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ANÁLISE GENÉTICA, CITOLÓGICA E MOLECULAR DE MUTANTES QUE 

Af ET AM A MORF OGÊNESE EM Aspergillus nidulans 

Resumo 

Autora: Renata Castiglioni Pascon 

Orientadora: Aline Aparecida Pizzirani-Kleiner 

A pesquisa na área da morfogênese e ciclo celular do fungo filamentoso 

Aspergil/us nidu/ans, começou a 30 anos atrás, a partir do isolamento dos 

mutantes que afetam o desenvolvimento do conidióforo e a progressão do ciclo 

celular. A análise molecular dos mutantes para a diferenciação do aparato 

assexual possibilitou o estabelecimento de uma via regulória do 

desenvolvimento que controla a organização espacial e temporal da célular-pé, 

da hifa aérea, da vesícula, da métula e da fiálide. Neste trabalho foram 

estudados dois genes que afetam a morfogênese e o ciclo celular em A. 

nidulans. Os resultados mostraram que o mutante bncA 1 tem fenótipo distinto 

em todas as fases de vida do fungo, sendo importante desde a germinação do 

conídio até a diferenciação das estruturas reprodutivas assexuais, causando a 

formação de métulas e fiálides alongadas e multinucleadas. Este gene também 

exerce funções relevantes para o ciclo celular, uma vez que a mutação causa 

elevado índice mitótico, desintegração nuclear, e sensibilidade aos compostos 

que desestabilizam os microtúbulos. A segunda parte deste trabalho, apresenta 

a clonagem e o sequenciamento do gene aco586. Este, codifica um possível 

fator de transcrição, o qual tem homologia com a família de ativadores da 

transcrição "CAAT enhancer binding protein" (E/CBP), a qual é conhecida por 

controlar a diferenciação celular em vertebrados. Mutações no gene aco586, 

causam a diminuição do desenvolvimento assexual e sexual. Além disso, os 

conidióforos possuem morfologia anormal, desenvolvimento lento e 

assincrônico. 



GENETICAL, CYTOLOGICAL AND MOLECULAR ANAL YSIS OF MUT ANTS 

WHICH AFFECT MORPHOGENESIS IN Aspergillus nidulans 

Summary 

Author: Renata Castiglioni Pascon 

Adviser: Aline Aparecida Pizzirani-Kleiner 

The research in the field of morphogenesis and cell cycle in the 

filamentous fungus Aspergi/Jus nidu/ans started 30 years ago, with the 

identification of mutants that affect development of the conidiophore and cell 

cycle progression. The molecular analysis of the developmental mutants have 

established the developmental regulatory pathway which contrais spatial and 

temporal organization of foot cell, aerial hyphae, vesicle, metulae and phialide. 

ln this paper two genes that affect morphogenesis of the conidiophore, as well 

as cell cycle regulation, were studied in A. nidulans. The results showed that 

bncA 1 mutant have a distinct phenotype in all stages of the life cycle of this 

fungus, since germination of the conidia through out reproductive cells, which 

present elongated and multinucleated metulae and phialide. This gene is also 

important for cell cycle regulation, since the mutation causes high mitotic índex, 

nuclear disintegration and hypersensitivity to anti-microtubule compounds. The 

second part of this work, presents the cloning and sequencing of aco586. This 

gene encodes a putative transcription factor, that shares homology to the CAAT 

enhancer binding protein family (E/CBP), which are known to contrai cellular 

differentiation in vertebrates. Mutations in aco586 gene decreases asexual and 

sexual development. Moreover, conidiophores have abnormal morphology and 

development is delayed and asynchronous. 



1. INTRODUÇÃO

O envelhecimento celular e a transformação de células normais em 

células cancerosas são dois problemas que afetam diretamente a espécie 

humana. A compreensão dos mecanismos que dirigem estes dois fenômenos 

esbarra em dois tópicos estudados em Biologia, a diferenciação celular e o 

mecanismo de progressão do ciclo celular. A ciência aborda estes problemas 

estudando a expressão diferencial de genes, isto é, identificando e manipulando 

produtos gênicos que somente estão presentes em determinadas células e são 

capazes de modificar o padrão de regulação do ciclo celular (Jacobs, 1992; 

Hartwell & Kastan, 1994; Nasmyth, 1995; Follette & O'Farrell, 1997b). 

Devido à complexidade deste assunto o conhecimento que se tem sobre 

ele é proveniente da compilação das informações obtidas dos estudos com 

modelos biológicos, como é o caso de, Xenopus leividans (Hair et ai., 1998), 

Droshophila melanogaster (Follette & O'Farrell, 1997a), Arabdopsis thaliana 

(Meyerowitz, 1997), Neurospora crassa (Springer, 1993), Saccharomyces 

cerevisiae e Schizzosaccharomyces pombe (Forsburg & Nurse, 1991; Kron & 

Gow, 1995). Estas duas leveduras e Aspergi/1/us nidulans marcaram 

profundamente o estudo da morfogênese e ciclo celular. Este fungo filamentoso 

se tornou um modelo para estudo da morfogênese em 1945, quando um grupo 

de geneticistas liderados por Pontecorvo procuravam um microrganismo 

apropriado "para a abordagem genética de certos problemas da organização 

espacial da célula" (Clutterbuck, 1974). 
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O ciclo de vida de A nidulans é marcado por quatro eventos importantes: 

a germinação do conídio uninucleado, seguido de um período de crescimento 

vegetativo com a proliferação da hifa miltinucleada durante o qual, as células 

adquirem competência para o desenvolvimento da reprodução assexual e 

sexual. O cumprimento destas etapas requer a transição entre o padrão de 

crescimento polarizado da hifa vegetativa para o crescimento apoiar. Este 

evento ocorre por meio da organização espacial e temporal de vários tipos 

celulares diferenciados, como a célula-pé, a hifa aérea, a vesícula, a métula, a 

fiálide, e os conídios, os quais compõe o conidióforo, que é o aparato 

reprodutivo assexual ( CI utterbuck, 197 4). Para realizar este programa 

polimórfico, no qual se observa a ocorrência de tipos celulares diferenciados 

como, a formação do broto (correspondente ao conídio), da pseudo-hifa 

(esterígmas primários e secundários) e da hifa verdadeira, este fungo precisa 

coordenar o seu programa de desenvolvimento ao padrão adequado de 

regulação do ciclo celular. 

Os estudos sobre mutantes que afetam a morfogênese do conidióforo e 

a progressão da mitose revelaram uma via regulatória que controla a 

conidiogênese e ampliaram os conhecimentos sobre o mecanismo universal de 

controle do ciclo celular (Clutterbuck, 1969; Morris, 1976; Timberlake, 1990; 

Miller, 1993; Mirabito & Osmani, 1994; Osmani & Ye, 1996; Harris, 1997; Adams 

et ai., 1998) 

Este trabalho de pesquisa tem por objetivo estudar os genes bncA e 

aco586, os quais afetam a morfogênese do conidióforo e a progressão do ciclo 

celular em A nidulans. Serão testadas duas hipóteses, a primeira delas é que o 

gene bncA está envolvido na progressão do ciclo celular sendo esta a razão 

pela qual a mutação neste gene afeta a organização do conidióforo, 

modificando o padrão morfogenético neste fungo filamentoso. A segunda 

hipótese a ser testada é de que o gene aco586 controla importantes passos 

durante a morfogênese das estruturas reprodutivas assexuais e sexuais. A 

clonagem deste gene e a dedução da seqüência de aminoácidos codificada por 
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ele permitirá conhecer de qual forma este gene atua para modificar o 

desenvolvimento em A. nidulans.

Finalmente, espera-se contribuir para o conhecimento na área de 

desenvolvimento e diferenciação celular. 



2. REVISÃO DE LITERATURA

2.1. Introdução 

Atualmente uma das questões mais intrigantes em Biologia, refere-se a 

forma pela qual as células fazem o reconhecimento do meio em que se 

encontram, captando informações que são transmitidas e traduzidas para o 

ambiente intracelular causando uma resposta. A informação decodificada na 

"linguagem celular" culmina dentro do núcleo, ativando genes regulatórios e 

estruturais os quais irão modificar processos básicos como ciclo celular, 

morfogênese, e vias metabólicas alternativas adequando o organismo à 

condição ambiental detectada. Este mecanismo é conhecido como transdução 

de sinal. 

Este texto pretende compilar e analisar algumas das informações 

disponíveis sobre os genes e as proteínas envolvidas no desenvolvimento e 

diferenciação celular e na regulação do ciclo mitótico e seu aparato, utilizando 

fungos como modelos biológicos. A harmonia entre estes dois processos é 

crucial para o sucesso celular e a perpetuação da espécie. Por este motivo a 

coordenação entre eles deve ser muito bem feita. 

2.2. Características gerais do modelo biológico Aspergil/us nidu/ans 

O fungo A. nidulans é um ascomiceto filamentoso que possui uma fase 

vegetativa na qual há proliferação da hifa. Esta é uma célula tubular que cresce 
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por extensão apical, coloniza o meio e forma um tecido vegetativo denominado 

micélio. O organismo em questão se reproduz via ciclo assexual e sexual, 

produzindo conídios e ascósporos, sendo portanto classificado como um fungo 

perfeito (Clutterbuck, 1974). 

A. nidulans tornou-se relevante como modelo biológico quando começou

a ser estudado do ponto de vista genético por Pontecorvo em 1953. Um dos 

motivos da sua escolha por Pontecorvo foi a facilidade de isolamento e 

caracterização de mutantes morfológicos e auxotróficos, uma vez que este 

fungo tem conídios uninucleados e é haplóide. Um grande número de mutantes 

foi gerado na linhagem proveniente de Glasgow (Yuill, 1939). A distribuição das 

mutações ao longo dos 8 cromossomos, a descoberta do ciclo parassexual, e a 

existência do ciclo sexual possibilitaram o mapeamento das novas marcas 

genéticas (Roper, 1952). Os trabalhos de genética clássica realizados em A.

nidulans são de um valor inestimável, tendo grande extensão e complexidade. 

Por este motivo, não serão abordados nesta revisão, pois seria necessário 

tratar o assunto com extrema profundidade para fazer justiça a sua importância, 

o que seria impossível dentro deste contexto. Porém a compilação dos dados

com os quais os mapas de ligação foram construído podem ser acessados via: 

ftp://www.ibls.gla.ac.uk/Arachnid/pub/clutterbuck/Asp-map.rtf. 

Atualmente o mapa genético de Aspergillus nidu/ans é bastante 

detalhado, sendo possível mapear novos genes com boa precisão. Uma versão 

atualizada do mesmo pode ser diretamente acessada via 

http://www.kumc.edu/research/fgsc/asperg.html. Os oito grupos de ligação 

propostos inicialmente, foram confirmados por meio da separação de 

cromossomos (Brody & Carbon, 1989). Existe também um mapa físico baseado 

em dois bancos de cosmídios ordenados (pWee e plorist) (Xiong, 1996), os 

quais estão sendo seqüenciados em um projeto genoma. Em breve será 

possível correlacionar o mapa genético ao mapa físico. Esta correlação será 

útil para a clonagem dos genes que não podem ser clonados pelo método 



6 

tradicional de complementação de mutação, utilizando banco genômico. A 

correlação entre marcas genéticas e seqüências de DNA contidas nos 

cosmídios conhecidos tornará a técnica de "chromosome walking" viável para a 

clonagem dos genes que tem fenótipos sutis (Hamer, 1997). 

Várias classes de mutantes foram isoladas no decorrer dos anos, dentre 

elas, mutantes auxotróficos (Roberts, 1959), para vias metabólicas (Arst & 

MacDonald, 1973), para resistência à drogas (de Souza et ai., 1998), e 

mutantes morfológicos. Esta última classe pode ser subdividida em mutantes 

para crescimento e ciclo celular (Morris, 1973), para aquisição de competência 

(Axelrod, 1972) e para morfogênese do conidióforo (Clutterbuck, 1969). No 

decorrer desta revisão será feita uma análise dos conhecimentos disponíveis 

sobre estes mutantes e sobre os processos biológicos onde os seus 

respectivos genes atuam. A divisão dos tópicos foi feita de tal forma, que a 

medida que se descreve os eventos que ocorrem nas diversas fases do ciclo 

de vida do fungo, há descrição também dos mutantes que afetam este 

determinado estágio do ciclo. 

2.3. Ciclo de vida - fase vegetativa 

2.3.1. Germinação e polarização do crescimento da hifa 

O programa de desenvolvimento do fungo A. nidulans envolve a 

germinação do conídio, crescimento vegetativo, aquisição de competência, a 

passagem pelo ciclo assexual e finalmente quando este se completa, o fungo 

realiza o ciclo sexual (Axelrod et ai., 1973; Clutterbuck, 1970; Clutterbuck, 

1974; Clutterbuck, 1977; Timberlake, 1980; Timberlake, 1990; Miller, 1990; 

Money & Yager, 1990; Champe & Simon, 1992; Miller, 1993; Harris, 1997; 

Adams et ai., 1998). 
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A primeira parte deste programa inicia-se com o conídio, o qual é a 

estrutura reprodutiva assexual de A. nidulans, capaz de se manter dormente, 

porém viável por longos períodos de tempo. Quando em situação favorável de 

umidade, temperatura e nutrientes, este é capaz de germinar e reproduzir uma 

colônia com as mesmas propriedades daquela que lhe deu origem 

(Clutterbuck, 1974). 

O primeiro passo em direção à germinação é a incorporação de água, 

fazendo com que haja expansão do conídio. Dentro de um período de 

aproximadamente 4 horas ocorre a primeira divisão mitótica, sendo este o 

tempo necessário para a quebra completa da dormência. Após 8 horas, o 

conteúdo citoplasmático aumenta em 1 O vezes e o conteúdo de DNA aumenta 

em 8 vezes, ou seja, 3 divisões nucleares se completam sincronicamente 

(Fiddy & Trinei, 1976). A partir da terceira divisão mitótica, há perda gradual da 

sincronização da divisão nuclear (Rosenberg & Kessel, 1967). 

Ocorrem também alterações morfogenéticas. O conídio emite um tubo 

germinativo ao mesmo tempo em que a segunda divisão nuclear ocorre. Há o 

estabelecimento de um eixo de crescimento polarizado na ponta do tubo 

germinativo, fazendo com que a hifa cresça nesta direção pela deposição de 

parede celular (Gooday, 1983; Fiddy & Trinei, 1976). Este processo é muito 

importante, se a parede celular não for corretamente formada há perda do 

crescimento polarizado (McGodrick et ai., 1995). A remoção enzimática da 

parede leva a formação de protoplastos esféricos e perda do crescimento 

polarizado, porém se houver nova deposição de parede celular o eixo 

polarizado volta a se estabelecer (Doonan, 1992). Várias tentativas foram feitas 

para isolar mutantes que especificamente modificassem a polarização do 

crescimento da hifa. Mas a maioria destes mutantes afetam indiretamente a 

polarização, alterando a composição da parede celular e a estabilidade 

osmótica, ou por interferirem diretamente com o processo de divisão nuclear, 

como por exemplo é o caso do gene da calmodulina que afeta a divisão nuclear 
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e consequentemente a polarização (Rasmussen et ai., 1990). A interrupção do 

gene da p-tubulina ("gene disruption"), faz com que a hifa tenha crescimento 

lento e aberrante (Doshi et ai., 1991). 

Harris et ai. ( 1994) utilizaram anticorpos monoclonais para identificar 

actina em A. nidulans. Esta proteína localiza-se na ponta da hifa em 

crescimento e também em pontos dispersos pelo citoplasma que são 

coincidentes com os pontos de deposição dos septos. Neste último caso a 

localização da actina é transitória, desaparecendo após a evidenciação do 

septo com calcofluor. Com este trabalho os referidos autores forneceram as 

primeiras evidências de um componente estrutural que direciona a polarização. 

McGodrick et ai. (1995) clonaram uma miosina de classe 1, essencial em 

A. nidulans. Sob o controle de um promotor induzível (alcA::myoA) este gene

pode ter sua expressão manipulada. Níveis baixos de expressão causam o 

intumescimento do conídio, não sendo possível realizar a extensão apical da 

hifa, e consequentemente a morte celular. A localização da proteína mostrou 

que esta é encontrada na região apical da hifa. Estes resultados indicam que a 

miosina I de A. nidu/ans estaria envolvida no processo de polarização do 

crescimento. Os autores levantam várias hipóteses para explicar a função de 

myoA, como por exemplo transporte de precursores da parede celular e da 

membrana, transporte de enzimas sintetizadas e/ou transporte de vesículas até 

a membrana plasmática. 

Kruger & Fisher ( 1998) descreveram a identificação de gene samB. A 

proteína codificada por este gene, aparentemente desempenha funções no 

processo de polarização. A deteção de samB em A. nidulans e também de seu 

homólogo em S. cerevisiae (mub1), provoca a ramificação prematura e 

excessiva da hifa, e a formação de múltiplos sítios de brotamento na levedura. 

Estes resultados indicam fortemente uma falha no controle espacial e temporal 

da seleção dos pólos de crescimento nestes organismos. 



9 

Em S. pombe existem evidências sobre a polarização do crescimento. 

Mata & Nurse (1997) detectaram que o produto do gene tea1 se localiza nas 

extremidades celulares desta levedura, a qual tem crescimento polarizado nas 

extremidades opostas do eixo maior. Estudos citológicos demonstraram que 

esta proteína co-localiza com a região por onde os microtúbulos crescem. Foi 

demonstrado neste trabalho que a depolimerização dos microtúbulos faz com 

que a proteína TEA1 passe a se localizar aleatoriamente. Não foi possível 

relacionar a presença da actina com TEA 1. O gene tea1 é considerado um 

importante marcador citoplasmático que sinaliza a direção em que o 

crescimento deve ocorrer. 

2.3.2. Septação e citocinese 

Vários autores, dentre eles mais recentemente Harris et ai. (1994) e 

Wolkow et ai. (1996), mostraram os eventos que ocorrem logo após a 

germinação do conídio uninucleado. Estes eventos refletem, em última análise, 

a coordenação existente entre mitose e citocinese. 

De forma análoga, ao termo "ciclo celular" usado em células 

uninucleadas para descrever os eventos que compõe a divisão nuclear e 

celular, o termo "ciclo de duplicação" foi cunhado para descrever os mesmos 

eventos na hifa multinucleada (Fiddy & Trinei, 1976). Segundo estes autores, 

as características de um "ciclo de duplicação" seriam os mesmas do ciclo 

celular, com a diferença que não há citocinese após cada divisão nuclear. 

As primeiras observações microscópicas feitas em linhagens selvagens 

por Clutterbuck (1970) e Fiddy & Trinei (1976), mostraram que somente depois 

que o tubo germinativo passa por três séries de divisões nucleares, e portanto 

possue oito núcleos distribuídos pela extensão de seu tubo germinativo, é que 

um septo é formado junto ao conídio, deixando pelo menos um núcleo dentro 

do mesmo. 
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As experimentações de Harris et ai. (1994) e Wolkow et ai. (1996) com 

os vários mutantes termossensíveis para divisão nuclear, migração nuclear e 

septação (Morris, 1976), possibilitaram determinar que na realidade é 

necessário que um certo volume celular seja atingido para que a septação 

ocorra. Porém o volume celular crítico somente vai ser atingido se a célula 

sofrer pelo menos uma divisão mitótica. Em ambos os trabalhos os autores 

defendem a hipótese de que existe um inibidor da septação em altas 

concentrações no conídio, e que o aumento do volume celular dilui o mesmo 

até o ponto em que este não é mais capaz de inibir a septação e, 

consequentemente, a citocinese ocorre. Este momento coincide com a 

ocorrência da terceira divisão mitótica. 

A medida que a hifa se expande na região apical os núcleos que ficam 

nos compartimentos distais entram em dormência, ou seja, não se dividem por 

mitose. Porém os núcleos presentes na ponta da hifa ( cerca de 40) são 

mitoticamente ativos, continuando a se dividir de modo semi-sincrônico e a 

fazer parte de compartimentos septados (Rosenberg & Kessel, 1967). Os 

núcleos presentes nos compartimentos distais, em número variável de dois a 

dez, eventualmente, podem voltar a se dividir para formar as ramificações 

laterais da hifa, mas primeiro é preciso que se estabeleça um polo de 

crescimento para que então os núcleos voltem a sofrer divisões mitóticas 

novamente. Nem todos os compartimentos serão ativados para se ramificarem, 

e não se sabe ao certo qual é o sinal que determina qual o compartimento 

selecionado (Timberlake, 1990). 

A partir do momento em que o tubo germinativo se ramifica, a ponta da 

hifa deixa de ser o único sítio de crescimento polarizado e então o micélio 

passa a ter vários pontos de crescimento ativo, e a colônia vai adquirindo o seu 

aspecto circular quando crescida em placa de Petri. 

O descomprometimento da divisão nuclear e da divisão celular, 

juntamente com o processo de crescimento polarizado, garantem que o tecido 
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multicelular formado será composto de compartimentos filamentosos e 

multinucleados. Este padrão celular tem enorme valor adaptativo para o fungo, 

sendo que o micélio filamentoso tem grande poder invasivo o qual é capaz de 

explorar de maneira muito eficiente o meio em que se encontra (Harris, 1997). 

2.3.3. Mutantes para o ciclo celular 

Até os anos 70, as informações sobre cada uma das fases do ciclo de 

vida em A. nidulans foram basicamente de caráter observatório, e muito se 

aprendeu sobre a biologia do fungo. Porém, o grande avanço dos 

conhecimentos sobre a genética e a regulação do ciclo celular foi dado por 

Morris (1976). Este pesquisador isolou uma série de mutantes termossensíveis 

relacionados à diversos aspectos do ciclo celular deste fungo. Os mutantes 

foram classificados da seguinte forma: a) mutantes defeituosos no processo de 

citocinese, os quais foram designados mutantes para septação, ou "sep". b) 

mutantes denominados nuds ("nuclear distribution" ou distribuição nuclear), os 

quais impediam a distribuição nuclear dentro da hifa, sem contudo afetar a 

divisão nuclear. c) mutantes que afetavam a mitose em si, classe esta onde 

encontram-se os mutantes bim ("blocked in mitosis" ou bloqueados na mitose), 

e nim ("never in mitosis" ou nunca em mitose). 

A análise do comportamento destes mutantes e a identificação dos 

respectivos genes contribuiu muito para o entendimento de processo básicos 

como a regulação da mitose, posicionamento nuclear na hifa e citocinese. Esta 

área tornou-se tão importante que hoje A. nidu/ans, juntamente com S. 

cerevisiae e S. pombe, são considerados os modelos biológicos que mais 

contribuíram para o entendimento do ciclo celular (Morris et ai., 1989; Doonan, 

1992; Morris & Enos, 1992; Osmani & Ye, 1996). 



12 

a) Mutantes para septação

Morris ( 1976) inicialmente isolou 5 mutantes termossensíveis do tipo 

"sep". A análise do mutante termossensível sep83 (Morris, 1976) mostrou a 

incapacidade das células continuarem o crescimento além da terceira divisão 

nuclear, morrendo logo em seguida, justamente no momento da citocinese. 

Durante as divisões nucleares iniciais é possível observar um atraso transitório 

da fase M da mitose. É interessante notar que os núcleos assumem formato 

aberrante característico dos aneuplóides. Harris & Hamer (1995), clonaram o 

gene sepB. O produto gênico tem homologia com a proteína CTF4 de S. 

cerevisiae, a qual está intimamente relacionada com metabolismo do DNA 

cromossômico. Os autores sugerem que o funcionamento incorreto de sepB 

poderia levar ao acúmulo de algum tipo específico de dano cromossomal que 

não permitiria que as células completassem a citocinese. 

A confirmação desta hipótese veio quando Harris & Kraus ( 1998) 

provaram que várias outras perturbações do metabolismo do DNA 

cromossômico, como por exemplo tratamento com doses subletais de 

hidroxiuréia e diepoxioctano, levam ao mesmo tipo de bloqueio da septação 

causado pela mutação em sepB. 

Harris et ai. ( 1997) realizaram o estudo de outro mutante para septação, 

sepA. Este também apresenta incapacidade de formar septo e possui padrão 

anômalo de ramificação da hifa e do conidióforo durante o crescimento na 

temperatura restritiva (42º C). Apresenta também aumento do diâmetro da hifa, 

tanto na temperatura restritiva quanto na temperatura permissiva. Estes 

autores demonstraram que quando o mutante cresce por um determinado 

tempo sob temperatura restritiva é incapaz de depor o septo, porém, quando a 

colônia é transferida para a temperatura permissiva os septos são rapidamente 

formados nas posições corretas. Na temperatura restritiva, o mutante é incapaz 

de formar o anel contrátil de actina na região onde o septo vai ser deposto. A 
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clonagem e a caracterização do gene sepA, demonstraram que a proteína 

codificada por ele pertence à família FH1/2, a qual possui membros conhecidos 

em S. cerevisiae (bni1), S. pombe (cdc12) e Drosophila diaphanous. Em todos 

os casos estas proteínas estão direta ou indiretamente envolvidas no processo 

de citocinese. 

Recentemente Kaminskyj & Hamer (1998), selecionaram 6 mutantes 

termossensíveis denominados hyp. Estes correspondem a 5 genes, não 

ligados, que apresentam defeitos para polarização do crescimento e septação, 

sem contudo, afetar divisão nuclear. A análise destes mutantes poderá 

esclarecer muitos aspectos sobre a citocinese. 

b) Mutantes que afetam a distribuição nuclear na hifa (nud's)

A análise microscópica dos mutantes termossensíveis nud ("nuclear 

distribuition") feita por Morris (1976), demonstrou que os núcleos não migravam 

e assim não eram capazes de se distribuírem normalmente ao longo do tubo 

germinativo, contudo estas mutações não afetavam a mitose. Alguns destes 

mutantes e seus respectivos supressores foram estudados do ponto de vista 

genético e molecular. 

Xiang et ai. (1994), isolaram e caracterizaram o gene nudA. A mutação 

neste gene causa um bloqueio na distribuição dos núcleos ao longo do tubo 

germinativo, sendo que os mesmos ficam acumulados no conídio. 

Eventualmente, um núcleo quebra o bloqueio e migra, possibilitando o 

crescimento, no entanto, este é bastante lento. A dedução da sequência de 

aminoácidos mostrou que a proteína possui quatro sítios de ligação ao ATP, o 

que é diagnóstico da classe da cadeia pesada da dineína citoplasmática, a 

qual é uma proteína motora encontrada em todos os organismos, desde as 

levedura até os mamíferos. Esta proteína é composta de duas cadeias 

pesadas, três intermediárias e quatro cadeias leves, as quais formam um 
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complexo capaz de se movimentar ao longo dos microtúbulos em direção à 

extremidade negativa. O complexo formado pelas diversas cadeias da dineína 

tem papel no transporte de organelas membranosas (Hirokawa, 1998). A 

descoberta deste gene em A. nidulans caracterizou a dineína como principal 

motor celular encarregado da distribuição nuclear na hifa vegetativa. 

