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1, RESUMO 

Esta investigação foi levada a efeito com o 

objetivo de estudar geneticamente o fenômeno da resistência 

ao fungicida cloroneb (l,4-dicloro-2,5-dimetoxibenzeno) em 

A�pe�gillu� nidulan�. 

Através de mutações espontâneas foram obtidos 

6 mutantes resistentes ao cloroneb, a partir de linhagens se� 

síveis. Esses mutantes foram caracterizados quanto à capacid� 

de de crescimento em doses crescentes do fungicida verifican

do-se que todos eram semidependentes de cloroneb, requerendo 

a presença da droga no meio de cultura para que suas colônias 

alcançassem o desenvolvimento máximo. OiplÓides construídos 

entre linhagens resistentes e sensíveis mostraram que a muta

çao para a resistência foi recessiva em uma linhagem, semido

minante em outra e dominante em 4 outras. Em 3 destas Últimas 

linhagens encontrou-se indícios de sobredominância. 

Submetidos à análise genética, todos os 6 mu

tantes revelaram que a resistência era devida a um Único ge

ne. Em cada um dos mutantes a análise mitótica atribuiu ao 

grupo de ligação III o loco responsável pela resistência e a 

análise meiótica permitiu mapear esse loco a uma distância mé 

dia de 34 unidades de mapa do marcador galAl. Ensaios de ale

lismo comprovaram que todas as 6 mutações pertenciam ao mesmo 



loco. 

Procurando-se obter �utantes ' . sens1vB1s a 

tir de duas linhagens resistentes ao cloroneb 

• L • 

par

e 

CHL-13) apurou-se uma linhagem realmente sensível e outras 3 

que continuavam resistentes mas tinham sofrido alterações nos 

graus de resistência e ou semidependência. 

Duas linhagens sensíveis e duas resistentes fo 

ram submetidas a 4 diferentes tratamentos mutagênicos: ácido 

nitroso, metano-sulfonato de etila, dietilsulfato e 8-metoxi

psoraleína associada à luz ultravioleta longa. Foram traçadas 

curvas de sobrevivência para cada linhagem em cada tratamento 

e, com base em tais curvas, estimou-se as doses apropriadas 

para futuros procedimentos. Procurou-se induzir mutantes re

sistentes a partir das linhagens sensíveis e vice-versa. Atra 

vés das freq�ências de setores mutantes emitidos por colônias 

monospóricas, advindas de conÍdios submetidos aos t�atamen-

tos, nao se detectou efeito residual de nenhum dos mutagêni-

cos. Uma das linhagens sensíveis (p�oA1; pabaA6; yA2) reve-

lou-se adequada para se quantificár os efeitos dos tratamen

tos mutagênicos sobre a indução de resistência ao cloroneb 

já que os mutantes, em meio de cultura adequado, produzem co

nídios que contrastam francamente com os da linhagem sensível 

original. Foi sugerido um sistema para a averiguação da capa

cidade mutagênica de substâncias suspeitas baseado na indução 

de resistência ao cloroneb em A. nidulan�. 
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2. INTRODUCAO

Os organismos vivos possuem uma notável poten

cialidade para se adaptar a mudanças do ambiente. Entre essas 

mudanças. um tipo que vem assumindo importância cada dia 

maior é a intervenção por parte do Homem no meio ambiente a

través da introdução de biacidas além de outros compostos quf 

micos diversos. Por sua vez. as espécies biológicas procuram 

se adaptar às substâncias que lhes são adversas através da ar 

ticulação de mecanismos de resistência genética. 

Os mutantes que se tornaram resistentes a age� 

tes inibidores têm se constituído em profícuos objetos de es

tudo. Esta categoria de mutantes tem sido observada em prati

camente todos os organismos nos quais se procurou controlar o 

crescimento populacional através do emprego de agentes tóxi

cos. 

O grande acúmulo de relatos de surgimento de 

resistência a antibióticos e inseticidas (GEORGOPOULOS e ZARA 

COVITIS, 1967) ilustra muito bem a afirmação do parágrafo an

terior. 

O fenômeno também vinha sendo registrado, emb� 

ra de forma discreta, nos sistemas fungo-fungicida. Entretan

to, a partir de 1968 quando se intensificou o emprego dos eh� 

macios fungicidas sistêrnicos, o problema ganhou nova dimensão. 
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Estes compostos. via de regra, atuam em um �nico passo do me

tabolismo do fungo e, em conseqdência, apenas uma mutaç�o e 

suficiente para transformar uma linhagem sensível em resisten 

te. 

O cloroneb (l,4-dicloro-2,5-dimetoxibenzeno) 

pertence ao grupo dos fungicidas sistêmicos e o aparecimento 

de resistência a essa droga tem atraído o interesse de vários 

pesquisadores. 

Uma das espécies em que se tem repetidamente 

procurado investigar a resistência ao cloroneb e 

A-0pen9lllu-0 nldulan-0, fungo filamentoso, homotálico, de pro

priedades genéticas relativamente bem estabelecidas (PONTECO� 

VO e cal., 1953b). Outros conhecimentos a respeito desse fun

go e que o recomendam para estudos genéticos versam sobre mu

tações diretas (ALDERSON e SCAZZOCCHIO, 1967; ALDERSON e HAR

TLEY, 1969; SCOTT e col., 1977), mutações reversas e genes s� 

pressores (LILLY, 1965), genes letais induzidos por mutagêni-

cos (AZEVEDO, 1970) e aberrações cromossômicas (UPSHALL e KA-

FER, 1974; NORMANSELL e HOLT, 1979). 

Consideradas as vantagens acima expostas, o 

A. nldulan-0 foi escolhido para material biológico do presente

trabalho que teve por escopo:

a) Isolar, caracterizar e analisar geneticame�

te mutantes de A. nldulanh resistentes ao

cloroneb.

b) Isolar e caracterizar revertentes sensíveis

ao fungicida.

e) Examinar a rnutagenicidade relacionada com o

caráter, através da indução de resistência

em linhagens sensíveis e vice-versa. Para
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esta etapa escolheu-se 4 agentes mutagêni

cos suficientemente ensaiados em fungos: �-

cido nitroso, metano-sulfonato de etila, 

dietilsulfato e 8-metoxipsoraleina associa

da à luz ultravioleta longa. 

Ajustar o sistema "resistência ao 

em A. nidulanh" para que ele possa 

cloroneb 

ser em-

pregado na averiguação de efeitos mutagêni

cos de substâncias suspeitas. É notório que 

o desenvolvimento industrial tem acrescenta

do um grande número de compostos químicos 

novos ao meio ambiente nas Últimas décadas 

e dessa maneira os organismos vivos (com in 

teresse especial para os seres humanos) vão 

ficando cada vez mais expostos ao contato 

com substâncias pouco conhecidas. Os testes 

de mutagenicidade empregando mamíferos e cé 

lulas humanas em cultura são dispendiosos e 

dotados de muitas restriç�es de forma que 

se fazem oportunos novos métodos que se va

lham da simplicidade e rapidez dos procedi

mentos com microrganismos. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA

3.1. Resist�ncia a substincias fungit5xicas 

Este item da revisao irá procurar abranger os 

principais estudos com conotação genética a respeito do fenô

meno da ocorrência de resistência em diferentes espécies de 

fungos (fitopatogênicos ou não) a substâncias inibidoras. Oen 

tre elas, serão especialmente visados os fungicidas convenci� 

nais e, mais particularmente ainda, os fungicidas sistêmicos 

com ênfase para o cloroneb. 

Embora fosse notória desde o início a facilida 

de com que bactérias adquiriam resistência a antibióticos 

insetos se tornavam tolerantes a inseticidas, o fenômeno 

e

nao 

encontrava paralelo no grupo dos fungos (DEKKER, 1972, 

1977). 

1976, 

Com a introdução de novos tipos de substâncias 

antifÚngicas nas Últimas décadas, começaram a se tornar mais 

freq�entes as descrições de aquisição de resistência a uma da 

da droga. COLE e cal. (1968) reportaram casos em que 

Sele�otlnia homeoea�pa se tornou tolerante a compostos conten 

do cádmio. Fenômeno semelhante foi registrado por GILPATRICK 

e BLOWERS (1974) em Ventu�la lnaequall-0 em relação ao fungicl 
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cida dodine. 

A difus�o do emprego de um grupo de fungicidas 

tendo em comum a presença do anel benzênico na mol�cula fez-

se acompanhar por um aumento consider�vel dos relatos de apa

recimento de resistência. Veja-se as publicaç�es de SHATLA e 

SINCLAIR (1963) com respeito ao pentacloronitrobenzeno, de 

KUIPER (1965) referindo-se ao hexaclorobenzeno e a de LOCKE 

(1969) ao lado da de WEBSTER e col. (1970) tratando do diclo-

ran. 

O aparecimento de mutantes resistentes também 

foi observado em laborat6rio: GEORGOPOULOS (1962a, 1962b, 

1963a, 1963b) isolou linhagens de Hypomyce� lolani 6- cucuftbitae 

resistentes ao cloronitrobenzeno e VOMVOYANNI e GEORGOPOULOS 

(1966) obtiveram, a partir da mesma espécie, alguns isolados 

resistentes ao difenil. TILLMAN e SISLER (1971) viram 

mutantes tolerantes ao cloroneb em U�tilago maydi�. 

surgir 

Esse período, marcado pela utilização predomi

nante dos fungicidas convencionais (não-sistémicos), nao apr� 

sentou casos de emergência de resistência que alcançassem 

maior importância pr�tica, conforme pode-se constatar na revi 

são de ASHIOA (1965) tratando dos fungicidas inorgânicos e 

também na de GEORGOPOULOS e ZARACOVITIS (1967) em que foram 

abordados os orgânicos. 

Em se tratando dos fungicidas sistêmicos, an

tes mesmo que esses produtos fossem colocados ao alcance dos 

agricultores, jâ se tinha conhecimento da facilidade com que 

surgiam mutantes resistentes (OEKKER, 1977). Este autor compl 

leu 35 relatos de descoberta de resistência, abrangendo 8 di

ferente3 fungicidas sistémicos e várias espécies de fungos fi 

topatogênicos. 

As espécies nas quais se tornou possível a ana 

lise genética, como A�pe�gillu� nidulan�, Neu�o�po�a c�a��a e 
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Saccha�omycel ceheviliae, foram especialmente visadas para i� 

vestigaç6es objetivando as bases genéticas do fen6meno da re-

sistência. Paralelamente, espécies fitopatogênicas 

Ventuftia inaequalll, Ultllago maydi�, U. ohdei e 

como 

Hypomyc.e� 

�olani foram também alvo de estudos. No que diz respeito aos 

fungicidas examinados, os esforços se concentraram em torno 

do grupo dos hidrocarbonetos aromáticos, dos derivados e pro

dutos correlatos do benzimidazol e do grupo dos oxatins (DEK

KER, 1977).

Cruzamentos p rovocados entre uma linhagem re

sistente e outra sensível a um dado inibidor, via de regra r� 

velavam que o caráter estava subordinado a um único loco gên� 

co. Cinco locas, individualmente relacionados com a resistên

cia a hidrocarbonetos aromáticos, foram assinalados por GEOR

GOPOULOS e PANOPOULOS (1966) em Nec.thla haematoc.oc.c.a. Em 

A. nldulanl, para a mesma classe de fungicidas, 

(1968) distinguiu 2 locas. Ainda em A. nldulanl, 

THRELFALL 

estudando 9 

linhagens resistentes ao benomil obtidas através da irradia

ção de esporos com luz ultravioleta, HASTIE e GEORGOPOULOS 

(1971) verificaram que em cada linhagem o fen6tipo "resistên

cia" estava relacionado com mutação num único loco. Dois den

tre esses genes mutantes foram mapeados: um deles foi atribui 

do ao grupo de ligação II e o outro ao VIII. TUYL (1977) obte 

ve confirmação para esses resultados e também conseguiu ma

pear um terceiro gene mutante, atribuindo-o ao grupo de liga

ção VII. O mesmo investigador encontrou também resistência a 

cicloheximida e ao imazalil em A. nidulanl obedecendo a pa

drão poligênico. Por sua vez, a resistência ao oxatin induzi

da em UJ�ilago ondel por BEN-YEPHET e col. (1975) denotou se

guir padrão de herança monogênica em algumas linhagens e poll 

gênica em outras. Um mutante de A. nldulanl resistente a es

se mesmo fungicida foi isolado por AZEVEDO e cal. (1977). A 

mutação que conferia resistência mostrou-se dominante e a ana 

lise genética indicou que o loco correspondente faz parte· do 
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grupo de ligaç�o VII mas nao se encontra ligado ao gene 

nicB a , marcador gen�tico da linhagem testadora (MSE) nesse 

grupo de ligação. Em Hypomyce� 6olani 6, cucu�bitae foram re

conhecidos 4 locas distintos relacionados com a toleráncia ao 

dodine (KAPPAS e GEORGOPOULOS, 1970). Uma linhagem de

Ce�atocyhti-0 ulmi resistente ao metil-2-benzimidazol-carbama

to foi estudada por NISHIJIMA e SMALLEY (1979) que apontaram 

um Único loco interferindo sobre o fenômeno. Vários isolados 

de Ventunia pinina resistentes ao carbendazim examinados por 

SHABI e KATAN (1979) acusaram subordinação do caráter a um 

Único loco em todos os resistentes, sem influências citoplas

máticas ou de genes modificadores. 

O fato do nível de resistência se apresentar 

variável para determinados locas sugeriu a hipótese de mais 

de um alelo resistente para tais locas (DEKKER, 1972, 1977). 

A ocorrência de genes modificadores atuando 

alternativa ou sinergisticamente com alelos m�ltiplos foi eva 

cada por VOMVOYANNI (1974) para justificar diferentes níveis 

de resistência à cicloheximida em Neu�o-0po�a cna-0la. 

Efeitos aditivos de duas ou mais mutações para 

resistência ao dodine foram registrados em Newu..o.. haematoc.oc.c.a. 

(KAPPAS e GEORGOPOULOS, 1970). Fenômenos análogos foram des

critos por TUYL (1977) em A. nidulanl, envolvendo a resistên

cia ao benomil num caso e ao imazalil em outro. Por outro la

do, a não ocorrência de efeitos aditivos foi constatada por 

GEORGOPOULOS (1963a,b) em Hypomyc.e-0 -0olani D· cucu�bitae onde 

a presença dentro de um mesmo núcleo de duas mutações para re 

sistência a hidrocarbonetos aromáticos não alterou o nível de 

resistência conferido por uma Única mutação. 

A mutação que atribui resistência a um determ� 

nado inibidor, examinada ao longo de sucessivas investigaç6es 

abrangendo diferentes espécies de fungos (tanto fitopatogênicc:is 

como inócuos) e uma gama de substâncias antifÚngicas (fungic� 
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das ou inibidores atipicos), tem evidenciado comportar-se co

mo recessiva em alguns casos, semidominante em outros e, mais 

raramente, como dominante. Assim, dentre 3 mutações distintas 

que conferiam resistência à acriflavina em A. nidulan.6, ROPER 
" -

e KAFER (1957) chegaram a conclusão de que duas delas eram se 

midominantes em contraposição com a terceira que se mostrou 

recessiva. P ara a mesma esp�cie, W ARR e ROPER (1965) identifi 

caram uma mutação dominante [resistência ao iodoacetato), uma 

semidominante (ao actidione) e 3 recessivas (verde malaquita, 

teoquil e p-fluorofenilalanina). Resistência ao oxatin reve

lou-se semidominante em U-0-t,i_lago mayfu e dominante em U. 011.dei 

(BEN-YEPHET, 1974). De 3 genes que proporcionavam resistência 

a esse mesmo inibidor em A. nidulan.6, 2 mostraram-se semido

rninantes e, o �ltimo, dominante (TUYL , 1977) .Em Sacchanomyce.6 

cenevi.6iae WILKIE e LEE (1965) discriminaram com relação à r� 

sistência à cicloheximida um gene dominante, 3 semidominantes 

e 2 recessivos. Resistência a esse mesmo fungicida foi re-

latada como recessiva por CROUZET e cal. (1978) em 3 linha-

gens distintas de Podo-0poha an-0ehina. THRELFALL (1965) enccn 

trou uma mutação recessiva dando resistência ao pentacloroni

trobenzeno em A. nidu.lan,L Urna mutação semidominante respons-ª_ 

vel pela resistência ao brometo de etidio foi descrita por 

SCARAZZATTI e col. (1979) ainda em A. n,i_dulan.6 e mapeada no 

grupo de ligação II. WILLIAMS (1978) distinguiu mutações domi 

nantes e recessivas determinando resistência ao cloreto de co 

balto em Victyo-0teliu.m di1.:,co,i_deum. 

SANT'AN A (1974) isolou um mutante de A. nidulan1.:, 

que tinha adquirido resistência ao dodine. A mutação mostrou-

se claramente recessiva e ·o teste do heterocário (JINKS, 1963) 

acusou que o fenótipo estava na dependência de fatores extra-

cromossômicos. A existência de genes extranucleares em 

A. nidulan.6 já foi cogitada para explicar a toler�ncia a anti

bióticos como a oligomicina (ROWLANDS e TURNER, 1973 , 1977;

MASON e T URNER, 1975) e o cloranfenicol (MASON e TURNER, 1975;
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GUNATILLEKE e col., 1975). COLSON e col. (1979) descobriram 

que mutaç6es para resist�ncia a diferentes inibidores 

al�licas em 2 locas distintos do genoma mitocondrial 

Sacchahomyce� ce�evlhlae. 

era� 

de 

A possibilidade de que alguns fungicidas tam

bêm desempenhem o papel de agentes mutagênicos tem sido farta 

lecida por algumas observações: HASTIE (1970) e KAPPAS e cal. 

(1974) verificaram que o benzimidazol e o tiofanato têm a pr� 

priedade de provocar instabilidade mit6tica em col6nias di

pl6ides de A. nldulanh. Foi tamb�m notado que resistentes ao 

benomil puderam ser selecionados quando a população sensível 

foi posta a crescer em meio de cultura contendo a droga; o nu 

mero de resistentes mostrou-se apreciavelmente maior do que 

seria de se esperar em decorrência de mutação espontânea (HAS 

TIE e GEORGOPOULOS, 1971). Comportamento semelhante em rela

ção ao benomil foi descrito por DASSENOY e MEYER (1973) em 

Fuhahlum oxyhpohum. 

O interesse pela fenomenologia subjacente ao 

fato da resistência foi inspirado pela necessidade de se estu 

dar o problema alêm do terreno empírico. Assim, PARTRIDGE e 

RICH (1962) idealizaram uma "enzima adaptativa" para justifi

car o aumento da tolerância de Penlcllllum notatum ao gliodin 

e ao captan. Uma compilação a respeito dos presumíveis meca

nismos responsáveis pelo aparecimento de resistência a fungi

cidas foi apresentada por DEKKER (1972, 1977). A tendência 

mais acentuada é imaginar-se que o mecanismo de resistência 

se estabelece conforme alguma estratégia que procure neutral� 

zar ou atenuar o papel da molécula inibidora contra o seu po� 

to de ataque na célula. Isto pode acontecer através de altera 

ção na permeabilidade da membrana, aumento na destoxificação 

da droga, desenvolvimento de uma via metabólica alternativa, 

incremento da produção de alguma enzima que venha concorrer 

para os processos de resistência ou ainda através da redução 

da afinidade da molécula fungitóxica pelo seu ponto de liga

çao. 
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Um exemplo deste Gltimo modelo foi fornecido 

por DAVIOSE (1973) estudando aspectos da resistência de linha 

gens de A. nidulan� ao carbendazim. Esta subst�ncia, ao que 

tudo indica, liga-se às subunidades protéicas dos microtGbu

los do fuso mitótico do fungo (à semelhança do que faz o anti 

mitótico colchicina em células humanas em cultura). Trabalhan 

do com extratos celulares de col6nias de A. nidulan� 

veis à droga e que tinham crescido em contato com ela, Da

vidse detectou que as partículas de carbendazim apareciam li-

gadas a macromoléculas muito semelhantes às das 

fuso. Nos extratos de um mutante sÚper-sensível 

proteínas do 

observou-se 

que essa ligação era intensa ao passo que era quase inexiste� 

te no material obtido a partir de uma linhagem resistente. E� 

tão, a mutação teria alterado a estrutura molecular de algum 

componente do fuso, reduzindo a sua afinidade pela 

de carbendazim. 

molécula 

Ultimamente muitas informações têm sido apura

das em situações específicas. Assim, CROUZET e col. (1978) cons 

tataram que num mutante de Podolpoha an�ehina resistente à ci 

cloheximida esta subst�ncia deixou de inibir a elongação da 

cadeia polipeptÍdica ao nível dos ribossomos. Os autores acre 

ditam que a resistência teria surgido em conseqõência de alte 

raçoes na subunidade 60S daquelas organelas. Um mutante de 

Neu�o�po�a c�a-0-0a resistente à 6-metilpurina mostrou-se defec 

tiva quanto à adenina fosforibosiltransferase e com atividade 

reduzida da hipoxantina fosforibosiltransferase (PENDYALA e 

cal., 1979). Diferença na mobilidade eletroforética da fosfo

glicomutase de variantes de Eime�ia maxima sensíveis e resis

tentes a algumas drogas foi descoberta por ROLLINSON e cal. 

