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1. INTRODUCAO

Al gumas linhagens de fungo apresentam fendSmenoc de
instabilidade que consiste no aparecimento de setores diferentes do
resto da coldnia . Esta instabilidade fregquentemente origina-se de
mudangas genéticas. que ocorrem no desenvolvimento do fungo tais como
recombinacioc mitdética . separacdo de nicleos em heterocidrios. perdas
cromossomicas na hapleoidizac8o , etc.

Para os casos de instabilidade mitética. os fungos constituem
um excelente material de estudos, Particularmente no fungo
filamentoso Aspergillus nidulans estes estudos tem sideo amplamente
desenveol vidos .

Em 4. nidulans foram feitos varios estudos em linhagens

dipldides . e a instabilidade foi explicada péla permuta mitdtica e

ndo disjuncdo conduzindo a haploidizacdo. Neste fungo verificou-se
a existéncia de linhagens com duplica¢des cromossdmicas que eram
instaveis mitoticamente @ produziam setores mel horados ]

deteriorados. Também,em Aspergillus nidulans varios trabalhos foram
realizados com o fim de wverificar o efeito de agentes fisicos e

guimicos sobre a instabilidade de linhagens hapldides e dipldides.

O interesse por esse tipo de estudo esta assentado na
crenca de gque o melhor conhecimento desse problema poderia
permitir a estabilizac3o de linhagens industriais e uma
avaliacao de drogas , que tenham potencialmente efeito como

mutagénicas e/ou carcinogénicas.

O trabalho ora apresentado visa verificar a possibilidade de
aplicac8c da estatistica circular. no estudo de efeitos de
drogas em linhagens instaveis de A. nidulans e A. niger.
Come estes fungos , crescendo em meic sdlidoc formam coldnias
circulares. e comc os pontos de aparecimente de setores pode ser
determinado nestas coldnias . a andlise de setores . através da
estatistica circular, é uma possibilidade a ser explorada

Essa andlise poderd facilitar o estudo de efeitos de drogas em
A. ntdulans e A. niger , © também possibilitar a aguisicio de

outras informacdes de interesse.



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. INSTABILIDADE EM Aspergillus nidulans

Os primeiros estudos de instabilidade genética eom Aspergillus
nidulans foram feitos em linhagens dipldides e comecaram na década de
SO CROPER. 1952; PONTECORVO et alii.1984; PONTECORVO e KAFER. 1958:
KAFER, 1960 e 1981; JINKS,19686; CROFT,1988), onde a instabilidade foi
explicada pela permuta mitdt i ca e n3oc disjungl3c conduzindo a
haploidizacio. Posteriormente verificou-se que linhagens de
Aspergillus nidulans que apresentavam duplicacdes cromossdmicas eram
instaveis mitoticamente e produziam trés tipos de setores (NGA e
ROPER, 1968; AZEVEDO e ROPER. 1970; AZEVEDO. 1971):

a) Melhorados - surgiam devido a perda de parte ou de todo
segmento duplicado CNGA & ROPER, 1968). '

b) Deteriorados - ocorriam devide a novas duplicacdes,
provavelmente em “tandem”. ou pela transposicic do segmento duplicado
CNGA e ROPER. 1968; AZEVEDO e ROPER. 1970; AZEVEDO, 1971).

¢) Heterocaridticos - apareciam em baixa frequéncia, possuiam

uma mistura de conidios verdes e amarelos C(ROPER e NGA. 1989).

NGA e ROFPER (1968). mostraram que o desequilibrio nos segmentos
cromossGmicos era o responsavel pela instabilidade. e que as delecdes
cromossOmicas produzidas eram confinadas unicamente aos segmentos que
provocavam a instabilidade. Foi observade que a perda do segmento
cromossdmico podia ocorrer por permuta desigual ou por permuta em alca
intracromossSmica. Foi proposto o termo “nf8oc conformidade mitética*.
pelos autores para este fendmenc de instabilidade. sendo provocado
pelo desbalanco cromossomico.

Surgiram entdo algumas explicacdes para o fendmeno.NGA e ROPER.
{19680 tinham varias sugestdes sobre os mecanismos envolvidos. entre
eles:delecdo terminal, mutacdo, permuta mitética e permuta desigual
entre cromatides irmis. Uma outra possibilidade foi levantada pelos
mesmos autores em 1968, propondo um estado heterocromitico para um ou

outro segmento duplicado. uma vez que a heterocromatina mostra uma
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menor estabilidade mitdtica em relacio a eucromatina. A proposta foi
descartada pelo pouco conhecimento a respeito desse tipo de cromatina
€ a impossibilidade de evidéncias citoldgicas CELLIOTT, 1980).

Em 1989, ROPER e NGA,descreveram a terceira classe de setores
obtidos & partir de wuma linhagem com duplicacio Mostraram que
delecdes em linhagens duplicadas podiam estender-se além do segmento
duplicado, e produzir hipohapléide e hipodipléide respectivamente,
de hapldéides e parentes dipldides n3o balanceados.

- BALL (196680 descreveu a instabilidade cromossdmica em
Aspergillus nidulans relacionada com a supressdo. Este autor ji
levanta a possibilidade do sistema complexoc » qQuUe enveoelve a
instabilidade de Aspergillus nitdulans estar relacionada com o
sistema jad descrito em organismo superiores .como em milho
CMc CLINTOCK. 1951) e bactérias C(DAWSON e SMITH-KEARY. 1963).

Outro trabalhc gue asssocia instabilidade com efeito de
posicao foi feito por CLUTERBURCKC(1970) ;que estudou o alelo brl
Audo locus "bristle™ de Aspergillus nidulans . Este locus produzia
fendtipo variegado e a andlise genética mostrou que o© mesmo
estava associado com translocacio .

Em 1970 surge (] primeiro trabalho que enfoca
transposicio: “Nao-conformidade mitdtica em dspergillus: alteracdes
genéticas e sucessivas" por AZEVEDO e ROPER que estudaram os setores
deteriorados de linhagens de Aspergillus nidulans com duplicacdes. Os
setores deteriovrados observados em linhagens duplicadas poderiam ser
devidos a novas duplicacdes em “tandem” ou a transposicdes do
determinante de deterioracio. Assim. era esperado gque ocoresse
setor deteriorade ao lado de setor nao deteriorado. Em alguns

casos verificou-se a ocorréncia de "twin -spots" ( setores gémeos D

« mas em outros a auséncia de um dos dois setores poderia
ser explicada por letalidade do melhorado por delec3o., ou
inviabilidade do deteriorado. A analise de 31 setores obtidos

da linhagem A permitiu localizar os fatores determinantes da

deterioracac em quase todo os grupos de ligacido .
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ROZSATO (19730 . utilizando a acriflavina e etil metano
sulfonato CEMS) se propds a obter variantes melhorados a partir

da linhagem A, através da eliminacdo de material gendtico extra.

0 EMS foi mais eficiente que a acriflavina na producao de
variantes mor fol édgicos .Quatro dos variantes morfol égicos
Obtidos por inducio com EMS a partir de 1linhagens deterioradas.

mostraram supressio dos determinantes de deterioracloc originais e
© aparecimento simul tinec de novos determinantes em diferentes
locais , atuando como mutacSdes simples (ROSATO e AZEVEDO .1978).
MENEZES (1974)cobteve variantes deteriorados espdntaneos e
também induzidos por U.V. ¢ DNA exdgeno a partir da linhagem
A de Adspergillus nidulans.
-MENEZES ¢ AZEVEDO C1978) observaram seis reversdes a partir

de variantes originados por Jlinhagem com duplicacido I- II. e
através de andlise genética concluiram qué cinco delas eram
devidas a Supressores © uma causada provavelmente por mutacio
reversa . Os supressores segregaram como genes simples ¢ nioc estavam

ligados as mutacdes que suprimiam.

Em 19798 . ZUCCHI & AZEVEDO.analisaram setores deteriorados .
mostraram que detericracac podia estar associada a delecao do
segmento em duplicata . embora em dois casos determinantes de
deterioracdc tenham sido localizados em grupos de ligacio gque niao

estavam envolvido na duplicacdo original

CASE e ROPER ( 189810 . mostraram gque a eliminacdo dos
segmentos translocados em dipldide balanceados de Aspergillus
nidulans , ocorria mais frequentemente por permuta do gue por

del ecio.



2.2, FATORES QUE AFETAM A INSTABILIDADE ' s

Agentes quimicos . fizicos e mesmos fatores genéticos podem
alterar o padri3c normal de instabilidade em linhagem com duplicacao
cromossomica. Alguns trabalhos foram realizados com o© objetivo de
verificar alteracdes dos padrdes de instabilidade em linhagens dipldides
¢ duplicadas.por meio de agentes fisicos e quimicos. Assim COOKE et
alii C1970) adicionande azul  de tripan ac meic de cultura .
constataram © aumento da instabilidade de 1linhagens duplicadas.
PAILMER e ROPER (1970) analisaram o efeitoc de varias drogas na
instabilidade. Algumas como o© cicloheximida. B6-aminonicotinamida, o©
metano, acriflavina. . o cristal violeta . nao alteram
significativamente a frequéncia de setores.Outros produziam efeitos
apreciaveis. A cafeina induziu quebras e evi tou reparos de leses
espontaneas; a atebrina aumenta a frequéncia de delecdes dos
segmentos duplicados.o mesme ocorrendo com o verde malaquita,

ROSATO C1973D.ROSATO e AZEVEDO (1978), estudaram os efeitos
da acriflavina e do metano-sulfonatoc de etila na instabilidade de
varias linhagens. O metano-sulfonato de etila mostrou-se eficiente
na induc3oc de instabilidade. em linhagens duplicadas. A acriflavina
usada para possivel eliminac8c de material genétice extra, ndoc foi
eficiente.

LEE e NGA (19730, trataram uma linhagem duplicada com 7.8,12,
trimetil -benzenc antraceno e obtiveram wuma linhagem com uma
translocacio responsivel pela alta producdo de cleistotécios.

