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CARACTERIZAGAO CITOLOGICA, GENETICA E MOLECULAR DE UM
MUTANTE PARA CONIDIOGENESE EM Aspergillus nidulans

Autora: CARMEM LUCIA DE MELLO SARTORI CARDOSO DA ROCHA
Orientador: Dr. JOAO LUCIO DE AZEVEDO

RESUMO

Com o objetivo de estudar a conidiogénese em Aspergillus
nidulans, foram obtidos por tratamento com luz ultravioleta, diversos mutantes
com esporulagdo deficiente. Uma destas linhagens, CLB3, mostrou-se
particularmente interessante por apresentar conidioforos aberrantes tipicos de
mutantes bristle ou medusa.

As analises genéticas demonstraram tratar-se de um novo
alelo do gene bristle (bri4), o mais importante gene regulador na diferenciagio do
conidioforo. A expressdo de bri4 apresenta uma coordenagdo temporal-espacial
bastante complexa. Para isto sdo transcritos dois diferentes mRNAs que codificam
para a mesma proteina. O primeiro, 3, € responsavel pelo desenvolvimento do
conidioforo até a fase de métula e € regulado a nivel de transcrigdo, processamento
e tradugdo. O segundo, o, ¢ induzido a nivel de transcrigao.

A morfologia do conidiéforo € o mapeamento intragénico
indicavam que a mutagdo estd localizada em regido anterior a estrutural,

comprometendo a quantidade de produto do transcrito . O sequenciamento
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mostrou uma transicdo C—T a -24 da origem de transcri¢do de 3, o que deve
acarretar diminuigdo de transcrigdo deste mRNA.

A andlise citologica da conidiogénese de CLB3 em diferentes
condi¢gdes de meio, osmolaridade, luz e temperatura, trouxe duas importantes
contribuigdes para o conhecimento do papel deste gene no estagio inicial do
desenvolvimento em Aspergillus nidulans:

1. Demonstrou que a deficiéncia de br/AB leva a formacgdo de conididforos
secundarios, como previa PRADE & TIMBERLAKE, com deficientes construidos
por tecnologia do DNA recombinante.

2. Demonstrou que todos os fatores que induzem esporulagéo ndo sdo capazes de
suprimir a deficiéncia de brlAB e, por isto, ndo induzem bri4, como havia sido

sugerido.



CYTOLOGICAL, GENETICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION
OF A CONIDIATION MUTANT OF Aspergillus nidulans

Author: CARMEM LUCIA DE MELLO SARTORI CARDOSO DA ROCHA
Adviser: Dr. JOAO LUCIO DE AZEVEDO

SUMMARY

To analyse the conidiogenesis in Aspergillus nidulans, some
mutants oligosporous were obtained by treatment with UV. One of them, CLB3,
was interesting because its aberrant conidiophores, that resembles bristle and
medusa mutants.

Genetic aproach showed that a new alele of the bristle (b7/4)
gene was responsable for this phenotype. This gene is the most important regulator
of conidiophore differentiation. Its expression presents a complex spacial-temporal
coordination. For this purpose, there are the transcription of two differents
mRNAs. Both led to the same protein. First, B, is responsable by early
development and is regulated by transcription, splicing and translation. The second
mRNA, a, is induced only at transcription level.

The conidiophore’s morphology and intragenic mapping
demonstrated that the mutation is upstream the structural region. The consequence
is a delayed expression of the transcript  product.

The sequencing showed a transition C—>T at -24 of the
transcription iniciation site. This damage may be led to decrease of the BmRNA

transcription.
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Cytological analysis of the CLB3 conidiogenesis at distinct
nutrition, osmolarity, light and temperature conditions led two important
contributions to the knowledge about br/A4 at early stages of development of the A4.
nidulans conidiophores:

1. The demonstration that the deficiency of br/4f3 led to secondary conidiophores
development. This results are in concordance with PRADE & TIMBERLAKE
(1993) had obtained with defficient strains constructed by molecular aproach;

2. The indication that all the factors that induce conidiogenesis don’t suppress the
deficiency of briAB. This means that br/4 isn’t induced by this factors as have

been suggested.



1. INTRODUCAO

Nos ultimos 15 anos, o desenvolvimento das técnicas de biologia
molecular vém permitindo um avango significativo no conhecimento dos
mecanismos de regulacdo que controlam os fenémenos de proliferagdo celular,
diferenciagdo e senescéncia.

O fungo filamentoso Aspergillus nidulans, cuja fisiologia e genética
sdo bem conhecidas, mostrou-se, neste periodo, um excelente modelo para
estudos de genética do desenvolvimento. Embora seja classificado como um
eucarioto inferior, ¢ um organismo pluricelular com varios tipos de células e uma
morfogénese bem conhecida.

O ciclo de vida compreende 3 fases distintas: a fase vegetativa, que
engloba a germinagdo do esporo e o crescimento das hifas vegetativas, originando
o micélio; a fase assexuada ou conidiogénese, que consiste na produgdo de
esporos assexuados designados conidios, a partir de estruturas diferenciadas - os
conidioforos; e a fase sexuada ou ascosporogénese, que resulta na formagdo de
esporos sexuados - os ascosporos, dentro de corpos de frutificagdo chamados de
cleistotécios.

Ao contario do que ocorre em outros organismos, a esporulagdo
ndo ¢ induzida por fatores nutricionais. Embora responda a fatores do ambiente,

tais como oxigénio, luz e osmolaridade, este processo é controlado por um grupo



de cerca de 1000 genes, somente para a conidiogénese. Alguns destes genes sdo
exclusivos de cada fase, enquanto outros estabelecem estreita relagdo entre elas.
Empregando técnicas de andlise citologica e metodologia de

genética classica, como obtengdo de mutantes, mapeamentos, complementagio
em heterocarios e diploides e relagdes de epistasia, o Dr. John Clutterbuck, que
trabalha com genética de fungos no Departamento de Genética da Universidade
de Glasgow, Escocia, a partir de 1969 deu o impulso inicial para a compreensao
do controle genético da conidiogénese em Aspergillus nidulans. Varios outros
grupos vém desenvolvendo pesquisas nesta area, aumentando a colegdo de
mutantes e adaptando novas metodologias, trazendo, nestes ultimos 25 anos, uma
consideravel contribuigdo para a compreensdo deste processo complexo e preciso
de regulagio espacial e temporal de genes, sem precedentes nos estudos genéticos
deste fungo.

O gene bristle, (brlA) codifica para uma proteina reguladora,
responsavel por desencadear a cascata de eventos que caracterizam a
diferenciagdo do conidiéforo. Atualmente ja se conhece muito sobre esta
proteina, como a estrutura da sua molécula e os sitios de ligagdo nos promotores
dos genes responsivos a ela. Ha também modelos bastante provaveis para
explicar a coordenagdo temporal-espacial da sua expressdo. No entanto, existem
ainda grandes lacunas na compreensdo dos fatores genéticos que regulam a
expressdo deste gene, bem como das relagdes de br/ com genes modificadores e
sua possivel atuagdo também no desenvolvimento do ciclo sexual.

O crescente interesse pela regulagdo do gene br/, principalmente no
primeiro estagio da conidiogénese que vai da diferenciagdo da célula-pé até a
formagdo da vesicula e brotamento das métulas, torna relevante a obtengdo de

mutantes para esta fase.



O objetivo do presente trabalho foi o de caracterizar sob o ponto de
vista genético e molecular, um mutante br/ obtido por tratamento com luz
ultravioleta e analisar citologicamente sua conidiogénese em diferentes condigoes
de composi¢do de meio, osmolaridade, luz e temperatura, para oferecer uma
contribui¢do ao conhecimento do papel do gene bristle no estagio inicial do

desenvolvimento do conidi6foro em Aspergillus nidulans.



2. REVISAO DA LITERATURA:

2.1. Aspergillus nidulans:

2.1.1. Um modelo para a Genética:

Embora HENRARD (1934) tenha tentado desenvolver analises
genéticas com Aspergillus nidulans, deve-se a PONTECORVO, a introdugio
deste fungo em estudos de Genética (PONTECORVO et al., 1953). Em 1945 este
pesquisador iniciou uma série de estudos com varios microrganismos, buscando
aquele que melhor se prestasse a uma "abordagem genética de certos problemas
de organizagdo espacial da célula" (PONTECORVO, 1950; 1952a e 1952b). Os
primeiros resultados ainda no final da década de 40 por seu grupo
(PONTECORVO, 1946; 1947; 1949a; 1949b; 1952c; PONTECORVO et al.,
1949; 1953; ROPER, 1950a; 1950b; 1952 ¢ PONTECORVO & ROPER, 1952),
prenunciavam a consagragdo deste microrganismo como modelo para a pesquisa
em diversas areas da Genética (CLUTTERBUCK, 1974; MARTINELLI, 1994 e
ROPER, 1994). Atualmente, sua contribuigfo ja € tdo grande, que foi comparado
a Pedra da Roseta para elucidagdo da genética do desenvolvimento (MORRIS &
ENOS, 1992 e OAKLEY, 1992).



O nome Aspergillus nidulans (EIDAM, 1883) significa aspersorio
de agua-benta que faz ninhos. A primeira parte diz respeito as estruturas
responsaveis pela producdo dos esporos assexuados, que fazem lembrar um
pincel e a segunda refere-se aos corpos de frutificagdo cercados de células de
hiille que realmente lembram ninhos (CLUTTERBUCK & TIMBERLAKE,
1992). Curiosamente, este foi um dos organismos mais estudados sob o ponto de
vista da Genética durante 25 anos, sem que se atentasse para as estruturas
reprodutivas como objetos de estudo.

Este fungo € um ascomiceto que apresenta, como outros eucariotos
primitivos, caracteristicas que favorecem sua manipulagdo para estudos de
Genética, como ciclo de vida curto, haploidia e morfogénese bem definida. No
entanto, ha trés fatores que determinam a importancia deste grupo de organismos
para a exploragdo dos intrincados mecanismos de regulagdo do desenvolvimento:
primeiro, a relativa facilidade para a utilizagdo de metodologia molecular;
segundo, o fato deste fungo apresentar poucos tipos celulares mas com fungdes
bem diferenciadas e uma morfogénese com sofisticada regulagdo; terceiro, a
possibilidade de indugdo de sincronismo na conidiogénese, tornando viavel, o

isolamento e a andlise de compostos bioquimicos estagio-especificos

(TIMBERLAKE & MARSHALL, 1988 e MILLER, 1990).

2.1.2. Ciclo de Vida:

Aspergillus  nidulans ¢ um fungo filamentoso homotalico,
geralmente haploide, com 8 cromossomos (SCHWARZ, 1928; HENRARD, 1934
e ELLIOT, 1960). Seu ciclo de vida compreende 3 fases: vegetativa,

conidiogénese e ascosporogénese, como representa, a Figura 1.



O ciclo vegetativo inicia-se quando um esporo aumenta de volume,
seu nucleo entra em mitose e forma-se o tubo germinativo (DANGEARD, 1907 e
YUILL, 1950). Esta estrutura apresenta crescimento apical, com mitose dos
nucleos mais proximos da ponta e periodicamente, formagdo de septos. Estes
septos delimitam células com 8 a 16 nucleos, embora esta separagio seja relativa,
pois 0s septos apresentam poros centrais que permitem passagem de organelas e
nucleos entre células (FIDDY & TRINCI, 1976; MORRIS, 1976 e TRINCI &
MORRIS, 1979). Apo6s algum crescimento, o esporo emite um segundo tubo
germinativo em orientagdo diametralmente oposta aquela do primeiro e as vezes,
um terceiro perpendicularmente a estes dois, sempre no plano horizontal. Em
meio solido, estas hifas crescem e ramificam-se de forma sub apical, originando
uma coldnia que cresce radialmente (PONTECORVO et al., 1953 e AXELROD,
1972). Nas primeiras 4 horas, o crescimento € geométrico €, a seguir, em
proporg¢do aritmética (TRINCI, 1969). Nova redugédo acontece quando ha indugéo
da conidiogénese (ADAMS & TIMBERLAKE, 1990a).

A conidiogénese ou ciclo assexual consiste na produgido de esporos
assexuados a partir de estruturas diferenciadas chamadas conidiéforos (YUIL,
1950 e PONTECORVO et al., 1953).

Ao contrario do que acontece com Bacillus subtilis em que a
esporulagio ¢ dependente de limitagdo nutricional, em Aspergillus, a
diferenciagdo celular, embora responda a fatores extrinsecos e possa até ser
induzida em condigdes especiais, por caréncia de alguns nutrientes, € dirigida

geneticamente (LOSICK et al., 1989; TIMBERLAKE, 1980 e MILLER, 1990).



parassexual

heterocario diploide

Figura 1. Ciclo de vida de Aspergillus nidulans (AZEVEDO & COSTA, 1973
com modificagdes).

a: conidio; b: tubo germinativo; c, d: micélio; e: haste do conidi6foro; f: haste; g:
conididforo; h: nicleos do crozier; i: cleistotécio com os ascos; j: asco com 8
ascosporos; 1: ascosporo; m: ascosporo germinando; h’: nucleos do crozier
heterocariotico; 1’: cleistotécio hibrido.

a-b-c-d e I-m-c-d: ciclo vegetativo

d-e-f-g: conidiogénese

d-h-i-j-I-m: ciclo sexual



Os principais fatores ambientais que induzem a conidiogénese sdo a
luz e a exposi¢do ao oxigénio, apesar da inequivoca importancia de outros ditos
secundarios. Embora ndo se conhega o modo de agdo da luz para desencadear tal
processo, o mecanismo lembra os fitocromos das plantas superiores, pois pode
ser revertido por luz vermelho-distante (MOONEY & YAGER, 1990 e
MOONEY et al., 1990). A exposi¢do ao oxigénio € imprescindivel, pois o cultivo
em meio liquido, via de regra, permite um crescimento apenas vegetativo
(SAXENA & SINHA, 1973 e MARTINELLI, 1976). Culturas mantidas nestas
condi¢gdes por 20 horas, quando transferidas para superficie de meio soélido e
expostas diretamente ao ar, entram em conidiogénese sincronicamente
(TIMBERLAKE, 1980).

Estes fatores, no entanto, s6 apresentam efeito indutivo apos 20
horas de crescimento vegetativo em meio liquido, quando o micélio € dito
"competente” (AXELROD, 1972; AXELROD et al, 1973; GEALT E
AXELROD, 1974 e CHAMPE et al., 1981).

Apoés 5 horas da indugdo de um micélio competente € possivel
visualizar os conidioéforos como hifas que crescem em plano perpendicular a
superficie do meio. A primeira estrutura a ser formada ¢é a célula-pé, resultante da
diferenciacdo de uma hifa vegetativa. Desta célula, surge uma ramificagdo em
angulo reto com o plano de crescimento do micélio vegetativo - a haste -
independente de luz ou gravidade. Apos atingir uma altura de 100 pum, esta haste
sofre uma dilatagdo na extremidade superior, originando a vesicula, com 10 um
de diametro. Destas estruturas brotam entre 30 e 60 pequenas vesiculas - as
métulas que crescem até atingirem 5 upum. Os nucleos da vesicula,
aproximadamente 4, sofrem varios ciclos de mitose e os niucleos filhos migram
para as métulas. De cada métula surgem, também por brotamento, 2 a 4 fialides

que recebem posteriormente um nucleo resultante do existente na métula de



origem. As fidlides desempenham 2 papéis de suma importancia: sdo as sedes de
mitose para a formagdo dos conidios, que vdo brotando um a um, formando
cadeias de até¢ 100 conidios; sdo também responsaveis pela sintese de todas as
substancias envolvidas na maturagdo dos conidios, como componentes de parede,
pigmentos e proteinas armazenadas na fase de dorméncia (PONTECORVO et al.,
1953; CLUTTERBUCK, 1977, TIMBERLAKE, 1980; 1990; MILLER, 1990;
CLUTTERBUCK & TIMBERLAKE, 1992 e YAGER, 1992).

A ascosporogénese ou ciclo sexual compreende a formagdo de
esporos - 0s ascosporos - dentro de corpos de frutificagdo que recebem o nome de
cleistotécios.

Em condi¢cdes normais de crescimento em meio sélido, os
cleistotécios comecam a aparecer 5 a 6 dias depois da inoculagio com
crescimento confluente. O evento mais precoce conhecido na morfogénese do
ciclo sexual, € o aparecimento das células de hiille que formam grupamentos ao
redor da hifa ascogena, uma ponta de hifa que se dobra como gancho (crozier).
As células de hiille ou de revestimento sio globosas, multinucleadas quando
jovens, crescem até atingirem entre 5 ¢ 8 vezes o didmetro inicial de 25 pm e
germinam, envolvendo o primérdio de cleistotécio. Embora de fungdo
desconhecida, sdo produtoras de lacase II, uma fenol-oxidase responsavel pela
pigmentagdo do cleistotécio. Com a utilizagdo de substrato cromogénico
especifico para lacase II, € possivel distinguir em uma placa confluente, os pontos
que correspondem aos primordios, antes que os cleistotécios possam ser
visualizados ao microscépio 6tico (PONTECORVO et al., 1953 e HERMANN et
al., 1983).

A diferenciagdo sexual depende de 2 eventos morfogenéticos
intimamente relacionados: o desenvolvimento do cleistotécio, que € o corpo de

frutificacdo visivel a olho nu e a formagcdo dos ascos, cada qual contendo 8
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ascosporos binucleados (PONTECORVO et al.,, 1953; BENJAMIN, 1955 e
YAGER, 1992).

Na hifa ascogena, 2 nicleos hapléides sofrem mitose, seguida de
fusdo dos 2 nucleos filhos, que entram em meiose. Os 4 nucleos resultantes,
dentro de um s6 compartimento - o asco - sofrem entdo uma mitose pos-meiotica,
originando 8 ascosporos que, apos uma mitose sem divisdo celular, tornam-se
binucleados. Os mesmos 2 nucleos iniciais do crozier repetem centenas de vezes
todo o processo chegando a 400.000 ascosporos por cleistotécio (BARACHO et
al., 1970; BARROS & AZEVEDO, 1989; YAGER, 1992; CHAMPE & SIMON,
1992 e CHAMPE, 1994).

2.2. Estudo da diferenciacio em A.nidulans:

2.2.1. Metodologias:

2.2.1.1. Mutacéo

A obtengdo de mutantes deficientes para a diferenciagdo dos
conidiéforos foi feita inicalmente por CLUTTERBUCK (1969a), empregando luz
ultavioleta, acido nitroso, N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG) e dieti
sulfato (DES) em tratamento de conidios. A selecdo de linhagens aconidiais e
oligosporogénicas resultou na cole¢do que trouxe os primeiros conhecimentos
sobre a genética do processo (CLUTTERBUCK, 1969a e MARTINELLI &
CLUTTERBUCK, 1971).

BARBATA et al. (1973) e YAGER et al (1982) também obtiveram

mutantes aconidiais, dentre os quais, muitos sensiveis a temperatura, cujo estudo
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permitiu a compreensdo dos primeiros estagios da passagem do ciclo vegetativo

para o assexual.

2.2.1.2. Complementacio

Os estudos de complementagio foram muito importantes para
determinar se novas mutagdes caracterizavam novos genes ou S€ eram novos
alelos de genes ja identificados (TIMBERLAKE & CLUTTERBUCK, 1994). Foi
assim que se descobriu que alguns mutantes com conidiéforos secundarios e/ou
cadeias de métulas eram devidos a alelos do gene brid (bristle) previamente
descrito a partir de mutantes graves com auséncia de conidioforos
(CLUTTERBUCK, 1969a).

MARTINELLI (1979) também recorreu a analises de
complementagdo em duplos mutantes para diferentes genes, com o objetivo de
determinar as relacdes de epistasia entre eles e, desta forma, propor uma

sequéncia na expressdo de tais genes para a diferenciagédo do conidiéforo.

2.2.1.3. Mapeamento genético

Os métodos de mapeamento genético por ciclo parassexual e por
ciclo sexual (PONTECORVO et al., 1953; 1954; 1956, PONTECORVO &
KAFER, 1958; FORBES, 1959; MORPURGO, 1961 ¢ ROPER, 1966) foram
empregados para mapear muitos dos mutantes para desenvolvimento
(CLUTTERBUCK, 1969a; 1974 e BUTNICK et al., 1984a).

Novas técnicas de mapeamento molecular foram desenvolvidas nos
ultimos anos, ampliando os recursos para localizagdo de novos genes no genoma

de A. nidulans. A eletroforese de campo pulsado permitiu a resolugdo dos
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cromossomos. Esta técnica, seguida de um Southern blot com uma sonda do gene
de interesse, levou a atribuigdo correta do cromossomo relativo a cada banda
(BRODY & CARBON, 1989 ¢ BRODY et al., 1991). Este método pode resolver
o problema do cariétipo de Aspergillus nidulans. A designagdo dos cromossomos
de I a VIII seguiu a ordem cronolégica de mapeamento dos grupos de genes
(PONTECORVO et al, 1953; KAFER, 1958 ¢ ROPER, 1971). ELLIOTT (1960)
classificou os cromossomos de 1 a 8, segundo o tamanho que apresentavam nas
preparagdes citologicas, mas ndo havia meios de relacionar as duas
classificagdes. Atualmente, gragas a estes novos meétodos de mapeamento, foi
estabelecido que os cromossomos 1, 2 e 3 correspondem a VIII, VIl e Il, 4 e S
sdo o I e V respectivamente, 6 e 7 representam o III e VI que migram juntos e
finalmente, o 8, o menor de todo o cari6tipo, corresponde ao cromossomo IV
(BRODY & CARBON, 1989).

Em 1983, AZEVEDO et al., analisando diversos aspectos em
segregantes de cruzamentos, envolvendo genes letais, duplicagdes e delegdes, de
forma bastante elegante, foram capazes de antecipar estes resultados, acertando
na atribuig¢do de 6 dos 8 cromossomos de Aspergillus nidulans.

BRODY et al (1991) desenvolveram uma biblioteca em cosmidios
dividida em sub-colegbes cromossomo-especificas. Desta maneira, ADAMS et al.
(1992) mapearam o gene acoD no cromossomo MI.

O mapeamento intragénico de mutantes para o gene bri4 permitiu

mapear 31 mutantes, agrupando os alelos em 7 grupos dentro deste /ocus
(CLUTTERBUCK et al., 1992).
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2.2.1.4. Citologia

A avaliagdo macroscopica da presenga de esporos, bem como de
sua quantidade, foi seguida pela observagdo ao microscopio 6tico, das estruturas
que compdem os conidioforos.

ROPER (1952) e PONTECORVO et al. (1953) analisaram
citologicamente os conidioforos e conidios de linhagens hapléides e diploides,
bem como seus cleistotécios € ascos. Nestes trabalhos encontramos as primeiras
referéncias as diferencas quanto ao tamanho entre conidios haploides (3um) e
dipléides (4pum). PONTECORVO et al. (1953) observaram que heterocarios
resultantes do cruzamento de linhagens com diferentes coloragdes de conidios
apresentam conidi6foros com conidios de uma sé cor ou com cadeias de ambas
as cores.

ELLIOTT (1960) fez um estudo mmucioso dos ascos e seus
cromossomos, em linhagens haploides e diploides. Confirmou, com este trabalho,
o numero hapléide de 8 cromossomos para Aspergillus nidulans, nimero este que
coincide com os 8 grupos de ligagdo estabelecidos pelas analises genéticas
(KAFER, 1958).

Outros trabalhos empregaram esta metodologia para elucidar o
desenvolvimento normal e andmalo de diferentes linhagens deste fungo
(ROSENBERGER & KESSEL, 1967, CLUTTERBUCK, 1969b; 1970a; 1970b;
MARTINELLI & CLUTTERBUCK, 1971; MARTINELLI, 1979 e MILLER &
MILLER, 1992).

O desenvolvimento do conidi6foro, em linhagens selvagens e
mutantes também foi analisado empregando-se microscopia eletronica de
transmissdo, elucidando os detalhes da formagdo da parede e distribuicdo das

organelas e dos nucleos ao longo da haste, vesicula, métulas e fialides, o
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brotamento e a maturagdo dos conidios (OLIVER, 1972; MIMS et al, 1988 e
SEWALL et al., 1990a).

A microscopia eletronica de varredura também vem permitindo
uma melhor analise das estruturas que compdem o conidiéforo, em diferentes
linhagens (BOYLAN et al, 1987; MIMS et al, 1988 e PRADE & TIMBERLAKE,
1993).

2.2.1.4. Metodologia molecular

ZIMMERMANN et al. (1980) e JOHNSTONE (1985) clonaram e
sequenciaram alguns genes para o desenvolvimento. A partir desta época, muitos
outros trabalhos envolvendo tecnologia do DNA recombinante vém sendo
aplicadas nesta area.

Uma grande variedade de sistemas foram desenvolvidos para
transformagdo em Aspergillus nidulans (RAMBOSEK & LEACH, 1987,
TIMBERLAKE & MARSHALL, 1988; TIMBERLAKE, 1991c e TURNER,
1994). Foram aperfeigoados vetores especificos para integracdo homologa,
facilitando a utilizagdo de estratégias de substitui¢gdo de fragmentos de DNA ao
longo dos genes, bem como os experimentos de inativagdo génica por insergdo de
sequéncias exdgenas, interrompendo o gene (YELTON et al, 1984; 1985;
BOYLAN et al, 1987, MAYORGA & TIMBERLAKE, 1990 ¢ GEMS et al,,
1991).

Transformagdo com construgdes contendo a regido estrutural de
genes "reporter” sob o controle da regido promotora dos genes para
desenvolvimento tém sido muito importantes para a elucidagdo dos complexos
mecanismos de regulacdo em cascata que determinam a diferenciagdo dos

conidioforos (AGUIRRE et al, 1990; AGUIRRE, 1993 e CHANG &
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TIMBERLAKE, 1992). A construgdo de vetores contendo a parte estrutural dos
genes para desenvolvimento sob o controle de promotores induziveis permitiram
o estudo do papel de cada produto génico na sequéncia de eventos
morfogenéticos (ADAMS et al., 1988; MIRABITO et al., 1989 e MARSHALL &
TIMBERLAKE, 1991).

2.2.2. Mudangas bioquimicas durante o desenvolvimento

Muitos autores analisaram possiveis mudangas metabodlicas que
pudessem ser responsabilizadas por determinar a op¢do da colonia pelo inicio do
ciclo assexual.

CLUTTERBUCK (1975) observou em Aspergillus nidulans
que,durante a germinagdo, adenosina-3',5'-monofosfato ciclico (cAMP) esta
presente no micélio em alta concentragio e vai progressivamente diminuindo até
20 horas apds a germinagdo, atingindo niveis baixos que se mantém constantes.
Como este tempo coincide com o estabelecimento da competéncia, ele fez
diversos ensaios mas ndo conseguiu demonstrar um possivel papel dos niveis de
cAMP no processo.

A concentragdo de ferro (HALL & AXELROD, 1977 e 1978), a
inducibilidade de nitrato redutase e protease extracelular (GEALT & AXELROD,
1974), capacidade de incorporar glicose (KURTZ & CHAMPE, 1979) e frutose
(KURTZ, 1980) foram avaliados com resultados semelhantes.

Entretanto, os resultados de SOM & KOLAPARTI (1994)
demonstraram que a proteina Aras (Aspergillus Ras), homodloga a H-Ras de
mamiferos, € expressa em todas as células durante toda a vida do fungo e os

niveis da forma ativa que se liga a GTP determinam o desenvolvimento de cada
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fase. Na germinacdo do esporo, por exemplo, os niveis sdo altos, na fase
vegetativa, sdo intermediarios e, a partir da diferenciacdo da célula-pé, sdo
baixos. Se a quantidade da forma ativa for mantida baixa durante todo o
crescimento vegetativo, todos os passos da conidiogénese sdo desenvolvidos
precocemente.

Em Saccharomyces cerevisiae, a proteina Ras controla , de diversas
formas, o desenvolvimento (JUNG et al, 1995). Em presenga de grande
quantidade de glicose, aumenta os niveis de cAMP e retarda a divisdo celular
(TOKIWA et al, 1994). Em caréncia de nitrogénio, induz o brotamento unipolar,
resultando na forma pseudomicelial (GIMENO et al, 1992). E possivel que, em
Aspergillus nidulans, o papel da proteina Aras também tenha relagdes com

estados nutricionais e metabolicos da colonia.

2.2.3. Fatores ambientais que interferem na diferencia¢io

2.2.3.1. Luz

A grande maioria das linhagens mantidas em laboratério sdo
mutantes para o gene ve4/ e por este motivo, ndo respondem a luz. No entanto,
linhagens selvagens de A.nidulans séo induzidas a esporular em presenca de luz
e, em auséncia de luz, produzem apenas hifas aéreas (KAFER, 1965 e MOONEY
& YAGER, 1990). A auséncia de luz, além de inibir a conidiogénese nestas
linhagens, induz o ciclo sexual.

Embora muito pouco seja conhecido sobre os mecanismos que
levam a luz a induzir a conidiogénese, os estudos com linhagens supressoras de

velvet evidenciaram uma complexidade que envolve pelo menos quatro genes,
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cuyjos produtos interagem com o do gene ved (MOONEY et al., 1990). A luz
vermelha € a responsavel pela indugdo luminosa, embora a luz branca leve aos
mesmos resultados, desde que seja mantida a intensidade de 10W/m? e o tempo
de exposi¢do entre 15 e 30 minutos. O periodo critico em que a exposi¢do a luz
permite a conidiogénese nas linhagens ve” inicia-se concomitantemente com a
indugdo e se prolonga por 6 horas. Esta especificidade pela luz vermelha
assemelha-se a resposta a luz mediada pelos fitocromos, nas plantas.
Curiosamente, GRIFFITH et al. (1994) encontraram homologia entre a sequéncia
N-terminal da proteina Brl e a do dominio responsavel pela fotorrecepgdo de

varios fitocromos de plantas.

