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RESUMO

Estudo Genético da Producio de Esterigmatocistina em
Aspergillus nidulans

A esterigmatocistina (ST) € uma micotoxina policetdnica produzida por
diferentes espécies de Aspergillus e outros géneros fungicos como Bipolaris €
Chaetomium. Esta toxina é caracterizada como uma bifuranoxantona com
formula molecular CygH1,06, freqlientemente encontrada como contaminante
de diversos produtos alimenticios como sementes oleaginosas e cereais. Possui
propriedades carcinogénicas, toxigénicas, mutagénicas e teratogénicas,
entretanto, ela € menos téxica do que a aflatoxina. O fungo Emericella
nidulans (Eidam) Vuillemin, cujo anamorfo € o Aspergillus nidulans (Eidam)
Winter, foi usado como modelo genético para a investigacdo de genes
envolvidos na via biossintética da esterigmatocistina. Linhagens estoque de
Utrecht (originérias de Glasgow) foram analisadas quanto aproducéo de ST e,
entre elas, somente a linhagem UT196 [yA2 (1); metA17 (Il); piroA4d (1V)]
apresentou producgdo de 4 ppm de ST (stc*), enquanto que as linhagens UT448
e UT184 mostraram-se ndo produtoras dessa micotoxina (stzc). Embora a
linhagem UT196 sgja muito bem caracterizada geneticamente, este foi o
primeiro relato da producdo de ST nessa linhagem. Os indices de segregacéo
alélica e todas as freqliéncias de recombinacdo entre os marcadores genéticos
ligados e ndo ligados foram determinados tanto pelo cruzamento meiotico
UT448 (stc) x UT196 (stc’) como pelo cruzamento mit6tico UT448//UT184.
175 segregantes meioticos e 140 segregantes mitoticos foram analisados
guanto aproducdo de ST, aos marcadores de auxotrofia e de resisténcia a
acriflavina. Essas linhagens cruzadas apresentavam varios marcadores em
heterozigose e isso permitiu 0 mapeamento de um gene estrutural da ST
(stcZ"), localizado no brago esquerdo do cromossomo |, 4% distante do gene
da riboflavina (riboAl). Como um subproduto deste trabalho, foi detectado um
pigmento vermelho, de Rf = 0,90, em todos os segregantes meidticos e
mitéticos, produtores ou ndo de ST, indicando tratar-se, provavelmente, de um
pigmento policetdnico produzido pelos ascosporos do fungo. A baixa
expressao da producdo de ST em 13 segregantes meioticos e a alta expressao
dessa toxina nos dipléides UT448//UT196 e UT448//UT184 (40 ppm)
permitiram concluir a existéncia de um fator regulador, compreendido na
regido w-met do cromossomo |1, responsavel pela expressdo do gene estrutural
stcZ'. A andlise desses genes através do ciclo parassexual sugeriu um
comportamento epigenético tipico envolvendo esses genes. Com base nos
dados obtidos, hipoteses para explicar o controle da expressdo desses genes e
suas inter-relagcbes foram agqui apresentadas.



SUMMARY

The Genetic Study of Sterigmatocystin Production in Aspergillus
nidulans

Sterigmatocystin (ST) is a polyketide produced by different species of
Aspergillus as well as by other fungus genera such as Bipolaris and
Chaetomium. This toxin is characterized as a bifuranoxanthone, whose
molecular formula is CygH1,06 and which is frequently found as a contaminant
in several food products such as oil-seed grains and cereals. It has
carcinogenic, toxigenic, mutagenic and teratogenic properties, however, it is
less toxic than aflatoxin. The fungus Emericella nidulans (Eidam) Vuillemin,
whose anamorph is Aspergillus nidulans (Eidam) Winter, was used as a
genetic model to investigate the genes involved in the sterigmatocystin
biosynthetic pathway. Strains from Utrecht stocks (originally from Glasgow)
were analyzed in order to detect ST production and, among them, only the
UT196 strain [yA2 (I); metAl7 (11); piroA4 (1V)] showed the production of 4
ppm of ST (stc*), whereas the UT448 and UT184 strains showed to be non-
producers of such toxin (stc). Although the UT196 dstrain is very well
characterized genetically, this has been the first report on its production of ST.
The dlelic segregation rates and al the recombination frequencies between
linked and non-linked genetic markers were determined by both the meiotic
crossing UT448 (stc) x UT196 (stc*) and mitotic crossing UT448//UT184. 175
meiotic segregants and 140 mitotic segregants were analyzed as to ST
production, auxotrophy markers and resistance to acriflavine. These crossed
strains presented various markers in heterozygous configuration, which
alowed to map a structural gene of ST (stcZ") located on the left arm of
chromosome |, 4% distant from the riboflavin gene (riboAl). As a byproduct
of this work, a red pigment of 0.90 Rf was detected in all meiotic and mitotic
segregants, whether they were ST producers or not, which indicated that was
probably a polyketide produced by the fungus ascopores. The low expression
of ST production in 13 meiotic segregants and the high expression of such
toxin in the UT448//UT196 and UT448//UT184 diploids (40 ppm) allowed to
conclude that a regulating factor existed in the w-met region of chromosome
I, which is responsible for the expression of the structural gene stcZ”.

The analyses of those genes through the parasexua cycle suggested a
typical epigenetic behavior which involved them.

Based on the data obtained, hypotheses to explain the expression control
of these genes as well as their inter-relationships were here presented.
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1. INTRODUCAO

A esterigmatocistina (ST) é um metabdlito secundario de origem
policetdnica, que apresenta efeitos carcinogénicos, teratogénicos e
mutagénicos em células eucaridticas, entretanto, € menos potente do que a
aflatoxina (AF) (VAN DER WATT, 1974). Esta toxina € produzida por
algumas espécies de Aspergillus e alguns géneros fungicos como Bipolaris €
Chaetomim. Estes fungos ubiquitérios so capazes de infectar uma grande
variedade de cereais e sementes oleaginosas, causando serios danos a salde
humana e animal, além de perdas econémicas anuamente em todo o0 mundo.

No Brasil este problema é ainda mais sério, pois além das condices
climaticas ideais para 0 desenvolvimento desses fungos, o sistema de
armazenamento de gréos é muito deficiente.

A prevencdo do crescimento de fungos toxigénicos através de cuidados
nas préticas agricolas, a constante fiscalizagdo e a implantagéo de esquemas de
detoxificagdo, sdo as principals estratégias geralmente empregadas no controle
das micotoxinas.

Devido a grande dificuldade em se controlar efetiva e economicamente a
contaminagdo de alimentos por micotoxinas, recentes estudos de vérios
laboratérios tém salientado a importancia de um profundo entendimento da via

biossintética dessas micotoxinas.
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Espera-se que o conhecimento genético e molecular da producdo de
micotoxinas possa ser usado para desenvolver novos métodos de controle da
bi ossintese dessas toxinas.

Neste trabalho, utilizamos o0 Aspergillus nidulans COmMO oOrganismo
eucari6tico modelo no estudo genético da producéo de esterigmatocistina.

O Aspergillus nidulans € um dos melhores modelos para se analisar a
expressao e regulacdo de genes em eucariotos. A relativa smplicidade do seu
ciclo de vida, o modo fécil de se obter esporos meidticos e mitéticos e a
existéncia do ciclo parassexua contribuem para que este fungo sgja o0 mais
indicado em estudos de andlises genéticas.

Enzimas especificas da via biossintética da AF/ST estdo sendo
identificadas, purificadas e seus genes clonados para serem usados como
ferramentas moleculares para producdo de linhagens atoxigénicas,
geneticamente engenheiradas, que serdo usadas como agentes biocontroladores
(TRAIL et alii, 1995), isto €, linhagens mais competitivas que excluiriam as
linhagens toxigénicas num mesmo nicho ecol 6gico.

Estes estudos fundamentais tém mostrado que 0S genes responsavels
pela biossintese de aflatoxina (AF) e esterigmatocistina (ST) encontram-se
agrupados em “clusters’. Além disso, a via policetonica da AF/ST e
conservada a nivel funcional, regulador e fisico em A. flavus, A. parasiticus e
A. nidulans. Estes agrupamentos contém a maioria dos genes estruturals que
codificam para enzimas da via e também para 0 gene regulador da via (afIR),
nas espécies toxigénicas de Aspergillus. Estes achados aumentam a promessa
de que métodos racionais para 0 controle das micotoxinas possam ser
alcancados num futuro proximo (BENNETT & KELLER, 1997).

E preciso lembrar que linhagens selvagens de A. nidulans como a
Glasgow 2, produtora de esterigmatocistina (HAJAR et alii, 1989),

originaram muitas linhagens mutantes que sdo usadas para estudos genéticos
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em laboratérios do mundo todo, inclusive o nosso. Além disso, temos que nos
assegurar da producdo de esterigmatocistina em mutantes de A. nidulans que
serdo usados como linhagens “cloning hosts’ para o estudo da biossintese de
aflatoxinas.

Desse modo, o Laboratorio de Genética de Eucariotos Inferiores do
ICB/USP deu inicio a um estudo pioneiro no Brasil, utilizando o Aspergillus
nidulans como modelo genético para um profundo estudo dos mecanismos de
producdo e expressdo da esterigmatocistina.

Para execucdo deste trabalho, utilizamos técnicas de genética classica,
Ccomo cruzamentos meiotico e mitético, que nos permitiram mapear um gene,
provavelmente estrutural, da via biossintética da ST, o gene stcZ. 25 genes stc
ja foram mapeados recentemente (BROWN et alii, 1996) e estdo localizados
num “cluster” Unico no cromossomo V. Este € o primeiro relato de um gene,
no cromossomo |, envolvido navia biossintética da ST.

A aplicacdo de modernas técnicas genético-moleculares tem produzido
grande nimero de informagdes de como 0s genes séo regulados em eucariotos.
Isto revela uma universalidade de elementos-chave no aparato da transcricéo
eucariotica e realca o potencia da genética em permitir uma andlise minuciosa

dos componentes desses sistemas.
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2. OBJETIVOS

O principa objetivo deste trabalho foi estudar geneticamente os fatores
gue determinam e regulam a producdo de esterigmatocistina em linhagens
mutantes de Aspergillus nidulans. Para alcancar este objetivo, foram adotadas

as seguintes estratégias:

1) Utilizagdo do Aspergillus nidulans como modelo genético para o
estudo da producéo de esterigmatocisting, uma vez que ele oferece
todas as vantagens genéticas, além de produzir essa micotoxina, que €

um dos ultimos intermediarios da via policetonica da aflatoxina.

2) Caracterizacdo das linhagens mutantes de A. nidulans UT448, UT196
e UT184 quanto aproducéo de esterigmatocistina.

3) Determinar as condicbes e os genes envolvidos na expressdo da

producdo de esterigmatocistina.

4) Mapeamento de genes estruturais e/ou reguladores da expressao da

esterigmatocistina.
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3. REVISAO DA LITERATURA

Nesta revisdo bibliografica foi feita uma abordagem geral sobre a via
biossintética da aflatoxina, visto que a esterigmatocistina € um intermediario
dessa via e a aflatoxina seu produto final. N&o seria possivel separar uma via
da outra, uma vez que tanto a ST como a AF sdo policetbnicos de vias
bi ossintéticas homol ogas.

Os principais enfoques das vias AF/ST do ponto de vista biolégico,
bioguimico, molecular, evolutivo, genético, taxonémico, fisiologico e

epigenético foram abordados.

3.1. CARACTERISTICAS GERAIS E TAXONOMICAS DO
GENERO Aspergillus

O género Aspergillus € caracterizado pela producdo de um grande
numero de pequenos conidiosporos, secos e unicelulares originados a partir de
fidlides dispostas na vesicula de um conidiéforo. Os conidiéforos de
Aspergillus sd0 freqUentemente ndo septados, mais grossos que o micélio
vegetativo e usualmente se originam de uma “célula p&” (SMITH & MOSS,
1985).

A Udltima e mais completa classificacdo do género Aspergillus,
incluindo seus estégios sexuais, foi feita por RAPER & FENNELL em 1965,

mas esta classificagcdo contém muitas deficiéncias, além de ndo estar de acordo
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com as normas propostas pelo Codigo Internacional de Nomenclatura Botéanica
(ICBN).

As principais falhas encontradas foram : a) a ndo prioridade do uso de
nomes corretos segundo as especificagcbes do ICBN; b) a ndo prioridade de
dar nomes do estado teleomorfo, requerido pelo ICBN; c¢) faha em tipificar
nomes, levando a uma incerteza quanto ao taxon correto; d) dividir os géneros
em "grupos’, que é uma classificacdo subgenérica ndo recomendada pelo
ICBN (PITT, 1994).

Depois de detectar essas falhas, um grupo moderno de taxonomistas
decidiu seguir todas as clausulas do ICBN e, com isso, comegaram a modificar
0S nomes dos fungos para corrigir esses erros, mas isso, a principio, gerou um
pouco de confusao.

Entretanto, essas mudancas foram importantes e necessarias, pois.

a) 0S nomes de varios géneros teleomorfos associados com Aspergillus
passaram a vigorar como sendo os nomes cientificamente corretos. Entéo,
recomendou-se usar Eurotium no lugar de "Aspergillus glaucus" ; Neosartorya
fischeri a0 invés de A. fischeri ; Emericella nidulans a0 invés de A4. nidulans,
guando ascosporos estiverem presentes.

b) novos nomes de anamorfos foram dados para as espécies que ja
tinham sua fase teleomorfa descrita. PITT, em 1979, fez varias mudangas para
Penicillium e SAMSON & GAMS para Aspergillus, em 1986.

¢) PITT (1979) substituiu a designacgéo inapropriada de "grupos’ dada
por RAPER & THOM (1949), por classificagdo de subgénero e secéo para
Penicillium. GAMS et alii, em 1986, fizeram a mesma coisa para Aspergillus.

Estas mudancas foram estritamente nomenclaturais.

Na década de 80, foi criada uma Comissdo Internacional sobre
Penicillium e Aspergillus (ICPA), sob 0 comando da Divisdo das Sociedades

Microbiologicas (IUMS). Esta comissdo ficou encarregada de criar um
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consenso sobre a sistemética destes fungos e realizou dois workshops com essa
finaidade; um em 1985 (SAMSON & PITT, 1986) e outro em 1989
(SAMSON & PITT, 1990).

Um grupo de especialistas propds que se mantivesse o nome de fungos
economicamente importantes como 0 Aspergillus niger € 0 A. ochraceus,
apesar de serem incorretos.

Outro grupo de especialistas propds que fossem mantidos os nomes
mais comumente aceitos, mas na0 necessariamente corretos. Assm,
estabeleceram uma lista dos "nomes em uso corrente’ (NCU) que foi
sancionada pelo Congresso Botanico. Esses nomes deveriam ser muito
parecidos com 0 nome anterior do fungo para proteger 0s nomes originais; isso
irla aumentar a estabilidade dos nomes na Micologia e na Botanica. Entdo, a
ICPA, numa atitude pioneira, preparou varias listas de NCU para a familia
Trichocomaceae, que inclui Aspergillus, Penicillium e 0s seus teleomorfos, e
apresentou a proposta no Congresso Internacional de Boténica no Japdo, em
agosto de 1993. Esta proposta foi negada e sera reapresentada no préximo
Congresso que sera em St. Louis em 1999. Esta lista propde, por exemplo, a
manutencdo do nome A. ochraceus a0 inves de A. alutaceus; 0 anamorfo da
Emericella nidulans continuaria sendo A. nidulans a0 invés do nome correto A.
nidulellus; etc. Esta lista inclui 614 nomes de espécies distribuidos em 27
géneros (PITT, 1994).

3.1.1. Emericella nidulans

Emericella nidulans (Eidam) Vuillemin
Anamorfo : Aspergillus nidulans (Eidam) G. Winter
Colbnias deste fungo crescem mais rdpido a 37°C do que a 25°C,

desenvolvendo cleistotécios evanescentes cercados de cdlulas Hulle, com
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abundantes conidios verdes que nascem das fidlides. Os ascosporos maduros
s&0 vermelhos e possuem uma ornamentacéo de dois anéis longitudinais (PITT
& HOCKING, 1997).

De acordo com KOZAKIEWICZ & SMITH (1994), a Emericella
nidulans é capaz de crescer de 6 a 48°C, com um 6timo crescimento de 35 a
37°C. Este fungo germina a 20°C com uma atividade de agua (A, de 0,82
(SNOW, 1949), a 37°C com A, de 0,80, a 25°C com A, de 0,81, a20°C com A,
de 0,83 e a 15°C com A, de 0,90 (AY ERST, 1969), por isso ela é incluida entre
os fungos xerofilicos.

Embora ndo ocorra comumente em alimentos, a Emericella nidulans tem
sido isolada de uma grande variedade de fontes, como cereais, incluindo o
trigo (MILLS & WALLACE, 1979), farinha e pdo (KURATA & ICHINOE,
1967), arroz (KUTHUBUTHEEN, 1979), milho e sorgo (MOUBASHER et
alii, 1972) e cevada (ABDEL-KADER et alii, 1979).

Emericella nidulans produz além da esterigmatocistina uma outra toxina
adtamente téxica, a emestrina, com uma DLsy de 13 mg/kg quando
administrada intraperitoneal mente em camundongos (TERAO et alii, 1988).

O fungo Aspergillus nidulans foi descrito pela primeira vez como
Sterigmatocystis nidulans por EIDAM em 1883. Sua descricdo incluia os
estados anamorfo e teleomorfo. Suas excelentes ilustragbes indicavam
claramente um Aspergillus, e as cabegas conidiais bisseriadas colunares
indicavam inequivocamente tratar-se de A. nidulans. WINTER em 1884
transferiu 0 nome S. nidulans para Aspergillus, ficando A. nidulans (Eidam)
Winter e novamente a descricdo incluia os estados anamorfo e teleomorfo.
Mais tarde, VUILLEMIN (1927) descreveu, pela primeira vez, a existéncia de
um estado ascigero em A. nidulans. Ele transferiu S. nidulans para Emericella
Berkeley & Broome, ficando E. nidulans (Eidam) Vuillemin (GAMS, 1992).
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De acordo com o Artigo 59.6 do Cédigo Internacional de Nomenclatura
Botéanica (GREUTER et alii, 1988), nomes introduzidos de teleomorfos e
anamorfos devem ser tipificados pelo elemento teleomorfo. Por esta razéo,
SAMSON & GAMS (1986) mantiveram o epiteto nidulans para o teleomorfo,
mas introduziram o novo nome A. nidulellus Samson & W. Gams para 0
anamorfo. Entretanto, A. nidulans permaneceu como nome de uso comum e foi
incluido na lista dos nomes em uso corrente (NCU) de PITT & SAMSON
(1993).

A classificacdo da fase teleomorfica deste fungo, segundo critérios

taxondémicos de BARR (1990), é a seguinte:

Reino Fungi

Divisdo Eumycota

Subdivisdo Ascomycotina
Classe Hymenoascomycetes
Subclasse Plectoascomycetidae
Ordem Eurotiales

Familia Trichocomaceae
Género Emericella

Espécie nidulans

De acordo com BARR (1990), pesquisadora da Universidade de
Massachusetts, a classe Hymenoascomycetes inclui fungos cuja ascomata
cleistotecidide pode apresentar crescimento indeterminado, cujos peridios séo

mai s suaves e delgados e cujos ascos ndo estdo dispostos em um himeénio.

A ordem Eurotiales compreende a familia Trichocomaceae, CUjOS

géneros cleistotecidides apresentam ascos dispersos irregularmente, 0s
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ascosporos sdo frequentemente achatados e os anamorfos séo enteroblasticos
fialidicos, formando agregactes de fialides que produzem conidios (BARR,
1990).

O fungo ascomiceto E. nidulans pertence afamilia Trichocomaceae, que
inclui varios géneros teleomorfos, como: Byssochlamys, Chaetosartorya,
Cristaspora, Dendrosphaera, Dichlaena, Dichotomomyces, FEmericella,
Eupenicillium,  Eurotium, Fennellia, @ Hemicarpenteles,  Neosartorya,
Penicilliopsis, Petromyces, Sclerocleista, Talaromyces, Thermoascus,
Trichocoma, € Warcupiella, que estdo associados aalguns géneros anamorfos,
como: Aspergillus, Geosmithia, Merimbla, Paecilomyces, Penicillium €
Torulomyces (PITT & SAMSON, 1993).

De acordo com o “National Center for Biotechnology Information”
(NCBI)! e com o “Tree of Life’?, a classificagdo taxondmica da Emericella
nidulans € a seguinte:

Eukaryotae

Eucarioto mitocondrial
Fungo

Ascomycota
Euascomycetes
Plectomycetes
Eurotiales
Trichocomaceae

Emericella

A fase anamoérfica da Emericella nidulans, segundo o NCBI®, é incluida

na familia dos Trichocomaceae mitosporicos.

! Disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/tax.html [01/03/99].
% Digponivel em: http://phylogeny.arizona.edu/tree/eukaryotes/fungi/ascomycota/ascomycota.html
[01/03/99].
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O subgénero e a secdo do estado anamorfo do Aspergillus nidulans
fazem parte da nova classificagdo infragenérica proposta por GAMS et alii
(1985), que se baseia na classificacdo por grupos feita por RAPER &
FENNELL (1965), aqual foi descritaaseguir:

Reino Fungi

Divisdo Eumycota
Subdivisdo Deuteromycotina
Classe Hyphomycetes

Ordem Hyphomycetales
Familia Moniliaceae
Subgénero Nidulantes

Secdo Nidulantes

Espécie Aspergillus nidulans

Quanto & suas caracteristicas gerais, € um organismo eucarioto que
apresenta tanto o ciclo sexual quanto o ciclo parassexual, cujas descricOes
detal hadas encontram-se nos itens 3.7.1. e 3.7.2., respectivamente. E um fungo
filamentoso homotdalico, normamente hapldide, que produz conidiosporos
uninucleados pelo ciclo de vida assexua e possui também ascosporos
binucleados pelo ciclo sexual (CLUTTERBUCK, 1974). Sua temperatura ideal
de crescimento é de 37°C, desenvolvendo-se bem em meios de cultura
definidos. Aspergillus nidulans apresenta um sistema genético bem definido,
com 8 cromossomos (n) (KAFER, 1958), apresentando muitos marcadores
genéticos para cor de conidio, auxotrofia, resisténciaadrogas, €etc.

HAJAR et alii (1989) relataram pela primeira vez a producdo de
esterigmatocistina (ST) por cepas de A. nidulans de laboratorio, geneticamente

bem caracterizadas. As quatro cepas produziram ST em substratos como avela

% Disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/tax.html [01/03/99].
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e arroz e somente uma delas produziu a toxina em meio liquido quimicamente
definido.

3.1.2. Aspergillus parasiticus

O fungo filamentoso Aspergillus parasiticus foi descrito pela primeira
vez por SPEARE em 1912.
De acordo com GAMS et alii (1986), a classificagdo taxonémica do
Aspergillus parasiticus € a seguinte:
Reino Fungi
Divisdo Eumycota
Subdivisdo Deuteromycotina
Classe Hyphomycetes
Ordem Hyphomycetales
Familia Moniliaceae
Subgénero Circumdati

Secédo Flavi

Espécie Aspergillus parasiticus

Segundo GAMS et alii (1986), 0 subgénero e a segdo fazem parte de
uma nova classificagdo infragenérica, proposta por eles para 0 género
Aspergillus, e fol baseada na classificagdo por grupos feita, em 1965, por
RAPER & FENNELL.

Além dos fungos imperfeitos Aspergillus flavus Link:Fries e Aspergillus
parasiticus Speare, KURTZMAN et alii (1987) verificaram que Aspergillus
nomius também produz aflatoxina e, mais recentemente, GOTO et alii (1996)

relataram, pela primeira vez, a producdo de aflatoxinas B; e B, e &cido
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ciclopiazbnico (CPA) em um isolado de Aspergillus tamarii que possuia
esclerécio.

V arias mudancgas morfol 6gicas na esporulacdo, producdo de esclerocio e
morfologia da colénia em A.flavus e A.parasiticus tém sido correlacionadas
com mudangas na producdo de aflatoxina; esta correlagdo pode ser coincidente
ou refletir uma relagdo genética entre estes processos. Além da regulagéo
genética da expressdo do gene, uma consideravel quantidade de trabalhos diz
respeito ao estimulo e/ou repressdo dos metabolitos secundarios pela
disponibilidade de fosfato, carbono e nitrogénio no meio, incluindo a
influéncia dessas substancias na producdo da aflatoxina (MAGGON et alii,
1977; ABDOLLAHI & BUCHANAN, 1981; TICE & BUCHANAN, 1981,
BENNETT & CHRISTENSEN, 1983).

BENNETTT et alii (1979) nd& encontraram correlacdo entre
toxigenicidade e producdo de esclerécios em 10 linhagens aflatoxigénicas
estudadas. Em contraste, WICKLOW & COLE (1982) relataram, pela primeira
vez, a producdo de aflatoxinas a partir de esclerocios de linhagens
aflatoxigénicas, além de outros compostos toxicos tremorgeéni cos.

TRAIL et alii (1995 b) reforcaram a hipotese de que o desenvolvimento
do esclerocio é fortemente afetado pela producéo de aflatoxina, uma vez que o
metabolismo secundario é considerado uma forma de diferenciacdo metabdlica
gue pode estar relacionado com diferenciagdo morfologica.

