifio. As leituras foram fei-

tas apos 36, 48 e 72 horas de incubagao.

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 deterioragao

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

3.8. Analises citologicas

3.8.1. Contagem de ascosporos no interior de cada asco

Apos a formagao das peliculas heterocarioticas(item 3.7.1.)
as mesmas foram transferidas para placas de meio minimo. Cada placa foi
vedada com fita celulosica e incubadas durante 5 dias, a fim de se obter
cleistotecios de idade apropriada para a observagao dos ascos. Os cleis
totecios escolhidos foram cuidadosamente "rolados' em agar 37 para limpe-
sa. Posteriormente os mesmos foram colocados em uma lamina sobre uma go-
ta de tampao fosfato. As paredes dos cleistotecios foram cuidadosamente
rompidas e removidas com pinga de ponta fina e a seguir o material foi res
suspendido na gota de tampao. Cubriu-se com laminula e pressionou-se o
material entre duas folhas de papel de filtro, para retirar o excesso de
tampao. Imediatamente apos, os bordos das laminulas foram vedados com es
malte incolor. Observou-se em microscopio WILD (HEERBURGE) M em objeti-

va de 100x.

Para as observagoes morfologicas e as contagens de ascos-—
poros no interior dos ascos, utilizou-se apenas ascos maturos e intactos,

pois na lamina, alem dos ascos observa-se hifas ascogenas, ascos  imatu-
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ros, residuos de parede, ascdsporos livres e ascos maturos que se rompe-

ra durante o processo de montagem.

3.8.2. Coloracao de ascos
1% Técnica
3.8.2.1. Fixacao
Cleistotecios com cinco dias de idade foram coletados, ro-

lados em agar 3% e posteriormente fixados em solucao Carnoy (item 3.3.18)

durante 4 horas a temperatura ambiente.

3.8.2.2. Albuminizacao

Apos a fixagao os cleistotécios foram gentilmente coloca-
dos sobre uma gota de albumina 5% (item 3.3.13.) em uma laminula. As pa-
redes foram cuidadosamente rompidas e retiradas com o auxilio de uma pin-
A seguir a suspenssao foi bem espalhada pela laminula.

ca de ponta fina.

Deixou—-se secar.

3.8.2.3. Hidrolise

A hidrolise foi feita em HCl 1N durante 10 a 15 minu-

tos a 60°C.
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3.8.2.4. Lavagenm

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. Coloragao

Apos a lavagem, as laminulas foram colocadas em vidro relo
gio contendo a solugao corante (1 gota de solucao estoque Giemsa para lml

de solugao tampao) durante 30 min.

3.8.2.6. Montagem

Apos a coloragao as laminulas foram passadas rapidamente
em tampao fosfato a fim de retirar o excesso de corante. As laminulas
foram colocadas sobre laminas bem limpas, e pressionadas entre duas fo-
lhas de papel de filtro. Os bordos foram vedados com esmalte incolor, e

- . . - - . -~ ,0
as laminas foram mantidas em camaras umidas a 4 C.

2% Tecnica - HC1 Giemsa (PAES de BARROS, 1977, com algumas modificagoes)

A) Albuminizagao da laminula

Uma gota de albumina 5% (item 3.3.13) foi colocada sobre



.51,
a laminula. Os cleistotecios limpos foram colocados sobre essa gota e
suas paredes gentilmente foram rompidas. Espalhou-se essa suspensao por

toda a laminula e deixou-se secar.

B) Fixacao

A laminula contendo os ascosporos foram colocadas em 5 ml

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

C) Lavagem

0 material foi rapidamente passado em alcool 709.

D) Hidrolise

O material foi hidrolisado em HC1l 1N por 20 minutos i 60°C.

E) Lavagem

Foram feitos dois banhos rapidos em agua destilada em di-

ferentes frascos.
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F) Coloracao

0 material foi corado em solucao corante (1 gota de solu-

cao estoque Giemsa para 1 ml de tampao fosfato), durante 20 minutos.

G) Montagem

As laminulas foram depositadas sobre laminas, apos terem
sido rapidamente passadas em solugao tampao. A seguir seus bordos foram

vedados com esmalte incolor.

3.8.3. Coloragao de conidios

Conidios foram inoculados em meio completo, e apos tres
dias de incubacao a 37°C fez-se preparagoes citoldgicas dos conidios, se
guindo-se o metodo descrito por ROBINOW e CATEN (1969), modificado por

PAES de BARROS (1977).

Os conidios foram colocados em uma laminula contendo uma
gota de albumina 5%, homogeneizados e espalhados pela laminula. O proce-
dimento para a coloracao foi o mesmo descrito no item 4.8.2. (2% Técnica).

3.9. Analises estatisticas

A fim de se verificar se existe diferengas entre os diame
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tros dos conidios e nicleos fez-se a analise da variancia segundo SNEDE-
COR e COCHRAN (1972). A seguir aplicou-se o teste de Tukey para comparar

os contrastes entre duas medias de tratamentos atraves da seguinte formu

la:

onde:

q = valor da amplitude total estudentizada a nivel de 5 ou
17 de probabilidade;

r = numero de repeticoes.

s = estimativa do desvio padrao residual.

Todo contraste entre duas medias foi do tipo: Y =m, - m .

Para analise de segregacao meiotica dos segregantes resul-
tantes de cruzamentos entre os variantes deteriorados e as linhagens con

troles com a linhagem MSE utilizou-se o teste do X2.

0 valor de recombinagcao entre os segregantes, na analise

meiotica foi calculado pela seguinte formula:

C=%x100

onde:

valor de recombinacao.

numero de colonias recombinantes.

numero total de colonias analisadas.
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Uma vez obtidos os valores de recombinagao calculou-se os

respectivos desvios padroes, segundo a formula:

5=‘/p—%.}§100

onde:

= frequencia de recombinantes.

o
I

=z
i

numero total de colonias analisadas.

Para se verificar a existencia de relagao entre o diame-
tro méedio de ascos e o numero de ascosporos foi feita uma analise de re-
gressao linear segundo a metodologia de SOKAL e ROHLF (1969), onde o nume

ro de observacoes dentro de cada grupo nao eram constantes.
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4. RESULTADOS

4.1. Obtencao de variantes deteriorados
Para a obtencao de novos variantes deteriorados, inocu-
lou-se conidios da linhagem A em meio completo a 37°C durante 10 dias. Os

resultados sao apresentados na Tabela 3.

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

gem A.
Total de A 1 Setores Deterio=- Heteroca
colonias mare-os verdes rados rioticos
171 101 (66,01%) 33 (21,577%) 18 (11,76%) 01 (0,65%)
Dos setores deteriorados muitos foram instaveis, e ape-
nas dois foram escolhidos para analises geneticas. Os variantes foram

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

portanto receberam o numero V67 e V68'
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O variante V67 apresentou micelio amarelo claro, sem coni

dios, colonias pouco enrugadas e bordos irregulares, grande quantidade

de celulas de Hulle, pouco instavel (Figura 2).