2.2.3.2. Temperatura

Aspergillus nidulans é capaz de crescer dentro de um grande
espectro de temperaturas. Segundo EIDAM (1883), a temperatura 6tima esta em
torno dos 40° C. PONTECORVO et al. (1953) recomendou 36° a 37° C, o que é
seguido até hoje, na maioria dos laboratérios.

A temperatura ¢ um fator importante para conidiogénese, visto que
em cultura submersa, a indugdo da formagdo de conidiéforos pode ser induzida
por heat shock (MARTINELLI, 1976).

Foram descritos muitos mutantes sensiveis a temperatura,
sensibilidade esta, relacionada a diferentes fases do desenvolvimento (YAGER et
al., 1982). Em geral, nestes casos, a temperatura permissiva era mais baixa ( entre
20°e 25° C) que a usual (37° C).

Mutantes bristle intermediarios apresentam uma melhora no

fenotipo, quando a temperatura de incubagdo ¢ de 22°C ou de 25°C
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(CLUTTERBUCK, 1969a). Os mutantes medusa, no entanto, respondem de
forma diferente, mostrando um fenétipo mais grave a 22° C.

A temperatura parece ser um fator muito importante também para o
inicio do ciclo sexual, pois supressores para o gene velvef, que retomam a
capacidade de optar pelo ciclo assexual ou sexual independentemente de luz, ndo

produzem cleistotécios a 40° C.

2.2.3.3. Oxigenio

A exposi¢do ao oxigé€nio de superficie ¢ um importante fator
indutor da conidiogénese (MORTON, 1961; AXELROD, 1973 e
TiMBERLAKE, 1980). Micélio crescido em meio liquido por 20 horas, quando
transferido para a superficie de meio sélido, entra sincronicamente em
diferenciagdo (AXELROD, 1972; LAW & TIMBERLAKE, 1980 ¢ YAGER et
al., 1982). E possivel que este efeito seja mediado pelo produto do gene fluD, que
¢ homoélogo ao protooncogene myb (WIESER & ADAMS, 1995). A proteina
Myb responde a mudangas de estado redox, aumentando sua afinidade ao DNA,
passando a induair os genes responsivos a ela, em presenga de oxigénio
(GUEHMANN et al., 1992).

Também ¢ conhecido que, em condigdo de caréncia de oxigénio
provocada pela vedagdo da placa de Petri com fita celuldsica, ha indugéo do ciclo

sexual, em detrimento do ciclo assexual (CLUTTERBUCK, 1974).
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2.2.3.4. Osmolaridade

O aumento de potencial osmoético obtido por 0,5M de NaCl ou de
outros estabilizadores osmoéticos, € capaz de favorecer a conidiogénese de
mutantes oligosporogénicos (CLUTTERBUCK, 1969a e MOLINA, 1993).
Segundo alguns autores, o efeito deve ser consequéncia do aumento de afinidade
entre proteinas reguladoras e 0o DNA (CLUTTERBUCK, 1970b).

No entanto, a adigdo de estabilizador osmoético favoreceu o
crescimento vegetativo € a conidiogénese em linhagens normais de Aspergillus
nidulans (GRIFFIN, 1981). Esta resposta ¢ mediada pelo aumento da quantidade
interna de glicerol, o mais importante osmorregulador para os ascomicetos
(HOCKING & NORTON, 1983 ¢ BEEVER & LARACY, 1986).

LEE & ADAMS (1995) observaram que linhagens selvagens
cultivadas em meio liquido, quando transferidas para meio de mesma composigao
mas acrescido de 0,8M de NaCl, produziram conidiéforos. Os autores sugeriram
que o aumento de osmolaridade suprimiu a necessidade de ar para indugdo a
conidiogénese. E possivel, por outro lado, que esta condigio permita um aumento

da assimilagdo do oxigénio dissolvido no meio para que ocorra a indugéo.

2.2.3.5. pH

Aspergillus nidulans ¢ capaz de viver em pH de 3,5 a 9,0. Os meios
de cultura sdo feitos com pH entre 6,0 ¢ 6,8. CLUTTERBUCK (1969a; 1970) e
CLUTTERBUCK & SPATHAS (1984), analisando a agéo de fatores ambientais
sobre a conidiogénese de um mutante para conidiogénese, relataram que o pH
abaixo de 7,0 potencializava o efeito benéfico da alta osmolaridade, enquanto

valores superiores a 7,0, apresentavam efeito contrario. MOLINA (1993)
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observou resultados semelhantes, quando obteve maior esporulagdo em presenca
de estabilizador osmotico e tampdo fosfato pH igual a 5,8 do que apenas com
estabilizador osmoético. A primeira explicagdo para este fato é que a faixa de pH
acido, como a temperatura baixa (20°C) deve ser a condigdo Otima para a
atividade de enzimas envolvidas na diferenciagdo. No entanto, ha a possibilidade
de que os pHs mais baixos induzam a expressdo de genes para desenvolvimento,
como ocorre com o da fosfatase acida (CADDICK et al., 1986; DORN, 1965a;b e
ARST, 1994).

2.2.3.6. Fatores nutricionais

As primeiras evidéncias da relagdo entre fatores nutricionais e
conidiogénese vieram indiretamente, da observagdo de que, em um meio pobre
em nitrato e com alta concentragdo de glicose, ocorria a indugéo do ciclo sexual,
em detrimento do ciclo assexual (PONTECORVO et al., 1953). KASATKINA
(1961) observou a diminuigdo da esporulagdo e a presenca de conididforos
aberrantes, em preparagdes citologicas de mutantes auxotréficos crescidos em
meios inadequadamente suplementados.

Linhagens deficientes para a sintese de arginina precisam de uma
concentragdo maior deste aminoacido para esporular do que para crescer
vegetativamente, permanecendo contudo incapazes de produzir cleistotécios
autofecundados (SERLUPI-CRESCENZI et al.,, 1983). Mutantes auxotréficos
para triptofano apresentam bloqueio do ciclo assexual e sexual, independente da
concentragdo deste requerimento no meio de cultura (BAINBRIDGE, 1974;
KAFER, 1977 ¢ YELTON et al., 1983). O mesmo ocorre com N-acetil-
glucosamina (BORGIA, 1992). Estes resultados podem ser explicados por
MARTINELLI & CLUTTERBUCK (1971), que calcularam que mais de 80%



21

dos mutantes deficientes para conidiogénese, apresentam de fato, um bloqueio no
crescimento vegetativo ou em fungdes metabolicas essenciais para “suporte”da
diferenciagéo.

Por outro lado, caréncia de fonte de nitrogénio ou de carbono ¢
capaz de induzir o desenvolvimento de conidiéforos em linhagens mantidas em
meio liquido (MORTON, 1961; SAXENA & SINHA, 1973; MARTINELLI,
1976; SKROMNE et al., 1995 e LEE & ADAMS, 1995). Este tipo de indugdo
evidenciou que alguns genes s3o importantes para o desenvolvimento
programado geneticamente, programa este que pode ser suprimido pela caréncia

de nitrogénio ou carbono.

2.2.3.7. Umidade, consisténcia e espessura do meio sélido

CLUTTERBUCK & SPATHAS (1984) observaram que o meio de
cultura, apés algum tempo de desidratagdo, favorecia a esporulagio. A primeira
vista, o fator envolvido parecia ser a umidade. No entanto, estudos posteriores,
em que as placas eram mantidas em atmosfera saturada com agua, ndo mostraram
nenhum efeito sobre a intensidade de esporulagdo (TIMBERLAKE & HAMER,
1986). Por outro lado, o crescimento do fungo em meio com diferentes
concentragdes de agar, mostraram que a maior consisténcia estd associada a
maior produgdo de esporos (SCAZZOCHIO, comunicagdo pessoal). Estes
resultados indicam que o efeito da dissecagdo das placas devem ocorrer em
fungdo do aumento da consisténcia. A espessura do meio apresenta uma relagéo
inversamente proporcional a intensidade de conidiogénese, embora menos

acentuada que o efeito da consisténcia (CLUTTERBUCK & SPATHAS, 1984).
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2.2.4. Determinacio genética da diferenciacio:

CLUTTERBUCK (1969a) e MARTINELLI & CLUTTERBUCK
(1971) foram os primeiros a descrever e estudar mutantes para o desenvolvimento
em Aspergillus nidulans.

CLUTTERBUCK (1977) prop6s uma classificagdo dos genes
importantes para a diferenciagdo do conidi6foro em 4 grupos: o primeiro inclue
os genes envolvidos no crescimento € desenvolvimento vegetativo, portanto, os
genes ditos "de suporte”; o segundo grupo, de genes "estratégicos”, abrange os
responsaveis pela decisdo de partir do ciclo vegetativo para o assexual ou sexual;
o terceiro, dos genes "taticos”, retine os genes reguladores da conidiogénese, bem
como os que codificam para todas as fungdes essenciais para a diferenciagdo de
cada tipo celular que compde o conididéforo; o quarto grupo engloba os genes
"auxiliares” cuja fungio é dar acabamento aos processos de diferenciagdo, como
pigmentos do conidiéforo e dos conidios, substdncias adicionais a serem
estocadas nos conidios € componentes de parede dos conidios maduros.

Muito poucos genes para ciclo sexual sdo conhecidos. Alguns
deles, como coloragdo de ascosporos (APIRION, 1963), alta produgdo de
cleistotécios, assim como sua deficiéncia (HOUGHTON, 1970; 1971;
ZONNEVELD, 1972; 1974 e 1977) e tubulina B, responsavel em parte, pela
mobilizagdo dos cromossomos na meiose (KIRK & MORRIS, 1991) foram
descritos € mapeados. Varios genes para diferentes fases da conidiogénese
parecem estar também envolvidos na diferenciagdo sexual, como bristle, medusa,
stuted, velvet (CLUTTERBUCK, 1974; JURGENSON & CHAMPE, 1990 e
TIMBERLAKE & CLUTTERBUCK, 1994).

Ha duas estimativas do niimero de genes para a conidiogénese em

Aspergillus nidulans. Na primeira, MARTINELLI & CLUTTERBUCK (1971)



analisaram frequéncias de mutagdo, comparando taxa de mutagdo para /oci
envolvidos na conidiogé€nese e outros /oci conhecidos. Estimaram desta forma,
entre 300 e 1000 genes, responsaveis pela diferenciacdo dos conidiéforos.
Descontando os que, embora afetando a conidiogénese sdo responsaveis também
por fungdes basicas no micélio vegetativo, que chegam a 85% deste ntimero, o
total cai para 45 a 150 genes. Na segunda, empregando hibridizagio
mRNA/cDNA e analisando separadamente micélio vegetativo, colonias em
esporulagdo e colonias com conidios maduros, TIMBERLAKE (1980) concluiu
que o micélio vegetativo contém cerca de 6000 mRNAs diferentes, o micélio em
conidiogénese, outros 1000 e os esporos maduros, em torno de 200. Esta grande
diferenga de resultados, certamente, é devida a introdugdo de erros de
amostragem, tanto em uma quanto em outra abordagem. De qualquer maneira,
estes nimeros sdo uma indicagdo da complexidade do processo de diferenciagdo

mesmo em se tratando de um organismo simples como um eucarioto inferior.

2.2.5. Analise da conidiogénese com mutantes estagio-especificos.

2.2.5.1. Mutantes de interesse e mutantes ignorados:

CLUTTERBUCK (1969a) obteve uma cole¢cdo de mutantes, por
indugdo com ultravioleta e diferentes agentes quimicos. O primeiro critério para a
sua selegdo foi o de descartar qualquer mutante que tivesse algum
comprometimento no ciclo vegetativo, para ndo incorrer no erro de considerar um
gene responsavel por algum papel na conidiogénese, quando na verdade seu
produto interfere no processo, mas na condigdo de gene de "suporte”. Este

critério eliminou cerca de 83% da colegdo inicial. O segundo critério foi separar
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para futuras andlises, os mutantes com bloqueio anterior ao inicio do
desenvolvimento do conidiéforo. Este grupo inclue os mutantes para
competéncia, os mutantes fluffy e os que optam pelo desenvolvimento sexual,
como dcl (dense cleistothecial) e supressores de ved (velvet). Esta fase do
desenvolvimento ¢ muito complexa e foi necessario um intenso trabalho para que
as partes do processo comegassem a se encaixar e oferecer alguma contribuigio
a0 processo.

A competéncia, por exemplo, envolve muitos genes € muitas vias
metabolicas. A decis@o pelo inicio da conidiogénese ndo depende apenas de uma
cascata de sinalizagdo entre genes reguladores e morfogenéticos. E necessaria a
mudanga de algumas vias metabolicas, bem como de algumas fungées, como por
exemplo, sintese de parede. De fato foram observadas modifica¢des no padrio de
tranporte de nutrientes e de taxa de crescimento micelial apés a indugdo (KURTZ
& CHAMPE, 1979 e ADAMS & TIMBERLAKE, 1990a).

Foram descritos 5 genes envolvidos na competéncia (AXELROD et
al., 1973; GEALT & AXELROD, 1974; CHAMPE et al., 1981; YAGER, 1982;
BAGGA, 1989 ¢ LEE & ADAMS, 1994). Receberam a designagdo aco (de
aconidial). Mutantes aco A, B, C foram analizados por BUTNICK e
colaboradores (1984a; b). Todos eles acumulam um grupo de compostos
fendlicos, um dos quais € uma substdncia antibacteriana chamada diorcinol.
Outras, de grande importancia, sdo hormonios chamados fatores Psi (precocious
sexual induction). Psi A estimula conidiogénese, Psi C inibe conidiogénese e
estimula ciclo sexual. O fato de serem interconversiveis in vitro leva a proposig¢do
de que ha sintese de Psi A e, com o tempo de crescimento da colOnia e converséo
deste a Psi C, a conidiogénese passa a ser inibida e ha opgéo pelo ciclo sexual. O
mutante aco D ou flu G obtido por YAGER (1982) mostrou, em estudos

posteriores que sua incapacidade para entrar em conidiogénese pode ser superada
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em condi¢des de caréncia nutricional ou pela proximidade com uma coldnia
selvagem para este gene (ADAMS et al, 1992 e LEE & ADAMS, 19%4a).

Outro grupo de mutantes que estdo inimamente relacionados com
esta fase e portanto devem ser lembrados quando sdo analisados os primeiros
estagios da conidiogénese, sdo os velvet e os fluffy. Velvet significa veludo. Esta é
a denominagdo de um fenétipo apresentado por linhagens selvagens incubadas
em auséncia de luz. Ha grande produgéo de hifas aéreas com pequeno nimero de
conidioforos (KAFER & CHEN, 1964 ¢ KAFER, 1965). Em presenga de luz,
mais especificamente, a luz vermelha, os selvagens ve+ esporulam
abundantemente e ndo apresentam o grande nimero de hifas aéreas que confere o
aspecto aveludado. A indugdo pode ser revertida por exposigdo a luz "vermelho-
distante”. Este comportamento lembra a resposta mediada por fitocromos de
plantas (MOONEY & YAGER, 1990).

A maioria das linhagens de laboratorio sdo ve4/, esporulando em
auséncia de luz. Supressores para esta mutagdo, no entanto, apresentam
sensibilidade a temperatura, ndo produzindo cleistotécios a 40°C. Outras
caracteristicas mostram uma estreita e complexa interagdo entre algumas
mutagdes aco, gene ve—, veAl e seus supressores, além de apontar para uma
relagdo entre ciclo assexual e sexual nesta fase inicial de diferenciagdo para
esporulagdo (MOONEY et al, 1990).

Os mutantes fluffy formam uma grande massa de hifas aéreas,
dando um aspecto cotonoso a colonia. Alguns apresentam alguma conidiogénese.
Descritos inicialmente por ROPER (1958), foram denominados mutantes de
crescimento micelial. ROPER (1958) concluiu que este fenotipo era resultante da
interagdo entre fatores citoplasmaticos e nucleares. KWIATOWSKI &
BOHDANOWICZ (1962) e BALL & AZEVEDO (1964), estudando outros

mutantes, demonstraram que este fendtipo era devido a um gene mapeado no
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cromossomo VII. Outros genes fluffy foram descritos por DORN ez al, 1967,
1970). Ha trés caracteristicas sobre estes mutantes que sdo muito intrigantes:
primeiro, aparecem com frequéncia como setores espontineos em linhagens
deficientes para conidiogénese (GEMS & CLUTTERBUCK, 1994); segundo,
surgem espontaneamente principalmente em culturas velhas; terceiro, uma vez
presentes, crescem demasiadamente e ndo respeitam o limite das colOnias
vizinhas, crescendo sobre elas. Este tltimo aspecto tornou-se inclusive um sério
risco para os estoques pois a repurificagdo ¢ muito dificil (DORN, 1970). Foram
descritos 8 diferentes genes, 5 dos quais foram mapeados no cromossomo VIII.
TAMAME et al. (1983) obteve 20% de indugdo de fluF por tratamento com 5-
azacitidina, uma droga inibidora de metilagdo de DNA, indicando pela primeira
vez em Aspergillus nidulans, a regulagdo de um gene por metilagdo. Esta
condi¢do foi corroborada pela detecgdo de 5-metilcitosina neste fungo
(TAMAME & SANTOS, 1989).

Outra grande contribui¢do que os mutantes flu trouxeram ao estudo
da conidiogénese foi a demonstragdo por CLUTTERBUCK (1970a) de que, ao
crescer sob celofane, que inibe o crescimento de hifas aéreas, as colonias fluffy
deixavam de ser invasivas. A consequéncia desta afirmagdo foi a conclusio de
que a classificagdo inicial destes mutantes entre os que ndo produzem mais do
que hifas vegetativas estava incorreta, uma vez que estes genes atuam apos o
estabelecimento da competéncia, ja em fase de diferenciagéo.

Recentemente, foram descritos varios genes que foram chamados
f1b (fluffy low bristle expression), que resultam em um bloqueio no passo
imediatamente anterior ao inicio da expressdo de br/4, confirinando a afirmagéo
de CLUTTERBUCK (1970a) de que o micélio aéreo abundante nestes mutantes €

formado por hifas aéreas e ndo por micélio vegetativo (ADAMS et al, 1992;
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WIESER et al., 1994; LEE & ADAMS, 1994a; 1994b ¢ WIESER & ADAMS,
1995).

2.2.5.2. Genes para o desenvolvimento do conidioéforo:

Quando CLUTTERBUCK (1969a) obteve e analisou a primeira
colegdo de mutantes para conidiogénese, apresentou os resultados classificando-

os em 4 grupos:

1) Mutantes com conidios modificados: neste grupo, ficaram os variantes
para coloragdo de conidios ja descritos (DORN, 1967). Acrescentou também dois
outros que, além da colorag@o eram afetados, de alguma maneira, na estrutura dos
conidios: wet-white (wet) e dark (drk). O primeiro apresenta conidios brancos,
aparentemente normais, mas que apresentam autolise poucos dias depois de
maduros. Os conidios dark sdo mais escuros que a coloragdo normal e, segundo
observagdes de OLIVER (1972) por microscopia eletronica, a camada mais
externa da parede do conidio, ndo envolve apenas um conidio, mas forma um

saco que engloba uma cadeia de conidios.

2) Mutantes com modificagdes de conidiéforo ou esterigmas: nesta
classe ficaram os mutantes stunted (stu) € medusa (med). stu origina conidiéforos
encurtados com conidios brotando diretamente da vesicula, sem a formagdo de
métulas e fialides. med apresenta conidi6foros de tamanho normal, mas com

cadeias de métulas e, ocasionalmente, métulas que se transformam em
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hastes de novos conidiéforos. Ambos os mutantes sdo incapazes de produzir

cleistotécios autofecundados.

3) Mutantes aconidiais: com esta designagdo foram classificados os
mutantes abacus (aba) que apresentavam conidiéforos com estruturas que
lembram abaco, em lugar das fialides e conidios. A analise ultraestrutural destes
mutantes indica que estas estruturas s@o intermediarios entre métulas e fialides
(SEWALL et al., 1990b). Os mutantes bristle (brl) foram incluidos neste grupo
porque algumas linhagens desenvolvem apenas hastes dos conidiéforos que se
alongam até 2-3mm e ndo desenvolvem vesicula, nem qualquer estrutura
subsequente na diferenciag@o do conididéforo. No entanto, muitos outros mutantes
brandos para este gene desenvolvem conididforos aberrantes, com cadeias de
esterigmas ou com métulas que se desdiferenciam e originam novos conidiéforos,
a partir da vesicula. Os conidios podem ser fornnados em maior ou menor

quantidade, de acordo com o nivel de comprometimento dos conidiéforos.

4) Mutantes para pigmentagdo dos conidiéforos: os mutantes ivory (ivo),
independente da coloragdo dos conidios, apresentavam conidiéforos sem a
pigmentagdo marrom caracteristica. Este fenotipo mostrou também uma
interessante relagdo com a mutagéo br/, uma vez que os br/ graves eram também
ivo, embora ndo fossem genes ligados (CLUTTERBUCK, 1969a; 1990).

A Figura 2 representa os conididforos aberrantes que caracterizam
alguns destes mutantes.
A andlise das aberragdes caracteristicas de cada subgrupo de

mutantes ja sugeria que o produto do gene br/ deve estar relacionado com a fase
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Figura 2. Diferentes tipos de conididéforos encontrados em mutantes para
conidiogénese. A: conidiéforo normal; B: alelo apsi6; C e G: alelo briA42; D:.
alelo abaAdl; E: alelo medA427; F: alelo stuAdl; H: alelo medA26; 1. alelo bridl
(MARTINELLI, 1979).
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da diferenciag@o da vesicula e das métulas, o produto do gene aba responde pela
transi¢do de métula para fidlide e wer deve ser gene controlador da formacdo ou
pelo menos, da maturagdo dos conidios. med parece imbricar com brl/, e stu,
curiosamente afeta o comprimento do conidiéforo, antecipando a diferenciagio
da vesicula e suprimindo a formagéo dos esterigmas (métulas e fialides).

Empregando metodologia classica, CLUTTERBUCK (1969a)
determinou que os 36 mutantes br/ sdo alelos e mapeiam no cromossomo VIII, 40
aba também estdo no mesmo locus, no cromossomo VIII, ndo ligado ao b7/, os 3
stu e os 30 med mapeiam igualmente em /oci tinicos ndo ligados, no cromossomo
I, como os 6 wet e os 3 dark, no cromossomo VII. Por outro lado os 118 ivo
foram destmbuidos em dois loci: ivo A4 no cromossomo III e ivo B, no
cromossomo VIII.

Para confirmar a ordem de agdo dos genes durante o
desenvolvimento, MARTINELLI (1979) desenvolveu um exaustivo programa de
andlise de grande parte dos mutantes obtidos por CLUTTERBUCK (1969), além
dos mutantes aps (anucleate primary sterigmata) que apresentam algumas
métulas sem nucleo e, as que recebem nucleo desenvolvem fidlide e cadeia de
conidios, originando assim conidiéforos aberrantes, CLUTTERBUCK (1974;
1977). Um outro tipo de mutantes para migragdo de nucleos foi descrito por
PIZZIRANI-KLEINER & AZEVEDO (1986 a e b). O gene bcn, mapeado no
cromossomo IV, resulta na formagdo de conidios binucleados, a partir de
conidiéforos morfologicamente normais. PASCON (1994) descreveu a
conidiogénese deste mutante, demonstrando que os conidiéforos apresentavam
um desenvolvimento aparentemente normal, mas ao microscopio, com coloragio
de nucleos, € possivel visualizar aberragdes na migragdo dos nucleos.

Partindo da observacdo de que duplos mutantes para diferentes

genes de uma via metabdlica séo capazes de dar informagdo acerca da relagdo de
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epistasia entre eles, COOTE & MANDELSTAN (1973) empregaram o mesmo
tipo de trabalho para mapear a agdo de genes envolvidos na formagdo do esporo
de Bacillus subtilis. Esta foi a estratégia de MARTINELLI (1979), ao analisar
duplos mutantes entre os diferentes genes para a conidiogénese de Aspergillus
nidulans, com diversas combinag¢des de alelos. Os resultados indicaram que a
ordem de expressdo dos genes € brl-aps-aba-wet. stu e med, no entanto,
mostraram expressdo concomitante com br/, com relagdes de interpretagdo mais
complexa. MARTINELLI concluiu que brl, aba e wet sdo responsaveis pela
morfogénese do conidiéforo, ja que a auséncia de qualquer um leva a auséncia de
conidios. Os genes stu e med participam de uma outra via que imbrica com a
principal no momento da expressio de br/, influenciando na estrutura do

conidioforo.

2.3. O gene bristle

2.3.1. Mutantes bristle

Entre os 36 mutantes bristle, muitos apresentavam fendtipos
intermediarios entre o bristle grave e o normal, como representa a Figura 3,
podendo ser colocados em uma série de acordo com o comprimento do
conidioforo, formando um gradiente entre o fendtipo bristle nulo ou silencioso e
o selvagem (CLUTTERBUCK, 1969a; CLUTTERBUCK et al., 1992). Uma
explicagdo para este fato é a de que esta série de alelos corresponde a um

gradiente na expressdo da proteina Brl. Esta hipdtese foi corroborada pela analise
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Figura 3. Diferentes aberra¢des de conididforos encontrados em mutantes para o

gene brlA em Aspergillus nidulans. A: conididforo de linhagem selvagem; B:
mutante bristle grave, com auséncia de expressdo de bri4; C, D e E: mutantes br/

intermediarios (brandos) (MILLER, 1990).
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de mutantes bristle sensiveis a temperatura e a osmolaridade. Em diferentes graus
de permissividade, os mutantes assumiam diferentes graus de comprometimento
do conidiéforo. A auséncia de br/ levava ao desenvolvimento de hastes que se
alongavam até 10 vezes o comprimento normal de um conidi6foro, sem contudo
apresentar vesicula ou qualquer outra estrutura subsequente. Um pouco de
expressdo de br/ ja permitia alguma diferenciagdo, com vesicula rudimentar e
ramificagOes. Mais atividade de br/ resultava em conidiéforos com cadeias de
métulas e conidiéforos secundarios originados a partir de uma métula. A
pigmentagdo do conidiéforo pela indugdo dos genes ivo 4 e B também
acompanhava esta série, com auséncia nos fenétipos graves e pigmentagédo

normal nas formas mais brandas (CLUTTERBUCK & TIMBERLAKE, 1992).

2.3.2. A proteina Brl

Estudos empregando metodologia molecular mostraram que a
epistasia de brl sobre aba e deste sobre wet deve-se a supressdo da transcrigdo
dos genes subsequentes, em caso de falta do produto do gene epistatico. Estes
resultados sugeriam que as proteinas Brl, Aba e Wet sdo reguladores positivos de
transcri¢do (MIRABITO et al., 1989; BOYLAN etal., 1987).

O sequenciamento do gene briA permitiu a previsdo da estrutura da
proteina codificada por tal sequéncia. Esta proteina de 432 aminoéacidos, rica em
prolina (10%) e serina (13%), apresenta 2 zinc fingers, estruturas caracteristicas
de proteinas que se ligam ao DNA (MILLER et al., 1985; JOHNSTONE et al.,
1985; ADAMS et al., 1988 e MITCHELL & TIJIAN, 1989). O comprometimento
de qualquer um desses zinc fingers por mutagdo sitio-dirigida convertendo

cisteinas a serinas, resultaram em completa perda de atividade de Brl (ADAMS et
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al., 1990). Dependendo da mutagdo nesta regido, no entanto, alguma atividade de
Brl foi preservada, como ocorreu com os mutantes briA3] e briA42 e a maioria
dos mutantes brandos, cujo dano foi mapeado nesta regido (CLUTTERBUCK,
1992 e TIMBERLAKE & CLUTTERBUCK, 1994).

2.3.3. Papel da proteina Brl

Para observar os efeitos da expressdo da proteina Brl e sua relagdo
com o produto dos genes aba e wet, ADAMS e colaboradores (1988) construiram
um plasmidio contendo a parte estrutural do gene brl4 sob o controle do
promotor (p) do gene alcA (alcool desidrogenase). Este promotor é induzido por
treonina e reprimido por glicose (LOCKINGTON et al, 1985). Assim, a linhagem
transformada com esta construgdo pode ser induzida a expressar Brl pela
transferéncia do meio de glicose para o meio contendo treonina. O tempo
escolhido para a indugdo foi de 12 horas apés a germinagdo. Nesta fase, o fungo
esta crescendo vegetativamente, pois ndo se completou ainda, o estabelecimento
da competéncia e ndo ha expressdo de Brl endoégena. Duas horas apds a indugéo,
iniciaram-se muitas alteragGes citologicas que resultaram na dilatagdo das pontas
das hifas, como se fossem vesiculas, de onde brotaram conidios viaveis,
diretamente, sem a formag¢do de métulas ou fialides. Este resultado coloca br/
como o gene responsavel por deflagrar a cascata de eventos que constitue a
conidiogénese. Ja se sabia que as proteinas Aba e Wet s6 se expressam apos o
aparecimento de Brl. Isto justifica porque mutantes brist/e ndo apresentam
transcricdo de aba e wet. ADAMS et al (1988) observou que mRNAs destes
genes comegavam a se acumular 3 horas apds o transporte do micélio para meio

liquido contendo treonina. Ao transformar com a construgido alcA(p)::brlA uma
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linhagem portadora do alelo abadl4 que ¢ sensivel a temperatura e induzir a
expressdo de Brl em temperatura restritiva para aba, ndo houve a produgdo de
conidios, mas de estruturas tipicas de mutantes aba, a partir das dilatagdes das
hifas vegetativas. Quando a linhagem transformada era defectiva para o gene wez,
os conidios foram formados mas germinavam ainda ligados a hifa e sofriam
dilatagdo na extremidade, originando novo conidio (ADAMS et al, 1988). Estes
resultados mostram claramente que Brl € necessario e suficiente para dirigir a
diferenciagdo que vai resultar na producgdo dos conidios. No entanto, os produtos
dos genes aba e wet sdo indispensaveis para a formagdo de conidios viaveis, com

ou sem desenvolvimento de um conidiéforo (ADAMS et al, 1988 e 1990).

