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1- INTRODUCAO

0 Aspergillus nidulans vem sendo explorado genética-

_mente desde o trabalho classico publicado por PONTECORVO e col.
(1953) . As vantagens deste fungo ser usado como um organismo ex
pefimental para estudos genéticos sdo as seguintes: € um euca-
‘ riotdlhap16ide_que cresce rapidamente em meio minimo onde exis-
‘tem sais minerais e glicose como fonte de carbono; produz-gran-‘
de quantidade de conidios uninucleados e fortemente pigmenta-
dos; apresenta crescimento restrito das coldnias em meio sSli—_
do é isto o torna adequado para éstudos em geral; linhagens mu-
tantes podeﬁ ser facilmente isoladas porque diferem do tipo sel
vagem na coloracdo dos conidios, requerimentos nutricionais, ha
bilidade para crescef em varias fontes de carbono e resisténcia
para agentes inibidores; & homotdlico, portante uma linhagem
pode ser cruzada com ela mesma para analise genéti;a no ciclo
sexual; linhagens com nucleo dipldide relativamente estavel po-
dem ser selécionadas no cicloparassexual (PONTECORVO e ROPER,
1952) e, usadas em testes dé agdo génica, em andlises genéticas
através de crossing-over mitético e haploidizagﬁb para identifi
car a que grupo de ligagao pertence o mutante,
No presente trabalho foram isolados mufantes de A.

nidulaﬁs resistentes ao Brometo de Etidio (BE), um composto fe-

nantridino.



Esta droga atua principalmente a niﬁel de mitocondria,
ligando-se a acidos nucleicos. Atﬁalmente o BE tem sido usado
" em estudos @ nivel bioquimico, com a finalidade de se descobrir
os:diverSOS mecanismos de agdo envolvidos no aparecimento de mu
tagoes. |

Os mutantes resistentes . isolados neste traba-
lho, foram anaiisados geneticamente para localizar as marcas pa
‘ra resisténcia nos respectivos grupos de ligacio.

Foi analisada também a ag¢do da acriflavina sobre 0s
mutantes resistentes ao BE para se verificar a existéncia de Te
sistéﬁcia cruzada. Outro aspecto abordado foi o efeito da
.riboflavina na agdo do BE e da acriflavina atraves da manifestg

¢do ou nao da toxicidade das drogas.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- Alguns aspectos sobre resisténcia 3 drogas em

Aspergillus nidulans

Tem-se obtido mutantes resisteﬁtes a varios inibido-
res em A. nidulans, e, dentre estes, a acriflavina foi a primei
ra das substancias ensaiadas a inibir efetivamente o crescimen
to db fungo, ROFER E KAFFER(1957) isolaram trés mutantes de ﬂ:
niddlans resistentes a acriflavina. Em cada caso a resisténcia
era devida a mutagdo em um sd gene. Dois dos mutantes eram ale-
los (AEIAI e éEIAg) e, comportavam-se como semidominantes sen-
do;mapeados 3 23 unidades do 1ogustgA3, no grupo de ligagao II.
A-mutagao EEEAZ’ era recessiva e estava localizada no brago o-
posto do grupo de 1igag§o IT, a cerca de 25 unidades do marca-
dor ad,. As trés linhagens mostraram também maior resisténcia
ao cristal violeta e ao verde'malaqﬁita.

Mutantes resistentes i analogos de metabdlitos  nor-
mais sao particularmente interessantes, pois poderiam indicar
as modificag®es dos mecanismos regulatdrios do metabolismo nor
mal e fornecer também,mutantes defectivos no transporte de me-
‘tabalitos, através da membrana celular. Mutantes resistentes a-
analogos tSiicos sdo frequentemente incapazes de transportar, pa
ra seus interior, tanto o metabolito natural como o analogo.

Assim, tem sido descritos mutantes de Aspergillus ni-

dulans, resistentes a varios anzlogos de bases nitrogenadas,MOR

PURGO (1962) descreveu mutantes resistentes a 8-azaguanina in-



duzido por luz ultravioieta. Mutantes resistentes a analogos de
aminoacidos sido obtidos frequentemente, sendo que os primeiros-
foram descritos por MORPURGO em 1962. Esses mutantes eram resis
tentes a p-fluorofenilalanina, anilogo da fenilalanina, e foram
‘obtidos ap0s tratamento com luz ultravioleta.

WARR e ROPER (1965) obtiveram também mutantés resis-
tentes a'E-fluorofenilalanina e, observaram que o gene respon;
savel pela resisténcia era recessivo suprimindo o requisito nu-
tricional para iacido nicotinico. Descreveram também, mutagdes
dominantes responsaveis pela resisténcia ao iodoacetato em A.
niddlans, e, mutantes resistentes a verde malaquita, o0s quais
se comportavam como recessivos, conferindo simultaneamente,-re—
sisténcia a acriflavina. Obtiveram, ainda, mutantes resisten-
tes ao actidione e ao teoquil. Enquéﬁto a mutagio para resistén
cia ao actidione mostrou ser semidominante, aquela responsavel
pela resistencia ao:tquuil era recessiva.

Mutanfes resistentes ao fluoroacetato em A. nidulans,
foram primeiramente obtidos e descritos por APIRION (1965) e
-uma de suas particularidades, o que os torna diferentes dos de
mais casos, 8 que a resistdncia lhes confere, também, a capaci-
dade de utilizacao de fluoroacetato como fonte de carbono. Este
fato torna-os de grande intereése para obter éé frequéncias de
mufagﬁo direta e reversa. Diversos mutantes foram mapeados,con
.forme.se pode notar pela revisao feita por DORN (1967). |

DARLINGTON e SCAZZOCHIO (1967) obtiveram mutantes re-

sistentes a 8-azaguanina, a 2-tioxantina e ao acido 2-tiolrico,



que sao, defectivos em pelo menbs um passo da absorgao de puri-
nas. As propriedades desses mutantes mostraram a existéncia de
dois sistemas de absorgéo de purinas: um, que controla a absor-
gao de hipoxantiné, guanina e adenina, e o outrb, de xantina e
dcido Grico. Neste caso o0s ﬁutantes parecem ter perdido a capa-
cidade de metabolizar o componente toXico e também o componente

normal, do qual ele & um analogo.

SINHA (1967) relaciona a biossintese de aminoacidos
aromaticos com a resisténcia a p-fluorofenilalanina. Esses mu-
tantes apresentavam um requisito parcial para tirosina e fenila
laniﬁa, o qual foi explicado pela existéncia de um bloqueio me-
tabolico na hidroxilagac da fenilalanina para dar tirosina.
Neste trabalho, conseguiram-se evidéncias de que os dolis proces
sos envolvidos na sintese deltirosina, descritos em outros orga
nismos, também existem no A. nidulans, e que o requisito _par-
cial de tirosina, apresentado peios mitantes resistentes a p-
fluorofenilalaniné, & resultado do bloqueio da hidroxilacdo da
-fenilalanina. Este bloqueio_reéultaria num acimulo de fenilala-
nina, o que explicaria a resisténcia ao analogo pois, segundo
RICHMOND (1962), tais analogos frequentemente competem com o me

tabolito natural pelo centro ativo das enzimas,

THRELFALLL (1968} isolou mutantes de A. nidulans re-
sistentes aos fungicidas comerciais PCNB (pentacloronitrobenze-
no) é TCNB (tetracloronitrobenzeno). Essa resistencia éra‘ dada
por dois genes recessivos localizados no grupo de ligagao III,

. A resisténcia destes mutantes a esses fungicidas foi considera-



da como devida a um decréscimo na capacidade dos mutantes em a-

. - . - - .
cumular a substancia toxica.

. AZEVEDO e CAVENACUE (1968) isolaram mutantes deficien
tes para a sintese de lisina e resistentes a arginina, apds ir-
radiagao ultravioleta, numa frequéncia de 1 em 7,1 x 104 coni-
‘dios. A maioria das colonias isoladas apreseﬁtava. morfologia nor
mal, embora algumas apresentassem coldnias miceliajis e com cres
cimento residual. O carater resisténcia mostrou-se bastante es

tavel, atraves de uma série de sub-culturas.

| ARST e COVE (1969}, estudando mutantes de A. nidulans
resistentes ac analogo da amonia, metilamdnia, verificaram que
" deve existir apenas um gene envolvido na resisténcia e que tais
mutacOes mostraram ser semidominantes, em heterocarios e dipldi
des, Estas mutagaés levaram a uma 1iberag§o generalizada  de
aparenfemenge fodas as atividades reprimidas por amdnia, quando
esta estava presente, mas o mecanismo de resisténcia nao foi
elucidado.r
GEORGOPOULOS e GEORDALIS (1969), estudando mutantes
?esistentes ao iodoacetato, sugeriram que estes deveriam ser mu
tantes para permeabilidade. Assim, um sistema de = transporte

mais facilmente saturdvel, no mutante, poderia concorrer para a

resisténcia a toxicidade do iodoacetato.

ELORZA (1969) descreveu o isolamento e a caracteriza
g¢ao de mutantes de A. nidulans resistentes 2 toxicidade dos ions
metdlicos, assim comoas diferentes interagdes ertre esses ions.
Foram isolados mutantes capazes de crescer em concentragdes to-

. ' ++ ++ ++ LHF +++ ++ ++ . -
xicas de ZIn , Co , Ba , Ni ', TFe ., Sn e Mn . A resisten

-



cig destes mutantes aos metais, mostrou ser deﬁida a uma Convez
sio intracelular dos fons em um componente inativo. As anali-
ses genéticas mostraram que cada mutagdo era devida a um sim-
ples gene, que foi localizado no grupo de ligagao corresponden
te. Toxicidade de Zn'", Co' ', Ba*", Ni*", Fe™™", sn*" e Mn*?*
pode ser revertida para o tipo selvagem por quantidades defini

++ ++ . -~ - e -
4+, Mg e Ca . Estas competicoes entre cations,

. +
das de K , NH
"sugeriram a existéncia de um sistema comum, responsavel pelo

transporte de cidtions nestes microrganismos.

ELORZA e ARST -(1971) isolaram mutantes resistentes 3
sorbése, os quais foram agrupados em dois loci. Em um locus, a
mutagao conferia resistencia cruzada com 2-deoxi-D-glicose, e
seria resultado de um defeito no mecanismo de transporte de agl
car. No outro 16cus, a resistéhcia resultaria da perda da fosfo
gluc0mutasele,'seria acompanhada de pronunciada anormalidade mor
foldgica, mas ndo da'perda da ¢apacidade de utilizar D-galacto
se.

Nove mutantes de A. nidulans, resistentes ao fungici-
da benlate, foram isolados por HASTIE e GEORGOPOULOS (1971).
Cinco mutanteg mosfraram ser mais fesistentes, estando o gene
para resisténcia localizado no grupo de ligagao VIII. Os demais,

menos resistentes, tinham o gene para resisténcia localizado no

grupo de ligagdo II,

" TUYL, DAVIDSE e DEKKER (1973) também isolaram mutan
tes resistentes ao benlate e tiabendazol, atravées de tratamento
prévio com luz ultravioleta. Em ambos os casos, o gene, para Te

sisténcia, estava localizado no grupo de ligagdoVIII. Foi 'pro-



posto que estes fungicidas deveriam interferir na formacio do
fuso, através .de complexos formados entre os fungicidas e = as
proteinas do fuso, o que resultaria na inibigao da mitose.

| Mutantes espontaneos, resistentes a oligomicina, fo-
ram descritos por ROWLANDS e TURNER (1973). Analises genéticas
mostraram que, enquanto a maioria dos mutantes ensaiados tinhap
origem através de mutagdo nuclear, um deles tinha mutagao extra:
nuclear. Enquanto os mutantes nucleares ndao mostraram anormali-
dade no meio de cultura livre de drogas, o mutante extranuclear
exibia uma capacidade de crescimento aumentada. Os mutantes nu-
cleares mostraram dominancia incompleta em diplGides e foram to
dos mapeados nb grupo de ligagao VII,

Mutantes resistentes ao0s fungicidas Cloroneb, Vitavax
e Dodine foram obtidos e analisados por SANTANA (1974), sendo
que a resisténcia aos dois priﬁeiros era devida a um inico gene,
e a resisténcia ao Dodine foi determinada como sendo possivel-
mente de natureza citoplasmatica. ’

PALMER, SCAZZOCHIO e COVE (1975), elucidaram o meca-
nismo de controle da biossIntese-de pirimidinas, através do iso
lamento de mutantes resistentes a fluoropirimidinas. Enquanto
alguns ‘destes mutantes apresentavam alteracao no transporte de
pirimidinas exGgenas, alguns mostravam alteragOes na regulagao
da biosSinfese de piriﬁidinas. Analises geneéticas mostraram que
mutagoés, conferindo resisténcia a flﬁoropirimidinas, podem ocor

rer em pelo menos sete loci.

SUNATILLEKE e col. (1975) isolaram dois mutantes re-

sistentes ao cloranfenicol, cujas mutagoes, quando ensaiadas,



féram herdadas extranuclearmente e, recombinaram com mutacoes
citoplasmaticas, para resisténcia a oligomicina e sensibilidade
ao frio. Estas mutacdes eram estiveis e ndo afetavam crescimen-
to ou morfologia em meio livre do antibidtico. Mutagdes nuclea
res para resisténcia ao(cloranfenicbl) foram mapeadas em pelo
menos trés loci. Para um deste§ loci, mutagdes levaram pieio-
tropicamente a hipersensibilidade, a cicloheximida e ac  acido

salicihidrox2mico.

