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Ilustrações cedidas pelos autores

O potencial multifuncional da nitrato redutase em pesquisas com biologia molecular de fungos

Introdução

ungos filamentosos podem
metabolizar uma série de
compostos nitrogenados
para obterem o requeri-
mento nutricional neces-
sário para seu desenvolvi-

mento. Nesses organismos, o meta-
bolismo do nitrogênio é um processo
altamente controlado por um com-
plexo de proteínas reguladoras, que
assegura grande eficiência na utiliza-
ção das fontes de nitrogênio disponí-
veis. Esse complexo é constituído
por uma série de proteínas que são
requeridas para que vários compos-
tos secundários sejam assimilados
quando as fontes preferenciais de
nitrogênio, isto é, o amônio ou a
glutamina, não estão disponíveis
(Caddick et al., 1994; Marzluf, 1997).
Entre os compostos secundários, o
nitrato inorgânico é uma excelente
fonte utilizável por muitos fungos
filamentosos. Seu transporte para o
meio intracelular é mediado pela
permease do nitrato, e após sua assi-
milação, ocorre a redução seqüencial
do nitrato a nitrito e do nitrito a
amônio, catalisada, respectivamen-
te, pelas enzimas nitrato e nitrito
redutase. O amônio é considerado o
ponto de partida para o metabolismo
anabólico do nitrogênio em fungos e
a sua incorporação em moléculas
orgânicas é, então, realizada por dois
sistemas: glutamato desidrogenase
(GDH) ou glutamina sintase (GS)/
Glutaminaamida: 2-oxoglutarato
amino transferase (GOGAT), que pro-
duzem glutamato e glutamina (Griffin,
1994) (Figura 1). A enzima nitrato
redutase de fungos é um grande
complexo multiredox, que possui

duas subunidades idênticas, cada uma
composta de três grupos prostéticos
em domínios separados. Na extremi-
dade C-terminal, localiza-se o domí-
nio FAD, mais ao centro da proteína,
o domínio heme, e, na extremidade
N-terminal, o domínio molibdênio. A
reação catalítica envolve a transfe-
rência de um par de elétrons do
NADH ou NADPH para os domínios
FAD, heme e molibdênio e, então,
para o nitrato. A especificidade pelo
doador de elétrons é utilizada para
classificar as nitrato redutases
eucarióticas em 3 grupos: NADH-
específica (EC 1.6.6.1), que está pre-
sente na maioria das plantas superi-
ores e em algumas algas, NADPH-
específica (EC 1.6.6.2), que é encon-
trada em fungos e NAD(P)H-
biespecífica, que é encontrada em
algumas plantas e em algumas algas
(Losada, 1976; Shen et al., 1976;
Renosto et al., 1982).

Em 1989, foi descrito o isola-
mento do primeiro gene da nitrato
redutase de fungos filamentosos uti-
lizando-se o organismo modelo
Aspergillus nidulans (Malardier et al.,
1989). Desde então, genes que codi-
ficam para a enzima nitrato redutase
vêm sendo clonados e seqüenciados
em diversas espécies de fungos
filamentosos representados por or-
ganismos modelos de estudos gené-
ticos em eucariotos, espécies com
potencial de aplicação industrial ou
com importância fitopatológica e
micorrízica. O interesse na clonagem
desse gene é baseado, principalmen-
te, no estabelecimento de protocolos
de transformação genética cujo valor
biotecnológico é muito importante
por representar um método de sele-
ção geral e conveniente. Mas, além
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de marca de seleção para transforma-
ção, esse gene também pode ser
utilizado para estudos de organiza-
ção e regulação gênica, análises
filogenéticas, obtenção de mutantes,
estudos de grupos de compatibilida-
de vegetativa e como isca para
detecção e isolamento de elementos
transponíveis. Baseado nesse con-
texto, este trabalho tem como objeti-
vo apresentar resultados que contri-
buam para esse potencial multifunci-
onal do gene da nitrato redutase em
fungos filamentosos. Mesmo que,
muitas vezes, dentro de uma mesma
espécie, esse gene possa não ser
utilizado com toda essa potencialida-
de, ele representa uma das maiores
versatilidades de uso na micologia
molecular.

Organização dos genes de
assimilação do nitrato

O seqüenciamento e a compara-
ção das seqüências de genes que
codificam para nitrato redutase têm
contribuído para estudos de organi-
zação gênica em fungos filamento-
sos, sendo esses estudos imprescin-
díveis para o conhecimento de carac-
terísticas importantes como número
e tamanho de íntrons, seqüências
envolvidas com mecanismo de
splicing, tamanho de regiões promo-
toras, ligação de genes e sentido da
transcrição entre genes ligados. Um
quadro comparativo da organização
gênica entre os genes da nitrato
redutase de 16 diferentes espécies de
fungos filamentosos é apresentado
na Figura 2.

A análise de seqüências do gene
da nitrato redutase revela a ausência
de íntrons nos fungos Ustilago maydis

