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RESUMO



Aspergillus nidulans é um ascomiceto filamentoso, considerado modelo de estudo para
diversas areas da Genética. Na mutagénese, o sistema metionina, foi o mais utilizado
durante duas décadas. A reversdo de auxotrofia para prototrofia ocorre por supressao
génica, resultando em quatro diferentes morfologias. O objetivo do presente trabalho foi
analisar os mecanismos genéticos responsaveis pela possivel relacdo entre a supressdo
da auxotrofia para metionina no sistema methG (reversdo) e a determinacdo das
morfologias das colbnias revertentes. Foram obtidos revertentes dos quatro morfotipo a
partir da linhagem biAlmethG1. Foram analisados o desenvolvimento vegetativo das
colbnias e a esporulacdo em meio de cultura sem metionina para estabelecer a
estabilidade de cada morfologia durante 5 dias em 10 geracgdes. Foi observada a resposta
a diferentes concentracbes de metionina e de cisteina que sdo 0s aminoacidos
envolvidos nesta supressdo. Os revertentes foram cruzados dois a dois para analise de
complementacdo em heterocarios. Os mapeamentos mitotico e meiodtico foram feitos
por meio de cruzamentos do tipo B com a linhagem MSE. Nenhum dos morfotipos
mostrou-se estavel, convertendo-se em outro morfotipo a partir de algumas geragdes. A
resposta a diferentes concentracdes de metionina provocou uma mudancga gradativa no
fenotipo, indicando que as morfologias eram devidas a diferentes niveis de producdo de
metionina. Corroborando esta hipétese, a linhagem biAlmethG1 quando cultivada em
diferentes concentracdes de metionina, apresentou os morfotipos na ordem D-B-C-A de
forma progressiva, de acordo com o aumento da concentracdo desse aminoacido. A
cisteina mostrou-se inibitéria para cada morfotipo, indicando que esse aminoacido
dificulta a sintese de metionina do revertente. O mapeamento mitético localizou o gene
supressor no cromossomo V e 0 mapeamento mei6tico caracterizou-o como sendo o
gene cys C. A conclusdo do presente trabalho é que ocorrem mutacdes no gene cys C
resultando no bloqueio da sintese de cisteina na via biossintética usual, liberando a
atividade da enzima responsavel pela via alternativa. Pequenas diferencas no bloqueio,
devido a diferentes mutagBes no mesmo gene, levam a diferentes niveis de sintese de

metionina e consequente variaces nos fendtipos.
PALAVRAS-CHAVE

Mutantes morfologicos; teste de mutagenicidade; biossintese de metionina



ABSTRACT

Aspergillus nidulans is a filamentous ascomycete used as a model in several areas of
Genetics. The methionine system has been used for decades in mutagenesis. Reversion
of auxotrophy to prototrophy occurs by suppression, with four different morphologies.
Current paper analyzes the genetic factors involved in the determination of these
morphotypes. Revertants of the four morphotypes were obtained from biAlmethG1l
strain. The vegetative development of colonies and the sporulation in culture medium
without methionine were analyzed to establish the stability of each morphology, during
five days, within ten generations. Response to different concentrations of methionine
and cysteine was reported. Revertants were crossed two by two for the analysis of
complementation in heterokaryons. Mitotic and meiotic mapping was undertaken by
crossings between type B and MSE strain. No morphotype was stable and it
transformed itself into another type as from some generations. Response to different
methionine concentrations caused a gradual change in the phenotype and indicated that
morphologies were due to different levels of methionine production. When biAlmethG1
strain was cultured in different methionine concentrations, it provided a morphotype
according to increasing concentration in the order D-B-C-A, corroborating the above-
mentioned hypothesis. Cysteine had an inhibitory effect for each morphotype and
revealed that cysteine made difficult the revertant’s methionine system. Mitotic
mapping pinpointed the suppressor gene on chromosome V and meiotic mapping was
characterized as gene cys C. Results showed that mutations occurred in gene cys C with
the blockage of cysteine synthesis within the usual biosynthetic pathway, releasing
enzyme activity through an alternative pathway. Owing to different mutations in the
same gene, small differences in the blockage caused different synthesis levels of

methionine and consequent phenotype variations.

Keywords: morphological mutants; mutagenicity test, biosynthesis of methionine.
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1. INTRODUCAO

O fungo filamentoso Aspergillus nidulans foi identificado por Eidam (1883). No
entanto, foi a partir das pesquisas de Guido Pontecorvo, na década de 50, que esse
ascomiceto tornou-se modelo bioldgico para os trabalhos na area da Genética. Por essa
razdo, diversas técnicas foram desenvolvidas para utilizar este modelo nas mais variadas
areas de estudo, como mutagénese, recombinogénese mapeamento genético, controle do
ciclo celular, apoptose, oncogenes e controle do desenvolvimento.

Lorna Lilly em 1965 propds o sistema metionina para detec¢do do potencial
mutagénico de agentes quimicos e fisicos. Durante mais de trés décadas esse sistema foi
utilizado no mundo todo e publicado nas melhores revistas da area. Os revertentes que
sdo produzidos nos experimentos deste sistema apresentam curiosamente quatro
diferentes tipos de morfologias. Foram feitos estudos bioquimicos para caracterizar a
mutacdo reversa por supressdo, porém ainda ndo foram esclarecidos 0s mecanismos
responsaveis pelas diferentes morfologias.

Os estudos genéticos sobre alguns tipos de mutantes morfoldgicos, iniciados por
Clutterbuck em 1969, despertaram a atencdo para 0s genes e 0s processos de regulagéo
génica responsaveis pela sequéncia de eventos que levam a germinacao dos conidios, ao
crescimento das coldnias, a conidiogénese e ao ciclo sexual. Assim, a genética do
desenvolvimento de Aspergillus nidulans tem produzido grande numero de
contribuicOes para a compreenséo dos ciclos de vida dos organismos eucariotos.