HASTIE (19700 analisando a ac¢d3o do benlate na instabilidade do
dipldide verificou que este aumentava a frequéncia de segregantes
éspecialmente de segregantes hapldides. uma aclc , portanto similar
a da p-fluorofenilalanina (MORPUGO.1961)D.

KAPPAS et aliiC1973) analisaram a ac¢do do benzimidazole e o©
tiofanato e verificaram que essas drogas induziam a instabilidade

MENEZES (1974) verificou em linhagem duplicada alteracio dos
padrdes de instabilidade pela acaoc da luz ultra-viocleta e do DNA
exégena. A agdo da luz ultra-violeta também foi analisada por PARAG
e ROPERC1975) . que obtiveram alta instabilidade em linhagens
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portando duplicacdes. apds tratamento com esse agente mutagenico.

Utilizando a 1luz ultra-violeta.AZEVEDOC1975) obteve um variante
mals estivel do que a linhagem original, que apraesentou um
doterminante de estabilidade localizado no grupo de ligacdoc VIII.

Drogas como o hidrato de <cloral. o brometo de etidico e a
cumarina tambdm mostraram ter influéncia na instabilidade.O hidrato
de cloral interfere na recombinacio mitética C(MERCER e MORIS. 1975;
SINGH @ SINHA.C1978):c brometo de etidioco reduz o nimero de setores
produzidos por linhagens duplicadas e por dipldides (BONATELLI JR e
AZEVEDO,1877); a cumarina aumentou a instabilidade de linhagens
duplicadas através de delec3oc preferencial do segmento translocado
CMAJERFELD e ROPER. 1878a O

A acldo dos fungicidas cloroneb e vitavax foi investigada por
AZEVEDO et aliiC1977). em linhagem dipldide @ em linhagem duplicada;
verificaram que o cloroneb aumentou a instabilidade. enquanto o vitavax

a reduziu mostrando agcdo diferencial sobre o material duplicado.

A respeito da acioc da temperatura na instabilidade de
linhagens duplicadas. merece referéncia © trabalho de LIEBERC1Q76)
.onde & apresentado alguns dados que mostram ser as frequéncias de
delecdes do cromossomo I com duplicacido, aumentadas pelas altas
temperaturas . enquanto as frequéncias de delecles do cromossomo
IT1X ) por tando duplicacdo , s3o aumentadas por temperaturas baixas.

Ainda nesse ponto cumpre mencionar o trabalho de NIFFINEGER e SOUZA

178D . que usludando uma linhagem duplicada constalou gue na
temperatura de 40°. havia aumento de frequéncia total de setores
Verificou ainda que em temperaturas bai xas havia aumento

da frequéncia de setores verdes e em temperaturas altas uma maior

frequéncia de setores amarelos.A variacao da temperatura parece
alterar as frequéncias de delecio ou reparo, mas nao as de
transposicic ou de novas dupl icacdes ) sugerindo ou uma alteracio

preferencial de enzimas de reparo ou de velocidade para a formacao
de cdpias para os segmentos envolvidos na duplicacdo. FAVRAUD (1984)
. também cobservou aumento de instabilidade dentro dos limites de
30°e4o°¢ » da linhagem A e seus variantes.

GABRIELLI e AZEVEDO (19802 . utilizando o variante deteriorado

V_, determinaram a frequéncia de dissdmicos produzidos em

=
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Jiferentes temperaturas: concluiram que a variac&oc na temperatura nao

teve influéncia na producao de dissdmicos

PIZZIRANI -KLEINER (1981) estudandoc o efeito da temperatura na
expressiaoc do gene bin.A1. que determina a formacfoc de conidios com mais
de um nucleo. observou que ¢ aumento ou diminuiclo da frequéncia de
conidios wuni . bi e trinucleados em funcido do aumento da
tomperatura ccorre de maneira linear. Com elevacio da temperatura a
percentagem de conidios uninucleados aumenta. enquanto a dos bi e
trinucleados diminue. A presenca do gene binAidi mi nue a
instabilidade na liphagem com duplicacao cromossdmica e em
dipldides.

Outro gene descrito por PIZZIRANI-KLEINER e AZEVEDO (1988b). ©
bncA causa reduclo da instabilidade em linhagens com duplicacdo e em
dipldides ., sugerindo ser este responsdvel por um processo de
ostabilizac8oc.A presenca do gene bncd produz conidios binucleados e
trinucleados . sendo extremamente influenciado pela temperatura .
podende estar envolvidos componentes termossensiveis no processo de
migracio de nicleos para os esterigmas C(PIZZIRANI-KLEINER e AZEVEDO
.1986a O.

QUEIROZ.1988 ;verificou que a protoplastizacdo provoca um aumento
no numero de setores deteriorados nas coldnias da linhagem A
que foram submetidas a essa técnica. embora as caracteristicas dos
deteriorados nio parecam diferir

De maneira geral & interessante salientar que . fatores que
alteram a frequéncia de recombinacdc mitdética ou reparo do DNA alteram
a instabilidade de linhagens com duplicacdoc. O que era de se
esperar ja que a instabilidade mitética de A4spergillus nidulans
estd intimamente ligada a processos que os envolvem , como permuta
desigual entre cromidtides irm3s. novas duplicacdes em tandem e até
transposicdo de parte ou todo material extra para outro sitio do
genoma como descrito por NGA e ROPER (1968 e 1869 e AZEVEDO e ROPER
C1970) .

C quadro I apresenta um resumo desses agentes que afetam a
instabilidade. Esse quadro € uma  ampliac3c do resumc feito por PACCOLA
C1982),¢ se limita aos agentes que foram considerados importantes .

para esclarecer esse trabalho.



Quadro 1- Agentes quo afetam a instabilidade

Agente Acdo

Referéncia

Acriflavina Eliminac3c de material
genético adicional em

variantes deteriorados

ROSATO e AZEVEDO.

1978

Alebrina Aumenta a frequéncia de
delecdes no segmento PALMER e ROPER.
translocado 1970

Azul de tripan Aumenta a instabilidade COOKE et altit.

em linhagens com duplicacao

1870

Benlate Aumentou a frequéncia .mais

especialmente de segregantes

HASTIE, 1870

hapldéides
Benzimidazdis e Aumenta a instabilidade HASTIE. 1970
Tifanato em dipldides KAPPAS et altv.
1973.
Brometo de Reduz a instabilidade BONATELLI e
Etidio em linhagens com du- AZEVEDO, 1977
plicacdes
Cafeina Aumenta a instabilidade PALMER e ROPER

em linhagens com duplicacdes

1870




continuacdo quadro 1.

Agente

Acio

Referéncia

Cloroneb

Aumenta a instabilidade

AZEVEDO et alili,
1977

Cumarina

Aumenta a instabilidade
através de delecioc do
segmento translocado em

linhagens com duplicacéao

MAJERFELD e
ROPER, 1978a

EMS

Induz a instabilidade

ROSATO e
AZEVEDO, 1978

Gene bﬁ A&

Reduz a instabilidade

PIZZIRANI -
KLEINER. 18981

Gones que conferem

sensibilidade ao U. V.

Aumenta a instabilidade

BURR et altil.
1971.

pFA

Aumon(a a instabilidade

em dipldides

MORPUGO, 1961

Radiacaoc gama

Induz transloca¢io

ALMEIDA e
AZEVEDO, 1978

stf-1

Reduz a instabilidade

AZEVEDO,1978

Temperatura

Variacd3o na temperatura

altera a instabilidade

LIEBER, 1976
NIFFINEGGER e
SOUZA, 1979

Trimetil —~benzeno

antraceno

Obtencdo de linhagens

instaveis com translocacdo

LEE e NGA,1973




continuacido quadro 1,
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Agente

Ac 3o

Referéncia

U.v.

Aumenta a instabilidade em

linhagens com duplicacdo

PARAG e ROPER,
16975

Verde malaquita

Aumenta a frequéncia de

delecdes

PALMER e ROPER.
1970

Vitavax

Reduz a instabilidade
com ac3c diferencial sobre

a duplicacio

AZEVEDO et altit,
1977.
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3MATERIAL E METODOS :

32.1. LINHAGENS UTILIZADAS,

Linhagens de Aspegillus nidulans:

a> Linhagem A C NGA e ROPER ,1968 ) que apresenta conidios
verdes @ uma duplicacdo do grupo de ligacdoc I, translocado para o
grupo de ligacao II. ¢ figura 1 D,

b) Linhagem MSE ¢ Master Strain E de McCULLY e
FORBES, 1965) que apresenta marcadores em todos os grupos de ligacio.

cJ) Linhagem pro A1; paba As; y Ai1; possui os marcadores
gondticos pro Ai; paba A e y At no grupe de ligacdoc I1.0s grupos de
ligacio e localizac3o dos marcadores genéticos estioc representados na

figura 2.
Linhagem de Aspergillus niger

a) Linhagem 10v10. Essa linhagem foi classificada como

Aspergillus niger van Tieghem conforme RAPER e FENNELL (196%).

As linhagens foram obtidas da colecdo existente no
laboratério de Genética de Microorganismo do Instituto de Biclogia da
UNICAMP.

As linhagens de Adspergillus nidulans foram mantidas em tubos
com meio completo inclinado a cerca de quatro graus centigrados
As linhagens de Adspergillus niger foram mantidas em tubos com

meio minimoe inclinado a cerca de quatro graus centigrados.
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Grupos de ligacio Marcadores genéticos
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. Figura 1. Marcadores genéticos da linhagem A de Aspergillus nidulans
Os centrbmetrés estfio designados por 0. 0s fenétipos determinados  pelos
¢enes podem ser encontrados no item 3.1l.

——memeem.. @Tupo de ligagio I
*esssscsses EXUDPO do 11{,’»1950 11
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genéticos, das linhagéns de A. nidulans utilizadas. AS dist&ncias

dos»marcadores n3o est3o em escala no mapa. O = centrbmero.
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3.2.MEI0 DE CULTURA.
3.2.1 Meio Minimo ¢ PONTECORVO et alii. 1953 O
Caracteriza-se por apresentar uma fonte de nitrogénio

[MaMOal, uma fonte de carbono [ glicose ). sais minerais e agar de

acordo com as especificacdes abaixo:

NaMO3 8.0 gramas
KHzPOQ4 1.8 gramas
KCl 0.8 gramas
MgS047H20 0.8 gramas
FeSOas tracos
ZnS04 tracos
Glicose 7 10.0 gramas
Agua destilada 1 litro

pH ajustado para 6,8 com NaOH 4% ou HCl 1N.