0 variante V68 apresentou micelio castanho, poucos coni-
dios, estavel, com bordos irregulares, producao de muitos cleistotecios
de tamanhos reduzidos em cruzamentos, porem nao produziu ascosporos via-

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

ca de ascos (Figura 2).

Y68

25

Figura 2 - Variantes deteriorados utilizados para estudos geneticos e ci-

tologicos.
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4.2. Analises geneticas dos variantes deteriorados

4.2.1. Cruzamentos controles

Variantes deterioradas originadas da linhagem A, portado-
ra de duplicagao, foram analisadas meioticamente e mitoticamente para se

localizar o determinante de deterioragao 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 "Master" (MSE). As linhagens A e ppy foram tambem cruza-
das com a linhagem MSE como controle para todos os demais cruzamentos. Se-

gregantes haploides de A//MSE e ppy//MSE estao representados na Tabe-

la 4, resultantes da haploidizacao com benlate.

Os resultados da analise meiotica dos mesmos cruzamentos
sao mostrados na Tabela 5., A segregagao para marcas nutricionals e para

cor ocorreu de acordo com o esperado (Tabela 6).



Tabela 4 - Segregantes haploides de A//MSE e ppy//MSE.
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Grupo de

ligagio Marcas nutricionais A//MSE ppy//MSE
+ +
pro  paba 14 10
I pro paba 12 11
+
03 11
1 W 23 10
+
gakl 15 13
1l gal 11 08
+
pPYyro 11 08
o PYrLO 15 11
+
pac 16 11
v jac 10 10
5+ 11 12
VI s 15 09
P
nLe 15 11
Vil nic 11 10
, +
ALbo 14 14
VI ibo 12 07
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‘Tabela 5 - Analise meiotica dos cruzamentos A//MSE e pro paba//MSE.

28 25
A X MSE X ppy X MSE X
+
pro 23 0.69 25 0,02
pro 29 26
+
paba 25 0,08 23 1,96
paba 27 28
.}.
w 26 0,01 26 0,02
w 26 25
+
ad 42 19,69 %% 45 29, 82%%
ad 10 06
L+
bi 51 48,08%% 51 51,00%%
bd 01 00
+
gak 29 0,69 24 0,18
gak 23 26
+ .
pyrRo 26 0,31 28 0,49
pyro 28 23
+
gac 26 0,01 29 0,96
gac 26 22
5 27 0,08 29 0,96
4 25 22
.+
nic 30 1,23 26 0,02
nLe 22 25
nibo® 30 1,23 29 0,96
aibo 22 22

**Significativo a nivel de 1% de probabilidade.

Baseado na proporgao 1:1.
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Tabela 6 - Segregagao meiotica das marcas para cor nos

cruzamentos controles.

A X MSE ppy X MSE
Branca 89 28
Amarela 66 26
Verde 43 : -
TOTAL 198 54
ZA _ 2%
X 7,36 x- =0,074

A = Baseado na proporcao 2:1:1 (brancos:amarelos:verde).

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

4.2.2. Variantes deteriorados

Para efeito de comparagcao, todas as analises mitoticas fo-
ram realizadas atraves de haploidizagéo com cloroneb, benlate e p-fluoro-

fenilalanina.

4.2.2.1- V25

A Tabela 7 fornece os resultados da analise de haploides
do cruzamento entre V25 X MSE. Atraves da analise meiotica obteve-se os

valores de recombinagao entre o determinante de deterioragao e os marca-

dores geneticos (Tabela 8). Por essa analise constatou-se que o determi
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nante de deterioragao se encontra localizado a 12,1 unidades de recombina

cao da marca pgnoA4, no grupo de ligacao IV. Além desse fator de dete-

rioragﬁo esta envolvido tambem um complexo rearranjamento estrutural en-

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

Com excegao de 1 setor originado a partir da haploidizagao com Benlate e
- .+ - .7 .

tres com pFA, todos os setores i{C foram tambem 2{bo e os 4ibo foram

tambem nie .

Com relagao aos grupos de ligagao I e VI, verificou-se que
. ~ . - - .
pela haploidizacao com pFA, apenas 1 setor foi 4 pro paba ,os demais fo
+ + +
ram 4 pro paba ; o mesmo ocorreu com o Benlate, onde 11 setores foram

+ + 4 - - - .
pro paba 5 , e 6 pro paba 45 dos 23 analisados.

A Tabela 9 mostra a segregagao meiotica do fenotipo dete-

riorado.



Tabela 7 - Analise mitotica do variante V,__.

25
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Cloroneb Benlate pFA
N D N D N D
+ +
pro  paba 33 00 17 00 15 00
pro paba 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
+
PYro 13 00 00 00 00 00
pPYro 19 00 23 00 19 00
pac 20 00 13 00 17 00
fac 13 00 10 00 02 00
+
A 14 00 11 00 16 00
A 19 00 12 00 03 00
.+
nLe 24 00 04 00 12 00
nic 09 00 19 00 07 00
nibo’ 14 00 03 00 09 00
ribo 14 00 20 00 10 00
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Tabela 8 - Analise meidtica do variante V25.

. Deterio— 2 Valor de
Normais X . ~ s
rados ligacao
_‘L
pro 26 11
pro 26 11 0,00
ba 31 10
paba 0,08
paba 21 12
! 07 20
pyro 5,40 12,1 0,40
pyro 45 02
! 37 21
3 23, 8%%
4 15 01
’ 33 12
e 3,44
nie 19 10
nibo” 38 10
o 6,54%
"ibo 14 12

**%Significativo a nivel de 1% de probabilidade, baseado na proporcao de

1:1.

*Significativo a nivel de 5% de probabilidade baseado na proporgao de

1:1.



Tabela 9 - Segregagao meidotica do fenotipo deteriora-

do: V X MSE.

25
Fenoti o NO de
© P coldonias
branca 154
Normais (317) amarela 80
verde 83
Deteriorados (54) 54

%2

= Baseado na proporgao de 1 Normal: 1 deteriora-
do = 186,4 (significativo a nivel de 17 de pro

babilidade).

Baseado na proporcao de 6 Normais : 1 deteriora

do = 0,021 (nao significativo).

.64,
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4.2.2.2. Variante \/5'2

0 V5 9 e um setor deteriorado originado de V Segundo

-

AZEVEDO (1971), o determinante de deterioracao de V5 esta localizado no

grupo de ligacao VIII. Segregantes haploides de V. ,//MSE revelaram que

5.2

um novo determinante de deterioragao localizou-se no grupo de ligacao V.