Considerando a importancia dos testes de mutagenicidade e o conhecimento
disponivel sobre os genes responsaveis pelo desenvolvimento das coldnias, o0 presente
trabalho teve como objetivo, estudar os mecanismos genéticos responsaveis pela
possivel relacdo entre a supressdo da auxotrofia para metionina no sistema methG e a

determinacédo das morfologias das colonias revertentes.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aspergillus nidulans

O ascomiceto A. nidulans, é um fungo amplamente estudado na area da Genética
devido a algumas caracteristicas que facilitam sua manipulacdo em laboratério, tais
como: presenca de fase vegetativa e esporulacdo tanto no ciclo assexual quanto sexual;
cruzamentos de facil obtencéo; ciclo de vida curto possuindo fase haploide e diploide;
capacidade de desenvolvimento em meios de cultura definidos e complexos, além de
morfogénese bem definida (CLUTTERBUCK e TIMBERLAKE, 1992; ELLIOT, 1960;
MILLER, 1990; UPSHALL, 1981).

O facil emprego das técnicas moleculares, as fungdes teciduais bastante diferenciadas
com regulacdo morfogenética complexa e a possibilidade de isolamento e analise de
compostos bioquimicos estagio-especificos a partir da inducdo de sincronismo na
conidiogénese séo fatores que determinam a exploragdo dos mecanismos de regulagéo
do desenvolvimento nesse ascomiceto (TIMBERLAKE e MARSHALL, 198S;
MILLER, 1990).

2.2. Desenvolvimento em Aspergillus nidulans

O ciclo de vida de A. nidulans é composto por 3 fases distintas: a fase vegetativa, que
comega com a germinacdo do esporo e vai até o crescimento da col6nia, formado por
meio do crescimento das hifas; a fase de conidiogénese, ou esporulacdo assexuada, onde
ocorre o desenvolvimento dos conidios, chamados esporos assexuais, formados dentro
de uma estrutura especifica, denominade de conidi6foro; e a fase de ascosporogénese ou
esporulacdo sexuada, na qual ocorre a formacdo dos ascdsporos, esporos sexuais, dentro
de corpos de frutificacdo, denominados de cleistotécios ou ascoma, estruturas formadas
a partir da fusdo de hifas ascogenas (PONTECORVO, et al., 1953).

A. nidulans, como todos 0s organismos que possuem meiose, apresentam haploidia e
diploidia, porém nesse fungo, os nucleos dipldides e haploides podem estar presentes
em todas as fases do ciclo de vida, enquanto na maioria dos organismos, a fase diploide
é dominante e a fase haploide ocorre apenas na formacdo dos gametas (ADAMS, 1998;
CLUTTERBUCK, 1969 a e b; UPSHALL, 1981).
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Embora o desenvolvimento de cada fase do ciclo de vida de A. nidulans seja
geneticamente determinado, o fungo responde a fatores externos diversos, como:
temperatura, pH, luz, fatores nutricionais e agentes fisicos e quimicos. Por este motivo,
varias linhagens tém sido empregadas para testes de resposta a agentes inibidores,
mutagénicos, recombinogénicos, clastogénicos, antimutagénicos etc. (ROCHA e
AZEVEDO, 1986; TIMBERLAKE e CLUTTERBUCK, 1994; ROCHA, 1997).

Ao longo dos estudos genéticos do desenvolvimento deste fungo, algumas classes de
mutantes foram sendo descritas. Entre essas, encontra-se a classe de mutantes
morfologicos, em que estdo subdivididas em mutantes para o crescimento e ciclo
celular, mutantes para conidiogénese e mutantes para ciclo sexual (CLUTTERBUCK,
1969 a; AXELROD, 1972; MORRIS, 1976; CLUTTERBUCK e TIMBERLAKE,
1992).

2.3. Testes de mutagenicidade

Até a década de 80, a maioria dos testes de mutagenicidade em A. nidulans eram
realizados por meio de trés sistemas: o sistema 2- tioxantina, o sistema arginina e o
sistema metionina. O sistema metionina é capaz de detectar mutacdes génicas por meio
da reversdo de carater auxotrofia para independéncia de metionina devido a mutagoes
supressoras (su” meth™) (SCOTT et al., 1982).

A maioria dos trabalhos com este fungo sobre mutagenicidade ou
antimutagenicidade recorrem ao sistema metionina, sendo que os sistemas 2-tioxantina
e arginina ndo foram utilizados recentemente.

Rodrigues, et al. (2003), usaram o sistema metionina para avaliar o potencial
antimutagénico do cogumelo-do-sol em A. nidulans, utilizado na medicina popular para
combate ao cancer; Rezende, et al. (2004), avaliaram o efeito antimutagénico de
Euphorbia tirucalli, visto que essa planta é conhecida na medicina popular por possuir
acao antimutagénica; Palioto, Palioto e Rocha (2010) analisaram o efeito de baixa dose
de ultravioleta a fim de identificar possiveis danos cromossomais causados por baixas
dosagens de raios ultravioleta; Palioto e Rocha (2013) avaliaram a mutagenicidade de
Piper methysticum L. f., devido ao uso indiscriminado dessa planta como ansiolitico e
emagrecedor; Polonio, Rocha e Clemente (2014) testaram o efeito antimutagénico de
sucos de uva com diferentes teores de resveratrol utilizando o sistema metionina; Berti

et al. (2016), estudaram os efeitos do suco comercial de Aloe vera L. na germinagéao e
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antimutagénese em Aspergillus nidulans utilizando este sistema e pelo ensaio do cometa

em ratos Wistar.
2.4. Sistema metionina

O sistema methG1, idealizado por Lilly, € um sistema altamente sensivel para testes
de mutagenicidade por meio da sua potencialidade em detectar alteragdes em pares de
bases e pequenas delecdes (LILLY, 1965; ROCHA e AZEVEDO, 1986).

Estes eventos podem ser detectados por meio das taxas de reversdo da auxotrofia
para independéncia de metionina utilizando a linhagem biAlmethG1l. A sensibilidade
desta linhagem pode ser observada pela frequéncia de reverséo espontanea equivalente a
aproximadamente 100 vezes maior do que a encontrada para outros loci (LILLY, 1965).
Em uma revisdo, Scott et al (1982) apresentaram uma lista de 21 trabalhos de
mutagenicidade utilizando o sistema metionina, de 1965 a 1982.

