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RESUMO

Mutagdes relacionadas ao gene methG,, da linhagem bioA; methG,, de
Aspergillus nidulans, foram analisadas, com o fim de verificar a
possibilidade de haver locais preferenciais, para a ocorréncia de mutagdes,
que se expressam em colonias provenientes de conidio, € de estudar modelo
matematico, que possibilitasse a determinagdo da taxa de muta¢io por
nucleo, por geracdo, em fungos filamentosos.

Para esse fim, a linhagem era inoculada com um replicador de 26
agulhas, em placas de Petni contendo meio de cultura, e as nove coldnias
centrais foram analisadas em diversos aspectos. Foram determinados o
tamanho e o volume das col6nias, o nimero de conidios e de micleos em
cada colonia, a viabilidade dos conidios, 0 comprimento das cabegas
conidiais e o numero de conidios por cabega.

Em relagdo as mutagdes, 99 colonias foram analisadas e, para cada
uma, foi determinado o nimero e o tipo de reversio ocorrido. Para cada tipo
de reversdo, procurou-se também verificar se as frequéncias obtidas se
ajustavam a Distribuigio de GREENWOOD ¢ YULE.

Os dados levaram a conclusdo que as mutagdes analisadas se realizam,
preferencialmente, em ’m'vel de esterigma, ¢ que o modelo matematico

estudado possibilita determinar a taxa de mutag3o, por nucleo, por geragio.



SUMMARY

Mutations related to gene methG, of Aspergillus nidulans were
analyzed in order to verify if there is a prefereﬁtial site where these
mutations occur; and to study a mathematical model for the determination
of the mutation rate per nucleus per generation, in filamentous fungi.

A replica plating technique was used to inoculate in a single operation
26 colonies of the strain, in Petri dishes containing culture medium. But only
the nine central colonies were analyzed for size and volume, number of
conidia and nuclei in each colony, viability of conidia, size of the conidial
heads and number of conidia in each conidial head.

Using this technique, 99 central colonies were analyzed with regard to
the appearance of mutation and the number and type of reversions were
determined for each colony. The frequencies obtained for each: reversion
were analyzed in order to verify if they followed a Greenwood and Yule
distribution.

From the data obtained we may conclude that the mutations analyzed
occur preferentially in the sterigma and that, by means of the mathematical
model studied, it is possible to determine the mutation rate per nucleus, per

generation, in filamentous fungi.



1.0. INTRODUGAO

Na determinagfo da taxa de mutagdo espontinea, em microrganismos,
dois pontos podem ser destacados: a determinag3io em organismos que
crescem em forma de células livres e a determinagdo em organismos que
crescem em forma micelial.

Em relagdo ao primeiro ponto, ressalta-se os estudos sobre populacGes
bacterianas sujeitas 4 mutagdo. Os aspectos matematicos desse problema,
embora tenham sido considerados antes (DESKOWITZ e¢ SHAPIRO, 1935;
BUTING, 1940 a e b), comegaram a assumir importincia maior a partir de
1943, com o trabalho de LURIA e DELBRUCK,

Outros estudos matemadticos deste assunto surgiram, tais como os de
SHAPIRO (1946), LEA e COULSON (1949), e ARMITAGE (1952 e 1953).

Tais estudos possibilitaram o aparecimento de varios métodos para
determinacdo da taxa de mutagdo espontinea, em organismos que crescem
em forma de cé€lulas livres.

Esses métodos, embora possam n3o ser inteiramente satisfatérios,
permitem estimativas aceitaveis.

No que diz respeito a determinag@o da taxa de mutagio espontinea,
em organismos que crescem em forma micelial, nfio existem estudos
esclarecedores do problema. Neste caso, a determinacio da taxa de mutagdo
oferece alguma dificuldade e normalmente ndo € estabelecida. O ideal seria
a determinagdo da probabilidade de mutagdo por nicleo e por geragdo, como

se procura fazer em bactéria. Mas, como no caso de fungos filamentosos as



amostras de nlcleos somente podem ser facilmente obtidas através de
esporos, o que se faz, normalmente, ¢ determinar a propor¢do de mutantes,
entre os esporos formados, sem considerar se a mutagdo ocorreu na
formacdo do esporo, ou em divisdes nucleares anteriores.

Sabe-se que o gene methG, em Aspergillus nidulans teverte

espontineamente com frequéncia alta de 1 em 6 x 104 conidios ( LILLY,
1965).

LILLY (1965) verificou que esses revertentes caiam em trés tipos
visiveis que denominoude A, BeC.

Esse sistema de reversdo, referente ao gene methG, de Aspergillus
nidulans, pode ser explorado com vistas a verificar se ha, nos fungos, locais
preferenciais de ocorréncia de mutagfio, ou seja, se as mutagdes ocorrem,
preferencialmente, nos esterigmas ou em divisdes nucleares anteriores.

Esse sistema também pode ser utilizado para estudar modelos que
possibilitem a determinacdo da taxa de mutag@o espontinea em organismos

que crescem em forma micelial.

Os objetivos deste trabalho sdo, portanto:
1- Verificar se hd na linhagem bioA;, methG, de Aspergillus nidulans,
locais preferenciais de ocorréncia de mutagéo .
2- Estudar modelos matemaéticos que possibilitem a determinagdo da
taxa de mutagio espontdnea para reversdes relacionadas ao gene methG;.
Esses estudos s3o justificados, primeiro, pelo fato de ndo se ter
modelos testados para determinagfio de taxa de mutagdo em fungos

filamentosos, e também porque é uma hipotese védlida, assumir-se que células



diferentes mutam em taxas diferentes, e, por conseguinte, regibes diferentes
dos organismos podem apresentar taxas de mutacgdo diferenciadas.

No caso dos fungos filamentosos, podemos esperar que regides
diferentes das colonias, ou estruturas diferenciadas do micélio, apresentem
nicleos com capacidade diferente de mutar, mesmo que estes niicleos
tenham a mesma origem.

Essa suposi¢@o merece ser analisada, tendo em vista que em clones de
bactérias, alguns trabalhos, como o de De COURCY Jr (1973), parecem
demonstrar que algumas células tém propensio a mutar.

O trabalho visa, portanto, analisar o problema das mutagdes
espontaneas, em fungos filamentosos, procurando, sobretudo, verificar a
possibilidade de determinar a taxa de mutag3o.



2.0. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. ESTUDO QUANTITATIVO DE CELULAS SUJEITAS A MUTACAO

O acesso a estudos estatisticos, envolvendo populagdes de bactérias
sujeitas & mutacdo, tornou-se possivel desde a publicacio do trabalho de
LURIA e DELBRUCK (1943), os quais procuraram investigar a natureza da
variagéo, a fim de verificar qual teoria era valida, se a teoria genética das
mutagdes ou a teoria da adaptacgdo fenotipica. Com esse objetivo, propuseram
um modelo de crescimento da populagdo bacteriana, e de ocorréncia de
mutantes. Em esséncia, eles consideraram que, tanto os mutantes quanto os
selvagens, tinham um crescimento exponencial e que cada célula nio
mutante tinha uma pequena probabilidade de mutar durante um pequeno
intervalo de tempo. Admitindo que a ocorréncia de mutagfo era independente,
em cada intervalo de tempo, consideraram que as mutag¢des ocorriam segundo
a distribuicdo de POISSON. Segundo esse modelo, a varidncia tedrica do
nimero de mutantes deveria ser bem maior do que o previsto na teoria da
adaptacgdo fenotipica. Isso porque cada mutante surgido poderia dar origem a
muitos outros. E foi justamente o que os autores encontraram em seus
experimentos, uma grande variagio do nimero de mutantes, presentes em
culturas paralelas, crescidas no mesmo intervalo de tempo, o que estava mais
de acordo com a teoria genética das mutagSes do que com a teoria da

adaptacéo fenotipica.



Baseado nesse modelo os autores estabeleceram dois métodos para
estimar a taxa de mutagdo em bactérias.

Outros estudos referentes a este problema surgiram posteriormente,
merecendo destaque os trabalhos de SHAPIRO (1946), LEA ¢ COULSON
(1949), ARMITAGE (1952), KENDAL (1953), CRUMP e HOEL (1974),
MORROW (1975), GREEN et al (1976), GILBERT (1980), COLLINGS e
OCHLERT (1981), FU et al (1982), KOCH (1982), LI et al (1985),
KENDAL e FROST (1988), HOEVEN et al (1990), STEWART et a/
(1990), STEWART (1991), KOZIOL (1991), SMITH (1992), KIMMEL e
AXEROLD (1994), ROSSMAM et al (1995), JAEGER e SARKAR (1995),
NADAS et al (1996a ¢ 1996b) e CRANE et al (1996).

LEA e COULSON (1949) foram, provavelmente, os primeiros que
conseguiram obter a distribui¢do completa do nimero de mutantes presentes
em uma populagdo bacteriana. Eles estudaram dois modelos, os quais por
métodos aproximativos levaram 4 mesma distribuicido. Em ambos
consideravam que os nio mutantes se reproduziam segundo um modelo
determinista como o0 de LURIA e DELBRUCK (1943). Os mutantes, pelo
primeiro modelo, apresentavam um tempo de geragdo distribuido
exponencialmente, € a taxa média de crescimento dos clones mutantes era a
mesma das populagdes selvagens. Pelo segundo modelo admitiram que os
clones mutantes apresentavam um crescimento determinista e discreto, de um
modo exponencial. Os autores também estudaram quatro métodos de

estimativa de taxa de mutagdo em bactérias .



Os modelos de LURIA e DELBRUCK ( 1943 ) e de LEA e
COULSON ( 1949 ) nfo consideram a possibilidade de um retardamento
fenotipico, isto é, um retardamento na expressdo fenotipica do gene mutante.
Esse retardamento
fenotipico poderia explicar certas discrepancias entre os valores encontrados
para taxa de mutagdo, calculados por métodos diferentes (NEWCOMBE,
1948).

ARMITAGE (1952) modificou alguns modelos propostos a fim de que
o retardamento fenotipico fosse considerado. Em seu trabalho ele fez também
uma excelente analise, sob o ponto de vista matematico e estatistico, da teoria
do crescimento de populagdes celulares sujeitas & mutagdo. Comparando a
distribuigdo tedrica de LEA e COULSON (1949), com dados provenientes
de populagbes bacterianas, verificou um desacordo consideravel, mesmo
quando levava em conta o retardamento fenotipico.

Em trabalho posterior, também sobre a teoria estatistica das mutagdes
em bactéria, ARMITAGE (1953) analisou as distribuicdes tedricas até entdio
propostas, especificando as restri¢des que deveriam ser consideradas na teoria
de LURIA e DELBRUCK (1943) e de LEA e COULSON (1949) e discutiu
varios métodos para estimativa de taxa de mutagcdo em bactérias .

CRUMP e HOEL (1974) ndo apenas estudaram diversos modelos
matematicos de crescimento de populag@o de células sujeitas a mutagdo, mas
também analisaram o efeito do retardamento fenotipico nas estimativas. Esses
autores chegaram a sugerir um procedimento para se obter informagdes
acerca da duragdo desse retardamento.

MORROW (1975) estudou a relagdo entre taxa de mutacdo in vivo € in

vitro.



GREEN, MURIEL e BRIDGES ( 1976 ) simplificaram o teste de
flutuacdo de LURIA e DELBRUCK ( 1943 ), para detectar niveis baixos de
mutagénicos, na presenca e auséncia da mutacio.

GILBERT (1980) descreveu métodos para analisar os testes de flutuacio.

COLLINGS, MARGOLIN e OEHLERT (1981) fizeram um estudo das
propriedades estatisticas do teste de flutuagdo proposto por GREEN er a/
(1976).

FU, LI e CHU (1982) estudaram processos para determinar varios
pardmetros na analise quantitativa de taxas de mutacdo, em culturas de
células sométicas de mamiferos.

KOCH (1982) generalizou os modelos de LEA e COULSON (1949),
para casos onde a taxa de crescimento de mutante pode ser diferente do nfio
mutante, considerando também um retardamento fenotipico.

LI, WU, FU e CHU (1985) estimaram a taxa de mutagdo, em culturas de
células de mamiferos, utilizando um método determinista que permitia
estimar essa taxa quando células do tipo selvagem e tipo mutante
apresentavam crescimento diferente.

