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ARTIGO ORIGINAL 
 

Desenvolvimento vegetativo das colônias em Aspergillus 
nidulans é controlado por genes regulados por metilação  

Vegetative development of colonies in Aspergillus nidulans 
is regulated by methylated genes 

Fabio dos Santos Barros1 , Izabel Aparecida Soares2 , Gisele Arruda3  

Carmem Lucia de Mello Sartori Cardoso da Rocha4       

Grandes avanços têm sido alcançados no conhecimento dos mecanismos genéticos 
de controle dos processos de desenvolvimento dos mais variados organismos. Nas 
últimas décadas, uma nova abordagem tem sido tomada para o estudo do controle da 
expressão gênica no contexto da Epigenética. Este trabalho avaliou a presença de 
genes regulados por metilação no controle do ciclo vegetativo e da morfologia da 
colônia em Aspergillus nidulas. Conídios de 5 dias foram inoculados em placas com 
meio mínimo suplementado e meio mínimo suplementado com adição de 5-
azacitidina. Para análise do ciclo vegetativo foram feitas medidas diárias do diâmetro 
das colônias e observou-se a morfologia das colônias, a coloração de conídios e a 
coloração do reverso das placas. Em presença do desmetilante, as colônias 
apresentaram muitos setores com excesso de melanina e diminuição da quantidade 
de conidióforos. Foi possível observar que em A. nidulans existem genes para o 
desenvolvimento vegetativo que podem ser regulados por metilação, como os genes 
para produção e secreção de melanina. Também foram observados genes que são 
metilados ocasionalmente e de forma transitória, como os genes para coloração de 
conídios. 

Palavras-chave: Desenvolvimento vegetativo. Produção de melanina. Coloração de 

conídios. 5-azacitidina. Epigenética. 

Great advances have been made in understanding the genetic mechanisms that con-

trol developmental processes in a wide variety of organisms. In recent decades, a new 

approach has been taken to the study of gene expression control in the context of 

Epigenetics. This work evaluated the presence of methylation-regulated genes in-

volved in the control of the vegetative cycle and colony morphology in Aspergillus 

nidulans. Five-day-old conidia were inoculated onto plates containing supplemented 

minimal medium and supplemented minimal medium with the addition of 5-azacytidine. 

For analysis of the vegetative cycle, daily measurements of colony diameter were per-

formed, and observations were made regarding colony morphology, conidial  

coloration, and the reverse coloration of the plates. In the presence of the demethylat-

ing agent, the colonies exhibited many sectors with excess melanin and a reduction in 

the number of conidiophores. It was possible to observe that in A. nidulans there are 

genes related to vegetative development that can be regulated by methylation, such 

as those involved in the production and secretion of melanin. Genes that are occasion-

ally and transiently methylated were also observed, such as those controlling conidial 

coloration. 

Keywords: Vegetative growth. Melanin production. Conidia color. 5-azacytidine. Epi-

genetics. 
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INTRODUÇÃO  

A. nidulans é um fungo filamentoso homotálico, geralmente haploide, 

com oito cromossomos (1). Seu ciclo de vida compreende três fases: ciclo 

vegetativo, ciclo assexual ou conidiogênese, ciclo sexual ou ascosporogê-

nese (2).  

Em condições normais, primeiramente ocorre o desenvolvimento vegetativo, 12 ho-

ras após ocorre o início da conidiogênese para formação dos conidióforos e conídios, e 

mais tardiamente, o ciclo sexual, com a formação do cleistotécios e ascósporos (3,4). 

O ciclo vegetativo em geral ocorre a partir da germinação de esporos (conídios e 

ascósporos). O tubo germinativo apresenta crescimento apical, com mitose dos núcleos 

mais próximos da ponta e periodicamente formação de septos e ramificações, originando 

as hifas (5). Em meio sólido, estas hifas crescem e ramificam-se de forma subapical, ori-

ginando uma colônia com crescimento radial (2,6,7). 