Os testes realizados em A. nidulans utilizando o sistema metionina tem como padréo
0 uso da linhagem biAlmethG1, que é deficiente para biotina (cromossomo I) e
metionina (cromossomo 1V). Essa linhagem ndo possui translocacfes e a mutacdao biAl
causa maior permeabilidade da parede celular, caracteristicas que favorecem o0s
experimentos (LILLY, 1965; GAJEWISKI e LITWINSKA, 1968; PASZEWSKY e
GRABSKY, 1973).

Em raz&o da sua sensibilidade e repetitividade dos resultados desde a sua proposi¢ao
em 1965 durante duas décadas muitos autores utilizaram esse sistema para avaliacdo de
potencial mutagénico de agentes quimicos e fisicos. Ainda hoje embora em menor
escala, devido ao grande nimero de novos sistemas apresentados na literatura, o sistema
metionina permanece como ferramenta (til para testes de mutagenicidade (SCOTT et
al., 1982; ZONETTI e ROCHA, 2000; RODRIGUES et al., 2003; PALIOTO et al.,
2013).

2.5. Genes para deficiéncia nutricional de metionina

Por meio de testes com os mutantes meth® de A. nidulans, foram identificados e
mapeados 8 genes ndo ligados, responsaveis pelo carater meth”™ (GAJEWISKI e
LITWINSKA, 1968). Foram denominados de methA a methH, cada um comprometendo
uma das enzimas envolvidas na sintese de metionina (KAFER,1958; FORBES, 1959;
GAJEWSKI e LITWINSKA, 1968; CLUTTERBUCK, 1975; PASZEWSKI e
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GRABSKI, 1975a). A linhagem utilizada por Lilly para desenvolver o sistema
metionina foi a methG1, com deficiéncia na enzima p-cistationase que catalisa a
conversdo de cistationina em homocisteina (PASZEWSKY e GRABSKY, 1973). Este
gene foi mapeado no cromossomo 1V (CYBIS, 1988).

2.6. Bioquimica do sistema metionina

Em A. nidulans o sistema methG1l detecta mutagOes supressoras que revertem a
incapacidade de sintese de metionina. Nesse fungo, sdo conhecidas duas vias
biossintéticas para metionina. Na primeira via, que ocorre de maneira usual, a cisteina
recém-sintetizada, se converte em cistationina e essa da origem a homocisteina e a
metionina. J& na segunda via, uma via alternativa, ocorre a sintese de homocisteina e
metionina a partir da O-acetil homoserina. Porém, a cisteina produzida na via usual
blogueia a enzima homocisteina-sintetase, responsavel pela sintese da homocisteina na
via alternativa, inviabilizando a producao de metionina por esta via (GRYNBERG, et al.
2000). Desta forma, um mutante para a primeira via depois da etapa da sintese de
cisteina € incapaz de ativar a segunda via e apresenta auxotrofia para metionina
(PASZEWSKY e GRABSKY, 1973; KACPRZAK, et al. 2003; BRZYWCZY, et al.
2007).

No entanto, as mutacBGes cysBl e cysCl, que bloqueiam a sintese de cisteina, sdo
capazes de desbloquear a via alternativa, levando a prototrofia para metionina por
supressdo (PASZEWSKY e GRABSKY, 1975a).

Esses dados da literatura evidenciam que para corrigir uma auxotrofia meth’, ha
necessidade de uma mutacdo reversa no gene danificado da primeira via ou uma nova
mutacdo que abra a via alternativa, sendo caracterizada como mutagdo supressora
(PASZEWSKY e GRABSKY, 1974; PASZEWSKY e GRABSKY, 1975; ROCHA e
AZEVEDO, 1986).

Experimentos realizados por GAJEWSKY e LITWINSKA (1968) indicaram que 0s
revertentes da linhagem methG1 séo todos do tipo su'meth™, o que justifica a frequéncia
dessa reversdo ser tao alta em relacéo a reverséo de outras auxotrofias (Lilly, 1965)
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2.7. Morfologias do sistema metionina

Inicialmente os revertentes foram agrupados por Lilly (1965) em trés grupos
morfologicos, A, B e C. O grupo A ¢é caracterizado por colbnias verdes, de didametro
maior, com bordo irregular, semelhantes a linhagem methG1; o grupo B, com col6nias
marrons, de menor diametro que as do tipo A e com pouca ou nenhuma esporulacgéo e o
grupo C, com colbnias verdes, porém menores que as B, bem circulares e com um halo
branco na borda da colonia.

GAJEWSKY e LITWINSKA (1968) apontaram que existiam mais supressores que
os apresentados por Lilly (1965) e propuseram uma nova classificacdo dos morfotipos
de revertentes. As colbnias entdo foram classificadas em 3 grupos. O grupo 1, com as
colbnias verdes, agrupando A e C de Lilly; o grupo 2, com as col6nias marrons,
equivalente ao grupo B de Lilly, e o grupo 3, com col6nias brancas, bem pequenas, ndo
esporuladas e com aspecto de pompom.

Finalmente, a classificagdo adotada pelo presente trabalho, descrita por Rocha e
Azevedo (1986) que concluiram que os revertentes deveriam ser agrupados juntando as
duas propostas de classificacdo, em 4 grupos: tipo A, B e C conforme a descricdo de
Lilly e tipo D, correspondente ao grupo 3 de Gajewski e Litwinskaue englobam as
colbnias bem pequenas, brancas, com aspecto de pompom (LILLY, 1965; GAJEWSKY
e LITWINSKA, 1968; ROCHA e AZEVEDO, 1986).

Houve uma tentativa feita por Scott e Alderson (1971) de relacionar as porcentagens
relativas dos diferentes tipos de revertentes, com o tipo de dano mutacional induzido
por diferentes agentes. No entanto, a relacdo estudada néo foi observada.