Posteriormente, Xiang et ai. (1994) detetaram o gene nudA e 

observaram o mesmo fenótipo apresentado pelo mutante termossensível. 

Neste mesmo trabalho os autores utilizaram anticorpos monoclonais e 

localizaram a cadeia pesada da dineína na ponta do tubo germinativo. Os 

resultados sugerem que apesar da dineína ter papel central na migração 

nuclear em A. nidulans, ela não é a única forma que a célula possui de 

transportar núcleos uma vez que não causa letalidade. É possível que haja 

uma proteína com função redundante que permita a quebra do bloqueio 

imposto pela ausência de nudA. 

Efimov & Morris (1998), isolaram uma série de mutantes letais sintéticos 

na tentativa de identificar a(s) proteína(s) que poderiam exercer funções 

semelhantes a cadeia pesada da dineína. Para tanto, construíram uma 

linhagem com uma única cópia de nudA, sob o controle do promotor da álcool 

desidrogenase e promoveram a irradiação da mesma. Selecionaram aqueles 

mutantes capazes de crescerem como se fossem selvagens sob condições de 

indução de nudA, mas que tivessem significante redução do crescimento sob 

repressão, exacerbando os efeitos da ausência da cadeia pesada da dineína. 

Usando este método detectou-se 19 mutações em nove genes diferentes. Dois 

destes, s/dA e s/dB, apresentaram forte letalidade sintética com relação à 

nudA, e 6 deles, inclusive s/dA e s/dB, apresentaram o mesmo efeito com 

relação a quinesina mitótica (bimC). A clonagem e o seqüenciamento de s/dA e 

s/dB mostraram que estes genes codificam proteínas quinases homólogas à 

BUB1 e BUB3 de S. cerevisiae. Estes dois produtos gênicos estão envolvidos 

na montagem das fibras do fuso mitótico. O conhecimento destes homólogos 
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em mamíferos possibilitou a localização de BUB1 e BUB3 no cinetocoro. As 

evidências indicam que bub1 e bub3 fazem o controle da ligação dos 

centrômeros com as fibras dos microtúbulos, e somente depois que todos os 

cromossomos estão devidamente atados é que estas duas proteínas sinalizam 

a continuidade do ciclo celular (Pennisi, 1998). O mecanismo pelo qual isso 

ocorre, assim como a interação entre estas proteínas e a cadeia pesada da 

dineína ainda não é conhecido. 

Goldman & Morris (1995), por outro lado, isolaram supressores extra 

gênicos de nudA. A seleção foi feita para os mutantes que contribuíssem para 

a melhora da distribuição nuclear na hifa vegetativa. Esta estratégia teve o 

objetivo de descobrir genes que interagem com a cadeia pesada da dineína. 

Esta análise mutacional identificou cinco genes que são capazes de restaurar o 

crescimento vegetativo na ausência de nudA. 

Entre os mutantes para distribuição nuclear, estudados por Morris 

(1976), está nudC3, o qual apresenta incapacidade de distribuir seus núcleos. 

Há ocorrência de três divisões nucleares normais, porém os oito núcleos nunca 

chegam a serem distribuídos ao longo da hifa vegetativa (Morris, 1976). A 

clonagem e o mapeamento físico deste gene não veio a esclarecer qual seria o 

mecanismo pelo qual nudC age, uma vez que a sequência de aminácidos, 

possui homologia com proteinas que não tem função conhecida. Porém, a 

proteína parece bastante conservada, tendo homólogos em Drosophyla 

melanogaster, Caenorhabditis e/egans e H. sapiens (Osmani et ai., 1990). 

A relação entre nudC e nudF foi estabelecida quando detectou-se que a 

ausência de nudC diminui a abundância da proteína nudF. Este resultado foi 

reproduzido até mesmo quando nudF se encontrava sob o controle do promotor 

da álcool desidrogenase (a/cAp) em condições de indução. Esses dados 

sugerem que nudC regula nudF de forma pós-transcricional, elevando os níveis 

desta proteína. É possível que estas duas proteínas façam parte de um 
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complexo sendo que, quando NUDC não está presente, NUDF está sujeita a 

degradação (Xiang et ai., 1995b). 

Recentemente, Morris et ai. (1997) iniciaram uma estratégia para 

identificar genes responsivos à indução por prolactina em cultura de células T 

de rato. Nesta análise, os autores identificaram um clone denominado c15. O 

seqüenciamento do mesmo demonstrou identidade de 68% com nudC. Neste 

trabalho foi possível provar que existe homologia funcional entre o clone c15 e 

nudC, sendo que c15 é capaz de complementar a mutação nudC3, e também 

de restaurar os níveis de nudF. 

O gene nudC é essencial, porém, os efeitos de sua deteção podem ser 

remediado por meio do aumento da concentração osmótica no meio de cultura 

e também pela incubação à temperaturas bem mais baixas, como 18º C (Chiu 

et ai., 1997) A análise de linhagens delatadas mostrou que os germinantes 

crescem de forma esférica, perdem o padrão de crescimento polarizado e 

sofrendo lise celular. No tipo selvagem a quitina se localiza 

predominantemente na ponta da hifa, e na linhagem LJnudC esta substância 

tem ocorrência disseminada por toda a extensão da parede celular, sem um 

local de predominância. A utilização do anticorpo anti-actina evidenciou que a 

mesma fica localizada por toda a superfície celular na linhagem L1nudC, ao 

contrário do selvagem onde a actina localiza-se na ponta da hifa e nas regiões 

de deposição do septo (Harris et ai., 1994). Estes resultados sugerem que 

nudC afeta a composição da parede celular, mas não explicam precisamente 

como isso afeta a distribuição nuclear. Os autores sugerem que além da 

proteína NUDC ser necessária na composição da parede celular, ela também 

tem a função de localizar e estabelecer um sítio de ação para a dineína. A 

hipótese é que no mutante termossensível apenas a função junto à dineína fica 

prejudicada por causa da mutação, sem contudo haver qualquer efeito sobre a 

composição da parede. 
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Os mutantes nudF7 e nudF6 são alelos termossensíveis que afetam a 

movimentação nuclear. Foram inicialmente isolados por Morris (1976) e 

apresentaram as mesmas características dos outros mutantes para distribuição 

nuclear. Posteriormente analisado do ponto de vista molecular por Xiang et ai. 

(1995b), demonstrou ser homólogo ao gene humano Lis-1. Este gene é 

causador de uma síndrome designada "Miller-Dieker lissencephaly-1". A 

mutação em Lis-1 causa deficiência durante o desenvolvimento cerebral por 

falha na migração dos neurônios. Acredita-se que o direcionamento do 

neurônio inicia-se quando o núcleo se posiciona na direção em que o neurônio 

deve se locomover, portanto, sugerindo uma homologia funcional entre Lis-1 e 

nudF. 

Um dos últimos mutantes para distribuição nuclear descritos foi nudG, 

comprovando-se que este gene codifica a cadeia leve da dineína (Beckwith et 

a/., 1995). 

O processo de migração nuclear requer três compentes básicos: um 

motor capaz de impulsionar o núcleo, um trilho onde o mesmo possa caminhar, 

e um componente "ligante" que possa fazer a conexão entre as partes deste 

aparato. O estudo dos mutantes para migração nuclear em fungos ajudou no 

fornecimento de candidatos para desempenhar estes papéis. A dineína 

citoplasmática parece ser o motor celular. Os dados provenientes de S. 

cerevisiae indicam que os microtúbulos citoplasmáticos são fortes candidatos 

ao papel de trilho celular, e o complexo dinactínico serve os propósitos de 

agente ligante que mantém os diferentes componentes em contato (Xiang et 

a/., 1995a). Muitos detalhes precisam ser adicionados a este modelo, porém o 

mesmo serve de espinha dorsal para este processo biológico. 
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e) Mutantes para progressão do ciclo celular

Os eventos básicos que compõem o ciclo celular, isto é, a replicação do 

DNA cromossômico, a duplicação dos centríolos e a formação das fibras do 

fuso mitótico são conservados desde os fungos até os eucariotos superiores 

(Morris et ai., 1989; Morris & Enos, 1992; Doonan, 1992; Nasmyth, 1996; Lew & 

Kornbluth, 1996; Osmani & Ye, 1996). Partindo desta premissa, há duas 

décadas atrás, alguns cientistas previram que a análise genética e bioquímica 

de mutantes que afetassem a mitose em organismos simples, como por 

exemplo, os fungos, seriam de grande valia para a composição de um modelo 

universal para o funcionamento e a regulação do ciclo celular. Foi a partir desta 

idéia que Hartwell (1974), Nurse (1975) e Morris (1976) isolaram uma série de 

mutantes para a progressão do ciclo celular em S. cerevisiae, S. pombe e A. 

nidu/ans, respectivamente. Desta forma, um número grande de genes 

relacionados ao controle do ciclo celular foram descobertos em eucariotos 

superiores, graças ao conhecimento que se tem sobre a mitose em fungos 

(Hartwell & Kastan, 1994). 

Com relação ao conhecimento do ciclo celular em A. nidulans também 

teve grande valia o estudo realizado por Bergen & Morris (1983). Neste 

trabalho os autores descreveram a cinética de divisão nuclear neste fungo. 

Ficou estabelecido que o ciclo celular, que ocorre durante a germinação do 

conídio, leva em torno de 75 a 120 minutos, dependendo das condições de 

crescimento. Na temperatura de 37º C a fase M (mitose) é muito rápida, em 

torno de 5 minutos. G2 leva cerca de 30 minutos, S 25 minutos e G1 em torno 

de 15 minutos. 

Um dos primeiros eventos que ocorrem durante o ciclo de divisão 

nuclear é a duplicação da região organizadora do fuso mitótico (conhecida por 

SPB "spindle pole body"). Isso ocorre na intérfase, durante a fase S do ciclo 

celular. Na metáfase os dois SPB migram para polos opostos tendo entre si um 
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arranjo de microtúbulos. É nesta fase que o nucléolo torna-se menos distinto e 

desaparece. As imagens geradas por microscopia eletrônica sugerem que em 

fungos, apesar da membrana nuclear não desaparecer, ela se torna menos 

densa (Doonan, 1992). 

A análise da regulação do ciclo celular utilizando A. nidulans foi iniciada 

por Morris ( 1976) a partir do isolamento dos mutantes termossensíveis, já 

anteriormente descritos de maneira resumida. A classificação dos mutantes em 

"nim" e "bim" foi feita com base no aspecto adquirido pelos núcleos quando 

corados por um corante com afinidade por ácido nucleico. Mutantes "nim" 

possuem núcleos que aparentam estar sempre em intérfase, isto é, a cromatina 

corada nas bordas e a região central descorada, correspondente ao nucléolo. 

Os mutantes "bim" foram assim classificados uma vez que seus núcleos 

apresentam, constantemente, um aspecto mitótico, ou seja, sempre 

condensado, como um pequeno ponto luminoso no interior da hifa (Morris, 

1976). 

A medida que a análise bioquímica sobre os mutantes "bim" e "nim" foi 

se aprofundando ficou cada vez mais claro que a regra da universalidade do 

mecanismo de regulação do ciclo celular pode ser confirmada para o fungo 

filamentoso A. nidu/ans. Os principais componentes regulatórios da mitose são 

conservados neste fungo. A atenção tem sido voltada, principalmente para uma 

classe de proteínas denominadas "quinase-dependente-de-ciclina" (cdk). Estas 

proteínas são chaves para a replicação do DNA, iniciação da mitose, formação 

do complexo promotor da anáfase e citocinese (Lew & Kornbluth, 1996; 

Nasmyth, 1996). 

A clonagem de nim)(P34 caracterizou em A. nidulans uma das principais 

proteínas quinase que estabelece que o ciclo celular deve cruzar a fronteira 

entre G1/S e G2/M (Osmani et ai., 1994). Esta proteína quinase, a qual tem a 

histona H1 como principal substrato de fosforilação, foi primeiramente descrita 

em S. cerevisiae, mas é ubíqua em eucariotos. nim)(P34 faz parte de um 
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complexo denominado "cdK" ("cyclin dependent kinase") que para ser ativado 

deve estar ligado a uma ciclina (nim�13
). Mesmo que o complexo cdk seja

formado, somente será ativado causando a progressão do ciclo celular quando 

a Tirosina-15 da proteína p34 for defosforilada por ação de uma proteína 

fosfatase codificada pelo gene nimTcdczs (O'Connell et ai., 1992). Em levedura 

de brotamento foi possível estabelecer que a passagem de G1 para S depende 

da complexão de p34 com a ciclina-G1 e que a passagem de G2 para M 

depende da ligação de p34 com um outro tipo de ciclina, denominada ciclina-8 

(Jacobs, 1992; Hartwell & Kastan, 1994; Kock & Nasmyth, 1994; Lew & 

Kornbluth, 1996). Em A. nidulans só uma ciclina é conhecida, nimE
ciclina-s , mas é 

provável que p34 associe-se à outros parceiros para promover as transições 

entre G1/S e G2/M (O'Connell et ai., 1992; Osmani & Ye, 1996). Para que haja 

saída da mitose, isto é, para que a anáfase se complete, é necessário que haja 

quebra do complexo cdk, por meio da degradação da ciclina-8. Acredita-se que 

o complexo promotor da anáfase, ou ciclossomo, seja responsável pela

ubiquitinação da ciclina-8, caracterizando esta proteína como alvo de 

proteólise (Osmani & Ye, 1996). 

NIMT não é a única fosfatase envolvida na progressão do ciclo celular 

em A. nidulans, o gene bimG também codifica uma fosfatase específica da 

mitose, a inativação da mesma impede que as células deixem os estágios mais 

tardios da mitose. A sequência de aminoácidos de BIMG mostrou homologia 

com uma proteína fosfatase (PP1) de mamíferos e de S. cerevisiae, as quais 

são essenciais para o sucesso da mitose (Doonan & Morris, 1989; Doonan et 

a/., 1991). 

Uma das descobertas mais notáveis sobre o funcionamento do ciclo 

celular ocorreu em A. nidulans quando Osmani et ai (1987) clonaram nimA, o 

qual é o fundador de uma família gênica encontrada desde levedura até 

mamíferos. Este gene codifica uma proteína quinase do tipo Serina/Treonina. A 

princípio, ficou estabelecido que nimA funciona especificamente na progressão 
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entre as fases G2 e M, sua atividade fosforilativa, bem como o acúmulo de seu 

mRNA, começam a elevar-se em G1, S e tem seu pico em G2, ao contrário de 

p34 que possui níveis constantes tanto de seu mRNA quando da proteína 

durante todo o ciclo celular. Durante a mitose os níveis de nimA começam a 

decair, e para que haja citocinese ela tem que ser abolida. As análises 

citológicas de mutantes nimA, demonstraram que durante o crescimento na 

temperatura restritiva não há desorganização dos microtúbulos citoplasmáticos, 

não há condensação da cromatina, e também não há formação do fuso 

mitótico. Portanto, a atividade da proteína NIMA é requerida para iniciar todos 

os aspectos da divisão nuclear (Osmani et ai., 1991; Pu & Osmani, 1995). 

A atividade fosforilativa da proteína NIMA não depende somente do 

acúmulo da mesma durante as diferentes fases do ciclo celular, mas também é 

dependente do seu próprio estado de fosforilação. A análise da sequência de 

aminoácidos comprovou que NIMA possui um domínio de auto-fosforilação 

típico das proteínas quinases dependentes de cAMP. A mutação sítio 

específica desta região aboliu completamente a capacidade de auto

fosforilação de NIMA (Ye et ai., 1995). 

Ye et ai. (1995) estudaram as possíveis interações entre nimXP34 e nimA.

Chegaram a conclusão que a abolição da atividade da proteína p34 pela 

inativação de nimT não é suficiente para evitar o acúmulo da proteína NIMA na 

sua forma ativa. Porém, a inativação direta de p34 não só bloqueia o ciclo 

celular em G1 e G2, como também previne o acúmulo de NIMA. Por outro lado, 

o bloqueio do ciclo celular em G2 pela perda da atividade de NIMA não previne

o acúmulo de p34 na sua forma ativa, porém em nenhum dos casos há

progressão do ciclo celular, indicando que tanto nimA quanto nimXP34 são 

igualmente necessários para o sucesso completo da mitose. (Osmani & Ye, 

1996). 

Um outro complexo protéico que regula a progressão do ciclo celular é 

designado APC/C (complexo promotor da anáfase/ciclossomo). É composto por 
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pelo menos oito polipeptídeos e dentre as várias funções que este complexo 

pode exercer, duas são bem conhecidas em S. cerevisiae. A primeira é a 

proteólise da ciclina-B durante a telófase e consequente finalização da mitose. 

A segunda é em G1, quando a função deste complexo é impedir a iniciação 

precoce da síntese de DNA (Zacharia & Nasmyth, 1996; lrniger & Nasmyth, 

1997). Em A. nidulans nenhuma destas funções puderam ainda ser provadas, 

porém dos oito polipeptídeos que supostamente compõem o complexo, dois 

são bem conhecidos, bimA e bimE (Engle et ai., 1990; O'Donnell et ai., 1991). 

bimA é homólogo a APC3 ou nuc2 de S. cerevisiae, o qual está envolvido com 

a citocinese e bimE é homólogo de APC 1 ou cuf 4, os quais estão envolvidos 

em garantir o vínculo entre mitose e citocinese. Tanto bimA quanto bimE 

apresentam bloqueio para terminação da fase M do ciclo celular, 

permanecendo com os núcleos condensados indefinidamente quando em 

temperatura restritiva. A mutação bimAAPC3 é capaz de superar parcialmente o 

bloqueio imposto pela mutação em nimA, sendo que o duplo mutante é capaz 

de realizar a condensação da cromatina e organizar as fibras do fuso. Estes 

resultados indicam que nimA e bimA agem em conjunto, direta ou 

indiretamente, controlando a passagem por G2, o que é um resultado 

inesperado, uma vez que acreditava-se que o complexo APC/C tivesse função 

apenas a partir da metáfase, finalizando a mitose (Lies et ai., 1998). 

Até o momento foi feita a análise dos principais componentes 

regulatórios do ciclo celular. Cabe fazer referência aos componentes 

estruturais da mitose. A maior parte destes genes foram isolados a partir de 

mutantes, como é o caso de gene benA, o qual foi isolado a partir de um 

mutante resistente à droga anti-microtúbulo benomil (Dekker & Davidse, 1975). 

Posteriormente, foi estabelecido que benA codifica os isotipos 131 e 132 da 13-

tubulina. Um terceiro isotipo foi identificado como !33, o qual é codificado por 

outro gene tubC (May et ai., 1985; May et ai., 1987; May & Morris, 1988). 

Existem dois genes para a-tubulina, tubA e tubB. O primeiro é componente dos 
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microtúbulos presentes durante o crescimento vegetativo e o segundo 

desempenha funções durante a meiose (Doshi et ai., 1991; Kirk & Morris, 

1991 ). 

Mais uma descoberta notável em A nidu/ans foi a identificação da y

tubulina (Oakley & Oakley, 1989), a qual foi descoberta em uma análise 

mutacional em busca de supressores de benA, sendo o mutante supressor 

designado mipA (Weil et ai., 1986). A clonagem e a caracterização física de 

mipA possibilitaram localizar a y-tubulina na região organizadora do centríolo, e 

portanto não é um componente dos microtúbulos. Porém a deleção de mipA 

impede a formação, tanto de microtúbulos citoplasmáticos quanto mitóticos, 

sugerindo que apesar da y-tubulina não fazer parte da estrutura microtubular, 

ela é requerida para iniciar a polimerização dos microtúbulos (Oakley et ai., 

1990). 

O mutante bimC foi isolado por Morris (1976). A análise do fenótipo do 

mutante mostrou que o centríolo ("spidle pole body") divide-se, mas não se 

separa, gerando uma estrutura unipolar que não é capaz de segregar os 

cromossomos. A clonagem e o mapeamento físico mostraram que a proteína 

BIMC tem homologia de sequência com as proteínas da família das quinesinas, 

as quais estão envolvidas com o transporte de vesículas membranosas. A 

homologia se restringe a 42% na região motora. Apesar da similaridade de 

sequência, a quinesina BIMC não exerce a mesma função, sendo requerida 

durante a mitose (Enos & Morris, 1990; Enos et ai., 1991). 

2.4. Aquisição de competência para o desenvolvimento do conidióforo 

Uma vez que se estabelece o crescimento polarizado da hifa e suas 

ramificações, esta começa a colonizar o substrato formando o tecido vegetativo 

conhecido como micélio. 
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Em condições normais de crescimento à 37º C, em meio rico em cultura 

submersa, uma linhagem selvagem é capaz de permanecer indefinidamente em 

estágio de cultura vegetativa. Porém, se o micélio for exposto à uma superfície 

aerada, o que é conhecido por indução, há diferenciação do tecido vegetativo e 

uma série de eventos morfogenéticos levam ao desenvolvimento do conidióforo 

(Timberlake, 1990). 

Os eventos fisiológicos que tomam parte durante a aquisição de 

competência são muito pouco conhecidos. Clutterbuck (1977) detectou uma 

queda substancial nos níveis de 3',5'-AMP cíclico juntamente com o tempo de 

aquisição de competência, mas este tópico não foi mais estudado. 

Axelrod et ai. (1973), determinaram o tempo de competência necessário 

para que uma cultura vegetativa de A. nidulans seja capaz de se diferenciar em 

reprodutiva. Pelos dados destes autores, o tempo de aquisição de competência 

é de 25 horas. Mesmo que a indução seja feita antes deste período as células 

não possuem a capacidade de diferenciação. Sob o aspecto fisiológico, o 

processo de diferenciação requer grande consumo de energia pela célula, a 

qual necessita de grande quantidade de massa para desenvolver o aparato 

reprodutivo, portanto, o tempo de aquisição de competência serviria para que 

as células pudessem acumular todos os componentes estruturais necessários 

para desempenhar a função reprodutiva. Do ponto de vista genético, o tempo 

de competência seria necessário para a ativação temporal e espacial correta 

dos genes que controlam e participam deste processo. 

Pastushok & Axelrod, (1976) demonstraram que diferentes fontes de 

nitrogênio e concentrações variadas de glicose não afetam o tempo de 

aquisição de competência. Os experimentos realizados deixam claro que o 

programa de desenvolvimento das estruturas de reprodução assexual não 

depende da exaustão de nutrientes do meio de cultura. Esta constatação 

mostrou que o desenvolvimento é geneticamente programado como parte do 

ciclo de vida deste fungo. 
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Butnick et ai. ( 1984a, 1984b) isolaram uma série de mutantes 

termossensíveis, dentre os quais três apresentaram bloqueios específicos da 

fase de pré-competência. As análises de alternância de temperatura mostraram 

que os produtos destes genes são necessários durante o crescimento 

submerso, sendo que todos os três mutantes foram incapazes de 

desempenharem o ciclo assexual e sexual corretamente (Yager et ai., 1982). 

Os mecanismos genéticos que coordenam a aquisição de competência 

são muito pouco conhecidos. Este processo representa um tópico de grande 

relevância, uma vez que todas as células que se diferenciam dependem de tal 

mecanismo, sendo um evento indispensável para a adaptação e sobrevivência 

do organismo. 

2.5. Ciclo de vida - Reprodução assexual 

Uma vez em meio de cultura, em condições apropriadas e em 

abundância de nutrientes, o tecido vegetativo ou micélio continua crescendo 

indefinidamente. Porém, após o tempo necessário para aquisição de 

competência, e se houver indução por aeração, os compartimentos mais velhos 

da hifa tem condições de diferenciar e podem vir a formar o conidióforo, o qual 

é a estrutura que vai sustentar a produção dos conídios ou esporos assexuais. 

Os eventos que tomam parte durante a formação do conidióforo foram 

estudados por Clutterbuck (1977). Neste item será feita uma breve descrição 

destes eventos, os quais podem ser revistos em detalhes em: Timberlake 

(1980); Timberlake (1990); Miller (1990); Yager (1990); Champe & Simon 

(1992); Miller (1993); Adams et ai. (1998). 

O primeiro sinal da diferenciação do conidióforo é a formação da célula

pé, que é um compartimento da hifa que emite uma ramificação chamada haste 

do conidióforo ou hifa aérea. Esta estrutura, apesar de muito parecida com uma 

hifa vegetativa, diferencia-se desta por possuir crescimento delimitado de 
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aproximadamente 100 µm. A haste contém múltiplos núcleos, porém não é 

compartimentalizada. Ao final deste estágio, a ponta da haste aumenta de 

volume, formando uma estrutura globular conhecida por vesícula. Este estágio 

é muito importante pois marca o final do ciclo de vida de A. nidulans como 

organismo multinucleado. Daí para frente, todos os tipos celulares serão 

uninucleados. Isto representa uma grande alteração nos padrões de regulação 

do ciclo celular do fungo. 

Neste ponto, os núcleos presentes na vesícula vão se posicionar na 

periferia da mesma, justamente onde vão surgir os brotamentos que darão 

origem às métulas. Estas aparecem como uma expansão da parede da 

vesícula. Este novo tipo celular vai crescer aumentando de volume e 

adquirindo formato ovalado. O brotamento da métula lembra muito a formação 

do broto que ocorre durante a reprodução assexual da levedura S. cerevisiae.

A visualização dos microtúbulos citoplasmáticos utilizando 

imunofluorescência, possibilita a observação da migração do núcleo para 

dentro da métula. Os eventos que se seguem devem ser muito precisos, para 

que o programa de desenvolvimento tenha sucesso. Um único núcleo adentra a 

métula e este núcleo é programado para se dividir apenas duas vezes. A 

primeira divisão se dá quando a métula, já totalmente formada, brota pela 

primeira vez, formando os primórdios da fiálide. Um núcleo-filho migra para 

dentro da fiálide e o núcleo que permaneceu dentro da métula entra em mitose 

novamente, e então um segundo brotamento do ápice da métula, ao lado da 

primeira fiálide é formado, e mais uma vez o núcleo-filho entra na fiálide. 

A próxima estrutura a ser formada é o conídio. Este aparece como um 

brotamento no ápice da fiálide. O núcleo migra para a extremidade superior e 

aí sofre mitose. O núcleo distal em relação ao conídio permanece na fiálide, e o 

outro entra em direção ao conídio imaturo. O poro que permite a comunicação 

entre a fiálide e o conídio fecha-se, isolando as duas estruturas. Um novo 

brotamento surge da fiálide e então o núcleo da mesma entra novamente em 
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mitose, e assim por diante, de modo que cada fiálide produz uma cadeia de 

conídios, sendo o apical o mais velho e o basal o mais jovem. 

Neste ponto, mais uma vez há completa reprogramação do ciclo 

mitótico. Até no estágio de haste o padrão celular era multinucleado, onde 

várias divisões mitóticas eram permitidas sem a necessidade de ocorrer 

citocinese; no próximo estágio o padrão celular passa a uninucleado sendo que 

o ciclo celular foi reprogramado para que o núcleo da métula passasse por

apenas duas divisões e entrasse em dormência. E na fiálide vai haver outra 

reprogramação, onde os núcleos vão passar a sofrer o que é conhecido por 

"mitose direta". Neste caso, o núcleo da fiálide passa a se dividir sucessivas 

vezes para doar núcleos para os conídios em formação. É interessante notar 

aqui, que o comprometimento entre divisão nuclear e citocinese se torna 

bastante pronunciado, sendo necessário haver divisão celular em seguida da 

mitose. 