LI e CHU (1987) fizeram uma comparagdo entre cinco diferentes
métodos estatisticos, para estimar a taxa de mutagdo, em culturas de
hamster chinese V 79. Os métodos comparados foram: LURIA e
DELBRUCK (1943), os de LEA ¢ COULSON (1949) e ARMITAGE (1953).
Concluiram que o método de maxima verossimilhanga, ( LEA e COULSON,
1949 ), é o mais eficiente.

KENDAL e FROST (1988) adaptaram o procedimento descrito por
LURIA e DELBRUCK (1949), para estimar taxa de mutag¢do em culturas de

células de mamiferos resistentes a drogas toxicas.



HOEVEN, KOOIIMAN e RAAT (1990) descreveram um modelo que
permite calcular a taxa de mutagdo, baseado na relag@io entre mutagenecidade
e o numero de revertentes por colonia.

STEWART, GORDON e LEVIN (1990) estudaram a distribuigdo de
probabilidade do nimero de mutantes em diferentes condigdes. Em seu
trabalho, procuraram simplificar os calculos em situagdes onde dois ou mais
tipos de muta¢des possam ocorrer em uma Gnica cultura.

STEWART (1991) descreveu um procedimento eficiente para calcular
a distribuicdo de probabilidade do nimero de mutantes, que possam ser
observados em experimento de teste de flutuagdio, desde que a taxa de
mutacdo por divisdo celular permanega constante durante o experimento.

KOZIOL (1991) comparou o método da maxima verossimilhanca (LEA
e COULSON, 1949) e o método baseado no = nimero de cultura sem
mutantes
( LURIA e DELBRUCK, 1943). Assinala que o método da verossimilhanga
( LEA e COULSON, 1943 ), é o mais eficiente.

SMITH (1992) revisou fatores genéticos ¢ experimentais que afetam o
resultado de mutages espontineas.

KIMMEL e AXELROD (1994) compararam o modelo de LURIA e
DELBRUCK (1943) com outros modelos que incluem reversibilidade e mais
de um estagio de mutag3o.

CRANE, THOMAS e JONES (1996) investigaram a precisdo com que
taxas de mutacdo podem ser estimadas, usando modifica¢des no protocolo do
teste de flutuagdo de LURIA e DELBRUCK (1943). Modificagdes estas que
envolvem um maior crescimento de cultura em relagdo ao usual € um

plaqueamento usando pequenas aliquotas.



~ JONES (1994) desenvolveu uma distribui¢do de probabilidade para o
tamanho dos clones bacterianas levando em conta a presenga do crescimento
entre o mutante e o tipo selvagem e derivou a distribui¢do de probabilidade
do tamanho dos clones dos mutantes, levando em conta, simultineamente, a
taxa de crecimento diferencial e a sobrevivéncia de somente um fracfio de
mutantes em meio seletivo.

JAEGER e SARKAR (1995) estudaram a distribui¢do e o efeito da
adaptagfio de bactérias mutantes e nio mutantes. Observaram que adaptacgio
diferencial de mutantes e nfio mutantes nAo afeta a média da distribuicgo,
embora diminua a varidncia.

ROSSMAM, GONCHAROVA e NADAS (1995) apresentaram uma
breve revisdo dos tratamentos mateméticos para mutagdo espontinea e
apresentam um novo modelo, para calcular a taxa de mutacdo em culturas de
células de mamiferos.

NADAS, GONCHAROVA e ROSSMAN (1996a e 1996b) discutiram a
confusdo que surge quando modelos matemiticos para bactérias sdo
adaptados para calcular a taxa de mutagdo, em culturas de células de
mamiferos.
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2.2. MUTAGOES ESPONTANEAS RELACIONADAS AO GENE
meth de Aspergillus nidulans

LILLY (1965), estudando mutantes methG, em A. nidulans, observou
que eram capazes de serem suprimidos por genes supressores especificos e
ndo ligados ao locus mutante.

O gene meth) em A. nidulans reverte, espontaneamente, com frequéncia

alade 1em 6 X 104 conidios, que € pelo menos 100 vezes maior que a
frequéncia encontrada para outros Joci, como ad 8, lys 5, etc ( LILLY, 1965) .
Verificou-se que esses revertentes caiam em 3 tipos visiveis : Tipo A, Tipo
B e Tipo C.

O Tipo A sdo colonias grandes e verdes, de aspecto semelhante ao tipo
selvagem.

O Tipo B sfo colonias menores que A, com pigmento marrom e
esporulagdio escassa .

O Tipo C sdo colonias pequenas, verdes, com um halo hialino, aspecto
compacto e densamente esporulada.

LILLY (1965) reconheceu também que o Tipo A e C sdo independentes,
e devidos a pelo menos dois loci cada um.

Além dos 3 Tipos mencionados, ocorre em menor frequéncia um
mutante morfol6gico atipico, semelhante & maioria dos pertencentes ao Tipo
B, produzindo pigmentos mais escuros, denominados “pseudo B”
(ALDERSON e CLARK, 1966). Estes autores agruparam as col6nias

“pseudo B” com o Tipo A.
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GAJEWSKI e LITWINSKA (1968) observaram em mutantes deficientes
para metionina, que as reversdes eram devidas 4 supressio.

BALL (1967), estudando a supressio do mutante meth;, em A. nidulans,
verificou que a supressdo era provocada por uma translocagdo de parte do
cromossomo IV para o cromossomo V. A translocagdo, ocasionando quebra
e fusdo de dois cistrons de cromossomos diferentes, daria forma¢io a um
novo cistron que determinaria a sintese de uma proteina capaz de suprir a
deficiéncia para metionina. Verificou-se também que o segmento translocado
continha o mutante arg, e que ocorria supressio desse mutante, em
consequéncia, talvez, de um efeito de posigdo.

GAJEWSKI e LITWINSKA (1968) propuseram uma classificagio dos
mutantes da maneira que segue:

Tipo 1 - pelo agrupamento do Tipo A e C de LILLY(1965)

Tipo 2 - € o tipo B de LILLY (1965)

Tipo 3 - € formado por col6nias compactas, brancas e pequenas.

Tipo 4 - enquandram-se todas as outras colonias que ndo se encaixam
nos tipos anteriores.

A unido dos tipos A e C ¢ justificada pela dificuldade que se encontra,
algumas vezes, em nfio poder distinguir os Tipos A e C ( PUTRAMENT
et al, 1970) .

SCOTT e ALDERSON (1971) analisando, os revertentes do Tipo B,
verificaram que o fenétipo B se deve a dois genes distintos.

ROCHA (1983) sugeriu uma nova classificagdo, que nada mais & que
a jungdo das duas outras. Assim os tipos A, B e C sfo os de LILLY, os
outros ( D e E ) sdo os 3 e 4 de GAJEWSKI e LITWINSKA ,

respectivamente.
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2.3. METODOS DE DETEMINAGAO DA TAXA DE
MUTACAO EM BACTERIAS

Baseados nos estudos referidos no item 2.1. foram propostos varios
métodos para determinac¢do da taxa de mutagdo em bactérias.

A taxa de mutagdo pode ser definida como a probabilidade de muta¢do
por célula e por geragdo ( HAYES, 1968 ). Para estimar essa taxa, em
organismos que crescem em forma de células livres, varios métodos tém sido

sugeridos, embora nenhum deles seja inteiramente satisfatério. Entre esses

métodos destacam-se os seguintes:

METODO 1- DETERMINACAO BASEADA NO NUMERO
DE CULTURAS SEM MUTANTES

Este ¢ um método proposto por LURIA e DELBRUCK (1943). Baseia-
se no principio segundo o0 qual a ocorréncia da mutagdo € independente, em
cada intervalo de tempo, e segue uma distribui¢do de POISSON. Desse modo
tendo-se uma série de culturas (C), com N bactérias, em algumas culturas nio
vao aparecer mutantes (C,). A média dos mutantes que surgiram (m) pode ser

estimada como segue:
Co_m m=-in{ 2}
C

onde : In= logaritmo neperiano e =basede In
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A taxa de mutagdo a seria dada pela formula:

Em condi¢des ideais, este método € altamente eficiente param < 0,5 e
bastante satisfatério para m < 1. Mas ¢ também influenciado pelo
retardamento fenotipico.

METODO 2- METODO DA MAXIMA VEROSSIMILHANGA.

O método da maxima verossimilhanga, em condi¢cdes ideais, €
indiscutivelmente, o mais eficiente. Ele € decrito, em detalhe, por LEA e
COULSON ( 1949 ), os quais organizaram tabelas para facilitar os célculos.

METODO 3 - METODO DA MEDIANA ( LEA e COULSON, 1949 )

E um método para ser usado quando se deseja estimar a taxa de
mutacdo em um experimento, onde todas ou quase todas as culturas

apresentarem mutantes. As culturas com r mutantes sdo arranjadas em ordem
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ascendente e a cultura do meio selecionada. O nimero de mutantes nesta

cultura é uma estimativa de r,, a mediana da distribuicdo der.

A média de mutantes que apareceram pode ser estimada pela férmula:

o lm=124
m

Conhecido m, a taxa de mutagfo a serda determinada por:

=m.1n2

8=

LEA e COULSON (1949) organizaram tabelas para facilitar o calculo
de m por este método.
Com o uso dessas tabelas o método é bastante rapido e pode ser usado

para fazer estimativas preliminares a serem utilizadas em métodos mais
elaborados.

METODO.4. - DETERMINAGAO BASEADA NA EQUAGAO =x=0 ( LEA e
COULSON, 1949 )

Os valores de r podem ser transformados pela equagéo:

x=— 0 o0

I In-m+4,5
m
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X apresenta, no caso, uma distribui¢do aproximadamente normal.
Como a média dessa distribuigdo é aproximadamente 0, uma estimativa de m
pode ser feita em um conjunto de C observagdes experimentais. Usando-se
esse método pode-se fazer uma primeira estimativa pelo método da mediana.
O valor de m, entiio encontrado, ¢ substituido na equacgfio acima, e cada valor
experimental de r € convertido em um valor de x. A seguir efetua-se a soma.
Uma série de valores préximo ao de m é experimentado na procura do valor
que faca Tx= 0.

Tendo-se o valor de m, a taxa de mutagio ¢ calculada como no

método anterior.

METODO-5 - DETERMINAGAO BASEADA NO TERCEIRO
QUARTIL ( ARMITAGE, 1953 )

O método € semelhante ao da mediana, obtendo-se a estimativa de m

pela equacdo:
2 _jnm=4,09
m
onde q € o numero de mutantes correspondente ao terceiro quartil .

ARMITAGE (1953) organizou tabelas para se obter a estimativa de

m, baseada neste método.
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METODO 6- DETERMINAGAO BASEADA NO NUMERO MEDIO DE
MUTANTES POR CULTURA

Eum dos métodos propostos por LURIA e DELBRUCK (1943).

Tendo-se uma série de culturas (C), com igual nimero de bactérias,
estima-se o nimero de mutantes em cada cultura, e determina-se a média de
mutantes (), nessa série de culturas. A média de mutagdes m € determinada
pela férmula:

T=m.In (C.m)

ARMITAGE (1952) propds uma corregdo para esse método, sugerindo
que m fosse estimado a partir da férmula:

r=mIn(3,46C.m)

METODO 7 - DETERMINAGAO BASEADA NO VALOR MAXIMO
DO NUMERO DE MUTANTES

Método proposto por NEWCOMBE (1948), e no qual é usado a média
de mutantes r numa série de cultura, ¢ o maior nimero de mutantes (rm)

encontrado. Calcula-se m pela férmula:

R
|
=ty
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Sobre o ponto de vista da precis@o esse método ndo leva vantagens em
relagdo aos outros. Sua precisdio ndo cresce quando o ntimero de culturas C é

aumentado.

METODO 8 - DETERMINAGAO BASEADA NA VARIAGAO DA
PROPORGAO DE MUTANTES ( NEWCOMBE, 1948 )

Deixando-se as bactérias crescerem por um determinado tempo e
fazendo-se a determinagéio da proporgéio de mutantes no comego e no fim de

um intervalo de tempo, pode-se calcular a taxa de mutagéo pela formula:

T2 0
onff )
g

onde r; e r; sdo niimero de mutantes nos tempos 1 € 2; o g, niimero

de geragbes € N, e N,, o numero total de bactérias nos tempos 1 € 2.