A natureza da interacd0 entre a sintese de aflatoxinas e o
desenvolvimento do esclerdcio em A. parasiticus e A. flavus ainda permanece
incerta (MAHANTI et alii, 1996).
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3.2. PARAMETROS ECOLOGICOS

Muitos organismos, desde microrganismos até pequenos mamiferos,
interagem com Qgréaos em varios estagios do armazenamento, assim como
varios componentes do meio ambiente como o0 clima e a estrutura do silo
(SINHA, 1973).

Os fatores mais provavels que afetam a formagcdo de uma micotoxina
incluem atividade de agua, temperatura, tempo, danos na semente, nivels de
oxigénio e dioxido de carbono, composicéo do substrato, abundancia do fungo,
prevaléncia de linhagens toxigénicas, resisténcia dos esporos, interacbes
microbianas e vetores invertebrados (HESSELTINE, 1976). Embora a
deterioragcdo, o crescimento fungico e a formagdo de micotoxina resultem de
uma complexa interagdo desses fatores, o entendimento de cada fator
envolvido € essencia a compreensdo do processo como um todo e pode
facilitar a predicdo e a prevencéo do desenvolvimento da micotoxina (Figura
1).

E de fundamental importancia a interpretacdo de interacbes
multivariadas num estudo holistico (OMINSKI et alii, 1994).

A dividade de agua (A € um dos principais fatores diretamente
relacionados aprodugdo de micotoxinas. A atividade de dgua € um conceito
fisco-quimico que foi introduzido para os microbiologistas em meados da
década de 50 por SCOTT (1957). Ele mostrou que a A, efetivamente
guantificava a relacdo entre umidade dos alimentos e a habilidade de

crescimento dos microrgani smos nesses alimentos.
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A atividade de agua € definida como:

A = plpo ,onde p é pressdo parcia de vapor de agua no material
testado e p, € a saturagéo da pressdo de vapor da agua pura sob as mesmas
condigbes. A A, € numericamente igual a umidade relativa em equilibrio
(URE) expressa como um decimal.

As(aimento) = URE (ar)/100.

Em muitas situagdes praticas, a A, € o fator ambiental dominante que
governa a estabilidade do alimento ou sua deterioracdo (PITT & HOCKING,
1997).

Fungos ascomicetos e fungos conidiais ascomicetos compreendem a
maioria dos organismos capazes de crescer abaixo de 0,9 de A,

Fungos capazes de crescer em baixas atividades de &gua, na presenca de
altas concentragbes de soluto, estdo entre os organismos mais evoluidos da
Terra (PITT, 1975). O grau de tolerdncia & baixas atividades de agua é
expresso em termos de A, minima na qua a germinagdo e o0 crescimento
podem ocorrer. Fungos capazes de crescer a baixa A, sd0 denominados
xerofilicos. Os fungos xerofilicos s80 capazes de crescer numa A, abaixo de
0,85 sob uma série de condi¢cdes ambientais (PITT & HOCKING, 1997).

KOZAKIEWICZ & SMITH (1994) verificaram gue a atividade de agua
pode afetar a germinacdo fungica das seguintes maneiras. 1) A, minima para
germinacdo; 2) fase lag antes da germinacdo e 3) velocidade de extensdo do
tubo germinativo. Por exemplo, a germinacéo pode ocorrer com baixa A, mas
sem crescimento miceliano posterior. Com o decréscimo da A,, afase lag antes
da germinacdo aumenta. A elongagdo do tubo germinativo ocorre mais
rapidamente em A, ata. Ainda segundo esses autores, a esporulacéo
teleomorfica € mais sensivel abaixas A, quando comparada com a esporulagéo

anamorfica.
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3.3. METABOLISMO SECUNDARIO

Metabolismo secundario foi um termo introduzido por fisiologistas de
plantas e foi definido em oposicdo a0 metabolismo priméario. O metabolismo
priméario inclui todos os processos anabolicos e catabolicos que mantém um
organismo vivo, ja o metabolismo secundario € anabdlico e dispensavel
(BENNETT, 1983).

As vias metabdlicas secundarias sdo irregularmente distribuidas na
natureza, sendo raras em animais, mas comum em plantas, fungos e bactérias.

Geralmente, os metabodlitos primarios sdo produzidos em associacdo
com O crescimento ativo, durante a trofofase, enquanto que a producdo de
metabolitos secundarios ocorre sempre depois que 0 crescimento ativo cessa,
durante aidiofase (BU'LOCK, 1967).

Os metabdlitos secundarios de fungos constituem um  grupo
guimicamente diverso, mas sao produzidos a partir de alguns intermediarios do
metabolismo primario. Consequentemente, eles foram separados em categorias
de acordo com os precursores dos quais eles se originam (Tabela 1).

Antes da era dos antibidticos, relativamente poucos produtos
microbianos foram descobertos como resultado das suas atividades biologicas.
Uma das excegdes foi 0 grupo dos metabdlitos fungicos chamados alcal6ides
do ergot; um esforco conjunto dos quimicos resultou na purificagdo do
principio ativo do ergot, cuiminando no isolamento da ergotina em 1907
(BARGER & CARR, 1907).

Em contraste com o0 nimero de produtos do metabolismo secundario
encontrado, 0 nimero de enzimas gue tém sido caracterizadas é relativamente
pequeno. Os passos enzimaticos iniciais numa via secundaria s8o mais dificels
de serem elucidados do que os passos finais. Desse modo, as sintases

policetbnicas (PKSs) de um grande numero de metabdlitos ainda ndo foram
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caracterizadas. Entretanto, a sua purificagcdo esta diretamente relacionada ao
estudo da sistemética e aos recentes avancos na clonagem de genes da sintase
policeténica (MALPARTIDA et alii, 1987).

Tabela 1 — Classificagcdo dos metabolitos secundarios (BENNETT, 1983).

1- Metabolitos secundarios derivados sem acetato
(Derivados da glicose, aminoacidos arométicos, purinas e pirimidinas)
Acido cojico em Aspergillus Spp
Difenilbenzoquinonas em basidiocarpos e liquens
Acido polipdrico em Polyporus spp
Hispidinaem Polyporus hispidus
Glicosideos em plantas
Streptomicina em actinomicetos

2- Metabdlitos secundarios derivados de acetato

2.1 — Metabolitos secundarios derivados de acido graxo
Poliacetilenos em plantas e fungos
Ciclopentanos:. brefeldina A em Penicillium, Curvularia € Nectria radiciola

2.2 — Policetonicos

(Formados da condensacdo de uma unidade acetii com unidades malonil; a
descarboxilag&o ocorre concomitantemente)

Acido 6-metilsalicilico (tetracetdnico) em Penicillium patulum

Acido micofendlico (tetracetdnico) em P. stoloniferum € P. brevi-compactum

Griseofulvina (heptacetonico) em P. griseofulvin

Ocratoxina A (pentacetonico) em Aspergillus ochraceus

Aflatoxinas (decacetonicos) em A. flavus e A. parasiticus

2.3 — Terpenos e Esteroides

(Derivados do isopentenil pirofosfato que € formado a partir de acetato via
mevalonato).

Tricotecenos em Fusarium Spp € outros fungos

Giberelinas em Gibberella fujikuroi

Ergosterol em Claviceps purpurea

b-caroteno em plantas e fungos

2.4 — Metabolitos secundarios derivados de acido citrico

(Derivados da condensacéo de um intermedi&rio do ciclo &cido citrico com uma
cadeia derivada do acetato, normalmente um &cido graxo).

Acido tenuazonico em Alternaria spp € Phoma sorghina

Rubratoxina em Penicillium rubrum € P. purpourogenum

2.5 — Metabolitos secundarios derivados de aminoacidos
(Esqueleto de carbono totalmente derivado de aminoacido com retencdo de
nitrogénio).
Psilocinaem Psilocybe aztecorum
Ergotamina em Claviceps purpurea ® &cido lisérgico dietilamida (LSD)
Antibi6ticos b-lactdmicos (penicilinaG e cefdosporina C)




Revisdo da Literatura 18

3.3.1. Regulacio do Metabolismo Secundario

A formagdo dos metabdlitos secundérios esté condicionada a um
controle fisiologico geral gque responde a fatores ambientais (VINING, 1990).

A presenca de um mecanismo regulatorio associado ao sistema
metabolico secundario sugere que este tenha sido um processo que evoluiu e se
manteve para alcancar um resultado benéfico. Como o processo se torna ativo
somente quando o0 crescimento do microrganismo € afetado, isto parece ser
benéfico ao organismo quando este ndo pode mais competir no seu ambiente
(VINING, 1990).

Em fungos, assim como em bacilos e estreptomicetos, a producéo de
metabdlitos secundarios coincide com a diferenciacéo celular; por exemplo,
producdo de alcaldides e formagcdo de esterigmas e conidiosporos em
Penicillium cyclopium (LUCKNER, 1980).

Ha varios mecanismos que regulam a producdo dos metabdlitos
secundarios. primeiramente, ha um controle regulatério que interliga a
producdo desses metabdlitos com baixos nivels de crescimento e,
subsequentemente, ha uma regulagdo especifica que € cepaespecifica
(ZAHNER et alii, 1983).

Ainda segundo ZAHNER et alii (1983), ha também um outro fator que
influencia o0 metabolismo secundério: a disponibilidade de metabadlitos
primarios e intermedi&rios servindo como precursores na biossintese dos
metabolitos secundarios. A despeito da grande diversidade de estruturas
guimicas, todos os metabdlitos secundarios sd0 derivados de simples
precursores do metabolismo intermediario. Os principais pontos de
ramificagdo que originam produtos secundarios estéo descritos na Tabela 2 e
s80 0s seguintes. acetil-coenzima A levando aos policeténicos, poliinas,

terpendides, esterdides ou carotendides; shiquimato, a partir de compostos
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aromaticos pode ser derivado; aminoacidos, que sd0 precursores dos peptideos

e acadides e glicose para a biossintese de glicosideos e aminoglicosideos.

Tabela 2 — Inter-relacbes entre os metabolismos primario e secundario
(ZAHNER et alii, 1983).

Metabolismo Primé&rio e Intermediario M etabolitos secundarios
Glicose » AcUcar-P p Glicosideos
e Polissacarides Aminoglicosideos
Glicdlise Ciclo Acido cgjico
pentose
v Tetrose
Triose-P | » Shiquimato-- » Compostos aromaticos
Aminoécidos aromético Alcadides
v . .
Piruvato p» Aminoacidos - Oligopeptideos
Depsipeptideos
v / Malonil-CoA /&udos graxos-p Acetilenos
AcetiI-C7A p Policetonicos
Ciclo Acido \ Acido mevaldnico® Farnesil-PP-» Sesquiterpendides

I
Citrico Geranil-PP-®»  Diterpenoides

'

Esteréides
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3.3.2. Policetonicos

Policetonicos sdo exemplos de metabdlitos secundarios, asssm chamados
por ocorrerem esporadicamente e sdo provavelmente adaptaveis somente sob
certas condicOes, diferentemente dos metabdlitos primarios, que fornecem os
requerimentos de estrutura e energia de todas as células vivas (MANN, 1987
apud HOPWOOD & SHERMAN, 1990).

Nosso conhecimento sobre a ocorréncia dos metabdlitos secundarios é
inevitavelmente muito incompleta e reflete nossos interesses e necessidades.
Desse modo, as micotoxinas sd0 0s mais importantes policetonicos produzidos
por fungos, segundo ponto de vista antropocéntrico.

Os principais exemplos da ocorréncia dos policetbnicos encontram-se
resumidos na Tabela 3.

Segundo HUTCHINSON & FUJII (1995), uma forte similaridade de
mecanismos entre muitos acidos graxos e enzimas sintases policetonicas (PKS)
tem levado adois paradigmas para explicar os policeténicos do ponto de vista
bioquimico. No primeiro, os policetbnicos sdo formados por enzimas
complexas de quatro a sete proteinas monofuncionais, nas quais 0s grupos b-
carbonil dos intermediarios resultantes da condensacdo dos residuos de acetato
séo abundantemente ndo reduzidos e a ciclizagdo dos intermediarios produz
compostos aromaticos. Os intermediarios, no segundo modelo, sdo formados
por enzimas multifuncionals, nas quais cada produto inicial de condensacéo é
processado através de reducdo; reducdo e desidratacdo; ou reducéo,
desidratacéo e mais ciclos de reducéo para produzir compostos atamente
reduzidos a partir de acetato, propionato e residuos de butirato. A expressao
dos genes que codificam cada um dos tipos de sintase policetdnica, ou sua
formas mutantes, tem fornecido muitas informagdes sobre a bioquimica e, em

alguns casos, resultou na formagdo de novos produtos naturais.
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Tabela 3 — Propriedades biolégicas e ocorréncia de alguns policetonicos
(HOPWOOD & SHERMAN, 1990).

Organismos Exemplos de policeténicos produzidos

EUCARIOTOS

Angiospermas Flavondides (como glicosideos) responsaveis por muitos dos aromas
de alimentos e bebidas de origem vegeta e pela cor de muitas flores.
Substénciairritante no veneno da hera
Estilbenos e isoflavondides como fitoalexinas (agentes antifingicos)
produzidos em resposta a uma infeccdo fungica.

Fungos Micotoxinas, incluindo aflatoxinas e ocratoxinas de Aspergillus spp.,

Organismos marinhos

PROCARIOTOS
Actinomicetos

Mixobactérias
Rizdhios

Mycobacterium phlei

Outras bactérias

ergocromos de Claviceps, patulinade Penicillium.

Antibidticos como griseofulvina de Penicillium.

Melaninas derivadas de policeténicos em infecgbes por fungos
fitopatogénicos.

Brevetoxinas de Gymnodium (dinoflagelado); hidrocarbonetos
poliinsaturados de agas pardas; macrolideos de esponjas;
polipropionato de moluscos.

Centenas de antibidticos, incluindo: tetraciclinas, antraciclinas
(daunorubicina, um agente anticancer), macrolideos (eritromicina),
poliéeres (monensing); ansamicinas (rifamicing), avermectina (um
agente anti-helmintico).

Compostos farmacologicamente  ativos como um macrolideo
imunossupressor FK506.

Possivels moléculas sina (panamicina).

Diversos antibiéticos

Possiveis metabdlitos sintetizados pelos produtos dos genes nod E,
F, G de Rhizobium leguminosarum € R. meliloti.

Acido 6-metilsalicilico para absorgdo de ferro.

Outros antibiéticos como é&cido pseudoménico (mupirocing) de
Pseudomonas e aurantininade Bacillus.

Experimentos com isd6topo marcado sugerem fortemente que o0s

mecanismos de biossintese dos policetonicos se enquadram em quatro tipos de

reag0es usadas para a producdo de &cidos graxos e que as unidades

monomeéricas sao construidas em blocos a partir de dois sistemas. A diferenca

ocorre a partir de como esses monémeros sdo combinados. os policetonicos

podem ser construidos por mais de um tipo de mondmero com permutas
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Ilimitadas entre os passos de biossintese dos &cidos graxos (HUTCHINSON &
FUJII, 1995).

3.3.3. Estrutura e Funcao das Sintases Policetonicas

O sistema enzimatico que catalisa a sintese de acidos graxos é chamado
de &cido-graxo sintase (FAS) e esta envolvido na sintese dos policetonicos. A
esséncia da biossintese dos acidos graxos e dos policetdnicos esta na
condensagéo descarboxilativa na qual &cidos carboxilicos simples se unem
para produzir uma cadeia de 6 a 50 atomos de carbono, sendo que cada
unidade contribui com 2 carbonos da estrutura principal da cadeila. Ambos,
FASs e PKSs necessitam que os grupos acetil e malonil, que participam da
condensacdo, ndo sgam &cidos livres, mas tioésteres deles. Os é&cidos livres
s&0 ativados por conex&o com o tiol da porcdo 4’ -fosfopantoteina da CoA, que
atua como carreador. Dois tiois essenciais sdo encontrados nos sistemas FAS e
PKS, um fornecido pela proteina carreadora de acil (ACP) e outro por um
residuo de cisteina ativada na enzima condensada (HOPWOOD & KHOSLA,
1992).

Um avanco fundamental no estudo da bioquimica dos acidos graxos veio
da classificagéo das FASs em categorias tipo | e tipo Il. As enzimas do tipo |,
exemplificadas por FASs de vertebrados, consistem de uma Unica classe de
polipeptideos com sitios carreadores para todas as atividades cataliticas e ponto
de conexdo com o grupo prostético ACP. As FASs do tipo |1, encontradas em
certas bactérias e plantas, consistem, ao contrario das primeiras, de pelo menos
oito polipeptideos monofuncionais, cada um responsavel por um passo da
FAS, com uma ACP separada. FASs fungicas, embora classificadas como
sendo do tipo I, apresentam funcionalidades distribuidas tanto entre os
peptideos a como b (HOPWWOD & KHOSLA, 1992).
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De acordo com a convencgdo para sintases de acidos graxos (FASs), ha
dois tipos de sintases policetonicas microbianas:
a) Sistema de enzima multifuncional tipo I

As enzimas bacterianas do tipo | consistem de proteinas gigantes
multifuncionais, como a sintase 6-deoxieritronolideo B (DEBS), que catalisa a
formag&o da porgdo macrolactona da eritromicina A, um importante antibiotico
de uso médico produzido por Saccharopolyspora erythraeca (CORTES et alii,
1990; DONADIO et alii, 1991).

Dados de sequenciamento de genes mostram estrutura andloga entre PKSs
do tipo | que catadisam um grupo de a) antibiGticos macrolideos, como
avermectinas (MACNEIL er alii, 1994) e rapamicina, cujas estruturas
assemelham-se @uelas dos macrolideos e b) antibiotico poliéter, como a
tetronasina (LINTON et alii, 1994), embora 0 arranjo dos médulos e atividades
enziméticas possam ser diferentes em PKSs individuais do tipo | (MACNEIL
et alii, 1994).

b) Sistemas multienzimaticos tipo I1

PKSs compostos de varias proteinas monofuncionais separadas sdo
chamadas de sistema tipo |l. Estudos genéticos da biossintese de actinorodina
(act) em Streptomyces coelicolor (MALPARTIDA & HOPWOOQOD, 1984) e
tetracenomicina (tcm) em  Streptomyces glaucescens (MOTAMEDI &
HUTCHINSON, 1987) levaram a0 isolamento dos primeiros genes que
codificam PKSs do tipo Il e adescoberta de muitas hibridizagdes cruzadas
entre alguns dos genes em diferentes actinomicetos (MALPARTIDA et alii,
1987).

Os mecanismos das enzimas PKS do tipo Il sdo completamente
diferentes daqueles da classe tipo |, pois estas enzimas complexas catalisam a
formag&o de compostos aromaticos ciclicos que ndo requerem amplos ciclos de

reducdo e desidratagdo. Consequientemente, os principais desafios enfrentados



Revisdo da Literatura 24

pelas PKSs do tipo |l sdo determinar quantas vezes ocorrerd a extensdo da
cadela, como orientar os intermediarios poli-b-cetdnicos na direcdo correta
para a ciclizagdo e como selecionar quais grupos carbonil e metileno que
formardo o sexto anel no final dos compostos ciclicos (HUTCHINSON &
FUJII, 1995).

A primeira PKS do tipo | em fungo foi descoberta por DIMROTH et alii
em 1971. Eles purificaram uma sintase acido 6-metilsalicilico (MSAS) de
Penicillium patulum. Mais recentemente, SPENCER & JORDAN (1992)
mostraram que esta proteina tem 750kDa e contém todas as 11 atividades
cataliticas necessarias para a sintese do acido 6-metilsalicilico a partir do
acetil- e malonil-CoA.

Técnicas de sequenciamento de genes e inativagdo recombinacional
(“gene disruption”) tém provado que a enzima policetonico sintase (PKS) do
tipo |, que possui subunidades um pouco maiores do que aguelas da enzima
acido 6-metilsdicilico sintase (MSAS), estd envolvida nas sinteses de
esterigmatocistina em Aspergillus nidulans e de aflatoxina em Aspergillus
parasiticus. Os clusters de ST e AF contém também dois genes é&cido-graxo
sintases (FAS) que podem codificar as subunidades da enzima responsavel
pela reunido do iniciador hexanoil-CoA para a sintese do &acido 10-
deoxinorsolorinico, 0 primeiro intermediario da biossintese de ST e AF
(DUTTON, 1988).

Aspergillus nidulans também possui um gene no locus wA que codifica
uma proteina PKS do tipo |, de 216.633 Daltons, que governa a sintese de um
pigmento amarelo do conidiosporo (MAYORGA & TIMBERLAKE, 1992).
Embora ndo se conhega a estrutura do ultimo policeténico, o pigmento do
ascosporo de A. nidulans € uma antraguinona dimérica hidroxilada, a
ascoquinona A (BROWN & SALVO, 1994) e em A. parasiticus 0OCOrre um
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pigmento no conidio que € uma hidroximetilnaftopiranona, chamada
parasperona A (BROWN et alii, 1993).

3.3.4. Metabolismo Secundario X Diferenciacao Fungica

Em 19953, TRAIL et alii sugeriram a possibilidade de que alguns genes
envolvidos na sintese de AF poderiam estar relacionados a diferenciagéo
fingica, pois mutagbes nesses genes também afetavam a morfologia do
esclerdcio e a sintese dos pigmentos do esporo. Estas observacgOes estéo de
acordo com estudos feitos com Streptomyces, onde foi estabelecida uma
associagdo entre o inicio do metabolismo secundario e a esporulagéo
(HOPWOOQOD, 1988; BIBB, 1996).

A existéncia de mutantes deficientes em ambos processos indica
elementos comuns no controle genético (CHAMPNES & CHATER, 1994).
Em Streptomyces griseus foi identificado um fator auto-regulador (fator-A)
gue interliga o metabolismo secundario e a diferenciacéo celular. Mutantes de
S. griseus deficientes no fator-A perdem simultaneamente a habilidade de
produzirem metabolitos secundarios e de formarem esporos (HARA &
BEPPU, 1982). O fator-A se liga a proteinas especificas, levando a
desrepressdo dos genes importantes para 0 metabolismo secund&rio e a
esporulacdo (MIY AKE et alii, 1990).

GUZMAN-DE-PENA et alii (1998) tilizaran a linhagem de
Emericella nidulans FGSC4 (veA") para determinar o efeito da iluminagdo na
biossintese de esterigmatocistina. Eles verificaram que o micélio crescido no
escuro apresentou morfologia “fluffy” e com pouca quantidade de ST. Este
mesmo micélio, quando crescido na presenca de luz, apresentou abundantes

esporos verdes e uma gquantidade de ST sels vezes maior. Dessa forma,




Revisdo da Literatura 26

puderam concluir que a luz afetou tanto a esporulagdo assexua como a
biossintese da ST.

Estes mesmos pesquisadores mexicanos também utilizaram, no mesmo
trabalho, uma linhagem mutante br/A1l de E. nidulans para estudar a relacéo
entre a esporulacgéo e a producdo de ST. Essa mutagao bloqueia a expressao de
Varios genes que sdo especificamente ativados durante a esporulacéo assexual,
enquanto a esporulacdo sexual ndo é afetada. O mutante br/Al produziu
abundantes cleistotécios e altas quantidades de ST, sugerindo que o passo
comum na conidiagdo e na biossintese de ST opera acima do ponto de
execucao da mutacdo br/A (localizada no cromossomo VIII).

Na verdade, os mecanismos que controlam a ativagdo do gene afIR
(regulador da producéo de ST/AF) associados a esporulagdo ndo foram
elucidados até o momento.

Os dois principais genes relacionados com a pigmentacdo de conidios
sdo wA e yA (ADAMS et alii, 1998). O gene wA codifica uma sintase
policetdnica; mutagbes nesse gene resultam em linhagens brancas deficientes
em meanina e a-1,3-glucana (MAYORGA & TIMBERLAKE, 1990 e 1992).
yA codifica uma p-difenoloxidase conhecida como lacase; mutantes yA
possuem conidios amarelos (LAW & TIMBERLAKE, 1980; YELTON et alii,
1985; ARAMAYO & TIMBERLAKE, 1990).

O fato de que mutagdes no gene wA s80 epistaticas para o gene yA e que
a lacase conidial se acumula nas paredes dos mutantes wA, faz supor que wA
catalisa a sintese de um pigmento amarelo policetbnico, que € convertido a
forma verde, pelo produto do gene yA (MAYORGA & TIMBERLAKE,
1990).

BROWN et alii (1993) isolaram e caracterizaram um pigmento

octacetonico de uma linhagem de A. parasiticus deficiente em lacase.
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3.4. AFLATOXINAS : CARACTERISTICAS GERAIS

Os metabdlitos chamados de aflatoxinas foram primeramente
detectados em torta de amendoim produzida no Brasil, contaminada com
Aspergillus flavus. Usada como racéo de aves, matou milhares de peruzinhos
na Inglaterra em 1960 (LANCASTER et alii, 1961). Este incidente foi um
marco importante para o incremento do estudo das micotoxinas. Desde entédo,
foram intensos os esforgos para se definir e detectar essas toxinas, bem como
se compreender a biologia do fungo causador.