2.3.4. Sequéncias responsivas a Brl

Todos os resultados apontavam para uma mesma diregdo - a
proteina Brl deve ser um regulador positivo de transcrigdo. Para confirmar
definitivamente esta hipdtese, era necessario determinar a sequéncia consenso no
DNA que corresponde ao sitio de ligagdo da proteina Brl ao promotor dos genes
regulados por ela - as BREs (elementos responsivos a Brl). CHANG &
TIMBERLAKE (1992), empregando uma estratégia analoga a de SCHENA &
YAMAMOTO (1988) para detectar as sequéncias responsivas a glucocorticoides,
encontraram de fato, as BREs. Para contomar os problemas técnicos da
expressdo em Escherichia coli e A. nidulans, trabalharam com Saccharomyces
cerevisiae, como sistema de expressdo de Brl. Como esta expressdo ndo causava
nenhuma alteragdo na levedura, acrescentaram a um plasmidio URA3, 2um, a
parte estrutural do gene /acZ de E.coli sob o controle do promotor CYC1 sem os

elementos UAS. Um sitio de reconhecimento para miiltiplas enzimas de restri¢do
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(polilynker) foi colocado antes do promotor de levedura para permitir a clonagem
das BREs. Foi ensaiado, entdo, um fragmento de 752pb a 5'do sitio cap do gene
rod4 de A.nidulans, responsavel pela sintese de uma camada de parede do
conidio que lhe confere hidrofobicidade e € regulado por Brl (BOYLAN et al,
1987 e STRINGER et al, 1991). Este fragmento foi introduzido no plasmidio de
expressdo de Brl previamente utilizado, contendo a parte estrutural do gene br/
sob o controle do promotor e sequéncia lider do gene para galactosidase de
levedura, que € reprimido por glicose e induzido por galactose. Assim, em meio
contendo galactose havia indugdo de br/ e, se a sequéncia clonada fosse uma
BRE, haveria indugéo da expressdo de 3-galactosidase, e as colonias apareceriam
azuis em X-gal. A analise da sequéncia do gene rod e de fragmentos de DNA
gendmico que foram positivos neste teste, permitiu chegar a um consenso 5'-
CAAGGGG-3' que aparecia em multiplas copias. A remogdo destes sitios
causava a perda de resposta a Brl. Oligonucleotideos sintéticos com uma ou mais
copias em tandem, foram capazes de promover a indugdo de JacZ. Uma
contribuigdo muito importante deste trabalho foi a observagdo de que o numero
de copias desta sequéncia era proporcional ao potencial de inducibilidade do
gene pela proteina Brl. TIMBERLAKE (1980) e ZIMMERMANN et al (1980)
estimaram que Brl sozinha € capaz de induzir apenas um ter¢co dos genes
regulados por esta proteina, o que representa 300 a 400 genes. Isto significa que
os promotores da maioria dos genes induziveis por Brl, além das BREs, devem
apresentar outras sequéncias consenso especificas para outras proteinas
reguladoras, como Aba ou Med para expressdo de genes que, embora sejam
dependentes de Brl, ndo sdo responsivos em auséncia de Aba ou Med. Foram
detectadas BREs em varios genes cuja expressdo depende de Brl, inclusive o

proprio gene brl (CHANG & TIMBERLAKE, 1992).
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2.3.5. A expressio da proteina Bri

BOYLAN et al. (1987), pela analise dos RNAs extraidos em cada
fase da conidiogénese em culturas sincronizadas, descreveu o padrido temporal de
expressdo dos genes brl, aba e wet. O emprego de construgdes contendo a regido
promotora dos genes brl, aba e wet e a parte estrutural do gene lacZ de E.coli
levou a observagdo da distribuicdo espacial e temporal dessas proteinas
reguladoras. Brl era expressa em vesicula, métulas e fialides; Aba, em métulas e
fialides; e Wet, em fialides e conidios. O tempo de aparecimento da proteina
também foi caracteristico. Brl aparecia 10 horas ap6s a indugéo por exposigdo ao
ar, Aba, 15 horas e Wet, 25 horas (ADAMS & TIMBERLAKE, 1990 e
AGUIRRE, 1993).

Um aspecto muito importante na conidiogénese € a expressdo
sequencial de grupos de genes, o que caracteriza a regulagdo temporal do
processo. Para garantir este dispositivo de tempo, a proteina Brl, responsavel pela
indugdo de todos estes genes, é traduzida em pulsos, o primeiro dos quais, resulta
na diferenciacdo da vesicula e brotamento das métulas (HAN et al., 1993).
Seguindo este raciocinio, o segundo pulso deve ocorrer nas métulas ja
diferenciadas, juntamente com a proteina Aba, originando as fialides e,
finalmente, nas fialides, devem ocorrer sucessivos pulsos, um para cada conidio
que se forma a partir destas células. Embora este modelo esteja baseado na
sequéncia de indugdes ja relatadas, o unico pulso identificado experimentalmente
foi o primeiro. Ja foi descrito um gradiente de mRNA de bri4 ao longo da haste,
que sdo traduzidos apenas na vesicula (BOYLAN et al., 1987; MILLER et al.,
1992 ¢ ANDRIANOPOULOS & TIMBERLAKE, 1994). Os demais pulsos

ocorrem por indugdo das proteinas Brl e Aba, gerando um circulo de indugées e
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auto-indug¢des que resultam em um aumento inicial do nivel de Brl em relagdo ao
nivel que ocorria na vesicula e a manutengdo desta concentragdo enquanto houver
formagdo de conidios (BUSBY et al., 1996).

O controle da diferenciagdo do conidiéforo, no entanto, nio
depende somente da expressio coordenada destes trés genes. A distribuigdo
espacial ndo ¢ apenas fun¢do da fase em que um gene ¢ induzido. MILLER et al.
(1991 e 1992) demonstraram, por exemplo, que o produto do gene stu ¢é
necessario para a adequada localizagdo da proteina Aba. Empregando uma
construgdo com a parte reguladora de aba e a estrutural do gene lacZ,
transformaram uma linhagem mutante para stu. A expressio de [-galactosidase
ndo se restringiu aos esterigmas, como se esperaria de Aba, mas estava disperso
por todo o conidioforo, até a célula-pé. AGUIRRE (1993) também chegou a
mesma conclusdo com relagdo ao papel de Stu na distribuigdo espacial mas néo

temporal de Brl.

2.3.6. A transcrigdo de br/

Os trabalhos iniciais de clonagem do gene br/ sugeriam que ele era
transcrito em duas formas altermativas (BOYLAN et al., 1987). No entanto,
estudos posteriores ndo confirmaram este fato e o gene foi apresentado com um
unico sitio de inicio de transcrigdo, uma ORF (open reading frame) e auséncia de
itrons (ADAMS et al, 1988). PRADE & TIMBERLAKE (1993), ao selecionar
clones de cDNA do gene b7/, encontraram dois tipos de mRNAs: um de 2,1 kb,
que foi chamado o, e um menos abundante, de 2,5 kb, o . Eles sdo resultantes
de dois inicios de transcrigdo no gene e apresentam uma sobreposi¢do na regido

estrutural, como mostra a Figura 4. O transcrito o inicia a +1 e +8, com o
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primeiro ATG a +349, iniciando um quadro de leitura de 432 codons. O
transcrito 3 inicia a -857, -851 e -848 e contém um intron de -99 a +292. O
primeiro ATG ocorre a -790 e inicia uma ORF de 41 codons, designado nORF, e
um segundo ATG a -112 seguido por uma ORF de 22 codons seguidos pelos
mesmos 432 codons do transcrito a. Portanto, a proteina Brl codificada por
contém 23 aminoacidos adicionais na extremidade N, em relagdo a proteina
resultante da traducdo de o. Empregando recombinagdo homologa, fizeram
remogdo do inicio de transcrigdo , ora de «, ora de B, ora de ambos e analisaram
as aberragdes na conidiogénese destes mutantes artificialmente obtidos. Os que
expressavam apenas ., apresentavam conididforos secundarios; os que tinham
apenas 3, mostravam cadeias de métulas e os mutantes que perderam ambos os
transcritos, apresentavam o fenotipo bristle grave ou nulo tipico, apenas com
longas hastes indiferenciadas. Esta diferenga na morfogénese dos mutantes para
cada mRNA indica que ambos s30 necessarios para o correto desenvolvimento do
conidiéforo. Estes resultados sdo coerentes com o fato de a maioria dos mutantes
intermediarios de CLUTTERBUCK (1992), apresentarem o dano na regido que
corresponde aos zinc- fingers na proteilla, interferindo na sua atividade de ligagdo
ao DNA. Eles desenvolviam tanto conididéforos secundarios, quanto cadeias de
métulas, o que pode ser explicado pela mutagdo envolvendo ambos os transcritos.

PRADE & TIMBERLAKE (1993) mostraram também que o

transcrito § € o primeiro a aparecer e deve ser o responsavel pela diferenciagéo
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Figura 4. Estrutura do gene bri4 de Aspergillus nidulans e seus transcritos.

A barra representa a parte estrutural dos transcritos. A parte em negrito,
representa a regido adicional que serd traduzida a partir de B; a parte achuriada
indica a regido que, na proteina, apresenta os zinc-fingers (PRADE &

TIMBERLAKE, 1993).
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da vesicula e das métulas e o o deve ser expresso em métulas e dirigir a transi¢ao
métula-fidlide e em fidlides, para a produgdo dos conidios. Como ambas as
proteinas sdo iguais, com excessdo de 23 residuos na regido N-terminal, o que
distingue os dois transcritos ndo deve ser a fungdo da proteina, mas a regulagdo
temporal de sua expressdo. De fato, mutantes o+~ transformados com multiplas
copias de o+, e a-B+ com super produgdo de B+ foram capazes de desenvolver
conidiéforos normais.

Em vista deste novo cenario, HAN et al (1993) estudaram a
expressdo destes transcritos e de seus produtos em linhagens transformadas com
diferentes plasmidios. Estes plasmidios continham, cada um, o ATG de um ORF
(1, o ou B) fusionado com a regido estrutural do gene /acZ de E.coli. As
linhagens transformadas foram de dois tipos: br/+ e brl-. Nos transformantes
bri+, brlaATG::lacZ, a atividade de B-galactosidase comegou a aparecer entre 2
e 4 horas apds a indugdo, chegando ao nivel maximo de 180 unidades com 12
horas poés-indugdo. Ja nos transformantes br/+, briBATG::lacZ, a atividade
chegou ao maximo de 40 unidades com 6 horas p6s-indugéo. Estes resultados sdo
compativeis com os ensaios de Northern blot (BOYLAN et al, 1987 e PRADE &
TIMBERLAKE, 1993). Confirnam também a especificidade temporal do
aparecimento de a e 3.

Quando as linhagens transformadas eram br/-, a expressdo de B-
galactosidase de fusdo com o era menor que na linhagem br/+, enquanto a
proteina de fusdo com B ndo sofreu influéncia da presenga ou auséncia de Brl
endogena. Este fato demonstrou que a auto-indugdo de br/ ja observada por
outros autores, ocorre a nivel de transcrito o. Portanto, a transcrigdo de a €
regulada pela propria proteina Brl. Além deste ciclo de “retro-indugdo”, a

transcri¢do de briAa € regulada negativamente pela proteina Stu, positivamente
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pela proteina Aba, de forma direta e pelo produto do gene Med, de forma
indireta, como sera apresentado em detalhes, no proximo item (AGUIRRE, 1993;
ADRIANOPOULOS & TIMBERLAKE, 1994 e BUSBY et al., 1996)

Até 1994, pensava-se que a transcricdo de 3 fosse constitutiva e
tivesse inicio ainda na fase vegetativa. As quantidades de transcrito nesta fase sdo
tdo pequenas que ndo podem ser visualizadas por northern blot. No entanto, por
PCR, PRADE & TIMBERLAKE (1993) foram capazes de demonstrar sua
presencga nestas condigdes. WIESER et al (1994) obtiveram varios mutantes com
hifas aéreas indiferenciadas, devidos a diferentes genes fluffy e com baixa
expressdo de Brl. Empregando estes mutantes, demonstraram que o transcrito {3 é
induzido a nivel de transcri¢do por estes genes, em resposta a diferentes fatores

ambientais.

2.3.7. A regulaciao de bri

Com o acimulo de informagdes, € possivel tragar hoje, um modelo
para a diferenciacdo do conidi6foro, desde a diferenciagdo da célula-pé até a
maturagdo dos conidios, embora existam ainda muitos pontos obscuros. No
entanto, o estado atual de compreensdo destes mecanismos encoraja o0s
pesquisadores a enveredar pelo terreno ainda misterioso que vai da competéncia
at¢ a indugdo. Neste sentido, muitos mutantes guardados ou descartados
comegaram a ser alvo de grande investimento. Foi assim que os mutantes fluffy
passaram a trazer importantes contribuigdes.

YAGER (1982) obteve uma linhagem sensivel a temperatura, de
fendtipo flu, que recebeu o nome de acoD. O desenvolvimento estava bloqueado

logo ap6s o estabelecimento da competéncia, de maneira que ndo ocorria a
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formagdo de conidi6foros, apenas de grande massa de hifas aéreas. ADAMS et
al. (1992) estudaram esta linhagem e mostraram que acoD ou fluG era essencial
para a expressdo de brl. Este requerimento podia, no entanto, ser contornado em
parte, por limitagdo nutricional. Em meio minimo, a colonia apresentava a
metade do didmetro de uma linhagem selvagem e produzia muito poucos
conidi6foros tardiamente, cerca de 24 horas apds a indugdo. Nesta linhagem,
crescida em meio completo, ndo havia expressdo de br/, indicando que, em
condigdes nutricionais normais, o produto do gene fluG deveria induzir br/ para o
inicio do programa de diferenciagdo dos conidiéforos. Em condi¢des de caréncia
nutricional, outros fatores deveriam desencadear o processo. fluG codifica para
uma proteina que € secretada para o meio de cultura, levando uma colonia
mutante para este gene, a produzir conidiéforos quando crescida proximo a uma
colonia selvagem (ADAMS et al., 1992 e LEE & ADAMS, 1994a).

LEE & ADAMS (1994b) analisaram um dos mutantes flu com
baixa expressdo de Brl obtidos por WIESER et al. (1994). Foram chamados fIb
(fluffy low bristle expression). Este mutante, fIbA, além de ndo produzir
conidioforos, crescia mal e apresentava lise das hifas, na parte mais velha da
colonia, a partir de dois dias. Este foi o primeiro gene descrito com influéncia
tanto na fase vegetativa, quanto na conidiogénese, embora tenha sido descrita
uma senescéncia precoce das hifas em linhagens mutantes para o gene stu
(TIMBERLAKE, 1990). O gene foi clonado e sequenciado. Uma copia do gene
f1bA selvagem sob o controle de um promotor induzivel, quando induzido em
uma linhagem br/+, ainda na fase vegetativa, foi capaz de provocar a expressdo
da proteina Brl e as mesmas modifica¢cdes de pontas de hifas observadas por
ADAMS et al. (1988) com consequente produgdo de conidios. Este fato veio
confirmar o papel de FIbA como uma das proteinas que induzem a transcrigdo do

gene briA. A proteina FIbA é homologa a SST2 de S.cerevisiae cuja fungédo é
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regular a atividade da via de transdugdo de sinal mediada por proteina G, que
controla a resposta sexual na levedura (DIETZEL & KURJAN, 1987). Esta
similaridade levou a proposi¢do de que FIbA poderia ser a responsavel pela
resposta ao sinal do produto do gene fluG para a conidiogénese (LEE &
ADAMS, 1994a e 1994b). LEE & ADAMS (1995) demonstraram que estes dois
genes sdo interdependentes para a indugdo da conidiogénese e que a indugdo de
brl que promovem € especifica para o transcrito3 (LEE & ADAMS, 1995).

Outros 4 genes deste grupo, fIbB, fIbC, flbD e fIbE sdo
independentemente requeridos para a indugdo de bri4 (WIESER et al, 1994). Os
mutantes para qualquer um destes genes apresentam um atraso de pelo menos 24
horas na formagéo dos conidiéforos, levando a um aspecto fluffy da colonia com
conidi6foros apenas no centro, a uma distdncia de 12 a 15mm do bordo de
crescimento vegetativo. Uma linhagem selvagem para estes genes, produz
conidiéforos até 1 a 2mm do bordo. Empregando construgdes com cada um
destes genes, sob o controle de um promotor induzivel, WIESER & ADAMS
(1995), obtiveram a superexpressdo de cada produto génico em presenga ou
auséncia dos outros. O que se pretendia observar era o aparecimento ou nio de
conidi6foros e conidios em cultura submersa. Os resultados indicaram que fIbA4 é
epistatico sobre os outros;que fIbE, D e B estdo envolvidos em uma mesma via de
indugdo de brlA; e que fIbC nido participa desta via, mas induz brl4, como os
demais.

O produto do gene fIbD é homoélogo ao dominio de ligagdo ao
DNA, do protooncogene myb. Como a concentragdo de FI/bD ndo ¢ alterada
durante o desenvolvimento, deve haver um controle pés-tradugdo da atividade
desta proteina, como ocorre com Myb que, em diferentes estados redox,
apresenta modificagdes de conformagdo que alteram sua capacidade de se ligar

ao DNA (GUEHMANN et al, 1992 ¢ MYRSET et al., 1993). E possivel,



portanto, que este conjunto de genes seja responsavel por uma via de indugdo da
conidiogénese em resposta a exposi¢do ao oxigénio (WIESER & ADAMS,
1995).

Sob o controle de todos estes genes, o transcrito  do gene briA
comeca a ser sintetizado ainda na fase vegetativa, provavelmente durante a
diferenciagdo da célula-pé. No entanto, estes mRNAs sdo acumulados formando
um gradiente ao longo da haste do conidiéforo, sem ser traduaidos. A tradugio
ocorre num pulso que leva a diferenciagdo da vesicula e brotamento das métulas
(HAN et al., 1993). A presencga do uORF sugere um controle a nivel de tradugéo,
possibilitando a formagdo deste gradiente. As evidéncias do papel deste
fragmento no controle da tradugdo do transcrito B foram confirmadas com o
emprego de transformantes bri+, briBATG::lacZ em que o ATG do pORF foi
alterado para ATC por mutagéo sitio-dirigida. Neste caso, houve o aparecimento
de atividade da enama antes da indugdo da conidiogénese. Mutagdes que levam a
alteragdo no quadro de leitura ndo resultaram no comprometimento da regulagio
(HAN et al., 1993). E provavel, portanto, que o mecanismo de controle da
traducdo ndo necessite da produgdo de um peptidio, mas apenas do inicio da
tradugdo do AUG deste fragmento. A presenga deste tipo de controle deve ser
mais comum do que se pensa, em Aspergillus, segundo MILLER et al. (1992)
que relatou um pequeno PORF no gene stu, que € transcrito antes da
competéncia, mas parece ser traduzido apenas apdés a indugdo. Na levedura
S.cerevisiae, o gene GCN4 cujo produto € um ativador de transcrigdo para
controle geral da sintese de aminoacidos, € regulado a nivel de traducédo, gragas a
um pequeno HORF no inicio do mRNA (HINNEBUSCH, 1984 ¢ MUELLER &
HINNEBUSCH, 1986).
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O primeiro pulso de tradugdo da proteina Brl, induz um grupo de
genes, entre os quais, o gene abad e o proprio bri4 (transcrito o) (HAN et al.,
1993). A transcrigdo de br/a € reprimida por Stu e Med e induzida por Brl e Aba.
Além das evidéncias experimentais, foram encontradas no intron do gene b7/,
onde se encontra o promotor de bri/c, sequéncias consenso responsivas a Brl
(Figura 4 ) (CHANG & TIMBERLAKE, 1992), a Aba (ANDRIANOPOULOS &
TIMBERLAKE, 1994) e a Stu (BUSBY et al., 1996).

A tradugdo do segundo pulso de Brl, ocorre nas métulas ja
diferenciadas e provoca o brotamento das fidlides e a indugdo de outro grupo de
genes, entre os quais, novamente brid, abad e wetA. Com a expressdo destas
proteinas, um novo conjunto de genes ¢ induzido e comecam a se formar os
conidios, um a um, e a entrar em processo de maturagdo, com a expressdo de
alguns genes nos proprios conidios, como wet4, e outros nas fialides, com
deposi¢do dos seus produtos sobre a parede dos conidios, como é o caso das
enzimas para a sintese dos pigmentos (genes wA e yA4) e hidrofobinas (gene rodA)
(CLUTTERBUCK, 1972; OLIVER, 1972; LAW & TIMBERLAKE, 1980;
SEWALL et al., 1980a e O'HARA & TIMBERLAKE, 1989). Quando o conidio
estd na quarta ou quinta posi¢do na cadeia, a partir da fialide, ele ja esta maduro
(MILLER, 1990)

E importante ressaltar ainda que este controle temporal nio
significa que ndo haja indugéo de br/a precocemente. PRADE & TIMBERLAKE
(1993) obtiveram mutantes que, embora nio apresentassem qualquer expressao
de transcritos f3, tinham um desenvolvimento aberrante, no entanto, eram capazes
de diferenciar vesicula e primordios de métulas que desdiferenciavam para novas

hastes, o que ndo acontece quando falta o e 3. Ensaios de Northern blot nédo
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foram sensiveis para detectar transcritos br/ct nestas condigdes, mas por PCR foi
possivel reconhecer sua presenga.

BUSBY et al. (1996) descreveram a repressdo da transcrigdo
precoce de transcrito o pelos produtos dos genes med (medusa) e stu (stunted).
Seus resultados indicaram também que, apos a indugdo de br/a, Med passa a
reprimir a transcrigdo de b7/P, pois mutantes medusa apresentam tardiamente,
niveis aumentados deste transcrito.

A complexa regulagdo espacial-temporal de br/ ainda ndo estd
totalmente esclarecida. Além do controle da transcri¢do e tradugdo de br/p e da
transcrigdo de br/a, LEE & ADAMS (1995) encontraram evidéncias de regulagdo
a nivel de processamento de br/B. Empregando a regido do gene br/
correspondente ao transcrito 3 sem intron para transformar linhagens deficientes
para brl, obtiveram uma antecipagdo da conidiogénese, quando promoveram a
inducdo de br/ com a superexpressdo de fluGG e flbA, o que ndo ocorria quando a

transformagéo era feita com o gene inteiro.

2.3.8. A degradacgao de Brl

As analises da presenga de Brl durante as diversas etapas da
diferenciagdo dos conidiéforos ndo permitem assegurar detalhes sobre a relagédo
entre sintese e degradagdo da proteina. O que parece claro é que Brl deve estar
presente cada vez que um novo grupo de genes é induado (BOYLAN, et al, 1987
e MIRABITO et al, 1989).

No entanto, a expressdo de Brl nos conidios colocaria em risco a

germinagdo e o inicio da fase vegetativa, pois sua presenga induz a diferenciagédo
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de conidi6foros aberrantes nas pontas de hifas (ADAMS et al, 1988). Por este
motivo, deve haver uma intensa degradagdo da proteina Brl nos conidio recém-
formados, pois todas as analises concluiram que ndo ocorre a presenga de

transcritos de b7/, nem do seu produto nestas estruturas.

2.3.9. Relacio de Brl com outras proteinas

A expressdo temporal e espacialmente coordenada de grupos de
genes durante o desenvolvimento do ciclo assexual de Aspergillus nidulans nao
se deve apenas aos pulsos de tradugdo da proteina Brl. Muitas evidéncias
apontam para a coopera¢do de outras proteinas, na indugdo destes genes. Um
caso bem estudado ¢ o do gene medusa. Mutantes para este gene apresentam
fenotipos semelhantes aos deficientes intermediarios para o gene brl. Apenas o
fenotipo ja indica alguma relagdo entre os produtos destes dois genes. Um dos
genes controlados por Brl € o ivoA, responsavel em parte pela coloragdo dos
conidioforos (CLUTTERBUCK, 1990). A falta de indugdo deste gene ¢é
responsavel pela falta de coloragdo dos mutantes bristle graves e dos mutantes
medusa. Desta forma, parece que ambas as proteinas se associam na indugio de
alguns genes. Esta hipétese foi corroborada pelo trabalho de BUSBY et al
(1996), que transformaram uma linhagem deficiente para med com um plasmidio
contendo uma ou mais cépias do gene br/. A superexpressdo de Brl suprimiu o
fenotipo medusa. A interagdo das proteinas Brl e Med ocorrem desde a fase de
vesicula, onde o transcrito 3 do gene br/ € traduzido, pois os mutantes med
mostram conidiéforos secundarios, o que foi relacionado com deficiéncia de Brl

nesta fase (PRADE & TIMBERLAKE, 1993).
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Foram descritos dois novos genes que receberam a denominagéo
sthenyo (sth) que, na mitologia grega, era um dos irmdos da Medusa. Isto se
dever ao fato de terem sido encontrados em mutantes medusa, onde causam um
agravamento do fendtipo destas linhagens. Curiosamente, sozinhos, em uma
linhagem selvagem para med e brl, sdo assintomaticos. Em mutantes bristle
também causam agravamento das aberragdes de conidioforos. Estes resultados
levaram GEMS & CLUTTERBUCK (1994) a propor que brl, med, sthA e sthB
formam uma série poligénica com fungdes distintas, mas parcialmente
interrelacionadas.

Outro fato bem estudado € a necessidade da expressdo conjunta de
Brl e Aba para a indugdo de certos genes e Brl, Aba e Wet para a expressdo de
outros, colocando claramente, a possibilidade de associagdo destas proteinas em
conjunto, as regides promotoras (TIMBERLAKE & CLUTTERBUCK, 1994).
Como )4 foi mencionado, a proteina Brl sozinha é responsavel pela indugdo de
apenas um terco dos genes, o que indica que na maior parte das vezes, ou seja,
dois tergos dos genes, a inducdo de Brl depende de associagdo com outras

proteinas (TIMBERLAKE, 1980 e ZIMMERMANN et al, 1980).

2.3.9. Relagio de Brl com o ciclo sexual

Varios genes estdo envolvidos, tanto na conidiogénese, quanto na
ascosporogénese, indicando que a opg¢do por um ou outro ciclo pode ser
explicado pelo balango entre o conjunto de estimulos para cada um em um dado
momento da vida da colénia. Os fatores Psi, por exemplo, que sdo
interconversiveis, no 1nicio do crescimento da colonia, induzem o ciclo sexual e

reprimem o sexual e mais tarde, fazem o inverso (CHAMPE & EL-ZAYAT,
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1989). Os mutantes vel/vet apresentam bloqueios nas duas vias e seus supressores
corrigem ambos os bloqueios concomitantemente (MOONEY et al, 1990).

Os genes stu e med, que interagem com br/ na conidiogénese, sdo
imprescindiveis para a formagdo de ascosporos e cleistotécios, ja que mutantes
stunted e medusa sdo autoestéreis (CLUTTERBUCK, 1969a).

JURGENSON & CHAMPE (1990) obtiveram resultados indicando
que brl4 é envolvido na regulagdo da expressdo de genes durante a reproducio
sexual. Um gene Spo28 € expresso em conidios e ascosporos. Em mutantes
deficientes para br/, este transcrito ndo € encontrado em conidios, como se
poderia supor, uma vez que Brl estd envolvida na indugdo de muitos genes
expressos em conidios. No entanto, este transcrito também estd ausente nos
ascosporos, mostrando que Brl deve ser responsavel pela indugdo de pelo menos

este gene durante a ascosporogénese.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Linhagens:

A linhagem em estudo ¢ a CLB3, obtida pela autora, por tratamento
da linhagem biA1 methG1 de Aspergillus nidulans com luz ultravioleta

A linhagem CLY14 fo1 obtida pela autora, como um segregante
meiodtico do cruzamento de CLB3 e AJC.51, portador do alelo bri/4 de CLB3 e
crescimento vegetativo normal.

A linhagem bidAl methG1, analisada como controle de crescimento
vegetativo e conidiogénese, e MSE (Master Strain E) utilizada para mapeamento
genético, sdo originarias de Glasgow e foram obtidas a partir da colegdo do
Departamento de Genética da Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz".

As linhagens niaD, empregada no mapeamento fino do gene bri,
bri442, utilizada no teste de alelismo e AJC9.51, AJC9.52 e AJC9.53, que
possibilitaram o mapeamento intragénico de br/ foram gentilmente cedidas pelo
Dr. A. John Clutterbuck, da Universidade de Glasgow.