METODO 9 - DETERMINACAO BASEADA NA CONTAGEM
in situ DO NUMERO DE CLONES MUTANTES
(NEWCOMBE, 1948)

Determina-se a taxa de mutagfio utilizando-se duas séries de placas

que sdo semeadas com o mesmo numero de bactérias. Apds certo intervalo
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de tempo, estima-se o niimero total de bactérias em uma série. A outra é
tratada com agente inibidor, de tal modo que a posi¢éo das col6nias nfo seja
modificada. As placas s@o reincubadas para determinagciio de clones
resistentes. A taxa de mutagdo € dada pela féormula:

m2(R,-R,)
a=
(Nz "'Nl)

onde a ¢ a taxa de mutagdo, R; e Ry; 0 niimero de clones mutantes

nos tempos 1 €2 e N, e N, , o niimero total de bactérias nos tempos 1 € 2 .

METODO 10 - DETERMINAGAO  BASEADA NO
PLAQUEAMENTO EM PERIODOS
SUCESSIVOS

Este método € baseado no fato de que a propor¢do de mutantes em
uma populagéo, aumenta linearmente, com o tempo. Para estimar a média de
mutagGes (m), nesse caso deixa-se a cultura de bactérias crescer por bastante
tempo, fazendo-se durante esse periodo varias determinagdes da proporgio de
mutantes. A inclinagdo da reta resultante € usada para o calculo da taxa de
mutacio.

Pode-se encontrar explicagdes sobre este método em STANIER et al
(1969).

METODO 11 - DETEMINAGAO BASEADA NA MEDIA DE
SETORES MUTANTES POR COLONIAS
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Em alguns casos € possivel observar, nas colénias de bactérias, setores
resultantes de mutagdes ocorridas. Neste caso, determinando o niimero total
de bactérias por colonias, e a média de setores (m), pode-se obter a taxa de
mutagdo (a) pela férmula:

onde N ¢ o nimero final de células na populagdo e N, é o nimero de
células a partir dos quais a populagdo cresceu durante o intervalo de tempo
estudado, (AZEVEDO e COSTA, 1973).

2.4. CONSIDERAGOES SOBRE A DETERMINAGAO EM
ORGANISMOS QUE CRESCEM EM FORMA MICELIAL

A determinaco da taxa de mutacdio espontdnea, em organismos que
crescem em forma de células livres, pode, entdo, ser feita por varios métodos.
Esses métodos, embora possam nfo ser inteiramente satisfatérios, permitem
estimativas aceitaveis.

O mesmo ndo ocorre em relagdo aos organismos que crescem em
forma micelial, como sdo os casos dos fungos filamentosos, e,
particularmente do Aspergillus nidulans, que aqui é objeto de estudo. Nesse
caso, a determinagdo da taxa de mutagdo espontinea oferece alguma
dificuldade e, normalmente, nfio é determinada. O ideal seria a determinagdo
da probabilidade de mutagdo por nicleo e por geragdo. Mas, como no caso
as amostras de nucleos somente podem ser obtidas através de esporos, o que

se faz, normalmente, é determinar a proporgdio de mutantes entre os conidios
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formados, sem considerar, profundamente, se a mutagdo ocorreu na formagao

do ¢conidio ou em divisdes nucleares anteriores.

3.0.MATERIAL E METODOS

3.1. LINHAGEM UTILIZADA

A linhagem utilizada foi a bioAy, methGy de Aspergillus nidulans,
originaria de Glasgow e cedida pelo Departamento de Genética da Unicamp
(Figura.l )

Os marcadores genéticos dessa linhagem, apresentados na Figura 2,

s30 os seguintes:

MARCADOR FENOTIPO
bioA, requisito para biotina
methG, requisito para metionina

3.2. MEIOS DE CULTURAS

3.2.1. MEIO MINIMO (M.M.) (PONTECORVO et al. , 1953)

Caracteriza-se por apresentar uma fonte de nitrogénio [NaNQO;], uma
fonte de carbono [glicose], sais minerais e agar de acordo com as

especificacdes a seguir:



Figura 1- Linhagem bioA, methG, de Aspergillus nidulans
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GRUPO DE LIGAGAO MARCADORES GENETICOS

bi0A1

4

methG1

FIGURA 2. -Marcadores genéticos da linhagem bioA, methG, de
Aspergillus nidulans. Os centromeros estdo designados por o. Os
fenétipos dos marcadores siio encontrados no item 3.1. As posi¢des

dos marcadores n#o estio em escala no mapa.
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NaNO; 6,0 gramas

KH,PO, 1,5 gramas
KCl1 0,5 gramas
MgS0,7H,0 0,5 gramas
FeSO, tragos
ZnS0, tragos
Glicose 10,0 gramas
Agua destilada 1 litro

* pH ajustado para 6,5 com NaOH 4% ou HCl 1N.
Para fazer o meio solido, adicionar agar em po na concentragdo final

de 1,5%

3.2.2. MEIO COMPLETO (M.C) PONTECORVO et al., 1953)

Adicionou-se a0 meio minimo:

Peptona 2,0 gramas
Caseina Hidrolizada 1,5 gramas
Extrato de Levedura 0,5 gramas

Solugdo de Vitaminas 1,0 mililitro
* pH ajustado para 6,5 com NaOH 4% ou HCI IN
Para fazer o meio solido, adicionar dgar em po na concentragdo final

de 1,5%
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3.3. SOLUGOES
3.3.1. SOLUQAO DE VITAMINAS

Acido p-aminobenzdico 10,0 mg

Acido nicotinico 100,0 mg
Aneurina (Tiamina) 10,0 mg
Biotina 0,2 mg
Piridoxina 50,0 mg
Riboflavina 100,0 mg
Agua destilada 100,0 ml

A solugdo foi esterilizada em banho maria, por 15 minutos, a 60°C

por 3 dias consecutivos e guardada em frasco escuro, sobre cloroférmio e

conservada na geladeira.

3.3.2. SOLUCAO SALINA

Formaram esta soluggo:
Cloreto de sédio 8,5 gramas
Agua destilada 1000m!
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Colocou-se 9,0ml da solugdo em frascos para facilitar os experimentos,
autoclavou-se a uma atmosfera de pressio, 120 graus centigrados por 15

minutos. Conservou-se os frascos 4 temperatura ambiente.
3.3.3. SOLUGAO DE TWEEN 80 (0,1%)

Adicionou-se Tween 80 a 4gua destilada numa concentragio de 0,1%
v/v).
Foram colocados 2,5ml da solugfo em tubos de ensaio, os quais foram

autoclavados e mantidos a temperatura ambiente.

3.3.4. SOLUCAO DE BIOTINA

Biotina 200pg
Agua destilada 50ml

3.3.5. TAMPAO FOSFATO (pH 7)
Solugdo A- Na, HPO,- 12H,0, 3,73g em 1000ml de agua

Solugdo B- KH,PO,- 2,4g em 1000ml de 4gua
Foram adicionados 7 partes da solugio A a 3 partes da solugio B

3.3.6. SOLUGAO FIXADORA
Foram misturados alcool absoluto, acido glacial e 4cido acético na

proporgdo de 6:1:1 respectivamente. A solugdo foi colocada em frasco

escuro e conservada a temperatura ambiente.
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3.3.7. SOLUGAO ESTOQUE DE GIEMSA

Giemsa 3,8¢g
Glicerina 250ml
Metanol 250ml

Misturou-se e conservou-se em frasco de vidro com boca esmelhirada.

3.3.8. SOLUGCAO HCI 1IN

HC1 (37%) 85,0ml
Agua destilada 915 ml

A solugdo foi conservada a temperatura ambiente.

3.4. ESTERILIZAGAO E TEMPERATURA DE INCUBAGAO

Os meios de cultura foram esterilizados em autoclave por 15 minutos a
120°C. As solugdes as quais ndo foi indicado modo de esteriliza¢do, foram
esterilizadas em banho maria & 60°C por 15 minutos, durante 3 dias
consecutivos.

A temperatura de incubag&o foi de 37° C, em todos os experimentos.
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3.5. ANALISE DAS MUTACOES

3.5.1. DETERMINAGAO DO NUMERO DE MUTANTES

A linhagem bioA,, methG,, foi inoculada no centro de uma placa
de Petri, de 9cm de didmetro, contendo 20ml de meio completo sélido, e
incubada a 370 C,, por 10 dias. Depois desse periodo de incubagdo, quando
a linhagem j4 havia crescido e ocupado todo o meio de cultura, fez-se a
repicagem com o replicador de 26 agulhas para placas de Petri com meio
completo, as quais foram incubadas 4 370 C durante 4 dias . Em cada placa
as coldnias apresentavam, entdo, a disposi¢do que se acha representada na
Figura 3., e, de cada uma das nove coldnias centrais, foram recolhidos todos
os conidios possiveis, os quais foram suspensos em 1ml de solugdo de
Tween 80, e agitados para desagregacdo completa dos conidios. Essa
suspenséo foi transferida a um tubo de ensaio que continha uma camada de
aproximadamente um centimetro de espessura de algod3o no tergo superior,
a fim de que nessa filtragdo, outras estruturas fossem retiradas. Retirado o
algoddo, que serviu de filtro, todo o contetido desses tubos foram colocado
em 2 placas de Petri contendo meio minimo com biotina ( 0,4 pg/ml ) e
espalhado com alga de Drigalski.
Essas placas foram incubadas & 370C e depois de 10 dias de

incubagdo, era anotado o niimero de coldnias de cada tipo que apareciam.
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Figura 3 — Modelo do sistema de inoculag@o com o replicador, em
Placa de Petri
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3.6. DETERMINAGAO DO TAMANHO E DO VOLUME DAS COLONIAS.

Depois de 10 dias de crescimento, a linhagem foi repicada, com o
replicador de 26 agulhas, para placas de Petri, contendo meio completo, €
incubada por quatro dias. Apds esse periodo de incubagdo, as nove colonias
centrais foram medidas com a régua milimetrada, determinando-se o
tamanho do didmetro de cada coldnia.

A determinacgio do volume das colonias foi feita como segue:

Nove coldnias centrais eram recortadas e retiradas juntamente com
o meio de cultura, e colocadas em Becker com agua destilada . Esse Becker
era levado ao fogo e deixava-se a agua aquecer até que as colonias
perdessem completamente o meio de cultura a elas aderido. Essas 9
colonias, livre de meio de cultura, eram, entdo, colocadas sobre papel de
filtro e depois, em conjunto, eram colocadas, em provetas graduadas,
contendo alcool absoluto, medindo-se o aumento de volume provocado por
elas.

Do mesmo modo também foram feitas medidas de colonias, cujas
partes aéreas foram retiradas por meio de alga de niquel-cromo. Nesse caso a
parte aérea foi colocada diretamente na proveta contendo alcool a fim de se
avaliar o seu volume, enquanto a parte restante, antes de ser medida, sofria

o tratamento descrito acima.

3.7. DETERMINAGCAO DO NUMERO DE CONIDIOS NAS
COLONIAS

Colonias centrais obtidas ap0Os repicagem com o replicador de 26
agulhas, foram medidas com régua milimetrada, determinando-se o tamanho
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do didmetro de cada uma. A seguir os conidios dessas colonias foram
transferidos para a solugdio de Tween 80 e desagregados por agita¢do. Essa
suspensdo foi filtrada do modo descrito em 3.5.1., ¢ o nimero de conidios

contados em hematimetro.

3.8. DETERMINAGAO DO NUMERO DE NUCLEOS EM HIFAS DE
VOLUME CONHECIDO

A linhagem foi inoculada por estrias, nas proximidades das bordas de
laminulas previamente esterilizadas, as quais foram colocadas sobre o meio
completo sélido, em placas de Petri. Apds trés dias de incubag@o essas
laminulas foram retiradas e preparadas para observagé@o microscopica.

Inicialmente procedeu-se & fixacio em solugdo fixadora (item 3.3.6)
por 15 minutos. Depois o material foi lavado, em agua destilada, e
procedeu-se a hidrélise em HC1 1IN a 60° C, durante 15 minutos. A seguir
lavou-se trés vezes em 4gua destilada, e fez-se a coloragdo durante 30
minutos, colocando-se a laminula em uma mistura de 10ml de tampdo
fosfato pH 7 e 18 gotas de solugdo estoque de Giemsa .

Em seguida as laminulas foram colocadas em ldminas, sobre
tampdo fosfato pH 7, e observadas ao microscopio. Entdo, uma parte da
hifa, era medida coma ocular micrométrica, e os nticleos nela contidos eram
contados. Cada parte, tinha a dimensdo de 9,675um de comprimento por
2,419um de didmetro, correspondente portanto, a um volume de 44,47 pm’.