As aflatoxinas sd0 metabolitos secundarios, atamente toxicos
produzidos por fungos do género Aspergillus que tém ampla distribuicdo na
natureza, contaminando um grande nimero de produtos alimenticios, podendo-
se citar, entre outros, as sementes oleaginosas, 0S cereals, as raizes e 0s
tubérculos (SABINO, 1980).

S80 conhecidas 17 substancias do grupo das aflatoxinas. As mais

comumente encontradas nos alimentos sdo as aflatoxinas Bl, BZ, G1 e GZ. As

guatro toxinas sdo diferenciadas com base na fluorescéncia que emitem sob luz
ultra-violeta, ou sga, as aflatoxinas B emitem fluorescéncia azul ("blue") e as
aflatoxinas G verde ("green'). Vacas alimentadas com racgbes contendo

aflatoxinas B, e B, excretam metabdlitos no leite chamados de aflatoxinas M,
e M., respectivamente (WORLD Health Organization, 1979).
As daflatoxinas sdo bastante solliveis em solventes moderadamente

polares como cloroférmio, metanol e especialmente em dimetilsulfoxido, e

pouco sollveis em &gua. Quando secas, sdo estavels a temperaturas elevadas,

sendo o ponto de fusdo em 269°C €, quando dissolvidas em solventes polares,

sdo0 relativamente sensivels aluz, particularmente aradiaco ultra-violeta; séo
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desativadas por autoclavagdo em presenca de amoénia e por tratamento com
hipoclorito de sodio (WORLD Health Organization, 1979).

As estruturas quimicas das quatro aflatoxinas constam na Figura 2.

As aflatoxinas tém vérias formas estruturais. Em geral, A. flavus produz
aflatoxina B, (AFB,) e dflatoxina B, (AFB,), enquanto que 4. parasiticus,
além destas duas toxinas, também produz aflatoxina G, (AFG,) e aflatoxina G,

(AFG,). A aflatoxina B, € amais toxica e a forma mais comum que ocorre em

géneros alimenticios contaminados e € a que recebe maior atencdo nos estudos
sobre 0 seu modo de agdo. A aflatoxina B, € ativada metabolicamente a uma
forma toxica especifica ao figado pela citocromo P-450 monooxigenase, em
mamiferos (GUENGERICH, 1988).

A forma ativada da AFB, induz a expressdo de virus e a formagao de
tumor associado com oncogenes ras (RASCATI & McNEELY, 1983;
McMAHON et alii, 1986). Estudos sobre os mecanismos da carcinogénese
quimica tém evidenciado uma interacdo quimica da AF com o DNA; a AFB,
liga-se a0 DNA e & proteinas do cromossomo (MARTIN & GARNER, 1977;
GROOPMAN et alii, 1980). LigacOes extras de DNA sdo formadas quando a
AFB, se liga a residuos de guanina de sequiéncias alternadas de G-C do DNA
(BONNETT & TAYLOR, 1989 ; YU et alii, 1990). Isto pode levar a mutactes
com alteracdo de estrutura causadas pela interagao da AFB, ativada, podendo

gerar transversdes G:C para T:A. O efeito mais direto da exposicdo aAFB, é
umainibicdo da sintese de RNA (YU et alii, 1988; YU et alii, 1990).

De acordo com a legislacdo brasileira sobre micotoxinas, sdo aceitos
atualmente dois limites maximos de aflatoxinas em alimentos para consumo

humano: o Ministério da Salde aceita tolerancia maxima de aflatoxinas B, e
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G; de 30 ppb e 0 Ministério da Agricultura 20 ppb para a soma das quatro
aflatoxinas (Bl, B,, G, e 62)4 .

A dflatoxina B, € certamente a mais estudada micotoxina hepatotoxica.
A suscetibilidade dos animais é\AFB1 varia, mas em todos 0S casos a causa

primaria da doenca e morte resulta de danos ao figado. Tanto os surtos de
aflatoxicose em animais de campo como a administracéo da toxina em animais
de laboratério demonstram gue o figado é o orgéo-alvo da toxina (SMITH &
MOSS, 1985).

Entre os principais efeitos biologicos das aflatoxinas em pequenos
animais e em aves, principamente, estdo as lesdes hepaticas agudas e cronicas,
diminuicdo da velocidade de crescimento, danos aos mecanismos de defesa
Imunologicos e efeitos carcinogénicos, mutagénicos e teratogénicos (BUSBY
& WOGAN, 1979; PIER, 1981).

O desenvolvimento de fungos toxigénicos e a producdo de aflatoxinas
sd0 dependentes de diversos fatores como temperatura, umidade, substrato,
pH, pressdo osmotica, linhagem do microrganismo toxigénico e a ocorréncia
de competicdo com outros microrganismos (JOINT FAO, 1977). Entre esses
fatores, tem se observado que a temperatura ambiente, o tipo de substrato e o
contelido de umidade desse substrato s&o os mais importantes (WORLD
Health Organization, 1979).

A contaminagdo de aimentos como o amendoim e o milho é bastante
complexa e a infeccdo destes produtos ocorre ainda no campo, antes da
colheita e/ou durante a secagem dos gréos. A infeccdo com essas duas espécies
de Aspergillus e a producdo de aflatoxinas no campo estdo especialmente
associadas ao stress causado pela seca e aos danos que 0s insetos causam na
planta, mas mesmo plantas sadias podem ser infectadas se o0s esporos fungicos

se fixarem a0 estigma das flores em desenvolvimento. Os esporos podem

* Disponivel em: http://www.micotoxinas.com.br/legisahtml [01/03/99].
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germinar e penetrar nos tecidos da semente sem causar danos aparentes. Os
gréos de amendoim e milho podem, entdo, conter aflatoxina , embora sua
aparéncia sga saudavel. Todavia, os mais atos nivels de aflatoxinas séo
formados em gréos que estggam visivelmente danificados e que tenham sido
armazenados em condicdes inadequadas (SMITH & MOSS, 1985).

NORTHOLT et alii (1976) estudaram os efeitos da atividade de agua e
da temperatura no crescimento e producdo de aflatoxina de 4. parasiticus
chegando a conclusdo de que nenhuma quantidade detectavel de aflatoxina B,
foi produzida com atividade de dgua menor que 0,83 e temperaturas abaixo de
10°C.

As condigdes climéticas do nosso pais, diadas & técnicas de colheita e
a0 armazenamento inadequados séo fatores favoravels ao desenvolvimento de
fungos toxigénicos e conseqliente contaminagdo de alimentos com aflatoxinas.
Apesar disso, no Brasil, sGo poucas as medidas para se evitar essa
contaminagd0 e poucos s80 0s trabahos referentes a ocorréncia desta
micotoxina nos alimentos (ALMEIDA, 1989).

Torna-se, portanto, necessario o estabelecimento de medidas que evitem
a proliferagcdo dos fungos produtores de aflatoxinas nos produtos agricolas
armazenados, uma vez que é praticamente inevitavel a contaminacdo natural

No campo.

3.5.ESTERIGMATOCISTINA: CARACTERISTICAS GERAIS

A esterigmatocistina (ST) € um metabdlito secundario biologicamente
ativo, toxigénico, carcinogénico, mutagénico e teratogénico produzido por
varias espécies de Aspergillus spp, incluindo A. versicolor, A. nidulans, A.

chevalieri € algumas espécies de Bipolaris € Chaetomium (MOSS, 1991).
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HOLZAPFEL et alii (1966) foram os primeiros a detectarem producédo
de esterigmatocistina em linhagens de Aspergillus nidulans.

A esterigmatocistina € um intermediario na biossintese de aflatoxinas e €
muito semelhante a aflatoxina em sua estrutura quimica e atividade biol6gica
(Figura 3). Ela esta quimicamente relacionada & aflatoxinas por conter um
grupo bishidrofurano condensado ligado a porcdo xantona (SCOTT, 1994).
Entretanto, ela ndo é tdo toxica quando comparada aaflatoxina B, (AFB,).

Embora, a ST sga primariamente um agente hepatotoxico, sua
hepatotoxicidade e potencial tumoral sio consideravelmente menores quando
comparados aaflatoxina B;. O vaor da DLsg desta toxina para ratos machos é
de 166 mg/Kg, enquanto que sua atividade hepatocarcinogénica € de,
aproximadamente, um decimo da aflatoxina B; (VAN DER WATT, 1974). Do
mesmo modo que para AF, 0s camundongos SG0 mMenos suscetiveis a
esterigmatocistina do que os ratos, uma vez que ndo foi observada toxicidade
em camundongos mesmo depois da administracdo de uma dose de 800 mg/Kg
(LILLEHOJ & CIEGLER, 1968).

Varios testes de mutagenicidade “in vitro” sugerem que a ST, assim
como a AFB;, é um agente mutagénico que se liga covalentemente ao DNA
num nivel de 20 a 30% daguele observado com AFB; (PURCHASE & VAN
DER WATT, 1970).

Sua ocorréncia em cereais, principamente em arroz, foi descrita por
JOSEFSSON & MOLLER (1977) e MANABE et alii (1973).

A extragdo da esterigmatocistina é usualmente feita com acetonitrila e
cloreto de potassio aquoso, embora o cloreto de potassio metandlico aquoso
também sga usado para cereais (STACK & RODRICKS, 1971). Esta
micotoxina apresenta boa solubilidade para a maioria dos solventes organicos,
mas é rapidamente soluvel em cloroformio e insolivel em &gua (SCOTT,
1994).
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A paticdo com hexano € comumente empregada mas, mais
recentemente, o uso do Florisil com carbonato de cobre e poliamida tem sido
relatado por FRANCIS et alii (1985).

A deteccdo e quantificacdo da ST, normamente, sdo feitas por
cromatografia em camada delgada (CCD) ou CCD bi-dimensional (VAN
EGMOND et alii, 1980) ou, ainda, por CCD de dta resolucéo (LEE et alii,
1980).

A esterigmatocistina possui fluorescéncia vermelho-tijolo sob luz U.V.
de 365 nm em CCD, mas a visudizagcdo € aumentada quando a placa e
borrifada com vapores de cloreto de aluminio e aquecida, resultando num
“gpot” de fluorescéncia amarela, com limite de deteccéo de 10 ng (GIMENO,
1979). A reacdo da ST com o cloreto de aluminio tem uma importante
aplicacdo andlitica ao produzir uma fluorescéncia amarela na CCD devido a
formacéo de 1,3,8-trihidroxixantona (DAVIES et alii, 1960) e também por
intensificar a fluorescéncia da coluna na cromatografia liquida de fase-reversa
(NEELY & EMERSON, 1990).

Segundo SCOTT (1980) o limite de deteccéo visual da ST em placas de
silica gel sob luz U.V. de comprimento de onda longo € de 40 ng com uma
fluorescéncia vermelho-tijolo. Quando se utiliza o revelador AICl; o limite de
deteccdo atinge até 5 ng, resultando numa fluorescéncia amarela intensa.

O método mais conveniente de confirmacdo da ST pela derivacéo
guimica “in situ” , utiliza o &cido trifluoracético (VAN EGMOND et alii,
1980).

A irradiacdo gama requer uma dose de 50 Mrad para destruicéo da ST
no estado seco (KUME et alii, 1983).
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3.6. VIA BIOSSINTETICA DA AFLATOXINA E DA
ESTERIGMATOCISTINA

Uma &ea de progresso na pesquisa de aflatoxinas tem sido a
determinacéo cuidadosa dos passos intermediarios da sua via biossintética.

O passo inicial da cadeia policetonica da aflatoxina talvez envolva a
polimerizacéo do acetato e nove unidades de malonato (com perda de CO,)
pela enzima policetbnico-sintase (PKS), de maneira analoga abiossintese de
acidos graxos (DUTTON, 1988). Outra hipotese, talvez mais plausivel,
envolve a sintese da unidade iniciadora 6-carbono hexanoato pela enzima
acido-graxo sintase (FAS), que €, entdo, ampliada pela PKS gerando um 20-
carbono decacetonico, a norantrona (TOWNSEND et alii, 1991). Esta €, entdo,
oxidada em acido norsolorinico antraquinona (NOR) por uma hipotética
oxidase. O resto da via segue na ordem esguematizada segundo
BHATNAGAR et alii (1995) : &cido norsolorinico (NOR) P averantina
(AVN) b averufanina (AVNN) b averufina (AVF) b hidroxiversicolorina
(HVN) b acetato hemiacetal versiconal (VHA) b acool versicona (VAL) b
versicolorina B (VER B) b vescolorina A (VER A) b dimetil
esterigmatocistina (DMST) P esterigmatocistina  (ST) b O-metil
esterigmatocistina (OMST) b aflatoxina B; (AFB,).

Existem, claramente, quatro principais produtos policetbnicos na via
biossintética da aflatoxina (LILLEHOJ, 1991) :

1) antraguinonas hidroxiladas

- acido norsolorinico (NOR) CyH180; (p.m. =370)

- averantina (AVN) CyoHz00O7; (p.m. =372)

- averufanina (AVNN) ( p.m. =370)

- averufina (AVF) CyH1607 (p.m. =368 )
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2) bifuranoantraguinonas

- hidroxiversicolorina (HVN)

- acateto hemiacetal versiconal (VHA) CyxH1609 (p.m. =400)

- acool versiconal (VAL)

- versicolorina B (VER B)

-versicolorinaA (VER A) CygH100; (p.m. =338)

3) bifuranoxantonas

- esterigmatocistina (ST) CygH1206 (p.m. =324)

- O-métil-esterigmatocistina (OMST) Cy9H1406 (p.m. = 338)
4) bifuranocumarina

- aflatoxinas (AF) Ci7H106 (p.m. =312)

Os pesos moleculares (p.m.) de aguns intermediarios da via foram
descritos por BENNETT et alii (1980 b).

A esterigmatocistina e a O-metil esterigmatocistina s80 xantonas
caracterizadas por uma metade de bishidrofurano; ja as aflatoxinas s&o
decacetbnicos caracterizados por um anel cumarinico em sua estrutura
(STEYN et alii, 1980) (Figura 4).

Estima-se que sejam necessarios pelo menos 17 passos na catalizacdo de
enzimas para que a hiossintese de aflatoxina se complete a partir do NOR
(BHATNAGAR et alii, 1992).

A verscolorina A (VER A) é importante porque ela é a primeira
molécula na via da aflatoxina B; que contém uma dupla ligagéo na posicdo 2,3
da porcéo difurano. Esta dupla ligacdo € o alvo para as enzimas microssomais
do citocromo P-450, que gera uma alta reagéo epoxido, resultando na ativagéo
e formagéo de um aduto com DNA e proteinas (DVORACKOVA, 1990). Jaa
aflatoxina B, (AFB;) ndo possui esta dupla ligag&o, por isso ela é centenas de

vezes menos carcinogénicado que aB; (TRAIL et alii, 1995a).



Revisdo da Literatura 35

Varias enzimas envolvidas na via aflatoxigénica ja foram purificadas.
Duas O-metil transferases estédo envolvidas na conversdo de ST a O-metil
esterigmatocistina (BHATNAGAR et alii, 1988; KELLER et alii, 1992d), uma
acido-norsolorinico redutase esta envolvida na conversdo reversivel de acido
norsolorinico a averantina (AVN) (BHATNAGAR & CLEVELAND, 1990;
CHUTURGOON & DUTTON, 1991), uma ciclase estd envolvida na
conversdo de versiconal a versicolorina B (LIN & ANDERSON, 1992;
TOWNSEND et alii, 1991) e duas versiconal-hemiacetal-acetato redutases
(VHA redutases | e Il; provavelmente isoenzimas) que catalisam a reagdo do
versiconal hemiacetal acetato a versiconal acetato (MATSUSHIMA et alii,
1994). Estas enzimas purificadas séo importantes ferramentas para a clonagem
de genes.

Ao contrério dos outros policetdnicos descritos até 0 momento (0s quais
requerem somente uma policetdnico-sintase para gerarem um produto
policetbnico), a biossintese de esterigmatocistina e de aflatoxina é iniciada pela
producdo de uma unica écido-graxo sintase (FAS) codificada por dois genes do
“cluster”, fas-1A e fas-2A (MAHANTY et alii , 1996; WATANABE et alii,
1996; WOLOSHUK & PRIETO, 1998).

Devido a0 interesse consideravel em sintases policetbnicas
geneticamente engenheiradas para sintese de novos produtos com novas
propriedades bioldgicas, 0 entendimento deste mecanismo de iniciagdo écido-
graxo pode fornecer recursos adicionais de ateracdo da diversidade
policetonica (BENNETT & KELLER, 1997).
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3.7. RECURSOS GENETICOS PARA O ESTUDO DA
REGULACAO DA BIOSSINTESE DA AFLATOXINA

Os genes envolvidos na via da aflatoxina podem ser isolados de outras
espécies fungicas que ndo A. flavus e A. parasiticus. A producdo de
intermediarios nos passos da via, em alguns fungos, indica que deve haver uma
conservagdo genética dos passos. Um desses outros fungos pode, em ultima
anadlise, fornecer um sistema modelo mais conveniente do que A. flavus e A.
parasiticus, procurando-se alcancar um maior detalhamento dos passos da via
biossintética da aflatoxina. Por exemplo, 0 A. nidulans € um baixo produtor de
penicilina, no entanto, é usado como modelo para se estudar a via biossintética
da penicilina por ter um sistema de transferéncia de DNA e uma genética
formal ja bem estabelecidos (MACCABE et alii, 1990).

Similarmente, A. nidulans produz esterigmatocisting, o0 pendltimo
intermediario na biossintese da aflatoxina, e pode ser Util no estudo da genética
molecular dessa via biossintética.

FENG & LEONARD (1995) consideram muito mais facil e rapido
estudar a via biossintética da aflatoxina em Aspergillus nidulans, porque O
conhecimento da genética e biologia molecular desta espécie € muito mais

avancado do que em A. parasiticus.

3.7.1. Ciclo Sexual

Os estudos sobre o ciclo sexual em Aspergillus Spp. comegaram no
inicio do século XX por VUILLEMIN em 1927.
O A. nidulans, por ser um fungo homotdlico, possui regides

diferenciadas em seu micélio chamadas hifas ascogenas (Figura 5). Nestas
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hifas ocorrem fusdes nucleares originando nucleos dipléides (2n) com 16
cromossomos. Estes nucleos sofrem meiose, resultando em 4 nucleos
hapldides (n) que, com posterior divisdo mitotica, vao dar origem a 8 células
hapldides (n) que sG0 0s esporos sexuados ou ascosporos binucleados,
localizados no interior dos ascos. Os ascos ficam contidos em corpos de
frutificagcdo chamados cleistotécios (in AZEVEDO , 1987). Normamente, um
unico cleistotécio pode conter acima de meio milh&o de ascosporos (COVE,
1977), permitindo uma andise detalhada dos eventos meidticos (BENNETT,
1985).

O ciclo sexua completo com divisdo reduciona (R!) ocorre a partir de
um unico talo, ndo havendo necessidade de diferentes tipos de reagdo sexual
(“mating types’). Mesmo sendo homotalico, sd0 possivels cruzamentos entre
linhagens de 4. nidulans, cujas mutagOes se complementem, havendo, assim,
anastomose das hifas e formagcdo de heterocarios. Nesse caso, nucleos
diferentes coexistem em um citoplasma comum onde, raramente, ocorre a
fusdo nuclear entre nucleos geneticamente diferentes, resultando em
cleistotécios hibridos. A andlise a0 acaso dos produtos meidticos (n)
confinados nos cleistotécios hibridos permite a identificacdo de genes mutantes
e seu mapeamento genético ao longo dos 8 grupos de ligacdo do A. nidulans
(in AZEVEDO, 1987).

A maoria das linhagens mutantes de A. nidulans usadas em
experimentos genéticos é derivada de um unico isolado selvagem denominado
A69 (NRRL 194) (CROFT & JINKS, 1977). O grupo de PONTECORVO, em
Glasgow, isolou varios mutantes a partir dessa linhagem selvagem e esses
mutantes sd0 usados, hoje em dia, nos principais laboratdrios de genética no

mundo todo.
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3.7.2. Ciclo Parassexual

Estudos de genética classica de fungos anamorficos tém sido feitos
através do ciclo parassexua, permitindo a obtencdo de recombinantes
mitoticos (sem meiose).

O ciclo parassexual foi primeiramente descrito no género Aspergillus
por PONTECORVO et alii (1953a) e, desde entdo, tem sido usado para
estudos de varios fungos. Este ciclo consiste de anastomoses de hifas entre
duas linhagens diferentes formando o micélio heterocariotico; fusdo somatica
rara de nucleos diferentes para formacdo do diploide; crossing-over mitético e
aneuploidias sucessivas (2n-1) levando, por fim, ahaploidizacdo (Figura 6).
A freqiéncia de haploidizacdo pode ser aumentada com o uso de varios
agentes haploidizantes como benlate e para-fluorofenilaanina (BENNETT,
1985).

A fusdo entre nucleos de diferentes constituicbes genotipicas € a fase
mais importante deste ciclo, uma vez que isso confere algumas das vantagens
da sexualidade. Como a haploidizaco independe do crossing-over, genes néo
ligados segregaréo independentemente e genes ligados somente em raras
ocasifes o fardo (como funcdo da distancia do mapa e fregiéncia de
recombinacdo). Durante a haploidizacdo cromossomos inteiros segregam
juntos. Isto torna a haploidizacdo uma poderosa ferramenta para mapeamento
de genes nos grupos de ligacéo (CLUTTERBUCK, 1992).

A parassexualidade juntamente com a ocorréncia natural de mutagoes é
de grande importancia para a evolucdo das espécies fungicas imperfeitas
(BRADLEY, 1962; ROPER, 1966).

A fusdo de protoplastos € uma técnica que ultrapassa certas barreiras
entre linhagens e espécies incompativels, em cruzamentos parassexuais

tradicionais, e pode ampliar o uso da andlise parassexual. Dois pesquisadores
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KEVElI & PEBERDY (1979) conseguiram isolar um hibrido interespecifico
instavel entre Aspergillus nidulans e A. rugulosus, usando fusdo de protoplasto
interespecifica. Por outro lado, LEONG et alii (1981) ndo conseguiram fuséo
de protoplasto interespecifica similar entre A. flavus e A. parasiticus.

Os dois fungos aflatoxigénicos, 4. flavus € A. parasiticus, S80 eSPECIes
estritamente anamorficas, sem estagio sexual conhecido; deste modo, néo
apresentam as vantagens da analise sexual pela genética Mendeliana.

A andlise genética através do ciclo parassexua de 4. flavus e A.
parasiticus , em particular, apresenta algumas dificuldades, pois:

1-conidiosporos haploides e dipldides ndo sdo facilmente distinguivels
pelo tamanho ou morfologia, tornando os dipldides dificeils de serem
identificados (BENNETT , 1979);

2-certos genotipos ndo segregam ao acaso durante a haploidizaco
(BENNETT et alii, 1980a);

3-grupos de incompatibilidade restringem a compatibilidade do
heterocario (PAPA, 1986).

Apesar disto, varios mutantes de Aspergillus tém sido obtidos e
anadlisados em estudos parassexuals, conduzindo ao estabelecimento dos
grupos de ligacdo e elucidacéo dos passos da biossintese de aflatoxina (PAPA |,
1977).

O ciclo parassexua em Aspergillus flavus foi elucidado por PAPA em
1973 eem Aspergillus parasiticus em 1978, também pelo mesmo autor.

O A. flavus apresenta o ciclo parassexua bem definido e ja existem 24
diferentes mutantes para a via aflatoxigénica, derivados do A4. flavus parental,
PC-7, da colegdo do Dr. PAPA . Devido ao fato de todas as cepas mutantes
pertencerem a0 mesmo grupo de compatibilidade, os genes podem ser
transferidos do genoma de uma cepa para outra por recombinacdo parassexual
(BENNETT & PAPA , 1988a).
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3.7.3. Mutantes da Via Aflatoxigénica

MutagOes em ambas espécies produtoras de aflatoxina, A. flavus e A.
parasiticus, foram induzidos por agentes mutagénicos fisicos ou quimicos (luz
ultravioleta, nitrosoguanidina) ou foram obtidos através da transferéncia
repetida de isolados, para meios de composicao definida. Mutantes induzidos
pela ultravioleta e produtos quimicos incluem cepas aberrantes, cepas
produtoras de toxina com cor variada de esporos e agqueles com diferentes
auxotrofias (PAPA, 1977).

Uma vez que muitos dos precursores da aflatoxina sdo pigmentos
coloridos, mudangas na pigmentacdo do micélio, geramente, estdo associadas,
com mudancgas na producéo da toxina (McCORMICK et alii, 1987; LEE,
1989).

Mutantes apresentando bloqueio em um dos passos da via biossintética
da aflatoxina e que acumulam antraguinonas coloridas vém sendo utilizados
para a elucidacdo dos passos da biossintese das aflatoxinas em A. parasiticus
(BENNETT & CHRISTENSEN, 1983; BENNETT & PAPA, 1988b). Desse
modo, o0 acumulo de versicolorina A causa uma pigmentacdo micelia amarela
escura (ver-1) e o acumulo de acido norsolorinico torna o micélio avermelhado
(nor-1) (BENNETT et alii, 1980D).