(Banks et al., 1993) e Botryotinia
fuckeliana (Levis et al., 1997a) e um
máximo de 12 íntrons para Hebeloma
cylindrosporum (Jargeat et al., 2000).
Em Aspergillus fumigatus ,  A.
nidulans, A. niger, A. oryzae, A.
parasiticus, Penicillium chrysogenum
e P. griseoroseum, ocorre a presença
de 6 íntrons que, embora possuam
tamanhos diferentes, estão localiza-
dos nas mesmas posições (Johnstone
et al., 1990; Unkles et al., 1992;
Kitamoto et al., 1995; Chang et al.,
1996; Haas et al., 1996; Amaar e
Moore, 1998; Pereira, 2001). Em
Leptosphaeria maculans e
Stagonospora nodorum, esse gene é
interrompido por 4 íntrons que cor-
respondem aos íntrons II, III, IV e VI
de Aspergillus e Penicillium (Williams
et al., 1994; Cutler et al., 1998), en-
quanto em Beauveria bassiana (nú-
mero de acesso no Genbank X84950),
Fusarium oxysporum, Gibberella
fujikuroi, Metarhizium anisopliae
(número de acesso no Genbank
AJ001141) e Neurospora crassa, ape-
nas 1 íntron está presente na mesma
posição do íntron VI de Aspergillus e
Penicillium (Okamoto et al. 1991;
Diolez et al., 1993; Tudzynski et al.,
1996). O gene da nitrato redutase de
H. cylindrosporum parece ser o úni-
co que possui íntrons (11 e 12) na
região correspondente ao domínio
FAD (Jargeat et al., 2000). Pode-se
observar na Figura 2 que o tamanho
médio dos íntrons é de, aproximada-
mente, 58 pares de bases (pb), sendo
o menor de 46 pb e o maior de 92 pb.
Na grande maioria das vezes, esses
íntrons não apresentam similaridade
a não ser nas seqüências envolvidas
com o processo de sua retirada
(splicing). Os íntrons encontrados

nos genes que codificam a nitrato
redutase em eucariotos não inter-
rompem a seqüência codificadora
em éxons com os respectivos domí-
nios funcionais da enzima, sendo
que a maioria deles parece estar
dentro e não entre os domínios fun-
cionais (Zhou e Kleinhofs, 1996). A
localização dos íntrons é conservada
dentro de fungos, algas e plantas
superiores, em relação a genes para
nitrato redutase, mas, mesmo assim,
difere entre esses grupos. Em algas,
os genes da nitrato redutase de
Chlamydomonas reinhardtii e Volvox
carteri possuem 15 e 9 íntrons, res-
pectivamente, localizados nos domí-
nios molibdênio, heme e FAD. A
posição de 8 dos 10 íntrons em Volvox
é idêntica à de Chlamydomonas. Os
quatro íntrons presentes em Oryzae
sativa, Phaseolus vulgaris, Lypersicon
esculentum e Nicotiana tobacum es-
tão localizados, precisamente, na mes-
ma posição (Zhou e Kleinhofs, 1996).
Com base no número e na posição
dos íntrons presentes nos genes da
nitrato redutase de fungos filamento-
sos, algas e plantas, Zhou e Kleinhofs
(1996) não puderam afirmar se, du-
rante a evolução, os íntrons foram
incorporados (gain hypotheses) ou
perdidos (loss hypotheses). Então, os
íntrons podem ter sido inseridos no
gene da nitrato redutase após a diver-
gência entre fungos e plantas, ou o
ancestral desses grupos possuía to-
dos os íntrons e esses foram perdidos
independentemente após a divergên-
cia. Ainda, segundo esses autores, a
hipótese de embaralhamento de
éxons (exon shuffling), em que as
seqüências que codificam regiões es-
truturais ou funcionais da proteína
estariam delimitadas por íntrons, não
parece se aplicar a esse caso, pois as
seqüências que codificam os domíni-
os funcionais das proteínas nitrato
redutase apenas são separadas por
íntrons em H. cylindrosporum (íntron
9 entre domínios molibdênio e heme).

Além dos íntrons, a organização
dos três genes relacionados com a
assimilação do nitrato em fungos fila-
mentosos pode ser separada em, pelo
menos, quatro grupos diferentes (de
A a D). No grupo A, os três genes
estão ligados, mas os genes da nitrato
e nitrito redutase são transcritos em
direções opostas, sendo o gene do
transportador transcrito na mesmaFigura 1 - Assimilação de nitrato em fungos filamentosos.
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direção da nitrito redutase. Essa orga-
nização é encontrada em A. nidulans,
A. niger, A. parasiticus, A. fumigatus
e P. chrysogenum (Johnstone et al.,
1990; Unkles et al., 1992; Chang et al.,
1996; Amaar e Moore, 1998; Haas e
Marzluf, 1995). O tamanho da região
intergênica é de 1.262 pb em A.
nidulans (Johnstone et al., 1990), 1.668
pb em A. niger (Unkles et al., 1992),
1.670 pb em A. parasiticus (Chang et
al., 1996), 1.229 pb em A. fumigatus
(Amaar e Moore, 1998) e 661 pb em P.
chrysogenum (Haas e Marzluf, 1995).
No grupo B, os três genes também
estão ligados, mas o gene do transpor-
tador está entre os genes da nitrato e
da nitrito redutase, sendo transcritos
na mesma direção descrita no grupo

A. Essa organização é encontrada em
H. cylindrosporum (Jargeat et al.,
2003). No grupo C, os genes da nitrato
e da nitrito redutase estão ligados, são
transcritos na mesma direção, mas o
gene do transportador não está liga-
do, como é observado em L. maculans
e S. nodorum (Williams et al., 1994;
Cutler e Caten, 1999). O tamanho da
região intergênica é de 1.438 pb em L.
maculans (Williams et al., 1994) e 829
pb em S. nodorum (Cutler e Caten
1999). No grupo D, apesar da posição
do transportador ainda não ter sido
determinada, os três genes não pare-
cem estar ligados, como ocorre em
Neurospora crassa (Exley et al., 1993)
e em Gibberella fujikuroi (Tudzynski
et al., 1996).

Regulação do gene da
nitrato redutase

As maiores contribuições para o
conhecimento da regulação do meta-
bolismo do nitrogênio em fungos
filamentosos baseiam-se nos traba-
lhos realizados com os organismos A.
nidulans e Neurospora crassa
(Caddick et al., 1994; Marzluf, 1997),
sendo que, nos últimos anos, estudos
também têm sido relatados para ou-
tras espécies como, por exemplo,
Penicillium chrysogenum (Haas e
Marzluf, 1995; Haas et al., 1996).