(1979). A aquisição de resistência e� duas etapas consecuti

vas foi averiguada por GEESON (1978) em Bot�yti� cine�ea. □s 

mutantes coletados no campo ou induzidos por luz ultravioleta 

mostraram-se apenas parcialmente tolerantes ao carbendazim. 

Uma irradiação posterior permitiu então a obtenção de alto 
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grau de resistência. WAXMAN e col. (1979) mapearam 4 genes n� 

cleares supressores da resistência ao cloranfenicol (de natu

reza mitocondrial) em Saeehahomyee-0 eehevi-0iae. SPITHILL e 

cal. (1979) verificaram alterações nas propriedades dos ribas 

somos de indivíduos dessa esp�cie que haviam se tornado resis 

tentes � neomicina e �  paramomicina. KUNS e BALL (1977) desco 

briram, mediante tratamento com brometo de etidio, que o fa

tor responsável pela resistência � glucosamina, localizado na 

mitoc6ndria de S. eehevi-0iae, não se situa ao nível do □NA mi 

tocondrial. 

Considerando-se especificamente o fungicida 

cloroneb deve-se destacar que o seu trajeto e a sua açao no 

organismo do fungo ainda não estão perfeitamente esclarecidos 

e conseq�entemente não se pode pretender explicações concisas 

para os mecanismos de resistência. Contudo, algumas informa

ções fragmentárias podem concorrer para a compreensão de al

guns aspectos do pro�lema. Assim, HOCK e SISLER (1969) desco

briram que essa substãncia na dose de 5 a 8 ppm inibe o cres

cimento de Rhizoetonia -0olani e Selehotinia hol6-0ii ao passo 

que é muito menos ativa com relação � S. pa-0tohianul e 

Neuho-0poha eha-0-0a. Posteriormente verificaram que essa dife

rença de atividade não poderia ser explicada com base exclus� 

vamente em diferenças na absorção ou transformação metab6lica 

do cloroneb visto que S. pa-0tohianu-0 e S. hol6-0ii mostraram

se incapazes de metabolizar u substãncia, ao contrário do que 

ocorreu com R. -0olani e N. eha-0-0a. Descobriram também que a 

inibição do crescimento micelial de R. -0olani ocorria na pro-

porção em que o cloroneb ia sendo metabolizado, dando lugar 

ao composto 2,5-dicloro-4-metoxifenol. Perceberam que a respi 

ração em R. -0olani não chegou a ser inibida pelo cloroneb até 

a dose de 20 ppm. J� a incorporaçao de timidina no DNA dos hi 

fas foi afetada: houve de 65 a 90% de inibição em presença de 

um nível de 8 ppm da substância. Paralelamente foi evidencia

do que os processos de incorporação de uridina no RNA e fenil 
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alanina na sintese de proteinas tambêm foram parcialmente r� 

primidos. Os resultados da investigação de TILLMAN e SISL.ER 

(1973) com U�tllago maydi� imprimiram nova direção na tentati 

va de explicação do problema. Verificaram eles que o cloroneb 

a B ppm matava conÍdios em meio de cultura mas nao o fazia em 

tampão fosfato. Nesta condição o número de conÍdios permane

cia inalterado mas, em contraposição, o peso seco e os montan 

tes de proteína, RNA e DNA da cultura aumentavam com o passar 

do tempo. Observação importante foi conseguida quando se tra

balhou com cultura de conÍdios sincronizados e tratados com 

cloroneb: acontecia a duplicação da quantidade de ONA e a pe� 

feita divisão nuclear. Entretanto, a divisão celular deixava 

de acontecer, fazendo com que os conidios se tornassem binu

cleados. Estes fatos indicaram que a ação inibitória da subs

tância se deu efetivamente a nível de citocinese e, conseq�e� 

temente, as interferências sobre as sínteses de ácidos nucléi 

cos e proteínas representariam tão somente efeitos 

rais. 

colate-

Em que pese a consistência desse modelo, ou-

tras hipóteses foram aventadas com base nas verificações de 

GEORGOPOULOS e col. (1976) e AZEVEDO e SANT'ANA (1975) de que 

o cloroneb em doses adequadas perturba a estabilidade de li

nhagens diplóides de A. nidulan� provocando um grande numero

de aneuploidias. A generalidade desse fenômeno levou os Últi

mos autores a recomendar o fungicida como agente haploidizan

te em procedimentos de análise genética. Este papel da droga

seria análogo ao descrito para o benomil em linhagens diplói

des de A. nidulan� por HASTIE (1870) e UPSHALL e cal. (1977).

Estes Últimos estabeleceram a dose do fungicida de 1,5 ppm c�

mo discriminativa da ploidia das colônias: as haplÓides cres

cem enquanto que as diplóides são inibidas, provavelmente por

serem mais susceptíveis aos distúrbios provocados pela subs

tância no fuso mitótico. Confrontando-se as duas situações

torna-se plausivel que o cloroneb possa exercer o papel de
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antagonista da polimerizaç5o das subunidades do fuso. da mes-

ma forma que o benomil, e essa poderia ser entio a sua açao 

prim�ria (DEKKER. 1977). Descobertas interessantes de outras 

linhas de pesquisa devem ser examinadas. HOCK (1968) analisan 

do extratos de col6nias de Neu40hpo4a c�ahha resistentes ao 

cloroneb e crescidas em contato com ele encontrou um composto 

de adição, provavelmente um glicosidio. ligado �s mol�culas 

do fungicida. Por outro lado, a hidrólise de um dos grupos m� 

toxi da estrutura molecular do cloroneb, dando origem ao pro

duto não-tóxico 2,5-dicloro-4-metoxifenol, verificada por 

HOCK (1968) em Rhlzoctonla holanl sugere um mecanismo de des

toxificação atrav�s do qual algumas linhagens podem adquirir r� 

sistªncia. Contudo, nao parece que esta via de destoxificação 

se constitua na �nica fórmula para o mecanismo de resist�ncia 

ao cloroneb, desde que não foi detectado nenhum metabÓli�o do 

fungicida em material proveniente de culturas de 

Saccha�omyceh pahto�lanuh altamente resistentes ao cloroneb e 

desenvolvidas em contato com ele (LUKENS, 1971). Pode-se ima

ginar tamb�m que a adaptação aos fungicidas arom�ticos - gru

po ao qucil pertence o cloroneb - seja devida à mobilização de 

um sistema bioquímico que degrade o nGcleo benz�nico como po� 

derou Lukens. Tal hip6tese é reforçada pelo nGmero consider�

vel de registros de resistªncia cruzada envolvendo integran

tes desse grupo de fungicidas. GEORGOPOULOS e VOMVOYANNI 

(1965) j� haviam preconizado que esse acontecimento deveria 

ser corriqueiro dentro do grupo. Na revisão de ROSSI ( l 97 9 l 

pode-se encontrar uma farta relação de publicações que corro

boram essa hipótese. 

Cuidando-se propriamente do surgimento de mu

tantes de A. nldulanh resistentes ao cloroneb tem-se que AZE

VEDO e cal. (1977) isolaram duas linhagens que além de resis

tentes também se mostraram parciõlmente dependentes do fungi

cida. Em uma delas o gene mutante foi mapeado no grupo de li-
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gação IV, revelou-se semidominante em relação ao alelo para a 

sensibilidade e demonstrou segregação mendeliana quando foi 

reunido a ele num diplóide heterozigoto. Mais 10 linhagens re 

sistentes foram obtidas por TUYL (1977) através de mutação es 

pontânea ou indução por luz ultravioleta. Submetidas à an�li

se genética permitiram o mapeamento do gene mutante no grupo 

de ligação III. Ao mesmo tempo o pesquisador constatou a □cor 

rência de resistência cruzada para o cloroneb e o pentaclaro-

nitrobenzeno em todas as linhagens, fato que o levou a supor 

que todas as 10 mutações fossem alélicas. Indo além, aliando 

essa consideração à probabilidade de coincidência na posição 

desse loco Único com a daquele que havia sido apontado por 

THRELFALL (1968) como respons�vel pela resistência ao cloro-

neb e ao pentacloronitrobenzeno, Tuyl admitiu que ambas as si 

tuações se relacionavam com um mesmo loco gênico. ROSSI (1979) 

isolou 5 mutantes espontâneos, resistentes e ao mesmo tempo 

parcialmente dependentes do cloroneb. Todas as mutações se 

portaram como recessivas e 4 delas foram mapeadas no grupo de 

ligação III distando, cada uma delas, por volta de 32 unida-

des de mapa do gene galA 1 , marcador da linhagem testadora. 

Diante da coincidência a pesquisadora admitiu a hipótese de 

tratar-se de um Único loco, atitude semelhante à de TUYL (1977) 

em face de quadro semelhante com as suas 10 mutações. Rossi 

acredita ainda que possa haver alelismo para as 14 mutações, 

lembrando que o pr6prio Tuyl houvera prognosticado, com algu

mas reservas, que toda resistência ao cloroneb em A. nidulan� 

deveria estar vinculada ao mesmo loco do grupo de ligação 

III. 

GROSSI (1980) analisou 6 variantes morfológi

cos resultantes de conídios de uma das linhagens obtidas por 

Rossi (CHL-13) tratados com raios-X ou raios-gama. Em todos 

os casos localizou o gene para a resistência no grupo de 

ligação III, a uma distância média de 34 unidades do marcador 

galA 1 • Este achado reafirma o acerto do mapeamento feito por 
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Rossi. 

3.2. Sistemas para averiguação e quantificação de efeitos 

mutag�nicos em A. nLdulanh 

Ao lado de métodos para avaliação de capacida-

de recombinogênica (KAFER e cal. ,  1976; BIGNAMI e cal., 1977;

KAPPAS, 1978; NORMANSELL e cal., 1979) a literatura tem regi� 

trado alguns sistemas destinados à sondagem de mutações de 

ponto induzidas por agentes físicos ou químicos, empregando

se A. nLdulanh como material biol6gico (ROPER, 1971; CLUTTER

BUCK, 1974; HOLLSTEIN e cal. ,  1979).

A indução de mutantes resistentes à p-fluorof� 

nilalanina e ao mesmo tempo dependentes parciais de tirosina 

constitui a base do sistema proposto por MORPURGO (1962). Pa

ra a seleção de portadores de mutações reversas o autor reco

mendou a adição de aminotirosina e ácido fenilantranílico ao 

meio de cultura. Tais compostos têm a propriedade de aumen

tar a dependência de tirosina nos portadores da mutação dire

t a , r e s t ri n g i n d o , em e o n s e q li ê n c i a , o d e s e n v o l v i me n t o d a s s u a s 

colônias, detalhe que facilita a seleção visual dos revertsn

tes. CALVDRI e MORPURGO (1966) e SINHA (1967) comprovaram a 

eficiência desse método. 

Certamente o 3istema mais utilizado para en-

saios de mutagehicidade empregando A. nidulanh é o proposto 

por SIODIQI (1962) e LILLY (1965). Baseia-se na obtenção de 

prototr6ficos em conseqllência da indução de reversão verdadei 

ra ou supressão no loco methG 1 , ALDERSON e CLARK (1966), AL

DERSDN e SCAZZOCCHIO (1967), GAJEWSKI e LITWINKA (1968), DUAR 

TE (1968, 1971, 1972), AYLING (1969), PUTRAMENT e cal. (1970),

KLINCZUK (197 0 ), SCOTT e cal. (1973) e PASZEWSKI e GRABSKI 

(1973) tiveram a oportunidade de por em prática esse sistema 

e obter resultados coerentes. 
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O fenõmeno da resistência � ô-azaguanina foi 

consubstanciado num sistema de ensaio (MORPURGO, 1962; STRI-

GINI, 1963; ARLETT, 1966). Através dele se procurou detectar 

ação mutagênica por parte de 13 pesticidas (BIGNAMI e co 1 . , 

1977a), alguns derivados halogenados de hidrocarbonetos (BIG

NAMI e cal., 1977b) e alguns fungicidas (KAPPAS, 1977). 

A possibilidade de seleção visual de mutantes 

defectivos quanto � enzima xantina desidrogenase permitiu a 

elaboração de mais um sistema (DARLINGTON e SCAZZOCCHIO, 

1967; ALDERSON e SCAZZOCCHIO, 1967; ALOERSON, 1969; ALOERSDN 

e HARTLEY, 1969; HARTLEY, 1970). Acrescentando-se 2-tioxanti

na ao meio de cultura os conídios normais se apresentam amar� 

los enquanto que as colÕnias mutantes aparecem verdes. Nestas 

mesmas condições é possível apurar os revertentes quando se 

permite a germinação de conídios mutantes. 

OLIVEIRA (1978) apresentou um sistema Ópcional 

que se resume na indução de resistência � arginina em linha

gens lyh� Visando avaliar o método a autora trabalhou com 2 

agentes mutagênicos convencionais (luz ultravioleta e metano-

sulfonato de etila} e uma substância, o brometo de etídio, 

até então não ensaiada quanto ao seu poder mutagênico em fun

gos filamentosos. Encontrou resultados consistentes que lhe 

autorizaram a propor o seu método para a verificação de efei

tos mutagênicos de agentes físicos ou químicos. 

A resistência ao cloroneb foi tamb�m sugerida 

como indicador de ação mutagênica em A. niduían� (AZEVEDO e 

col., 1977; ROSSI, 1979; GROSSI, 1980). Os autores idealiza

ram um sistema onde os mutantes resistentes ao fungicida se 

evidenciariam sob a forma de setores viçosos que iriam se des 

tacar a partir da colônia sensível, inibida pela presença da 

droga no meio de cultura. Para registrar as reversões iria se 

valer da propriedade da dependência parcial de cloroneb apre

sentada por todas as linhagens resistentes caracterizadas pe-
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los pesquisadores. Esta semidependência faz com que as col6-

nias resistentes cresçam menos na ausência do fungicida, atin 

gindo um desenvolvimento melhor quando uma pequena dose de 

cloroneb � adicionada ao meio de cultura. A ocorrência de mu

tações para a sensibilidade seria então detectada pela mani

festação de setores desinibidos emergindo das col6nias resis

tentes ligeiramente retraídas. 

Nas publicações de ROPER (1971), 

(1974) e LEGATOR (1976) figuram outros sistemas 

CLUTTERBUCK 

idealizados 

com a mesma finalidade de fornecer instrumentação para se afe 

rir a capacidade efetiva de mutagênicos potenciais. 
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LL MATERIAL E METODOS 

4.1. Linhagens utilizadas 

4.1.1. Linhagém MSE ( 11 Master Strain E 11

) 

Apresenta conídios de coloração branca e e do

tada de marcadores genéticos em cada um dos B grupos de liga

ção (McCULLY e FORBES, 1965). V. Figura 1. 

GRUPOS DE LIGAÇJí.O MARCADORES GENÉTICOS 

I -0u.A 1 a.dE20 yA2 adE20 
o 

II wA 
3

o 
III galA

1

o 
IV pylLoA

4 

o 1 

V tíac.A 3 o 3

VI .ó B 3

VII nic.B 8

o 
VIII tLiboB2 

o 

FIGURA 1: Marcadores genéticos da linhagem MSE. 

Para esta e também para as Figuras 2 e 3 os fenóti
pos correspondentes a cada um dos marcadores assina 
lados estão explicitados no item 4.1.6. Os centrôme 
ros dos grupos de ligação nos quais eles já foram 
mapeados aparecem representados pelo símbolo "o".Os 
tamanhos relativos dos grupos de ligação e as posi
ções dos marcadores genéticos (incluindo os centrô
meros) não estão em escala. 
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Apresenta conidios de coloraç�o amarela e 2 

marcadores gen�ticos nutricionais conforme pode ser visto na 

Figura 2. 

GRUPO DE LIGAÇÃO MARCADORES GENÉTICOS 

I lJÁ2 
o----------'--

Figura 2: Marcadores genéticos da linhagem p4oA1; pabaA 6;yA2 • 

V. legenda da Figura 1.

Apresenta conidios verdes e 2 marcadores gene

ticos nutricionais conforme consta na Figura 3. 

GRUPO DE LIGAÇÃO 

I 

IV 

MARCADORES GENÉTICOS 

b-lA1
-----------o-----'-'------

me.:thG 1
-----------0------------

Figura 3: Marcadores genéticos da linhagem b-lA1; me.thG 1•

V. legenda da Figura L

4.1.4. Linhagem CHL-l 

Esta linhagem foi obtida por SANT'ANA 

através de mutaç�o espont�nea a partir da linhagem 

me.thG 1 . Além destes marcadores genéticos apresenta resistên

cia e dependência parcial em relaç�o ao cloroneb. As colônias 

se apresentam verdes quando se desenvolvem em meio de cultura 

contendo o fungicida e cor-de-areia na ausência dele. 



.22. 

4.1.5. Linhagem CHL-13 

Esta linhagem foi obtida por ROSSI (1979) atra 

ves de mutação espontânea a partir da pJtoA1; pabaA 5 ; 1jA2. Ju� 

tamente com esses marcadores genéticos apresenta resistência 

e dependência parcial em relação ao cloroneb. Desenvolve cal� 

nias de cor amarelo-p�lido quando cultivada em meio completo 

e amarelo-vivo quando a droga é acrescentada ao meio. 

Todas as linhagens mencionadas pertencem ao estoque do Setor 

de Genética de Microrganismos do Instituto de Genética da Es

cola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz", USP. As 3 li

nhagens originais são procedentes do Departamento de Genética 

da Universidade de Sheffield, Inglaterra. 

4.1.6. STmbolos dos marcadores gen�ticos das linha-

MARCADOR 

nic.B 8

pabaA
6 

pJtoA1 
pynoA4 

JtiboB 2 

.6 B 3 
.6uA1 adE 20

WÁ3

yA 2 

gens supracitadas e correspondentes fenótipos 

FENÓTIPO 

Auxotrofia para adenina. 

Incapacidade de crescer em meio contendo aceta 

to de amônia como única fonte de carbono. 

Incapacidade de crescer em meio contendo gala� 

tose como única fonte de carbono. 

Auxotrofia para �cido nicotínico. 

Auxotrofia para �cido p-aminobenzóico. 

Auxotrofia para prolina. 

Auxotrofia para piridoxina. 

Auxotrofia para riboflavina. 

Auxotrofia para tiossulfato de sódio . 

Supressor da mutação adE 2 o.
Conídios brancos. 

ConÍdios amarelos. 
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4.2. Meios de cultura e soluções utilizados 

4.2.1. Meio m1nimo sÕ1ido {PONTECORVO e col., 1953b)

modificado 

NaN0
3

. 6,0 g 

KH
2

P
□ 4 

l, 5 g 

KCl . O, 5 g 

MgS0
4

.7 H
2 □

O, 5 g 

FeS0
4 

O, O 1 

Znso
4 

O, O 1 g 

Glicose 1 O, O g 

Agar. . . . 15, O g 

Agua destilada. 1.000,0 ml 

4.2.2. Meio completo sÕli do {P0NTEC0RV0 e coL, 1953b) 

- modificado

Meio 
, .

minimo (item 4.2.1.) 1.000,0 rn 1 

Peptona 

Caseína hidrolisada 

Extrato de leveduras. 

Solução de vitaminas. 

Acido nucléico de leveduras hidrolisa 

do 

2, O g 

l, 5 g 

O, 5 g 

1 , O rn 1 

2,5 ml 
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4.2.3. Meio de acetato de amónio (APIRION� 1962) 

Acetato de a111ônio 

KH2Po4
NaCl . . . 

MgS0
4

.7 H2□ 
FeS0

4 

Znso
4

. 

Ágar . . 

Água destilada 

4.2.4. Meio de galactose 

Preparado de maneira análoga ao meio 

12,0 

3, O 

2,0 

0,5 

O, 01 

0,01 

15, O 

1.000,0 

� . 

g 

g 

g 

g 

g 

g 

g 

ml 

minimo 

descrito no item 4.2. 1., substituindo-se glicose por galacto-

se. 

4.2.5. Meio minimo liquido acrescido de 2% de 

completo 

meio 

Ao meio mínimo liquido (item 4.2.1. com exclu-

sao do ágar) adicionou-se 2% de meio completo (item 

com exclusão do ágar). 