Como estrutura de resistência o conídio passa por um período de 

maturação, onde há deposição de várias camadas na parece celular que o 

tornam impermeável. Após esta fase, seu núcleo permanece estacionado na 

fase G1 do ciclo celular. 

No momento que os esporos assexuais se encontram em condições 

adequadas de nutrientes, temperatura, aeração e umidade, a dormência é 

quebrada e o núcleo volta a dividir-se novamente. Este ponto é crítico no ciclo 

de vida do fungo, pois novamente há o estabelecimento do programa celular 

multinucleado, o qual dá oportunidade à colônia de crescer na forma de 

filamentos e assim explorar seu substrato de maneira eficiente. 

2.5.1. Regulação gênica do desenvolvimento do conidióforo 

Nas últimas três décadas foi realizado um significativo avanço no campo 

da morfogênese do conidióforo (Clutterbuck, 1969; Martinelli & Clutterbuck, 
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1971; Clutterbuck, 1977; Martinelli, 1979; Timberlake, 1980; Timberlake & 

Marshall, 1988; Timberlake, 1990; Miller, 1990; Miller, 1993; Timberlake & 

Clutterbuck, 1994; Adams et ai., 1998). 

O impulso inicial no sentido da caracterização genética da diferenciação 

assexual foi dado por Clutterbuck (1969), quando foi feita uma extensa análise 

mutacional em busca de mutantes que afetassem a formação do conidióforo. 

Este autor classificou os mutantes obtidos em quatro grupos: 1) mutantes para 

modificação do conídio (wet-white e dark); 2) mutantes modificadores do 

conidióforo (stunted e medusa); 3) mutantes aconidiais (Bristle e abacus) e 4) 

mutantes que afetam a pigmentação do conidióforo (ivory A e B). 

Dentre estas classes de Icei morfogenéticos alguns despertaram 

interesse especial: Bristle (br/A), abacus (abaA), wet-white (wetA), stunted 

(stuA), medusa (medA) e "esterígma primário anucleado" (apsA). A razão do 

interesse é que os três primeiros genes apresentam bloqueio em três fases 

diferentes do desenvolvimento do conidióforo. Mutantes para o locus br/A 

geralmente tem crescimento indefinido da haste e nunca chegam a diferenciar 

a vesícula ou qualquer outra estrutura de reprodução. Abacus desenvolve 

haste, vesícula, e métulas. As fiálides se desenvolvem, mas nunca produzem 

conídios, ao invés, produzem outras fiálides, formando longas cadeias de 

células. O mutante wet-white forma conídios que sofrem autólise e dão à 

colônia um aspecto "molhado". A razão do interesse por stuA e medA, é que 

estes modificam a morfologia do conidióforo. O mutante stuA 1 produz 

conidióforos pouco elaborados e de tamanho anão; mutantes medA6 produzem 

fiálides que se diferenciam novamente em conidióforos completos, chamados 

conidióforos secundários. Ambos, stuA e medA, tem envolvimento com o ciclo 

sexual, sendo incapazes de formarem várias estruturas requeridas para o 

desenvolvimento do aparato sexual. Já o mutante apsA é incapaz de se 

desenvolver além do estágio de vesícula. Aparentemente os núcleos são 
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incapazes de migrarem para dentro da métula e dar continuidade à 

diferenciação do conidióforo (Clutterbuck, 1969). 

Posteriormente estes genes foram caracterizados do ponto de vista 

molecular. A partir disto foi possível traçar as inter-relações entre eles, 

estabelecendo duas vias de atuação diferentes, porém contribuindo para o 

mesmo processo, isto é, a elaboração do conidióforo (Mirabito et ai., 1989; 

Miller, 1990). 

a) Estudo dos mutantes aconidiais

A clonagem e o mapeamento físico do gene de desenvolvimento br/A 

demonstrou que o mesmo codifica um fator de transcrição do tipo "Zinc-finger" 

(Evans & Hollenberg, 1988). br/A ativa de uma série de outros genes 

envolvidos no desenvolvimento do conidióforo, entre os quais estão abaA e 

rodA (Johnstone et ai., 1985; Boylan et ai., 1987; Evans & Hollenberg, 1988; 

Adams et ai., 1990; Chang & Timberlake, 1993). O estudo do padrão 

transcricional deste gene mostrou que ele não é transcrito na hifa vegetativa, 

porém dois mRNA's, (brla e brlfJ) diferencialmente regulados são observadas 

quando o desenvolvimento é induzido. brla é regulado de acordo com o 

desenvolvimento e brlí3 é constitutivamente transcrito, porém a tradução 

temporal correta do polipeptídeo í3 é dependente de uma µORF presente na 

região 5' do gene (Han et ai., 1993; Prade & Timberlake, 1993). Quanto a 

função biológica de br/A, acredita-se que seja responsável pela alteração no 

padrão de crescimento vegetativo para reprodutivo, executando esta função 

por meio da ativação da transcrição de vários genes requeridos para a 

formação do conidióforo. Quando a expressão de brlA é induzida em culturas 

vegetativas, sob o controle do promotor da álcool desidrogenase (alcA) há 

imediata formação de conídios na ponta das hifas que assumem características 

que se assemelham a conidióforos bastante rudimentares. Atualmente, br/A é 
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considerado o elemento chave para a morfogênese do conidióforo (Adams et 

ai., 1990; Mirabito et ai., 1989; Han et ai., 1993; Prade & Timberlake, 1993). 

A clonagem e o mapeamento físico do gene abaA demonstraram que 

este codifica um fator de transcrição. ABAA é uma proteína de ligação ao DNA 

que reconhece a sequência "CATTCY". Além disso, ABAA possui uma 

sequência que lembra um "Zíper de Leucina", o que é indicativo de um domínio 

da dimerização nesta região, processo que é freqüentemente requerido nos 

fatores de transcrição (Boylan et ai., 1987). A análise de géis de retardo de 

mobilidade utilizando sequências de promotores dos genes brlA, wetA, yA, 

rodA e mesmo o próprio abaA mostrou que estes são alvos de ligação da 

proteína ABAA. A expressão ectópica de abaA diminui o crescimento 

vegetativo, porém não leva à diferenciação do conídio. (Adams & Timberlake, 

1990a e b; Andrianopoulos & Timberlake, 1994). 

O gene wetA foi clonado por Boylan et ai. (1987). O seqüenciamento do 

mesmo, revelou que este codifica um fator de transcrição. A proteína produzida 

pelo gene wetA estaria envolvida na regulação de genes necessários para a 

maturação dos esporos assexuais. A expressão ectópica de wetA na hifa leva 

ao acúmulo de mRNAs que são específicos do conídio. Mutantes wetA e 

linhagens que tem este gene detetado, provocam a má formação de várias 

camadas da parede celular do conídio, bem como os pigmentos que dão 

coloração ao esporo assexual (Boylan et ai., 1987). 

A compilação destes dados sugere que estes três genes são regulados 

em cascata, isto é, a interação seqüencial de brlA, abaA e wetA, controla a 

diferenciação temporal e espacial do conidióforo em A. nidulans (Mirabito et ai., 

1989). Este modelo de interação pode ser resumido no esquema abaixo: 

brlA - abaA -+ wetA 

O mutante apsA 1 também é considerado um mutante aconidial, uma vez 

que o mesmo bloqueia a entrada dos núcleos para dentro da métula e impede 

desta forma que o desenvolvimento prossiga normalmente (Clutterbuck, 1969). 
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A análise do comportamento dos núcleos na hifa vegetativa, demonstrou que 

os efeitos da mutação podem ser vistos também nesta fase. Clutterbuck (1994) 

acompanhou o crescimento de uma linhagem apsA 1 desde a germinação e 

observou que os núcleos não se distribuem igualmente ao longo da hifa, 

permanecendo em grupos e deixando longos espaços vazios na hifa. A 

clonagem e a caracterização da sequência de aminoácidos codificada pelo 

gene apsA foi feita por Fisher & Timberlake (1995). Este trabalho mostrou que 

apsA codifica uma proteína do tipo "coiled-coil", isto é, possui domínios 

espiralizados. A comparação da sequência desta proteína com outras proteínas 

depositadas no banco de dados mostrou a existência de homologia com o 

polipeptídeo NUM1 de S. cerevisiae. Esta proteína está envolvida com o 

posicionamento nuclear durante o brotamento nesta levedura. Não foi provado 

ainda uma possível interação de APSA, ou mesmo NUM1 com os microtúbulos, 

o que seria de se esperar já que estes genes, nitidamente, desempenham

funções na movimentação nuclear. Por este motivo Clutterbuck (1994) e Fisher 

& Timberlake (1995) sugerem que a função do gene apsA seria a de posicionar 

os núcleos nos locais corretos para que pudessem então serem movimentados 

pelos microtúbulos. 

b) Estudo dos mutantes modificadores do conidióforo

As análises dos genes stuA e medA também veio a esclarecer vários 

detalhes sobre o padrão de formação celular do conidióforo (Miller, 1990; Miller 

et ai., 1991; Miller et ai., 1992; Busby et ai., 1996; Wu & Miller, 1997; Dutton et 

ai., 1997). A combinação das informações sobre a funcionalidade dos genes 

aconidiais e os modificadores do conidióforo possibilitaram traçar um modelo 

pelo qual estes genes interagem culminando na estrutura complexa que é o 

conidióforo (Busby et ai., 1996). 
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Martinelli (1979) construiu uma série de mutantes duplos envolvendo 

alelos br/A e medA. Os fenótipos apresentados pelas linhagens mutantes 

indicaram uma interação bastante complexa entre estes dois genes. Esta 

autora conclui que a expressão de br/A tem início anteriormente à expressão 

de Medusa, porém a atividade destes dois genes se sobrepõe temporalmente 

ao longo do desenvolvimento. Busby et ai., (1996) estabeleceram que a 

expressão temporal correta de brlA e de abaA requer a presença de medA, e 

que a introdução de uma cópia extra do gene brlA é capaz de suprimir o 

fenótipo mutante medA26 e restabelecer os níveis corretos do transcrito abaA. 

O mutante stuA 1 possui conidióforos bastante reduzidos em tamanhoos 

quais apresentam baixo nível de complexidade, diferenciando poucos conídios 

na superfície da vesícula. O gene stuA possui uma estrutura complexa como a 

apresentada pelo gene brlA. Possui duas unidades transcricionais, stua e stu{J, 

sob o controle de 3 µORFs. O gene stuA não é expresso na hifa vegetativa, 

mas logo após a aquisição de competência a transcrição aumenta em cerca de 

50 vezes permanecendo alto durante todo o processo de desenvolvimento e 

volta a cair à níveis não detectáveis no conídio maduro (Miller et ai., 1991; 

Miller et ai., 1992). 

A proteína codificada pelo gene stuA pertencente à família de fatores de 

transcrição bHLH ("basic-Helix-Loop-Helix"), os quais são bastante conhecidos 

em Eucariotos. O domínio de ligação ao DNA de stuA foi designado como 

sendo do tipo "APSES". As proteínas que possuem este tipo de domínio de 

ligação ao DNA regulam importantes processos biológicos, como morfogênese 

e ciclo celular em S. cerevisiae, Sok2p e Phd1p (Gimeno & Fink, 1994), em 

Candida albicans, Efg1p (Stold et ai., 1997), e Asm1p em Neurospora crassa 

(Aramayo et ai., 1996). 

Em A. nidulans foram detectados diversos elementos responsivos à 

stuAp t/TCGCGT'A NA/e). Estes elementos situam-se na região promotora dos 

genes abaA, brlA, nimODbt4P
, nímEcyclins, os quais desempenham funções 
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durante a morfogênese do conidióforo e na progressão do ciclo celular (Dutton 

et ai., 1997). 

Dutton et ai. ( 1997), caracterizaram stuAp como um repressor da 

transcrição. Observaram que os transcritos br/A, abaA awh1 tornam-se 

temporal e espacialmente desregulados na ausência de stuA. Os autores 

propõem um modelo de regulação gênica do desenvolvimento assexual, em 

que o modificador da complexidade do conidióforo, stuA, atua por meio da 

modulação da transcrição de genes que dirigem a diferenciação terminal do 

conidióforo, como brlA e abaA. As evidências apontam para stuA como 

responsável pela "sintonia fina" da expressão dos genes responsáveis pela 

diferenciação terminal. Isso explica porque a indução de br/A em altos níveis na 

hifa vegetativa, causa a formação de conidióforos rudimentares com baixo nível 

de complexidade, exatamente como aqueles formados pelas linhagens que 

possuem o gene stuA detetado. Isto reafirma a hipótese de que stuA e br/A 

precisam ser paralelamente expressos para que o conidióforo possa adquirir a 

complexidade e a funcionalidade necessárias para a produção de conídios. 

Além disso, os genes Phd1 e Efg1, os quais são homólogos à stuA, 

estão envolvidos na formação de pseudo-hifa em levedura de brotamento S. 

cerevisiae e em C. albicans, respectivamente (Gimeno & Fink, 1994; Stold et 

ai., 1997; Magee, 1997). Além da homologia de sequência existente entre estas 

proteínas é possível traçar uma homologia funcional, uma vez que stuAp é 

indispensável para diferenciação dos esterígmas (métulas e fiálides) as quais 

são estruturas consideradas morfologicamente análogas à pseudo-hifa (Miller 

et ai., 1992). 

2.5.2. Mutantes "Fluffy" 

Dom ( 1970), nomeou esta classe de mutantes espontâneos em A. 

nidulans, os quais possuem diferenciação anormal e caráter invasivo. 
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Caracterizam-se pela formação de grandes quantidades de hifas aéreas que 

nunca chegam a diferenciar conidióforos e a incapacidade de respeitar os 

limites de crescimento de uma colônia vizinha que tem desenvolvimento 

normal, crescendo sobre a mesma. 

Tamame et ai. (1983), isolaram outro mutante para desenvolvimento do 

tipo "fluffy", o qual foi induzido por meio de tratamento com o análogo da 

citosina, 5-azacetidina. Este agente mutagênico é incorporado no lugar da 

citosina e inibe a ação da enzima metiltransferase, causando assim 

hipometilação, e ativação imprecisa de genes silenciados por meio da 

metilação de bases. Vários mutantes "fluffy" foram isolados por esta 

metodologia, e o mapeamento genético dos mesmos mostrou que eles são 

todos alelos de um único gene localizado no cromossomo VIII. O mutante 

"fluffy" isolado por este grupo de pesquisadores não tem a característica 

invasiva como a descrita por Dom (1970), porém parece claro que tal mutante 

não consegue responder a sinalização que desencadeia a diferenciação do 

conidióforo. Apesar do tratamento utilizado para obtenção deste mutante, 

envolvendo processo de metilação, os experimentos feitos não foram capazes 

de detectar nenhum padrão diferencial de metilação entre o mutante, o 

selvagem, e linhagens tratadas com 5-azacetidina. Os dados provam que o 

fenômeno da metilação é desprezível, tanto em A. nidulans como em A. niger, e 

portanto a ocorrência em alta frequência deste mutante "fluffy" deve ser o 

resultado de um outro tipo de evento mutacional que não a hipometilação. 

Yager et ai., (1982), descreveram um dos mais interessantes mutantes 

"fluffy", acoO684. Este mutante chamou a atenção dos geneticistas de A. 

nidu/ans por dois motivos: 1) Bloqueia o desenvolvimento em uma fase 

bastante precoce, logo após a aquisição da competência, abrindo a 

possibilidade de que acoD possa estar envolvido na ativação direta ou indireta 

de brlA e 2) A mutação neste gene, leva a perda do controle genético do 

desenvolvimento assexual, e neste caso as linhagens portadoras desta 
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mutação não mais cumprem o programa de desenvolvimento, mas passam a 

responder às limitações nutricionais do ambiente para que realizem a 

conidiogênese. 

Adams et ai., (1992) analisaram o acúmulo do transcrito br/A na 

ausência do gene acoD, (posteriormente renomeado, passou a ser f/uG) e 

concluíram que acoD é necessário para a ativação de br/A, porém na ausência 

do mesmo, br/A pode ser ativado por uma via paralela que não requer acoD, 

portanto, responde a outros sinais os quais envolvem inanição da colônia. 

Apesar de acoD ter uma função evidente no desenvolvimento, as análises de 

"Northern blot" mostraram que a transcrição do gene não ocorre conforme o 

desenvolvimento, mas sim de maneira constante. Os autores sugerem uma 

possível regulação traducional. 

Lee & Adams (1994a) observaram que quando uma colônia acoo- e uma 

acoD
+ 

crescem lado a lado, a extremidade da colônia mutante torna-se capaz 

de realizar a conidiogênese. Esta capacidade de complementação é dada 

mesmo quando as colônias são separadas por uma membrana de diálise, 

sugerindo que o gene acoD codifica um produto extracelular difusível. A 

localização desta proteína por meio de anticorpos monoclonais mostrou que 

ela é detectada no citoplasma. O seqüenciamento demonstrou que o terminal 

carboxila da proteína tem homologia com uma glutamina sintetase 1 

procariótica. Porém a linhagem mutante não apresenta auxotrofia para 

glutamina. A expressão ectópica de f/uG na hifa vegetativa, em condições de 

cultura líquida, é capaz de superar o bloqueio imposto ao desenvolvimento 

pela condição de cultura submersa. 

Como o trabalho inicial com os mutantes "fluffy" mostrou-se tão 

interessante, Wieser et ai. (1994), fizeram uma análise em busca de mutantes 

com fenótipo "fluffy" que afetassem o padrão de expressão do gene br/A. Uma 

vez que o mesmo rege o desencadeamento do desenvolvimento assexual, o 

isolamento de reguladores precoces deste gene levaria ao melhor 
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entendimento da via que sinaliza a esporulação. Desta análise mutacional, 

surgiram várias classes de mutantes, como por exemplo: f/bA, 8, C, D, E 

("fluffy _bow BrlA expression"). 

Lee & Adams (1994b), iniciaram a caracterização genética e molecular 

dos mutantes "fluffy" que afetam a expressão de brlA analisando o gene flbA. A 

mutação neste gene, além de impedir o desenvolvimento assexual formando 

apenas um emaranhado de hifas aéreas, leva à autólise do tecido vegetativo 

quando a colônia atinge a maturidade, sendo por isso denominado "fluffy 

autolítico". O mapeamento físico e a análise da sequência prevista de 

aminoácidos, demonstrou que flbA codifica uma proteína do tipo RGS 

("regulator of G protein signaling"), isto é, tem funções na regulação da 

proteína heterotrimérica G, a qual está envolvida na sinalização intracelular 

(De Vries et ai., 1995). flbA é homólogo ao gene Sst2 de S. cerevisiae, o qual 

regula negativamente a resposta celular sexual, desencadeada por ferormônio. 

Portanto, mutantes Sst2 são super sensíveis à ferormônio e não conseguem 

reverter a resposta ao mesmo (Dietzel & Kurjan, 1987; Hasson et ai., 1994; 

Dohlman et ai., 1995). Estas observações levaram a hipótese de que a proteína 

FLBA desempenha um papel no controle da sinalização intracelular que 

determina a proliferação vegetativa versus desenvolvimento assexual em A.

nidu/ans. Além disso, ficou demonstrado que a ausência de flbA reprime 

completamente a expressão de brlA, e a super expressão na hifa, leva também 

a ativação precoce de br/A e a diferenciação terminal. Isto sugere que ambos 

os genes fazem parte da mesma via de sinalização do desenvolvimento (Lee & 

Adams, 1994b). 

Esta hipótese começou a se concretizar a partir da caracterização de 

outro mutante "fluffy" autolítico, fadA ("fluffy Autolytic Dominant"). Yu et ai 

(1996) demonstraram que este gene codifica a subunidade a da proteína 

heterotrimérica G e que a mutação dominante neste gene, (fadA842R
), se dá por 

ganho de função. Este resíduo de glicina é requerido para a atividade da 
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GTPase, portanto a proteína Ga fica constantemente sendo ativada pela sua 

ligação ao GTP, e continuamente sinaliza a proliferação vegetativa. A 

construção de um outro mutante dominante, o qual inativa a sinalização que 

causa o crescimento vegetativo (fadAG203R
) causa a esporulação precoce. Além 

disso, uma linhagem flbA-1 fadA
G203R 

suprime a deficiência do gene f/bA.

Estes resultados estabeleceram as relações existentes entre estes dois 

genes e as duas vias diferentes de sinalização que eles participam. Segundo o 

modelo proposto por Adams et ai. (1998), existe uma via regulatória, na qual a 

proteína Ga (fadA) quando associada a GTP manteria o sinal que comanda a 

proliferação vegetativa. O fator codificado por fluG ou acoD seria responsável 

pela ativação de f/bA, a proteína regulatória RGS que seria responsável pela 

inativação da proteína Ga. O silenciamento da via que controla o crescimento 

vegetativo daria oportunidade para que a via que controla o desenvolvimento 

assexual entrasse em ação, ativando assim o gene br/A e por conseguinte, os 

demais componentes da diferenciação do conidióforo. 

Outros mutantes do tipo "fluffy" foram isolados e estudados. Wieser & 

Adams (1995), caracterizaram flbD, o qual produz grandes massas de hifa 

aérea e tem conidiogênese restrita ao centro da colônia e retardada em cerca 

de 24 horas, assim como f/bB, C, E. A clonagem e caracterização da sequência 

de f/bD mostrou que este gene tem homologia com a família fatores de 

transcrição Myb, bastante conhecida em mamíferos, da qual faz parte o proto

oncegene c-Myb (Majello et ai., 1986; Lüscher & Eisenman, 1990). A expressão 

ectópica deste gene em cultura submersa durante o estágio de hifa leva a 

ativação imprópria de br/A e causa a formação de conidióforos complexos com 

todos os tipos celulares existentes no selvagem e conídios viáveis. 

A caracterização dos mutantes, f/uG flbA, flbB, f/bC, flbD, flbE 

demonstrou serem todos estes essenciais para a iniciação do desenvolvimento. 

Ainda em busca de reguladores precoces de br/A, Marhoul & Adams (1996) 

utilizaram uma outra estratégia para atingir tal objetivo, neste caso, seqüências 
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de DNA sob o controle de um promotor induzível foram expressas 

ectopicamente em A. nidulans e aquelas que conseguiam ativar a transcrição 

de br/A sob esta condição foram estudadas. Este fenótipo foi designado fabA-P 

(".Eorced expression Activation of Bristle"). Além da ativação de br/A algumas 

destas sequências eram capazes de inibir o crescimento e estimular a 

formação de conídios na ponta da hifa. 

O primeiro destes genes a ser estudado do ponto de vista molecular foi 

fabM (Marhoul & Adams 1996). O seqüenciamento deste gene demonstrou que 

ele codifica uma proteína de ligação ao RNA, mais especificamente à cauda 

poli Adenilada. A deleção deste gene demonstrou que o mesmo é essencial, e 

é transcrito em níveis constantes ao longo do ciclo de vida do fungo. O papel 

que a proteína codificada por fabM desempenha no desenvolvimento por meio 

do acúmulo de br/A não ficou claro ainda. Porém os autores acreditam que a 

super expressão de FabM, poderia estabilizar os mRNAs de br/A e favorecer a 

tradução do mesmo. Ou então, poderia interferir com a tradução da µORF que 

regula a expressão do transcrito br/A/3 , assim causar o acúmulo precoce de 

br/A. Atualmente estão sendo feitos esforços no sentido de testar se F ABM 

realmente é uma proteína de ligação ao mRNA como já foi determinado para os 

seus homólogos. 

Um aspecto interessante do estudo dos mutantes "fluffy", foi a 

descoberta de que os reguladores precoces do desenvolvimento também 

afetam o controle do metabolismo secundário em A. nidulans. Várias 

observações sugerem que os metabólitos secundários freqüentemente são 

produzidos durante a fase de crescimento estacionário e também durante a 

conidiogênese. Hicks et ai. (1997) observaram que a síntese do metabólito 

secundário esterigmatocistina, requer a inativação da via que controla a 

proliferação vegetativa por meio da inibição da proteína codificada por fadA. 

Estes autores observaram que a expressão ectópica de f/bA também aciona a 

síntese deste precursor da aflatoxina, e a ligação constitutiva da proteína Ga 
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ao GTP bloqueia a esporulação assexual, bem como a biossíntese de 

esterigmatocistina. 

Todos os trabalhos descritos neste item desta revisão contribuíram, 

significativamente, para traçar um esboço de como o desenvolvimento assexual 

se processa em A. nídulans. Porém muitas lacunas ainda estão por ser 

preenchidas no que se refere aos componentes desta via de transdução de 

sinal que capta, amplifica e transfere impulsos bioquímicos que culminam na 

formação do conidióforo (Adams et ai., 1998). 

Ficam por serem estabelecidas também as inter-relações existentes 

entre o controle do ciclo celular e o desenvolvimento assexual. Este campo 

ainda não explorado é bastante intrigante e vai revelar particularidades da 

sintonia fina do ciclo celular. É nítido que existem diferenças no comportamento 

do ciclo celular de acordo com o tipo celular, como pode ser visto no tecido 

vegetativo e no reprodutivo. Não se sabe porém, se o controle da mitose é feito 

com a participação dos mesmos elementos da hifa, somente regulados 

diferencialmente, ou se existem, ainda, genes que codificam proteínas 

regulatórias específicas do ciclo celular durante o desenvolvimento (Mirabito & 

Osmani, 1994). Esta última hipótese baseia-se na existência de genes que 

codificam tubulinas com funções específicas para certas fases do ciclo de vida 

do fungo, como é o caso de tubB e tubC os quais são especificamente 

requeridos durante a ascosporogênese e a conidiogênese, respectivamente 

(Kirk & Morris, 1991; May & Morris, 1988). 

Um exemplo interessante sobre a interação entre ciclo celular e 

morfogênese em diferentes tipos celulares é o mutante bncA 1. O mesmo foi 

inicialmente isolado como um mutante produtor de conídios binucleados e 

trinucleados em porcentagens fixas (Pizzirani-Kleiner & Azevedo, 1986). A 

análise da morfologia do conidióforo demonstrou que a mutação não só afeta o 

número de núcleos, como também a morfogênese das métulas e das fiálides 

(Pascon, 1994). Estas são freqüentemente multinucleadas e assumem uma 
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morfologia tubular que lembra mais um fragmento de hifa possuindo septos que 

dividem a fiálide em compartimentos, do que o tipo de pseudo-hifa encontrado 

nas métulas e fiálides das linhagens selvagens (Pascon, 1994). A observação 

mais detalhada da morfologia dos núcleos e a cinética de divisão nuclear neste 

mutante deverá proporcionar mais informações sobre a função biológica deste 

gene no ciclo de vida de A. nidulans. 

2.6. Ciclo de vida - Reprodução Sexual 

A maioria das espécies do gênero Aspergi/Jus são imperfeitas, isto é, 

não apresentam ciclo sexual. Porém algumas espécies, como é o caso de A. 

nidulans, apresentam também o ciclo sexual (Clutterbuck, 1974). 

