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SUMARIO: Amostras termossensiveis (42°C) de A. nidulans foram obtidas pela irradiagao com U.V. Dentre 18
mutantes termossensiveis, 3 demonstraram que o determinante da termossensibilidade era causado por efeitos
associados com o nucleo e foram selecionados para estudos posteriores.

Foram sintetizados diploides entre amostras normais e os trés mutantes (mais um) exibindo letalidade a 42°C
e fol verificada uma completa recessividade em todos os casos.

Para fins comparativos foram feitas-tentativas para encontrar casos de ‘‘adaptagio”’. Heterocarios nutricionais
balanceados, entre ¢s] e amostras do tipo selvagem para o alelo correspondente, mostraram resultados bastante
difercntes quando cxperimentados em diferentes tempos de incubagio inicial a 37°C e depois transferidos para
41°C. Os heterocarios praticamente nio apresentaram resposta adaptativa as mudancas de temperatura.

A ligeira diferenca de comportamento heterocario: heterozigoto provavelmente é resultante do efeito de

dosagem.

Os resultados reafirmam e ofereccem confianga na estabilidade dos heterocarios quando em condi¢des

constantes de meio.

S mutantes letais condicionais comportam a

categoria dos mutantes termossensiveis,
onde genes essenciais tornam-se inativos a altas
temperaturas, mas, ndo a baixas temperaturas.
Em Bacteriéfago 7,, ha uma larga e hetero-
génea classe de mutantes termossensiveis estuda-
da por EDGAR, DENHARDT & EPSTEIN (3).
Em outros microrganismos, tais mutantes
tem sido explorados em diversos estudos gené-
ticos e bioquimicos.

1 Recebido para publicagao em 7 de maio de 1974.

Ha poucas referéncias sobre estes mutantes
em Aspergillus (% 8 % 1), Até o presente, ndo
tém sido exploradas as comparactes dos fen6-
tipos dos heterocédrios e dos heterozigotos cor-
respondentes, em mutantes termossensiveis de
Aspergillus nidulans, que é um dos poucos orga-
nismos a se prestar ao estudo comparativo da
interacdo entre alelos, em um mesmo nicleo
(diploides) e em um citoplasma comum separa-
dos pelas membranas nucleares (heterocirios).

* Pesquisador cm Biologia do Instituto Oswaldo Cruz e Bolsista do Conselho Nacional de Pesquisas.

**¥ Bolsista do Instituto Oswaldo Cruz.
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Este trabalho tem também a finalidade de am-
pliar o conhecimento de tais mutantes e com-
plementar as investigagcdes sobre adapta-

¢ao (* ?).

MATERIAL E METODOS

As técnicas gerais usadas foram as de PONTE-
CORVO, ROPER, HEMMONS, MAcCDONALD &
BUFTON (10), WARR & ROPER (14) ¢ CUNHA (?).

As amostras de Aspergillus nidulans empregadas
neste trabalho eram provenientes da cole¢ao do Depar-
tamento de Genética da Universidade de Sheffield,
foram conservadas a 5°C, em meio completo (MC). Os
alelos mutantes usados foram descritos por PONTE-
CORVO et al. (19). Os de maior importancia sao: y
conidio amarelo; w3, conidio branco; biy, pyroa, RiC5
e nicg, ribo, e ribog, s3 exigencias nutricionais respec-
tivamente para biotina, piridoxina, acido nicotinico,
riboflavina e tiossulfato; suyad,q, supressor du 1d;g;
facA, inabilidade de crescer em meio de acetato; galq,
inabilidade de crescer vigorosamente em meio de galac-
tose; Acty (semidominante), resisténcia a actidione; e
tsly, inabilidade de crescer a 42°C.

Meios

Meio minimo (MM), Czapek-Dox com 1% de gli-
cose. Meio completo (MC), um meio complexo con-
tendo extrato de lévedo, caseina hidrolisada, acido
nucleico hidrolizado, vitaminas, etc. Os meios solidos
contem 2,5% de agar.

Isolamento de mutantes termossensiveis

A amostra biy; tsla foi fornecida pelo Departa-
mento de Genetica da Universidade de Sheffieid. Os
demais mutantes termossensiveis fbram obtidos pela
irradia¢ao da amostra bIy cor. .uz ultravioleta.