A Tabela 10 mostra a analise dos setores obtidos atraves
de haploidizagéo, porem devido ao numero escasso de setores deteriorados
nao foi possivel determinar com seguranga a localizacgao do determinante
pode ser localizado, confirmando os da-

de deterioragao V apenas o V

5.2° 5

dos anteriormente obtidos.
Nenhum rearranjamento cromossomico foi encontrado.

Pela segregacao meidtica do fenotipo deteriorado, pode-se
separar esta classe em dois tipos, segregantes compactos de crescimento
bastante reduzido e segregantes deteriorados "crinckled", poréem nao com-

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

A analise meiotica e mostrada na Tabela 11.



Tabela 10 - Analise mitotica do variante V
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5.2°
Cloroneb Benlate pFA
- N D N D N Comp. Det.v5 Det:.'\]S.2
+ ¥
pro’ paba’ 31 0 15 0 61 1 0
pro paba 09 1 00 0 02 0 0 1
w' 24 1 02 0 10 0 1 1
w 16 0 13 0 36 1 0 0
gal’ 00 1 09 0 19 0 1 1
gal 40 0 06 0 27 1 0 0
+
pYAO 17 0 10 0 310 0 1
PUYRO 23 1 05 0 15 1 1 0
4ac 28 0 10 0 31 1 0 1
gac 12 1 05 0 15 0 1 0
57 13 1 09 0 25 0 1 1
5 27 0 06 0 21 1 0 0
nic’ 21 0 10 0 27 0 0 1
nic 19 1 05 0 19 1 1 0
I
ALbo 21 0 00 0 00 1 1 1
nibo 19 1 15 0 46 0 0 0
Tabela 11 - Analice meiotica de V5 5
Deteriorados
. 2
Normais X
Compactos Nao compactos

5ac+ 23 11 14 0.09
{ac 29 12 10 ’
ribo 05 05 15 .
ribe 47 18 09 24,264

*%Significativo a 1% de probabilidade, para a proporcao de 1:1.
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Tabela 12 - Analise da segregagao meiotica do fendtipo deteriorado de Vo o

Cleistg_ Cleistg_ Cleisto
tecio 1 tecio 2 tecio 3
brancos 58 46 45
Nao Crinkled. amarelos 34 53 17
Verdes 12 25 05
Normais
brancos 06 10 04
Crinkled Amarelos 03 02 01
Verdes 01 02 04
Deterio- Compactos 100 177 75
rados Nao Compactos 26 33 | 23
1D: IN 0,6 ns 14, 8%* 2,78 ns
x2 2D: 1N 21,65%% 6,25%  8,30%%
3D: 1N 39,85%%*

ns = Nao significativo.

-~

Significativo a 57 de probabilidade.

*
]

**

[

Significativo a 17 de probabilidade.
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4.2.2.3. Variante V-

Este variante foi obtido espontaneamente da linhagem A, e
pela analise dos setores haploides do diploide V67//MSE (Tabela 13) cons-
tatou-se que existe uma translocagéo VI-V e provavelmente o fator de de-

terioragao deva estar envolvido neste rearranjamento.

Tabelas 14 e 15 mostram as analises meioticas e segregacio

nal, respectivamente.

Figura 3 - Segregantes normais e deteriorados (compactos e nao compactos)

do cruzamento V5 9 X MSE.



Tabela 13 - Analise mitotica do variante V, _.
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67
Cloroneb Benlate pFA
N D N D N D
+ +
pro paba 20 0 22 0 26 0
pro paba 06 0 03 1 20 1
! 03 0 171 05%% 1
w 23 0 08 0 41 0
+
gal 17 0 18 0 26 0
gal 09 0 07 1 20 1
pyro” 17 0 130 20 0
PYRO 09 0 12 1 26 1
+
fac 14 0 11 1 30 1%
fac 12 0 14 0 16 0
+
5 13 0 13 1 32 1*
A 13 0 12 0 14 0
.+
nLe 13 0 20 0 26 1
nie 13 0 05 1 20 0
. +
albo 09 0 10 0 19 0
ribo 17 0 15 1 27 1

*
’*
0

*
LI}

Tres deles mantiveram a duplicacao I - IT.

. . + _ +
A maioria dos setores 4 foram tambem fac

e vice-versa.



Tabela 14 - Analise meiotica do variante V67’ considerando

apenas as marcas envolvidas no rearranjamento.

Normais Deteriorados X2
+
ac 1
4 L4 5 2,5
fac 34 09
. .
A 35 19 0,34
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Tabela 15 - Segregagao do fenotipo deteriorado V

67"
- . NQ de
Fenotipo ~ .
colonias
Brancas 87
Normais
(168) Amarelas 46
Verdes 35
Deteriorados 63
(63)

lexma a proporcao 1:1 (normal:deteriora

rado) = 47,6 significativo.

2
¥~ para a proporcao 3:1 (normais:deterio-

rado) = 0,62 nao significativo.
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4.2.2.4. Variante V68

Atraves da analise mitotica deste variante (Tabela 16),foi

possivel localizar uma translocagao III - VI. Este variante e um setor

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

do I em duplicata, pois ela e auxotrofica para as marcas ad e b4 (Figu-

ra 4).

proAl pabaA, yAy 4+ 4

I

1 y+ adegp big
S E R R P - o et

I . oAy pabahy yA,

11 . (j+ adQZO b/(’]

Figura %4 - Possivel constituicao do variante Veg» com relagao aos  gru-

pos de ligacao I e II.

Nao foi possivel analisar meioticamente este  variante,
pois, embora houvesse produgao de uma grande quantidade de cleistotéecios,
nao houve producao de ascosporos viaveis nos muitos cleistotécios em que
se tentou fazer a analise. Este fato deve-se provavelmente ao rearranja

mento envolvido neste variante.



Tabela 16 — Analise mitotica

do

variante V, _.
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68
Cloroneb Benlate pFA
N D N D N
+ +
pro  paba 20 1 26 0 26
pro paba 0 0 0 0 0
Bio" 17 1 21 0 25
BLo 03 0 04 0 01
+
ad 20 1 26 0 26
ad 0 0 0 0 0
+
w 05 13 0 11
w 15 0 13 0 15
+
gel 08 1 05 0 11
gal 12 0 21 0 14
pyro 13 1 15 0 17
PYrO 07 0 09 0 08
+
gac 10 0 05 0 21
fac 09 1 21 0 05
s 10 1 05 0 14
A 09 0 21 0 11
R
e 12 1 21 0 19
nic 07 0 05 0 03
. +
nibo 13 1 10 0 21
ibo 07 0 16 0 05




.74,

4.3. Analises citologicas

4.3.1. Analise de ascos

Atraves das analises geneticas pode-se observar que alguns
variantes apresentaram uma proporgao segregacional diferente de 1:1 (nqz
mal:deteriorado). Esta proporgao alterada e devido, em alguns casos, a
producao de ascosporos defectivos no interior do asco, ou a produgao de um

numero menor que o0ito ascosporos.