Este fungo é considerado homotálico, o que significa que uma colônia 

formada a partir de um único conídio ou ascósporo pode realizar o ciclo sexual, 

em condições de isolamento, sem a presença de um parceiro sexual, isto é, 

pode sofrer autofecundação (Clutterbuck, 1974). Porém a alternativa de 

cruzamento entre linhagens diferentes é valiosa para fins de mapeamento, 

sendo possível compor mapas detalhados cruzando-se linhagens com 

marcadores contrastantes. Justamente a existência do ciclo sexual, e 

posteriormente, a descoberta do ciclo parassexual , tornaram A. nidulans um 

organismo atraente para análise genética (Roper, 1952; Pontecorvo, et ai., 

1954). 

A sucessão de eventos que completam os dois ciclos de vida em A. 

nidulans pode ser estudada quando se inocula uma grande quantidade de 

esporos em meio de cultura rico à 37ºC. Rapidamente as hifas colonizam o 

meio de cultura e após 25 horas o micélio já está apto ao desenvolvimento. 

Com 40 horas o processo assexual da conidiogênese já começa a estacionar. 

É neste ponto que os primeiros indícios do desenvolvimento sexual aparecem. 

Com 90 horas observa-se ascósporos maduros (Champe & Simon, 1992). 
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O cleistotécio é a estrutura que contém os produtos da meiose, ou seja, 

os ascósporos. Dificilmente este pode ser visualizado nos primeiros estágios 

de desenvolvimento. O primeiro sinal de que o ciclo sexual está ocorrendo é o 

aparecimento de células Hülle. Estas são células globulares conectadas ao 

micélio vegetativo por meio de hifas. Tem por característica, grande quantidade 

da enzima lacase li (p-difenol oxidase) a qual está envolvida com a 

pigmentação do conídio e do cleistotécio. Não se conhece ao certo a função 

das células Hülle, mas acredita-se que elas forneçam lacase li para o primórdio 

do cleistotécio e também sirvam para proteger o mesmo na sua fase inicial de 

formação (Champe et ai., 1994). 

A observação do cleistotécio sob microscópio óptico foi feita por 

Benjamin (1955). Posteriormente, Champe & Simon (1992) descreveram que 

esta estrutura é formada por três camadas de hifas ramificadas. A microscopia 

de transmissão revelou que o cleistotécio é recoberto por uma matriz, 

denominada cleistina, a qual se infiltra por entre as hifas que o recobrem. É 

provavel que a cleistina seja sintetizada pelas próprias hifas, porém não se 

conhece sua natureza, nem seus componentes. 

O cleistotécio possue uma coloração avermelhada, bastante 

característica, a qual é atribuída à ação da lacase li. O pigmento que causa 

esta coloração foi identificado como sendo uma poli-hidroxiantroquinona, 

posteriormente denominado, aspertecin (Champe & Simon, 1992) 

O papel do cleistotécio é conter os ascósporos. Por este motivo é 

considerado uma estrutura de resistência, uma vez que tem que garantir a 

viabilidade dos esporos sexuais. A morfogênese dos ascósporos não foi ainda 

bem estudada em A. nidulans, mas acredita-se que tipos celulares 

funcionalmente homólogos ao anterídeo e ao ascogônio venham a se formar e 

fundir-se formando a hifa dicariótica, a qual prolifera e os núcleos passam a se 

dividir sincronicamente. Eventualmente, dois núcleos se fundem formando um 

diplóide o qual sofre meiose originando quatro células haplóides que ocupam o 
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mesmo citoplasma. Em seguida estes núcleos sofrem uma divisão mitótica e os 

oito núcleos são encapsulados separadamente sendo envolvidos por uma 

membrana dupla, chamada cápsula perisporal. Após a separação dos oito 

produtos individualmente, cada núcleo sofre uma segunda divisão mitótica, 

assim ao contrário do conídio o produto do ciclo sexual e binucleado (Champe 

et ai., 1994 ). 

As linhagens de laboratório originárias de Glasgow, apresentam uma 

mutação designada ve/vet (veA 1) (Kãfer, 1965). Esta mutação permite que a 

colônia realize o ciclo assexual na ausência de luz, sendo acleistotecial a 42ºC. 

As linhagens selvagens para veA são hipercleistoteciais, isto é desenvolvem o 

ciclo sexual predominantemente. Isto sugere que veA seja um fator importante 

no balanceamento entre o ciclos assexual e sexual (Money & Yager, 1990). 

Não há dúvidas que o gene veA desempenha um papel importante no ciclo de 

vida do fungo A. nidulans, porém, não se tem, na literatura, muitas informações 

de como este gene atua. 

Sabe-se muito pouco sobre a genética da diferenciação sexual em A.

nidu/ans. O motivo disto é a própria complexidade apresentada por este 

evento. O ciclo sexual envolve a formação de diversos tipos celulares que são 

menos acessíveis para análise, quando comparados aos tipos celulares 

desenvolvidos durante o ciclo assexual. J_á na levedura S. cerevisiae o aparato 

para o desenvolvimento sexual é mais simples, portanto, mais fácil de ser 

manipulado. Mesmo assim, é possível observar um crescente interesse neste 

assunto. 

O primeiro grande passo na caracterização molecular de genes 

essenciais no ciclo sexual de A. nidulans foi o isolamento de um gene 

homólogo ao fator de transcrição ste12, o qual é considerado chave no 

desencadeamento da resposta sexual em S. cerevisiae (M. A. Vallim, K. Miller e 

B. L. Miller, em preparação). A perda da funcionalidade deste gene causa

esterilidade em A. nidulans. No presente momento está em progresso também 
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a análise de um elemento responsivo a ferormônio em A. nídulans (M. A. 

Vallim, 8. L. Miller, comunicação pessoal). Este trabalho pode vir a questionar 

muitos conceitos sobre o homotalismo neste fungo, bem como poderá abrir 

novas e surpreendentes descobertas sobre fatores de transcrição que 

controlam a resposta sexual. 

2.7. Objetivos 

O desenvolvimento de múltiplos tipos celulares em eucariotos depende 

da integração de uma série de processos biológicos. Dentre estes processos, o 

de interesse para este trabalho, são aqueles de natureza genética. A 

organização espacial e temporal de cada célula é dependente da expressão 

correta de genes específicos para cada tipo celular. Freqüentemente a 

regulação do ciclo celular também tem que ser coordenada com o padrão 

morfogenético. Isso significa que durante um processo de diferenciação celular 

muitas vezes há necessidade de reprogramação das diversas fases do ciclo 

celular. 

Este quadro é absolutamente claro durante o ciclo de vida de A.

nidulans, por isso a sua escolha como modelo biológico para estudos de 

morfogênese. Cada evento morfogenético descrito no texto precedente é 

acompanhado de uma alteração n o  ciclo celular. Para que estes eventos 

ocorram é necessário a ação de vários genes. Para o entendimento deste 

processo é necessário saber: onde, quando e como cada gene age. Como 

pode ser observado no decorrer deste texto sabe-se quem são muitos destes 

genes, mas ainda existem muitos espaços vazios. Muitos componentes desta 

engrenagem ainda estão faltando. 

Por este motivo a análise de mutantes continua sendo a estratégia de 

escolha do geneticista preocupado com a questão do desenvolvimento e da 
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diferenciação. Cada mutante corresponde a um gene que pode ser 

componente da engrenagem, e por este motivo, precisa ser pesquisado. 

Para a execução deste trabalho de pesquisa, dois mutantes foram 

escolhidos para investigação. Ambos causam nucleação e morfogênese 

anormal de pelo menos um tipo celular. O primeiro a ser analisado do ponto de 

vista genético e citológico, é o mutante "!]JnuçJeado", (bncA1), isolado pela 

primeira vez por Pizzirani-Kleiner & Azevedo, (1986). Em seguida será feita 

análise genética, citológica e molecular do mutante "aconidial", aco586. 

Inicialmente estudado por Yager et ai. (1982) quando estes autores buscavam 

marcadores genéticos para a fase de aquisição de competência para o 

desenvolvimento. 

Com esta investigação espera-se poder determinar em qual aspecto da 

diferenciação estes genes tomam parte. Será testada a hipótese de que o gene 

bncA, faz parte da via de regulação do ciclo celular, e interage direta ou 

indiretamente com os componentes regulatório da mitose. E para o gene 

aconidia/, aco586, será testada a hipótese de que ele é necessário para a 

correta organização espaço temporal do conidióforo. 



3. MATERIAIS E MÉTODOS

3.1. Linhagens de Escherichia co/i: 

A s  linhagens de bactéria utilizadas neste trabalho foram crescidas à 

37 ºC, com agitação constante de 200 rpms, durante um período mínimo de 12 

horas, o qual é suficiente para atingir a saturação. Qualquer alteração nestas 

condições de crescimento serão indicadas nos respectivos experimentos. 

Linhagens 
DH5a 

C600 

Genótipos 
<j>80d/acUM15; recA1; endA1; gyrA96; thi-1; hsdR17 (rk·, m/); 
supE44; relA1; deoR; 1:!..(/acZYA-argF) U169 
supE44; hsdR; thi-1; thr-1, leuB6;/acY1, tonA21 

3 .2. Linhagens de A. nidulans: 

Linhagens 
USPB2 
UI 201 
UI 203 
UI 204 
UI 205 
Ul206 
UI 211 
Ul212 
UI 129 
ó8C0586 .17 
M073 
FGSC26 
FGSC89 

Genótipo 
wA3; arg82, nic86, bncA 1 
wA3 
wA3; bncA1 

wA3; pabaA 1; nímT23 ts

wA3, nic86; pabaA 1, nimT23 
t s, bncA 1 

yA2, biA 1, trpC801; hisA 1 O 
Diplóide homozigoto (UI 205 x USPB2) 
Diplóide heterozigoto (UI 205 x UI 206) 
yA2; argB 1; aco586 ts

biA 1; óaco586 
pabaA 1; nímT23 ts

biA1 
biA1; arg82 



3.3. Meios de Cultura: 

3.3.1. LB (Luria-Bertani) 

Triptona 

Extrato de Levedura 

NaCI 

10 g 

5g 

10 g 
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Para meio sólido adicionou-se, 1.5% de agar. O volume foi completado 

para 1000 mi com água destilada, e o meio autoclavado. 

3.3.2. Meio 2X-YT 

NaCI 

Extrato de levedura 

Triptona 

5g 

10 g 

16g 

Para meio sólido adicionou-se 1,5 % de ágar Difco. O volume foi completado 

para 1000 mi com água destilada, e o meio autoclavado. 

3.3.3. Meio TB 

Triptona 

NaCI 

10 g 

5g 

O volume foi completado para 1000 mi com água destilada, e o meio 

autoclavado. 

3.3.4. NCZYM 

NZ amina (hidrolisado enzimático de caseína) 1 O g 

NaCI 5g 

Extrato de levedura 5 g 

Casaminoácidos 1 g 

MgSO4 . 7 H2O 2 g 

O pH foi ajustado para 7 ,O com 5N de NaOH. O volume foi completado para 

1000 mi água destilada e o meio foi autoclavado. 



3.3.5. Top ágar 

LB 

1 O mM de MgSO4 . 7H2O 

0,7% de ágar. 

3.3.6. Meio Completo para A. nidulans (YG-MTV) 

Extrato de Levedura 5 g ( 0,5%) 

Glicose 20 g (2%) 

MgS04 0,5 M 10 mi 

Solução de elementos traços 1000 X 1 mi 

Solução de vitaminas 5 mi 
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Para meio sólido adicionou-se 1,5% de ágar Difco. O volume foi completado 

para 1000 mi com água destilada e o meio foi autoclavado. 

3.3.7. Meio Mínimo para A. nidulans (MM) 

Glicose 10 g (1%) 

Solução de sais 20X 50 mi 

Solução de elementos traços 1 000X 1 mi 

Para meio sólido adicionou-se 1,5% de ágar Difco. O p H  do meio foi ajustado 

para 6,5 com solução de NaOH 10 N. O volume foi completado para 1000 mi com 

água destilada. 

3.4 . Soluções e Tampões 

3.4.1. Solução de O, 1 % de Tween 80 

10% de Solução estoque de Tween 80 

Água destilada 

10ml 

990ml 



3.4.2. Solução de sais 20 X: 

NaNO3

KCI 

MgSO4. 7 H2O 

KH2PO4 

120g 

10,4 g 

10,4 g 

30,4 g 
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O volume foi completado para 1000 mi com água destilada, e a solução foi 

autoclavada. 

3.4.3. Solução de elementos traços 1000 X 

ZnSO4. 7 H2O 

H3803

M nCl2 . 4 H2O 

FeSO4. 7 H2O 

CoCl2 . 6 H2O 

CuSO4 . 5 H2O 

NH4M0O4 . 2 H2O 

Na2EDTA 

2,20g 

1,10 g 

0,50g 

0,50g 

0,17 g 

0,16 g 

0,15 g 

5,00g 

Foi adicionado um volume de 80 mi de água destilada e a solução foi 

aquecida para dissolução do Na2EDT A. 

3.4.4. Solução de vitaminas (Kafer, 1977) 

Tiamina 0,0125 g 

Biotina 0,0025 g 

Colina 2,0500 g 

Ácido nicotínico 0,2500 g 

Ácido p-aminobenzóico 0,0850 g 

Pantotenato 10,000 g 

Putrescine-HCI 0,3150 g 

Pirodoxina-HCI 0,0050 g 

Riboflavina 0,2500 g 
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Adicionou-se 500 mi de água destilada . A solução foi mantida sob refrigeração 

a 4º C ,  e adicionada ao meio de cultura no mo mento do seu preparo , sendo este 

autoclavado em seguida 

3.4.5. Soluções de requisitos nutricionais (Kãfer , 1977) 

Vitaminas Solução estoque (g/100ml H20) Concentração/1000 mi de meio 

1 00X Tia mina 0,25g 50 µI 

S0X Biatina 0,03g 100 µI 

10X Colina 4,1 g 0,5ml 

1 O X Ácido nicotínico 0,5g 0,5ml 

1 0X Ác. p-aminobenzóico 0,17 g 0,5ml 

1 0X Pantotenato 20,0g 0,5ml 

1 0X Putrescine-HCI 0,63g 0,5ml 

1 00X Piridoxina-HCI 0,1 g 50 µI 

1 X Riboflavina 0,05g 5,0ml 

1 X Tiossulfato de sódio 2,0g 5,0ml 

Aminoácidos Solução estoque (g/100ml H20) Concentração/1000 mi de meio 

2X L-Arginina 8,4g 2,5ml 

1X L-Cisteína 0,4 g 5,0ml 

1 00mM L-Citrulina 1,75g 10,0ml 

L-Histidina 0,31 g 5,0ml 

0,5X lsoleucina 0,69 ,s 10,0 mi 

1X Leucina 0,69 5,0ml 

0,5X L-lisina-HCI 3,7 g 10,0ml 

SX L- metionina 2,5g 1,0ml 

5X O-metionina 2,5g 1,0ml 

1 X Ornitina-HCI 3,4 9 5,0ml 

1 X Fenilalanina 1,0g 5,0 ml 



1X L-prolina 

40 mM triptofano* 

1,0 g 5,0 mi 

0,82 g 100,0 mi 
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Purinas Solução estoque (g/100ml H20) Concentração/1000 mi de meio 

0,5X Adenina-HCI 

0,25X Hipoxantina 

Pirimidinas 

5 mM Uridina 

1 O mM Uracila 

0,86 g 10,0 mi 

0,5 g 20,0 mi 

Solução estoque (g/100ml H20) Concentração/1000 mi de meio 

1,22 g 

1,12 g 

*A solução de triptofano deve ser esterelizada por filtração e adicionada ao meio

após a autoclavagem do mesmo . 

3.4.6. Tampão TE 

Tris-HCI 

NaEDTA 

3.4.7. Tampão de corrida TBE 10X 

Tris base 

Ácido Bórico 

NaEDTA 

10mM 

1 mM 

108 g 

55g 

7,44g 

O volume foi completado para 1000 mi com água destilada . 

3.4.8. TAE 50X 

Tris-base 

Ácido acético glacial 

NaEDTA 

242g 

57,1 mi 

50mM 

O volume foi completado para 1000 mi com água destilada . 

3.4.9. Tampão de amostra para eletroforese de DNA 

Azul de Bromofenol 0,25% 



Xileno Cianol FF 

Ficoll Tipo 400 

0,25% 

30% 

3.4.10. Solução de fenol estabilizada 
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O fenol líquido estocado a -20°C foi descongelado a temperatura 

ambiente e então aquecido a 68°C. Adicionou-se hidroxiquinolina na concentração 

final de 0,1%. Volume igual de Tris-HCI 0,1M pH 8.0 foi adicionado. Agitou-se com 

auxílio de um agitador magnético durante 15 minutos. 

3.4.11. Solução estoque de RNAse. 

Uma solução estoque de 1 O mg/ml foi preparada adicionando-se RNAse A 

(livre de DNAse) Sigma, em uma solução de Tris-HCI pH 7,5 e 15 mM NaCI. 

Eventual contaminação com DNAse foi eliminada por fervura por 15 minutos. 

Estocou-se a -20°C. 

3.4.12. Solução de TELS 20 X 

Tris-HCI pH 7,5 

SOS 

NaEDTA 

200 mM 

4% 

2mM 

3.4.13. Solução X-Gal ( 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-í3-D-galactoside) 

Dissolveu-se 2g de X-Gal em 100 mi de dimethylformamide. A estocagem 

foi feita à -2oºc. 

3.4.14. Solução de IPTG Sigma (lsopropil p-O-tiogalactopiranoside) 

Dissolveu-se o equivalente a 200 mM de IPTG em água destilada 

esterilizada. Esta solução foi mantida a -20º C e descongelada no momento do 

uso. 
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3.4.15. Solução de Brometo de Etídeo 

Diluíu-se 25 µIde uma solução estoque de 10 mg/ml de Brometo de Etídeo, 

em 500 mi de água. A solução foi mantida sob proteção da luz à temperatura 

ambiente. 

3.4.16. Tampão de extração de DNA total de fungos filamentos 

NaEDTA pH 8,5 50 mM 

SOS 0,2 % (p/v) 

3.4.17. Tampão EB para extração de RNA 

PAS Sigma (ácido p-aminosalicílico) 

TNS Kodac (ácido tri-iso-propilnaftalenosulfônico) 

5XRNB 

2 ,4 g/20 mi de água 

0,4 g/20ml água 

10ml 

A solução de PAS foi adicionada à solução de TNS , sob agitação , e 

posteriormente 5X RNB. 

3.4.18. 5X RNB 

Tris-HCI 

NaCI 

EGTA 

1M 

1 ,25M 

0,25M 

O pH da solução foi ajustado para 8 ,5 com NaOH. 

3.4.19. Solução I para extração de DNA plasmidial 

Tris-HCI pH 8.0 50 mM 

NaEDTA 10mM 

Sacarose 25% 
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3.4.2 0. Solução li para extração de DNA plasmidial 

Dissolveu-se 12 mg/ml de lisozima. em água destilada esterilizada. Esta 

solução foi mantida a -20º C até o momento do uso. 

3.4.21. Solução Ili para extração de DNA plasmidial 

Tris-HCI pH 8,0 70 mM 

NaEDTA 70mM 

Triton X-100 0,2% 

3.4.2 2. Solução de acetato de potássio 8 M pH 4,4 

CH3CO2K 8 M 

Ácido acético glacial suficiente para atingir pH 4,4. 

3.4.23. Solução de acetato de sódio 3 M pH 6,0 

C2H3O2Na 3 M 

Ácido acético glacial suficiente para atingir pH 6,0. 

3.4.2 4. Tampão TM para eluição de bacteriófago À

Tris-HCI pH 7 ,5 1 O mM 

MgCl2 10mM 

3.4.2 5. Tampão de ativação para extração de DNA de bacteriófago À

Tris-HCI pH7 ,5 1 O mM 

MgCb 

BSA 

3.4.26. Tampão À net 

Tris-HCI pH 8 , 0  

5 mM 

1 mg/ml 

10mM 



NaCI 

NaEDTA 

3.4.27. Solução de Denaturação 

NaOH 

NaCI 

3.4.28. Solução de Neutralização 

Tris-HCI pH 7,5 

NaCI 

3.4.29. 20X SSC 

100mM 

5mM 

0,4 N 

0,8M 

0,5M 

1,5 M 

N�I 3M 

Citrato de Sódio 0,3 M 

O pH foi ajustado para 7, O. 

3.4.30. Tampão MOPS 10X para "Northern Blot" 

MOPS 20mM 

Acetato de Sódio 

EDTA 

Formaldeído 

5mM 

1 mM 

2,2M 
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Ajustou-se o pH para 7 com ácido acético depois de dissolver o MOPS e 

Acetato de Sódio e antes de adicionar EDTA e formaldeído . 

3.4.31. Tampão de amostra para RNA 

Glicerol 

Tampão MOPS 

Azul de bromofenol 

50% 

1X 

0,1 mg/ml 



3.4.32. Solução de Denhardt 50X 

Ficai 

Polivinilpirrolidona 40 

BSA nuclease-free 

Estocou-se à -2oºc. 

1 % (p/v) 

1 % (p/v) 

1 % (p/v) 

3.4.33. Solução de hibridização para membrana de Nylon 

SSC 6X 

Solução de Denhardt 

SOS 

DNA esperma de salmão 

5X 

1 % (p/v) 

200 µg/ml 

3.4.34. Solução de hibridização TNSD para membrana de nitrocelulose 

Tris-HCI pH 7,6 50 mM 

NaEDTA 10mM 

NaCI 0,1M 

SOS 0,1% 

BSA 

Polivinilpirrolidona (PVP 40) 

Ficoll 

3.4.35. Meio Osmótico 

MgSO4

NaPi 

0,2% 

0,2% 

0,2% 

1,2 M 

10 mM 
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O pH foi ajustado para 5,8 com 1 M de Na2HPO4 . Esta solução foi esterilizada 

por filtração e estocada sob refrigeração à 4 º C. 

3.4.36. Solução de equilíbrio dos protoplastos 

Sorbitol 0,6 M 



Tris-HCI pH 7,0 100mM 

A solução foi autoclavada e estocada em refrigerador . 

3.4.37. Tampão STC 

Sorbitol 

Tris-HCI pH 7,5 

CaClz 

1,2 M 

10mM 

10mM 

A solução foi autoclavada e estocada em refrigerador . 

3.4.38. Solução de PEG 4000 

PEG4000 

Tris-HCI pH 7,5 

CaCl2 

6 0% 

10mM 

10mM 

A solução foi autoclavada e estocada à temperatura ambiente . 

3.4.39. Meio YGS

Extrato de levedura 

Glicose 

Sorbitol 

0,5% 

2% 

1,2 M 

A solução foi autoclavada e estocada à temperatura ambiente . 

3.4.40. Solução de fixação 

Formaldeído 

K2P04 pH 7,0 

Tween 80 

3,7% 

50mM 

0,2% 

3.4.41. Solução estoque de DAPI (4,6-diamino- 2-phenilindol ) 

DAPI (Hoechst 33258) 100 µg/ml 

Esta solução foi mantida fora do alcance da luz à 4º C. 
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3.4.42. Solução estoque de Calcofluor 

Dissolveu-se o equivalente a 100 µg/ml de Calcofluor (Blankophor BBH, 

Standard SV-2460, Miles Organic Products Division), em uma gota de KOH 1N e 

adicionou-se o volume adequado de água destilada. A solução foi mantida em 

frasco escuro, fora do alcance da luz, à 4° C. 

3.4.43. Solução de montagem de lâminas 

K2P04 pH 7,0 50 mM 

Glicerol 

n-propil gaiato

50% 

0,1% 

3.4.44. Solução de Tiabendazol (2-[4-thiabendazolyl]benzimidazole), 

Sigma:dissolveu-se 1 mg de Tiabendazol em 1 mi de água. 

3.4.45. Solução de Nocodazol (methil-(5-[2-thienilcarbamil]1 H-bezimidazole-

2YL)carbamate), Sigma: dissolveu-se 0,42 mg de Nocodazol em 1 mi de DMSO 

( dimetilsulfoxide). 

3.5. Extração de DNA cromossoma! de fungo filamentoso 

A extração de DNA cromossomal foi realizada com uma variação do 

método de Raeder & Broda (1985). O micélio de A. nidulans foi crescido durante a 

noite em 50 mi de meio mínimo líquido e, então, filtrado à vácuo e transferido para 

um almofariz. Com a adição de nitrogênio líquido, este micélio foi pulverizado e 

transferido para Tubos Falcon de 15 mi. Adicionou-se 4 mi de solução de extração 

de DNA total de fungos filamentosos, e agitou-se gentilmente por inversão. 

Acrescentou-se 3 mi de fenol e 1,2 mi de clorofórmio/álcool isoamílico (24:1 v/v). 

Agitou-se por inversão e incubou-se em gelo por 1 O minutos. Centrifugou-se a 

8000 rpm por 50 minutos a 4ºC em centrifuga refrigerada Sorvall RC5B Ou Pont 

lnstruments. A fase aquosa foi recuperada e nova extração com 
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fenol/clorofórmio/álcool isoamílico foi realizada. Centrifugou-se a 8000 rpm por 10 

minutos. Recuperou-se a fase aquosa e, então, acrescentou-se 50 µI de RNAse e 

incubou-se por 15 minutos a 37ºC. Fez-se 2 extrações com clorofórmio/alcool 

isoamílico (24:1 v/v). O DNA cromossoma! foi precipitado pela adição de 0.54 

volume de isopropanol gelado à fase aquosa, a precipitação foi feita à -20ºC. 

Agitou-se por inversão, lentamente. Centrifugou-se imediatamente por 15 minutos 

a 6000 rpm. O "pellet" foi lavado com etanol 70% e seco a vácuo (Speed Vac 

Concentrator, Savant lnc.) por 5 minutos. O DNA precipitado foi ressuspendido em 

TE. 

3.6. Extração de RNA de cultura vegetativa em diferentes tempos do 

desenvolvimento 

O micélio da linhagem desejada foi crescido em 50 mi de meio mínimo ou 

completo YGMTV líquido, durante a noite. No dia seguinte o mesmo foi fitrado em 

papel de filtro e a amostra de tecido referente ao estágio de hifa vegetativa, foi 

imediatamente congelado em nitrogênio líquido. As demais amostras, referentes 

aos vários estágios de desenvolvimento, foram filtradas e transferidas para placas 

Petri contendo meio mínimo ou meio completo YGMTV sólido. As placas foram 

incubadas à 37º C, sem as tampas, para fornecer a maior aeração possível às 

colônias. As placas foram retiradas da incubadora, nos tempos desejados e o 

material foi congelado em Nitrogênio líquido e mantido à -80° C. As amostras foram 

transferidas para almofariz contendo Nitrogênio líquido e foram pulverizadas. O 

material foi rapidamente transferido para tubos Corex de 30 mi contendo 7,5 mi de 

Tampão EB e 3,75 mi de fenol, agitou-se em "vortex'' durante 1 minuto por 3 vezes. 

