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I. INTRODUÇÃO

controleO expressão gênica determina a
a adaptabilidadecelulardiferenciação metabólica meioe ao

consti tuindo-seambiente, portanto dos aspectos maisnum
complexos da Biologia Moderna. Apesar desta complexidade muito se
progrediu compreensão destes fenômenos, inclusive ao nívelna
molecular com o advento da tecnologia do DNA recombinante. Muitos

biológicos contribuíram como modelos de estudosistemas para o
desenvolvimento conceituai do controle da gênicaexpressão e

eles, os microrganismos ocupam um lugar de destaque.entre De
fato» primeiro mecanismo regulatório descrito em resposta ào

ambientalvariação foi clássico modelo do laco operon em
Escherichia coli, que consiste na interligação, física e funcional
dos regulatórios, estruturais e sítio promotor (Jacobgenes e

1961). A descoberta deste e de outros operons em bactériasMonod,
. levou a procura de sistemas controlados de forma semelhante em

Neste sentido, os fungoseucariotos inferiores. Saccharomyces
cerevisiae,' nidulansAspergillus têmNeurospora crassa e
contribuído de maneira expressiva desde o final da década de 60,

da utilização deprincipalmente ao controleno que concerne
i fontes nitrogénio, carbono,substâncias essenciais decomo

fósforo particularidadesCada um destes sistemas teme outros.
próprias que variam também com a espécie em estudo.

ácidos
nucléicos, crassa a partir de uma
grande nitrogenados.de compostos Embora amóniavariedade e

1

da

0 nitrogénio, constituinte de proteínas e
é obtido por A. nidulans e N.



sejam uti1izadasglutamina preferencialmente , esses
microrganismos também podem utilizar nitrato, nitrito, purinas,

nitrogénio.aminoácidos e acetamida como fontesproteínas, de
Pará captação e metabolização destas fontes alternativas, éa
requerida síntese de enzimas específicas ou ativação dea a

Dunn-Co1eman et al., 1984;enzimas pré-existentes (Marzluf, 1981;

Tomsett, 1989).
de dos fungosde assimilação nitratoA

crassa envolve a redução de nitratofilamentosos A. nidulans e N.
e nitrito redutasesamónia das enzimas nitratoà pela ação

é1954). amónia(Pateman et al., 1967; Nicholas 8. Nason, A

transformação em glutamatouti1i zada pela e

participam dessa viaglutamina (Figura 1) e alguns genes que

A utilização pela célula de uma ouestão listados na Tabela 1.

outra substância como fonte de nitrogénio depende de indutores e

transcriçãoprincipalmente nível de gênica.repressores, ao
Assim, de nitrato ou nitrito no meio irá induzira apresença
síntese de (indução peloenzimas específicaspermeases e

somente na ausência de amónia ou glutamina,substrato) que agem

(repressão pelo produto ou repressão metabólicacomo repressores

1975;pelo nitrogénio) (Arst 1973; ArstCove, Hynes, 8.8.

1989).1985; 1985; PeloWiame et al. , Tomsett,Scazzocchio,
não ligados,genes regulatórios de ação positiva,doismenos,

o nirA e o areA em A.mediam nidulans (oueste equilíbrio: os

correspondentes nit-4 e nit-2 em N. crassa). Deste modo, enquanto

a desrepressão do gene nirA (ou nit-4) é estimulada pela presença

de nitrato ou nitrito, a desrepressão do gene areA (ou nit-2) é

estimulada pela ausência de amónia (Sorger 8. Giles, 1965; Pateman

2

célula após a sua



NITRATO

NITRATO NITRITO AMÓNIA GLUTAMATO GLUTAMINA

1 Via de utilizaçãoFIGURA de nitrato nidulansA.em
1989). letras(Tomsett, El, E2, E3 e E4As

representam, respectivamente, enzimasas
nitrato redutase, nitrito redutase, glutamato
desidrogenase e glutamina sintetase. M.I. e M.E.
significam meios intracelular extracelular,e
respectivamente.
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TABELA 1 - Genes envolvidos na assimilação de nitrato no fungo filamentoso A. n i dulans.

GRUPO DE LIGACÀO FUNCXO (REFERÊNCIAS)

n i aD <n it-3) VIII

(n it-6) VIIIn i i A

n i r A VIII(n it-4)

(nit-2) IIIareA

VIIIcrnA

In i hA

4

cnx ABC,E,F,G,H 
(nit-ABC,l,7,8,9)

Gene estrutural para a enzima nitrito redutase 
(Pateaan et al., 1967)

Gene provavelaentc envolvido no transporte de 
nitrito (Ponbeiro et al., 1983)

Gene regulatorio cujo produto nédia a repressão, 
por aaônia (Arst & Cove, 1973)

Gene regulatorio cujo produto aedia a indução da 
síntese nitrato e nitrito redutases (Pateaan &
Cove, 1967)

Gene estrutural para a enziaa nitrato redutase 
(Cove 6 Pateaan, 1963)

Gene envolvido no transporte de nitrato (Broanlee 
& Arst, 1983)

<■>GENE

II,III,VI,VIII Gene envolvido na síntese do cofator contendo 
aolibdênio, requerido para a atividade das enziaas 
nitrato redutase e xantina desidrogenase (Pateaan 
et al., 1964)

(a): Genes entre parênteses são os homólogos funcionais ea N. crassa (Toasett & Garrett, 1980).



1967; 1979;Cove,L Cove, Tomsett 8. Garrett, 1980; Marzluf et
1989;al., 1985; Arst , Davis 8. Hynes, 1989; Fu et al.» 1989;

1989).Tomsett,
A função regulatória do gene nirA foi sugerida por

(1979), . quando foramCove dois tipos de alelos
mutantes de ação oposta: , constitutivo para a síntese das
enzimas o nirA , que é incapaz de
utilizar nitrato ou nitrito como fonte de ni trogênio (Rand &

Arst, 1978; Tollervey 8. Arst, 1981).
areA codifica uma proteína regulatóriaO que na

de amónia ou glutamina media a de váriasrepressãopresença
e enzimas envolvidas na utilização de várias fontes depermeases

nitrogénio, inclusive nitrato (Pateman 8. Cove, 1967; Cove,
Mutações no gene areA também levam a fenótipos opostos: o

(reprimido) apresenta níveis não detectáveis de enzimas e

permeases sob seu controle e portanto, não permite a utilização

(desreprimido) induz a síntese de enzimas e permeases em
condições seriam reprimidas pela amónia, capacitandoque o
mutante utilizar inclusive acrilamida, L-histidina L-a e
citrulina como fontes de nitrogénio» o que não é possível para a
linhagem selvagem (Hynes, 1975;

Surpreendentemente esta mesma mutaçãoArst, 1982).
reprimir outras atividades repressíveis por amónia. sugerindo que

sítios para o produto do gene diferemreceptores areAos em

estrutura (Wiame et al. , 1985).
modelos foram explicarDois propostos para a

nidulans e N.repressão metabólica pelo nitrogénio em A. crassa:

5

Arst et al., 1989b; Tollervey 8. 
d (areA ) pode

detectados 
c 

o nirA

1979).
r 

areA

de outras fontes de nitrogénio que não sejam amónia ou glutamina;
d

o ' areA

nitrato e nitrito redutases e



glutamina sintetase ou da glutaminaatravés da (Dunn-Coleman &

MacDonald, 1982; Dunn-Coleman et al.,1980;Garrett, 1984). Se a
fosse o efetor direto daglutamina repressão metabólica pelo

seria esperado que mutantes glnA ou gln-lb (nitrogénio, genes
glutamina sintetase em nidulansestruturais A. N.para a e

crassa, respectivamente) se comportassem como selvagens, ou seja,
tivessem reprimidas enzimas de assimilação de nitratoas na

No entanto,glutamina. linhagens com mutaçõesdepresença no
glnA (ou gln-lb) apresentam as enzimas nitratolocus nitritoe

desréprimidasredutases quando cultivadas em glutamina (Dunn-
Coleman k Garrett, 1981; MacDonald, 1982). Por outro lado, a
habilidade de L-glutamina em eluir especificamente proteínaa

(nit-2), quando ligada ao DNA de (DNA-N.repressora crassa
celulose), a própria glutamina seja osugere que co-repressor

1981). Está sendo mais aceito que a glutamina(Grove L Marzluf,
atuaria afinidade do produtodiminuindo do nit-2a gene
pelos sítios receptores, provavelmente ligando-se a este produto

impedindo 1990).sua transcrição (Fu Marzluf, Em A.&e a
glutamina agiria de forma semelhante (Wiame et al..

1985; 1989 ). Um resumo da provável interação dos genes deArst,
A. nidulans envolvidos uti1i zação de algumas fontes dena
nitrogénio está mostrado na Figura 2. Este modelo está alicerçado

' em resultados de análises genéticas, fisiológicas e bioquímicas
vem sendo confirmado e mais intimamente conhecido através dae

Biologia Molecular. Por exemplo, a clonagem do gene nit-2 de N.
crassa e seu uso para transformar linhagens areA de A. nidulans,
permitiu verificar que este gene é expressado e que sua proteína

6

nidulans, a



AMÓNIA (-)
areAOU

0

NITRATO (♦)

, nirAOU
NITRITO

- Modelo ilustrando o possível controlemecanismo de2FIGURA
fontes de nitrogénioutilização de A.da em

nidulans.
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ativa expressão de regulados nitrogéniopeloa genes no
hospedeiro. Isto sugere que apesar da distância evolucionária

regulatóriasorganismos,entre estes duas proteínas sãoas
conservadas conformacional e funcionalmentebastante (Davis .

Hynes, 1987).
0 gene areA foi clonado (Caddick et al., 1986b)

derivada revelouproteína do sequenciamento deste gene uma
estrutura do tipo "zinc-finger", envolvendo de 17cerca
aminoácidos com alta homologia a um dos "zinc-fingers" de GF-1

‘ (uma regulatória para vários genes dos eritrócitosproteína de

(Arst et al., 1989a; 1990;camundongo) Caddick S. Arst, Fu &

Marzluf , 1990). Além disto, vários alelos mutantes do gene areA
apresentam a sequência nucleotídica alterada justamente na região

mostrando que esta região, além
essencialconservadade bem evolutivamente , é para a

funcionalidade da proteína (Arst et al., 1989a, Kudla et al. ,
1990).

Pelo modelo regulatório proposto para a
assimilação de a proteína regulatória donitrato, areAgene
deveria se ligar, juntamente com o produto de nirA, na região 5’
não codificadora dos genes estruturais que são reprimidos pelo
nitrogénio. O sequenciamento dos genes da nitrato redutase (niaD)

nitrito redutase (niiA) (Johnstone et al., 1990) mostroue que
embora suas regiões 5’ não codificadoras possuam pequenos sítios
de homologia existe dupla simetria denãoem comum, a
nucleotídeos (Kinghorn et al., 1990), característica de sítios
de ligação de proteínas regulatórias descritas em leveduras e
fungos (Arndt L Fink, 1986). Por outro lado. a existência de

8
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correspondente ao "zinc-finger”,



sequências características de regiões promotoras (TATA box, bloco
(niaD e niiA)em ambos genesetc) (Kinghorn etCT, 1990)al.,

eles poderiamindica expressados transcritosserque em
apesar de pertencerem ao mesmo "cluster” gênico noindependentes ,

grupo de ligação VIII. A independência funcional dos genes niaD e
havia sido sugerida anteriormente por Arst etniiA al . (1979),

através do estudo genético de mutantes translocaçãocom
localizada entre estes genes.

contraposição este legadorico deEm a
metabolização das principais fontes deconhecimento sobre a

nitrogénio, pouca atenção tem sido dada para os mecanismos de sua
Schloemercaptação. Garrett (1974a) verificaram N.quee em
captação nitrato é mediada por mecanismode decrassa a um

transporte nitrito,ativo. Esta captação, de é
induzida pela presença de nitrato ou nitrito. Nitrito, amónia e

produtos finais da via de assimilação, associaçãoos em com
nitrato, inibem não competitivamente a captação de nitrato neste

• fungo (Schloemer 1974 a). Brownlee eL Garrett, Arst (1983)
reduzemobservaram que mutações no locus crnA de A. nidulans a

pelos conídios e micéliode nitrato jovem, nãocaptação mas
regulaçãoafetam a captação por micélio velho,

o desenvolvimento para esse sistema. Este locua,durante crnA,
também é regulado pelos genes nirA e areA (Unkles et al. , 1991) .
Embora presença de uma permease para nitrito não tenha sidoa
demonstrada formalmente em A. nidulans, a identificação do locus
nihA sugeriu a sua existência (Pombeiro et al., 1983). Mutação no
locus nihA em sensibilidade da linhagem mutanteresultou a

9
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deconcentrações nitrito (70elevadas mM) . linhagemComo a
em nitrato, parece claro que a enzimamutante ni tritocresce

redutase está funcionando normalmente. Assim, foi sugerido que
na captarãoeficiência de nitritomaior resultauma umem

acúmulo intracelular atingindo níveis tóxicos. Por outro lado. a
da amónia contra a toxicidade do nitrito, descrita porproteção

(1977) na linhagem ni iA, não foi observadaRand Arste na
nitrito1inhagem toxicidade do foinihA. contrário,Ao a

aumentada quando a linhagem mutante foi ensaiada em meio contendo
Portanto é provável que a mutação no locus nihAnitrito e amónia.

em uma maior eficiência na captação de nitrito.resultou e que
deve ser totalmente reprimida pela amónia (Pombeiro et al. ,não

1983).
Os objetivos deste trabalho foram:

1) Isolar mutantes com alterações na utilização de
nitrogénio,fontes identificarde tentativa de genesna

envolvidos no transporte de nitrito e distintos do nihA.
2) Estudar o transporte de nitrato e nitrito nas

linhagens selvagem e mutantes.
3) Caracterizar os mutantes isolados quanto ao

efeito do pH, temperatura de incubação e substâncias adicionadas
meio (como ácidos orgânicos, SDS e antibiótico) em função daao

utilização de fontes de nitrogénio.

10



MATERIAL E MÉTODOSII.