ARMITT, McCULLOUGH e ROBERTS (1876) descreveram dez
novos loci que afetavam o‘metabolismo de acetato, com base na
resisténcia ao.fluoroacetato e ndo utilizégﬁo de acetato como
fonte de carbono. As enzimas ausentes, devido a mutagdes em se-

te dos loci, foram descritas e os loci mapeados.

SRIVASTAVA e SINHA (1976) déscreveram seis novos lo-
ci, nos quais mﬁtagses conferiam resisténcia a p-fluorofenilala
nina em A, nidulans.-Dentre estes mutantss, trEs foram 1océli—
zados no grupo de ligagdao VI e um, em cada um dos seguintes gru

pos: I, V e III.

PIOTROWSKA e col. (1976) isolaram mutantes recessivos
resistentes a p-fluorofenilalanina e a selenometionina, que se
mostraram incapazes de transportar qualquer aminozcido neutro.
Isto,indicdu aos autores que aminoacidos neutros, tais como fe-
nilalanina e metionina, deveriam ser, provavelmente, transpor-

tados pelo mesmo sistema.

DEXKER (1976) em sua revisdo sobre resisténcia adqui-
rida a fungicidas em A. nidulans, ilustrada com diversos exem-

plos, e, considerando as implicagOes praticas, descreveu, além
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da origem, os diferentes mecanismos que levam a resistencia a
fuﬁgicidas.

DRAINAS e col. {1977) isolaram 11 mutantes Tresisten-
tes ao analogo tdxico da asparagina, hidroxamato aspartico.
Estes mutantes apresentavam atividade baixa ou nio detectdvel de
asparaginase, que foi medida pela formagdo de hidroxamato aspar
tico, a partir:de asparagina e hidroxilamina. Estas mutagoes mos-
traram ser 7recessivas e foram mapeadas no grupo de ligacao VIII

do A. nidulans.

VAN TUYL (1977), alem de excelente revisiao sobre re-
sisténcia a fungicidas, investigou o.potencial de diferentes fun
gos em adquirir reéisténcia a fungicidas, medido com frequencia
de mutagdao e grau de resisteéencia,. Conseguiu mutantes resisten-
tes a todos os fungicidas empregados: benomil, tiabendazol, clo
roneb, imazalil, carboxina, cicloheximida e piramicina. As fre-
quéncias de.mutagéo variaram de 10-7, para piramicina e benomil,
a 2.10-4 para a resisténcia ao cloroneb. A caracterizacdo de mu
tantes resistentes foi feita especialmente em A. nidulans. Foi
encontrado que, para alguns fungicidas,tais como cloroneb e oli
gomicina, somente um locus era responsavel por todas as muta-
¢bes para resisténcia; por outro lado, no caso da resisténcia
a pimaricina e carboxina, 2 e 3 genes respectivamente foram i-
dentificados, enquanto que, no caso da resisténcia a ciclohexi-
mida e ao imazalil, um sistema multigénico estava envolvido.
Alto nivel de Tesisténcia ao benomil e ao tiabendazol pareceu
ser baseado em mutagdo em um locus. Vinte e tres genes consferin

do resisténcia foram assinalados em sete diferentes grupos de
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ligagao, 16 dos quais foram mapeados.

DAVIbSE e FLACH‘(1977) isolaram mutantes resistentes ao
fungicida MBC (metil benzimidazol carbamato) e descreveranm 0
possivel méganismo de resisténcia a este agente, O efeitd do MBC
no micélio das linhagens mutantes de A. nidulans foi positivamente
relacionado com a afinidade pelos sitios complexantes deste com
posto. Os.mutaﬁtes resistentes ao MBC apresentavam, entdo, umé
‘possivel alteragdo na estrutura da tubulina, de modo que uma bai
xa afinidade da tubulina por MBC seria provavelmente o mecanis
mo comum da resistencia, ja que a agdo fungicida deste composto

se deveria a sua complexagao com a tubulina do micélio fungico.

ROWLANDS e TURNER (1977) descreveram um novo mutante
extranuclear para resistencia a oligomicina. Esta mutagio, mito
condrial, foi transferida assekualmenée para quatro linhagens,
que apresentavaﬁ resisténcia nuclear a oligomicina., Em todos os
casos, a mutacdo extranuclear, acrescentada a nuclear, levou a
um aumento significativo do nivel de resisténcia a oligomici-
na.

EVSEEVA e KAMENEVA (1977), estudando a hereditarieda-
de da sensibilidade para luz ultra violeta (UV), metilmetanosul
fonato (MMS), nitrosoguanidina (NG) e acido nitroso (NA) em 5
mutantes sensivei§ a uv tgxg) de A. nidulans, carregando multi-
pla sensibilidade para estes fatOres, descreveram que 4 mutan-
tes uvs tinham um contfﬁle monogeénico de sensibilidade para os
diferentes mutagenicos. Em um mutante a sensibilidade para os
5 fatOres era controlada por 2 mutagdes ndo ligadas: uma delas

determinando a sensibilidade para UV, NG e NA, e a outra para
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raio-X e MMS. Determinaram tambam que as manifestagdes fenoti-
picas de mutagbes uvs eram modificadas pelo gendtipo celular;
tanto fatdres cromossOmicos como citoplasmaticos eram responsa-
veis por estas alteracdes. ModificacOes fenotipicas da mutacio

uvs resultam em mudanca de alguns fatdres mutagénicos.,

'SINGH e col. (1977}, estudaram as propriedades dos mu
tantes de A. Eigulans resistentes a FPA (8-fluorofenilalanina),
sob fluxo alterado de C ou N, observaram que nao ha correlagio
entre o grau de resisténcia e dominancia dos varios mutantes.
Quando os mutantes crescem em uma fopte pobre de C ou N apenas,
continuam tdo Tesistentes quanto se estivessem em uma fonte Ti-
ca de C ou N, Novos mutantes resistentes ao FPA foram isolados
e mostraram comportémento diferente quaﬁdo comparadds aos mutan
tes ja conhecidbs, indicando a existéncia de mecanismos diferen
tes de resi§t€ﬁcia.

AZEVEDO e éol. (1977} isolaram mutantes resistentes
para Z_fungicidas: cloroneb e vitavax. Estes mutantes foram ob-
tidos espontaneamente com uma frequencia de respectivamente 12,5
e 1,1 enm 108 conidios. O mutante resistente para cloroneb (EEll)
segregou coma um gene nuclear simﬁles, semi-dominante, foi ma-
peado no grupo de ligagao IV e causa uma dependencia parcial da
linhagem para o fungicida. 0 mutante resistente para vitavax
‘(Eiil) também segregou como um gene simples, mas dominante. Os
dois fungicidas alteraram a instabilidade do diploide e linha-
gens duplicadas. Cloroneb aumentou, principalmente a haploidiza
¢do e vitavax reduziu a recombinagio mitdtica em dipléides. Clg

roneb aumentou a instabilidade de linhagens duplicadas e vita-
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vax reduziu tal instabilidade.

WHITE e col. (1978), verificaram que o fungicida sis-
témico carboxin e anﬁlogos'estruturalmente relacionados, sdo po
derosos inibidores da oxidagdo do succinato em mitocondrias. O
complexo succinato dehidrogenase (SDC) em mitocondrias em linha

gens mutantes de Ustilago maydis e A. nidulans resistentes ao

carboxin e resistente ao fungicida "in vitfo”. Verificaram ainda
que um analogo de carboxin, por exemplo 4'-fenilcarboxin, tinha
um efeito mais inibitdorio em uma categoria de mutantes de U.
mazdis resistente ao carboxin. Embora a mesma correlagao negati-
va entre carboxin e outros analogos nao foram observados em ou-
“tras categorias de mutantes, estruturas que diminuem drasticamen
te o nivel de resisténcia foram encontradas em todos os casos.

Portanto a ocofréntia natural de linhagens de fungos patogénir
tasﬁresistehtes ao carboxin, pode ser controlada usando analo-
gos de carboxin de estruturas especfficas, que seletivamente ini-

bem organismos mutantes.

SCARAZZATTI e BONATELLI Jr. (1979), isolaram um mutan

te resistente ao brometo de etidio em A. nidulans, EtbAl, ma-

feado no grupo de ligagdo II, que evidenciou comportamento semi
dominante, . Esta linhagem resistente apresentou também resistén
cia cruzada para acriflavina e, no teste com riboflavina, obser
varam a existéncia de um efeito antagoOnico desta vitamina com
relagdo 3 toxidez do brometo de etidio.

0 efeito do fungicida Plantawax foi investigado no
fungo filamentoso A. nidulans por LACAVA (1979a), que constatou

a presenca de colOnias resistentes e alteragbes no crescimento
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em meio s6lido. Este mesmo autor (1979b) isoclou também um mutan
te resistente ao fungicida bendmyl em A. nidulans, numa frequén
cia de 3 em 10° conidios. A analise genética do mutante ben;
mostrou o envolvimento de um gene (Eggl) localizado no grupo de

ligagdo VIII.

SINGH e SINHA (1979), isolaram 4 mutantes recessivos
de A. nidulans resistentes a analogos de aminoacidos. Estes mu-
tantes foram isolados em meio contendo acetato como Unica fonte
de carbono e os analogos de aminoacidos p-fluorofénilalanina e
etionina. Nenhum dos mutaﬁtes mostrou necessidade de algum re-
queriﬁento para crescer. A anidlise do crescimento em meio con-
tendo um aminoacido como Unica fonte de nitrogenio, indicou Que
2 mutantes dos 4 possuem sistemas normais para utilizagao de aQ
minoacidos acidos, basicos, neutros e'aromﬁticds. 0s trés novos
loci foram identificados apbs analise genética e foram locali-

zados um em cada um dos seguintes grupos de ligacdo: I, VI e VIII.

L

ZINCHENKO e BIRYUKOVA (1980), trataram uma linhagem
selvagem de A. nidulans com nitrosoguanidina e isolaram mutan-
tes (147) resistentes aos efeitos toxicos de 6-azauracil. Estes
mutantes foram-divididos em 11 grupos fenotipicos de acordo com
a resisteéncia cruzada para 5-fluoro derivado de uracil, uridina
e oxiuridina. Constataram que tédas as mutagGes para resistencia
sao0 de 6rigem nuclear e dominante. Foram distribuidas em 6 loci
do cromossomo VIII,

SPEAKMAN e NIREMBERG (1981), testaram em A.nidulans e
Cladosporium cucumerinum a capacidade de MBC (metil benzimida-

z01-2-il carbamato) para induzir mutagdo de ponto para resisten
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cia a carboxin e MBC. Verificaram que uma concentragao sub-letal
(E‘D'SD) de MBC, quando incorporado ao meio completo, induziu re
" sist@ncia ao MBC na germinagio dos conidios de A. nidulans e re

. -~ . - . . -~ oy .
sisténcia a carboxin na germinagao de conidios de C. cucumerinum;

portanto os 2 fungos reagem de maneira diferente a agao mutage-
nica do MBC. Segundo NIRENBERG e SPEAKMAN (1981) a indugdo de
mutagao de ponto pelo MBC depende do pH do meio em que este foil

incorporado.

ELISBAO e AZEVEDO (1983) idealizaram e ensaiaram um
méfodo destinado E detecgdao de efeitos mutagénicos causados por
"agentes fisicos ou quimicos, com base na indugdo de mutagdo pa
ra a resisténcia ao fungicida cloroneb e uma linhagem de A. ni-
- dulans. Verifigaram que conidios da linhagem EEEAl EEEEAﬁ XAZ
que haviam sofrido mutagio para,a_resisténcia, quando 1inocula-
dos ém meio de cultura que continha cloroneb na concentracdo de
1600 pg/ml pfoduziram.colanias discretamente pigmentadas - que con
tastavam amplamente com as colonias que se mostravam drastica-
mente iﬁibidas. Objetivando—se‘avaliér o poder de resoclugac do
método, foram aplicados 4 agentes mutagénicos. As  frequéncias
de mutantes resistentes obtidos através de cada um dos tratamen

tos foram comparadas entre si e com as do controle, apurando-se

resultados consistentes.
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2.2- Alguns aspectos sobre os efeitos de brometo de etidio

e isolamento de mutantes resistentes em alguns organismos.

0 Brometo de Etidio (BE) & um composto fenantridino
que se liga com acidos nucleicos. Originalménte teve interesse
como agente tripanocida (BROWNLEE e col., 1950) e, . atualmente
tem sido muito usado em Biologia Molecular por suas interacgdes
com o DNA cromossomico e extracromossonico.
| O BE éausa mutagao mitpcondrial produzindo mutante ci

J

toplasmatico .do tipo "petite" em Saccharomyces cerevisiae (SLO-
p po "p y

NIMSKI e col,, 1968). GOLDRING e col.(1970), investigaram o me-

canismo dessa conversao em S, cerevisiae, examinando as caracte
risticas do DNA mitocondrial em varios tempos durante o proces-
so mutacional. Constataram que o BE inibe seletivamente a sin-
tese do DNA mitocondrial, além disso, neste caso, o DNA mitocég
drial pré+existent¢ € progressivamente degradado. Em 'petites",
prolohgando—se o tratamento com BE; nenhum DNA mitocondrial po-

de ser detectado.

FUKUHARA e KUYAMA (1970), mostraram que tanto BE como

acriflavina inibem seletivamente a transcricaoc do DNA mitocon-

drial "in vivo" em célula .de Saccharomyces cerevisiae normais.

CRANDALL e RICHTER (1973); analisaranm mitotica e meio-

ticamente um mutante de Hansenula wingei, resistente ao BE, em

meio de glucose. A resisténcia € recessiva e, devida a mutagdo

em 2 genes nucleares ligados (etb1 e etbz).
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GOUHIER e MOUNOLOU (1973), relataram que mutacdes ins-

taveis para resisténcia ao BE em Saccharomyces cerevisiae = s&o

citoplasmaticas, e que tais mutantes sdo resistentes a indugio
de petites por BE. Apresentam ainda resistéencia cruzada para
acriflavina e requerem um produto de sintese de proteina mito-

condrial para expressar a resisténcia ao BE.