Adicionou-se 3,75 mi de clorofórmio, agitou-se em "vortex''. As fases foram 

separadas por centrifugação em cetrífuga refrigerada Sorvall RC58, rotor SS34, 

durante 20 minutos à 7000 rpm. A fase aquosa foi extraída, colocada em um tubo 

limpo, e reservada em banho de gelo. Ao restante do fenol que ficou no tubo, 
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adicionou-se 2,5 mi de tampão EB, agitou-se em "vortex'', e aqueceu-se em banho

maria à 60º C. Após este período, deixou-se o material na bancada até que o 

mesmo atingisse temperatura ambiente, agitou-se em "vortex'' e foi feita a 

separação das fases em centrífuga refrigerada como anteriormente. Extraiu-se a 

fase aquosa a qual foi adicionada ao tubo reservado previamente, em banho de 

gelo, contendo a fase aquosa da primeira centrifugação. Fez-se duas extrações 

com 7,5 mi de fenol/clorofórmio, e uma extração com 7,5 mi de clorofórmio. O 

volume da fase aquosa foi medido, e à ele foi adicionado 10M de LiCI, em 

quantidade suficiente para obter uma concentração final de 2M. Foi feita 

precipitação durante a noite à 4º C. No dia seguinte, o material foi centrifugado por 

20 minutos a 12000 rpm em centrífuga Sorvall, rotor SS34. O sobrenadante foi 

descartado e o "pellet" foi ressuspendido em TELS aquecido à 60º C. A 

concentração foi determinada em espectrofotômetro, com comprimento de onda 

igual a 260 nm. Os RNA's foram mantidos à -80º C, e descongelados somente no 

momento do uso. O enriquecimento da preparação para RNA poliAdenilado, foi 

realizado utilizando colunas de matriz celulósica contendo Oligo(dT) tipo 7, 

Pharmacia. 

3.7. Técnica de "Southern Blot" (Sambrook et ai., 1989) 

As amostras foram carregadas em gel de agarose (1%). Uma corrente de 

4 V/cm, foi aplicada até que o marcador de corrida, (Azul de Bromo-fenol), 

alcançasse a distância desejada. O gel foi corado em uma solução de Brometo de 

Etídeo e observado sob luz ultra-violeta (UV). A depurinação do DNA foi feita pela 

exposicão do gel à luz UV por 5 minutos, ou por imersão do mesmo em uma 

solução de 0,25 N de HCI por 20 minutos. Os processos de denaturação e 

netralização, foram feitos com as respectivas soluções desnaturante e 

neutralizante, durante 30 minutos, sob fraca agitação, à temperatura ambiente. A 

transferência foi feita para membrana de Nylon (Hybond-N, Armesham Life 
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Science) em 25 mM de Na2PO4 pH 6,5, por um período mínimo de 12 horas. O 

DNA foi fixado à membrana, utilizando luz ultra-violeta (UV Stratalinker 1800, 

Stratagene). As membranas foram mantidas em sacos de plástico, fora do alcance 

da luz, à temperatura ambiente, até o momento do uso. 

3.8. Técnica de "Northern blot" (Sambrook et ai., 1989) 

O gel para eletroforese de RNA foi preparado na concentração de 1,2% 

de agarose e 2,2 M de formaldeído, ambos diluídos em tampão MOPS 1X. O 

tampão de corrida utilizado foi MOPS 1X. As amostras foram preparadas em 2,2, M 

de formaldeído, 50% de formamida, 1X MOPS, 10µg de RNA total ou 3 µg de RNA 

PoliAdenilado. O volume de cada amostra foi completado para 20 µI com TELS. 

Adicionou-se 2 µI de tampão da amostra de RNA no momento da corrida para 

monitoramento da mesma. Previamente ao carregamento no gel, as amostras 

foram aquecidas à 60ºC por 15 minutos. Após a eletroforese para separação dos 

RNA's, os mesmos foram transferidos para membrana de Nylon (Hybond-N, 

Armesham Life Science), em 20X SSC, durante um período mínimo de 12 horas. A 

metodologia de fixação dos RNAs à membrana foi a mesma descrita para DNA no 

ítem anterior. 

3.9. Extração em pequena escala de DNA Plasmidial de E.coli 

Inoculou-se uma colônia isolada de bactéria em 2 mi de meio de cultura 

LB líquido contendo o antibiótico adequado. O material foi crescido nas 

condições padronizadas. As células foram transferidas para tubo eppendorf 

(1,5 mi) e coletadas por centrifugação em microcentrifuga (velocidade máxima, 

1 minuto), descartando-se o sobrenadante. Adicionou-se 400 µI da solução 1 

(3.4.19) ressuspendeu-se em vortex e adicionou-se 50 µI da solução li (3.4.20). 

Manteve-se em banho de gelo por 5 minutos. Adicionou-se 300 µI da solução Ili 
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(3.4.21 ). Após este passo, a lise das células completou-se. Manteve-se em 

banho de gelo por mais 5 minutos, e então transferiu-se para banho à 70 º C 

por 1 O minutos. Coletou-se o sobrenadante após centrifugação por 1 O minutos. 

Ao lisado adicionou-se 2 µI de DEPc (Dietilpirocarbonato) e transferiu-se para 

banho a 70º C por 1 O minutos. Resfriou-se em banho de gelo e procedeu-se a 

centrifugação por 5 minutos. O sobrenadante foi coletado e fez-se a 

precipitação do DNA plasmidial, com etanol 100%, em volume suficiente para 

completar o tubo eppendorf. Centrifugou-se novamente por 1 O minutos e 

descartou-se o sobrenadante. O DNA que ficou no fundo do tubo foi seco sob 

vácuo e ressuspendido em TE adiconado de 1 µI de RNAseA. O volume de TE 

usado variou de 20 µI para plasmídio de baixo número de cópias e cosmídio, a 

50 µI para plasmídio de alto número de cópias. Este tipo de preparação rendeu 

DNA plasmidial ou cosmidial em quantidade e qualidade suficiente para ser 

utilizado em subsequentes digestões, ligações e construções em geral, bem 

como para reações de seqüenciamento. 

3.1 O. Extração de DNA plasmidial em larga escala de E coli

Inoculou-se 500 mi de meio 2X-YT acrescido do antibiótico adequado, 

com um pré-inóculo de 5 mi crescido durante a noite, proveniente de uma 

colônia isolada da bactéria de interesse. As células foram coletadas por 

centrifugação na velocidade de 5000 rpms, por 1 O minutos, em centrifuga 

Sorvall RC5B, rotor tipo GSA. Adicionou-se 9 mi da solução 1, e ressuspendeu

se muito bem o material. Acrescentou-se 1 mi da solução l i  e manteve-se em 

banho de gelo por 1 O minutos. Preparou-se 20 mi da solução de lise composta 

de 1% de SOS e 0,4N de NaOH, a qual foi vagarosamente adicionada à 

suspensão de células, sendo que no final foi feita vigorosa agitação. Neste 

passo obteve-se completo clareamento da solução. Em seguida adicionou-se 

1 O mi de solução de acetato de potássio, procedeu-se novamente agitação 
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vigorosa, e manteve-se em banho de gelo por no mínimo 30 minutos. 

Centrifugou-se esta suspensão à 8000 rpms por 15 minutos (rotor SS34 ou 

HB4). Coletou-se o sobrenadante cuidadosamente para evitar a camada de 

proteínas. Fez-se uma extração com 1 O mi de fenol/clorofórmio, recuperou-se a 

fase aquosa, e foi feita a precipitação dos ácidos nucleicos com O, 1 volume de 

acetato de sódio e 1, 1 volumes de isopropanol gelado. A precipitação feita para 

obtenção de plasmídios de baixo número de cópias e cosmídios foi feita por no 

mínimo 16 horas, à -20º C. Para obtenção de plasmídios de alto número de 

cópias, a precipitação foi feita por 1 hora à -20º C. A recuperação do material 

foi feita por centrifugação à 8000 rpms por 15 minutos (rotor SS34 ou HB4). 

Descartou-se o sobrenadante, os tubos foram secos sob vácuo, e os ácidos 

nucleicos ressuspendidos em 2,5 mi de TE. Foi feita digestão com 1 µI de 

RNAse por 1 hora. 

3.11. Purificação de DNA plasmidial em gradiente de CsCb (Sambrook, 

et ai, 1989) 

O DNA dissolvido em TE obtido no item anterior, foi pesado de modo a 

se obter exatamente 4,02 g, sendo necessário adicionar mais TE para atingir o 

peso exato. A ele foi adicionado 4,2 g de Cloreto de Césio, tendo-se o cuidado 

de dissolver muito bem os cristais do sal. Em seguida adicionou-se 270 µI de 

Brometo de Etídeo (10 mg/ml). Esta solução foi então carregada dentro de um 

tubo de ultracentrífuga. "Quickseal" Beckman 13 x 51 mm A boca do tubo foi 

selada e procedeu-se a ultracentrifugação de 47000 rpms, à temperatura 

ambiente, sob vácuo, durante um período mínimo de 6 horas. O equipamento 

utilizado foi ultracentrífuga Beckman L8-70M, rotor tipo Vti65.2. A formação das 

bandas no gradiente em Cloreto de Césio puderam ser observadas sob luz 

ultravioleta, sendo coletada a banda correspondente ao DNA plasmidial com 

auxílio de seringa e agulha. A extração do Brometo de Etídio foi feita com 
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álcool isoamílico. O DNA plasmidial foi então dialisado, com objetivo de 

eliminar a alta concentração de Cloreto de Césio. A diálise procedeu-se em 

500 mi de TNE 1X, sendo feitas 3 trocas de tampão. Cada troca sendo de no 

mínimo 3 horas. 

3.12. Células competentes para transformação de E.cofl

Uma colônia de bactéria da linhagem DH5a foi inoculada em 1 mi de 

meio líquido LB sem qualquer antibiótico. Após a saturação este pré-inóculo foi 

usado para inocular 100 mi de meio líquido LB. Deixou-se que as células 

crescessem até 00 = 0,6. As mesmas foram então resfriadas em banho de 

gelo e transferidas para tubo de centrífuga também resfriados. A centrifugação 

foi feita a 5000 rpms por 5 minutos em centrifuga refrigerada. O sobrenadante 

foi descartado e as células foram gentilmente ressuspendidas em 50 mi de 

CaCb 50 mM, gelado. As células foram deixadas em banho de gelo por 2 

horas. Novamente foi feita centrifugação nas condições anteriores, e as células 

ressuspendidas em 1 O mi da mesma solução. Para estocar as células 

competentes, ressuspendeu-se em 8 mi de CaCb 50 mM adionou-se 2ml de 

80% de Glicerol, aliquotou-se em eppendorfs, os quais foram mantidos à -80ºC. 

3.13. Transformação de E. co/i

As células competentes preparadas de acordo com o item anterior, 

foram descongeladas e mantidas o tempo todo em banho de gelo. Adicionou-se 

o DNA plasmidial ao tubo contendo 100 µI de células competentes, agitou-se

gentilmente e manteve-se em banho de gelo por 20 minutos. Em seguida, os 

tubos foram transferidos para banho à 37º C por 5 minutos. Imediatamente 

após este tempo adicionou-se 1 mi de meio LB sem antibiótico e fez-se 

incubação de 1 hora, à 37º C, 200 rpms. Após este período as células foram 
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coletadas por centrifugação e plaqueadas em meio LB com antibiótico 

adequado. 

3.14. Empacotamento de cosmídio e bacteriófago Àgt10 

Para a amplificação do banco de DNA genômico em cosmídio, para o 

resgate dos cosmídios do genoma de linhagens transformadas de A. nidulans, 

e para empacotamento de bacteriófago À foi usado o kit de empacotamento 

"Gigapack Plus", Promega. O banco de cDNA usado neste trabalho foi 

gentilmente cedido pelo Dr. Steve Osmani. 

3. 15. Transfecção de células de E co/i por cosmídios empacotados

As células usadas para transfecção, utilizando cosmídios empacotados, 

foram E.coli DH5a, crescidas em 100 mi de meio TB suplementado com 10 mM 

de MgSO4 e 0,2% de maltose. A incubação foi feita à 30º C, 200 rpms, durante 

a noite. No dia seguinte, as células foram coletadas em centrífuga Sorvall, a 

2000 rpms (rotor HB4 ou SS34), ressuspendidas em 40 mi de 10 mM de 

MgSO4 , diluídas até 00 = 0,5 e mantidas em banho de gelo até o momento do 

uso. A transfecção foi feita utilizando-se 50 µIde da reação de empacotamento 

e 200 µI de células competentes. Este sistema foi mantido à 37º C por 20 

minutos, quando então foi adicionado 1 mi de meio LB e incubado sob agitação 

de 200 rpms, à 37° C, durante 1 hora. Após este período o material foi coletado 

por centrifugação e plaqueado em meio LB com o antibiótico adequado. Foi 

feito também controle negativo, isto é, apenas as células competentes sem a 

reação de empacotamento. 
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3.16. Preparo de células de E. coli para transfecção e lise por 

bacteriófago Àgt1 O 

Cresceu-se uma cultura de células de E.coli, linhagem C600 em 100 mi 

de meio NZCYM acrescido de 0,2% de maltose, à uma temperatura de 30° C 

durante um período de 16 horas, rotação de 200 rpms. As células foram 

coletadas por centrifugação em Sorvall RC5B, 5000 rpms, em rotor HB4/SS34, 

por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 

40 mi de MgSO4. Fez-se diluição, até a obtenção de 00=0,5. 

3.17. Transfecção e lise de células por bacteriófago Àgt1 O 

Em tubos de vidro esterilizados adicionou-se 100 µI de células 

competentes para transfecção (3.16) e 100 µI da diluição desejada do 

bacteriófago Àgt1 O; manteve-se este sistema em banho à 37º C por 20 minutos 

sem agitação. Aqueceu-se o Top ágar à 42º C e adicionou-se 3 mi do mesmo à 

mistura de células e Àgt1 O; agitou-se rapidamente e verteu-se em placa de 

Petri, previamente aquecida à 37º C, contendo meio LB sólido. Após a 

solidificação do top ágar, as placas de Petri foram incubadas à 37º C até a 

formação das placas de lise (entre 6 e 16 horas geralmente as placas se 

tornam visíveis). 

3.18. Imobilização de placas de lise em suporte sólido 

Após a formação das placas de lise descritas no item anterior, as placas 

de Petri foram deixadas na geladeira até seu resfriamento completo. Sobre 

cada placa foi colocada uma membrana de nitrocelulose (Protram, BABS, 

0,45µm, 132 mm), por 2 minutos para que este suporte sólido absorvesse os 

bacteriófagos. Foi feita a desnaturação e a neutralização (solução 
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desnaturante e netralizante respectivamente) por 20 segundos; em seguida as 

membranas foram colocadas em 3X SSC por 15 minutos. Após este passo, as 

membranas foram secas ao ar e colocadas finalmente em forno à vácuo à 70º

C por 2 horas. Estas membranas foram estocadas em geladeira dentro de 

sacos plásticos para posterior uso em experimentos de hibridização. 

3.19. Hibridização de placas de lise fixadas em membrana de 

nitrocelulose 

As membranas preparadas segundo o ítem anterior foram colocadas 

para pré-hibridizar durante 2 horas à temperatura de 65º C em 20 mi de tampão 

TNSO adicionado de 1 mi de ONA de esperma de Salmão (ONA s
3). A 

hibridização foi feita na mesma solução, pela adição de cerca de 10µCi da 

sonda apropriada, à mesma temperatura. A hibridização ocorreu durante toda a 

noite. No dia seguinte as membranas foram lavadas 4 vezes da seguinte 

maneira: 2 lavagens em 2X SSC acrescido de O, 1 % de SOS, durante 20 

minutos, à 65º C sob agitação; e mais 2 lavagens em 0,2X SSC acrescido de 

O, 1 % de SOS, por 20 minutos à mesma temperatura. As membranas foram 

secas ao ar, e finalmente expostas contra filme de raio X, com tela 

intensificadora à -80º C. Este mesmo protocolo pode ser usado para 

transferência e hibridização de ácidos nucleicos provenientes de colônias de 

bactérias, fixados em membrana de nitrocelulose. 

3.20. Extração de ONA de bacteriófago i

Adicionou-se 1 O mi de de tampão TM à placa de Petri contendo placas 

de lise confluentes. Este material foi deixado durante uma noite na geladeira. 

No dia seguinte coletou-se o lisado com auxílio de uma pipeta; a este 

adicionou-se 25 µI de tampão de ativação contendo 1 mg/ml de ONAse 1. Fez-
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se uma incubação de 30 minutos à 37º C. Em seguida fez-se uma 

centrifugação de 5000 rpms por 5 minutos. Foi coletado o sobrenadante, e as 

células que se acumularam no fundo do tubo foram descartadas. Adicionou-se 

0,6 g de NaCI e 0,7 g de PEG 8000 ao sobrenadante, dissolveu-se muito bem, 

e deixou-se na geladeira durante à noite. No dia seguinte centrifugou-se à 

8000 rpms, em rotor HB4/SS34 por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado 

e o pellet ressuspendido em 0,6 mi do tampão 'A net em tubo eppendorf. Foi 

feita centrifugação em microcentrífuga usando 14000 g, por 5 minutos. O pellet 

foi descartado e no sobrenadante foram feitas duas extrações com 

fenol/clorofórmio. Foi feita precipitação com 1, 1 volumes de isopropanol à -

80ºC por 30 minutos. Fez-se nova centrifugação, e o pellet foi lavado duas 

vezes com 50% de isopropanol e O, 14 M de acetato de sódio. O DNA foi seco 

sob vácuo e ressuspendido em 50 µI de TE adicionado de 1 O µg/ml de 

RNAseA. 

3.21. Marcação de sonda radioativa 

As sondas marcadas com [a32P] dCTP foram feitas por "Random Prime" 

utilizando o kit "RadPrime Labeling System", Gibco BRL, de acordo com o 

protocolo fornecido pelo fabricante. Os nucleotídeos não incorporados foram 

separados com o uso da matriz Biogel P60, 130±40µm, BioRad. As sondas 

foram fervidas durante 5 minutos e rapidamente resfriadas em banho de gelo, 

previamente ao seu uso. 

3.22. Síntese de cDNA para sonda radioativa 

Utilizou-se o Kit "cDNA SuperScript Pre-amplification System" da Gibco

BRL. Os cDNAs construídos para servirem como sonda radioativa, foram 

sintetizados a partir de RNA PoliAdenilado extraído da hifa vegetativa da 
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linhagem FGSC26, somente até a primeira fita com o auxílio do Kit de síntese 

de c0NA, sendo a segunda fita sintetizada com o Kit "Radprime DNA labeling 

system" da Gibco-BRL, usando como nucleotídeo radioativo [a32 P] dCTP. A 

sonda foi fervida durante 5 minutos e rapidamente resfriada em banho de gelo, 

antes do seu uso. 

3.23. Obtenção de protoplastos de A. nidulans

Inoculou-se aproximadamente 1 x 10
6 conídios de A. nidu/ans em 250 mi 

de meio mínimo acrescido dos requisitos nutricionais da linhagem. Esta cultura 

foi crescida durante a noite (máximo de 16 horas) à 37° C, 200 rpms. No dia 

seguinte o micélio foi coletado por filtração, o excesso de umidade foi retirado 

com papel toalha, e o material ressuspendido em 1 O mi de meio osmótico, 

contendo 40 mg de Novozim 234 dissolvida em meio osmótico, 12 mg de BSA 

Sigma, também dissolvido em meio osmótico, e 0,4 mi de helicase (Sigma G-

2887). Este sistema lítico foi incubado à 30º C, sob agitação de 50 rpm. A 

protoplastização foi feita em um prazo máximo de 2 horas, sendo que a cada 

30 minutos foi feita uma lâmina para acompanhamento microscópico. Após este 

período os protoplastos foram colocados em tubos Corex de 30 mi e sobre eles 

verteu-se, delicadamente, 1 O mi de solução de equilíbrio dos protoplastos. Foi 

feita a centrifugação em gradiente utilizando rotor HB4, 5000 rpms, durante 15 

minutos, em centrífuga refrigerada Sorvall RC5B. Os protoplastos foram 

coletados da interface com pipeta Pasteur. Foram então lavados com 10 mi de 

tampão STC por duas vezes, à 7000 rpms por 5 minutos. Após a última 

lavagem foram ressuspendidos em STC, e contados em câmara de Neubauer. 
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3.24. Transformação de A. nidulans

Adicionou-se 1 O µg de DNA à um tubo de microcentrífuga ou em tubo de 

12 mi LPE e 100 µI de STC contendo 1 x 108 de protoplastos. Incubou-se à 

temperatura ambiente por 25 minutos; em seguida adicionou-se 1,2 mi de 

solução de PEG 4000; agitou-se gentilmente e incubou-se por mais 20 minutos. 

Centrifugou-se em rotor HB4/SS34 à 7000 rpms, por 1 O minutos, 4ºC, em 

centrífuga refrigerada Sorvall. Escorreu-se o PEG deixando os tubos invertidos 

até que toda a solução tivesse sido drenada. Adicionou-se 2,5 mi de meio YGS, 

os protoplastos foram ressuspendidos gentilmente. E foram incubados à 37º C, 

sob agitação de 200 rpms, por 2 horas. Após este período, fez-se 

centrifugação, 7000 rpms, por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e os 

protoplastos ressuspendidos em 100 µIde STC, os quais foram plaqueados em 

meio mínimo, devidamente suplementado com o estabilizador osmótico (1,2M 

de sorbitol) e os requisitos nutricionais, menos a marca auxotrófica de seleção 

dos transformantes. 

3.25. Coloração de núcleos e de parece celular com corantes 

fluorescentes 

Para observação da germinação de conídios, tubo germinativo e 

compartimentos das hifas, os conídios foram incubados sobre lamínulas 

colocadas no fundo de placas de Petri contendo meio YGMTV. As amostras 

foram tiradas nos tempos determinados para cada experimento, fixadas em 

solução fomaldeído (ítem) por 30 minutos. Em seguida as lamínulas foram 

lavadas por 2 vezes em água destilada, e então procedeu-se a coloração 

utilizando-se 0,2 µg/ml de Calcofluor e O, 1 µg/ml de DAPI por 5 minutos. As 

lamínulas foram lavadas em água destilada, e montadas em lâminas contendo 
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1 gota de tampão de montagem de lâminas. As observações foram feitas em 

microscópio de fluorescência Zeiss Axioplan sob luz ultra-violeta. 

3.26. Análise de heterocários 

Os heterocários foram obtidos segundo a metodologia descrita por 

Pontecorvo et ai. (1953). Após 7 dias o material foi coletado da placa com O, 1% 

de Tween 80, lavado e filtrado por 3 vezes em seringa contendo lã de vidro 

esterilizada. Os conídios foram ressuspendidos em água destilada estéril e 

observados em microscópio óptico, para ter certeza de que o inóculo se 

apresentava livre de fragmentos de hifa. 

3.27. Seqüenciamento de nucleotídeos 

As reações de seqüenciamento foram feitas utilizando o kit "PRISM™ 

Ready Reaction Dyedeoxy T erminator Cycle Sequencing" Perkin-Helmer. O 

seqüenciador automático utilizado foi ABI 373 XL, do Laboratório de 

Biotecnologia e Bioanálise da Washington State University, Pullman, WA, 

E.U.A. Utilizou-se o programa PCGENE e Seq Vu 1.01 para montagem das 

regiões contínuas. 

3.28. Técnica fotográfica e edição das micrografias 

As micrografias apresentadas foram feitas a partir de fotografias feitas 

com filme branco e preto da marca Kodak Technical Pan 2415. A revelação foi 

feita de acordo com a recomendação do fabricante. As imagens foram 

digitalizadas no Departamento Fotográfico da Universidade de ldaho, Moscow, 

10, E.U.A. Os painéis foram montados com auxílio dos processadores de 

imagens "Photoshop 3.0", e "FreeHand 5.0". 



4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1. Estudo do mutante binucleado, bncA 1 

4.1.1. Análise da germinação e cinética de divisão nuclear 

Os efeitos da mutação bncA 1 foram anteriormente caracterizados no 

conídio e no conídióforo (Pizzirani-Kleiner & Azevedo, 1986; Pascon, 1994). 

Dando continuidade a esta caracterização, o próximo passo foi observar o 

padrão de germinação nas primeiras 6 horas e determinar a cinética de divisão 

nuclear para a linhagem selvagem UI 201 e mutante UI 203. Este experimento 

foi conduzido utilizando meio completo líquido YGMTV. As amostras foram 

coletadas nos tempos zero, 2, 4, 5 e 6 horas. Os germinantes foram fixados e 

corados segundo a técnica de DAPI/Calcofluor, os quais coram núcleo, parede 

celular e septo. Finalmente, as lâminas foram montadas e observadas em 

microscópio de fluorescência sob luz ultravioleta. 

Os resultados da germinação da linhagem selvagem UI 201 e mutante UI 

203 estão apresentados na Figura 1A-1O e 1E-11, respectivamente. A maioria 

dos germinantes da linhagem Ul201 executaram a primeira divisão mitótica por 

volta de 4 horas de crescimento. As duas divisões mitóticas subseqüêntes 

ocorreram dentro das próximas 2 horas, como esperado (Wolkow et ai., 1996). 

Nos experimentos de Harris et ai. (1994), a primeira 
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divisão do selvagem ocorre com 5 horas de incubação, isto é, 1 hora depois do 

observado neste trabalho. Este tipo de variação é comumente encontrada, 

devido a flutuações na temperatura e principalmente na composição do meio de 

cultura. Geralmente o uso de meio mínimo com 1 % de glicose causa retardo na 

germinação. 

Para a linhagem UI 203, foi feita a contagem dos núcleos dos conídios 

para confirmação da porcentagem de 25% e 1 % de conídios bi e trinucleados 

no tempo zero. Após 4 horas de incubação, pode-se observar que a maioria dos 

germinantes da linhagem UI 203 possui 4 núcleos, porém poucos germinantes 

possuem tubos germinativos (Figura 1 F), o que é característico dos 

germinantes selvagens que possuem 4 núcleos (Figura 1 C). Na amostra de 5 

horas, é possível ver vários tipos de germinantes, os que possuem 8 ou mais 

núcleos e estão em processo de formação do tubo germinativo e os que tem 8 

núcleos dentro do conídio, o qual se expandiu isometricamente, sem contudo, 

diferenciar o tubo germinativo (Figura 1G). No tempo de 6 horas, predominam 

os germinantes com 16 núcleos, embora a maioria deles não possua tubo 

germinativo com extensão suficiente para acomodar todos estes núcleos, os 

quais não se distribuem regularmente na extensão do mesmo, sobrepondo-se 

uns aos outros. É interessante notar que cerca de 30% dos germinantes 

depositam um septo junto ao tubo germinativo mais curto, o que não é 

observado no selvagem. 