Foram contados nicleos em 150 partes, tomadas, ao acaso, em 3
laminas, e, para cada uma dessas lidminas, contava-se o nimero de nucleos

existentes em 50 dessas partes.
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3.9. DETERMINAGAO DO NUMERO DE CABEGCAS
CONIDIAIS

Também em colénias centrais, obtidas com o replicador, de modo ja
descrito (item 3.5.1.), foram feitas contagens, do nimero de cabecas em 30
campos com drea de 187,5um de raio. As placas eram levadas ao
microscopico, a 4area delimitada, através de medi¢bes com a ocular
micrométrica, € as cabegas conidiais, que ocorriam nessa 4rea, eram

contadas . Os campos € as colOnias eram escolhidas ao acaso.

3.10. DETERMINAGCAO DO TAMANHO DAS CABECAS
CONIDIAIS E DO NUMERO DE CONIDIOS POR
CABECA

De colonias centrais de modo j& descrito no item 3.5.1. eram retiradas
cabecas conidiais e colocadas em uma gota de 4gua sobre uma lamina. A
seguir cobria-se com uma laminula e observava-se ao microscépico. As
cabecas que se mostravam intactas, eram entdo medidas, com o auxilio de
uma ocular micrométrica. Eram feitas medidas conjuntas da vesicula e
cadeia de conidios.

O nimero de conidios por cabega foi determinado de dois modos
diferentes. O primeiro consistiu em isolar cerca de 40 cabegas conidiais,
colocadas em Iml de solugdo de Tween 80, desagregar os conidios por
agitacdo e fazer contagem em hematimetro. Conhecido o niimero de cabegas
conidiais colocadas e o nimero total de conidios originados dessas cabecas,

pode-se, entdo, estimar o niimero médio de conidios por cabega.
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A outra técnica consistiu em fazer o isolamento de uma cabega
conidial em 1ml de solugdo de Tween 80. Os conidios eram desagregados
por agitag3io e essa suspensdo de conidio era colocada em 9ml de solugdo
salina.

A seguir era preparada uma série de suspensdes de conidios, de 10
niveis ao todo, cada qual 1/2 vezes mais diluida do que a anterior. Cada
suspensdo era utilizada para inocular cinco tubos de ensaio, contendo 2ml
de meio completo liquido. E depois de 2-3 dias eram contados os tubos que
mostravam presenca do fungo.

A partir dai calculou-se, baseado em FISHER ¢ YATES (1971):

a) o nivel médio de fertilidade x

X

n

onde 0 X é o namero de tubos férteis e n_ o nimero de tubos usados

em cada concentragio.

b) o nivel de esterilidade médio y

y=s-x

onde s é o nimero de diluigSes da série, e x o niimero de fertilidade

médio.

¢) o niimero de conidios por tubo, na maxima concentragdo, que €
dado pela férmula:

logh=xloga-K
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onde x € o nivel de fertilidade médio, a ¢é o fator de dilui¢do ¢ K é um
valor tabelado ( Tabela VIII de FISHER e YATES, 1971-Tabela 22 neste
trabalho)

3.11. DETERMINAGAO DA VIABILIDADE DOS
CONIDIOS

A viabilidade dos conidios da linhagem bioA,, methG,, e das
reversdes tipo A, B e C, foi determinada de dois modos diferentes.

O primeiro consistiu em inocular a linhagem em placas com meio
completo, deixa-la crescer durante 4 dias e a seguir retirar os conidios e
colocd-los em tubos de ensaio, contendo solugdo de Tween 80. Depois de
desagregados por agitago, o nimero de conidios era contado em
hematimetro. Procedia-se, entdo a dilui¢Bes, em solugdo salina, de modo a
ter-se um numero apropriado de conidios a serem semeados. Dessa
suspensdo diluida, de conidios, 0,1ml era semeado, em meio completo, em
cada placa, e espathado com al¢a de Drigalski. A seguir as placas eram
incubadas e depois de dois dias de incubagdo, contava-se o numero de
col6nias que cresceram.

No outro método, depois de contados os conidios em hematimetro,
procedia-se a uma série de diluigdes sucessivas, colocando-se 1ml da
suspensdo de conidio em 9ml de salina. De cada dilui¢do 10ml da suspensdo
eram colocados em placas de Petri, esterilizadas. A seguir fazia-se a
inoculagdo em placas com meio completo, utilizando-se um replicador de 17
algas. Esse replicador, depois de flambado, era mergulhado na suspenséo de
conidios ¢ a seguir introduzido nas placas com meio de cultura. Depois de
dois dias de incubagdo era contado o nimero de colonias que cresceram e

calculado o niimero de conidios por ml de modo j4 descrito no item 3.10.
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Previamente foi feito estimativa do volume de 4gua que cada alga do
replicador era capaz de transportar estimando-se um valor médio
aproximado de 0,003ml.

3.12. MODELO MATEMATICO

A média de mutagdes poderia ser determinada com base em um modelo
matemético ( BARACHO e PIEDRABUENA, comunicagﬁo pessoal ) que
resulta das consideragGes que seguem:

Considere-se que p, ¢ a probabilidade de um conidio ser gerado por
um nicleo que sofreu determinada mutagiio € qu ( g = 1- p2 ) a
probabilidade contraria.
Considere-se N o nimero de conidios sujeitos a serem gerados por
esse nicleo mutante. Entdo a probabilidade de aparecer 0,1,..N conidios
mutantes é dada pela distribui¢do binomial,

N - =
P(X:K)-.-(K)pgqg K (K=01..N)

Considere-se p; a probabilidade de um nucleo sofrer determinada
mutacdio € q; ( @ = 1- p1 ), a probabilidade contrdria . Para n; nicleos a
probabilidade de mutagdo é também dada por uma distribui¢do binomial

. i ny-1 .
P(Y =i) =(“il )p;qfl (i=0,1..n))
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Assumindo agora que o numero de conidios sujeitos a serem
gerados por nucleos mutantes (N ), depende do numero de nicleos
mutantes que apareceram, tal que N =i (i=0,l..n; ) onde A > 1 é uma

constante inteira, tem-se :

POV =)= (Y = =™ pig?t"
i
e a distribui¢do bidimensional de (X, N) ¢é dada pela equaco

n . Al ; s _
PX=K)= 3 [ )( k‘}aiqi" 'P3a> ®

i=—+¢

i=£+c,5+c+l,...,n1; 7»111=n2
A A

0< C<1, sendo C uma constante arbitrdria tal que i ndo assuma valores

fracionarios.
A média dessa distribuicéo ¢é
m; =An;p;p, =N,p;p, (2)

E a variancia é
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o’ = n,p1P2(q; +Apoq;) 3

As estimativas das médias de nucleos que sofreram mutacio podem
ser obtidas como segue:
De(2)e(3)tem-se

2

O
— =(, +Ap,2q;
my

Se p; e p. tendem para zero, para suficientemente grandes nje np
(n2=Any)

que € a média de nucleos que mutaram.
Um outro modelo matematico que pode ser considerado € o de uma
distribuicdo Poissoniana composta (GRAY,1967). Nesse caso consideramos

que o numero de nicleos que mutaram em colonias de fungos € uma variavel
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poissoniana, com pardmetro A. O namero de conidios gerados por esses
diferentes niicleos que mutaram sfio varidveis poissonianas independentes
com paradmetro a.. Nesse caso a média ( p ) e a varidncia (6?) da distribuicdo

de conidios mutantes por colonia seriam:

b=Aa
o™=\ o (1+ a)
2
a=2-—1
1
L )
oa o

2
o _ la(l+a)=l+a
1 Ao
Tendo-se, portanto a média e a varidncia da distribuigdo de conidios

mutantes, por colonia, pode-se, entdo, calcular os pardmetros A e o .

Assim, tem-se a média de nicleos, que mutaram, A , e a média de
conidios mutantes, gerados por ¢les, a.

Pode-se, também, considerar como modelo para aparecimento de
conidios mutantes, gerados a partir de mutagdes de niicleos, a distribuigio
de GREENWOOD e YULE (1920).

Neste caso, os autores, ao referir-se ao niimero de acidentes, supdem

que estes se distribuem segundo a distribui¢do de Poisson,

i
f(l)=e%
F
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para j =0, 1, ..., sendo A uma varidvel aleatoria, que expressa os distintos
graus de riscos individuais a que estd submetida a populacdo, e cuja fungéo

de distribuig¢do € dada por:

sendo ¢ e p parametros da distribuigdo.

A partir dai os autores chegam ao desenvolvimento

(e ]

ou em forma geral

f(")=(c ; l)p Cr1f

parax=0, 1, ...
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A média (m) e a varidncia (c?) dessa distribuigdo sdo:

c+1
c c\L ¢
sendo
m m2
c= 3 p=
c —m 6’ -m

Embora as consideragdes de GREENWOOD e YULE ( 1920 )
sejam sobre ocorréncia de acidentes, tendo em conta os distintos graus de
riscos individuais, pode-se facilmente justificar sua aplicagdio ao estudo de
muta¢des aqui estudadas. Para isso temos, apenas, que considerar a
ocorréncia de conidios mutados, tendo em vista as distintas possibilidades
de aparecimento de niicleos mutados.

Os modelos, aqui referidos, sdo semelhantes em determinados casos.
PIEDRABUENA (1968) demonstrou que os valores da distribuiciio de
GREENWOOD e YULE podem ser obtidos por meio da Binomial
Generalizada (K+%¥)",onde K=(¢?/m)>0,¥=1-K e v=m/¥.

Tendo em vista que a aplicagdo da Binomial Generalizada facilita os
célculos, foi esta que utilizamos para estudar o ajuste dos dados, referentes

ao aparecimento de mutagdes.
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4.0. RESULTADOS

4.1. NUMERO DE MUTANTES

Utilizando-se a linhagem bioA,, methG, e as técnicas descritas no item
3.5.1. foram estudadas trés tipos de reversdes espontineas ( A, Be C ), do
gene methG, fenotipicamente distinguiveis. O tipo A ( Figura4 ) se apresenta
em forma de coldnias grandes e verdes. As do tipo B ( Figura 5) sédo
dotadas de pigmento marrom intenso, enquanto as do tipo C ( Figura 6) sdo
coldnias verdes, com um halo hialino .

Procurou-se verificar o numero total dessas reversdes em cada coloma,
usando-se duas placas de Petri por colonia. Foram analisadas 99 col6nias
grupadas em quatro grupos . Os resultados s3o apresentados nas Tabelas 1, 2
e3. |

A partir dos dados destas tabelas, procurou-se¢ determinar a média de
nucleos que mutaram, de acordo com as férmulas indicadas no item 3.12.

O total de reversdes do tipo A, apresentado por col6nia, pode ser visto
na Tabela 1, que mostra o nimero dessas reversdes nos quatros grupos em
que foram divididas. Para essas reversoes temos:

Numero de colonias examinadas = 99

Média de mutantes = 22,06

Variancia = 1186,87

Média de nicleos gerados por niicleos mutantes (Apy) = 52,80

Média de nucleos que sofreram mutagdo (n;p;) = 0,38
Para dados desta mesma Tabela, considerando-se, apenas, as quantidades de

mutantes inferiores a 30, temos:
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Figura 4- Mutante A-Linhagem bioA; methG, de Aspergillus nidulans
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Figura 5- Mutante B-Linhagem bioA, methG, de Aspergillus nidulans
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Figura 6- Mutante C-Linhagem bioA| methG, de Aspergillus nidulans



Numero de colénias examinadas = 87

Média de mutantes =12,30

Variincia = 28,54

Média de nicleos gerados por nicleos mutantes (Ap;) = 1,32

Meédia de niicleos que sofreram mutagdo (n;p;) = 9,31

O total de reversGes do tipo B, para cada coldnia, pode ser visto na
Tabela 2, do qual temos :
Numero de colonias examinadas = 99
Média de mutantes = 8,76
Varidncia = 378,41
Média de nicleos gerados por ntcleos mutantes (Ap;) = 42,21

Meédia de nicleos que sofreram mutagdo (n;p;) = 0,21

Para dados desta ~mesma Tabela, considerando-se, apenas, as

quantidades de mutantes inferiores a 30, temos:

Numero de colonias examinadas = 95
Média de mutantes = 6,17
Variancia = 23,42
Média de nicleos gerados por nicleos mutantes (Ap;) = 2,80

Média de nicleos que sofreram mutagéo (n;p;) = 2,21

Para as reversdes do tipo C, os resultados sdo apresentados na Tabela 3,
de onde temos :

Numero de colénias examinadas = 99
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Nimero de mutantes do tipo A obtides por colénia, grupados em quatro

grupos

COLONIA |TIPO A COLONIA |TIPO A COLONIA |TIPOA _ |COLONIA |TIPO A
1 6 26 17 51 17 76 16
2 22 27 7 52 7 77 17
3 11 28 3 53 203 78 10
4 17 29 11 54 7 79 9
5 19 30 15 55 10 80 14
6 9 31 16 56 10 81 13
7 36 32 14 57 10 82 8
8 16 33 . 6 58 11 83 9
9 27 34 14 59 10 84 17

10 12 35 16 60 7 85 47
11 3 36 5 61 5 86 5
12 19 37 11 62 12 87 7
13 11 38 5 63 20 88 14
14 15 39 14 64 67 89 8
15 8 40 8 65 31 90 10
16 17 41 17 66 10 91 96
17 17 42 10 67 54 92 12
18 3 43 18 68 19 93 11
19 9 44 12 69 10 94 11
20 111 45 13 70 79 95 2
21 20 46 14 71 13 96 6
22 25 47 134 72 11 97 8
23 8 48 35 73 19 98 11
24 16 49 19 74 221 99 15
25 28 50 16 75 10




TABELA 2.