3.2.2. Meio Minimo liquido + 2% meio completo

Foi adicionado 2% de meio completo liquido ac meio minimo
liquido . A mistura foi distribuida em tubos ¢ 2.5 ml em cada tubo 2
sondo posteriormente autoclavados

3.2.3. Meio Completo ( PONTECORVO et alii . 19532 D

Apresenta este meio a seguinte constituicdo:

Adiciocnou-se aoc meio minimo :
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Peptona 2.0 gramas

Caseina hidrolizada 1,8 gramas
Extrato de leveduras 0.8 gramas
Solucdo de vitaminas 1,0 mililitro

#% pH ajustado para 8,8 com NaOH 4% ou HCl 1N

O meio assim constituido foi autoclavado & 120 graus centigrados
a uma atmosfera de pressdc por 20 minutos e conservado a temperatura
ambiente. '

3.2.4 . Meio Sélido

Foi adicionado , &gar em pé , na concentracdc final de 1,5 %

para fazer o meic sdlido.



3.3. SOLUCGES

3.3.1. Solucdo de vitaminas

" Acido p-aminobenzdico . 10.0 mg

Acido nicotinico 100.0 mg

Aneurina 50.0 mg

Riotina 0.2 mg

Piridoxina 80.0 mg

Riboflavina : 100.0 mg

Agua destilada 100.0 ml

A solucdo ' foi colocada em banho maria por 18 minutos por
3 dias consecutivos e guardada em frasco escuro. sobre
cloroférmioco e conser vada na geladeira.

2.3.2. Solucao de salinat

Formaram esta solugio :

Cloreto de sédio 8.8 gramas
Agua destilada 1000 ml
- CQoloca-se 8.0 ml da solucido em frascos para facilitar os
experimentos autoclava-se a uma atmosfera de pressac 120 graus
contigrados por 18 minutos . Conservou-se os frascos a temperatura

ambiente.

3.3.3. Solucio de “Tween"

Adicionou-se "Tween" 80 a Agua destilada numa concentracdo de
0.1% Cwvvd.
Foram colocados 2.5 ml da solucdo em tubos de ensaio. os

yuais foram autoclavados e mantidos a temperatura ambiente.
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3.2.4 Solucdo de Cloroneb em agua

1,4 dicloro -2-8
di metoxi benzeno 0.8mg
Agua esterelizada 100,0 ml

3.32.8., Soluc8o de Cloroneb em Metanol

1.4 dicloro -2-5
di metoxi benzenoc 0,28mg
Metanol 28ml

Desta soluclo foram retirados 2ml e adicionados a 2ml de
salina ,esterelizada em banho maria & temperatura de 60

graus por 18 minutos, durante 2 dias consecutivos..
3.3.6. Solucio de Benlate em agua

metil -1-butil-carbamil
-2-benzimidazol ~-carbamato 2 mg

Agua esterelizada 100 ml
32.3.7. Solucdo de Benlate em Acetona

-metil-1-butil -carbamil
—-2-benzimidazol —-carbamatoc 0.28mg
Acetona 25ml

Desta solucdo foram retirados 1ml e adiciocnados a 2ml de
salina.esterelizado em banho maria a temperatura de 60 graus

por 18 minutos.por 3 dias consecutivos..



3.32.8. Solucio de Vitavax em agua

85.8. dihidro-2-metil-1.4
oxatim-3-carboxanalide

Agua esterelizada
3.3.9. Soluc3oc de Vitavax em Acetona
oxatim-2-carboxanalide

Acetona

Agua esterelizada

3.32.10. Solucfo de Plantavax em agua

- 8,68~dihidro-2-metil-1,4
oxatim—-3-carboxanalide-4.4 dioxido
Agua esterelizada

3.3.11. Solucdo de Peptona

Peptona

- Agua esterelizada
3.2.12. Soluc3o de Extrato de Levedura

Extrato de levedura

Agua esterelizada
3.3.13. Soluc3o de Yerde Malaquita

Verde Malaquita

Agua esterelizada

20mg
100ml

O.4mg
iml
25ml

0,01ug
SOml

0.8mg
25ml

2gr
100ml

0.95mg
200ml

18
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3.32.14. Solucio de Fucsina Basica

Fucszina BAsicaca 30mg

P

Agua weslerelizada 100ml

3.2.18. Solucio de Sacarina

Sacarina 100mg
‘Agua esterelizada 25ml

3. 4. SUBSTANCIAS ADICIONADAS A0 MEIO MiNIMO

Substancias Concentracaoc final
¢ ugs/mld
Acido nicotinico ' 0.28
Acido aminobenzéico 0.28
Riotina 0.10
Metionina 80.00
Piridoxina 0.28
Preolina 30,00
Riboflavina | 0.80
Tiossulfato 100,00

3.5. MARCADORES GENETICOS E FENOTIPICOS DAS MARCAS UTILIZADAS

Marcador Fendtipo

ad requisito para adenina

bi requisito para biotina

nic requisito para acido nicotinico
paba requisito para acido

p—ami nobenzdico

pro paba requisito para prolina.

pyreo requisito para piridoxina
ribo requisito para riboflavina
s requisi to para tiossul fato

su adzo SUpressor para adenina
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Simbolos utilizados para indicarem cor dos conidios

Simbolo Fendétipo
w branco
y amarelo

. 05 sequintes simbolos indicam :
. fac-n30o crescimentoc em meio de acetato como fonte de carbono
‘gal-nio crescimento em meic de galactose como fonte de

carbono

3.6. ESTERILIZACAO E INCUBACAQO

Oz meios de cultura foram esterelizados em autoclaves por 18
minutos a 120 graus centigrados . As solucbes as quais n3o foi
indicado modo de esterelizaclc foram esterelizadas em banho maria a
80 graus por 18 minutos. durante 3 dias consecutivos.

A temperatura dé incubac3c foi de 327 graus centigrados
para as linhagens de Aspergillus nidulans e de 2B graus para as

linhagens de 4dspergillus niger.
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2.7. TECNICA GERAL
3,7.1. Obtencio de heterocario

Para obtencico de heterocirio procedeu-se de acorde com a
técnica descrita por PONTECORVO et alii C 1953 D,

Os conidios de duas linhagens com marcadores genéticos
diferentes foram colocados em 2.8 ml de meico minimo liquido + 2% de
meio completo

Este meio completo favorece um pegqueno ;rescimento para que
possa ocorrer anastomose das hifas. A suspens3o foi incubada durante
4-6 dias apds a gqual a massa micelial formada na superficie do meic de

cultura foi removida. cortada e transferida para placas com meio

minimo.

3.7.2. Isolamento de Dipldides

O dipldide heterozigoto foi obtido usando-se a técnica
de ROPER C1952). Cerca de 10° conidios de um heterocirio balanceado
foram semeados em meic minime .Os conidios hapldides n3c se

desenvaol vem neste meio . entretanto, com a fusio de ndcleos hapldides
hd formac3c de nlcleos dipldides heterozigotos que originam os
conidios capazes de crescer em meio minimoe . As coldnias dipldides
isoladas foram purificadas e mantidas em meio minimo inclinado.

Por convencdo os componentes de um nlclec dipldide foram

separados pelo sinal /7.

3.7.3 Moedida dos didmetros de conidios

Conidios em suspensidc foram colocados em uma l&mina com uma
gota de lisol 10X e observados ao microscdpio dptico, sendo entiao
medido o didmetro de cadeias de B conidios , utilizando-se para isso

uma ocular micrométrica.
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3.8.1. Efeito de drogas: "

Virios experimentos foram realizados com vista a verificar o
efeito de drogas na instabilidade e esses poderiam ser grupados da
maneira que segue:

ad) Estudos de setores espontanecs

b) Estudos de fungicidas agricolas de efeitos conhecidos na
instabilidade

c) Estudo de outras substancias com efeito na
instablidade.

Em todos esses experimentos as linhagens eram inoculadas. por
picada , no centro de placas de Petri de © cm de didmetro contendo 20
ml de meio de cultura sdlide . usando-se meio completo para as
linhagens de Adspergtillus nidulans e meio minimo para as linhagens de
Aspergillus niger.

Na parte externa do reverse das placas era marcado © centro,

tracado o didmetro e assinalado 3 esquerda . © angulo O grau.

As placas eram inoculadas , reunidas em grupos , incubando-se
T-8 dias.

Depois desse periode de incubacdo obser va-se se houve

formacdo de setores (figura 32 e 47 e nos casos positivos., anctava-se o©
tipo © o angulo formado pelo didmetro e pela linha tracada do centro
da placa a origem do setor . Esse angulo era medido com o
transferidor.pelo lado externc da placa. no reverso da coldnia .
no sentido dos ponteiros do reldgio.

Nos casos em que se procurou verificar os efeitos de

compostos quimicos, foi tracada wuma linha paralela ac didmetro,
distante deste 2.0 cm . No meio de cultura limitade por esta linha e
pela borda da placa era , entdoc. pincelada a solucdoc do composto
guimico e loge apds inoculava-se o fungo =) fazia-se a

incubacdo (figura SD.

A solucio dos compostos quimicos eram preparados pela adigdo
desses compostos A& dgua destilada ou dissolvidos em metanol ou acetona
come © caso do Benlate .Cloroneb.e Vitavax. Sua esterilizacdo se
fazia em banho maria a 80 graus centigrados por 1S minutos,por 3 dias
consecuti vos.

Procurou—-se usar concentracdes que pela técnica adotada ndo

produzissem grandes reducdes no crescimentos das coldnias.
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Figura 2. Linhagem duplicada A de Adspergillus nidulans

com setor mel horado.

Figura 4. Linhagem 10v1i0 de Aspergillus niger com setor.
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FIGURA S. Esquema do tracado colocado no verso das placas de Petri.
A mostrando a regido onde foram pinceladas as substancias.
B> o diametro e o ponto central , no qual as linhagens eram
inocul adas.