O desenvolvimento vegetativo ocorre durante todo o ciclo de vida da colônia. Ele é 

coordenado por grande número de genes que controlam processos como:  a absorção de 

nutrientes e água do meio; a multiplicação dos núcleos por mitoses; as vias biossintéticas; 

a construção de parede e de septos; e a resposta a fatores ambientais como osmolari-

dade, disponibilidade de nutrientes, água e oxigênio; variação de temperatura e presença 

de inibidores químicos e biológicos. O crescimento das hifas também é controlado por um 

sofisticado mecanismo de regulação que estabelece relação do ciclo vegetativo com a 

conidiogênese e com o ciclo sexual (8). 

A regulação epigenética do silenciamento de genes é um importante mecanismo 

para controle da transcrição sendo mediada, pelo menos em parte, pela estrutura local da 

cromatina e proteínas associadas. A regulação da modificação da cromatina é feita parti-

cularmente por meio de processos como metilação, ubiquitinação, acetilação e 

fosforilação, podendo afetar profundamente a expressão gênica (9). 

Em procariotos a função da metilação é bem compreendida, sendo integrante do 

sistema que protege o organismo de DNAs exógenos (10). 

Nos promotores dos genes de eucariotos existem sítios específicos de metilação 

denominados de ilhas CpG. No entanto, em eucariotos, apenas uma fração das regiões 

CpGs encontram-se metiladas (11). 

Em plantas, o processo de metilação também está envolvido em diversos mecanis-

mos regulatórios, como o correto balanceamento de ploidia e o silenciamento de 

sequências repetidas de DNA, assim como possui um importante papel no desenvolvi-

mento do endosperma em plantas superiores (12,13). 

Os fungos representam um grupo heterogêneo no que diz respeito à modificação 

do DNA por metilação. Os níveis de metilação em fungos variam de índices indetectáveis 

até níveis que se assemelham aos encontrados em plantas superiores e em vertebrados 

(14). 

RIP (repeat-induced point mutation) foi descrito inicialmente em Neurospora crassa. 

Envolve a metilação de sequências gênicas repetidas seguida de mutação. Esse processo 

também é responsável pela inativação de múltiplas cópias de elementos de transposição 

(15). 

Foram fornecidas evidências genômicas da presença de RIP em ascomicetos fila-

mentosos, com identificação de mutações características em regiões duplicadas. Esses 
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achados sugerem que o RIP pode atuar como mecanismo de proteção ge-

nômica em diferentes espécies de fungos (16). 

O artigo apresenta análise comparativa entre fungos ascomicetos, 

mostrando que o RIP é amplamente distribuído e contribui para a variação 

e evolução genômica. Identificaram diferentes padrões de atuação do RIP 

em grupos distintos de fungos filamentosos. (15). 

MIP (methylation induced premeiotically) envolve o silenciamento por metilação, de 

múltiplas cópias de DNA repetitivo, mas sem causar mutação (17). Em Aspergillus nidu-

lans o panorama ainda não é completamente elucidado em relação aos processos de 

regulação de genes por metilação (14). 

GIS (gene inactivation system) foi descrito como um sistema de inativação gênica 

dependente de metilação em Aspergillus nidulans, atuando durante a meiose em linha-

gens com duplicações cromossômicas. Nesse sistema, diferente de RIP, não ocorre 

mutação (18). 

Lee (19) não detectou metilação do DNA ou MIP nas linhagens testadas, mas não 

descartou a possibilidade de que as enzimas responsáveis pelo processo de metilação 

possam estar presentes ao menos transitoriamente durante o ciclo sexual, um estágio em 

que os baixos níveis de metilação do DNA são difíceis de serem detectados. 

No sentido de ampliar o conhecimento sobre os processos de metilação em fungos 

filamentosos, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a presença de genes regulados 

por metilação no controle do ciclo vegetativo em A. nidulans. 

 

METODOLOGIA 

Foram utilizadas linhagens de A. nidulans que apresentam, regularmente, tanto o 

ciclo assexual quanto o sexual: biA1methG1, MSE (Master Strain E), brlA42 e MoC. Os 

meios de cultura foram preparados segundo Pontecorvo et al. (2) e Clutterbuck (16).  