LEVY e ASHRI (1975), demonstraram que BE € um eficien
te mutagénico também em plantas superiores, utilizando em seus

estudos o amendoim.

RIOU (1976) descreveu 3 linhagens de Trypanosoma cruzi

resistentes ao BE. Trabalhando com enzimas de restfigéo e ele-
troforese em gel de agarose, constatou que os modelos de «cliva
gem dos DNA de kinetoplasto (kDNA) resisfenteslao BEleram dife-
rentes dos obtidos com kDNA sehéfveis: sugerindo entao duas hi-
pOteses: ou o BE induzia ampliacdes de pequenas sequéncias ~de
DNA ou delecgoes de oﬁtras; ou ele selecionava uma populagao preé-
-existente de tripanossomas sensiveis com diferengas caracteris

ticas de clivagem.

GRIMWOOD e WAGNER (1976), demonstraram que o BE € um
potente inibidor da fosforilagéé oxidativa, através da inibigdo
da indugao por ADP no 3° estagio da absorgdo de 0,. Atravées de
microfotogfafias eletrénicas observaram, em mitocondrias trata
das "in vitro" com BE e substratos netessérios para a fosforila
¢do oxidativa, que o composto € capaz de agir diretamente sobre
a fungdo e estrutura de mitocondrias de figado de rato, visto
que estas apresentam-se aumentadas.

BONATELLI e AZEVEDO (1977}, verificaram que o BE reduz
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a instabilidade mitdtica em Aspergillus nidulans. Esta instabi-

lidade & medida pelo nimero de setd:es produzidos por linhagens

diploides e duplicadas.

NAGLEY e MATTICK (1977), trabalhando com mutantes pe-

tites de Saccharomyces cerevisiae, observaram que a replicagao

do DNA mitocondrial nestes mutantes e geralmente menos sensivel
a inibicdo pelo BE do que em células competentes respiratdrias
" ("grandes'"). Nos varios petites examinados foi constatado dife-
renga na seqUEn;ia do DNA mitocondrial quando comparados com o
DNA mitocondrial dos "grandes'. A resisténcia foi demonstrada
pela analise direta da inibicao da dfoga na replicagao do DNA
mitocondrial em mitbéondrias isoladas. Além disso, a resisten-
cia ao BE, em virios casos testados, & acompanhada pela resis-
tencia cruzada ao berenil e euflavina, embora sejam observadas
variagdes no nivel de resistencia. Os autores consideram que a
resisténcia geral dbé mutantes .petites aparece porque um produ
to da sintese de proteina mitocondrial estd normalmente envolvi
do facilitando a acdo inibitdria destas drogas na sintese do DNA
"mitocondrial em células ''grandes'". Os varios niveis de resistég
cia em petites pode ser modificado pela sequéncia particular do
DNA mitocondrial de cada petite.

Trabalhando com Dictyostelium discoideum, WRIGIT e col.

(1977), isolaram um mutante resistente ao BE, ebrAl,,que foi ma
peado no grupo de ligagdo IV, sendo o gene recessivo e sem re-

sisteéncia cruzada para acriflavina.

WISEMAN e ATTARDI (1978), demonstraram uma redugao no

DNA mitocondrial de célula humana, quando tratada com BE.
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YIELDING e col. (1979), trabalharam com andlogos de
etidio (monoazida e diazida) cdmo sondas fotosensitivas para a-
nalizar diretamente a reversao das interacoes "in vitro' do BE.
Estudos fisicos-quimicos indicam que a interacdo do analogo mo-
noazida com acidos nucléicos, antes da fotlise, assemelha-se a
interacdo do BE. A competigdo pélo BE para os sitios mutagéni-

cos da monoazida de etidio em Salmonella foi observado quando -

estas drogas foram usadas em combinagao. Contudo, extensivas in
vestigagOes, tém mostrado que esta aparente competigao foi o re
sultado dos efeitos toxicos do monoazida de etidio e o aumento
desta)toxidade'na presenga 'do BE. O aparente aumento na mutagé
nese, pelo BE causado pela fotdlise do azida de etidio pode su-
gerir um importante mecanismo geral para. os efeitos co-mutagéni
cos de drogas que se ligam ao DNA. Neste caso, ambos os agen-
tes sdo presumivelmente intercalados no DNA pelo mesmo mecanis
mo, mas somente um pode ser ligado covalentemente para produzir
mutacao. ’

PENA e col. (1980), realizaram experimentos para de-
terminar a relagao entre o0s diférentes estados de energizagdo
em células de - levedura e a entrada de BE, O estado de energiza
¢do da celula pode ser detectado por varios meios. Desta forma,
trés tipos de interagdo do BE com a célula pode ser detectado.

O primeiro € a ligag¢do na celula que ndo parece requerer ‘ener-
gia. A segunda interagdo € representéda pela entrada da droga
na célﬁla, que requer energia, e € acompanhada por um auﬁento
na fluorescencia do BE. A terceira interagdo pode ser semelhan-
te a entrada ou ligagao da droga no mitocondria, isto requer-es

pecificamente energizagao desta organela, e manifesta-se pela



-20

auséncia da fluérescéncié. Estes resultados sdo coerentes com a
hipotese de que a seletividade do ﬁE,pelo DNA mitocondrial pode
ser parcialmente explicada pela habilidade desta organela em
concentrar a droga. .

Trabalhando com algumas espécies de Myxobactérias de
frutas, GRIMM (1980} observou que estas apresentavam-se extrema
mente senéiveié a acriflavina, em contraste com outras bacte-
‘rias Gram-negativas. Isolou varios mutantes resistentes espon
taneos a acriflavina, sendo que a maioria destes apresentavam re-
sistencia cruzada tanto para proflavina como para o BE. Alguns
mutanfes resistentes para acriflavina, mas sem resisténcia cru-
zada para BE, adquifiram resisténcia cruzada para esta Ultima
droga como resultado de uma segunda mutacao. Contudo em alguns
mutantes a segunda mutagdo aumentou a resisténcia para acrifla
vina e aboliu parcialmente a resisténcia para BE. O mecanismo
de resisténcia ainda mio & conhecido. E possivel que mais de um
gene seja respongével pela resisténcia para acriflavina, e que
a sensibilidade para acriflavina da linhagem selvagem poderia in
~ dicar uma alta permeabilidade da membrana externa das Myxobac

térias comparadas com outras bactérias Gram-negativas.

TANIDA, IZAWA e HASEGAWA (1981), conseguiram atraves
de tratamento com BE, um mutante com grande habilidade para pro

duzir ansamitocina em uma linhagem de Nocardia sp.

* FLEMING, LEON e MIQUEL (1981), observaram que Dro-

sophila melanogaster, tratada com BE durante o desenvolvimento

ou durante a fase adulta, o consumo de 02 € menor. Os experimen

tos realizados indicaram que o BE, que produz mutantes respira-
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térios em leveduras, tem um efeito semelhante em D. melanogaster,

" induzindo baixa respira¢do na mitocOndria.

BAGLIONE e MARONEY (1981) observaram que a  ativacdo
de duas enzimas induzidas pelo interferon (proteina kinase e
2',5'-0ligo(A) polimerase) e inibida pelo BE. A ativagao destas
_ enziﬁas requer RNA de fita dupla (dsRNA), e a ligagdo dolBE no

dsRNA inibe o processo de ativagao.

FUKUNAGA e YIELDING (1981) trabalhando com Saccharomyces

cerevisiae observaram que os efeitos do BE na mitocdndria en-

volve muitos passos. Um passo inicial reversivel & acompanhado
pela ffixag'éo covalente tanto por meio da ativacio metabdolica como
fotolitica, Tanto o complexo reversivel como o irreversivel supde-
~-se que envolvam o DNA mitocpndrial e/ou ﬁembranasn&ﬂﬁwn&ﬁas.

0 Gltimo passo, entﬁé, envolve a"degraéégéo do DNA e uma presu-

mivel interrupcio da replicagdo do DNA.

MARAKHOVA e col. (1981), détermiharam a concentragao
intracelular de Na e K, e a taxa constante do influxo de Na, K
e Rb para a cultura de linhagens de células CHO-X, (ovario de
hamster chinés),'tanto sensiveis como resistentes ao BE. Os re-
sultados mostram que aparentementec a selecdo de celulas resisten
tes ao BE & acompanhada pela mudancga pleiothpica da membrana
celular, envolvendo tanto o transporte ativo como passivol de
citions. |

- Umn mutante de Kluyveromyces lactis resistente ao BE

foi estudado por BRUNNER e col. (1982) e encontraram, que o trans
porte da droga era reduzido. Como foi descrito para outros mu-

tantes destc espécie, as mudancgas de fluorescencia da droga, que
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era observada quando as celulas transportavam—ﬁa, nao foi obséz
vada na linhagem mutante. Simultaneamente a esta dificuldade pa-
Ta incorporar o mufagéﬁico, as celulas mostraram uma diminui-
¢ao na habilidade de incorporar cations monovalentes, quando com-
paradas com as linhagens selvagens; A alteragdo da linhagem mu
tante nio parece residir na capacidade de bombear prdtons para
fora, o que também indica nfo ter nenhuma alteracgdo no sistema
geral de conversao de energia. Este aspecto, segundo os auto-
res, & também corroborado pelo fato de que as taxas de <cresci-
mento sdo similares tanto nos mutantes como nas linhagens sel-
vagens. Tanto BE como K+ falham em estimular a
respiragdo das leveduras mutantes quando presentes no meio, se
comparadas com as linhagens selvagens. De acordo com as investi
gacoes realizadas, as c€lulas mutantes parecem'ser normais, ex-
céto pelo fato de que sao incapazes de transportar tanto BE co-
mo K' do meio. Os dados corroboram a hipdtese de que BE e K* po

-
dem ser transportados pelo mesmo sistema, em leveduras.

GOVORUNOV e col. (1982) estudaram a interagdo do  BE

com células de Escherichia coli. O envoltdrio de células intac

tas & impermeavel as moléculas de BE e a droga penetra em esfe
roplastos de E. coli. As propriedades do envelope celular de
barrar BE s3o rompidas. se as células forem tratadas com EDTA.

0 envoltdrio celular serve como barreira pafa a entrada de BE,
enquanto a membrana citoplasmatica de E. coli & permeEVei a

droga.
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3- MATERIAL E METODO

3.1~ Simbolos e fendtipos dos mutantes usados no presente

trabalho.
Simbolos Fendtipos
AcrA, resisténcia a acriflavina
EQEZO - re€quisito para adenina
biA, requisito para biotina
chah, conidios_chartreuse
EEEASOS Incapacidade de crescer em meio contendo ace
| tato como unica fonte de carbono.
g_a_l_Al Incapacidade de’crescer em meio contendo galac
tose como unica fonte de carbono.
1ysB. Tequisito para lisina
methG, requisito para metionina
nicBg Tequisito para ac. nicotinico
BEEEA(l,ﬁ) requisito para ac. p-aminoabenzdico
REQAl requisito para prolina
EXIEA4 requisite para piridoxina
riboB2 requisito para riboflavina
333 requisito para tiossulfato
suA,adE, supressor do mutante adE,,
YA, conidios amarelos
wA, conidios brancos (epistatico para y/y+)
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3.2~ Linhégens utilizadas

3,2.1- Linhagem MSE (Master Strain E) contendo marca-
dores genéticos em todos os oito grupos de ligagdo (McCULLY e

FORBES, 1965), apresentando a seguinte constituicgao:

'Grupb de Ligagao . Gene
T suAjadE, g, yA,. adB),
II WA,
J IIr . gala,
/ v ~ pyroa,
v : fachz43
VI ~ sBg
VII . " nicBg
' VIII | riboB,

3.2.2- Linhagem duplicada A, descrita por NGA e ROPER

(1968), que esta representada na figura 1:

. : proA; pabaAg YA,  + *
II - ——— - [ e T RSP & -
adE20 bioAl

Figura 1 - Marcadores geneticos na linhagem A. Os
grupos de ligacao I e II sao mostrados
pelas linhas cheias e interrompidas respec
tivamente. Os centrdmeros estdo repre-
sentados pelos circulos abertos.
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3.2.3~- Linhagem biA1 methGl, que apresenta os seguin

tes marcadores:

Grupo de Ligagao Gene
L bia,
IV methG

1

3.2.4- Linhagem AcrA, descrita por ROPER e KAFFER

1
(1957) que possui a seguinte constituigao:

Grupo de Ligacao .Gene
I suA adk, g, pabad;, YA, adfy,
II AcrAl
VI . lysB.
VIII chaA1

I3.36 Meios de cultura

4

3.3.1- Meio Minimo (MM)
Preparado de acordo com PONTECORVO e col. (1953)

NaNO3 ceireresarnessrsssnsssssnsaas 0,00g
MgSO4.7H20 ceseessssessanesnsenssss 0,528
KCl it iiennnsnsnsannnnansaesss 0,52¢
KH2P04 ceseesressaraessssassrenseees 1,52g8
FeSO4 teeteerescsnsesssansnssrssessse LTagos
ZnSO4 PP & of: TeX 1
DEeXtrOSE setuiesonnnossncsaosasessas 10g
Kgua destilada .vveveernsrerveassas 1000ml

o9

0 pH foi ajustado para 6,8 com NaCH 4 ou

HC1 1N.
Foi adicionado. 15g de agar quando se preparou
meio solido, '

-
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3.3.2~- Meio Completo (MC)

Preparado de acordo com PONTECORVO e co0l.(1953),
modificado segundo AZEVEDO e COSTA (1973).

