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RESUMO

Epigenética estuda alteragcdes de expressdo génica sem alteragdo em nucleotideos da
regido promotora. A metilacdo tem sido muito estudada em eucariotos superiores e mais
recentemente em fungos. Aspergillus nidulans é um fungo filamentoso, homotéalico
geralmente hapldide. Por meio de cruzamentos com marcadores nutricionais € possivel
obter linhagens dipldides estaveis. Coldnias dipl6ides apresentam desenvolvimento
vegetativo e conidiogénese normalmente como ocorre com as haploides. O presente
trabalho teve como objetivo estudar a metilacdo de genes em resposta ao excesso de
material genético em linhagens dipldides. Linhagens com marcadores conhecidos foram
utilizadas para a obtencéo dos diploides biAlmethG1//MSE, CLB3//MSE, ppy//MSE,
4//8 e 4//14. Colbnias destes dipldides foram cultivadas para observacdo da ocorréncia
espontanea de setores com diferentes morfologias, coloracdo de conidios, formato dos
conidioforos, presenca de cleistotécios, indicativos de metilacdo em resposta a diploidia.
Nenhuma das 100 colénias de cada dipl6ide produziu setores nem de coloragcdo nem de
esporulacdo nem de cleistotécios. Os diploides foram cultivados com caréncia de
oxigénio para a producdo de cleistotécios. Ascosporos de um cleistotécio de cada
linhagem foram inoculados para a obtengcdo de linhagens metiladas por evento pré-
meiotico. Destas col6nias foram selecionados setores para coloragdo. As coldnias
purificadas destes setores mostraram estabilidade de cor e grande parte delas tinham
também uma alta producdo de cleistotécios em resposta a metilacdo. Os resultados
mostraram que linhagens dipldides ao serem ativadas sofrem metilacdo em genes para
coloragéo de esporos e para a producgéo de ciclo sexual.

Palavras-chave: Epigenética, inativacdo de genes, desenvolvimento das col6nias.

ABSTRACT
Epigenetics studies the changes in gene expression without changes the nucleotides in the
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promoter region. Methylation has been extensively studied in superior eukaryotes and
more recently in fungi. Aspergillus nidulans is a filamentous, homotallic fungus usually
haploid. Through crosses with nutritional markers it is possible to obtain stable diploid
strains. Diploid colonies present vegetative development and conidiogenesis normally
like haploids. The present work aimed to study the methylation of genes in response to
the excess of genetic material in diploid strains. Strains with known markers were used
to obtain diploids biA1methG1//MSE, CLB3//MSE, ppy//MSE, 4//8 and 4//14. Colonies
of these diploids were cultured to observe the spontaneous occurrence of sectors with
different morphologies, color of conidia, shape of conidiophores, presence of
cleistothecia, indicative of methylation in response to diploidy. None of the 100 colonies
of each diploid produced sectors neither for color, nor for sporulation, nor
cleistotheciums. Diploids were grown with oxygen deficiency for the production of for
cleistothecia. Ascospores from a cleistothecium of each strain were inoculated to obtain
methylated strains due to a pre-meiotic event. From these colonies were selected color
sectors. The purified colonies of these sectors showed color stability and most of them
also had a high production of cleistothecia in response to methylation. The results showed
that, when activated, diploid strains suffer methylation in genes for spore color and for
the production of the sexual cycle.

Keywords: Epigenetics, inactivation of genes, colony development.

1 INTRODUCAO

O termo Epigenética foi introduzido pelo cientista Conrad Hal Waddington no ano
de 1942. Este termo deriva da palavra “epigenesis” utilizado por Aristoteles para
descrever um ramo da Biologia que estuda a interacdo entre os genes e seus produtos para
determinar um fendtipo (JABLONKA; LAMB, 2002).

Epigenética é definida por alteraces herdaveis na expressdo génica, sem que haja
alteracdes na sequéncia de bases do DNA e que podem ser reversiveis (WOLFFE;
GUSCHIN, 2000; MOMPARLER, 2003; CHOUDHURI, 2011).

Alguns mecanismos de alteracBes epigenéticas conhecidos incluem a metilacdo
do DNA, acetilacdo, fosforilagdo e ubiquitinacdo (SHERMAN; PILLUS, 1997). Estes
mecanismos levam ao imprinting gendmico, o silenciamento génico e a mudanca na
conformacdo da cromatina e histonas (MOSS; WALLRATH, 2007; RODENHISER,;
MANN, 2006; SULEWSKA et al., 2007). Segundo Bollati e Baccarelli (2010), os mais
conhecidos mecanismos de alteracGes epigenética sdo a metilacdo e a modificagdo da
cromatina.