Para a análise do ciclo vegetativo foram inoculados conídios dormentes de colônias 

de cinco dias de crescimento no centro de placas de Petri contendo meio mínimo suple-

mentado sólido (controle) e meio mínimo suplementado sólido com adição de 0,0073% 

(w/v) 5-azacitidina (tratamento). Diariamente o diâmetro das colônias foi medido para afe-

rir a velocidade de crescimento vegetativo.  

A análise da morfologia das colônias foi realizada observando-se a forma das co-

lônias, bordos e rugosidades, coloração dos conídios e coloração do reverso da placa.  

O teste de tempo de atividade do agente desmetilante foi feito preparando-se pla-

cas de Petri contendo meio mínimo suplementado sólido (controle) e meio mínimo 

suplementado sólido com adição de 0,0073% (w/v) 5-azacitidina (tratamento), deixando-

as em estufa em condições idênticas às de cultivo. A cada 48 horas, placas eram retiradas 

da estufa e cada uma das linhagens era inoculada em uma placa com e uma sem desme-

tilante. Após 10 dias de incubação a 37°C as placas foram analisadas para observação 

da capacidade de 5-azacitidina promover alterações morfológicas já observadas em ex-

perimentos anteriores.  

Para avaliar possíveis diferenças na velocidade de crescimento vegetativo entre as 

condições controle e tratamento (5-azacitidina), a velocidade de crescimento diária foi cal-

culada como a variação do diâmetro das colônias entre dias consecutivos para cada 
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condição, considerando as médias agrupadas de todas as linhagens testa-

das. As velocidades médias diárias das duas condições foram comparadas 

por meio do teste t pareado de Student, adotando-se um nível de significân-

cia de 5% (p < 0,05). 

Os dados de diâmetro das colônias, obtidos diariamente para as qua-

tro linhagens de Aspergillus nidulans (brlA42, MoC, biA1methG1 e MSE) sob as condições 

de controle e tratamento com 5-azacitidina, foram analisados para identificar diferenças 

na velocidade de crescimento vegetativo entre as condições experimentais.   

A análise estatística foi realizada utilizando o software BioEstat versão 5.3. Inicial-

mente, a normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk e a 

homogeneidade das variâncias pelo teste de Levene. Para a comparação entre os grupos 

controle e tratamento em cada tempo experimental, utilizou-se o teste t de Student para 

amostras independentes. Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão, 

adotando-se um nível de significância de p < 0,05 para todas as análises. 

 

RESULTADOS  

Todas as linhagens testadas responderam ao agente desmetilante e apresentaram 

alterações no padrão de desenvolvimento do ciclo vegetativo. As colônias que cresceram 

na presença de 5-azacitidina apresentaram bordos irregulares e rugosidades na superfície 

das colônias, enquanto que as colônias submetidas à condição controle apresentaram 

bordos regulares e uniformes bem como superfície lisa. 

As colônias da condição de tratamento produziram uma maior quantidade de me-

lanina no micélio vegetativo em relação ao controle, conforme observado no reverso das 

placas (Figura 1). Nas colônias controle a melanina foi depositada de forma regular se-

guindo o padrão de crescimento radial formando halos, enquanto nas colônias tratadas o 

excesso de melanina estava presente em setores. 
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Figura 1 - Reverso das colônias da condição de controle e tratamento após 12 dias de crescimento a 37º 
C. A - brlA42 Controle; B- brlA42 Tratamento; C- MoC Controle; D- MoC Tratamento; E- biA1methG1 Con-

trole; F- biA1methG1 Tratamento; G- MSE Controle; H- MSE Tratamento. 

 

O teste do tempo de atividade da 5-azacitidina demonstrou que a ação desmetilante 

permanecia até entre o quinto e sétimo dia. 

A velocidade de crescimento vegetativo na maioria das linhagens foi menor na con-

dição de tratamento até o sexto dia. A partir deste momento as colônias tratadas tiveram 
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um desenvolvimento maior que as controles. A linhagem MSE apresentou 

esta mesma inversão de velocidade, só que mais tardiamente, no nono dia 

(Figura 2). 

 

 

Figura 2 - A: Velocidade de crescimento da linhagem brlA42. B: Velocidade de crescimento da linhagem 
MoC. C: Velocidade de crescimento da linhagem biA1methG1. D: Velocidade de crescimento da linhagem 

MSE. 