A Tabela 17 mostra os diametros medios e os respectivos
desvios padroes dos ascos medidos, assim como o numero de ascOSpoOTros no

interior de cada asco.

A Tabela 18 apresenta a analise de variancia considerando o
diametro medio dos ascos em grupos com 8-7-6-5-4 ascosporos no interior

dos mesmos.

Na Figura 5 esta representada a reta obtida pela equaggo de

regressao para numero de ascosporos e diametro de asco.

Para este tipo de analise considerou-se apenas ascos matu-
ros, e aqueles que com certeza nao apresentaram rompimento de parede como

consequencia da tecnica.

Como controle foram usadas as linhagens A, ppy e o varian-
te deteriorado livre de translocagao, VS’ o qual apresentou uma segrega-

cao de 1:1 (AZEVEDO e ROPER, 1970).



*soptpaw 1as weispnd oru anb soativagep soase sojzinu nojuasaidyy

0 86°CT 7 LS‘0 L1 9 - - - - - 10°Z OT‘€T € 64°0 wE‘ET & €8°0 Z8°ET 67  QI:N9 WN>*
- ~ GE0°0 126 €T T1°8 T GL°0 246 ST Z6°0 8E0T %2 wZ T 6801 6€ £S°T %9°CT €9  aI:NE L9,
74T 68°T1 €6 arint ¢,
€L°T S5°6 19 QI:NT °A
9,0 L TT 1€ zh vgod | youd
%9°0 €21 1¢ v
S o S w w S w S w ! s w S w moum - suadeyur]
“83op 1 4+ / "avayepju U S 9 L g P oY _513sg

TEIOL

soiodsonsy ap HN

‘sozodsonse ap solswnu S33U818JIp wWOD SOdSB Bp (S) saoiped sorasep sonrivadsaxr o (w) solpaw So1jBWERTQ -~ /] BI3qE]



.76.
As Figuras 6A-6B; 7A-7B, mostram ascos contendo ascos—
poros defectivos e ascos com ascosporos contendo um numero inferior a 8,

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

0 numero de nucleos em ascosporos maturos e igual a 2
(ELLIOTT, 1960). Quando os ascosporos Se encontram no interior dos ascos,
o numero de nucleos e igual a 1; (Figura 10),mesmo quando a linhagem e

portadora de conidios binucleados como e o caso da linhagem MSEbin'

Tabela 18 - Analise da variancia considerando o diametro me-

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

G.L. Q.M.
Entre grupos 4 4,6069n's'
R.L. 1 17,0044 %%
D.R. 3 0,4744"" 5"

Dentro de Grupos 11 2,2511




y /b‘
14

13

12 ; °

x = 6,0

y = 10,5448
by/x = 0,8020
sb =0,2918

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

senta o n? de ascosporos, e y o diametro do  ggco.

T



Figura 6 - Ascos contendo ascosporos abortivos.

A) Asco do cruzamento Vgs X MSE (aumento de
2.600x) .

B) Asco do cruzamento V X MSE (aumento de

2.600x) .

25

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

A) Asco do cruzamento V X MSE, contendo ape-

25
nas 4 ascosporos. (Aumento de 2.500x).

&

O
@ Vd v e \ :
X MSE, contendo 4

B) Ascos do cruzamento V67

e 6,asc55poros. (Aumento de 2.600%).



Figura 8 - Asco proveniente do cruzamento

V5 9 X MSE. (Aumento de 2.500x).

. 80.



Figura 9

W e
fﬂ?‘;“éﬁ’r’
A
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A) Ascos do cruzamento A X MSE.
mento de 2.600x).

B) Ascos do cruzamento ppy X MSE.
mento de 2.500%).
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Figura 10 - Asco proveniente do cruzamento

V,5 X MSE, corado pela Tecnica
HC1l-Giemsa para evidenciar os nu
cleos dos asc63poros.(Aumento de

2.500%) .

.82.
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4.3.2. Diametro de conidios e seus nucleos; numero de nucleos

A Tabela 19 mostra os valores medios (m) e os respectivos
desvios padroes (s) dos diametros de 30 conidios haploides e de seus nu-
cleos para os variantes deteriorados e linhagens A, MSE, ppy. Os resulta
dos da analise da variancia dos dados apresentados na Tabela 19 estao co-
locados na Tabela 20. Para a comparagao entre os diametros de conidios
e nucleos de variantes deteriorados e linhagens normais utilizou-se o tes

te de Tukey (Tabela 21).

O variante V »apresentou conidios wuni, bi e

32 gal nic gac

trinucleados (Figura 11). A frequencia destes estao representados na Tabe

la 22.

Figura 11 - Conidios uni, bi e trinucleados do variante V32 gal nic fac’
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Tabela 19 - Valores medios (m) e os desvios padroes (s) de 30 conidios e
nucleos haploides em alguns variantes deteriorados e nas 1li-

nhagens A, MSE e ppy.

DiZmetro em micra ()

Variantes

deteriorados Conidio Nucleo
I?I S T’fl S
Vs 2 1,71 0,25 0,93 0,13
Vg 3,50 0,40 1,28 0,13
3y gal nic ac 4,99 0,43 2,05 0,20
V2 2,13 0,28 0,97 0,17
Vg 2,18 0,28 1,29 0,19
Vs .1 2,29 0,30 1,60 0,29
Vs 2,83 0,52 1,67 0,33
A 4,30 0,23 2,05 0,19
MSE 3,50 0,55 1,72 0,19

PPy 4,00 0,24 1,476 0,17
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Tabela 20 - Analise da variancia da medida de diametro de conidios e nu-

cleos haploides de variantes deteriorados e das 1linhagens A,

MSE e ppy.

F.V G.L.
Tratamento 9 34,80%* 10,667
a) Diametro do conidio - Residuo 290 0,11273
Total 299
Tratamento 9 4,614%* 18,677
b) Diametro do ntcleo  Residuo 290 0,0785
Total 299

**Significativo a 17 de probabilidade.
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Tabela 21 - Comparagao das medias dos diametros de nucleos e conidios a-

traves do teste de Tukey, de variantes deteriorados e das 1i-

nhagens A, MSE e ppy.