A utilização de fontes de nitrogê-
nio secundárias é controlada de ma-
neira positiva e negativa, existindo
um sistema de controle global e um

Figura 2 - Comparação da organização dos genes de assimilação do nitrato em fungos filamentosos. Em alaranjado, a região
promotora intergênica dos genes nos quais foram relatadas ligação entre nitrito e nitrato redutase. As setas representam o sentido
da transcrição nesses genes. As caixas abertas indicam a região estrutural com tamanho e posição dos íntrons em relação às regiões
codificadoras dos domínios molibdênio, heme e FAD. O tamanho da região promotora e dos íntrons é dado em pares de bases.
O número de aminoácidos das respectivas proteínas é dado à direita.
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específico. A desrepressão de mais de
100 genes estruturais, incluindo, por
exemplo, genes que codificam trans-
portadores de aminoácidos, transpor-
tadores de purinas, proteases
extracelulares e enzimas catabólicas,
é dependente da presença do indutor
e da ausência de fontes preferenciais
de nitrogênio (amônio e glutamina).
Essa desrepressão é realizada tanto
pelo regulador global positivo areA
em A. nidulans e seus corresponden-
tes nit-2 em N. crassa e nre em P.
chrysogenum, quanto por regulado-
res específicos. O gene areA codifica
uma proteína reguladora de 876 resí-
duos de aminoácidos que contém um
único domínio de ligação ao DNA, o
qual reconhece e se liga a seqüências
que contêm o core GATA (Kudla et
al., 1990; Langdon et al., 1995). As
proteínas AREA, NIT-2 e NRE possu-
em somente 30% de homologia, mas,
considerando apenas o domínio de
ligação ao DNA, a identidade é de
98% (Haas e Marzluf, 1995). Em AREA,
o domínio de ligação ao DNA é cons-
tituído por um único dedo de Zn com
quatro cisteínas, seguido de um domí-
nio terminal básico, que apresenta
uma estrutura compacta formada por
dois pares de folhas-β seguidas por
uma α-hélice e uma cauda não
estruturada. As cadeias laterais ao
dedo de Zn fazem contato altamente
hidrofóbico no sulco maior da molé-
cula de DNA e a cauda carboxi-termi-
nal faz contato com o esqueleto de
fosfato (Scazzocchio, 2000). Elemen-
tos com, pelo menos, duas cópias de
seqüências GATA, que podem estar
na mesma direção, ou em direções
opostas, e com espaço de, pelo me-
nos, 30 pb, são considerados fortes
sítios de ligação para NIT-2 (Chiang e
Marzluf, 1994). Para P. chrysogenum,
Haas e Marzluf (1995) descreveram
fortes sítios de ligação de NRE como
regiões com, pelo menos, duas se-
qüências GATA com espaçamento
entre 5 e 27 pb, configuradas na
mesma direção ou em direções opos-
tas. Elementos GATA separados por
74 ou 96 pb não demonstraram ser
fortes sítios de ligação NRE (Haas e
Marzluf, 1995). Para A. parasiticus,
Chang et al. (2000) relataram a ligação
de AREA a segmentos de 42 pb da
região promotora dos genes da nitrato
e da nitrito redutase que continham
um ou dois elementos GATA.

Outro gene importante para o
metabolismo do nitrogênio é o nmr
(do inglês nitrogen metabolism
repressor), que atua de maneira nega-
tiva, reprimindo a síntese de vários
genes. O gene nmr codifica uma
proteína de 54,8 KDa, que não pos-
sui domínio de ligação ao DNA, mas
é capaz de se ligar a uma pequena
região do domínio de ligação ao
DNA e à região carboxi-terminal da
proteína NIT-2 (e possivelmente de
AREA), impedindo a ação dessa pro-
teína, sendo a glutamina o possível
sinal para essa ligação (Xiao et al.,
1995). Pelo menos para AREA, ainda
existem outros dois níveis de
regulação: a transcrição de areA é
auto-regulada e a estabilidade do
mRNA de areA é menor em células
que crescem em fontes de nitrogênio
preferenciais (Platt et al., 1996). Des-
sa forma, na presença de fontes pre-
ferenciais, além de uma menor esta-
bilidade do mRNA do gene areA, o
regulador NMR se liga à proteína
AREA já sintetizada e impede que
essa proteína se ligue aos promoto-
res e induza a transcrição dos genes
relacionados com o metabolismo de
fontes secundárias de nitrogênio. As-
sim, a célula assegura a assimilação
de nitrogênio a partir de compostos
que são prontamente metabolizáveis.

A indução do gene da permease
do nitrato e dos genes da nitrato
redutase (niaD para Aspergillus sp. e
P. chrysogenum ou nit-3 para N.
crassa) e nitrito redutase (niiA para
Aspergillus sp. e P. chrysogenum ou
nit-6 para N. crassa) requer síntese
de novo, sendo necessária a ausência
das fontes preferenciais e a presença
de nitrato como indutor. Nesse caso,
além do fator de regulação global, é
necessária a presença de um fator
específico chamado nirA em A.
nidulans e nit-4 em N. crassa
(Caddick et al., 1994; Marzluf, 1997).
A proteína NIRA liga-se ao DNA a
partir de um domínio na sua região
amino-terminal (Burger et al., 1991).
Essa proteína se liga à seqüência 5’-
CTCCGHGG-3’, sendo que foram de-
tectados sítios putativos ou já com-
provados para essa proteína em vári-
as espécies de ascomicetos (Punt et
al., 1995). Para o reconhecimento de
cis-elementos e expressão do gene
nit-3 em N. crassa (Feng e Marzluf,
1998), é requerida uma interação

específica entre os fatores de
regulação NIT-2 e NIT-4. Em N. cras-
sa, um acúmulo máximo de mRNA
de nit-3 ocorre apenas 15 minutos
após a indução por nitrato, sendo
que o acúmulo máximo de proteína
ocorre após 60 minutos, e em P.
chrysogenum transcritos de niaD são
detectados com 15 minutos de
indução, e atingem um nível máximo
após 60 minutos (Okamoto et al.,
1991; Haas et al., 1996). Até a presen-
te data, a única exceção é o
basidiomiceto H. cylindrosporum,
onde o gene da nitrato redutase pos-
sui alto nível de transcrição na pre-
sença de nitrato, uréia, serina e glicina,
sendo possível, neste caso, a
inexistência de fatores de regulação
específicos. Entretanto, na presença
de amônio, ocorre uma forte, mas
incompleta, repressão desse gene,
indicando a existência de um sistema
de regulação geral (Jargeat et al.,
2000). Recentemente, foi reportado,
para H. cylindrosporum, que a trans-
crição dos genes da permease do
nitrato e da nitrito redutase também
não é induzida por nitrato, mas é
completamente reprimida por amônio
(Jargeat et al., 2003).