 

Nos gráficos de velocidade de crescimento (Figuras 2A, 2B e 2C), observou-se que, 

até o sexto dia de cultivo, as colônias submetidas ao tratamento com 5-azacitidina apre-

sentaram diâmetro significativamente menor em comparação ao grupo controle (p < 0,05). 

A análise estatística demonstrou um ponto de interseção entre os grupos próximo ao sé-

timo dia, após o qual houve uma inversão e a velocidade do grupo tratamento foi maior 

do que o controle, embora não foram observadas diferenças estatísticas significativas en-

tre os dois grupos (p > 0,05). Para a linhagem MSE, tal padrão não foi observado, 

ocorrendo no nono dia, sendo esta excluída da análise estatística comparativa. Esses 

resultados sugerem que o efeito inibitório inicial do agente desmetilante é compensado 

após a sua inativação, permitindo a recuperação e até mesmo o aumento do crescimento 

nas colônias tratadas. 
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Figura 3 - Velocidade de crescimento das colônias (diâmetro médio em mm) nos grupos controle e trata-
mento com 5-azacitidina ao longo de 12 dias de cultivo. O ponto de interseção entre as curvas foi 

identificado em aproximadamente 6,88 dias de cultivo (linha tracejada), indicando o momento em que o 
crescimento do grupo tratamento igualou ou superou o do grupo controle. Até esse ponto, o tratamento 

apresentou crescimento significativamente menor (p < 0,05). Após a interseção, não houve diferença esta-
tística significativa entre os grupos. Valores expressos como média (± desvio padrão). 

 

As linhagens com conídios verdes biA1methG1, brlA42 e MoC apresentaram seto-

res com conídios amarelos e brancos nas placas com o agente desmetilante. Estes 

conídios, quando repicados em placas sem 5-azacitidina originaram colônias com coní-

dios verdes. 

 

DISCUSSÃO 

Todas as linhagens avaliadas mostraram respostas no desenvolvimento, em rela-

ção à exposição ao agente desmetilante 5-Azacitidina. Isto sinaliza que este fungo pode 

possuir genes previamente metilados e que ao serem desmetilados provocaram altera-

ções morfológicas nas colônias. 

Selker et al. (20) descreveram um mecanismo relacionado ao controle de sequên-

cias duplicadas no genoma em Neurospora crassa denominado RIP e Castro-Prado e 

Zucchi (19) descreveram um sistema similar em Aspergillus nidulans que foi denominado 

GIS, também relacionado à inativação de sequências duplicadas no genoma, entretanto 

por um processo diferente do descrito em Neurospora crassa porque não ocorre mutação. 
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Apesar da comprovação da existência de mecanismos de metilação 

para controle de sequências duplicadas, não há relatos sobre a metilação 

de genes como forma de regulação da expressão gênica em Aspergillus 

nidulans. 

A produção de melanina parece estar associada à proteção dos or-

ganismos contra o estresse causado pelo ambiente. Fungos que produzem mais melanina 

se mostram mais resistentes a temperaturas extremas, enzimas hidrolíticas, toxicidade de 

metais pesados, drogas antimicrobianas e luz ultravioleta do que aqueles não melaniza-

dos (21,29).  

Em todas as linhagens analisadas neste trabalho foi observado aumento acentuado 

na produção de melanina, quando submetidas ao tratamento (Figura 1: B, D, F e H) em 

relação à condição controle (Figura 1: A, C, E e G).  

Ao contrário do que ocorre nas colônias submetidas à limitação nutricional ou au-

mento de osmolaridade, em que a resposta morfológica é homogênea na colônia, a 

resposta a 5-azacitidina ocorreu com a formação de setores. Este resultado é caracterís-

tico de eventos genéticos de mutação ou de expressão gênica, como os epigenéticos que 

ocorrem apenas em alguns núcleos do micélio e crescem na colônia de forma clonal. Essa 

expressão é permanente ao longo das divisões nucleares durante o desenvolvimento do 

setor. Desta forma, isto pode indicar que genes responsáveis pela produção de melanina 

são passíveis de metilação.  