€ o angulo 0°.
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3.8.2. Natureza dos setores da linhagem 10vi0 , de Aspergtillus

niger.

Com © fim de verificar a natureza dos setores , apresentados
pela linhagem 10vi0O (BONATELLI.1977), esta linhagem foi inoculada em
placas de Petri contendo meio minimo . e dos setores que apareceram
foram retirados conidios. A partir desses conidios obteve-se uma
linhagem S-1, que também produziu setores dos quais se isolou
uma linhagem que foi denomi nada S-2.Essas linhagens inoculadas no
centro da placa de Petri, foram posteriormente incubadas durante 10
dias & 28 graus centigrados. A seguir contou-se os setores que
apareceram e esses dados foram transformados e analizados por analise
de variancia. (PIMENTEL GOMES, 1966)
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2.0, ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram analisados estatisticamente pelos
métodos da Estatistica Circular . uma vez que foram determinados as
direc®es em gue surgiram os setores os quais se distribuem em coldnias
circulares .

As distribuicdes circulares sao casos especiais das
distribuicdes bidimensionais . No casc de uma distribuigdo tedrica de
probabilidade . a probabilidade., total se distribui sobre toda a
circunferéncia . enquanto que se pode obter uma distribuicido empirica,
5o cada observacio foi representada por um ponto na circunferéncia.

Nos casos dos setores. a distribuic8o circular & originada
da observac3c da direcido em que surgem esses setores, sem se
considerar as distincias destes ao centro da coldnia.

A analise . estatistica dos dados obtidos. Nesses
experimentos. foi feita pelo teste de Rayleigh.

0O test e de Rayleigh permite verificar se a populacao
apresenta uma concentracdo significativa. A concentracido em torno de.
uma direc8oc preferencial. pode ser medida pelo comprimento de um vetor
médio que se pode denominar de p para a popul acdc @ de r para a
amostra.

Considerando como hipdétese nula que a populacdo apresenta uma
distribuic8o uniforme o que implica em p = O. Lord Rayleigh (1880,
1908, 191Qa, 1819k 2 , levantou o problema de gquantoc deve r
desviar—-se de zero, para que se possa rejeitar a hipdtese nula da
distribuicdc uniforme. PEARSON (1908) generalizou o© problema e
KLUYVER €1905) . desenvolveu a férmula precisa da distribuicdoc de r.
Destes estudos resultou o teste de probabilidade que é usualmente
conhecido come Teste de RAYLEIGH.

Se os angulos Q1.0Z,. « + 4« « O, constituem uma amostra
casualizada . considere-se os vetores unitarios com componentes cos
a € sen ai.0s compunentes ¢ o comprimento do vetor resultante sao

dados por:
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VvV = E cos a1
W =FEzsen a1
R =L vo4 W

Dividindo-se essas quantidades por n . obtem-se o3

componentes @ o© comprimento do vetor médio.

criticos

é,

P

I

-

X = V/n sy = W/n ;. r = R/n
O toste de Rayleigh é R , ou para maior conveniéncia :
Z=R°/n;

que pode ser escrito:

L d

[
<& = L r

GREENWOOD & DURANT C 1988 ) publicaram tabelas de valores
do Zp para 5% e 1% de probabilidade

‘A conclus3c para o teste de Rayleigh é a seguinte

Se Z > Zp a hipdtese nula da distribuic8o & rejeitada. isto

significamente diferente de zero . Se ao contrario 2§ 2Zp a

suposigdo p= o é consistente com os dados.
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4.1, DIPLOIDE OBTIDO

Um dipldide heterozigoto foi isolado de acordo com o
item 3.7.28.cbtido a partir da combinac3c de dois mutantes auxotréficos
de Aspergillus nidulans Citem 3.1.0. Os di Ametros dos
conidios dessas linhagens s8c mostrados na tabela 1.0s resultados
representam a média de 80 conidios.

O dipldide sera designado por pro Aa; paba A6; y A‘ 7//MSE ou
para simplificacdo y pro paba ~~MSE.

Tabela 1 . Diametro dos - conidios das linhagens hapldéides e do

dipldide obtide a partir delas (média de 80 conidios

medidos).

Linhagem Didametro em micra
pro A‘; paba A6 'S A1 77/ MSE 4,06
pro Al;paba A6 ry AIA 3.458
MSE 3.17

4,2. SETORES ESPONTANEOS

-7 Foram analisados setores espontanecs que aparecem na
linhagem 10v10 de Aspergillus niger, linhagem A e na linhagem
dipldide y pro pabas/MSE de A4spergillus nidulans com o fim de
verificar se o aparecimentoc de setores ndc diferia de uma distribui cao
circular uniforme .

Com referéncia aos setores da linhagem 10viO de Aspergillus
niger , procurcu-se analisar a natureza desses setores e para isso

foram iscladas as linhagens S-I e S-II . conforme item 3.8.2.. O
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numero de scetores produzidos por esszas linhagens foi determinado e o

resultado é apresentado na tabela 2. Estes dados foram transformado

pela transformacdo x + 0,8, e aos dados transformados foi
aplicada a andlise de vari3ncia . O resultado dessa andlise de
varifncia se encontra na tabela 3. onde se constata que ndo ha

diferenca entre as linhagens quanto ac numero de setores produzidos.

A direc3c de aparecimento dos setores espontineos de linhagem
10vi0 se encontra na tabela 4. Esses dados foram analisados
pelo Teste de Rayleigh e o resultado é mostrado na Tabela 5 . onde
se pode constatar um resultado ndoc significativeo.

-~ A tabela 6. mostra a direcdo de aparecimentoc de setores
espontineocs na linhagem A. A tabela 7 mostra o resultado da
analise estatistica onde se pode constatar o valor ndo
significativo de Z.

A taboula 8 mostra a direc3o onde aparecem os setores
esponténeos na linhagem dipldide y pro Au;paba A% //MSE. A tabela @
mostra os resultados desta andlise onde se pode constatar o

efeito ndo significativo .
4,3, EFEITO DE DROGAS

4,3.1.Efeitos de drogas em Aspergillus niger.

Duas drogas foram testadas em Aspergillus niger : ©
extrato de levedura e a peptona.

A tabela 10 apresenta a direcdco onde aparecem os setores,na
linhagem 10vi0. na presenca do extrato de levedura.Esses dados foram
analisados pelo teste de Rayleigh.O resultado desta andlise é mostrado
na tabela 11.onde se pode constatar o efeito significativo da droga
como indica o valor de Z. A tabela 12 mostra a direcaoc onde aparecem os
setores na linhagem 10vi0O, na presenca da droga (peptonal. Esses dados
foram analisados pelo teste de Rayleigh,e o resultado desta andlise é
mostrado na tabela 13.onde se pode constatar o efeito significative da

droga como indica o valor de Z.
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Tabela 2. Quantidade de coldnia em rel acido a quanti dade de

selores,das linhagens 10v10. S-1 e S-2.

Linhagem

Quantidade de setores 10v1i0 S-1 sS-2
Q 8 s 1
1 2 3 6
2 1 5 5]
3 5 o) 2
4 2 0 3
5] 2 o 2
6 O 1 1

Tabela 3. Anadlise de varidncia para os dados da tabela 2.
transformados.

Causa da variacio G. L. S. Q. Q. M. F
Linhagem 2 0,83349 0.41674 1.37 n.s.
Residuo 57 17.36795 0.30470
Total 59 18.20144

n.s.— Nao significativo ao nivel de 8 %
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Tabela 4. Direcdo de aparecimento do setores da linhagom

10vi0 de A. niger na auséncia da droga
Placa de Petri angulo Placa de Petri angulo
Cndmer o) Cgraw Cnumer o) Cgrauw
1 217 4 201
1 332 4 60
1 8 S 288
3 3850 S 380
-3 100 g8 104
3 161 & 152
3 211 3] 228
2 30 5] 110
- 4 78 - -
Tabela 5. Teste de Rayleigh para os dados da tabela 4.
Soma
Tratamento n senoc COSeno 2
sem droga 17 2.0805 -0.5230 0.2707 ns

n3oc significativo ao nivel de S %.

n. S.
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Tabela 6. Direcao de aparecimento de setores da linhagem A de 4.
niduluns ausénecia da droga.
Placa de Petri angulo Placa de Petri angulo
Cndmer o) Cgraw (numero? Cgraud
1 66 12 ]
1 321 i2 189
2 48 i2 176
2 313 i2 i1e8
3 83 13 3
3 (o1 14 7
4 345 14 41
8 81 14 24
8 130 14 317
6 205 18 87
5] 237 i85 a0
6 288 18 lele]
7 36 18 278
8 345 16 87
Q 108 16 142
o] 304 16 217
10 41 16 =264
11 127 17 177
11 287 17 17
Tabela 7. Teste de Rayleigh para os dados da Tabela 6.
Soma
Tratamento n seno coseno s
sem droga 38 4.8672 3.02¢8 0.7920 n.s.

n.s.=nido significativo aoc nivel de S X%.



33

Tabela. 8..Direcdoc de aparecimento de setores da linhagem

y pro paba//MSE de 4. nidulans na auséncia da droga.

Placa de Petri angulo Placa de Petri angulo
¢ nimeroc 2 C gr aud Cnamerod Cgraw
1 109 3 274
1 ie8 3 299
1 210 4 21
1 287 4 39
1 312 4 70
1 326 4 117
1 333 4 137
2 17 4 1486
e 42 4 201
c S7 4 282
c 111 4 264
2 121 4 303
c 138 g8 29
2 147 S 49
2 4 8 101
e 318 5] 113
c 341 B8 211
3 14 5] 2840
2 19 S 219
3 81 5] 12
3 87 o] 17
2 80 5] il
2 o8 (5] 118
2 130 o] 228
2 180 8 247
3 cl14 8 cB4
2 251 =] 319



ak

Tabela 8. continuacio.

Placa de Petri angulo Placa de Petri angulo
Cndmer o) Cgrau Cndmerod Cgraud
7 12 7 2308
7 80 7 288
7 68 7 308
7 o1 7 320
7 106 7 380
7 143 8 103
7 181 8 3186

Tabela-9. Teste de Rayleigh para os dados da Tabela 8.