Peptonad..civiisesnesenseasesas 2,00g
Caseina hidrolizada........... 1,50g
Extrato de leveduras.......... 0,50g

Solugao de vitaminas.....eess. 1,00ml

O pH foi ajustado para 6,8 com NaQH 4% ou HCI IN.

3.3,.3- Meio de Galactose

Galactose‘.........-l...l.lll..l..:10g
Meio minimo 1iquido sem dextrose.. 1000ml

Agar.'...l!I.llll.l..l.‘.ll.l..l.l 15g

3.3:4~ Méio de Acetato de Amonia (APIRION, 1962)

ACEtato de AmONiZe..esesvesnsnsnns 12g
NaClisuiweoneeissnnvnnnssnsnssansss 2,0g
MgSO4 7H20.2.....,................ 0,5g
KH2P04............................ 3,0g
FeSO4............................. tragos
ZnSO4..........................f.. tragos
Agar....oiiviiiiiiiiiiiiiaii.. 20g

Agua destilada. eeervrenseannsnss. 1000ml
0 pH foi ajustado para 6,1 com NaOH 4%.
3.3.5~- Meio minimo 1liquido mais 2% de meio completo

Foi adicionado 2% de mcio completo liquido ao meio mi

nimo liquido. A mistura foi distribuida em tubos (2,5ml em cada
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tubo) e a seguir os tubos com a mistura foram autoclavados e

mantidos no escuro.

3.4- Solugoes e reagentes

3.4.,1- Salina

Foi preparado uma solugao de NaCl 0,85% com agua des-
tilada. Foram colocados 9ml de solucao em frascos e os nmesmos
foram autoclavados ¢ mantidos a temperatura ambiente.

/

3.4.2- Solugao de '"Tween"

Foi adicionado "tween" 80 a agua destilada em uma con
centragao de 0,1%(v/v). Foram colocados 2,5ml de solugao em tu-
bos e estes . foram em seguida autoclavados e mantidos a tempera-

tura ambiente. | o
3.4,3- Solugdo de Brometo de Etidio (BE)
Brometo de Etidio ....veeeveeese 230mg
Agua destilada esterilizada ......... 23ml

3.4.4- Solugao de Benlate

Benlate L I L B BN R O IR B A B B D BN R I N ) 400mg
Kgua destilada esterilizada ........ 90ml

Acetona F & 4 & & % 8 80 4 &S a8 0 e E e A 0 10m1
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3.4.5- Solugiohde Cloroneb

CLOTONED 4ruesnerncenneansaneanss 50mg

Agua destilada esterilizada ......... 25ml

3.4.6~ Solugao de acriflavina

Acriflavina ...eeveiivsninsneese. 20mg

Agua destilada esterilizada ......... 100ml

3.4.7— Solugao de Riboflavina

RiboflaVina L R A AN L N R A I I B R O I R | Zoomg

Kgua destilada esterilizada ......... 50ml

Todas as solugoOes foram conservadas a 4°C.

3.5- Esterilizagao, inoculagido e incubacgao

Os meios de cultura foram esterilizados em autoclave
a pressao de 1 atmosfera durante 15 minutos e mantidos a tempe-
ratura ambiente, no escuro.. |

Durante os varios experimentos as linhagens estudadas
foram inoculadas bor dois processos bdsicos: semeadura e por pon
to.

O primeiro consiste em espalhar, com auxilio de uma
alga de Drigalski, 0,1ml de suspensao de conidios ou ascosporos
em placas de Petri contendo meio de cultura, e o segundo consis

te da inoculagdo em pontos especificos, em placas de Petri con-
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fendo meio de cultura, com auxilio de um fio de niquel-cromo ou
de um replicador com 26 fios de niquel-cromo de comprimento uni-
forme (AZEVEDO e col., 1976).

| A temperatura de incubacgaoc das linhagens utilizadas

foi de 37°C em todos os experimentos.

3.6- Purificagdo das linhagens

A purificacgdo das linhagens teve por finalidade a
obtengao de colonias isoladas. Estas colonias foram obtidas por
estrias, feitas em meio s6lido apropriado, com o auxilio de uma
alga de niquel-cromo contendo os conidios da linhagem a ser pu-

rificada.

3.7« Obtengdo de mutantes’

3,7.1- Curva de sobrevivencia ao Brometo de Etidio
' (BE)

Foram preparadas placas de Petri contendo MC adi
cionado de 0,2,5,7,10 e 15 pg de BE/ml de meio para a linhagen
biA, methG, e Opg, lpg, 7png, .10pg‘e 15pg de BE/ml de meio para linhagem
A, as quais fo%am semeadas com 0,1ml de uma solugiao de conidios
de aproximadamente 10° conidios/ml.

As placas foram incubadas por 72 horas apos o

que o nimero de coldnias por placa foi contado.

3.7.2- Obtengao espontanea de mutante resisten-
tes ao BE

Conidios de coldnias com 6 a 7 dias de incubagao foram
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transferidos, com auxilio de uma alga de anuei-cromo, para tu-
bos de ensaio contendo 2,5ml ée solucdao de Tween. A Suspensao
foi agitada vigorosamente para desagregar as cadeias de conidios
e, o numero de conidios por ml foi estimado com auxilio de um
hematimetro.

Apos diluigdes apropfiadas em solugdo salina, inocu-
lou-se por semeadura 0,1ml desta suspensdao (aproximadamente 106
conidios/ml) em placas de Meio Completo (MC) contendo Brometo de
Etidio (BE). Estas placas foram preparadas acrescentando-se ao
MC quantidades variidveis de solugdo de BE (solugdo estoque diluida
1:10), de modo a atingir concentragdes finais que variaram de
2 a 15 pg de BE/m1 de MC.
' Foram utilizados 4 a 5 repetigoes para cada tratamen
to e, apdos 48 hs de incubagdo, procedeu-se a cbntagem das colo-
nias. Considerando o nimero de coldnias, as diluigdes feitas e
o volume sémeado, estimou-se o nimero de conidios viaveis - por
ml da suspensao original. A porcentagem(he conidios sobreviven-
tes fol calculada para os diferentes tratamentos sempre em com-
paragio com o contrdle (MC sem BE), considerado como 100% de so
brevivencia.

As colonias sobreviventes na concentracgido de 7 e 10 pg
de BE/ml de MC, foram isoladas, purificadas e estocadas em tu-

bos com MC inclinado, 3 4°cC.

3.7.3- Mutantes induzidos pelo agente mutagénico luz

ultravioleta

Conidios de coldnias com 6 a 7 dias de incubagio foram
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transferidos, com auxilio de uma alca de niquel-cromo, para tu-
~bos deensaio cbntend§ 2,5ml de soiugao de Tween. O nimero de co-
nidios por ml foi estimado com o auxilio de um hematimetro e a-
justado para cerca dei106 conidios/ml.

A seguir a suspensao de conidios obtida foi  diluida
a 1:10 em solugao de salina e os 10ml obtidoé foram  transferi-
dos para uma placa de Petri vazia e esterilizada. A lampada uti-
lizada foi a da marca MINERALIGHT UVSL-25 com intensidade 300pw/
cmz/s, onda curta, a cerca de 20cm de distancia da suspensdo de
conidios. Amostras de 0,1lml foram retiradas nos tempos 0,1,2,4-é
5 . minutos e diluidas em solugao salina. Foi semeado 0,1ml da
-suspensao de conidios irradiados em placas com MC para determi-
nar a porcentagem de conidios sobreviventes. Determinade o 'tem-
po de irradiagao péra a obtencdo de 5% de sobrevivéncia, ' teve
inicio o tratamento com o agente mutagénico.

A suspensso de conidios Eom uma concentragao . aproXxi-
mada de 10° conidios, foi irradiada pelo tempo determinado e a
seguir.foi semeado 0,1ml desta‘suspénséo em placas de Petri con-
tehdo MC+BE (5,7 e 10 pg/ml), sendo incubadas por 48-72hs.
' As colonias isoladas foram transferidas uma auma com
fio de niquel-CIOmo, para placas contendo MC+BE (5,7 e 10 pg/ml).
Foram incubadas por 48hs. As colonias que cresceram foram isola-
das em placas contendo MC e, a seguir, estocadas em tubos con--
tendo MC, 3 4°C.

Paralelamente foi feito um contrale,' para estimar-se
a viabilidade dos conidios, fazendo-se diluigoes de maneiras a
conseguir uma concentracgao aprex.imada de 103 conidios. Foi se-

meado entao, 0,lml desta suspensao em placas de Petri contendo
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MC, sendo incubadas por 48-72hs. Considerando o nimero de colo-
nias, as diluigoes feitas e o volume semeado, estimou-se o nﬁmg_

- - . - - — - -
ro de conidios viaveis por ml da suspensao original.

3.8- Curva dose-resposta

0 efeito do BE sobre linhagens sensiveis e rTesisten-
tes, foi determinado pela medida do didmetro das coldnias. Coni
dios foram inoculados em pontos equidistantes (4 a 8 pontos) em
placés de Petri contendo MC mais BE em diferentes concentragoes
(5 a 25 pg/mlj.A placa controle ndo foi adicionado BE,  Foram
feitas 3 a 4 repetigoes para cada tratamento e 0s &iﬁmetros das
colonias foram determinados apds 48hs de incubacao.

A média dos diimetros obtidos para cada concentracdo
foi expressa em porcentagem do valor (médiq) obtido péra cada
linhagem no meio.completo, sem o inibidor. |

Através das curvas dose-resposta calculou-se o 'pontq
de reducdo-de 50% de créscimento das colonias em relagdo ao con

trole (RCSO).

3.9~ Técnicas de analise genética

3.9.1- Obtengdo de heterocario

Para obtengidc de heterocarios utilizou-se o metodo

descrito por PONTECORVO e col.(1553). A tecnica consiste em co-
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locar conidios de duas linhagens requerendo diferentes fétares
de crescimento, em 2,5ml-de MM maislz% de MC, preparado como des
‘crito no Item 3.3.5. O MC permite um pequeno desenvolvimento dos
conidios possibilitando a anastomose das hifas, o que resulta na
inclusao de dois nucleos geneticamente diferentes em um citoplas
ma comum. A suspensao foi incubada durante 4-6 dias apos o qual
a massa micelial formada na superficie do meio de cultura foi
removida, recortada em 4 pedagos, transferida para placas com

-MM.
3.9.2- Isolamento de dipldides

Os diploides heterozigotos foram obtidos usando-se a
técnica de ROPER (1952). Com o auxilio de uma alga de niquel-
-cromo, 0s confdios das regiSés tipiéamente heterocaridticas fo
ram transferidos para tubos de ensaio contendo solugdo de Tween
(aproximadamente,106.c0nidios/m1).'Para obtengio de colonias iso-
ladas, semeou-se 0,1ml desta suspensao em placas de Petri conten
do MM. Os conidios haploides ni3o se desenvolvem neste meio, en
tretanto, com a fusdo de nucleos haploides sdo formados nucleos
diploides heferozigotos que origiﬁam os conidios dipldides capa
zes de crescer em MM. Estes diploides aléem de crescerem em MM,
apresentam o diametro dos conidios ligeiramente maior que os dos
conidios haploides que lhes deram origem, auxiliando sua carac-
terizagdo. A medida dos conidios foi obtida através de um mi-
croscopio equipado com uma ocular micromeétrica, tendo-se como
critério medir somente cadeias com 5 conidios. Para preservar as

cadeias de conidios, as laminas foram preparadas com lisoli di-
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luido (1:10). O resultaao obtido para cada diploide foi sempré
cémparado com o das linhagens hapiﬁides originais.

As co%?nias diploides isoladas foram purificadas enm
MM e estocadas em MM inclinado, a 4°C,

Por convencdo os componentes de um niucleo  dipldide
foram separados pelo sinal //a

3.9.3- Analise mitotica

N A anilise mitotica foi feita através do ciclo paras-
sexdal. Este ciclo constitui uma alternativa do sexo, pois po-
‘de ocorrer recombinagdao genética sem necessidade de um proces-
so sexual com meiose (PONTECORVO e ROPER, 1952},

Os dipléides obtidos conforme descrito no item ante-
rior, foram haploidizados. Isto se processa através de aneu-
ploidia, coﬁ sucessivas perdas de cromossomos, até que o esta-
gio hapléide estivel seja atingido (KAFFER, 1960).

| Deste modo, os marcadores geneticos de um mesmo gru-
po de ligacdo segregam como uma unidade e, os genes mutantes
em estudo poéerﬁo ser relacionadoé com o grupo de ligagdao par-
ticular, desde que se utilize no cruzamento uma linhagem com
marcadores nos oito grupos de 1ligagiao.
| Para induzir a haploidizagdo dos dipldides utilizou-
-se Benlate (HASTIE, 1970) na concentragdo de 1,5 pg/ml de MC
e, cloroneb (AZEVEDO e col., 1977) na concentragdo de 10 e 16
pg/ml de MC.

Os conidios dipldides foram inoculados em 4 pontos
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equidistantes em placas contendo MC e o agente haploidizante.
Apos 7 dias de incubagdo os sectores haplcoides produzidos foram
purificados por estrias em MC.

| Estes segfegantes hapldoides (segregantes mitdticos)
foram inoculados um a um em 26 pontos prefixados na disposicao
5x5+1(AZEVEDO e Qol., 1976) em placa contendo MC. Apds 3 dias
de incubagdo, esta placa serviu como mestra e, foi replicada
em placas de analise usando-se um replicador contendo 26 fios
de niquel-cromo.