De acordo com a nomenclatura sugerida por CLUTTERBUCK
(1969¢c), a descrigdo das linhagens € a seguinte (entre paréntesis, a autora

acrescentou o grupo de ligagdo onde se encontra o gene mencionado):
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CLB3: conidios verdes esparsos; crescimento vegetativo menor que o normal;
grande melanizagdo do micélio vegetativo;
biA1 (I) requisito para biotina
methG1 (IV) requisito para metionina;
suB methG1 (cys C) (V) supressor de methG 1,
briA (VIII) bristle brando.

biA1 methG1: conidios verdes; crescimento e esporulagéo normais;
biA1 (I) requisito para biotina;

methG1 (IV) requisito para metionina.

MSE (Master Strain E): conidios brancos; crescimento e esporulagdo normais;
suAl adE20 (1) supressor de adE20;
yA2 (I) conidios amarelos;
adE20 (1) requisito para adenina;
wA3 (II) conidios brancos;
galAl (III) incapacidade de utilizagdo de galactose como fonte de
carbono;
pyroA4 (IV) requisito para piridoxina,
facA303 (V) incapacidade de utilizagdo de acetato como fonte de
carbono;
sB3 (V1) requisito para tiossulfato;
nicB8 (VII) requisito para acido nicotinico;

riboB2 (VIII) requisito para riboflavina.

niaD: conidios amarelos, crescimento e esporulag@o normais;

yA2 (I) conidios amarelos;
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pyroA4 (IV) requisito para piridoxina;

niaD (VIII) incapacidade de utilizagdo de nitrito como fonte de nitrogénio.

briA42: auséncia de conidios a 37° C, crescimento vegetativo normal;
pabaA 1 (1) requisito para acido p-aminobenzodico;
bri442 (VIII) bristle brando.

AJC9.51: auséncia de conidios e crescimento vegetativo normal;
yA2 (I) conidios amarelos;
pabaAl (1) requisito para acido p-aminobenzoico;
argB2 (1II) requisito para arginina;
pyroA4 (IV) requisito para piridoxina,
niiA4 (VIII) incapacidade de utilizag&o de nitrato e nitrito;

cnxA5 (VIII) incapacidade de utilizagdo de nitrato e hipoxantina;
briA9 (VIII) bristle grave.

AJC9.52: auséncia de conidios e crescimento vegetativo normal;
VA2 (I) conidios amarelos;
argB2 (1II) requisito para arginina;
pyroA4 (IV) requisito para piridoxina;
niiA4 (VIII) incapacidade de utilizag&o de nitrato e nitrito;
cnxB11 (VIII) incapacidade de utilizagio de nitrato e hipoxantina;
brlA17 (VIII) bristle grave.

AJC9.53: auséncia de conidios e crescimento vegetativo normal;
yA2 (I) conidios amarelos;

biA 1 (1) requisito para biotina;
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argB2 (1II) requisito para arginina;

pyroA4 (IV) requisito para piridoxina;

niiA4 (VIII) incapacidade de utilizagdo de nitrato e nitrito;
cnxAS (VIII) incapacidade de utilizag@o de nitrato e hipoxantina;
ivoB63 (VIII) auséncia de pigmentagdo dos conididforos;
briA39 (VIII) bristle grave.

CLY14: conidios amarelos, crescimento vegetativo normal
yA2 (I) conidios amarelos
pyroA4 (IV) requisito para piridoxina
cys C (V) requisito para cisteina

bri4 (VIII) alelo bristle da linhagem CLB3 com fenotipo brando

3.2. Meios de cultura e solucdes para analises genéticas:

3.2.1. Meio minimo (PONTECORVO et al., 1953) modificado (VAN DE
VATE & JANSEN, 1978)

NaNO3 6,0g
KH>PO4 1,5¢
Kcl 0,5g
MgS0O4.7H20 0,5g
FeSO4.7H70 1,0mg
ZnS04.7H50 1,0mg

CuS04.5H70 1,0mg
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Glicose 10,0g
Agar 15,0g
Agua destilada q.s.p. 1000,0ml

Apos o preparo, o pH foi ajustado para 6,5 com NaOH IN e o
meio, autoclavado a uma atmosfera de pressdo, por 15 minutos, sendo depois

mantido & temperatura ambiente.

3.2.2. Meio completo (PONTECORVO et al., 1953) modificado

Aos componentes do meio minimo, foram adicionados:

Peptona. 2,0g
Caseina hidrolisada 1,5¢g
Extrato de levedura. 2,0g
Solugdo de vitaminas 1,0ml

Apos o preparo, o pH foi ajustado para 6,5 com NaOH IN e o
meio, autoclavado a uma atmosfera de pressdo, por 15 minutos, sendo depois

mantido & temperatura ambiente.



3.2.3. Solugdo de vitaminas

Biotina. 2,0mg
Pindoxina 50,0mg
Acido p-aminobenzéico 50,0mg
Acido félico 50,0mg
Acido nicotinico 100,0mg
Acido pantoténico 200,0mg
Cloreto de colina 200,0mg
Riboflavina 100,0mg
Meso-inositol 400,0mg
Aneurina 50,0mg
Agua destilada g.s.p. 100,0ml

A agua destilada e o frasco foram previamente autoclavados a uma
atmosfera de pressdo por 20 minutos. Apds o preparo, a solugdo foi mantida em
banho-maria (100°C) por 20 minutos, acrescentados Sml de cloroférmio e

mantida a 4°C.

3.2.4. Meio minimo mais 2% de meio completo

Adicionou-se a cada 100ml de meio mimimo liquido (item 3.2.1
omitindo-se o agar), 2ml de meio completo (item 3.2.2 omitindo-se o agar).

Ap0s o preparo, o meio foi autoclavado a uma atmosfera de pressdo
por 15 minutos e distribuido (4ml) em tubos de ensaio estéreis, para uso

imediato.
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3.2.5. Meio com galactose (ROBERTS, 1959)

Meio minimo (item 3.2.1) substituindo a glicose por igual

quantidade de galactose.

O pH fo1 ajustado para 6,0 com NaOH 1IN e autoclavado a uma
atmosfera por 15 minutos, sendo depois mantido a temperatura ambiente.
Os complementos nutricionais foram acrescentados como descrito

nos itens 3.2.7 e 3.2.9.

3.2.6. Meio com acetato (APIRION, 1962)

Acetato de amoénia 12,0g
KH>PO4 43,0g
NaCl 2,0g
MgS0O4.7H50 0,5g
FeS04.7H70 1,0mg
ZnS04.7H0 1,0mg
CuS04.5H>0 1,0mg
Agar 15,0g
Agua destilada q.s.p. 1000,0ml

O pH foi ajustado para 5,1 com NaOH 1IN e autoclavado a uma
atmosfera por 15 minutos, sendo depois mantido a temperatura ambiente.

Os complementos nutricionais foram acrescentados como descrito

nos itens 3.2.7e 3.2.9.
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3.2.7. Meios seletivos para analises de segregantes de cruzamentos

A composigdo destes meios variou de acordo com as linhagens
envolvidas no cruzamento. Foram feitos a partir de meio minimo (item 3.2.1),
acrescentando-se os complementos nutricionais a partir de solugdes-estoque,
previamente esterilizadas, apds a autoclavagio do meio.

Em cada frasco de 200ml de meio, foram acrescentados 1ml de
solugdo-estoque. O frasco de meio controle (SM-meio suplementado) e os frascos
de meios para teste de fontes de carbono (galactose e acetato) receberam todos os
nutrientes.

Em cada frasco de meio seletivo para teste de uma marca
nutricional, apenas o respectivo nutriente foi omitido, acrescentando-se todos os

demais.

3.2.8. Suplementos para meios seletivos

Os suplementos para meios seletivos foram preparados
individualmente. Cada substancia foi adicionada a agua previamente esterilizada,
em condig¢des assépticas e o frasco foi aquecido em banho-maria fervente por 20
minutos. Apos o resfriamento da solugéo, foram adicionados 5ml de cloroférmio
a cada frasco de 100ml e mantido a 4°C.

A concentragdo de cada requisito na solugdo-estoque e no meio de

cultura foram as seguintes:



Solugdo-estoque

Adenina

Acido p-aminobenzéico
Acido nicotinico
Arginina

Biotina

Cisteina

Metionina
n-propargilglicina
Pindoxina

Riboflavina

Tiossulfato de sodio

3.2.9. Meios seletives para andlise mitética

Concentragao
solugdo-estoque

(mg/100ml)

500,0
5,0
10,0
1000,0
0,4
1000,0
1000,0
10,0
5,0
10,0
2000,0
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Concentragdo
final no meio
(ng/ml)

25,00
0,25
0,50

50,00
0,02

50,00

50,00
0,50
0,25
0,50

100,00

Foram feitos meios com galactose (item 3.2.5) e com acetato

(3.2.6) contendo todos os nutrientes. Foram preparados meios para teste das

seguintes marcas nutricionais, segundo o item 3.2.7: biotina, metionina,

piridoxina, tiossulfato, acido nicotinico, riboflavina. No frasco para o teste da

marca tiossulfato, além deste fo1 também omitida a metionina.

Para a detec¢do da marca suB methG1. foram feitos trés meios

seletivos:

meio sem metionina: meio minimo, acrescido de todos os requisitos,

exceto metionina;

meio com cisteina: meio sem metionina, mais cisteina;
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meio com n-propargilglicina: meio sem metionina, mais #-
propargilglicina.
Os meios para teste de fonte de carbono serdo descritos em itens

proprios.

3.2.10. Meios seletivos para analise meiética

Como a marca mapeadora foi niaD, os meios seletivos envolvendo

fonte de nitrogénio (meio com nitrato e meio com nitrito) foram acrescidos de
piridoxina, biotina e 0,25mM de metionina que sdo as marcas das duas linhagens.
Estas marcas ndo foram ensaiadas porque ndo estdo no cromossomo VIII.

3.2.11. Meio com nitrato

Meio minimo (item 3.2.1)

3.2.12. Meio com nitrito (COVE, 1976)

Meio minimo sem nitrato

0,1g de nitrito de sédio para 200ml de meio.

3.2.13. Meios seletivos para mapeamento intragénico

Como este mapeamento envolveu as marcas niid, cnxA e cnxB,

foram feitos meios seletivos para a fonte de nitrogénio: meio com nitrato

(3.2.11), meio com nitrito (3.2.12), meio com hipoxantina € meio com tartarato
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de amonia), suplementados com biotina, piridoxina, acido p-aminobenzdico,

0,25mM de metionina e 0, 25mM de arginina.

3.2.14. Meio com hipoxantina (COVE, 1976)

Meio minimo (item 3.2.1) sem nitrato

Hipoxantina na concentrag@o de 0,04g para 200ml de meio.

3.2.15. Meio com tartarato de aménia (COVE, 1976)

Meio minimo (item 3.2.1) sem nitrato

Tartarato de amdnia na proporgdo de 0,2g para 200ml de meio.

3.2.16. Meio completo com NaCl (CLUTTERBUCK, 1972)

O estabilizador osmoético escolhido for o NaCl 0,5M. Para a
confecgdo deste meio, foi feita uma solugdo estoque SM de NaCl autoclavada e
mantida a 4°C. Esta solugdo foi acrescentada ao meio completo (item 3.2.2) ja

autoclavado.
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3.2.17. Meio para producio de cleistotécios (PONTECORVO et al., 1953)

Este meio consistiu na modificagdo de apenas dois ingredientes da
formulag@o do meio minimo (item 3.2.1):
NaNO3 1,0g
glicose 20,0g

3.2.18. Meios para determinag¢do das marcas nutricionais do mutante

CLB3 (PONTECORVO et al., 1953)

Meio completo (item 3.2.2) (MC)

Meio minimo (item 3.2.1) (MM)

Meio minimo mais biotina (MM+BIO)

Meio minimo mais biotina e metionina (MM+BIO+MET)

Meio minimo mais biotina e 150 pg/ml de metionina
(MM+BIO+MET 2X)

Meio minimo mais biotina e cisteina (MM+BIO+CYS)

Meio minimo mais biotina, metionina e 1,5 pg/ml de
casaminoacidos (MM+BIO+MET+CASA)

Meio minimo mais biotina, metionina e 1lul/ml de solugdo de
vitaminas (MM+BIO+MET+VIT)

Meio minimo mais biotina, metionina e 2,5ul/ml de solugdo de
acidos nucléicos

Meio minimo mais biotina, metionina e¢ 50ug/ml de um dos
seguintes aminoacidos: arginina, alanina, asparagina, acido glutdmico,

fenilalanina, glicina, leucina, prolina, serina, tirosina, treonina e triptofano
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Meio minimo mais biotina, metionina ¢ 50ug/ml de todos os

aminoacidos citados

3.2.19. Meios para observacio da intensidade de conidiogénese

(CLUTTERBUCK, 1972)

Meio minimo (item 3.2.1) mais biotina e metionina;
Meio completo (item 3.2.2)

Meio completo com pH igual a 5,0

Meio completo com 0,5M de NaCl

Meio completo com pH igual a 5,0 e 0,5M de NaCl
Meio completo com 2% de glicose

Meio completo com 1% de agar

Meio completo com 2,5% de agar

3.2.20. Meios para haploidizagao

Para haploidizagdo dos dipléides heterozigotos foram utilizados
dois meios:
Meio completo com Benlate;

Meio completo com pFA (parafluorofenilalanina).

3.2.21. Meio completo com Benlate (HASTIE, 1970)

Meio completo (item 3.2.2)
Benlate, na concentragdo de 0,5ug do produto ativo por ml de

meio;
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3.2.22. Meio completo com pFA (LHOAS, 1961)

Meio completo (item 3.2.2)
pFA (para-fluorofenilalanina), na concentra¢do de 50pug por ml de

meio.

3.2.23. Solugio salina

NaCl 0,9¢
Agua destilada 100,0ml

3.2.24. Soluc¢io de Tween 80

Tween 80 0,1ml
Agua destilada 100,0ml

3.2.25. Solugao de Benlate (HASTIE, 1970)

Benlate (50% Benomyl) 20,0mg
Agua destilada 10,0ml

O Benlate foi dissolvido em uma gota de acetona. Apos este
procedimento, foi completado o volume com agua destilada. A solugdo foi entdo
aquecida em banho-maria fervente por 15 minutos, esfriada e filtrada em papel de

filtro esterilizado, sendo mantida a 4°C.
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3.2.26. Soluciio de pFA (LHOAS, 1961)

PFA (para-fluorofenilalanina) 1,0g
Agua destilada 100,0ml

A solugdo foi aquecida em banho-maria fervente por 15 minutos e

estocada a 4°C.

3.2.27. Solucio de acidos nucléicos

Solugdo 1:

Acido nucléico de levedura 2,0g
Solugdo 1IN de NaOH 15,0ml
Solugéo 2:

Acido nucléico de leveduras 2,0g
Solugdo IN de HCI 15,0ml

Ambas as solu¢des foram aquecidas por 20 minutos em banho-
maria fervente, apos o que, foram misturadas e o pH ajustado para 6,0. A solugio
foi entdo filtrada, utilizando funil, papel de filtro e frasco previamente
esterilizados e seu volume, completado para 40ml com agua destilada
esterilizada. A solugdo assim preparada foi conservada com 2ml de cloroférmio,

em frasco escuro, a 4°C.
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3.3. Solucdes para analises citologicas
3.3.1. Lactofenol-azul algodao (DRING, 1971)
Solugdo-estoque:

Fenol em cristais 20,0ml

Solugdo aquosa saturada de acido picrico  20,0ml

Acido latico 20,0ml
Glicerol 40,0ml
Azul algodéo 500,0mg

Solugédo corante:
Solugéo estoque 1,0ml
Agua destilada 10,0ml

O fenol foi dissolvido por aquecimento na solugdo aquosa de acido

picrico. Apos o resfriamento, foram adicionados os outros ingredientes e, no

final, o azul algoddo. Ambas as solugdes foram mantidas a temperatura ambiente.

3.3.2. Fixador para coloracio de micleos (TANAKA, 1980)

Alcool etilico absoluto 6,0ml

Acido acético glacial 2,0ml

Esta solugdo foi preparada imediatamente antes do uso e

descartada.



3.3.3. Tampao fosfato 0,2M pH=7,0

Solugdo A
NaH2PO4
agua destilada

Solugdo B
NaHPO4
agua destilada
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5,68
200,0ml

2,72¢g
100,0ml

Foram adicionadas 7 partes da solugdo A a 3 partes da solugdo B.

Apos o ajuste do pH, o tampao foi estocado a 4°C.

3.3.4. Solucio de Giemsa

Solugdo estoque:
Giemsa
Metanol

Glicerol

3,8¢
250,0ml
250,0ml

O corante foi dissolvido no metanol e em seguida, acrescentado o

glicerol. Apos o preparo, a solugdo estoque foi colocada em frasco escuro e

permaneceu em repouso por 72 horas antes de usar.

Solugdo corante:

Solugéo estoque

Tampao fosfato 0,2M pH=7,0

1,0ml
10,0ml
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A solugdo corante foi preparada imediatamente antes do uso e

descartada.

3.3.5. Fixador para microscopia eletronica de varredura

Glutaraldeido 2,0%
paraformaldeido 2,0%
CaCl2 pH=7,2 0,001M
Tampdo cacodilato 0,050M

Apos o preparo, esta solugdo foi mantida a 4°C.

3.3.6. Tampio cacodilato

Solugéo estoque 0,2M
Cacodilato de sodio 42.8¢g
Agua destilada q.s.p. 1000,0ml

O cacodilato de sodio foi dissolvido em 900,0ml de agua destilada,
o pH foi ajustado para 7,2 com IN HCl e o volume foi completado para

1000,0ml com agua destilada. Esta solugéo foi mantida a 4°C.
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3.4. Solugdes para metodologia molecular

3.4.1. Tampao de Extracio de DNA (RAEDER E BRODA, 1985)

Tris HCI pH=8,0 200mM
NaCl 250mM
EDTA 25mM
SDS (p/v) 1,0%
Agua destilada q.s.p. 5ml/g de micélio

Os ingredientes foram preparados previamente em solugdes mais
concentradas e autoclavadas por 20 minutos a 1 atmosfera de pressdo. A solugdo

foi entdo preparada em condigbes assépticas, imediatamente antes do uso e

descartada.

3.4.2. Solugiao de acetato de potassio

Acetato de potassio SM 60,0ml
Acido acético glacial 11,5ml
Agua destilada 28,5ml

A solugdo foi autoclavada por 20 minutos a 1 atmosfera de pressdo

e mantida a temperatura ambiente.
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3.4.3. Clorofane

Fenol saturado pH=7,6 com Tris.HCl 25,0ml
Cloroformio 24,0ml
Alcool isoamilico 1,0ml

Esta solugao foi estocada em frasco escuro a 4°C.

3.4.4. Clorofil

Cloroformio 24,0ml

Alcool isoamilico 1,0ml

Esta solugdo foi estocada a 4°C.

3.4.5. RNAse

RNase pancreatica (RNase A) 10,0mg/ml
Tris. HC1 pH=7,5 10,0mM
NaCl 15,0mM

Apos o preparo, a solugdo foi aquecida em banho-maria fervente

por 15 minutos para inativar DNase e estocada a -20°C.
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3.4.6. Tampao TE (SAMBROOK et al., 1985)

Tris.HCI pH=7,6 10,0mM
EDTA pH=8,0 1,0mM

Este tampdo foi preparado a partir de solugdes dos 2 componentes,
previamente autoclavadas. Apds o preparo em condigdes assépticas, foi

conservado a temperatura ambiente.

3.4.7. Enzimas de restricao

Foram utilizadas as seguintes enzimas comerciais da marcas
Pharmacia e Gibco com seus respectivos tampdes:
Hae 111
Mbo 1
Bam HI
Taq 1
Sma 1

3.4.8. Tampao de amostra para eletroforese de DNA (6X concentrado)

Azul de bromofenol 250,0mg
Xileno cianol FF 250,0mg
Ficoll 15,0g

Agua destilada 100,0ml
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Apds o preparo, o tampdo foi dividido em aliquotas de Iml e

estocado a 4°C.

3.4.9. Tampao TAE
Tris-acetato 40,0mM
EDTA 1,0mM

Este tampdo fo1 mantido a temperatura ambiente.

3.4.10. Primers

Os primers para amplificagdo do fragmento do gene brid foram
sintetizados pela Gibco, liofilizados e posteriormente ressuspendidos em agua

MilliQ. Os primers escolhidos foram os seguintes:

Upper primer 5' GGT CGG GAG ATG AAG AAATG3'
Posigdo no gene: -991
Lower primer 5' AGG AAT GAA AGA GGG CTA AT 3'
Posig@o no gene: +145
Os primers para a PCR para analise do produto de ligagdo do
fragmento no plasmidio pUC 18 e para selegdo dos clones de transformantes

foram sintetizados pela Promega e foram os seguintes:

Forward primer 5’GTT TTC CCA GTC ACG AC 3’
Reverse primer 5’CAG GAA ACA GCT ATG AC 3°
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Os primers para a reagdo de sequenciamento foram sintetizados

pela Pharmacia e foram os seguintes:

Forward primer 5° Cy5-d [ CGA CGT TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3
Reverse primer 5’ Cy5-d [ CAG GAA ACA GCT ATGAC3’

3.4.11. Plasmidio

O plasmidio utilizado como vetor para a clonagem do fragmento do

gene brlA foi pUC 18 sintetizado pela Pharmacia.

3.4.12. Reagdes de amplificacio (PCR)

3.4.12.1. Reacio de amplificacio para obtencio do fragmento do gene

briA
dNTP 0,2mM
Primer 1 200,0nM
Primer 200,0nM
DNA gendémico 200,0ng
Tampéo da enzima (10mM Tris. HCI pH=8,6;
50mMKCI; 0,001% gelatina) 1X
Taq polimerase (Gibco) 0,5U
MgCl, 0,1mM

Agua MilliQ g.s.p. 25,0pl
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3.4.12.2. Reagao de amplificacido para selecido dos clones transformantes

dNTP 0,2
Forward primer 200,0nM
Reverse primer 200,0nM
DNA (diretamente de material das colonias) 0,1ul
Tampao da enzima 1X
Taq polimerase 0,5U
Agua MilliQ q.s.p. 25,0ul

3.4.12.3. Reacio de amplificacido para sequenciamento

dNTP 0,2mM
Primer (forward ou reverse) 10,0pmoles
DNA 1,0ug
ddA 2,0ul

ddC 2,0ul

ddG 2,0ul

ddT 2,0ul
Tampao da enzima 1X

Taq polimerase 0,5U

Agua MilliQ q.s.p. 28,0ul
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3.4.13. Solugcdes para coloracio de gel de poliacrilamida com prata
(SANTOS et al., 1993 modificado)

3.4.13.1. Solugio de fixacao

Alcool absoluto 15,0ml
Acido acético 750,0ul
Agua MilliQ q.s.p. 150,0ml

Esta solugdo foi preparada imediatamente antes do uso e

descartada.

3.4.13.2. Solucio de prata

AgNO; 0,3g
Agua MilliQ g.s.p. 150,0ml

Esta solugdo foi1 preparada imediatamente antes do uso e

descartada.

3.4.13.3 Solugio de revelagio

NaOH 4,5g
Formaldeido 450,0ul
Agua MilliQ q.s.p. 150,0ml
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3.4.14. Meios de cultura para bactérias

3.4.14.1. Meio LB
Peptona 10,0g
Extrato de levedura 5,0g
Na(Cl 10,0g
Agua destilada q.s.p. 1000,0ml

O pH foi ajustado para 7,5, foram acrescentados 15g de agar e

autoclavado a 1 atmosfera por 20 minutos. Apés a autoclavagdo, foi mantido a

temperatura ambiente.

3.4.14.2. Meio SOC

MgCl,. 0,1M 1,0ml
MgSO; 1M 10,0ul
Glicose 10% 200,0ul
Meio SOB q.s.p. 10,0ml

As solugdes foram preparadas e esterilizadas por filtragdo. O meio

SOB foi autoclavado e adicionado frio as solugdes em condigdes asséticas.
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3.4.14.3. Meio SOB
Triptona 2,0%
Extrato de leveduras 0,5%
NaCl 584,0mg
Kel 186,0mg

Agua MilliQ g.s.p. 1000,0ml

Apds o preparo, o meio foi autoclavado e mantido a temperatura

ambiente.

3.4.15. Solugao de Tris-calcio

Tris.HCl pH=7,5 10mM
CaCl, 100mM

As solugdes sdo preparadas previamente, autoclavadas e mantidas a

temperatura ambiente. O preparo da solugéo ¢ feito em condigdes asséticas.

3.5. Preparacio das placas de meio sélido

O meio sélido fresco, recém-autoclavado foi vertido nas placas, na
quantidade de 20ml por placa de 100mm de didmetro. As placas com meio foram
incubadas a 37°C por 24 horas para efeito de teste de esterilidade, antes de serem
inoculadas.

Obs: Embora ap6s este procedimento, as placas possam ser estocadas a 4°C por

varios dias, tomamos o cuidado de apenas utilizar placas frescas porque a
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desidratagdo progressiva do meio de cultura interfere na esporulagdo do fungo

inoculado nesta placa (CLUTTERBUCK, 1970).

3.6. Inoculacao e incubacao

As linhagens utilizadas foram inoculadas por quatro métodos,
dependendo da finalidade. O primeiro, de semeadura, consiste em espalhar, com
o auxilio de um alga de Drigalski, 0,1ml de uma suspensdo de conidios ou de
ascosporos, sobre a superficie de meio sé6lido em placa de Petri. No segundo, por
picada, a inoculagéo foi feita em posi¢des definidas da placa, em 1 ou 4 pontos,
com o auxilio de um fio de niquel-cromo ou palito esterilizado, ou ainda 27
pontos com um replicador multifio, contendo 27 fios de niquel-cromo em um
suporte de madeira. No terceiro método, pour plate, a suspensdo de conidios foi
adicionada ao meio de cultura a 45°C, portanto, ainda liquido e, em seguida,
vertido em placas de Petri. O quarto tipo de inoculagdo, em estria, foi feito com o
auxilio de palito ou fio de niquel-cromo, sobre a superficie de meio sélido. Um
quinto tipo, para a obtengdo de colonias monospoéricas serda descrito
separadamente.

A incubagio foi feita, via de regra, a 37°C, com excessdo dos testes

de temperatura, feitos a 25°C e 42°C.
3.7. Purificacdo das linhagens
Colonias isoladas foram obtidas por estrias sobre meio completo

solido em placas de Petri, com o auxilio de um palito esterilizado ou fio de

platina.
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3.8. Técnicas de andlise de crescimento vegetativo e conidiogénese

3.8.1. Obtencio de colénias monospéricas

Foram feitas suspensdes de conidios da linhagem em estudo
(CLB3) e da controle (biAl meth(G1) e inoculadas por semeadura sobre um
pedago de membrana de didlise que cobria totalmente a superficie do meio sélido
na placa de Petri. A composi¢do do meio foi a mesma do meio de analise para o
qual a colonia monosporica foi transplantada. Estas placas foram incubadas por

24 horas a temperatura de 37°C, 25°C ou 42°C.

3.8.2. Cultivo para andlise macroscépica

Colonias monosporicas obtidas de acordo com o item 3.8.1 foram
transportadas, uma para cada placa. Cada condigdo foi ensaiada em 3 placas ao
mesmo tempo. Os meios de cultura para uma bateria de testes era feito de uma s6
vez, autoclavado em conjunto e as placas, incubadas simultaneamente, na mesma
estufa, espalhadas aleatoriamente.

Em todas as condi¢des analisadas foram feitos cultivos da linhagem
CLB3 e, como controle, da linhagem bi47 methGI. O tempo de incubagdo foi de

trés dias.
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Foram observados os seguintes parametros:
diametro da colonia;
bordos da colonia;
cor do micélio;
presenga de conidios;
quantidade de conidios;
cor dos conidios;
reverso da colonia;

exportagdo de melanina para o meio.

3.8.3. Observaciao ao microscopio estereoscopico

As mesmas placas analisadas macroscopicamente foram também
observadas ao microscopio estereoscopico.
Nestas condig¢des, foram observados:
quantidade de conidioforos;
altura dos conidi6foros;
tamanho da "cabega";
numero de cadeias por vesicula;
numero de conidios por cadeia;

presenca de hifas aéreas.
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3.8.4. Observacées ao microscépio otico

3.8.4.1. Observaciao da colénia ja desenvolvida

Foram feitas suspensdes de conidios da linhagem CLB3 e biAd!
methG! e inoculadas por semeadura em placa com meio sélido. Apoés o
espalhamento foram colocados 6 pedagos de membrana de didlise de lcm’
esterilizados sobre a superficie inoculada.

Apobs 48 horas de incubagido, os pedagos de membrana de didlise
foram retirados e colocados sobre lamina com lactofenol-azul algoddo ou com
glicerina, cobertos com laminula e analisados ao microscopio.

Foram observados os seguintes aspectos:
quantidade de conidioforos;
altura dos conidioforos;
célula pé;
didmetro da haste;
diametro da vesicula;
numero de métulas por vesicula;
tamanho das cadeias de conidios;
tamanho dos conidios;
coloragio dos conidiéforos;
presenca de hifas aéreas;

ramificagdes do micélio vegetativo.
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3.8.4.2. Observacao das fases do desenvolvimento

A preparagdo foi feita como no item 3.8.4.1,
A analise foi feita a partir da retirada de um pedago de membrana
de dialise nos seguintes tempos:
4 horas para observar a germinagdo do esporo;
10 horas para observar o crescimento vegetativo;
18 horas para observar o inicio da conidiogénese;
24 horas para observar o final da conidiogé€nese;

36 horas para observar a conidiog€nese mais tardia.