4.2.6. Meios de anãlise 

Nos procedimentos de análise genética 

4 . 2 . 2 • 

foram 

utilizadas placas de Petri contendo meio completo (MC), meio 

mínimo (MM), meio mínimo suplementado com todos os requisitos 

nutricionais exigidos pelas linhagens cruzadas CM + T), meio 

mínimo de galactose tamb�m suplementado com todos os requisi-



tos (GAL), meio 
< • 

mJ_n1mo de acetato cJe amôn ia suplementado com 

todos os requisitos (AC) e meio mín imo suplementado com todos 

os requi sites exceto aquele que estivesse sob análise n aque la 

placa (M + T - nic, por e xemplo). As in oculações foram feitas 

obedecen do-se a 26 pontos prefixados n a  superfíci e  externa da 

metade-base da placa e a transferên cia das 26 colôn ias foi 

feita c oletivamente com o emprego do replicador multifio (AZE 

VEDO e c ol. ,  1976). 

4.2.7. Suplementos adicionados ao meio minimo 

Foi preparado um estoque de suplementos desti

nados a serem ac rescentados ao meio mín imo n as p lacas de aná

li se. O solvente em todos os c asos foi água desti lada e este

ri lizada e as soluções, apos preparadas, foram esteri lizadas 

em banho-maria durante 1 5  m i n utos e guardadas em refrigerador 

a 4
°

C. 

Solução estoque Quantidade adiciona Concentração 

para 100 ml de 
da por placa de Pe-

final no meio 
tri contendo cerca 

agua de 20 ml de meio de de cultura 
cultura 

Adenina 500,0 mg 0,1 ml 25,00 µg/ml 

Acido nicotínico 10, O mg 0,1 ml 0,50 µg/ml 

Acido p-aminobenzóico 5,0 mg 0,1 ml 0,25 µg/ml 

Biatina 4,0 mg 0,1 ml 0,20 µg/ml 

Metionina 1,0 g 0,1 ml 50,00 µg/ml 

Piridoxina 5,0 mg 0,1 ml 0,25 lJg/ml 

Pro li na 1, o g 0,1 ml 50,00 11g/ml 

Riboflavina 10, O mg 0,1 ml 0,50 11g/ml 

Tiossulfato de sódio 2,0 g 0,1 ml 100, 00 11g/rnl 



4.2.8. Solução de vitaminas 

Ácido nicotínico . 

Ácido p-aminobenzóico 

Biatina 

Piridoxina 

Riboflavina 

Tiamina 

Agua destilada esterilizada . . . 

• 2 6 •

1 O O, O rng

1 O, O mg 

O, 2 mg

50,0 mg 

100,0 mg 

5 O, O mg 

100,0 ml 

4.2.9. Hidrolisado de ãcido nucl�ico de leveduras 

a ) Acido nucléico de leveduras - 2 g em 15 ml 

de solução de HCl l N. 

b) Ácido nucléico de leveduras - 2 g em 15 ml 

de solução de NaOH 1 N.

As duas soluções foram aquecidas a 100
°

C duran 

te 20 minutos. Ent�o foram misturadas e o pH ajustado para 

6,0 com NaOH a 4%. O material foi filtrado e o volume comple

tado com água destilada até atingir 40 ml. 

4.2.10. Solução salina {0�85%) 

Cloreto de sódio 

Água destilada • 

8,5 g 

1.000,0 ml 

Geralmente essa solução foi distribuída em 

frascos (9 ml por frasco) com a finalidade de facilitar dilui 

ções de razao 1:10. 



4.2.11. Solução de "tween 80" - (0,1% - V/V) 

"tween 80" . 

Água destilada 

.27. 

0,1 ml 

100,0 ml 

4.2.12. Solução de p-fluorofenilalanina (p-FA) 

p-fluorofenilalanina . .

Água destilada esterilizada 

4.2.13� Solução de benlate 

Metil-1-(butilcarb moil)2-benzirnida

zol carbamato (benlate) 

Água destilada esterilizada 

100,0 rng 

10,0 ml 

1.0 O, O mg 

100,0 ml 

Esta solução foi preparada com o produto bru-

to que encerrava 50% de produto ativo. Todas as estimativas 

de concentração da solução foram feitas com base no valor do 

produto ativo. 

4.2.14. Soluções de cloroneb - {Du Pont, 65% de P.A.) 

(1 s 4-dicloro-2,5-dimetoxibenzeno) 

a) Para ser usada como haploidizante

Cloroneb 

Água destilada 

1, o g 

5 O, O ml 
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b) Para ensaios de resistência

Preparou-se instantes antes da utilização, 

atendendo-se � concentração requerida em cada situação. Para 

as soluç6es mais concentradas, visando-se facilitar a dissolu 

ção da droga aplicou-se uma fase de pré-solvência, com vigor� 

sa agitação do produto em tubo de ensaio com metanol ou aceto 

na, cujo volume nunca ultrapassou a 1% do volume final da so

lução. Obtida dessa forma uma papa homogênea, completou-se o 

volume final com �gua destilada e aplicou-se nova agitação. 

Todos os títulos de concentração foram estimados com base no 

produto ativo que correspondia a 65% do material manipulado. 

4.2.15. Solução de nitrito de sódio 0,5 M 

NaN0
2 

Agua destilada esterilizada 

4.2.16. Solução fosfato pH 7,0 

KH
2

P □
4 

K
2

HP □
4 

Agua destilada 

345,0 mg 

10,0 ml 

5,304 g 

. 10,614 g 

1.000,0 ml 

Esta solução foi distribuída em tubos de en

saio (9 ml por tubo). 

4.2.17. Solução acetato pH 4,4 

SOLUÇÃO A 

Acido acético . 

Agua destilada 

1,1 ml 

. 100,0 ml 



SOLUÇÃO B 

Acetato de sódio 

Agua destilada 

• 2 9.

1,64 r, 

100,0 f111 

As duas soluç6es foram misturadas no momento 

da utilização, atendendo-se à seguinte proporçao: 12,75 ml da 

solução A para 12,25 ml da solução B. 

4.2.18. Solução de rnetano-su1fonato de etila {EMS) 

EMS . .

Solução de "tween 80" 0,1% V/V 

4.2.19. Solução de dietilsulfato {DES) 

OES • •  

Solução de "tween 80" 10% V/V 

0,1 ml 

4,9 ml 

0,1 ml 

4,9 ml 

4.2.20. Solução de 8-metoxipsoraleina (8-MOP) 

8-MOP . . •

Alcool 95% 

50,0 mg 

. 10,0 ml 
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4.3. Condições de preparo� esterilização e conservação das 

soluções e dos meios de cultura 

SOLUÇÕES E MEIOS OE CULTURA CONDIÇÕES OBSERVADAS 

Solução de vitaminas 

Hidrolisado de ac. nucl�ico de leveduras. 

Solução de cloroneb (haploidizante) 

Soluções de cloroneb (para ensaios de resis 

B, D, E 

D, E 

B, F 

tência) B, F 

Solução salina 

Solução de "tvJeen" 

Solução de pFA 

Solução de benlate. 

Solução de nitrito de sódio 

Solução fosfato pH 7,0 

Solução acetato pH 4,4 (soluções� e B) 

Solução de EMS 

Solução de DES 

Solução de 8-MDP 

Suplementos adicionados ao meio mínimo 

Meio � .minimo 

Meio completo 

Meio de acetato de amõnio . 
.. �) 

Meio de galactose . 

Meio mínimo mais 2% de meio completo 

Código: 

A, C 

A, C 

8, O 

8, D 

F 

A, D 

A, D 

F 

F 

F 

B, D, E 

A, C, G 

A, C, G 

A, C, H 

A, C, H 

A, C 

A - Autoclavado a 1 atm de pressa□ por tempo superior 
a 15 minutos. 

8 - Mantido em banho-maria por tempo superior a 15 mi 
nutos. 

C - Conservado à temperatura ambiente. 
D - Conservado a 4 ° C. 
E - Conservado sob clorofórmio. 
F - Preparado no momento da utilização. 
G - pH ajustado em 6,8. 
H - pH ajustado em 6,1. 
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4.4. Esterilização da vidraria e instrumental 

Os cuidados de esterilização dos utensílios de 

vidro destinados a entrar diretamente em contato com o mate-

rial biol6gico, soluções ou meios de cultura incluiram o con

finamento dos acess6rios em forno elétrico com temperatura 

mantida em torno de 140 ° C por tempo superior a duas horas. Pa 

ra esse procedimento as pipetas foram acondicionadas 

de cilindros met�licos fechados (pipeteiros) enquanto 

dentro 

que as 

placas foram empilhadas fechadas no interior de recipientes 

apropriados (porta-placas). Os invólucros somente foram aber

tos na ocasião do uso das placas e pipetas. 

Com o mesmo objetivo os frascos providos de 

tampa rosqueada e os tubos de ensaio foram autoclavados sob 

pressão de 1 atm durante mais de 15 minutos. 

Igualmente, os fios e alças de níquel-cromo, 

antes de todas as operações de transferência de conídios, fo-

ram aquecidos até a incandescência pela aproximação da chama 

de um bico de Bunsen e em seguida .foram resfriados por imer

são em solução salina. As alças de Drigalski receberam a este 

rilização mediante o mergulho da extremidade do dispositivo 

em �lcool, seguindo-se a combustão da porção de �lcool que 

aderiu � superfície da alça. Portanto, doravante quando for 

mencionada neste texto qualquer manipulação com esses instru

mentos fica subentendida a esterilização prévia conforme des

crita aqui. 

4.5. Inoculação 

Conforme a finalidade do procedimento em parti 

cular, as linhagens foram inoculadas no meio de cultura atra

vés de um destes métodos: semeadura, inoculação-por-ponto e 

transferência de colônias m onospóricas. Nas operações de se-
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meadura pipetou-se um dado volume (em geral 0,1 ml) de uma 

suspensão de < ' • conlOlOS ou ascosporos e fez-se fluir esse mate-

rial sobre a superfície do meio de cultura contida numa placa 

de Petri. Logo em seguida foi executado o espalhamento da sus 

pensão sobre a superfície de meio com o auxílio de uma alça 

de Drigalski. Nos procedimentos de inoculação-por-ponto a co

lônia ou suspensão que deveria fornecer os conÍdios foi toca-

da pela extremidade de um fio de níquel-cromo. Imediatamente 

ap6s esse ato a extremidade que houvera entrado em contato 

com o material foi levemente espetada contra a superfície do 

meio de cultura destinado a receber a inoculação. Já a técni-

ca da transferência-de-colônias-monospóricas exigiu uma pre-

via semeadura da suspensão de conÍdios ou asccisporos em meio 

completo. O volume semeado e a concentração da suspensão deve 

riam estar relacionados através de valores tais que se pudes

se esperar um total de conídios ou ascosporos em torno de 50 

por placa. No intervalo compreendido entre 16 e 24 horas de 

incubação as placas foram sistematicamente examinadas com o 

auxílio de um estereomicroscópio, objetivando-se visualizar a 

emergência de jovens colônias, compostas tão somente de micé

lio. Então, manejando-se um fio de níquel-cromo fez-se recor

tes na camada de meio de cultura, obtendo-se pequenos discos 

de �gar contendo cada um deles uma colônia monosp6rica incrus 

trada na sua face superior. O passo seguinte consistiu em 

transferir-se com uma alça de níquel-cromo cada uma dessas co 

lÔnias para o centro de uma placa de Petri contendo meio de 

cultura. 

4.6. Incubação 

zadas 

Todas as incubações referidas neste texto foram reali 
o a temperatura de 37 C.
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4.7. "Purificação" de linhagens 

Esta operaçao se resume na coleta de pequeno 

numero de conídios de uma colônia ou setor, acompanhada 

espalhamento dos mesmos com grande distanciamento entre 

pelo 

eles 

sobre um novo meio de cultura. Para tanto, aplicou-se um to-

que sutil com a extremidade do fio de níquel-cromo na 

fornecedora de cord.dios. Movimentos em ziguezague da 

região 

ponta 

do fio sobre a superfície do meio de cultura destinado a rece 

ber a semeadura fizeram com que os poucos conídios aderentes 

ao instrumento se depositassem suficientemente afastados uns 

dos outros sobre o meio, a p onto de permitir que boa parcela 

deles germinasse separadamente dando colÔnj_as monoconidiais. 

Identificadas as colônias mais homogêneas, extraiu-se 

conídios "purificados" com vistas a etapas ulteriores. 

4.8. Obtenção de mutantes espontãneos 

4.8.1. Mutantes resistentes ao cloroneb 

delas 

Transferiu-se colônias monospÓricas, conforme 

descrito no item 4.5., para o centro de placas de Petri con-

tendo meio completo acrescido de cloroneb na concentração de 

100 µg/ml. As placas foram er.tão incubadas. No período com-

preendido entre 3 e 7 dias d e  incubação elas foram examinadas 

diariamente, objetivando-se encontrar setores vigorosos se 

projetando para além dos contornos da colônia visivelmente 

inibida pela ação do fungicida. Tais setores, tidos como pro

v�veis mutantes resistentes ao cloroneb, foram então purific� 

dos conforme descrito no item 4.7. e submetidos a testes espe 

cíficos de resistência. 
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4.8.2. Mutantes sensiveis ao cloroneb 

As linhagens resistentes ao cloroneb utiliza

das no presente trabalho são também parcialmente dependentes 

da substância, crescendo melhor quando o meio � enriquecido 

com uma pequena dose de cloroneb. Colônias monosp6ricas das 

linhagens resistentes foram incubadas em meio completo. O 

crescimento foi em geral precário exceto em determinados pon

tos da periferia onde se destacaram setores mais desinibidos. 

Estes setores foram purificados (item 4.7.J e efetivamente en 

saiados quanto � sensibilidade ao fungicida. 

4.9. Curvas de dose-resposta 

O efeito da presença e da dose do fungicida s� 

bre o crescimento de colônias de cada uma das linhagens com 

as quais se trabalhou foi apurado através da medida do diâme

tro das colônias incubadas por 96 horas e submetidas a concen 

trações crescentes de cloroneb, variando desde zero µg/ml 

(controle) até 3.200 µg/ml, p assando pelos valores 50, 100, 

200, 400, 800 e 1.600 µg/ml. Aplicou-se de 4 a 6 repetições 

para cada linhagem em cada dose. Registradas as medidas dos 

diâmetros foi elaborada a representação grá�ica do efeito ini 

bit6rio de concentrações crescentes do fungicida sobre o de

senvolvimento de cada uma das diferentes linhagens. Para cada 

uma delas foi determinado o valor do par�metro E□50 que e da

do numericamente pela concentração do fungicida que faz com 

que as colônias cresçam somente a metade do que crescem na au 

sência dele. 
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4.10. Técnicas de anã1ise genetica 

4.10.1. Obtenção de heterocãrios 

Heterocário e urna estrutura constituída por 

2 nGcleos geneticamente diferentes mergulhados num mesmo cito 

plasma. Para a obtenç�o de heterocários utilizou-se o método 

descrito por PONTECORVO e col. (1953b) com algumas modifica-

ç�es (AZEVEDO, 1971). Grande quantidade de conídios de duas 

linhagens com requerimentos nutricionais não-coincidentes foi 

misturada em 2,5 ml de meio mínimo líquido 

com 2% de meio completo. O tubo que encerrava esse 

enriquecido 

sistema 

foi agitado intensamente e i ncubado. Decorridos 2 a 3 dias co 

meçou a se evidenciar uma película refringente e elástica na 

superfície do meio de cultura. Tratava-se do heterocário que 
l"' \ .  teria surgido conforme a seguinte seqõência: os con101os auxo 

tróficos começaram a se desenvolver em hifas as custas da pe

quena parcela de meio completo. Com o esgotamento desse comp� 

nente o crescimento tenderia a cessar. Entretanto, devido a 

proximidade das hifas em formaç�o. algumas delas eventualmen

te se anastomosaram. Nos pontos onde as duas hifas assim fun-

didas erum originárias de uma e de outra linhagem, aconteceu 

que 2 nGcleos complementares nas suas incapacidades metab6li-

cas acabaram instalados num citoplasma comum. E a estrutura 

assim constituída foi capaz de se desenvolver em meio 

apenas, produzindo a película heterocariótica. A transferên-

eia dessa película para meio mínimo possibilitou, depois de 

3 dias de incubação, o aparecimento de colônias heterocarióti 

cas. 
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4.10.2. Teste do heteroc�rio (JINKS, 1963) 

O teste do heteroc�rio foi aplicado a toddS 

as linhagens resistentes obtidas no experimento, tendo a fina 

lidade de discriminar se a herança do car�ter era subordinada 

a fatores cromoss6micos ou citoplasm�ticos. Tomou-se as col6-

nias heterocari6ticas obtidas de acordo com o item 4.10.l. 

(misturando-se neste caso conidios da linhagem resistente em 

estudo e de uma linhagem sensive]) e coletou-se conÍdios das 

mesmé1s com uma a1ça de níquel-cromo. Transferiu-se esses co11i 

dias para uma solução de "tween" contida num tubo de ensaio 

que então foi submetido a intensa agitação. O material foi su 

cessivamente diluído em solução salina at� o ponto em que 

0,1 ml da suspens�o espalhado em uma placa de Petri contendo 

meio completo, depois de 3 dias de incubação, desse origem a 

um nGmero de col6nias que permitisse que elas crescessem ra

zoavelmente distanciadas umas das outras. A esta altura tomou 

-se uma placa de Petri com meio completo mais cloroneb na do

sagem de 100 µg/ml e assinalou-se 26 pontos na superfície ex

terna da base da placa. Inoculou-se na posição desses pontos 

uma e outra das linhagens que tinham dado origem ao heteroc�

rio e mais 24 col6nias resultantes da semeadura descrita aci

ma. Aguardou-se 3 dias de incubação, reservando-se as seguin

tes hip6teses alternativas e correspondentes conclus6es sobre 

os resultados: se o fen6tipo "resistência" fosse determinado 

por fatores cromoss6micos, alguns conídios do heterocário da

riam origem a colBnias resistentes e outros a col6nias sensí

veis. Se, por outro lado, o caráter estivesse subordinado a 

fatores citoplasmáticos, as col6nias nascidas deveriam ser mo 

nom6rficas, todas sensíveis ou todas resistentes. 
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4. 10.3. Segregação meiõtica

Com o objetivo de averiguar as bases genéti

cas do caráter resistência-ao-cloroneb provocou-se o cruzamen 

to de linhagens portadoras desse fenótipo com a MSE, de acor

do com o método de PONTECORVO e col. (1953b). Depois de reti

rada do interior do tubo onde se formou, a película heteroca-

riótica foi esquartejada sobre uma superfície de meio 

contido numa placa de Petri e as porções resultantes foram 

afastadas para cada um dos quadrantes da placa. A comissura 

entre a base e a tampa da placa foi vedada pela fixação de fi 

ta adesiva e então incubou-se por 8 a 10 dias. Passado esse 

tempo o material voltou a ser examinado, procurando-se com o 

auxílio de um estereomicroscópio os corpos de frutificação 

(cleistotécios) que deveriam ter se desenvolvido nas colônias 

heterocarióticas. Localizados, extraiu-se então alguns dentre 

os maiores cleistotécios (BARACHO e cal., 1970) que foram 

transferidos para a superfície de meio mínimo contido numa 

placa. Impulsionando-se por meio do fio de níquel-cromo fez

se com que cada cleistotécio fosse rolado por alguns minutos 

até se observar que ele tinha sido despojado de estruturas 

aderentes, mostrando agora a superfície completamente homogê-

nea. Verificada essa condição, cada cleistotécio foi 

para o interior de um tubo de ensaio contendo solução 

levado 

de 

"tween" e depositado contra a superfície interna da parede do 

tubo, que foi mantido ligeiramente inclinado. Nessa posição o 

cleistotécio foi esmagado pela introdução de uma pipeta no t� 

bo, com a qual se exerceu pressão contra o pequeno grânulo. 

Com a ruptura do cleistotécio os ascóporos se viram liberta

dos. O sistema foi submetido a agitação e diluído convenient� 

mente em solução salina. Uma alíquota do Gltimo ciclo de di

luição foi semeada em meio completo mais cloroneb na concen

tração de 100 µg/ml e a placa foi incubada por 3 dias. Findo 

esse tempo foi possível discriminar se o cleistotécio esmaga-
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do era híbrido ou autofecundado, reconhecendo-se o aspecto d! 

mórfico ou homogêneo das colônias surgidas. Constatada a pri

meira alternativa, o frasco contendo a suspensão de ascospo

ros foi guardado em refrigerador com vistas a posteriores uti 

lizações. 