Cada placa de analise continha MC ou MM suplementado
com todos os requisitos nutricionais de ambas as linhagens en-
volvidas no cfuzamento, ou MM suplementado com todos os requi-
sitos exceto aquele sob anélise e MC mais BE (5, 7, 10 e 15ug/
/ml), de acordo com o RCSO-de qada linhagem testada (item 3.8).
Utilizou-se também placas confendo meio de galactose e meio de
acetato de amonia, sendo ambos suplementados com todos os re-
quisitos nutricionais. ’

As leituras das placas de analise foram feitas apos
24, 48 e 72hs de incubagao, levéndo—se em conta o creScimento

ou nao das colonias.

3.9.4- Analise meidtica

A analise mejiotica foi efetuada de acordo com a téc-
nica descrita por PONTECORVO e col. (1953). Os heterocarios ob
tidos dos diversos cruzamentos foram transferidos para placas

com MM que sao vedadas com fitas adesivas, e apds 7-10 dias de



36

incubagdo, os cleistotécios estdao formados e maduros. Apds este
periodo, os maiores cleistotécios (BARACHO e col., 1970) foram
isolados, retirados sob lupa e rolados em placas contendo meio
minimo, para retirar os conidios aderentes e celulas de Hulle.
Cada cleistotécio isolado, foi entdo transferido para tubos de
.ensaio, contendo solucao de Tween, onde foi esmagado contra as
paredes do tuBo. Com a mesma pipeta utilizada para 0 esmagamen
to, as paredes do tubo foram lavadas, suspendendo desse modo
os ascosporos na solugdo de Tween. De cada suspensio semeou-se
0,1m1 em placas de MC, e a suspensao restante foi conservada
em réfrigeradpr. As placas foram incubadas por 72hs, apds o que
foi possivel verificar se os cleistotécios eram hibridos ou
nao.

Para cada cruzamento, um cleistotécio hibrido foi es
‘colhido e, 0s ascdsporos semeados em placas contendo MC.

Apds 3 a 4 dias foi feita a contagem das coiapias de
acordo com seus fendtipos para coloragio. Placas mestras fo-
ram preparadas com essas colBnias na disposigdao 5x5+1, e apos
3°dias de incubacdo, estas foram replicadas com o Treplicador
‘de 26 fios para as placas com MM suplementado com os diferen-
tes requisitos nutricionais e placas com MM mais BE (5 & 1S pg/
/mi) de acérdo com o RC50 de cada linhagem testada ( item 3.8).

Apds 24, 48 e 72hs de incubagdo, fez-se a leitura das
.mesmas, anotando-se as coldnias que cresceram e as que nao cres
ceran,‘caracterizando-se entiao, 0s segregantes para resistencia.

Atraves do nimero de coldnias recombihantes, pode-se

calcular o valor de ligagao entre dois loci e o desvio padrao
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correspondente, aplicando-se as formulas:

C= R x 100
T

onde: C= valor de ligagao; R= numero de coldnias recombinan

tes e T= numero de colonias analisadas.
5= \jE(l-E) x 100
N

onde: s= desvio padrac; p= freqliéncia de recombinantes e
N= nimero total de acosporos analisados.

Calculando-se o XZ pode~-se verificar tambem se os a-
lelos envolvidos no cruzamento segregam na proporgao 1:1.
Para isso usou-se a seguinte férmula:

x’= £ (fo-fe)?

fe

onde: fo= freqliencia observada e fe= freqléncia esperada.

3.10- Interagao alelica

A expressao &as mutagdes para fesist%ncia nos diploi
des foi determinada utilizando dipiaides heterozigotos entre
cada linhagem resistente e a MSE. Curvas de dose-resposta fo-
ram feitas, em todos os experimentos, para o dipldoide e  para
as linhagens haploides resistentes e sensiveis que os origina

ram.
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3.11- Resisténcia cruzada

Foi testado também o efeito de Acriflavina, so-
bre as linhagens sensiveis e resistentes, sendo elaborado entio,
uma curva dose-resposta (Iitem 3.8.). As concentragoes de Acrifla

vina usadas foram de 5 ug a 300 pg/mil de MC.

3.12- Efeitos de Riboflavina

Os efeitos de Riboflavina foram estimados pela
adigao de 10, 20, 100 e 200 pg/ml desta droga em MC contendo di-
ferentes concentracdoes de BE (5, 10 e 15 pg/ml) ou  Acriflavina

(5, 10 e 20 pg/ml).

A estimativa da dose-resposta e efeitos da Ribo
flavina foram feitos em triplicata e a leitura foi feita ap0s

48hs de incubacgdo a 37¢%C.

3.13- Teste de Alelismo

0 teste de alelismo tem por finalidade verifi-
car se mutdagOes mapeadas no mesmo grupo de ligacdo sdo alélicas
ou ndo. A técnica consiste em cruzar linhagens (duas a duas) que -
apresentam mutagoes no mMesmo grupo de ligagdo. A andlise dos as—-
cosporos provenientes de cleistotécios hibridos obtidos conforme
descrito no Item 2.9.4. fornece evidéncias da posigao relativa
dos diferentes mutantes. As concentracgoes usadas neste teste va-

riam de 5 pg a 20 pg/ml de MC,-de acordo com os valores do ‘RCSO
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de- cada linhagem testada (Item 3.8). Foram testados 208 ascdspo-

.Tos provenientes de um cleistotécio hibrido.
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4- RESULTADOS

4,.1- Obtengao de mutantes

4.1.1- Obtenc¢do espontdnea de mutantes resistentes ao

Brometo de Etidio (BE)

Pela curva de sobrevivencia (Figura 2 e Tabelas 1l e 2) -
foi determinado que as concentragoes de 7 e 10 pg de BE/ml de
MC seriam usadas para o isolamento dos mutantes. Estas concentra
goes mostraram ser bastante efetivas na inibigao &o crescimento
dos conidios das duas linhagens.

Conidios da 1inhagem-A for?m semeados em placas de
Petri contendo_estas concentrﬁéﬁes de BE, conforme descrito no
item 3.7.1.. Conseguiu-se isolar uma coldnia capaz de crescer na
concentragao de 10 g de BE/ml de MC, e; este mutante resisten
te recebeu a denominagéo de EEQAl.

0 mesmo procedimento foi feito para a 1linhagem bi A4
methG,, com 7 repetigSes e foram isoladas 7 coldonias que cresce
ram nas concentragoes de 7 e 10 ug de BE/ml de MC, sendo que 6
cresceram na concentragao de 7 pg e 1 na concentragdo de 10 pg.

Ao serem retestadas apenas 2 dessas coldnias continua
‘ram a apresentar resisténcia ao BE. A frequéncia com que os mu
tantes foram obtidos foi de 1 em 4,3x10% conidios.

Estes mutantes foram designados pela letra mailscula
E acompanhada de dpis numeros: o primeiro indica a ordem e, . o

segundo, indica a concentragdo na qual o mutante foi isolado (Ta-
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bela 4).

4,1.2- Obtencao induzida de mutantes resistentes ao BE

4.1.2.1- Curva de sobrevivéncia a luz ultra-

violeta (UV).

Em virtude do tratamento dos conidios a doses cres-

centes de 1luz ultravioleta, foi possivel a construgao de cur-

vas de sobrevivencia para a linhagem biA, methG,.

A Tabela 3 mostra a média de conidios viaveis por pla
ca, as dilui¢bes usadas, o nimero de conidios viaveis por ml e
‘a porcentagem de sobrevivéncia,

Pela curva de sobrevivéncia a UV foi determinado o
tempo de 5 minﬁtos de exposigﬁo que Eorresponde a4 porcentagem
de sobrevivéncia dos conidios entre 1 e 5%. Com este resultado
foi iniciado o tratamento conforme descrito no item 2.7.2.

Foram feitas 7 repetigoes e conseguiu-se isolar 16
colonias que cresceram nas concentragdes de 7 ¢ 10 yg de BE/ml
de MC. Destas, 11 colonias foram isoladas na concentragao de
10 pg e 5 na-concentragéo de 7 pg;

Ao serem retestadas, apenas 9 destas coldnias conti-
nuaram a apreseniar resisténcia ao BE (3 isoladas em 7 pg e, 6
emn 10 pg). A frequencia de mutantes obtida foi de l'en12,3x105
conidios. '

Estes mutantes foram designados pela letra R segui-

da de dois niimeros, como descrito para os mutantes espontaueos

no item 4.1.1 (Tabela 4).
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Tab.l: NUMERO E PORCENTAGENS RELATIVAS DE CONIDIOS SOBRE-

VIVENTES DA LINHAGEM A, EM CONCENTRAECES CRESCEN-
TES DE BE. '

CONCENTRAGAO { X DE COLONIAS { PORCENTAGEM
pesmi . |POR PLACA  |RELATIVA DE
- | sOBREVIVENCIA

0 137 100
1 Y 50
7 a7 34
10 o 0
15 0 0

-

Tab.2: NUMERO E PORCENTAGENS RELATIVAS DE CONIDIOS
SOBREVIVENTES DA LINHAGEM bl Aj; methGy, EM
CONCENTRAGCOES CRESCENTE DE BE., .

CONGENTRAGXO|X DE COLONIAS |PORCENTAGEM

po/mi POR PLAGCA RELATIVA DE
: SOBREVIVENCIA

° 66 : 100
2 60 o)
L] 2 3
7 0 0

10 O 0
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Fig. 2: CURVA DE SOBREVIVENCIA AO BE
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Tab.3; NUMEROS E PORCENTAGENS RELATIVAS DE CONfDIOS SOBREVIVENTES

A methG; DE A.nidulans.

A0 TRATAMENTO COM UV DA LINHAGEM bi

TEMPO DE pILuIgSEs X DE coLl- CONIDIOS % RELATIVA DE
{ RRADIAGAD ' ‘ NIAS/PLACA VIAVEIS SOBREVIVENCIA
(minutos) (mi) ‘

0 o> 5 2,5 x10° 100

[ o 3 35 1,75 x 10> 70

2 1o 3 24,3 L2t x10° ag.4

3 T 86,3 8,63 x 107 34,52

a o~ 2 16,3 63 x to? 6, 52

| 3
5 1o 87,5 8,75 x 10 3,5

Tab.4: MUTANTES RESISTENTES AO BE. A TABELA APRESENTA MUTANTES

ISOLADOS DE CONIDIOS IRRADIADOS (R} € NAO [IRRADIADOS (E).
O PRIMEIRO NUMERO QUE ACOMPANMA A LETRA INDICA A ORDEM

E O SEGUNDO INDICA A CONCENTRAGAO NA QUAL 0OS MUTANTES
FORAM ISOLADOS. O MUTANTE RESISTENTE DA LINMHAGEM A RE

CEBEU A DENOMINAGAO DE EbA,.

MUTANTES RESISTENTES
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4.2~ Resistencia cruzada a Acriflavina

Para se testar a existeéncia ou nao de resisténcia cru
zada a acriflavina, elaborou-se curyas de dose-resposta, obtidas
‘como descrito no item 3.8.

Com os dados de 48hs de incubagdo foram construidaé
curvas de porcentagem de inibigao de crescimento das linhagens
em relagdo ao controle (Figuras 3 a 7) e, pelas curvas calculou-
~se a redugao em 50% de crescimento das colonias em relagao ao
controle (RCSO) para cada um dos mutantes (Tabela 5).

Os resultados mostram que todas as linhagens mutantes

isoladas apresentam resistencia cruzada a esta droga.

4, 3- Interagao aléelica

Para o estudo da interagd@o alélica utilizou-se curvas
de dose-resposta obtidas como descrito no Item 3.8.

O0s dados da curva se referem a média de trés repeti—
goes para qadé concgntragﬁo. 0 tempo de incubagao foi de 48 ¢ 72
hs.

Com os dados de 48hs de incubacido foram construidas
curvas de porcentagem de inibigao das linhagens em relagao ao con
trole, que se encontram nas Figuras 8 a 12.

Através da curvas dose-resposta calculou—seoRC50 pa-.
ra cada um dos mutantes., Estes resultados sao mostrados na Tabe-
la 5.

Comparando-se as diferentes curvas pode ser estabele-
cido se a mutacdo € doﬁinante, recessiva ou semi-dominante.

Os resultados obtidos nas Figuras e nas Tabelas mos-
tram que a maioria das mutagoes sao semi-dominantes ao BE com
e Rl

excegao dos mutantes R - que mostram Ser recessivos

7-10 8-10"



46

e, Rg_;(p+ dominante.
Quanto a interagdo alelica estudada em Acriflavina,
‘0s resultados obtidos mostram que algumas mutacdes s&o semi-do

minantes (EEEAI’ R1—10’ R2—10’ R5-10), outras sao dominantes

(Ry_; e R,_,) e outras recessivas (Ez_ -, E4_qs Rz 2. Ry_qgs -

R e R

§-10 9-107 *

4,4- Analise mitética

A localizagao do gene em seu grupo de ligagdo foi
feita atraveés do estudo dos segregantes haploides obtidos de
diploides heterozigotos, entre o mutante e a linhagem MSE, con
forme descrito no Item 3.9.3.

O.gehe responsavel pela resisténcia foi 1localizado,
na maioria dos mutantes analisados, no grupo de ligacdo II, com

excegao dos mutantes R;_10° Rg-10 © Rg-10-

Os resultados das analises mitdticas se encontram nas

Tabelas 6 a 17.

4,5- Analise meiotica

O mapeamento dos loci que conferem resisteéncia ao BE
foi estabelecido atraves da analise meidtica como descrito no

item 3.9.4.