3.8.5. Estimativa de crescimento radial e peso imido

Colonias monosporicas obtidas como no item 3.8.1. foram
transportadas para o centro de placas com meio solido, sobre um pedaco de
membrana de didlise do mesmo didmetro da placa.

Foram feitas medig¢des de didmetro das colonias. A seguir, essas
membranas foram removidas, e pesadas em balanga de precisdo. Para cada
condi¢do para obten¢do de peso umido havia 3 placas de CLB3 e 3 placas de

bidl methGl.

3.8.6. Estimativa de quantidade de conidios

As colonias obtidas sobre membrana de dialise no item 3.8.5. eram

lavadas com 10 ml de 0,1% tween 80 em placa com pérolas de vidro de 3mm de

didmetro e a suspensdo de conidios era analisada em hematimetro.
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3.8.7. Observacio da resposta a diferentes condi¢ées nutricionais

Foram feitas analises macroscopica (item 3.8.2.), a0 microscépio
estereoscopico (item 3.8.3.), microcopica (item 3.8.4.), conidiogénese (item
3.8.4.2.), esumativa de crescimento radial e peso umido (item 3.8.5.) e
quantidade de conidios nas composi¢des de meio descritas no item 3.8.6. A

incubagao foi feita a 37°C.

3.8.8. Observacgio da resposta a estabilizador osmético e pH

Foram feitas as mesmas analises no item 3.8.7. com os seguintes
meios:
MM + biotina (MM + BIO);
MM + BIO + NaC(Cl;
MM + biotina + metionina (MM + BIOMET);
MM + BIOMET + NaCl;
MC pH=6,5;
MC + NaCl pH =6,5;
MC pH =5,0;
MC + NaCl pH =5,0.

3.8.9. Observacio da resposta a temperatura

Foram feitas as mesmas analises do item 3.8.7, nas seguintes
condigdes:
MCpH=6,5 a25°C, 37°C e 42°C;
MC + NaClpH=6,5 a25°C,37°C e 42°C.
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3.8.10. Observacio da resposta a caréncia de oxigénio

Foram feitas analise macroscopica, observagdo ao microscopio
estereoscopico, medida de diAmetro da coldnia e peso imido e contagem de
conidios nas seguintes condigdes:

Placa 100mm com 20ml de MC;
Placa 100mm com 20ml de MC vedadas;
Placa 60mm com 20ml de MC.

A incubagdo ocorreu a 37°C por trés dias.

3.8.11. Luz

Foram analisadas macroscopicamente, placas de MC obtidas de

acordo com o item 3.8.2., em presenga € auséncia de luz.
3.8.12. Analise da conidiogénese em meio com haploidizante
Foi  analisado macroscépica e  microscopicamente, o

comportamento de variegagdo do mutante CLB3 em MC + pFA. A incubagéo foi

feita a 37°C.



3.8.13. Anilise da resposta a neomicina

Para observar uma possivel melhora na conidiogénese, o mutante
CLB3 foi cultivado em MC com 600uM de neomicina e observado

macroscopicamente. A temperatura de incubagéo foi de 37°C.

3.8.14. Técnica de coloracido de nicleos

Foram observados os nucleos nos conidios, nos conidioforos
normais ¢ afetados e nas hifas de CLB3 e do setor dipléide CLV3, em culturas
destas linhagens em MC, conforme descrito no item 3.8.4.1 A seguir, as
membranas de didlise com 36 horas de crescimento foram fixadas na solugédo de
alcool e acidos (item 3.3.2.) durante 30 minutos. As membranas passaram entao,
por uma série alcodlica (etanol 90%, 70% e 50%) de 5 minutos para cada
concentragdo. A hidrolise foi feita em HCI IN por 15 minutos a 63°C, em banho-
maria. Apés a hidrdlise, as membranas foram lavadas em agua destilada
esterilizada, 3 vezes durante 10 minutos. A tamponagem foi feita em tampdo
fosfato (item 3.3.3.) por pelo menos 1 hora. Para finalizar, as membranas foram
imersas na solugdo corante (item 3.3.4.) durante 20 minutos e lavadas em tampao
fosfato para eliminar o excesso de corante. As membranas foram colocadas sobre

lamina e cobertas com laminula, fotografadas em seguida, ao microscopio 6tico.
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3.9. Técnicas de Analise Genética

3.9.1. Obtencéo de heterocario

Foram coletados conidios de ambas as linhagens a serem cruzadas e
colocados em 3ml de meio minimo mais 2% de meio completo (item 3.2.4). Nos
casos em que havia uma deficiéncia comum as duas linhagens, este nutriente foi
acrescentado ao meio. Normalmente, este tubo contendo o indculo foi mantido
em repouso por 3 dias a 37°C para a formagdo de uma pelicula na superficie do
meio de cultura que € o heterocario. Quando o objetivo do cruzamento era a
obtengdo de diploide heterozigoto e havia dificuldade para obté-lo, este tubo foi

incubado sob agitagdo, conforme a técnica de ROBERTS (1964).

3.9.2. Obtencio de dipléide
O heterocario obtido de acordo com o item 3.9.1 foi cortado em 4
partes que foram colocadas em pontos distintos de uma placa com meio minimo e
incubadas por 5 dias a 37°C. Quando as duas linhagens cruzadas apresentavam
diferentes coloragdes de conidios, foi possivel visualizar regides de crescimento
mais vigoroso, com esporos de uma so6 cor, de onde eram coletados conidios com
a alga ou palito e purificado por inoculagdo em estria, em placas de MM.

No entanto, em alguns cruzamentos, o heterocario crescia
indefinidamente sem originar tais setores. Nestes casos, apos os 5 dias de
incubagdo, as placas foram lavadas com 10ml de 0,1% tween 80 e enxaguadas
com mais 10mi de solugdo salina 0,9%. Estes 20ml de suspensdo de esporos
foram filtrados em 13 de vidro estéril. A seguir, 2 x 107 conidios foram
adicionados a 200ml de meio minimo a 42°C e distribuidos em placas de Petri na

quantidade de 15ml por placa. Apos a solidificagdo do meio, mais 15ml de meio
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minimo a 42°C foram vertidos em cada placa (fop agar). Finalmente, apos 72
horas de incubagdo a 37°C, apenas os conidios dipldides foram capazes de
originar colonias na superficie destas placas. Para confirmar que se tratava de
uma coldnia dipoéide, os conidios foram analisados ao microscopio 6tico, em

grupos de 3 ou 4 para observagdo do didmetro.

3.9.3. Haploidizacéio

Para obtencdo de segregantes haploides, o dipléide foi inoculado
em quatro pontos nas placas com meio completo acrescido de pFA ou Benlate
(item 3.2.15). Ap6s 7 dias de incubagdo, os setores hapléides foram isolados e
purificados em placas de meio completo por estrias. Apos a purificagdo, cada
setor foi inoculado em quatro pontos em uma placa de meio completo e incubado
por 7 dias a 37°C para haploidizar espontaneamente os que ainda fossem
aneuploides. Uma segunda etapa de haploidizagdo em presenga de pFA ou
Benlate foi seguida por novo teste de haploidizagdo espontanea. Depois desta
bateria de cultivos, o didmetro dos conidios foi avaliado ao microscépio e s6
entdo, os segregantes estaveis, com conidios hapléides foram submetidos a

andlise genética.

3.9.4 Obtencio de cleistotécios

Para obter cleistotécios hibridos, foi preparado o heterocario,
conforme o item 3.10.1. A massa micelial formada na superficie do meio liquido
no tubo de ensaio foi cortada em quatro partes e colocada em pontos distintos de

uma placa de meio minimo. Em seguida, a placa foi vedada e incubada a 37°C



88

por 15 a 18 dias. Ao final deste periodo, foram observados inumeros cleistotécios

autofecundados e hibridos sobre a pelicula e no micélio crescido na placa.

3.9.5. Isolamento de cleistotécios hibridos

Para obtengdo dos produtos de cleistotécios hibridos, foram
coletados com fio de platina, alguns dos maiores cleistotécios transportando-os
para uma placa de agar 3% (item 3.2.4). Com o auxilio do microscopio
estereoscopico, cada cleistotécio foi rolado na superficie do agar para limpa-los
de restos de micélio, conidios e células de hiille. A seguir, cada cleistotécio foi
transferido para um tubo de ensaio contendo 1ml de solugdo salina e esmagado

para a liberagdo dos ascosporos.

3.9.6. Analise de complementacido em heterocarios e dipléides.

Foram obtidos heterocarios e dipléides (itens 3.9.1 e 3.9.2) a partir
do cruzamento de CLB3 que tem o alelo mutante e apresenta conidios verdes e as
linhagens MSE e niaD, que sdo normais para conidiogénese ¢ formam conidios
brancos e amarelos, respectivamente. Nos heterocarios, os conidioforos
analisados foram preferencialmente os que apresentavam conidios das duas cores
na mesma "cabega" (conjunto de cadeias de conidios de um conidi6éforo)

Para analise de complementagdo, foram observados ao microscopio
estereoscopico:

tamanho da "cabega"
numero de cadeias por vesicula
numero de conidios por cadeia

presenga de conididéforos secundarios
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presenga de hifas aéreas

3.9.7. Teste de alelismo

3.9.7.1. Por complementacio

Obtivemos um heterocario e um dipléide pelo cruzamento da
linhagem CLB3 e bri442, a mesma utilizada por CLUTTERBUCK (1969a) para
os testes de alelismo de todos os mutantes br/ de sua colegdo. O método esta
descrito nos itens 3.9.1, 3.9.2 e 3.9.3. A selegdo foi feita em meio minimo e a
analise, a0 microscopio estereoscopico. Observou-se a possivel complementagéo,

que resultaria em conidiéforos normais.

3.9.7.2. Por recombinacao

Foram cruzadas as linhagens CLB3 e brl442 e obtidos ascosporos,
conforme os itens 3.9.1, 3.9.4 e 3.9.5. Foram semeados 0,1ml da suspensdo de
ascosporos em placas de meio completo e incubadas a 37°C por 48 horas. A
suspensdo de ascosporos foi diluida de forma a obter com este indculo, em
média, 25 colénias por placa.

Estas colonias foram analisadas para o desenvolvimento dos
conidiéforos. A auséncia de recombinantes seria indicativo de alelismo. No caso
destas duas linhagens, foi possivel distingui-las a olho nu. Os segregantes

duvidosos foram observados ao microscopio estereoscopico.
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3.9.8. Mapeamento por ciclo parassexual ou analise mitética

A linhagem CLB3 foi cruzada com a linhagem mestra MSE que
apresenta marcadores em todos os cromossomos. Apos a obteng@o de segregantes
haploides (itens 3.9.1, 3.9.2 e 3.9.3), estes foram inoculados um a um em 25
pontos definidos em placas contendo meio completo acrescido de 0,5M NaCl
(item 3.3.12), pois este meio induz a esporulagdo nos segregantes
oligosporogénicos. Estas placas mestras foram incubadas a 37°C por 3 dias. A
seguir, foram feitas réplicas destas placas em meios seletivos para todos os
marcadores da MSE e CLB3 (item 3.2.7, 3.2.8 ¢ 3.2.9) com o auxilio de um
replicador multifio.

Foram analisados 200 segregantes, dos quais, apenas 50 foram

selecionados como sendo informativos.

3.9.9. Mapeamento por ciclo sexual ou anilise meidtica

Foram obtidos cleistotécios hibridos (itens 3.9.1, 3.9.4 € 3.9.5). Em
seguida, 0,1ml de dilui¢do adequada da suspensdo de ascosporos foi inoculada
por semeadura em placas de meio completo, obtendo-se em tomo de 60 colonias
por placa. Apds 3 dias de incubagdo a 37°C, estas colonias foram inoculadas,
uma a uma, por picada em placas de 25 pontos com meio completo (placas
mestras). Depois de outros 3 dias de incubagdo, foram feitas réplicas com
multialga, destas colonias para meios seletivos (item 3.2.10). Foram analisados

desta maneira, 3 cleistotécios, a partir de 125 segregantes de cada um.



91

3.9.10. Mapeamento intragénico

3.9.10.1. Por recombinacio

Empregando 3 linhagens mapeadoras que apresentavam duas
marcas flanqueadoras do gene brid: niiA e cnx4A e B, e eram portadoras de
diferentes alelos, um dos quais mutado na regido inicial do gene, outro no meio e
outro, na regido correspondente & dos zinc fingers na proteina. A analise
selecionava primeiramente, de grande niimero de segregantes meidticos, aqueles
que apresentavam conidiogénese normal, resultantes, portanto da recombinagéo
dentro do gene, de forma que a combinagdo da parte selvagem de cada alelo
recuperava o alelo selvagem do gene br/. Analisando nestes segregantes, a
posi¢do das marcas flanqueadoras, era possivel deduzir se a mutagédo do alelo em
teste estava a esquerda ou a direita do alelo mapeador.

Obtivemos segregantes meidticos de cada um dos trés cruzamentos
conforme os itens (3.9.1, 3.9.4 € 3.9.5). Foram analisados 3 cleistotécios de cada

cruzamento, a partir de 3000 colbnias de cada cleistotécio.

3.9.10.2. Por conversio génica

A analise dos alelos resultantes de conversdo era feita a partir de
segregantes meidticos com conidiogénese normal, como no item 3.9.10.1, a partir
dos mesmos cruzamentos. No entanto, neste caso, os segregantes de interesse
apresentavam as duas marcas flanqueadoras selvagens (conversdo do alelo do
mutante CLB3) ou mutantes (conversio do alelo da linhagem mapeadora). A
maior frequéncia de conversdo génica do alelo do mutante CLB3 indicaria seu

posicionamento a esquerda (5°) do alelo mapeador e vice-versa.
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3.10. Microscopia eletronica de varredura

O fungo foi inoculado em meio completo e crescido por 48 horas a
37°C. Foram, entdo, cortados circulos do tamanho do suporte (stub), contendo o
micélio e o meio de cultura abaixo dele. Estas amostras foram primeiramente
mantidas no fixador (item 3.3.5..) em auséncia de luz, por 3 horas. Seguiram-se 3
banhos com cacodilato 0,05% de 10 minutos cada um e a imersdo em 1:1
6smio/tampdo cacodilato 0,1% por 1 hora. Apoés 3 lavagens de 10 minutos em
agua destilada, para retirada do excesso de 6smio, houve a desidratagdo, pela
passagem do material em acetona 30%, 50%, 70%, 90% e 100%, nesta ordem,
durante 10 minutos em cada concentragdo. Foi feita, entdo, a secagem ao ponto
critico em CO; liquido. O material foi fixado ao suporte com fita adesiva especial
e submetido a metalizagdo com ouro (sputtering).

As amostras da linhagem CLB3 e bidAl methG1 assim preparadas,

foram analisadas ao microscopio eletronico e fotografadas.
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3.11. Técnicas de biologia molecular

3.11.1. Extracio de DNA (SPECHT et al., 1982)

Foi feita uma suspensdo de conidios em 0,1% Tween 80 de 107
conidios por mililitro. Foram inoculados 2 m1 desta suspensdo em 300ml de meio
completo liquido e incubados sob agitagdo de 120rpm, a 37°C por 18 horas. Apds
este periodo o micélio foi coletado por filtragdo em filtro de Biichner a vacuo e
lavado com agua destilada. O micélio foi pesado e transferido para um grau com
nitrogénio liquido e pulverizado com pistilo. Para 2g de micélio foram
acrescentados 10ml de tampéo de extragdo (item 3.4.1). Depois de homogeneizar
esta mistura, o material foi incubado a 65°C por 30 minutos. Em seguida, foram
acrescentados 3ml de acetato de potassio (item 3.4.2) e mantido no gelo por 30
minutos a 1 hora. O material foi centrifugado a 11.950g por 10 minutos e filtrado
em gaze para remogdo dos restos celulares.

A precipitagcdo do DNA ainda contaminado com proteinas foi feita
com 2 volumes de isopropanol durante 30 minutos a -20°C e centrifugagdo a
11.950g por 20 minutos. O tubo foi invertido para descarte do sobrenadante e o
sedimento foi seco a temperatura ambiente. O sedimento foi ressuspendido
gentilmente em 500ul de TE (item 3.4.6), transferido para um eppendorf e
submetido a agdo de RNase (50ug/ml) (item 3.4.5) durante 1 hora a 37°C.

A extragdo das proteinas foi feita em trés etapas: com 1 volume de
fenol saturado (pH=7,6), com 1 volume de clorofane (item 3.4.3), com 1 volume
de clorofil (3.4.4). Apos o acréscimo da mistura, era feita a homogeneizagédo pela
inversdo cuidadosa e lenta do eppendorf varias vezes e centrifugagdo a 5000 rpm
por 15 minutos & temperatura ambiente e coleta da fase superior. Finalmente,

foram adicionados 2 volumes de etanol absoluto gelado. Depois de 30 minutos a -
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20°C, o material foi centrifugado a 10.000 rpm por 20 minutos, o sobrenadante,
descartado e o sedimento, seco a& temperatura ambiente. O DNA foi

ressuspendido em 500ul de TE e quantificado em espectrofotémetro.

3.11.2. Amplificagcdo (PCR) (Polymerase Chain Reaction)

Foi amplificado, um fragmento de 1137pb que vai de -991 a +145
do gene b7/4 do mutante CLB3, da linhagem biA4 1 methG1 (controle selvagem) e
da linhagem brlA42 (mutante bristle com o dano mapeado fora desta regido).
Apoés a montagem da reagdo (item 3.4.12.1), cada eppendorf recebeu uma gota de
silicone e foi colocado no termociclador.

O programa constou dos seguintes passos:
Passo 1: 95°C por 2 minutos (desnaturagio inicial)
Passo 2: 95°C por 40 segundos (desnaturagdo)
Passo 3: 57°C por 30 segundos (anelamento)
Passo 4: 72°C por 30 segundos (extensdo)
Passo 5: repeti¢do dos passos 2 a 4 por 35 ciclos
Passo 6: 72°C por 3 minutos (extensdo final)
Passo 7: 4°C por tempo indefinido (final).

O resultado da PCR foi analisado por eletroforese em gel de

agarose de uma amostra de cada tubo de reagéo.
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3.11.3. Eletroforese de DNA em gel de agarose

As amostras foram preparadas acrescentando-se a Sul de reagéo de
amplificagdo, 3ul de tampdo de amostra (item 3.4.8). A seguir, foram aplicadas
cuidadosamente em um gel de agarose 1,5% em tampdo de corrida (item 3.4.9),
imerso no mesmo tampdo. A corrida foi feita com 75V por 30 minutos. O gel foi
corado por imersdo em tampdo de corrida suficiente, com 2ul de brometo de

etidio por 20 minutos e fotografado no transiluminador.

3.11.4. RFLP (Restriction Fragments Lenght Polymorphism)

O fragmento amplificado das linhagens CLB3 e bri442 e do
controle selvagem (biadl methGl) foram submetidos a digestdo por 5 das
enzimas de restri¢gdo que apresentam sitios de reconhecimento nesta regido (item
3.4.7). Apds a digestdo nas condigdes de temperatura especificas de cada enzima,
por 1 hora, os eppendorfs foram mantidos no gelo até a preparagdo da
eletroforese.

O resultado das digestoes foi analisado apos eletroforese em gel de
agarose (item 3.12.3), com diferenga apenas na quantidade de cada amostra

10ul) e na concentracdo da agarose (2%).
(10ul) ¢ g (2%)

3.11.5. Clonagem para sequenciamento

A clonagem do fragmento amplificado do gene br/4 da linhagem
CLB3 foi feita em trés etapas: a fosforilagdo do produto de PCR, ligagdo ao
plasmidio pUC 18 e transformagéo de bactérias £.coli DHS5a. As duas primeiras

etapas foram feitas empregando-se o Sure Clone Ligation Kit da Pharmacia.
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3.11.5.1. Fosforilacdo do produto de PCR

A fosforilagdo do fragmento amplificado foi feita adicionando-se
16ul da reagdo de PCR a 2l de tampéo da quinase, 1l de DNA quinase e 1l de
Klenow, perfazendo um volume de 20ul. Esta reagdo foi incubada por 30
minutos a 37°C. Apds a reagdo de fosforilagdo, a enzima foi removida por uma
extragdo com clorofane (item 3.4.3) seguida de centrifugagéo a 14.000 rpm por 1

minuto e coleta da fase aquosa.

3.11.5.2. Ligacao do fragmento ao vetor

O fragmento fosforilado fo1 ligado ao plasmidio pUC 18, no sitio
de Bam H1 adicionando-se 2l do produto obtido no item anterior a 1l de vetor,
10ul de tampéo de ligase, 1yl de T4 DNA ligase, 1ul de DTT (ditiotreitol) e Spul
de agua MilliQ. A reacdo foi incubada durante uma noite (overnight) a 16°C.

Apos a reagdo, a enzima foi inativada a 60°C por 30 minutos.

3.11.5.3. Obtencio de bactérias competentes

Bactérias FE.coli DH5a foram incubadas em meio LB (item
3.4.14.1.) por 16 horas a 37°C sob agitagdo. A seguir, 1ml desta cultura era
inoculada em 50ml de meio LB e incubada a 37°C sob agitagdo até que a
densidade da cultura atingisse uma absorbancia de 0,3 a 0,4 O.D. a 600 nm. Foi
entdo feita a coleta das bactérias por centrifugagdo a 2500g por 15 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi esgotado ao méximo e foram acrescentados 15ml de solugdo

tris-calcio (item 3.4.15) para ressuspender delicadamente o sobrenadante. Apos
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20 minutos no gelo, foi feita nova centrifugagdo a 2500g por 15 minutos a 4°C e
o sedimento foi ressuspendido em 1ml de solugéo tris-calcio. As bactérias foram
entdo, mantidas em gelo por 1 hora tempo necessario para estabelecer a

competéncia.

3.11.5.4. Congelamento de bactérias competentes

As bactérias competentes obtidas conforme o item anterior foram
acrescentados 35ul de DMSO (dimetilsulféxido) e colocadas no gelo por 5
minutos. Foram acrescentados outros 35ul de DMSO e distribuido em aliquotas
de 100ul em frascos de congelamento e imersos em nitrogénio liquido. Apods este

procedimento, os frascos foram mantidos a -70°C.

3.11.5.5. Transformacio

Foram descongelados 100ul de bactérias competentes no gelo. A
seguir, foram acrescentados 5ul da reagdo de ligagdo (item 3.12.5.2) e mantidos
no gelo por 30 minutos. O material foi entdo, submetido a um choque térmico de
42°C por 2 minutos, seguido de 2 minutos no gelo. A suspensdo de bactérias
transformadas foi transferida para 1ml de meio SOC pré aquecido a 37°C e
incubada a 37°C por 1 hora sob agitagdo. Apos este periodo, 100ul desta cultura
foram inoculados por placa de meio LB com 25ug/ml de ampicilina e incubados

a 37°C por 18 horas.



3.11.5.6. Selecao das bactérias transformantes contendo o inserto

Para sele¢do dos clones de interesse, foi feita uma reagdo de PCR a
partir do material das proprias colénias. Apds o preparo da reagdo descrita no
item 3.4.14.2, o tubos foram colocados no termociclador. O programa constou
dos seguintes passos:

Passo 1: 95°C por 3 minutos (desnaturagio inicial)
Passo 2: 55°C por 1 minuto (anelamento)

Passo 3: 72°C por 1 minuto (extensdo)

Passo 4: 95°C por 45 segundos (desnaturagéo)
Passo 5: 55°C por 1 minuto (anelamento)

Passo 6: 72°C por 1 minuto (extensio)

Passo 7: repetigdo dos passo 4 a 6 por 30 ciclos
Passo 8: 55°C por 1 minuto (anelamento)

Passo 9: 72°C por 3 minutos (extensdo final)

3.11.5.7. Eletroforese dos produtos de PCR dos transformantes

As amostras foram preparadas acrescentando-se Syl de cada
produtos de PCR a Sul de tampdo de amostra (item 3.4.8). A seguir foram
aplicadas cuidadosamente em gel de poliacrilamida 8% , imersos no tampéo de

corrida (item 3.4.9). A corrida foi feita com 150V por 45 minutos.
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3.11.5.8. Coloracgio de prata (SANTOS et al., 1993)

O gel, apos a corrida, foi colocado em solugdo de fixagdo (item
3.4.13.1) e agitado levemente durante 10 minutos. A solugdo foi decantada e
reservada para reutiliza¢do no final do processo. Foi adicionada, entdo, a solugdo
de prata (item 3.4.13.2) e agitada levemente durante 5 minutos. A solugdo foi
decantada e descartada e o gel foi lavado rapidamente com agua MilliQQ por duas
vezes. A solugdo de revelagdo (item 3.4.13.3) foi acrescentada e o recipiente,
agitado levemente até o aparecimento das bandas, o que ocorreu com
aproximadamente 5 minutos. A solugdo foi descartada e a solugdo de fixagdo foi
novamente colocada e o gel permaneceu nestas condi¢Ses, por 18 horas a 4°C

para ser fotografado.

3.11.6. Sequenciamento

O sequenciamento foi feito em trés etapas: uma minipreparagdo de
plasmidios contendo o fragmento a ser sequenciado, utilizando o Wizard Plus
Minipreps DNA Purification System da Promega, uma PCR para sequenciamento
pelo método do dideoxi utilizando o Thermo Sequenase fluorescent labelled
primer cyclo sequencing kit da Amersham e uma eletroforese em gel de
poliacrilamida 6% no sistema de sequenciamento automatico ALF EXPRESS, da

Pharmacia.
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3.11.6.1. Minipreparacao de plasmidios

Um dos clones positivos foi inoculado em 5,0ml de LB acrescido
de ampicilina e incubado a 37°C por 14 horas. 3,0ml da cultura foram
centrifugados a 14.000rpm por 4 minutos. O sedimento foi ressuspendido em
150u] de tampdo de ressuspensdo e as bactérias foram lisadas com 150ul de
solugdo de lise. Foram adicionados, entdo, 150ul de solugdo de neutralizagio
para precipitagdo dos restos celulares. Apos uma centrifugagéo a 14.000rpm por
5 minutos, o sobrenadante foi coletado em outro tubo e a centrifugacdo foi
repetida. Ao sobranadante obtido, foram adicionados 500ul de resina e
homogeneizados por inversdo. A seguir, a resina com os plasmidios ligados
foram vertidos na coluna e empacotados com a ajuda de uma seringa. A coluna
foi lavada com 2,5ml de solugdo de lavagem e secas por centrifugacio a
14.000rpm por 1 minuto. A coluna foi entdo colocada em tubo eppendorf de
1,5ml e os plasmidios foram eluidos com 50ul de agua MilliQ esterilizada

aquecida a 70°C e centrifugagdo a 14000rpm por 1 minuto.

3.11.6.2. Reacéo de sequenciamento

Foram montadas duas reagdes de PCR para o sequenciamento,
como descrito no item 3.4.12.3, sendo uma com o primer forward e outra, com 0
primer reverse do plasmidio pUC 18. Apos o preparo das reagdes, os tubos foram
colocados no termociclador. O programa constou dos seguintes passos:
Passo 1: 95°C por 1 minuto e 30 segundos (desnaturagéo inicial)
Passo 2: 60°C por 36 segundos (anelamento)
Passo 3: 72°C por 76 segundos (extensdo)

Passo 4: 95°C por 1 minuto (desnaturagéo)
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Passo 5: repeti¢do dos passos 2 a 4 por 28 ciclos
Passo 6: 60°C por 3 minutos (anelamento)
Passo 7: 72°C por S minutos (extensdo final)

Apos o término da reagdo no termociclador, foram adicionados 4l
da solugio stop e feita a desnaturagéo a 95°C por 3 minutos. Imediatamente apos
a desnaturagdo, os tubos foram colocados no gelo, onde foram mantidos até o

momento da aplicagdo no gel, para evitar a renaturagéo.

3.11.6.3. Eletroforese dos produtos da PCR de sequenciamento

Foi preparada uma placa de eletroforese para sequenciamento com
o gel de poliacrilamida 6% Ready Mix Gel da Pharmacia. Foram aplicados 10ul
de cada tubo na respectiva canaleta na ordem A-C-G-T. A corrida foi feita com
125V. Apés a corrida, o gel foi submetido a leitura no aparelho e o resultado foi

Impresso.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacao do fenoétipo do mutante CLB3

4.1.1. Analise macroscopica

Em meio completo e 37°C, o mutante CLB3 apresentou um
crescimento vegetativo menor que o normal. O didmetro de uma colonia com 3
dias foi de 3,0cm, enquanto o da linhagem bid/ methG1 foi de 5,7cm. Com 5
dias, a maior parte das linhagens selvagens ja cobriu a superficie de uma placa de
100mm, e CLB3 atingiu 5,2cm de didmetro com 7 dias.

O micélio apresentou-se espesso € resistente, com grande
quantidade de melanina, o que torma a superficie da colonia marron claro € o seu
reverso, marron escuro. Em condigdes de caréncia nutricional e de oxigénio, o
meio de cultura também foi escurecido pela secre¢do do pigmento.

Uma grande quantidade de hifas aéreas conferia-lhe um aspecto

aveludado. A esporulagdo era esparsa e os conidios, verdes.
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4.1.2. Analise ao microscdpio estereoscopico

A quantidade de conidiéforos mostrou-se reduzida e as cabegas,
pequenas, muito menores que as da linhagem bi4] methG1, tanto no numero de
cadeias por vesicula, quanto no numero de conidios por cadeia. Observou-se
conidiéforos diferentes quanto a quantidade de conidios e a altura das hastes.
Havia um grande numero de hifas aéreas que, nas linhagens normais, sio quase
imperceptiveis a lupa.