@ Conidios

¢ Nucleos

A MSE PPY A MSE PPy
A Kk * x X XX
MSE Fox n.s
PPy
\Y; ok Kk X *x k% JeX
2
\]3 S EES Kk ok n.s n.s
v sk . fok ok % s
5 n.s n
AV *x A Xk XX .
5.1 n.Ss n.Ss
VS'Z K% Kk % xk £
v *k o %A *% *A
9 n.s
32 gal nic ac n-s
= 0,27 (5%) A =0,23 (5%)
= 0,31 (17%) A= 0,26 (17)

*Significativo a

57 de probabilidade.

**Significativo a 17 de probabilidade.

n.s. =nao significativo.
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Tabela 22 - Frequencia de conidios hapldoides uni, bi e tri nucleados no

variante V . .
an 32 gaf nic fac

Frequencia de nucleos N? de conidios observados
1 2 3
38,06% 53,47 8,527 176

V32 gal nic pac
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5. DISCUSSAO

5.7. Caracteristicas dos variantes deteriorados

Todos os variantes estudados apresentaram caracteristicas
morfologicas semelhantes ja descritas anteriormente por outros autores
(AZEVEDO e ROPER, 1970; AZEVEDO, 1971; MENEZES, 1974; ROSATO e AZEVEDO,

1978; NIFFINEGGER e S0UZA, 1979).

Alem da morfologia "crinkled", das alteracoes na taxa de
crescimento e conidiagao, outras anormalidades foram observadas como, for

macao de cleistotecios sem ascosporos viaveis (variante V, _,item 4.2.2.4),

68°
abundante quantidade de celulas de Eulle na fase vegetativa (variante V68
item 4.1.),nao producao de cleistotecios (variante V . e ou
) p s ( 32 gaf nic 6ac> —
tras, sugerem que os efeitos causados por aberracoes cromossomicas sao

muito mais amplos do que simples anomalias morfologicas das colonias (Fi-

gura 2).

0 variante V67 apresenta—-se como um bom material para se

mapear a translocagao nele existente,assim como, estudar detalhadamente

os padroes de aborto de ascosporos, decorrente dessa aberracao.
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5.2. Analises geneticas

5.2.1. Cruzamentos controles

As segregagoes meioticas e mitoticas dos cruzamentos con-

troles, ocorreram de acordo com o esperado.

Para o caso do cruzamento A X MSE, as marcas adEQO e ELAT
(Tabelas 5),segregaram, nos dois casos em proporgoes diferentes de 1:1
o que e explicado pela presenca do segmento em duplicata (adEZO biAY) do
grupo de ligagao I, translocado para o grupo de ligacao II na linhagem A

e tawbém, no caso de adEQO’ pela presenga de supressor na linhagem MSE.

No segundo cruzamento controle (ppy X MSE) (Tabela 5), co-
mo ppy e MSE sao linhagens prototroficas para biotina e adenina, a propor
cao de 1:1 nao foi observada, muito embora surgiram alguns segregantes
adEQO’ o que e explicado pela presenga do gene supressor da adenina
/ 4 ~ +
{AUA adE?O) na linhagem MSE, esperando-se portanto uma proporcao de 3 ad

- 2
para | ad o que foi verificado (X~ = 4,76).

5.2.2. Variantes deteriorados

A analise genetica dos variantes deteriorados, todos origi

nados espontaneamente a partir da linhagem A,com duplicagao cromossomica

revelou alem da existencia de translocagBes (variantes V Tabe

252 V67> Vego

las 7, 13 e 16,respectivamente),tambem a presenga de um unico determinan-

te de deterioragao (variante V Tabela 7) ou de dois determinantes de

25°

deterioracao (V Tabela 10).

5.2°
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Em todos os casos, com excessao do variante V68,o qual nao

foi possivel analisar meioticamente, a segregacao de 1 normal: 1 deterio-—
rado nao foi verificada. TIsso pode ser explicado pelos padroes de aborto
deé ascosporos e pela presenga de duplos determinantes de deterioracao.
AZEVEDO e ROPER (1970); AZEVEDO (1971); NIFFENEGGER e SOUZA (1979), expli

caram esse desvio na segregagao, como sendo causado por selegcao contra co

lonias originarias de ascosporos possuindo o determinante de deterioragao.

Em Aspeagiflus nidulans aneuploides podem se originar  de
conidios hapldides, diploides ou de ascOsporos. KAFER (1961),mostrou que
conidios aneuploides resultantes de nao disjunc¢ao mitotica ocorrem  com
uma frequencia relativamente alta de 1 a 27. Os aneuploides mais estuda
dos sao os dissomicos (n + 1) com uma freqiiencia de 0.1 a 0.37 (UPSHALL,
1966). Aberragoes cromossomicas aumentam a frequencia de nao disjuncgao
meiotica,principalmente para os cromossomos envolvidos mna aberragao
(KAFER, 1965), produzindo um maior numero de dissomicos para esses cro-
mossomos (POLLARD et alii, 1968; UPSHALL, 1974; UPSHALL e KAFER, 1974).
Uma alta frequencia de nao disjungao mitotica do grupo de ligagao  1I
foi observada por #ZEVEDO e ROPER (1970) e estudada com mais detalhe peor

GABRIELLI e AZEVEDO (1980) em um isolado denominado V,, o qual se origi-

83

nou como um setor espontaneo da linhagem A.

Em A. nidufans, colonias aneuploides tem um  crescimento
reduzido, sao instaveis, apresentam pouca conidiacao, morfologia alterada
e produzem setores haploides por perda de um dos cromossomos (UPSHALL,

1971, KAFER e UPSHALL, 1973).
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Pela morfologia, ausencia de conidiagao e pela segrega-—

cao do variante V25 (Tabelas 7 e 8), parece ser ele dissomico para o gru-
po de ligagao VI. KAFER e UPSHALL (1973), caracterizaram os fenotipos
dos dissomicos para os oito grupos de ligagao de A. nidufans. As caracte
risticas do variante V25 (n+ VI) sao condizentes com aquelas descritas pe
los autores acima mencionados. Uma grande regiao de um dos Cromossomos
envolvidos nessa aherragao numerica, foil prevavelmente translocada para o
grupo de ligagao I, no brago opcsto ao brago onde estao localizadas as
marcas )'Jz‘LGA7 pabaAé yAZ,pois estas se segregaram normalmente quando es-
te variante foi cruzado com a linhagem MSE (Tabela 8). A Figura 12 mos-
tra a possivel constituigao da linhagem V

e do diploide V. .// MSE,com re

25 25 -
lagao aos grupos de ligacao envolvidos na aberracao.
Devido ao rearranjamento envolvendo os grupos de liga-

gao I e VI poderia existir uma tendencia de nao disjungao entre esses dois
grupos de ligagao, de forma que eles se segregariam preferencialmente jun
tos durante as divisoes mitoticas, guando cruzado com a linhagem MSE. A