O carater evolutivo presente neste sistema € muito evidente. Por um lado, um
caminho alternativo para a sintese de aminoacidos essenciais ja presente e outras vias
ainda em desenvolvimento, como propGe o trabalho de Paszewski e Grabski (1975b),
que observaram a sintese de homolantionina, homologa da cistationina, bem como o
trabalho de Brzywczy et al. (2007) que estudaram os genes com funcdo de cisteina-
sintetase ja descritos (cysB e cysF) e propuseram a existéncia de um terceiro gene com
esta funcdo. Por outro lado, a alta frequéncia de mutagfes supressoras parecem ser
chaves que o organismo utiliza para garantir novos caminhos para uma via biossintética
tdo importante, pela sintese dos dois aminoacidos sulfurados presentes em todas as

sinteses de proteina destes eucariotos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Linhagens

Para a obtencdo dos mutantes, a linhagem utilizada foi a linhagem biAlmethG1, que
possui de crescimento e esporulagdo normal, conidios verdes, reduzida capacidade de
ciclo sexual e marcadores nutricionais para biotina (biAl) no cromossomo | e metionina
(methG1) no cromossomo 1V;

Para a andlise de mapeamento dos mutantes revertentes que ndo se
complementassem, foi utilizada a MSE, linhagem de crescimento e esporula¢do normal,
conidios brancos, ciclo sexual normal, marcadores nutricionais para galactose e acetato
como fonte de carbono, piridoxina, &cido nicotinico, riboflavina incapacidade de
utilizacdo de sulfato e marcadores para coloracéo de conidios amarelo e branco

Estas linhagens sdo provenientes da Universidade de Glasgow (Escécia), cedidas
pela ESALQ/USP.

3.2. Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados foram o meio minimo (MM) acrescido de diferentes
concentracdes de aminoacidos e 0 meio completo (MC), preparados conforme descrito
por Pontecorvo et al. (1953) modificado por Clutterbuck (1974) e Rocha (1997).

3.3. Obtenc&o dos mutantes su meth* de cada morfotipo

Conidios de colénias da linhagem biAlmethG1 crescidas em MC por 5 dias a 37°C
foram coletados em solu¢do aquosa de Tween 80 0,01% (v/v) e homogeneizados. Em
seguida, semeados 100 pL desta suspensdo em placas de MM acrescido de biotina
(0,02ug/mL) e incubados por 5 dias a 37°C. Das coldnias obtidas, foram isoladas trés de
cada morfotipo (A, B, C e D) em MM + biotina e estocadas em geladeira para as

analises.

3.4. Andlise da estabilidade das morfologias dos supressores
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Conidios das col6nias su” meth* crescidas em MM + biotina por 5 dias a 37°, foram
repicados em placas com o mesmo meio e incubados por 5 dias a 37°C até a décima
geracdo e observadas quanto a estabilidade das morfologias.

3.5. Andlise da resposta dos supressores a diferentes concentragdes de metionina

Conidios dormentes de trés exemplares de cada morfotipo das linhagens supressoras
e da linhagem biAlmethG1 foram coletados de coldnias com cinco dias de crescimento
e inoculados por picada no centro de placas com MM + biotina com diferentes
concentracdes de metionina (0, 0,5 pg/mL, 2,5 ug/mL, 5 pg/mL, 25 pg/mL ¢ 50 pg/mL)
e MC, e incubados a 37°C. Com 3, 5 e 10 dias, estas colonias foram analisadas quanto
ao crescimento, medindo-se o didmetro das colbnias, esporulagdo por andlise

macroscopica em microscopio estereoscopico e coloracdo do micélio e dos esporos.

3.6. Andlise da resposta dos supressores a diferentes concentragdes de cisteina

Conidios dormentes de trés supressores de cada morfotipo foram coletados de
colbnias com cinco dias de crescimento e inoculados por picada no centro de placas
com MM e diferentes concentragdes de cisteina (0, 0,5 png/mL, 2,5 ng/mL, 5 pg/mL, 25
pug/mL e 50 pg/mL) e MC, e incubados a 37°C. Com 3, 5 e 10 dias, estas colénias foram
analisadas quanto ao crescimento, medindo- se o didmetro das colénias com régua;
esporulacdo, por analise macroscopica em microscopio estereoscépico e coloracdo do

micélio e dos esporos.

3.7. Andlise da resposta da complementacdo em heterocéarios de diferentes

combinacg0es de supressores

Conidios de cada dois dos quatro tipos de supressores obtidos foram inoculados em
MM + biotina liquido. Apos 3 dias de incubacdo a 37°C, a pelicula desenvolvida na
superficie do meio de cultura de cada tubo, o heterocario de cada cruzamento, foi
transportada para placas com MM + biotina e encubados a 37°C de 5 a 10 dias para

observacgdo da morfologia de cada heterocario.
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3.8. Mapeamento mitotico do supressor tipo B

O morfotipo B foi escolhido entre os supressores devido a morfologia de sua colénia,
que se distingue visivelmente do diploide, visto que B tem coloragdo marrom e o
dipléide possui coloracdo verde sem pigmento marrom no micélio.

Conidios do tipo supressor B foram inoculados com conidios da linhagem MSE em
MM + biotina liquido. Apos 3 dias de incubacdo a 37°C, a pelicula desenvolvida na
superficie do meio de cultura de cada tubo, o heterocério, foi transportada para placas
com MM + biotina e encubados a 37°C por 10 dias para obtengdo de setor diploide. A
linhagem diploide foi isolada e semeada em placas com MC e incubadas a 37°C por 10
dias para obtencdo de setores haploides segregantes do diploide. Essas colénias foram
isoladas e analisadas a partir de placas de 25 pontos (placas mestras) para anélise de
marcadores para mapeamento do gene supressor de acordo com as marcas nutricionais

ja conhecidas em cada um dos cromossomos da linhagem mapeadora MSE.