RESULTADOS

Isolamento dos mutantes termossensiveis

A inducio dos mutantes foi realizada pela irradia-
¢do, com lampada de mercurio emitindo principal-
mente radia¢oes de 2.537A de comprimento de onda,
de 20 ml da suspensio de conidios da amostra de A.
nidulans bi,, em placa de Petri de 150 mm de diame-
tro, aberta e com agitacao continua. Ao todo, aproxi-
madamente, 60.000 conidios foram tratados, em $§
irradiacoes diferentes, e com uma taxa de cerca de 4%
de sobreviventes expressa em funcao de um controle
nao irradiado. Computando os resultados das experien-
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cias, assim podc-se resumir: As sobreviventes de morto-
logia normal, 2.376 colonias, foram testadas nos meios
MM, suplementadas com biotina, MC e nas tempera-
turas de 34° e 42°C. As leituras foram feitas com 48 h
de incubagao. IForam notadas as seguintes alteragoes: 6
colonias apresentaram crescimento reduzido ou nulo
em MM acrescido de biotina e em MC a 34°C; 4 colo-
nias sO cresceram em MC ¢ a 34°C; 2 colonias apresen-
taram morfologia colonial difercnte a 42°C em ambos
0s melos; 15 apresentaram crescimento muito redu-
zido ou nulo em MM suplementado com biotina a
34°C e 42°C; ¢ finalmente 18 colonias apresentaram
crescimento reduzido ou nulo em MM suplementado
com biotina e em MC a 42°C.

Deste grupo de 18 amostras foram selecionadas,
para o desenvolvimento do prcsente trabalho, 3 mu-
tantes com as seguintes caracteristicas: a) incapacidade
de crescimento a 42°C; b) nao apresentarem, a 37°C
qualquer indicio de altcracao do fenotipo (quanto ao
crescimento, morfologia colonial ¢ exigéncia nutri-
cional); ¢) apresentarem, tais caracteristicas estaveis nas
suas subculturas; d) quando submetidos ao teste do
heterocario demonstrarem clara evidéncia de que o
determinantc da termossensibilidade era causado por
efeitos associados com o nucleo ().

I'stes mutantes receberam as designagoes: I — biy;
tsl 185. 11 — biy; tsl 184, II1 — bi; tsl 189.

Nao foram feitas tentativas para demonstrar a iden-
tidade dos alelos nas amostras termossensiveis usadas.
SO0 a amostra biy; tsl 189, foi analisada do ponto de
vista genctico, apresentando indicagao da presenca da
marca zs! no “‘ljnkage group” IV, ¢ uma translocagao
nao reciproca III; V (1).

Algumas tentativas foram rcalizadas com o fito de
sintetizar amostras ts! ¢ também portadoras de marcas
morfologicas e nutricionais diversas. Nao houve persis-
tencia neste intento, por se dispor da possibilidade dc
variar ‘0 outro componente do heterocario ou hetero-
z1goto.

Expressao da termossensibilidade

1. Foram conjugadas quatro diferentes amostras
de termossensiveis (I — biy; sl 185; 11 — biy;
tsl 184; 111 — biy; tsl 189;¢ IV — biy; ¢tsl 4), com a
““Master Strain E”, e a partir de seus heterocarios ba-
lanceados, foram obtidos os respectivos dipldides hete-
rozigotos (11). Submetidos ao teste de dominancia os
diploides comportaram-se como o tipo selvagem, isto
€, nao termossensiveis, e os heterocarios mostraram
desenvolvimento quase desprezivel, a temperatura de
41°C nao podendo ser interpretado como uma efetiva

complementagao.

2. Procurando explorar a dosagem dos alelos
tsl ~, ts1*, em fungdo das temperaturas de cultivo,
subculturas do heterocario biy; tsl 189 + MSE, foram
mantidas a diferentes temperaturas e as proporgoes
destes alelos foram avaliadas seguindo a técnica de
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abordagem indireta pela avaliagdo conidial (?). Fo-
ram feitos trés inoculos de subcultura em cada pla-
ca e quatro placas para cada temperatura diferente.
A tomada de conidios para a avaliacdo foi sempre
feita no sexto dia de incubagao. Ante a sugerida
variacdo na exigéncia de biotina pelo A. nidulans, a
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diferentes temperaturas (13), esta vitamina foi acres-
centada ao MM (50 mg/l), de duas das placas culti-
vadas a 41°C e houve muito pouca melhoria no as-
pecto de seus heterocarios ¢ nenhuma altcra¢do na
proporcao conidial. Os resultados vao expostos na
tabela I.

Tabela 1

Propor¢ao de conidios no heterocario bi,; s/ 189 + MSE em
MM e em varias temperaturas

Temperatura N.O total de
°C Colonias

28
34
37

41

3. Estudando uma possivel ‘“‘adapta¢ao’ inimeros
heterocarios foram sintetizados e alguns foram exaus-
tivamente explorados:

I — biy; tsl 185 + y; pyro,.