. . - . 4 -~
Figura 13 mostra os possiveis passos dessa segregagao.
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ligagao
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Linhagem MSE Variante V
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Figura 12 -

Possivel constituigao da linhag

em V75’ dissomica para o gru

po de ligacao VI, e do diploide V_,_ //MSE. Os centromeros

N
1

¢

estao representados por circulos escures (linhagem normal)

e circulos claros (linhagem dissomica). As linhas conti-
nuas representam o grupo de ligacao I e as interrompidas o
grupo de ligacao VI; os parenteses simbolizam o segmento que

sofreu elisao e foi translocado para o grupo de ligagao I.
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Figura 13 - Modelo proposto para explicar a segregacao mitotica
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Figura 14 - Permuta mitOtica e segregagao no diploide V,.//MSE, conside

rando uma translocagéo VIII - VII. Os
representados por circulos claros (linhagem portadora

cenfromeros
de

translocagao) e circulos escuros (linhagem normal).

estao
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Além dessa provavel dissomia encontrada no variante V

25° %
tra aberragao foi cbservada, uma translocagao envolvendo os grupos de liga
cao VII e VIII (Tabela 7). O determinante de deterioracao fol localizado
no grupo de ligagao IV a uma distancia de 12.1 unidades mapa (s=0.%40) da

marca pg&oA4 (Tabela 7 e 8). Essa translocag5o (VIT - VIII) pode ter ocor
rido intersticialmente ou de maneira insercional no brago oposto a marca

&LboBZ no grupo de ligacao VIIT,ou oposta a marca nicBg no grupo de liga-

¢ao VII. Através de uma permuta mitotica no diploide V__// MSE, origina-

25
.t L= i Lt .
ram-se os setores nic A{bo ou nic aLbo . A Figura 14 representa a se-

regacao mitotica desses grupos de ligacao, explicando a oricem das clas-
p 3 b P I

ses recombinantes (Tabela 7).

Pode-se supor o mesmo mecanismo apresentado na Figura 14, ca
so a translocagao tenhba ocorrido no sentido VII - VIII. Para um correto
mapeamento entre marcas e o ponto de quebra da translocagao seria necessa-
rio um maior numero de marcadores geneticos e consequentemente novas ana-

lises geneticas.

A segregagao meigtica do fendtipo deteriorado (Tabela 9) des
via bastante da segregagao usual 1:1 (necrmal: deteriorado). Pelas anali-
ses citologicas pode—-se observar uma grande quantidade de ascosporos defi-
cientes (Tabela 17, Figura 6B), e de ascos com um numero de ascosporos
inferior a oito (Figura 7A, Tabela 17). Isso e esperado pela presenca de

dois rearranjamentos cromossomicos. A origem meiotica desses tipos de

ascos & discutida no Item 6.3.

Este variante VZS foi isolado e caracterizado ha alguns anos

atras por AZEVEDO (1971). Pelos dados obtidos por esse autor, o determinag
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te de deterioracao deste variante estava envolvido no rearranjamento cro-
mossomico VII - VIII. Pelos dados aqui obtidos, o determinante de dete~
rioracao localizou-se no grupo de ligacao 1V (Tabelas 7 e 8), e este va-
riante sofreu rearranjos no genoma,aléem da translocacao VII - VIIT. Essas
alteragoes sao evidentes e podem ser explicadas pela alta  instabilidade
de sistema e pela presenga de elementos transponiveis, os quais nao sendo
fixos podem mudar de posigao no genoma, levando consigo, parte do DNA  do

local onde ele estava inserido anteriormente.

Os primeiros estudos associados a genes mutadores foram
feitos por EMERSON (1914; 1917). DEMEREC (1941) evidenciou a autcnomia
de diversos genes mutadores em Drcsophifa vii{dis,conduzindo a um compor-
tamento genetico instavel. Outros casos de instabilidade foram descritos
por McCLINTOCK (1951) em milho,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 pPg,ele isolou um novo locus mutante a7 (nao pro-
ducao de antocianina na aleurona e na planta),e mais tarde isolou um no-
vo alelo af (nao producao de antocianina na aleurona e na planta), a par-
tir de uma planta carregando o alelo a (PETERSON, 1968). A nova instabi-
lidade foi atribuida ao mesmo elemento controlador (En}. Em uma 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 ja fo-
ram descritos. Em Newiwcspora, NEWMEYER (1965) e NEWMEYER e TAYLOR (1967),

relacionaram instabilidade a inversao pericentrica, que atraves de permu-
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ta da origem a produtos duplicados e deficientes letais. Em A. nidulans,
linhagens com duplicagao cromossomica sao instaveis na mitose (BAINBRIDGE
e ROPER, 1966; NGA e ROPER, 1968). Variantes deteriorados surgem atraves
de novas duplicagoes em tandem, ou de transposigoes do segmento extra pa—
ra novos sitios de insergao. Variantes melhorados surgem via delecao  de

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

Uma outra possivel explicagao para os resultados adicionals

aqui encontrados com relagao ao variante V gquando comparados com os da

252 =
dos anteriores (AZEVEDO, 1971) e baseado no esquema da Figura 16. Este ti
po de parcamento pode ter ocorrido ocasionalmente na mitose e o fragmento
de DNA acentrico,ou parte dele poderia ter-se inserido em algum lugar no
genoma (em especifico no grupo de ligagao IV). A formacao de pontes pode
ter tido como consequencia uma nao disjungao do cromossomo VI, tornando o

variante V7 dissomico para este grupo de ligagao. Deve ser considerado

5
tambem,que este variante,durante cerca de doze anos,foi estocado e subme-
tido a varias repicagens sucessivas,o que aumenta a probabilidade de trans
posigoes desses segmentos de DNA para novas posigoes no genoma. Essas
transposicoes poderiam alterar nao sO a expressao genica,como tambem pro—
vocariam novas alteragoes 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

rizaram geneticamente o variante V (Figura 2). Observaram dois determi-

5.2
nantes de deterioracao, o Ve localizado no grupo de ligacao VIII e Ve o
no grupo de ligacao V. O determinante de Ve o so se expressa fenotipica-
mente na presenca de v.. Na ausencia de v.,o fenotipo de v e proximo

5 5 5.2



ao normal.

Devido a escassez de setores deteriorados agui obtidos,nao
fol possivel determinar com seguranga a localizagao do determinante Ve 95
muito embora as analises dos 3 setores 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

ragao v localiza-se no grupo de ligagao V.