Na acetilacdo, ocorre a adigéo do radical COCH3 nos sitios das histonas H3 nos
locais K9, K14, K18, K23 e K27 (KIMURA, 2013). A acetilagao atua sobre os residuos

de lisina, ativando os fatores de transcricdo e, consequentemente, aumentando a
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transcricdo de genes (ALLFREY et al., 1964; BANNISTER; KOUZARIDES, 2011).

O mecanismo de fosforilagdo ocorre pela adi¢do do radial PO4 nas histonas H1 e
H3 durante os eventos mitdticos, como a condensacdo de cromossomos. Este evento
ocorre em eucariotos e esta condensacdo pode levar ao desligamento do processo de
transcricdo (PAULSOM; TAYLOR, 1982).

O processo de ubiquitinagdo acontece quando a proteina ubiquitina, que é
composta por 76 aminoacidos, se liga aos residuos de lisina nas histonas. Para que este
processo aconteca, sdo necessarias 3 enzimas denominadas E1, E2 e E3. Estas enzimas
s8o responsaveis por controlar a conjugacao entre as proteinas e ubiquitina eucariotas em
todos os tipos celulares, sendo também um sistema de sinalizacdo para a degradacao de
proteinas (LI1U et al., 2015). Este processo de modificacdo de histona tem como principal
efeito 0 aumento da expressao génica (MENDITI; KANG, 2007).

O mecanismo de metilacdo do DNA consiste na adi¢do do radical metil (CH3) no
carbono 5 do nucleotideo de citosina, o qual é geralmente seguido pelo nucleotideo de
guanina, formando o dinucleotideo CpG na regido promotora do gene. A adicdo deste
radical metil inibe a ligacdo dos fatores de transcricdo e, consequentemente, resulta na
auséncia da expressao deste gene (OLIVEIRA et al., 2010). Altos niveis de metilacdo sdo
encontrados em regides ndo expressas onde a cromatina estd altamente condensada
(heterocromatina) ou também no mesmo tipo celular, mas em estagios diferentes de
desenvolvimento, porém estdo pouco metilados em tecidos onde sdo expressos (KLAAS;
AMASINO, 1989; CEDAR, 1988). De acordo com Szyf (2007), o radical metil pode ser
obtido pela dieta, principalmente a metionina, seguida de folato, colina e vitamina B12.

A metilagdo do DNA tem sido muito estudada em eucariotos superiores e mais
recentemente em fungos por levar ao silenciamento transcricional por maultiplos
mecanismos. Este processo envolve a acdo das DNA metiltransferases (DNMTS),
interagindo especificamente com fatores de transcrigdo, resultando em metilacéo de sitios
especificos em regides promotoras (HERVOUET et al., 2009). A DNMT1 tem a funcéo
de manutencgédo da metilacdo e assim metilar os sitios hemimetilados gerados no processo
de replicacdo do DNA, ja as enzimas de novo DNMT3a e DNMT3b séo as responsaveis
pela metilacdo no durante o periodo embrionario (ABIKO et al., 2014).

A metilacdo de DNA ¢ essencial para o desenvolvimento embrionario em
mamiferos, sendo necessario para a viabilidade do embrido (FEINBEERG, 2004). Em
fémeas de mamiferos, um cromossomo X € inativado em todas a células enquanto o outro

fica ativo. Logo ap0s este desenvolvimento, ocorre toda a reorganizacao desta maquinaria
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epigenética (FEINBERG, 2004).

Nos humanos, o epigenoma se mostra susceptivel a alteracbes por fatores
ambientais como radiacdo e outros agentes quimicos e fisicos durante a gestagédo, o
desenvolvimento neonatal e vida adulta, o que leva a um elevado risco de
desenvolvimento de doencgas (JIRTLE; SKINNER, 2007).

AlteracBes epigenéticas por hipometilacdo de proto-oncogenes e hipermetilacdo
em oncogenes, genes supressores, genes reparadores de DNA, genes reparadores de ciclo
celular e genes envolvidos na adesdo celular em conjunto sdo responsaveis pelo
desenvolvimento e progressdo do cancer (KANYAMA et al., 2003). Esta hipermetilacédo
do promotor é uma ferramenta para o diagnostico de cancer (MONPARLER, 2003).