Relações filogenéticas
baseadas na proteína

nitrato redutase

Apesar da proteína nitrato redutase
apresentar regiões comprovadamente
importantes para seu funcionamento,
outras regiões parecem poder sofrer
variação sem acarretar perda de funcio-
nalidade para a proteína. A região N-
terminal e 2 regiões curtas, entre os
domínios molibdênio e heme e heme e
FAD, apresentaram menor identidade
entre 17 outras proteínas nitrato redutase
de plantas, algas e fungos quando fo-
ram comparadas por Zhou e Kleinhofs
(1996). Essa característica de apresentar
regiões conservadas que flanqueiam
regiões que podem sofrer variação é
interessante para estudos de filogenia.
Esses mesmos autores verificaram que
o gene da nitrato redutase pode ser
utilizado como relógio molecular, pois
genes de diferentes espécies evoluem
em uma taxa constante, e, baseados
nesse gene, estimaram o tempo de
divergência entre fungos e plantas, em
torno de 1 bilhão de anos e, entre algas
e plantas superiores, em torno de 750
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milhões de anos. Além do uso como
relógio molecular, estudos filogenéticos
com a proteína nitrato redutase de fun-
gos filamentosos têm revelado uma
tendência de agrupar espécies que per-
tençam a categorias taxonômicas co-
muns (Williams et al., 1994; Cutler et al.,
1998). Assim, esse gene possui caracte-
rísticas interessantes para uso em estu-
dos evolucionários. Na Figura 3 é apre-
sentada uma árvore filogenética não
enraizada baseada na seqüência de
aminoácidos da proteína nitrato redutase.
Para a construção dessa árvore, seqüên-
cias da proteína nitrato redutase de 16
fungos filamentosos e 1 planta foram
retiradas do GenBank na página do
National Center for Biotechnology
Information  (www.ncbi.nlm.nih.gov)
por meio dos seguintes números:
Aspergillus fumigatus (AF336236), A.
nidulans (M58291), A. niger (M77022),
A. oryzae (D49701), A. parasiticus
(U38948), Arabdopsis thaliana
(P11832), Beauveria bassiana

(X84950), Botryotinia fuckeliana
(U43783), Fusarium oxysporum
(Z22549), Gibberella fujikuroi
(X90699), Hebeloma cylindrosporum
(AJ238664), Leptosphaeria maculans
(U04445), Metarhizium anisopliae
(AJ001141), Neurospora crassa
(X61303), Penicillium chrysogenum
(U20779), P. griseoroseum (AY255803),
Stagonospora nodorum (AJ009827) e
Ustilago maydis (AJ315577). O alinha-
mento de toda a seqüência de amino-
ácidos foi realizado no programa
Clustal X (Thompson et al., 1997),
sendo o alinhamento resultante anali-
sado pelo método de parsimônia no
programa PAUP* versão 3.1 (Swofford,
1993). Foi feita uma busca heurística
e análise de bootstrap com 1.000 répli-
cas para gerar índices de confiabilidade
para cada ramo.

Pode-se observar claramente a
tendência de se agruparem as espé-
cies analisadas pela ordem à qual
essas pertencem de acordo com a

taxonomia clássica. Dessa forma, a
seqüência de aminoácidos da prote-
ína nitrato redutase apresenta uma
aplicação para estudos filogenéticos,
com forte reflexo da história natural
dos fungos filamentosos.

Obtenção de mutantes
deficientes na enzima

nitrato redutase

Uma das grandes vantagens na
aplicação do gene da nitrato redutase
é a fácil obtenção de mutantes es-
pontâneos por seleção positiva via
resistência ao clorato. Essa seleção
positiva, que favorece o crescimento
do mutante em relação ao selvagem,
é baseada na “similaridade” entre a
molécula de nitrato e seu análogo
tóxico, o clorato. Da mesma forma
que o nitrato, o clorato presente no
meio de cultura é transportado para
o meio intracelular pela permease do
nitrato e é reduzido a clorito pela
ação da enzima nitrato redutase. En-
tretanto, diferentemente do nitrito, o
clorito é um composto tóxico que
promove a morte da célula. A teoria
de que o clorato por si só não é
tóxico, mas se torna tóxico pela con-
versão a clorito como resultado da
ação da nitrato redutase, foi primei-
ramente sugerida por Aberg (1947) e
tem sido confirmada por uma série
de trabalhos. Análises do efeito do
clorito de sódio, tanto in vitro como
in vivo, sugerem que o clorito cause
estresse oxidativo em células de fun-
gos e, por causar oxidação de
biomoléculas importantes, torna-se
tóxico (Ingram et al., 2003). Dessa
maneira, a célula que apresenta uma
enzima nitrato redutase funcional
morre e aquela que apresenta uma
forma não-funcional sobrevive, pois
não é capaz de reduzir o clorato a
clorito.