4.10.4. Isolamento de diplÕides 

A partir das colônias heterocarióticas refe-

ridas no item 4.10.1. foi possível isolar linhagens diplói-

des encerrando os genomas das duas linhagens envolvidas no 

cruzamento, seguindo-se o m�todo de ROPER (1952). Coletou-se 

urna grande quantidade de conídios do heterocário, com o uso 

de urna alça de níquel-cromo, transferindo-os para solução de 

"tween". Depois de vigorosa agitação a suspensão foi vertida 

para dentro de placas de Petri contendo meio mínimo, estiman-

do-se um montante de 10 6 a 10 7 conídios por placa. Os coní-

dios haplóides não conseguiriam se desenvolver dado que as 

duas linhagens eram auxotróficas. Fortuitamente, numa freqõê� 

eia baixíssima, poderiam ter se constituído conídios com nu

cleos diplóides. Os núcleos diplÓides e também híbridos poss! 

bilitariam o desenvolvimento dos conÍdios, mesmo em meio mini 

mo, produzindo colônias diplÓides. Isto .é o que teria aconte

cido para fazer com que aparecessem algumas poucas colônias 

depois de 3 dias de incubação. Para uma confirmação adicional 

da diploidia foram efetuadas comparações entre medidas de diâ 

metro de conídios. t sabido que conÍdios de linhagens diplÓi

des são sensivelmente maiores do que os das correspondentes li

nhagens haplÓides. Os conÍdios das 3 linhagens foram cuidado-

sarnente retirados das respectivas colônias e passados 

uma gota de solução aquosa de lisol (1:10) depositada 

para 

sobre 

uma lâmina de microscopia. O lisol tende a manter os conídios 

agregados em cadeias lineares, situação que diminui o erro 
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das medições ( PONTECORVO e cal., 1953a). Com a adaptação de 

uma ocular micrométrica ao microscópio registrou-se os compr! 

mentas de cadeias de 5 conídios e comparou-se os valores dos 

haplóides com os do presumível diplÓide. 

4. 10.5. Anãlise mitõtica

Este procedimento baseia-se na ocorrência do 

ciclo parassexual em A. nidu�an�, descoberto por PONTECORVO e 

ROPER (1952) e através do qual pode ocorrer recombinação gené 

tica sem que haja meiose (FORBES, 1959). Inicialmente a linha 

gem diplÓide d�scendente do c ruzamento da linhagem MSE (ou ppy

nos casos em que a mutação para a resistência estivesse na 

própria MSE) com a resistente ao cloroneb foi haploidizada. Es 

te fenômeno foi provocado fazendo-se com que colônias_diplói

des crescessem em meio completo adicionado de uma substância 

haploidizante: p-fluorofenilalanina na concentração de 

40 µg/ml (LHOAS, 1961 e MORPURGO, _1961), benlatB na concentra 

ção de 1 µg/ml (HASTIE, 1970) e o próprio cloroneb a 20 µg/ml 

(AZEVEDO e SANT'ANA, 1975). Estes agentes causam perturbações 

na segregação anafásica dos cromossomos nas células diplóides 

acarretando não-disjunções que determinam aneuploidias nas ce 

lulas filhas. Aneuploidias sucessivas podem culminar com a 

volta ao estado haplÓide (KAFER, 1961). As células haplóides 

(que podem encerrar qualquer combinação possível em que haja 

um exemplar de cada par de cromossomos homólogos do antigo nQ 

cleo diplÓide) proliferam na forma de setores que se destacam 

da colônia original pelo crescimento desinibido, pela colora

ção dos conídios ou então pela textura. Para obtê-los inocu

lou-se conídios diplÓides em 4 pontos eq�idistantes na super

fície de meio completo acrescido do agente haploidizante na 

dosagem especificada e incubou-se por 7 a 10 dias. Os setores 

haplÓides que se manifestaram foram purificados em meio com-
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pleto (V. item 4. 7.) e então inoculados em placas-mestras. Es 

tas, consistiram de 26 inoculações bem esquadrinhadas sobre a 

superfície de meio completo acrescido de cloroneb a 20 µg/ml 

(destinado a favorecer o desenvolvimento das colônias resis

tentes-dependentes da droga). Cada inoculação foi originária 

de um setor diferente e, depois de 3 dias de incubação, a pl� 

ca-mestra foi replicada para as placas-de-análise ( V. item 

4.2.6.) através do replicador multifio. Além das placas de 

praxe, introduziu-se nessa bateria a placa (M + T + Chl) cons 

tituída pelos componentes de (M + T) com a adição de l00µg/ml 

de cloroneb. As placas de análise foram sistematicamente ob

servadas depois de 1, 2 e 3 dias de incubação, objetivando-se 

constatar o créscimento ou nao de cada colônia em cada placa. 

O aspecto das colônias em (M + T) serviu de controle para as 

discriminações e na placa (M + T + Chl) distinguiu-se as cal� 

nias resistentes e as inibidas. De posse dos result�dos proc� 

rou-se encontrar um paralelismo entre a placa (M + T + Chl) e 

uma das demais placas-de-análise, ou seja: coincidência em 

que todas as colônias que se mostraram resistentes, ao mesmo 

tempo deixaram de crescer nas respectivas réplicas no meio-de 

-análise. E ncontrada esta correspondência, concluiu-se que a

marca "resistência" pertence ao mesmo grupo de ligação que o

marcador da linhagem MSE associado à placa-de-análise.

4.10.6. Anãlise meiõtica 

A análise meiótica das mutações responsáveis 

pela resistência ao cloroneb foi desenvolvida de acordo com 

PONTECORVO e cal., (1953b). Foram examinados os ascósporos de 

cleistotécios híbridos dos mesmos cruzamentos entre linhagens 

resistentes e a MSE, explorados na análise mi tática. Da suspe� 

são diluída de ascósporos semeou-se 0,1 ml em placas com meio 

completo mais cloroneb a 20 µg/ml (para favorecer o crescimen 
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to das colônias resistentes-dependentes). As colônias que se 

evidenciaram após 3 dias de incubação foram uma a uma inocula 

das em placas-mestras. Estas, passados mais 3 dias de incuba

çao, foram replicadas em um sistema de placas-de-análise aná

logo ao empregado no item 4. 10.5. A leitura dessas placas, d� 

pois de 3 dias de incubação, também se fez de maneira análo

ga, procurando-se verificar se as marcas da linhagem MSE se

gregavam independentemente ou não do loco relacionado à resis 

tência (placa M + T + Chl). Para os casos em que nao ocorreu 

a segregação livre admitiu-se a existência de ligação genéti

ca entre o marcador em questão e o gene para a resistência. O 

valor da ligação genética foi estimado através da equaçao: 

C = 4/n, onde� representou o número de recombinantes e n, o 

total de ascósporos analisados. O desvio-padrão foi obtido a

través da fórmula: � = p(l-p)/n, onde E foi a freqaência de 

recombinantes e n assumiu o mesmo significado da fórmula ante 

rior. 

4.10.7. Teste de alelismo 

Foi aplicado para revelar se duas mutações 

para resistência, mapeadas no mesmo grupo de ligação, perten

cem ou não ao mesmo loco. Inicialmente provocou-se o cruzame� 

to da linhagem encerrando uma das mutações com a linhagem PºE

tadora da segunda mutação. Identificado um cleistotécio híbri 

do desse cruzamento (V. item 4.10.3.), uma alíquota da suspe� 

são de seus ascósporos foi semeada em meio completo acrescido 

de cloroneb a 100 yg/ml. Passados 3 dias de incubação, o exa-

me das placas permitiu a conclusão: se as colônias nascidas 

fossem monomórficas, todas denotando resistência ao fungici

da, admitir-se-ia a hipótese de alelismo; caso se distinguis

se colônias sensíveis ao lado das resistentes, iria se pensar 

em locas distintos. 



• 4 2 •

4.10.8. Relações de dominância-recessividade 

Esta informação foi inferida mediante a ob

servaçao do comportamento de diplóides heterozigotos, prepar� 

dos a partir de uma linhagem portadora do gene para a resis

tência em observação e de uma linhagem sensível. Construiu-se 

curvas de dose-resposta (conforme descrito no item 4.9.) para 

os 2 haplóides constituintes e para o diplóide corresponden

te. O confronto da curva deste Último com as curvas dos ha

plÓides permitiu, em face da semelhança ou não com uma delas, 

classificar a mutação como dominante, recessiva ou intermediá 

ria. 

4.11. Indução de mutantes através de tratamentos mutagêni

cos 

Conídios procedentes de linhagens .. . sensiveis 

e resistentes foram submetidos a tratamentos mutagênicos na 

expectativa de se induzir m utações para resistência e sensib� 

lidade ao cloroneb, respectivamente. Aplicou-se 3 tratamentos 

químicos e um misto, cujas descrições figuram nos itens se

guintes. 
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4.11.1. Tratamento com ãcido nitroso 

Seguiu-se o método descrito por SIODIQI 

( 1962) com algumas modificações (PIZZIRANI, 1977). Trabalhou

se com 2 tubos de ensaio mantidos à temperatura de 37 ° C em ba 

nho-maria, um deles destinado ao tratamento propriamente dito 

e o outro reservado para o controle. Ao início da aplicação 

do tratamento introduziu-se em cada um dos tubos os componen

tes abaixo especificados: 

MATERIAL 

Solução de NaN02 0,5 M

Solução acetato pH 4,4 . .

TRATAMENTO 

. . . . .  0,33 ml 

• • • • •  9,17 ml

Suspensão de conÍdios em "tween" . 0,50 ml

CONTROLE 

9,50 ml 

0,50 ml 

Os 2 tubos permaneceram em banho-maria pelo 

tempo de 60 minutos. Ourante esse período, ao se atingir 5, 

10, 15, 20, 25, 30 e 60 minutos r1:;tirou-se uma alíquota de 

1 ml do conteúdo do tubo-tratamento. Cada retirada foi conve-

nientemente diluída em sucessivos tubos de ensaio contendo 

9 ml de solução fosfato pH 7,0. Feito isto, semeou-se em meio 

completo 0,1 ml da diluição tida como adequada e incubou-se 

por 3 dias. Então, computou-se o número de colônias que se m� 

nifestaram em cada placa e, a partir desse dado, estimou-se a 

porcentagem de conídios sobreviventes ao final de cada tempo 

parcial de aplicação do tratamento. Procedimento semelhante 

foi desdobrado em relação ao tubo-controle ao final de 60 mi

nutos de banho-maria. O número de conídios viáveis por ml do 

conteúdo desse tubo foi associado ao nível de 100% de sobre

vivência. O confronto dos resultados de cada tempo de trata

mento com esse valor-referência permitiu a construção da cur

va de sobrevivência. 
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4.11.2. Tratamento com metano-sulfonato de etila

{EMS) 

Aplicou-se o método seguido por ROSATO 

(1973) com a introdução de algumas modificações. Trabalhou-se 

com 2 tubos de ensaio: um para o tratamento e o outro destina 

do ao controle. No tubo-tratamento misturou-se 5,0 ml de solu 

çao de EMS (item 4.2.18.) com 1 ml da suspensão de conídios 

que deveriam receber o tratamento. Agitou-se ativamente e en

cerrou-se o tubo no interior de uma estufa mantida a 28 ° C. A 

cada 60 minutos, até que se atingisse a 6� hora, retirou-se 

1 ml do conteúdo do tubo e diluiu-se imediatamente em frascos 

contendo 9 ml de solução salina. Atingida a diluição conside

rada conveniente, semeou-se 0,1 ml dela em algumas placas conte.!::_ 

do meio completo e aguardou-se 3 dias de incubação para então 

contar-se o número de colônias aparecidas naquelas placas. No 

tubo-controle misturou-se 5,0 ml de solução de "tween" com 

1,0 ml da mesma suspensão de conídios utilizada para o trata

mento. Agitou-se e colocou-se o tubo no interior de uma estu

fa mantida a 28 ° C. Transcorridas 6 horas pipetou-se 1 rnl do 

conteúdo do tubo. Este material foi igualmente diluído e se

meado em porções de 0,1 ml em placas com meio completo que f� 

ram; a seguir, incubadas por 3 dias. O numero de conídios viã 

veis por ml do tubo-controle, estimado com base no numero de 

colônias germinadas, forneceu o valor-base de 100% de sobrevi 

vência, em relação ao qual s e  estimou os percentuais corres

pondentes aos diferentes tempos de tratamento. Estes dados 

permitiram a elaboração da curva de sobrevivência ao EMS. 

4.11.3. Tratamento com dietilsulfato (DES) 

A aplicação desse tratamento obedeceu as re

comendações de DUARTE (1968) com a introdução de algumas modi 
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ficações. Constituiu-se os sistemas destinados ao tratamento 

e ao controle conforme o esquema: 5,0 ml de solução de DES 

(item 4. 2.19.) mais 1, O rnl de suspensão de conÍdios e 5, O ml 

de solução aquosa de "tween" a 10% V/V mais 1,0 ml da mesma 

suspensão de conídios, respectivamente. Depois de ser bem ag� 

tado o tubo-tratamento foi encerrado em uma estufa a 28 ° C. 

Retiradas consecutivas foram executadas nos tempos 10, 20, 

30, 40, 50 e 60 minutos. Tais amostras foram sucessivamente 

diluídas em frascos contendo 9 ml de solução salina até que, 

chegada à concentração tida como adequada, semeou-se 0,1 ml 

da mesma em algumas placas preenchidas com meio completo. Por 

outro lado, o tubo-controle foi mantido na mesma estufa pelo 

tempo de 60 minutos, findo os quais procedeu-se a diluições 

e semeaduras, de maneira análoga ao que foi feito com o mate

rial do tratamento. Passados 3 dias de incubação, os numeras 

de colônias encontradas nas placas correspondentes ao contro

le e aos vários tempos de tratamento forneceram os dados para 

a construção da curva de sobrevivência da linhagem em estudo 

em relação ao OES.

4.11.4. Tratamento com 8-metoxipsorale,na associada 

ã luz ultravioleta longa (8-MOP + UVL) 

Para essa aplicação tomou-se por base o pro

tocolo do experimento de BIAGI (1977) introduzindo-se ligei

ras modificações. Foi montado o seguinte aparato: 

MATERIAL TRATAMENTO 

Solução de 8-MOP (item 4.2.20.) . . . .  

Alcool a 95% • • • • • • • • • • • 

Solução fosfato pH 7,0 (item 4.2.16.). 

Suspensão de conídios 

0,4 ml 

8,8 ml 

0,8 ml 

CONTROLE 

0,4 ml 

8,8 ml 

0,8 ml 
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Os tubos "tratamento" e "controle", assim que foram constituí 

dos, permaneceram 120 minutos sob a temperatura de 37
°

C no es 

curo. Então, pipetou-se 1 ml do conteúdo do tubo-controle, di 

luiu-se gradativamente em frascos contendo 9 ml de solução sa 

lina até chegar à concentração que permitisse que 0,1 ml da 

mesma, espalhados em meio completo presente numa placa de Pe

tri e depois de 3 dias de incubação, fizessem aparecer um nu

mero de colônias que pudessem ser reconhecidas e contadas uma 

a uma. Enquanto isso, o conteúdo do tubo-tratamento foi intei 

ramente vertido dentro de um béquer de 7,5 cm de diâmetro por 

15 cm de altura. Ato contínuo, a fonte de luz ultravioleta 

longa (aparelho Burton, modelo 9322, intensidade de corrente 

de 17 amperes e comprimento de onda de 360 nm) foi colocada 

apoiada sobre as bordas do béquer e o dispositivo foi ligado. 

O tratamento foi interrompido nos tempos 30, 60, 90 e 120 mi

nutos, ocasiões em que se pipetou 1 ml do conteúdo do béquer, 

diluiu-se, semeou-se e incubou-se da mesma forma que foi des

crito para o material-controle. Associando-se a sobrevivência 

de conídios neste último sistema ao valor de 100%, estimou-se 

a porcentagem de sobreviventes ao cabo de cada tempo parcial 

de aplicação do tratamento e construiu-se a curva de sobrevi

vência. 
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5. RESULTADOS

5.1. Obtenção de mutantes espontâneos 

5.1.l. Mutantes resistentes ao cloroneb 

5.1.l .l. A partir da linhagem MSE 

Foram incubadas 13-placas de Petri com meio 

completo mais 100 µg/ml de cloroneb e colônias monospóricas 

da linhagem MSE transferidas para o centro de cada uma delas. 

Entre 3 e 7 dias de incubação começaram a ser observados seta 

res viçosos que contrastavam. pelo maior desenvolvimento e p� 

la textura, com as colônias de origem, visivelmente inibidas 

pelo fungicida. Todos esses setores presumivelmente resisten

tes foram a seguir purificados (V. item 4.7.) e efetivamente 

ensaiados com respeito ao caráter. Feito isto, escolheram-se 

os 3 setores mais representativos quanto aos aspectos grau 

de resistência, estabilidade e conidiação. Estas linhagens se 

rãa doravante simbolizadas por CHL-16• CHL-17 e CHL-18• 



5.1.l.2. A partir da linhagem p�oA 1 ; 

yA 2 (ppy) 

Colônias monospóricas dessa linhagem 

• 4 8 .

foram 

transferidas uma a uma para 16 placas com meio completo mais 

cloroneb na concentração de 100 µg/ml. Até o 79 dia de incuba 

ção se manifestaram alguns setores com aspecto de resisten-

tes. Depois de purificados e reexaminados com respeito à re

sistência, escolheram-se 3 dentre eles que em presença de elo 

roneb haviam revelado melhor estabilidade, crescimento e coni 

diação, reservando-os para as etapas subseqdentes do experi

mento. A eles fez-se corresponder as notações CHL-19, CHL-20 

e CHL-21• 

5.1.2. Mutantes sensiveis ao cloroneb 

5.1.2.1. A partir da linhagem CHL- 1

4.1.4.) 
(V. item 

Quarenta e três colônias monospóricas da linha 

gem CHL-1 foram transferidas individualmente para o centro de 

placas de Petri contendo meio completo e que foram incubadas 

a seguir. A linhagem é parcialmente dependente de cloroneb e, 

sendo assim, o desenvolvimento das colônias foi moderado. En-

tretanto, até o 79 dia de incubação algumas colônias deram 

origem a setores mais desenvolvidos do que elas. Dado as con

dições em que tais setores se manifestaram podia-se supor que 

eles seriam variantes que tinham deixado de ser dependentes e 

provavelmente também teriam sofrido reversão para sensibilida 

de ao cloroneb. Purificados e submetidos a testes de inibi

çao, foram escolhidos os 3 setores que se afiguravam mais pr� 

missares para as finalidades do trabalho e que serão aqui de-
S S S 

signados por CHL-1(Chl1), CHL-1(Ch12) e CHL-1(Chl3). 
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5.1.2.2. A partir da linhagem CHL- 13 {V. item 

4.1.5.) 

Incubou-se 43 placas com meio completo e um 

transplante de uma colônia monosp6rica da linhagem CHL-13 no 

centro de cada uma. Este mutante é parcialmente dependente de 

cloroneb, condição que sugeriu que os setores que despontaram 

da colônia que crescia lentamente ao longo dos 7 dias de incu 

bação estariam portando mutação no sentido da sensibilidade à 

substância. Os setores foram em seguida purificados e examin� 

dos com respeito à sensibilidade. Dois deles, aqui designados 
s s por CHL-13(Chl1) e CHL-13 (Chl2) foram reservados para a carac 

terização e outros estudos. 

5.2. Caracterização dos mutantes resistentes 

5.2.1. Inibição em presença de cloroneb 

O crescimento em diâmetro das colônias de cada 

um dos mutantes resistentes selecionados, tomado em relação a 

dosagens crescentes de cloroneb, pode ser visto na Tabela 1 

onde figuram também os dados relativos às linhagens que deram 

origem aos mutantes. Os mesmos valores, convertidos em porce� 

tagens, podem ser encontrados na Tabela 2. 

Este conjunto de informações permitiu a elabo

raçao das curvas de dose-resposta (item 4.9.) para cada uma 

das linhagens. E, diante de cada curva, foi possível determi

nar o valor do E□
50 

(V. o mesmo item) para a linhagem corres

pondente. 

A Figura 4 estampa as curvas de dose-resposta 

daslinhagens ensaiadas e a Tabela 3 registra os valores do 

ED50 
para cada uma delas.
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TABELA 3 - Valores do E□
50 

das linhagens caracterizadas nas 

LINHAGENS 

ED
50

(µg/ml) 

Tabelas 1 e 2 e também na Figura 1. As estimativas 

foram obtidas através de extrapolações das curvas 

da Figura 1. 