Soma

N

Tr =t amento n seno COSeno

Z=zm droga 68 7.0863 7.0457 1.46 n.s.

n.s.—- nado significativo ac nivel de S %.
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Tabela 10 . Direcdo de aparecimento de setores da linhagem 10v1O0

de A. niger na presenca da droga (extrato de levedura 2.

Placa de Petri angulo
Cndmer o) Cgraud
1 318
2 O
2 300
3 0
3 29
3 Z2e6
4 o
4 £48
4 308
B 2998
S . 245
& 333
v 3R
Tabelx . Teste de Ravleigh para os dados da Tabela 10,
Soma
Tratamento n seno COSeno <
com droga 13 =7.7492 5,8589 7.2897%

® significativo ac nivel de B%.
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Tabela 12. Dirsecdc de aparecimento de setores da linhagem

10vi0O de A. niger na presenca da droga
(peptonal.
Placa de Petri angulo Placa de Petri angulo
Cnumer o) Cgraud Cndmerod Cgrauw
1 c28 3 T8
i 82 3 120
e iz 4 82
2 106 4 89
2 127 4 180
2 16Q 4 160
2 195 4 178
2 310 - -
Tabela 13, Toste de Rayleigh para os dados da tabela 12.
Soma
Tratamento n seno coseno <
com dr cngx 18 7. 0458 -2.58880 2,750

#* significative ao nivel de B5%.
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4.4. EFEITOS DE FUNGICIDAS AGRiCOLAS EM LINHAGENS DE

Aspergillus nidulans .

4,4.1. Efeito no dipldide

Foram analisados oS efeitos de guatro fungicidas
Benlate , Vitavax. Cloroneb e Plantavax.

Os resultados s3o mostrados nas tabelas 14, 186, 18. 20, E2;

onde se indica também as concentracdes das solugbes utilizadas

QO wvalor de 2Z mostrado nas tabelas 18, 17 18, 23 ; correspondem
ao teste deo Rayleigh ¢ item 3.98.2 . onde se pode constatar o
aofeito significativo das drogas .,exceto na tabela 21,.,na qual é

analisado o efeito do Cloroneb na concentracaé'de 0,008 mg diretamente

na agua.
4,4.,2. Efeito na linhagem A

Na linhagem A apenas o Benlate .,Cloroneb. Vitavax foram
utilizad: s '

Os resultados s3c mostrados nas tabelas 24. 26, 28, 30, onde
se dindica também as concentragdes utilizadas. Os resultados da
anidlise estatistica s8c mostrados nas tabelas 285. 27. 28,31, onde
se pode constatar apenas na tabela 25 o efeito naoc significativo da
droga. onde foi usado Benlate na concentracdc de 2mg em 100 ml de

agua.



Tabela 14. Direc3oc de aparecimento de setores da linhagem y pro

paba . MSE de A. nidulans na

¢ Benlate 2mg ~100ml HZOD.

presenca - de droga

- Placa de Petri angulo Placa de Petri angulo
CnUmer oD C graw CndGmerocd Cgrauw

1 6 6 ce2
1 17 7 zo1
1 31 8 57
i s8 8 B89
1 240 8 o4
1 z88 B8 111
2 18 8 i18
z QB 8 335
2 78 9 231
e 329 &) 338
3 104 g 350
4 is 10 340
4 64 11 i8
4 7 ie 41
4 84 ie 136
s 136

Tabela 18. Teste de Rayleigh para os dados da Tabela 14.

- Soma
Tratamento n seno cosenoc 2
com droga 3 6.298 9,2378 4,0323%

% significativo ao nivel de SX4.

38
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-Tabela 16.Direcio de apareceminto de setores da linhagem y pro
paba-~/MSE de A. nidulans na presenca de droga
CVitavax—-20mg-100ml HzO J.

- Placa de Petri angulo | Placa de Petri angulo
Cndmer od Cgraud ¢ namerod Cgraud
1 a S 46
1 84 5] 80
1 102 1+ 182
1 128 S 236
1 241 (5] 241
1 249 B 289
1 261 6 318
c 306 T 201
A 136 7 206
c 179 v 230
c e v 245
c 3l 7 248
2 318 8 49
c 358 8 136
< 49 8 181
= 104 8 199
3 150 8 237
3 206 8 246
2 226 e 317
4 T 8 336
4 83 Q 2
4 201 Q 208
8 21 Q 216
5 108 Q 243
8 199 Q 246
5 c42 10 cB1

1S 280




Tabelal7. Teste de Rayleigh para os dados da Tabela 16.

Soma

Tratamento n seno coseno pA

com droga 832 -92,3159 -10.982 3.813%

% significativo ao nivel de 8 %.
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Tabela 18. Direcio deo aparecimento de setores da linhagem y pro
pabas/MSE de A. nitdulans na presenca da droga
C(Plantavax—0.01mg” 100 ml HzOD.

Placa de Petri angulo Placa de Petri angulo
Cnumer o) Cgraud Cnumer o) (grau
1 28 3 201
1 47 3 241
i 5] 3 276
1 84 3 331
1 124 4 217
1 132 4 241
1 =38 4 z7
1 318 4 343
1 326 4 3532
1 340 8 Q
1 26 8 i51
2 76 5 218
2 128 S 81
2 221 8 287
2 238 151 339
2 280 S 352
e 270 g8 132
2 300 s 83
3 18 6 86
3 20 & 182
3 39 6 218
2 48 o] =78
2 84 S 7
3 124 6 =286
i< 182 153 317




continuacdo T 18,

Placa de Petri angulo Placa de Petri angulo
Cndmer o) Cgrau Cndmerod Cgraw
o] 324 g8 218
8 345 8 348
7 48 2] 29
7 120 2] 44
7 200 e] 182
7 248 Q 217
7 278 10 269
7 278 10 : 310
7 278 10 340
7 283 11 59
8 348 11 128
8 349

Tabela 18. Teste de Réyleigh para os dados da Tabela 18.

SOMA

N

Tratamento n . seno coseno

com droga 73 -10,3288 11.547 3.2878%

% significativo aoc nivel de 5%.
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Tabela 0. Direcio de aparecimento de setores da linhagem y pro
paba~ /MSE, de 4. nidulans na presenca da droga (Cloroneb 0,5
mg 100 ml HzO b

Placa de Petri angulo Placa de Petri Angulo
Cnumer o) Cgraud Cangulod Cgraud
1 17 7 346
2 13 7 45
2 B1 T 50
2 88 7 94
2 227 7 i80
e 276 7 260
3 167 7 274
3 236 7 288
4 130 7 297
4 140 8 16
a 201 8 20
4 328 8 e7
8 40 8 110
8 86 8 287
8 101 %] 26
-8 345 Q 217
6 a8 g 308
153 144 S 387
e 286 Q 336




Tabela 21. Teste de Rayleigh para os dados

da tabela

(1}

20.

Tratamento n Seno cosenc

A

com droga 38 1.810 2,2819

1.8370 n.s.

n.s.=n3c significativo ao nivel de S % .



Tabela 2. Direcdc de aparecimento de

45

setores na linhagem y pro paba//

MSE de A. nidulans na presenca da droga
Cloroneb-28ml de metanol)d. |

¢ 0.28mg de

Placa do Petri angulo Placa de Petri angulo
Cndme: 0l (graud (numerod Cgraud
1 19 2 120
1 24 2 166
1 33 3 170
1 89 3 67
1 ig2 3 Q0
1 171 3 39
1 191 4 22
1 338 4 €0
2 8 4 102
Z | 28 4 149
2 43 4 177
e 108 4 183
2 30 S 100
s 131
Tabela 23. Teste de Rayleigh para os dados da tabela 2.
SOMA
Tratamento n seno coseno P
com drogas 27 13.33 -0,733 6.60%
% significativo ac nivel de B %.
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Tabela 24. Direcio de aparecimento de setores da linhagem A
de A. nidulans na presenca da droga (Benlate 2mg~s
100ml HzO)’

Placa dJde Fetri angulo Placa de Petri ' angulo
Cnumer o) Cgraud Cnimerod Cgraud
1 161 Q 281
2 Q7 10 =4
3 59 11 101
3 187 11 333
4 5724 12 184
4 g8 12 272
5 89 13 299
(] 118 14 230
7 z28 18 168
e g8 18 210

Tabela 28. Teste de Rayleigh para os dados da tabela 24.

tratamento- n senc coseno Z

com droga 20 3.4857 -5,1736 1.84588 n.s.

—

Tt.s.= ndo Significativo ao nivel de 8 %.
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Tabela 28.Direcac de aparecimento de setores da linhagem A de

4. nidulans na presenca da droga ¢ 0,25 mg Benlate/ 28ml

de acetonad

Placa angulo Placa Angulo
de Petri de Petri

Cnumer o) Cgraud Cndmer o) Cgrauw
1 - 208 4 111
2 108 4 143
3 82 4 171
3 141 4 193
4 17 1] 14
4 (&1 8 38
4 g8 S 162

Tabela 27. Teste de Rayleigh para os dados da tabela 26,

Tratamento n seno coseno Z

Com droga 14 6.9606 -2.8487 4.04%

#* significativo aoc nivel de 8BS %.
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Tabela 28. Direcdo de aparecimento de setores na linhagem A de a.

nidulans na presenca da droga (0.28mg de Cloroneb/
28ml de acetona)d.,
Placa angulo Placa angulo
de Petri ' de Petri
Cndmerod Cgraw Cnamer ol Cgraw
1 21 3 178
1 118 3 195
1 140 3 356
1 162 4 70
= 23 4 131
2 71 4 145
< 168 8 is
2 350 8 62
2 2 15 a1
3 il o] ice
3 13 8 17Q
3 39 6 s2
3 87 6 80
3 11g@

Tabela 28. Teste de Rayleigh para o©os dados da Tabela 28.