Esta combinag¢do heterocariotica apresentou um
crescimento a 37°C com a propor¢ao de 69% de coni-
dios verdes, para 31% de conidios amarelos, em um
total de 324 conidios avaliados (222 verdes, 102 ama-
relos). Entretanto, era contra-indicada sua utilizagio,
pois houve o aparecimento de setores cotonosos, que
poderiam ser atribuidos, talvez, a uma heranga cito-
plasmatica (12).

I — biy;tsly + y; pyro,.
III — bil;tSI 184 + y; hng;l'ib05.

Depois de varias tentativas de forgar a hetero-
cariose entre os componentes do item II e III nao

obtivemos sucesso, talvez por incompatibilidade entre
as amostras (25 9),

IV — biy; tsl 189 + MSE.

Este heterocario foi particularmente estudado. As
suas subculturas foram inicialmente mantidas a 37°C,

Coldnias
verdes (%)

Observac¢des sobre

ColOnias .
brancas (%) desenvolvimento de
heterocario
Pobre
Bom
Excelente

Reduzido e esbranqui¢ado

e decorridos periodos variaveis de tempo foram trans-
feridas para estufa a 41°C. So as subculturas mantidas,.
no minimo, 48 horas a 37°C, apresentaram hctero-
carios com aspectos normais. As subculturas mantidas
30 ou menos horas a 37°C apresentaram um desen-
volvimento similar entre si ¢ precario. As proporgoes
conidiais alcancadas nestas diversas condi¢oes, pare-
cem oferecer pouco auxilio para o estudo da adapta-
¢ao. Os resultados dos equilibrios obtidos sao mostra-
dos na tabela Il.

V — biy;tsl 184 + y; pyro,.

Este heterocario foi testado a semelhang¢a do ante-
rior, obtendo-se os resultados: Subculturas sempre a
37°C: 70% colonias verdes, 30% colonias amarelas;
subculturas inicialmente mantidas 72, 48 ¢ 24 h a
37°C e a seguir a 41°C, assim como, as cultivadas sem-
pre a 41°C: 8% colonias verdes, 92% colonias amarelas.
Observaram-se apenas variagOes de £ 2% para as dife-
rentes determinacoes.

Parecem ser de fundamental importancia os dois
pontos em que os resultados dos heterocarios [IVe V
diferem entre si: 1.0) No heterocario 1V a propor¢io
dos alelos altera, aproximadamente, de 2 £s/™ : 1 tsl+,
para 1 s/~ : 1 tsl*. Enquanto no heterocario V, passa,
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Tabela 1I

Propor¢do conidial no heterocario bi,; tsl 189 + MSE, alterando o
tempo da temperatura inicial do desenvolvimento

N.O de horas
de cultivo
37°C*

N.© total de
ColOnias
contadas (1517)

Sempre

48
30
24

12

Colonias
verdes (%)

Colonias

ObservagOes sobre
brancas (%) desenvolvimento do
(I51%) heterocario

Excelente
Excelente
Muito pobre
Muito pobre
Muito pobre
Muito pobre
Muito pobre
Muito pobre
Muito pobre

Muito pobre

* ApOs este periodo inicial de incubagao a 37°C, as placas foram transferidas para a estufa a 41°C.

aproximadamente, de 2¢sl~: 1t ¥, para 1 ¢sl~: 9 tsl™.
2.9) No conjugado IV, um esta. -lecimento inicial da

heterocariose parece proteger o seu desenvolvimento.
O que ndo parece ocorrer no heterocario V, onde, mes-

mo com uma dilatagio do periodo inicial de incuba-
¢ao a 37°C, aparenta nao garantir o desenvolvimento,
em equilibrio, do heterocario.

VI — biy; tsl 185 + Acty; pyro,; nicg.

Tentando demonstrar a nao interferencia de marcas
visuais em heterocarios balanceados onde, também, es-
taria presente u’a marca responsavel pela termossensi-
bilidade, foi estabelecido e testado o heterocario aci-
ma. Apesar de ter apresentado um crescimento exce-

lente ¢ supostamente heterocariotico, ele demonstrou
caracteristicas insuficientes para permitir a escolha se-
gura de areas de amostragem para a avaliagio conidial.
Muito provavelmente uma escolha inadequada de areas
heterocarioticas foi a responsavel pelos resultados difi-
ceis de serem interpretados contraditorios,cxpostos na
tabela II1. Talvez estes resultados cstejam refletindo a
inabilidade do conjugado de encontrar uma proporgao
nuclear que pudesse satisfazer as necessidades nutri-
cionais dos componentes ¢ suas exigencias quanto ao
equilibrio 8! -, tsI*, em fungio da temperatura experi-
mental. Por outro lado, a trabalhosa caracterizagao dos
componentes (para maior seguran¢a foram testados
também quanto as exigéncias nutricionais) desaconse-
Jhou qualquer persisténcia no intento.
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Tabela III