MSE PPY 

38,92 38,43 1787,35 1515,48 973,33 1788,73 1949,03 2545,16 

5.2.2. Relações de dominância-recessividade 

Em cada linhagem em particular, as relações 

alélicas no loco responsável pela resistência foram inferidas 

mediante o confronto das curvas de dose-resposta do diplÓide 

preparado a partir da linhagem resistente em observação e uma 

outra sensível, com as curvas destes 2 haplÓides. A semelhan

ça da curva do diplóide com a da linhagem resistente ou com a 

da sensível permitiu reconhecer a mutação corno dominante ou 

recessiva, respectivamente. Quando o diplóide heterozigoto e-

videnciou urna curva distinta, aproximadamente 

concluiu-se pela ocorrência de semidominância. 

intermediária, 

Toda a elaboração que conduziu às conclusões 

�ara cada um dos mutantes pode ser acompanhada nas Tabelas 4,

5, 6, 7, 8 e 9 e também nas Figuras 5, 6, 7, 8, 9 e 10.
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TABE L A  4 - Di�metros (em mm ) de col6nias das linhagens 

CONCENTRAÇÃO 

OE CLORONEB 

EM µg/ml 

o 

50 

100 

200 

400 

800 

1.600 

3.200 

CHL-15//MSE, CHL-15 e MSE ensaiadas em concentra-

çBes crescentes de cloroneb. Tempo de 

96 horas. 

incubação: 

LINHAGENS (DIÂMETRO MÉDIO DE 4 A 6 REPETIÇÕES) 

MSE 

57,40±1,87 35,40±3,13 56,83±1,44 

45,55±2,14 39,88±1,75 20,32±1,79 

40,18±2,43 49,07±2,04 11,30±0,80 

30,54±1,90 52,16±1,80 7,80±1,25 

22,06±1,80 53,85±2,00 5,85±2,04 

17,74±2,12 52,69±4,30 4,46±1,56 

11,06±1,55 28,33±2,14 3,38±1,11 

5,34±1.40 16,33±1,09 o
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T ABELA 5 - Diâmetros (em mm) de colônias das linhagens 

CONCENTRAÇÃO 

DE CLORONEB 

EM µg/ml 

o 

50 

100 

200 

400 

800 

1.600 

3.200 

CHL-17//MSE, CHL-17 e MSE ensaiadas em concentra

ções crescentes de cloroneb. Tempo de incubação: 

96 horas. 

LINHAGENS (OIAMETRO MÉDIO DE 4 A 6 REPETIÇÕES) 

MSE 

49,23±2,74 20,50±2,50 56,83±1,44 

47,82±1,88 21,09±1,96 20,32±1,79 

45,54±1,14 26,36±2,74 11,30±0,80 

45,03±1,73 35,33±1,28 7,80±1,25 

42,52±2,19 34,33±2,04 5,85±2,04 

34,07±3,17 35,16±3,12 4,46±1,56 

27,12±2,11 15,60±1,85 3,38±1,ll 

19,50±1,35 5,66±0,75 o



• 5 7.

6 - CHL- 17 // MSE

--- CHL- 17 

-·- MSE

5 

2 

\ 2 

2 

1
w 40 

1 
z 

,o 30 I_j 

o ., " o 

� 

' 
w '\ 
o 

20 

\
\. 
'

r 
--
--

•<( ----
o 10 

\.
......... ...... -

......... ..._ 
"-.... -----
----· ·-

- .. -
---♦- -· 

o !00200 400 800 1600 3200 

CONCENTRAÇÃO DE CLORONEB {ug /ml) 

FIGURA 6 - Curvas de dose-resposta das linhagens CHL-17//MSE, 

CHL-17 e MSE, construídas com base nos dados da Ta 

bela 5. 



• 58.

TABE L A  6 - Diâmetros (em mm) de colônias das linhagens

CONCENTRAÇÃO 

DE CLORONEB 

EM µg/ml 

o 

50 

100 

200 

400 

800 

1.600 

3.200 

CHL-1e//MSE, CHL-1e e MSE ensaiadas em concentra

ções crescentes de cloroneb. Tempo de incubação: 

96 horas. 

LINHAGENS (DIAMETRO MEDI□ DE 4 A 6 REPETIÇÕES) 

MSE 

49,23±2,74 41,31±1,88 56,83±1,44 

48,05±2,04 47,50±2,04 20,32±1,79 

51, 52±1, 63 50,32±3,16 11,30±0,80 

42,60±2,01 47,-34±1,45 7,80±1,25 

42,52±2,19 32,88±1,87 5,85±2,04 

34,04±3,17 28,34±1,02 4,46±1,56 

27,12±2,11 13,66±2,20 3,38±1,11 

19,50±1,35 7,74±1,14 o
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TABELA 7 - Diâmetros (em mm) de colônias das linhagens 

CONCENTRAÇÃO 

DE CLOFWNEB 

EM pg/ml 

o 

50 

100 

200 

400 

800 

1.600 

3.200 

CHL-19//ppy. CHL-19 e ppy ensaiadas em concentra-

ções crescentes de cloroneb. Tempo de 

96 horas. 

incubação: 

LINHAGENS (DIÃMETRO MÉDIO DE 4 A 6 REPETIÇÕES) 

CHL-19//ppy PPY 

52,38±3,17 24,67±2,14 55,62±1,75 

22,77±2,75 38,30±1,90 19,44±2,52 

12,24±1,87 44,16±3,48 10,65±3,20 

10,17±1,66 43,42±2,20 7,09±2,35 

8,26±0,74 41,90±1,17 5,46±1,47 

7,30±1,88 38,10±2,43 5,02±0,96 

6,05±0,77 24,04±1,15 4,65±1,12 

3,29±1,34 7,42±1,46 2,54±1,23 
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TABELA 8 - Di�metros (em mm) de colónias das linhagens 

CONCENTRAÇÃO 

OE CLORONEB 

EM µg/ml 

o 

50 

100 

200 

400 

8 00 

1.600 

3.200 

CHL-20//ppy, CHL-20 e ppy ensaiadas em concentra

ções crescentes de cloroneb. Tempo de incubação: 

96 horas. 

LINHAGENS (DIAMETRO MÉDIO OE 4 A 6 REPETIÇÕES) 

PPY 

50,84±2,18 23,60±1,80 55,62±1,75 

45,52±1,66 32,61±2,14 19,44±2,52 

39,50±3,44 42,35±1,10 10,65±3,20 

45,00±1,52 39,38±1,65 7,09±2,35 

42,45±2,22 46,18±2,74 5,46±1,47 

34,32±4,77 38,20±2,44 5,02±0,96 

28,73±2,04 25,89±1,29 4,65±1,12 

19,05±1,16 13,06±0,80 2,54±1,23 
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TABELA 9 - Di�metros (em mm) de col6nias das linhagens 

CONCENTRAÇÃO 

OE CLORONEB 

EM µg/ml 

o 

50 

100 

200 

400 

800 

1.600 

3.200 

CHL-21//ppy. CHL-21 e ppy ensaiadas em concentra

ç6es crescentes de cloroneb. Tempo de incubaç�o: 

96 horas. 

LINHAGENS (DIAMETRO Mr□ro OE 4 A 6 REPETIÇÕES) 

CHL-21//ppy ppy 

48,92±2,13 15,22±1,75 55,62±1,75 

37,22±1,75 16,13±1,74 19,44±2,52 

33,55±2,14 21,68±2,40 10,65±3,20 

39,61±3,24 19,70±1,88 7,09±2,35 

32,41±2,29 19,62±2,14 5,46±1,47 

21,77±1,84 18,02±1,76 5,02±0,96 

8,64±2,37 14,97±2,24 4,65±1,12 

3,40±0,90 9,08±1,67 2,54±1,23 
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5.3. Anãlise gen�tica dos mutantes resistentes 

5.3.1. Teste do heterocãrio 

Para a aplicação desse teste cada .linhagem re

sistente foi cruzada com a MSE, exceto as resistentes originf 

rias da própria MSE, que foram cruzadas com a ppy. As descri

çoes desses procedimentos se encontram nos itens 4.10.1. e 

4. 10. 2.

Em cada cruzamento, a semeadura da suspensao 

de conídios origin�rios das colônias heterocari6ticas, em 

meio completo acrescido de 100 µg/ml de cloroneb evidenciou, 

apos 3 dias de incubação, 4 tipos de colônias: umas de cresci 

menta desinibido denotando resistência e as restantes com as-

pecto retraído, aparentando ser sensíveis ao inibidor; inde-

pendentemente dessa característica cerca da metade apresentou 

conídios brancos e as demais produziram conídios amarelos. Co 

lônias pertencentes a cada um dos 4 tipos foram replicadas em 

pares de placas-mestras (uma contendo apenas meio completo e 

outra com o meio mais cloroneb a 100 µg/ml). Confrontadas a

pos 3 dias de incubação, as placas propiciaram uma verifica

ção inequívoca, conforme pode se constatar na Tabela 10. 

Ficou evidente, portanto, que todas as resis

tências investigadas se comportavam conforme o modelo de he

rança cromossômica. 
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5.3.2. Determinação do nGrnero de locos 

pela resistência 

. 68. 

responsáveis 

Foram utilizados os produtos meióticos do cru

zamento de cada uma das linhagens resistentes com uma sensí

vel, conforme consta no item 4,10.6. As colBnias provenientes 

de ascósporos originários de cleistotécios híbridos, examina

das em placas com 100 µg/ml de cloroneb acrescentando ao meio 

completo, foram discriminadas como resistentes ou sensíveis e 

os valores numéricos agrupados na Tabela 11. O teste do x 2 , a 

plicado sobre a hipótese da proporção 1:1 nao acusou signifi

cância nos desvios em qualquer dos casos, fato que permitiu a 

aceitação da hipótese de ocorrência de herança monogênica em 

todos eles. 

Os genes que conferem resistência �s linhagens 

CHL-16, CHL-17, CHL-1s, CHL-19, CHL-20 e CHL-21 passaram en

tão a ser simbolizados por Chl16• Chl17 , Chl1s, chl19, Chl20 

e Chl 21 , respectivamente.

5.3.3. Localização dos genes para resistência nos res 

pectivos grupos de ligação 

Para esta finalidade desenvolveu-se a análise 

de segregantes (item 4.10.5.) oriundos de diplóides entre li

nhagens portadoras da marca resistência-ao-cloroneb com a MSE 

ou então com a ppy (nos casos em que a resistência se encon

trava em mutante derivado da própria MSE). 

Os resultados permitiram associar a marca sob 

investigação ao grupo de ligação III em todos os 6 mutantes, 

conforme está expresso na Tabela 12. 



T
A

B
E

L
A

 
1

1
 

-
S

e
g

r
e

g
a

ç
ã

o
 

m
e

i
ó

t
i

c
a

 
n

o
s

 
c

r
u

z
a

m
e

n
t

o
s

 
d

a
s

 
l

i
n

h
a

g
e

n
s

 
r

e
s

i
s

t
e

n
t

e
s

 
c

o
m

 
a

 
M

S
E

 

o
u

 
p

p
y

.

S
E

G
R

E
G

A
N

T
E

S
 

C
R

U
Z

A
M

E
N

T
O

S
 

S
E

N
S

Í
V
E

I
S

 
R

E
S

I
S

T
E

N
T

E
S

 

C
H

L
-

1
6

 
x

 
M

S
E

 
2

3
3

 
2

5
2

 

C
H

L
-

1
7

 
x

 
M

S
E

 
2

4
 O

 
2

3
7

 

C
H

L
-

1
s

 
x

 
M

S
E

 
2

6
1

 
2

3
2

 

C
H

L
-

1
9

 
x

 
p

p
y

2
2

7
 

2
6

5
 

C
H

L
-

2
0 

X
 

p
p

y
2

5
0

 
2

1
8

 

C
H

L
-

2
1

 
X

 
P

P
Y

 
2

5
1

 
2

4
1

 

x
2
 

a
p

l
i

c
a

d
o

 
e

m
 

f
u

n
ç

ã
o

 
d

a
 

s
e

g
r

e
g

a
ç

ã
o

 
1

:
1

. 

n
.

s
.

: 
n

ã
o

 
s

i
g

n
i

f
i

c
a

t
i

v
o

.

T
O

T
A

L
 

x
2 

( 1
 : 

1
 ) 

4
8

5
 

0
,

7
4

 

4
7

7
 

O
, 

0
2
 

4
9

3
 

3
,

0
8

 

4
9

2
 

2
,

9
3

 

4
6

8
 

2
, 

1
9

 

4
9

2
 

0
,

2
0

 

S
IG

N
IF

IC
AN

C
IA

 A
 N

!V
E

L 
DE

 
5%

 

n
.

s
.

n
 
• 

s
 
• 

n
.

s
.

n
 
• 

s
 
. 

n
.

s
.

n
 . 

s
 . 

G)
 

CD
 



TA
BE

LA
 1

2 
-

An
ál

is
e 

mi
tó

ti
ca

 d
os

 s
eg

re
ga

nt
es

 h
ap

lÓ
id

es
 d

as
 l

in
ha

ge
ns

 C
HL

-1
5/

/M
SE

, 
CH

L-
17

//
MS

E,
 

CH
L-

13
//

MS
E,

 
CH

L -
1 9

//
pp

lj,
 

CH
L-

20
//

pp
lj 

e 
CH

L -
21

//
pp

lj.
 

GR
UP

OS
 

DE
 

LI
GA

ÇÃ
O 

I II
 

II
I 

I
V
 

V
 

V
I

 

VI
I 

V
I

I
I

 

MA
RC

AD
OR

ES
 

+
 

+
p!t

o 
pa.

ba
. 

p!t
o 

pa
.b

a. 

w
 

w
 

ga.
,t

 
g
al,

 +
pt

jlt
O 

py
no

 +
 

tía
.e, 

6a
. c.

 
+

 

,5 , 
+

 
YU.,

C,,
 

YÚ
C.

 

'b
 

+
IU.,

O
 

Jt,[
bo

 

CH
L-

15
//

MS
E 

R
 

S
 

3 o o 3 3 o 1 2 2
 1 2
 1 1 2 1 2 

5
 

13
 o 

18
 o 

1
8

 

7
 

1
1

 

1
0

 

8
 

7
 

1
1

 

9
 

9
 

1
0

 

8
 

CH
L-

17
//

MS
E 

R
 

S
 

2 o o 2
 

2
 o 1 1 o 2 2 o 2 o 1 1 

1
4

 

6
 o 

2
0
 o 

2
0
 

1
0

 

10
 

1
1

 

g
 

10
 

10
 

1
1
 

9
 

12
 

8
 

CH
L-

13
//

MS
E 

R
 

S
 

o
 

2
 o 2 o 2 o 2
 1 1 2 o 1 1 2 o 

9
 

10
 o 

19
 o 

19
 

15
 4 7 

12
 

12
 

7
 

8
 

1
1

 

1
1

 

8
 

CH
L-

19
//

pp
tj 

R
 

S
 

2 1·
 

o 3 o 3 2 1 2 1 1 2 1 2 2 1 

1
3

 

4
 o 

17
 

17
 o R
 

8
 

10
 

7
 9 8 

11
 6 9 8 

CH
L-

20
/l

pp
tj 

R
 

S
 

3 1 o 4
 o 4
 3 1 2 2 3 1 1 3 1 3 

7
 

10
 o 

17
 

17
 o 

1
3

 

4
 

g
 

8
 

5
 

12
 

7
 

10
 

9
 

8
 

CH
L-

21
//

pp
y 

R
 

S
 

l 2 o 3 o 3 2 1 1 2 1 2 2 1 2
 1 

9
 

1
0

 o 19
*

1 
q

 

- �
**

9
 

10
 

12
 

7
 

9
 

1
0

 

1
1
 

8
 

1
0

 

9
 

A 
co

mb
in

aç
ão

 
(g

M
/S

) 
é 

pr
óp

ri
a 

da
 l

in
ha

ge
m 

MS
E 

e 
(g

a.l
+

/S
) 

da
 p

ptj
. 

(g
M

/R
) 

é 
ge

nó
ti

po
 d

e 
re

si
st

en
te

s 
or

iu
nd

os
 

da
 M

SE
 e

 
(g

a,
f,,+

/R
) 

co
rr

es
po

nd
e 

a 
mu

ta
nt

es
 p

ro
ce

de
nt

es
 d

a 
li

nh
ag

em
 p

py
. 

*
o

fa
to

 d
as

 c
ol

ôn
ia

s 
di

pl
Ói

de
s 

po
ss

ui
re

m 
co

ní
di

os
 a

ma
re

l o
s 

te
ri

a 
fe

it
o 

co
m 

qu
e 

os
 p

os
sí

ve
is

 s
et

or
es

 h
ap

ló
i

de
s 

de
ss

a 
co

r 
fo

ss
em

 m
as

ca
ra

do
s.

 
Em

 c
on

se
qõ

ªn
ci

a,
 

o 
ex

am
e 

vi
su

al
 p

er
mi

ti
u 

a 
di

sc
ri

mi
na

çã
o 

un
ic

am
en

te
 d

os
 

se


to
re

s 
br

an
co

s.
 

Ei
s 

a 
ra

zã
o 

po
rq

ue
 t

od
a 

a 
an

ál
is

e 
co

m 
re

la
çã

o 
ao

 g
ru

po
 I

I 
se

 f
ez

 a
tr

av
és

 d
e 

se
gr

eg
an

te
s 

br
an


co

s 
(W

)
.

*
*
o
 

lo
co

 r
el

ac
io

na
do

 c
om

 a
 r

es
is

tê
nc

ia
 m

os
tr

ou
 p

er
te

nc
er

 a
o 

gr
up

o 
de

 l
ig

aç
ão

 I
II

. 
'·
.J

 

o



5.3.4. Mapeamento dos genes para resist�ncia 

dos grupos de ligação 
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dentro 

A verificação de possível ligação genética en

tre o gene Chi de cada um -0os mutantes e o galA 1, marcador g� 

nético do grupo de ligação III, foi levada a efeito através 

da análise meiótica (item 4.10.6.) abrangendo ascósporos de 

cleistotécios híbridos, vindos do cruzamento da linhagem re

sistente com a MSE ou ppy. 

Os resultados da análise estão sumarizados na 

Tabela 13. 

.Tendo em vista a proximidade dos valores para 

a distância genética entre os 2 locas e principalmente os re

sultados do teste de alelismo relatado no item 5.3.5., totali 

zou-se os dados provenientes dos 6 cruzamentos numa amostra u 

nica, ao pé da Tabela 13. 

5.3.5. Sondagem de alelismo 

A possibilidade de alelismo entre os vários g� 

nes Chl foi examinada através de cruzamento entre segregantes 

meióticos, confrontando-se duas a duas, as mutações de dife

rentes linhagens resistentes. Marcas auxotróficas e morfológ! 

cas não-coincidentes também fizeram parte do sistema 

da exigência justificada no item 4.10.7. 

dentro 

Os 5 testes realizados estão sumarizados na Ta 

bela 14. 

Os resultados nela encontrados indicam que as 

6 mutações Chi são alélicas, ou, numa hipótese remota, nao-a

lélicas intimamente ligadas. 
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5.4. Caracterização e anãlise gen�tica dos mutantes sensl

veis 

e 

e 

As linhagens CHL-1(Chl�l. CHL-1(Chl�) 

CHL-1(Chl�). oriundas da CHL-1 e também CHL-13(Chlfl 
s CHL-13(Chl2), procedentes da CHL-13, inicialmente isoladas CD

mo possíveis revertentes sensíveis, quando foram examinadas 

através das respectivas curvas de dose-resposta revelaram as 

situações expressas nas Tabelas 15 e 16 e também nas Figuras 
s 11 e 12. Na realidade, somente o mutante CHL-13(Chl2) se mos-

trou tipicamente sensível. Os demais se diferenciaram da li

nhagem de origem através de um decréscimo no grau de resistên 

eia e ou dependência da droga. Em resumo: 

s CHL-1(Chl1): menos dependente e menos resisten 

te do que a CHL-1; 
s CHL-1(Chl2): menos dependente e tão resistente 

quanto a CHL-1; 
s CHL-1(Chl3): tão dependente e menos resistente 

do que a CHL-1: 

CHL-13(Chl1): pouco dependente e tão resisten-

te quanto a CHL-13, 

Desde que essas 4 linhagens ainda manifestaram 

resistência, elas também foram submetidas à análise genética 

com vistas à localização do gene responsável pelo fenótipo. 

As informações da análise mitótica estão esquematizadas na T� 

bela 17 onde ficou patente q ue, em todos os casos, o loco re-

lacionado com a resistência integra o grupo de ligação III. 

Uma situação particular foi revelada pela linhagem 

CHL-13(Chl1) na qual a mutação foi relacionada simultaneamen-

te aos grupos III e VIII, 

A análise meiótica, sintetizada na Tabela 18, 

apontou ligação genética da marca resistência com o gene 

9alA 1 , ao mesmo tempo em que descartou a hipótese de ligação 
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com o gene niboB 2 , marcador do grupo VIII. 

A mesma tabela confirmou ainda uma vez a liga-

çao dos locas para resistência das outras 3 linhagens com o 

marcador 9a.LA 1 . 

5.5. Teste de alelismo entre os gene Chl 1 e ehl 13

~ ~ s 
A localizaçao das 3 mutaçoes CHL-1(Chl ) no 

grupo de ligaç�o III causou estranheza visto que SANT'ANA 

(1974) e AZEVEDO e cal. (1977) haviam atribuído o loco respo� 

sável pela resistência da linhagem CHL-1 ao grupo de ligação 

IV. 