N

Tratamento n sSeno coseno

Com droga a7 13,76 2,1031 7.18%

# significative aoc nivel de B %.
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Tabela 30. Direcdoc de aparecimentode setores da linhagem A de A.
nidulans na presenca da drogaC0,4mg Vitavax/23ml HzO e

iml acetonad,

Placa de Petri angulo
Cndmero) Cgrawd
177
286
128
209
206
304
228

A &= = W W Hn =

Tabela 31, Teste de Rayleigh para os dades da tabela 30,

SOMA

Tratamento n senoc coseno Z

com droga 7 -2.5893 6.3668 68,7486 *

% significativo ao nivel de 8 %.
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4.8. EFEITO DE OUTRAS SUBSTANCIAS
4.8.1., Efeitos na linhagem A

As substincias: Verde Malaquita, Sacarina , Fucsina Bé&sica,
foram ensaiadas na linhagem A. Para todos esses experimentos a
andlise realizada através do teste de Rayleigh mostrou um
valor significativo das drogas (tabela 33, 38,37).

A aclo do Verde Malaquita em limhagem com duplicacio &
conhecida (PALMER e ROPER, 19700 e a constatac8oc aqui verificada

apenas reforca a possibilidade de uso da metodologia aqui proposta.

4.5.2. Efeito no dipléide

Nesse grupo apenas o© VYerde Malaguita foi analisado , em
dipldide . Os dados sao apresentados na Tabela 38, .A andlise
destes dados revelou um valor de 2 significativo, indicando um

eferito da droga na linhagem dipldide . ( tabela 38 J.
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Tabela 32. Direcio de aparecimento de setores da linhagem A de

A. nidulans na presenca da droga (0,5mg Verde malaquita
mg- 200 mleO)

Placa de Petri angulo
Cndmer o) Cgraw
19

279

288
18

308

383

- W W e

Tabela 32. Teste de Rayleigh para os dados da Tabela 32.

Soma
Tratamento n sSeno coseno =
com droga 5] -2,2806 4,0568 3,58687%

% significativo ao nivel de § % .
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Tabela 24. Direciao de aparecimento de setores da linhagem A de

A. nidulans na presenca da droga (Sacarina 100mg- 2Sml
de H O D,
2

Placa de Petri angulo

Cndmer o) Cgrauw
1 214
ig
270
281
264
271
268

O A+ W N

=]

Tabela 38, Teste de Rayleigh para os dados da tabela 34.

Soma

Tratamento n Seno CcOSeno

™

ceom Aroga 7 -8.2057 0.1331 3.87%

% significativo ao nivel de 8 %.
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Tabela 36. Direcio de aparecimento de setores da linhagem A de
A. nidulans na presenca da drogal(30 mg Fucsina basica ~
20 mlde HZO.).

Placa de petri angulo

Cnamer o) (graw

[
©
jud

109
T4
se

101
Q0

DA e WW NN

Tabela 37. Teste de Rayleigh para os dados da tabela 36.

Soma

Tratamento n sSeno cosenc =

com droga g 8.2189 1.6986 7, 8S%

* significativo aoc nivel de B %.



Tabela 38. Direcdc de aparecimento de

paba /- MSE de A. nitdulans na presenca da droga
¢ Verde malaquita O.Smgs 200 ml HZOD

s

setores da linhagem y pro

Placa de Petri
Cndmer o)
1

O A A O b b= b bbb QW W WW LD R

de Petri

angulo Placa
Cgraw Cndmer o)
8 5]
43 s}
199 5]
303 6
331 &
11 6
21 &
40 6
B85 &
242 T
546 T
150 T
323 8
332 8
341 8
346 8
125 Q
196 Q
cl4 10
e87 10
3216 10
346 10
135 11
214 11
235 11
315 11



Tabel a 393. Teste

de Rayleigh para

os dados

da tabela 38.

Tratamento n

sSeno

cosaeno

1]

Com droga 52

-14,48

6,509

4,83%

* significativo

ao nivel de 5 %.



56

5. DISCUSSAQ :
85.1. USO DA ESTATISTICA CIRCULAR

- As distribuicdes circulares sdo casos ospeciais de
distribuicdes. Elas podem originar-se de observac®es de direc3o em
um plano, quando as distancias ndo s3o ou nio podem ser consideradas

A instabilidade de fungos filamentosos, observada através do
aparecimento de setores, que surgem em coldnias, que se apresentam em
forma de circulo, pode constituir uma distribuic3o circular desde que
Sejam consideradas unicamente as direcdes em que surgiram os setores.

Teoricamente o surgimento espontinec de setores , nesses casos,
deveria seguir uma distribuicdo circular uniforme, desde que n3o
havendo direcioc preferencial, a pwobabilidade total teria de se
distribuir por toda a circunferéncia ., com densidade constante em
cada parte.

- Os experimentos realizados, neste trabalho e apresentados
nas tabelas 6.8 e 10, efetivamente demonstram que a distribuigc3c dos
pontos - de aparecimento de setores naoc diferem de uma distribuig3o
circular uniforme. '

E evidente que submetida as colénias a determinados
tratamentos, que inibam ou estimulem © aparecimento de setores em
<o LOs - pontos . a distribuiclo teria de assumir outras formas e
diferir de wuma distribuicl3c circular uniforme. Isso. certamente,
poderia-permitir andlise dos efeitos de substincias no aparecimento de
setores, ou até mesmo andlise dos efeitos de agentes fisicos ,quando
alguma forma de ac3o localizada pudesse ser estabelecida.

Efetivamente os resultados apresentados neste trabalho, vieram
mostrar que certas substancias aplicadas em algumas partes da colénias
Ctabela  40)determinaram concentracio de setores em pontos
preferenciais » levando a distribuic3o a diferir da distribuicio
circular uniforme. Isto constitui evidéncia de que o método de anilise
da instabilidade . aqui investigado, em que pese algumas limitacdes

gue devem ser consideradas. & perfeitamente utilizivel.



57

E indiscutivel , portantc diante dos experimentos aqui
empreendidos . que, na andlise da instabilidade em fungos filamentosos
, a estatistica circular pode e deve ter um papel importante.

Os experimentos parecem indicar que o método utilizado , & um
método ripido e adequado para testar substancias com efeito na
instabilidade de fungos filamentosos , substincias essas que em certos

casos, s3o mutagénicos ou carcinogénicos.
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Tabela 40: Valores de Z para todas as 3substincias testadas nas
diversas linbagens utilizadas.

Fungo A. nidulang niger
Substéncia
testada Linhagem A y pro paba.~/MSE 10v10

n < n < n =

s/substincia ze 0.7020 n.s ee 1.48n.s. 17 0.2707n.5
extrato de
levedura 11 7.2807
peptona 18 2.785%
2mg Benlate
+ 100m} H O 20 1.9488n. 5. 21 4.0222%
0.28mg Benlatc
+25ml acetona 11 4.,04%
0,%~; Tloroneb
+ 100ml HZO 20 0.196€n. s.
Uyciomy Clor oneb
+ 2Zui metanol 27 v.18x 27 5.60%
20mg Vitavax
+ 100ml HZO 82 2.0132%
0,4mg Vitavax +
Iml acetona 7 B8.7450%
0,0img Flantavax T2 2.2E87E%

50ml HZO



sonlinuacac da tabola 40
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4. nidulans A. niger
Substancia
tostada Linhagem A y pro pabas//MSE 10v10
n < n < n =

VYerde malaquita © 2.58% 52 4.83%
Fucsina basica 8] 7 .82%
Zacarina 7 2.87%

n - namcero de sectores

Z = valor do teste de Rayleigh

- nao testada

n.s. - ndo significativo

* - significative ao nivel de B %.
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5.2. . SETORES ESPONTANEOS

Os experimentos cujos resultados s8c apresentados nas
tabelas 6.8 e 10 mostram que as direcdes dos pontos
de aparecimento espontinec de setores nas colédnias . produzem
distribuicio que ndo diferem estatisticamente da distribuicio

circular uniforme .

Esses wxperimentos foram realizados com a linhagem A .com a
linhagoem dipldéide y pro Au;paba Ag// MSE de Aspergillus nidulans e
com a linhagem 10v10 de Adspergillus niger

A linhavem 10v1i0 de dspergillus niger em certos meios de
cultura & principalmente em meio minimo C BONATELLI. JR.1977> produz
um tipo de setor que se apresenta como uma parte micelial branca.
distinta da coldénia e na qual se destaca poucas cabecas conidiais
escuras tipicas da linhagem.

BONATELLI. JR C1977) investigando esse tipo de setor pelos
mdtodos de inoculacdo e de microcoldnias . encontrou .
respectivamente . 1,878 e 2.128 setores por placa. Neste trabalho
encontramos uma média de 2.83 de setores por placa..

SILVA e AZEVEDO €1978). depois de submeterem a linhagem
10vi0 a sucessivas irradiac®es com raio y, compararam o numero de
~alAnias com setores em amostras provenientes de esporos irradiados
e nio irradiados . O menor nuUmero de colénias com setores foi
gnconiradoe na amostra proveniente de esporos que sofreram uma
dnica irradiacdo

Da linhagem A de Aspergillus nidulans poce-se obter trés
tipos basicos de setores que sioc comumente denor.inados de setores
melhorados . setores deteriorados e setores heterocaridticos

O3 setores melhorados s3o estaveis e de crescimento melhor
do que a linhagem original C(NGA & ROPER . 1968). Dependendo da

delec3oc eles podem apresentar coloracdo verde ou amarela
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Os sotores deteriorados 530 instlveis . com grau de
instabilidade variivel e varias nuanca de coloracdo. A Sua
ocorrancia pode eostar roelacionada com inversdes . novas
duplicac®esz em tandem e transposicio do segmento duplicado (NGA e
ROPER, 1068; AZEVEDO o ROPER.1870>.

Os sctores heterocaridticos constituem uma mistura de
cabecas conidiais amarelas e verdes . (ROPER e NGA. 1080D.