Nimero de mutantes do tipo B obtidos por colonia, grupados em quatro

grupos
COLONIA {TIPOB [COLONIA |TIPOB |COLONIA [TIPOB |COLONIA |TIPOB
1 3 26 2 51 4 76 11
2 8 27 2 52 14 77 12
3 9 28 5 53 0 78 3
4 7 29 5 54 1 79 7
5 3 30 0 55 0 80 14
6 14 31 5 56 1 81 14
7 4 32 31 57 7 82 12
8 7 33 8 58 8 83 4
9 9 34 1 59 5 84 3
10 30 35 6 60 9 85 3
11 11 36 3 61 4 86 2
12 8 37 3 62 3 87 7
13 15 38 26 63 3 88 12
14 30 39 4 64 2 89 2
15 7 40 3 65 4 90 8
16 6 41 8 66 0 91 7
17 6 42 0 67 13 92 17
18 6 43 5 68 3 93 11
19 4 44 9 69 3 94 4
20 6 45 0 70 2 95 12
21 24 46 5 71 2 96 6
22 6 47 8 72 3 97 6
23 9 48 9 73 2 98 9
24 2 49 190 74 5 99 6
25 0 50 1 75 4
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Nimero de mutantes do tipe C obtidos por colonia, grupados em quatro

grupos

TABELA 3.
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Média de mutantes = 4,97
' Variancia = 22,34
Meédia de nicleos gerados por niicleos mutantes (Ap,) = 3,49
Média de nucleos que sofreram mutagdo (n;p;) = 1,42
Para esse tipo, ndo apareceu quantidade de mutantes maior do que 30.
Utilizando a distribui¢do de Poisson composta (GRAY, 1967), item
3.12., obtem-se os mesmos valores, sendo:
Ap2=a
n;pr= A

4.2. TAMANHO E VOLUME DAS COLONIAS

Foram feitas medidas das colonias, do modo j4 descrito no item
3.6. A Tabela 4 mostra os resultados dessas medidas. Verificou-se que as 9
colonias centrais tinham um didmetro que variava de 11 a 14 milimetros.
Constatou-se ainda que essas colOnias tinham, em média, 11,89 milimetros
de didmetro, ou seja 5,945 milimetros de raio ( R ), e para a medida do
didmetro o desvio padrio era de 0,87.
De acordo com o item 3.6. foi também estimado o volume
correspondente ds 9 colonias centrais juntas. Determinou-se o volume
das coldnias inteiras e também de suas partes aéreas e das suas  partes

submersas. Os dados séo apresentados na Tabela 5.
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TABELA 4.

Didmetro em mm das 9 coldnias centrais medido em 6 placas

colonia | 1 | 2 3 4 5 6 7 8 {9
placa
1 11 |12 {11 |12 |13 11 |13 11 |12
2 12 (11 11 (12 |13 12 |12 11 11
3 12 12 {13 (11 |13 11 |11 12 111
4 13 /114 (12 |12 |11 11 |12 13 |13
5 13 {11 {12 (12 |13 11 |12 12 11
6 11 {11 13 (12 |11 11 |12 11 14

Meédia do didmetro das coldnias = 11,89mm
Desvio padrédo = 0,87

TABELA 5.

Volume em cm’ das colonias e suas partes aéreas e submersas
correspondentes a 9 colonias centrais em cada experimento

EXPERIMENTO | COLONIAS | PARTE PARTE

L4

INTEGRAIS | SUBMERSA AEREA

1 —_— 0,10 0,04
2 —_— 0,10 0,04
3 - 0,10 0,05
4 0,15 —_— —
5 0,15 —_— —
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4.3. NUMERO DE CONIDIOS POR COLONIAS

A determina¢do do numero de conidios, nas coldnias, foi feita
conforme metodologia descrita no item 3.7. Os resultados sio mostrados na
Tabela 6. Dessa tabela tem-se que o nimero de conidios, por coldnia, é de
3768,0556 X 10°. ( aproximadamente 3,8 X 107) com um desvio padrio de
6,08377614 X 10°.

44 NUMERO DE NUCLEOS NAS HIFAS

De modo ja descrito no item 3.8. foram contados os nicleos em hifas de
9,675um de comprimento por 2,419um de didmetro, ou seja, com um
volume de 44,47um’. Essa contagem foi feita em 150 partes, tomadas, ao
acaso, em trés ldminas. A Tabela 7 mostra o resultado dessa contagem.
Foram obtidos em média 0,867 nicleos, por parte da hifa com essa dimensdo
especificada.

Da Tabela 5, tem-se que a parte submersa da colbnia apresenta um
volume de 0,01111cm’.

O numero de partes de hifas ( H ), com um volume de 44,47um3, que

cada col6nia poderia conter seria de

H= 11.110.000.000
44,47

=249.831.347



TABELA 6.

Numere de conidios por colonias

COLONIAS  DIAMETRO DA NUMERO DE
N COLONIA EM mm CONIDIOS X 10
1 12 4.387,5
2 13 4.450,0
3 14 3.725,0
4 13 4.237,5
5 ~ 11 3.025,0
6 12 4.412,5
7 12 3.087,5
8 13 3.362,5
9 13 3.225,0
TOTAL 33.912,5

_— — — ]

Média do nimero de conidios = 3768,0556 X 10*
Desvio Padrio = 6,1 X 10°
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TABELA 7.

Frequéncia de nacleos em 150 partes de hifa, tomadas ao acaso, em 3
laminas. Cada parte media 9,675um de comprimento por 2,4109um
de didmetro. Foram contadas 50 partes em cada lamina.

LAMINA
=~tmero | |
DE 1 2 3 TOTAL
NUCLEOS
0 21 22 17 60
1 23 18 26 67
2 3 5 4 12
3 1 3 2 6
4 2 1 1 4
5 0 1 0 1
TOTAL 50 50 50 150

Média de nicleos por parte = 0,867
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E o numero de nicleo (n) seria de:
n= 0,867 X 249.831.347 = 216.603.778

No que diz respeito a parte drea foi encontrado um volume (Va) médio
de 0,0048148148cm’.

O volume modal encontrado para niicleos da linhagem bioA,, methG,
foi de 11,0357 ( BARROS, 1977).

Considerando o total de conidios de cada col6nia tem-se um volume

11,035 X 37.680.556 = 415.804.94Oum3.

Dai resulta entdo:
4.814.814.814pum’ - 415.804.940pm’ = 4.339.009,910pm’
4.339.009,910 + 44,47 = 98.920.843
98.920.843 X 0,867 = 85.764.371

85.764.371 é a média estimada de niicleo da parte aérea da coldnia ,
excluindo os nticleos do conidio.
Considerando as estimativas aqui feitas tem-se entdo, para a colonia o

namero total de nicleos que € especificado na Tabela 15.

4.5. NUMERO E TAMANHO DE CABEGAS CONIDIAIS

Conforme metodologia descrita no item 3.9., foram contadas as cabegas
conidiais em 30 campos com érea de 187,5um de raio (r). Os campos foram
escolhidos ao acaso, em 5 colonias diversas, contando-se 6 campos por

colonias. A Tabela 8 mostra o resultado dessa contagem.
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TABELA 8.

Niimero de cabecas conidiais em 30 campos com area de 187,5um de raio.

Foram contados campos em 5 colonias, sendo seis campos por colénia.

CAMPO
COLONIA| 4 2 3 4 5 6 |TOTALDE
CABECA
1 23 16 22 17 19 25 122
2 24 17 18 27 14 23 123
3 14 18 18 14 20 23 107
4 24 20 20 13 21 18 118
5 23 22 22 20 19 14 119

TOTAL 589

_

Média de cabegas conidiais por drea = 19,63 + 7,25
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Foi encontrada uma média de cabegas conidiais, por area, de 19,63+
7,25 cabegas.

Como o raio (R) das coldnias é conhecido (item 4.2), podemos obter,
a partir dai, a relaggo entre a 4rea das colénias (ITR?) e 4rea do campo (I1 %),
onde as cabecas conidiais foram contadas. Obtemos, assim, como segue, o

numero de campos contidos em cada col6nia:

TIR? 59457
Ir® 187,52

=1005,31

Se cada colonia tem, em média, 1005,31 campos, e se cada campo
tem, em média, 19,63 cabegas conidiais, entio o nimero de cabegas

conidiais por col6nia € igual a:

1005,31 X 19,63 = 19.734,24

Pelo calculo, entdo, uma colbnia deve ter, em média 19.734,24

cabecas conidiais.

Para se ter uma idéia do tamanho das cadeias de conidios, 0
comprimento de 60 cabegas conidiais foi medido em 6 colonias distintas,

medindo-se 10 cabegas por colonia. Os dados estdo na Tabela 9, onde se
pode ver a média encontrada, que foi de 70,63um + 22,36 um.
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4.6. NUMERO DE CONIDIOS POR CABECA

Procurou-se determinar também o nimero de conidios por cabeca
conidial. Essa determinac8o foi feita por 2 técnicas diferentes que se acham
descritas no item 3.10.

A Tabela 10 apresenta os resultados da determinagéo, pelo método de
contagem no hematimetro. Por esse método foi encontrada uma média de
conidios por cabega de 4710,25 + 2765,91. A outra técnica usada foi a
técnica da diluicdo da qual resultou uma média de conidio por cabega igual
1720,13 conidios, com limites fiduciais de 913,35 e 3262,00 conidios(Tabela
11).

Pode-se, também, estimar o niimero de conidios, por cabega dividindo
o nimero de conidios, por colonia, pelo nimero de cabegas por col6nia.
Esses dados sdo encontrados no item 4.3 e 4.5 respectivamente. Dai temos
que o namero de conidios por coldnia € igual a 3,8 X 107 e que o ntimero de
cabegas conidiais por col6nia € igual a 19.734,24, obtendo-se, portanto, uma
quantidade de conidios, por cabega, igual a 1925,58 conidios .

4.7. VIABILIDADE DOS CONIDIOS

A viabilidade dos conidios da linhagem bioA| methG, e dos 3 tipos de
reversoes, foi analisada por 2 métodos descritos no item 3.11.

A Tabela 12 mostra os resultados dessa analise pelo método do semeio
direto em placa de Petri, enquanto a Tabela 13a apresenta os resultados
encontrados pelo método de diluigBio. O controle feito para os dados da
Tabela 13a € apresentado na Tabela 13b.
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TABELA 10.

Nimero de conidios por cabeca, em 4 experimentos

( Método do hematimetro ).
EXPERIMENTO |N°DE CABECAS |TOTAL DE N° DE CONIDIOS
CONIDIOS X 10 |POR CABECA
1 41 13,5 3.293
2 42 27,5 6.548
3 40 20,0 5.000
4 40 16,0 4.000

Média de conidios por cabeca = 4710,25 + 2765,91
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TABELA 13a.

Determinac¢ido da viabilidade dos conidios pelo método do replicador para
a linhagem usada e os diversos mutantes, usando o fator de dilui¢cio 10.

DILUIQAO

O DE

CONIDIOS NIVEL DE CONIDIOS
LINHAGEM |CONTADOS {1 {213141|5

POR m! FERTILIDADE | POR ml
bioA; met G, 34X 10* 17116 {13{0 |0 2,71 31X 10*
TIPO A 67 X 10* 171171105 |0 2,88 45 x 10
TIPO B 65 X 10* 171171151 ]o 2,94 51 x10*
TIPOC 71 X 10* 1711711413 |0 3,00 58x 10"
W

TABELA 13b.