Com o objetivo de esclarecer o impasse foi 

aplicado um teste de alelismo envolvendo as linhagens CHL-1 e 

CHL-13. Todos os segregantes meióticos examinados, num total 

de 241, apresentaram-se resistentes ao cloroneb, indicando 

que as duas mutações devem ser alélicas ou, quando muito, es

treitamente ligadas. 
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TABELA 15 - Desenvolvimento de colônias das linhagens CHL-1 (resistente) , 
s s 

b,iA 1 ; n1e;thG 1 (sensível) e CHL-1(Chl1L CHL-1(Chl2L 

CHL-1(Chl�) (derivadas da primeira) ensaiadas sob doses cres

centes de cloroneb. Na tabela constam, para cada concentração 

do fungicida, o diâmetro médio e o correspondente valor perce� 

tual dentro da linhagem. Tempo de incubação: 96 horas. 

DOSE DE 
CLORONEB 
EM µg/ml 
DE MEIO DE 
CULTURA 

LINHAGENS (DIÂMETRO 

o 

50 

100 

200 

400 

800 

1.600 

3.200 

0 23,35±2,17 

% 57, 51 

0 32, 16±1, 49 

% 82,76 

0 38,86±2,54 

% 100,00 

0 25, 57±1, 94 

65,80 

0 23,88±2,33 

% 61,45 

0 18,39±2,05 

% 47,32 

0 14, 15±1, 35 

% 36,41 

0 10,24±1,13 

% 20,35 

51,70±3,15 

100,00 

21,41±2,10 

41, 41 

12,17±1,54 

23,54 

8, 75±1,40 

16,92 

5,19±1,06 

10, 04 

3, 42±1, 25 

6,61 

1, 57±0, 95 

3,04 

o 

o 

0 - Diâmetro medido em mm. 

MrDIO DE 4 A 6 REPETIÇÕES) 

34,10±2,20 

90,21 

37,80±1,50 

100,00 

32,58±2,75 

86,19 

27 ,4o±L88 

72,49 

17,20±1,52 

45,50 

9,62±2,14 

25,45 

4, 33±1, 15 

11,45 

2, 48±1, 10 

6,59 

29,05±2,73 

79,98 

36, 32±1, 95 

100, 00 

20, 02±1. 27 

59,67 

24,37±1,80 

72, 64 

33,40±2,80 33,55±2,19 

91, 96 

27,83±1,44 

76,62 

22,60±1,60 

62, 22 

16, 53±1,46 

45,51 

13, 61±1, 08 

37,47 

8, 15±1, 64 

22,44 

100,00 

24, 74±1, 83 

73,74 

16,64±0,70 

49,60 

11, 50±1, 26 

34,28 

7,45±0,85 

22,21 

4, 42±1, 35 

13,17 

% - Valor percentual dentro da linhagem. 
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s s CHL-1(Chl2J e CHL-1(Chl3). As curvas foram traça-

das com base nos dados da Tabela 15. 



. 7 8 • 

TABELA 16 - Desenvolvimento de col6nias das linhagens CHL-13 (resisten-
0 e 

te), ppy (sensível) 8 CHL-13(Chl'{), CHL-13(Chl2) (derivadas da 

primeira) ensaiadas sob doses crescentes de cloroneb. Na tabe-

la constam, para cada concentração do fungicida, o diâmetro 

m�dio e o correspondente valor percentual dentro da linhagem. 

Tempo de incubação: 96 horas. 

DOSE DE 
CLORONEB 
EM µg/ml 
DE MEIO DE 
CULTURA 

LINHAGENS (DIÂMETRO MÉDIO 

o 

50 

100 

200 

400 

800 

1.600 

3.200 

CHL-13 

0 24,70 ± 2,61 

% 55,49 

0 43,27 ± 2,12 

% 97,21 

0 44,51 ± 1,66 

% 100,00 

0 36,30 ± 1,53 

% 81, 55 

0 24,56 ± 1,22 

% 55,18 

0 15,73 ± 0,88 

% 35,34 

0 13,20 ± 0,90 

% 29,66 

0 6,47 ± 0,65 

% 14, 54 

0 - Diâmetro medido em mm. 

ppy 

55,62 ± 1,75 

100,00 

19,44 ± 2,52 

34,95 

10,65 ± 3,20 

19,15 

7,09 ± 2,35 

12,75 

5,46 ± 1,47 

9,82 

5,02 ± 0,96 

9, 02 

4,65 ± 1,12 

8, 36 

2, 54 ± 1,23 

4, 57 

% - Valor percentual dentro da linhagem. 

DE 4 A 6 REPETIÇÕES) 

39,50 ± 2,48 

91, 73 

43,06 ± 2,90 

100,00 

41,37 ± 1,60 

96,07 

37,30 ± 2,24 

86,62 

26,35 ± 1,75 

61,19 

17, 30 ± 1, 09 

40,18 

15,55 ± 1,66 

36, 11 

8,60 ± 0,66 

19,97 

58,50 ± 3,20 

100, 00 

27, 00 ± 1, 10 

46,15 

20,00 ± 1,86 

34,19 

15,88 ± 1,14 

27,14 

12, 31:l ± 1, 66 

21, 16 

9,46 ± 1,87 

16,17 

3,75 ± 0,85 

6,41 

o

o 
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5.6. Tratamentos mutag�nicos 

5.6. 1. Sobrevivência de con1dios 

As Tabelas 19 a 34 registram, especificamente, 

para cada linhagem e cada tratamento nos seus diferentes tem

pos, o numero e a porcentagem relativa de conídios sobreviven 

tes (V. itens 4.12.1., 4.12.2., 4.12.3. e 4.12.4.). 

5.6.2. Curvas de sobrevivência 

Nas Figuras 13 a 16 estão reproduzidas as cur

vas de sobrevivência de confdios, das 4 linhagens, submetidos 

a cada um dos 4 tratamentos mutagênicos. Os traçados foram e

laborados conforme o exposto nos itens 4.12.1. a 4.12.4. 
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TABELA 19 - Sobrevivência de conídios da linhagem l'iSE submetidos ao trata-

menta com ácido nitroso. 

ConÍdios viáveis/ml Porcentagem relativa de 
Tempo sobreviventes Média 
(minutos) a1- 2� 1� 2� 

repetição repetição repetição repetição 

controle 1,9 X 10 7 2,3 X 107 100, O 100, O 100, O 

5 1, 3 X 107 1,5 X 107 68,4 65,2 66,8 

10 1, l X 10 6 9,0 X 105 5,8 3,9 4,8 

15 4,4 X 104 2,7 X 104 0,23 o, 11 0,17 

20 2,5 X 103 8,0 X 102 o, 013 0,003 0,08 

25 1,0 X 101 o 0,0005 o 0,00025

30 o o o o o 

60 o o o o o
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TABELA 20 - Sobrevivência de conídios da linhagern ppy submetidos ao trata

mento com ácido nitroso. 

Conidios viáveis/ml Porcentagem relativa de 
Tempo sobreviventes f-1édia 

(minutos) 1� 2� 1� 2� 

repetição repetição repetição nJpetição 

controle 1, 1 X 107 2,8 X 107 100,0 100, O 100,0 

5 8,2 X 106 1, 9 X 106 74,5 67,9 71,2 

10 3,9 X 105 4,0 X 105 3 l" '
::J 1,4 2,5 

15 2,4 X 103 8,0 X 102 0,022 0,0029 o, 012 

20 4,0 X 101 o 0,00036 o 0,00018

25 o o o o o 

30 o o o o o 

60 o o o o o
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TABELA 21 - Sobreviv�ncia de conidios da linhagem CHL-1 3 submetidos ao tra 

tamento com ácido nitroso. 

Conidios viáveis/ml Porcentagem relativa de 

Tempo sobreviventes Média 

(minutos) 
1� 2� 1� 2� 

repetição repetição repetição repetição 

controle 9,3 X 107 5,2 X 107 100,0 100,0 100,0 

5 6,5 X 107 3,8 X 107 73,1 69,9 71, 5 

10 1,2 X 106 1,3 X 106 1,3 2,5 1,9 

15 1, 3 X 10 3 8,0 X 10 3 0,0014 o, 015 0,008 

20 1,4 X 102 5,5 X 102 0,00015 o, 0011 0,0006 

25 1,0 X 101 o 0,00001 o 5 X 10
'- 6

30 o o o o o 

60 o o o o o
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TABELA 22 - Sobrevivªncia de conídios da linhagem CHL-1 submetidos ao tra 

tamento com ácido nitroso. 

Tempo 

(minutos) 

controle 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

60 

Conídios 

1� 

repetição 

6, 3 X 107 

4,6 X 107

1, 9 x l 0 6 

2, 7 X 104

o 

o 

o 

o 

viáveis/ml 

2� 

repetição 

2,2 X 107 

1,7 X 107

8,9 X 105 

1,4 X 104 

2,0x 102 

o 

o 

o 

Porcentagem relativa de 
sobreviventes 

1� 

repetição 

100, O 

73,0 

3,0 

0,042 

o 

o 

o 

o 

2� 

repetição 

100,0 

77, 3 

4,0 

0,064 

0,0009 

o 

o 

o 

Média 

100,0 

75,2 

3,5 

0,053 

0,00045 

o 

o 

o
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TABELA 23 - Sobrevivência de conídios da linhagem MSE submetidos ao trata

menta com metano-sulfonato de etila (EMS).

Conídios viáveis/ml Porcentagem relativa de 

Tempo 
sobreviventes 

Média 
1� 2� l�

( horas) 
2:: 

repetição repetição repetição repetição 

controle 1, 2 X 107 4,8 X 107 100,0 100,0 100,0 

1 9,8 X 106 3,8 X 107 81, 7 79,2 50,4 

2 7,1 X 10 6 3,1 X 107 59,2 64,4 61, g 

3 2,7 X 106 1,3 X 106 22 ,5 27,1 24,ô 

4 8,8 X 105 5,1 X 106 7,3 10,6 8,9 

5 5,3 X 105 2,3 X 106 4,4 4,8 4,6 

6 3,7 X 105 8,6 X 105 3,1 1,8 2,5 

7 8,5 X 104 1,3 X 105 0,7 0,3 0,5 
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TABELA 24 - Sobrevivência de conirüos da linhr'Jgem ppy submetidos élO trata-

menta com metano-sulfonato de etila ( EMS) •

ConÍdios viáveis/ml Porcentagem relativa elo 

Tempo sobreviventes 
Média 

( horas) 
1� 2� 1� 2� 

repetição repetição repetição repetição 

controle 4,2 X lo 7 8,8 X 106 100,0 100, O 100,0 

1 3,2 X 107 6,4 X 106 76,2 72,7 74,5 

2 2,7 X 107 5,5 X 106 64,3 62,5 63,4 

3 1,4 X 107 3,5 X 106 33,3 39,8 36,6 

4 8,5 X 106 1,8 X 106 20,2 20,5 20,4 

5 3,1 X 106 9,4 X 105 7,4 10, 7 9,1 

6 1,4 X 106 5,6 X 105 3,3 6,4 4,9 

7 2,3 X 105 l, 1 X 105 0,5 l, 2 0,9 
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TABELA 25 - Sobrevivência de conídios da linhagem CHL-13 submetidos ao tra

tamento com metano-sulfonato de etila (EMS).

Conídios viáveis/ml Porcentagem relativa de 

Tempo sobreviventes Total 

(horas) 1� 2� 1� 2� 

repetição repetição repetição repetição 

controle 3,1 X 107 5,0 X 107 100,0 100,0 100,0 

1 2,4 X 107 3,6 X 107 77, 4 72, O 74,4 

2 2,1 X 107 3,0 X 107 67,7 60,0 63,9 

3 1, 3 X 107 2,3 X 107 41, 9 46,0 44,0 

4 6,6 X 106 1,8 X 10 7 21, 3 36,0 28,7 

5 3,4 X 106 9,1 X 106 11, O 18,2 14,6 

6 5,8 X 105 3,2 X 106 2,5 6,4 4,6 

7 7,0 X 104 1,1 X 106 0,2 2,2 1,2 
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TABELA 26 - Sobrevivência de conídios do linhagem CHL·· 1 submf,t :Ldo s ao t·ra-

tamente com metano-sulfonato de etila (H1S).

Coníd:Los viáveic./ml Porcentagem relativa de 

Tempo sobrev:i.ventes Total a 
2� 1� 2� 

( horéis) 
1-

repetição repetição repetição repetição 

controle 4,3 X 107 8,6 X 10 6 100,0 100,0 100,0 

1 3,7 X 107 6,4 X 10 6 86,0 74,4 80, 2 

2 7,1 X 106 3,5 X 10 6 16,5 40, 7 28,6 

3 5,1 X 10 6 2,7 X 10 6 11, g 31,4 21, 7 

4 1, 2 X 10 6 2,1 X 10 6 2,8 24,4 13,6 

5 1,6 X 10 5 l, 0 X 106 0,4 11, 6 6,0 

6 5,7 X 104 2,7 X 10 5 0,1 3,1 1, 6 

7 3,0 X 104 1,3 X 10 5 0,07 1, 5 0,8 
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TABELA 27 - Sobreviv6ncia de conídios da linhagem MSE submetidos ao trata

mento com dietilsulfato (DES). 

Conídios viáveis/ml Porcentagem relativa de 

Tempo sobreviventes Total 
1� a ri 

(minutos) 2- 1= 2:: 

repetição repetição repetição repetição 

controle 2,8 X 108 3,3 X 107 100,0 100,0 100,0 

10 1,8 X 10 8 1,9 X 107 64,3 57,6 61,0 

20 1, 1 X 10 8 8,9 X 106 39,3 27,0 33,l 

30 2,0 X 107 5,9 X 106 7,1 17,9 12,5 

40 1,2 X 106 6,5 X 105 0,43 2,0 1,2 

50 2,0 X 104 4,2 X 104 0,007 0,1 0,05 

60 o o o o o 

TABELA 28 - Sobrevivência de conÍdios da linhagem pp!f submetidos ao trata-

menta com dietilsulfato (DES). 

Conídios viáveis/ml Porcentagem relativa de 

Tempo sobreviventes Total 
1� 2� 1� a 

(minutos) 
2-

repetição repetição repetição repetição 

controle 3,6 X 106 2,6 X 107 100,0 100,0 100,0 

10 3,1 X 106 1, 9 X 107 86,1 73,l 79,6 

20 1,3 X 106 9,4 X 106 36,1 36,1 36,1 

30 8,4 X 105 6,9 X 106 23,3 26,5 24,9 

40 1,3 X 10 5 5,4 X 105 3,6 2,1 2,9 

50 2,1 X 104 1,2 X 105 0,6 0,5 0,6 

60 o 2,1 X 103 o 0,0081 0,004 
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TABELA 29 - Sobrevivência de conÍdios da linhagem CHL-13 f,ubmetidos ao tra 

tamento com dietilsulfato COES). 

ConÍdio,-.; viáveis/ml Porcentagem relativa de 

Tempo sobreviventes Total a 
1� 2� (minutos) l '= 2-

repetição repetição repetição repetição 

controle 2,5 X 107 7,6 X 106 100,0 100,0 100,0 

10 1,9 X 107 6,8 X 106 76,0 89,5 82,8 

20 8,3 X 106 2,7 X 106 33,2 35,5 34,3 

30 6,6 X 106 1, 4 X 106 26,4 18,4 22,4 

40 7,8 X 105 2,5 X 105 3,1 3,3 3,2 

50 7,6 X 104 4,0 X 104 0,3 0,5 0,4 

60 o 9,0 X 102 o o, 01 0,005 

TABELA 30 Sobrevivência de conídios da Íinhagem CHL-1 submetidos ao tra-

tamento com dietilsulfato COES). 

Conídios viáveis/ml Porcentagem relativa de 

Tempo sobreviventes TotaJ 

(minutos) 1� 2� 1� 2� 

repetição repetição repetição repetição 

controle 8,8 X 106 l, 5 X 106 100,0 100,0 100,0 

10 6,0 X 106 l, 2 X 106 68,2 80,0 74,1 

20 3,3 X 106 7,1 X 105 37,5 47,3 42,4 

30 1,3 X 106 l, 7 X 10 5 14,8 11,3 13,l 

40 7,1 X 104 1,4 X 104 0,8 0,9 0,9 

50 4,9 X 102 3,7 X 102 0,006 0,02 0,01 

6 0  o o o o o
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TABELA 31 - Sobrevivência de conÍdios da linhagem MSE submetidos ao trata
mento com B-metoxipsoraleína associada� luz ultravioleta lon-

ga (B-MOP + UVL).

Conídios viáveis/ml Porcentagem relativa de 

Tempo sobrev:iventes 
Total 

(minutos) 
1� 2� 1� 2� 

repetição repetição repetição repetição 

controle 7,2 X 107 1,6 X 107 100,0 100,0 100, O 

30 1,9 X 106 3,3 X 106 26,4 20,6 23,5 

60 3,8 X 104 5,1 X 104 0,05 0,3 0,2 

90 2,6 X 103 4,4 X 103 0,004 0,03 0,02 

120 1, 3 X 102 3,1 X 102 0,0002 0,002 0,001 

TABELA 32 - Sobrevivência de conídios da linhagem ppy submetidos ao trata

mento com 8-metoxipsoraleína associada� luz ultravioleta lon

ga (8-MOP + UVL).

Tempo 

(minutos) 

controle 

30 

60 

90 

120 

Conídios 

1� 

repetição 

7,0 X 107 

2,0 X 107 

1,5 X 10 5 

8, 4 X 104 

1,6 X 10 3 

viáveis/ml 

2� 

repetição 

2 6 107 , X 

4,3 X 106 

1,3 X 10 5 

9,4 X 10 3 

5,6 X 102 

Porcentagem relativa de 
sobreviventes 

1� 

repetição 

100,0 

28,6 

0,2 

0,1 

0,002, 

2� 

repetição 

100,0 

16,5 

0,5 

0,04 

0,002 

Total 

100, O 

22,6 

0,4 

0,07 

0,002 



TABELA 33 - Sobrevivência de conídios da linhagem CHL-13 submetidos ao tra 

Tempo 

(minutos) 

controle 

30 

60 

90 

120 

tamente com ô-metoxipsoraloína associada à luz 

longa (B-MOP + UVL). 

Conidios viáveis/ml Porcentager.1 relativa 
sobreviventes 

1� 2ª 1 ª 2ª 

de 

repetição repetição repetição repetição 

7,2 X 107 1, g X 106 100,0 100, O 

1, 3 X 106 2,3 X 105 l,ô 12,1 

7,5 X 104 5,2 X 104 0,1 2,7 

2,5 X 104 1, 1 X 104 0,03 0,6 

1,8 X 103 7, 5 X 102 0,003 0,04 

ultravioleta 

Total 

100,0 

7,0 

1,4 

0,3 

0,02 

TABELA 34 - Sobrevivência de conídios da linhagem CHL-1 submetidos ao tra-

Tempo 

(minutos) 

controle 

30 

60 

90 

120 

tamento com 8-metoxipsoraleína associada à luz 

longa (B-MOP + UVL).

Conídios viáveis/ml Porcentagem relativa de 
sobreviventes 

1� 2ª 1� i� 

repetição repetição repetição repetição 

7,2 X 107 5, 1 X 107 100, O 100,0 

3,3 X 106 8,8 X 10 5 4,6 1,7 

3,8 X 104 1, 3 X 104 0,05 0,03 

2,5 X 10 3 4,4 X 103 0,003 0,009 

1,6 X 102 3,1 X 102 0,0002 0,0006 

ultravioleta 

Total 

100, O 

3,2 

0,04 

0,006 

0,0004 
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MSE, PPY, CHL-13 e CHL-1 submetidos ao tratamento 

com dietilsulfato (OES). 



U) 
w 
t
z 
w 
> 
>
w 
o::: 
OJ 

o 
U) 

U) 

o 

,g 
z 
o 
o 

w 
o 

<r.
>
t
<r.
_J
w 
o::: 

� 
w 
(9 
<r. 
t
z

w 
oo::: 
o 
a.. 

100-

10 

0,1 

0,01 

0,001 

0,0001 

' ' '

,,-� ' .
',,� ' . ' ' ' ' ', ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ........ 

' ......... .... .... 

___ MSE 

- -- ppy

-·- CHL-13
-----· CHL-1

...... 

...... ... ... , ' .. 
... ' .. 

', .. ...
' ' 

. 98. 

' ' ' 

O-t---------.---------,--------�-------

0 30 60 90 120 

TEMPO (minutos) 

FIGURA 16- Curvas de sobrevivência de conídios das linhagens 

MSE, ppy, CHL-1 3 e CHL-1 submetidos ao tratamento 

com 8-metoxipsoraleína associada à luz ultraviole

ta longa (8-MOP + UVL). 



. 99. 