Em relaclo a esses setores a tabela 41 apresenta a frequéncia
que foram obtidos em vArios experimentos de diversos autores.
Considerando o total de setores essas frequéncias variaram de 0.739 a
3.36 setores por placa.A variac3oc de setores amarelos por placa foi de
0,48 a 2.48 ; de setores verdes fol de 0.07 a 0,90 , enquanto os
doteriorados variaram de 0.04 a 0.28. Todos estes autores trabalharam
com linhagem derivada do mesmo estoque e quase todos com métodos e
condicdes semclhantes . o que faz supor que as diferencas encontradas
decorram da variabilidade inerente a esse tipo de experimento. E
int -ressante ressaltar osse aspecto tendo em vista a  tendéncia
frequentemente obser vada, no inferir »sobre efeitos de

tratamentos.som apoio em evidéncias estatisticas.



Tabela 41.

realizados

Autores

Frequéncia

de
linhagem A de A.

por diversos autores.

Frequéncia

nidulans

de setores

por placa

o4

setores espontineos produzidos pela

obtidos em experimentos

A A4 D TOTAL

AZEVEDO, 1971 2,42 0.63 0,08 32,13
AZEVEDO ,SANTANA e
BONATELLI., 1977 2.80 0,78 0,11 3.36
BARACHOC heste trabalhod
1923 o.72 0.90 0,09 1.7
BONATELLI. JR e
AZEVEDO .1977 2.48 0,76 0.10% 2,34
COOKE, ROPER e
WATMOUGH. 1970 0.50 0.38
MAJERFIFI.D e
ROPER, 1978 0.80 0.30 .
MENEZES, 1974 1.71 0. 07 0.11 1.89
NIFFINEGER e
SOUZA, 1979

experiemnto a 1.44 0.24 0,28 2.00

experimento b 1,37 0,48 0,18 2.1e
ROPER , PALMER
e WATMOUGH. 1972 Q.48 .27 Q.04 Q.79

A Amarelo
v Verde
D = Deteriocrado

K

Usando técnica de microcoldénia

Incluindo cutros setores

N3o calculada
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B.3. FUNGICIDAS AGRICOLAS

Alguns fungicidas agricolas mostram uma aclo efetiva na
instabilidade de A4spergillus nidulans. ao alterarem as frequéncias
de setores om linhagens dipldides ou duplicadas . Entre estes estido
o Benlate . CQloroneb., Vitavax . Plantavax .

O principio ativo do Benlate é o benomil (metil 1 butil

carbamil 2 benzimidazol carbamatc). Este que & um fungicida bastante

zastudado . tem em comparacdo com outros compostos acdes
fungitdéxicas em concentracdes bastante baixas (BORK e BRAYMER. 1974).
Em soclucdoc aguoso segunde CLEMONS E SISTER (19689 . o© benomil &

dissociado em metil benzimidazocl carbamato (M B C). E apesar de
=feitos tédxicos adicionais serem fregquentemente referidos como
ocorrentes na pratica , o sitio primarioc de - acdo desse fungicida
parece - ser no mecanismo da mitose C(DAVIDSE,19732,1974 ,1878 o TUYL,
19772,

A base genética da resisténcia a esse fungicida foi
estudada | em Aspergillus nidulans ( HASTIE e GEOGOPOULOS. 1971,
TUY!L..1Q785,1977) . Ceratocystis ulmi (BRASIOR e GIEBBS. 1978) .
Novrnenora crassa CBORCK e BRAYMER. 19745 e Ustilago
hordeiCBEN-YEPHET et alii . 1974, 1975).

- Estes estudos de um modo geral justificaram a hipdtese de que
o3 altos niveiz de resisténcia a benzimidazoles, frequentemente
vey aiicados sio devidos a mutacdes nucleares em apenas um locus
CTWYL,1977).

Quanto a ac3oc do benlate na instabilidade do Aspergillus
nitdulans HASTIE(1972) .verificou que esse fungicida atuava no
dipldide aumentandoc a frequéncia de segregantes , principalmente a
de segregantes hapldides , apresentando portanto um tipo de acido

bem parecida com a da p-fluorfenilalanina C(MORPUGO,1861).

Esse tipo de acio do benlate também foi analisado por
EDWARDS, NORMENSELL e HOLT (C1975), em Aspergillus nidulans <)
Fenicilliwun chrysogenun tendo esses autores verificadoe que os
padrdes de sogregagao apos tratamento com besnlate s pFA. eram

somel hantes
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Cloronchb (1-4 dicloro~ 2.8-dimotoxibenzenoc). é¢ o principio

ative do Demosan.  Esseo fungicida gque portence ao grupo dos
Liidrocarbonctos aromiticos . pode inibir sintese de DNA comoc foi
domonstrado em Rhizoctonia solant C(HOCK e SISLER.10692) e o©om

Ustilago maydec CTILLMAM o ZSISLER.1973).

Admitc-sc que oz hidrocarbonetos aromdticos . de uma maneira
goral , possam interferir com processos hereditarios tendo @m
vizsta sua ac¢do no aparecimonto de setores om linhagens diplédides
do  Aspergillus nidulans C(GEOGOPOULOS et alii .1976), Dentro desse
aspecto é que ST enguadra o usc do cloroneb para obter
segregantes hapldides de dipldidos heterozigolos de Aspergitllus
nidulans como fora proposto por AZEVEDO @ SANTANA (1Q74D.

APPAS & GEOGOPOULOS €1978) estudando a acdo do cloroneb. PCNE

> SOPP em Adspergillus nidulans . verificaram quc €SSes fungicidas
afetavam a instabilidade de linhagens . aumentando o© numero
e segregantes brancos © amarelos.em coldnias originadas de
zonidios dco linhagens dipldides verdes. Constataram que havia

asumento da haploidizac3c com aumento da concentracio de fungicidas e
zoncluiram que @sses fungicidas causavam nao
Jdis itmcio. AZEVEDO.SANTANA.e EONATELLI . verificaram que cloroneb
sumenntava © numero de setores nic apenas em linhagens dipléides de
depergtllus nitdulans mas também em linhagens duplicadas.

Vitavax T8 P M cujo principio ativo & o Carboxin
8.6~dihidro-2-metil -1 .4-axatim -2-carboxamalidolé um fungicida .
considerado especialmente téxico para basidiomicetos CEDGINGLOV e
'BARRON, 1967: SNEL &t «lii. 19700 e gque atua inibindo a producdo de
energia C(MATHRE. 1968. 1970; RASGALE e SISLER. 1970 O . Sua
capacidade de inibir a respiracioc mitocondrial foi demonstrada por
MATHRE (1971 e WHITE <(18G71> . enquantc estudo posterior de
CUMATILLEKE. AT e SCAZZOCHIO (C1976) . vieram mostrar que a
inibicdo de crescimento pelo carboxin estd relacionada com a

capacidade de impedir a oxidacdo de sucinato.



AZEVEDO. SANTAMA & BPOMATELLI JR. C1977) . estudaram a acao do
Vitavax na instabilidade do 4dspergillus nidulans e verificaram que
Vitavax niio apenas diminui a recombinacdoc mitética em diplédides ,

mas também reduz a instabilidade de linhagens duplicadas

Plantavax 78 P A cujo principio ativo é o oxicarboxin
C4,4-didxido -8.8-dihidro-2metil-1.4-axatin p) é um fungicida
sistémico com alta atividade contra fungos da classe dos
basidiomicetos ¢ GUIA DOS FUNGICIDAS , 1976).

No presente trabalho a aclo do Benlate foi analisado na

linhagem dipldide e na linhagem duplicada de A4dspergillus nidulans
utilizando-se 2 solucdes diferentes (item 2.2.6. e 2.2.7. 2 . A
soluciio de Benlate em A&gua foi testada na linhagem dipldéide e na
linhagem duplicada (tabela 14 e 240 , mas apenas o efeito
significativo foi observado na linhagem dipldide ( tabela 18).

No caso da solucfio de Benlate com acetona . esta foi testada
apenas na linhagem A. na qual mostrou um valor significativo como pode
sor visto na Tabela 27.

Pode-se explicar © resultado negativo para a solucdoc de
Benlate em agua, pelo fato de Benlate ter um principio ativo pouco
soldvel na Agua.

o Cloroneb foi ensaiado também na linhagem dipldide < na
linhagem duplicada de A4dspergillus nidulans . utilizando-sc 2 solucdes
dif=rontes ( item 2.3.4. o 3.32.8.2

A solucdo de Cloroneb em agua foi testada apenas na linhagem
dipldide (tabela 20). @ pode-se observar na tabela 21 . o valor n3o
.significativo de Z.

No caso da solucdo de Cloroneb em metanol. esta foi testada na
linhagem dipldide e na linhagem duplicada Ctabelas 22 e 2B);as tabelas
22 & 209 mostra o efeito significativo da droga.

A soluclo de Vitavax em agua (item 3.3.8.)0foi ensaiada apenas na
linhagem dipldide ( tabela 16).e o resultado do teste de Ravleigh
mostrado na tabela 17 foi significativo.

A solucdo de Vitavax em acetona (item2.2.9.)0fcoi testada apenas
na Jlinhagem A.e a tabela 21 mostra o wvalor de &£ gue foi

signicativo .



(2]

No caso do Plantavax. que foi ensaiado apenas em linhagem
dipldide . © resultado do teste de Rayleigh foi significativo.

Pelo resumo apresentado na Tabela 41 . pode-se entdoc verificar
que gquase toda as solucdes testadas. tiveram como consequéncia um
valor de Z significativo, indicando portanto um efeito da droga, como
era esperado. As excessdes foram a solucdo de 2mg de Benlate +
100mt de H;D gue ombora tenha apresentado efeito significativo na
linhagem dipldide , n3oc apresentou efeito significativo na linhagem A;
@ a solucdo de 0.8 mg Cloroneb + 100ml de }%O que fol testada apenas
na linhagem dipldide e n3oc apresentou efeito significativo.

Esses resultados negativos podem ser explicados pelo tipo

de solucic usada ou pelo uso de concentracdes inadequadas da droga.
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5.4.. EFEITO DE OUTRAS SUBSTANCI AS

Os dados apresentados nas tabelas 11 e 13 evidenciam o
ofeito do extrato de levedura e da peptona na instabilidade da linhagem
10vi0 de Aspergillus niger . Eles mostram de maneira clara , a
possibilidade do uso do teste de Rayleigh ., para comprovar acdo
de certas substincias na instabilidade de fungos filamentosos

0O efeito do extrato de levedura e da peptona neste casc ja

fora constatade por BONATELLI JR. (19770 que também discutiu

amplamente a causa desta instabilidade . Entre as possiveis
causas o autor relaciona a heterocariose , a dipleoidia . a presenca
de genes mutadores. aberracoes cromossomi cas @ inclusive o]

envolvimento de fatores citoplasmaticos.