II. 1. Linhagens

1inhagensAs de Aspergillus nidulans utilizadas neste
trabalho e estocadas no Departamento de Genética da Faculdade de
Medicina de Ribeirão Preto (USP), estão relacionadas abaixo pelos
símbolos de seus marcadores genéticos. segundo a nomenclatura
proposta por Clutterbuck (1981):

a) veAl (Kafer, 1965).
b) ppyn:

proAl pabaAó yA2 chl!4 nihA (Martinez-Rossic) CHL-14:
Han et al.’,1982;L Azevedo, 1988).

d) inoB2 (proveniente da coleção do Prof. H. ArstN.
Jr.) .
e) biAl facA303 (proveniente da coleção do Prof. H. N.
Arst Jr.).

biAl melAl (FGSC no. A657 gentilmentee
cedida pelo Prof. A. J. Clutterbuck).
g) yA2 inoB2 pacC1.4 (segregante cedido por A. Rossi).
h) wA3 pabaAó palG21 (segregante cedido por A. Rossi).
i) MSE 288): suAladE20 yA2
adE20 wA3 galAl pyroA4 facA303 sB3 nicB8 riboB2
(estes marcadores genéticos estão distribuídos nos oito
grupos de ligação do fungo) (McCully t. Forbes, 1965).

11

proAl pabaA6 yA2 nihA (Pombeiro et al., 1983).

f) pabaAl

("Master Strain E" FGSC no.



("Master Strain F" FGSC no.j) MSF 283): suAladE20 yA2
acrAl galAl pyroA4 facA303adE20 riboB2sB3 nicB8
marcadores(estes genéticos estão distribuídos nos

de 1i gaçãooito do fungo) (McCullygrupos &

Forbes,1965).

ligação ede o fenótipo dasO mutações dasgrupo

linhagens descritas presente trabalho estão mostradosno na

Tabela 2.

II.2. Soluções

II.2.1. Solução de cloroneb

Cloroneb (1,4-dicloro-2,5-dimetoxibenzeno) é um

derivado de hidrocarbonetosfungicida sistémico aromáticos e

Du Pont de Neumors Co.fabricado (USA)I.por E. nome

. comercial de Demosan 65W (Cardoso et al. , 1979).

solução (4 mg/ ml) foi preparadaA aquosa

imediatamente do e aquecida em banho-maria 15antes uso por

Aminutos. concentração usada levou em conta somente o produto

ativo, que corresponde a 65$ do produto bruto.

ÍI.2.2. Solução de benomil

Benomi1 [meti 1-1-(butiIcarbamoi1) 2-

benzimidazol carbamato] é um fungicida sistémico, derivado do

benzimidazol e fabricado por E. I. Du Pont de Neumors & Co. (USA)

12
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TABELA 2 - Relação das nutacoes em A. nidulans presentes nas linhagens utilizadas neste trabalho.

GRUPO DE LIGACSOSÍMBOLO GêNICO FENOTIPOS

Resistência à acriflavinaIIacr Ai

I ‘adE20 Auxotrofia para aoenina

b i Ai I Auxotrofia para biatina

Resistência e dependência parcial ao cloronebchli4 III

gal Ai III

£acA303 V

inoB2 IV Auxotrofia para inositol
Produção excessiva de pigaento escuromel Ai VII

n icB8 Auxotrofia para ácido nicotínicoVII
n i hAi I

Auxotrofia para ácido p-aiinobenzóicopabaA6 I
pacCi4 VI

IIIpalG2i

I Auxotrofia para prolinaproAi
IV Auxotrofia para piridoxinapyroA4

VIIIr i boB2 Auxotrofia para riboflavina

VIsB3 Auxotrofia para tiossulfato
suAiadE20 I Gene supressor de adE20
veAl Conídios verdestindependente da presença de luz)VIII

Conídios amarelosIyA2
13

Incapacidade de crescer ea elevadas 
concentrações de nitrito, coso fonte 
de nitrogénio

Incapacidade de utilizar galactose, 
coffio fonte de carbono

Incapacidade de utilizar acetato, 
como fonte de carbono

Gene regulatório de aeplo doaínio e mediador 
da resposta ao pH extracelular

Gene estrutural para fosfatase alcalina 
constitutiva



nome comercial de Benlate (Cardoso et al . , 1979).
solução alcóolica (1 mg/ ml de foietanol)

preparada imedratamente antes do uso, levando-se em conta somente
o produto ativo, 50% do produto bruto.

II.2.3. Solução de vitaminas

solução, utilizada doEsta meiopreparono
completo, é constituída de:
Ácido fólico 25 mg
ácido nicotínico 100 mg
Ácido p-aminobenzóico 10 mg
B-mesoinosi tol 200 mg
Biotina 1 mg

100 mgCloreto de colina 
Piridoxina 50 mg
Riboflavina 100 mg
Tiamina 50 mg
Água destilada estéril até completar 100 ml

solução duranteA
15 minutos e guardada no refrigerador sobescuro,
clorofórmio.

Hidrolisado de ácido nucléico de levedurasII.2.4.

As soluções de ácido nucléico em meio ácido (2g/
15 ml de em meio alcalino (2 g/ 15 ml de IN) ,HC1 IN) NaOHe

14

foi aquecida em banho-maria 
o 

a 4 C em frasco

com o

que corresponde a



obtidas . após aquecimento por 20 minutos banho-maria , foramem
o pH ajustado em 6,0. . A mistura foimisturadas e o

volume completado com água destilada até 40 ml ,e estocada a
sob clorofórmio.

II.2.5. Requerimentos nutricionais

Para o crescimento das linhagens auxotróficas, o
seguintesmeio mínimo foi suplementado com requerimentosos

dissolvidos em água:

0,1 mlÁcido nicotínico 10 mg 0,50 ug/ml
0,1 ml 0,25 ug/ml

Acri f1avina 50 0 mg 20,0 ul 3,75 ug/ml
Adenina 500 mg 0,1 ml 25,00 ug/ml
Biotina 4 mg 0,1 ml 0,20 ug/ml
Inositol 0,1 ml 30,00 ug/ml
Piridoxina 0,1 ml 0,25 ug/ml
Prolina 1 mg 0,1 ml 50,00 ug/ml
Riboflavina 10 mg 0,1 ml 0,50 ug/ml
Tiossulfato de sódio 25 g 0,1 ml 1240 ug/ml
(a) : acriflavina foi adicionada para ensaiar a resistência daA
linhagem MSF e dos segregantes obtidos.
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f i1trada, 
o

4 C,

Concentração 
final do re­
querimento no 
meio

Volume da solução 
estoque adicionada 
por placa de Petri 
( 20 ml de meio )

Ácido p-aminobenzóico 5 mg 
(a)

Solução estoque 
(volume completa­
do para 100 ml)

600 mg
5 mg



Solução de elementos-traço (Cove,II.2.6. 1966)

solução ,Esta ut i 1i zada do meiono preparo
é constituída dos seguintes sais:mínimo,

Borato de sódio decahidratado 40 mg
Sulfato de cobre pentahidratado 400 mg

Sulfato de ferro heptahidratado 532 mg
Sulfato de manganês monohidratadato 292 mg

800 mgMolibdato de sódio bihidratado 

8 gSulfato de zinco heptahidratado 

1000 mlÁgua destilada até completar 

II.3. Meios de Cultura

II. 3.1. Meio mínimo de C.ove (1966)

. de cultura seguinteEste meio tem a

composição:

0,52 gSulfato de magnésio heptahidratado 

0,52Cloreto de potássio 9
Fosfato de potássio monobásico 1,52 g

1,0 mlSolução de elementos-traço 

1000 mlÁgua destilada até completar 

6,8 meio foiajustarApós PH emo o*

autoclavado 1 atm de pressão por 20 minutos. fontes deAsa

carbono nitrogénio foram autoclavadas separadamente entãoee

adicionados ao meio. Quando não mencionado, glicose (55 mM) foi

16



fonte de carbono e tartarato de amóniousada (10 mM)como como
fonte de nitrogénio. Para a preparação de meio mínimo sólido foi

antes da autoclavagem, 1,3 ç de agar por 100 mladicionado, de
meio.

II.3.2. Meio completo de Pontecorvo et al. (1953) e
modificado por Cove (1966)

Este meio de cultura apresenta seguintea
composição:

2,0 gPeptona 
Caseína hidrolisada 1,5 g
Extrato de leveduras 1,0 g
Solução de vitaminas (preparada conforme descrita no item
II.2.3.) 2,0 ml
Hidrolisado de ácido nucléico de leveduras ( preparado
conforme descrito no item II.2.4.) 2,5 ml
Meio mínimo líquido (preparado conforme descrito no item
II.3.1.) para completar 1000 ml

Após ajustar o pH em 6,8 , o meio foi autoclavado a 1
atm de pressão por 20 minutos. As fontes de carbono e nitrogénio

respectivamente,utilizadas foram, glicose (55mM) e tartarato de
ambas autoclavadasamónio separadamente.(lOmM), Para a

preparação de meio sólido foi adicionado, antes da autoclavagem.
1,3 g de agar por 100 ml de meio.

17



Métodos de cultivoII .4.

II.4.1. Preparação da suspensão de conídios

Conídios crescimento dasapós o

contendo 0,01% de Tween 80. A suspensão foi vigorosamente agitada
para desagregar as cadeias de conídios, filtrada em lã de vidro e

3000 rpm em uma centrífuga Excelsacentrifugada por 5 minutos a
foi descartado precipitado foi2. sobrenadanteO oe

ressuspend ido conídiossolução salina. número deO porem
estimado,mi 1ilitro foi contando-os em câmara de Neubauer sob

microscópio.

II.4.2. Estoque das linhagens

Para uti1i zação diária, linhagens foramas
em tubos de ensaio contendo meio completo inclinado, a

a preservação por longos períodos, as linhagens sãoPara
em grânulos de sílica gel. recémmantidas Neste caso, esporos

obtidos ressuspend idos leitesão algumas gotas de Póem em
diluído a 5$ e transferidos para tubos de ensaio contendo sílica
gel esterilizada.' Para a utilização de uma determinada 1inhagem
alguns sílica são colocados em placas de Petrigrânulos de
contendo meio completo. Esta técnica permite que os repiques das
linhagens sejam sempre obtidos de um mesmo evitando-seestoque,
assim subculturas sucessivas.
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mantidas 
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4 C.

obtidos 
o 

linhagens por 4 a 5 dias a 37 C foram coletados em solução salina



II. 5 . Métodos de isolamento de mutantes

II.5.1. Indução com luz ultravioleta

Três mililitros de uma suspensão de conídios da
1inhagem inoB2 (preparada conforme descrito no item II.4.1.)
foram colocados uma placa de Petri irradiados luzem e com
ultravioleta de 15 Watts (Germicidal G15T8) por 180 segundos em
câmara à uma distância de 20 Após este tratamento,escura, cm.
que permite uma sobrevivência em torno de 15% , os conídios foram

completo
incubadas 36 a horas.48 As colónias forame a por

transferidas, através de replicador coberto com veludo, para meio
mínimo contendo nitrito de sódio 70 mM e citrato 20 mM e para
meio mínimo contendo nitrato de sódio 70 mM. Citrato, além de ser
amplamente utilizado como agente tamponante (Rossi Arst, 1990),

interferir produção extrusão dee/ou prótonsparece na em
nidulans comunicação pessoal).(A. Rossi, Após

as colónias que apresentaram
muito pobre nitritocrescimento meio suplementadoem com e

citrato isoladas,foram quando o crescimento nitrato foiem
normal .

Cruzamento entre as linhagens inoB2 e wA3 pabaAôII.5.2.
palG21
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culturas de A. 
o 

incubação a 28 C por 36 a 48 horas,

imediatamente semeados em placas de Petri contendo meio 
o 

28 C



linhagem wA3 pabaAô palG21,A A.isolada por
Rossi após tratamento com óxido de nitroquinolina foi(NQO),

meio sólido suplementado com tartarato de amónio 10 mM como fonte
nitrogénio.de cruzamento destas duas 1inhagensO teve como

objetivo a seleção de segregantes portadores da mutação inoB2 e
tenha afetada uti1i zação dessa fonte de nitrogénio.que a

meióticos, obtidos foramSegregantes deste cruzamento ,

Após estemeio completo
1inhagens inoculadas auxí 1io detempo foramas o umcom

1976)replicador muitif io (Azevedo al. , meio mínimoet em
suplementado com inositol, citrato (20 mM) seguintes
fontes de nitrogénio: nitrito de sódio (70 mM), nitrato de sódio
(70 mM) e tartarato de amónio (10 mM).

II.6. Caracterização dos mutantes

Possíveis alterações uti1ização de fontes dena
nitrogénio pelos mutantes , foram detectadas através
crescimento

presença e ausência depor na
• citrato (20 mM) . ensaiadas seguintes fontes deForam as
nitrogénio: tartarato de amónio, nitrato de sódio, nitrito de
sódio nas concentrações 10, 70,35, 105 uréia 5 mM,140 mM,e
ácido úrico 0,6 mM, xantina 0,7 mM e hipoxantina 0,7 mM.
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do 
o

28 Cradial das colónias incubadas em meio mínimo a 
o

96 horas ou a 37 C por 72 horas,

e uma das

utilizada no presente trabalho por apresentar crescimento ralo em

e incubados a
inoculados em 26 pontos prefixados em uma placa de Petri contendo 

o '
28 C por 36 a 48 horas.