Esses mutantes tém sido usados para se estabelecer os grupos de ligacéo
dos genes afl para ambos os fungos. Pesquisadores independentes usando
diferentes linhagens encontraram evidéncias para um (BENNETT et alii,
1980b), quatro (PAPA, 1978), seis (BRADSHAW et alii, 1983) e sete
(LENNOX & DAVIS , 1983) grupos de ligacdo dos genes afl em A.
parasiticus, nenhum com grande nimero de loci. Em dois estudos,um grupo
mostrou que dois aelos mutantes para aflatoxing, ver-1 € nor-1, estavam no

mesmo grupo de ligagéo (ou ligados) (BRADSHAW et alii, 1983), enquanto
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outro estudo os colocou em grupos de ligacdo separados (LENNOX & DAVIS,
1983).

Estudos utilizando cariotipagem confirmaram gue 0s genes da via
aflatoxigénica estéo ligados (em “clusters’). A analise do caridtipo de A.
parasiticus confirmou que os genes nor-1, ver-1 e omtA estdo localizados no
mesmo cromossomo (YU et alii, 1995).

A. flavus tem mais de 30 genes distribuidos em oito grupos de ligacéo,
sendo que 11 desses genes afetam a biossintese da aflatoxina (PAPA, 1976,
1977, 1979, 1984; BENNETT & PAPA, 1988b). Dos 11 genes aflatoxigénicos
mapeados, nove foram localizados no grupo de ligagdo VII, um no grupo de
ligacdo Il e um no grupo deligacdo VIII (BENNETT & PAPA, 1988b).

Todas as mutagOes da via aflatoxigénica de A.parasiticus € amaioria das
de A.flavus S80 recessivas, entretanto, duas mutaces de A.flavus, afl-1 e afl-2
s&0 dominantes e foram obtidas pela indugcdo com agente mutagénico N-metil-
N'-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG) (PAPA, 1979 e 1980).

3.8. RECENTES AVANCOS

As mais recentes pesguisas sobre biologia molecular de aflatoxinas tém
como principais areas. 1) a estrutura, funcdo, organizacdo e mapeamento
comparativo dos genes ou “clusters’ génicos da aflatoxina ou
esterigmatocistina em A. parasiticus, A. flavus € A. nidulans; 2) identificacéo
de mecanismos moleculares gue regulam os genes da via (genes regulatorios,
estrutura e funcdo do promotor daAF) (TRAIL et alii, 1995a).
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3.8.1. Estratégias para Clonagem de Genes

A clonagem de genes envolvidos na biossintese da aflatoxina é a chave
para 0 entendimento da biologia molecular desta via.

Genes clonados sdo usados como sondas para elucidar os mecanismos
moleculares que regulam o tempo e o0 nivel de expressao desses genes.

Uma das estratégias usadas com sucesso na clonagem de genes € a
complementacdo genética, que tem sido utilizada no isolamento de genes que
codificam 3 enzimas na via, nor-1, ver-1 € uvm8 e um gene regulatorio, afIR.
Para a introducdo de DNA no fungo, sistemas de transformacdo foram
desenvolvidos para A. parasiticus (SKORY et alii, 1990; HORNG et alii,
1990) e A. flavus (WOLOSHUK et alii, 1989).

Através de técnicas genético-moleculares, TRAIL et alii (1995b)
demonstraram a presenca de um “cluster” génico numa regido de 35Kb,
envolvendo os genes nor-1, uvm8 e ver-1, num cromossomo de A4. parasiticus
SU1.

Os genes nor-1 (CHANG et alii, 1992) e ver-1 (SKORY et alii, 1992)
foram clonados por complementacdo de mutantes que acumulam os
intermediarios acido norsolorinico (NOR), de cor avermelhada e versicolorina
A (VER A), de cor amarela, respectivamente. O gene verA de A. nidulans,
funcionalmente homologo ao gene ver-1 de 4. parasiticus, se localiza no brago
esquerdo do cromossomo |V (KELLER et alii, 1994).

Recentes estudos realizados por MAHANTI et alii (1996) comprovam a
existéncia de um novo gene, fas-1A, envolvido na biossintese de aflatoxina By,
clonado a partir de complementagdo genética do mutante UVMS8 de A4.

parasiticus, bloqueado em dois Unicos sitios.
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Para confirmar o papel desses genes na biossintese da aflatoxina, a
inativagdo recombinacional (“gene disruption”) foi utilizada em linhagens
toxigénicas de 4. parasiticus (nor-1, TRAIL et alii, 1994; ver-1, LIANG &
LINZ, 1994) e A. nidulans (verA, KELLER et alii, 1994).

Uma segunda estratégia utilizada no isolamento de genes € a genética
reversa, onde as enzimas da via sdo purificadas. Este procedimento foi
utilizado para clonar o gene omt-1, de A. flavus, que codifica a enzima O-metil
transferase, responsavel pela conversdo da esterigmatocistina a O-metil
esterigmatocistina (YU et alii, 1993).

A hibridizagcdo subtrativa foi outra estratégia utilizada por FENG et alii
(1992) para isolar varios genes cujos padroes de expressao coincidiam com a

producéo de aflatoxinaem A. parasiticus.

3.8.2. Regulacio da Expressao dos Genes da Aflatoxina

Em cultura, A. parasiticus e A. flavus produzem aflatoxina durante a
idiofase, isto é quando cessa 0 crescimento exponencial e os metabdlitos
secundarios séo formados (TRAIL et alii, 1995a).

Durante o processo de fermentacdo de A. parasiticus, transcritos de
RNA de ver-1 e nor-1 se acumulam mais rapidamente durante a transicdo entre
crescimento ativo e fase estacionaria (SKORY et alii, 1993). A transcricéo
coordenada destes genes sugeriu que eles eram regulados por um fator
regul atorio comum.

PAYNE et alii (1993) verificaram que o gene afl-2, de 4. flavus,
codificava um importante fator regulatério da via biossintética da aflatoxina.
No mesmo ano, CHANG et alii clonaram em A. parasiticus um gene

homologo a0 afl-2, 0 apa-2, que também mostrava-se regulador da via. A
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andlise da sequéncia de nucleotideos confirmou mais de 95% de homologia
entre estes dois genes.

Os genes regulatorios, de um modo geral, codificam membros da familia
de proteina “cluster” binuclear de zinco (proteina GAL4), que € um fator de
transcricdo, descrito pela primeira vez em Saccharomyces cerevisiae,
responsavel pela regulacdo do metabolismo da galactose (GINIGER et alii,
1985). Esse dominio de ligagdo binuclear de zinco fica localizado na porcéo
amino-terminal dessas proteinas e esta regido confere especificidade de ligacéo
a0 DNA (BURGER et alii, 1991).

O zinco é essencia para a biossintese da aflatoxina (WLOSTOWSKI et
alii, 1989). Enquanto 0 zinco serve como grupo prostético de muitas enzimas
(WU & WU, 1983) e afeta tanto 0 metabolismo primério como o secundario
(WEINBERG, 1982), JOHNSTON (1987) verificou que 0 zinco é necessario
para a atividade e integridade estrutural do dominio binuclear de zinco da
proteina regulatoria GALA4.

PAYNE et alii (1993) e WOLOSHUK et alii (1994) encontraram um
dominio “cluster” binuclear de zinco nos genes regulatorios da aflatoxina, afl-2
e apa-2, posteriormente chamados de gene afIR (PAYNE et alii, 1993),
reforcando a hipotese de que o0 gene afIR sga o regulador da expressdo da
aflatoxina.

CHANG et alii (1995) verificaram que 0s genes estruturais nor-1, ver-1
e omtA de A. parasiticus e A. flavus S80 dependentes da transcricdo do gene
regulatorio afIR (Figura 7).

Andlises de ELISA e de Western blot revelaram que o acumulo de
aflatoxina B, esta diretamente relacionado aexpressdo da proteina AFLR e é
regulado por varios fatores ambientais e nutricionais como temperatura,
suprimento de ar, fonte de carbono, fonte de nitrogénio e disponibilidade de
zinco (LIU & CHU, 1998).
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Pesquisas recentes mostraram que 0 nitrato regula negativamente a
expresséo de AFLR, levando asupresséo da producdo da aflatoxina (LIU &
CHU, 1998). Estudos anteriores mostraram que 0 nitrato exerce um efeito
supressor sobre a biossintese da aflatoxina (KACHHOLZ & DEMAIN, 1983)
e inibe atranscricdo do gene afIR (CHANG et alii, 1995).

LIU & CHU (1998) relataram, pela primeira vez, a presenca da proteina
AFLR em linhagens ndo aflatoxigénicas de Aspergillus sojae € A. oryzae,
mostrando que ocorre uma regulacdo na expressao do gene af/R também nas

espécies ndo toxigénicas.

3.8.3. “Cluster” Génico da Aflatoxina

A organizagcdo dos genes nas vias do metabolismo secundario esta
disposta formando agrupamentos (“clusters’) em uma regido especifica de um
cromossomo (MALIK, 1986). Exemplos de “clusters’ génicos sao relatados
em fungos filamentosos como Neurospora crassa (GEEVER et alii, 1989),
Aspergillus nidulans (ARAMAYO et alii, 1989), dém de bactérias, como
diferentes especies de Streptomyces que produzem antibidticos derivados de
compostos policetonicos (MARTIN & LIRAS, 1989).

Atuamente, ja € possivel se identificar “clusters’ génicos, assim como
genes isolados, de um cromossomo especifico, através dos estudos de
mapeamento por el etroforese de campo pulsado (BRODY & CARBON, 1989).
Alternativamente, se um unico gene fosse clonado e este estivesse ligado a
outros genes dos passos de uma via biossintética, ele poderia ser usado para se
detectar 0 cromossomo apropriado e uma biblioteca genOmica especifica

poderia ser construida para analise desse “cluster” (KELLER et alii, 1992a).
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Para a maioria dos fungos, os cari6tipos estdo sendo definidos por
eletroforese e os mapas genéticos estdo sendo feitos por meio de sondas com
genes clonados e também por andlise de RFLP (ORBACH et alii, 1988;
BRODY & CARBON, 1989).

Estudos do caridtipo de aspergilos aflatoxigénicos indicam que essas
espécies tém de 6 a 8 cromossomos atingindo o tamanho de 3 a > 7 Mb. Além
disso, varias cepas exibem segmentos cromossomicos polimorficos e carregam
pequenos cromossomosde 1 al,5 Mb (KELLER et alii, 1992b).

Estudos de mapeamento feitos nos laboratérios USDA em New Orleans,
com cosmidios de bibliotecas gendmicas de A. flavus e A. parasiticus, tém
mostrado que o “cluster” génico da aflatoxina encontra-se num segmento de
DNA de 60 Kb, contendo varias regioes ORFs (“open reading frames’) (YU
et alii, 1995).

Recentemente, FOUTZ et alii (1995) mapearam por cariotipagem 0s
genes de A. flavus benA, rDNA, pyrG, norl, afIR, adhl nos respectivos
gruposdeligacéo I, I, II, VII, VIl e VIII .

3.8.4. “Cluster” Génico da Esterigmatocistina

Agrupamentos (“clusters’) de genes funcionamente relacionados sdo
muito mais caracteristicos em procariotos € muito menos prevalentes em
eucariotos. A descoberta de que certos tipos de genes de vias metabdlicas
encontravam-se agrupados € relativamente recente. H4 somente 9 anos atras
HULL et alii (1989) verificaram gque os genes envolvidos no catabolismo da L-

prolinaem Emericella nidulans encontravam-se agrupados.
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O agrupamento génico em fungos pode ser definido como a ligagdo mais
proxima entre dois ou mais genes que participam de uma via metabolica em
comum. Os fungos possuem numerosas vias de fungdes metabolicas
“dispensaveis’, que sdo tipicamente expressadas sob condicdes de crescimento
subdtimas (KELLER & HOHN, 1997).

O “cluster” génico inteiro da esterigmatocistina (aproximadamente 60
kb contendo 25 genes localizados no bragco esquerdo do cromossomo 1V) foi
sequenciado em Aspergillus nidulans por BROWN et alii (1996). Esse
“cluster” esta catalogado no GenBank do NCBI (The National Center for
Biotechnology Information)® e pode ser localizado pelo Entrez Search System
sob 0 n* de acesso: U34740. Ele também ja foi incluido no mapa genético do
Aspergillus nidulans e pode ser encontrado na homepage do Institute of
Biomedical and Life Sciences da Universidade de Glasgow (U.K.)° (Figura 8).

Em Aspergillus nidulans, BROWN et alii (1994) verificaram que o gene
homologo ao afIR, chamado de anafIR, se localiza entre 0 gene pksA e verA
no “cluster” génico da esterigmatocistina. Também em A. nidulans, YU et alii
(1996) verificaram que 6 genes no “cluster” da ST codificam o gene afIR
homdlogo e que ele também contém um dominio binuclear de zinco. Dessa
forma, eles puderam concluir que a proteina AFLR € um ativador especifico da
expressdo da via ST/AF e que a regulacéo da expressdo de af/R determina a

ativagdo desta via.

Comparacdo das Vias Biossintéticas ST/AF

Os genes estruturais em cada uma das vias recebem denominagtes

diferentes, mas codificam proteinas homdlogas (Figura 9).

® Disponivel em:  http://www.ncbi.nim.nih.gov [01/03/99].
® Disponivel em:  http://www.gla.ac.uk/Acad/| BL S/mol gen/aspergillusmaps.html [01/03/99].
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3.8.5. Duplicacio dos Genes Aflatoxigénicos

Estudos de mapeamento fisico do cosmidio NorA revelaram que ha,
pelo menos, duas copias do gene ver-1 (ver-1A e ver-1B) e do gene afIR
localizadas numa regido de 12 Kb no genoma de 4. parasiticus (LIANG et alii,
1994). Esta duplicacdo dos genes ver-1 e afIR em A. parasiticus pode explicar
a alta estabilidade da producéo da toxina quando comparado com 4. flavus, no
gual essa duplicacdo ndo é aparente (TRAIL et alii, 1995a).

Trabalhos mais antigos ja demonstravam a distribuicdo das aflatoxinas
de acordo com a espécie de Aspergillus. Segundo autores como DIENER &
DAVIS (1966) e NAGARAJAN & BHAT (1973), somente 10% das culturas
de A. flavus produziram aflatoxinas B; e G;, 0 restante (90%) produziu
somente AFB;. PIER (1981) observou que 100% dos Aspergillus parasiticus
isolados de milho produziram aflatoxinas Bi, B,, G; e G, e que somente

algumas linhagens de A. flavus produziram B; e B..

3.8.6. Evolucao

Ha um alto grau de homologia entre os genes da aflatoxina (ver-1, afIR,
omt-1) em A. parasiticus, A. flavus e A. nidulans. A organizacdo desse
“cluster” também € bem conservada. Um fato interessante € que 0s genes nor-1
e ver-1 estéo presentes em A. sojae e A. oryzae, que s@0 linhagens néo
toxigénicas (RARICK et alii, 1994). Estes dados sugerem que a linhagem de
Aspergillus progenitora, que deu origem & espécies atuais, também possuia a
via AF/ST. Por isso, seria interessante determinar se A. nidulans possui a

capacidade genética de produzir aflatoxina, isto €, se ele possui 0s genes das
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enzimas O-metiltransferase e oxidoredutase, responsavels por conveterem ST
em AFB; (TRAIL et alii, 19953).

Possivelmente, a via aflatoxigénica tenha se desenvolvido a partir de
uma via pré-existente de sintese de um policetdnico fungico, talvez um
pigmento miceliano ou conidia (TRAIL er alii, 1995a). Dados adicionais
fortalecem essa hipdteses. Em 1992, MAYORGA & TIMBERLAKE
verificaram que 0 gene wA de A. nidulans codificava uma nova policetonico-
sintase (PKS) relacionada com a pigmentacdo conidia. No ano seguinte,
BROWN et alii verificaram que 0 4. parasiticus apresenta um pigmento
conidial chamado naftapiranona de estrutura quimica policetonica. BROWN &
SALVO (1994), num estudo similar, determinaram que um pigmento do
ascosporo de A. nidulans (ascoguinona A) era um dimero de uma
antraguinona, cuja origem era policetonica.

Estes dados sugerem que estas vias biossintéticas, ou parte delas, tenham
evoluido de um ancestral comum (TRAIL et alii, 19953).

Embora a ordem dos genes ndo sga a mesma entre 0 agrupamento
génico da ST em A. nidulans e 0 agrupamento génico da AF em A. flavus/A.
parasiticus (ver Figura 9), parece que o0 agrupamento é evolucionariamente
conservado entre estas trés espécies (TRAIL et alii, 1995b; YU et alii, 1995;
BROWN et alii, 1996). Isto tem sido demonstrado através de estudos que
mostram homologia funcional, estrutural (KELLER et alii, 1994; SKORY et
alii, 1993) e reguladora (Y U et alii, 1996) entre estes agrupamentos génicos.



Revisdo da Literatura 50

3.8.7. Implementaciao de Estratégias Moleculares para Controle

da Aflatoxina e Esterigmatocistina

Estudos que identificam determinantes moleculares resultantes da
producdo de micotoxinas sd0 promissores com relacdo a elaboragdo de
estratégias de controle racional.

Por exemplo, o gene regulador afIR, que controla a producéo tanto de
aflatoxinas como de esterigmatocistina em espécies de Aspergillus € candidato
a estratégias de controle dessas micotoxinas no futuro. Outro promissor
caminho inclui a elucidacdo das relaches entre crescimento, esporulacdo
assexuada e metabolismo secundario em Aspergillus. Vaios estudos tém
mostrado que linhagens de Aspergillus enfraquecidas na reproducéo assexuada
s80, do mesmo modo, enfraquecidas na producdo de AF e ST (KALE et alii,
1994; KELLER et alii, 1995). Recentes evidéncias tém mostrado que o gene
fIbA de A. nidulans, envolvido na regulacdo da atividade da proteina G
mediadora da via de sinal de traducdo, necessario ao crescimento (LEE &
ADAMS; 1994), age atraves do gene afIR regulando a via biossintética da ST.
Isto indica a possibilidade da elaboracéo de futuras estratégias de controle da
AF e ST através da criagdo de inibidores avo das vias mediadas pela proteina
G (BENNETT & KELLER, 1997).

Outra érea promissora de pesquisa envolve a identificacdo de
metabolitos de plantas hospedeiras que possam interferir na biossintese de AF
e ST. Varios estudos tém sugerido gque produtos de defesa produzidos pelas
plantas, conhecidos como lipoxigenase e jasmonato, inibem a producéo de AF
(DOEHLERT et alii, 1993; GOODRICH-TANRIKULU et alii, 1995;
ZERINGUE, 1996). Pesguisadores da Texas A & M University estéo,
atualmente, trabalhando com fatores do hospedeiro que afetam a regulacdo da

producdo de micotoxinas em espécies de Aspergillus. Desse modo,
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identificaram possiveis compostos reguladores da AF/ST derivados da via da
lipoxigenase de plantas resistentes e suscetiveis. A meta desse grupo € criar
plantas transgénicas contendo genes “resistentes’ para AF/ST. Sendo assim,
desenvolveram ensaios microbiol6gicos baseados na fusdo de varios genes
promotor::reporter para avaliar a habilidade, sob varios parametros ambientais,
guimicos e moleculares, de inducdo ou bloqueio da biossintese de micotoxinas
no campo e no armazenamento (BUROW et alii, submetido).

O método de inibicdo da producdo de micotoxinas de fungos em plantas
suscetivels acontaminagdo por tais micotoxinas consiste na introdugdo de um
gene que codifica para enzima da via da lipoxigenase. Exemplos de enzimas da
via da lipoxigenase sdo lipoxigenase da soja, aleno oxidase, hidroperoxidase
liase e hidroperoxidase desidratase. As plantas transgénicas resultantes
demonstraram ampla resisténcia acontaminagdo com micotoxinas. Pl antas que
se mostraram muito resistentes acontaminagéo de micotoxinas de Aspergillus
spp foram obtidas pela incorporacdo de genes antisense para acido-graxo 9-
hidroperéxido produtores de lipoxigenases .

Varios projetos visam a transformacdo do amendoim e do milho com o
gene clonado da lipoxigenase-1 da soja para determinar se a inibicdo da
producédo da micotoxina funcionarain situ (BENNETT & KELLER, 1997).

3.9. METILACAO DO GENOMA DE EUCARIOTOS

O estudo das atividades dos genes em células sométicas especializadas e
em desenvolvimento foi referido como epigenética por WADDINGTON em
1953.

Enquanto a mutacdo € uma ateracdo hereditéria na sequéncia de bases

do DNA (substituicdo de base, adicéo, delecdo, insercdo ou outros arranjos), a

" Disponivel em: http://teesweb.tamu.edu/tlo/industry/techs/0919.HTM [01/03/99].
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epimutacao € uma anormalidade herdavel na expressdo do gene e ndo resulta
em mudanca na sequéncia de bases do DNA. O termo epimutagéo foi
introduzido para distinguir as mutagcdes classicas das mudancas abruptas na
atividade do gene (JEGGO & HOLLIDAY, 1986).

Assim como as células herdam genes, elas também herdam um conjunto
de instrucdes que dizem aos genes quando tornarem-se ativos, em qual tecido e
até gue ponto. Sem este manua de instrugbes “epigenéticas’, organismos
multicelulares ndo existiriam. Cada célula herda exatamente o0 mesmo conjunto
de genes, mas é 0 manual epigenético, que contém diferentes instrucdes para
diferentes tipos de cdlulas, quem vai permitir que a cdlula desenvolva sua
propria identidade.

JABLONKA (1995), uma biologista evolucionaria da Universidade de
Tel-Aviv, teoriza que a heranca epigenética em organismos inferiores tem um
papel importante na evolucdo, fornecendo uma fonte adicional de variagéo, na
gual a pressdo seletiva pode agir. Embora as ateracdes epigenéticas possam
ocorrer a0 acaso, como as mutagbes na sequéncia de DNA, elas também
poderiam ser adaptativas, disparadas por alteragbes ambientals, capacitando os
organismos smples a responderem rapidamente a um ambiente variavel.
JABLONKA (1995) também sugere que a heranca epigenética ndo € uma
disputa com a heranca cléssica dos genes, mas ela poderia ser um sistema de
heranca complementar, com a selecéo natural de Darwin agindo tanto no gene
modificado como nos genes gue controlam as modificactes epigenéticas .

A metilagdo do DNA esta freqlentemente relacionada com a inativagdo
do gene e parece estar sempre associada apresenca de excesso de DNA no
genoma. O silenciamento génico resulta de uma inativagao génica completa ou
parcial, cujos mecanismos sdo freguentemente estudados pela Epigenética
(IRELAN & SELKER, 1996).
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O processo de metilagéo € tradicionalmente dividido em duas fases. 1)
estabelecimento, também chamado de metilacdo de novo e 2) propagacéo,
chamada de manutencéo da metilacdo. A simetria dos sitios metilados 5’ mCpG
e 3GpmC reflete a operacdo de uma “metilase de manutencéo” que age
somente nas citosinas diagonalmente opostas aos radicais metilcitosing, isto €,
sitios CpG hemimetilados (SELKER, 1997).

No processo epigenético sdo de fundamental importancia as regras que
governam o desligamento dos genes pela metilacdo de novo do DNA, sua
ativacdo pela perda da metilacdo, o numero de sitios metilados envolvidos e
suarelacdo com as unidades promotoras e transcricionais (HOLLIDAY, 1990).

Os genomas dos eucariotos ndo sdo metilados uniformemente e contém
regides especificas de metilacdo com outros dominios que permanecem nao
metilados. Em mamiferos, os padrdes de metilacdo gendmico sdo apagados e
novamente restabelecidos durante o desenvolvimento. Estes padrfes séo
propagados em descendentes mitéticos por um eficiente sistema de
manutencdo de metilacdo que adiciona grupos metil em sitios hemimetilados
apos areplicagcdo do DNA (HOLLIDAY & PUGH, 1975).

S80 muitas as evidéncias e diferentes as fontes que mostram que o
controle da expressdo do gene em organismos superiores esta relacionado com
0 padréo de metilagcdo da citosina no DNA e gue este padréo de metilagéo e
hereditario. A perda da metilagdo, pode resultar em danos no DNA, levando a
uma anormalidade na expressdo do gene. Isto pode ter relagdo importante com
a oncogénese e com o envelhecimento em organismos multicelulares. Defeitos
epigenéticos nas células germinativas, causados pela perda da metilagéo,
podem ser reparados por recombinacd na meiose, mas alguns podem ser
transmitidos para aprogénie (HOLLIDAY, 1987).

O silenciamento do gene pela condensacéo da cromatina € um processo

freglientemente associado com alto nivel da metilacdo da citosina do DNA.
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Sabe-se que a formagcdo da heterocromatina no DNA pode levar ao
silenciamento epigenético em todos os eucariotos, incluindo leveduras, insetos,
plantas, vertebrados e mamiferos. Em alguns casos a heterocromatina
mediando o0 silenciamento do gene € acompanhada pela hipermetilacdo do
DNA (KLEIN & COSTA, 1997).

No DNA de vertebrados, 60% dos dinucleotideos CpG sdo metilados na
posicdo 5 da base nitrogenada da citosina. A metilacdo do DNA é essencial
para 0 desenvolvimento em mamiferos, mas tem forte aumento mutacional no
genoma (BESTOR & JAENISCH, 1992). A mutagdo mais frequente no DNA
humano, é a mudanca de C para T no dinucleotideo CpG (mutagdo de transicéo
de C para T), ja que a 5-metilcitosina (5mC) pode ser diretamente convertida
paraT por desaminagéo (KLEIN & COSTA, 1997).