Em humanos, estudos mostraram que a hipermetilagdo esta relacionada a varios
tipos de cancer como o de pulméo (RUSSO et al., 2005), estdbmago (DONG et al., 2010),
intestino (KIM et al., 2010), lingua (SINHA et al., 2009), esofago (TAGHAVI et al.,
2010), ovério (TORNG et al., 2009), prostata (KRON et al., 2010), mama (MUGGERUD
et al., 2010), pele (TANEMURA et al., 2009) e pancreas (WILSON et al., 2007). Ja a
hipometilacdo foram observados cancer colorretal, mama, pancreas, estomago, prostata,
leucemias e mieloma multiplo (WILSON et al., 2007).

Em plantas observa-se um sistema epigenético que permite mudancas rapidas e
sensiveis no padrdo da expressdo génica. Este sistema pode ser a resposta das plantas ao
meio ambiente no qual se encontram (GRANT-DOWNTON; DICKINSON, 2006).

O padréo da metilacdo em plantas pode ser mantido por varias geracdes seguintes,
levando a acreditar que a metilacdo fosse estética. Porém foi descoberto que os elementos
de transposicdo (pequenas sequéncias de DNA que se movem para novas posicoes)
durante a gametogénese feminina assim como a perda de metilacdo durante a
gametogénese masculina, mostram que o padrdo de metilacdo € dindmico durante o
desenvolvimento das plantas (LAW; JACOBSEN, 2010).

O excesso de material genético € um fendmeno comum no reino vegetal e
evidéncias recentes sugerem que 60-70% das angiospermas apresentam essa poliploidia.
Este aumento na quantidade de genoma funciona como um remodelador, pois 0 aumento
na quantidade de genoma em cada célula altera o balanco entre interagcdes regulatorias e
as redes de controle da expressao génica (VEIGA; QUEIROZ, 2015).

Napoli et al. (1990) realizaram um estudo sobre a coloragéo das flores da petinia
roxo-azulada. Foi inserido o plasmideo com o gene também para a cor roxo-azulada,

esperando que o resultado fosse a producdo de somente flores roxo-azuladas. Ao inves
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disso, como resultado obtiveram flores rajadas de branca e flores somente brancas, assim
com as futuras geracGes. O DNA destas plantas foi sequenciado e ndo foi observada
nenhuma alteracdo. Como conclusao, eles observaram que o excesso de material genético,
tanto o do enddgeno e quanto o do plasmideo, leva ao processo de metilacdo do gene,
pois se mostra de forma coordenada e reversivel.

O fungo filamentoso Neurospora crassa forneceu o primeiro exemplo de sistema
de defesa do genoma eucariotico, sendo este mecanismo conhecido como “mutagao de
ponto induzida por repeticao” (RIP) (SELKER et al., 1987; SELKER; GARRET, 1988;
SELKER, 2002; SELKER et al., 2002). Como a maioria dos fungos hifais, plantas e
muitos animais, mas ao contrario de S. cerevisiae e S. pombe, Neurospora podem metilar
seu DNA (SELKER et al., 2002).

RIP detecta sequéncias duplicadas no genoma haploide de células dicarioticas
especiais resultantes de fertilizacdo e promove mutacdo trocando G_C por A T nas
sequéncias duplicadas e assim inativando-as (SELKER, 1987; LEE et al., 2008). Em uma
Unica passagem pelo ciclo sexual, até 30% dos pares G_C, nas sequéncias duplicadas
podem ser mudadas para pares A_T (CAMBARERI et al., 1991).

Ha evidéncias que indicam a ocorréncia de RIP em algumas variedades de fungos,
enquanto ha evidéncia experimental indicando que RIP esta ativo em muitos fungos,
como em Neurospora crassa (SELKER et al, 1987), e Nectria haematococca
(COLEMAN et al., 2009), Gibberella zeae (CUOMO et al., 2007) e Magnaporthe grisea
(IKEDA et al., 2002).

MIP ou indugdo da metilagdo pré-meidtica ocorre no fungo filamentoso Ascobolus
immersus, sendo um processo similar de repeticdo de DNA que ocorre durante a fase pré-
meiodtica do ciclo sexual. No processo de MIP, as citosinas C5 sofrem metilacdo, e esta é
mantida através da meiose e durante o ciclo vegetativo sem a ocorréncia de mutacdes, ao
contrario do que ocorre em RIP (RHOUNUM et al., 1992; GLADYSHEV; KLECKNER,
2017).