II.7. Análise genética

II.7.1. Obtenção de heterocários e diplóides

primeira etapaA análise genéticapara a
consiste na obtenção de heterocários, que resultam da inclusão de
dois núcleos geneticamente diferentes em um citoplasma comum.

linhagens mutante e "Masters"As (MSF ou MSE) ,
colorações de conídios diferentes auxotrofiascom e

complementares, foram alternadamente inoculadas em meio completo
distância média de 5 mm. Após incubação por 24 horasa a
interfaces formadas pelo contato entre as linhagens foram

transferidas meio mínimo. A cada período de 3 a 5 dias ,para
da frente de crescimento,segmentos onde observa-sepequenos

claramente hifas produzindo conídios de ambas as linhagens, foram
sucessivamente meio mínimo atétransferidos setorespara que
diplóides se desenvolvessem. Estes diplóides, além de crescerem
em meio mínimo, apresentam o diâmetro dos conídios 1i geiramente
maior dos conídios haplóides lhes deram origem,que o que
auxiliando a sua caracterização. A medida dos conídios foi obtida
através microscópio equipadode ocular micrométrica,um com
uti1izando-se como critério somente cadeias com cinco conídios.

dePara cadeias conídios, lâminas foramaspreservar as
(1:10). 0 resultado obtido parapreparadas com lisofórmio diluído

cada diplóide foi sempre comparado com o das linhagens originais.
convenção, decomponentesPor os um

núcleo diplóide foram representados com o símbolo // entre eles.
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II.7.2. Análise mitótica

A análise mitótica foi efetuada através do ciclo
parassexual. Este sexo,

pode ocorrer recombinação genética sem necessidadepois de um
processo sexual através da meiose (Pontecorvo k Roperr 1952). As
linhagens diplóides foram haploidizadas através de aneuploidias
sucessivas até o estágio haplóide estável fosse atingidoque

1961).(Kafer, os marcadores genéticos de um mesmoDeste modo,
grupo de ligação segregam como uma unidade e cada gene mutante em
estudo pode ser relacionado com um grupo de ligação particular,

nos oitodesde que se utilize uma linhagem com marcadores grupos
de ligação.

induzir a haploidização, inoculou-sePara os
diplóides em meio completo contendo benlate (0,63 ug/ml de meio)

(Azevedo L Santana,
os setores haplóides

purificados em meio completo.■ foram Estes segregantes haplóides
(segregantes mi tóti cos) foram inoculados um 26 pontos
prefixados em placas de Petri contendo meio completo. Após 2 dias

esta placa serviu como mestra e foi replicadade incubação, em
placas de análise, usando-se um replicador contendo 26 fios de
níquel-cromo (Azevedó et al., 1976).

análise do genótipo de cadaA segregante foi
feita meio mínimo suplementado requerimentososem com
nutricionais, aquele sob análise. Os genótipos galAlexceto e
facA303 foram identificados meio mínimo suplementadosem
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(Hastie, 1970) ou cloroneb (20 ug/ml de meio) 
o 

1975). Após 7 a 10 dias de incubação a 37 C,

a um em

ciclo se constitui numa alternativa de



respectivamente carbono.
identificação de mutações relacionadas àPara uti1ização dea

de nitrogénio»fontes o meio minimo foi suplementado oscom
requerimentos nutricionais e a fonte de nitrogénio sob análise. O

48 e 72 horas de

II.7.3.. Análise meiótica

análi se meiótica nidulansA estáA.em
fundamentada no estudo de cleistotécios híbridos» obtidos através
do seu ciclo sexual. As interfaces formadas pelo contato entre as

foram implantadas em meio mínimo e
por 48 horas. Após este período, as placas de

Petri após 15 a 20 dias de
incubação observou-se formação de cleistotéciosa a
maduros. cleistotécios maiores são retirados sob lupaOs e
rolados placas contendo meio mínimo separá-los dosem para
conídios células de Hulle aderentes paredes. Cadae suasa
cleistotécio isolado transferido para umfoi tubo de ensaio

1,0 ml de solução salina e esmagado contra a paredecontendo do
tubo liberação dos ascósporos. estria deUma cadapara a
suspensão de ascósporos foi feita em meio completo (6 estrias em
cada placa) para determinar quais cleistotécios híbridos.eram
Diluições destes cleistotécios híbridos foramdos ascósporos
inoculados em placas de meio completo de modo a se obter 30 50a
colónias placa. colónias resultantes (segregantesAspor
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linhagens (veja item II.7.1.)» 
o 

incubadas a 37 C,

crescimento das colónias foi analisado após 24, 
o o

incubação a 37 C ou 28 C.

foram vedadas com fita celulósica e, 
o

37 C,

com galactose ou acetato como fonte de



foram inoculadas em 26 pontos prefixados de uma placameióticos)
meio completo (placa mestra). cadacontendo progénie deA

foi analisada (como descrito no item II.7.2.),cruzamento em
auxotrofia, a 1terações na utilização dereláção fontes dea

características consideradasnitrogénio outras relevantes.e
analisados pelo menos 250 segregantes de cada cruzamentoForam e

de ligação genética foram calculados função davalores emos
porcentagem de recombinantes entre todos os segregantes meióticos
analisados.

cada degenética da herança debaseA gene
deverificada através da relação entre o númerointeresse foi

cl ei stotéci omutantes e selvagens provenientes de umascósporos
híbrido.

II.7.4. Relação de dominância

A mutados quandodosexpressão emgenes
descrito no item II.7.1.) observada•heterozigose foi(conforme

através do fenótipo apresentado pelo diplóide e comparado ao das
Se a característica do mutante ou selvagem1inhagens parentais..

era manisfestada caráterdiplóide, considerou-se comoono
característ i cadominante ou recessivo. respectivamente. Se a

diplóide fosse intermediária entre mutantepeloapresentada e
selvagem, a mutação seria denominada codominante.
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II.7.5. Teste de alelismo

O teste de alelismo tem por finalidade verificar
mutaçõesse no mesmo

grupo de ligação são alélicas. A técnica consiste em cruzar duas
1inhagens apresentam determinada mutação no mesmo grupo deque
1 igação analisar as características sob estudo de peloe menos
100 ascósporos r provenientes de um cleistotécio híbrido (veja
item II.7.3.) . Esta análise fornece evidências. da posição
relativa das mutações.

II.8. Análise bioquímica

II.8.1. Captação de nitrato

captação de nitrato pelos conídios e micélioA
através da diminuição da quantidade de nitratofoi estimada no

meio em função do tempo. O método para determinação de nitrato
descrito (1967) é fundamentadoCause leitura dapor na

em 210absorbância após o tratamento da amostra ácidonm, com
5% .perclórico a

de 5 conídios (obtidos conformeCerca
descrito II.4.1.) foram inoculados em 50 deml meioitemno
mínimo suplementado nitrato • 101íquido mHe com os

agitação (pré-incubação necessária para a desrepressão do sistema
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e 
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requerimentos nutricionais. Após incubação por 4 horas a 37 C sob

com as mesmas características e mapeadas



de captação e metabolização de nitrato), o meio foi centrifugado
3000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante descartadoa

lavados com 10 ml de meio mínimo sem fonte de nitrogénio. Para se
influência da concentração de nitrato na velocidadedetérminar a

conídioscaptação, estes pré-incubados foramde sua
meio quantidades determinadasressuspendidos deem

nitrato deAmostrase
meio 15 302,0 ml do foram coletadas a cada minutos,ou

filtradas, diluídas em ácido perclórico e procedida a leitura da
O cálculo da velocidade de captação deabsorbância em 210 nm.

foinitrato pelo fungo, em função de sua concentração no meio,
feito pela diferença entre o nitrato presente no início e no
final de cada intervalo de tempo, - 5714. Para

decalcular a velocidade de captação em
foram ondenitrato, consideradas ocorreram

de1inear intervaloscaptação pelo dois tempoem menos
consecutivos.

se utilizou micélio para os experimentos
captação,de conídios foram inoculados em 50 ml de meio

Após incubação a
e verificação que todo o

adicionadasnitrato adicionado havia sido consumido, foram
quantidades determinadas de nitrato nesse meio. A velocidade de
captação de nitrato foi então medida como descrito acima.
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contendo 
o

incubados a 37 C sob agitação (160 rpm).

Quando 
8 

5 x 10
mínimo líquido suplementado com nitrato 1,5 mM. 

o
37 C por 15 horas sob agitação (160 rpm)

utilizando um E 
M 

função da concentração
apenas as medidas

e os conídios



II.8.2. Captação de nitrito

captação de nitrito pelos conídios bemA como
micélio foi estimada medindo-se a diminuição dapelo quantidade

nitrito no meio de cultura em função do tempo.de métodoO de
de nitrito é fundamentado na formação de um saldeterminação de

reaçãodiazônio, nitrito com sulfanilamidapela de meioem
ácido. A posterior reação com N-(1-nafti1)eti1enediamina (NNEDA)
resulta (Snel1
Snel1, 1949) .

desrepressão do sistema de captaçãoA e
metabolismo nitrito, tanto nos conídiosde micélio,como no
seguiu o mesmo procedimento descrito para a captação de nitrato
(veja item II.8.1.) . em
meio quantidades determinadas de nitrito,contendo soba
agitação (160 rpm), amostras de 2,0 ml foram retiradas a cada 15

30 minutos, diluídas e misturadas com 1,0 ml defi1tradas,ou
destilada.sulfanilamida (1%) e 1,0 ml de NNEDA (0,02S) em água

Após 10 minutos de repouso ã temperatura ambiente foi lida a
absorbância em 540 A velocidade de captação de nitrito foinm.

do mesmo modo descrito para a captação de nitratodeterminada
(veja item II.8.1.), - 29895.

II.8.3. Determinação dos parâmetros cinéticos

cinéticos de estado estacionárioparâmetrosOs
(Ks e Vlim), utilizados para a caracterização de enzimas, foram
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Após incubação dos conídios ou micélio 
o 

37 C

usando-se neste caso um E
M

em um complexo colorido que absorve em 540 nm



determinados para as velocidades de captação de nitrato e nitrito
função de suas concentrações, conforme procedimento gráficoem

descrito por Lineweaver
constante de interação (h)A foi determinada

procedimento gráfico, de Hill descrito Koshlandconforme o por
Todos experimentais foram efetuadospontos(1970). os em
com pelo menos 3 repetições de cada experimento.duplicata,
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. III. RESULTADOS

Uti 1izando-se os métodos descritos no item II. 5 foram
identificadas linhagens de nidulansA. possíveisonze com

fontesalterações uti1ização nitrogénio.de de Estasna
alterações foram detectadas crescimentoatravés do colonial
(medida do em

Por apresentarem características em comum. estes mutantes
foram agrupados em quatro classes, representados pelos seguintes

1) crescimento restrito em elevadas concentraçõesfenótipos: de
ni trito fonte de nitrogénio; 2) crescimento reduzidocomo na

de citrato; 3) crescimento ralo e produção de pigmentopresença
de amónio 10 mM alteraçãotartarato 4)excetoescuro , eem

morfológica em tartarato de amónio 10 mM. A Tabela 3 mostra a
origem e o genótipo de um mutante representativo de cada classe.

.restritoIII.1. Mutantes crescimento elevadascom em
concentrações de nitrito como fonte de nitrogénio

III.1.1. Caracterização

Além do isoladomutante 1 neste
trabalho, foram estudadas duas outras linhagens que apresentam
restrição do crescimento radial em elevadas concentrações de
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várias fontes de nitrogénio, 
o 

a 28 C.

diâmetro) e/ou morfologia das colónias crescidas 
o 

durante 72 horas a 37 C ou 96 horas



TABELA 3 - Descrição sumária da origem e genctipo dos mutantes estudados.

GENOTIPO CARACTERISTICAS

í (n ihB ) A inoB2

inoB22 (ctsA) A

inoB23(melC) B

Alteração morfológica em tartarato de amónio ÍB mHC yA2 inoB2 pacC144 (pacC)

(b) As indução com luz ultravioleta durante 180 segundos.

B: cruzamento entre as linhagens inoB2 e wA3 pabaAó palG2i.

C" linhagem cedida por A. Rossi.

i
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Produção de pigmento escuro, exceto 
em tartarato de aaonio (10 otí)

Redução do crescimento radial na presença de 
citrato

Crescimento restrito em altas concentrações de 
nitri.to, como fonte de nitrogénio

<b>ORIGEMMUTANTE<">

(a): Entre parênteses estão os loci responsáveis pelas características aqui descritas e que foram 
identificadas no decorrer deste trabalho.



(Pombeiro et al., 1983)nitrito: e CHL-14 (Martinez-Rossi &ppyn
Han et al. , 1988).1982;Azevedo ,
A (140

cultivadaquandomM) condições, 1inhageme nessas a
inoB2 tem seu crescimento reduzido em cercaselvagem de 50%,

o crescimento em tartarato dequando comparado amóniocom ou
nitrato de sódio (Tabela 4). Além disto, 1inhagemesta não

conidiaçãoapresenta (Figura 3) tem crescimento radiale o
reduzido em cerca de 40 a 60%, em todas as fontes de nitrogénio
ensaiadas (Tabela 4). Citrato reduz o crescimento das linhagens
selvagem e mutante praticamente nas mesmas proporções, exceto em
ni trato onde crescimento linhagemda mutante não foio
significativamente afetado (Tabela 4). A-Tabela 5 mostra que, ao
contrário do nitrito de sódio, elevadas concentrações de
tartarato de amónio nitrato de sódio não interferemou no
crescimento radial das linhagens 1 e selvagem. A linhagem inoB2

em 140 mH de nitrito,
• quando cultivada linhagem 1a com a
(Tabela 6). a análise genética deste mutante foi

em meio suplementado com nitrito 140reali zada mM. As
linhagens CHL-14 e ppyn, usadas como controle neste experimento,
apresentaram uma maior inibição do crescimento radial na presença
de que a linhagem 1 (Tabela 6) ,nitrito sugerindo diferentes
níveis de toxicidade.

associação de tartarato de amónio nitritoA e
o efeito tóxico do nitrito nas linhagens ppyn epotência CHL-14

(Pombeiro et al.,(Tabelas 6 e 7) 1983). No entanto, o mesmo

31

linhagem 1 não cresce em nitrito de sódio 
o 

a 28 C

Por esta razão, 
o 

a 37 C,

praticamente recuperou o crescimento radial 
o 

37 C, o que não ocorreu



   

Tartarato de aaônio 10 29,5+1,8 17,5+1,9 23,8+1,3 13,0+0,0
Nitrato de sódio 70 32,5+1,4 17,8+3,4 25,5+1,9 16,5+2,1
Nitrito de sódio 10 31,0+0,8 17,3+2,5 24,8+1,2 13,5+2,1
Nitrito de sódio 140 15,0+0,0 0,0 n.d.. n.d.
Xant ina 0,7 30,0+0,9 18,3+2,5 23,8+1,9 13,0+2,8

Hipoxantina 0,7 28,7+0,8 15,7+3,0 25,5+8,6 12,0+2,8

Ureia 5,0 29,8+1,5? 15,3+1,5 20,3+1,7 12,0+1,4
Ácido lírico 29,8+1,10,6 17,0+4,2 26,3+0,5 13,0+2,1

   

(a)s Os valores dc diâmetro são a média + desvio padrão de pelo nenos 4 experisentos

n.d.: não determinado.
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FONTE DE •
NITROGÉNIO

 PRESENÇA DE CITRATO.
. inoB2 1

CONCENTRADO
(bN)

AUSÊNCIA DE CITRATO
inoB2 1

<* >
TABELA 4 - Diânetro de colonias (ea aa) das linhagens inoB2 e 1, após cresciaer.to por 96 

horas a 28 C, cm ceio aínimo suplementado com diferentes fontes de nitrogénio, na 
ausência e presença de citrato (20 bM).