Fig. 3 PORCENTAGEM DE CRESCIMENTO DAS LINHAGENS SENSIVElS, 47
RESISTENTES E DIPLOIDES EM RELACAO AO CONTROLE, EM
CONCENTRAGOES CRESCENTES DE ACRIFLAVINA.
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Fig.4 PORCENTAGEM DE CRESCIMENTO DAS LINHAGENS SENSIVEIS, 48
RESISTENTES E DIPLOIDES EM RELAGAO AO CONTROLE, EM
"CONCENTRAGOES CRESCENTES DE ACRIFLAVINA.
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Fig.5 PORCENTAGEM DE CRESCIMENTO DAS LINHAGENS SENSIVEIS, 49
RESISTENTES E DIPLOIDES EM RELAGAO AO CONTROLE, EM
CONCENTRAGOES CRESCENTES DE ACRIFLAVINA.
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PORCENTAGEM DE CRESCIMENTO DAS LINHAGENS SENSIVEIS, 50
RESISTENTES E DIPLOIDES EM RELAGAO AO CONTROLE, EM
CONCENTRAGOES  CRESCENTES DE ACRIFLAVINA.
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"Fig. 7 PORCENTAGEM DE CRESCIMENTO DAS LINHAGENS SENSIVEIS,
RESISTENTES E DlPLdIDES EM RELAGAG AO CONTR(?)LE. EM
CONCENTRAGOES CRESCENTES DE ACRIFLAVINA.
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Fig-8 PORCENTAGEM DE CRESCIMENTO DAS LINHAGENS SENSIVEIS, 52
' RESISTENTES E DIPLOIDES EM RELAGAO AO CONTRGLE, EM
'CONCENTRAGOES -CRESCENTES DE BROMETO DE ETIDIO.
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RESISTENTES E DIPLOIDES EM RELAGAO AO CONTROLE, EM
CONCENTRAGOES CRESCENTES DE BROMETO DE ETIDIO.

¥

LINHAGENS
—— ~—— SENSIVEIS O MSE
————— DIPLOIDES *+ Bi Met
——————— RESISTENTES (¢) BL Met#MSE
' O Rr-t0
©@ R7-10/MSE
“ Rs-10
© Re-IO/MSE
0 Rs-IO
@ Re -lO#MSE
o .
B \/
L
T
\\\\ .
\\\©
TN
\ §
~ ~
J@-__ >
. N
'-.,___\\
— -‘-\-.
LY =>=00

1

2

BROMETO

-
-
-

OE ETIDIO (ug/ml de MC)



A0 CONTROLE

EM RELA ¢RO

DE CRESCIMENTO

%

Fig- Il PORCENTAGEM DE CRESCIMENTO DAS LINHAGENS SENSIIVEls 55
RESISTENTES E DIPLOIDES EM RELAQAO AQ CONTROLE EM
CONCENTRACOES CRESCENTES DE BROMETO DE ETIDIO
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Fig-12 PORCENTAGEM DE CRESCIMENTO DAS LINHAGENS SENSIVEIS; 56
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Tab.5: CONCENTRAGAO EM QUE OCORRE REDUGAO DE %
CRESCIMENTO DE 50% (RCs0) EM RELAGAO A0
CONTROLE, EM LINHAGENS SENSIVEIS, MUTAN-
TES E DIPLCIDES DE. A. NIDULANS

‘ RCgo- concentracdo JRCyp-concentragdo em
LINHAGENS
jem ug de EB/mi de MC g de Acniflavina/mldeMC
MS E ' 3,8% 3,3%
Bio Met 4,3% 3,3 %
Bio Met# MSE 4,2% 3,47
Ri-10 >25 >30
Ri-10#/MSE 14,8 10,2
R2-10 > 25 >30
R2-10#/MSE 15,8 8,6
" Rg-10 > 25 >30
Rs-10 # MSE 13,5 |1 4,2
| Ez.7 >25 >30
Ez .7 /MSE 17,8 4.4
Eq-7 > 25 30 .
E4-7/MSE 15,5 4,8
Rz-7 > 25 | 2,7
Rz -7 /MSE 12,3 4,2
Etb) > 25 >30
Eib; #/MSE 13,5 i 0,8
Ri-7 >25 >30
Ry-7 # MSE 10,8 >30
‘Ro-7 22,5 >30
Ro-7/NMSE 14,6 >30
R7-10 1 5,0 >20
R7-10#/MSE 4,3 4,3
_Rs-10 >15,0 >20
. Rg-10#/MSE 4,1 4,5
R®-1Q - *.8 7.6
Rg-loﬁlMSE 5,5 3,4

% - MEDIA DE 3 EXPERIMENTOS
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Os resultados das analises meiéticés estao na Tabela
18, e os resultados dos festes de XZ,qUeindicam o tipo de segre-
gagao, estao na Tabela 19.

Com relagdo ao mutante Rg_1g ndo foi possivel se de-

terminar o tipo de segregacio.

4,6- Teste de alelismo

Para verificar se os genes que conferem resistencia
ao BE, mapeados no grupo de ligacido II, eram ou nio alélicos ao

genelAcrA mapeado por ROPER E KAFFER (1857), algumas linhagens

1 L)
mutantes resistentes ao BE foram cruzadas com a linhagem resis-

tente AcrA,, como descrito no item 3.13.

Uma linhagem representativa de cada grupo, onde as.dis
tancias do marcador para resisténcia ao gene wA; sdao  semelhan-

tes, foi escolhida péra o teste.

Calculou-se entdo o valor de recombinacio levardo-se
em conta também os duplos resistentes, pois estes devem apare--

cer na mesma propor¢do que os sensiveis (Tabela 20).

O teste de alelismo para a linhagem R, ;4 foi feito
com a finalidade de mapear o gene responsavel pela resisténcia.
Para tanto foram efetuados dois cruzamentos: um com o marcador
éEEAl e outro com © marcador EEQAl. 0s resultados mostram que a

mutagdo R, ;4 & alélica de AcrA, e estd & uma distdncia de 6,8~ 1,75

1
u.r. do gene EtbA1 (Tabela 20).
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4.7- Efeitos da riboflavina

Os efeitos da riboflavina foram estimados proceden-
do-se comoc o descrito no Item 3.14. Os resultados estao na Ta-
bela 21,

Observando-se esta tabela pode-se notar que a Tribo-
flavina tem um efeito antagdnico em relagido 3 toxidez do  BE,
mesmo em linhagens - portadoras do gene para a resisténcia.

Pode-se observar que aumentando-se a concentragao de
riboflavina, aumenta a résistencia de todas as linhagens testa
das 3 concentracgdes inibitdrias de BE.

Resultados semelhantes nao foram observados para a-

criflavina.
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Tob.6: ANALISE MITSTICA DO MUTANTE Etbi

GRUPO  DE - SEGREéANTES
LIGAGAO DO | MARCADORES .
MARCADOR ‘ RESISTENTES{ SENSIVEIS

prot 21 |9

I | pro— 5 T
pabat | 21 19
I paba— 5 T .

pi ¥ 26 26

T bl 0. 0
w+ 26 0

]I w~ 0 26
ad+ 26 26

“ o ad~ ) ) -

. ' , gal t+ 24 18
_ m gal™ 2 8
“ pyrot 26 26
A pyro— 0
tact 26 26

, X tac— 0 0
| st 24 19
pea | s~ 2 7
nict 24 15

prats hic— 2 RN
rivot 24 | 4

K ML ribo~ 2 12 )
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Tob.7- ANALISE MITGTICA DO MUTANTE Ri-to

GRUPO 'DE SEGREGANTES
LIGACAO DO [MARCADORES -
MARCADOR , RESISTENTES] SENSIVEIS
pt T (2 3
bi 0 0
wt 12 2
Ir
w 0 |
gc::l+ 3 |
1L -
gal ™ 9 2
pyro"‘ 10 I
AAYAS
pyro— 2 2 -
' meth™ 6 |
| meth™ s 6 2
_- fac t 5 2
A ,
fac— 7 |
st 12 3
VT
s~ 0 0
nict 10 |
hic ™ 2 2
. ribot (| 3
ribo~— | 0




Tab.8 - ANALISE MITOTICA DO MUTANTE R2-10

GRUP(?_' DE SEGREGANTES
"LIGAGAO DO MARCADORES -
MARC ADOR IRESISTENTES| SENSIVEIS
bi t 4 I
I
. bi =~ 4 7
1T w t 8 o
: w 0 8
gal t 2 3
1T — _
gal 6 5
Dyf0+ 3 7
pyro— 5 |
meth t 4q 4
I7 A
meth™ 4 4
- fac T 6 4
YA
fac — 2 4
st { 2
VT -
8 7 6
nic T 7 7
- MIT - —
hic | )
rlbo"‘ : 4 3
ribo— 4 5
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fab.9 - ANALISE MITGTICA DO MUTANTE Rs-io

GRUPOH D_E SEGREGANTES
LIGACAO DO {MARCADORES )
MARCADOR ‘ RESISTENTES| SENSIVEIS
bi + 9 3
T :
bi — 0 o
w + 9 0
I
w o 0 3
gal + [ 2
T _
gal 8 I
pyro+ 3 0
AYAS
pyro— 6 3
| meth + 6 3
NAYA — .
meth 3 0
fac + q 2
AYA
fac — 5 {
st 9 3
s 0 0
nict 6 i
| l nic™ 3 2
ribo T 5 2
Sl ribo™ 4 |
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tab.1o- ANALISE MITOTICA DO MUTANTE R7-10

GRUPO DE SEGREGANTES
, o
LIGACAO DO |MARCADORES )
MARCADOR RESISTENTES| SENSIVEIS
p1 *+ 0 9
I —
: bi 3 6]
wt I 5
I _
‘ w 2 4
gal + 3 I
L _
gal 0 8
pyro + 0 3
NAYA .
pyro — 3 6
- meth + ! 2
i AYA ——
: meth 2 7
' tac + | 6
YA
fac— 2 3
s + 3 )
s = 0 o]
niet 3 6
m hic — (o] 3
riboT 3 5
MIIT —
ribo (4] 4
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Tab.ll - ANALISE MITOTICA DO MUTANTE Rs-io

GRUF’(')J DE SEGREGANTES
LIGACAO DO | MARCADORES ,
MARCADOR RESISTENTES| SENSIVEIS
bi t 2 6
,I .
. bi ™ 7 |
w T 3 3
I
. w 6 4
gal + 4 4
111 —
- gal 5 3
pyrot 2 4
IAVA |
pyro — 7 3
' metht 2 4
- I ‘
. meth — 7 3
B fact 5 0
YA
fac — 4 7
: s + 9 7
AVZN —
s o] (0]
hict s 2
nic — 4q 5
ribo Tt 9 2
ribo ™ 0 5
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Tab.iz- ANALISE MITOTICA DO MUTANTE Rs-lo

'GRUPO  DE SEGREGANTES
LIGAGRO DO |MARCADORES )
MARCADOR RESIS:TENTES SENSIVEIS
bi ¥ 2 ¥:)
‘ bi 0 o)
w t | o)
I
' w - |- 9
galt | i0
I _
gal | 9
n pyro"" 7 l 18]
pyro— ! ¥-) -
meth+ 2 18
NAYA _
' meth 0 i
' fac t | 10
VA _
fac— I 9
s+ 2 19
s~ 0 0
nict [ 10
ATALS nic ™ | 9
ribo + | 10
ribo — | 5




tab. 13- ANALISE MITOTICA DO MUTANTE Ri-7

GRUPO pe | ! SEGREGANTES
LIGACAO DO |MARCADORES —
MARCADOR IRESISTENTES|] SENSIVEIS
pi + 7 7
I -
_ bi o) |
w + 7 o)
1T
w - 0] 8
gal + 2 2
T ~
gal 5 6
pyro.+ 4 3
BAYA - :
pyro — ’ 3 5
| meth + 5 5
SNAYA
meth ™~ 2 3
fac T 5 3
AYA .
fac — 2 5
| s + 6 8
NT —
E 1 0
- nic + S5 6
nic — : 2 2
| ribo t 4 8
MIIT —
ribo 3 0




Tab.t4 ANALISE MITOTICA DO MUTANTE R 27

GRUPO DE SEGREGANTES
LIGACAQ DO |MARCADORES
MARCADOR RESISTENTES | SENSIVEIS
bi 0 2
T — :
) bi 4] 2
w + 10 0
T
w = 0 4
gal + ] 3
T _
gal 4 |
pyro + o I
I ,
pyro — 10 3 -
' metht T 4
EAYA :
: meth 0 0
fac ¥+ 4 3
pvA
fac — <) |
s t 6 3
s 4q |
nic + 8 4
nic 2 0
riso + 7 3
N1 —
ribo 3 |




Tab.15- ANALISE MITOTICA DO MUTANTE Rz-7

GRUPO DE | SEGREGANTES

LIGAGAO DO [MARCADORES .
MARCADOR RESISTENTES | SENSIVEIS

bi + o0 0

L bi 10 I

w + 10 0

:H.. w 0 11

gal + 4 4

oI gal — 6 7

pyro + 2 4

* I pyro — 8 7

meth T S 7

m- meth™ | 4

gac t 3 7

-I fac ™ 7 4

st 10 "