5.6.3. Obtenção de mutantes 

5.6.3.l. Por meio de col6nias monospõricas 

Conídios tratados pelo mais longo tempo de 

açao do mutagênico que ainda permitiu sobrevivência foram se-

meados em meio completo e, apos algumas horas de incubação, 

quando já começavam a germinar, foram transplantados sob a 

forma de colônias monosp6ricas (V. item 4.5.). As colônias 

das linhagens sensíveis foram transferidas para meio completo 

acrescido de cloroneb (V. item 4.5.1.) enquanto que as das li 

nhagens resistentes foram levadas para placas contendo apenas 

meio completo (V. item 4.8.2. ). O material de cada linhagem 

submetido a cada um dos 4 tratamentos mutagênicos foi conside 

rado separadamente. 

A Tabela 35 encerra os dados relativos ao re

gistro de setores mutantes nessa fase do experimento. 

5.6.3.2. Por semeadura de um grande numero de 

con1dios 

Conídios das linhagens sensíveis, depois ue 

tratados, foram semeados em rlacas com meio completo e 

1.600 µg/ml de cloroneb. Cada placa recebeu cerca de 10 6 coni 

dias viáveis. Placas-controle com conídios não-tratados foram 

também providenciadas. Todo o material foi incubado por 20 

dias. Dado a elevada concentração do fungicida e a grande 

quantidade de conídios em competição, estes produziram colô

nias pontuais que no conjunto constituiram uma crosta irreg� 

lar dentro de cada placa. Em contraste, as colônias resisten

tes ao cloroneb apresentaram discreta conidiação. Na linhagem 



MSE, em alguns pontos os salpicos da conidiação se 

ram com as minúsculas colônias sensíveis inibidas, 

.100, 

confundi

tornando 

difícil quantificar com segurança o número exato de colônias 

resistentes. Tratando-se da linhagem ppy os mutantes resisten 

tes se apresentaram conspícuos devido � pigmentação mais in

tensa dos seus conidios. Com o escopo de dar maior exatidão � 

contagem, as placas foram examinadas com o emprego de um es

tereomicrosc6pio e os presumíveis resistentes foram purifica

dos e efetivamente ensaiados com respeito ao car�ter. Nos ca

sos específicos dos tratamentos com EMS e OES que fizeram ap� 

recer um numero elevado de colônias supostamente mutantes, to 

mau-se aleatoriamente 100 delas em cada tratamento e ensaiou

se. O percentual de indivíduos que responderam positivamente 

ao teste de resistência permitiu a introdução de um fator de 

correçao que foi aplicado ao nGmero total de colônias "com as 

pecto de resistente'', fornecendo uma estimativa do número das 

realmente resistentes, 

A Tabela 36 sintetiza os resultados destes Gl

timos procedimentos. 
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TABELA 35 - Freqõ�ncia d8 setores rnutantes observados em colônias monospo

ricas das linhagens MSE, ppy (sensíveis) e CHL-13, CHL-1 (resi_§_ 

tentes). Os conidios que deram origem �s colônias haviam sido 

submetidos aos tratamentos mutagênicos indicados na tabela. 

Meios de cultura: meio completo para as linhagens resistentes 

e meio completo acrescido de cloroneb a 200 Ug/ml para as sen

síveis. Tempo de incubaç�o: 7 dias. 

TRATM1ENTO/ 

LINHAGEM 

MSE 

PPY 

CHL-1 

0,1765 

( 3/17) 

0,1429 

*(4/28) 

0,2174 

*(5/23) 

0,1818 

(4/22) 

EMS 

0,1875 

(3/16) 

0,2500 

(5/20) 

0,2000 

(4/20) 

0,1905 

(4/21) 

DES 

0,4286 

TOTAL DOS 4 

8-MOP TRATAMENTOS

0,4444 0,3077 

(6/14) *(8/18) (20/65) 

0,0000 0,0909 

(0/25) *(2/22) 

0,2000 0,5000 

(5/25) *(10/20) 

0,0833 

(2/24) 

0,0500 

(1/20) 

0,1157 

(11/95) 

0,2727 

(24/85) 

0,1264 

( 11/87) 

CONTROLE 

0,1765 

(3/17) 

0,3333 

(6/18) 

0,2222 

(4/18) 

0,2500 

(5/20) 

As frações ordinárias indicam o numero de setores mutantes detectados (nu

merador) e o de colônias ensaiadas (denominador). 

O simboJ.o (*) assinala a ocorrência de setores iniciais (que tiveram 

cio no centro geométrico da colônia). 
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TABELA 36 - Obtenção de colônias resistentes a partir de conídios da linha 

gem ppy tratados com os mutag�nicos indicados. Os conídios fo-

TRATAMENTO 

MUTAGÊNICO 

HND2 

EMS 

DES 

8-M0P

CONTROLE 

ram espalhados em grande número em placas de Petri contendo 

meio completo acrescido de cloroneb a 1.600 µg/ml. Tempo de in 

cuboção: 20 dias. 

NOMERO OE

CONÍDIOS 

VIÁVEIS 

SEMEADOS 

1, 05 X 107

1, 98 X 107

1,10 X 107 

1,60 X 106 

0, 98 X 107

NUMERO DE

COLÔNIAS 

RESISTENTES 

OBTIDAS 

(NCR) 

93 

1. 074, 24*

508, 71* 

54 

13 

NCR/10 6 

CON1DIDS 

VIÁVEIS 

8,857 

54,254 

46,246 

33,750 

1,326 

NCR/NCR 
(controle) 

6,7 

40, 9 

34,8 

25,5 

1,0 

* Tendo em vista o grande numero de colônias presumivelmente resistentes 

obtidas nestes 2 tratamentos, escolheu-se 100 colônias de cada um para 

o teste de resist�ncia ao cloroneb. Este forneceu então os resultados dP

96% para o tratamento com EMS e 93% para o OES. Estes fatores de corre·· 

ção, multiplicados pelo número de colônias "com aspecto de 

em cada caso, deram origem aos valores constantes na tabela. 

resistente" 
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6. DISCUSSAO

6.1. Obtenção de mutantes espontâneos 

O numero apreciável de setores resistentes con 

seguidos por meio da estrat�gia de se fazer uma colônia sensi 

vel desenvolver-se em meio de cultura contendo uma dose par

cialmente inibitória de cloroneb evidenciou a eficiência do 

m�todo. Tal procedimento já havia sido efetuado e recomendado 

por AZEVEDO e cal. (1977) sendo repetido com sucesso por ROS

SI (1979) e GROSSI (1960). 

A utilização no presente trabalho de colônias 

originárias de um Único conídio permitiu maior homogeneização 

do material biológico de onde emergiram os setores. Segurame� 

te esse detalhe concorreu para conferir maior fidedignidade 

aos resultados desde que as inoculações-por-ponto depositam 

um número variávelde conídios sobre o novo meio de cultura e, 

nesta situação, poder-se-ia questionar a homogeneidade gen§tl 

ca da colônia que se desenvolve a partir da picada. 

As dosagens de cloroneb de 100 e 200 µg/ml de 

meio de cultura, usadas aqui para a obtenção de setores resis 

tentes, demonstraram ser das mais adequadas para tal finalid� 

de. Conforme pode ser visto na Tabela 2, as linhagens 
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veis expostas a essos concentrações do fungicida crescem en

tre 12 e 20% do que o fazem na ausªncia da droga. Em compens� 

çao, 3 das linhagens resistentes, dado o fenômeno da sernide-

pendência� atingiram o desenvolvimento m�ximo ao nível de 

100 µg/ml enquanto que as outras 3 que o fizeram sob outras 

concentrações, ao menos responderam favoravelmente a essa do-

se, acusando um efeito positivo da mesma sobre o crescj_mento 

das suas colônias. Esse conjunto de informações parece suge-

rir que efetivamente os melhores resultados devem ser canse-

guidos com a concentraç�o de cloroneb na faixa de 100 a 

200 µg/ml. A propósito, ROSSI (1979) que ensaiou a linhagem 

ppy em ô concentrações bem escalonadas entre zero e 

2.569,0 µg/ml obteve as mais elevadas freq�ências de setores 

resistentes ao cloroneb nos níveis de 103,5 e 205,9 µg/ml qu� 

aproximadamente, correspondem aos extremos do intervalo que 

estamos indicando. 

As freqõências de setores mutantes obtidos es-

pontaneamente (controles da Tabela 35) demonstram que na□ há 

diferenças marcantes entre as 4 linhagens ensaiadas. Apesar 

dessas linhagens diferirem amplamente quanto a aspectos morf� 

lógicos e necessidades nutricionais, o fenômeno da produção 

de setores resistentes (ou sensíveis) ao cloroneb não foi 

quantitativamente afetado. Saliente-se ainda em face da mesma 

tabela que o surgimento de setores resistentes a partir de co 

16nias sensíveis e de setores sensíveis a partir de col6nias 

resistentes aconteceu segundo freqõências razoavelmente próx! 

mas. 



6.2. Caracterização dos mutantes 

6.2.1. Resistentes 

As curvas de dose-resposta encontradas nas Fi

guras 5 a 10 mostram que cada mutante tem praticamente um pe� 

fil pr6prio de variação de crescimento no intervalo de zero a 

3.200 µg/ml. Igualmente, a caracterização de cada diplóide e 

das linhagens que deram origem a cada um deles revelou largas 

variações nas relações de dominância-recessividade. Assim, 

com a l g um a s r e s e r v a s , p o d e - s e a d m i t i r q u e a m u t a ç ã o C fd:. 2 o s e 

r e v e l ou d o mina n t e ( F i g u r a 9 ) , a C hl 1 6 , s em ido m i na n t e ( F i g u -

r a 5 ) e a e. hl 1 9 , r e c e s s i v a ( F i g u r a 8 ) . J á o g e n e C hl l 8 ( F i g u -

ra 7) demonstrou dominância com uma ligeira tendência, tal

vez, para sobredominância. Tendência semelhante apareceu bem 

mais acentuada nas curvas do mutante CHL-17 e seu correspon

dente diplÓide (Figura 6). A mutação Chl 21 evidenciou um com

portamento peculiar: ensaiada nas doses mais baixas ela pode

ria ser tida como sobredominante; no intervalo entre 400 e 

1.600 µg/ml as curvas sugerem dominância e começam a dar 

idéia de recessividade nas suas porções finais (Figura 10). 

A técnica da comparaçao das curvas de dose-res 

posta tem sido adotada como a mais plausível para o estabele

cimento das relações alélicas nos casos de resistência a age� 

tes inibidores (DEKKER, 1976, 1977; TUYL, 1977). Parece entre 

tanto que quando as linhagens resistem a uma ampla variação 

de concentrações da droga sem sofrer inibição completa, con

forme aconteceu nos casos aqui discutidos, torna-se possível 

a ocorrência de alternâncias peculiares no traçado das cur

vas. Acrescente-se ainda o fenômeno da dependência parcial 

que fez com que houvesse ganho de crescimento até o nível de 

400 µg/ml em algumas linhagens. Todos esses efeitos tornam te 
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merária qualquer tentativa de interpretação definitiva a res

peito das relaç6es alélicas que envolvem mutaç6es de comport� 

me n t o i n f o r ma 1 e o mo f o i o c a s o d a C h.f 2 1 • C o n t u cl o , e o mo n a s s i 

tuaç6es práticas há mais interesse sobre as respostas dadas 

às concentraç6es mais baixas do inibidor, seria mais recomen

dável ater-se aos resultados correspondentes às doses de até 200 

ou 400 µg/ml para se obter uma interpretação de valor opera

cional. 

O mutante CHL-21 apresentou adicionalmente a 

particularidade de se constituir na linhagem de pior cresci

mento e ao mesmo tempo na de mais alto grau de resistência. 

Ocorrência deste tipo já tinha sido discutida em bases teóri

cas por BERGAf'1IN e col. (1975) os quais admitiam que uma mut� 

ção que traz resistência juntamente com redução de crescimen

to deve afetar algum processo muito importante para o metabo

lismo do microrganismo. E, assim sendo, a magnitude da resis

tência conferida tenderia a ser proporcional à redução do de

senvolvimento. Por esta via, quanto mais resistente se tornas 

se uma linhagem mais desadaptada ela tenderia a ficar, 

nóstico que foi verificado no CHL-21•

As Figuras 5 a 10 demonstram também que 

prog-

todos 

os resistentes sao, em graus variáveis, parcialmente depende� 

tes do fungicida. O CHL-10, o CHL-19 e o CHL-21 atingiram o 

desenvolvimento máximo com a dose de 100 µg/ml; o CHL-17 o 

fez na dose de 200 Vg/ml e o CHL-15 juntamente com o CHL-20 

necessitaram 400 µg de cloroneb por ml de meio de cultura pa-

ra alcançar o maior diâmetro médio. Note-se que esta Última 

concentração reduziu cerca de 10 vezes o crescimento das li

nhagens sensíveis. Este fen6meno da semidependência em linha-

gens de A. niduian-0 resistentes ao cloroneb já foi apontado 

por AZEVEDO e col. (1977) e ROSSI (1979) enquanto que TUYL 

(1977) não verificou essa propriedade em nenhum dos resisten

tes que estudou. 



. 10 7. 

A semidependência parece estar diretamente as

sociada com a resistência, uma vez que quando esta e perdida 

por reversão a linhagem sensível que então surge nao exibe 

mais nenhum sinal de dependência. Esta observação foi relata

da com bastante ênfase por ROSSI (}979) G Gf�OSSI (1960). No 

presente trabalho, na Gnica linhagem que permitiu 
s -dessa natureza, a CHL-13(Chl2), a observaçao foi 

conforme pode-se verificar na Tabela 12. 

um estudo 

confj_rmada, 

Já foi suposto que a molécula tóxica para um 

indivíduo sensível passa a assumir o papel de metabólito qua� 

do esse sensível sofre mutação para a resistência-dependência 

(LUKENS, 1971; AZEVEDO e col., 1977). 

Os valores determinados para o parâmetro E□
50

(Tabela 3) se prestaram muito bem para discriminar as linha-

gens sensíveis das resistentes e também para mostrar que es

tas se distinguem entre si de acordo com diferentes graus de 

resistência. Seguramente e possível destacar 3 faixas de re-

sistência em função do E□
50

: uma inferior, em torno de 

1. 000 µg/ml onde se situaria o mutante CHL-13; outra, por vol

ta de 1.700 µg/ml onde se poderia caracterizar o nível inter -

mediário com as linhagens CHL-16, CHL-17, CHL-19 e CHL-20; o 

nível mais alto de resistência estaria associado ao valor-ba

se de 2. 500 µg/ml e incluiria a CHL-21• A pesquisa de TUYL 

(1977) apurou um valor próximo a 1. 500 µg/ml para 3 resisten-

tes ensaiados e ROSSI (1979) encontrou 4 níveis, centrados 

nos valores 500, 1.500, 2.000 e 3.000 µg/ml. Todos estes da

dos tomados englobadamente poem em evidência a variabilidade 

do fenótipo resistência ao cloroneb em A. nidulan�. 

Toda a gama de variação em face do 

verificada no comportamento dos resistentes aqui 

(desde que se aceite a hipótese de um único loco 

cloroneb, 

discutidos 

relacionado 

com a resistência a esse fungicida) sugere a possibilidade da 

existência de sítios diferentes dentro do loco. Uma investig� 
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çao que poderia trazer resultados elucidativos consistiria ba 

sicamente em se provocar cruzamentos entre mutantes distintos 

e então examinar possíveis efeitos intercistrônicos em diplói 

des ou segregantes mei6ticos. 

6.2.2. Sens1veis 

A ocorrência de mutação para a sensibilidade 

no seu grau mais baixo demonstrou ser um evento de difícil ob 

tenção nas condições deste experimento desde que uma Única li 

nhagem efetivamente sensível foi conseguida a partir de 86 co 

lônias resistentes. 

Fato interessante foi a variação nos graus de 

dependência e resistência s em a eliminação desta em 4 das 5 

linhagens caracterizadas. Cada uma delas revelou aspectos pr� 

prios, que podem ser examinados no item 5.4. e nas Figuras 11 

e 12 e que dão a dimensão da complexidade do fenômeno. 

Fatores de efeitos genéticos parciais devem es 

tar subjacentes �s manifestações observadas. A existªncia de 

genes modificadores é bastante plausível e se constitui num 

aspecto que merece ser melhor estudado. O cruzamento de duas 

linhagens, cada uma delas e ncerrando um tipo de "resistência 

alterada" poderá trazer subsídios para uma investigação mais 

acurada. Influências citoplasmáticas também podem ser cogita-

das assim como supressores parciais e aberrações 

cas. 

cromossômi-

A análise dos revertentes obtidos por ROSSI

(1979) acusou a ocorrência de reversão verdadeira em uma li-

nhagem e gene supressor em outra. Houve também 

instável que despertou suspeitas de duplicação 

um revertente 

cromossômica. 

Estas informações evidenciam que o fenômeno da reversa□ pode 

tomar caminhos diferentes e que portanto as discrep�ncias en-
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contradas entre os mutantes caracterizados na presente inves

tigação devem ser encaradas como fen6meno normal, considerada 

a grande variabilidade de processos que podem aqui intervir. 

6.3. Análise genética 

6.3.1. Dos mutantes resistentes 

Como procedimento preliminar o teste do heter� 

cária descrito no item 5.3.l. eliminou qualquer hipótese de 

herança extracromoss6mica. 

Depois de ter sido verificado tretar-se de um 

único gene em cada caso (item 5.3.2. ), a análise mitótica a

tribuiu todas as 6 mutaç6es ao grupo de ligação III (item 

5.3.3.) e a análise meiótica (item 5,3.4.) permitiu mapear ca 

da um dos genes Chl a uma distância próxima de 34 unidades de 

mapa do marcador 9alA 1 . A sugestiva hipótese de alelismo en

tre as 6 mutaç6es foi praticamente comprovada atrav�s do tes

te de alelismo relatado no item 5.3.5. O conjunto destas veri 

ficaç6es colocaram os achados deste trabalho, neste particu

lar, em concordância com os de ROSSI (1979) e GROSSI (1980) e 

muito provavelmente com os de TUYL (1977) e THRELFALL (1968). 

Este Último mapeou uma mutação para a resistência ao pentacl� 

ronitrobenzeno (pcnbAJ a 17 unidades do loco galA1 e 15 unida 

des de mapa do loco a�gB enquanto que TUYL (1977) localizou a 

mutação para resistência ao cloroneb a 35 unidades do loco 

phenA2 e aventou a hipótese de alelismo entre as mutações ma

peadas por ele e por Threlfall, tendo em vista que a seqõên

cia dos locas no grupo de ligação III deve ser: phenA2 , galA 1 , 

ehlA-pcnbA, a�gB. 

A hipótese de TUYL (1977) de que um Único loco 
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no grupo de ligação III deveria estar relacionado com a resis 

t�ncia ao cloroneb em A. nidulanh ficou consolidada mais ain

da com os resultados dos mapeamentos levados a efeito aqui 

neste trabalho. Entretanto h� na literatura uma informação em 

conflito com a tendência geral. Trata-se da mutação da linha

gem CHL-1 que foi localizada por AZEVEDO e col. (1977) no gr� 

po de ligação IV, sem ligaç�o gen�tica com o marcador pyhoA 4 • 

No presente trabalho a an�lise gen�tica das 3 linhagens da s� 

rie CHL-1(Chl
s

). derivadas da CHL-1, indicou o grupo de liga

ção III (item 5.4. ), fato que colocou definitivamente em dúvi 

da a presença do gene Chl 1 no grupo IV. Com a finalidade de 

esclarecer essa incongruência foi provocado o cruzamento en

tre as linhagens CHL-1 e CHL-13 e o teste de alelismo descri

to no item 5.5. deixou patente que as duas mutações devem ser 

al�licas. E possível que o equivoco de AZEVEDO e col. (1977) 

tenha se dado porque estes autores tomaram para os procedime� 

tos de an�lise gen�tica uma subcultura da linhagem CHL-1 que 

continha uma translocação envolvendo os grupos de ligação III 

e IV. Nesta hipótese, o fragmento cromossômico transferido te 

ria sofrido ruptura entre o s  locas 9alA 1 e Chl 1 e se inseri

do no cromossomo correspondente ao grupo de ligação IV, esta

belecendo dessa forma urna peça contendo os genes Chf1 e 

pynoA 4 . Os autores n�o mencionam a aplicação de análise meió

tica com vistas a detectar ligação entre galA 1 e Chl 1 , Se es

ta possibilidade não foi averiguada é possível até que o seg

mento translocado contivesse esses 2 marcadores geneticamente 

ligados mas o fato não foi descoberto porque a análise foi di 

rigida no sentido do marcador pyhoA 4 desde que o gene Chf1 ha 

via sido associado ao grupo de ligação IV na análise mitóti-

ca. Translocação constitui-se num evento relativamente fre-

qôente em A. nidufanh (SOUZA, 1979) prova e que dentre as 10 

linhagens analisadas na presente investigação descobriu-se 

uma translocação III/VIII (V. item 5.4.) mesmo não sendo este 

o objetivo daquele procedimento.
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6.3.2. Dos mutantes sens1veis 

s Os 4 "resistentes alterados", CHL-1(Chl1l, 
s s s 

CHL-1(Chl2l, CHL-1(Chl3) e CHL-13(Chl�). desde que ainda man-

tiveram o caráter resistência, foram submetidos � análise ge

n�tica revelando as mesmas mutaç6es dos resistentes iniciais 

(Tabela 17). Esta observaç�o sugere duas hip6teses alternati

vas: ou o loco em apreço permaneceu intacto e sendo assim as 

diferenças individuais entre as 4 linhagens s�o devidas a in

fluências alheias a esse loco ou ent�o ele comporta alguns si 

tios distintos, conforme já foi cogitado quando se 

as mutações para a resistência. 