5.2

Dois tipos de segregantes morfologicos, foram observados
quando se cruzou este variante com a linhagem MSE,os quais foram classi-
ficados como deteriorados compactos e deteriorados nao compactos (Figu-
ra 3) (Tabela 12). Esses dados sugerem realmente a existencia de dois
determinantes de deterioragao,e a existencia de epistasia entre eles. 0

determinante v so tem efeito fenotipico na presenga de v (AZEVEDO e

5.2
ROPER, 1970; AZEVEDO, 1971).

5

A segregagao do fendtipo deteriorado poderia ser explicado

da seguinte forma:
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MSE + + X
() Vs V5o (Vs o)
et
s vs
SEGREGANTES:
+ 4
fenotipo normal
T V5.2
* Ve fenotipo deteriorado
Ve Vs o, fenotipo deteriorado compacto

Para se comprovar a existencia desses dois determinantes
de deterioragao torna-se necessario novos cruzamentos entre os deteriora

dos compactos e os normais, e entre a classe (+ v ) com a classe (v5+).

5.2

A analise mitotica dos variantes deteriorados V67 e V68

(Tabelas 13 e 15) obtidos a partir da linhagem A,parece indicar que os de
terminantes de deterioracao desses dois variantes estao associados em um
rearranjamento cromossomico (translocacgao),envolvendo os grupos de liga-
cao V-VI e III-VI,respectivamente. Esses dados reforcam a hipotese de
que o fenotipo deteriorado se origina por novas transposicoes do segmento
em duplicata,e que outras possiveis transposigSes tambem possa ocorrer,co

mo e o caso desses dois variantes.

0 variante V68 provavelmente perdeu parte do segmento em

duplicata localizado no grupo de ligacaol, uma vez que esse variante € auxo
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trofico para adE?O e b{A].

A Figura 15 (observada para o variante VZS) poderia ser wusa

do para explicar a segregagao meiotica do variante V67'

Quanto ao variante V nao foi possivel analisa-lo meiotica

68’
mente. Apesar de haver formacao de cleistotecios de tamanho reduzido, nao
se detectou ascosporos no interior dos corpos de frutificagao. Essa nao
produgao de ascosporos, pode ser explicada pelo pareamento meiotico esque-

matizado na Figura 16 (proposto para V,_). O rompimento das pontes anafa-

25
sicas levaria a formagao de produtos com deficiencia, os quais seriam in-

viaveis. Além da translocacao ITII - VI, este variante manteve a transloca

¢ao I >~ II, o que aumenta o padrao de inviabilidade.

5.3. Analise de ascos e ascosporos

Alguns variantes aqui estudados apresentaram segregagoesn@io

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

Em fungos, varios fatores sao conhecidos que levam a dis-
torgoes na segregacao. Podem ser citados os mutantes meioticos em Newros-
pora, que afetam o pareamento e a disjuncao cromossomica (SMITH, 1975; DE
LANGE e GRIFFITHS, 1980), tendo como consequencia aborto de ascosporos;
os esporos Killer, tambem em Neurcspora, primeiramente reconhecidos pelo

padrao de aborto de ascosporos (PERKINS e BARRY,1977); genes citoplasmati-

cos tambem produzem desvios na segregagao. Os primeiros mutantes citoplasmati
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cos de Newrospora foram analisados por MITCHELL e MITCHELL (1952). Outro
fator responsavel pelo desvio na segregacao,sao os rearranjamentos cro-
mossomicos. Em Newtospora as aberracoes cromossomicas foram inicialmente
detectadas atraves de observacoes de ascosporos defectivos produzidos em
um cruzamento heterozigoto para um rearranjamento Cromossamico, Situagéo
comparavel ao aborto de polen em plantas (BELLING, 1914, citado em PER-
KINS e BARRY, 1977),cerca de 90 a 957 de ascosporos resultantes de cruza-
mentos homozigotos normais sao viéveis,enquanto que em cruzamentos heterg
zigoto para translocagoes reciprocas, 507 dos ascosporos sao defectivos
e inviaveis. Translocagoes insercionais e outros tipos de aberragoes,pro-

duzem cerca de 25% de ascosporos inviaveis.

Em Newrcsposra, o estudo das aberragoes cromossomicas é fa
cilitado atraves da analise de tetrades ordenadas ou nao, e mesmo atraves
de observacao visual dos ascosporos inviaveis,pois estes permanecem  nao
pigmentados. Cada tipo de rearranjamento pode ser reconhecido  atraves
do pareamento meiotico em heterozigotos estruturais, ou pela formacao de
pontes na anafase e tambem pela presenca de fragmentos acentricos. Essa

identificagao citologica e muito semelhante aquela feita em milho.

Ja em A. nidufans,as analises citologicas de  aberragoes
cromossomicas sao dificultadas pelo pequeno tamanho dos Cromossomos
(ELLIOTT, 1960) muito embora,BOOTHROYD (1978) tenha usado tecnicas citolo
gicas basicas em microscopio de luz, a fim de se estudar algumas aberra-
coes cromossomicas e correlacionar cromossomos com grupos de ligacao, en-—

tretanto a especie nao e um bom material para analises citologicas deta-
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lhadas, pelo menos pela técnica empregada.

ELLIOTT (1960) encontrou muitos ascosporos abortivos e as-—
cos com numero de ascosporos menor que 8 em linhagem que provavelmente era

portadora de aberragao cromossomica.

Esporos abortivos foram observados nos variantes portadores

de translocagéo (V6 e V

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

A segregagao meiotica do fenotipo deteriorado do  variante
st esta em torno de 6:1 (Tabela 9), e pelas analises citologicas observa-
~se um certo numero de ascosporos abortivos e ascos com numero de ascoOspo-
ro inferior a oito. Isso pode ser explicado pela presenga das aberra-
gaes cromossomicas numéricas e estruturais (PERKINS,1975; PERKINS e BARRY,
1977). As origens meioticas desses tipos de ascos estao representadas nas
Figuras 15 e 16, supondo ser uma translocacao insercional ou insercional
invertida respectivamente. Como este variante apresenta dois rearranja-
mentos (translocagao e dissomia), as varias combinagoes entre eles, teriam
como consequencia, a produgao de um numero bem maior de ascosporos aborti-

Vos.
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Figura 15 - Origem e constituigao de ascos contendo esporos deficientes, prove-
" nientes de cruzamento entre linhagem portadora de translocagao in-
sercional (centromeros escuros) com linhagem normal (centromeros

claros), tendo ocorrido (b) ou nao (a) permuta unica.
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Figura 16 - Pareamento meidotico de uma translocacao insercional invertida com
seu cromossomo homologo normal, ocorrendo permuta nas algas e pos
terior segregagao. Ha formagao de pontes anafasicas e produggs
de segmentos acentricos. Essas pontes se rompem, levando a pro-
ducao de muitos esporos inviaveis ou abortivos.
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O variante V67 apresentou uma segregacao fenotipica de 3:1 (normais: dete
riorados) (Tabela 15). A Figura 15 (definida para o variante V25) poderia

tambem ser usada para explicar o padrao de aborto de esporos.