FIGURA 3

33

Crescimento das linhagens inoB2 (A) e 1 (B), 
por 96 horas a 28 C., em meio mínimo contendo 
nitrato de sódio (70 mM) ou nitrito de sódio 
(70 mM) como fonte de nitrogénio.



1

29,5+1,8 17,5+1,9

35 28,5+0,7 19,0+1,4

70 26,0+0,0 16,0+1,4

17,0+1,4105 25,5+0,7

25,0+0,0 17,0+1,4-140

33,0+0,710 19,0+2,1

35 31,5+0,7 16,0+1,4

32,5+1,4 17,5+3,4

105 32,0+0,0 15,0+0,0

' 140 33,0+0,0 18,0+0,0

31,0+0,8 17,3+2,5

35 30,3+1,2 12,2+4,7

11,8+2,270 25,4+1,4

16,5+2,8105 3,5+2,1

15,0+0,0 0,0

(b): Dados retirados da Tabela 4.
34

Nitrito 
de sedio.

o
TABELA 5 - Caracterização das linnagens inoB2 e 1, após o cresciaento a 28 C por 96 horas, 

em meio aínimo suplementado com diversas fontes de nitrogénio.

Nitrato 
de sódio

FONTE DE 
NITROGÉNIO

Tartarato 
de amónio

(a): Os valores do diânetro das côlcnias (em aa) representas a sedia + desvio padrão de 
pelo menos 4 experimentos independentes.

CONCENTRADO 
(aM)

<b>
10

<te>
10

Cb>
140

<b>
70

(a)
________DIÃNETRO__
inoB2



inoB2 CHL-14ppyn

29,5+0,410 26,0+0,0 30,0+0,0 17,6+0,5

70 35,7+1,5 25,5+0,7 40,010,0 17,2+0,5

10 33,7+0,6 24,0+0,0 37,0+0,0 26,7+0,9

20 33,710,7 25,0+1,0 28,5+0,7 17,0+3,5

31,3+0,635 22,0+2,6 2,3+0,6 2,0+0,0

70 29,0+1,0 21,3+3,7 0,0 0,0

25,7+0,6 0,0 0,0 0,0140

35

Nitrito 
de sedio

o
TABELA 6 - Caracterização das linhagens inoB2, 1, ppyn e CHL-14, após o cresciacnto a 37 C per 

72 horas, et» meio ainimo suplementado coiâ diferentes fontes de nitrogénio.

Nitrato 
de sódio

FONTE DE 
NITROGÉNIO

Tartarato 
de amónio

(a>í Os valores do diâmetro das côlonias (em as) representa» a sedia + desvio padrão de pelo 
menos 4 experimentos independentes.

C0NCENTRAC20
(sM)

(a)
DIÂMETRO  

i



veAÍ CHL-14ppyn

29,5+0,40 32,5+0,7 26,0+0,0 31,0+2,8 17,6+0,5

10 33,0+1,034,5+0,7 29,3+0,6 25,5+2,1 14,5+1,7

30,7+0,620 36,5+0,7 34,7+0,6 11,0+0,0 14,3+0,6

35 37,5+0,7 36,3+0,6 34,0+2,6 0,0 0,0

0,0 0,035,5+0,7 32,0+1,7 24,0+5,670

26,7+0,6 0,0 0,0 0,025,3+0,6140

36

(a): Os valores do diâaetro das cclcnias (eta sn) representas a nédia + desvio padrão de pelo 
menos 4 experimentos independentes.

TABELA 7 - Caracterização das linhagens veAi, inoB2, 1, ppyn e CHL-14, apcs o cresciaer.to a 
37 C por 72 horas, en ®eio aínino suplementado coo tartarato de aaônio (10 atí) e diferentes 
concentrações de nitrito de sódio.

TARTARATO DE AMÓNIO (10 mM) 
+ NITRITO OE SÓDIO (mH)

(a)
_____DIÂMETRO
inoB2 1



resultado não foi observado para a linhagem 1 (Tabelas 6 e 7) .

Tabela 8 mostraA sensibi1 idadeque a ao
nitrito apresentada pela linhagem 1, CHL-14 e ppyn parece não ter
sido afetada pela temperatura de incubação. A dependência parcial
da 1inhagem CHL-14 pelo fungicida clóroneb parece ser . afetada
pela temperatura de incubação pela fonte de nitrogénioe
utilizada (Tabela 8).

Tabela 9 mostra que cloreto de potássio 0,6A M
afetapraticamente não toxicidade do quandoa as

III.1.2. Análise genética

locusnúmero de envolvidoO na
sensibilidade a elevadas concentrações de nitrito foi determinado

daatravés análise dos segregantes meióticos provenientes do
cruzamento entre a linhagem 1 (conforme descrito no item
II.7.3) . •Ascósporos sensíveis ao nitrito (140 mM) normaise
segregaram na proporção 1:1 (Apêndice 1), indicando que um único
locus é responsável, por esta sensibilidade. Todos os segregantes
sensíveis ao nitrito apresentaram, como a linhagem 1, morfologia

ausência de conidiação.compacta Os que cresciam em nitritoe
• tinham normal, indicando que a mesmamorfologia mutação seja

características.provavelmente responsável por ambas
análise mitóticaA dos segregantes

haplóides provenientes do diplóide heterozigoto 1 // MSF (veja
item II.7.2) mostrou que o locus responsável pela sensibi1 idade

37

nitrito, 
o 

linhagens 1, ppyn e CHL-14 foram incubadas a 37 C.

e a MSF
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CHL-14veAÍ 1ppyn

32,510,7 17,6+0,5 26,0+0,030,0+0,0ausente

39,0+2,0presente 39,7+2,0 14,5+0,7 25,5+0,7

37,0+1,4 17,2+0,5 25,5+0,740,0+0,0ausente

35,5+0,7 31,5+0,7 11,5+0,7 18,0+1,4presente

0,029,7+0,6 0,0 21,3+3,7ausente

0,0 19,5+0,734,0+0,0 0,0presente

ausente 0,0 0,025,5+0,7 0,0
0,0 0,029,0+1,4 0,0presente

h.d.s não deterainado.

39

' (a)í Os valores do diâmetro das cólonias (em ma) representam a média + desvio padrão de pelo aenos 
4 experimentos independentes.

CLORETO DE 
POTáSSIO 
(0,6 K)

FONTE DE 
NITROGÉNIO 
(concentração)

Ni tr i to 
de sódio 
(70 bíM>

N i tr i to 
de sódio 
(140 iM)

Nitrato 
de sódio 
(70 mH)

Tartarato 
de amónio 
(10 bM)

(a)
,-DI^.ETRO__

’ o
TABELA 9 - Caracterização das linhagens veAi, ppyn, CHL-14 e 1, após o crescinento a 37 C por 

72 horas, em meio nínino suplementado cos diferentes fontes de nitrogénio, na presença e 
ausência de cloreto de potássio (0,6 M).



pois não foiao
nih nih (Apêndice

2) . O
creácimento normal diplóide heterozigoto nihBldo MSF em
nitri to (140 . mH), indicou esta mutação é recessiva. Aque
frequência de recombinação meiótica entre nihB e acr A, ambos no

grupo de ligação, foi de 42% (Apêndice 3), indicando quemesmo
não deve haver ligação genética entre eles.

III.1.3. Análise bioquímica

velocidade de captação de nitratoA e
pelos mutantes ppyn e CHL-14 foram medidasnitrito d iversasem

condições experimentais, como descrito no item II.8. Pelo fato da
linhagem 1 não apresentar conídios, a captação de nitrato e
nitrito desta linhagem não foi analisada.

III.1.3.1. Captação de nitrato

A Figura 4 mostra que a
desrepressão da captação de nitrato ocorre após cerca de
minutos,
em meio suplementado com nitrato de sódio 500 uM. A linhagem ppyn

iniciasó a captação de nitrato após 270 minutos, sendo este
atraso em relação a linhagem selvagem praticamente corrigido pela
mutação chll4 (Figura 4) . Independentemente deste aspecto, os

40

180 
o 

quando o micélio da linhagem selvagem é incubado a 37 C

nitrito está localizado no grupo de ligação II, 
s + r

observado segregantes dos tipos acr nih ou acr
Este locus passou a sér designado nihB e a mutação nihBl.
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e CHL-14 (O) em função do tempo.



valores das velocidades de captação de nitrato pelas 1inhagens
ppyn e CHL-14 é cerca de duas vezes aquele obtido para a linhagem
selvagem (Figura 4) . Esta evidência indicarparece aque
saturação da captação pelos mutantes ocorre concentraçõesem

Um fenômeno semelhante é observadode nitrato.menores para a
captação de nitrito 500 uM, ou seja. um atraso em cerca de 1 hora

desrepressão da captação pela linhagem ppyn e correção destena
efeito na linhagem CHL-14 (Figura 5). Entretanto , a velocidade de
captação de nitrito pela linhagem ppyn é menor que mostradaa
pelas linhagens selvagem e CHL-14 (Figura 5) sugerindo aque
saturação da captação somente concentrações ma isocorre em
elevadas de nitrito.

Figura 6 mostraA como
nitrato pelos conídios dasexemplo, captação dedecurvas

linhagens biAl facA303, ppyn e CHL-14. A partir de curvas como
estas, foram calculadas as velocidades estacionárias de captação

6A) .(Figuracada concentração de nitrato testada A(v) para
linhagem biAl facA303 mostra uma curva bifásica para o gráfico da
velocidade dewcaptação em função da concentração de nitrato, o

de captaçãodois sistemasa existência depode indicarque
cujo valor estimado da Ks éum de menor afinidade,(Figura 6A):

com o valor estimadocerca de 1,1 mM e outro de maior afinidade,
da Ks igual a 0,5 mM (Tabela 10). O respectivo gráfico do duplo-

(Figura 6B) ,baixorecíproco concavidademostra para com
(Figura 6C), característicaigual a 0,9 decoeficiente de Hill
quando consideramos somente asPorém,cooperatividade negativa.

velocidades determinadas para as concentrações de 0,8 a 5,5 mM, o
igual a 1,95 (Figura 6C’) . quandocoeficiente EHill foide

42
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FIGURA 5 - Captação de nitrito (500 uM) 
das linhagens selvagem (□), 
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TABELA 10 - Parâoetros cinéticos estimados para o sisteaa de captação de nitrato em A.nidulans.

LINHAGEM h

0 a 0,8biAí facA303 ♦,5 13

2,20 a 5,5 1,8 0,9

0,8 a 5,5 14 1,6 1,95

0,450 a 0,7 0,2ppyn

1,0 0,88 0,880 a 5,1

0,7 a 5,1 14 0,88 1,0

0 a 0,8 0,70,3CHL-14

0,90,52 0,880 a 5,6

0,9 1,250,8 a 5,6 0,46

46

CONCENTRACaO
(mH)

VI im 
(usol/ain)

Ks 
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plotamos o duplo-recíproco das velocidades de captação de nitrato
1inhagem selvagem obtidas por Brownlee e (1983) ,Arstpara a

também observamos um coeficiente de Hill maior 1 (Figuraque
) . mesmo comportamento foi observado para as linhagensEsse

CHL-14, mostraram duplo-recíprocos linearesnãoppyn e que
(Figuras 6D 6F) , com coeficientes de Hill iguais 0,88e a
(Figuras 6E e 6G e Tabela 10 ). No entanto, para as concentrações
de 0,7 a 5,6 mM, os coeficientes de Hill foram iguais a 1,0 e
1,25 (Figuras 6Er e 6G9 e Tabela 10). Estas 1inhagens exibem,
respectivamente, valores estimados de Ks para o sistema de baixa
afinidade iguais 1,1 e 0,46 mM e para sistema altadea o
afinidade iguais 0,2 0,3 10) .(TabelamMa e

III.1.3.2. Captação de .nitrito

Algumas curvas de captação de
7.Figuranitrito do tempo estão mostradas Asfunção naem

de nitrito,captação em função da concentraçãovelocidades de
estão mostradas na Figuracalculadas para cada linhagem estudada,

7A. A linhagem biAl facA303 de saturaçãomostra uma curva
aparentemente hiperbólica provável inibição pelocom uma

sugerindo a existência de pelo menos uma permease parasubstrato,
nitrito, com um valor estimado para a Ks igual a 0,64 mM (Tabela
11) . dos duplo-recíprocos (Figura 7B) apresentagráficoO uma
ligeira concavidade para cima com coeficiente de Hill igual a 1,1
(Figura Embora estes resultados sejam7C) . acentuados,pouco
eles poderiam ser considerados como reflexo de uma cinética de

50

6C’ '



1.2

1

0.8

0.6

0.4

0.2

0
v

-0.2

-1.1 -0.9 -0.6 -0.3 -0.1

FIGURA 6Cr’

51

v 
/

-0.7 
lOQ IS1

dos
Ar st

l
O 
a

-0.4
-1.3

V 
m 
a 
x
I

- Gráfico de Hill para a linhagem 
de A. 
dados 
(1983) ].

selvagem 
nidulans [calculado a partir 
obtidos por Brownlee e



4

3

2

1

0.5 1 2 2.5 3

52

í

nitrato r 
inicialf

de 
sua

i

1.5
1/IS1

1

V

0 
0

da 
linhagem

FIGURA 6D - Gráfico duplo-recíproco da 
captação de nitrato, em 
concentração 
ppyn.

velocidade 
função 

para a



2.5

2

1.5

1

0.5

0.5 1 1.5 2 2.5
1/IS]

FIGURA 6F

53

nitrato, 
inicial,

de 
sua

1 
/ 
V

0 
0

da 
linhagem

Gráfico duplo-recíproco da 
captação de nitrato» em 
concentração 
CHL-14.

velocidade 
função 

para a



0.8

0.6

0.4v
/

0.2

0I
V

-0.4 -0.2 0.4 0.6 0.8

54

-0.2

-0.4
-0.6

FIGURA 6E - Gráfico de Hill 
da <_________
linhagem ppyn.

i o 9

V m a x

0 0.2
log [S]

- -- [log v / (Vmax - v) vs. log
concentração inicial de nitrato) para a



1

0.8

v 0.6 -
h=0,88/

0.4 -

0.2
I

0v
I

0 0.4 0.8

FIGURA 6G

55

i

-0.2
i

0.6

v 
m 
a 
x

-0.2 l—
-0.4

I 
o 
0

i

0.2
IO0 ISl

Gráfico de Hill [log v/ (Vmax - v) vs. log 
da concentração inicial de nitrato] para a 
linhagem CHL-14.

p-



0.8

0.6 -

0.4v
/

0.2

0
I
v -0.2

0.6 0.8

ppynGráfico a6E’FIGURA
para as

56

i 
0

-0.4 L- 
-0.2

V m a x

I o 
g •

de Hill para a linhagem 
(calculado para as concentrações de 0,7 
a 5,1 mH).