O estado de metilacdo de um gene € inversamente relacionado com a sua
expressao, de forma que a hipermetilagdo de certos genes promotores resulta
na inativacdo génica e a hipometilacdo desses promotores ativa ou reativa a
expressao génica. A reexpressdo de genes silenciados por hipermetilacdo na
presenca do agente demetilante 5-azacitidina foi demonstrado para muitos
genes enddgenos e transfectados (KLEIN & COSTA, 1997; LEE et alii, 1995).

Aceita-se que a 5-azacitidina previne a metilacdo do DNA através da
formagéo de um complexo covalente entre moléculas de DNA metiltransferase
e residuos de 5-azacitidinano DNA (JONES, 1984 apud SELKER, 1990).

Em aguns casos, a metilagdo do DNA interfere com a expressdo do
DNA em ensaios de transfeccdo (YISRAELI et alii, 1988; WEISSHAAR et
alii, 1988) e em certas células, o tratamento com 5-azacitidina (que interfere
com a metilagdo do DNA) resulta em claras mudancas na expressao do gene
(JONES, 1984 apud SELKER, 1990).

Silenciamento de genes por metilagdo também foi descrito em plantas do
género Arabidopsis (ASSAAD et alii, 1993). O mecanismo RIGS (“repeat-
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induced gene sdlencing”) € similar aos sistemas descritos em fungos
ascomicetos com relagdo & sequéncias repetidas causando hipermetilacdo do
DNA. O mecanismo de inativagdo age em segmentos extras presentes no
genoma dessas plantas (YE & SIGNER, 1996).

Em fungos, os mecanismos de silenciamento génico mais conhecidos
sdo: a) “repeat-induced point  mutation”  rearranjo  induzido
premeioticamente (RIP), que ocorre durante o ciclo sexua em Neurospora
crassa, detecta e muta sequéncias repetidas com alta eficiéncia (SELKER &
GARRET, 1988; FINCHAM et alii, 1989); b) metilacio induzida
premeioticamente (MIP), onde seqUéncias repetidas sdo metiladas durante o
ciclo sexua em Ascobolus immersus (FAUGERON et alii, 1990); c¢)
“quelling” em Neurospora crassa, onde um sistema de silenciamento génico
epigenético ocorre durante 0 crescimento vegetativo e pode bloquear a
expressao de genes homologos dueles do DNA introduzido por transformagéo
(ROMANO & MACINO, 1992) e d) sistema de inativacido génica (GIS), que
inativa, através de pesada metilagdo, genes duplicados durante o ciclo sexual
em Aspergillus nidulans (CASTRO-PRADO & ZUCCHI, 1996). O sistema
GIS ndo age somente no periodo entre a fertilizagdo e a cariogamia, como
acontece em RIP, mas também ocorre em nucleos dipléides precedendo a
meiose. Uma outra caracteristica importante deste sistema € que ele causa
inviabilidade dos ascosporos, gerando cleistotécios estéreis, afetando também
0 numero total de classes paternais.

SELKER (1997) verificou que o proposito de RIP e MIP é proteger o
genoma de elementos transponiveis, isto €, dos chamados transposons. Desse
modo, a metilagdo de seqUéncias repetidas funciona como um sistema de
defesa genbmico. BESTOR & COXON (1993) também sugeriram que a
metilacdo da citosina faz parte de um sistema de defesa genOmico que inativa

sequiéncias parasitas como transposons € DNA pro-viral. O reconhecimento e a
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metilacdo de novo dos sitios CpG proximos das sequéncias devem garantir a
inativacdo de elementos invasores imediatamente apOs sua integracdo ao
genoma.

A comparagdo dos segmentos alterados por RIP com a sua copia nativa
mostrou um tipo de mutagdo de ponto G-C ® A-T. Assim, o processo RIP
provoca mutagbes de ponto, sendo que 10% ou mais dos pares G-C de
sequéncias duplicadas podem ser mutados para pares A-T. Nem todos os pares
G-C sdo igualmente mutavels por RIP. O mecanismo da mutagdo G-C para A-
T dentro das sequéncias duplicadas envolve uma deaminagdo, provavelmente
enzimética, das citosinas ou dos residuos 5mC e estas mudangas podem néo
ser reparadas, ou simplesmente foram submetidas ao processo RIP. Talvez as
mutagOes de ponto resultantes de RIP possam ser responsaveis pela orientacéo
da metilagdo do DNA e pela manutencdo desta metilagdo (CAMBARERI et
alii, 1989).

Em eucariotos inferiores, como fungos filamentosos, a metilagdo do
DNA regula a expressdo génica por aterar a configuragdo da cromatina,
afetando a interacdo DNA-proteina, protegendo o DNA contra enzimas de
restricdo, afetando a replicacdo, a taxa de mutagéo e a recombinacdo. O DNA
metilado dos paternais € herdado e mantido durante as divisdes celulares pela
acdo da enzima metiltransferase, que atua na forquilha de replicacdo
(DOERFLER, 1983; SELKER, 1990).

Finalmente, além da funcéo protetora, 0 processo de metilagdo age como
umn sistema de modificacdo pds replicativo relacionado ao controle da
expressao de genes. Em alguns ascomicetos, a inibicdo da transcricdo de varios
genes estruturais pela metilagdo do DNA sustentam esta hipétese (SELKER et
alii, 1987a). Nestes organismos as regibes cromossomicas ativamente
transcritas ndo sdo metiladas (SELKER, 1990). Em Neurospora crassa, 0S

mais atos nivals de 5-metilcitosina ocorrem no conidio e na fase estacionaria
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do ciclo. Células em crescimento exponencial apresentam o0s mais baixos
nivels de metilagdo (RUSSEL & NURSE, 1987).

Desse modo, as seqiiéncias de DNA que podem ser metiladas pela 5-
metilcitosina podem regular a expressdo dos genes (DOERFLER, 1983;
SELKER et alii, 1987b). Tais sequéncias 5 CpG3' foram observadas proximas
ao promotor de certos genes estruturais (HOLLIDAY & PUGH, 1975). Entéo,
a metilacdo do DNA na transcricdo de genes reguladores pode modular a
interacdo da RNA polimerase || com aquelas seqiiéncias de DNA, bloqueando
a transcricdo. Portanto, 0 modelo de metilagdo para regulacdo da expresséo
génica € muito adequado para explicar porque ha linhagens de Aspergillus
nidulans que s&0 produtoras de esterigmatocistina e outras que ndo produzem

esta micotoxina, sem nenhuma mutag&o tipica envolvida.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

4.1.1. Linhagens

Neste trabaho foi utilizado o fungo Emericella nidulans (Eidam)
Vuillemin, pertencente a Subdivisdo Ascomycotina, cuja fase anamorfica é
designada de Aspergillus nidulans (Eidam) Winter.

= Linhagens haploides de Aspergillus nidulans (Eidam) Winter,
origin&rias de Glasgow, foram obtidas a partir dos estoques de Utrecht,
Holanda.

De acordo com a nomenclatura proposta por CLUTTERBUCK (1993), o
mapa genetico do Aspergillus nidulans consta no item 8. Anexo (pag. 125) e
os aelos mutantes das linhagens UT448, UT196 e UT184 com seus

respectivos grupos de ligagao sdo os descritos a seguir :

UT448 : wA2 (I), conidios brancos;, riboAl, pabaAl24 , biAl (1),
com requerimentos para riboflavina, &cido p-aminobenzoico e hiotina,
respectivamente; acrA1l (11) resistente a acriflavina.

Esta linhagem n&o € produtora de esterigmatocistina (DEZOTTI & ZUCCHI,
in prep.)
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UT196 : yA2 (1), deficiente em lacase | e conidios amarelos; metA17
(1), deficiente em cistationina gama-sintase com requerimento para metioning;
piroA4 (1V), com requerimento para piridoxina.
Esta linhagem produz esterigmatocistina (DEZOTTI & ZUCCHI, in prep.)

UT184 : chaAl (VIII), conidios cor “chartreuse’; piroA4 (1V); sB3
(VD); nicB8 (VII); riboB2 (VIIl), com requerimentos para piridoxina,
tiossulfato de sodio, &cido nicotinico e riboflavina, respectivamente; galAl
(111); facA303 (V); lacAl (V1), com inabilidade de utilizar galactose, acetato e
lactose como fontes de carbono, respectivamente; sul/Al (1); acrAl (1),
resistente a sulfanilamida e acriflavina, respectivamente.
Esta linhagem n&o € produtora de esterigmatocistina (DEZOTTI & ZUCCHI,

in prep.).

A Tabela 4 apresenta 0s mapas genéticos parciais de cada uma das
linhagens mutantes UT448, UT196 e UT 184 usadas neste trabal ho.

= Linhagens dipldides de Aspergillus nidulans UT448//UT196 e
UT448//UT184, ambas com conidios de cor verde, foram obtidas de acordo
com a metodologia de ROPER (1952). Os alelos mutantes foram a ocados nos
grupos de ligacdo, por haploidizagdo mitdtica (FORBES, 1959). A
haploidizacdo dos diploides foi obtida espontaneamente em meio completo
(MC). As freguiéncias de recombinagéo (FR) entre dois marcadores, ligados ou

ndo, foram determinadas em porcentagem (ver item 4.2.5.6.).
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Tabela 4 — Mapas parciais das linhagens mutantes de Aspergillus nidulans.

Linhagens Gendtipos Fenotipos

Conidios brancos,
UT448 |1 | @ | I | [ I ® | morfologiada colénia
riboA  pabaA biA acrA  wA normal

. . R
ribo, paba, bi, w, acr

| o v—e—! Conidios amarel s,
UT196 VA piroA morfologia da colonia
normal
n—-1—e—
metA ¥, met, piro
[ ——e— \% o Conidios “chartreuse”
sulA facA morfologia da colénia
UT184 normal
| (U . VI @ | |
acrA lacA  sB piro, s, nic, riboB, gal,
fac, lac, cha, sul®, acr®
m——we— Vil —e—
galA nicB
v e | VIII @ | |
piroA riboB  chaA

Nota: A cor dos conidios em Aspergillus nidulans depende dos pigmentos
produzidos pelo ascosporo maduro e envolve a expressdo de pelo menos dois
genes. yA and wA (in ZUCCHI, 1996). O produto de yA € a p-difenoloxidase,
ou lacase, que transforma o pigmento amarelo precursor em pigmento verde
(»"). O gene wA codifica uma policetonico sintase; mutagdes nesse gene
resultam em linhagens com esporos brancos (MAY ORGA & TIMBERLAKE,
1992). A cor dos conidios depende do alelo w* presente no cromossomo 1.
Conidios verdes ou amarelos dependem da presenca dos aelos y* ou y,
respectivamente, no cromossomo |. Desse modo, gendtipos y™w*, y'w , yw'
and yw resultam em conidios com fendtipos verde, branco, amarelo e branco,
respectivamente (MAYORGA & TIMBERLAKE, 1990; TILBURN et alii,
1990; TIMBERLAKE & MARSHALL, 1988).
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= Linhagens produtoras de acido norsolorinico (NOR), gentilmente
cedidas pela Dra Nancy P. Kéler (Departamento de Fitopatologia e
Microbiologia, Texas A&M University, USA). Estas linhagens foram
necessarias para servirem como padréo de NOR, ja que ndo ha no mercado este

metabdlito purificado e comercializado pela Sigma:

A. nidulans TJH3.40 : wA (l1) conidios brancos, »iAl (I), com

requerimento para biotina; metG1 (1V), deficiente em cistationina b-liase com
requerimento para metionina, stcE:.argB2 (IV), o0 gene stcE, que codifica uma
redutase necessaria para converter acido norsolorinico em averantina, foi
rompido (“knock out”) com o gene argB; veAl (VIII), morfologia “velvet”

com sensibilidade aluz.

A. parasiticus ATCC 90816 : wh,; nor-1. Linhagem mutante de conidios

brancos, produtora das 4 aflatoxinas B;, B,, G, e G, e que também acumula
NOR.

4.1.2. Meios de Cultura e Solucoes

Meio Minimo (MM) (PONTECORVO et alii, 1953b)_Modificado (VAN DE
VATE & JANSEN, 1978) : 6,0 g/L NaNOs; 1,52 g/lL KH,PO4 0,52 g/L
MgSO,.7H,0O; 0,5 g/L KCI; 1,0 mg/L FeS0,4.7H,0; 1,0 mg/L ZnSO,.7H,0;
1,0 mg/L CuS0,4.5H,0; 10,0 g/L glicose; pH 6,0. Para se preparar MM solido,
adiciona-se 15,0 g/L de Bacto agar Difco.

Meio_Completo (MC) (JANSEN, 1970) : 2,0 g/L Bacto peptona Difco; 1,0

g/L Bacto casaminoacidos Difco; 2,0 ml/L solugéo estoque de vitaminas, 2,5

ml/L solugdo estoque de hidrolisado de &cidos nucleicos, o volume é
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completado com MM liguido, pH 6,0. Para se preparar MC solido, adiciona-se
15 g/L de Bacto agar Difco.

Solucdo de Vitaminas (JANSEN, 1970) : 2,0 mg biotina; 50,0 mg piridoxing;

50,0 mg &cido p-aminobenzdico; 50,0 mg &cido folico; 50,0 mg aneuring
100,0 mg nicotinamida; 100,0 mg riboflavina; 200,0 mg acido pantoténico;
200,0 mg cloreto de colina; 400,0 mg meso-inositol; completar o volume para
200 ml com &gua desmineralizada. A solucdo é esterilizada em banho-maria,
sob vapor fluente, por 20 minutos e conservada em frasco escuro a 4°C

contendo 2,0 ml de cloroférmio.

Hidrolisado _de Acidos Nucleicos (in JANSEN, 1970) : esta solucdo é
preparada adicionando-se 2 g de RNA sbdico de leveduras em 15 ml de NaOH
IN e 2 g de DNA sodico de timo de bezerro em 15 ml de HCI 1IN. As

solugbes sdo aquecidas por 20 minutos em banho-maria, misturadas e o pH €&
gjustado para 6,0. A solucéo é filtrada quente e o volume € completado para 40
ml. A solucdo é guardada em frasco escuro a 4°C contendo 1 ml de

cloroférmio.

Meio Minimo com 2% de Meio Completo : a0 MM liquido acrescenta-se 2%

de MC também liquido. S&o distribuidos 2,5 ml em tubos esterilizados e

mantidos sob refrigeracao.

Meio_Seletivo (SM) : 0 melo seletivo é preparado a partir de MM

suplementado com todos os nutrientes requeridos pela linhagem analisada,
exceto um deles, o requerimento em estudo. Para se verificar a habilidade de
utilizagdo de fontes aternativas de carbono, estas sdo usadas em substituicéo a

glicose, nas concentragbes citadas no quadro abaixo. Os nutrientes s&o
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adicionados a0 SM a partir de solucOes-estoque, previamente preparadas,

contendo as seguintes concentracoes:

Requerimentos Abrevia- Concentracdo Adicionar a Concentracio

nutricionais turas da solucao 200 ml de final no meio
estoque MM de cultura
( mg/100 ml ) (mg/ml)
Riboflavina ribo 20,0 1,0ml 10
Acido p-
aminobenzéico  paba 13,7 1,0ml 0,68
Biotina bi 0,4 1,0ml 0,02
0,25 ml para 6,25 paraMM
Acriflavina acr 500,0 MM (ou25 (ou 62,5 para
ml para MC) MC)
L-metionina met 200,0 2,0ml 20,0
Piridoxina piro 10,0 1,0ml 0,5
Tiossulfato de
sodio S 24800,0 1,0ml 1240,0
Acido nicotinico  nic 20,0 1,0 ml 1,0
Galactose gal 20000,0 10 ml 10000,0
Lactose lac 20000,0 10 ml 10000,0
Acetato fac 24000,0 10 ml 12000,0

As solugbes-estoque sdo esterilizadas em banho-maria por 20 minutos e

conservadas em frasco escuro a 4°C contendo 1 ml de cloroformio.
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Agar 3% : Mistura-se 30 g de Bacto agar Difco a 1000 ml de agua destilada.

Czapek Agar (SAMSON & PITT, 1985) : 3,0 g/lL NaNOs; 1,0 g/L K;HPO,;
0,5 g/L KCI ; 0,5 g/L MgS0,.7H,0; 0,01 g/L FeS0,.7H,0; 30 g/L sacarose;
15 g/L agar Difco; pH 6,0 a 6,5.

Meio _de Aveia (HAJJAR et alii, 1989) modificado : 10 g de avela Quaker
flocos finos e 30 ml de &gua destilada. Autoclavar por 1 hora a 120°C e 1 atm

de presséo.

Solucio_Salina : 8,5 g NaCl em 1000 ml de agua destilada.

Solucio _de Cloreto_de Potassio 4% : 4 g de KCI em 100 ml de &gua
destilada.

Solucéo de Cloreto de Sédio 4% : 4 g de NaCl em 100 ml de &gua destilada.

Solucio de Sulfato de Cobre 10% : 10 g de CuSO;.5H,0O em 100 ml de
agua destilada.

Solucao de Cloreto de Aluminio 20% em etanol 75% : 20 g AlCl3.6H,O em
75 ml de etanol e 25 ml de &gua destilada.

Solucio _de 5-azacitidina: ( CgHoN4Os - peso molecular = 244,2 - Sigma

Chemica Company n* A 2385) 50 mg de 5-azacitidina em 10 ml de tampé&o
fosfato 1M pH = 7,4. Usar 7,3 m da solucéo em 50 ml de MC.
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4.1.3. Corante

Lactofenol Azul-Algodao (Meio de Amann) : 20 g &cido l&tico; 20 g cristais

de fenol; 20 g glicering; 0,05 g azul agoddo (Methyl Blue Difco); 20 ml agua
destilada. Fundir os cristais de fenol em banho-maria e juntar tudo. Esperar 24

horas e filtrar. Corante usado nos microcultivos de Aspergillus Spp.

4.1.4. Padroes Toxigénicos

Padrio Qualitativo de Aflatoxinas B; e G, : cedido pela Dra. Maria Antonia

Calori Domingues (Laboratério de Micotoxinas da Escola Superior de
Agricultura “ Luiz de Queiroz”, ESALQ-USP) e mantido a -10°C.

Padrio Quantitativo de Aflatoxina B, : (C;7H1,0¢ - peso molecular = 312,3)
Padrdo da Sigma Chemical Company , "> A-6636, 1 mg. O padrdo foi diluido

em benzeno/acetonitrila (98:2) na concentragdo de 10 ng/ml; foi armazenado

em baldo volumétrico, envolto em papel aluminio e mantido a-10°C.

Padrao Quantitativo de Esterigmatocistina : (CygH1,0¢ - peso molecular =
324,3) Padrdo da Sigma Chemical Company, n> S-3255, 1 mg . O padréo foi

diluido em benzeno na concentragcdo de 20 ng/ml; foi armazenado em baldo

volumeétrico, envolto em papel aluminio e mantido a-10°C.

Padrao_Quantitativo _de O-Metil Esterigmatocistina : (CyoH140s - peso
molecular = 338,3) Padrdo da Sigma Chemica Company, n> M-8637. O

padrdo foi diluido em benzeno na concentragéo de 50 ng/ml; foi armazenado

em bald0 volumétrico, envolto em papel aluminio e mantido a-10°C.
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Padrio OQualitativo de Acido Norsolorinico : Devido a inexisténcia de

padrdo purificado de NOR, foram utilizadas linhagens produtoras deste
intermediario policetonico, cedidas pela Dra. Nancy Keler (Texas A&M
University) (ver item 4.1.1.).

4.2. METODOS

4.2.1. Manutencao das Linhagens de Aspergillus spp.

» Linhagens haploides e dipldides de Aspergillus nidulans foram
mantidas em culturas estoques de meio completo (MC), a partir de colGnias
isoladas e geneticamente puras, crescidas a 37°C por 3 dias e guardadas a 4°C.

» Linhagem de Aspergillus parasiticus foi mantida em meio Czapek
agar, crescida por 7 dias a 25°C e guardada a 4°C para a manutencéo das suas

caracteristicas originais.

4.2.2. Microcultivo das Linhagens de Aspergillus nidulans

As linhagens de Aspergillus nidulans foram submetidas ao microcultivo
em |amina utilizando-se MC por 3 dias a 37°C (Técnicade RIDDELL, 1950).
Esta técnica foi utilizada para uma detalhada analise micromorfologica e

confirmagdo taxondmica dos aspergilos.

4.2.3. Fotomicrografia dos Aspergillus nidulans

As laminas obtidas a partir do microcultivo de cada linhagem de

Aspergillus nidulans foram coradas com lactofenol azul-algoddo e fotografadas
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em microscopio binocular da marca Zeiss com maguina fotografica acoplada,
marca Zeiss modelo M 35.

Também foi utilizado um microscopio estereoscopico da marca
Zeiss/Jena com maquina fotogréfica acoplada, para fotografar detalhes

macromorfol 0gicos de estruturas especificas das colonias.

4.2.4. Avaliacao da Producio de Esterigmatocistina em

Linhagens Haploides e Diploides

As linhagens de Aspergillus nidulans foram submetidas apesguisa de
esterigmatocistina através da metodologia preconizada por SOARES &
RODRIGUEZ-AMAYA (1989). Este método € conhecido como multimétodo
por extrair quatro micotoxinas simultaneamente: aflatoxinas, zearalenona,

ocratoxina e esterigmatocistina.

4.2.4.1. Extracao da Esterigmatocistina

Foram preparadas suspensdes de conidios contendo 1x10°
conidios/ml e inoculados em 40 g de meio de avela (HAJJAR et alii, 1989)
durante 10 dias a 28°C.

Para a extracdo da esterigmatocistina (ST) foram adicionados 216
ml de metanol p.a. e 24 ml de uma solucéo de KCl 4% ao frasco do meio de
cultura, que foi fechado com tampa, envolto em papel aluminio e agitado
manualmente por 30 minutos. A suspensao foi filtrada em papel de filtro
Whatmann n°. 1 e uma aiquota de 120 ml foi retirada e transferida para um
becker de 600 ml.
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4.2.4.2. Purificacao da Esterigmatocistina

Aos 120 ml do filtrado foram adicionados 120 ml de uma solucéo
clarificante de CuS0O,.5H,0 10% e 40 ml de celite, medido em Becker. A
suspensao obtida foi, entdo, agitada com um bastdo e, em seguida, filtrada em
papel de filtro, de onde foram retirados 120 ml e transferidos para um funil de
separacao de 500 ml. Em seguida, foram adicionados 120 ml de &gua destilada
e 5 ml de cloroformio. O contetido do funil foi agitado vigorosamente e, apos
separacao das fases, foi recolhida a fase cloroformica (inferior) em um frasco
ambar. A fragdo aquosa do funil foi extraida mais uma vez com 5 ml de
cloroformio e concentrada no frasco ambar até a secura, em banho-Maria a
100°C.

4.2.4.3. Cromatografia da Esterigmatocistina

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada de
acordo com SOARES & RODRIGUEZ-AMAY A (1989).

A cromatografia € uma técnica que Separa uma mistura de
moléculas e é a técnica de escolha para andlise de metabdlitos secundarios. Na
cromatografia ha uma interacéo entre a fase estacionaria (silica gel), a mistura
a ser separada e afase movel (solventes). Forgas fisicas e quimicas atuam entre
as duas fases, causando a separacdo das moléculas através da sua migragao
pelo adsorvente (silica) ( BRIDGE, 1992). A andlise dessa migragcdo na placa
pode ser medida através do valor da “razéo de fluxo” (Rf) de cada amostra.

Foram utilizadas placas cromatograficas aluminizadas da Merck
(cédigo 1.05553), contendo silica gel 60, sem indicador de fluorescéncia, de

tamanho 20x20cm e de espessura 0,2mm, de acordo com JONES (1972).
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A placafoi demarcada com pontos chamados “spots’, localizados
ha 2 cm da base inferior da placa, onde foram aplicadas as amostras e o padréo
de aflatoxina. Entre os “spots’ foi deixada uma distancia de pelo menos 1 cm
para uma melhor visualizagdo das manchas. O didmetro do “spot” deve ser
sempre 0 menor possivel para ndo haver dispersdo da toxina. Foi delimitada
uma linha de “front” de 12 cm da base da placa, riscando-a com um estilete,
paralimitar afase mével do sistema (solventes).

As amostras, previamente extraidas e purificadas, foram
redissolvidas em 1 ml de benzeno. Em seguida, aliquotas de 10 ni, tanto das
amostras quanto do padréo, foram aplicadas nos “spots’ da placa
cromatogréafica através de micropipeta.

A placa foi colocada verticamente numa cuba cromatogréfica,
com tampa de vidro, saturada com o sistema de solventes tolueno/acetato de
etilalacido foérmico ( 60 : 40 : 0,5, viviv), sistema este indicado para separacéo
smultnea das quatro micotoxinas, a saber: dflatoxinas, zearalenona,
ocratoxina e esterigmatocistina.

ApOs o0 sistema de solventes atingir a linha de “front” , a placa foi
retirada da cuba, seca a0 ar e observada sob camara escura contendo uma
lampada de luz ultra-violeta, de comprimento de onda de 365 nm, com emisséo
maxima de 125 watts, da marca Phillips HPW, distante 30 cm da placa, de
acordo com JONES (1972), para verificagdo de uma mancha de fluorescéncia
vermelho-tijolo, caracteristica da esterigmatocistina (VAN EGMOND et alii,
1980).