Nenhum ascosporo abortivo ou asco COm um NuUmMero menor que

oito foi observado no variante V5 9 (Figura 8).

As linhagens A, ppy e o variante deteriorado V5 (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 sao resultantes de cruzamentos heterozigotos
para translocagao (PERKINS, 1974 e PERKINS e BARRY, 1977) e nao devido a
presenca de determinantes de deterioracao. Os esporos abortivos sao entao

os responsaveis pelo desvio na segregacgao.

Quanto ao diametro dos ascos, a analise de variancia (Tabe
la 18) mostrou que nao ha diferenga significativa entre os grupos conside
rados. O estudo de regressao apresentou uma tendencia linear significati
va a 1% de probabilidade (Tabela 18) representada pela equagao de regres-

sao esquematizada na Figura 5.

5.4, Nucleos e conidios

As médias obtidas para os conidios dos variantes deteriora
dos (Tabela 19) foram em geral inferiores a linhagem com duplicagao A,com

excessao do variante V . ue apresentou diametro maior. Valo-
32 gal nic fac 4 P
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res para diametros de nucleos para variantes deteriorados foram menores

que os da linhagem A,ou iguails para o caso do variante V A

32 gal nic gac’
analise estatistica mostrou que as medias dos conidios de variantes dete-
riorados foram significativamente diferentes daquelas da linhagem A,da 1li-
nhagem ppy e da linhagem MSE, com excessao do variante V.. Quanto ao dia-

metro de nucleos,as medias dos variantes deteriorados foram significativa

mente diferentes da linhagem A,com excessao do variante V m

32 gal nic ga’ co
relagao as linhagens MSE e ppy, alguns variantes deteriorados,tiveram dife

rengcas nao significativas com relagao a 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 especie (ELLIOTT, 1960), as altera
coes cromossomicas como duplicacoes podem ser detectadas citologicamente,

atraves do tamanho do nucleo.

Em dissomicos de A. nidufans os nicleos sao maiores que a-
queles da linhagem haploide e aqueles de linhagem com duplicagao CTromosso-
mica (PIZZIRANI, 1977; GABRIELLI, 1978). No que diz respeito ao numero de

nucleos nos conidios,apenas o variante V apresentou coni-

32 gaf nic gac’
dios uni-bi e trinucleados (Figura 11). PAES de BARROS (1977) atribuiu a
ocorrencia de conidios binucleados ao desiquilibrio cromossomico ou a exis
tencia de um outro fator alem da duplicagéo. PIZZIRANI (1981) relacionou
a presenca de binucleados a gene simples, na linhagem MSE. NIFFENEGGER e
SOUZA (1979) correlacionou a presenga de conidios binucleados a anomalias

estruturais na conidiagao,quando estudava uma serie de variantes deterio-

rados. A presenca de duplicacao agiria de forma indireta no numero de nu-
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cleos.

. - — -
Quanto ao variante V ,0 numero de nucleos conl

32 gal nic 4ac
diais encontrados poderia ser explicado pela presenca de genes com segrega
cao mendeliana simples,que condicionam a formagao de mais de um nucleo no
conidio, pois este variante € um segregante meiotico do cruzamento entre o

variante V32(AZEVEDO,1971) com a linhagem MSE descrita por PIZZI-

bin’
RANI-KLEINER (1981). Provavelmente este segregante herdou o gene bLnA] da
linhagem parental. Duplicagao associada ao gene bLHA], aumenta a porcen-

tagem de conidios com mais de um nucleo (PIZZIRANI-KLEINER, 1981); uma pro

orcao ainda maior pode ser observado no variante V., P .
pors P 32 gal nic fac

ELLIOTT (1960) ,observou que 0s ascOSpoOros de A. nidwlans
eram binucleados. Com base nos dados aqui obtidos,poder-se-ia dizer que
aSCBSporos no interior dos ascos sao uninucleados (Figura 10) e binuclei

dos em estagios mais adiantados de maturacao, ou seja, pos—liberagao do as

CO.

Mesmo quando a linhagem e binucleada,os ascosporos no inte-

rior do asco sao uninucleados, como e o caso da MSEbin

5.5. Efeito de diferentes agentes na haploidizacao

Os estudos genéticos com Aspergiflus nidulans tiveram desen-
volvimento maior quando ROPER (1952) e PONTECORVO et al77(1953; 1954) des-
cobriram a recombinacao mitotica nesta especie. 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 recombinacao mitotica e a haploidizagao. A ha-
ploidizagao ocorre por nao disjungoes cromossomicas sucessivas (KAFER,1961)
e varios agentes sao conhecidos,os quais induzem haploidizacao (MORPURGO,
1961;HASTTE,1970; KAPPAS et aliz,1973; 1974; KAPPAS e GEORGOPOULOS, 1974;

1975; AZEVEDO e PACHECO SANTANA, 1975; AZEVEDO et aliZ, 1977).

0 fungicida Benlate(HASTIE,1970) aumenta a frequencia de se-
gregantes haploides,apresentando um comportamento semelhante a p-fluorofe-
nilalanina (MORPURGO,1961). Benzimidazole e tiofanato (KAPPAS et ali1,1973;
1974) aumentam a instabilidade em diploides de A. widwlans, assim  como
Botran, PCNB, SOPP (KAPPAS e GEORGOPOULOS,1975) e Cloroneb (KAPPAS e GEOR-

GOPOULOS,1975; AZEVEDO e PACHECO SANTANA,1975; AZEVEDO et aqliZ,1977),atra-

ves de nao disjungoes mitoticas.

Pelos resultados das haploidizagoes,aqui obtidas com Cloroneb,
Benlate e pFA,observa-se que o Cloroneb nao & um bom agente haploidizante
em linhagens portadoras de rearranjamentos cromossomicos. Além deste fungi
cida selecionar algumas marcas como gt£A7 e &LboBz,ele tambem provoca um

aumento na proporcao de permuta mitotica,e que dificulta a localizagao dos
rearranjamentos e tambem de genes nos diferentes grupos de ligagao(Tabelas
7 e 10). Pelos dados apresentados na Tabela 2,observa-se que diploides ori
ginados do cruzamento entre a linhagem MSE e variantes deteriorados sao
mais sensiveis a este fungicida,quando comparados com os diploides livres
de deterioragao. Provavelmente exista alguma relagao entre sensitividade
ao Benlate e presenca do determinante de deterioragao. Por outro lado o
PFA embora produzindo excelentes resultados e de dificil obtencao no Pais
e de custo alto. O Benlate, na impossibilidade do uso de pFA deve ser en-

tao recomendado para estudos geneticos em A. nidufans en