Em Aspergillus, muitos autores tém afirmado que néo ha evidencias de metilagdo
para regulacdo da expressdo génica. No entanto, Prado e Zucchi (1996) descreveram um
sistema de inativacdo génica por metilagio que denominaram GIS, sugerindo sua
atividade depois da cariogamia e agindo sobre os nucleos diploides antes da meiose.

O mecanismo de GIS afeta sequéncias duplicadas de cromossomos por
translocacdo, atuando por metilagdo em citosinas. Este mecanismo pode ser ativado

espontaneamente e também pode apresentar letalidade, pois apresenta cleistotécios com
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baixa fertilidade (PRADO; ZUCCHI, 1996).

Pontecorvo et al., 1953, apresentou o fungo Aspergillus nidulans como um
ascomiceto modelo para estudos de Genética de Microrganismos. A partir deste trabalho
este organismo tem sido considerado um excelente exemplar para estudos de varias areas
da Genética. Apresenta ciclo de vida curto e morfogénese bem definida, permitindo sua
utilizacdo nos estudos de Genética do Desenvolvimento. A maioria das linhagens na
natureza e no laboratdrio apresentam ndcleos haploides com 8 cromossomos. A partir de
cruzamentos é possivel obter linhagens dipldides estaveis que permitem muitos métodos
de analises, incluindo, mapeamento genético e estudos de regulacédo da expressao génica
(TIMBERLAKE; CLUTTERBUCK, 1994).

Timberlake e Clutterbuck (1994) descreveram, em linhas gerais, as trés fases do
ciclo de vida: ciclo vegetativo, assexuado e sexuado. A fase vegetativa, na qual se
encontra a germinacdo do esporo e o crescimento das hifas vegetativas, ddo origem ao
micélio que compde uma colonia circular que cresce radialmente (D’ENFERT, 1997). O
ciclo assexuado, também conhecido como anamdrfico (ou conidiogénese), é
desenvolvido por meio de mitoses, resultando na producdo de esporos assexuados
denominados conidios, a partir de estruturas diferenciadas denominadas conidi6foros
(CLUTTERBUCK, 1969; ADAMS et al., 1998) J& no ciclo sexual, também conhecido
como teleomorfico ou ascosporogénese, ocorrem meioses, resultando na formacdo de
esporos sexuados, os ascosporos dentro dos corpos de frutificacdo denominados
cleistotécios (PONTECORVO et al., 1953; TIMBERLAKE; CLUTTERBUCK, 1994).

Em Aspergillus nidulans, as linhagens haploides podem se tornar dipldides
espontaneamente com um evento raro de fusdo dos ndcleos (ROPER, 1952). Segundo
Hoffmann et al., (2000), deste evento podem surgir novos gendtipos via recombinacao
mitotica que podem levar a interacdes funcionais, perda de gene e mudanca na expressao
génica (SALMON; AINOUCHE, 2010).

De acordo com a literatura a metilacdo ocorre como forma de controle da
expressao génica e de sequéncias duplicadas no genoma em diversas espécies de fungos,
sendo este um mecanismo evolutivamente bem conservado, desta forma é provavel que
tambem ocorra em Aspergillus nidulans em condicdes de diploidia.

O objetivo do presente trabalho foi estudar a metilacdo de genes em resposta a
diploidia em linhagens de Aspergillus nidulans obtidas por cruzamento de linhagens

haploides sem aberracdes cromossémicas e com marcadores conhecidos.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 LINHAGENS

Foram utilizadas as linhagens:

- biAlmethG1 (bimeth), uma linhagem que apresenta crescimento e esporulacao
normais, conidios verdes, ciclo sexual normal e marcadores nutricionais para biotina e
metionina

- Master Strain E (MSE), uma linhagem de crescimento e esporulacdo normais,
conidios brancos, ciclo sexual normal, marcadores nutricionais para galactose como fonte
de carbono, piridoxina, acetato como fonte de carbono, &cido nicotinico, riboflavina e
incapacidade de utilizacdo de sulfato e marcadores para coloracao de conidios amarelo;

- proApabaAyA (ppy), uma linhagem de crescimento e esporulagdo normais,
conidios amarelos.