_i------------L_
0.2 0.4

log [S]



1.4

v
/

I
V 0.2

0.6 0.80.20

1inhagem6G9FIGURA

57

1.2

1

0.8

0.6

0.4

IO 
g

v m a X

0 
-0.2

CHL-14
0,8

- Gráfico de Hill para a 
(calculado para as concentrações de 
a 5,6 mfrl) .

0.4
log [S1



CD (II)

•0 140

120•0 ■

100
40 -

60
30 ■

30

20 -
40

10 20

260200600 0 60 100

(III) (IV)
300 260

§260
200 •

200
160 -

160

100 -
100

60 -60

360300 0 60 100 260 300
! Tempo (min)

pelosCaptaçãoFIGURA 7

58

__i__

300100 160

Tempo (min)

o» 
0

em 
de 

1000 uM (II)t 
e 5000 uM (IV).

i 
3 s
^8

das
e
As

3
5 

:í.

i
5

.9o*

O4

<3

160 200

Tempo (min)

1 
B 
5 
•É 
■8 
<8 .

11

5

conídios
ppyn (A) 

do tempo, 
usadas foram:
2500 uM (III)

160 200 260
Tempo (min)

de nitrito 
linhagens biAl facA303 (□), 
CHL-14 (O ) em função 
concentrações de nitrito 
500 uM (I),



2.5

2

1.5

1

0.5

I 1 11 1 1 1
2 4 12 14

59

V e I o c i d a d e
d e
c a 
P t a c a o

FIGURA 7A - Velocidades 
nitrito, 
para os 
(□ ) , ppyn (A)

u m o I 
/ m i n 6 8 10

Concentracao de nitrito (mM)

0 L
0

iniciais de captação de 
em função da sua concentração, 
conídios das linhagens biAl facA303 

e CHL-14 (O ) ■



f

TABELA 11 - Parâmetros cinéticos estimados para o sistema de captação de nitrito ea A.nidulans.

LINHAGEM h

biAl £acA303 0 a 5 0,64 1,7 14

0 a 2,5 0,23 0,5 1,7ppyn

2,02,5 a 10 41,0 3,2

0,82 1,80 a 2,5 0,14CHL-14

2,2 2,62,5 a 15 23,6

60

C0NCENTRAC30
(aM)

UI in 
(umol/min)

Ks 
(ntM)
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estado estacionário, com cooperatividade positiva. A Figura 7A
mostra bifásica para representação gráfica deuma curva v em
função da concentração de nitrito mais acentuada para 1inhagema

do que para a linhagem CHL-14. Os gráficos dos respectivosppyn
duplo-recíprocos captação de nitrito também produzempara a

bi fásicas para as linhagens ppyn e CHL-14 (Figuras 7Dcurvas e
7F) , cujos valores de Ks foram, respectivamente , iguais a 40,9 e
23,6 mH para o sistema de baixa afinidade e 0,23 e 0,14 mM para o
sistema de alta afinidade (Tabela 11) . É interessante observar
que os gráficos de Hill obtidos para ambas linhagens, também são

e os coeficientes obtidos são 0,46 e 3,2 paracurvas bifásicas. a
linhagem 0,61 e 2,6 para a linhagem CHL-14 (Figura 7E,ppyn e

Coeficientes de Hill maiores que7E’ , 7G e 7G ’ e Tabela 11). 1
1,7 e 1,8) para as concentrações mais baixas de(respectivamente

parecem confirmare 7G’’e Tabela 11),nitrito (Figuras 7Er9 uma
cinética de estadoviacaptação,saturação darápida uma

estacionário De qualquer modo,com cooperatividade positiva. a
para nitrito parece ser independente da permease parapermease

nitrato, pois não significativafoi observada uma redução na
denitrito pela linhagem biAl facA303captação de na presença

várias concentrações de nitrato (Figura 8) .

III.1.2.3. Efeito da amónia na captação
de nitrito

captação de nitritoA parece
sob a ação repressiva daestar,

63

a exemplo da captação de nitrato,
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amónia (Figura 9). Mesmo aumentando a concentração de nitrito em
relação a quantidade de amónia presente (2 mM), repressãoessa

linhagem biAl facA303 (Figura 9).ocorreu na Efeito repressivo
mais acentuado foi observado para a captação de nitrito pela
linhagem ppyn (Figura 10) .

III.2. Mutantes crescimento reduzido nacom depresença
citrato

III.2.1. Caracterização

linhagem 2 quando crescida 28oCA a na
ausência de citrato, apresenta crescimento radial restrito e

baixa nitrogénioconidiação todas as fontes de ensaiadasem
exceto em ácido úrico e xantina,(Tabela 12) , onde a conidiação é

citratopraticamente de (20normal. mM) ,Na presença o
foramlinhagemcrescimento conidiação desta severamentee a

afetados em todas as fontes de nitrogénio ensaiadas (Tabela 12 e
Figura 11-11) . A Tabela 13 mostra que outros ácidos orgânicos
afetam menos o crescimento da linhagem 2, quando comparados ao

da linhagensConsiderando-se o crescimentodo citrato.
• selvagem e mutante individualmente, parece evidente que o mutante

selvagem. Também estáé resistente ao SDS (0,01%) que omais
mostrado na Tabela 13 que o mutante é hipersensível a canamicina.

A
(Tabela 14 e Figura 11-1) . Este efeito é

74

efeito

linhagem 2 praticamente recupera o seu crescimento 
o 

quando incubada a 37 C
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Cloreto de anônio 10 2Bre+0,0 15,0+1,0 n.d. n.d.
Tartarato de amonio 10 29,5+1,8 12,3+0,6 23,8+1,3 7,0+0,5
Nitrato de sódio 32,5+1,470 17,0+1,7 25,5+1,9 B,0+0,7
Nitrito de sedio 31,0+0,8 20,0+2,1 24,8+1,210 8,0+1,0
Nitrito de sódio 25,2+0,730,3+1,2 21,9+2,6 7,0+0,935

' 26,4+1,4Nitrito de sódio 18,3+0,9 22,2+1,070 7,0+0,4
Xantina 30,0+0,9 20,0+1,0 23,8+1,9 7,0+0,70,7

28,7+0,80,7 25,5+0,6 8,0+1,018,0+1,0Hipoxant ina

Ureia 29,8+1,5 20,3+1,7 8,0+1,118,0+1,05

Ácido úrico 26,3+0,5 7,0+0,318,3+1,229,8+1,10,6

 

(a): Os valores do diânetro são a nédia + desvio padrão de pelo nenos 4 experinentos
n.d»: não deterninado.
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FONTE DE 
NITROGÉNIO

AUSÊNCIA DE CITRATO PRESENÇA DE CITRATO  
inoB2 2 inoB2 2

CONCENTRACSO
(««)

TABELA 12 - Diânetro Qde colonias (eu on) das linhagens inoB2 e 2 , após crescinento por 96 
horas a 28 C, ea aeio nínino supleraentado coa diferentes fontes de nitrogénio, na 
ausência e presença de citrato (20 iM).



(I) (II)

(A)FIGURA 11

37gC de
28gC depresençanaa
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por 
úr ico
I) Crescimento
citrato.
II) Crescimento
citrato (20 mH).

Crescimento das linhagens inoB2 (A) e 2 (B) , 
96 horas em meio mínimo contendo ácido 
(0,6 mH) como fonte de nitrogénio: 

a 37oC na ausência



i noB2 2

7 26F3±.er6 18,7+1,1

7418,67 22,8+1,0

15,8+1,225,8+1,87

13,8+8,825,0+8,07

14,7+1429,3+8,67

14,0+1,828,0+1,78

15,7+1,114,3+8,67

9,3+8,621,7+1,27

8,3+8,617,7+1,57

(a)i pH do seio aedido apôs o crescimento da linhages.
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(b): Os valores do diânetro das côlonias (ea na) representa# a média + desvio padrão de pelo 
■enos 4 experimentos independentes.

TABELA 13 - Caracterização das linhagens inoB2 e 2, após o cresciaento a 28 C por 96 horas, 
em ceio aínino suplcoentado coa ácido úrico (0,6 aM), coao fonte de nitrogénio, 
e vários aditivos.

Dodecil sulfato 
de sedio (0,01Z)

Canaaicina 
(1,5 ng/al)

Canaaicina 
(0,5 ag/al)

(b) 
.DIÂMETRO

Ácido succínico 
(58 aM)

ADITIUOS 
(concentracão)

Ácido naléico
(58 nM)

Ácido acético
(235 art)

Ácido cítrico 
(20 dM)

Ácido tartárico 
(28 aM)

(a)
PH



inoB2 2

24,512,15 25,511,4

21,0+1,2 19,010,77

24,0+0,0 26,0+0,07

23,0+0,0 33,5+0,78

24,0+1,428,0+0,04

15,010,720,010,07

24,510,719,011,47

31,512,120,0+0,08

(a)s pH do aeio ledido após o cresciaento da linhagem.
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FONTE DE 
NITROGÉNIO

Cloreto 
de a&onio

(b): Os valores do diâaetro das colonias (ea na) representa» a média ♦ desvio padrão de pelo 
■enos 4 experisentos independentes.

Tartarato 
de anónio

(b)
-DI&HETRO—

o
TABELA 14 - Caracterização das linhagens inoB2 e 2, após o cresciaento a 37 C por 72 horas, ea aeio 

■iniao suplementado coa tartarato de amónio (10 mM) ou cloreto de amónio (10 bM), 
combinados coa vários ácidos orgânicos.

ácido acético
(235 mM)

ácido cítrico 
(20 1M)

ÃCIDOS
ORG3NICOS 

(concentração)

ácido aaléico 
(50 bK)

ácido maléico 
(50 bM)

ácido cítrico 
(20 mH)

ácido acético
(235 atí)

(a)
PH



roais acentuado na presença de acetato, onde ocorre inclusive um
estímulo do crescimento radial associado a aumento do PHum
extracelular, medido após o crescimento das linhagens (Tabela
14) .

III.2.2. Análise genética

O número de locus envolvido na sensibilidade
citrato foi determinado através da análise dos segregantesao

meióticos provenientes do cruzamento entre as linhagens 2 e MSE
(veja item II.7.3). Ascósporos sensíveis e normais segregaram na
proporção de 1:1 (Apêndice 4) , indicando que um único locus é

pela sensibilidade ao citrato na linhagem 2,responsável sendo
Esta mutação apresentou caráter recessivoentão denominado ctsA.

em diplóide heterozigoto (ctsAl // MSE) ,

mítótica dos segregantes haplóidesA análise
diplóide heterozigoto ctsAl // (conformeMSEprovenientes do

descrito no item II. 7.2) mostrou que o locus ctsA está localizado
dosno

(Apêndicectsctsinocts
5).

As frequências de recombinação entre ctsA e
ÍnoB2 e entre ctsA e pyroA4, todos presentes no mesmo grupo de

superiores a 50% (Apêndice 6), indicando queligação, foram o
encontra ligado a inoB2 ou pyroA4. A frequência

calculadamarcadores,recombinação entre estes dois últimosde
foi cerca de 27%.como controle.
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grupo de ligação IV, 
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tipos ino
pois não foi observado segregantes 
+ . + + 

cts ; pyro cts ou pyro

locus ctsA não se



III.3. Mutante com crescimento ralo e produção de pigmento
escuro

III.3.1. Caracterização

3 apresenta conidiação pobrelinhagemA e
pigmentação escura sob a colónia em todas as fontes demarron
nitrogénio ensaiadas, exceto em tartarato de amónio 10 mM (Figura
12) . Além disto, seu crescimento em nitrito de sódio (lOmM) na

citratode foi restringido quando comparadopresença com a
linhagem inoB2 (Tabela 15).

Tabela 16 mostra que quando o pH doA meio
o mutante recupera a morfologia normaltorna nãoácido,se e

produz acidificação do meio .ocorrepigmento. somenteEsta em
amóniobaixas de fonte dede tartaratoconcentrações como

sugerindo que a pigmentação é função do pH do meio enitrogénio,

não da fonte de nitrogénio utilizada.

As nas
temperaturas cultura contendode37de 28, e

(70sódio mM) .(10 mM) ou nitrato de Ostartarato de amónio
resultados obtidos de pigmentação daque o padrãomostraram
linhagem 3 não foi alterado em função da variação de temperatura.

III.3.2. Análise genética

número de locus envolvido na pigmentaçãoO
dosanálise segregantesdaatravésdeterminadofoiescura
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linhagens 3 e inoB2 foram ensaiadas 
o 

42 C em meio



(II)

FIGURA 12
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Tartarato de anonio 30,0+1,4 23,8+1,3 23,0+0,429,5+1,810
Nitrato de sódio 22,0+0,732,5+1,4 32,8+0,8 25,5+1,970

17,7+3,0Nitrito de sódio 24,8+1,230,0+1,731,0+0,810
24,0+1,029,0+0,0 23,8+1,90,7 30,0+0,9Xantina

28,7+0,8 25,5+0,6 22,0+0,9Hipoxantina 27,7+1,10,7
29,8+1,5 20,3+1,7 22,0+1,3Ureia 28,0+1,05,0
29,8+1,1 28,3+0,6 26,3+0,5 24,0+2,2Ácido úrico 0,6

(a)s Os valores do diânetro são a nédia + desvio padrão de pelo ienes 4 experinentos
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FONTE DE 
NITROGÉNIO

concentracko(nM)

TABELA 15 - Diânetro de colonias (ea nn) das linhagens inoB2 e 3 , após cresciaento por 96 
horas a 28°C, ea neio ainiao supleaentado con diferentes fontes de nitrogénio, na 
ausência e presença de citrato (20 ah).