Através da corrida cromatogréafica foi possivel calcular a razéo de

fluxo ( Rf ) de cada amostra, expressa pelaformula:

distancia percorrida pela amostra

Rf

distancia percorrida pelo solvente
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4.2.4.4. Testes Confirmatorios para Esterigmatocistina

ApOs a corrida cromatogréfica, a placa foi borrifada com uma
solucdo de AICI;.6H,0O 20% em etanol 75% e foi agquecida a 110°C por 10
minutos com posterior observagéo sob luz U.V.. A identidade da toxina foi
confirmada pela derivagdo da ST em 1,3,8-trihidroxixantona, uma substancia
de fluorescéncia amarela intensa, que é formada pela reacdo com o cloreto de
aluminio, facilitando muito a suavisualizacdo (DAVIES et alii, 1960).

Além do cloreto de aluminio, também foi usado outro teste para
confirmagdo da esterigmatocistina a cromatografia em camada delgada
bidimensional.

Neste teste foram feitas duas corridas em diregbes diferentes e
com sistema de solventes diferentes para cada corrida.

O esguema para 0 desenvolvimento de cromatoplacas em camada
delgada bidimensional mostra os “spots’ da amostra e do padréo e a direcéo

das corridas.

la corrida

2&
corrida

A = ponto de partida da amostra.
B = pontos de partida do padréo.
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Os sistemas de solventes utilizados na corrida bi-dimensional
foram os seguintes:
1" sistema de solventes: tolueno/acetato de etila/ 4cido férmico (60:40:0,5)
2° sistema de solventes; benzeno/acido acético glacial (95:5)

A confirmagdo € obtida quando a amostra fica localizada

perpendicularmente aos padrdes, formando um angulo reto entre eles.

4.2.4.5. Quantificacao da Esterigmatocistina

O padrdo de esterigmatocistina da Sigma foi quantificado em
espectrofotdbmetro Spectronic Genesys 5 da Spectronic Instruments, segundo
metodologia descrita no OFFICIAL Methods of Analysis of AOAC
International (1995, section 49.2.02).

A quantificagdo da ST tanto das linhagens haploides como das
linhagens diploides UT448//UT196 e UT448//UT184 e também de alguns
segregantes meioticos foi feita a partir da cromatografia em camada delgada
(CCD), utilizando metodologia preconizada pelo OFFICIAL Methods of
Analysis of AOAC International (1995, section 49.7.01). O calculo utilizado

na quantificacdo das amostras foi descrito a seguir:

no/kg = (SXY XV )/ (XXxW) onde

S =m do padréo de ST cuja mancha originou fluorescénciaigual a da amostra.
Y = concentracao do padr&o de ST ( ng/ml )

V = m do solvente necessario para diluir o extrato fina

X = m do extrato da amostra cuja mancha originou intensidade de
fluorescénciaigua ado padréo (S).

W = peso em g da amostra origina contida no extrato final.




Material e Métodos {2

4.2.4.6. Deteccio Rapida da Esterigmatocistina

Para ensaios qualitativos de ST foi feita uma adaptagcéo do método
descrito por PATERSON (1986).

Inicialmente, as amostras foram inoculadas em meio de avela (19
de avela Quaker + 3 ml de agua destilada), onde cresceram durante 7 dias a
28°C. Apbs esse periodo, “plugs’ foram retirados do meio de cultura e
colocados diretamente na superficie de uma placa cromatogréfica. Os “plugs’
eram compostos por conidios, micélio e meio de cultura onde o fungo havia
crescido. Eles tinham tamanho aproximado de 4 mm® e foram colocados na
superficie da placa durante 10 segundos, em posicOes definidas, até
umedecerem a placa cromatografica.

Este método foi adotado em substituicdo aextracdo quimica, para
andlise qualitativa de ST tanto dos segregantes meiéticos como também dos

mitoticos.

4.2.5. Técnicas de Analise Genética

As técnicas de andlise genética empregadas foram as mesmas descritas
por ROPER (1952) e PONTECORVO et alii (1953) e envolvem as seguintes
etapas:

4.2.5.1. Preparo da Suspensio de Conidios

Conidios de Aspergillus nidulans foram coletados de colGnias

crescidas por 4 dias a 37°C em 5 placas de meio completo (MC). A superficie
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de cada placa foi coberta com 10 ml de solucéo salina-tween esterilizada e os
conidios destacados com auxilio de um bastdo de vidro estéril com ponta
arredondada. A suspensdo resultante foi transferida para tubos de centrifuga
esterilizados e centrifugada 15 minutos a 2000 g. Os conidios foram lavados
com solucéo salina esterilizada e centrifugados 3 vezes sucessivas. Apos a
ultima centrifugagé@o, a suspensdo de conidios foi filtrada em tubo com [a de
vidro esterilizada e coletada em frasco @mbar esterilizado para ser submetida a
forte vibragdo no ultra-som por 10 minutos, para completa dissociacdo das
cadeias de conidios. A concentracdo da suspensio de conidios dada em n de
conidios/ml  foi determinada pela contagem em Camara de Neubauer e o

frasco foi mantido a 4°C.

4.2.5.2. Obtencao do Heterocario entre Linhagens de

Aspergillus nidulans

Heterocariose € um fendmeno comum em fungos que consta da
associagdo de nucleos geneticamente diferentes num sistema capaz de se
propagar. O heterocério fornece beneficios & li nhagens que o originaram, uma
vez gue qualquer deficiéncia genética de uma delas serd suprida pela
correspondente capacidade normal da outra e vice-versa (RAPER, 1955).

O heterocario pode ser obtido tanto entre fungos gque possuam
ciclo sexua como o parassexua. Para obtencdo do heteroc&rio foram
colocados cerca de 10° conidios/ml, das linhagens a serem cruzadas, em tubos
contendo 2 ml de MM liguido + 2% MC liquido. O meio completo permite
uma peguena germinacéo dos conidios levando a anastomose entre hifas e uma

possivel fusdo de nicleos geneticamente diferentes (heterocariose).
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Apbs incubacdo por 72 horas a 37°C, ocorre a formagdo do
heterocario que € constituido de uma massa micelial compacta, formando uma

pelicula na superficie do meio liquido.

4.2.5.3. Analise Meiotica do Cruzamento UT448 x UT196

A andlise meidtica visa fornecer informagdes a respeito das
distancias genéticas entre os varios marcadores envolvidos num cruzamento,
assm como a localizagdo de novos loci mutantes nos diferentes grupos de
ligacdo, além de determinar as suas relagcbes com outros loci estudados.

O heterocario, obtido do modo descrito no item 4.2.5.2., foi
cortado em quatro pequenos pedacos e estes foram colocados em placa com
MM, que foi vedada com pléstico Magipack por 18 dias a 37°C. A baixa
tensdo de oxigénio forga a ocorréncia do ciclo sexual meiético no fungo, com
producdo de cleistotécios hibridos, formados pela fusdo de nucleos das
linhagens geneticamente diferentes que foram cruzadas.

ApOs esse periodo, os deistotécios contendo todos os produtos da
meiose foram limpos sobre a superficie de agar 30% e esmagados no interior
de tubos contendo salina, para liberacdo dos ascosporos. Aliquotas dessa
suspensao foram semeadas em cerca de 10 placas de MC, de modo a se obter
cerca de 20 coldnias por placa. Elas foram incubadas a 37°C por 3 dias. Cada
ascosporo viavel deu origem a uma colonia. Ent&o, conidios da periferia de
cada colbnia foram transferidos para 25 posicoes definidas (padrédo 5x5) em
“placas mestras’” (PM) contendo MC, que foram incubadas a 37°C por 3 dias.
Com a utilizacdo de um replicador multifio, cada placa foi replicada para
placas de andlise, contendo meio seletivo (SM), suplementado de acordo com

0s marcadores genéticos das linhagens envolvidas no cruzamento. As placas de
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andlise foram incubadas a 37°C e as leituras dos resultados foram feitas apds
24 e 48 horas de incubacéo.

A partir dos resultados obtidos das placas de analise, foi possivel
organizar uma lista de gendtipos da progénie e, por conseguinte, organizar uma
tabela que permitiu o clculo das freqiéncias de recombinacdo (FR) entre
todos os marcadores envolvidos. Esta tabela (tipo quadrado latino) permitiu
verificar as relagbes de “linkage” ou n&o dos diversos marcadores genéticos

focalizados neste cruzamento (ver item 4.2.5.6.).

4.2.5.4. Obtencao de Diploides entre Linhagens de Aspergillus

nidulans

O heterocario, obtido do modo descrito no item 4.2.5.2., foi
recolhido do tubo com aca de platina, cortado em 4 partes que foram
posicionadas separadamente na superficie de uma placa com melo minimo
(MM) e esta foi incubada a 37°C por 5 dias. Apds esse periodo, foram
observados setores de crescimento vigoroso e de cor verde entre as regioes
heterocaridticas. Estes setores correspondem ao dipldide heterozigoto que
consegue crescer em MM, uma vez que as auxotrofias envolvidas no
cruzamento sdo complementares. Os conidios desses setores foram repicados

mais umavez em MM para isolamento completo do dipléide.

4.2.5.5. Analise Mitotica do Diploide UT448//UT184

A andlise mitdtica através do ciclo parassexua visa fornecer
informagbes sobre a segregacdo dos diferentes cromossomos durante a
haploidizagdo. Ela também pode evidenciar ateracOes nas freqiéncias de

recombinacdo mitotica, bem como qualquer anormalidade na segregacéo dos
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diferentes grupos de ligacdo, durante a haploidizacéo. Este tipo de andise
também pode determinar a ligagdo de uma nova mutacdo a um determinado
Cromossomo.

O dipldide UT448//UT184, obtido do modo descrito no item
4.2.5.4., foi haploidizado espontaneamente em placas contendo MC que foram
incubadas a 37°C por 7 dias. Nesse periodo, o dipléide, que encontra-se numa
fase de vida instavel, tende a estabilizar seu genoma sofrendo aneuploidias
sucessivas (2n-1) até chegar a haploidizacdo. Desse modo, diversos setores
hapldides surgiram a partir do diploide e foram, entdo, purificados em placas
de MC. Cada setor purificado foi transferido para uma das 25 posicOes
definidas da “placa mestra’ (PM) contendo MC. Depois de 3 dias de incubacéo
a 37°C, estas colonias foram replicadas, com um replicador multifio, para
placas de analise contendo meio seletivo (SM), suplementado de acordo com
as auxotrofias das linhagens hapl6ides componentes do dipldide. As placas de
andlise foram incubadas a 37°C e as leituras foram feitas apds 24 e 48 horas de
Incubacao.

A partir dos resultados das placas de andise, foi construida uma
lista de gendtipos das colnias hapldides e, desse modo, foi possivel calcular as
freqiiéncias de recombinagdo (FR) entre todos os marcadores envolvidos
utilizando tabela do tipo quadrado latino (ver item 4.2.5.6.).

4.2.5.6. “Quadrado Latino” para Analise de Dois Pontos

A apresentacdo dos resultados dos cruzamentos foi do tipo
“guadrado latino”, obtido a partir dos resultados das listas de gendtipos dos

segregantes mei 6ticos e mitoéticos.
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Desta forma, o comportamento de cada um dos genes no
cruzamento pdde ser relacionado a todos o0s outros envolvidos no cruzamento
mei6tico ou mitatico.

Para construcdo do quadrado latino, os dados devem ser
apresentados na seguinte ordem:

a) Os totais dos adelos mutantes e selvagens segregantes de cada gene
envolvido nos cruzamentos devem ser dispostos nas duas metades dos quadros
dadiagona maior (vide exemplo a seguir) .

b) A distribuicdo das 4 classes possivels de paternais e recombinantes entre
dois genes devem ser colocados adireita da diagonal maior, dispostos de tal
forma que os nimeros das classes paternais (P) figuem em posicéo diagonal,
perpendicular adiagonal maior e os nimeros das classes recombinantes (R)
figuem também em posicdo diagona, mas paradela adiagonal maior (vide

exemplo a seguir).

EX: ab X a'b”
a at b bt
a4 30 P R
bt FRa-b 24
(%)
32

¢) Nos guadros situados aesguerda da diagonal maior estéo as freqiiéncias de

recombinagdo (FR) entre cada dois marcadores, de onde € calculada por :

n° de recombinantes

FR x 100 | (in ZUCCHI, 1986).

n> de paternais + recombinantes
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A freguéncia de recombinantes (FR) de 0,01 ou 1% é definida
como uma unidade de mapa, ou também, referida como um centimorgan (cM),

em homenagem a Thomas Hunt Morgan (SUZUKI et alii, 1992).

4.2.6. Analise da Metilacao

O agente desmetilante 5-azacitidina foi utilizado em uma placa mestra
contendo 25 segregantes meiéticos de UT448 x UT196, ndo produtores de ST,
paraverificar sua acéo demetiladora em relacéo aproducéo de ST.

A placa mestra foi preparada contendo MC adicionado de 300 nM de 5
azacitidina (BULL & WOOTON, 1984) e incubada durante 5 dias a 37°C.
ApOs esse periodo, cada um dos segregantes foi repicado em SM para andlise

de uma eventual mudanca na expressdo de alguns dos genes em estudo.
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S. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. CARACTERIZACAO DAS LINHAGENS DE Aspergillus

nidulans

Todas as linhagens de Aspergillus nidulans utilizadas neste trabalho
foram, primeiramente avaliadas quanto & suas caracteristicas morfologicas e
taxondmicas para confirmagao da espécie.

As caracteristicas macromorfologicas foram obtidas através da colonia
crescida no centro de uma placa de Petri (Figura 10) e as caracteristicas
micromorfol 6gicas através do microcultivo em lamina (Figura 11).

As linhagens UT448, UT196 e UT184 de Aspergillus nidulans
apresentam mutagdes para cor de conidio e diversas auxotrofias. A partir do
microcultivo de cada uma delas, foi possivel a verificagdo das seguintes

caracteristicas morfolégicas. cabecas conidiais tipicamente colunares;

conidiéforos normalmente sinuosos, de paredes lisas e de cor levemente
marrom; esterigmata bisseriado; conidios globosos e rugulosos de cor variada,
de acordo com a mutagdo nos genes y e w. Na fase teleomorfica, este fungo
apresentou: cleistotécios normalmente pequenos e globosos e, quando

maduros, apresentaram a parede composta por uma camada de células com

pigmento marrom-avermelhado; as células Hille formam uma camada densa
gue envolve o0 cleistotécio externamente; ascosporos vermelho-plrpura,

lenticulados e de paredes lisas com duas cristas na regido equatorial.
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Estes termos taxondmicos estéo definidos no Diciondrio Micologico
Rickia ( FIDALGO & FIDALGO, 1967).

6.2. ANALISE DA PRODUCAO DE ESTERIGMATOCISTINA

6.2.1. Producio de Esterigmatocistina em Linhagens Haploides

O meio de cultura utilizado para producéo de ST foi 0 mesmo utilizado
por HAJJAR et alii (1989): avela Quaker em flocos dissolvida em agua
destilada, mas a quantidade de agua no meio foi modificada para que o meio
tivesse uma atividade de agua (A, Otima para o desenvolvimento do A4.
nidulans. Dessa forma, foram adicionados 30 ml de agua aos 10g de aveia,
resultando numa A, = 0,930.

A atividade de &gua do meio de aveia foi medida na Secéo de Micologia
do ICB/USP, através do aparelho Aqualab CX-2, da Decagon Devires
I ncorporation, a uma temperatura de 28°C.

Segundo TROLLER et alii (1984), a determinacdo da A, de um
substrato possibilita a avaliagdo da agua disponivel aos microrganismos, sendo
um fator mais significativo na composi¢cao do substrato do que o contetido de
umidade. LACEY (1988) afirma que a disponibilidade de agua no substrato
determina nd somente quais microrganismos sao capazes de desenvolver-se
mas, também, a taxa de germinacdo de seus esporos, suas interages com
outros fungos e habilidade em produzir metabdlitos.

ESTEBAN et alii (1990) determinaram a A, de 30 meios de cultura,
solidos e liquidos, utilizados em microbiologia de aimentos. Os valores de A,
variaram entre 0,999 a 0,739, sendo que o agar ndo aterou significativamente

os niveis de A, dos meios solidos.
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Dados da WORLD Health Organization (1979) estabeleceram que a A,
= 0,85 € 0 menor valor de atividade de agua onde 0 A. flavus consegue crescer
e produzir aflatoxinas.

Sendo assim, o valor de A, encontrado no meio de avela estava dentro
dafaixaideal para os aspergilos produzirem toxinas.

Entdo, as linhagens mutantes de 4. nidulans UT448, UT196 e UT184
foram inoculadas em 40g de meio de aveia por 10 dias a 28°C.

Houve vigoroso crescimento, com micdlio aéreo bem esporulado
(Figura 12).

Como as condigbes para producdo de micotoxinas diferem, sob alguns
aspectos, das condices de trabalho para andlises genéticas, foram necessarias
algumas adaptacOes e/ou modificacbes das técnicas originais citadas, até se
chegar a uma condicdo apropriada para se realizar um determinado
experimento.

A linhagem de 4. nidulans foi testada, inicialmente, a 25°C e a 37°C
para producéo de esterigmatocistina em meio de aveia.

A temperatura de 25°C é aiideal para producdo de micotoxinas, mas, por
outro lado, a temperatura ideal para o crescimento de 4. nidulans é 37°C e esta
deveria ser a temperatura usada ao longo do trabalho, uma vez que o A.
nidulans serd utilizado, em trabalhos futuros, como linhagem “cloning host” de
genes afl" para o estudo da via biossintética de aflatoxinas.

Um dos poucos trabalhos no Brasl que anadlisa geneticamente a
producdo de aflatoxinas em mutantes de Aspergillus flavus foi 0 de MESSIAS
et alii (1977). Ele utilizou meio “YES’ para crescimento do 4. flavus, que foi
incubado a 28°C por 7 dias.

Pesquisadores como FENG & LEONARD (1995) também utilizaram a
temperatura de 28°C para extracdo de aflatoxina do A. parasiticus. Por outro

lado, LIU & CHU (1998) verificaram que a temperatura de 37°C suprime a
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producdo da aflatoxina através da regulacéo da producéo da proteina AFLR. A
deficiéncia na producdo da aflatoxina em A. parasiticus a 37°C ocorre por
causa da inibicdo da transcricéo de certos genes da via biossintética, como o
gene omtA.

Tendo como base estes trabalhos classicos citados acima, a temperatura
de 28°C foi a escolhida para producdo de ST e foi a que mostrou melhores
resultados tanto para a producdo de esterigmatocistina como para O
crescimento das linhagens de A. nidulans em meio de avela.

Com relagdo aextragcdo de esterigmatocisting, a técnica mais utilizada
mundialmente € a de LEE er alii (1976), que utiliza acetona aguosa e
cloroformio como solventes extratores e como solventes de corrida
benzeno/acido acético glacia (95 : 5, v/v). Esta técnica foi usada iniciamente
neste trabalho para extracdo de esterigmatocistina das linhagens de A.
nidulans. Os resultados desta técnica estdo apresentados na Figura 13.

Esta corrida cromatografica mostrou que:

- nenhum dos mutantes de A. nidulans produziu aflatoxinas;

- somente o mutante UT196 produziu ST, apresentando Rf = 0,40;

- 0 Rf da aflatoxina B, foi de 0,09, neste sistema de solventes utilizado;

-0 melo de avela se mostrou adequado para a producédo de ST pelo

A. nidulans.

As manchas ndo ficaram nitidamente separadas por causa desta técnica
empregada, que ndo purifica as amostras, deixando-as com muitos pigmentos
gue interferem naleitura dos resultados.

Segundo COLLINS et alii (1990), o valor do Rf (razéo de fluxo) pode
variar de acordo com a espessura do adsorvente, eluentes usados, temperatura
e outros fatores.

Por isso, foi testado um método desenvolvido por pesguisadoras da
UNICAMP, conhecido como multiméodo (SOARES & RODRIGUEZ-
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AMAYA, 1989) que extrai simultaneamente quatro micotoxinas, entre elas a
ST. Este mé&odo vem sendo usado na rotina laboratorial, como método de
referéncia, para extragdo de AF e ST, tanto no Instituto Adolfo Lutz como no
Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP. O sistema de solventes utilizado no
multimétodo fez com que o Rf da ST, tanto do padréo quanto das amostras
positivas, tivesse um valor maior (Rf = 0,70) em relagdo ao método de LEE et
alii (1976), que foi praticamente a metade deste. A placa foi borrifada com
cloreto de aluminio para confirmagdo da ST. Foi possivel verificar que as
linhagens mutantes UT448 e UT184 ndo produziram ST em contraste com a
UT196, que mostrou-se produtora de 4 ppm (partes por milhdo ou mg/kg) de
ST.

O teste confirmatério para ST torna-se praticamente indispensavel pelo
fato desta toxina emitir uma cor escura (vermelho-tijolo), sob luz ultravioleta,
dificultando a sua visualizagdo quando em concentragdes muito baixas. O
aguecimento da placa com cloreto de auminio transforma a ST em 1,3,8-
trihidroxixantona, de fluorescéncia amarela intensa, facilitando muito a sua
visualizagao.

Através dos métodos de extracdo quimicafoi possivel avaliar a producéo

de micotoxinas de cada uma das linhagens hapl 6ides paternais deste trabal ho.

6.2.2. Produciao de Esterigmatocistina em Linhagens Diploides

O fungo filamentoso Aspergillus nidulans apresenta-se COmMo organismo
ideal para estudos de inducdo de crossing-over mitotico, pois possui genetica
bem conhecida e também apresenta, além do ciclo sexual, o ciclo parassexual,
onde ha formac&o de células dipldides, ocorréncia de recombinagdo mitdtica e

posterior haploidizagdo, sendo que as células recem-haploidizadas ir&o
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expressar 0s rearranjos mitéticos ocorridos na fase dipléide (PONTECORVO
et alii, 1953b; ROPER, 1952).

6.2.2.1. Diploide UT448//UT196

As linhagens de Aspergillus nidulans UT196 (ST') e UT448 (ST)
formaram heterocario em MM + 2% MC. Este heterocario em MM originou

um diplide, de crescimento vigoroso e de conidios verdes (Figura 14).

riboAl pabaA124  + biAl

I | | | -
+ + metAl17

+
Y ® '
piroA4

Figura 14 — Esguema do diploide UT448//UT196. Obs: As distancias entre
0s marcadores genéticos ndo estdo em escala. Os pontos escuros e densos no
esguema correspondem & posi ¢oes rel ativas dos centromeros.

Como estas linhagens sdo complementares para os marcadores de
auxotrofia, o diploide, resultante desse cruzamento, cresceu normalmente em
MM. Entdo, foi possivel isolar-se um diploide UT448//UT196 de cor verde

(w'y") apartir do cruzamento entre estas duas linhagens (Figura 15) .
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O resultado qualitativo da cromatografia em camada delgada (Figura
16) revelou que o dipléide UT196//UT448 produziu mais do que o dobro da
guantidade de esterigmatocistina expressa pela linhagem paternal UT196.

Este diploide foi inoculado em meio de aveia para quantificacdo da

producéo de ST efoi extraido pelo multimétodo.

Quando a quantificagcdo da toxina foi feita, verificou-se que ele produziu
40 ppm de ST.

O teste da cromatografia em camada delgada bidimensional também foi

utilizado para confirmacao da producéo de ST ( Figura 17).

Os solventes utilizados na 1* corrida foram: benzeno/écido acético
glacia (95:5) e os da 2* corrida foram: tolueno/acetato de etila/écido formico
(60:40:0,5).

6.2.2.2. Diploide UT448//UT184

Este dipléide mostrou-se adequado para uma completa andlise mitética

via ciclo parassexual, pois possui marcadores em todos o0s oito grupos de

ligacé&o.

As linhagens deste diploide sGo complementares para os marcadores de

auxotrofia e ambas s&o individualmente ndo produtoras de ST (Figura 18).
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+ riboAl pabaA124 ' biAl
I | | ® | | |
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+ +
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lacAl sB3 nicB8 riboB2 chaAl

Figura 18 — Esguema do diploide UT448//UT184.

Obs: As distancias entre os marcadores genéticos ndo estdo em escala. Os
pontos escuros e densos no esquema correspondem & posicoes relativas dos
centrébmeros.

ApoGs a extracdo de ST deste dipléide pelo multimétodo, procedeu-se a
guantificaco desta micotoxina, que foi de 40 ppm.

A partir deste diploide foi feita a andlise mitotica de 140 segregantes
mitoticos, que foram obtidos através de haploidizacdo espontanea em MC (ver
item 6.3.2.) (Figura 19).