A análise dos germinantes serviu também para o cálculo do índice 

mitótico. No mutante bncA 1 este número é de 9% e na linhagem selvagem é 

3%. Este índice está de acordo com aquele obtido por Morris (1976), para 

linhagens selvagens. Na Figura1 I, a seta dupla indica um núcleo em mitose. 

O gráfico da Figura 2 mostra que o mutante deixa o bloqueio imposto 

pela dormência cerca 1 hora antes do selvagem. 
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Figura 1: Linhagem selvagem UI 201 em diferentes tempos da germinação 
(A - D). Germinantes da linhagem mutante UI 203 (E - 1). Os tempos estão 
indicados na margem direita. As setas apontam os septos, e as setas duplas 
os núcleos em mitose. Os aumentos são de 400X para as micrografias A, 
E, F, G, H e 1. Para as micrografias B, C, D, o aumento e de 630X. 
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Figura 2: Cinética de divisão nuclear para a UI 201 (selvagem) e UI 203 

(bncA1). Cada ponto do gráfico representa o número médio de núcleos por 

germinantes para um dado tempo, em cada linhagem. Foram analisados cerca 

de 200 germinantes para cada tempo. 
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Talvez isso ocorra devido a diferenças na composição da parede celular do 

mutante, permitindo a absorção mais rápida de água e em função disso, a 

quebra mais rápida da dormência. É importante notar que o mutante possui 

uma variabilidade maior de germinantes, com relação ao número de núcleos. 

Geralmente para o selvagem, no tempo de 4 horas, a maioria dos germinantes 

possui 2 núcleos, mas mesmo assim foi possível observar uma porcetagem 

pequena de germinantes com 1 e 4 núcleos. Para o mesmo tempo, o mutante 

tem a maioria dos seus germinantes com 4 núcleos, bem como germinantes 

com 1, 2, 8, 14, 16 núcleos (Apêndice). 

4.1.2. Análise dos elementos internos da hifa 

Dando continuidade a caracterização da mutação bncA 1, observou-se os 

compartimentos internos da hifa após cerca de 12 horas de crescimento. Este 

experimento foi realizado sobre lamínulas esterilizadas, com as linhagens UI 

201 e UI 203, utilizando meio completo líquido YGMTV. Foi feita a coloração 

com DAPI/Calcofluor e observação em microscópio de fluorescência. 

A Figura 3C mostra os compartimentos internos da hifa da linhagem 

selvagem (UI 201). Estes são delimitados por septos, os quais estão indicados 

pelas setas. Os compartimentos contém um número variável de 2 a 1 O núcleos. 

Os núcleos do selvagem, estão em intérfase e apresentam-se bem distribuídos 

pela extensão da hifa. Estruturas análogas podem ser visualizadas para a 

linhagem UI 203 (Figura3A e 38). A linhagem mutante possui um número 

superior de núcleos por compartimento. Estes posicionam-se de forma aleatória 

dentro da hifa; alguns parecem estar em mitose (seta dupla), outros em 

intérfase e muitos, parecem estar em processo de desintegração. A presença 

de núcleos em mitose, sugere que o bloqueio do ciclo celular imposto, 

normalmente, aos núcleos dos compartimentos mais velhos da hifa não está 

sendo respeitado. Normalmente, somente os núcleos presentes nos 

compartimentos que irão emitir ramificações da hifa ou desenvolver a haste do 



Figura 3: A e B são compartimentos da hifa, da linhagem mutante UI 203. A 
micrografia C exemplifica elementos internos da linhagem selvagem UI 201. 
Aumentos de 400X para A e C e 630X para B. As setas apontam os septos e 
as setas duplas os núcleos fragmentados. 
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conidióforo é que voltam a se dividir, caso contrário somente os núcleos na 

ponta da hifa se dividem (Rosemberg & Kessel, 1967). 

4.1.3. Estudo da sensibilidade à drogas antimicrotúbulos 

A observação de que os núcleos dos elementos internos da hifa sofrem 

fragmentação, posicionamento irregular e morfologia anormal, sugere que esta 

mutação afeta a organização da rede microtubular. Para testar esta hipótese 

várias linhagens contendo a mutação bncA 1 foram testadas quanto a 

sensibilidade frente a diferentes concentrações das drogas antimicrotúbulos 

Tiabendazol e Nocodazol. Estas duas drogas tem afinidade pela tubulina e 

conseqüentemente se ligam a ela, e não permitem que a as subunidades se 

associem formando o microtúbulo (Davidse, 1986). As linhagens escolhidas 

foram: UI 201 (selvagem) e UI 203 (bncA1); UI 204 (nimT23) e UI 205 (bncA1; 

nimT23T5); as linhagens UI 212 e UI 211 são diplóides, heterozigota e 

homozigota para bncA 1, respectivamente. O experimento foi conduzido nas 

temperaturas de 33º C e 42º C, pois os mutantes nimT23 tem crescimento 

permissivo e restritivo nestas duas temperaturas, respectivamente. Vale notar 

que a mutação bncA 1 não altera o crescimento radial das colônias. As 

linhagens utilizadas neste experimento atingem crescimento radial médio de 30 

mm em meio mínimo suplementado com os requisitos nutricionais adequados. 

A mutação nimT23Ts somente altera o crescimento radial à 42ºC. 

Os resultados da Tabela 1 mostram que as linhagens que contém a 

mutação bncA 1 apresentam redução média de 43% e 50% no diâmetro das 

colônias na presença de Tiabendazol e Nocodazol, respectivamente. É 

interessante notar que existe uma variação entre as linhagens mutantes 

testadas. UI 203 tem redução de 44% e UI 205 apresenta diminuição de 60% 

no crescimento em relação à UI 201. Este resultado sugere que existe uma 

interação entre bncA e nimT.
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Tabela 1: Teste de resistência ao Tiabendazol (A) e Nocodazol (B), para as 

linhagens selvagens (UI 202, UI 204), mutantes bncA1 (UI 203, UI 205), e 

diploides, heterozigoto (UI 212) e homozigoto bncA1 (UI 211). As medidas 

representam a média de três repetições do diâmetro das colônias, dados em 

milímetros. (N/C, não cresce). 

(A) 

Linhagem 

UI 201 

Ul203 

Ul204 

Ul205 

Ul212 

UI 211 

(8) 

Tiabendazol 
4u�/ml 

33 ºC 

7,5 ±0,7 

5,0 ±1,4 

9,0 ±O 

3,0 ±O 

7,5 ±0,7 

N/C 

42 ºC 

30 ±7 

23 ±1,4 

N/C 

N/C 

16 ±0,7 

6,6 ±1,4 

Linhagem 

UI 201 

Ul203 

Ul204 

Ul205 

Ul212 

UI 211 

Tiabendazol 
5u�/ml 

33 ºC 42 ºC 

5 ±0,5 28 ±1,5 

4 ±1,4 18 ±0,7 

8 ±O N/C 

2,5 ±0,7 N/C 

N/C 11 ±1, 1 

N/C 7 ±2 

Nocodazol 
2ug/ml 

33 ºC 

5,5 ±0,7 

6 ±O 

10 ±O 

3 ±O 

6 ±O 

4 ±0,7 

42 ° e

6 ±O 

4±0,5 

N/C 

N/C 

6 ±1 

N/C 

Tiabendazol 
6u�/ml

33 º e 42 ° e

4 ±0,5 18 ±1,7 

N/C 12 ±0,5 

6 ±0,5 N/C 

N/C N/C 

N/C 6±0 

N/C N/C 
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Com estes resultados foi possível concluir que a mutação bncA 1 confere 

sensibilidade às drogas que interferem com a polimerização dos microtúbulos. 

4.1 .4. Análise dos efeitos da mutação bncA 1 no conidióforo 

Com o intúito de reproduzir a análise do fenótipo de bncA 1 no conidióforo 

(Pascon, 1994), fez-se observações desta estrutura em microscópio óptico de 

"contraste diferencial de interferência" (DIC) e foram feitas colorações com 

DAPI/Calcofluor e observações sob luz ultravioleta. As análises confirmaram 

que tanto as métulas quanto as fiálides são multinucleadas, apresentam 

crescimento alongado e assumem um formato mais parecido com a hifa 

verdadeira, do que o aspecto normal de pseudo-hifa (Figura 4). A Figura 10 

mostra exemplos comparativos de conidióforos selvagens da linhagens 

FGSC26. 

Uma vez que todas as estruturas, desde o conídio até as células 

reprodutivas foram analisadas sob o ponto de vista citológico, é interessante 

notar como as relações entre mitose, citocinese e crescimento celular nas 

linhagens bncA 1 acompanham as tendências de cada tipo celular. Mirabito & 

Osmani (1994), propõem que o comprometimento que existe entre crescimento 

celular, mitose e citocinese é muito rígido no conidióforo. Sempre que há 

mitose, há um crescimento celular específico e obrigatoriamente há citocinese, 

garantindo desta forma o padrão uninuclear das células. Nos primeiros 

momentos da germinação este comprometimento é pouco rígido, o que garante 

o padrão filamentoso (Harris et ai., 1994). Nos elementos internos da hifa, a

obrigatoriedade entre estes 3 processos biológicos volta a ser um pouco mais 

rígido, porém ainda é permitido ter um número variável de 2 a 1 O núcleos por 

compartimento (Harris, 1997). 



Figura 4: Micrografia A, conidióforo do mutante bncA 1, linhagem U 1 203. 
Coloração dupla com DAPI/Calcofluor. Micrografia B, DIC ("differential 
interference contrast"). As setas indicam os septos. Aumento de 630X. 

80 
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Nas linhagens bncA 1, os germinantes tem o padrão de crescimento 

celular onde o tubo germinativo é mais curto, porém o número de núcleos não é 

menor. Além disso, o crescimento radial da colônia não é alterado (dados não 

apresentados). Isso mostra que a mutação afeta sutilmente o crescimento 

celular, mas como as relações entre mitose e crescimento celular não são 

estritamente coordenadas, a mitose não é afetada. Mais uma vez observa-se 

um certo grau de descomprometimento entre mitose, crescimento celular e 

citocinese. No caso dos compartimentos internos da hifa, é possível observar 

que a obrigatoriedade dos três eventos é um pouco maior, uma vez que 

começa a haver descontrole no ciclo celular com proliferação da mitose e 

formação de compartimentos internos de tamanhos variáveis. Estas 

observações sugerem que a comunicação entre os 3 processos é mais ativa e 

que o decontrole em um deles gera resposta nos outros. Nos esterígmas, a 

relação núcleo/citoplasma precisa ser mais constante ainda, portanto, quando o 

ciclo celular fica desregulado, a célula responde imediatamente alterando o seu 

padrão morfogenético, isto é, as métulas e as fiálides assumem formato 

alongado e assumem características de hifa. Estas análises sugerem que bncA 

tem um papel fundamental no ciclo de vida de A. nidulans e a mutação neste 

gene afeta a mitose, crescimento celular e citocinese de forma diferencial, de 

acordo com o ambiente celular em que ela é analisada. 

4.1.5. Análise da freqüência de heterocários e de diplóides da linhagem 

bncA1 

A ocorrência de esterígmas multinucleados sugere 3 possibilidades. a) 

há migração de mais de um núcleo da vesícula para dentro da métula; b) que 

os núcleos continuam dividindo-se mais vezes que o programado nos 

esterígmas e no conídio ou, c) uma combinação dos dois eventos. Pizzirani

Kleiner & Azevedo (1986) já haviam relatado dados de heterocários que 

indicavam que mais de um núcleo migra para a métula. Com o objetivo de 
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comparar os dados e de obter informações sobre a freqüência de diplóides no 

mutante bncA 1, este experimento foi repetido para duas das linhagens usadas 

neste trabalho. 

O experimento para calcular a freqüência de heterocários e diplóides foi 

feito utilizando-se uma linhagem amarela, com diversos marcadores 

auxotróficos, UI 206, e uma linhagem branca, UI 203, contendo a mutação 

bncA1 e marcadores auxotróficos contrastantes. Foi estabelecido um 

heterocário controle com as linhagens UI 206 e UI 204. Foram feitas diluições 

em série dos conídios coletados dos heterocários e inoculou-se 1 x 1 os conídios 

em meio mínimo livre de qualquer requisito nutricional. As colônias 

heterocarióticas foram identificadas pela capacidade de crescimento em mínimo 

e pela mistura de conídios com coloração dos dois parentais, isto é, amarelos e 

brancos. Identificou-se e quantificou-se também a formação de diplóides. A 

confirmação dos mesmos foi feita com base na coloração verde das colônias, e 

pelo tamanho superior dos conídios. Os resultados estão apresentados na 

Tabela 2. 

Neste experimento as freqüências de heterocários e de diplóides foram 

de aproximadamente, 1 em 103 e 1 em 104
, respectivamente. No cruzamento 

controle, não foi possível encontrar nenhuma colônia heterocariótica, nem 

diplóide inoculando-se 1 x 1 os conídios, porém os mesmos foram encontrados 

na freqüência de 1 em 10
7

, de acordo com o descrito por Clutterbuck (1974). 

Isto prova que no cruzamento envolvendo o mutante bncA 1, a alta freqüência 

de tais eventos é proveniente da formação de conídios binucleados. Pizzirani

Kleiner & Azevedo ( 1986) realizaram o mesmo experimento, e encontraram 

uma freqüência de heterocários de 1 em 1 os 
. Esta diferença pode ser explicada 

considerando-se que a freqüência de conídios heterocarióticos é dependente do 

balanceamento do heterocário. Se houver uma proliferação maior de um dos 

parentais, devido a diferenças no inóculo ou na vantagem seletiva apresentada 

por algum tipo parental, haverá maior chance de dois núcleos iguais formarem 

um conídio binucleado, o qual não será capaz de crescer em meio seletivo. 
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No entanto, nos dois casos os resultados mostram que há migração 

aleatória de mais de um núcleo para dentro da métula. Este resultado faz 

sentido considerando a microscopia do conidióforo, onde observa-se que as 

métulas e fiálides são multinucleadas (Figura 4A e B). Porém este resultado não 

exclui a hipótese de que a caracterísitica multinucleada das estruturas 

componentes do conidióforo possa ser decorrente da divisão descontrolada dos 

núcleos. 

Tabela 2: Número de colônias heterocarióticas e diplóides originárias do 

cruzamento entre uma linhagem selvagem, UI 206 e mutante bncA 1, UI 203. 

Repetições Heterocários Diplóides 
(Colônias brancas e (Colônias verdes) 

amarelas) 

1 80 10 

2 53 9 

3 65 17 

Média 66 12 

4.1.6. O gene bncA e a progressão do ciclo celular 

Total 

90 

62 

82 

234 

O mutante bncA 1 apresenta elevação no índice mitótico, o que sugere 

que a mutação afeta a fase M do ciclo celular. Provavelmente, este alelo 

mutante causa um prolongamento da mitose, uma vez que não há bloqueio da 

progressão do ciclo. Além do alto índice mitótico, a desintegração dos núcleos 

dos compartimentos internos da hifa, a má distribuição nuclear, a migração de 

múltiplos núcleos para dentro dos esterígmas e a sensibilidade às drogas 

antimicrotúbulos, levam a crer que o gene bncA exerce funções relacionadas à 

motilidade nuclear. 
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Morris ( 1976) nomeou as linhagens de A. nidulans, com alto índice 

mitótico, como "bim" ("blocked in mitosis"). O estudo destes mutantes 

desvendou vários componentes estruturais e regulatórios da mitose. Dentre 

eles pode-se citar: bimC (Enos & Morris, 1990; Enos et ai., 1991); bimG 

(Doonan et ai., 1991), bimD (Denison et ai., 1993; Denison & May, 1994); bimA e 

bimE, os quais fazem parte do complexo promotor da anáfase ou ciclossomo 

(Lies et ai., 1998). 

A compilação das informações disponíveis não permitem ainda discernir 

exatamente se o gene bncA exerce sua função na composição do aparato 

mitótico ou no controle do ciclo celular. Porém, baseando-se nas análises de 

outros genes que tem fenótipos parecidos com este é possível formular 

algumas hipóteses: 

1. bncA poderia estar envolvido diretamente na montagem dos

heterodímeros de tubulina e, conseqüentemente, afetar as fibras do fuso 

mitótico e os microtúbulos citoplasmáticos. Neste caso, o fenótipo de 

fragmentação nuclear, a sensibilidade ao Tiabendazol e Nocodazol, e a má 

distribuição nuclear, poderiam ser explicados pela conformação anormal dos 

microtúbulos. Um exemplo de um mutante que afeta a motilidade celular por 

meio da interação com os microtúbulos, é cdp1.1 de S. cerevisiae. Este 

apresenta super sensibilidade à Tiabendazol, resistência a Benomil, e produz 

até 100 vezes mais perdas cromossômicas do que o selvagem. Além disso, o 

mutante produz células binucleadas e multinucleadas em alta freqüência, 

causadas pela má orientação do fuso mitótico. Foi detectada a desorganização 

da rede microtubular citoplasmática, e por este motivo os núcleos não 

conseguem se posicionar corretamente dentro da célula (Foreman & Davis, 

1996). Os autores sugerem que este gene é essencial para divisão nuclear e 

segregação cromossômica. O mecanismo de ação da proteína CDP1 seria por 

interação direta ou indiretamente com a tubulina. 

2. bncA poderia codificar uma proteína de associação aos microtúbulos

(MAP: "microtubule-associated-protein"), ou uma proteína motora envolvida na 
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segregação dos cromossomos. Em S. cerevisiae, duas proteínas do tipo MAP 

(Ase1p e Bik1p) são requeridas para a movimentação das fibras do fuso 

durante a anáfase e para a coordenação entre mitose e citocinese. Porém, 

precisam ser destruídas pelo APC/C ( complexo promotor da 

anáfase/ciclossomo) para que haja saída da mitose e entrada em G1. Caso 

contrário, há atraso da mitose, com a persistência do fuso mitótico (Pellman et 

a/., 1995; Juang et ai., 1997). As proteínas do tipo MAP possuem um perfil no 

qual bncA 1 poderia ser encaixado. O atraso na mitose, a fragmentação nuclear 

e a sensibilidade às drogas antimucrotúbulos, são consistentes com as 

características da perda de função das proteínas MAP. A caracterização do 

arranjo do fuso mitótico no mutante bncA 1 poderá a vir esclarecer esta 

hipótese. bncA poderia também ser uma proteína motora, como é o caso da 

quinesina mitótica codificada por bimC (Morris, 1976; Enos & Morris, 1990). 

Mais uma vez os fenótipos causados pela mutação são consistentes com esta 

hipótese, principalmente a interação com Tiabendazol e Nocadazol. É provável 

que uma proteína motora, a qual se movimenta sobre os microtúbulos, seja 

afetada pelas drogas que causam a desestabilização dos mesmos. Isso 

explicaria também porque os núcleos são mal posicionados dentro da hifa. A 

clonagem e a dedução da seqüência de aminoácidos de bncA pode determinar 

se esta hipótese é verdadeira, uma vez que as proteínas motoras possuem o 

domínio correspondente ao motor celular conservado. 

3. bncA poderia estar envolvido na organização do cinetocoro, como é o

caso do bim06 (Morris, 1976; Denison et ai., 1993). Ou mesmo agir durante a 

condensação da cromatina. Como é o caso do mutante supressor de bim06. A 

caracterização de sudA ("supressor de bimD") demonstrou que este gene é um 

modulador da condensação da cromatina. A mutação é capaz de alterar a 

cromatina, restaurando a ligação dos centrômeros às fibras do fuso mitótico. 

Tanto bim06 quanto sudA 1, causam fragmentação nuclear e sensibilidade aos 

compostos que perturbam o andamento do ciclo celular, como às drogas 

antimicrotúbulos (Holt & May, 1996). 
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4. Finalmente, o gene bncA poderia ser uma das subunidades do complexo

promotor da anáfase, como é o caso de bimA e bimE (Morris, 1976; Engle et 

ai., 1990; O'Donnell et ai., 1991; Lies et ai., 1998). Pelo que se sabe a partir do 

estudo de A. nidulans e de S. cerevisiae, o mal funcionamento dos 

componentes deste complexo pode alterar inúmeros aspectos da mitose, 

especialmente aqueles que são relevantes para a saída da mitose, como é caso 

da proteólise da ciclina-8 e de Ase1p (Pellman et ai., 1995; Zachariae et 

ai., 1996; Juang et ai., 1997; lrniger & Nasmyth, 1997; Lies et ai., 1998). Todos os 

fenótipos observados para o mutante bncA 1 poderiam ser explicados pelo mal 

funcionamento de APC/C, uma vez que a atividade deste complexo atinge os 

componentes estruturais e regulatórios da fase M do ciclo celular, os quais são 

todos extremamente interligados. 

Os dados apresentados mostram que o gene bncA desempenha uma 

função na progressão do ciclo celular em A. nidulans. Para determinar 

exatamente qual é esta função, são necessárias mais informações de natureza 

bioquímica sobre o produto deste gene. A seqüência de aminoácidos, pode 

desvendar alguns aspectos funcionais sobre bncA, a super expressão do gene, 

a localização da proteína e a interação desta com outros componentes 

conhecidos da progressão da mitose, podem vir a esclarecer exatamente onde, 

quando e como este gene funciona. Estas informações poderiam ser acessadas 

com a clonagem do gene bncA. No momento isto está em processo. Devido a 

sutileza do fenótipo, tem sido bastante difícil a clonagem por complementação 

direta da mutação bncA 1. Na tentativa de contornar esta dificuldade duas 

estratégias estão sendo usadas. A primeira foi a clonagem da mutação hisA10. 

Esta mutação auxotrófica localiza-se no cromossomo IV à uma unidade de 

mapa da mutação bncA 1. A clonagem foi feita usando-se o banco ordenado do 

cromossomo IV. Já é sabido que o cosmídio que complementa hisA 1 O não 

complementa bncA 1 . Porém a identificação e posicionamento deste marcador 

genético no mapa físico possibilitará a execução de um "chromosome walking" 

e desta forma espera-se encontrar o cosmídio que complementa a mutação 
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bncA1 (dados não apresentados). A sensibilidade a droga Tiabendazoi, além de 

ter sido muito útil para mostrar o envolvimento de bncA 1 com a tu buli na, 

também serve para enfatizar o fenótipo bncA 1. Estão em progresso também 

experimentos para evidenciar a estrutura dos microtúbulos, bem como a 

localização da actina no mutante bncA 1. Estes experimentos são fundamentais 

para o estabelecimento da função do gene bncA 1.



4.2. Estudo do mutante aconidial aco586 Ts 

4.2.1. Clonagem e caracterização do gene aco586 

88 

Yager et ai. (1982) concluiu que o mutante aco586Ts, afeta o 

desenvolvimento assexual e sexual. 

Tendo como objetivo estabelecer em qual aspecto do desenvolvimento 

do conidióforo este gene toma parte, delineou-se uma estratégia para clonagem 

de aco586. Para tanto, a linhagem UI 129, a qual possuía mutação aco586Ts, 

foi transformada com um banco genômico em cosmídio, o qual foi construído no 

Departamento de Microbiologia, Biologia Molecular e Bioquímica da 

Universidade de ldaho, por Karen Miller. A marca de seleção usada foi argB 

(Upshall, 1986). 

Um total de 1.500 transformantes foram obtidose, dentre estes, 4 

deixaram de apresentar o fenótipo aconidial na temperatura restritiva de 42º C. 

Após a purificação de uma colônia transformante, o DNA genômico foi extraído 

e o cosmídio foi resgatado por meio do empacotamento do DNA do 

transformante. O extrato, resultante do empacotamento, foi usado para 

transfectar a linhagem DH5a de E coli. Vários clones resistente a ampicilina 

foram purificados e os DNAs cosmidiais de 4 deles foram extraídos em 

preparações de larga escala. Estes clones foram usados para transformar a 

linhagem UI 129 novamente. Dos 4 clones, apenas um voltou a complementar, 

em alta freqüência, o fenótipo acondial e a sensibilidada à temperatura. Este 

cosmídio foi denominado cos586.3. 

Para localizar o gene aco586 na extensão do inserto do cosmídio 

cos568.3, o mesmo foi digerido com várias enzimas de restrição (BamHI, 

Hindlll, Xbal, Pstl, EcoRI, Saci, Xhol, Kpnl, Sa/1). Estas digestões foram 

fracionadas em gel de agarose e transferidas para suporte sólido ("Southern 

Blot"). A sonda utilizada na hibridização foi obtida pela síntese da primeira fita 

de cDNA, a partir de "RNA poliAdenilado", isolado de cultura vegetativa da 
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linhagem FGSC26. Após a síntese, o cDNA foi marcado com [a-32P ]dCTP e 

usado como sonda no experimento de "Southern Blot" mencionado acima 

(dados não apresentados). Os resultados indicaram que a sonda hibridizou com 

uma banda de aproximadamente 13,5 Kb, na digestão com BamHI, isto significa 

que este fragmento contém pelo menos uma ORF. As digestões com Hindlll e 

EcoRI, revelaram bandas de aproximadamente, 11 Kb e 6,7 kb, 

respectivamente. As demais análises de restrição apresentaram múltiplas 

bandas que hibridizaram com o cDNA marcado radioativamente. 

O próximo passo foi transformar a linhagem UI 129 com cos586.3 

digerido com BamHI, Hindlll e EcoRI, separadamente. Apenas a digestão com 

BamHI foi capaz de complementar a mutação em alta freqüência, sugerindo 

que um dos fragmentos BamHI contém todas as seqüências necessárias, para 

a expressão do gene aco586 em trans. As demais digestões também 

complementaram a mutação, porém em baixa freqüência, indicando que os 

fragmentos Hindlll e EcoRI somente podem complementar a mutação por troca 

gênica. Esse resultado sugere que múltiplos sítios de restrição Hindlll e EcoRI 

clivam o gene internamente. 

Os resultados provenientes da hibridização de cos586.3 com o cDNA 

marcado radioativamente e a análise da complementação da mutação com o 

cosmídio digerido com BamHI, indicaram que a banda de 13,5 Kb continha o 

gene aco586. Para confirmar esta hipótese, esta banda foi isolada do gel e foi 

usada para transformar a linhagem UI 129. A complementação aconteceu em 

alta freqüência, provando que o fragmento de 13,5 Kb continha todo o gene 

(Figura 5). Esta banda não pode ser diretamente clonada em um vetor 

plasmidial, em vista das limitações impostas pelo tamanho do plasmídio. 

Geralmente, insertos grandes como este, causam uma queda drástica na 

freqüência de transformação. Para contornar este inconveniente, o fragmento 

BamHI de 13,5 Kb foi digerido com Xbal, produzindo 3 fragmentos, sendo o 

maior de ~8 Kb (BamHI/Xbal), um intermediário de ~4 Kb (Xbal nas duas 

extremidades), e um menor de 1,675 Kb (Xbal/BamHI). Os fragmentos de 8 Kb 
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e 1,7 Kb foram clonados em pUC13, gerando os plasmídios pRCP1 e pRCP15, 

respectivamente. Ambos foram testados para complementação e apenas o 

fragmento maior complementou a mutação aco586. Foi feita a análise de 

restrição do plasmídio pRCP1, a qual possibilitou realizar deleções internas 

neste plasmídio, gerando pRCP2 e pRCP3, os quais também complementam a 

mutação aco586 (Figura SA, painel 1). 