AUSÊNCIA DE CITRATO PRESENÇA DE CITRATO-  
inoB2 3 inoB2 3



inoB2______ .3_______

29,5+1,8 30,0+1,410 5 ausente ausente

25,5+0,728,5+0,735 8 ausente presente

21,0+1,426,0+0,0 ausente presente70 8

31,0+1,233,0+0,8 ausente presente810

31,5+2,131,5+0,7 ausente presente35 8

32,8+0,8ausente presente32,5+1,470 8

''■31,0+0,8 30,0+1,7ausente presente10 8
28,6+2,6 presenteausente30,3+1,235 8
22,2+4,1 presente70 ausente25,4+1,48

<a)í pH do íeio aedido após o creciaento da linhagea.

(c)s Presença ou ausência do pigaento aarron.
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Nitrato 
de sódio

. FONTE DE 
NITROGÉNIO

Nitrito 
de sódio

Tartarato 
de aacnio

CONCENTRADO
(■M)

o
TABELA 16 - Caracterização das linhagens inoB2 e 3, após o cresciaento a 28 C por 96 horas, ea aeio 

•íniao suplenentado coo várias fontes de nitrogénio.

<c>
Pigaento

<c>
Pigaento

Cto>
Diâaetro <to>Diâaetro

(a)
PH 

(b): Os valores do diâaetro das cólonias (ea an) representan a aédia + desvio padrão de pelo 
■enos 4 experinentos independentes.



meióticos provenientes do cruzamento entre as linhagens 3 e MSF

(conforme descrito item II.7.3.). Ascósporos originandono

colónias com pigmentação escura

proporção de 1:1 (Apêndice 7) , sugerindo que um único locus está

envolvido em ambas características, sendo então denominado mel.

mutaçãoEsta apresentou caráter recessivo diplóidesem

héterozigotos (mel // MSF) .
A análise mitótica dos segregantes haplóides

provenientes do diplóide heterozigoto mel//MSF (conforme descrito
no item II. 7.2.) mostrou que o locus mel está localizado no grupo

mel (Apêndice 8).ou nic
verificar se o gene mel, presentePara na

presente na linhagem FGSC no. A657linhagem 3, era alelo ao melA,
foram1inhagensestastambém pigmentocontendoe escuro,

A análise de um cleistotécio híbrido proveniente destecruzadas.
que apesar de ambos genes estaremcruzamento no mesmomostrou

eles não se encontram ligados geneticamente. Ogrupo de ligação.

melCl.

Mutantes com alteração morfológica em amóniaIII.4.
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de ligação, VII, pois não foi observado segregantes dos tipos nic 
+ 

mel

e colónias normais segregaram na

novo locus passou a ser denominado melC e o mutante aqui descrito



III. 4.1. Caracterização

A linhagem 4 apresenta

morfologia alterada quando cultivada meio mínimoem

contendo tartarato de amónio (10 mH), como fonte de nitrogénio.
Quando citrato é adicionado ao meio, esta linhagem se desenvolve

linhagem (morfologiaselvagem conidiaçãocomo a normais)e
(Figura 13) . Na Tabela 17 pode ser observado o efeito de várias

fontes de nitrogénio no diâmetro das linhagens 4 e inoB2. Estes

resultados sugerem que citrato afeta a utilização de nitrito pela

linhagem 4. Além disto, o mesmo ocorre na ausência de citrato,
quando defonte de nitrogénio utilizada é tartarato amónioa
(Tabela 17) . De qualquer modo, a morfologia e conidiação anormais
da linhagem 4 só são visualizadas na presença de amónia. A Tabela

morfologia alterada do mutãnte em meio com amónia18 mostra que a
em altas concentrações deé função do pH extracelular. Assim,

meio se torna alcalino e a linhagemtartarato temde amónio, o
ácidocondições onde o meio se tornamorfologia normal. Em a

continua alterada (Tabela 18).morfologia
Recuperação radialdo

19) .da 1inhagem
• & Esta tabela também mostra que outros ácidos orgânicos mantém a

conidiação da linhagem 4 estãomorfologia erecuperação da e
durantecultura, oassociados a

do crescimentoExiste mesmo um estímulocrescimento do fungo.
radial da linhagem 4, em meiocomparado ao da linhagem selvagem,

8,0atingeonde o pH do meioácido acético,suplementado com
(Tabela 19) .
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crescimento 
o

4 é observada quando cultivada a 37 C (Tabela

não conidia e 
o 

a 28 C

uma alcalinização do meio de



FIGURA 13
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e 4 
em meio mínimo 

tartarato de amónio (10 mM) 
de sódio (70 mM),

Crescimento das linhagens inoB2 (A) 
(B) r por 72 horas a 37*'C, 
contendo tartarato de amónio (10 mM) ou 
nitrato de sódio (70 mM) , na presença e 
ausência de citrato (20 mM).



Tartarato de atiônio 10 29,5+1,8 20,0+1,4 23,8+1,3 18,0+0,6

Nitrato de sódio 25,5+1,9 18,0+0,932,5+1,4 29,010,870

17,0+1,024,8+1,2Nitrito de sódio 31,0+0,8 29,0+1,210

Nitrito de sódio 16,0+1,225,2+0,730,3+1,2 29,7+1,535

15,0+1,022,2+1,0Nitrito de sódio 27,8+3,725,4+1,470

19,0+0,724,0+1,4 23,8+1,930,0+0,90,7Xantina

20,0+0,825,5+0,624,0+0,928,7+0,8Hipoxant ina

17,0+1,020,3+1,75,0 25,0+0,829,8+1,5Ureia

20,0+1,í22,0+1,0 26,3+0,54cido urico 29,8+1,10,6

(a)’ Os valores do diâmetro são a aédia + desvio padrão de pelo senos 4 experiaentos
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FONTE DE 
NITROGÉNIO

CONCENTRADO
(mH)

<•>
TABELA 17 - Diâaetro de côlonias (en aa) das linhagens inoB2 e 4 , após crescioento por 96 

horas a 28 0, en neio nínino supleoentaóo coa diferentes fontes de nitrogénio, na 
ausência e presença de citrato (20 ah).

 

AUSÊNCIA OE CITRATO .—PRESENÇA OE CITRATO  
inoB2 4 inoB2 4



inoB2_ 

510 25,010,9 noraal

 

20,0+1,4 alterada

35 8 28,5+0,7 21,0+0,7noraal noraal

19,5+0,7noraal noraal70 8 26,0+0,9

4 17,9+0,4 alterada26,0+1,4 noraal10

15,0+0,7 alteradanoraal24,0+0,0435

15,0+0,728,0+0,070 alteradanoraal4

(a): pH do seio aedido após o cresciaento da linhagea.

89

Tartarato 
de aaonio

FONTE DE 
NITROGÉNIO

Cloreto 
de amónio

CONCENTRAC2O 
<mM)

o
* TABELA 18 - Caracterização das linhagens inoB2 e 4, após o cresc iaento a 28 C por 96 horas, ea aeio 

aíniao suplementado coa várias -fontes de nitrogénio.

<c>
Morfologia

<to>
Diâmetro Diâeetro

<c>
Morfologia

(a)
PH 

(b): Os valores do diâmetro das cclonias (ea aa) representam a sedia ♦ desvio padrão de pelo 
aenos 4 experimentos independentes.

(c)‘ Morfologia noraal: coa conidiação característica da linhagea. 
Morfologia alterada: sea conidiacão.



inoB2.... 4.

 

22,5+3,55 24,5+2,1 noraal alterada

7 21,0+1,2 noraal 21,0+0,8 noraal

28,0+0,8noraal noraal7 24,4+0,8

noraal31,0+1,4noraal23,0+0,88

21,5+2,1 alteradanoraal28,0+0,84

noraal23,0+1,4noraal20,0+0,07

noraal27,0+0,819,0+1,4 noraal7

32,0+0,0 noraalnoraal20,0+0,08

  

(a)x pH do neio aedido após o cresciaento da linhagea.
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Cloreto 
de anôni.0

 

FONTE DE
NITROGÉNIO

(c)s Morfologia noraals coa conidiacão característica da 1 inhagea. 
Morfologia alterada: sea conidiação.

Tartarato 
de aaónio

o
TABELA 19 - Caracterização das linhagens inoB2 e 4, após o cresciaento a 37 C por 72 horas, 

ea aeio ainiao suplementado con tartarato de anónio (10 nrt)‘ ou cloreto ce anónio 
(10 aM), coabinados con vários ácidos orgânicos.

(b)s Os valores do diânetro das côlonias (en ■■) representai a nédia + desvio padrão de pelo 
■enos 4 experinentos independentes.

Acido acético 
(235 aM)

Acido aaléico 
(58 nM)

Acido acético
(235 nM)

ÁCIDOS
ORGÂNICOS 

(concentração)

Acido cítrico 
(28 nM)

Acido aaléico 
(50 nM)

<b>
Diâmetro

(a)
PH _

<to>
Diâaetro

<«>Morfologia <c>Morfologia

Acido cítrico 
(20 nM)



A tabela 20 mostra que a linhagem 4 é
hipersensível a canamicina e como descrito para a linhagem 3, é
também

III.4.2. Análise genética

O número de loci envolvido na
alteração morfológica foi determinado através’ da análise dos
segregantes meióticos provenientes do cruzamento entre as

linhagens (veja item II.7.3).4 AscósporosMSE originandoe

colónias com morfologia alterada e morfologia normal segregaram
indicando que um único locusproporção 1:1 (Apêndice 9), éna

linhagem Alémmorfológica da 4.responsável pela alteração
todos os segregantes morfológicos não .revelaram fosfatasedisto ,

fosfatasesim um aumento na atividade daácida repressível, e
1inhagemcaracterísticas daalcalina 6,5) ,repressível (PH

Os segregantes com morfologia normalportando a mutação pacC14.

parece claroPortanto,se comportaram como a linhagem selvagem.
morfológicaque a mutação pacC14 seja responsável pela alteração

da linhagem 4 em amónia.
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menos sensível ao SDS que a linhagem inoB2.



inoB2

Diânetro

20,7+0,6 norial26,3+0,6 norial

14,3+0,6 17,3+0,6 norialnoraal

norial 9,5+0,7 norial17,7+1,5

92

(1): Os valores do diâmetro das colonias (ea eb) representai a aédia + desvio padrão de pelo aenos 
4 experisentos independentes.

(b)s Morfologia norial: coi conidiação característica da linhagea. 
Morfologia alterada: sem conidiação.

ADITIVOS 
CONCENTRAÇÃO

TABELA 20 - Caracterização das linhagens inoB2 e 4, após o cresciaento a 28 C por 96 horas, ea aeio 
■ ínimo suplementado coa ácido urico (0,6 aM), coao fonte de nitrogénio, e vários 
aditivos.

Dodecil sulfato 
de sódio (0,011)

Cananicina 
(1,5 ag/al)

(b>
Morfologia

<»>
MorfologiaDiâmetro



IV. DISCUSSÃO

IV.1. Mutantes crescimento restritocom elevadasem

concentrações de nitrito como fonte de nitrogénio

A via de utilização de nitrato pelo fungo A. nidulans

enzimas nitrato nitrito redutases,requer as codificadase
respectivamente pelos genes niaD e niiA. 0 controle desta via é
efetuado por pelo menos dois genes de ação positiva; o nirA que
media a indução específica pelos substratos e o areA que media a

repressão metabólica pela amónia (ou glutamina) . Em comparação
grande volume de informações sobre a metabolização destesao

compostos , conhecido sobre mecanismosmuito é deospouco

nidulans.transporte de nitrato e nitrito em A. 0 transporte de

nitrato pelo dois sistemasefetuado por menosparece ser
diferentes de alta e outro de baixa afinidade(Figura 6A): um
pelo nitrato envolvendoMecanismos de transporte(Tabela 10).

mais de uma permease para nitrato têm sido observados em plantas

Goyal L Huffaker, 1986), algas (Fuggi(Doddema 8. Telkamp, 1979;

' et aí., 1984) e bactérias 1982). Brownlee e(Thayer L Huffaker,

(1983) também sugeriram a existência de mais de um sistemaArst

de captação de nitrato em A. nidulans, embora tenham demonstrado

cujo valor de Ks foi estimado em cercaa existência de apenas um,

de o transporte de nitrato,200 As curvas bifásicas parauM.
mostrados no presente trabalho para as linhagens de A. nidulans,

formas

interconversíveis sendo estade quepermease,mesmauma
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poderiam pressupor a existência de duas permeases ou duas



de terem sido identificadas em S.fato cerevisiae mutações não
ligadas

bifásicas evidenciou a existência de permeases distintas (Dubois
Grenson, 1979).& Os valores de Ks para a captação de nitrato

pelas linhage ppyn (Tabela 10) indicam que apenas o sistema de
alta afinidade está alterado. sugerindo também a existência de
duas permeases para nitrato em A. nidulans.