IE s 0 o

nict 7 10

ATans hic — 3 |

ribo 4 |

L ribo 6 10




Tab.16- ANALISE '_MITO'TICA DO MUTANTE Ez3-7

GRUPO DE | SEGREGANTES
LIGAGAO DO |MARCADORES -
MARCADOR IRESISTENTES| SENSIVEIS
bi T N i 0
I — —
bi 0 0
w + i1 0
1T
w 0 I O
galt I 4
T —
gal O 6
pyro + 2 2
‘ pyro = : 9 8
meih+ 7 8
JAYA
meth— 4 - 2
fac t+ 7 4
pYA
fac ™ 4 6
st 1 10
YT - '
8 0 0
nic + 8 9
NIT T |
nic T |
ribo + 7 | 7
MIIT —— ,
ribo 4 3




ta.17 - ANALISE MITGTICA DO MUTANTE Ea4-7

GRUPO DE SEGREGANTES
LIGACAQO DO |MARCADORES :
MARCADOR RESISTENTES| SENSIVEIS
bi .+ i 6
1 br o 0
w t 9 )
I[ w " 2 <
gat+ 10 0
m gal™ | 6
pyro+ 4 { |
m pyro— 7 5
ﬂ | meth + B 6
| ]I,: meth™ 0 0
fac * 8 2
Y fac — 3 4
st I 6
m - I 0 0
nict 9 5
Y]I nic ~ 2 !
ribo+ 10 5
m ribo™ | |

7



Tab-18 - ANALISE MEIOTICA

MAPEAMENTO

GENETICO

)
ANALISE MITOTICA

MUTANTES ANALISE MEIOTICA
-~ |(Grupo de Ligagdo)

EtbA, Ir 17,4X 3,05ur. do gene wAgy
Ri~10 I 25t4'.3 ur.dogene wAgz
Ra-i0 Ir
Rg_j0 ‘ IE 19,8%4,0ur. do gene wAz )
R-10 I,IC oIl 26,0%4,4 yr. do gene bio A,
Re_lo I.'I.E'OU'SDIE .
Ri_7 ir 26,0t 4,4 ur.do gene w A3
Ro_7 I 25,9 i4.3 ur. do gene wAzx
Rz_7 I . 20,2t 40 ur do gene wAz
Ez-7 Ic 15,6 £3,6 u.r. do gene wA 3
E4,7 Ir ' I3.7i3,4ur.doqenewA3

u.r.:anidades de recombtnagdo

—: pdo se conseguiu fazer o mapeamento via andlise 'meld?ica
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Tab:ts: TESTE DE X2 PARA SEGREGAGCAO
DOS FATORES DE RESISTENCIA

PARA A. nidulans
LINHAGENS SEGREGANTES TIPO DE
X
MUTANTES . SEGREGAGAO
- |Resistentes Sensivels
EtbA, 8 1 75 0,23 ns bl
Ri_10 - 5 1 49 0,04 ns R
R2-I() 37 63 0,61 ns [:2
Rs-10 47 49 0,04 ns I 1
R7_|0 44 52 0,66 ns [:1
Rg-10 -1 9 - T7 1,09 ns 3:1
R —_— _— —_—
9-10
R, _, 53 43 1,04 as 1 1
Rz_-, 53 51 0,04 ns (N |
R3_7 59 45 1,88 ns 1: 1
Es v 47 49 0,04 ns 1=
Eq 7 S8 44 1,92 ns 1: 1

——:ndo se conseguiu isolar segregantes



Tab.oo TESTE DE ALELISMO DE ALGUNS

_ MUTANTES RESISTENTES

MUTANTE S NUMERO DE | NGMERO DE | FREQUENCIA
SEGREGANTES DE
X EGAN RECOMBINAN g
L INHAGEM ANALISADOS Tes | RECOMBINAGAO
EtbA x Acra | 206 14 6,8 % 1,75
Rl-lo X _I_\_c_[_AI 207 0 0
R x EtbA| 205 14 s,8% 1,75
2-10 : y
X ACLA 207 0 )
Rs~10 * _AC—CA] 207 0 0
Es.7 % ActA, 208 o 0
Ri_7 x Acrt A 208 0 0

74
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tab.21: EFEITOS DA RIBOFLAVINA ADICIONADA
AO MC COM DIFERENTES CONCENTRAGJOES

DE BE OU ACRIFLAVINA.

INI B IDOR Razf;[_é LINHAGENS
_(f‘g’"‘”. Cng/mt) MSE A EtbA, |Acr A, [MSE/A |MSE/EtbA,
BE
5 o |17,2% 0,0| 100,0 n ta% 0,0| 100,0
10 36,7 30,4 | 100,0 §8,6| 100,0
20 66,7 100,0 | 00,0 81,5 100,0
100 86,2 100,0 | 100, 0 75,0| 100,0
200 72,4 50,0 [ 100,0 96,0 | 100,0
1S 0 k¥ 86,4 nt - 50, 0
10 - - 83,4 - 48,2
20 - - 90,3 - 52,0
100 - - 100,0 - 76,9
200 = - 100, 0 — 95,8
ACRIFLAVINA |
S 0 43,7 36,8 {118, 4 105, 0 nt 100, 0
10 40,0 41,0 {104,8 92,9 87,2
20 40,1 42,8 [107, 5 97,6 86,3
100 43, | 46,1 |112,5 90,9 89,8
200 38,9 48,7 |106,8 85, | 92,0
20 0 18,7 | 18,4 | 78,3 85,0 nt 50,0
1o 14,0 17,9 | 73,8 78,6| 48,9
2Q 20,4 16,7 | 75,0 87.8 35,3
100 25,5 20,5 | 62,5 77, 3 42.8
200 18,5 15,4 | 63,6 68,1 46,0

%+ -0S VALORES REPRESENTAM PORCENTAGEM DE CRESCIMENTC DAS LI-
NHAGENS CRESCENDO EM MEIO CONTENDO AS DROGAS NAS QUAN

TIDADES ESPECIFICADAS NA 12 COLUNA EM RELAGAO AOQ CONTROLE.
#*%-nt- NAO TESTADO
K- INIBIGAO TOTAL
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5. DISCUSSAO

5.1. Obtengéo-de mutantes

 0s dados apresentados no Item 4.1 mostram que aproxi-
madamente 50% das colonias isoladas como mutantes, ndo apresen
taram resistencia ao Brometo de Etidio (BE) aoc Serem retesta-
das e, esta porcentagem variou de 43,8%, nas selecionadas a-
poOs tratamento com luz ultravioleta a 62,5% no caso das sele-
cionadas como mutantes espontaneos. A auséncia de determinante
li

genético da resisténcia foi testada numa linhagem isolada como
possivel mutante cruzada com a parental sensivel MSE (Item 3.2)
o que ‘indicou a ndo existéncia de gene supressor da resistén-
cia (Scarazzatti e Bonatelli Jr., éados nao publicados).

ﬁsfe fatq poderia sugerir a existéncia de colonias a
parentemente resistentes numa primeira seiegéo, como descrito
por ELISBAO e AZEVEDO (1983); embora os valores encontrados por
esses autores sejam bem menores do que os descritos no presen-
te trabalho.

Poderia ainda ser sugerido que estas coldonias sejam
instaveis- geneticamente devido a mutacdo nuclear ou 3 mutacio
_citoplasmatica. A possibilidade de ter ocorrido mutacdo cito-
plasmatica nas coldonias que perderam a resisténcia & bastante

viavel, tendo em vista o fato do BE ser um potente mutagénico

mitocondrial em Saccharomyces cerevisiae (SLONIMSKI e . ‘col.,

1968; GOLDRING e col., 1970; NAGLEY e MATTICK, 1977 e FUKUNAGA
e YIELDING, 1981). Levado em consideragdo ainda, que,GOUHIER e

MOUNOLOU (1973), relataram que as mutaéaes.resistentes ao . BE
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instaveis em S. cerevisiae sdo citoplasmaticas.

A frequéncia de mutantes, tanto espontaneos como indu
‘zidos, situou-se dentro do relatado na literatura para outras

drogas em Aspergillus nidulans (AZEVEDO e CAVENAGUE, 1968; AZE-

VEDO e col., 1977; TUYL, 1977 e LACAVA, 1979b).

5.2- Resistencia cruzada
Conforme pode ser observado na Tabela 5 e Figuras 3 a
7 foi constatado a existencia de resisténcia cruzada dos mutan-
tes obtidos em BE para acriflavina e vice e versa, conforme des
crito por SCARAZZATTI e col. (1979). Este fato também foi obser

vado em Aspergillus nidulans por BORDIGNON DE OLIVEIRA (1978).

Em outros organismos também foi descrito a  existen-
cia deste tipo de fesisténcia.cruzada (FUKUHARA e KUYAWA, 1970
e GOUHIER e MOUNOLOU, 1973). GRIMM (1980), trabalhando com via-
rias espécies de Myxobactérias constatou a existéncia de resis
téncia cruzada i acriflavina e ao brometo de etIdio, inclusive,
a outras proflavinas, que néo foram testadas no presente traba-
lho, mas que poderiam ser utilizadas em outros experimentos vi-
sando uma caracterizagac dos mutantes cobtidos.

Em contrapartida, WRIGHT e col.,(1977) isolaram em

Dictyostelium discoideum um mutante resistente ao BE que ndo a-

presentou resisténcia cruzada a acriflavina. BRUNNER e col.,

descrevem em Kluyveromyces lactis que todos 0s mutantes Trosis-

tentes ao BE sdo sensiveis 3 acriflavina e vice e versa.
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Os dados da Tabela 5 e Figuras 3 a 12 mostram que o
RCs0 em acriflavina € maior gque olR_C50 em BE na maioria das 1li

‘nhagens haploides resistentes, exceto Ry_5-

Nos diploides heterozigotos a situacao parece ser
diferente, pois a metade (50%) apresenta resisténcia ao BE
maior que & acriflavina. Aparecem também casos em que o nivel
de resisténcia & igual para os dois inibidores (33,5%) e, em
menor escala, niveis de resisténcia maior em acriflavina do

que em BE (16,5%).

Estes dados poderiam sugé;ir a existéncia de mecanis
mos Ee resisténciavdiferentes nas varias linhagens. Poderia in
.clusive estar ligado ao fato da vermeabilidade da membrana as
duas drogas ser diferente (GRIMM, 1980); Resisténcia ao BE
atribuida a pefmeabilidade da-membrana a droga foi descrito

por outros autores (BRUNNER e col., 1982 e GOVORUNOV e col.,

1982).

5.3 - Interagdo alélica

Analisando a Tabela 5 e as Figuras 8 a 12, constata
-se que a maioria dos genes que confere resisténcia ao BE com
porta-se como semidominante. Resultados semelhantes em Asper-

gillus nidulans foram obtidos por ROPER e KAFFER (1957), com

relagdo ao mutante AcCrA.; WARR e ROPER (1965), com relacao .ao

=27
gene que confere resistencia ao actidione e AZEVEDO e  col.

(1977)'com relacdao ao mutante ch11 (resistente ao cloroneb).

Nos mutantes que apresentam alto nivel de resistén
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cia esta melhor evidenciada a interagao alélica e, pode-se ob-
servar ainda, que, nas éoncentragGes mais baixas de BE, :estes
mutantes apresentam um crescimento malor que 0 apresentado na
auséncia da droga. Este resultado poderia indicar um estimulo
de crescimento provocado pelo BE, semelhante ao que foi rela-
tado por AZEVEDO e col., (1977) com relacao ao mutante Eﬁll'
Por outro lado, nao se pode deixar de considerar a questdo do
espago na placa, ou seja, as linhagens resistentes cresceriam
melhor nestas concentragbes pois teriam mais espago disponivel
na placa devido a inibigdo das sensiveis.

Para os mutantes de baixo nivel de resisténcia (Figu
ra 10) foi escolhida uma faixa de concentracgao, onde a distin
¢ao entre as linhagens sensIveis,,resiétentes e diplaides pare
cia mais nitida. Esta faixa se encortra entre as concentracdes
de 8 a 11 pg de BE/ml de meio completo (MC) e foi determinada
pelas curvés de.doséurespostaa Este procedimento, usado no pre-
sente trabalho,& aconselhavel antes de se efetuar a andlise ge
néticé, pois de posse deste dado, pode-se determinar a concen
tragao de BE adequada para ser usada, tante na anilise mitoti-
ca como na meidtica, visando classificar com seguranca as 1li-
nhagens segregantes em sensiveis ou resistentes.

Com relagdo a resisténcia para acriflavina, a intera
¢do alelica de 50% dos mutantes & diferente da apresentada com
.relagﬁo‘ao BE (Tabela 5 e Figuras 3 & 7). Observagio similar
em relagdo a interagiao alélica foi feita por TUYL (1977) quan

do estudou resistencia ao benomyl em Aspergillus nidulans e,

verificou que, na maioria dos casos, havia resistencia cruzada
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ao thiabendazol. Ao realizar testes de interagdo alélica, veri
ficou no mutante benAlO que em relacao ao benomyl, o gene al-
terado pode ser considerado recessivo e, € semi-dominante emn

relacdo ao thiabendazol. O mutante benB seria considerado

29
dominante em relagaoc ao benomyl e, semi-dominante ao thiabenda
zol, Constatagoes similares foram feitas pelo mesmo autor em

relagdo a cicloheximida e imazalil.

5.4- Mapeamento e Alelismo
Os determinantes de resistencia para BE nas 1linha-
gens mutantes testadas apresentaram heranga monogénica, com

excegdo do mutante Rg_;, (Tabela 19).

No caso do mutante Ry ;. a segregacdo (3 Sensiveis
1 Resistente) podéria ser explicada se a mutagao para resisten
cia fosse devidé a 2 genes diferentes, sendo que apenas uma das
combinagoes daria o carater resistente. Estes genes, pelo re-
sultado da analise meidtica, deveriam estar suficientemente lon

ge para segregarem independentemente.

Dos mutantes analisados meioticamente, apenas um nao
foi mapeado no grupo de ligagao II. Este mutante (R7_10)- foi

-mapeado no grupo de ligagao I, ligado ao gene bi.