Nesse momento, a colônia
mutante, que cresce no meio de cul-
tura, é resistente ao clorato, mas não
necessariamente é mutante para a
enzima nitrato redutase. Mutações
em, pelo menos, cinco genes podem
levar ao fenótipo de resistência ao
clorato: (i) mutação no gene da
permease do nitrato (crnA), que in-
capacite a célula de absorver o clorato
do meio extracelular; (ii) mutação no
gene do regulador específico da assi-
milação de nitrato (nirA), que impos-

Figura 3 - Árvore filogenética não enraizada, baseada em análises pelo método de
parsimônia da seqüência de aminoácidos da proteína nitrato redutase de vários fungos
filamentosos. Os números indicam porcentagem dos valores de bootstrap em análise
com 1.000 réplicas.
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sibilite a célula de expressar a enzima
nitrato redutase; (iii) mutação no gene
do regulador geral da assimilação de
nitrogênio (areA), que também im-
possibilite a célula de expressar a
enzima nitrato redutase; (iv) muta-
ção em algum gene envolvido na
biosíntese do cofator molibdênio

(cnxA-J), que, não estando presente,
torna ineficazes a enzima nitrato
redutase e outras enzimas depen-
dentes desse cofator; e (v) mutação
no próprio gene da nitrato redutase
(niaD), impossibilitando a célula de
sintetizar essa enzima (Cove, 1976;
Cove, 1979). Dessa forma, após a

obtenção das colônias resistentes ao
clorato, é necessário fazer uma dis-
criminação do fenótipo mutante por
meio de um fácil teste de crescimen-
to em meio mínimo contendo as
seguintes fontes de nitrogênio: nitra-
to, nitrito, hipoxantina, glutamato e
amônio . O crescimento ou não nes-

Figura 4 - Obtenção de mutantes nitrato redutase. 1-) Esquema do protocolo para obtenção de mutantes resistentes ao clorato e
testes de crescimento para anotação da mutação; 2-) Vias metabólicas envolvidas com o fenótipo de resistência ao clorato (possíveis
genes mutados são mostrados em laranja); 3-) Fenótipo de crescimento em placas contendo MM + nitrato (A), MM + nitrito (B) e
MM + hipoxantina (C) de mutantes de Penicillium griseoroseum resistentes ao clorato. Colônias que não crescem em A mas crescem
em B e C são mutantes nitrato redutase; S indica o tipo selvagem utilizado como controle positivo.
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sas diferentes fontes (Tabela 1) é,
então, correlacionado com a muta-
ção em um dos cinco possíveis genes
acima relacionados (Figura 4). Como
em todas as espécies de fungos
filamentosos estudadas até o mo-
mento, apenas uma cópia funcional
do gene da nitrato redutase foi en-
contrada, mutantes nitrato redutase
são reportados com alta freqüência.

A razão do teste de crescimento
em hipoxantina é que, além do re-
querimento por NAD(P)H, as
enzimas nitrato redutase são depen-
dentes de uma molécula chamada
cofator molibdênio. A ausência des-
se cofator impossibilita a célula de
utilizar o nitrato como também
purinas como adenina, hipoxantina
e xantina como única fonte de nitro-
gênio. Os mutantes incapazes de
crescer em nitrato e hipoxantina
apresentam uma perda pleiotrópica
da atividade das enzimas nitrato
redutase e xantina desidrogenase,
respectivamente. Como esses
mutantes são defectivos na síntese
de um cofator comum, tanto para a
nitrato redutase como para xantina
desidrogenase, os genes envolvidos
na síntese desse cofator foram deno-
minados cnx (do inglês common
component for nitrate reductase and
xanthine dehydrogenase) (Pateman
et al., 1964; Cove, 1979). Por meio
de testes de complementação entre
diferentes mutantes, Pateman et al.
(1964) reportaram a existência de
vários loci (cnx ABC, E, F, G e H)
relacionados com vários genes res-
ponsáveis pela produção do cofator
molibdênio, e Arst et al. (1982) rela-
taram a existência de outro locus
(cnxJ). Unkles et al. (1997) compro-
varam que o locus cnxABC é parte
de um único gene que codifica uma
proteína com dois domínios catalíti-
cos requeridos para a síntese de um
intermediário do cofator molibdênio.

Um protocolo para obtenção de
mutantes deficientes na enzima ni-
trato redutase é apresentado a seguir
e está esquematizado na Figura 4.
Esse protocolo baseia-se em espéci-
es que apresentam reprodução
assexual e/ou sexual possibilitando
o uso de esporos na análise. Como na
grande maioria das espécies de fun-
gos filamentosos os esporos são
uninucleados e contêm genoma
haplóide, a mutação é expressa sem

efeito de dominância. Mesmo assim,
algumas espécies de fungos não pro-
duzem esporos in vitro, e esse proto-
colo pode ser modificado para ob-
tenção de mutantes por intermédio
de fragmentos de micélio, onde seto-
res resistentes ao clorato apresentam
crescimento mais vigoroso. Entretan-
to, em algumas espécies de fungos, a
resistência ao clorato parece ser na-
tural, o que impossibilita a obtenção
de mutantes por essa técnica.

Protocolo para obtenção de
mutantes nitrato redutase (segundo
Cove, 1976; Cove, 1979; Unkles et
al., 1989):

• Preparar uma suspensão de
esporos em tween 80 0,05%
contendo cerca de 107.ml-1

esporos;
• Plaquear 0,1 ml dessa solução
em meio mínimo (MM) sólido
(Pontecorvo et al., 1953) sem
nitrato e acrescido de 470 mM
de clorato de potássio e 10 mM
de glutamato de sódio (clorato
de potássio 57,6 g; glutamato
de sódio monobásico 1,87 g;
KH