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

- CLB3, uma linhagem com crescimento e esporulacdo deficiente, micélio
marrom, conidios verdes, auséncia de ciclo sexual, marcadores nutricionais para biotina,
metionina e cisteina. Mutante bristle para desenvolvimento do conidi6foro. Esta linhagem
foi obtida por mutacdo espontanea da linhagem bimeth, no Laboratério de Genética
Molecular e do Desenvolvimento da UEM.

Do cruzamento das linhagens CLB3 e MSE, foram obtidos os segregantes 4,8 e
14, sendo estes numeros utilizados como marcadores nutricionais no laboratério. Dos
cruzamentos destes segregantes foram obtidos os dipldides 4//8 e 4//14, ambas com
esporulacdo e crescimento normais, com conidios amarelos. Os segregantes foram

obtidos no Laboratorio de Genética Molecular e do Desenvolvimento da UEM.

2.2 MEIOS DE CULTURA E SOLUCOES

As andlises utilizam como base os meios de cultura conforme descrito por
Pontecorvo (1953) modificado por Clutterbuck (1969): meio minimo (MM) e meio
completo (MC); meio minimo liquido (MML) + 2% meio completo liquido (MCL). Foi

utilizada também solucgéo 0,01% Tween 80.

2.3 OBTENCAO DAS LINHAGENS DIPLOIDES
Foram obtidos os seguintes diploides: bimeth//MSE, CLB3//MSE, ppy//MSE, 4//8

e 4//14. Foram coletados conidios de ambas as linhagens a serem cruzadas. Foram
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semeados em MML mais 2% de MCL e incubados a 37°C, por 3 dias. Apés a formacgéo
dos heterocarios, estes foram transferidos para a superficie do MM e incubadas por 5 dias
a 37°C. Os conidios dos heterocarios formados foram semeados em MM e incubados a
37°C, por 5 dias. Este procedimento foi repetido até a obtencdo do dipldide de cada
cruzamento, regido do heterocario que apresentou crescimento mais vigoroso, com

esporos de cor uniforme.

2.4 OBTENCAO DE SETORES METILADOS ESPONTANEOS

Os cinco diploides foram inoculados em placas com MM solido, em 4 pontos por
picada (25 placas de cada dipldide). As placas foram incubadas por 10 dias a 37° C.
Observacdo da presenca de regides da coldnia com cor amarela ou branca, ou regides com
pouca esporulacdo, ou regides com pigmento marrom no micélio ou ainda, a presenca de

cleistotécios. Cada uma destas caracteristicas seria indicacao de setores metilados.

2.5 OBTENCAO DE SETORES METILADOS POR CICLO SEXUAL

Para inducdo do ciclo sexual e obtencdo de cleistotécios, as placas com 0s
diploides foram inoculadas em 4 pontos por picada em MC, vedadas e incubadas por 14
dias a 37°C. Foram coletados 3 cleistotécios de cada dipldide e transferidos para placas
de agar 3%, para a retirada das células de hiille. Para cada cleistotécio coletado, foi feito
uma suspensao de ascdsporos por esmagamento do cleistotécio em um tubo. Utilizou-se
10 pL da suspensdo para semear em 4 pontos em placas de MC. A incubacéo foi feita por

10 dias a 37° C para observacéo do desenvolvimento de setores metilados.

2.6 PURIFICACAO DE SETORES METILADOS

Os setores metilados para cor foram purificados por estria em placas de MC sélido
e incubados durante 7 dias a 37°C. Este processo foi realizado repetidas vezes até a
purificacdo. A observacdo ao microscopio estereoscépico confirmou a purificagéo total

de cada setor, pela homogeneidade da cor.

2.7 ISOLAMENTO DAS COLONIAS METILADAS

Os setores purificados no item anterior foram inoculados em placas de MC sélido
e incubados por 7 dias a 37°C.

Analise das caracteristicas das linhagens metiladas:

As coldnias crescidas conforme item anterior foram observadas ao microscopio
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estereoscopico para avaliagdo de possiveis caracteristicas devidas a genes metilados, além
da coloracéo dos conidios. A observagao foi feita ao microscopio estereoscopico.

3 RESULTADOS
3.1 OBTENC}AODAS LINHAGENS DIPLOIDES

Ap06s muitas repeticbes de repique de regiGes de heterocérios, foram obtidos os
diploides bimeth//MSE, CLB3//MSE, ppy //IMSE, 4//8 e 4//14.

