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Resumo:

Aspergillus nidulans é um fungo filamentoso, proposto por Guido
Pontecorvo, como um modelo para estudo de Genética de Microrganismos,
na década de 1950. Seu ciclo de vida apresenta trés fases distintas: ciclo
vegetativo, esporulagdo assexual ou conidiogénese e sexual ou
ascosporogénese. O presente trabalho objetivou analisar fatores genéticos
gue atuam no desenvolvimento do ciclo sexual, utilizando para isso,
heterocarios e linhagens diploides. Foram cruzadas as linhagens
biAlmethG1, proApabaAy e CLB3 com a linhagem MSE, para a obtencéo de
trés diferentes heterocarios e diploides para avaliar a possivel
complementariedade de genes para ciclo sexual em A. nidulans. O
desenvolvimento destes heterocarios e dipldides foi analisado pela producéo
de cleistotécios quanto ao nimero e tamanho e pela producao e viabilidade
de ascosporos por cleistotécio. Todos os heterocarios e dipldides tiveram o
ciclo sexual mais desenvolvido em relacdo as respectivas linhagens
hapléides. Houve diferenca nos parametros analisados, entre os trés
heterocérios, mostrando diferencas de contribuicAo de cada linhagem
hapléide. A escala decrescente de complementariedade foi CLB3,
biAlmethG1 e proApabaAy. A comprovacao de que fatores genéticos foram
responsaveis por esses resultados foi feita pela analise de segregantes dos
heterocarios, que apresentavam diferentes niveis de desenvolvimento
sexual, dependendo do conjunto de cromossomos presente no segregante.
O conjunto de segregantes obtidos foi estocado para futuras analises de
mapeamento genético desses genes para cada fase do desenvolvimento
deste ciclo. Este estudo trouxe uma contribuicdo importante para o
conhecimento dos genes que regulam as etapas do ciclo sexual em
Aspergillus nidulans.
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Introducéo:

Aspergillus nidulans € um fungo filamentoso, homotalico, ascomiceto.
Os estudos genéticos deste fungo, na década de 50, levaram esse
organismo a consagrar-se como modelo biolégico para estudos académicos
e aplicados (PONTECORVO et al., 1953).

O ciclo de vida compreende trés 3 fases distintas: a vegetativa, que
engloba a germinacdo do esporo e o crescimento das hifas vegetativas,
originando uma colbnia circular; a fase assexuada ou conidiogénese, que
compreende o desenvolvimento dos conidios ou esporos assexuais a partir
de estruturas diferenciadas, os conidi6éforos; e a fase sexuada ou
ascosporogénese, que resulta na formagdo de esporos sexuados, 0S
ascosporos, que sdo formados por meiose, dentro de corpos de frutificacéo
chamados cleistotécios (TIMBERLAKE e CLUTTERBUCK, 1994).

Este trabalho propds-se a analisar geneticamente, o ciclo sexual de
heterocérios provenientes de diferentes cruzamentos para obtencdo de
linhagens dipldides complementares para o desenvolvimento sexual em
Aspergillus nidulans.

Materiais e métodos

As seguintes linhagens foram utilizadas:
biAlmethG1l — linhagem de crescimento e esporulacdo normal, conidios
verdes e reduzida capacidade de ciclo sexual; proApabaAy — linhagem de
crescimento e esporulacdo normal, conidios amarelos, reduzida capacidade
de ciclo sexual; MSE — linhagem de crescimento e esporulagédo normal,
conidios brancos e ciclo sexual normal; CLB3 — linhagem de crescimento
deficiente, mutante bristle para esporulagéo, conidios verdes e auséncia de
ciclo sexual. As trés primeiras linhagens sé@o provenientes da Universidade
de Glasgow (Escdcia) e a ultima foi obtida no Laboratério de Genética
Molecular e do Desenvolvimento da UEM, por mutacdo espontéanea da
linhagem biAlmethG1.

Os meios de cultura utilizados foram: meio minimo (MM) e 0 meio
completo (MC) foram preparados conforme descrito por Pontecorvo et al.
(1953).

O cruzamento das linhagens foi obtido a partir de conidios de coldnias
de 5 dias das linhagens em estudo foram semeados juntos em 3mL de meio
minimo mais 2% de meio completo liquido. Apds 3 dias de incubacgédo a
37°C, a pelicula desenvolvida na superficie do meio de cultura, o
heterocério, foi transportada para placas com meio minimo solido e
encubados a 37°C por 10 dias.