Ceontrole para o experimento da Tabela 13a. Estimativas do niimero de
conidios por ml ( usando hematimetro), e do niimero de conidios viaveis.

LINHAGEM CONIDIOS CONIDIOS
CONTADOS POR mi | VIAVEIS
bioAl metG1 34X 10* 18 X 10¢
TIPO A 67 X 10* 34X 10
TIPOB 65X 10* 37,5 X 10*
TIPO C 71 X 10* 29 X 10*
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5.0. DISCUSSAO

5.1.-0 METODO E OS DADOS EM GERAL

5.1.1. O TAMANHO DAS COLONIAS. O NUMEROE A
VIABILIDADE DOS CONIDIOS

O trabatho teve dois objetivos principais:

1.Verificar se podia haver, em fungos filamentosos, locais
preferenciais para ocorréncia de mutagdo.

2. Estudar modelos que possibilitem a determinagio da taxa de
muta¢do, em fungos filamentosos.

Na tentativa de esclarecer esses dois pontos, foi utilizada a
linhagem bioA; methG, de Aspergillus nidulans, optando-se pelo estudo das
mutacdes espontdneas relacionadas ao gene methG;.

Para tentar esclarecer esses pontos, varios dados tiveram de ser
levantados. Primeiramente procurou-se determinar o nimero de mutantes dos
Tipos A, Be C ( LILLY, 1965 ), que ocorreram em coldnias da linhagem
usada, as quais apresentavam um desenvolvimento com certa regularidade.
Estes dados estdo nas Tabelas 1, 2 e 3.

Para obtengdo desses mutantes, os conidios, provenientes de cada
coldnia, eram colocados em placas com meio de cultura, conforme descrito no
item, 3.5.1. Foi, entdo, necessario estabelecer o niimero de conidios por
colonia, para poder determinar a frequéncia das mutagSes (Tabela.6.). E
teve-se, também, de estabelecer o tamanho dessas colbnias, para ter uma
idéia de sua uniformidade (Tabela 4). Essas apresentaram um didmetro

variando de 11 a 14 milimetros, com uma média de 11,89 milimetros e um
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desvio padrio de 0,87, podendo-se considerar que, quanto ao tamanho,
apresentaram uma regularidade aceitdvel para os objetivos em vista.

Quanto ao ntimero de conidios por col6nia, a média encontrada foi de
aproximadamente 3,8 X 10’ com um desvio padrfio de aproximadamente 6,1
X 10°% 0 que demonstra, para as condigdes de experimento, uma regularidade
também aceitavel.

Mas, no que diz respeito ao uso de conidios para estudar mutagdes,
ndo basta conhecer o numero de conidios utilizados. E importante conhecer
também a sua viabilidade .

Para determinar a frequéncia de conidios vidveis, o método que
comumente se emprega, € o de fazer uma contagem de conidios, e verificar,
em meio apropriado, quantos foram capazes de germinar e dar origem a
colonia. Mas, devido ao tamanho microscopico dos conidios, essa contagem
nfio ¢ uma contagem direta. Normalmente toma-se uma suspensio, e estima-
se, por meio de uma contagem em hematimetro, a quantidade de conidios que
ela contém. E para o semeio em meio de cultura, tem-se de proceder a
diluigdes convenientes.

E um método sujeito a grandes erros, mas bastante pratico. E pode dar
informagdes satisfatorias sobre a viabilidade dos conidios, desde que se tenha
em vista os erros a que esta sujeito.

Esse método foi empregado neste trabalho, e os resultados est3o na
Tabela 12 e na Tabela 14.

Por esse método os conidios apresentaram uma viabilidade variando
de 71%, nos revertentes do Tipo C, a 100% nos do Tipo A. A imprecisdo do
método pode ser observada no caso dos revertentes do Tipo A, que mostram
uma média de conidios semeados ( 19,5 ), menor do que a média de conidios

germinados ( 22,0 ).



Tendo em vista a imprecisdo desse método, procurou-se estudar um
método alternativo, o qual foi denominado de método do replicador e que se
acha descrito no item 3.11.

Por esse método a porcentagem de conidios viaveis variou de 67% nas
reversdes do Tipo A a 91% na linhagem biocA, methG,. ( Tabela 13 e 14).

Da maneira como foi realizado, o método, porém, apresenta grande
imprecisdo. Primeiramente, foi usado um fator de diluicdo 10, que nio ¢
muito recomendavel ( FISHER e YATES, 1971 ), e, além disso, a quantidade
de 4gua conduzida por cada al¢a do replicador teve uma estimativa bastante
grosseira.

Contudo, em apenas um caso esses métodos apresentaram diferencas
bastante amplas. Foi no caso das reversdes do Tipo A, em que a diferenca
atingiu 33%. Nos demais casos, as diferencas sdo relativamente pequenas.

De um modo geral, pode-se concluir que a linhagem e os mutantes
apresentam conidios com uma viabilidade em torno de 80%, e que nio foi de
nenhuma forma demonstrado, pela metodologia utilizada, que as mutagdes
afetaram a viabilidade dos conidios.

5.1.2. CABECAS CONIDIAIS, QUANTIDADE DE
NUCLEOS, VOLUME DAS COLONIAS

Como um dos objetivos do trabalho era verificar se existiam locais
preferenciais para ocorréncia de mutagdes, € como os mutantes, relacionados
nasTabelas 1, 2 e 3, provieram de conidios, os quais sdo formados em cabegas

conidiais, procurou-se estudar mais detidamente essas cabegas, nio apenas



TABELA 14.

Porcentagem de conidios vidveis estimada pelo método do semeio e pelo
método do replicador

METODO
LINHAGEM |SEMEIO REPLICADOR
bioA, meth G, 87% 91%
TIPO A 100% 67%
TIPO B 83% 78%
TIPO C 1% 82%
| S S
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quanto ao seu comprimento, mas também quanto ao niimero de conidios.
Visava-se, assim, obter dados que pudessem ser confrontados com a quantidade
de mutantes obtidos em cada colonia.

O Aspergillus nidulans, segundo RAPER e FENNEL(1965), apresenta
cabega conidial colunar variando de 40 a 80pum de comprimento por 25 a 40um
de largura, podendo-se encontrar, comumente, variagdes que véo de 60 a 70um
de comprimento, por 30 a 35um de largura. As medidas para o comprimento
de cabegas conidiais, feitas na linhagem usada neste trabalho, estdo na Tabela 9.
Essas medidas tém um intervalo de confianga de 70,63um * 22,36um, que
embora abranja o comprimento maior de 80um, nio abrange o valor menor de
40um.

Considerando-se que as cabegas conidiais tém um comprimento que varia
de 48,27um a 92,99um (conforme o intervalo de confianga estabelecido) e
que o didmetro dos conidios € de 3um (RAPER e FENNELL, 1965), pode-se
admitir que cada coluna de conidios formada, nessas cabegas, tem de 16 a 30
conidios.

O niimero de conidios em cada cabega conidial foi determinado por dois
métodos descritos no item 3.10. Em um deles, os conidios de um certo niimero
de cabecas eram desagregados em solugio de Tween 80 e contados em
hematimetro. O resultado € apresentado na Tabela 10. A média de conidios,
por cabega, encontrada por esse método, foi de 4710,25 + 2765,91.

No outro método, os conidios de uma cabega conidial eram
desagregados em uma solugdo de Tween 80. E o nimero de conidios nessa
solucdo era estimado pelo método da diluigdes descrito de FISHER e YATES
(1971). Foram feitos seis experimentos, cujos dados sdo apresentados na

Tabela 11. Para os niveis de fertilidades médios temos, entdo, uma média de
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5,4 £ 0,87. Dai resulta uma média de conidios por cabega igual a 1720,13
com limites fiduciais que vai de 913,35 a 3262,00.

Os dois métodos deram, portanto, resultados diferentes. Deve-se
considerar, entretanto, que 0 método das diluigSes estima niimero de conidios
vidveis, enquanto o método de contagem, em hematimetro, estima o niimero
total de conidios. Contudo, tendo em vista os estudos ja feitos sobre a
viabilidade dos conidios, a diferenga nfio pode ser explicada por este aspecto,
pois seria necessario que os conidios tivessem uma viabilidade muito baixa.

A imprecisio do método da contagem, em hematimetro, j& foi discutida
anteriormente (item 5.1.1. ). O método de diluigdes tem um bom fundamento
matematico e, no caso desse trabalho, apresenta um erro menor do que o
método do hematimetro ( Tabela 10 e 11).

Como o nimero de conidios por colénia foi determinado ( Tabela 6),
pode-se, entdo, estimar o niimero de conidios por cabega conidial, tendo-se o
namero de cabegas por coldnia.

Para determinar o niimero de cabecas por colonia foi feita,
primeiramente, uma contagem do niimero de cabegas em um area determinada
(item 3.9.), cujo resultado encontra-se na Tabela 8.

A partir dai pdde-se calcular o numero de conidios por cabeca,
obtendo-se a estimativa de 1925,58 conidios ( item 4.6 ) . Essa estimativa nfio
difere estatisticamente do valor estabelecidos pelo método da dilui¢do, mas
esta fora dos limites fiduciais estabelecido para o método do hematimetro.

Todas as determinagSes, até agora feitas, visaram possibilitar um
enfoque das mutagdes de uma maneira que pudesse permitir tirar conclusdes
relacionadas com os dois objetivos principais desse trabatho. E como se verd,
esses dados foram fundamentais. Entretanto, considerou-se que seria

vantajoso se se pudusse ter estimativas sobre as quantidades de nicleos
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envolvidos nesse processo mutacional. Quanto ao estudo quantitativo de
niicleos, nos conidios, hi trabalhos anteriores em que pudemos nos apoiar
(BARROS, 1977). Mas com referéncias ao micélio, na auséncia de dados de
literatura, convenientes, foi necessério levantar dados experimentais.

Primeiramente, pela técnica descrita, no item 3.6., determinou-se o
volume de cada colonia. Esses dados se encontram na Tabela 4. E a seguir
determinou-se o nimero de nicleo em um volume conhecido de hifa pelo
método descrito no item 3.8., obtendo-se os dados que se encontram na
Tabela 7, que apresenta uma média de 0,867 nucleos, por parte de hifa de
44,47um’ de volume.

Com esses dados pode-se estimar o numero de mucleo para a parte
submersa da colonia e para a parte aérea, dados que se encontram na Tabela
15.

Em vista da metodologia empregada para determinagdo do volume das
colonias, essas estimativas se tornam amplamente imprecisas, € apenas
podem dar uma idéia vaga da quantidade de nucleos no micélio da linhagem
estudada.

5.2. OS MUTANTES
5.2.1. A FREQUENCIA DE MUTANTES

Trés tipos de reversdes do gene methG,, fenotipicamente distinguiveis,
foram aqui estudados. E o nimero de mutantes encontradas, em cada colénia,
pode ser visto nas Tabelas 1, 2 e 3, para as reversdes do Tipo A, B e C,
respectivamente, cujas frequéncias podem ser encontradas na Tabela 16.

Visando decidir se as diferengas entre essas amostras significavam

diferencas efetivas entre as mutagdes, ou se representavam, apenas, variagoes



TABELA 15.

Estimativas do niimero de nicleos, para as diversas partes da colonia.

e
PARTES DA NUMERO DE
COLONIA NUCLEOS
Micélio submerso 21,7 X 107
Partes aéreas:

Conidios 3,8 X107
Outras partes 8,6 X 10’

Total 341X 10’
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casuais, que podiam ser esperadas entre amostras aleatérias, aplicou-se o
Teste de Kruskal-Wallis ( SIEGAL, 1975). Esse teste deu como resultado
H = 104,566, altamente significativo, demonstrando que havia uma diferenca
efetiva entre as mutagBes. Assim a hipétese H, foi rejeitada, € neste caso,
estamos admitindo que, pelo menos duas das mutagdes diferiam entre si. Para
estabelecer quais as mutagdes que diferiam significativamente empregamos as
comparagdes multiplas que complementam o Teste de Kruskal-Wallis
(CAMPOS, 1976). Para as reversdes do tipo A, B e C, foram encontrados os
valores, respectivamente, de Ra = 219,03 , Rb =128,71 ¢ Rc = 99,26.
Calculou-se a diferenca minima significativa (dms), para 5% de
probabilidade, tendo-se encontrado uma dms 5% = 28,60, o que mostra que
as trés mutagdes diferem entre si.