2
PO

4 
1,5 g; KCl 0,5 g; MgSO

4

0,5 g; FeSO
4
 0,01 g; ZnSO

4
 0,01

g; glicose 10 g; ágar 15 g; água
destilada 1.000 ml; pH 6,8);
• Incubar as placas a 25oC por
cerca de 7 a 10 dias;
• Transferir as colônias resis-
tentes ao clorato para placas
contendo meio completo (MC)
sólido, Pontecorvo et al. (1953)
modificado por Azevedo e Cos-
ta (1973) [meio mínimo adicio-
nado de peptona 2,0 g; caseína
hidrolisada 1,5 g; extrato de
levedura 2,0 g; solução de vita-
minas 1,0 ml; (biotina 0,2 mg;
ácido p-aminobenzóico 10,0 mg;
piridoxina 50,0 mg; tiamina 50,0
mg; ácido nicotínico 100,0 mg;
riboflavina 100,0 mg; água des-
tilada 100 ml); ágar 15 g; água
destilada 1.000 ml; pH 6,8];
• Fazer purificação monospórica
dos mutantes;
• Inocular as colônias resisten-
tes em placas de MM contendo
10 mM das seguintes fontes de
nitrogênio : nitrato de sódio,
nitrito de sódio, cloreto de
amônio, hipoxantina e gluta-
mato de sódio;
• Incubar a 25oC por 3 a 5 dias;

• Verificar o crescimento e ano-
tar os fenótipos mutantes;
• Separar e identificar os
mutantes nitrato redutase.
Assim, o sistema nitrato redutase

apresenta vantagens sobre outros
sistemas, como a fácil obtenção de
mutantes espontâneos por seleção
positiva via resistência ao clorato, e,
como não há emprego de mutagê-
nese, a possibilidade de mutações
secundárias que atinjam genes im-
portantes ou de interesse é reduzi-
da. Também esses mutantes apre-
sentam um único fenótipo desejá-
vel, não utilizar nitrato como única
fonte de nitrogênio, sendo que esse
fenótipo é dispensável sem alterar o
crescimento ou fluxos metabólicos
importantes.

Utilização de mutantes
deficientes na utilização do

nitrato em estudos de
grupos de compatibilidade

vegetativa

Isolados de uma espécie fúngica
podem ser caracterizados pela com-
patibilidade ou incompatibilidade ve-
getativa. A compatibilidade ocorre
quando micélios de diferentes isola-
dos podem sofrer anastomoses e ori-
ginar heterocários (hifas que contêm
núcleos geneticamente diferentes),
enquanto a incompatibilidade ocorre
quando não há formação de hetero-
cários. Nem sempre é possível for-
mar essas anastomoses, principal-
mente quando os cruzamentos são
interespecíficos ou intergenéricos,
pois o fator determinante da intera-
ção entre as células pode estar na
parede celular manifestando-se como
bloqueio da fusão celular (Peberdy,
1991). Os isolados que apresentem
compatibilidade podem ser coloca-
dos dentro de um mesmo grupo,
formando um grupo de compatibili-
dade vegetativa (GCV). Em fungos
de reprodução assexuada, isolados
de um mesmo GCV são mais simila-
res geneticamente que isolados de
diferentes GCV.

A heterocariose também é a pri-
meira etapa para que fungos
assexuados troquem material genéti-
co por meio de um ciclo alternativo
chamado parassexual. Nesse ciclo,
os diferentes núcleos no heterocário
se fundem, originando diplóides he-
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terozigotos, e, a seguir, ocorre a pro-
dução de recombinantes por meio de
recombinação mitótica e haploidiza-
ção (Pontecorvo & Roper, 1952).

A detecção de heterocários pode
ser alcançada pelo cruzamento de
indivíduos portadores de diferentes
mutações. Quando são formadas
anastomoses entre as hifas desses
diferentes mutantes, o heterocário
pode ser visualizado já que o núcleo
de um indivíduo contém o gene sel-
vagem que complementa a mutação
do outro. As diferentes mutações
podem estar relacionadas, por exem-
plo, à coloração da colônia, mas a
obtenção de mutantes por técnicas
de mutagênese tradicionais é muito
trabalhosa, o que torna esse procedi-
mento difícil de ser empregado para
estudo com muitos isolados de cam-
po. Assim, vários trabalhos reportam
o estudo de GCVs utilizando muta-
ções auxotróficas que incapacitem a
célula de utilizar nitrato como única
fonte de nitrogênio (Puhala, 1985;
Correl et al., 1986; Brooker et al.,
1991). Nesses estudos, é suficiente
fazer a triagem de populações utili-
zando indivíduos que contenham mu-
tações únicas em diferentes genes da
assimilação do nitrato, que possam
ser testados para a sua habilidade de
complementar as mutações e de for-
mar heterocário em meio contendo
nitrato como única fonte de nitrogê-
nio. Como o isolamento de mutantes
resistentes ao clorato gera mutações
de diferentes tipos, essas mutações
podem ser utilizadas como marcas
de seleção para a formação dos hete-
rocários. Assim, esse sistema torna-
se simples e rápido para ser utilizado
para essa finalidade.

Estudos de compatibilidade ve-
getativa são de particular interesse
em fungos que se reproduzem
assexuadamente, já que os indivídu-
os dentro de um GCV podem trocar
informações genéticas por meio de
heterocariose e de ciclo parasexual.
Em fungos fitopatogênicos, os GCVs
podem ser correlacionados com a
patogenicidade, embora essa corre-
lação não esteja sempre ligada.
Puhalla (1985) utilizou mutantes de-
ficientes na assimilação de nitrato
para testar a compatibilidade vegeta-
tiva entre 21 isolados de F. oxysporum,
reportando que membros do mesmo
GCV pertenciam à mesma formae

speciales. Correl et al. (1986) também
utilizaram mutantes incapazes de
metabolizar nitrato em testes de com-
patibilidade vegetativa para identifi-
car F. oxysporum f. sp. apii raça 2 de
uma população de raças de F.
oxysporum que colonizava raízes de
aipo. Assim, o teste de compatibili-
dade vegetativa é uma ótima ferra-
menta para estudos de diversidade
genética constituindo marcadores ge-
néticos naturais que podem ser utili-
zados para diferenciar isolados. Além
disso, em fungos que se reproduzem
sexuadamente, esses estudos tam-
bém são importantes para determi-
nar genes relacionados com o tipo
sexual (mating type), importantes no
reconhecimento e desenvolvimento
do ciclo sexual.