O micélio era marron e, com frequéncia, observava-se goticulas de

exudato marron sobre a superficie da coldnia.

4.1.3. Analise ao microscopio dtico

A quantidade de conidiéforos, em meio completo a 37°C era menor
do que a das linhagens controle.

A Figura 5 apresenta as anormalidades dos conidi6foros. O
conjunto mostrou-se muito heterogéneo, pois foram observados diversos tipos de
alteragdes, como:

. hastes normais, ao lado de hastes longas e curtas;

. vesiculas normais, outras malformadas e, algumas vezes, inexistentes;

. namero de métulas, geralmente menor que o normal, em alguns casos trés ou
quatro, enquanto em uma linhagem normal, este nimero chega a sessenta.

. falta de sincronismo na diferenciagdo das estruturas de um conidiéforo; em uma
vesicula era possivel se observar uma métula ainda brotando, uma métula ja com

fialide e uma métula com fialide e o primeiro conidio;
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Figura 5. Conidioforos da linhagem controle e da linhagem CLB3 com 36 horas.

A. linhagem normal; B. linhagem CLB3, mostrando conidi6foros secundarios;
C. linhagem CLB3, mostrando conidi6foros de diferentes comprimentos de haste;
D. linhagem CLB3, visdo geral, com conidiéforos normais e afetados. A barra

corresponde a 10pum.



alguns conidi6foros eram muito aberrantes, com métulas que se
desdiferenciavam e cresciam como novas hastes sem estruturas subsequentes,
parecendo longos dedos;
. outros conidioforos apresentavam métulas normais com fidlides e cadeias de
conidios, ao lado de novas hastes que formam nova vesicula, com métulas,
fialides e conidios;
. algumas vezes havia até quatro etapas, em que uma vesicula originava uma 2°
haste com vesicula, desta brotava uma 3° haste com vesicula e uma 4* haste com
vesicula, métulas, fialides e conidios;
. havia grande quantidade de hifas aéreas, principalmente nas regides em que os
conidioforos s@o mais aberrantes;
. foram observados, embora em pequeno numero, conididéforos absolutamente
normais, o que caracteriza variegagao;

A pigmentagdo dos conididforos era normal, como ocorre
normalmente nos mutantes intermedidrios ja descritos na literatura.

Uma caracteristica muito importante na caracterizagdo citologica
deste mutante foi a auséncia de cadeias de métulas em qualquer condigéo testada.
Ficou bem definido que a diferenciagdo de vesicula para métula podia estar
afetada, mas nunca, a passagem de métula para fialide. Ndo ha nenhum alelo b7/
descrito com este comportamento, o que torna este mutante original.

O micélio vegetativo mostrava-se abundante, com células de parede
espessada, mais curtas ¢ de maior didmetro e com ramificagdes a intervalos
menores que o observado nas linhagens controle. Estas observagdes justificam o
aspecto macroscopico de rigidez.

Apesar da abundancia precoce de células de hiille, o ciclo sexual

parecia normal, com cleistotécios pequenos e ascOSporos viaveis.
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4.2, Caracterizacio do fenétipo do segregante CLY14

O segregante meidtico CLY 14 foi obtido com a finalidade de
observagdo do alelo b7/4 de CLB3 em uma linhagem com crescimento vegetativo

normal.

4.2.1. Andlise macroscépica

Em meio completo e 37°C, o segregante CLY 14 apresentou um
crescimento vegetativo normal, equivalente ao da linhagem controle.

O micélio vegetativo ndo era espessado, fazendo lembrar o das
linhagens normais, facilmente cortado com uma al¢a, 0 que era impossivel para
CLB3. A quantidade de melanina era normal e o reverso da colonia apresentava-
se amarelado, como em bid] meth(G1. O numero de hifas aéreas era reduzido e o

de conidioforos, bem maior que o de CLB3 nestas condigdes.

4.2.2. Andlise ao microscopio estereoscopico

A quantidade de conidi6foros mostrou-se igual a do controle, mas
as cabegas eram menores € havia conidioforos com diversos comprimentos de
haste, caracteristica das estruturas de CLB3.

As hifas vegetativas apresentavam-se claras e hialinas. As hifas
aéreas estavam presentes em quantidade normal, compativel com a das linhagens

normais.
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4.2.3 Observaciao ao microscopio 6tico

A quantidade de conidiéforos e hifas aéreas mostrou-se normal. As
anormalidades dos conidiéforos, no entanto, eram as mesmas que caracterizam o
mutante CLB3.

O micélio vegetativo era normal, as células apresentam o tamanho,

didametro e quantidade de pigmento caracteristicos de bidl methGl.

4.3. Observacio da resposta de CLB3 a diferentes condicdes nutricionais

Com o objetivo de analisar o possivel efeito de fatores nutricionais
sobre os problemas na conidiogénese de CLB3, foram analisados os parametros
ja citados, em meio com diferentes formulagGes, sempre relacionadas as

deficiéncias nutricionais de CLB3.

4.3.1. Analise macroscopica

Figura 6 apresenta estes resultados.

MM + BIO: colonias muito pequenas, sem esporos, bordos
mergulhados no meio, com pigmento marron no reverso da colonia, mas sem
exportagdo para o meio. Houve uma demora sigmficativa na germinag3o.
Microcoldnias que aparecem com 24 horas nos outros meios, neste s podiam ser
vistas com 48 horas.

MM + BIO + MET: colonias com tamanho intermediario, bordos
irregulares, pigmento marron no micélio, sem exportagdo para o meio,

esporulagdo esparsa, conidios verdes.



108

Figura 6. CLB3 crescido em diferentes composi¢Ges de meio por 3 dias.
A. MM + BIO; B. MM + BIO + MET; C. MM + BIO + MET (2x);
D. MM + BIO + MET + CASA: E. MC; F. Controle (bid1l methG1).
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MM + BIO + MET (2x): colonias de tamanho e aspecto iguais a
anterior, mas com esporulagdo bem visivel.

MM + BIO + MET + CASA: colonias com didmetro maior, de
bordos irregulares, esporulagdo esparsa, reverso marron, sem exportagao.

MM + BIO + MET + 1 AA: colénias com 0 mesmo aspecto das
crescidas em MM + BIO + MET.

MM + BIO + MET + 13 AA: col6nia com o mesmo aspecto das
crescidas em MM + BIO + MET.

MC: colonias de maior tamanho que em meio com caseina
hidrolizada, de bordos mais regulares, esporulagdo esparsa, reverso marron, com

pouca exportagdo de pigmento para o meio.

4.3.2. Andlise ao microscopio estereoscopico

Estes resultados estdo resumidos na Tabela 1.

MM + BIO: raros conidiéforos, de diferentes alturas, com cabega
pequena, o que indicava poucas cadeias de conidios e poucos conidios por cadeia;
muitas hifas aéreas.

MM + BIO + MET: muitos conidi6foros com diferentes tamanhos
de cabega, com predominio das menores, hastes de diversos comprimentos e
muitas hifas aéreas.

MM + BIO + MET (2x): conidiéforos em maior numero que em
MM + BIO + MET, cabegas de diferentes tamanhos, mas predominando as
pequenas, hastes de diversos tamanhos; menos hifas aéreas do que em MM + BIO
+ MET.

MM + BIO + MET + CASA: maior nimero de conidiéforos do que
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Tabela 1. Crescimento vegetativo e produgdo de hifas aéreas e conidiéforos da

linhagem CLB3 em resposta a diferentes composi¢des de meio, apds 48 horas de

crescimento.
linhagens meios crescimento  hifas aéreas*  niimero de
do micélio conididéforos*
vegetativo*
MM+BIO + ++ +
MM+BIO +MET ++ 4+ ++
MM-+BIO ++ ++ +++
+MET 2X
MM+BIO+MET ++ 4+ e
+1AA
CLB3 MM+BIO+MET ++ 4 ++
+13AA
+CASA
MC =+ ++ +—+
MC + -+ it ++
2%GLICOSE
bidl methGl TODOS -+ + 4+
CLY14 TODOS -+ + -+

(*) +:raras estruturas
++ : poucas estruturas
+++ : muitas estruturas

++++ : quantidade de estruturas igual a das linhagens selvagens
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em MM + BIO + MET e menor que em MM + BIO + MET (2x); caracteristicas
dos conididforos semelhante aos dos dois meios € o mamero de hifas,
intermediario.
MM + BIO + MET + 1 AA: idéntico ao do MM + BIO + MET.
MM + BIO + MET + 13 AA: idéntico ao do MM + BIO + MET.
MC: muito parecido com o do MM + BIO + MET + CASA..
MC + 2% GLICOSE: menor numero de conidiéforos e maior

quantidade de hifas aéreas que em MC.

4.3.3. Anadlise ao microscépio 6tico

4.3.3.1. Colonias ja desenvolvidas

A Tabela 2 apresenta os resultados destas observagdes.

MM + BIO: grande numero de esporos ainda em fase de
germinagdo e colonias jovens com auséncia de conidiéforos; nas colonias mais
velhas, havia poucos conidioéforos, com poucas métulas, muitas hifas aéreas e
micélio vegetativo espessado com cé€lulas curtas e muitas ramificagoes.

MM + BIO + MET e

MM + BIO + MET + 1 AA: micélio mais desenvolvido, com
colonias maiores € maior nimero de hifas, embora permanecesse o carater de
espessamento de parede e muitas ramificagdes; grande numero de conidioforos
normais e andmalos. Os normais representavam a minoria, assim como 0s muito
aberrantes; em tormno de 60%, no entanto, apresentavam alteracdes de
comprimento de haste, vesicula mal desenvolvida e pequeno nimero de cadeias

de conidios; muitas hifas aéreas.
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Tabela 2. Observagdo ao microscopio Otico das estruturas desenvolvidas por

CLB3 e controles apds 48 horas de crescimento em diferentes condigdes de meio.

linhagens  meios quantidade de estruturas presentes*

esporos micélio vesiculas métulas fidlides conidios

jovem
MM+BIO -+ + - - - -
MM+BIO - - + + ++ ++
+MET
MM+BIO+ - - + + ++ +++
MET(2X)
CLB3 MM+BIO+ - - + + e Lt
MET+1AA
MM+BIO+ - - + + ++ +++
MET+13AA
MM+BIO+ - - + + ++ +++
MET+CASA
MC - - + + ++ +++
MC+2% - - + + ++ ++
GLICOSE
bidl methGl  TODOS - - + + ++ +++
CLY14 TODOS - - + + 4 At
*) - : ausentes

+ : presentes em pequena quantidade
++ : presentes em quantidade moderada

+++ : presentes em grande quantidade
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MM + BIO + MET (2x): os resultados foram muito semelhantes aos
do meio anterior, mas o numero de hifas aéreas era menor e o de conidioforos,
sensivelmente maior; no entanto, as propor¢gdes de normais, aberrantes e
intermediarios permaneceram as mesmas.

MM + BIO + MET + 13 AA: estruturas semelhantes as encontradas
no MM + BIO + MET.

MM + BIO + MET + CASA: colonias maiores que nos meios
anteriores, mas a conidiogénese foi parecida a que ocorreu em MM + BIO +
MET.

MC: parece muito com o anterior em crescimento vegetativo, mas a
conidiogénese € um pouco melhor em nimero de conidiéforos.

MC + 2% GLICOSE: crescimento vegetativo maior que o do MC,
mas o numero de conidiéforos foi muito reduzido; os conididéforos mostraram-se
tdo afetados quanto os dos meios anteriores, mas estavam concentrados em
algumas regides da colonia, enquanto em outras partes, eram completamente

ausentes.

4.3.3.2. Analise da conidiogénese

Os resultados da conidiogénese em diferentes meios estdo
apresentados na Tabela 3.
O crescimento vegetativo inicial foi muito comprometido em MM +
BIO, a ponto de retardar a propria conidigénese.
Nas demais composigdes de meio, as diferengas ndo se expressaram
em termos de tempo para o aparecimento das estruturas, mas em quantidade de

crescimento micelial e de conidi6foros.
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Tabela 3. Conidiogénese das linhagens CLB3 e controles em diferentes

composigoes de meios de cultura

linhagem meio  conidios esporos em coniditforos

germinagio

haste vesicula  métula fidlide conidio

MM+BIO  (-36 10-36 40 42 43 44 45
MM+BIO+ 0-10 4-18 20 22 23 24 25
MET
MM+BIO+ 0-8 4-10 20 21 22 23 24
MET(2X)
MM+BIO+ 0-10 4-10 20 22 23 24 25
CLB3 MET+1AA
MM+BIO+ 0-8 4-10 20 21 22 23 24
MET+13AA
MM+BIO+ 0-8 4-10 20 21 22 23 24
MET+CAS
MC 0-8 4-10 20 21 22 23 24
MC+2% 0-8 4-10 20 21 22 23 24
GLICOSE
bidImethGl TODOS 0-8 4-10 20 21 22 23 24
CLY14 TODOS 0-8 4-10 20 21 22 23 24

Obs.: Os nimeros referem-se ao tempo em horas em que as estruturas foram

observadas.



4.3.4. Estimativa de crescimento radial, peso imido e numero de conidios

por colonia

Estes resultados encontram-se na tabela 4.

O crescimento vegetativo foi menor em todas as composi¢des de
MM + BIO + MET + 1 AA.

O niimero de conidios por colénia e por cm® mostraram que a maior
concentragdo de metionina aumenta o nimero de conidi6foros por coldnia,
enquanto no MC + 2% GLICOSE o numero de conidios ¢ menor que no MC e

MM + BIO + MET + CASA.

4.4. Resposta a estabilizador osmético e pH

CLUTTERBUCK (1969 e 1970) observou uma melhora da
conidiogénese em alguns mutantes brandos, quando crescidos em presenca de

estabilizador osmético, o que era potencializado pelo pH baixo.

4.4.1. Analise macroscopica

A Figura 7 ilustra a resposta de CLB3 a 0,5M de NaCl.

Em todos os meios com NaCl o crescimento vegetativo foi maior
que o do seu correspondente sem NaCl.

A esporulagdo foi1 maior em presenga de estabilizador osmético, de
forma mais evidente no MC e o pigmento marron devido ao excesso de melanina

também desapareceu.
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Tabela 4. Estimativa do crescimento radial e do peso wmido do micélio crescido

em meio solido de diferentes composigdes.

Linhagem Meio Didmetro Pesoumido Diametro/ Didmetro  Conidios
da coldnia Peso  corrigido  x10%cm’
MM+BIO+ 0,60 0,05 12,00 0,54 0,00
MM+BIO+ 2,40 0,21 11,43 2,28 10,70
MET
MM+BIO+ 2.50 0.24 10,42 2,60 22,81
MET (2X)
MM+BIO+ 2,40 0,24 10,00 2.60 11.25
CLB3 MET+1AA
MM+BIO+ 2.60 0.25 10,40 2.71 10,33
MET+13AA
MM-+BIO+ 3.30 0,31 10,65 3,36 23,05
MET+CASA
MC 3.80 0,35 10,85 3,80 24.55
MC+2% 4,20 0,43 9,77 4.66 18,11
GLICOSE
bidImethGl TODOS 7.80 0,60 13,00 6,51 520,13
CLY14 TODOS 7.50 0,59 12,70 6,40 491.65

Obs.: A relagdo didmetro/peso e o didmerto corrigido pela relagdo didmetro/peso
de CLB3 em MC permitiu uma comparagéo de crescimento em termos de massa
micelial. O nimero de conidios por colonia foi obtido a partir da média dos

valores de trés coldnias monospdricas, sesmeadas uma por placa.
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Figura 7. Resposta de CLB3 a 0,5M NaCl como estabilizador osmotico.

A. MC; B. MC + NaCl mostrando o aumento de esporulagdo em NaCl.;
C. reverso de A, mostrando o excesso de melanina caracteristico de CLB3;

D. reverso de B, mostrando a diminuigdo da melanizagdo do micélio em presenga

de NaCl.
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O micélio cultivado com NaCl, independentemente da composigado
do meio, era claro, pouco ramificado, facilmente cortado com alga, como o das

linhagens controle. Este fato € devido 4 normalizagdo da produgdo de melanina.

4.4.2. Analise ao microscépio estereoscopico

Além das estruturas ja relatadas nas andlises de composigdo
nutricional, ficou muito evidente, em todos os meios com estabilizador osmotico,
um aumento no numero de conidiéforos e uma diminuig¢do na quantidade de hifas

aéreas.

4.4.3. Analise ao microscopio otico

4.4.3.1. Colonias ja desenvolvidas

A observagdo ao microscopio confirmou as analises feitas no item
4.4.2, ou seja, um aumento no numero de conidiéforos e diminui¢do das hifas
aéreas em resposta a0 NaCl. Um dado muito importante é que, embora a
esporulacdo parega muito melhor, esta melhora foi apenas quantitativa, pois a
frequéncia de conidiéforos malformados foi a mesma em presenga € em auséncia

de estabilizador osmotico.
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4.4.3.2. Andlise da conidiogénese

A Tabela 5 resume os resultados desta analise.
Uma observagdo relevante e inesperada foi o estabilizador osmético
provocar um atraso no desenvolvimento vegetativo da linhagem CLB3 e bid/

meth(G] e um pequeno atraso também na conidiogénese.

4.4.4. Estimativa de crescimento radial, peso imido e nimero de conidios

por cm’

Estes resultados estdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela S. Conidiogénese das linhagens CLB3 e controles em diferentes
condigdes de osmolaridade e pH para observagdo do possivel efeito de

estabilizador osmotico e pH sobre o relégio da diferenciagdo dos conidiéforos.

Linhagem Meio Esporos Esporos em Conidioforos
germinag3o
haste vesicula méula fialide conidio
MM+BIO-  (-10 4-18 20 22 23 24 25
MET
MM+BIO- (.10 4-18 22 24 25 26 27
MET+NaCl
CLB3 MC pH=6.5 0-8 4-10 20 21 22 23 24
MCpH=65 (-8 4-10 22 24 25 26 27
+ NaCl
MCpH=50 (.8 4-10 20 21 22 23 24
MC pH=5,0 0-8 4-10 22 24 25 26 27
+NaCl
MC pH=6.5 0-8 4-10 20 21 22 23 24
bidImethGl  MC pH=6,5 0-8 4-10 22 24 25 26 27
+NaCl
MCpH=65  0-8 4-10 20 21 22 23 24
CLY14  MCpH=65 0-8 4-10 22 24 25 26 27
+NaCl

Obs.: Os numeros referem-se ao tempo em horas em que as estruturas foram

observados.
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Tabela 6. Estimativa do crescimento radial e do peso imido do micélio crescido

em meio solido em diferentes condigdes de osmolaridade e pH.

Linhagem Meio Didmewo Peso Didmetro/ Didmetro  Conidios
fimido Peso corrigido  x 10%/cm®
MM-+BIO- 2.40 0,21 11,43 2,28 10,70
MET
MM:+BIO+ 2.50 0,22 11,36 2.39 20,12
MET+NaCl
CLB3 MC pH=6,5 3.80 0,35 10,85 3,80 24 55
MC pH=6,5 4,40 0,37 12,00 4.01 288.05
+NaCl
MC pH=5,0 4,50 0.40 11,25 4.34 25.03
MC pH=5,0 5,40 0,33 16,36 3,58 300.12
+NaCl
MC pH=6,5 7.80 0,65 11,99 7.05 520,13
bidlmethGl ~ MCpH=6.5 8,00 0.66 12,00 7.16 535,02
+NaCl
MC pH=5,0 7.80 0,63 12,30 6.84 518,23
MCpH=5,¢ 8,10 0,61 13,20 6.62 536,77
+NaCl
MC pH=6,5 7.50 0,62 12,10 6,73 491,65
CLY14 MC pH=6,5 7.70 0,65 11,80 7.05 503,28
+NaCl
MC pH=5.0 7.40 0,62 12,00 6.73 493,75
MC pH=5,0 7.80 0,63 12,30 6.84 498,00
+NaCl

A relagdo didmetro/peso e o didmetro corrigido pela relagdo didmetro/peso de
CLB3 em MC permitem uma comparagdo de crescimento em termos de massa
micelial. O numero de conidios por colonia foi obtido a partir da média dos

valores de 3 colonias monosporicas, semeadas uma por placa.
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O crescimento vegetativo em presenga de estabilizador osmético
parecia maior, analisando-se o didmetro da colénia. A relagdo entre o didmetro e
0
peso, no entanto, mostrou que a massa micelial formada pelos meios sem
estabilizador foi maior.

A quantidade de conidios, no entanto, foi claramente maior em
meios com etabilizador osmético. O pH sozinho nédo teve efeito no crescimento
ou na esporulagdo, mas juntamente com o NaCl, aumentou os efeitos do

estabilizador osmotico.

4.5. Resposta a temperatura

4.5.1. Andlise macroscopica

Estes resultados podem ser observados na Figura 8.

A 25°C, o crescimento foi menor, mas a producdo de esporos
aumentou muito em relagdo ao que ocorreu a 37°C. Outro tago importante foi o
desaparecimento do pigmento marron no reverso. Estes dois aspectos foram
observados também nas placas incubadas por 5 dias a 37°C e mais 5 dias a 25°C.

O meio com estabilizador osmoético a 25°C néo pareceu melhorar a
condi¢do de esporulagdo além do que a temperatura ja havia feito, mas apresentou
efeito positivo em relagéo ao crescimento vegetativo.

A 42°C, o crescimento foi o menor de todos, mas sem esporulagio
nenhuma e com a manutengdo do pigmento, como ocorreu a 37°C.

A adigdo de estabilizador osmotico a 42°C ndo melhorou o

crescimento vegetativo nem a esporulagéo.
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Figura 8. Analise da resposta de CLB3 a temperatura.

A. aspecto da coldnia a 37°C (superior), 42°C (inferior esquerda) e 25°C (inferior
direita); B. reverso das colonias de A; C. colonia crescida em MC durante 5 dias a
37°C e 5 dias a 25°C, mostrando a intensa esporulagio a 25°C; D. reverso de C,

mostrando a diminuigdo da melanizagio a 25°C.
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4.5.2. Analise ao microscépio ético

4.5.2.1. Colonias ja desenvolvidas

A 25°C observou-se um numero maior de conidiéforos e menor de
hifas aéreas. No entanto, a proporg¢do de conidi6foros malformados foi a mesma
encontrada em todas as situagdes.

A 42°C ndo houve diferenciagdo de conididéforos. O maximo de
desenvolvimento observado foi algumas hastes com vesicula pouco desenvolvida

e inicio de métulas de diferentes tamanhos.

4.5.2.2. Analise da conidiogénese

A temperatura de 25°C provocou um atraso semelhante ao ocorrido
em resposta a estabilizador osmotico.

A presenga dos dois fatores simultaneamente apresentou um efeito
sinergistico aumentando em uma hora, o atraso no inicio de cada fase, de forma
que, com 24 horas em MC + NaCl a 25°C, havia apenas hastes de conidiéforos.

Esta resposta a temperatura também foi verificada na linhagem

controle.

4.5.3. Estimativa do crescimento radial, peso imido e nimero de conidios

por cm’

Os resultados estdo sumarizados na Tabela 7.



Tabela 7. Estimativa do crescimento radial e do peso do micélio crescido em

meio solido a diferentes temperaturas.

Temperatura  Linhagem Meio Diametro Peso Didmetro/ Conidios
umido Peso x10° /cm®

CLB3 MC 3.0 0,34 8,82 250,25

MC+NaCl 4.5 0,38 11,84 252,00

25°C  bidIimethG MC 3.7 0,30 12,30 528.78

MC+NacCl 4.0 0,33 12,12 530.64

CLY14 MC 3.5 0,29 12,06 490,98

MC+NaCl 3.7 0,29 12,76 488.78

CLB3 MC 3.8 0,35 10,85 24.55

MC+NaCl 4.4 0,37 12,00 288,05

37°C  bidimethG MC 7.8 0,65 11,99 535,02

MC+NaCl 8.0 0,66 12,00 533,65

CLY14 MC 7,5 0,62 12,10 491,65

MC+NacCl 7.7 0,65 11,80 492,07

CLB3 MC 3.4 0,40 8,50 0,00

MC+NaCl 4.4 0,40 11,00 0.00

42°C bid ImethG MC 6,0 0,53 11,30 534,00

MC+NaCl 7.5 0,62 12,10 530,93

CLY14 MC 5.5 0,47 11,70 480,13

MC+Na(Cl 6.5 0,54 12,04 482,26

A relagdo didmetro/peso permite uma comparagdo de crescimento em termos de
massa micelial. O niimero de conidios por coldnia foi obtido a partir da média dos

valores de trés colonias monosporicas, semeadas wma por placa.
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4.6. Resposta a caréncia de oxigénio
4.6.1. Andlise macroscépica

A Figura 9 ilustra estes resultados.

A analise macroscopica mostrou que a caréncia de oxigé€nio nas
duas condi¢des levou a uma diminuigdo de crescimento vegetativo e reprimiu
drasticamente, a esporulagdo. O micélio ficou mais escuro, enrugado e houve uma
exportagao significativa de melanina para o meio de cultura.

4.6.2. Analise a0 microscépio estereoscopico

A observagdo ao microscopio estereoscopico confirmou a andlise
macroscopica. Houve uma grande diminui¢do no nimero de conidiéforos e um
grande aumento na quantidade de hifas aéreas.

4.6.3. Analise ao microscopio éotico

A diminui¢do do numero de conidiéforos nio alterou a frequéncia

de estruturas malformadas.

4.6.4. Estimativa do crescimento radial, peso imido e niimero de conidios

por colonia

Estas medidas estdo apresentadas na Tabela 8.
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Figura 9. Analise da resposta de CLB3 & caréncia de oxigénio. A. 20ml de MC
em placa de 10cm de didmetro, permitindo maior quantidade de oxigénio na
placa; B. 20ml de MC em placa com 6¢cm de didmetro, deixando pouco espago
para o oxigénio, levando a sua caréncia. A resposta ¢ uma menor esporulagio e

maior producdo de melanina, com exportagdo para o meio.
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Tabela 8. Estimativa do crescimento radial, peso imido e produgdo de conidios
das linhagens CLB3 e bidImethG] crescida em MC sélido em presenga e

caréncia de oxigénio.

Linhagem Meio Oxigénio  Diametro Peso Diametro/  Conidios
Peso x10° /em®
CLB3 MC presencga 3.8 0.35 10,85 2455
MC caréncia 2.5 0,31 8,06 5,01
bid ImethG MC presenca 7.8 0,65 11,99 535.02
MC caréncia 6.5 0,59 11,02 480,51

Novamente foi observada, uma diminui¢do do didmetro da colonia
em associagdo com o espessamento do micélio, o que foi confirmado pela relagéo

didmetro/peso.

4.7. Resposta a luz

Todas as analises a nivel macroscopico e microscopico
demonstraram auséncia de resposta a luz nas linhagens CLB3, bidl methGl e

CLY14.
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4.8. Anilise da conidiogénese em meio com haploidizante Benlate

4.8.1. Linhagens CLB3, CLY14 e biAl methG1

Todas as trés linhagens responderam com um encurtamento das
células do micélio vegetativo, das hastes dos conididéforos e até mesmo das
métulas e fialides.

O dado mais relevante, no entanto, foi a diminuigdo da variegagio
nas linhagens CLB3 e CLY14. Pela primeira vez, nos testes, a proporgdo de
conidiéforos normais para anormais foi alterada, com desaparecimento dos

normais.

4.8.2. Linhagem CLV3

Esta linhagem foi obtida espontaneamente, como um setor
melhorado dipléide de CLB3, como mostra a figura 10A. Apds algumas
repicagens do setor melhorado, surgiu um setor marron com aspecto tipico de
CLB3, mas com grande instabilidade, gerando setores melhorados diploides com
grande frequéncia.

Em presenga de Benlate, a linhagem CLV3 marron manteve-se
estavel por até 10 dias, sem originar setores, embora mantivesse o aspecto
variegado. A confirmagdo do estado diploide e haploide destas etapas foi feita
pela analise do didmetro dos conidios que podem ser vistos na Figura 10 C, D e

E.
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Figura 10. Analise de ploidia das linhagens CLB3 e CLV3 antes e depois de
tratamento com Benlate.

A. Aspecto macroscopico da linhagem CLB3 originando um setor dipléide CLV3,
apos 3 dias de crescimento; B. Conidiéforos normais do setor CLV3, corado com
lactofenol-azul-algodédo; C. Conidios haploéides e diploides de CLB3; D. Conidios
dipléides de CLV3; E. Conidios hapléides de CLV3 apds o tratamento com
Benlate. C, D e E foram coradas com Giemsa (item 3.8.14). A barra corresponde

a Sum.
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4.9. Anilise da resposta a neomicina

Em presenga de neomicina, o crescimento vegetativo foi menor que
o tipico para a linhagem CLB3, mas a esporulagdo respondeu como a
estabilizador osmotico, quando analisada macroscopicamente.

Ao microscopio, os conidiéforos aberrantes estavam menos
representados que de costume, indicando uma supressdo parcial do fendtipo

bristle.

4.10. Técnica de coloracio de niicleos

A figura 11 mostra os resultados da coloragdo de nucleos para
confirmagdo da heterocariose haploide-diploide na linhagem CLB3 e da diploidia
no setor melhorado CLV3.

Os conidios da linhagem CLB3 eram de diferentes tamanhos, o que
indicava serem haploides e diploides. Este fato ndo pode ser confirmado pela
analise do tamanho dos nucleos, devido a heterogeneidade de didmetro dos
nucleos, decorrente de outros fatores.