Por outro lado, a captação de nitrito pela linhagem
selvagem de A. nidulans parece ser mediada por um único sistema
de transporte cujo perfil de saturação evidencia(Figura 7A), a

existência inibição pelode nitrito. Auma permease para
substrato observada nesta cinética de captação pode sugerir uma
forma de regulação do transporte de nitrito. .Um único sistema de
transporte Rhodopseudomonasnitrito também foi observado emde

(Schloemercapsulata al.,1986),(Caballero N. Suet crassa

Garrett, sementes de trigo (Goyal k Huffaker, 1986). No1974b) e
‘entanto, sido demonstradatinhanãoaindanidulansem A.
formalmente Pombeiroexistência de uma permease para nitrito.a
et ’ al. identif icaram nesse organismo o - locus nihA,(1983) que

confere altapresentequandonitrito,sensibi1 idade emao
sugerido, então, que esta linhagem9 concentração (Tabela 6). Foi

alteração da captação de nitrito (Pombeiro
niiC628(1989) sugeriu que o mutanteet Tomsett1983).

descrito por Cove (1979), teria sua hipersensibi1 idade ao nitrito
Para verificar setambém devido
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a alteração causada pela mutação nihA estava ou não relacionada a

• poderia apresentar uma

a uma alteração na sua captação.

geneticamente e que alteraram seletivamente essas curvas

interconversão seria função da concentração externa de nitrato. O



uma diferença na quantidade de permease e/ou a uma mudança da sua
afinidade pelo nitrito foi realizada a análise cinética da
captação de nitri to nas linhagens proAl pabaAó yA2 nihA e CHL-14.
QuandO' a velocidade de captação de nitrito foi plotada contra a
concentração de nitrito (variando de 0 a 15 mM) foi observada uma

bifásica ambas linhagens,curva apresentando altapara e

baixa afinidades em função da concentração de nitrito (Figura 7A
e Tabela 11) . Algumas hipóteses podem explicar este comportamento
cinético: a) a mutação nihA poderia ter alterado a permease de

nitrito, de tal modo a permitir uma transição conformacional de

alta para baixa afinidade, em função da concentração externa de

nitrito ou b) a mutação nihA poderia ter afetado a estrutura da

membrana, alterando proteína localizada suficientementeuma

próxima influenciarda nitritode para o seupermease

linhagenscomportamento emboraEntretanto,cinético. as
nihA apresentem' crescimentoportadoras normalda mutação em

nitrato (Tabela 6), ainda não se pode descartar a existência de

enzima nitrito redutase destas linhagens.alterações na

Parece claro que os sistemas de transporte de nitrato e

nitrito cinéticas diferentesÀ. nidulans têm propriedadesem
(Figuras 6A e 7A e Tabelas 10 e 11). a captação deAlém disto,

pela presença denitrito significativamente afetadanão foi
existência denitrato também sugerindo a(Figura 8),meiono

nitrito. Emsistemas distintos

al., 1986),etbactérias (Caballerooutros organismos, como
1974a,b) e plantas (Jackson et al.,fungos (Schloemer k Garrett,

estãoindependentes1974) , sistemasobservado quetêm sido
nitrogénio. Emboradetransporte destas fontesenvolvidos no
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para o transporte de nitrato e



distintos, ambos sistemas podem induzidos dosser por um

substratos. Conídios pré-incubados nitrato iniciaramem a
de nitrato ou nitrito imediatamente após a adição decaptação um

destes substratos (Figura 6 e 7) .

horas foi observado para o início da captação de nitrito ou
nitrato pelo micélio da linhagem selvagem crescido em nitrato

1,5 mM (pré-incubação) (Figuras 4 e 5). Este atraso indica que o

sistema de captação de nitrato foi desativado após sua exaustão
do meio, que um certo tempo é requerido parae que ocorra a
reativação do sistema e reinicie a sua captação. Este atraso não
foi observado na captação de nitrato ou nitrito pelos conídios
pois, o sistema estava induzido pela existêncianeste caso, de
nitrato sistemaspré-incubação. dedurantemeio Osno a
transporte de nitrato e nitrito em N. crassa também mostraram-se

(Schloemerinduzíveis destas fontes de nitrogénio &por uma
Garrett, 1974a,b).

mutação nihA parece alterar o perfil de captação deA
nitrito poisdesrepressãotempo de indução debem sua

(Figura 5) como a de nitrato (Figuratanto a captação de nitrito
iniciadospelo micélio da linhagem proAl pabaAó yA2 nihA são4)

com cerca de uma hora de atraso em relação a linhagem selvagem. É

também portadora dainteressante observar que a linhagem CHL-14,

corrige o tempo de indução dos sistemas de captaçãomutação nihA,
nitrato e nitrito e aproxima o perfil de captação de nitritode

ao daquele mostrados pela linhagem selvagem (Figuras 4 e 5) . Uma

mutaçãopossível aexplicação

dependênciaparcialpela resistência echll4 ao(responsável
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como o

para estes resultados seria que

No entanto, um atraso de 2 a 3



afetou a estrutura dafungicida cloroneb) membrana , como uma

demaneira impedir a entrada do cloroneb e tornar a linhagem

CHL-14 resistente a este fungicida. Se esta alteração ocorreu em

uma proteína localizada próxima a permease de nitrito, poder-se-
ia ter consequência uma reversão parcial dacomo alteração
causada pela mutação nihA.* Por outro lado, velocidade dea

de nitrato peio micélio da linhagem CHL-14 foi idênticacaptação

a da linhagem proAl pabaAô yA2 nihA,

concentração de nitrato ensaiada, duas vezes maior àquelaque

mostrada pela linhagem selvagem (Figura 4) . Este resultado

juntamente com as alterações observadas na cinética de captação

de pelo micélio das linhagens proAl pabaAó yA2nitrato nihA e
(Figura 6A e Tabela 10), sugerem que a mutação nihA tambémCHL-14

afetou permease de nitrato e que a mutação no locus chll4 nãoa

tenha resultadoscorrigido esta alteração. suportamEstes a
hipótese que a mutação nihA alterou a permease de nitritode e

de nitratotransporte nestaspossivelmente afetoutambém o
linhagens. não pode ser descartada a hipótese de queNo entanto,

mutação nihA alterou a estrutura da membrana (ou uma proteínaa

indiretamenteda afetouconsequênciamembrana) ascomoe

permeases de nitrito e nitrato. Em ambas hipótese supõem-se que

as permeases de nitrato e nitrito estejam próximas na membrana.

umaDesde
pelosafetadoo seu controle poderia serespecífica,permease

envolvidas nosubstratosmesmos
metabolismo Vários estudos têm mostradonitrogénio. aquede

pode exercer efeitos distintos (repressão ou inibição)amónia na

captação de nitrato (Goldsmith et al.\ 1973; Schloemer Garrett,
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que regulam outras atividades

as quais parecem ser para a

que o transporte de nitrito é realizado por



Doddema Telkamp,1974a; 1979; Thayer a. Huffaker, 1982). Em

relação captação de nitritoa Schloemer Garrett (1974b)e

observaram que em N. este sistema de transporte nãocrassa, é

pela amónia.afetado Por outro lado. Caballero et al. (1986)
verificaram captação de nitritoque a pela bactéria

Rhodopseudomonas capsulata é reprimida pela amónia. Os resultados

do presente trabalho mostram que a presença de amónia reduziu
significativamente captação de nitrito por- linhagensa de A.
nidulans (Figuras 9 e 10) . Neste ^aso, esta redução pode ser
devido uma ação repressora da amónia na síntese "de novo" daa

de nitrito, supondo estapermease estejaque permease em

constante ”turnover" célula. Outra explicação estana para

redução seria supor que a amónia exercesse uma ação inibitória
indireta, inativando a expressão do gene para a nitrito redutase.

aumentando concentração deconsequentemente nitritoe a
intracelular. O fato das linhagens proAl pabaAó yA2 nihA e CHL-14

maior inibição de crescimento em meioapresentarem sólidouma
contendo nitrito e amónia (Tabela 7 ) , poderia ser explicado por

resultante da não repressão absoluta daacúmulo de nitrito.um
cuja síntesecaptação

As evidências apresentadasestaria reprimida pela amónia. neste
trabalho envolvidoestáque o gene nihAindicar noparecem
funcionamento do sistema de transporte de nitrito em A. nidulans,

requer indução por nitrito ou nitrato e é reprimido (ouqualo

inibido) por amónia.
outroidentificadofoitrabalhoNeste um gene,

cujo mutante apresenta sensibilidade a elevadasdenominado nihB,
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concentrações de nitrito (Tabela 7) tambéme estarparece
envolvido Embora o crescimento deste mutante

não amónia, como
foi observado nas linhagens proAl pabaA6 yA2 nihA CHL-14, elee

também não conseguiu utilizar amónia como fonte de nitrogénio,
quando nitrito estava presente na concentração de 140 mM (Tabela

7) . consideraçõesAlgumas podem ser feitas partir destesa

resultados: 1) a mutação nihB parece ter alterado a permease de
nitrito de modo menos acentuado que a nihA, pois o mutante nihB

2) a mutação nihB podeapresenta menor sensibilidade ao nitrito,
ter afetado da membrana desta linhagem,estruturaa

possibilitando o aparecimento de poros que permitiriam a captação

passiva quando este estivesse presente em elevadasde nitrito,

nitrito elevadasconcentrações captação de3) eme a

concentrações parece não ser reprimida por amónia, pois o mutante
em meio sólido contendo 140 mH denihB nitrito denão cresce

sódio e 10 mM de tartarato de amónio (Tabela 7 ) . Foi observado
de Saccharomyceset al/: (1987) mutantesMcCuskerpor que

cerevisiae da plasmáticamembranaalteração ATPasenacom

respondem diferentemente à presença de íons no meio. Por exemplo,
os fenótipos de sensibilidade ao pH e inibição do crescimento por

de potássio(20amónia foram suprimidos pela adição de cloreto
foi observado que íons cloreto protegem váriasmM) . Além disto,

(Wi11iamscontra a toxicidade ao nitrito &espécies de peixe

nihA e CHL-14 nãolinhagens nihB,Eddy, No entanto,1986). as

mostraram qualquer reversão da toxicidade do nitrito na presença

de cloreto de potássio (Tabela 9) .
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Mutante com crescimento reduzido na presença de citratoIV. 2.

linhagemA inoB2 ctsAl também foi selecionada por

apresentar redução da conidiação e crescimento radial em todas as

fontes de nitrogénio ensaiadas. neste trabalho, exceto xantina e

ácido úrico, onde a conidiação foi praticamente normal (Tabela 12

Figura 11) . Outra característica desta linhagem é uma reduçãoe

acentuada do seu crescimento na presença de citrato, em todas as
fontes de nitrogénio incluindo xantina e ácido úrico (Tabela 12 e
Figura 11) . Esta sensibilidade ao citrato poderia ser devido a

uma alteração na estrutura da membrana celular. Algumas evidência
como a hipersensibi 1 idade à canamicina, a

resistência SDS mostradas pela linhagem ctsA suportam estaao
hipótese sensibi1 idadeaumento da13 e 14) .(Tabelas Um a

"lag"devido a mutações que diminuem ocanamicina pode naser
alterando portanto a permeabilidadecaptação deste antibiótico,

da membrana celular (Davis ètal., 1986).

alteração causada ctsAlpela mutaçãoAlém disto, a

parece ter afetado a captação de citrato, pois a linhagem mutante

linhagemmelhor queutiliza como fonte de carbono,citrato a

1991). Então, a toxicidade do citratoselvagem (Pombeiro et al.,

contendomeiodevido ao seu acúmulo intracelularpode emseri

Portanto,preferencial).glicose carbono osfonte de(uma
suportam a hipótese que a mutaçao ctsAresultados apresentados

alterou a permeabilidade da membrana, levando a uma toxicidade do

restriçãoapresentarcitrato. nãoctsAlinhagemfato daO

ácidosde outrossignificativa crescimento presençade na

ácido tartárico eácido acético,orgânicos (como ácido maléico,
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ácido succínico) (Tabela 13) eles tenhamsugere que função
diferente na fisiologia celular (Pombeiro et al., 1991).

IV.3. Mutante alteração morfológicacom tartarato deem
amónio 10 mM

1inhagemA pacC14 inoB2 yA2 foi utilizada neste

trabalho morfologiaapresentar alterada .ausência depor e

conidiação em meio contendo 10 mM de tartarato de amónio (Figura

13). No entanto, ocorre uma recuperação tanto da morfologia como

da conidiação dessa * linhagem em meio contendo 35 ou 70 demM

tartarato de amónio (Tabela 18) . 0 fator responsável estapor

característica parece ser o pH de crescimento, pois a linhagem

pacC14 inoB2 yA2 apresenta alteração morfológica quando o pH de

crescimento (10 mM de tartarato de amónio) e morfologiaé ácido
de tartarato denormal pH é alcalino (35 ou 70 mMquando o

A análise genética desta linhagem mostrouamónio) (Tabela 18) .
envolvido na alteração morfológica amónia (PHque emo gene

baixo) é o próprio locus pacC, descrito por Dorn em 1965. Está
amplobem regulatório defundamentado que

domínio, regulação do PHdiretamentemediacujo produto a

intracelular (ao nível de transcrição genica) agindo negativa ou

positivamente sendoexpressão estácujadodependendo gene

Além dacontrolada (Caddick et al., 1986a; MacRae et al., 1988).

apresentarpoderedução a linhagem pacCfosfatase ácida,de

aumento da atividade devários fenótipos em pH 6,5 tais como:

fosfatase alcalina (Dorn, 1965), redução da captação def-amino-
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butirato (GABA) (Arst et al., 1980), hipersensibi1 idade a

neomicina p-fluorofenilalanina (Caddicke al. ,et 1986a),

resistência a molibdato (Arst k Cove, 1970) e aumento da produção

de penicilina (Shah et al., 1991). A ausência da fosfatase ácida

repressível neste mutante pode ser responsável por mudanças na

estrutura da membrana plasmática, afetando consequentemente

funções dependentes da sua integridade. Esta suposição está

fundamentada no fato desta enzima estar provavelmente localizada

membrana celular do fungo, como uma forma imatura daquelana

secretada Como sugerido para ano meio (Caddick L Arst, 1986).

linhagem ctsA inoB2, hipersensibilidade à canamicina aa e

resistência também observadas na linhagem pacC14 inoB2ao SDS,
yA2 (Tabela 20), podem ser atribuídos a alterações na estrutura
da membrana (Davis et al., 1986).

pacC14 inoB2 yA2 não cresce em pH 4,0 (A.1inhagemA
tem crescimento reduzido nãoRossi , pessoal),comunicação e

con i dia 6,8 apresentaPH5,0, conidiaPH eempoucoem
conidiação normais em pH 8,0 ou acima (Caddick etcrescimento e

1986a) . Mutantes de S. cerevisiae também sensíveis a baixoal.,

Cusker et(McreduzidaPH ATPásicaatividadeapresentam

Então, mutações no gene pacC poderiam afetar diretaal.”,1987). ou

indiretamente plasmática,membrana que parecedaATPasea

doregulaçãodesempenhar PHimportantefunção nauma

dorecuperaçãoet al.,citoplasmático 1990). A(Slayman

yA2,inoB2morfologia normais da linhagem pacC14crescimento e

maleatocitrato,cultivada na presença dequando eesta foi

donão pode ser atribuída ao tamponamentoacetato (Tabela 19) ,
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meio extracelular, pois este mutante somente mostra um aumento na

quantidade de prótons produzido intracelularmente (Caddick et
al., 1986a) . Na tentativa de explicar esta recuperação é sugerido

estes ácidos orgânicos possam interagirque membrana
celular , restabelecendo

transportadosserem agirempara e como
membrana

1986). Uma inibição da produção e/ou

extrusão por tartarato, ou um metabólito derivado deste ,

também devem ser consideradas (Pombeiro et al., 1991).

