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Resumo:

Os organismos desenvolveram durante a evolucdo, os chamados ritmos
bioldgicos que sdo enddgenos mas sdo modulados pelo ambiente. O fungo
Aspergillus nidulans é um modelo para estudos de regulagdo do
desenvolvimento e o estudo da independéncia do controle de seus ciclos de
germinacdo e crescimento da colonia constituem o objetivo do presente
trabalho. Conidios da linhagem MSE foram inoculados em meio completo
liquido (200 e 500x10%/mL) e meio condicionado (200x10*mL) para analise
das porcentagens de conidios em cada fase da germinacdo (dormente,
embebido, botdo, germinado e malformado) com 2, 3, 4:30, 5:30 e 8 horas
de incubacdo a 37°C. Houve um atraso geral da germinagdo no inéculo
maior. No meio condicionado, o atraso ocorreu somente na embebicdo e
houve aceleragdo das demais fases. Foram analisadas colonias
monosporicas e por picada em meio sdlido por 10 dias a 37°C. O in6culo
maior (picada) mostrou um crescimento diario maior. Concluiu-se com estes
resultados que as fases da germinacdo e o crescimento da colonia tem
regulacéo intrinseca independentes, embora relacionadas.

Introducao

Ao longo da evolucdo das espécies 0s seres vivos se adaptaram de maneira
gue pudessem antecipar mudancas ritmicas ambientais constantes que lhes
causavam estresse. Assim, os organismos desenvolveram os chamados
ritmos bioldgicos (DUNLAP; LOROS; DECOURSEY, 2004) que s&o
enddgenos, mas sofrem influéncia de fatores ambientais.

Neste contexto, o estudo de fungos tem sido especialmente voltado para a
verificagdo de ritmos circadianos e suas relagdes com fatores ambientais,
principalmente temperatura e luminosidade (GREENE, 2003).

O fungo filamentoso Aspergillus nidulans apresenta um ciclo de vida com
basicamente trés fases: vegetativa - germinacdo do esporo e crescimento
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das hifas que originam a colbnia; a conidiogénese - producéo de conidios e
a ascosporogénese - formacdo de ascoOsporos dentro dos cleistotécios
(PONTECORVO et al., 1953).

Por apresentar um sofisticado mecanismo de expressdo génica que
coordena estas fases, a andalise da germinacdo de conidios é um
instrumento de observagcdo do efeito de diversos fatores sobre os
mecanismos de regulacdo desta cascata de eventos. Cada etapa da
germinacdo € marcada por um conjunto de eventos morfogenéticos que
refletem a expressdo de grupos de genes e o tipo de influéncia que o
ambiente pode exercer nessa fase (D’'ENFERT, 1997). Essas hifas crescem
formando uma col6nia radial em culturas com meio sélido (TIMBERLAKE e
CLUTTERBUCK, 1994).

O objetivo do presente trabalho foi analisar a independéncia da regulacéo
das fases da germinacgéo e do ciclo vegetativo.

Materiais e métodos

A linhagem utilizada foi MSE, proveniente do estoque da Universidade de
Glasgow (Escdcia). O meio de cultura utilizado foi meio completo (MC) sélido
e liquido preparado segundo Pontecorvo et al. (1953).

Andlise da germinacdo de conidios: foram coletados conidios a partir de
colénias com cinco dias de crescimento em MC solido a 37°C em solucéo
aquosa 0,01% (v/v) de Tween 80. Foram utilizadas suspensbes de
200x10%/mL e 500x10*/mL.

Estas suspensds foi inoculadas em MC liquido e 100ul desta cultura foram
transferidos para laminas de microscopia esterilizadas e incubadas a 37°C
por 2, 3, 4:30, 5:30 e 8 horas, em camara iumida em placa de Petri.

Em cada horario, 2 laminas de cada condicdo foram analisadas ao
microscéopio Optico. Em cada lamina foram analisados 300 conidios,
estimando-se a porcentagem de conidios em cada fase da germinacéao:
dormente, embebido, botdo germinativo, germinado normal e germinado
malformado. Todos os experimentos foram repetidos 3 vezes.

Germinacdo em meio condicionado: uma suspensdo de 200x10*mL foi
inoculada em MC e ap06s duas horas de incubacao foi filtrada e inoculada
com uma suspensao de mesma densidade de conidios.

Andlise _do crescimento radial das colbnias: colénias monosporicas e
colbnias obtidas por picada em meio completo sélido foram incubadas por 10
dias a 37°C e o diametro dessas colbnias foi medido diariamente.