As colbnias foram fotografadas ao microscépio estereoscopico e a
producdo de cleistotécios foi analisada pelo numero total de cleistotécios
produzidos por mm2 em trés campos em cada heterocario.

Para a analise da média de tamanho foram coletados 5 cleistotécios
de cada tamanho dos diferentes heterocarios. Os didmetros dos cleistotécios
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foram medidos, utilizando lamina milimetrada (marca Zeiss) ao microscopico
estereoscopico.

Para analise do numero de ascosporos produzidos por cleistotécio,
foram coletados cleistotécios de heterocarios de cada cruzamento,
esmagados com o auxilio de uma agulha microbiolégica em microtubo,
ressuspendido em 1mL de agua e entdo contados em camara
hematimétrica.

A suspensdo de ascosporos obtidos na andlise do numero de
ascosporos por cleistotécio foi diluida e inoculada em placas com meio
completo solido para contagem do numero de coldnias crescidas apos 3 dias
de incubacgdo a 37°C afim de verificar sua viabilidade. Este procedimento
resultou na porcentagem de sobrevivéncia nos ascésporos quando
comparado com a contagem do numero de ascosporos por cleistotécio.

Resultados e Discussao

Foram obtidos trés heterocérios: biAlmethG1 x MSE; CLB3 x MSE e
proApabaAyA x MSE.

A producdo de cleistotécios foi maior no heterocario MSE x CLB3
seguido pelo heterocario MSE x proApabaAyAl e MSE x biAlmethGl1,
mostrando por este parametro que a contribuicdo de genes para a producéo
de cleistotécios provavelmente coloca as linhagens na seguinte ordem
decrescente: CLB3, proApabaAyA e biAlmethG1.

Os menores cleistotécios foram encontrados no heterocario com
CLB3 e 0s maiores no heterocario com proApabaAyA. Os demais tamanhos
foram equivalentes nos trés heterocarios.

O parametro producédo de ascésporos por cleistotécio mostrou uma
grande variagdo dentro de cada heterocario. Analisando as médias de
apenas trés cleistotécios grandes para cada heterocéario, houve uma grande
diferenca entre os trés. O mais produtivo foi com a linhagem proApabaAyA e
0 menos produtivo com a linhagem CLB3. O heterocario desta linhagem,
portanto, embora seja o campedo na producdo de cleistotécios € o menos
capaz quanto a producao de ascosporos.

A viabilidade dos ascésporos teve grande variagcdo entre 0s
cleistotécios do mesmo heterocario. A média em ordem decrescente foi:
MSE x biAlmethG1; MSE x CLB3 e MSE x proApabaAyA.

Associando os trés parametros, foi possivel obter os resultados
apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Namero de ascésporos viaveis por cm?2 dos heterocarios crescidos
por 5 dias em meio minimo a 37 C.

MSE x CLB3 MSE x biAlmethG1l | MSE x proApabaAyA
616.000 495.344 869.660
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Na analise da morfologia entre os segregantes dos trés heterocarios,
foi observado que a maioria das colbnias continham genes complementares
produzindo grande quantidade de cleistotécios em apenas trés dias. Outras
colbnias s6 foram capazes de fazer micélio de prote¢éo e outras mostraram
auséncia de ciclo sexual. Isso confirma que a competéncia para o ciclo
sexual € dependente de muitos genes.

Muito poucos genes para o desenvolvimento do ciclo sexual em A.
nidulans séo conhecidos. Alguns deles como alta producédo de cleistotécios,
assim como sua deficiéncia foram descritos e mapeados (ZONNEVELD,
1972; 1974). Alguns desses genes sao reguladores da diferenciacdo das
estruturas sexuais, outros sao produtores de substancias indutoras como o0s
fatores PSI (CHAMPE et al., 1994).

No presente trabalho, linhagens com baixa ou nenhuma capacidade
para ciclo sexual foram analisadas em estudo de complementacdo em
heterocarios. Os resultados indicaram que cada linhagem com dificuldades
apresentava um conjunto de genes insuficiente para o desenvolvimento das
estruturas sexuais, mas quando somado a outro conjunto garantia um
desenvolvimento completo.

Conclusbes

Existem muitos genes que devem estar presentes em conjunto para
gue uma linhagem apresente ciclo sexual normal em A. nidulans.
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