IV. 4. crescimento ralo e produção deMutante pigmentocom
exceto em tartarato de amónio 10 mHescuro,

da linhagem melCl inoB2inicialcaracterizaçãoA
mostrou que a sua colónia poderia apresentar um pigmento marron,

culturafonte de nitrogénio presente no meio defunção daem
(Figura posterioresestudos12 entanto,Tabela 15) . Noe

produção deste pigmento também estava relacionadamostraram que a
À produção de melanina, em A.ao pH de crescimento (Tabela 16) .

nidulans, (1965) ,Faulknerpor Buli edescritaprimeiramente
autólise,parece ocorrer quando a cultura inicia um processo de

que ocasiona um aumento do pH do meio (Pirt L Rowley, 1969; Buli,
melCl1970a,b). linhagemfatoDe

alcalinoéinoB2 crescimentodequando o pHsomente ocorre

(1984) verificaram(Tabela Schaeffer (1953) e Prade et al.16) .
de melaninacrassa com produção aumentadamutantesQue de N.
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(pigmentação marron da colónia) apresentavam uma maior atividade

da tirosinase , principal enzima envolvida na biossíntesea de

melanina (Schaeffer , 1953; Buli L Faulkner, 1965; Buli sJ Cárter,
1973; Korner s. Pawalek, 1982; Prade et al., 1984; Polacheck-

Roy et al., 1989). Condições desfavoráveis comoKwon-Chung, 1988;

exaustão de nutrientes, altas doses de irradiação U.V. ou e

outras, promovem o aparecimento de pigmento melanina em algumas

espécies de fungos. A função mais provável da melanina parece ser

fortalecimento da parede celular contra a degradação,o de modo

similar ao escurecimento da cutícula nos insetos ou na maturação

do revestimento das sementes. É portanto possível, que a

melanização seja marcador biológico de fungos altamenteum

resistentes , dominam (Bloomfieldem condições adversasque
Alexander, 1967; 1990; Zhdanova et al., 1990).Clutterbuck, A

análise genética mostrou quedeste mutante apenas um gene,

denominado ligação estádemelC, localizado VII,grupono

envolvido (1974)nesta característica. Martinelli e Bainbridge
gene melA como envolvido na produção excessiva de

melanina deem A. nidulans. Embora localizados no mesmo grupo
ligação, melCestes portantoligados,estãonãogenes e

envolvidoprovavelmenterepresenta 1OCUB na viaum novo
biossintética de melanina no fungo A. nidulans.

i

IV.5. Considerações gerais

trabalhonestedescritosobtidosresultadosOs e

mostram que o fungo A. nidulans tem pelo menos uma permease para

104

identificaram o



possivelmente duasnitri to nitrato. Foie permeases para

ainda a desrepressão da captaçãomostrado de nitritoque (e

nitrato) é induzida pela presença dos substratos e reprimida por

Alémamónia. desses aspectos, foi mostrado que mutação

nihA altera o perfil cinético da captação de nitrito em função da

concentração externa e possivelmente também altera o perfilsua

nitrato. A mutação ch!14captação de corrigirde parece os

efeitos da mutação no gene nihA. Ainda foram descritos os genes

isolados em função de apresentarem alteraçõesnihB, ctsA e melC,

nos sistemas de captação e/ou metabolização de fontesaparentes

de nitrogénio. Um aspecto interessante foi mostrar que dependendo
citrato pode ser um estimulador (para o pacC14)do gene mutado,

fungoo ctsAl) do crescimento radial do A.inibidor (paraou

nidulans.
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VI. RESUMO

Este trabalho teve como objetivo o estudo da captação

nitrato nitrito em Aspergillus . nidulans.de e Os resultados

obtidos a existência de pelo menossugerem uma permease para

nitrito e possivelmente duas permeases para nitrato. Além disto,
estes sistemas de transporte requerem a indução pela presença

reprimidosdos substratos (nitrato nitrito) sãoou (oue

inibidos) por amónia.

hipótese do locus nihA estar envolvido no transporteA

de nitrito (Pombeiro et al., 1983) foi reforçada pois, linhagens

portadoras desta mutação apresentaram um perfil cinético de

captação de nitrito alterado em função da concentraçãosua
externa. alteraçãoEsta parece permitir uma maior captação de

nitrito (quando elevadas concentrações),presente em o que
explicaria o seu acúmulo intracelular a níveis tóxicos. A mutação

' chi14, confere resistência e dependência parcial ao fungicidaque

cloroneb,’ influenciar indiretamente transporte deoparece

nitrito, corrigindo parcialmente os efeitos da mutação nihA. Um

(nihB) mostrou-se também sensível nitritooutro mutante eao

incapaz de produzir conídios. Foi discutida a possibilidade desta

ocasionarligaçãode II,mutação, identificada ogrupono

o que permitiria aaparecimento de poros na membrana do mutante,
concentrações. 0altasentrada nitrito quando empassiva de

estudo dos mutantes inoB2 ctsAl e yA2 inoB2 pacC14 parece indicar

afetar váriospodemna estrutura da membranaalteraçõesque

particularmente ao nível do controle dofisiológicos,processos
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de compostos para o interior datransporte célula. aspectoUm

(paraestimulador pacC14) inbidor (para ctsAl) doo ou o
dasradial linhagenscrescimento mutantes. 0 melC,gene

inicialmenteidentificado responsável pela morfologiacoma
alterada em determinadas fontes de nitrogénio, está envolvido na

tipo melanina,de pigmento,produção conferir àsque parece
produtoras resistência à lise, desempenhando um papellinhagens

importante no desenvolvimento do fungo em condições adversas.
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VII. SUMMARY

The objective of the present study was to investigate
nitrate and nitrite uptake in Aspergillus nidulans. The results

obtained suggest the existence of at least forone permease

nitrite and possibly two permeases for nitrate. Furthermore ,
these transport systems require induction by the presence of the

substrates (nitrate or nitrite) and are repressed (or inhibited)
by ammonia.

The hypothesis that the nihA locus is involved in
nitrite transport (Pombeiro et al., 1983) was reinforced by the
fact that strains carrying this mutation presented kinetica
pattern of nitrite uptake which was altered by externai nitrite
concentration. This alteration seems to permit greater nitrite
uptake high concentations), thus(when nitrite is present in
explaining its intracellular accumulation to toxic leveis. The
chll4 and partialresistance toconfersmutation, which
dependence seems to affect nitriteon the fungicide chloroneb,

partially correcting the effects of the nihA mutation.transport ,

Another (nihB) also proved to be sensitive to nitrite andmutant
We discuss the possibility of thisunable to produce conidia.

causes the appearancemutation, identified in linkage group II,

wouldof permita fact thatin the mutant's membrane,pores

in highpassive is presentnitritenitrite entry when

of mutants inoB2 ctsAl and yA2 inoB2concentrations. studyA

membrane structureappeared to indicate that changes inpacC14
may affect several physiological process, especially at the levei
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control of transport of various compounds into theof cell. An
interesting feature is that, depending on the mutated gene,
citrate may be a stimulador (for pacC14) or inhibitor (for ctsAl)
of radial growth of the mutant strains.. The melC gene, initially
identified being responsible for the altered morphology inas

nitrogen is involved in the productioncertain ofsources, a
melanin-type pigment which seems to confer resistance to lysis on

playing an important rolestrains, thus in fungaiproducing

development under advers conditions.
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SIGNIFICaNCIAn i h + nih TOTAL

0,0071396970

não significativo(b): n.s.:

122

+ : crescisento es 140 aM de nitrito de sódio
—: não cresc isento ea 140 iM de nitrito de sódio

2
APÊNDICE 1 - Análise do teste X (qui-quadrado) dos segregantes seióticos proveninetes ao cruzamento 

entre as linhagens 1 e ttSF.

2 
X

(a) 
.SEGREGANTES KEIOTICOS 

(b) 
n.s.

Ho: a segregação dos dois grupos estão de acordo coa a herança tendeiiana simples (1:1).
Hl: a segregação dos dois grupos não está de acoroo coa a herança tendeiiana siaples (1:1).
Grau de significãncia = 0,05 (5 X)

(a): n i h
n i h



I

III

IV

IV

V

VI

VII

VIII

(b): grupo de ligação onde foi localizada a «utacão nihB.
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5

5

4
1

i 
4

1 
4

APÊNDICE 2 - Análise nitótica dos segregantes haplóioes ootidos do diplóide heterczigoto 1 // MSr, 
usando benlate (0,63 ug/ al de seio) coao agente naploidizante.

(a) nih + : cresciaento ea 140 aM de nitrito de sódio 
nih — : não cresciaento ea 140 aM de nitrito de sódio

GRUPO DE
LIGAC30

MARCADORES
GENÉTICOS

n i c + 
n i c —

r i bo + 
r i bo -

s 
s

pyro + 
pyro -

y 
y

(a) 
SEGRE5ANTES MITóTICOS  

n i h + nih

29
24

48
5

5
48

18
35

20
33

30
23

34
19

5 
0

1 
4

4
1

fac + 
fac -

0
53

2
3

33
20

ino + 
ino -

(b)
II

gal +
gal -

acr s 
acr r



APÊNDICE 3 - Análise meiótica gos cruzamentos entre as linhagens 1 e flSF.

58 76acr 5
II 143 105 42,3

67 47acr
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(b)i P: parentais 
R: recoabinantes

(a): n ih 
n i h

MARCADORES
GENÉTICOS

+ s crescimento ea 140 aM de nitrito de sedio
—: não cresciaento ea 140 aM de nitrito de sódio

GRUPO DE 
LIGAÇÃO

(b)
___TIPOS

? R
LIGAÇÃO
GENÉTICA (X)

(a)
__ SEGREGANTES—
n i h + n i h-



SIGNIFICâHCIActs + TOTALcts

9? 83 182 1,4

não significativo(b)í n.s.s
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Ho: a segregação dos dois grupos estão de acordo coa a herança tíendeliana simples (Bi). 
Hls a segregação dos dois grupos não está de acordo coa a herança Mendeliana siaples (Bi). 
Grau de significância = 0,05 (5 X)
(a): cts 

cts
+s cresciaento normal ea citrato (29 aM).
—• cresciaento reduzido ea citrato (20 bM).

2 
X

2
APÊNDICE 4 - Análise do teste X (qui-quadrado) dos segregantes aeióticos proveninetes do cruzaaento 

entre as linnagens 2 e HSE.

(a)
.SEGRtGANTES MEIOTICOS 

(b) 
n.s.



II

m

v

vi

VII n i c

VIII

(b): grupo de ligação onde foi localizada a outacão ctsA.

126

1

1

1

. 1

1

1

1

APÊNDICE 5 - Análise raitótica dos segregantcs haplóides obtidos do diplóide neterozigoto 2 // hSE» 
usando chioroneb (20 ug/ nl de neio) cono agente naploidizante.

(a) cts + : cresciaento nornai eo citrato (20 nH). 
cts — : cresciaento reduzido en citrato (20 aM).

GRUPO DE 
LIGACSO

MARCADORES
GENÉTICOS

ribo + 
r i bo —

s 
s

fac + 
fac —

gal +
gal -

w 
w

17
10

16
11

27
0

12
15

27
0

10
17

. 1 
0

i no + 
i no —

18
9

0
27

(a)
SEGRE6ANTES MITÓTICOS — 

cts ♦ cts

(b)
IV

(b)
IV pyro + 

pyro -



APÊNDICE 6 - Análise meiótica dos cruzamentos entre as linhagens 2 e MSE.

36 52ã no+
142 5684IV

54 44! no—

57 33pyro+
74 .108 59IV

5141pyro-
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(a)s cts + : crescimento normal ea citrato (20 aM). 
cts — : cresciaento reouzido ea citrato (20 aN).

(b)s Ps parentais 
R: recoabinantes

MARCADORES
GENÉTICOS

GRUPO DE 
LIGAÇÃO

LIGAÇÃO
GENÉTICA (7.)

(b)
___TIPOS

P R
__ SEGREGANTES__
cts+ cts-



SIGNIFICÂNCIATOTALmel mel +

213 ♦,117164169

não significativo(b): n.s.:

128

—5 presença de pigmento escuro
+í ausência de pigmento escuro

2
APÊNDICE 7 - Análise do teste X (qui-guadrad.o) dos segregantes aeióticos proveninetes do cruzamento 

entre as linhagens 3 e tíSF.

(b) 
n.s.

(a)
____ SEGREGANTES MEIOTICOS 

2 
X

Ho: a segregação dos dois grupos estão de acordo com a herança Meneeiiana simples (1:1).
Hl: a segregação dos dois grupos não está de acordo com a herança tíendeliana simples (1:1).
Grau de significância = 0,05 (5 Z)

(a): mel
mel



n
m
IV

IV

v
VI

n i c
VIII

(b): grupo de ligação onde foi localizada a mutação aelC.
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13

9 
4

APeNDICE 3 - Análise mitótica dos segregantes haplóides obtidos do diplóide heterozigoto 3 // tíSF, 
usando chloroneb (20 ug/ nl de aeio) como agente haploidizante.

GRUPO DE 
LIGACSO

MARCADORES
GENÉTICOS

r ibo + 
r i bo —

pyro 
pyro

gal + 
gal -

2 
e

2

e
2

2 
e

2
9

1
1

1
1

1 
1

1
1

10
3

2
11

3 
!•

8
5

5
8

8 
5

u + 
y -

8’ 

5

fac + 
■fac —

ino + 
i no —

(b) 
VII

s ♦ 
s —•

acr s 
acr r

(a) mel- : presença de pignento escuro. 
nel+ : ausência de pigaento escuro.

(a)
SEGREGANTES MITÓTICOS — 

mel - mel



aorf.noraal TOTALnorf.alterada SIGN1FICMCIA

87 1,5497 184

(b): n.s.s não significativo

13«

Ho: a segregação dos cois grupos estão de acordo coa a herança tendeiiana siaples (1:1).
Hl: a segregação dos dois grupos não está de acordo cca a herança tendeiiana siaples (1:1). 
Grau de significância s 0,05 (5 X)

2
♦APÊNDICE 9 - Análise do teste X(qui-quadrado) dos segregantes aeióticos proveninetes do cruzaiento 

entre as linhagens 4 e HSE.

2 
X

(a)
---- SEGREGANTES HEIOTICOS 

(b> 
n.s.

(a): aorf. noraal: conidiação característica da linhagei.
■orf. alterada: sea conidiacão.