Pelos dados da Tabela 18 parece existir trés grupos
de mutantes com relagdo a distancia do gene que confere resis-
téncia ao BE e o gene wA;. Os dados desta Tabela mostram tam-

bém que os genes mutantes se encontram numa mesma regiidc - do
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grupo de ligacao II, o que pode indicar a existéncia de uma re
gido cromossomica relacionada com resisténcia ao BE e a acri-
flavina, situacao semelhante a descrita por CRANDALL e RICHTER

(1973) em Hansenula wingei.

Os dados da Tabela 20 evidenciam que todos os genes
testados, com excecgao do EEEAl, sao alelos do gene AcrA,. A a-
parente Segreéagéo de um. sensivel para dois resistentes do mu
tante R2__10 foi esclarecida pelo teste de alelismo, onde se po
de evidenciar que se trata de um gene nuclear.

Seria conveniente em estudos complementares, reaali-
zarfo teste de alelismo com os_demais mutantes mapeados no
grupo de ligacgao ff visando estabelecer a sua localizagao.

Também em trabalhos posteriores, 0s mutantes conside
rados alelos pelo procedimento empregédo, poderiam ser :cruza-
dos e, determinar se as mutagdes envolvem o mesmo sitio ou si-
tios diferentes. Este tipo de estudo foi conduzido em Asper-

gillus nidulans por TUYL (1977) com relagao a mutantes resis-

tentes ao benlate, evidenciando alteracio em sitios diferentes.

5.5- Efeitos da riboflavina

Os dados da Tabela 21 mostram claramente o efeito da
riboflavina sobre a agdo inibitoria do BE. Nota-se que a toxi-
‘dez do BE € neutralizada pela adigao'desta vitamina.ao meio de
cultura. Fato similar foi observado por ROPER e KKFFER (1957)
com reiagéo a acriflavina utilizandoe-se écidos nucleicos e,
por WARR e ROPER (1965), com relagao ao verde malaquita, mas

nio em relagio a acriflavina, usando riboflavina.
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Foi observado ainda uma grande redugado do numero de
setores resiétenteé selecionados pelo BE do dipldide EEQAYVMSE
em presenca de riboflavina (SCARAZZATTI e col., 1979).

Sabendo-sé que a riboflavina age como coenzima de en
zimas envolvidas no processoc respiratdrio, poderia ser suposto
" que o BE poderia agir como um inibidor respiratario.

Varios dados podem ser encontrados na literatura vi-
sando esclarecer o mecanismo de acao desta droga e, todos de-
monstram que a agdo & preferencialmente sobre a mitocondria.Os
organismos maisrutilizados para este estudo sao leveduras. Nes
tas pode-se demonstrar uma inibicao seletiva do DNA-mitoceondri
al (DNA-mit) e degradagao progressiva do DNA-mit pré-existente
quando tratadas com BE (GOLDRING e col., 1970). Outro autor
constatou que‘o BE inibe a transcri¢50 do DNA-mit (FUKUHARA e
AKAiAWA;lQ?O).'RIOU (1976) levantou algumas hipoteses para ex-
plicar a mﬁtagﬁo causada pelo BE n6 DNA-mit: indugao de amplia
¢oes de pequenas sgquéncias de DNA ou delegoes de outras ou a-
inda éelegﬁo de populagoes com difefengas de clivagem. Outros
autores suéerem que a preferéencia do BE pelo DNA—mit e devido

.a capacidade da mitocondria em concentrar BE (PENA e col, 1980).

5.6- Consideragdes sobre o mecanismo de resisténcia ao BE e

a acriflavina

Em todos os mutantes analisados geneticamente, comex
cegao do R7_10 o gene que confere resisténcia ao BE foi mapea

do no grupo de ligagao II. Em -aljuns destes mutantes foi feito



Tab.22: NOVA NOMECLATURA PARA OS MUTAN

TES ENVOLVIDOS NA RESISTENCIA AO
" BROMETO DE ETIDIO OU ACRIFLAVINA

DENOMINAGAO NOVA
ANTERIOR | DENOMINAGAO TRABALHO
Acr A Ear Aj Roper e Kafer
(1957}
acr Bo ear Bo Roper e Kafer
(1957)
Etb A Ear C, Scarazzatti e col.
(1979)
R7-10 ear D Presente trabalho
Ry - 10 Ear A4 Presente trabalho
Ro- 0 Ear Asg Presente trabalho
Rs-10 Ear ,AG Presente trabalho
Ry -7 Ear A7 Presente trabalho
Ez.7 Ear 'AB Presente trabalho

. 83
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o teste de alelismo, como discutido no item 5.4 e, constatou-

-5e que todos, exceto EtbAl, sao alelos de AcrA Apos este tes

1 L]
te e o mapeamento, a designagao dos mutantes foi mudada, como

pode ser dbservado na Tabela 22,

Observando os mutantes alelos de AcrAl na Tabela S e

nas Figuras 3 a 12, podemos notar algumas particularidades com
relacio a2 resisténcia dos diploides.
Quando testados em BE, os diploides apresentam um ni

vel similar de resistencia, exceto no caso do R mas todos

1-7°
sao semi-dominantes. Ao serem testados em acriflavina a situa-

cao se modifica, ficando o maior nivel de resisténcia no mutan

~te R1_7, que se mostra dominante e, o menor em E Foi des-

3-7°
crito por TUYL (1977), em Aspergillus nidulans, como discuti-

do no item 5.3, respostas diferentes de dipldides a drogas pa-
ra as quais foi chstatada resisténcia cruzada.

Apesar de nio ter sido estudado no presente trabalho
o mecanismo de resisténcia das linhagens-mutantes obtidas, a
situaééo descrita poderia ser interpretada da seguinte manei-
ra: |

Haveria uma interagio entre produtos do mesmo gene,
tanto do mutante como do gene normal, cuja atuagao contra a
toxidez das duas drogas seria semelhante (mutante R;i_1p° Ry_g0
‘e-RS-lﬁ’ ver Tabela 5 e Figuras 3, 4 e 9) ou totalmente dife-
rentes {(mutantes R1-7 e 53_7, ver Tabela 5 e Figuras 6, 7, 11
e 12).

A interagao poderia ser visualizada de tal maneira

que o "alvo".ou "alves' a serem atingidos pelas moléculas das
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duas drogas seriam parcialmente recompostos.lconduzindo a ni-
veis de resisténcia semelhantes 3s duas drogas ou seriam recom
postos de tal maneira que-fanto € constatada uma sensibilidade
similar 3 linhagem haplﬁide sensivel (Es_;) como resistencia
similar ao haploide resistente (Rl_7).

Estudos em nivel bioquimico das aiteragaes ocorridas
nos mutantes poderiam elucidar o ”alvo(sj" que sao afetados por
BE ou acriflavina e, esclareceriam as razoes da variacao do ni
vel de resistencia nos diploides heterozigotos bem como a agdo

da riboflavina no efeito toxico do BE.

5.7- Nova denominagao proposta para os genes estudados

Tendo em vista os resultados discutidos nos itens 5.
3 e 5.4, do presente trabalho, uma nova denominacdo € tentati-
vamente proposta para os genes envolvidos na resisténcia ao

BE e acriflavina., Esta nova denominacgio envolve trés letras:
a qs . i AP
- 1=) E de etidio; 2§) a de acriflavina e 3§) r de resistencia

Sendo assim na primeira coluna da Tabela 22 estdo discrimina-
das as denominagaesipropostas por ROPER e KKFFER (1957) e SCA-
RAZZATTI e col., (1979) e, na segunda coluna, a proposigido des '
ta tese. Por exempld, o mutante ﬂEEAl descrito no primeiro tra

balho passa a ser EarA,.

Esta nomenclatura podera ser revisada no momento em
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que as alteragées em nivel bioquimico forem determinadas po-
rém, no estagio atual representam melhor o conhecimento dispo-

nivel.
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6- CONCLUSOES

Dos resultados obtidos as seguintes conclusdes podem

ser apresentadas:

" a- Aproximadamente 50% das colonias isoladas como
mutantes apresentaram resisténcia ao Brometo de Etidio (BE) ao
serem retestadas, sendo que destas, 75% sdao mutantes seleciona
dos apos tratamento com luz ultravioleta e, 25%, mutantes sele

cionados espontaneamente.

b- Foi constatado resisténcia cruzada em todos os mu
tantes obtidos em BE para acriflavina, mas 0 RCcy em acriflavi
na & maior que o RCSO em BE na maioria das linhagens hapldides

resistentes.

c- A maioria dos genes que conferem resisténcia ao
BE comportou-se como semi-dominates em BE, sendo que em acri
flavina 50% dos mutantes apresentaram interacgao alélica dife-

rente da apreSentada em BE.

d- Nas linhagens mutantes testadas os determinantes
para resisténcia apresentaram-se como genes nucleares, com ex-
cecao do mutante Rg_10» onde foi evidenciado o evolvimento de

2 genes.

e- Os testes de alelismo mostraram que todos os ge-

nes estudados, com excegdo do EtbA;, sao alelos do gene AcTA, .
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f- Puderam ser descritos 2 novos genes (EarC e EarD)

envolvidos na resisténcia ao BE, havendo portanto um minimo de

4 considerando os resultados de ROPER e KAFFER (1857).
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7- RESUMO

0 presente trabalho teve por objetivo isolar e ana-

lisar geneticamente mutantes de Aspergillus nidulans resisten

tes ao Brometo de Etidio (BE), bem como estudar os efeitos da
riboflavina eﬁ relagao a toxicidade do BE.

Foram isolados mutantes espontaneos e induzidos. Dos
mutantes isolados espontanecamente apenas 3 continuaram a apre

sentar resisténcia, sendo 1 da linhagem A e 2 da linhagem biA;

methCl. Os outros mutantes (16) foram obtidos por indugaoc com
luz ultravioleta. Destes apenas 9 coldnias continuaram a-apre—
sentaf resistencia ao serem retestados.

Todos os mutantes apresentafam também resist@ncia cru
‘zada para acriflavina.

Com relacao a interagdo alelica, a maioria aas muta
coes apresentaraﬁ—se como semi-dominantes ao BE, com  excegao
dos mutantes R7_10,'R8_10 (recessivos) e Rg__10 (dominantej, en
quanto que os resultados para a interacdo alélica em acrifla-
vina mostraram que algumas mutacoOes sao semidominantes (4), ou
tras s3o dominantes {2) e outras recessivas (6).

A maioria dos mutantes analisados foram mapeados no
grupo de ligacdao II, com ekcegéo do R7_10{ que foi mapeado no
gfupo de ligacao I e dos mutantes R8;10 e Rg_lolque nao  pude
ram ser mapeados.,

| Foi feito teste de alelismo com algumés linhagens re

sistentes ao BE para verificar se os genes mapeados no gTrupo
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de ligacdo II eram ou nao alelos ao gene ﬂEﬁAl’ mapeados por
ROPER e KKPFER‘(1957). A escolha das linhagens para'o teste foi
feito de acordo com a distincia do marcador para resisteéncia
db gene WA.. Todas as linhagens testadas mostraram ser aléli-
cas de ﬂEﬁAl‘

Tendo em vista todos os resultados obtidos foi pro-
posta sua nové denominacgao para os.mutantés isolados neste tra
balho e os descritos por ROPER e KAFFER (1957) a qual combina
as iniciais E (de etidio), A(de acriflavina) e R (de resisten
cia). Assim o mutante ﬁEﬁAl passa a ser EEEAI;C)muUHmeEEQAl,
EgICi e assim por diante, dependendo da ordem em que foi des
- crito.

| Observou-se ainda o efeito da riboflavina na agao to
xica do BE pois, a presenca desta vitémina no meio de culﬁura_
‘tem um efeito antagonico com relagdo a toxicidade do BE, o que

nio foi constatado ein relagdo & acriflavina.
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8- SUMMARY

In the present work we intended to isolate Aspergillus

ﬁidulans mutants showing resistance to ethidium bromide (EB),
aiming to analise them genetically as well as to study the effects
causede by the riboflavine in relation to the EB toxicity.
Spontaneous and induced mutants were isolated. Only three
out of the spontaneous mutants continued to show resistance: one from

‘the A strain and two from the _l;_i_Al methGl strain. The other mutants (16)

werc obtained after induction with ultraviolet light but only 9 colonies
maintained resistance after further testing.
’ All mutants thus obtained also showed cross-resistance to acrifla-

vine.
' As far as allelic interaction is concerned, mast of the mutations

showed to be semi-dominant to EB, except for R, 107 RS-lO (recessive) and
R9—10 (dominant) . The results for thé-acriflaviﬁe allelic interaction showed
 semi-dominant (4}, dominant (2) and recessive (6) mutations.

Lost of the mutants studied were mapped in the linkage group 11,
with the exception of Ro.10° mapped 1in the linkage‘group I and the mutants
-R8—10 and Rg_10 which mapping could not be achieved.

Test for allelism were undertaken with some resistant strains to
show whether the genes mapped to the group of linkage II were allelic or not:
to the Acr Ay gene, mapped by ROPER &_KKFFER (1957) . The distance of the resis
tance marker to the EAS gene was taken as a basis in the choice of the strains
to be tested.

"Based on the reéorted results a new denomination for the mutants

here isolated as well as for thow described by ROPER § KAFFER(1957)is proposed,

using the following letters: E (from ethidium), A (from acriflavine) and R



(from resistance). Thus, the'éngl mufant would be identified
- as Engl, the EEEAI as Egzcl and so far, depending repor the
sequence of its description. 7

.Furthermﬁre, ﬁhen present in the culture medium ribo
flavine showed an antagonistic effect in relation to the EB

toxicity. The same was not found in the case of acriflavine.
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