6.3. ANALISES GENETICAS

Como, nesta etapa do trabalho, houve a necessidade de se analisar um
nuimero bastante grande de recombinantes meioticos e mitoticos, seria quase
impossivel se fazer a extragdo quimica de cada um deles individualmente para

avaliagdo da producdo de AF e/ou ST. Dai surgiu a necessidade de um método
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gue fornecesse um resultado simples e rapido sobre a producéo de micotoxinas
e que pudesse ser usado para um numero grande de amostras a cada andlise.
Sendo assim, foi feita uma adaptacdo da técnica descrita por PATERSON
(1986), utilizada para metabolitos secundarios de Penicillium spp. O método
consistiu na retirada de “plugs’ (amostras contendo micélio, conidios e meio
de cultura), onde o fungo cresceu por um determinado periodo e na
transferéncia destes para a superficie de uma placa cromatografica para
deteccdo da presenca de metabdlitos secundarios. Esta € uma técnica basica e
simples, cuja utilizacdo para toxinas de aspergilos € inedita (DEZOTTI &
ZUCCHI, in prep.).

Apesar de ndo ser muito sensivel, esta nova técnica facilitou
sobremaneira as andlises genéticas que envolvem a producéo de micotoxinas,
servindo como otimo “screening” de linhagens toxigénicas, sem a necessidade
de utilizagdo dos métodos convencionais de extragdo quimica, que Sdo
demorados e caros. Além disso, a sua aplicagéo fica restrita quase que somente
a este tipo de andlise genética, onde ndo importa a quantidade da toxina
produzida, mas o fato de ser ou ndo produzida, caracterizando a expressao de
um ou mais genes.

Os “plugs’ foram recortados da superficie do meio de aveia apos 7 dias
a 28°C e foram levemente pressionados por 10 segundos na placa
cromatogréfica, até umedecerem a silica ( Figura 20).

As andlises fenotipicas, genotipicas e de producdo de micotoxinas
forneceram um perfil fisiologico das linhagens de 4. nidulans utilizadas neste
trabalho (Tabelas 5 e 13).

Como as linhagens UT448 e UT184, individualmente, eram n&o
produtoras de ST e os dipldides envolvendo estas linhagens se mostraram altos
produtores de ST, tornou-se necessaria a verificagdo da producéo desta

micotoxina no heterocario das linhagens cruzadas. Ent&o, tanto o heterocario
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das linhagens cruzadas meioticamente (UT448 e UT196) como o heterocario
das linhagens com cruzamento mitotico (UT448 e UT184) mostraram-se
produtores de ST, indicando que estas 3 linhagens mutantes tém o(s) gene(s)
para producdo da micotoxina, mas que em duas linhagens estes genes
encontram-se “silenciados’ de alguma forma.

A partir de todos os resultados e observagOes obtidos até entéo, foi
possivel realizar andlises genéticas que levassem a0 mapeamento dos genes
analisados.

Para isso, linhagens de A. nidulans produtoras e ndo produtoras de
esterigmatocistina foram selecionadas para possibilitar cruzamentos, cujos

procedimentos encontram-se descritos nositens 6.3.1. e 6.3.2.

6.3.1. Analise Meiotica do Cruzamento UT448 x UT196

Segregantes mei6ticos do cruzamento UT196 (stc’) x UT448 (stc) foram
analisados com a finalidade de se mapear o gene da esterigmatocistina (szc).

Neste cruzamento os marcadores dos grupos de ligacéo I, 11 e IV estéo
em heterozigose (ver Tabela 4).

Os gendtipos das linhagens cruzadas sdo = UT196 : yA2 (1) conidios
amarelos; metAl7 (11); piroAd (1IV). UT448 : wA2 (Il) conidios brancos;
riboAl, pabaA124, biAl (1); acrAl (I1). Estas linhagens quando inoculadas

em meios seletivos apresentam os genotipos da Tabela 5.

Tabela 5 — Gendtipo das linhagens UT448 e UT196 relacionadas com a

expressao da esterigmatocistina (ST).
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Cor de Expressao
Linhagens conidios ribo paba bi acr met piro de ST
UT448 y'w (B) - - - - + + -
UT196  yw' (A) + + + + - - +

Nota: B e A significam conidios brancos e amarel os, respectivamente; (+) e (-)
indicam genotipos selvagem e mutante, respectivamente. acr (<) € acr (+)
indicam resisténcia e sensibilidade a acriflavina, respectivamente. No caso de
esterigmatocistina  (+) indica toxina produzida e (-) indica toxina néo
detectada pelo método utilizado.

Do heterocario foi selecionado um cleistotécio hibrido para anaise dos
ascosporos segregantes (Figura 21).

Foram semeadas aliquotas de dilui¢cdes seriadas em MC para isolamento
de cada um dos segregantes mei6ticos (item 4.2.5.3.).

Além de colbnias amarelas (y w') e brancas (y'w ; y w), semelhantes
aos paternais, também foram encontradas col6nias de cor verde (y'w") como
resultado da segregacéo meiotica.

No total, 175 colOnias foram transferidas para 7 placas mestras contendo
MC e incubadas por 3 dias a37°C (Figura 22).

De um total de 175 segregantes meiGticos, 92 eram brancos (y 'w ; y w),
45 verdes (v 'w") e 38 amarelos (y w").

Todos os 175 segregantes meioticos foram analisados em meio SM
guanto aos requerimentos nutricionals e de resisténcia a antifungico. Os
marcadores de auxotrofia analisados foram: riboflavina (ribo); acido p-
aminobenzoico (paba); biotina (bi); metionina (met) e piridoxina (piro) € 0
marcador de resisténcia a antifungico foi a acriflavina (acr). Outro marcador
analisado nos segregantes obtidos desse cruzamento foi a producédo de
esterigmatocistina (Tabela 6).
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Neste caso, a extragdo quimica para verificagdo da producéo de ST, de
cada um dos segregantes meidticos, tornaria este trabalho dispendioso e
demandaria muito tempo. Por isso, 0 método do “plug” se mostrou adequado
& nossas necessidades.

De acordo com metodologia descrita no item 4.2.4.6. cada um dos 175
segregantes meioticos foi testado para a producdo de ST e os diferentes
padroes de expressdo da toxina estédo documentados na Figura 23.

A partir dos resultados obtidos, foram construidas as listas de gendtipos

como mostraa Tabela 6.

Tabela 6 — Listas de genotipos dos 175 segregantes mei6ticos do cruzamento
UT448 x UT196 .

r ye +
Conidios amarelos (yw)

ribo paba bi acr met piro stc n’ col
+ + + R - + + 3
+ + + S - - + 8
+ + + S - - + 1
- + + R - - - 1
+ + - S - - + 1
+ + - S - + + 1
+ + + R - - + 4
- -+ S - 4 - 2
+ + + S - + + 4
+ + + S - + + i 1li
+ + + S+ + + 1
- + + R - + - 1
- - + R - - - 2
+ -+ S -+ + | 1i
- + + S - + - 2
- + + S - - 5

Subtotal 38
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Conidios verdes (y"'w")

ribo paba bi acr met piro stc n’col.
- - - S - + - 13
+ - - R - - +i li
+ - - S - + + 5
+ - - S - - + 6
+ - - S - - + li
+ - - S - - - 1
- - - R - + - 1
+ - - R - + + 2
+ - - R -+ - 1
- - - R - - - 2
+ - + S - + + 1
- + - R - + - 1
- - - S - - - 3
+ + - R - + + 2
- + - S - - - 1
- + - R - - - 1
+ + - S - + + 2
- + - S - 4+ - 1
Subtotal 45
Conidios brancos ( y’w)
ribo paba bi acr met piro stc n’col.
+ - + R + + + 3
+ - + R + + + i 1i
+ - + R + + - 1
+ + - R + - + 4
+ - + R + - + i 21
+ - + R + - + 1
- + + R + - - 6
+ + + S+ + + 2
+ + + S + + + i 1i
- - - S+ - - 5
- - - S + + - 1
+ - - R + + + 2
+ - - R + + + i 4
- - - R+ - - 3
- - - R+ - + 1
- - - R + + - 6
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- - + S + + - 2
+ + + R + + + 7
+ + + R + - + 5
+ + + R + - - 1
- - + R + - + 1
+ - - R + - + 4
+ - - R + - +1i 21
+ + - S + + + 3
- + + R + + - 2
+ - - S + - + 2
+ - - S + - +i 1i
- - + R + + - 2
- + + S + - - 2
+ - + S - + + 1
- + - R + + - 1
+ + + S + - + 7
- - + S + - - 1
- + - R + - - 1
+ + - S + - + 1
+ - - S + o+ +i 2|
+ + - R + + + 1
Sub total 92
Total 175

Nota: (+) e (-) indica gendtipos selvagem e mutante, respectivamente. stc’” e
stc indicam producdo de esterigmatocistina e ndo deteccdo de ST,
respectivamente. i significa producéo intermedi&ria de ST. S e R indicam
sensibilidade e resisténcia a acriflavina, respectivamente.

Os resultados da segregacdo meidtica dos grupos de ligagéo I, 1l e 1V,
mostrados na Tabela 6, foram organizados na Tabela 7, dispostos na forma de
“quadrado latino”, de modo a evidenciar: a) a taxa de segregacéo aélica de
todos os marcadores no cruzamento heterozigoto;, b) a fregiéncia de
recombinacdo de cada gene combinado com todos 0s outros; ¢) a segregacéo

total das classes recombinantes e paternais em cada intervalo cromossdmico.



Resultados e Discussao

94

Tabela 7 — Andlise medtica do cruzamento UT448 x UT196. 175 colbnias

ascosporicas foram analisadas.

448

196 ribo + |paba + |+ y | bi + lacr + |w + |+ met [+ piro |stc I
+ 105 (45 60|22 25|49 56|51 54|58 47|58 47|52 53(04 101
ribo |70 45 25(23 13|41 29|32 38|34 36|34 36|35 35|68 02
+| 70/175 85|08 33(21 64|40 44|44 41|45 40|36 49|26 59
paba | 40,0% |90 37 05|69 21|42 48|48 42|47 43|51 39|46 4
y| 35/83 13/83 @38 02 36|11 27|0 3801 37|16 22|13 25
+| 421% | 156% |45 N\ |44 01|11 340 450 45|29 16|25 20
+| 78/175 | 42/175 | 03/83 85(43 42|48 37|48 37|38 47|30 55
bi| 445% | 24,0% 3,6% (90 40 50|44 46|44 46|49 41142 48
+| 89/175 | 89/175 | 45/83 | 93/175 92|31 61(31 61|46 46|38 53
acr| 50,8% | 50,8% | 54,2% | 53,1% |83 61 22|61 22|41 42|33 50
+| 94/175 | 86/175 | 45/83 | 94/175 | 53/175 83|01 8245 38|38 45
w| 53,7% | 49,1% | 542% | 53,7% | 30,2% |92 91 01|42 50(34 58
met | 94/175 | 88/175 | 46/83 | 94/175 | 53/175 | 02/175 83|45 38|38 45
+| 53,7% | 50,2% | 554% | 53,7% | 30,2% | 1,14% |92 42 50|34 58
piro| 87/175 | 75/175 | 32/83 | 79/175 | 88/175 | 95/175 | 95/175 88|35 53
+| 49,7% | 42,8% | 385% | 451% | 50,2% | 54,2% | 54,2% |87 37 50
+| 06/175 | 70/175 | 33/83 | 78/175 | 89/175 | 96/175 | 96/175 | 85/175 Y

ste| 3,4% 40,0% | 39,7% | 445% | 50,8% | 54,8% | 54,8% | 485% |72

No “quadrado latino”, o comportamento meiético dos alelos mutantes e

selvagens, de cada gene, foi comparado com os alelos dos outros genes. Além

disso, as distancias intergénicas e as relagbes de “linkage” foram dadas pelas

freqliéncias de recombinacdo (em % ).

De acordo com os dados dispostos no “quadrado latino® (Tabela 7), foi

possivel concluir que a segregacdo dos alelos mutantes e selvagens, da maioria

dos genes analisados, apresentou razéo de 1:1, indicando tratarem-se de genes
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simples, com um padréo tipico Mendeliano, com excecdo dos genes riboA e
Stc.

Somente as colOnias apresentando niveis de producdo de ST similares ao
do paternal UT196 foram consideradas stc* (ou produtoras de ST). A auséncia
de esterigmatocistina, idéntica ao resultado do paternal UT448, foi considerada
stc (n&o produtoras de ST).

Os resultados mostraram uma inter-relagdo no modo de segregacéo entre
0S genes stc e ribo.

Além disso, também foi observado que entre os segregantes stc” haviam
algumas colGnias que mostraram uma mancha fraca na placa cromatogréfica.
Estas foram definidas como col6nias de producdo intermediéria de ST (szc').
Estas colonias com producéo intermediaria de ST evidenciaram a existéncia de
um possivel fator de regulacéo na expressdo do gene stc. A frequéncia dessas
colénias de producdo intermediaria entre os 175 segregantes foi de 9,7% de

coldnias stc' (17 segregantes).

6.3.1.1. Quantificacio da ST entre os Segregantes Meioticos com

Producao Intermediaria

Os 17 segregantes meiGticos com producdo intermediaria de ST foram
guantificados segundo metodologia descritano item 4.2.4.5.

Os fendtipos, gendtipos e a quantificacdo da ST de cada segregante
constam na Tabela 8.

Tabela 8 — Quantificagdo da ST entre os segregantes meioticos de producéo

intermediaria.
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“PLUGS” MULTIMETODO
Interme- Cor Auxotrofias Quantificacao
diarios ST P.V. de ST (ppm) P.V.
1° Branco paba ; acr Muito fraco - 3,20 +
1° Verde | paba, bi; acr, met ; piro Muito fraco - 1,60 +
1° Branco paba ; acr ; piro Fraco Muito fraco 0,40 +
1% = | Branco Prototréfico Fraco Fraco 4,00 +
1% Branco paba, bi ; acr Muito fraco Muito fraco 0,53 +
2" Branco paba, bi ; acr Fraco - 0,80 +
3 Branco paba, bi ; acr Fraco - 4,40 +
3 Branco paba, bi ; acr Fraco - 0,64 +
4% Branco paba ; acr ; piro Muito fraco - 0,08 -
5 Branco paba, bi ; acr ; piro Muito fraco Muito fraco 0,53 +
51 Branco paba, bi ; piro Muito fraco + 1,06 +
5 Branco paba, bi ; acr ; piro Muito fraco Muito fraco 0,80 +
6° Verde paba, bi ; met ; piro Fraco - 0,40 +
6’ Branco paba, bi Muito fraco + 1,60 +
6" = | Branco paba, bi Muito fraco - 4,00 +
6" Amarelo paba ; met Fraco - 0,40 +
7% *  JAmarelo met Fraco Fraco 4,00 +
Controle
UT 196 JAmarelo met ; piro + + 4,00 +

Nota: P.V. (pigmento vermelho): (+) producdo do metabdlito e (-)

metabdlito ndo detectavel pelo método utilizado. (*) producéo de ST igual ado
paternal UT196; (" ) producdo de ST acima da do paternal UT196; ppm :
partes por milhdo ou mg/kg.

O méodo de “plugs’ foi usado para selecionar 0s segregantes
produtores e ndo produtores de ST de modo rdpido. Este método revelou a
presenca ndo so de ST como também de um pigmento vermelho (P.V.), de Rf
= 0,10 (Figura 23). Quando um segregante produzia ST, esse pigmento
vermelho também era produzido, na grande maioria das vezes. O que néo
ocorreu foi a presenca do pigmento vermelho sem a presenca da ST.

Quando foi utilizado o método de extragcdo quimica, esse pigmento
vermelho passou a apresentar Rf = 0,90. Com isso, fica claro que este
pigmento ndo pode corresponder ao acido norsolorinico (NOR), ja que este
ultimo apresenta Rf de 0,72. O NOR, na cromatoplaca, apresentou-se como

uma mancha avermelhada logo acima da ST e o pigmento vermelho mostrou-
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se visivel na cromatoplaca aluz normal, mesmo sem a utilizagdo do revelador
AlCls.

As linhagens mutantes UT448, UT184 e UT196, independente da
expressao de ST, foram todas produtoras desse pigmento vermelho que, muito
provavelmente, pode corresponder a um produto do metabolismo secundario
de origem policetdnica produzido pelo ascosporo do fungo como, por exemplo,
a ascoquinona A, caracterizada por BROWN & SALVO em 1994 ou um
produto semelhante.

Com relacdo aquantificagdo dos produtores intermediarios de ST, foi
evidente a agdo do mecanismo de regulagdo génica atuando nesses
intermediarios.

Na Tabela 8 foi possivel confirmar que dos 17 produtores
intermediérios detectados pelo método do “plug” , 3 apresentaram producéo de
ST igua ado paternal UT196 (4 ppm) e um segregante apresentou producao
de ST acima de 4 ppm. Isto os excluiu da classe intermediaria de producéo de
ST.

O fendtipo definitivo para a expressao intermediaria de ST foi dado pelo
multimétodo. Dessa forma, 13 segregantes meioticos confirmaram nitidamente

sua producdo intermediariade ST.

6.3.1.2. Mapeamento do Gene stcZ"

Excluindo-se a populagdo de 13 produtores intermediérios de ST, entre
0s 162 segregantes meioticos restantes, a segregacéo foi 1 stc” : 1 stc (Tabela
9).

Tabela 9 — Andlise meidtica do cruzamento UT448 x UT196, com destague

para a producdo intermediaria de ST (dados ja apresentados na Tabela 7).
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448 ;
stc'

196 \ribo + |paba + |+ y | bi + lacr + |w + |+ met |+ piro|stc VY
+ 10545 60|22 25|49 56(51 54|58 47|58 47|52 53|04 13 €
ribo |70 45 25(23 13|41 29|32 38|34 36|34 36|35 35|68 0 C
+| 70/175 85|08 33(21 64|41 44|44 41|45 40|36 49(26 0O E
paba | 40,0% |90 37 05|69 21|42 48|48 42|47 43|51 39|46 13 @
y| 35/83 13/83 Y 02 36|11 27|0 38(01 37|16 22|13 1 =z
+| 42,1% | 15,6% |45 4 01|11 3410 4510 45129 16|25 2 1
+| 78/175 | 42/175 | 03/83 85(43 42(48 37|48 37|38 47|30 4 Et
bi| 445% | 24,0% 3,6% (90 40 50|44 46|44 46|49 41142 9 <&
+| 89/175 | 89/175 | 45/83 | 93/175 92 (31 61|31 61|46 46|39 4 /4
acr| 50,8% | 50,8% | 54,2% | 53,1% |83 61 22|61 22|41 42|33 9 4
+| 94/175 | 86/175 | 45/83 | 94/175 | 53/175 83|01 82|45 38(38 3 4
w| 53,7% | 49,1% | 54,2% | 53,7% | 30,2% |92 91 01|42 50(34 10 4
met | 94/175 | 88/175 | 46/83 | 94/175 | 53/175 | 02/175 83|45 38|38 3 4
+| 53,7% | 50,2% | 554% | 53,7% | 30,2% | 1,14% |92 42 50(34 10 4
piro| 87/175 | 75/175 | 32/83 | 79/175 | 88/175 | 95/175 | 95/175 88|35 7 ¢
+| 49,7% | 42,8% | 385% | 451% | 50,2% | 54,2% | 54,2% |87 37 6 4
- +| 06/162 | 57/162 31/80 | 69/162 | 80/162 | 86/162 | 86/162 | 79/162 )
st¢’ > @
stc| 3,7% 351% | 38,7% | 426% | 493% | 53,0% | 53,0% | 48,7% (72 N

Como este gene estd sendo mostrado no cromossomo | de A. nidulans

pela primeira vez, ele recebeu a designacdo de stcZ, considerando-se que 24

transcritos de stc (de stcA até stcX) ja foram descritos por BROWN et alii

(1996).

A nomenclatura deste gene seguiu as normas de nomenclatura genética
descritas por CLUTTERBUCK (1993).

De acordo com os dados apresentados na Tabela 9, a localizagcdo do

gene stcZ" foi determinada no brago esquerdo do cromossomo |, 4% distante

do gene ribo® na linhagem UT196 (Diagrama 1). Este gene € muito
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provavelmente, um gene estrutural. A posicdo dos outros marcadores genéticos

estéo de acordo com aguel es apresentados no mapa do A. nidulans (Tabela 4).

| 11
UT448 ] ] o ] ] ] ] ] ] o
(branco) riboAl i stcZ” i pabaAl124 +  biAl acrAl wA2 +
UT196 | | Py | | | | | | o
(amarelo) + i  + | + y + + +  metAl7
3,7% . 36% 30%
< 39% > ¢ 30%,,
0,
< 42% >

Diagrama 1 — Localizago do gene stcZ” em A. nidulans.

Nota: (*) significa que o gene ndo é mutante verdadeiro, mas provavel mente,
estga silenciado por pesada metilagdo (vide texto). O gene stcZ foi mapeado
no braco esquerdo do cromossomo |; as distancias genéticas correspondem &
freqiiéncias de recombinagdo obtidas a partir do cruzamento UT448 x UT196.
175 coldnias ascosporicas foram analisadas.

6.3.1.3. Relacées entre o Gene stcZ' e o Intervalo w-met do
Cromossomo 11

De acordo com os dados da Tabela 9 e com 0s gendtipos apresentados
na Tabela 6, 13 col6nias stcZ' apresentaram baixa producéo de ST.

Quando se exclui os stcZ', a taxa de segregacdo aélica de sict : stc
retorna asegregacdo esperada para gene simples (1:1).

Observando-se simultaneamente 3 genes ribo, paba € w e relacionando-
os aproducdo intermediaria de ST, verifica-se na Tabela 10 que todos os stcZ

s30 ribo®. 1st0 mostra que o gene stc esté intimamente ligado ao gene ribo™ do
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cromossomo | da linhagem UT196. As freguiéncias de recombinacéo de stc a
paba e bi (Tabela 9) confirmam a sua localizagdo no brago esquerdo do
cromossomo |. O aelo mutante wA (da linhagem UT448) parece estar
relacionado aproducdo intermediaria de ST. Todas as col6nias brancas (w),
stcZ' sd0 também ribo" paba . Umavez que w é um gene da linhagem UT448,
parece que um fator préximo da mutagdo wA2 é capaz de controlar o nivel da
producdo de esterigmatocistina. Este controle pode variar quando ha diferentes
sitios de “crossing-over” entre ribo € paba. Na configuragdo paterna ribo” stc”
paba” | w*, onde ndo ocorreu “crossing-over”, a expressio de stcZ* foi normal
(28 col6nias). Ja na configuracéo ribo” stc paba | w, onde ocorreu “crossing-
over’ entre ribo € paba, a expressdo de stcZ® foi nula (uma colonia) ou

intermediaria (10 colbnias) (Tabelas 6, 10 e Figura 24).

Tabela 10 — Segregantes meidticos, produtores intermediarios de ST,
relacionados a presenca dos genes ribo, paba e w das linhagens UT448 e
UT196 (dados da Tabela 6).

Total
w w parcial Total

ribo" 3 10 13

stcZ! { 13
ribo 0 0 0
paba’ 0 0 0

sthi{ 13
paba 3 10 13

Os dados mostrados na Tabela 10 foram ilustrados na Figura 24.
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Figura 24 — Representacdo esquemética dos dados contidos na Tabela 10.
Nota: As setas indicam trés diferentes sitios de “crossing-over” que podem ter
ocorrido entre os paternais, resultando nas seguintes classes fenotipicas:

1- ribo" stcZ" paba | w = 15 colbnias

2- ribo* stcZ' paba | w = 10 colonias

3- ribo* stcZ* paba | w = umacolénia

(') gene provavelmente silenciado (ver texto).

6.3.1.4. Hipoteses da Metilagao

A segregacdo correta dos aelos de stc (1+ : 1-), depois de feita a
correcao das distorcdes promovidas pela classe dos intermediarios, sugere que
ele sgja um gene estrutural e que as classes intermediarias séo resultado do
mecanismo de regulacdo (Tabela 9). O fator proximo da mutacdo wA2 do
cromossomo |l da linhagem UT448, é capaz de silenciar completamente o
gene st¢” (resultando em segregantes stc) ou, quando ndo consegue silenciar
completamente 0 gene sic*, expressa o cardter ST', principamente se houver
ocorrénciade “crossing-over” entre ribo e paba (Tabelas 9 e 10).

Um mecanismo bem conhecido e que pode afetar a expressdo de um
gene de modo temporario é o silenciamento por metilacdo, que ocorre muito

comumente na maioria dos organismos eucariotos. Desse modo, € possivel que
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0 gene stcZ* ndo seja capaz de expressar ST (representado por sicZ*) nas
linhagens UT448 e UT184. Assim, estas linhagens ndo seriam portadoras de
mutacdo szc, mas sim portadoras do gene stcZ* silenciado ( ou stcZ").

Se isso for verdadeiro, “reversdes’ frequentes (stc” S stc) poderiam
ocorrer espontaneamente ou serem induzidas durante as divisdes celulares
mitética e/ou meidtica. Estes mecanismos sdo conhecidos pelas siglas RIP em
Neurospora crassa (SELKER & GARRETT, 1988), MIP em Ascobolus
immersus (FAUGERON et alii, 1990), GIS em Aspergillus nidulans
(CASTRO-PRADO & ZUCCHI, 1996) e RIGS em plantas (MATZKE et alii,
1994; MATZKE & MATZKE, 1995).

A nossa hipotese para explicar este comportamento baseia-se no fato de
gue os segregantes com expressao intermediaria de ST sO ocorrem na meiose e
dependem da presenca do gene w.