3.9. Mapeamento mei6tico do supressor tipo B

Conidios do tipo supressor B foram inoculados com conidios da linhagem MSE em
MM + biotina liquido. Ap6s 3 dias de incubacdo a 37°C, a pelicula desenvolvida na
superficie do meio de cultura de cada tubo, o heterocério, foi transportada para placas
com MM + biotina e encubados a 37°C de 5 a 10 dias para obtencdo de cleistotécios
hibridos. Foram utilizados 3 cleistotécios hibridos de cada cruzamento isolados,
esmagados em agua para liberacdo dos ascosporos e semeados em placas de MC. As
coldnias resultantes destes ascosporos foram transferidas para 5 placas mestras para
analise de marcadores para mapeamento do gene supressor de acordo com as marcas

nutricionais ja conhecidas em cada um dos cromossomos da linhagem mapeadora MSE.
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4. RESULTADOS
4.1. Obtencdo dos mutantes supressores meth* de cada morfotipo

Foram obtidos 10 exemplares de cada mutante morfoldgico em dois experimentos, 0s
quais estdo evidentes na Figura 1. Desses 10, foram selecionados 3 mutantes com
caracteristicas bem definidas, chamados entdo Al, A2, A,3; B1, B2, B3; C1, C2, C3;
D1, D2, D3.

Figura 1 — Aspecto macroscopico das coldnias dos supressores dos diferentes
morfotipos crescidas em MM-+biotina a 37° C por 5 dias. A: tipo A; B: tipo B; C: tipo
C; D: tipo D.

4.2. Andlise da estabilidade das morfologias dos supressores

No estudo sobre a conversao espontanea dos mutantes, foram realizados repiques até
que as coldnias se mantivessem estaveis. Os supressores tiveram 10 geracGes analisadas
sendo que, a partir da sétima geracdo ndo houve mais mudancas e as col6nias
estabilizaram suas morfologias. Um fato bastante relevante foi a interconversdo dos
supressores de um tipo para outro.

Na Figura 2, fica evidente a conversdo do mutantes A apés 7 geracdes em tipo C.
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Figura 2 — Aspecto macroscépico das colbnias do supressor A crescidas em
MM-+biotina a 37° C por 5 dias em cada geracdo. A: 2% geragdo; B: 4° geragéo; C: 7°
geracao.

Entre os mutantes do tipo B (Figura 3), na quarta geragdo, um exemplar se
caracterizou como pseudo B (Figura 3B) que apresentou o reverso da colbnia
caracteristico de B e a superficie semelhante ao tipo A, enquanto os outros dois se
mantiveram B. Esse mutante pseudo B foi repicado em 4 pontos, onde 2 apresentaram
conidios verdes e 2 regressaram ao tipo B (Figura 3C). Entdo o mutante pseudo B foi
repicado em um ponto para as geracfes seguintes e na quinta, sexta e sétima geracoes
essa pseudo B retornou a morfologia caracteristica de B, porém teve seu tamanho

aumentado a partir da terceira geracdo e esse se manteve. Gajewski e Litwinska (1968)

também observaram o aparecimento de coldnias pseudo B.

Figura 3 — Aspecto macroscopico das colbnias do supressor B crescidas em
MM -+biotina a 37° C por 5 dias em cada geracdo. A: 2% geracdo; B: 4° geracdo; C: 5°
geracao.
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Os mutantes C (Figura 4) precisaram de 3 geracdes para aumentar o tamanho das

coldnias e apds 4 geragdes se converteram em tipo A permanentemente.

=

Figura 4 — Aspecto macroscopico das coldnias do supressor C crescidas em
MM-+biotina a 37° C por 5 dias em cada geragdo. A: 3% geracdo; B: 6° geracéo; C: 7°
geracao.

Nos mutantes D (Figura 5), a partir de 3 geraces houve 0 aumento do didmetro das
colbénias. Na quarta geracdo (Figura 5A) houve coloracdo do reverso marrom,
caracteristico do tipo B. Na quinta geracdo (Figura 5B), houve aumento do tamanho e
evidente aparecimento de setores tipo B. Na sexta geracdo (Figura 5C), a morfologia

assemelhava-se ao tipo B. Nas col6nias de sétima geracdo, houve esporulacdo verde e

apesar do pigmento marrom, as col6nias apresentavam aspecto do tipo C (Figura 5D).

b .
Figura 5— Aspecto macroscopico das colonias do supressor D crescidas em MM-+biotina
a 37° C por 5 dias em cada geracdo. A: 1% geracdo; B: 4° geracdo; C: 5° geracdo; D: 6°
geracéo; E: 7° geracio.

4.3. Analise da resposta dos supressores a diferentes concentraces de metionina
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Com o morfotipo A, até a concentracdo de 5 pg/mL (Figura 6 A e B) houve um
aumento d didmetro das colénias. Com 25 ug/mL e¢ 50 ug/mL (Figura 6 C e D) as

coldnias tiveram seu diametro diminuido e suas bordas ficaram irregulares, indicando

inibicdo no crescimento.

Figura 6 - Aspecto macroscopico das coldnias do supressor Al crescidas em MM e MM
+ biotina + diferentes concentracdes de metionina a 37° C por 5 dias. A: MM; B: 0,5
pg/mL metionina; C: 25 pg/mL metionina; D: 50 pg/mL metionina.

Com B, as col6nias apresentaram melhora no desenvolvimento, aumentando de
didmetro e de esporulacdo a medida que concentracdo de metionina foi aumentada
(Figura 7 A e B). Em 25 pg/mL e 50 pg/mL (Figura 7 C e D) houve também um
aumento da formacéo de conidios verdes.

Figura 7 - Aspecto macroscopico das col6nias do supressor B1 crescidas em MM e MM
+ biotina + diferentes concentracdes de metionina a 37° C por 5 dias. A: MM; B: 0,5
pg/mL metionina; C: 25 ug/mL metionina; D: 50 ug/mL metionina.