Com esta análise de complementação foi possível concluir que o menor 

fragmento genômico que complementa a mutação está contido em pRCP3, 

portanto, este contém a seqüência correspondente ao gene aco586 (Fig5A 

painel 1 ). Baseado neste fato, o fragmento de ~2,4 Kb foi marcado 

radioativamente com [a-32P ]dCTP e usado como sonda, na análise de um 

banco de cDNA, construído em bacteriófago "A gt10. Neste experimento foram 

analisadas 560.000 placas de lise, das quais, 6 deram sinal positivo, após 1 

hora de exposição em auto-radiografia (dados não apresentados). 

Os clones positivos foram coletados e purificados até a obtenção de 

placas de lise isoladas. Os DNAs dos bacteriófagos foram isolados e digeridos 

com EcoRI. A clivagem com esta enzima liberou os braços, direito e esquerdo 

do bacteriófago "A gt10 (23 e 9,5 Kb), e mais uma banda variável em tamanho, 

dependendo do clone. Dos 6 cDNAs positivos, 3 foram transferidos para vetor 

plasmidial de seqüenciamento "Bluescript KS
+
". A clonagem foi realizada no

sítio de EcoRI, presente no sítio múltiplo de clonagem deste vetor plasmidial. A 

escolha destes 3 clones foi baseada no tamanho. Dois são de 1,414 Kb e outro 

de 4,004 kb. A colinearidade entre os cDNAs isolados, o cosmídio cos586.3 e o 

fragmento genômico foi determinada por de análise de restrição (dados não 

apresentados). 

Os fragmentos genômicos, usados na análise de complementação, 

serviram como molde para a preparação de sondas radioativas, marcadas com 

[a-32P ]dCTP. Estas sondas foram utilizadas em experimentos de "Northern 

Blot", os quais foram preparados com "RNA poliAdenilado", provenientes de 
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Figura 5: (A) Mapa de restrição do cosmídio cos586.3. (1) fragmentos genômicos 
que complementam a mutação termossensível aco586. (2) fragmentos usados 
como sonda em análise de "Northern Blot". + e - significa presença ou ausência 
de complementação da mutação no painel ( 1) e presença e ausência da banda 
de~ 6,0 Kb na análise de "Northern Blot" no painel (2). Análise da expressão 
do mRNA do gene aco586 (8) e argB (C) por "Northern Blot". B=BamHI; 
E=EcoRI; S=Sacl; X=Xbal.
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diferentes estágios de desenvolvimento de A nidulans (Figura 5A, painel 2). 

Todos estes fragmentos, exceto pRCP15, evidenciaram um RNA mensageiro 

de tamanho aproximado de 6,0 Kb, o qual é regulado diferencialmente durante 

o desenvolvimento (Figura 5C). O transcrito aco586 é mais abundante na hifa

vegetativa, porém a abundância deste mRNA diminui a partir do momento em 

acontece a indução do desenvolvimento acontece, sendo praticamente 

inexistente com 12,5 e 14 horas. O "Northern Blot" da Figura 58 mostra o 

controle interno dos "RNAs poliAdenilados", usando como sonda o fragmento 

genômico argB (Upshall, 1986). A comparação entre os sinais apresentados 

pelos dois transcritos na Figura 58 e 5C, permite concluir que o transcrito 

correspondente ao gene aco586 tem baixa expressão. 

A partir da complementação do mutante aco586, foi possível realizar o 

isolamento e a caracterização do padrão de restrição do fragmento genômico e 

do cDNA parcial do gene aco586. A clonagem também tornou possível 

estabelecer a abundância deste RNA mensageiro e identificar o padrão de 

transcrição do gene durante o desenvolvimento. 

4.2.2. Caracterização física do gene aco586 

Três clones distintos de cDNA, os quais hibridizam com pRCP1 e 

pRCP2, foram clonados em vetor plasmidial de seqüenciamento Bluescript/KS\ 

no sítio de EcoRI do sítios múltiplo de clonagem deste vetor. Estes plasmídios 

foram denominados pRCP5, pRCP6 e pRCP14. 

A estratégia de escolha para o seqüenciamento foi "primer walking". 

Nesta metodologia, as primeiras seqüências foram obtidas com a utilização dos 

"primers" universais, "forward" e "reverse primer"". O conhecimento destas 

seqüências, possibilitou a síntese de "primers gene específico", nas duas 

orientações ("forward" e "reverse"), o que possibilitou o seqüenciamento das 

duas fitas. 
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A seqüência parcial de nucleotídeos do cDNA clonado em pRCP14, e a 

seqüência deduzida de aminoácidos, podem ser consultadas no Anexo A e B. 

O seqüenciamento e a comparação dos 3 clones, demonstraram que 

apenas pRCP5 possui uma cauda poliadenilada na extremindade 3', típica dos 

mRNAs de Eucariotos. Os outros dois clones não possuem esta estrutura, 

porém estes cDNAs tem início algumas bases após a cauda poliadenilada e daí 

para adiante tem identidade perfeita. É provável que a falta da cauda 

poliadenilada nos dois clones seja um artefato de clonagem. Nenhum dos 

cDNAs analisados quanto a seqüência representam o transcrito completo do 

gene aco586, em todos eles falta a extremidade 5'. A indicativa disto é o fato de 

que em toda a extensão destes cDNAs, o quadro de leitura mantém-se aberto. 

Este resultado é consistente com a análise de "Northern Blot", a qual sugere 

que o transcrito tem de cerca de 6,0 Kb. A falta de um cDNA completo, 

contendo o sítio de início da transcrição deste gene, impossibilita a 

caracterização da região 5'. 

Para contornar o problema da falta de um cDNA completo, foi feito o 

seqüenciamento do fragmento genômico contido no plasmídio pRCP15 e parte 

do fragmento genômico Xbal de 4,0 Kb (dados não apresentados). Estes dois 

fragmentos contém seqüências correspondentes a região promotora do gene 

aco586 e também o início da ORF. Porém, somente com o seqüenciamento do 

fragmento genômico é impossível determinar o início da transcrição, uma vez 

que é muito comum haver inserção de íntrons nesta região, o que dificulta a 

resolução da região 5'. Neste caso é necessário fazer o mapeamento por 

exonuclease S1 (obtenção de dados em andamento) e, desta forma determinar 

a presença de íntrons e o início correto da transcrição deste gene. 

O fato de que a mutação termossensível pôde ser complementada com 

os cDNAs de 1,414 e 4,004 Kb, sugere que a extremidade 3' do gene codifica 

um domínio funcional da proteína. A seqüência de aminoácidos, deduzida a 

partir da seqüência de nucleotídeos do cDNA de 4.004 Kb (pRCP14), foi 

submetida a "Blast search 2.03" (www.ncbi.níh.gov/blast), com o objetivo de 
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encontrar homologia com proteínas depositadas no banco de dados. O acesso 

ao "Genbank" foi realizado via Internet por meio do NCBI ("National Center of 

Biotechnology lnformation"). Pesquisou-se todas as bases de dados não 

redundantes. A seqüência parcial de aminoácidos mostrou identidade de 57% a 

72% com o domínio de transativação, presente em uma família de fatores de 

transcrição do tipo "Zíper de Leucina" ("BZip"), denominada C/EBP ("CCAAT 

ªnhancer Qinding 2rotein") (Umek et ai., 1991). A Figura 6 mostra as 

identidades existentes nesta região, entre as espécies de A nidulans, Rana 

catesbeiana e Homo sapiens. A proteína AC0586 possui também um possível 

"Zíper de Leucina", porém este é atípico (ver Anexo B). Este tipo de estrutura é 

comum nas proteínas que precisam formar homodímeros ou heterodímeros 

para exercerem sua função, o que é típico dos fatores de transcrição (Ptashne, 

1992; McKnight, 1995). Mais uma característica da proteína AC0586, é a 

presença de um domínio transmembrana, isto é, uma região da proteína que 

permite a sua associação com a membrana celular. 

Além da semelhança de AC0586 com o domínio de transativação da 

família de fatores de transcrição C/EBP, esta proteína também apresenta 

homologia com uma ORF de S. cerevisiae, a qual foi isolada dentro do projeto 

de seqüenciamento desta levedura. A comparação entre AC0586 e a ORF 

YDR141c (número de acesso pir//s51869) mostrou que estas possuem 51% de 

identidade. Os blocos de identidade aparecem ao longo de toda extensão das 

duas proteínas. É interessante notar aqui, que esta ORF também possui um 

domínio de transativação semelhante ao encontrado na família C/EBP's. Porém 

a identidade nesta região, entre A nidu/ans e S. cerevisiae, é de 35%, isto é 

bem menor do que a encontrada entre A nidulans e R. catesbeiana (72%) e A 

nidulans e H. sapiens (57%). A ORF YDR141c, também apresenta um "Zíper de 

Leucina" atípico, como a proteína AC0586. Em ambas as proteínas esta região 

é extremamente rica nos aminoácidos Leucina, lsoleucina e Valina. Por último 

esta ORF codifica uma proteína que possui um "domínio transmembrana", 

assim como AC0586. 
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Figura 6: Identidade entre os resíduos de aminoácidos da região que 

define o domínio de transativação ("BBox"), da família de fatores de transcrição 

E/CBP. A.n.: Aspergil/us nidulans; R.c.: Rana castebeiana; H.s.: Homo sapiens. 

Os números à esquerda representam a posição dos aminoácidos na seqüência. 

A seqüência de aminoácidos codificada por aco586 possui uma série de 

motivos típicos de proteínas que sofrem fosforilação, como por exemplo: possui 

2 sítios de fosforilação por proteína quinase dependente de cAMP e um sítio de 

fosforilação por proteína do tipo Tirosina quinase. Não é possível, neste 

momento, lançar nenhuma hipótese sobre a funcionalidade e nem sobre a real 

importância destes motivos. Modificações da proteína nesses domínios 

poderiam confirmar o papel que cada um deles pode desempenhar. 

Finalmente, a análise da proteína permite levantar a hipótese de que o 

gene aco586 codifica um fator de transcrição. O que é bastante curioso na 

seqüência parcial de nucleotídeos aco586, é fato desta codificar uma proteína 

grande para um fator de transcrição. No entanto, fatores de transcrição de 

tamanhos maiores ocorrem, como é o caso de Notch, descrito em D. 

melanogaster e em mamíferos. Esta proteína, é na realidade, um receptor 

transmembrana que possui um domínio extracelular, mas que também é capaz 

de ativar a transcrição de genes no núcleo. Notch é ativado na sua porção 

extracelular por um "ligante", que neste caso é um fator de crescimento. Esta 

interação ativa a proteólise de uma região específica da proteína Notch, a qual 

tem o seu domínio intracelular libertado da associação com a membrana, 

podendo entrar no núcleo e ativar a transcrição de genes. A capacidade de 

atuar como fator de transcrição é dependente da ligação de Notch com outros 

fatores de transcrição (Kopan & Turner, 1996; Weinmaster, 1997; Schroeter et 
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a/., 1998). É importante notar também que o gene Notch está envolvido com os 

processos de desenvolvimento e diferenciação e responde a estímulos gerados 

por fatores de crescimento. 

A proteína ACO586 possui alguns fatores que se encaixam nesta 

hipótese, como o domínio transmembrana e a presença de uma região com 

caracterísiticas de fator de transcrição. Para provar esta hipótese seria 

necessário, em primeiro lugar realizar a imune-localização da proteína pelo uso 

de anticorpos monoclonais. E, posteriormente, provar que ACO586 realmente é 

capaz de ativar a transcrição. Para tanto seria necessário realizar géis de 

retardo mostrando que ACO586 se liga a seqüências específicas de DNA e 

desta forma tem sua mobilidade retardada. Seria interessante também deletar o 

possível domínio de transativação e observar o fenótipo produzido (obtenção de 

dados em andamento). Seria informativo também fusionar o gene aco586 com 

o promotor alcA e expressá-lo em levedura, contendo um elemento "CCAA T

enhancer" fusionado a um gene repórter, como lacZ.

4.2.3. A deleção do gene aco586 

É possível que a mutação aco586 Ts seja o resultado da troca de uma 

base na região codificadora do gene, alterando a conformação da proteína, o 

que impediria a estabilidade desta em temperaturas mais elevadas. Portanto, 

não se pode descartar a hipótese de que a mutação termossensível possa 

produzir um fenótipo diferente daquele causado pela completa inativação do 

gene. 

Em vista disso, foi delineado um experimento para interromper o gene 

aco586 e desta forma torná-lo inativo. Para isso o cDNA de 4,004 Kb foi 

clonado no vetor plC19R/EcoRI (pRCP16), eliminando completamente o sítio 

múltiplo de clonagem deste vetor. Este plasmídio foi digerido com EcoRV, o 

qual cliva dentro do inserto, linearizando pRCP16. Foram ligados 

"adaptadores/BamHI" às extremidades abruptas criadas pela digestão com 
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EcoRV. À este sítio artificial de BamHI, criado dentro do inserto, foi ligado um 

fragmento de 1,8 kb, contendo o gene argB digerido com BamHI (Figura 7). O 

plasmídio contendo a construção descrita, foi denominado pFSB. 

Esta construção foi transformada na linhagem selvagem FGSC89. Duas 

classes de colônias foram isoladas desta transformação: aquelas que 

assemelhavam-se ao tipo selvagem e as que apresentavam baixa esporulação 

assexual. Foram selecionados 9 transformantes para análise de "Southem 

Blot", para comprovar o tipo e o local da integração ocorrida em cada caso. Os 

DNAs destas linhagens transformantes foram extraídos, digeridos com EcoRI, 

transferidos para suporte sólido e hibridizados apenas com o inserto contido no 

plasmídio pRCP6 (Figura 5A). As linhagens que mantiveram o gene aco586 

íntegro, apresentaram uma única banda de 6,7 Kb que hibridizou com o 

fragmento de 1,414 kb usado como sonda. Esta banda foi idêntica àquela 

observada para a linhagem controle, FGSC26, a qual não foi transformada 

(figura 7 A). O evento de troca gênica, entre o gene aco586 e o inserto de 

pFSB, foi identificado pelo desaparecimento da banda de 6,7 Kb e o surgimento 

de uma nova banda de 8,5 Kb (Figura 7D). Finalmente, a integração do 

plasmídio pFSB no locus do gene aco586, foi identificado pelo surgimento de 

duas bandas (7,1 e 5,4 Kb), as quais hibridizaram com a sonda (Figura 7C). 

Foi possível também correlacionar o padrão de bandas com o fenótipo. 

Os transformantes que mantiveram a banda de 6,7 Kb continuaram 

apresentando fenótipo selvagem. As linhagens com inserção do plasmídio todo 

e as linhagens que sofreram troca gênica, apresentaram fenótipo aconidial, 

semelhante ao mutante termossensível. 

A realização deste experimento de "Southern Blot" permitiu a escolha da 

linhagem L'.1aco586. 17 para análise detalhada do fenótipo. Esta linhagem foi 

selecionada, pois teve o gene aco586 inativado por recombinação homóloga 

entre a seqüência genômica e o plasmídio pFSB. 
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Figura 7: Representação esquemática da inativação do gene aco586. (A) fragmento genômico 
EcoRI de 6,7 Kb. (B) plasmídio pFSB contendo o cDNA interrompido por argB. (C) integração 
do plasmídio pFSB no genoma por simples crossing-over (duas repetições). (D) troca gênica 
por duplo crossing-over entre o plasmídio pFSB e o locus aco586. Os sítios de restrição EcoRI 
em negrito são artificiais. 
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Foi realizado experimentos de "Northern Blot'' para confirmar a inativação 

do gene aco586. Os RNAs totais da linhagem L1aco586.17 e FGSC26 foram 

extraídos e fracionados em gel de agarose-formaldeído, transferidos para 

suporte sólido, e hibridizados com com o inserto do plasmídio pRCP6. FGSC26 

conservou a banda de aproximadamente 6,0 Kb correspondente ao transcrito 

do gene aco586. A linhagem inativada L1aco586.17 não apresentou esta banda, 

provando que o gene foi realmente inativado pela inserção de argB (dados não 

apresentados). 

4.2.4. Os efeitos da inativação do gene aco586 na conidiogênese 

A observação da linhagem L1aco586. 17 ao microscópio estereoscópico 

demonstrou que há uma redução drástica na quantidade de conídios 

produzidos, o que dá coloração marrom à colônia. Na linhagem FGSC26 os 

conídios tomam completamente a placa dando a colônia um aspecto aveludado 

de coloração verde. 

A forma escolhida para quantificar a redução da capacidade de 

conidiogênese foi a contagem dos conídios. Para este experimento foram 

usadas as linhagens FGSC26 e a linhagem ôaco586. 17, a incubação foi feita à 

37º C por 5 dias. Foram feitas 3 repetições para meio completo (YGMTV) e 

para meio mínimo. Após este período os conídios foram coletados em Tween 

80, diluídos e contados em câmara de Neubauer. Os resultados podem ser 

vistos na Tabela 3. 

Tanto a linhagem controle, quanto a linhagem ôaco586, produziram mais 

conídios no meio completo do que no meio mínimo. Porém, em ambos os meios, 

de cultura a linhagem portadora do gene inativado produziu apenas 3,7% e 

3,5% dos conídios produzidos pela linhagem selvagem FGSC26, 

respectivamente (Tabela 3). 
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A baixa produção de esporos pode ocorrer porque a conidiogênese 

inicie-se tardiamente ou que ela ocorra em rítmo mais lento. Para responder a 

estas perguntas foi delineado um experimento, no qual, a produção de conídios 

da linhagem selvagem e da linhagem inativada foi monitorada durante o tempo. 

Foram avaliados 6 períodos de tempo, com 24 horas de intervalo entre cada um 

deles, totalizando 144 horas. Os conídios foram coletados das placas, diluídos e 

contados. Os resultados podem ser visualizados no gráfico da Figura 8. 

Pressupondo-se que apenas o início da conidiogênese seja afetada, as 

curvas deveriam começar em pontos diferentes, porém deveriam ter o mesmo 

padrão. A comparação das curvas desenhadas para a linhagem inativada e 

selvagem, indicam que a conidiogênese de ô.aco586 inicia-se depois da 

conidiogênese da linhagem FGSC26, uma vez que com 24 horas foi possível 

encontrar cerca de 4x104 conídios no selvagem e na linhagem inativada 

nenhum conídio pode ser contado. Além disso, as curvas possuem padrões 

muito diferentes. A curva da linhagem inativada não acompanha a curva da 

linhagem selvagem, o que sugere que a conidiogênese na linhagem ô.aco586 é 

mais lenta do que no selvagem. 

A viabilidade dos conídios também foi avaliada. Para isso, foram 

coletados conídios das linhagens �aco586 e FGSC26. Os mesmos foram 

filtrados, lavados, contados e diluídos o suficiente para germinarem 100 

colônias por placa de meio mínimo. Este experimento foi conduzido com 3 

repetições. Os resultados estão apresentados na Tabela 4. 



101 

Tabela 3: Quantificação dos conídios produzidos pela linhagem FGSC26 e 

L1aco586. 17 em meio de cultura completo (YG) e em meio definido (MM). 

YG MM 

FGSC26 4 X 10ti 1 X 1 Qti 

5 X 108 1 X 108 

4 X 108 2 X 108 

Média 4,3 X 1Qti 1,3 X 1 Qti 

Ll8C0586.17 2 X 101 2 X 10° 

2 X 107 5 X 106 

1 X 107 7 X 106 

Média 
1 

1,6 X 10' 4,6 X 1Qb 

Tabela 4: Viabilidade dos conídios da linhagem portadora da inativação do gene 

aco586 e da linhagem selvagem FGSC26 

Repetições FGSC26 ô8C0586 

1 89 59 

2 83 62 

3 94 65 

Total de conídios 300 300 

semeados 

Total de conídios 266 151 

germinados 

Viabilidade 89% 56,7% 
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Figura 8: Gráfico mostrando a cinética de produção de conídios das linhagens 

FGSC26 e L1aco586. 17. As amostras para contagem dos conídios foram 

coletadas com O, 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas após a inoculação. Os dados 

originais do gráfico se encontram no Apêndice. 
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Os dados da Tabela 4 comprovam que a inativação do gene aco586 

causa inviabilidade de 43,3 % dos conídios. A coloração destes conídios com o 

corante DAPI, mostrou que cerca de 20% destes são anucleados (dados não 

apresentados). Foi observado também que cerca de 50% destes conídios são 

de tamanhos muito variados e possuem morfologia anômala (Figura 9A e 8). 

Esclarecendo a alta porcentagem de conídios inviáveis que nunca chegam a 

germinar e formar uma colônia. 

4.2.5. Os efeitos da inativação gênica durante a germinação do conídio 

O próximo passo na caracterização da inativação do gene aco586 foi o 

acompanhamento da germinação d a  linhagem �aco586 e FGSC26. Este 

experimento foi realizado como descrito no ítem 4.1.1., com a diferença que 

neste caso, usou-se meio mínimo, o que causa um atraso no início da 

germinação, isto é, com 5 horas de incubação 80% dos germinantes possuem 2 

núcleos. Não foi possível observar nenhuma diferença entre o padrão de 

germinação de FGSC26 e �aco586. 17 (dados não apresentados). Isto sugere 

que nestas condições de cultura este gene não desempenha nenhuma função 

nesta fase do ciclo de vida do fungo A. nidulans.

4.2.6. Os efeitos da inativação de aco586 na morfogênese da hifa 

vegetativa e no conidióforo 

Foram realizadas colorações de núcleo e parede celular com 

DAPl/calcofluor e microscopia de fluorescência para observação das hifas e 

conidióforos. Não foi observado nenhum tipo de anomalia com relação a 

morfologia nuclear. O índice mitótico da linhagem �aco586 é igual ao da 

linhagem FGSC26, isto é, de 4 %. Não há fragmentação nuclear, e a 

distribuição nuclear é normal (dados não apresentados). 
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As Figuras 9C, 9D, e 9E exemplificam a morfologia da hifa vegetativa 

predominante na linhagem Llaco586. 17. A maior parte do tecido vegetativo é 

formado por este tipo de hifa, a qual lembra a pseudo-hifa, e possui padrão de 

septação anômalo, isto é, os elementos da hifa parecem brotamentos que 

formam uma constrição na ponta, ao invés de depor um septo. No 

transformante Llaco586. 17, esta estrutura pode ser vista tanto na superfície do 

meio de cultura, quanto no interior do substrato. Esta estrutura vegetativa é 

observada no selvagem, porém raramente. Na linhagem FGSC26 esta hifa não 

cresce horizontalmente na superfície do meio de cultura, ela invade 

verticalmente o meio adentrando-o, e portando não é observada na superfície 

da colônia. Para observar este tipo de hifa no selvagem, é necessário retirar 

parte do substrato, esmagá-lo e então é possível observá-la entremeada no 

ágar. 

Não foi possível encontrar na literatura nenhuma referência descrevendo 

este tipo celular no tecido vegetativo de A. nidulans. Em S.cerevisiae a 

diferenciação celular na forma de pseudo-hifa, a qual invade o substrato, pode 

ser induzida pela falta de nitrogênio (Gimeno et ai., 1992). Em C. albicans este 

mesmo tipo celular também é comum e está relacionado com a forma invasiva 

e patogênica desta levedura. As condições de crescimento são determinantes 

para o modo de crescimento de C. albicans, sendo que, meios de composição 

pobre e baixas temperaturas contribuem para a forma de pseudo-hifa. Esta 

espécie á capaz de formar hifa verdadeira, induzida pela presença de soro em 

meio sólido ou líquido (Odds, 1988). Vários genes são conhecidos por serem 

responsáveis pela alternância ente crescimento leveduriforme e filamentoso em 

espécies dimórfica, como S. cerevisiae, ou polimórfica, como C. albicans. 

Curiosamente, a proteína STUA faz parte de uma família de fatores de 

transcrição envolvidos na indução do crescimento em forma de pseudo-hifa 

(Miller et ai., 1992; Gimeno et ai., 1992; Gimeno & Fink, 1994; Stoldt et ai., 

1997). É sabido que a homologia funcional de STUA com os outros membros 

desta família de fatores de transcrição, reside no fato de que esta proteína 
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confere o caráter de pseudo-hifa, observado nos esterígmas primários e 

secundários de A. nidulans (Miller et ai., 1992; Dutton et ai., 1997). 

Foi realizado o acompanhamento microscópico da conidiogênese das 

linhagens FGSC26 e ti.aco586. 17. As observações foram feitas a partir de 

amostras coletadas de indução sincronizada e de amostras retiradas de 

colônias crescidas diretamente sobre o ágar. No caso da indução sincronizada, 

as análises foram feitas com 5:00, 7:30, 10:00 e 12:30 horas de indução. Na 

quantificação dos fenótipos observados, foram consideradas 300 estruturas 

componentes do aparato reprodutivo assexual, para cada tempo analisado. 

Para a linhagem FGSC26, o desenvolvimento ocorre sincronicamente. Após 5 

horas é possível observar vesículas com os brotamentos das métulas. Com 

7:30 horas observa-se métulas maduras, já com as fiálides formadas. E com 1 O 

e 12:30 horas 80% dos conidióforos já estão completamente formados. 

Para a linhagem inativada ti.aco586. 17, o desenvolvimento do aparato 

assexual é assincrônico. Com 5 horas de desenvolvimento há formação de um 

número de vesículas que é 50% inferior àquele observado no selvagem. A 

maior parte destas vesículas são muito pequenas, algumas possuem métulas, 

as quais brotam em número reduzido e de forma desorganizada no ápice da 

vesícula (Figura 9F a 91). Há predominância deste tipo em todos os tempos 

após a indução, porém ocasionalmente é possível encontrar alguns conidióforos 

selvagens, estes são em freqüência bastante reduzida (10%). No decorrer dos 

próximos tempos os conidióforos continuam a se desenvolver, cerca de 30% 

deles formam as estruturas típicas encontradas no selvagem, porém há perda 

da sincronia do desenvolvimento, sendo que mesmo nos tempos mais 

avançados, como por exemplo, após 12:30 horas, ainda existe um número 

grande de vesículas e métulas sendo formadas, o que não acontece no 

selvagem, uma vez que o desenvolvimento foi sincronizado. Este resultado é 

consistente com o gráfico da Figura 8, o qual sugere que o desenvolvimento 

ocorre em rítmo mais lento desde o início. 
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A falta de sincronia do desenvolvimento dos conidióforos da linhagem 

�aco586. 17, pode ser detectada também por meio do padrão assincrônico de 

brotamento das métulas. É muito comum nesta linhagem o aparecimento de 

esterígmas primários de vários tamanhos, como pode ser visto nas Figuras 9G, 

9H e 91.

Nestas preparações foi possível observar que 60% dos conidióforos 

formados são anões (Figura 9J, 9K, 9L, 9M), assemelhando-se aos conidióforos 

do mutante stuA1 (Miller et ai., 1992). O tamanho da haste é variável, podendo 

atingir cerca de 1/3 do tamanho do selvagem, ou menos (Figura 9J, 9K, 9L e 

9M). Este fenótipo lembra muito aquele apresentado pela linhagem UI 91, a 

qual possui uma deteção de parte do promotor da gene stuA. UI 91 expressa 

somente o transcrito que é regulado de acordo com o desenvolvimento, astuA. 