No entanto, o numero de nucleos por hifa que, segundo
CLUTTERBUCK (1969b), é um parametro mais confidvel para este tipo de
diagndstico, demonstrou a heterocariose de CLB3 e a diploidia de CLV3.

4.10. Microscopia eletronica de varredura

A Figura 12 apresenta os principais aspectos das aberragbes de

conidiogénese da linhagem CLB3: os conidi6foros secundarios, partindo de uma
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Figura 11. Observagdo da heterocariose haploide-diploide na linhagem CLB3
com coloragdo de Giemsa (item 3.8.14). A. Conidiéforo normal de CLB3;

B. Conidi6éforo andmalo de CLB3; C. Hifas haploides de CLB3; D. Hifas
diploides de CLB3; E. Hifas da linhagem haploide bi4 ImethG1 (controle). A

barra corresponde a Spm.
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Figura 12. Conidioforos de CLB3 e controle, crescidos em MC por 3 dias, em
Microscopia Eletronica de Varredura. A. Conididéforos secundarios com métulas,
fialides e conidios, brotando a partir da vesicula de um conidiéforo, juntamente
com métulas ndo desenvolvidas. Na parte superior e a direita, aparecem
conidi6foros normais. B. Conidiéforo aberrante , em que uma vesicula apresenta
algumas métulas e longas hastes indiferenciadas. C. Conididforo aberrante, com
uma estrutura secundaria, ao lado de métulas normais com fialides e conidios.

D. Conidiéforo normal da linhagem bid ImethG1. A barra corresponde a 10um.
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vesicula, um conidiéforo normal no mesmo campo, indicando variegagdo,
estruturas com diversos graus de comprometimento de vesicula e métulas ao
MEV.

E importante salientar que nos conidiéforos malformados que
conseguem diferenciar métulas, estas imediatamente produzem fialides funcionais
e conidios, ndo sendo observadas cadeias de métulas, como ocorre com a

totalidade dos mutantes brist/e intermediarios, descritos na literatura.
4.11. Analises genéticas
4.11.1. Complementagio em heterocarios e diploides

Em heterocarios, foram observados conidioforos tipicos de CLB3 e
da linhagem normal (MSE e niaD). Nos conidioforos hibridos, o alelo mutante
apresentou complementagio a nivel de vesicula, pois estes desenvolveram métulas
e fialides normais e cadeias de conidios de ambas as cores (verde e branca; verde
e amarela, respectivamente).

Nos diploides entre essas mesmas linhagens, os conidiéforos eram
normais, com cadeias de conidios diploides verdes, demonstrando que o alelo br/
mutante € recessivo em relagio ao selvagem, o que ocorria também com os alelos

ja descritos por CLUTTERBUCK (1969).
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4.11.2, Teste de alelismo

4.11.2.1. Por complementacio

O teste de alelismo, normalmente ¢ feito pela andlise de
heterocarios resultantes do cruzamento entre o mutante novo € um mutante ja
conhecido para o referido gene. Se o heterocario apresenta um fenétipo normal,
houve complementagdo e os dois marcadores sdo genes distintos, ndo alelos de
um mesmo gene.

CLUTTERBUCK (1969a) observou que ndo € possivel fazer tal
estudo com heterocérios de linhagens br/ porque este gene atua em fase posterior
a vesicula, onde as células sdo uninucleadas e os niicleos das duas linhagens néo
podem coexistir. A consequéncia deste fato é que sO se pode estudar
complementagdo, para teste de alelismo, em diploides heterozigotos destas
linhagens.

Os conidi6foros do dipléide CLB3//brlA42 mostravam-se
malformados, indicando que ndo houve complementagdo no diploide. Este
resultado comprovou que o gene responsavel pelo fenétipo de CLB3 € um alelo
do gene bri4, como o briA42. Como o fenotipo do dipléide é o mesmo do
mutante CLB3, concluiu-se que o alelo novo ¢ dominante sobre o bri442, embora

ambos sejam recessivos em relagdo ao alelo selvagem.
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4.11.2.2. Por recombinacao

A analise dos segregantes meidticos do cruzamento CLB3 x bri442
mostrou 0,5% de recombinagdo entre eles. Isoladamente, este resultado poderia
indicar que os genes responsaveis pelo bloqueio na conidiogénese destes dois
mutantes, ndo sdo alelos. No entanto, em vista dos demais resultados, concluimos
que os 2 recombinantes encontrados entre 375 segregantes analisados devem ser

resultantes de recombinagéio intragénica ou de conversdo génica.

4.11.3. Mapeamento por ciclo parassexual (analise mitética)

Os resultados do mapeamento das marcas br/, suB methG e mel
estdo nas Tabelas 9, 10 e 11, respectivamente.

A analise de recombinagdo indicou que o gene br/ estd no
cromossomo VIII porque apresentou ligagado absoluta coma marca ribo.

O gene responsavel pela supressdo a marca methGI(cys) foi
mapeado, por ciclo parassexual, no cromossomo V, tratando-se, portanto de cysA4
ou C.

O gene que determina o excesso de pigmento no micélio (mel)
apresentou maiores dificuldades para o mapeamento, pois a expressdo do

pigmento ndo ¢ constante, dependendo de muitos fatores, como temperatura,
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composi¢do de meio, etc. Por este motivo, ndo foi possivel atribuir uma
localizagdo a este gene. Um dado relevante desta analise, no entanto, foi a
independéncia de segregacdo da marca melanina em relagdo as marcas

suBmethG1 (cys) e briA.

4.11.4. Mapeamento por ciclo sexual (analise meidtica)

A Tabela 12 apresenta os resultados da analise dos 125 segregantes
de um dos trés cleistotécios analisados. A frequéncia de recombinagdo entre os
genes brl e niaD, segundo estes dados, foi de 11,2 = 2,82%. Estes resultados
coincidem com a frequéncia de recombinagdo descrita na literatura, entre os genes
niaD e brlA (CLUTTERBUCK, 1970b), o que confirma que o gene responsavel
pela anormalidade na conidiogénese do mutante CLB3 € o gene briA.

A Tabela 13 mostra a analise meiotica da marca cys (suBmethG1),
indicando que se trata do gene cysC, pois apresentou 36 * 4,29% de
recombinagdo com facA, como foi descrito por CYBIS et al. (1988). Para todos os

outros marcadores a recombinagéo foi muito superior a este valor.

4.11.5. Mapeamento intragénico

4.11.5.1. Por recombinacio

ROPER (1952) obteve as primeiras analise de recombinagdo
intragénica, entre diferentes alelos do gene para deficiéncia de biotina (bid1).
CLUTTERBUCK (1992), de forma elegante, mapeou os 36 mutantes para o gene
briA, cruzando cada um deles com trés linhagens previamente escolhidas, em que

a mutagdo se localizava em partes distintas do gene. Observou os segregantes com
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conidiogénese normal, resultantes de recombinagdo intragénica, de forma que a
combinagdo da parte selvagem de cada alelo recuperava o alelo selvagem do gene
brl . Analisando nestes segregantes, a posi¢do das marcas flanqueadoras nii4d e
cnxA/B, foi possivel determinar a posigdo do alelo em relagdo ao alelo mapeador.
Desta forma, todos os 36 mutantes foram agrupados em 7 regides do gene.

Os resultados do mapeamento intragénico do alelo b7/ de CLB3
encontram-se na Tabela 14. Estes dados indicaram que a mutagéo do alelo b7/ do
mutante CLB3 esta localizada proximo a do alelo brl417, a esquerda (5') do ponto

de mutagdo das duas outras linhagens mapeadoras (br/439 e briA9).

Tabela 12. Mapeamento meidtico da marca br/ pela analise dos segregantes do

cruzamento CLB3 x niaD.

niaD+ niaD-
bri+ 9 40
bri- 71 5

Tabela 13. Mapeamento meidtico da marca cys (suB methGI) pela analise dos

segregantes do cruzamento CLB3 x MSE.

nic+ nic-

cys+ 33 59
cys- 21 12
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Tabela 14. Mapeamento intragénico do gene br/, a partir do cruzamento de CLB3
com as linhagens bri417, briA39 e brl49. O namero de recombinantes de cada
cruzamento representa as colonias com conidiogénese normal, entre os 3.000
ascosporos analisados de cada cleistotécio, de um total de 50.000 ascosporos

viaveis de cada cleistotécio.

briAl7

brlA39

bri49

CLB3

57
23

37
20

57
20

3’
0

5?
10

37
05

As linhagens apresentavam a seguinte composi¢do no cromossomo VIII
Linhagem mapeadora: nii” ------ brl4 --—--- cnx’

Linhagem CLB3: 17— bri4 ———--- enx”

5°: segregantes nii cnx” indicativos de que a mutagio esta a 5°do alelo mapeador.

3: segregantes nii* cnx” indicativos de que a mutagio esta a 3’do alelo mapeador.

4.11.5.2. Por conversio génica

Embora CLUTTERBUCK (1992) tenha conseguido agrupar os
alelos em diferentes sitios dentro do gene, os resultados de recombinagdo para
efeito de determinagio de distancia entre sitios de mutagdo apresentavam muitas
distorgdes. Isto se deve, em parte, ao fato das distdncias serem muito pequenas, a
ponto de haver provavelmente, nesta regido, apenas um ndédulo de recombinagéo,
e em parte, por uma alta frequéncia de interferéncia negativa, por conversdo
génica (ORR-WEAVER & SZOSTAK, 1985; PRITCHARD, 1955 e 1960).

Neste mesmo trabalho, CLUTTERBUCK (1992) observou uma

grande frequéncia de conversdo génica. A polaridade na conversdo, ou seja, a
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tendéncia dos alelos mais proximos do nodulo de recombinagdo converterem
mais, determina uma razio direta entre a distancia de dois alelos e a frequéncia de
conversio (PUTRAMENT et al., 1971 e THIJS et al., 1995). Em decorréncia
destas indicagoes, foram analisados os resultados de conversdo génica com o
objetivo de mapeamento do alelo 7/ de CLB3.

Considerando os resultados apresentados na Tabela 15, observamos
que os dados de conversdo génica confirmaram o mapeamento do novo alelo b7/
na regido inicial do gene (5'). A frequéncia de conversdo foi capaz de mapear o
novo alelo a 5' do alelo brl417, enquanto os dados de recombinagdo foram
capazes apenas de mapea-lo no grupo A, nas proximidades do sitio de brid17
(CLUTTERBUCK, 1992).

A comparagdo das frequéncias de recombinac¢do intragénica e de
conversdo génica apresentada na Tabela 16 mostrou que, para distidncias pequenas
como os limites de um gene, o simples calculo das frequéncias de recombinagdo
com alelos ja mapeados ndo € conclusiva. Na auséncia de marcas flanqueadoras
como sugerido por CLUTTERBUCK (1992), para analise de recombinagdo dos
dois lados do alelo mapeador, que permite a distingdo de parte dos resultantes de
conversdo génica, as frequéncias de recombinagdo ficariam ainda menos

informativas.
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Tabela 15. Mapeamento intragénico do gene br/ a partir da andlise dos
recombinantes que sofreram conversdo génica, resultantes dos cruzamentos de
CLB3 com as linhagens brl417, briA39 e briA9. O niimero de recombinantes de
cada cruzamento representa as colonias com conidiogénese normal, entre 3.000
ascosporos analisados, de um total de 50.000 ascosporos viaveis de cada

cleistotécio.

bridl7 briA39 bri49

5’ 3’ 5’ 39 5’ 37

CLB3 1% 0% 0,5% 0% 0,4% 0%

As linhagens apresentavam a seguinte composi¢do no cromossomo VIII
Linhagem mapeadora: nii" ------ bri4 ------ cnx’

Linhagem CLB3: 7T — briA ----—- cnx”

5’: segregantes nii cnx” indicativos de conversdo do alelo de CLB3.

3’: segregantes nii cnx” indicativos de conversdo do alelo mapeador.
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Tabela 16. Comparagdo dos resultados obtidos pela analise de recombinantes
entre o alelo de CLB3 e os alelos mapeadores e dos obtidos pela analise da
conversdo génica, mostrando a concordancia de ambos os métodos. Se os
recombinantes que sofreram conversdo génica ndo fossem excluidos da amostra,
os resultados ficariam mais distantes dos da recombinagdo, indicando uma

distancia de mapa que ndo ¢ compativel com regides dentro de um gene.

bridl7 bri439 bri49
Recombinagdo 1,5% 0,6% 0,5%
Conversio 1,0% 0,5% 0,4%
Recombinagdo sem
exclusio da 2,5% 1,1% 0,9%
conversdo génica

4.12. Metodologia molecular

4.12.1. RFLP

A andlise eletroforética dos fragmentos resultantes da digestdo do
fragmento amplificado do gene br/4 das linhagens CLB3, bidl methGl e brl442
pelas 5 enzimas de restrigdo indicou auséncia de polimorfismo para estes sitios de

restrigdo. Estes resultados estdo apresentados na Figura 13.
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4.12.2. Clonagem

A andlise eletroforética do produto de PCR das regides
flanqueadoras do sitio de ligagdo do inserto no vetor pUC18, permitiu a selegdo
dos clones de bactérias transformantes que receberam o plasmidio com o

fragmento do gene briA. A Figura 14 apresenta os resultados de alguns clones.

4.12.3. Sequenciamento

A comparagdo d: :equéncia de nucleotidios do fragmento do gene
brl4 da linhagem CLB3 e a sequéncia do alelo selvagem descrito em PRADE &
TIMBERLAKE (1993) demonstrou que a mutagdo do novo alelo ocorreu na
posigdo -881 (-24 da origem de transcrigdo do transcrito ) e na posi¢do -71(28

do intron). Ambas as sequéncias estdo representadas nas Figuras 15e16.
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ph 123456 7 8910111213 14151617

Figura 13. Eletroforese dos fragmentos de restrigdo do produto de PCR para
amplificagdo de parte do gene briA das linhagens CLB3, bidImethG1 e brl442.

1:6X174/Haelll; 2:CLB3/Haelll, 3:biAlmethGl/Haelll, 4:brlA42/Haelll,
5:CLB3/Mbol, 6:bi4 1methG1/Mbol, 7:brlA42/Mbol; 8:CLB3/BamHI,
9:biA ImethG1/BamHI; 10:brlA42/BamH]I; 11:CLB3/Taql; 12:biAImethG1/Taql;

13:6rlA42/Taql, 14:CLB3/Smal, 15:biAlmethGl/Smal;, 16:brlA42/Smal;
17:CLB3 sem digestao.
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f20C
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Figura 14. Eletroforese dos produtos de PCR das regides flanqueadoras do sitio
de ligaga@o do inserto no vetor pUC18 dos clones transformantes.

1: Padrdo de peso molecular; 2 a 10: clones I a 9, respectivamente.
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Figura 15. Resultado do sequenciamento das regides portadoras de mutagéo no
alelo br/A da linhagem CLBS3.

A: Sequéncia de nucleotidios -991 (11) a -849 (153) da fita senso que
corresponde a uma parte da regido promotora do transcrito 3; B: Sequéncia de

nucleotidios -104 (278) a +17 (154) da fita molde, que inclue a regido do intron.
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~1289 9ggccctgcaggttaacaategtggageagggtcggtcaatcctggrgac
-1239 gatccatctctatggggcggcaataatgattgtgattcagatragtcte
-1189 caggatcgtcatggaagcctaaatgatacagtactatctactggacetag
~1139 ttccaggcgagtettctgataccgagecaagcactctcttacgtecgaageca
-31089% tttrttgectgagtttegetttetgtegggetetggatggatggetcgoas
~1039% gtgttccaggtcgtycattcctcagggcgatasasaataaagegtageggt 9gt
- 989 cqgggagatgaagaaatgcaggtccggtatcageccattgtggecgtetgtt cgggagatgaagasatgcaggrccggtatcagecarttgtggeegretgete
-~ 939 qg.qc.:gg.qqc:c.ccqc.q.anqqc-qq.aaaaqqaazattgchn. qqiqcltw;quCecnccqc.qalaqqcaqqaaaanqqaatattpgchat

- B8 a3attaaccaggagaattasaatcaaggcaacGCAAAATAGATTAAGATT A8ALTAACTAgYAQAATttad A8t CAAGGCASCGCAAAATAGATTAAGATT
- yORF - wORF ~&
- 839 CGAAATAATAATCGCACCCTCTCGCCCTCCAGGTTGGCAGACCTGAGGGA CGAAATAATAATCGCACCCTCTCGCCCTCCAGGTTGGCAGACGTGAGGGA
- 789 TACCAC T Y TCICTCIOCIC T TC ICEATACAC TEACTCUE YT T 2ACCAL AL TP I I IO IO TC TG TC T CCAT ACAC TEACTCCC T TTTACCAL
- 713% PTIGCCCTTCACTOOCAS TCTCTICACCACCCAAGCCATCRATCTOCCTC TIT00CCTTICACTCRCACSTCYCTTCALCACCCAACCCATCORATCTOOCTC
- 689 AACTETMIISTATATIATCTTIRAC CTCCCAACATCTCCATTAACATCA AACTXEAXETATATPATTT I TCAC CTCCCAACATCTCCATTAACATCA
- 639 TCATCATCATCATCATCATCGTCATCCTCACACCTAAACCACAACCTGCA TCATCATCATCATCATCATCGTCATCCTCACACCTAAACCACAACCTGCA
- 389 TCATCATCCAGATCCGCCTGAGACATCGGTCCATCCCCGTTGATTCACTT TCATCATCCAGATCCGCCTGAGACATCGGTCCATCCCCGTTGATTCACTT
- 339 CCATCCCCTTCCTGCCCCTCATCTGATCATCTAGAACGACGTCCCTCTGC CCATCCCCTTGCTGGCCCTCATCTGATCATCTAGAACGACGTCCCTCTGC
- 489 AACTGAGACACGAATTACTTIGCTGTCCAGTCAGCCCACTGCATCCICCT AACTGAGACACGAATTACTTTGCTGTCCAGTCAGCCCACTGCATCCTCCT
Aaall Aaall
- 439 CCAACGCCTCCGATCTACGTGCCGGTTGAGACCCAGGATCCGGACATCGC CCAACGCCTICCGATCTACGCTGCGGCTTIGAGACCCAGGATCCGGACATCGE
- 389 GCYITTAAGGGCGCGTCPATIGAALCCCTCGACCTCGTTICTTCCCTTCIGCG CTTIAMIGCELTC PATTGAACCCCTCGACCTCGTTCTTCCCTTCICCG
amal amal
- 339 CAACCCTTCAACGCCTTTITATCCAGAGACACAGGCCTCTCCCGGGAAACA CAACCCTTCAACGCCTTTTATCCAGAGACACAGGCCTCTCCCGGGAAACA
- 289 GCTAGTCCAGCCCTCTGTTCACAGTTGTCCAGACCAGGGCAGCTCTGGCG CCTAGTCCAGCCCTCTCTTCACACTTGTCCAGACCAGGGCAGCTCTCCLG
- 239 GTTACTCTAGGAACTCGATACCCTACATTCCTGGCCTTCCTCGGGACCTG GTTACTCTAGGAACTICGATAGCCTACATICCTGGCCTICCTCGGGACCTG
- 189% GACAGGMCGCGMCGCGCCCL‘ICCTTCAG_CCDmGCTCTTACACTCTGG GACAGGAACGCGAACGCGCCCCTCCTTCAGCCTTIGCTCTTAGACTCTICG

B
- 139 CTCCCACTTICTCCTTIGCCCAAAGT AATEACTIITTTITAgtgagtacga CTCGCACTTICTCCTTICCGGAAAAGTAATCACTECTETCAgtgagtacga
M T A L M T A L
- 89  cgétcttcgagttcctgtttctacccgcctccatttattecctgegeatt cgdtcttegagrtcctgettctacccgoctecatttattccctgegeatt
- RTen o - 3 a
39 tgtttatttcatcegeegetcctectecatteegget ccCCAACCTICAT

tgttratticatcegecgctcctcctccattecegget ccCCAACCTICAT
11 TCTCTICTITTYCACCAACTCGCTCATTCACTCACTCAATCGTTTCCCTITAC TCICTCTCTTCACCAACTCGCTCATTCACTCACTCAATCGTTTCCCTTAC

.
4+ 61 ACCCACTICTIGCTCTICATICTITIGCTTTGCTCTTICTICTGCACAGTCTT ACCCACTCTGGTICTICATICTITTIGCTTIGCTCTICTTCTGCACAGTCTT
4+
+

111 TIACTCTICTCTAGATTIAGCCCTCTTTCATTCCTTCACTGGCCTCCACTG  TTACTGCTCICGAGATTAGCCCTCTITCATTCCT
161  GCCTCTACCCCACCTGTCTTAGAAGCCATCCCGCTCATTIGCTATCCCACA

AladXIl
+ 211 TCTICTGICICTCTATCTCATTCAATCATCGCAGCAGATTCTGCAAAGCT

4 261 TAGGGAACCTAACTCAALGLTCLCTCTCCCAGE TCARCAACTCACALT AL
$ L Q0 V T A

a
+ 311 CCCTCCAAGARCE TCRCASOBCCCCCTCECTCCARGACATCCGARATCAL

P L QL R RS A P S L E DM RNGCGC
4 361 TOOATICICATTCICIGA TS TICAM TTRATIC T TCC T TRAS

$ $ 1L s DR LP XDl Inol
+ 411 CTCCAMSACTEIIT TCTATCACCTCCACCTICTCOOCOCTOGASTCRC

Figura 16. Comparagio entre as sequéncias do gene br/4 do alelo selvagem e do
alelo de CLB3, na regido onde foram localizadas as mutagdes, -881 (regido

promotora do transcrito B) e -71 (intron).



5. DISCUSSAO GERAL

O mutante CLB3, cuja caracteristica principal € a coloragdo marron
do micélio e a escassez de esporos, foi obtido pela autora por tratamento com luz
ultravioleta da linhagem bi4d! methG! e faz parte de uma pequena colegdo de
supressores methG do laboratorio de Genética Molecular e de Microrganismos da
Universidade Estadual de Maringa.

A analise microscOpica resultou na deteccdo de anormalidades na
formagéo dos conidioforos, como a presenga de conididforos secundarios a partir
de métulas desdiferenciadas. Este fendtipo € caracteristico tanto de mutantes
bristle leves ou intermediarios (/eaky) quanto de mutantes medusa. Estes ultimos,
no entanto, apresentam diminuig¢do de pigmentacdo dos conididforos e cadeias de
métulas, duas caracteristicas ausentes em CLB3. Portanto, a principio, as
caracteristicas sugeriam tratar-se de um mutante bristle.

Os testes de alelismo, mapeamento por ciclo parassexual e por ciclo
sexual confirmaram que o fenétipo do mutante é devido a um alelo do gene briA.

A partir desta definigdo, foi analisado o comportamento do mutante
em diversas condi¢des, cuja interferéncia na conidiogénese estdo descritas e
permitem a caracterizagdo do alelo frente a todos os demais, ja conhecidos e
documentados na literatura.

A primeira preocupagdo, no entanto, envolveu marcadores
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nutricionais. MARTINELLI & CLUTTERBUCK (1970) estimaram em 83%, a
frequéncia de linhagens com problemas na conidiogénese que resultam da agéo de
outros genes denominados "de suporte”. Este foi o motivo da adogdo, por
sugestdo destes autores, do critério de condicionar o estudo do desenvolvimento
ao crescimento vegetativo normal do mutante.

CLUTTERBUCK (comunicag@o pessoal) admitiu que atualmente,
com os conhecimentos disponiveis sobre boa parte dos genes envolvidos na
regulagdo da conidiogénese, ¢ possivel analisar um mutante com crescimento
vegetativo deficiente. A condigdo, no entanto, ¢ a averiguagdo cuidadosa e
exaustiva de todos os fatores nutricionais e fisiologicos para tragar o perfil do
mutante e garantir que ndo haja interferéncia destes fatores nas analise do
desenvolvimento.

Em vista deste critério, embora fosse evidente que o mutante CLB3
era portador de um alelo br/, foram analisadas todas as possiveis interferéncias
nutricionais ou fisiologicas.

Esta linhagem apresenta trés deficiéncias nutricionais: bid/
(biotina), methG1 (metionina) e cysC (cisteina). Além dessas marcas, existe uma
deficiéncia no transporte de metionina do meio para o micélio. Todas estas
fungdes sdo extremamente importantes para o fungo. Caréncia parcial de biotina
impede a germinagdo dos conidios (SERLUPI-CRESCENZI et al., 1983).
Metionina € um constituinte insubstituivel, quer nos processos de sintese proteica,
quer na produgdo de cisteina pela via catabdlica, ou como precursor de S-
adenosil-metionina (SAM) que ¢ doador de grupos metil nos processos de
metilagdo de RNA e DNA em Aspergillus nidulans (CLUTTERBUCK &
SPATHAS, 1984). A cisteina, além da importancia na conformagdo das proteinas
que apresentam pontes dissulfeto, parece ser a molécula que controla o

metabolismo do enxofre neste fungo (PASZEWSKI & PRAZMO, 1977 e
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NATOREFF et al., 1993). Em Neurospora, um dos genes envolvidos na regulagao
da biossintese de cisteina € homologo ao protooncogene fos, indicando assim,
uma relagdo em nivel maior, com os processos de controle da proliferagao celular
(APTE et al.,, 1974). Além de todas estas indicagdes, sdo conhecidas, as
interferéncias sobre a conidiogénese das caréncias totais e parciais de varios
aminoacidos (KASATKINA, 1961), de arginina (SERLUPI-CRESCENZI et al,,
1983), de triptofano (YELTON et al., 1983), de fontes de mnitrogénio
(CLUTTERBUCK, 1974), de elementos-trago, como sulfato de zinco (MOLINA,
1993).

A comparagdo do fendtipo bristle em diferentes condigdes
nutricionais, envolvendo aminodcidos ¢ fonte de carbono, levaram a algumas
conclusdes importantes sobre o comportamento nutricional de CLB3.

Aspergillus nidulans tem 2 vias para a sintese da metionina. A
principal envolve a produgdo de cisteina, que é convertida em metionina, tendo
como intermediarios, a cistationina € a homocisteina. A outra via promove a
transulfurilagdo da O-acetil homoserina a homocisteina e esta é convertida a
metionina e, em sentido inverso a primeira via, a cisteina. Esta via, no entanto,
habitualmente estd desativada pela inibigdo que a cisteina produzida na via
principal promove na enzima homocisteina-sintetase (PASZEWSKI & GRABSK],
1973 e 1974). Os mutantes meth(G] que ndo convertem cistationina a
homocisteina, produzem cisteina mas sdo incapazes de sintetizar metionina, a nao
ser que haja uma mutagdo anterior a sintese de cisteina (PASZEWSKI &
GRABSKI, 1975) ou que promova a sua degradacio por outra via (PASZEWSKI
et al., 1994).

CLBS3 cresceu em auséncia de metionina, demonstrando supressio e
ndo cresceu em auséncia de metionina e presenga de cisteina ou de »-

propargilglicina, o que caracteriza a presenga de um alelo cys (PIOTROWSKA &



PASZEWSKI, 1986). Pelo mapeamento meiotico (tabela 13) ficou definido que
este ¢ um alelo do gene cysC.

Na auséncia de metionina, houve pouco crescimento vegetativo e
praticamente nenhuma esporulagdo. Este resultado indica que a produgdo
endogena de metionina em CLB3 foi insuficiente. E provavel que a mutagdo no
gene cysC detectada em CLB3 esteja permitindo alguma sintese de cisteina, o que
impede uma producdo adequada de metionina pela via alternativa.

Quando ha suplementagdo de metionina no meio, o fungo
normalmente faz o transporte ativo de uma quantidade muito maior desse
aminoacido do que uma linhagem selvagem ¢ capaz de produzir e necessita para
seu metabolismo (NATORFF et al., 1993). No entanto, a suplementagdo de 50ug
de metionina por mililitro de meio (0,33mM) ndo ¢é suficiente para uma
esporulagdo adequada de CLB3. Para que isto ocorra, € necessario, pelo menos, o
dobro desta concentragdo. Linhagens deficientes para arginina precisam de maior
quantidade destes aminoacidos para promover a esporulagdo (4mM) do que para
crescer vegetativamente (0,25mM) (CLUTTERBUCK, 1992). Para metionina, no
entanto, esta exigéncia ndo ocorre, uma vez que a linhagem bi4/ methG1 cresce e
esporula normalmente com 0,33mM de metionina. A conclusdo, neste caso, € que
o transporte deste aminoacido ndo foi normal em CLB3, havendo necessidade de
um excesso de metionina para induzir a permease.

Foi detectada mais uma deficiéncia para aminoacido nesta
linhagem, pois a diferenga de crescimento entre o meio suplementado com
metionina e o meio completo pode ser reparada pela adigdo de caseina
hidrolizada, que ¢ fonte de aminoacidos, o que ndo aconteceu com a adigdo de
vitaminas, ou de acidos nucléicos. No entanto, dos 13 aminoacidos testados,
nenhum mostrou-se eficiente, nem qualquer combinagdo entre eles, pois os 13

juntos néo provocaram melhora no desenvolvimento.



Apesar destas deficiéncias, as analises feitas ao microscopio
estereoscOpico € ao microscopio 6tico demonstraram claramente que nenhum
destes nutrientes ou sua auséncia alteraram a expressio do fendtipo bristle.
Mesmo quando ocorreu a diferenga de esporulagédo entre as duas concentragdes de
metionina, o que mudou foi o numero de conidi6foros e ndo a expresséo do alelo
brl.