Transformação genética
baseada no gene da nitrato

redutase

Um dos principais passos no de-
senvolvimento de uma tecnologia para
manipulação e análise molecular de
um organismo é o estabelecimento de
um protocolo que permita introduzir
seqüências de DNA clonadas em uma
linhagem recipiente. A disponibilida-
de de um sistema de transformação
oferece possibilidade de adição e de
deleção de rotas metabólicas em um
organismo de interesse, alterando o
fenótipo selvagem para uma aplica-
ção específica. As seqüências a serem
introduzidas têm interesses distintos,
dependendo do tipo de organismo
estudado. Dessa forma, o principal
objetivo da clonagem de genes que
codificam nitrato redutase é o estabe-
lecimento de protocolos de transfor-
mação baseados na complementação
de mutações no gene da nitrato
redutase. Nesse ponto, além das van-
tagens inerentes a esse sistema, outra
característica importante é ser basea-
do na complementação de uma muta-
ção auxotrófica, o que evita a introdu-
ção de genes de seleção baseados na
resistência a drogas.

A transformação é realizada pela
introdução do gene da nitrato redutase
em um mutante nitrato redutase por
biobalística ou Agrobacterium
tumefaciens, sendo que o método
mais comum é o da transformação de
protoplastos pela técnica do polieti-
lenoglicol (PEG)/CaCl

2
. Após a trans-

formação, os protoplastos são
plaqueados por pour-plate em meio
mínimo contendo estabilizador
osmótico e nitrato como única fonte
de nitrogênio. Apenas aquelas célu-
las mutantes onde o gene da nitrato
redutase se integrar, serão capazes
de crescer (Figura 5). Para tanto,
pode-se utilizar um gene da nitrato
redutase já isolado de um organismo
em uma espécie de interesse. Quan-
do o gene é de uma espécie diferente
da espécie receptora, o sistema é dito
heterólogo, e quando o gene foi
isolado do organismo receptor, o
sistema é dito homólogo.

Nos sistemas heterólogos, geral-
mente há baixa similaridade entre o
vetor de transformação e o genoma
do organismo receptor, o que resulta
em baixa freqüência de transforma-
ção, integração aleatória e alto núme-
ro de cópias do vetor. Esse padrão de
integração aleatório pode ser interes-
sante para obtenção de mutantes pela
técnica de REMI (do inglês restriction
enzyme-mediated integration), des-
crita por Schiestl e Petes (1991), que é
uma variação da técnica de transfor-
mação, onde enzima de restrição é
adicionada à mistura de transforma-
ção juntamente com o plasmídeo line-
ar. Queiroz et al. (1998) verificaram
que o gene da nitrato redutase de F.
oxysporum se integrava aleatoriamen-
te no genoma de P. griseoroseum,
sendo essa característica utilizada por
Soares (2002) para obtenção de
mutantes de P. griseoroseum pela téc-
nica de REMI.

Mesmo assim, sistemas de trans-
formação homólogos têm sido de-
senvolvidos para vários fungos fila-
mentosos, incluindo A. oryzae
(Unkles et al., 1989), Cephalosporium

Figura 5 - Seleção de transformantes basea-
da no gene da nitrato redutase. Placas com
meio mínimo contendo nitrato como úni-
ca fonte de nitrogênio. (A) Controle neg-
ativo - protoplastos do mutante nitrato
redutase que não foram transformados;
(B) protoplastos do mesmo mutante que
foram transformados com gene homól-
ogo da nitrato redutase.



82          Revista Biotecnologia Ciência & Desenvolvimento - Edição nº 31 - julho/dezembro 2003

acremonium (Whithead et al., 1990),
P. chrysogenum (Gouka et al., 1991),
Fusarium oxysporum (Diolez et al.,
1993), G. fujikuroi (Tudzynski et al.,
1996), B. cinerea (Levis et al., 1997a),
S. nodorum (Cutler et al., 1998) e P.
griseoroseum (Pereira, 2001). Na lite-
ratura, existem relatos para A. oryzae
(Unkles et al., 1989) e S. nodorum
(Cutler et al., 1998) de 100% de
integração do vetor no locus da nitra-
to redutase, sendo que nesses estu-
dos foram analisados 22 transfor-
mantes para A. oryzae e 13 transfor-
mantes para S. nodorum. Para B.
cinerea (Levis et al., 1997a), a análise
de 36 transformantes revelou 34
integrações homólogas, sendo 29
eventos de troca gênica. Mesmo que
a utilização de genes homólogos au-
mente a probabilidade de ocorrência
de integração em sítios homólogos,
para fungos filamentosos e outros
organismos eucariotos, parecem ser
mais comuns eventos de integração
heteróloga. Sistemas de transforma-
ção homólogos, baseados na com-
plementação de mutações nitrato
redutase, desenvolvidos para
Cephalosporium acremonium
(Whitehead et al., 1990) e P.
chrysogenum (Gouka et al., 1991)
resultam, na maioria dos transfor-
mantes, na integração do vetor em
sítios diferentes do locus da nitrato
redutase, enquanto que G. fujikuroi
(Tudzynski et al., 1996) e F.
oxysporum (Diolez et al., 1993) ocor-
reu um número similar de integra-
ções, dentro e fora desse locus.

Um sistema de transformação com
alta incidência de integração homólo-
ga, especialmente troca gênica, pode
ser utilizado para estudos de regiões
importantes, tanto em nível de
regulação como em nível estrutural.
Assim, mutações geradas in vitro,
como alteração dos sítios de ligação
de proteínas reguladoras, podem ser
introduzidas e avaliadas in vivo no
exato local onde reside o gene. Além
disso, essa alta taxa de integração
homóloga é interessante em experi-
mentos de co-transformação, pois di-
minui a probabilidade de integrações
em sítios heterólogos que sejam im-
portantes para o metabolismo celular
e/ou de interesse biotecnológico.