A partir dos resultados das Tabelas 6 e 7, € possivel se especular que 0
fator genético, supostamente presente no cromossomo |l, reprime a expressao
do gene stcZ”, na linhagem UT448. Esta repressdo pode ser feita por vérios
mecanismos, mas acreditamos que sgja pela sintese de uma proteina repressora
(R) que, ao se complexar com o DNA (gene stcZ"), impede a sua transcricéo e,
consequientemente, ndo ha producdo de ST pela linhagem UT448 (Diagrama
2a).

A linhagem UT196 ndo apresenta silenciamento do gene stcZ* uma vez
gue ele € bem expresso nesta linhagem haploide. Pode-se hipotetizar que em
UT196, o fator regulatorio (R), presente no cromossomo Il, tenha a sua
expressao silenciada por estar hipermetilado. A auséncia da proteina repressora
faz UT196 expressar constitutivamente a esterigmatocistina. Este fator alterado
no cromossomo Il de UT196 foi designado por R (Diagrama 2a). Evidéncias

disto foram apresentadas nas Tabelas 6 e 7, onde todos os segregantes stcZ”
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s30 ribo* e todos 0s ribo S30 stcZ; na Tabela 10, todos os stcZ' s30 ribo* paba
e, finalmente, 77% dos segregantes sicZ' S0 w.

JA no caso de expressdo intermedidria (ST') entre segregantes ribo* paba
(que sofreram “crossing-over” entre ribo € paba), verifica-se que este fenotipo
intermedidrio s6 acontece quando o intervalo w mef do cromossomo |l
segrega junto com ribo* paba, entre aqueles segregantes. Este intervalo é da
linhagem UT448 e contém o fator R™ (repressor normal), mas a seqiiéncia de
stcZ" € da linhagem UT196. Isto deve dificultar o reconhecimento da
sequéncia do DNA de UT196 pelo repressor da linhagem UT448. Dai a
possibilidade de expressdo reduzida da proteina esterigmatocistina (ver Figura
24). Assim, a baixa especificidade do repressor de UT448 (R") pela segiiéncia
de UT196 (stc’) é responsavel pela producio intermedidria de ST (Diagrama
2b).

A atividade de silenciamento do cromossomo |1 deve ser muito estével e
forte, mas é possivel anular esta pesada metilagio e liberar o gene stcZ™ de
maneira que ele possa se expressar. Recentemente, em nosso laboratério,
conseguimos a reativacio da expressio do gene stcZ” da linhagem UT448 por
inducdo com material biologico. Isto indica que 0 gene stcZ estava silenciado
por pesada metilacdo, mas que ao ser desmetilado, passou a expressar ST. Este
achado confirma o modelo proposto de regulacdo por metilagdo (ZUCCHI et
alii, in prep.)

O processo meidtico também € estressante 0 suficiente para disparar o
mecanismo de metilagdo do DNA (in BESTOR & TY CKO, 1996).

O modelo de metilacdo aplicado a regulacdo da expresséo de
esterigmatocistina pode ser utilizado para explicar porque algumas linhagens
de Aspergillus nidulans s80 produtoras de ST e outras ndo, sem nenhuma

mutagdo verdadeira envolvida
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Diagrama 2. Modelo provisorio de regulagido do gene stcZ® em linhagens
hapl 6ides, baseado na hipotese da metilacdo do DNA (por ZUCCHI, in prep.)
a) Linhagens haploides

I II

UT448 | | | | ¥ | (ST)
riboA stcZ"  pabaA w met

ST
ndo ha producéo

f> hipermetilado

R

UTI96 o e (ST
ribo* stcZ"  paba® w met
ST
h& producéo

ndo ha sintese do repressor

b) Producdo intermedidria de esterigmatocistina.  Segregante meidtico de
UT448 x UT196 (ST")

I I (UT448)
UT196 UT448
e — N A N R+
e l | .3 |
ribo* met"
baixa especificidade
asequéncia de DNA

v de UT196
ST

baixa expressdo
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6.3.1.5. Verificacao da Metilacao

Para se verificar o estado de metilacdo de alguns segregantes mei 6ticos
de UT448 x UT196, ndo produtores de ST, foi utilizado o agente desmetilante
5-azacitidina. Com isso, esperdvamos obter uma mudanca no padréo de
metilagio desses segregantes, caso 0 gene stcZ' estivesse silenciado por
metilacso.

Os gendtipos dos 25 segregantes meioticos selecionados constam na
Tabela 11.

Tabela 11 — Gendtipos dos 25 segregantes meioticos, do cruzamento UT448 x

UT196, selecionados para o tratamento com 5-azacitidina.

Cor de
Segregantes conidios ribo paba bi acr met  piro  stcZ
11 y+W+ (V) _ _ _ S _ + _
1° yw' (A) - + + S - - -
1™ yw (B) - - - S + - -
2° yw' (A) - + + R - - -
2° y'w (B) - + + R + - -
222 y+W+ (V) _ _ _ R _ + _
3 yw' (A) - - + S - + -
35 y+;/V+ (V) _ _ _ R _ _ _
3® yw (B) - + + R + + -
410 yw+ (A) - + + S = = -
4t y'w (B) - + - R + - -
417 y+W+ (V) _ _ _ S _ + _
5° w' (A) - + + R - + -
519 y+;/V+ (V) _ + _ R _ _ _
5% yw(B) - - - R + + -
6" ' (A) - - + R - - -
6™ y'w (B) - - - R + - -
624 y+W+ (V) _ _ _ S _ _ _
7° w' (A) - + + S - + -
713 y+W+ (V) _ _ _ R _ _ _
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7 yw®B) - - + R + + -

21 yw' (V) + - - S - - -

3 yw' (V) + - - R - + -

3 yw(B)  + - + R + + -

52 yw(B)  + + + R + - -
Controle

UT196  yw' (A) + + + S - - +

Nota: B, A e V significam conidios brancos, amarelos e verdes; (+) e (-)
indicam genétipos selvagem e mutante, respectivamente; R e S indicam
resisténcia e sensibilidade a acriflavina, respectivamente. No caso da ST (gene
stcZ). (+) indica toxina produzida e (-) indica toxina ndo detectada pelo
método utilizado. Os segregantes sdo discriminados de acordo com as colonias
de cada placa mestra (por exemplo: 12 ® placamestra 1, col6nia 8).

ApoOs incubacdo destes segregantes com 5-azacitidina, alguns revelaram

mudangas nas auxotrofias, como mostra a Tabela 12.

Tabela 12 — Gendtipos dos 25 segregantes meidticos pos-tratamento com 5-

azacitidina.

Cor de
Segregantes conidios ribo paba bi acr met piro  stcZ

1; yw' (V) - - - S - + -
1 ' (A) - + + S - - -
1 y'w (B) - - - S + - -
2° w(A) - + + R ; ) )
2° yw (B) - + + R + - -
222 y+w+ (V) _ _ _ R _ + _
3’ ' (A) - - + S - + -
3 yw' (V) - - - R - - -
3® yw (B) - + + R + + -
42 A -+ o+ S - - -
4t yw (B) - + - R + - -
a yw' (V) - - - S - + -
5° ' (A) - + + R - + -
5 yw' (V) - + - R - - -
5% y’w (B) - - - R + + -
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6 Ay - -+ R - - -
6% yw(B) - @ @ R + - -
624 y+W+ (V) _ _ _ S _ _ _
7° ' (A) - + + S - + -
ooy - »® - R - O -
7 yw(B) - - + R + + -
218 yw' (V) + - - S - - -
316 y+;/v+ (V) _ _ R _ @ _
3 ywB)  F -+ R+ 4 -
¥  ywe © + + R+ - -

Controle

UT196  yw' (A) + + + S - - +

Nota: Os segregantes e suas respectivas auxotrofias marcadas com um circulo
evidenciam a acdo desmetilante da 5-azacitidina.

Embora 4 segregantes apresentassem mudancas na expressao de alguns
genes devido aacdo da 5-azacitidinag, evidenciando alteragtes de metilagcdo do
DNA, nd houve mudanca no padréo de expressdo da ST de nenhum
segregante meiotico.

No entanto, este experimento ndo pode ser considerado conclusivo, uma
vez que a amostragem foi muito pequena. Outros experimentos envolvendo um
nuimero muito maior de segregantes meioticos deveréo ser executados. Cada
segregante meiético devera ser testado para se verificar qual a freguéncia de

“reversao” para cada gene estudado.

6.3.2. Analise Mitotica de UT448//UT184

No cruzamento mitético, as linhagens UT448 e UT184 quando

Inoculadas em SM apresentam 0s seguintes genotipos da Tabela 13.
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Tabela 13 — Genodtipos das linhagens UT448 e UT184 relacionadas com a

expressao da esterigmatocistina (ST).

Linha- Expressao

gens Cor ribo paba bi acr gal  piro  fac lac s nic de ST

UT448 y'wcha® - - - - + + + + +  + -

branco
UT184 y+w+cha - + + - - - - - - - -

chartreuse

Nota: (+) e (-) indicam gendtipos selvagem e mutante, respectivamente; acr (-)
indica resisténcia a acriflavina. No caso de ST: (-) indica toxina ndo detectada
pelo método utilizado.

Nesta analise mitética, 140 segregantes foram analisados a partir de 6
placas mestras contendo MC (Figura 25). Desse modo, foram analisados 101
segregantes mitdticos brancos (y'wcha®), 25 chartreuse (y'w'cha) e 14 verdes
('w'cha®).

A hipétese de que o0 gene stc poderia estar fortemente regulado nas
linhagens UT448 e UT184 se fundamenta na observacdo de que ambas as
linhagens hapldides foram incapazes de produzir ST independentemente. Mas,
guando na condicéo diploide (UT448//UT184), a producéo de ST se mostrou
muito ata (40 ppm). Resultados similares foram encontrados por
WOLOSHUK et alii (1989) em Aspergillus flavus, quando diploides
prototroficos produziram uma quantidade de aflatoxina 300 vezes maior do
gue as linhagens haploides. Esta alta producdo do diploide ocorreu mesmo
guando envolvia linhagens ndo produtoras de aflatoxina (afl). Isto indica que
alguns aelos afl podem ser complementados no nucleo diplbide.

Este foi o melhor indicio de que o gene tipo selvagem stcZ” estava
silenciado (ou reprimido) em ambas as linhagens UT448 e UT184 por
metilagdo do gene estrutural stcZ” afetando a produgdo de esterigmatocistina.
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A analise mitdtica é importante para se mapear 0s genes regulatorios. Na
analise meidtica previamente mencionada, um fator regulador no cromossomo
Il dalinhagem UT448 foi evidenciado e localizado no intervalo w-met.

A andlise genotipica dos 140 segregantes mitéticos do dipldide
UT448//UT184 foi apresentada na Tabela 14.

Tabela 14 — Listas de gendtipos dos 140 segregantes mitéticos do dipléide
UT448//UT184.

s qe + o+ +
Conidios verdes (y w cha’)

ribo paba bi piro lac s nic stcZ n” col.
- - - + - - - - 5
- - - - - + - - 1
+ + + o+ + + - + 4
- - - + + + - - 1
+ + + - + + - + 1
+ + + o+ + - 4+ + 1
- - - - - - - - 1
Sub total 14

Conidios chartreuse (y'w'cha)

ribo paba bi piro lac s nic  stcZ n” col.
- + + o+ + + - - 2
+ + o+ o+ + + o+ + 5
- - -+ + o+ - - 2
- - - + - - - - 3
- + o+ o+ + + o+ - 8
- + + - + - 4+ - 1
- + + o+ - - - - 1
- + + o+ + + - - 1
- + + o+ + - 4+ - 1
- + o+ - - - - 1

Sub total 25
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7 e + +
Conidios brancos (v wcha")

ribo paba bi piro lac s nic  stcZ n” col.

- - - - - - - - 11
- - - - + + o+ - 3
- + o+ o+ + + o+ - 2
- + + o+ + + - - 1
- - -+ - - - - 14
- - -+ + o+ - - 2
- - -+ -+ - - 9
+ + o+ - - -+ + 1
- - -+ + + o+ - 4
+ + + - + + - + 3
+ - -+ - - - - 1
- + + o+ - -+ - 2
- + o+ - -+ - - 5
+ + + - - - - + 6
- + o+ o+ + o+ - - 6
- - - - - + - - 2
+ + o+ o+ + + o+ + 11
- - - - + o+ - - 2
- - - - - - + - 1
+ + o+ o+ - - - + 2
+ + o+ - + + o+ + 1
- + + o+ -+ - - 4
- - - - -+ o+ - 2
- - - - + - - - 1
+ + o+ o+ - -+ + 1
- - -+ + - - - 1
+ + o+ o+ + -+ + 2
+ + o+ o+ + o+ - + 1

Sub total 101

Total 140

Nota: (+) e (-) indicam gendtipos selvagem e mutante, respectivamente.
stcZ’ e stcZ indicam producdo de esterigmatocistina e ndo detecgdo de ST,
respectivamente.

A segregacéo aélica da maioria dos marcadores genéticos encontra-se

de acordo com o esperado para genes simples numa segregacéo Mendeliana
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1:1, mas, os genes ribo, w e stc mostraram indices de segregacdo aédlica

similares, apresentando idénticas distorgdes em seus indices, a saber: 100:40,

101:39 e 101:39, respectivamente (Tabela 15). Isto confirma novamente os

dados da andlise meidtica que ja havia sugerido as inter-relacbes entre estes

genes.

Tabela 15 — Andlise mitdtica do diploide UT448//UT184. Numero de
segregantes analisados: 140.

448

184 ribo  +|paba +|bi +|w +|(+  piro |+ lac |+ s |+ nic | stc +
+ 401 391 39|29 11(28 12|29 11|26 14|22 18|1 39
ribo | 100 65 35|65 35(72 28|69 31|38 62|57 43|24 76{100 O
+| 36/140 740 74148 26|55 19|51 23|55 19|36 38|35 39
paba| 25,7% |66 66 0|53 13|42 24|16 50(28 38|10 56|66 0
+| 36/140 0/140 7448 26|55 19|51 23|55 19|36 38|35 39
bi| 25,7% 0,0% |66 53 13|43 23|16 50|28 38|10 56|66 0
+| 57/140 | 61/140 | 61/140 39(34 5(27 12|25 14|16 23({28 11
w| 40,7% | 43,5% 43,5% |[101 63 38|40 61(58 43|30 71|73 28
piro| 39/140 | 79/140 | 78/140 | 72/140 43(12 31(20 23|9 34131 12
+| 42,1% 56,4% 55,7% 51,4% |97 55 42|63 34|37 60|70 27
lac| 91/140 | 101/140 | 101/140 | 88/140 | 54/140 73123 50|7 66(63 10
+| 65,0% 72,1% 72,1% 62,8% 385% |67 60 7139 2838 29
s| 69/140 | 93/140 | 93/140 | 68/140 | 54/140 | 30/140 57|10 47|44 13
+| 49,2% 66,4% 66,4% 48,5% 38,5% 21,4% |83 36 47|57 26
nic| 98/140 | 92/140 | 92/140 | 87/140 | 69/140 | 35/140 | 57/140 94|77 17
+| 70,0% 65,7% 65,7% 62,1% | 49,2% 25,0% 40,7% |46 24 22
+| 1/140 35/140 | 35/140 | 56/140 | 58/140 | 92/140 | 70/140 | 99/140 39

stc| 0,7% 25,0% 25,0% 40,0% | 41,4% 65,7% 50,0% 70,7% | 101

proximaentre stcZ* e riboA no brago esquerdo do cromossomo | .

As freqiéncias de crossing-over mitético revelaram uma ligagéo
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Um modelo proposto para a regulacdo da expressdo do gene stc foi
baseado no silenciamento ou reativagdo da expressdo desses genes através da

mudanca dos seus padrdes de metilacdo (Diagramas 3a e 3b).

Diagrama 3 — Modelo provisorio de regulagdo do gene stcZ* em linhagens
diploides, baseado na hipotese da metilagdo do DNA (por ZUCCHI, in prep.).

a) Diploide UT448//UT196 (ST™") —» dtaproducéo de ST.

R+
UT448 | | | * |
riboA stcZ” w met"
\L fator exdgeno
ST
producéo f> hipermetilado
R

ST nao producéo
producéo
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b) Dipldide UT448//UT184 (ST™™) —» dtaproducéo de ST.

+

R
UT448 ' ' ' e '
riboA stcZ” w met"
ST ; fator exdgeno
producéo
R+
UT184 —_——— SR . S S—
ribo" stcZ” Wy met"
ST !\ fator exdgeno
producéo

O fator exdgeno mencionado no modelo acima pode estar relacionado a um
fator ambiental externo como temperatura, estresse osmaotico, pH do substrato
ou qualquer outro fator abiotico. Esta hipotese coincide com observagOes feitas
por FENG & LEONARD (1998), que sugerem a existéncia de elementos
reguladores ambientais externos na ativagdo do gene afIR que € o responsavel
pela regulacdo da via biossintética AF/ST. Também LIU & CHU (1998)
relataram o efeito de fatores ambientais e nutricionais na formacdo da

aflatoxina através da presenca da proteina AFLR.

Finalmente, foi possivel mostrar esguematicamente a disposicao correta
dos genes em todas as linhagens utilizadas neste trabalho, os seus fenétipos e
0s seus verdadeiros genotipos (Tabela 16).
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Tabela 16 — Fenotipos e gendtipos definitivos das linhagens UT448, UT196 e

uT184.
Fenotipo Cor dos
Linhagens Genotipo ribo ST paba cha | conidios
I | I I I I I - - - +
D ribo pabaA WA riboB* cha® Branco
| | | | | | + o+ o+ 4
UT196 riboA paba” w+ riboB* cha" Amarelo
UT184 | — ' ' e ' — - -t -
riboA+ paba® w' @ riboB cha artreuse

Nota: (*) significa silenciado por metilacéo.

O gene estrutural stcZ” e a regido reguladora (R) da expressio de stcZ”,
ambos marcados com circulos, foram mapeados neste trabal ho.
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7. CONCLUSOES

O emprego de técnicas genéticas realizadas com o0 objetivo de se estudar a
producdo e expressdo da ST em linhagens de Aspergillus nidulans Nnos permitiu

as seguintes conclusdes:

1) O meio de aveia mostrou bons resultados para a indugdo da producéo de ST

natemperatura de 28°C.

2) O multimétodo utilizado foi muito mais eficiente para a extragdo de ST do

gue o0 método da acetona aguosa.

3) Aslinhagens UT448 e UT184 ndo apresentaram producéo de ST; somente a
linhagem UT196 se mostrou produtora dessa micotoxina, na quantidade de

4 ppm.

4) Paratornar possivel a analise micotoxicoldgica de um nimero muito grande
de segregantes meiéticos, foi desenvolvido um método rapido de triagem de
linhagens toxigénicas retirando-se “plugs’ do meio de cultura contendo o
fungo e transferindo-os diretamente para a placa cromatografica. Dessa
forma, todos os 175 segregantes meiéticos do cruzamento UT448 x UT196
e 0s 140 segregantes mitéticos de UT448//UT184 puderam ser avaliados
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5)

6)

7)

8)

9)

guanto aproducdo ou ndo de ST. Além da producdo de ST, todos estes
segregantes também foram analisados quanto aos marcadores de auxotrofia

e deresisténcia aacriflavina.

A partir dos resultados das andlises meidticas e mitoticas, foram calculadas
as freqiéncias de recombinacdo e de segregacdo de cada um dos
marcadores e, dessa forma, foi possivel localizar com precisdo 0 gene
estrutural da ST (stcZ) no brago esquerdo do cromossomo |, a exatamente

4% de distancia do gene dariboflavina (riboAl).

Os diploides UT448//UT196 e  UT448//UT184  produziram
esterigmatocistina na concentracéo de 40 ppm, 10 vezes mais do que a
linhagem paternal UT196 .

Todos 0s segregantes meioticos e mitéticos, produtores ou ndo de ST,
apresentaram também a producéo de um pigmento vermelho de Rf = 0,90,
detectado pelo multiméodo e que, provavelmente, sga um pigmento

policetdnico produzido pel os ascosporos do fungo.

A baixa expresséo da producdo de ST em 13 segregantes meiéticos e a ata
expressdo dessa micotoxina nos dipldides (UT448//UT196 e
UT448//UT184) permitiram concluir a existéncia de um gene regulador no
cromossomo |1, na regido compreendida entre w e met, responsavel pela

expressio ou ndo do gene estrutural stcZ* No cromossomo |.

As linhagens UT448 e UT184 sio ambas stcZ”*, mas este gene ndo é capaz
de se expressar por estar regulado. A pesada metilacdo do gene regulador

no cromossomo |l silenciaszcZ”.
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10) Nointervao w-met do cromossomo |l ha o fator R que afeta o padrdo de

metilaco do gene stcZ", silenciando-o.

11) O fator R pode ser geneticamente removido (ou complexado) com

elementos exdgenos, regulando indiretamente a expressio do gene stcZ”.
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8. ANEXO
Mapa genético do Aspergillus nidulans (anexo 8).

118
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Figura 2 — Estrutura quimica das aflatoxinas By, B, G, e G,.
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Figura 3 — Estrutura quimica da esterigmatocistina.
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Figura 4 — Conversdo da esterigmatocistina a aflatoxina B, (CLEVELAND et
alii, 1987).
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Figura 5 — Ciclo de vida de Emericella nidulans. A - D fase de reprodugio assexuada,
hapldide, na qual as hifas sométicas se desenvolvem no substrato e produzem conidiéforos
com cabegas conidiais, Os conidios germinam e se desenvolvem nas hifas sométicas. E - J
fase de reprodugdo sexuada, que envolve a formagio de ascogdnios e anteridios
multinucleados, freqiientemente helicoidais. Eles se enrolam um no outro, os micleos do
anteridio migram para o ascoglnio e permanecem aos pares sem ocorrer fusio. As hifas
ascogenas dicaridticas se desenvolvem no interior do ascocarpo (cleistotécio) e dio origem
aos ascos, cada um deles com 8 ascosporos binucleados. Cada ascosporo, quando livre,
germina e origina hifas somaticas (Adaptado de HERRERA & ULLOA, 1990).
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Figura 6 - Ciclo parassexual em Aspergiflus spp ( AZEVEDO, 1987 ).
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metil esterigmatocistina; AFB, e AFB, aflatoxinas By e By (YU et alii, 1995),
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Figura 9 — Comparagio entre as vias biossintéticas da esterigmatocistina em
A. midulans e aflatoxina em A. parasiticus (MINTO & TOWNSEND, 1997).



Figura 10 — Colonias de Aspergillus nidulans U T44 (branca), UT184
(chartreuse) e UT196 (amarela), crescidas em placa de MC a 37°C por 2 dias.



Figura 11 — Fotomicrografia do microcultivo de Aspergillus nidulans.

Presenga de cabegas conidiais bisseriadas e células Hiille de paredes duplas e

refringentes (aumento de 400 x ),



Figura 12 — Frascos contendo 40g de meio de aveia com a linhagem UT196,

Nota-se a pigmentagio avermelhada na superficie do meio, logo abaixo do

micélio,



Figura 13 — Placa cromatogrifica sob luz ultravioleta. Coluna 1: UT184;
coluna 2: UT196; coluna 3: UT448; coluna 4: padrdo ST [20ug/ml]; coluna 5: A,

parasiticus; coluna 6: padrio AFB; [10ug/ml]; coluna 7: padrio qualitativo de
AF,



Figura 15 — Dipldide UT448/UT196, de cor verde, isolado a partir de uma

placa heterocariotica.




Figura 16 — Placa cromatografica sob luz U.V. Coluna 1: paternal UT448 5T";
coluna 2: paternal UT196 ST'; coluna 3: padrio ST [20ug/ml]; colunas 4 e 5:
diploide UT448/UT196 ST°. A cor vermelho-tijolo da ST mudou para

amarelo-esverdeado por causa do revelador AICI:.



Figura 17 — Placa de cromatografia bidimensional do dipldide UT448//UT196

com revelador,



Figura 19 — Seqiiéncia do isolamento de segregantes mitéticos haploides. a)
placa com regides heterocaridticas de UT448 e UT184 em MM (esquerda) e
diploide UT448/UTI184 isolado em MC (direita); b) e c¢) dipléide
UT448//UT184 com vérios setores coloridos hapléides em MC; d) setores
haploides isolados do diploide UT448/UT184 ¢ purificados em MC,




Figura 20 — Placa cromatografica contendo “plugs™ de meio de aveia com o
fungo.



wiw

Figura 21 — Fotomicrografia em estereomicroscopio da regiio heterocaridtica

formada pelo cruzamento entre UT448 x UT196, evidenciando cleistotécios
pretos envolvidos por uma camada de células Hille, crescidos em placa vedada

de MM por 18 dias a 37°C (aumento 35 x).




Figura 22 — Placa mestra contendo 25 colénias em posiges definidas (padrio

5x5). No lado esquerdo, coldma controle UT 196,




Figura 23 — Placa cromatografica de alguns segregantes meidticos. Colunas 1 a
3 9411 e 13: segregantes produtores de ST; colunas 4, 6 e 7: sepregantes ndo
produtores de ST, coluna 12: segregante com produgdo intermedidria de ST:
coluna 5 padrio de OMST [50 pg/ml] Bf = 0,13; coluna 8; padrio de ST [20
ng/ml] Rf =0,7.




Figura 25 — Placa mestra contendo 25 colénias em posigdes definidas (padrio
3x3). Mo lado esquerdo, coldnia controle UT184.
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