A hipdtese da heterccariose foi su.geri da baseada em duas
constatacdes ., de um lado a baixa viabilidade dos conidios . do
outro a presenca de elevada porcentagem de conidios binucleados
Efetivamente a linhagem 10v1i0O tende a produzir cerca de 80 %
de conidios binucleados (BARACHO e COELHO., 1878a , 1978b J & como
os conidios de Aspergillus niger podem ser heterocaridticos C(CHANG
et alit ., 1974 O ., essa elevada porcentagem de conidios binucleados
facil#»=nte poderia manter uma condicidoc heterocaridtica da linhagem.

A comparacdoc da viabilidade dos conidios .,em meioc minimoe e
em meio completo , mostrou uma baixa viabilidade da linhagem em
meio i nimo .Verificou-se também que essa viabilidade aumentava

gquandc © meio minimo era suplementado com caseina hidrolisada ,

solucac de wvitamina , peptona. extrato de levedura. o que
poderia indicar a presenca de um nliclec com deficiéncia
nutricional . que se mantinha gracas a um outro tipoc que nio
portava essa deficiéncia C(BONATELLI JR. 19772.

HAAS et alit C1986D ja haviam analisado fendmenc
semelhante em Penicilluim chrysogenum . Em Aspergillus niger casos

semelhantes tinham sido descrito por YUILL C19853) e NGA et alit
C1978D.



O fato de ter obtido mutantes auxotréficos @ de ter
constatado gque todos os setores isoclados apresentavam crescimento em
meio minimo. fez com que BONATELLI JR. C1977). pelo menos em principio
rejeitasse a hipdtese da linhagem 10v10 ser dipldide.

Apoiado na hipdtese da heterocariose SILVA e AZEVEDO,.C 1978)
formularem a explicacdo para o fato de terem obtide um ndGmero mais
baixo de coldnias com setores apds a priheira irradiagc8c com raiocs p
.Para esses autores poder-se—ia supor © aparecimento de um sistema de
letais balanceados, depois da primeira irradiacao, sistema este, onde
cada ndcleo continha um letal recessivo. Conidios com letais
balanceados dariam origem a coldnias estaveis, uma vez que a
homocariose seria letal.

A natureza dessa instabilidade da linhagem 10v1O. do
Aspergillus niger resta desconhecida apesar das hipdéteses formuladas.
Mas um fato possivelmente, un dos mais‘ importantes deve ser
considerado. Os setores voltam a produzir coldnias semelhantes as
coriginais, as quais também voltam a produzir setores do mesmo tipo
CBONATELLI JR. 1977).Neste trabalho foi isolada a linhagem sS-I.
provinda de setores da linhagem 10vi0O, e a linhagem S-1I1, provinda
de setores da linhagem S-I. A comparacdoc do numero de setores dessas
linhagens nao apresentam>diferenca estatistica, como se pode ver nas
iabelas 2 e 3. Isso & uma indicacdo de que a natureza genética do
setor, ni3c difere da natureza genética da linhagem .

As hipdéteses aqui relacionadas ficam comprometidas diante
Jesse fato.

O aparecimento de setores em uma coldnia de fungo, &,
indiscutivelmente. um processo de diferenciacao. E embora esse
processo possa estar ligado & segregacio de nilcleos. é inegdvel que
ele também pode decorrer de regulacdc génica.

Os setores produzidos pela linhagem 10vi0O. possivelmente sio
casos dessa natureza e provavelmente decorrem de uma alteracdo
eventual na regulacio génica, que alguma substdncia contida no
extrato de levedura ou peptona pode corrigir. Alids o extrato de
levedura e a peptona parecem ter uma acdo importante ndc apenas nesse
tipo possivel de diferenciac8c, mas no proépric crescimento do
Aspergillus niger (STEINBERG. 1939).



Outras substancias foram testadas neste trabalho como o©
Vorde Malaquita. Fucsina Basica e Sacarina .

Sacarina e a Fucsina Basica foram testadas apenas na linhagem
A Ctabelas 34 e 36D,

O Verde Malaquita foi testado na linhagem A e na linhagem
dipléide C(tabelas 32 o 38).

O teste de Rayleigh aplicado a esses experimentos mostrou o
efeito significativo dessas drogas.

A Sacarina tem propriedades carcinogénicas , teratogénicas e
toxicoldégicas C(KRAMERS ,1978). Testada em bactérias . leveduras .mosca
de fruta , plantas . células "in vivo” e *“in vitro” de mamiferos.
revelou-se mutagénico para esses organismos.

Em bactéria VOODG et alil.C1973) testaram a  Sacarina
om: Klesbsiella pneumoniae,Ctitrobacter freundii; Enterobacter aerogenes
& Salmonella tvphimurium. Somente em Salmonella typhimuriwn obtiveram
um aumento na taxa de mutacio.

ARATI DAS (19792 . relatou efeitos de alteracdo no metabolismo
celular causande atrasos na germinacdo de conidios de Aspergillus
nig~r crescidos em meic de cultura com sacarina nas concentracdes de 32
@ 7 mg-ml. Relatou também efeitos de diminuic3c no tamanho das
coldas assim como no nUmero de conididéforos formados, sugerindo que
a sacarina tem efeito mutagénico.

PALMER e ROPER (19702 . estudaram a acd3c do Verde Malaquita e
virificaram gque essa substancia aumenta a frequéncia de delecdes.

Quante a Fucsina Bé&asica verificou-se que ela age como
mutagénico em levedura. atuando sobre o© DNA mitocondrial e
produzindo mutantes petite (BARRERE e MOUMOLLI .197%5 ).
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6. CONCLUSAO

1- Os pontos de aparecimento de setores em coldnias de fungos

filamentosos que se apresentam em forma de circulo pode
constituir uma distribuic8c circular, desde que sejam
consideradas unicamente as direcdes de aparecimento desses

pontos.

Os pontos de aparecimento de setores que surgem , tendem as
constituir uma distribuic8c circular uniforme. desde que nao
had direcdo preferencial e a probabilidade total tende a se
distribuir por toda a circunferéncia com densidade constante

em cada parte.

Quando se submete as coldnias a tratamento que inibe ou
estimula o aparecimento de setores em determinados pontos, a
distribuic3o dos pontos de aparecimento de setores tende a

diferir de uma distribuic¢doc circular uniforme.

E plenamente justificdvel o uso da estatistica circular para
analisar efeitos de substincias que atuam na instabilidade

de fungos filamentosos.

0 método utilizado neste trabalho revelou-se um método
ridpido e adequado para testar certas substancias com efeitc
na instabilidade de fungos filamentosos. substancias essas.

que em certos casos sdo mutagénicas e carcinogénicas.
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7. RESUMO

O trabalho teve como objetiveo avaliar a possibilidade de

aplicacio da estatitica circular para detectar efeitos de drogas na

instabilidade dos fungos A4spergillus nidulans e Aspergillus niger

Virias substincias cujos efeitos ja eram conhecidos . e
cortamente podiam aumentar ou diminuir a instabilidade. foram
testadas.

Em A. nidulans foram testadas substiancias como o Benlate.
Zloroneb, Plantavax. Vitavax, Verde Malaquita. Fucsina Basica e
Sacarina. Em A. niger foram testadas Peptona e Extrato de Levedura.

Para aplicacdo da estatistica circular foram medidos os
Angulos de aparecimento de setores na presenca ou auséncia da droga,
e os dados analisados pelo Teste de Rayleigh.’

Os resultados apresentados neste trabalho . vieram mostrar que
certas substincias aplicadas em algumas partes da coldnia
determinaram concentracdo de setores em pontos preferenciais, levando
a distribuic3c a diferir da distribuicido circular uniforme.

Com relac3o aos fungicidas, Benlate e¢ Cloroneb. obteve-se
alguns resultados negativos gue podem ser explicados pelo tipo de
solucdo usada ou pelo uso de concentracdes inadequadas.

Quantc ac Teste de Rayleigh tudo indica que pode ser Gtil para
detectar o efeito de droga na instabilidade de fungos filamentosos.

Quanto ao uso da estatistica circular podemos concluir que,
apesar de alguns resultados negativos encontrados no trabalho. sua
aplicacio parece aceitiavel . podendo vir a constituir um método
rdpido e adequado para testar substincias com efeito na
instabilidade de fungos filamentosos. substancias estas que , em

certos casos s3c mutagénicas e carcinogénicas.
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8. ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the possibility of
applying circular statistics.to detect the effects of certain drugs on
the instable strains of fungi Adspergillus nidulans and Adspergillus
niger.

Variocus substances . with previously known eoffects wich could
casily aument or reduce the fungi instability were tested.

In Aspergillis nidulans, various substances woere tested such as
Benlate, Chloroneb, Plantavax, Vitavax, Malachite green , Basic
Fuchisin and Saccharin.In Adspergillus niger, the substances Peptone
and Yeast extract were tested.

In order to apply circular statistics,we measured the angles of
the appearing sectors either in the presence or absence of the drugs,
and the data were analised by the Rayleigh test.

The results presented in this study showed that certain
substances applied to some parts of the colony , determined
a concentratrion of sectors in preferential points, making the
distribution differ from the uniform circular distribution.

In relation to the fungicides Benlate and Chloroneb
we obtained some negative results which can be explained by the type
of solution used or through the use of inadequate concentration.

Regarding the Rayleigh Test., everything, leads us to believe
that it could be useful in detecting the effect of the drugs on the
instability of the filamentous fungi.

¥We can conclude that , despite finding some negative results in
our study, the application of circular statistics seems acceptable.
capable of constituting a gquick and adequate method of testing
substances which affect the instability of filamentous fungi substances

which, in certain cases. are mutagenics and carcinogenics.
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