3.2 ANALISE DA PRODUCAO DE SETORES METILADOS ESPONTANEOS
Nenhuma das 100 colénias de cada dipléide produziu setores nem de coloracdo
nem de esporulacdo nem de cleistotécios.

3.3 PRODUGAO DE CLEISTOTECIOS E ASCOSPOROS

Os dipléides CLB3//MSE, ppy//MSE, 4//8 e 4//14 produziram cleistotécios. A
Unica excecao foi o dipléide bimeth//MSE.

Todas as linhagens dipldides que produziram cleistotécios tinham uma grande

quantidade de ascdsporos por cleistotécios, e com alta viabilidade.

3.4 ISOLAMENTO DE SETORES METILADOS POR CICLO SEXUAL

O diploide CLB3//MSE, que é verde, produziu 16 setores, sendo 11 brancos e 5
amarelos.

O diploide ppy//MSE, que é amarelo, produziu 15 setores brancos.

O diploide 4//8, que é amarelo, produziu 4 setores amarelos claros.

O dipléide 4//14, que é amarelo, ndo produziu setores para cor nem para
cleistotécios.

O gene w determina a presenga ou auséncia de cor na col6nia e o gene y determina
se a col6nia apresnta a cor verde ou ndo. O gene w* permite a presenca de cor na coldnia
e 0 gene y* da a cor verde a coldnia. Quando o gene y* esta metilado ele ira se apresentar
como Yy, dando a colbnia a cor amarela. O gene w* quando metilado apresentara o
gendtipo w™ e ndo permitira a presenca de cor, resultando em uma colonia branca.

O dipl6ide CLB3//MSE possui 0 genétipo w'y" dando a col6nia a cor verde.
Quando houve a metilagdo e apresentou a cor amarela, houve a metilagdo do gene y™,
apresntando entdo o genétipo w'y". Este mesmo dipldide também apresentou a cor branca

quando houve a metilacdo do gene w*, apresentando o genétipo wy".
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O dipldide ppy//MSE apresenta col6nia de cor amarela e seu genétipo é w'y".

Quando houve a metilagdo do gene w*, a col6nia apresentou cor branca e o genotipo wy

3.5 ANALISE DAS COLONIAS DIPLOIDES METILADAS
Os resultados da analise das colénias ao microscopio estereoscépico estdo

apresentados nos quadros 1, 2 e 3.

Quadro 1- Analise macroscopica das col6nias originadas dos setores metilados do dipléide CLB3//MSE,
crescidas em MC a 37° C por 15 dias.

. guantida exudato
cadeia . - L
- S hifas  |micélio de de localizacdo
col6nia cor conidi6for , ~ o o
o aéreas prote¢do| cleistotéc | cleistotécios
i0s
1 branca redondas - + - +
2 branca redondas - + + espalhados +
3 branca redondas - + - - -
4 branca redondas - + - - -
5 amarela | redondas - + + espalhados -
6 branca redondas - + + espalhados ++
7 branca redondas - + + espalhados -
8 amarela | redondas - + + enterrados -
9 branca redondas - + + enterrados ++
10 amarela | redondas - + + in6culo -
11 redondas - + - - )
marela
12 redondas - + - - )
marela
13 redondas - + - - )
ranca
+
14 redondas - + + enterrados
ranca
15 redondas - + + inéculo i
ranca
++
16 redondas - + + espalhados
ranca

Quadro 2 - Analise macroscépica das coldnias originadas dos setores metilados do dipldide ppy//MSE,
crescidas em MC a 37° C por 15 dias.

quantida exudato
- cadeia hifas  |micélio de de localizacéo
coldnia cor s . x C L
conidiéforo aéreas protecdo | cleistoté| cleistotécios
cios

1 branca longas - + + espalhados -
2 branca longas + + - -
3 branca longas + + + enterrados -
4 branca longas + + - - -
5 branca longas + + - - -
6 branca longas - + ++ espalhados -
7 branca longas - + ++ espalhados -
8 branca longas + + ++ espalhados +
9 branca longas + + ++ espalhados -
10 branca longas - + ++ espalhados -
11 branca longas - + ++ enterrados -
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12 branca longas + + ++ espalhados -
13 branca longas + + + espalhados -
14 branca longas + + + espalhados -
15 branca longas - + + espalhados -