Proporgdo conidial rio heterocario biy; sl 185 + Act,; pyros; nics,
alterando o tempo da temperatura inicial do desenvolvimento

N.© de horas N.© total de
de cultivo ColOnias
37°C testadas
Sempre 19*
72 156
48 155
30 88*
24 156
0 155

% de % de
Colonias colonias
tsl” e bi~ tsl + Acty, pyro,, nicg

58 42
72 28
98 2
78 22
100 —
98 2

* Por motivos técnicos nio foi possivel repetir para aumentar a amostragem.

DISCUSSAO

Os mutantes letais condicionais termossensi-
veis foram escolhidos para o presente trabalho
pela facilidade de obtengao (os resultados o
demonstraram), pelo comodo manuseio técnico
e por permitir um estudo comparativo com
outros mutantes ji explorados do ponto de
vista de complementa¢do e adaptagao.

Confirmando a expectativa, os dipldides he-
 terozigotos com sua propor¢do fixa de 50% do
alelo tsl ~ mostraram-se termossensiveis. Portan-
to, em termos genéticos, o alelo tsl™ é recessivo.
Entretanto, o precério, mas existente, desenvol-
vimento do heterocéirio que oferece uma util
flexibilidade na propor¢ao nuclear, sugeriria
uma semidominancia do referido alelo quando
em heterocariose. E muito provévél que a dife-
renca entre heterocdrio e heterozigoto seja o
resultado do efeito de dosagem. Os termos
“recessivo” e ‘“dominante” somente poderiam
ser referidos a heterocariose quando a razio
nuclear fosse de 1:1 (?).

Um alelo semidominante, Act,;, foi usado
satisfatoriamente para mostrar mudangas adap-
tativas da taxa nuclear em heterocarios de acor-
do com WARR & ROPER (14) e CUNHA (?).
Os heterocdrios balanceados em marcas nutii-
cionais, por si sO, parecem n3o ser muito ade-
quados para explorar esta altera¢ao adaptativa e
gradual (¢). Evitando, até certo ponto, ou evi-
denciando as limita¢Ges impostas pelas combi-
nacoes deste tipo, o uso de mutantes letais con-
dicionais termossensiveis poderia oferecer uma
ideal alternativa. Entretanto, seria temerario
aceitar os atuais resultados como favordveis a
uma resposta adaptativa. A interpretacdo do
comportamento destes heterocarios, nestas con-
dicoes, merece reserva e cautela.

Em 1953, PONTECORVO et al. (19) levan-
taram a questdo se, no mecanismo de manuten-
cdo do heterocirio, a sele¢do poderia alterar a
razio nuclear no interior das hifas ou se ha uma
taxa diferencial de multiplica¢do das hifas de
acordo com a propor¢do nuclear que elas soem
possuir. Os resultados obtidos se nao sao supor-
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te, pelo menos, estdo de acordo com a hipdtese
mais simples, aceitando tais adaptactes como
provenientes da sele¢do entre hifas, pois as por-
- tadoras de um perfeito equilibrio heterocari6-
tico seriam preferencialmente selecionadas
entre as hifas homocaridticas ou as com desvan-
tagens na propor¢io nuclear.

SUMMARY

Temperature sensitive lethal mutants
in Aspergillus nidulans

Temperature sensitive strains (42°C) of As-
pergillus nidulans were obtained by U.V. irra-
diation. The mutant alleles had not been lo-
cated and among 18 thermosensitive mutants
three gave clear evidence that the determinant
of thermosensitivity was caused by effects asso-
ciated with the nucleus and were selected for
further studies.

Diploids have been synthesised between nor-
mal strains and the three latter variants exhibit-
ing lethality at 42°C and a complete recessivity
of the character in each case was shown.

For comparative purposes attempts were
made to find instances of ‘“‘adaptation”. Nutri-
tionally balanced heterokaryons, between ts/
and the wild tipe strains for the corresponding
alleles had shown quite different results when
experienced on increasing initial incubation
time at 37°C and then were transfered to 41°C.
Heterokaryons had not showed adaptative
response to the changes of temperature. The
heterokaryon: heterozygote slight difference of
behavior doubtless arose as result of dosage
effects.

The results reinforced and offered some
confidence in heterokaryon stability under con-
stant environmental conditions.
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