Com C, nas coldonias com concentragdes de 0,5 ug/mL até 25 pg/mL o didmetro foi
maior que em MM (Figura 8 A, B e C). Ja nas coldnias com concentragdes de 50 pug/mL

(Figura 8 D) houve uma inibicdo com diminuigdo de tamanho e bordos irregulares.
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Figura 8 - Aspecto macroscopico das coldnias do supressor C1 crescidas em MM e MM
+ biotina + diferentes concentracdes de metionina a 37° C por 5 dias. A: MM; B: 0,5
pg/mL metionina; C: 25 pg/mL metionina; D: 50 ug/mL metionina.

Com D, as colénias aumentaram de tamanho de acordo com o aumento da
concentracdo de metionina (Figura 9). As colénias com concentracdo de 25 pug/mL e 50
ug/mL (Figura 9 C e D) apresentaram grande esporulacdo e morfologia tipica do tipo C

e A, respectivamente.

Figura 9 - Aspecto macroscopico das coldnias do supressor D1 crescidas em MM e MM
+ biotina + diferentes concentracdes de metionina a 37° C por 5 dias. A: MM; B: 2,5
ug/mL metionina; C: 25 ug/mL metionina; D: 50 ug/mL metionina.

A linhagem biAlmethG1 nas concentragdes de 0,5 ng/mL e 2,5 ug/mL apresentou a
morfologia do mutante tipo D (Figura 10 A). Em 5 ug/mL (Figura 10 B), as col6nias
cresciam com morfotipo de B. Em 25 pg/mL (Figura 10 C), embora tivesse micélio
marrom, a cobertura de esporos era compativel com tipo C, inclusive com halo. Em 50
ug/mL (Figura 10 D), o morfotipo era de A.



Figura 10 - Aspecto macroscopico das col6nias da linhagem biAlmethG1 crescidas em
MM e MM + biotina + diferentes concentragGes de metionina a 37° C por 5 dias. A: 0,5

pug/mL; B: 5 pg/mL metionina; C: 25 pg/mL metionina; D: 50 ug/mL metionina.

Na Figura 11, é possivel notar a semelhanca morfoldgica entre os diferentes

supressores e a linhagem biAlmethG1l quando inoculadas em MC. Os diferentes

supressores (Figura 11 A, B, C e D) ndo apresentaram seu morfotipo especifico,

igualando-se uns com os outros e com a linhagem original (Figura 11 E).

A

Figura 11 - Aspecto macroscépico das coldnias dos dieferentes supressores e de

biAlmethG1 crescidas em MC a 37° C por 5 dias. A: tipo A; B: tipo B; C: tipo C; D:

tipo D; E: biAlmethGL1.

Tabela 1. Média dos tamanhos em centimetros das coldnias de cada mutante em

diferentes concentragdes de metionina no MM + biotina.

[metionina] A B C D bimeth
ug/mL
0 35 35 2,9 1,9 -
4,5 3,6 2,5 18
34 3,7
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5 3,6 4,7 3,8 4,0 4,3
25 3,3 3,5 3,2 3,5 3,4
50 3,3 3,5 3,9 4,0 4,3
MC 7,5 7,3 7,2 7,2 7,5

Analisando os resultados obtidos nesse experimento, se pode notar que o mutante A
apresentou um aumento igual de crescimento nas concentragdes de 0,5 pg/mL e 2,5
pug/mL (Tabela 1 e Figuras 6). No entanto, seu crescimento foi inibido nas maiores
concentracdes de metionina (de 5 pg/mL em diante). A resposta das col6nias do tipo C
foi semelhantes ao que ocorreu com o tipo A, embora em uma escala diferente (Tabela 1
e Figura 8). As concentragdes de 0,5 pg/mL e 2,5 pg/mL foram benéficas para o
crescimento, 5 pg/mL ndo provocou diferenca e a partir de 25 pg/mL houve inibicao.

Os supressores B e D apresentaram respostas diferentes de A e C. Em B, houve
melhora no crescimento em 0,5 ug/mL, 2,5 pg/mL e 5 pg/mL. Com 25 pg/mL e 50
pg/mL houve diminuicdo do crescimento, mas ocorreu uma esporulacdo intensa, de
forma que na concentragdo de 50 pg/mL cresceu semelhante a tipo C (Tabela 1 e Figura
7). O mutante D também cresceu mais em 0,5 ug/mL, 2,5 pg/mL e 5 pg/mL,
proporcionalmente mais do que B. Com 5 pg/mL assemelhava-se a morfologia do tipo
B. Em 25 pg/mL também teve uma diminuicdo de tamanho acompanhada de
esporulagdo intensa e em 50 pg/mL adquiriu a morfologia de C, como havia acontecido
com B (Tabela 1 e Figura 9).

Ja bimeth, que é a linhagem mutante para metionina, apresentou as morfologias dos
supressores, quando a quantidade de metionina no meio era insuficiente, melhorando
sua morfologia progressivamente a medida que a concentracdo de metionina aumentava
(Tabela 1 e Figura 10). Com 0,5 pug/mL apresentava a morfologia do tipo D, com 2,5
ug/mL do tipo B, com 25 pg/mL tipo C e 50 pg/mL tipo A.

Estes resultados indicam que para apresentar seu desenvolvimento maximo o
supressor A precisou de 0,5 ug/mL de metionina, o supressor C precisou de 2,5 pg/mL
de metionina, o supressor B precisou de 25 pg/mL de metionina e o supressor D

precisou de 50 pg/mL de metionina.

4.4. Analise da resposta dos supressores a diferentes concentracdes de cisteina
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Nos mutantes do tipo A, B e C a diminui¢do no tamanho das colonias foi diretamente

proporcional ao aumento das concentragbes de cisteina, como se pode observar na
Tabela 2 e Figuras 12, 13 e 14.

Figura 12 — Aspecto macroscopico das coldnias do supressor A crescidas em MM +
biotina + diferentes concentragGes de cisteina a 37° C por 5 dias. A: 0,5 ug/mL cisteina;
B: 2,5 pg/mL cisteina; C: 25 pg/mL cisteina; D: 50 pg/mL cisteina.