6.4. Tratamentos mutagênicos 

discutiu 

A sobrevivência de conídios submetidos a cada 

um dos tratamentos mutagênicos (Tabelas 19 a 34 e Figuras 13 

a 16) mostrou-se, em linhas gerais, compatível com os result� 

dos de ROSATO (1973), PIZZIRANI (1977), OLIVEIRA (1978) e RO

SATO e AZEVEDO (1978) para o EMS, DUARTE (1968) com referên

cia ao OES, PIZZIRANI (1977) a respeito do ácido nitroso e 

BIAGI (1977) para o 8-MOP + UVL. 

Apesar de todos esses autores nem sempre have

rem trabalhado com as mesmas linhagens ensaiadas nesta pesqu! 

sa, o conjunto dos resultados (incluindo-se aqueles aqui obt! 

dos) permite concluir que não há diferenças marcantes entre 

as sobrevivências de conídios. Levando-se em conta que os au-

tores supracitados utilizaram, além de linhagens convencia-

nais dotadas de alguns marcadores genéticos, variantes dete

riorados e portadores de aberrações cromossômicas tanto nume

ricas como estruturais, fica evidente que qualquer um dos 4 

tratamentos mutagênicos pode ser aplicado, conforme os respe� 
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tivas protocolos aqui relatados, 

de A. nidulan.ó. 

as mais diferentes linhagens 

De especial interesse sao os dados dos tempos 

mais longos de aplicaç�o de cada mutagênico desde que ai 

se encontrar os sobreviventes mais demoradamente expostos 

vao 

ao 

tratamento. No experimento com o ácido nitroso observa-se (Ta 

belas 19 a 22 e Figura 13) um efeito avassalador da droga so

bre a sobrevivência de conidios de todas as linhagens durante 

os primeiros 20 minutos de tratamento. Em conseqõência, a po� 

centagem de sobreviventes aos 25 minutos apresentou-se insig

nificante e, nas duas Gltimas interrupç6es (30 e 60 minutos] 

a mortalidade foi da ordem de 100%. PIZZIRANI (1977) encon-

trou comportamento semelhante quando aplicou o tratamento a 

duas linhagens haplóides (MSE e biA 1 ; methG1) e uma diplóide 

(biA1//MSE). Somente nas duas Gltimas linhagens a autora de

tectou sobrevivência al�m dos 25 minutos. Contudo as porcent� 

gens de sobrevivência foram em geral da ordem de poucos centf 

simos, o que inutiliza o material obtido nestas condições pa

ra a maioria dos propósitos prátiéos. 

Em face dessas considerações pode-se recomen

dar para experimentos futuros que venham a envolver as linha-

gens aqui discutidas que o procedimento seja 

cancelando-se as aplicações de 30 e 60 minutos. 

simplificado, 

O tratamento com EMS sofreu aqui duas modifica 

çoes em relação aos protocolos de ROSATO (1973), PIZZIRANI 

(1977) e OLIVEIRA (1978): a s  interrupções do tratamento foram 

escalonadas de hora em hora ao invés de acontecer de duas em 
- - a -

duas horas e a aplicaçao estendeu-se ate a 7- hora, ao contra 

rio dos experimentos dessas autoras que demoraram 6 horas. 

Com a primeira alteração procurou-se caracterizar melhor as 

curvas de sobrevivência, na expectativa de poder detectar di

ferenças entre as linhagens e ao mesmo tempo provocar homoge

neizaç6es com mais freq�ência no sistema, já que a cada inter 
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rupçac do tratamento o tubo era submetido a agitação mecani

ca. A segunda alteraç;o visou a obtenção de conídios sobrevi

ventes em quantidades mais apropriadas para as semeaduras po� 

teriores e ainda com a vantagem de haverem permanecido expos

tos ao mutagênico por um período de tempo mais longo. Com e

feito, as autoras citadas neste parágrafo obtiveram, ao final 

de 6 horas, entre 2 e 10% de sobrevivência enquanto que neste 

trabalho, após 7 horas de tratamento, verificou-se porcenta-

gens de sobrevivência compreendidas entre 0,5 e 1,2%. 

las 23, 24, 25 e 26 e Figura 14).

(Tabe-

Os resultados dos tratamentos com o DES estão 

sumarizados nas Tabelas 27 a 30 e Figura 15. O planejamento 

de 60 minutos de aplicação com interrupções a cada 10 minutos 

foi inspirado por um experimento-piloto e se ajustou bem para 

caracterizar o traçado das curvas de sobrevivência. DUARTE 

(1968) procurou induzir reversões no gene methG 1 aplicando o 

mutagênico na mesma dosagem empregada aqui (0,05 M) durante 

períodos fixos de 20 ou 30 minutos. Nestas condições regis-

trou sobrevivências da ordem de 27 a 31% quando tratou por 20 

minutos e 17% no tempo de 30 minutos. Estes valores sãc sensi 

velmente compatíveis com os auferidos na presente investiga-

çao nos tempos assinalados. As mesmas tabelas mostram 

que depois de 50 minutos a sobrevivência é desprezível, 

ainda 

fato 

que sugere que o procedimento pode ser simplificado, reduzin

do-se o tempo máximo para 50 e, preferivelmente, 40 minutos. 

Nesta Última duração de tra tamento verificou-se porcentagens 

de sobrevivência entre 0,9 e 3,2%, valores razoáveis para fa

cilitar os passos subseqõentes do trabalho. 

Os tratamentos com 8-MOP associada à luz ultra 

violeta longa têm seus resultados sintetizados nas Tabelas 31 

a 34 e Figura 16. BIAGI (1977) aplicou esse tratamento a coní 

dias da linhagem MSE e de uma linhagem diplóide (b�A1//MSE). 

Após a sensibilização pela 8-MOP expôs o material à luz UVL 



.114. 

pelo tempo d e l 2 O minuto s , o b tendo , r e s p e c tiva mente , O , O 7 e 

1,48% de conÍdios sobreviventes, Para o mesmo período de irr� 

diação os resultados do presente trabalho se mostraram infe

riores à porcentagem de sobrevivência estimada pela autora p� 

ra a linhagem MSE. Entretanto, corno os valores foram extrema-

mente baixos, atingindo a ordem de grandeza de centésimo e 

até milésimo, não se pode cogitar aqui se as diferenças sao 

relevantes ou não. Como no experimento de Biagi não foram ela 

boradas curvas de sobrevivência não é possível, neste partic� 

lar, .estabelecer uma melhor comparação entre o seu experimen

to e o nosso. Considerando-se as linhagens aqui ensaiadas, a

creditamos que um tempo de tratamento entre 30 e 60 minutos 

seria recomendável para a indução de mutações. Observe-se que 

nesse intervalo as porcentagens de sobrevivência exibiram uma 

larga variação dentro e entre linhagens, fato que torna difí

cil o estabelecimento de um tempo-padrão adequado para todas 

elas. 

Visando-se efeitos aplicados pode-se tomar ma

terial tratado por um tempo relativamente curto, tendo em vis 

ta que MATHEWS (1963), IGALI e cal. (1970), SCOTT e ALDERSON 

(1971), TOWSENO e cal. (1971) e JOSEPH e col. (1974) comprov� 

ram que o tratamento com 8-MOP + UVL produz alta freqõência 

de mutantes mesmo sob condições moderadas de mortalidade. 

Examinando-se as curvas de sobrevivência das 

4 linhagens ao longo dos 4 tratamentos rnutagênicos (Figuras 

13, 14, 15 e 16) verifica-se que elas se comportaram de manei 

ra muito semelhante quanto ao aspecto mortalidade. Uma dife

rença embora questionável poderia ser atribuída à linhagem 

CHL-1 que evidenciou respostas ligeiramente mais pronunciadas 

aos efeitos letais dos mutagênicos EMS, DES e 8-MOP + UVL. A 

julgar como significativas essas diferenças poder-se-ia imag! 

nar que a linhagem CHL-1 fosse dotada de uma maior permeabili 

dade às substâncias mutagênicas, conforme ponderou PIZZIRANI 
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(1977) em situação semelhante. Poderia tamb�m existir uma me

nor proteção do □NA dessa linhagem contra a radiaç�o ultravi� 

leta devido a um poder de barragem reduzido por parte de seus 

pigmentos, conforme é largamente discutido com respeito as 

aplicaç6es de UV em fungos (D'ARCE, 1972; PIZZIRANI, 1977). 

Pretendemos que os dados aqui obtidos sejam de 

utilidade para futuras investigaç6es envolvendo indução de mu 

taç6es, não só para a resistência mas também outras catego-

rias de mutação. Para tanto se procurou estabelecer em todos 

os casos as doses ideais do mutagênico. 

A Tabela 35 assinala as freqõências de setores 

produzidos por colônias monospóricas de cada uma das 4 linha

gBns submetidas a cada um dos 4 tratamentos mutagênicos. Uti

lizou-se, em cada caso, conídios expostos ao mais longo tempo 

de tratamento que ainda permitiu a sobrevivência, objetivando 

-se sujeitar os indivíduos à ação mais demorada possível dos

mutagênicos. Os dados constantes nessa tabela permitem con-

cluir que aparentemente não houve efeito persistente dos tra

tamentos em nenhum caso. Ao mesmo tempo pode-se verificar que 

o surgimento de mutantes, tanto resistentes como

se deu segundo freqõências muito próximas. 

sensíveis, 

Uma descoberta interessante nesses resultados 

foi a ocorrência de setores iniciais (que começam próximo ao 

centro da colônia, indicando que a mutação se deu numa das 

primeiras divis6es mitóticas do conÍdio primordial). Poder-se 

-ia supor que tal acontecimento fosse decorrência do efeito 

do mutagênico sobre o conídio que se desenvolveu para dar ori 

gem à colônia. O fenômeno torna-se mais intrigante quando se 

percebe que somente 2 dentre os tratamentos (ácido nitroso e 

8-MOP) e 3 linhagens (MSE, ppy e CHL-13) produziram tal tipo

de setor e, principalmente, que nenhum setor foi registrado

nos controles. Saliente-se ainda que nos resultados em discus

sao os 2 agentes alquilantes (EMS e OES) e também a linhagem
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que apresentou maior letalidade em decorr�ncia dos tratamen

tos (CHL-1) não deram origem a setores iniciais. 

Parece que esses setores iniciais representam 

um assunto sugestivo para posteriores investigaç6es que deve

rão também envolver o estudo do mecanismo de ação de cada mu

tagênico. 

Futuramente ao se investigar o poder mutagêni

co de alguma droga que nao seja instável, ao invés de aplicar 

o método do tratamento de conídios em suspensão poder-se-á 

predeterminar a dose adequada e acrescentá-la ao meio de cul 

tura. Irá então se contar com a vantagem de se ter a substân

cia ensaiada, permanentemente em contato com a cultura em de

senvolvimento, em situação similar à que se verifica em am

bientes naturais. 

Os setores resistentes obtidos nesta etapa nao 

foram submetidos a exames genéticos. TUYL (1977) não regis

trou diferenças entre resistentes obtidos espontaneamente e 

induzidos por UV. A despeito dessa constatação seria intere� 

sante que se comparasse as características genéticas das mut� 

ç6es provocadas por diferentes mutagênicos ou acontecidas na

turalmente. 

A técnica da semeadura de grande quantidade de 

conídios em meio de cultura contendo doses inibitórias da 

substância antifúngica tem sido utilizada quase que como re

gra geral para o isolamento de mutantes resistentes (HOLLS

TEIN e cal., 1979). A descoberta no presente experimento de 

que sob a concentração de 1.000 µg de cloroneb por ml de meio 

de cultura as col6nias resistentes derivadas da linhagem ppy 

apresentam conidiação amplamente contrastante �om a das col6-

nias sensíveis, permite idealizar mais um método para a estima 

tiva da potencialidade de agentes mutagênicos. 

A Tabela 36, elaborada com dados auferidos 
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atrav�s do mêtodo sugerido no par�grafo anterior, possibilita 

um claro exame dos efeitos dos diferentes tratamentos sobre o 

aparecimento de mutantes resistentes ao cloroneb. 

Em face dos valores expressos na mesma tabela 

pode-se estabelecer níveis distintas de efici�ncia mutagêni

ca, nas condições do experimento: o ácido nitroso seria o tra 

tamento menos efetivo, seguindo-se o 8-MOP com um poder niti-

damente maior, aparecendo a seguir o DES e o EMS que 

os mais poderosos. 

seriam 

Dado a simplicidade da execuçao e a fidedigni

dade dos resultados, insistimos em que o sistema "ppy - resi� 

tência ao cloroneb em A. n�dulan-0 » é dos mais recomendáveis 

para a mensuração do poder mutagênico de agentes físicos ou 

químicos em microrganismos. 

6.5. Aspectos a destacar no fenômeno resistência-ao-cloro

neb 

As investigações envolvendo o caráter resistên 

cia-ao-cloroneb possibilitam uma série de estudos genéticos 

de grande interesse, tais como relações de dominância-reces-

sividade, mutagenicidade, mapeamento, pleiotropia, efeitos 

de dosagem gênica, supressao gênica, conseq�ências de aberra 

çoes cromossômicas etc. 

E bastante plausível que o fenômeno da reaqui

sição da sensibilidade à droga, tendo-se em vista as suas pe

culiaridades, venha abrir muitas perspectivas para investiga

ções futuras, tanto no terreno acadêmico quanto no aplicado. 

Lembrando-se os surtos de resistência a anti

bióticos e inseticidas (GEORGOPOULOS e ZARACOVITIS, 1967) e a 

preocupação de TOLEDO (1974) quanto a uma possível repetição 

do fato na área dos fungicidas, o sistema ne�i-0�êneia-ao-elo-
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noneb-em-A.nidulanJ representa um bom modelo para se vislum-

brar o que pode estar acontecendo em relação aos 

sistêrnicos. 

fungicidas 

O procedimento de semear-se um grande numero 

de conidios em meio acrescido de cloroneb para se obter resi� 

tentes ao fungicida e, até mesmo o método da obtenção de set2 

res em co16nias monosp6ricas, desde que se introduza nele al-

guns aperfeiçoamentos, poderão perfeitamente ser utilizados 

com a finalidade de se detectar presumíveis aç6es mutagênicas 

em substâncias suspeitas. 

O mesmo sistema poderia ainda servir como ins-

trumento para a averiguação de mutaç6es diretas e reversas. 

Para tanto seria necess�rio estabelecer uma dose crítica de 

cloroneb a ser adicionada ao meio de cultura e que viesse via 

bilizar a distinção visual dos revertentes sensiveis. 

Podemos aqui destacar 4 sistemas clássicos que 

utilizam A. nidulan� para a sondagem da capacidade de indução 

de mutaç6es por parte de um dado fator: 

a) mutagenicidade no loco methG 1 

1962; LILLY, 1965);

(SIDDIQI, 

b) resistência ao fluoroacetato associada com

a incapacidade em metabolizar acetato (API

RION, 1962, 1965);

c) deficiência quanto à xantina desidrogenase,

possibilitando a seleção visual dos mutan

tes em meio de cultura acrescido de 2-tio

xantina (DARLINGTON e SCAZZOCCHIO, 1967);

d) resistência a arginina associada com defi-

ciência na síntese de lisina (OLIVEIRA,
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1978). 

O sistema que ora discutimos, conforme já foi 

sugerido por AZEVEDO e cal. (1977), ROSSI (1979) e GROSSI 

(1880), pode ser colocado ao lado desses outros como uma nova 

opçao. 
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7. CONCLUSOES

a) O método baseado na produção de setores mu

tantes por parte de colônias monospóricas mostrou-se eficien

te tanto para a obtenção de linhagens resistentes corno de sen 

síveis ao cloroneb. Todos os mutantes resistentes aqui carac

terizados mostraram ser também parcialmente dependentes de 

cloroneb, sugerindo que esses dois fenômenos são estreitamen

te associados. Por sua vez, a obtenção de revertentes para a 

sensibilidade mostrou tratar-se de uma ocorrência muito 

rara e complexa do que a mutação direta. 

mais 

b) A análise genética evidenciou que um Único

loco no grupo de ligação III é responsável pelo caráter resis 

tência ao cloroneb. No entanto, cada mutante demonstrou um 

perfil próprio de resistênci3 e dependência em face de doses 

crescentes do fungicida, sugerindo que sítios distintos den

tro do loco tenham sofrido mutação. 

c) Com relação aos tratamentos com os mutagên!

cos, as quatro linhagens ensaiadas apresentaram praticamente 

a mesma taxa de mortalidade em relação a cada um deles e, ne

nhum dos tratamentos revelou efeito residual na produção de 

setores mutantes por parte de colônias monospóricas das linha 
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ou resistentes. 

d) A semeadura de um grande numero de conídios

da linhagem ppy, na casa de 10 7 , em meio de cultura contendo 

cloroneb a 1.000 µg/ml permite fácil discriminação das colô-

nias resistentes ao fungicida pois os conídios destas se apr� 

sentam mais refringentes nessas condições, contrastando fran

camente com as colônias sensíveis e tal método é então indica 

do para a averiguação e até mensuração de propriedades mutagê_ 

nicas de qualquer tipo de substância-problema. 

e) O fenômeno da resistência ao cloroneb em 

A. nldulan� se presta muito bem para estudos de genética for

mal tais como: relações de dominância-recessividade, mutagen�

cidade, mapeamento, pleiotropia, efeitos de dosagem gênica, 

supressão gênica etc. Dado algumas dessas propriedades, uma 

substância, suspeita de ser mutagênica e que possa ser adiei� 

nada ao meio de cultura, provavalmente possa ser ensaiada a-

través da verificação da freqüência de setores resistentes 

que emergirem de colônias monospóricas sensíveis que estive-

rem crescendo em meio de cultura contendo cloroneb e a 

pria substânc1a sob investigação. 

pro-
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8. SUMMARY

The present research was 

the genetic study of resistance to the 

carried out airning 

fungicide chloroneb 

A-0p�n9illu-0 n�dulan-0. (l,4-dichloro-2,5-dimethoxybenzene) in 

Six chloroneb-resistant rnutants, spontaneously 

obtained from non-resistant strains, were characterized in 

relation to growth ability in increasing fungicide concentra

tions. It was shown that all were partially-dependent to 

chloroneb, requiring the drug for maxirnurn growth. Diploids 

constructed between resistant and non-resistant strains have 

shown that the rnutation for resistance was recessive in one 

strain, semidominant in another one and dorninant in the 

rernaining four strains. In three cf these 

was found signals of overdominance. 

latter strains it 

Genetic analysis have shown that in six 

mutants resistance was due to a single gene mutation. Mitotic 

analysis carried out in all mutant strains indicated that the 

locus responsible for resistance was located in linkage group 

III and meiotic analysis have shown that this locus is loca

teci about 34 units from the galA 1 gene. Allelic tests indica 

ted that all six rnutants belonged to the sarne locus. 

In arder to obtain non-resistant mutants from 



two chloroneb-resistant strains 

found one strain non-resistant 
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it was 

and other three which were 

still resistant but which have suffered several alterations 

in the degrees of resistance and/or semidependence. 

Two non-resistant and two resistant strains 

were submited to four different mutagenic treatments: nitrous 

acid, ethylmethanesulphonate, diethylsulphate and 8-methoxy 

psoralen associated with near ultraviolet light. Survival 

curves were obtained for each strain and treatment and it was 

then possible to estimate the 

treatments. It was tried the 

appropriate doses for further 

induction of resistant mutants 

from non-resistant strains and vice-versa. From the frequen-

cies of mutant sectors emerging from monosporic colonies, 

originated from conidia which were submited to the mutagenic 

treatments it was not dettected residual effect of any of the 

rnutagens. One non-resistant strain (p�oA1; pabaA 5 ; yA 2 ) was 

shown to be the rnost appropriate in arder to quantify the 

effects of the mutagenic treatments in relation to induction 

of chloroneb resistance since the mutants in appropriate 

culture rnedium can produce conidia which are easily distin 

guished from the original non-resistant strain. It was sugge� 

teci a system for the screening of the mutagenic ability of 

"suspected » substances based on the induction to chloroneb 

resistance in A. nidulan�. 
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