CLUTTERBUCK (1969a) analisou o efeito de estabilizadores
osméticos e de temperatura sobre a conidiogénese de mutantes brist/le. Algumas
linhagens apresentavam sensivel melhora na conidiogénese, desenvolvendo
conidi6foros menos aberrantes € com maior quantidade de conidios. Como a
proteina Brl liga-se ao DNA, pois ¢ um regulador a nivel de transcrigdo, sugeriu-
se posteriormente que este efeito podia ser explicado pela melhora nas condigdes
de afinidade ao DNA, da proteina Brl produzida por certos mutantes
(TIMBERLAKE & CLUTTERBUCK, 1994). Em todos os casos, a melhora
ocorria na estrutura dos conidiéforos, portanto, era qualitativa.

A linhagem CLB3 respondeu ao estabilizador osmotico e a
temperatura de 25°C, aumentando a esporulagdo. Esta melhora, no entanto,
ocorreu apenas em relagdo ao numero total de conidiéforos, portanto, era
quantitativa, ndo alterando o nivel de comprometimento destas estruturas,
conforme foi comprovado ao microscopio estereoscopico € microscopio otico. A
indicagdo, porém, de que a resposta ao estabilizador osmotico ndo era devida a
acdo deste sobre a proteina Brl, ocorreu quando foi analisada, a linhagem CLY 14.
Este segregante de CLB3 apresentou um crescimento vegetativo normal,
conidiéforos anormais caracteristicos do alelo br/ de CLB3, assim como a
proporgdo de estruturas malformadas em relagéo ao total. No entanto, o numero
de conidi6foros desta linhagem era semelhante ao de uma linhagem controle ou

de CLB3 em presenca de estabilizador osmético. A comparagdo entre as



estruturas de CLB3 e de CLY 14 ou entre CLB3 em auséncia e em presenca de
estabilizador osmotico mostrou uma relagdo inversa entre a quantidade de hifas
aéreas e o numero total de conidi6foros. Uma vez que a linhagem CLY14 ¢
portadora do alelo b/ de CLB3, conclue-se que a determinag@o da quantidade de
hifas aéreas ndo é determinada por este gene. Portanto, qualquer que seja o
mecanismo de agdo do estabilizador osmotico e da temperatura de 25°C, ¢
improvavel que haja uma interagdo com os niveis de proteina Brl ou com sua
afinidade com o DNA.

Outra caracteristica que responde a presenga de estabilizador
osmotico, € a superprodugdo de pigmento marron que caracteriza o micélio
espessado e escuro de CLB3. Estre trago desaparecia em presenca de NaCl e a
25°C, portanto, em associagdo com o aumento da esporulagéo.

Quando estdo presentes em um mesmo mutante, deficiéncias
nutricionais, menor crescimento em relagdo ao normal, micélio marron e
esporulagdo deficiente, comumente as caracteristicas morfoldgicas sdo
consideradas consequéncias da defici€ncia nutricional n3o complementada
adequadamente pelo meio de cultura (KASATKINA, 1960 e LILLY, 1965).

A ocorréncia de linhagens de fendtipo muito semelhante, os
chamados setores deteriorados, originados a partir de linhagens com duplicagdes e
translocagdes foi descrita por AZEVEDO & ROPER (1970). Neste caso, a perda
de partes do fragmento duplicado pode levar a uma situagdo melhor do que a da
linhagem duplicada (setor melhorado) ou pior (setor deteriorado). O fator
genético responsavel por esta morfologia, o determinante de deterioragéo pode ser
um gene, um conjunto de genes ou um fragmento cromossémico
(AZEVEDO,1971; PACCOLA, 1982; POSSIEDE, 1985 e QUEIROZ, 1993).

Curiosamente, linhagens deterioradas, semelhantes fenotipicamente,

mas diferentes genotipicamente, sio melhoradas quando cultivadas em meio com



156

estabilizador osmoético (MOLINA, 1993). Esta melhora € considerada uma
fenocdpia porque o fendtipo normal s6 se mantém em meio com estabilizador.
Estes resultados indicam que esta morfologia deteriorada é passivel de ser
corrigida com o aumento da osmolaridade do meio e determinada por um gene ou
fator genético, como a presenga de uma translocagéo, com efeito pleiotrdpico.

Qual sena, no entanto, a origem da associagdo dos fatores
crescimento vegetativo, excesso de pigmento e esporulagdo deficiente? O
pigmento marron ¢ melanina, importante componente da parede de Aspergillus
nidulans, ao lado de quitina, of(1,3)-glucana, B(1,3)-glucana, galactose e
galactosamina (ZONNEVELD, 1971 ¢ POLACHECK & ROSENBERGER,
1977). E um composto indélico (PIRT & ROWLEY, 1969 e BULL, 1970) e é
sintetizado por uma fenoloxidase especifica - a tirosinase (BULL & CARTER,
1973 ¢ MARTINELLI & BAINBRIDGE, 1974). E secretada e, em seguida,
depositada sobre a superficie externa da hifa, provavelmente para protegdo contra
lise por outros microrganismos (OLIVER, 1972).

A observagdo de dois outros fatores associados ao pigmento marron
em CLB3, indicaram um novo caminho na analise desta questdo: a temperatura de
25°C tem efeito semelhante ao do NaCl na produc¢éo de melanina e a caréncia de
oxigénio, faz o contrario. Existem relatos de que a produg¢do de melanina ¢
favorecida por limitagdo de carbono, pH entre 7 e 8, temperatura entre 30 e 37°C
e baixa tensdo de oxigénio (ROWLEY & PIRT, 1972; ROWLEY & BULL, 1978
e GRIFFITH, 1994). MARTINELLI & BAINBRIDGE (1974) descreveram a
existéncia de 1soenzimas para a sintese de melanina com expressdo relacionada
com o desenvolvimento. Analisando a producdo destas isoenzimas em diferentes
mutantes, observaram em uma linhagem superprodutora de melanina, a
inexisténcia de uma fragdo que € termosensivel. Este gene foi denominado meld e

mapeado no cromossomo VII. Outro aspecto relevante ¢ que a produgdo de
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melanina depende da diminui¢do no padrdo de crescimento e ndo da exaustdo do
me10, o que ndo condiz com a 1déia da origem na caréncia nutricional (ROWLEY
& PIRT, 1972). De fato, nas placas crescidas durante S dias a 37°C e outros 5
dias a 25°C foi observado que, embora o meio estivesse mais pobre, o micélio ndo
apresentou excesso de melanina nos 5 dias a 25°C. As analises microscopicas
identificaram um padrdo de crescimento mais lento, em presenga de NaCl e a
25°C, o que estd de acordo com os relatos de ROWLEY E PIRT (1972). Além
disso, em presenga de NaCl, todas as composigoes de meio apresentaram uma
melhora apenas proporcional de crescimento, apesar do desaparecimento do
pigmento marron ou seja, a deficiéncia nutricional existe e limita o crescimento
vegetativo, com ou sem estabilizador osmotico, mas, no caso de CLB3, parece
que foi a eliminagdo do pigmento que resultou na melhora da esporulagdo. As
justificativas para esta relagdo causal sdo diversas. A melanizagdo do micélio
confere-lhe rigidez e impermeabilidade, o que dificulta as trocas com o meio, de
nutrientes e oxigénio, ambos vitais para a conidiogénese (GRIFFITH, 1994). Sao
conhecidos também, pelo menos 2 tipos de moléculas que sdo primeiramente
secretadas para o meio para depois induzir as hifas proximas a desenvolverem
conididforos - fator psiA e o produto do gene acoD (CHAMPE et al., 1987,
MAZUR et al, 1990; 1991 e ADAMS et al, 1992).

Existe ainda, a possibilidade de que a produgdo de melanina
provoque uma diminui¢do na sintese do fator psiA por competi¢do, uma vez que
ambas as vias utilizam compostos fendlicos (BUTNICK et al, 1984b).

A resposta ao NaCl ndo ocorreu apenas na linhagem CLB3. Isto se
deve ao fato de que, embora o Aspergillus nidulans seja classificado como um
fungo xerotolerante (GRIFFIN, 1981) o crescimento radial sobre o meio solido €é
ideal quando a este meio é acrescido 0,5M de NaCl. A resposta fenotipica é

determinada pelo aumento da quantidade interna de glicerol, o osmorregulador
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mais importante para os Ascomicotyna (HOCKING & NORTON, 1983; LUARD,
1982a; b e BEEVER & LARACY, 1986). Esta melhora é imediatamente refletida
na mudanga de padrido de septacdo e de ramificagdo das hifas vegetativas. Com a
diminuig¢do das ramificagdes, o crescimento apical da hifa é maior, uma vez que a
sintese de parede torma-se diminuida nas regides ndo apicais (CLUTTERBUCK,
1970a e KATZ & ROSENBERGER, 1971). Este padrdao de menor ramificagio e
maior distdncia entre os septos também foi observado em CLB3 em todos os
meios que continham NaCl e a 25°C. O efeito desta modificagdo de padrdao de
crescimento pode ser avaliado na relagdo didmetro/peso umido da colonia
(Tabelas 4,6,7 e 8). TRINCI (1969), BAINBRIDGE & TRINCI (1969) e KATZ et
al. (1976) demonstraram que a simples medida de crescimento radial sobre meio
solido ndo era uma boa estimativa de crescimento vegetativo, pois o aumento do
numero de ramifica¢des do micélio reduzem o crescimento radial sem, contudo,
diminuir obrigatoriamente o aumento da massa micelial. Nas Tabelas 4 e 6, foi
calculado um crescimento radial para cada condi¢do de meio, ponderando as
medidas observadas, pela razdo didmetro/peso em meio completo. Desta maneira,
foi possivel mostrar que colonias de didmetro maior, em alguns casos, tinham
desenvolvimento menor, o que ja tinha sido deterrmnado pelo peso umido da
colonia, um pardmetro mais adequado.

A partir destas consideragdes e observagdes, parece razoavel
afirmar que o mutante CLB3 apresenta hipermelaniza¢do devido a um alelo
mutante do gene mel4 ou de outro gene envolvido na sintese de melanina. A
producdo e estabilizagdo da isoenama ou de um regulador da sua produgio,
poderia ocorrer em presenga de estabilizador osmético, o que seria reforgado em
pH igual a 5,0 ou pela temperatura de 25°C. A caréncia de oxigénio ou aumento
de temperatura, por outro lado, induziria o aumento da produgdo de melanina,

acarretando o espessamento do micélio e, em consequéncia, agravando a



deficiéncia de esporulagdo. Desta forma, poderia ser explicado o fato de que o
estabilizador osmotico € a temperatura ndo exercem influéncia sobre o fendtipo
brl deste mutante, apesar de aumentar o niimero de conididéforos.

A luz ndo provocou qualquer resposta em CLB3, CLY14, ou bidl
methG1, o que era previsto, uma vez que a maioria das linhagens mantidas em
laboratério sdo mutantes para o gene veA.

Durante a caracterizagdo da expressdo do novo alelo, o primeiro
aspecto que sobressaiu na analise citologica de CLB3 foi a heterogeneidade de
anormalidades de conidi6foros como também, a presenca de conidioforos
normais. Este carater sugere variegacdo. Normalmente, em todos os mutantes
intermediarios, ha uma pequena variabilidade de morfologia nos conidiéforos
aberrantes. No entanto,ndo ha qualquer registro na literatura, de um mutante com
todas as gradagdes entre o normal e o afetado grave, em uma mesma coldnia.
CLUTTERBUCK (1969a e 1970b) descreveu o tunico br/ variegado de sua
colegdo, o mutante br/412, portador de uma translocagéo de parte do cromossomo
VIII, com o ponto de quebra no inicio do gene brl4 para o cromossomo III,
préoximo ao teldmero. A maioria absoluta das estruturas (99%) era formada por
hifas aéreas que cresciam indefinidamente, sem diferenciagdo posterior. Cerca de
apenas 1% dos conidiéforos eram normais ou préoximos do normal. O
mapeamento do gene responsavel por esta anomalia mostrou ligagdo com
marcadores do grupo III e VIII (CLUTTERBUCK, 1969; 1970b e
CLUTTERBUCK & SPATHAS, 1984).

CLB3 apresentou um perfil muito diferente: havia grande niimero
de hifas aéreas, em tomo de 20% de conidioforos muito aberrantes com
conidiéforos secundarios ou estruturas quase sem vesicula, com métulas

lembrando longos dedos, sem fialides ou conidios, 60% de conididforos
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intermediarios, com poucas métulas por vesicula, mas com o restante do
desenvolvimento normal, com poucos conidios € 20% de conidiéforos normais.

O mapeamento mostrou auséncia de translocagdo. Este fato
impossibilita discutir a inativagdo do gene br/ por efeito de posigdo, como ocorreu
com brid12.

As hifas aéreas e os conididéforos normais apresentavam-se como
grandes complicadores na definicdo do comprometimento do novo alelo. A
medida que os resultados sobre a superprodugido de melanina no micélio foram se
somando, o problema das hifas aéreas foi esclarecido. As hifas aéreas sdo
conidioforos ndo diferenciados por auséncia completa da expressao do gene briAd
ou por falta de outros fatores envolvidos na indugdo da conidiogénese, antes da
acdo de br/, impedindo a sua expressdo. Os mutantes fluffy, por exemplo,
inicialmente descritos como mutantes com grande proliferagdo de hifas
vegetativas, atualmente sdo reconhecidos como devidos a grande quantidade de
hifas aéreas, em func¢do da auséncia do produto de um dos diversos genes flu ou
f1b ja descritos (DORN, 1970 ;LEE & ADAMS, 1994a, WIESER & ADAMS,
1995). As linhagens selvagens para o gene ved sdo sensiveis a luz para a indugdo
da conidiogénese, de maneira que, em presenga de luz, desenvolve grande niimero
de conidioforos e praticamente nenhuma hifa aérea, enquanto, no escuro, faz
exatamente o contrario (MOONEY & YAGER, 1990). Esta foi a primeira
indicagdo de que a haste do conidiéforo se alonga até atingir um limite
determinado, quando a expressdo da proteina Brl provoca a diferenciagdo da
vesicula e das demais estruturas. Se ndo hé a produgéo desta proteina por conta da
auséncia de indugéo de VeA, a haste cresce indefinidamente, sem diferenciar.

SOM & KOLAPARTHI (1994), em uma série de experimentos com
o produto do gene Aras, homologo ao protooncogene ras, obtiveram, por

transformagdo, a expressdo de niveis controlados da forma ativa (que se liga a
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GTP) e da forma inativa (que se liga a GDP) da proteina. Concluiram que esta
proteina € responsavel pelas decisdes da diferenciagdo durante todo o ciclo do
fungo. Durante a germinagdo, os niveis da forma ativa sdo altos e, durante o
desenvolvimento, estes niveis vdo diminuindo progressivamente para que cada
nova etapa seja iniciada. Se os niveis permanecem mais altos do que o normal
durante a indugdo da conidiogénese, ha formagdo de uma grande quantidade de
hifas aéreas e poucos conidiéforos. Como acontece com a luz, a expressdo de
niveis baixos de ARas ativa induz a diferenciagdo maciga de conidioforos, sem
hifas aéreas. Se a proteina Stu €é imprescindivel para o controle espacial da
expressdo de br/, provavelmente ARas € a proteina responsavel por deflagrar o
primeiro pulso de tradug@o de Brl, para a formagao da vesicula.

De acordo com estas evidéncias, as hifas aéreas desenvolvem-se
devido a auséncia de Brl nesta regido do micélio. Este fato pode ser determinado
por tr€s causas: primeira, a presenga de um alelo br/4 que condicione um
fenotipo bristle grave; segunda, a presenga de um alelo mutado para um dos genes
que induzem bri4; terceira, a auséncia de algum fator ambiental que induz a
conidiogénese ou mutagdes génicas que interfiram na recepgdo destes estimulos,
como ve4 ou melA.

Desta forma, se uma mutagdo no gene br/ € responsabilizada pela
caréncia desta proteina, € improvavel que um alelo que condicione um fenotipo
intermediario, levando algumas estruturas a diferenciagéo, possa estar totalmente
inativo em outras, a ndo ser por uma translocagdo, como foi descrito para bri412.

Em CLB3, os experimentos de inibigdo do pigmento no micélio
resultaram no desaparecimento das hifas aéreas. Estes resultados indicam que o
bloqueio que determina a produgdo destas estruturas € anterior a expressdo de br/.
A analise do segregante CLY14 veio confirmar esta conclusdo, excluindo,

portanto, as hifas indiferenciadas da responsabilidade do novo alelo.
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Neste trabalho, ao se estudar os conidioforos intermediarios,
encontramos sempre malformagdes a nivel de vesicula e/ou métulas. As
deficiéncias de métula restringiram-se a fase anterior a sua diferenciagdo.
Segundo observagdes de OLIVER (1972), logo depois do primeiro pulso de
proteina Brl, ha a diferenciagédo da vesicula e o brotamento das métulas. S6 entéo,
os nucleos migram para as métulas e a sua diferenciagdo € concluida de maneira
autonoma. Estes resultados sugerem que a quantidade de proteina Brl que é
encaminhada para cada métula juntamente com o citoplama, durante o seu
brotamento, vai induzir os genes para a etapa final da sua diferenciagdo e
brotamento das fialides. Logicamente, quando ha pouca expressdo de proteina Brl
na vesicula, uma métula poderia receber uma quantidade insuficiente para o pulso
de indugdo e esta métula bioquimicamente se comportaria como a haste que a
originou € comegaria a crescer como uma nova haste. Esta interpretagdo
justificaria também, o fato de algumas vesiculas apresentarem uma métula néo
diferenciada, crescendo como haste secundaria, ao lado de métulas diferenciadas,
com fialides e conidios. O pequeno namero de métulas que brota de uma vesicula
deficiente consegue desenvolver métulas normais, fialides e cadeias de conidios.
Se a quantidade de métulas ndo fosse associada ao desenvolvimento da vesicula, e
houvesse um grande numero de métulas para receber uma quantidade deficiente
de proteina Brl, provavelmente nenhum destes conidiéforos chegariam a formar
conidios. A falta de sincronismo também deve ser resultante das diferentes
quantidades de proteina Brl em cada métula. Esta observagdo indica que o
sincronismo encontrado normalmente, na diferenciagdo das estruturas de um
conidiéforo, depende de um minimo de proteina Brl produzida na vesicula que
garanta uma sobra nas métulas, suficiente para contornar pequenos desvios na

distribuigdo deste produto durante o brotamento.
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O transcrito de br/ que é traduzido nesta fase, € o . Uma mutagao
na regido dos zinc fingers é capaz de provocar o mesmo efeito que foi descrito,
pois este tipo de mutacdo altera a afinidade da proteina Brl com o DNA nos
promotores dos genes que ela regula. Isto resultaria na produgdo de niveis
normais da proteila nas vesiculas e métulas, no entanto, uma proteina com
atividade insuficiente. Todos os mutantes de CLUTTERBUCK (1969a e 1992),
com excessdo de 2, possuem a mutagdo nesta regido do gene. No entanto, como
os dois transcritos (a0 e [3) apresentam a regido estrutural em comum, uma
mutagdo deste tipo, compremete também o transcrito a e a proteila que €
produzida na métula e vai para a fidlide para promover a sua diferenciagdo
auténoma, como ocorreu com a metula. Se a proteina ndo tem atividade normal, a
fidlide se comporta como uma métula e fica repetindo esta fase, originando uma
cadeia de métulas.

O mutante CLB3 ndo apresentou esta aberragdo. Sempre que uma
métula conseguiu se diferenciar, ela originou uma fialide funcional e uma cadeia
de conidios. Esta caracteristica indica que o problema ocorre a nivel de transcrito
B somente, como acontecia com uma linhagem construida por PRADE &
TIMBERLAKE (1993), com expressdo apenas de transcrito oe. Como CLB3 tem a
maioria dos conidioforos menos aberrantes que o do mutante construido,
concluiu-se que ha uma diminui¢do na quantidade, ndo a auséncia completa da
proteina sintetizada a partir do transcrito 3. Se fosse admitido este raciocinio, a
mutacdo neste alelo estaria fora da regido estrutural, em algum ponto do
promotor, de maneira a diminuir a transcrigdo de 3 ou na regido que regula a
tradugdo deste transcrito, na regido pLORF ou na sua proximidade.

O mapeamento intragé€nico foi feito para testar esta hipotese.

As analises de recombinagdo e de conversdo génica mapearam o alelo novo a &'
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dos trés alelos mapeadores, no mesmo grupo do mutante br/4]7. Procurando
maiores informagdes sobre o fendtipo de brl417, encontramos o relato de que €
um dos dois mutantes intermediarios de CLUTTERBUCK (1969a) que ndo
mapeiam na regido dos zinc-fingers. Um deles é o briAl2, portador da
translocagdo, e bri417 que, além de mapear muito distante desta regido, apresenta
uma caracteristica curiosa: ¢ normalmente grave, mas se apresenta com fendtipo
intermediario em presenc¢a de paramomicina.

O mutante CLB3 foi, entdo, submetido ao teste da neomicina. Este
aminoglicosideo, como a paramomicina, atua a nivel ribossémico, suprimindo
mutagdes de ponto do tipo "nonsense" e "missense". Como consequéncia,
algumas proteinas inativas por substituicdo de apenas 1 aminoacido ou por serem
menores em fun¢do de um codon de terminagdo prematuro, passam a ser
traduzidas na sua forma nativa, funcional. O mRNA carregando a copia da
mutagdo pode ser traduzido de forma a suprimir os efeitos desta mutagdo, uma
vez que o ribossomo atacado pelo antibidtico 1€ de forma incorreta, alguns
codons. O mesmo efeito acontece quando os ribossomos apresentam um fenétipo
supersupressor (ROBERTS et al., 1979 e MARTINELLI & ROBERTS, 1983).

A linhagem CLB3 respondeu a neomicina, melhorando a
esporulagdo, suprimindo parcialmente, o fendtipo bristle, pelo aumento da
produgdo de proteina Brl, o que foi comprovado pela diminuigdo relativa de
conidioforos afetados.

Para a localizagdo da mutacdo por metodologia molecular, foi
amplificada apenas a regido 5' do gene, desde o final do promotor, até a
proximidade da regido estrutural, por indicagdo dos resultados obtidos pelas

analises citologicas e genéticas.



A analise de RFLP ndo evidenciou polimorfismo de sitios de
restrigdo para 5 enzimas que tém sequéncias de reconhecimento nesta parte do
gene. Restou, entdo, sequenciar este fragmento de 1137 pares de base.

O sequenciamento localizou duas mutag¢des: uma transicdo C—T no
nucleotidio -881 e uma transigdo T—C no nucleotidio -71. A primeira esta situada
a -24 do inicio de transcrigdo do transcrito 3 € a segunda, na regido do intron. A
mutacdo no intron poderia dificultar o processamento do transcrito e levar a sua
instabilidade ou & tradugdo de uma proteina inativa. Como ha evidéncias de um
controle na expressdo de Brl a nivel de processamento, este tipo de dano poderia
resultar em um desajuste na regulagdo temporal do aparecimento de Brl traduzida
a partir de B. No entanto, os resultados citolégicos e fisiologicos demontraram
uma deficiéncia parcial de Brl, sem comprometimento temporal de sua
expressdo. A mutagdo a -24 do inicio de transcrigdo poderia ocasionar uma
diminuig@o nos niveis de transcrigdo, que resultaria em menor quantidade de Brl
na vesicula de cada conidioforo. Em consequéncia de todas as observagdes
apresentadas neste trabalho, ¢ provavel que esta ultima, seja a mutagio
responsavel pelo fendtipo caracteristico da conidiogénese na linhagem CLB3.

Entretanto, se CLB3 nfo apresenta qualquer comprometimento na
traducdo, ndo deveria responder a neomicina. O transcrito B € regulado, como ja
foi mencionado, a nivel de transcricdo, de processamento € de tradugdo. O
controle de tradugdo € feito pelo inicio da leitura do HORF, ndo podendo faltar o
codon AUG. Apds o reconhecimento deste codon de iniciagdo, hd uma
preservagdo do transcrito 3 de maneira a formar um gradiente de mRNA ao longo
da haste, com maior concentragdo na extremidade, para promover um grande
pulso de tradugdo no momento da diferenciagdo da vesicula. Como o mecanismo

de controle a nivel de tradugdo nédo é conhecido, € possivel que a neomicina seja
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capaz de subverter parcialmente a repressio da tradugdo, promovendo um
aumento na sintese proteica a partir de cada molécula de mRNA. Isto justificaria a
supressdo observada em CLB3.

Ha um aspecto importante de CLB3 a esclarecer - a variegagdo. Este
mutante apresentava 20% de conidi6foros normais. Como explicar tal fato sem
translocagdo e sem o concurso de alguma interagdo com outro gene? Um dos
achados no inicio da caracterizagdo do mutante foi a existéncia de dois tamanhos
de conidios, compativeis com uma mistura de hapléides e dipldides. Este carater
também foi visto em suspensio de conidios de CLY14. Supondo-se uma
capacidade aumentada de fusdo de nucleos no micélio deste mutante, o resultado
seria um heterocario com nucleos haploides e diploides. Se eventualmente um
nucleo dipldide estivesse envolvido na formagdo de um conididforo, a produgéo
de proteina Brl a partir dos nicleos desta haste seria o dobro em relagdo a outra
contendo apenas nucleos hapldides. Como a deficiéncia deste alelo envolve
quantidade de proteina traduzida, a consequéncia natural deste desevolvimento
seria um conidiéforo normal com os conidios dipléides. Para testar esta hipotese,
foram observados, os nucleos em diferentes partes do micélio e o didmetro dos
conidios. CLUTTERBUCK & ROPER (1966) analisaram a distribuicdo de
nucleos em heterocarios haploéide-diploide de Aspergillus nidulans. O tamanho
dos nucleos hapléides e diploides s6 pode ser comparado quando presentes na
mesma hifa, pois a variabilidade ndo permitiu comparagio segura entre nicleos de
diferentes partes da colonia. Desta forma, o diagnostico da ploidia nas diferentes
hifas de CLB3 ndo pode seguir o critério do didmetro de seus nucleos.
CLUTTERBUCK (1969b) observou que o numero de nicleos por hifa intersticial
era um parametro seguro para a determinacdo da ploidia de um micélio, pois ha
uma relagdo direta de volume de citoplasma por lote cromossémico. Seguindo

este critério, foi possivel demonstrar que o micélio de CLB3 era, de fato, um
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heterocario hapléide-dipléide, o que indiretamente ja havia sido confirmado pela
grande quantidade de conidios com diametro proprio de diploides.

Outra confirmagéo surgiu de forma inesperada. Um heterocario, se
ndo estiver sob pressdo nutricional, tende a dar setores com um s6 dos dois tipos
de nucleos. Embora seja um evento raro, CLB3 originou setores melhorados,
exclusivamente diploides. A andlise citologica de um desses setores, CLV3,
confirmou a diferenga apenas a nivel de ploidia entre o setor e CLB3. Este setor
originou um setor de morfologia idéntica a CLB3, mas com grande capacidade de
diploidizar. Este comportamento foi totalmente eliminado pelo repique uma unica
vez em meio com o haploidizante Benlate.

Se for considerada, a afirmacdo de CLUTTERBUCK (1969a e
1970b) de que o estudo da variegagdo em Aspergillus nidulans é original € muito
relevante, as informagdes sobre o mutante CLB3 constituem uma contribuigéo
importante neste campo, pois abre uma nova possibilidade para uma linha de
pesquisa, até entdo desconhecida.

Como brl ¢ o gene para diferenciagdo mais estudado e,
consequentemente, mais conhecido em Aspergillus nidulans, este trabalho, além
de apresentar a corroboracdo ao modelo de HAN et al (1993) e algumas
contribui¢des adicionais, vem trazer também, dois pontos de reflexdo: o primeiro
¢ que um sistema ou um gene nunca estd esgotado para o estudo genético,
principalmente quando se trata da diferenciagdo em eucariotos; segundo, que a
metodologia molecular, que veio enriquecer tanto a capacidade de observagéo do
geneticista, ndo pode substituir a exaustiva, trabalhosa, mas generosa metodologia

classica.
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6. CONCLUSOES

Em consequéncia dos resultados apresentados neste trabalho, foram
estabelecidas as seguintes conclusdes:
I. O mutante CLB3 ¢ portador de um novo alelo do gene #r/4 que determina o
desenvolvimento de conidiéforos anormais caracterizados por diferentes
comprimentos de haste, pequeno nimero de métulas, auséncia de sincronismo no
desenvolvimento e presenga de conidiéforos secundarios;
2. E provavel que a deficiéncia na conidiogénese do mutante CLB3 seja devida a
uma mutagdo na regido promotora, a -24pb do inicio de transcricdo do mRNAJ
resultando na diminuigdo da transcrigdo deste mRNA e consequente deficiéncia
da produgéo de proteina Brl a nivel de vesicula;
3. O crescimento vegetativo deficiente nédo interfere no fenétipo bristle;
4. A diminuigdo do nimero total de conididforos, observada em CLB3, e seu
aumento, em resposta ao estabilizador osmoético e temperatura de 25°C mostra
relagdo direta com a superprodugdo de melanina no micélio;
5. A variegacdo representada pela presenga de 20% de conidi6foros muito
aberrantes (hifas aéreas), 60% de conidi6foros intermediarios com poucas métulas
e conidios e 20% de conidi6foros normais € devida 8 manutengdo de CLB3 como

um heterocario hapléide-diploide estavel.
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