Figura 13 — Aspecto macroscépico das colbnias do supressor B crescidas em MM +
biotina + diferentes concentragGes de cisteina a 37° C por 5 dias. A: 0,5 ug/mL cisteina;
B: 2,5 pg/mL cisteina; C: 5 pg/mL cisteina; D: 50 pg/mL cisteina.

Figura 14 — Aspecto macroscopico das colonias do supressor C crescidas em MM +
biotina + diferentes concentragGes de cisteina a 37° C por 5 dias. A: 0,5 ug/mL cisteina;
B: 2,5 ng/mL cisteina; C: 5 pg/mL cisteina; D: 50 pg/mL cisteina.



25

Nos mutantes A e C, a esporulacdo foi reduzida ja a partir da concentracdo de 0,5
ug/mL e teve piora gradativa a medida que as concentragdes aumentaram (Figura 12 e
14).

Em mutantes do tipo D, o tamanho foi ainda mais reduzido em resposta a cisteina e

as colonias apresentaram menor desenvolvimento em comparacdo aos outros tipos
(Figura 15).

Figura 15 — Aspecto macroscopico das coldnias do supressor D crescidas em MM +
biotina + diferentes concentragGes de cisteina a 37° C por 5 dias. A: 0,5 ug/mL cisteina;
B: 2,5 pg/mL cisteina; C: 5 pg/mL cisteina; D: 50 pg/mL cisteina.

Tabela 2. Média dos tamanhos das colbnias de cada mutante em diferentes

concentragdes de cisteina

[cisteina] A B C D
MM 3,5¢cm 3,5¢cm 2,9¢cm 1,9cm
0,5 ng/mL 3,6 cm 3,4cm 2,8cm 2,4cm
2,5 ng/mL 3,1cm 3,3cm 2,8cm 1,9cm
5 ng/mL 3,6 cm 3,3cm 2,7cm 2,1cm
25 pg/mL 2,8cm 2,4cm 2,5cm 1,4cm
50 pg/mL 2,3¢cm 2,4cm 2,7¢cm 1,4cm

A cisteina em concentra¢des até 5 ug/mL ndo provocou alteracbes na morfologia
como ocorreu com a metionina. No entanto, nas concentragdes de 25 e 50 pg/mL de
cisteina todos os tipos de supressores apresentaram uma inibicdo de desenvolvimento,

demonstrando que a supresséo depende da bloqueio da presenca de cisteina.
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4.5. Anadlise da resposta da complementacdo em heterocarios de diferentes

combinag0es de supressores

Os heterocarios resultantes dos cruzamentos entre A e B, entre A e C e entre A e D,
apresentaram a morfologia tipica de A.

Os heterocarios resultantes dos cruzamentos entre B e C e C e D, apresentaram a

morfologia tipica de C.

O heterocario do cruzamento B x D mostrou 0 aumento do pigmento marrom, que
tingiu todo o meio de cultura. No inéculo, houve micélio denso, com hifas muito
ramificadas e com presenca de conidioforos. Embora haja presenca de hifas aéreas, elas
eram em menor quantidade que em D. O aspecto morfoldgico do heterocario era melhor
do que a colonia de B e de D separadamente, indicando que houve uma

complementacdo entre as duas linhagens.

4.6. Mapeamento mitético

A anélise de recombinacdo dos marcadores su meth e fac nos segregantes do diploide
B//IMSE estdo apresentados na Tabela 3.

No mapeamento mitdtico foram analisados todos os 8 marcadores cromossomais da
linhagem MSE, sendo que o Unico marcador que apresentou associacdo com a marca
supressora (su meth) foi o gene fac, responsavel pela incapacidade de crescer em
presenca de acetato como unica fonte de carbono. Como se pode ver na Tabela 3, todos
0s segregantes que continham o gene supressor tinham obrigatoriamente o gene fac’,
enquanto todos os seregantes nao supressores tinham o gene fac’, que é a combinacao da

linhagem MSE. N&o ocorreram recombinantes.

Tabela 3 — Numero de segregantes do diploides B//MSE com cada combin¢do com o
gene fac do cromossomo V.

fac’ fac

su meth” 0 26

su meth’ 24 0




27

Como este gene sta localizado no cromossomo V de A. nidulans, estes resultados

indicam que 0 gene supressor estd no cromossomo V, podendo ser o gene cysA.

4.7. Mapeamento meiotico

Na tabela 4 estdo apresentados os nUmeros de segregantes meidticos com as
diferentes combinagGes entre os genes do cromossomo V resultantes da analise
mitdtica. Os recombinantes su meth” fac™ e su meth™ fac” foram 33 no total de 125, o que

resulta em 26% de recombinacao.

Tabela 4 — NUmero de recombinantes do cruzamento de B X MSE.

fac” fac
su meth” 21 59
su meth” 33 12

Estes resultados indicam que se trata do gene cysA, pois esta é a frequéncia de
recombinacdo descrita por Cybis et al. (1988). Para todos os outros marcadores, a

recombinacéo foi muito superior, ndo estando os genes ligados.

5. DISCUSSAO

Os mutantes supressores da linhagem biAlmethG1l sempre foram apresentados na
literatura como mutantes especificos, como se representassem diferentes deficiéncias na
cascata de reacGes na biossintese da metionina (LILLY, 1965; SIDDIQI, 1962;
GAJEWSKI e LITWINSKA, 1968; SCOTT e ALDERSON, 1971).

Os resultados do presente trabalho, de diferentes maneiras, demonstraram que todos
0s supressores estdo envolvidos da mesma maneira na sintese de metionina de forma
quantitativamente diferente. Isto pode ser observado nos experimentos de estabilidade
de cada morfotipo em que 0s supressores apresentaram interconversdo nos outros tipos
(Figuras 2, 3, 4 e 5). No trabalho de Gajewski e Litwinska (1968), encontra- se o relato
de col6nias pseudo B, que inicialmente eram tipo B e apds alguns repiques

transformava- se em A.