Outro aspecto importante na morfologia destes setores hiper produtores de mela-

nina no tratamento, foi a durabilidade dessa expressão que começou próximo do inóculo 

nas primeiras 24 horas da colônia e permaneceu constante até o final do crescimento 

vegetativo, mesmo depois da inativação do agente desmetilante. Este resultado demons-

tra que estes genes não apenas podem ser metiláveis mas reguláveis por metilação em 

resposta a fatores ambientais. Esta afirmação é corroborada pelo fato do fungo Aspergillus 

nidulans ser capaz de produzir diferentes quantidades de melanina dependendo das con-

dições do ambiente (23,25). Desta forma, a regulação destes genes por metilação pode 

ser vantajosa para a colônia uma vez que por se tratar de um processo reversível a colônia 

pode alterar o padrão de metilação desses genes para melhor se ajustar às condições do 

meio externo. 

Recentemente, foi reconhecido que a metilação do DNA em A. nidulans não está 

restrita ao controle de sequências repetitivas, mas pode envolver genes funcionais relaci-

onados à biossíntese de melanina e à regulação de vias metabólicas específicas (30). 

A relação entre mecanismos epigenéticos e a plasticidade fenotípica em A. nidulans 

também foi evidenciada pela análise do metiloma e pela observação de que modificações 

locais e temporárias de metilação podem ocorrer em resposta a estímulos ambientais, 

modulando rapidamente a expressão gênica (31). Tal plasticidade representa um impor-

tante mecanismo adaptativo, conferindo vantagem evolutiva em ambientes dinâmicos 

(32).  

As relações entre os ciclos vegetativo-conidiogênese e conidiogênese-ciclo sexual 

em Aspergillus nidulans são complexas e altamente reguladas. Clutterbuck (33) classifi-

cou os genes importantes para a diferenciação do conidióforo em 4 grupos: o primeiro 

grupo inclui os genes envolvidos no crescimento e desenvolvimento vegetativo, sendo 

denominados genes “de suporte”; o segundo grupo, ditos “estratégicos”, abrange os res-

ponsáveis pela decisão de partir do ciclo vegetativo, para o assexual ou sexual; o terceiro, 
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dos genes “táticos”, reúne os genes reguladores da conidiogênese, bem 

como os que codificam para todas as funções essenciais para a diferencia-

ção de cada tipo celular que compõe o conidióforo; o quarto grupo engloba 

genes “auxiliares” cuja função é dar acabamento aos processos de diferen-

ciação, como pigmentos dos conidióforos e dos conídios, substâncias 

adicionais a serem estocadas nos conídios e componentes de parede dos conídios ma-

duros. 

Em algumas placas, ocorreu a presença de setores fortemente melanizados que 

apresentaram também diminuição da conidiogênese, aumento na produção de hifas aé-

reas e ausência de estruturas do ciclo sexual. Esses setores apontam para uma inibição 

da conidiogênese não em decorrência da desmetilação de genes envolvidos neste ciclo, 

mas sim provavelmente como consequência da carência de oxigênio produzida pela ati-

vação da melanização das hifas vegetativas em resposta ao desmetilante. 

Os resultados obtidos por Griffith (34) corroboram essa hipótese. Segundo este 

trabalho, a melanização do micélio confere-lhe rigidez e impermeabilidade, o que dificulta 

as trocas com o meio, de nutrientes e oxigênio, ambos vitais para a conidiogênese.  

Uma outra hipótese relaciona a regulação da produção de melanina com o desen-

volvimento da conidiogênese. São conhecidos, pelo menos, 2 tipos de moléculas que são 

primeiramente secretadas para o meio para depois induzir as hifas próximas a desenvol-

verem conidióforos - fator psiA e o produto do gene acoD (4; 35-37). É possível que a 

produção de melanina provoque uma diminuição na síntese do fator psiA por competição, 

uma vez que ambas as vias utilizam compostos fenólicos (38). Desta maneira, os genes 

para melanização do micélio vegetativo seriam considerados genes de suporte, tanto 

quanto os genes para produção de nutrientes e síntese de parede. 