Viérios trabalhos que empregam essa mesma linhagem, (que teve origem
em Glasgow) para detectar atividades mutagénicas de agentes fisicos e
quimicos, apresentam resultados referentes a essas reversdes espontineas.
SIDDIQUI (1962) menciona uma frequéncia de mutagdo espontinea da
ordem de 8,2 X 10, sendo 34,2 % para o Tipo A, 31,2 % para o Tipo B e
35% para o Tipo C.

LILLY (1965) refere-se a uma frequéncia de 1 em 6 X10%, que vem a
ser aproximadamente 17 X 10, Encontrou para os trés tipos porcentagens de
66% A, 31% B e 3% C. Salienta que a frequéncia encontrada ¢ 100 vezes
maior do que aquela mostrada para outros loci. ALDERSON E CLARK
(1966), realizaram dois experimentos. Em um deles encontraram uma
frequéncia de 9,2 X 10, com uma distribuigfio entre os trés tipos de 35% A,
65% B e 0% C. Num outro, a frequéncia foi de 1,1 X 10" sendo 63% A, 29%
B ¢ 8% C. Esses autores mencionam que ROPER, com o mesmo estoque,
obteve uma frequéncia de 10 X 10, J4 os dados de DUARTE (1972)



TABELA 186.
Frequéncia de mutante dos tipos A, B e C.

FREQUENCIA

Némero de
mutantes A B C Total
0 7 9 16
i 4 8 12
2 1 9 14 24
3 3 13 11 27
4 9 16 25
5 4 7 9 20
6 3 9 6 18
7 5 7 9 21
8 6 7 7 20
9 4 7 1 12
10 10 1 11
11 9 3 2 14
12 4 4 8
13 3 1 4
14 6 4 2 12
15 3 1 4
16 6 6
17 8 1 1 10
18 1 1
19 5 5
20 2 2
22 1 1
23 1
24 1 1 2
25 1 1
26 1 1 2
27 1 1
28 1 1
30 2
31 ] 1 2
35 1 1
36 i 1
47 1 1
54 1 i
67 1 1
79 1 1
96 1 1
111 1 1
134 1 1
190 i 1
203 1 1
221 1 1
TOTAL 99 99 99 297
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mostram uma frequéncia de 12,6 X10® com 58% do Tipo A, 31% do Tipo B
e 11% do Tipo C. SCOTT etal. (1973) referem-se a frequénciasde 2 a 5
X 108, enquanto ROCHA ( 1983) encontrou variagdes que vio de 6,4 a 20,4
X 10%.

No presente trabalho, foi encontrada uma frequéncia de 0,95 X 107,
(aproximadamente 1 X 10), com uma proporgéio de 61% do Tipo A, 25% do
Tipo B e 14% do Tipo C. Esses dados se encontram na Tabela 17.

Os dados apresentados pelos diversos autores mostram, portanto, uma
discrepancia. E como nfio apresentam medidas de disperséo, torna-se dificil
fazer-se uma comparagdo mais acurada. Ndo s a metodologia para estimar o
nimero de conidios, mas também o método para estimar o numero de
mutantes, sio fontes de muitos erros, e ddo lugar a essa discrepéncia.
Contudo, no trabalho ora apresentado, hda um outro fator que se deve
considerar. Neste, fora contado o niimero de mutantes por colonia, e estimado
o nimero de conidios que cada colonia possuia, tendo-se analisado 99
coldnias. Nos outros trabalhos referidos, o que se fez foi tomar uma suspenséo
de conidios, estimar o nimero de conidios nessa suspensdo, e verificar o
niimero de mutantes que surgiu a partir de um volume conhecido da
suspensdo. Embora, em ambos os casos, se viesse a ter o nimero de mutantes
e o nimero de conidios, obtendo-se dai a frequéncia de mutag¢des, o fato de a
metodologia ser diferente, pode justificar um resultado diferente. Realmente,
de todos os dados apresentados na Tabela 17, os desse trabalho, para total de
mutantes, é o que mostra valor mais baixo.

Empregamos uma metodologia diferente tendo em vista os objetivos
desse trabalho. Mas essa metodologia possibilita ainda que se estime, ndo
apenas a média das frequéncias de mutantes, mas também o desvio padro

referente a essa frequéncia. Como a frequéncia de mutantes € um quociente de
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uma variavel x ( o nimero de mutante) e uma varidvel y ( o nimero de
conidios ), a média e o desvio padriio do quociente x/y, podem ser estimados,
pelas formulas que seguem (BRIEGER, 1955), desde que se tenha a média
(%), e o desvio padrio ( o x ) de x e também a média (¥ ) e o desvio padrdo
(oy)dey:

Utilizando essas formulas encontrou-se uma média de frequéncia igual a
0,969 X 10 com limites fiduciais de 0,766 X 10° a 1,17 X 10%. Dos dados
dos outros autores mostrados na Tabela 17, apenas os de um dos experimentos
de ALDERSON e CLARK (1966) se situam dentro desses limites.

5.2.2. A MEDIA DE NUCLEOS QUE MUTARAM

A frequéncia de conidios mutados nio di efetivamente uma idéia do
numero de mutagSes que realmente ocorreram. Isso é facil de entender. No
caso do Aspergillus nidulans os conidios s3o formados a partir dos esterigmas

secundérios por repetidas divisdes do seu nticleo. Os conidios iniciam o seu
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TABELA 17.

Frequéncia de mutagdes espontineas, determinada por varios
autores.

AUTORES Frequencia de Porcentagem dos tipos

Totais de Mutantes A B C
SIDDIQUI(1962) |8,2x10° 34% {31% | 35%
LILLY(1965) 17x10% 66% 131% | 3%
ROPER <
(&.gmsonscmnx, 10x 10
ALDERSON E
CLARK (1966) |9,2x10° 35% |65% | 0%
ALDERSON E
CLARK (1966) 1,1 x10° 63% |29% |8%

DUARTE (1972) |{12,6x 10° 58% |31% |11%

SCOTT et al 2a5x10%
(1973)

ROCHA (1983) |6:4220,4x10°

Dados deste
Trabatho 1x10° 61% [25% |14%

et — e —————— S —————————— o Sk e————————
e
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desenvolvimento como uma protuberincia citoplasmatica na extremidade do
esterigma. Entdo o nicleo do esterigma se divide mitoticamente, e enquanto
um deles entra na regifio que vai se transformar em conidio, o outro move-se
para a extremidade oposta. E na medida em que o conidio fica delimitado, o
nucleo do esterigma comega a se dividir novamente para produzir um outro
conidio. E o processo continua, formando uma longa cadeia, na qual o ltimo
conidio formado ¢ o que fica préximo do esterigma, enquanto aquele que foi
formado primeiro € o que fica mais distante ( TIMBERLAKE, 1990 ).

Essa cadeia de conidios e os esterigmas podem ser vistos na Figura 7 ¢ 8.

Com esse processo de formacgdo fica evidente que o niimero de conidios
mutados numa cadeia, vai depender do momento em que a mutagdo ocorreu no
nucleo do esterigma. E € claro que se a muta¢dio ocorreu muito antes da
formaggio dos esterigmas, toda uma cabega conidial pode ser mutada. E por
esse motivo que quando se tem a frequéncia de conidios mutados, ndo se tem,
efetivamente, a frequéncia de mutagdes que realmente ocorreram, por niicleo.
E, por conseguinte, nfio se tem uma taxa de mutagio.

Como assinalaram FINCHAM e DAY (1971) nesse caso o ideal ¢
determinar “a probabilidade de ocorréncia de mutag3o por nicleo, por unidade
de tempo, ou por tempo de geragfio nuclear.” Isso é possivel em organismos
que crescem em forma de células livres. Em fungos filamentosos contudo, sé
se obtem com facilidade uma amostra de ntcleos, pela utilizagdo de esporos, o
que torna dificil determinar a taxa de mutagio. Normalmente o que se
determina € uma frequéncia de esporos mutantes.

E isso que é feito comumente no estudo de mutagso, quando se utiliza a
linhagem bioA, methG;. Nesse caso, a amostra de nicleo provém da amostra
de conidio, onde, conforme ja referido, o niimero de niicleos mutados ndo

correspondente a0 numero de mnicleos que sofreram mutagio. Dai a
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Esterigmas g3
secunddrios
_Esterigmas
primdrios
- Yeslcula

Conidiéforo ——“

Figura 7. Conidioforo e hifa de Aspergillus nidulans.
A- Conidiéforo com duas fileiras de esterigmas. B- Hifa multinucleada



Figura 8. Cabega conidial de Aspergillus nidulans, mostrando esterigmas
primarios € secundarios
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necessidade de se estabelecer um modelo matematico que possibilite estimar o
namero de nicleos que mutaram, a partir do niimero de conidios mutados.

Neste trabalho, trés distribui¢ées de frequéncias foram consideradas,
mas, diante das restrigSes feitas, elas se equivalem, nas estimativas da média
do nucleo que sofreram mutagio (nyp;) € na média de niicleo gerados por
nticleo mutados ( Ap;). Embora na apresentagdo dessas distribui¢fes (item
3.12) tenha-se conservado os simbolos usados nos trabalhos referidos, nos
resultados que encontramos, preferimos usar a simbologia d¢ BARACHO e
PIEDRABUENA. Esses resultados estdo no item 4.1. E para que sejam methor
visualizados, nessa discussdo, foram resumidos na Tabela 18.

Essa tabela apresenta, na parte A, as estimativas encontradas para os trés
tipos de reversdo, utilizando todos os dados das Tabelas 1, 2 € 3 . O que esses
dados mostram é que as varidncias das reversdes do tipo A e B sdo enormes e
que esses tipos apresentam também uma média de nicleo, que mutaram, muito
baixa. Por outro lado, para esses tipos, a média de nicleos gerados por esses
niicleos mutantes, foi bastante alta, da ordem de 52,80 para o tipo A e de 42,21
para o Tipo B.

Tendo em vista o nimero de conidios que uma cadeia contém e que foi
estimado, para esse trabalho, em cerca de 16 a 30, chega-se & conclusdo que
para um nicleo, que mutou, gerar 52 nicleos ou mesmo 43, esse nicleo, ao
mutar, nio poderia pertencer ao esterigma secundério.

Para se ter uma estimativa baseada em ntcleos do esterigma secundario,
fez-se, ent3o, uma outra estimativa na qual apenas se considerou as col6nias
que apresentaram niimero de mutantes inferior a 30.

Os resultados obtidos se encontram na parte B da Tabela 18. Ai se
verifica que a reversdo do Tipo A, apresentou uma meédia de niicleos que

mutaram igual a 9,31 e que a média de niicleos gerados, por esses, foi de 1,32.
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TABELA 18.

Média (m) e varifdncia (s%) para os dados das tabelas 1, 2 e 3, bem
como estimativas das médias de nicleos que mutaram (n;p;) e dos

nécleos gerados por esses micleos (Ap,)

A- Considerando todos as colonias
B- Considerando apenas coldnias com menos de 30 mutantes

Reversdes g? m mp: Ap2
Tipo A 1186,87 22,06 0,38 52,80
A TipoB 378.41 8,76 0,21 42,21
Tipo C 2234 4,97 1,42 3,49
Tipos A+B+C 1474,38 35,93 0,90 40,03
Tipo A 28,54 12,30 9,31 1,32
B TipoB 23,42 6,17 2,21 2,80
Tipo C 22,34 4,97 1,42 3,49

———-————-—-———-w—_
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Para a reversdo do Tipo B, as estimativas encontradas foram respectivamente
de 2,21 e 2,80 e para o Tipo C, de 1,42 e 3,49 respectivamente.

Os dados dos experimentos aqui realizados parecem mostrar que a
grande maioria das mutagdes ocorrem na conidiagdo. O nimero de conidios
por cabeca conidial encontrado em dois tipos de experimentos foi em média de
4.710,25 e 1720,13 (Tabelas 10 e 11). Contudo o maior niimero de conidios
mutados, por colonia, que se encontrou foi de 221 na reversdo do tipo A
(Tabela 1), de 190 na reversdo do tipo B (Tabela 2) e de 26 na reversdo do tipo
C (Tabela 3).

Isso indica que, nesses experimentos, em nenhum caso, o nucleo
mutante deu origem a uma cabeca conidial inteira, e ao que parece as mutagGes
se realizaram, preferencialmente, em nivel de esterigma.