Vários trabalhos relatam a utili-
zação de vetores de transformação
que carregam o gene da nitrato

redutase como marcadores de sele-
ção em experimentos de co-trans-
formação para introduzir genes de
interesse biotecnológico. Por exem-
plo, Ribeiro (2001) relatou a obten-
ção de transformantes com até 89%
de aumento na produção de poliga-
lacturonase quando co-transformou
um mutante nitrato redutase de P.
expansum com o plasmídeo pPE 15,
que carrega o gene homólogo de
poligalacturonase, e o plasmídeo
pNH24, contendo o gene da nitrato
redutase de F. oxysporum como
marcador de seleção. Linhagens
transformantes de A. oryzae apre-
sentaram a produção de poligalactu-
ronase aumentada em até 3,2 vezes
quando transformadas com um gene
de poligalacturonase de Penicillium
janthinellum, sendo os transforman-
tes selecionados pela complemen-
tação de uma mutação nitrato
redutase (Ishida et al. 1997). Cardo-
so et al. (2003) utilizaram o gene
homólogo da nitrato redutase de P.
griseoroseum para introduzir uma
construção do gene da pectina liase
e obtiveram transformantes com au-
mento expressivo na atividade des-
sa enzima.

Utilização do gene da
nitrato redutase como

vetor de expressão

Uma outra perspectiva na apli-
cação biotecnológica do gene da ni-
trato redutase é sua utilização como
vetor de expressão. Isso é baseado
nas análises de expressão onde são
observadas grandes quantidades de
transcrito do gene da nitrato redutase
apenas poucos minutos após sua
indução por nitrato (Okamoto et al.,
1991; Haas et al., 1996), sendo esse
indutor acessível e de baixo custo.
Essa perspectiva é importante uma
vez que muitos genes de valor bio-
tecnológico somente são expressos
na presença de um indutor específi-
co que, muitas vezes, é oneroso e
acarreta a inviabilidade da aplicação
industrial. Para tanto, a região estru-
tural do gene de interesse pode ser
clonada sob controle do promotor do
gene da nitrato redutase, abrindo a
possibilidade para a indução do gene
por uma fonte mais acessível e ape-
nas no momento em que o indutor
estiver presente.

Uso da nitrato redutase
para detecção e isolamento

de elementos
transponíveis

Elementos transponíveis são se-
qüências de DNA que podem se
mover no genoma integrando-se
em regiões não homólogas, e que
constituem importantes agentes de
mutação e reorganização gênica,
sendo também utilizados em siste-
mas de inativação de genes. Assim,
detectar e isolar esses elementos é
um importante passo para estudos
de biologia básica e aplicada em
um organismo. Diferentes estraté-
gias são empregadas para o isola-
mento de elementos transponíveis
em fungos filamentosos. Entre es-
sas diferentes estratégias, o método
de armadilha para transposons
(“transposons trapping”) é o me-
lhor método para detecção e isola-
mento de elementos transponíveis
ativos. Esse método requer, além
de um sistema de seleção positiva
de mutantes espontâneos, que o
gene alvo esteja clonado e caracte-
rizado. Conforme discutido anteri-
ormente, um dos melhores siste-
mas para seleção positiva de
mutantes espontâneos é o sistema
nitrato redutase. Dessa maneira,
esse sistema vem sendo emprega-
do com muito sucesso para o isola-
mento de vários elementos trans-
poníveis em fungos filamentosos.
Os elementos Fot1, impala, Ant1,
Vader, Flipper e hupfer, são exem-
plos de transposons clonados pela
seleção de mutações espontâneas
no gene da nitrato redutase em
Fusarium oxysporum, Aspergillus
niger, A. fumigatus, Botrytis cinerea
e Beauveria bassiana (Daboussi et
al., 1992; Langin et al., 1995; Glayzer
et al., 1995; Amutan et al., 1996;
Levis et al., 1997b; Maurer et al.,
1997).

Para isolar esses elementos utili-
zando-se o sistema nitrato redutase,
é necessário isolar mutantes nitrato
redutase e caracterizar, por hibridiza-
ção com o gene alvo, o tipo de
mutação que originou o fenótipo
mutante. Nos mutantes isolados po-
dem ocorrer mutações de diferentes
tipos no gene da nitrato redutase,
como, por exemplo, mutações pon-
tuais, deleções ou inversões. Além
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desses tipos, também pode ocorrer a
inserção de um fragmento de DNA,
como a inserção de um elemento
transponível. Assim, espera-se que o
resultado da hibridização apresente
algum mutante com o fragmento do
gene alvo maior quando comparado
ao tipo selvagem (Figura 6). Após a
obtenção de um mutante com a in-
serção, pode-se fazer um teste de
estabilidade plaqueando-se esporos
do mutante em meio mínimo conten-
do nitrato como única fonte de nitro-
gênio. Se a inserção for oriunda de
um transposon ativo, esse pode sal-
tar e reconstituir o fenótipo selva-
gem, apresentando maior instabili-
dade. O fragmento inserido, ou parte
dele, pode ser recuperado por meio
de bancos genômicos parciais ou de
amplificação com oligonucleotídeos
específicos e, então, seqüenciado e
caracterizado.

Mesmo que o gene da nitrato
redutase não tenha sido clonado para
uma espécie de interesse, há possibi-
lidade de usar um gene heterólogo
conforme realizado com sucesso por
Daboussi et al. (1992). Esses autores
introduziram o gene da nitrato redutase
de A. nidulans em uma linhagem
mutante para nitrato redutase de F.
oxysporum e isolaram o elemento
Fot1 inserido no gene heterólogo.

Assim, a fácil seleção de mutantes
nitrato redutase têm-se mostrado uma
ótima ferramenta no isolamento de
elementos transponíveis ativos em
diferentes espécies de fungos fila-
mentosos.
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