O teste de durabilidade da ação do agente desmetilante demonstrou que este per-

manece com atividade até entre o quinto e o sétimo dia de desenvolvimento da colônia. 

Nas colônias da condição tratamento os setores de desenvolvimento que possuíam 

grande produção de melanina mantiveram o mesmo padrão até o final do desenvolvi-

mento da colônia por volta do décimo segundo dia, demonstrando que a desmetilação dos 

genes em questão se mantém mesmo após a inativação da 5-azacitidina, não sendo, por-

tanto, um evento transitório. 

A desmetilação de genes também afetou o crescimento vegetativo das linhagens. 

As colônias da condição tratamento apresentaram diminuição significativa da velocidade 

de crescimento nos primeiros dias do desenvolvimento da colônia, porém em torno do 

sétimo dia, período que coincide com a perda da atividade do desmetilante, as velocida-

des entre a condição tratamento e controle se equipararam, e após este período houve 

uma inversão no padrão e a condição tratamento passou a ter uma velocidade de cresci-

mento levemente maior. Estes resultados não permitem concluir se a diminuição da 

velocidade de crescimento observada na condição tratamento, está relacionada direta-

mente a desmetilação de genes ou apresenta-se como reflexo da desregulação 

epigenética causada pela desmetilação global do DNA. Tal fato pode explicar a inversão 

do padrão de crescimento com o término do efeito do agente desmetilante quando os 

genes diversos, antes desmetilados, puderam ser metilados novamente contribuindo para 

a recuperação do padrão de crescimento normal da colônia. 
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Um resultado inesperado (metilação ao invés de desmetilação) foi o 

aparecimento de setores com conídios com colorações branca e amarela 

em linhagens tipicamente verdes como biA1methG1, brlA42 e MoC. A colo-

ração dos esporos em A. nidulans é regulada geneticamente de forma que 

o gene w é responsável pela capacidade da linhagem expressar seu fenó-

tipo colorido, sendo que o alelo w+
 confere a presença de pigmentação enquanto o alelo 

w – confere o caráter ausência de pigmentação (branco). O gene y, por sua vez, é respon-

sável pela síntese do pigmento verde a partir do amarelo a ser depositado na parede dos 

conídios, de forma que o alelo y+ condiciona a produção de pigmento verde enquanto o 

alelo y- condiciona a produção de pigmento amarelo (2,39).  

Desta forma os setores brancos e amarelos só podem ser explicados por mutação 

ou metilação do gene w+ nos setores brancos e do gene y+ nos setores amarelos. Há, no 

entanto, um detalhe importante capaz de justificar o efeito metilante do agente desmeti-

lante - todos estes setores, nas diferentes linhagens, foram formados após cinco dias de 

crescimento da colônia, coincidindo com a inativação do agente desmetilante. É possível 

que com o término da ação do agente desmetilante a maquinaria de metilação volte a 

operar normalmente, e inclusive a metilar genes que não são normalmente regulados por 

metilação, mas são passíveis de metilação. 

A metilação dos genes para cor pode ser comprovada por dois resultados: primeiro, 

nenhum setor se manteve até o final do crescimento da colônia; segundo, ao transferir-se 

os setores brancos e os amarelos para meio completo sólido sem o agente desmetilante, 

as colônias cresceram com conídios verdes, descartando a possibilidade de mutação e 

corroborando com a hipótese de metilação temporária. 

 

CONCLUSÃO 

Os presentes resultados permitem concluir que em A. nidulans pode existir regula-

ção por metilação de genes “de suporte” (por exemplo, genes para produção de melanina). 

Este trabalho também demonstrou que além de genes regulados por metilação, 

podem existir genes que não são obrigatoriamente metilados durante o desenvolvimento, 

mas que são passíveis de metilação em determinadas situações, como é o caso dos ge-

nes para coloração de conídios. 

A grande contribuição deste trabalho foi demonstrar a presença de regulação por 

metilação no desenvolvimento, em diferentes linhagens de Aspergillus nidulans sem du-

plicações, apresentando este fungo que é considerado como modelo para estudos em 

diversas áreas da Genética, como excelente instrumento também para estudos em Epi-

genética. 
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