Como essas reversbes sdo capazes de formar conidios ¢ como as
muta¢des analisadas, aqui, parecem que se realizaram em nivel de esterigma, a
menor capacidade de formar conidios mutados, poderia decorrer de uma menor
velocidade de geragio desses niicleos mutantes.

E possivel que os niicleos que apresentaram a reversdo respondam a
mecanismos regulatérios diversos dos da linhagem normal. E atuando em hifas
onde os nicleos normais seriam predominantes, eles possam sofrer um efeito
seletivo que se refletiria no seu processo de divisdo € até mesmo na sua
participagdo no processo de formagdo de conidios.

A probabilidade de ocorréncia de mutagdes no micélio submerso deveria
ser aproximadamente cinco vezes maior do que a probabilidade de ocorréncia
de mutagdes nos conidios, tendo em vista o nimero de nicleos em cada uma
dessas partes ( Tabela 15 ). Entretanto, nos casos aqui estudados, em nenhuma
oportunidade, foi possivel verificar a existéncia de setores mutados . Isso

poderia decorrer de as mutagdes serem selecionadas nos micélios, ou
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ocorrerem com probabilidade muito diferentes na formagdo dos conidios e nos
micélios.

O fato de se supor mutagdes realizadas predominantemente em nivel de
esterigma, faz supor a existéncia de células propensas a mutar, como ja foi
sugerido por outros autores, em bactérias ( De COURCY Jr, 1973 ).

Apesar de ter sido estimada a média de nicleos que sofreram mutagdo e
o numero de conidios que foram gerados a partir desses nticleos, nio é possivel
calcular-se a taxa de mutagdo dos genes envolvidos, em face de nio se poder

relacionar os fenétipos estudados, com um Gnico gene.

5.3. O MODELO

Este trabalho teve dois objetivos principais. O primeiro ja foi examinado
no item anterior. O outro era estudar modelos que possibilitem determinar a
taxa de mutacdo, em fungos filamentosos. Esse objetivo sera examinado agora.

No item 3.12. trés distribui¢Ges foram consideradas capazes de interpretar,
em termo de probabilidades, a ocorréncia de conidios mutantes, que se
formaram a partir de sucessivas divisGes de um nucleo que sofreu mutagéo.
Essas distribui¢des, entretanto, consideradas as restricfes feitas (item 3.12.),
revelaram-se semelhantes, restringindo os modelos a serem testados, a um
tinico modelo. E evidente que, neste caso, a distribuigdo a ser testada devera ser
aquela que possibilite maior facilidade de calculo. Por isso escolhemos a
distribuicdo de GREENWOOD e YULE (1920), cujas frequéncias podem ser

calculadas, por meio de uma Binomial Generalizada, conforme foi
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demonstrada por PIEDRABUENA ( 1968 ), tendo em vista que o uso dessa
binomial facilita os calculos.

Calculadas as frequéncias para a distribuicdo teérica (distribui¢éio tedrica
de GREENWOOD e YULE ), e para os dados amostrais referentes as
reversdes do Tipo A, B e C (Tabela 16), procurou-se verificar, por meio de
um teste de aderéncia, se o ajuste dos dados observados & distribuigdo teorica,
escolhida, era satisfatéria ou ndo. O teste de aderéncia que foi empregado, foi o
teste de KOLMOGOROV-SMIRNOV, que procura especificar a distribuigio
de frequéncia acumulada sob a distribuiglio tedrica e compara-la com a
distribuigdo de frequéncia acumulada observada. O ponto em que essas duas
distribuigdes - tedrica e observada - acusam maior divergéncia € determinado, e
verifica-se se essa diferenca maxima ( D ) pode ser aftribuida ao acaso (
SIEGEL, 1975).

O teste de KOLMOGOROV-SMIRNOYV, portanto, poderd nos dizer, se o
modelo matemético escolhido serve aos nossos propésitos, que eram poder
estimar a média de nucleos que sofreram mutagfo, a partir do numero de
conidios mutados, podendo com essa estimativa calcular a taxa de mutacéo,
por nicleo, por geragdo.

Aplicou-se o teste de aderéncia para os trés tipos de reversdo cujas
frequéncias se encontram na Tabela 16, mas apenas considerou-se o nimero
de mutantes inferior a 30, por razdes que foram assinaladas no item 5.2.2.

O resultado do teste de KOLMOGOROV-SMIRNOV, para as reversoes
do Tipo A, pode ser visto na Tabela 19. Foi encontrado um valor de D =
0,0444 ndo significativo & 5 % de probabilidade, indicando, portanto, que a
distribui¢do de GREENWOOD e YULE, se ajusta aos dados.

Para as reversoes do tipo B, o resultado se encontra na Tabela 20. Nesse

caso temos um valor de D = 0,0361, também nfo significativo a 5 % de
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probabilidade. Para as reversdes do Tipo C, o resultado do teste é apresentado
na Tabela 21, onde se encontra um valor de D = 0,0877, nfo significativo
5%.

As frequéncias amostrais dos trés tipos de reversdo se ajustam, portanto,
as frequéncias tedricas da Distribuicdo de GREENWOOD e YULE, o nosso
modelo testado. E valido, por conseguinte, usar essa distribuicdo para obter , a
partir do nimero de conidios mutados, a média de nucleos que sofreram
mutacdo. E pode-se, certamente, com essa estimativa calcular a taxa de
mutagdo por nicleo, por geragfo, quando os dados forem referentes a um

unico gene.



TABELA 19.

Teste de Kolmogorov-Smirnov, para verificar a bondade do ajuste das
frequéncias observadas para as reversdes do tipo A, (Tabela 16) as

frequéncias teéricas da distribuicio de Greenwood-Yule.

Frequéncia Frequéncia j Freq.Observada | Freq.Esperada | Diferenca
n Observada Esperada Acumulada Acumulada
0 0 0,004 0 0,004 0,004
1 0 0,0021 0 0,0025 0,0025
2 0,0115 0,0061 0,0115 0,0086 -0,0029
3 0,0345 0,0131 0,046 0,0217 -0,0217
4 0 0,023 0,046 0,0447 -0,0013
5 0,0459 0,0348 0,0919 0,0795 -0,0124
6 0,0345 0,0472 0,1264 0,1267 0,0003
7 0,0575 0,0587 0,1839 0,1854 0,0015
8 0,0689 0,0681 0,2528 0,2535 0,0007
9 0,0459 0,0745 0,2987 0,328 0,0293
10 0,1149 0,0775 0,4136 0,4055 -0,0081
11 0,1034 0,0774 0,517 0,4829 -0,0341
12 0,0459 0,0745 0,5629 0,5574 -0,0055
13 0,0345 0,0694 0,5974 0,6268 -0,0294
14 0,0689 0,0629 0,6663 0,6897 0,0234
15 0,0345 0,0555 0,7008 0,7452 0,0444*
16 0,0685 0,048 0,7693 0,7932 0,0239
17 0,0919 0,041 0,8612 0,8342 -0,027
18 0,0115 0,0341 0.8727 0,8683 -0,0044
19 0,0575 0,0278 0,9302 0,8961 -0,0341
20 0,023 0,0244 0,9532 0,9206 -0,0326

* D =0,0444 n3o significativo a 5%
Numero de colonias consideradas = 87
Obs: S¢ foram consideradas col6nias com menos de 30 mutantes



85

TABELA 20.

Teste de Kolmogorov-Smirnov, para verificar a bondade do ajuste das
frequéncias observadas para as reversdes do tipo B, (Tabela 16) as

frequéncias tedricas da distribui¢cio de Greenwood-Yule.

Frequéncia | Frequéncia | Freq.Observada |Freq.Esperada| Diferenga
n Observada Esperada Acumulada Acumulada
0 0,0737 0,0527 0,0737 0,0527 0,021
1 0,0421 0,0857 0,1158 0,1384 -0,023
2 0,0947 0,5011 0,2105 0,2395 -0,029
3 0,1368 0,1044 0,3473 0,3439 0,0034
4 0,0947 0,1002 0,442 0,4441 -0,0021
5 0,0737 0,913 0,5157 0,5356 -0,0199
6 0,0947 - 0,81 0,6104 0,6166 0,0062
7 0,0737 0,7 0,6841 0,6866 -0,0025
8 0,0737 0,0594 0,7578 0,7459 0,0118
9 0,0737 0,0495 0,8315 0,7954 0,0361*
10 0 0,409 0,8315 0,8363 -0,0048
11 0,0316 0,3334 0,8631 0,8697 -0,0066
12 0,0421 0,0271 0,9052 0,8968 0,084
13 0,0105 0,0218 0,9157 0,9186 -0,0029
14 0,0421 0,0174 0,9578 0,936 0,0218
15 0,0105 0,0128 0,9683 0,9488 0,0195
16 0 0,011 0,9683 0,9598 0,0085
17 0,0105 0,0087 0,9783 0,9685 0,0098
18 0 0,0068 0,9788 0,9753 0,0035
19 0 0,0053 0,9788 0,9806 0,0018
20 0 0,0042 0,9788 0,9848 0,006

*D =0,0361 ndo significativo a 5 %
Nuamero de colonias consideradas = 95
Obs: S6 foram consideradas coldnias com menos de 30 mutantes
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TABELA 21.

Teste de Kolmogorov-Smirnov, para verificar a bondade do ajuste das
frequéncias observadas para as reversdes do tipo C, (Tabela 16) as
frequéncias tedricas da distribuiciio de Greenwood-Yule.

Frequéncia | Frequéncia | Freq.Observada | Freq.Esperada | Diferenga
n Observada Esperada Acumulada Acumulada
0 0,0909 0,1179 0,0909 0,1179 0,027
1 0,0808 0,1304 0,1717 0,2484 0,0767
2 0,1414 0,1228 0,3131 0,3712 0,0581
3 0,111 0,1033 0,4242 0,4746 0,0504
4 0,1616 -~ 0,0936 0,5858 0,5682 -0,0176
5 0,0809 0,0789 0,6767 0,6472 0,0295
6 0,0606 0,0656 0,7373 0,7129 -0,0245
7 0,0909 0,0541 0,8282 ' 0,7669 -0,0613
8 0,0707 0,0443 0,8989 0,8112 -0,0877*
9 0,0101 0,0360 0,909 0,8472 -0,0618
10 0,0101 0,0292 0,9191 0,8764 -0,0427
11 0,0202 0,0236 0,9393 0,9 -0,0393
12 0 0,0190 0,9393 0,9119 -0,0274
13 0 0,0152 0,9393 0,9271 0,0122
14 0,0202 0,0122 0,9595 0,9393 0,0202
15 0 0,0098 0,9595 0,9491 0,0104
16 0 0,0078 0,9595 0,9569 0,0026
17 0,0101 0,0062 0,9696 0,9631 0,0065
18 0 0,0049 0,9696 0,968 0,0016
19 0 0,0039 0,9696 0,9719 0,0023
20 0 0,0031 0,9696 0,975 0,0054

* D= 0,0877 ndo significativo a 5%.
Numero de colonias consideradas = 99
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6.0.CONCLUSOES

O trabalho teve dois objetivos principais :

1- Verificar se podia haver em fungos filamentosos locais preferenciais
para a ocorréncia de mutagdo.

2- Estudar modelos mateméticos que possibilitassem a determinacio da
taxa de mutagdo em fungos filamentosos .

Quanto ao primeiro ponto a conclusfo a que se chega ¢ que as mutagdes
analisadas se realizaram, preferencialmente, em nivel de esterigma.

Quanto ao segundo ponto a conclusio que se tira € que as frequéncias
amostrais das mutagﬁes,.que foram analisadas, se ajustam as frequéncias
tedricas da Distribuigdo de GREENWOOD e YULE, sendo valido, portanto,
utilizar essa distribuigio para obter, a partir do ntimero de conidios mutados,
a média de niicleos que sofreram mutagdo, o que permite estimar a taxa de

mutacdo por niicleo, por geracgio.
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Densidade de organismos estimadas pelo método da diluigso

(Adaptada de FISHER e YATES, 1971)
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o5 | 740 |} *5 | *736 | -5 |l "729 | ©'5 |} *658 | o5
o6 | 733 | 6 | ©733 | "4 || 724 | 1'4 || *638 | o4
Lo | =736 41 -7 | =736 | -3 || ‘726 | 13
o8 | ‘744 |} -8 | ‘744 | 2 || *732 | 12
o9 | "753 | 9 753 | 1 *739 | 11
1'0 | *763 (1 o | *763 | o || *744 [ 10O
L

Quando x = 1 ey = 2, entre na tabela apenas com a parte

decimal de x ou y.