Quadro 3 - Analise macroscopica das colonias originadas dos setores metilados do dipldide 4//8, crescidas
em MC a 37° C por 15 dias.

quantida exudato
- cadeia hifas micélio de de localizagéo
col6nia cor . . x S A
conidiofor| aéreas protecdo | cleistotéc | cleistotécios
ios

1 amarela clara redondas - + + espalhados +
2 amarela clara redondas ++ - - - -
3 amarela clara redondas ++ - - - -
4 amarela clara redondas + - + enterrados -

Como se pode observar nos quadros 1, 2 e 3, o0 comportamento de metilacdo nos
dipldides é especifico de cada cruzamento. Os dipléides CLB3//MSE e ppy//MSE
apresentaram grande nimero de setores para cor e producdo de cleistotécios.

Considerando que os diploides podem apresentar setores resultantes de perdas de
cromossomos, é importante reforcar que este ndo foi o caso. Quando isto ocorre, 0s
setores isolados sdo instaveis e ddo novos setores a cada repicagem. Esta certeza é devido

ao fato de todos setores crescerem estaveis em varias repicagens.

Figura 1- Aspecto macroscopico do diploide CLB3//MSE. A — primeira col6nia com setor branco; B —
coldnia crescida a partir de setor metilado purificado, com esporos brancos e com pontos escuros que sdo
cleistotécios; C — coldnia observada ao microscopio estereoscdpico com aumento de 4x mostrando os
cleistotécios.

Figura 2 - Aspecto macroscépico do diploide 4//8 visto ao micréscopio estereoscdpico com aumento de
4x, mostrando a auséncia de cleistotécios.
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4 DISCUSSAO

O fungo Aspergillus nidulans apresenta nucleos hapldides na maioria das
linhagens isoladas da natureza ou mantidas em laboratério. Em algumas situacdes sao
encontrados isolados de linhagens diploides no ambiente. Em laboratério também ¢é
possivel obter-se por cruzamento linhagens dipl6ides. A grande maioria dessas linhagens
é estavel apesar de apresentar o dobro de cromossomos do que é usual para esta especie.

No presente trabalho foi testado se este excesso poderia levar ao aumento de
metilacdo durante as divisdes mitoticas da coldnia. No entanto foi demonstrado que isto
ndo acontece. Prado e Zucchi (1996) mostraram que linhagem portadora de duplicacao
cromossémica é capaz de desencadear a metilacdo do gene w, provocando o aparecimento
de setores brancos. Nossos resultados no entanto indicam que em condi¢fes normais, ou
seja, em linhagens dipldides sem aberracdes cromossdémicas esse mecanismo de
metilacdo por excesso de material genético ndo reconhece o ndmero dipldide de
Cromossomos Como excesso.

Outro resultado importante neste trabalho foi a producdo de cleistotécios por 4
linhagens dipldides geneticamente diferentes. Timberlake (1980) afirmou que neste
fungo, as linhagens diploides sdo incapazes de produzir ascdsporos, uma vez que a fuséo
de nucleos diploides que ocorre no inicio do processo resultaria em um ndcleo tetrapldide
que entraria em meiose. No presente trabalho, as linhagens dipléides ndo sé produziram
cleistotécios em grande quantidade, como tinham um grande nimero de ascdsporos por
cleistotécio, com alta viabilidade. Como as 4 linhagens dipldides eram geneticamente
muito diferentes, é possivel que estes resultados representem a regra para Aspergillus e
ndo uma excecgao.

Quando foram semeados ascosporos, as linhagens dipléides produziram grande
namero de setores metilados confirmando a existéncia do mecanismo de metilacdo pré-
meiotica descrita por Prado e Zucchi (1996) e por Barros (2017).

Embora a metilagcdo neste caso possa ter ocorrido em varios genes, foi possivel
visualizar apenas setores metilados para cor de conidios e para grande producdo de
cleistotécios. No entanto, foi possivel obter um grande nimero de setores metilados por
colbnia, o que ocorre em menor escala quando se faz ativagdo por ciclo sexual de
linhagens haploides. Isto significa que embora espontaneamente a diploidia ndo induza
metilagdo, a diploidia favorece a metilagdo durante o periodo pré-meiético.

O presente trabalho apresenta uma contribui¢do importante ao estudo da metilagao

em eucariotos, reforcando as possibilidades de utilizar linhagens diploide de Aspergillus
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nidulans como modelo para estudo de epigenética.
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