Outro resultado nessa direcdo foi a observacdo da morfologia da linhagem original

biAlmethGl, que apresenta cada morfotipo em resposta a caréncias parciais de
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metionina (Figura 10). Estes resultados indicam que as diferentes morfologias dos
supressores devem estar relacionadas & quantidade de metionina que a linhagem é capaz
de produzir com a mutacédo e ndo a presenca de diferentes genes para o desenvolvimento
da coldnia e esporulacdo. Diante disso, foram feitos os testes com as concentracdes de

metionina e cisteina, que confirmaram esta hipotese.

Zonetti e Rocha (2000) obtiveram uma linhagem methG1l (PAT1) a partir do
cruzamento entre biAlmethGl e MSE. A linhagem era branca e em testes de
mutagenicidade apresentava revertentes com 0s mesmos morfotipos da linhagem
biAlmethGl, embora PAT1 tivesse um genoma diferente desta, resultante da
combinacdo dos cromossomos das duas linhagens paternais. Se considerarmos a
hipotese de diferentes graus de producdo de metionina, é possivel justificar essa
semelhanga de morfologias em revertentes da marca methG, independentemente do

restante do genoma.

As linhagens revertentes nos experimentos de resposta a metionina corroboraram a
hipdtese de diferentes niveis de producdo de metionina. A linhagem A (Figura 6)
respondeu positivamente a metionina somente nas concentragdes mais baixas,
provavelmente porque j& produza praticamente tudo que ela necessita. A linhagem C
(Figura 8) foi um pouco mais longe na exigéncia de metionina. No entanto, as duas
foram inibidas por concentragdes maiores, provavelmente pelo excesso ao somar 0

produzido e o oferecido na composi¢do do meio.

As linhagens B e D parecem ser mais carentes de forma que responderam bem ao
acréscimo de metionina, tornando-se maiores e inclusive esporulando. Como néo foram
inibidas pelas concentracbes mais altas, é possivel que o seu nivel de producdo de

metionina fosse muito pequeno.

Considerando a analise do cruzamento de cada um dos heterocarios possiveis, pode-
se observar que as linhagens se complementam nutricionalmente em graus variados.
Todos os heterocarios resultantes do cruzamento do tipo A com outra, mostraram o
fenotipo de A. Isso pode indicar que A produz praticamente o suficiente para ter um
desenvolvimento normal. A linhagem C mostrou o mesmo perfil nos heterocéarios
demonstrando que a sua morfologia era mais proxima do normal do que B e D, que ndo

manifestavam seu fendtipo no heterocario. B x D apresentou uma morfologia B
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melhorada, que fazia lembrar o tipo C. Isso pode significar que a producdo de metionina

de B + D era quase a de C.

Outra evidencia da complementacdo de quantidade de metionina de cada linhagem
foi a resposta morfoldgica de cada supressor (Figura 6-9). O supressor tipo A quando
recebia metionina ndo mudava de morfologia para outro tipo; o tipo C se convertia em

A; o tipo B se transformava em C; o tipo D se transformava em B e depois em C.

A contraprova foi o caminho inverso mostrado pela linhagem biAlmethG1 (Figura
10). Em 0,5 pg/mL de metionina apresentava a morfologia de D; com 2,5 pg/mL de
metionina, crescia como B; com 25 pg/mL de metionina, convertia-se em C e com 50

pg/mL de metionina era igual ao tipo A.

Quando todas as linhagens supressoras eram cultivadas em MC, que é um meio
nutricionalmente rico, a morfologia de todas elas assemelhava-se a de biAlmethG1l
(Figura 11). Mais um vez ficou evidente que ndo haviam genes mutantes para
desenvolvimento interferindo na morfologia, pois isso resultaria em alguma diferenca

entre os supressores no MC.

Desta forma, podemos dizer, que na escala de comprometimento com o
desenvolvimento, as colénias devem ser classificadas na ordem decrescente em A, C, B
e D, visto que A produz metionina pela via alternativa quase suficiente para o seu
desenvolvimento, C produz metionina necessaria para crescer e esporular, porém menos
do que o morfotipo A. B produz metionina suficiente apenas para o crescimento da
coldnia e pouquissimos conidiéforos. D produz metionina apenas suficiente para um
crescimento vegetativo minimo e na conidiogénese, até a formacdo de hifas aéreas que

representam o inicio do conidi6foro, ndo sendo capaz da formacéo de conidios.

O experimento com cisteina teve a finalidade de analisar a relacdo entre a diminuicéo
da sintese de cisteina pela mutacdo supressora com o aumento proporcional de
metionina sintetizada. De fato as concentracdes de cisteina crescentes provocavam uma
inibicdo no desenvolvimento. Isso quer dizer que até 5 ug/mL de cisteina o supressor
reconhece como a sintese que acontece na via catabélica da metionina, devendo ser
suficientemente utilizada no metabolismo do fungo sem excesso que possa inibir a
enzima homocisteina-sintetase, responsavel pela via alternativa. Esse resultado
corrobora os de Paszewski e Grabski (1973 e 1975a,b).
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Diante de todos esses resultados é possivel propor que todos os fenotipos supressores
devem ser diferentes alelos de um mesmo gene que leva a uma expressao gradualmente
diferente da enzima sintetizadora de cisteina e consequentemente na liberagdo da via

alternativa para a sintese de metionina.

O mapeamento feito com o supressor do tipo B mostrou que este gene € o cysA pela
sua localizagéo, segundo Cybis et al, (1988) e Grynberg et al. (2000). Este gene codifica
a enzima serina O-acetiltransferase que catalisa a sintese do precursor de cisteina.
MutacBes nesse gene impedem a sintese de cisteina e suprimem as mutacfes methG o

que corrobora as conclusdes das analises anteriores .

O presente trabalho resolve neste momento um enigma cientifico que durou 54 anos.
Com uma metodologia classica, com analise nutricional e do desenvolvimento e de
mapeamento genético foi possivel elucidar uma questdo tdo complexa. Desta forma,
este trabalho representa uma significativa contribuicdo ao estudo dos fatores genéticos
que interferem direta ou indiretamente nos mecanismos de controle do desenvolvimento

em eucariotos.
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