Resultados e Discussao

As tabelas 1 e 2 analisam o efeito da quantidade de conidios na regulacao
das fases da germinacdo. Até as 3 horas, ocorre ativacdo da embebicao.
Com o inéculo maior, houve uma embebicdo menor, provavelmente porque
além de um ativador de germinacdo ocorra a sintese de um inibidor
relacionado com o controle prévio do ciclo celular que vai ocorrer na fase de
botdo. Isto ocorre porque esta linhagem tem problema de tubulina que
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interfere na mitose e ja foi verificado o atraso de ciclo em condicbes de meio
completo com in6culo maior (dados ndo apresentados). Aparentemente, o
in6culu maior teve um atraso de todas as fases da germinacdo em relagcéo
ao menor. No entanto, quando se submete o inéculo menor a germinacao
em meio condicionado (Tabela 3), a condicdo de embebicéo fica compativel
com o dobro de in6culo e o resultado fica igual ao do in6culo maior. Porém,
a fase seguinte que é a do botdo nao é inibida como do in6culo maior porque
o0 meio condicionado com 2 horas tinha inibidor de embebicdo mas nao de
ciclo (botdo). Assim, com 3horas jA aparecem botdes e germinados. Isto
demonstra que a regulacdo das duas fases sao relacionadas mas
independentes.

Tabela 1 — Porcentagem média de 6 repeticdes de conidios da linhagem
MSE de A.nidulans nas diferentes fases da germinagdo em meio completo a
37°C, nos diversos tempos. Suspensdo com 500x10%/mL.

HORARIOS
FASES 2:00 3:00 4:30 5:30 8:00
Dormente 76,03 61,63 36,19 20,69 2,41
Embebido 23,97 38,37 49,13 25,94 4,24
Botéo 0,00 0,00 17,47 45,40 7,46
Germinado 0,00 0,00 1,11 7,54 76,73
Malformado 0,00 0,00 0,00 0,43 9,16

Tabela 2 — Porcentagem média de 6 repeticdes de conidios da linhagem
MSE de A.nidulans nas diferentes fases da germinagdo em meio completo a
37°C, nos diversos tempos. Suspensdo com 200x10%/mL.

HORARIOS
FASES 2:00 3:00 4:30 5:30 8:00
Dormente 33,06 33,05 14,66 7,23 0,87
Embebido 66,94 66,90 55,52 15,55 2,80
Botao 0,00 0,05 28,80 44,05 3,15
Germinado 0,00 0,00 1,02 31,52 82,95
Malformado 0,00 0,00 0,00 1,65 10,23

Tabela 3 — Porcentagem média de 6 repeticdes de conidios da linhagem
MSE de A.nidulans nas diferentes fases da germinacdo em meio
condicionado a 37°C, nos diversos tempos. Suspens&o com 200x10%/mL.

HORARIOS
FASES 2:00 3:00 4:30 5:30 8:00
Dormente 73,78% | 63,98% | 24,27% | 10,49% 2,10%
Embebido 24,99% | 23,94% | 22,89% | 10,95% 3,04%
Bot&o 1,23% 9,43% | 30,22% | 17,60% 1,11%
Germinado 0,00% 2,51% | 20,38% | 56,37% | 81,51%
Malformado 0,00% 0,14% 2,24% 4,59% | 12,24%
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Outro resultado que é relevante (Tabela 4) é que, apos o final da
germinacado, o ciclo de crescimento da col6nia responde ao inéculo maior
(picada) crescendo mais do que o menor (monospdrica), mostrando que os
fatores que regulam a germinagéo nédo séo os que regulam o crescimento
posterior das hifas da colonia.

Tabela 4 — Estimativas diarias de didmetro em centimetros, das colénias da
linhagem MSE de A.nidulans cultivadas em meio completo sélido a 37°C,
obtidas por in6culo monosporico e por picada.

INOCULO
DIA — — — .
colénia monospdérica | colbnia por picada
1° 0,27 1,23
20 1,95 3,48
3° 3,93 5,22
4° 572 7,08
50 7,90 8,55
6° 8,72 8,97
7° 8,93 8,98
8° 8,98 8,98
9° 9,00 9,00
10° 9,00 9,00

Conclusodes

1.A regulacao da embebicé&o e do ciclo celular sdo independentes.
2.0s fatores que regulam a germinacdo ndo sdo 0s que regulam o
crescimento posterior das hifas da colbnia.
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