Esta deteção remove cerca de 2 kb da seqüência promotora do gene stuA, 

incluindo a parte do promotor que contém as seqüências UAS ("upstream 

activation sequences" ou "enhancers"). A linhagem UI 91, produz conidióforos 

anões, porém ao contrário de �stuA, UI 91 é capaz de diferenciar métulas e 

fiálides 0,Nu & Miller, 1997). 

A título de comparação, a Figura 1 O mostra algumas fases do 

desenvolvimento do conidióforo selvagem (FGSC26) e do seu produto final, o 

conídio. 

O fenótipo descrito acima, sugere que o gene aco586 poderia inflenciar a 

transcrição dos componentes regulatórios do desenvolvimento. Para comprovar 

esta hipótese, os RNAs da linhagem L1aco586. 17 e FGSC26 foram transferidos 

para suporte sólido e hibridizados com uma sonda preparada com o DNA do 

gene br/A. Foram usados RNAs de cultura vegetativa, e de culturas induzidas 

com 5 horas, 7 horas e meia e 12 horas e meia de desenvolvimento. Os 

resultados mostraram claramente que br/A não produz o transcrito í3, na 

ausência do gene aco586, às 12 horas e meia do desenvolvimento. Para o 



Figura 9: Micrografias da linhagem !laco586. (A) e (B) conídios de tamanhos 
variados, DIC, aumento de 800X. (C), (D) e (E) representação da hifa 
vegetativa, DIC, aumento de 400X. (F) a (M) exemplos representativos da 
morfologia dos conidióforos da linhagem inativada, DIC e DAPI/Calcofluor. 
Aumentos de 400X e 630X. A seta chama a atenção para a assincronia de 
brotamento da métula. 
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Figura 10: Micrografias da linhagem selvagem FGSC26. (A) cadeia de conídios, DIC, 
aument de 800X. (B) hifa vegetativa com septos indicados por setas, DIC, aumento 
de 630X. (C), (D), (E) e (F), vários estágios de desenvolvimento do conidióforo, DIC, 
aumento de 400X, 630X e 800X. (G), (H), (1), principais estágios de desenvolvimento 
do conidióforo, coloração com DAPI/Calcofluor, microscopia de fluorescência, 
aumentos de 400X e 630X. 
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restante dos tempo, estes mRNAs aparecem em quantidades inferiores ao do 

selvagem (dados não apresentados). 

A linhagem inativada é incapaz de diferenciar as estruturas relacionadas 

ao ciclo sexual em A. nidulans. A linhagem controle, FGSC26 produz 

cleistotécios após 7 dias de incubação à 37ºC sob baixa tensão de oxigênio, 

porém a linhagem �aco586. 17 forma apenas algumas células Hülle e nunca 

chega a formar cleistotécios, mesmo após 14 dias de incubação. 

4.2.7. O gene aco586 e o seu papel na morfogênese de A. nídu/ans 

A caracterização física do gene aco586 foi o primeiro passo e o mais 

importante para elucidar sua função. Os resultados apresentados neste 

trabalho, indicam que este gene codifica uma proteína que possui homologia 

com a família de fatores de transcrição, E/CBP, os quais possuem afinidade por 

seqüências do tipo UAS, ativando a transcrição de genes sob o controle de 

"enhancers". Pelo menos 7 genes, membros desta família são conhecidos. Em 

todos os casos a transcrição só pode ser ativada se houver homo ou 

heterodimerização. Isto é possível, uma vez que os fatores de transcrição 

E/CBP são proteínas do tipo "BZip", isto é, possuem um "Zíper de Leucina", o 

qual permite a dimerização (Wedel & Ziegler-Heitbrock, 1995). 

Muito tem sido especulado sobre o papel biológico dos E/CBP's. Sabe-se 

que em mamíferos são expressos em vários tecidos, e tem papel relevante na 

diferenciação do adipócito (Wedel & Ziegler-Heitbrock, 1995; Constance et ai., 

1996). A atividade deste fator de transcrição causa o bloqueio da proliferação 

mitótica e desencadeia a expressão de genes específicos do adipócito, 

causando a diferenciação terminal deste tipo celular. Portanto, esta família de 

ativadores da transcrição tem sido envolvida no balanço entre crescimento 

celular e diferenciação em animais superiores (Umek et ai., 1991). 

CHOP, é um membro dos E/CBP's que responde ao estresse celular, 

causando o bloqueio do crescimento e indução da diferenciação. Este fator de 
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transcrição torna-se ativo por meio da fosforilação de dois resíduos de Serina 

(Ser78 e Ser81 ). A proteína p38, a qual faz parte de uma cascata de transdução 

de sinal do tipo MAP/Quinase, é a responsável pela fosforilação de CHOP. A 

inibição de p38 causa a incapacidade de resposta ao estresse, mediado por 

CHOP. Portanto este fator de transcrição é o elo de ligação entre a cascata de 

transdução de sinal MAP/Quinase, que é ativada pelo estresse, o crescimento 

celular e a diferenciação (Wang & Ron, 1996). 

O fenótipo causado pela inativação de aco586 mostrou que este gene 

está envolvido na restrição do crecimento vegetativo e na indução da 

diferenciação celular, assim como os fatores de transcrição E/CBP's. As 

observações que levaram a esta conclusão são: 

1) Proliferação anormal do tecido vegetativo, como mostram as observações

microscópicas;

2) Retardo e assincronia do desenvolvimento do aparato reprodutivo assexual

e alta taxa de inviabilidade dos conídios.

3) Alteração no padrão de expressão do fator iniciador do desenvolvimento, o

gene br/A.

4) A incapacidade de realizar o ciclo sexual.

A compilação destes dados, permite a formulação de uma hipótese para 

o funcionamento do gene aco586, como um fator de transcrição. A proteína

AC0586 poderia modular a transcrição dos genes que determinam a redução 

da proliferação vegetativa e a diferenciação do conidióforo, como é o caso do 

gene flbA (Yu et ai., 1996; Lee & Adams, 1994b). Supondo que f/bA não está 

sendo transcrito em níveis adequados, a proliferação vegetativa pode se 

prolongar inapropriadamente. A expressão insuficiente de f/bA poderia causar a 

baixa expressão de br/A e consequente redução no desenvolvimento assexual. 

Para confirmação desta hipótese será necessário fazer o monitoramento 

da expressão de f/bA, o qual deverá ter baixos níveis de expressão na ausência 

de aco586, caso esta hipótese esteja correta. A atividade de GTPase, que 

regula a proteína FADA, também deve ser diminuída na ausência de aco586, 
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uma vez que esta é a forma como f/bA atua para regular negativamente a 

proliferação vegetativa comandada por fadA (Adams et ai., 1998). Pode-se 

considerar também a possibilidade de que aco586 regule br/A diretamente, 

ligando-se aos elementos regulatórios deste gene e modulando a sua 

transcrição. 

É importante mencionar também, que a falta da proteína aco586, 

provavelmente, afeta a expressão do gene stuA. A informação que sugere esta 

interação, é proveniente das observações microscópicas da linhagem inativada 

L1aco586. 17. Um grande número de conidióforos, apresentam fenótipo idêntico 

a linhagem UI 91, a qual possui a maior parte do promotor do gene stuA 

detetado (Wu & Miller, 1997). UI 91, assim como .1aco586. 17, diferem da 

linhagem L1stuA por desenvolverem métulas, fiálides e uma cadeia curta de 

conídios, o que não é observado na linhagem tlstuA. É possível que aco586, se 

ligue a elementos regulatórios no promotor de stuA, de forma a elevar a 

expressão do mesmo. Assim, é possível que a falta de aco586 cause fenótipo 

semelhante a deleção dos elementos aos quais ele se liga, normalmente. 

Pode-se considerar também a possibilidade de que stuA e aco586 

realizem um círculo regulatório. O seqüenciamento da região promotora de 

aco586, sugeriu esta interação. Foram encontrados 3 elementos responsivos a 

stuA nesta região (dados não apresentados). 

É sabido que stuA é responsável por conferir complexidade ao 

conidióforo, por meio da moderação da expressão dos genes que dirigem a 

diferenciação terminal dos conídios uninucleados, a partir da hifa vegetativa 

multinucleada (Dutton et ai, 1997). Para isso, regula negativamente br/A e 

possivelmente aco586, adequando seus níveis de expressão. Dois argumentos 

contam a favor deste modelo de regulação. O primeiro deles é a presença de 

"Elementos responsivos a stuA" no promotor de aco586 ( dados não 

apresentados); e a segunda é a queda nos níveis do transcrito aco586 após a 

indução do desenvolvimento, que coincide com a elevação nos níveis de 

expressão de stuA. Porém esta hipótese ainda está por ser testada. 
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A caracterização física, genética e citológica de aco586 mostrou que este 

gene afeta vários aspectos da morfogênese em A. nidulans e influencia várias 

fases do ciclo de vida deste fungo filamentoso. Desde o estabelecimento do 

padrão de crescimento vegetativo até o desenvolvimento do ciclo assexual e 

sexual. 

A continuidade deste trabalho deverá ser direcionada para a obtenção de 

evidências diretas de que aco586 age como fator de transcrição sendo capaz 

de se ligar a "enhancers" ou seqüências específicas da região promotora e, 

desta forma dirigir a expressão de genes. Neste trabalho, foram fornecidas 

evidências circunstanciais de que aco586 codifica um fator de transcrição, 

relacionado à inibição do crescimento celular e indução da diferenciação. 

A super expressão da proteína AC0586 também deve ser feita, e pode 

vir a fornecer informações valiosas. Se a hipótese lançada aqui for correta 

espera-se que a indução ectópica do gene aco586 sob o controle do promotor 

alcA provoque o desenvolvimento precoce em condições de cultura submersa. 

A inativação da ORF YDR 141 c em S. cerevisiae, é uma estratégia 

bastante atraente para estudar a função do gene aco586. É possível que a 

mutação neste gene torne a levedura incapaz de responder aos estímulos que 

levam a diferenciação sexual. Uma vez que esta espécie de levedura é um 

modelo biológico mais simples e portanto os resultados são mais facilmente 

interpretados, a condução dos experimentos neste organismo pode 

proporcionar um grande avanço no estudo da função do gene aco586.

Finalmente, este trabalho mostra que aco586 está envolvido na 

morfogênese. A caracterização da expressão de outros genes envolvidos na 

diferenciação assexual, como f/bA, stuA, e abaA, na ausência de aco586, 

poderá contribuir para o entendimento da diferenciação do conidióforo em A.

nidulans. 



5. CONCLUSÕES

Com os estudos de caráter genético e citológico sobre o mutante bncA 1, 

conclui-se que este gene está envolvido na progressão do ciclo celular em A 

nidulans. Foi possível concluir que o gene bncA atua especificamente durante a 

mitose e exerce funções relacionadas à motilidade nuclear. Portanto, as 

anomalias causadas pela mutação bncA 1 durante o desenvolvimento são 

decorrentes da incapacidade de movimentação correta dos núcleos. 

O estudo realizado com o gene aco586 permitiu a conclusão de três 

pontos principais: 

1) aco586 é um regulador da morfogênese do conidóforo.

2) a seqüência de aminoácidos codificada por este gene tem homologia com

proteínas que compõe uma família de fatores de transcrição do tipo "Bzip",

as quais se ligam à "enhancers" do tipo "CCAAT'' ativando a transcrição de

genes relacionados com a diferenciação celular.

3) aco586 é um membro da principal via regulatória do desenvolvimento e

modifica a expressão de br/A, que é um componente essencial da

morfogênese em A nidulans.
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ANEXO A 

Sequência de nucleotídeos do cDNA de 4004 kilobases, correspondente 

ao gene aco586.

CTCGGAAGCT ACTACTTCGG GAGCCCACGA TCAATTACAA GCTGTATCTA ACGGATTATC 

AAAGGTGGTG ACTTTGTTGA CAGGGTTATT GATTGATCGC GCTTTTCTCC GGAAGTCTGA 

TTCCAAGAAC TCAGTAAATG AACCGTCGAT GCTGCTTGAC CGTCCAGGTT CTGCGATCTT 

GAGACAAATA CATCAGTTCT ATGATCGAAG CAGAAACAGT CTCGACCTGC AGCCGCCTCC 

CTTTCCGCCT ACAGACCTGG CGGATTTGAT AATCAAGAAT GTTTATGAAC AGGCCATATC 

CGCTGTCAAT GCGTGCAATG ACGCTAAATC AATACCAGAG AGACTCAATC TTCTGATCGT 

GGTATTGAAA AAGCTTCCTA GATCGCGCAT CTTGCGGGAC AAAAGGCTCT ATGTAGCCAT 

CGGCAAACAT ATTCAAGCGT CCACAGTCGA GTTATCAACA GCTTCATTCT CACATCTCTC 

TTCTATGTCG ACAACGATAA CAAGTCTCTA TTGTATCCAC AAATTGGGCT ACTATATCAC 

TTATGAGGAG GTCTCTGACT TAATCCCACC ACTCGTCAGA CAGCTGTGGC AATTCCTCTC 

ACCACTGAGT CCTAAGTTTC ATGTGGAAGC CGTTCGCTGT TTATGGAATC TGCACTCAGT 

TTCGTGGTCG GACCACCTAG TTGAATCGAC CATCACGTCC TTAATGTTTA CTCCACCTGC 

GCCAGGCTCA TACCAACTCT CTTCTGAGGA GGAGGCTGGT AGATACTTCA TTCTCTGGAA 

TCACAGCCAC CATGGTACAT ATGAACTACC TCCGAAGAAC CTGCAGGACT CGGCTCAATC 

ACAAGCCTCT TATCATTCTT CAATGCTTGA ACGGCCGCTT TTCACTGTCT TAGACTTATT 

GTCCCAAGGG TCAACTCAAC CAGCCCAGGT GGTTCAGTTG TGGCTCCAGG ATCTTCCGTC 

GGTAGCGAAG GTTTTTCGTA TAATTATTTC AAAGCTGGAG GGTGTCTTGC ACCGGGGAAA 

TCAATTAGGG ACTTTTGAAG GAAATACTGG TGTATCCCCA GACGACTATG CGGAGTGCAA 

CTACCTTTTC GAGACGATCC ACAACGTTCT GGGGGCACTT AATCATAACG GATGGGTTTC 

TCTTCTTACG CAAACGATGG CGCATAACAG CAGGCGGCAC GACGCTTCTG CTTCAGAGGA 

CAATGCCGAA GCCCCAAGCC TCCACTCAGT TGTTTTTCAG GCTTCGCTGA AGATTGTGAG 

TGGCTACAAG TCTGGTACTG CAACTGCGAA CGCAGAGGAG GTCAAATTGC AGCAGATATC 

TCTCCTAGTC ATGCGCCAAC TTCTGCTGGG ACCAGGTGTC GAGGAGCTAG TGGAATCCGG 

AATTGACTCA CTTCTTGTCG ACCGGCTTTA TTCTATGCTT GACGAGGGTG GAGATATTGC 

AATCCAAGCG GCATTGATCG ATACGCTCCT CGCTGTGCTA AAGGCTCGCT TTTCCCAAGC 

TTATTTACCG CCGCCTCCTA CAAAACCTAA GCACCAAAGA GGGGGCTCTC GCGAGAAATT 

GACCAGTCCC TCTCTTCTCT CCTTCACAAG CGACAAGCCA GAGAAATCAT CCGTGCTGCT 

GCCGTCCCCT GAGCCTCCTC AACGCCTGTT GGATTGCCTG CTCAAAGGCC TCAGCTCTCC 

AAGATCCAGG GCGATAATCG ACAAATGGAT CATGCTGCTT TGTGAAATAC TCCCAATCTA 

TTCTACGTGC ATCTTCCAAA TTCTGCTGAC TTTGGTGGAT TGCCTGGGAA GGGAGATTAG 

ACAGTCATAC ACGAATCTCC AGTCCGCATT CGAAAAGACA GAAGGTTGGC CCAAAGATCG 

TCCCGAGCAG ACCACTATAT CCCTCCTGAC TGGTTTTGAG ACGTGTATTG CAGCTGCTCA 

TGAGCGCCTT CTCATGGAAG AAGTAAATGC GCCGGCAGCC AAGAGTCCGG ATCAAACCCA 

TGGCTTCTTC GGGAATATGG TTTCGGGTGT CTTCGCGTCT GATTCTAACC ATCCACGCTC 

TGCGGCGATG AACAACAGAC TTACTGTTCT ATTGTCGTTT CAAGACGCCG TACGTCTCTG 
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TTTTTCTATT TGGTCGTGGG GTGCTGCGGA ACGAAGTAGC CTTCCCCAAG ACACGGAGTC 

AATAGCGTCG TTCCAATATA CATCACTGCG AATGCGGAAC AGATCTCGCC GGATTCTCGA 

GCATTTGTTC ACTGCCGAAG CATTGGAGTG TCTAGAGACA ATGGTGGATA TGTGGATCAA 

GTCTGACAGG GATACATCGC CTCTGATCTT TAATCTCCTT CACACTTTGG ACGGGTCTCG 

TCCAAGATTG CCATTCCAGC TATCTTCAAT GCTATCTATA CACGAACAAA TCCTGCCGCG 

CTTGACCCCA GCCGCAAGTC GACGATCAAC GGCCTTTAAC AGAGATTGAG TTAGCGGATT 

CCTGGTAACT TACGCTAGGT CTCTTGACGA TGATGTCCTG GATAAGATAT GGATAGACTG 

CACGACTTTC CTGCGAGATG TACTAAGCAA CCCTTTCCCT CACAGGCAGA TCCTCCCGCG 

GCTAGTTGAG TTTGCTGCCA TCTTGGGCGT AAAACTTGAG AACACGAACT TTGGCGAAGA 

TCGTCGGATG AGAAAGGAGT TGGGGGATGT GATACTGCGC CTCCTCACCG CCATCTTTAC 

AAGTAAACCC ATGGGCTTTA CGCAGGAACA AGGGCTTCTA GGTCGTGCCT CATTAGACTA 

TGATAGTTCA TCGATCCAGC GCATAGGGCC AGATGATATG TTAAGTATCC TTGTTGCGTC 

CATGCCTGCG TTCTCGATGA CACTAGGGGA CATGGATCGA ATCACTACGG CCGTGTCAAA 

TATTTCTACC AATATTATCG GGCCGTTCAT ACGTGCCCGA CTCTTTCCTA ATAATCTTAA 

CACCAGCTTT ATGGCTTTGA TGCAACATAT CTCGAAAATC CCCCAAGTGG CAAAGGTTTG 

GAAGAAGGAT GTGGCTGATG CTTTCAATGA TCCCCGGTTT TTCGGGTCGC AACTCGACCT 

GGTAAAGGGC GGCTGGATGA CTCTTTTGCG GCAATGGGCC TTGGTTGACA AAGACCGACT 

GTCTGAGATA ATGACTCGCC TAACCCCGCC GGCCACAGCT GGCATAATGT TCGGCGTTGG 

TGCATCCGCA GCTCGTTTGG ATGCTGATCG TAAAGCCCAA CTAAATCTTC GTCGGATAAG 

TCTTTTGGTG TTATCTACAG CTGAGGACTA TTTTATCGCA GAGATGCCGG CGCTACTGCA 

GAAGCTGGAG GATCTTCTTG GAGCTACCGC TTCATCATCT CCATCTTCCG CTACAAGAGC 

GGAAATCTTC ATGGTCCTCC GAGCACTCAT ACTGAAGAGC ACAACAACCA CGCTGAGCCC

ATTCTGGCCG TTAATAAACA GTGAGCTTCA AGAAGCTATT TCAGCTATCT CATCTGGAAA 

CCAGCAGGAG TTGTACAATC CATATTCTTT GCTCCAGGCC TGCAAGCTTC TGGACACATT

GCTTGTTCTT GCGCCTGACG ATTTCCAATT ACTTGAATGG CTCTATGTTA CTGATACTGT

CGACGCTATA TACCCCCCAG AGCAATTCGA ACCCACGGCG CTCGCAGATG AGGTATCTCA 

CAACTTAGGG GTCCGTTGGT CCACGTCATC TGATCCAACC CGAGAATCGA CCAATCTCCA 

CCATGGCGTA AGGTATCCAG GTCTGGCGGC GGACTGGATA CGTGAAACCG CCAAAGATGA

GATTGTCGAT CGAGTTCTCC GGCCATTCTT TGACCAACTC AGCATCCATG CGTTTGAGAG

CACCTACAGC ATCAGCAATC CGAACTTGGA AGCATGCCGT GATGATCTGC TGGCAGATTT

GTTCAACGAA AGTACCATGG CAAACTAGCC TTCTTCGGCA TATCTTATTT ACGCTATATG

TACTATACGC TAGGAATAAA CACTATACAT TCTTCAAAAA AAAAA 
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ANEXO B 

Sequência de aminoácidos deduzida da sequência de nucleotídeos do 

c0NA correspondente ao gene aco586. Os resíduos em negrito e assinalados, 

representam: 

1. linha dupla: sítio de fosforilação por proteína Tirosina Quinase.

2. linha pontilhada: domínio transmembrana.

3. linha contínua: "Zíper de Leucina" hipotético. Resíduos grifados com linha

dupla são a Serina e as Leucinas que compõe o Zíper.

4. linha ondulada: domínio de transativação.

S E A T T S V A H D Q L Q A V S N G L S K V V T L L T G L L I D 
R A F L R K S D S K N S V N E P S M L L D R P G S A I L R Q I H 
Q F Y D R S R N S L D L Q P P P F P P T D L A D L I I K N V Y E 
Q A I S A V N A C N D A K S I P E R L N L L I V V L K K L P R S 
R I L R D K R L Y V A I G K H I Q A S T V E L S T A S F S H L S 
S M S T T I T S L Y I H K L G Y Y I T Y E E V S D L I P P L V R 
Q L W Q F L S P L S P K F H V E A V R C L W N L H S V S W S D H 
L V E S T I T S L M F T P P A P G S Y Q L S S E E E A G R Y F I 
L W N H S H H G T Y E L P P K N L Q D S A Q S Q A S Y H S S M L 
E R P L F T V L D L L S Q G S T Q P A Q V V Q L W L Q D L P S V 
A K V F R I I I S K L E G V L H R G N Q L G T F E G N T G S P D 
D Y A E C N Y L F E T I H N V L G A L N H N G W V S L L T Q T M 
A H N S R R H D A S A S E D N A E A P S L H S V V F Q A S L K I 
V S G Y K S G T A T A N A E E V K L Q Q I S L L V M R Q L L L G 
P G V E E L V E S G I D S L L V D R L Y S M L D E G G D I A I Q 
A A L I D T L L A V L K A R F S Q A Y L P P P P T K P K H Q R G 
G S R E K L T S P S L L S F T S D K P E K S S V L L P S P E P P 
Q R L L D e L L K G L s s p R s R A I I D K w ! � � � e E I L p 
I y s T e I F Q I L L T L V D e L G R E I R Q s y T N L Q s A F 
E K T E G W P K D R P E Q T T I S L L T G F E T C I A A A H E R 
L L M E E V N A P A A K S P D Q T H G F F G N M V S G V F A S D 
S N H P R S A A M N N R L T V L L S F Q D A V R L C F S I W S W 
G A A E R S S L P Q D T E S I A S F Q Y T S L R M R N R S R R I 
L E H L F T A E A L E C L E T M V D M W I K S D R D T S P L I 
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F N L L H T L D G s R p R L p F Q L s s M L s I H E Q I L p R L

T p A A s R R s T A F N R D V s G F L V T y A R s L D D D V L D

K I w I D e T T F L R D V L s N p F p H R Q I L p R L V E F A A

I L G V K L E N T N F G E D R R M R K E L G D V I L R L L T A I 
F T s K p M G F T Q E Q G L L G R A s L D y D s s s I Q R I G p

D D M L s I L V A s M p A F s M T L G D M D R I T T A V s N I s

T N I I G p F I R A R L F p N N L N T s F M A L M Q H I s K I p

Q V A K V w K K D V A D A F N D p R F F G s Q L D L V K G G w M

T L L R Q w A L V D K D R L s E I M T R L T p p A T A G I M F G 

V G A s A A R L D A D R K A Q L N L R R I s L L V L s T A E D y

F I A E M P A L L Q K L E D L L G A T A s s s p s s A T R A E I

F M V L R A L I L K s T T T T L s p F w p L I N s E L Q E A I s

A I s s G N Q Q E L y N p y s L L Q A e K L L D T L L V L A p D

D F Q L L E w L y V T D T V D A I y p p E Q F E p T A L A D E V

s H N L G V R W s T s s D p T R E s T N L H H G V R y p G L A A 

D w I R E T A K D E I V D R V L R p F F D Q L s I H A F E s T y

s I s N p N L EA Ç,�.P.P,J,L;i:. .A ,D.:t. .F .N E s T MA N
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APÊNDICE 

A tabela mostra os dados usados na construção do gráfico da Figura 2. 

Tempos Linhagens Número de núcleos por germinante 

1 2 3 4 6 8 10 12 14 16 Total 

UI 201 143 143 

100 

O horas % 

Ul203 106 27 4 137 

77% 20% 3% 

UI 201 113 113 

100 

2 horas % 

Ul203 109 24 4 137 

80% 17% 3% 

UI 201 48 111 159 

30% 70% 

4 horas Ul203 10 67 9 77 5 20 188 

5% 35% 5% 41% 3% 11% 

UI 201 35 84 5 124 

28% 68% 4% 

5 horas Ul203 4 43 13 67 5 4 136 

3% 31% 9% 50% 4% 3% 

UI 201 12 129 7 148 

8% 87% 5% 

6 horas Ul203 2 56 5 12 8 87 170 

1% 33% 3% 7% 5% 51% 
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A tabela abaixo contém os dados utilizados para construir o gráfico da 

Figura 8. 

Horas �aco586.17 FGSC26 

o 4 X 10 

24 o 5 X 104 

o 3 X 10
4 

Média o 4 X 104

5 X 105 1,4x10
7 

48 3 X 105 0,7 X 107

2,5 X 105 0,9 X 107

Média 3,5 X 105 1 X 107 

1 X 10
6 

4,4 X 10
7 

72 1,3 X 106 3,6 X 107

2,2 X 10
6 

2,5 X 10
7

Média 1,5 X 10
6 3,5 X 10

1

2,8 X 106 6,7 X 10
7 

96 5 X 106 5,4 X 10
7

7,2 X 106 6,5 X 10
7

Média 5 X 106 6,2 X 107 

1 X 10 7,3 X 10 

120 1,3 X 10
7 6,2 X 107

0,7 X 10
7 10,5x10

7

Média 1 X 10
1 8 X 10

1

0,98 X 107 1,07 X 106 

144 1,03x107 1,28 X 108 

1,59x107 1,28x108 

Média 1,2x10
7 1,21 X 106 


