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T - IWTRODUCED

0 estudo da soxualidade, enm fungos, aue & bastan
te complexo, desempenha um papel de importancia na pesqguisa
genética, 0Os fungos apresentan diversos sistemas reproduti~
vos sexuals, e, do ponto de vista da Gendtica, & importante

saber como s&0 Gsses sistemas e que controles genéticos ne-

~

De uma mancira geral cs fungos, com excecio  dos
Deuteromicetos, apresentam um eciclo bicligicn em que se pro
cessa a unido dos gametas ou de seus equivalentes. fsse ci-
clo sexual que € conhecido om alguns fungos, e, em ocutros,
Se supoe existinr, abrange, tal como em outras plantas, dois

processos distintos: a plasmogamia e a cariogamia.,

Em alguns casos a cariogamia ocorre nas cdlulas
que resultam da plasmogamis. Noutros Casos, apos @ plasmoga
mia, ocorre uma scqliencia de geragoes celulares binuclea-
das, com nicleos de sexos opostos, de onde se origina umacé

lula especial, onde a caricgamia val se processar.

Us esporos sexuais surgem, portante, dos mais di
versos procaessos de fecundagino, o os elementos sexuals gue
interferem, nesses processos, podem estar no mesmo micélio
ou em micélics separados, e podem apresentar ou nao diferea
ciagao morfoldgica,

A sexualidade do micdlio., descoberta por BLAKES-
LEE (1904), & sem divida, parte importante do processo, A
€sse respeitc BLAKESLEE dividiu os fungos em homotalicos,
aquales com micdlios blssoxuals e heterotalicos, aquéeles
com mieélins unissexua ¢ criou os simbolos + (mais) = -

(menos) para indicar a sexualidade dos micélios

Depois dessa descoberta o problema da sexualida-
de dos micélios ecresceu em complexidade, e descobriram~se



tipos diversos de homotalismo e heterotalismo.

0 estude da sexualidade, em fungos, atingiu asg-
sim uma complexidade maior. F a investigacdo da determina-
cao do sexo e do processn de descnvolvimento sexual, nos

fungos, ampliou-sc, nos objetives da Gendtica.

0 presente trabalho teve poy finalidade estudar,
genéticamente, alguns aspectos da formacic de cleistoté ~

cios, no funge filamentoso fevergillus nidulans (Bidam)

Winter. Sob o ponto de vista genético os corpos de frutifi-
cagac désse Ascomiceto tem side objeto de preccupacdo de
alguns autores., Entretanto, apesar dos trabalhos de MAHONEY
e WILKIE (1358, 1962), de ARLETT (1960), de CLUTTERRUCK
(1963), BATINBRIDGE (1884), CROFT (1968) e BARACHC (1967,
1968), pouco se sabe sdbre o fendmeno do produgac de cleis

totecio pelo A, nidulans. O A. nidulans apresenta a Gsse

respeito um comportamento ccmplexo. Fungo homotilics Sle &
| T

capaz de completar seu cicle sexual sem cariogamia entre ni
clecs de diferentes crigens. Mas a produgao de . cleistoté-
cio apresenta uma certa variagao. Tem-se mostrado irregu-
lar e incerta. As observagdes sdbre producio de cleistoté-

cios em A. nidulans vieram mostrar que, enquanto algumas 1i

nhagens sac puramente conidiais, outras produzem cleistoto-
cios regularmente @ ainda outros podem permanecer produzin
do somente conidics durante uma séric de culturas 2, de re-
pente, come¢ar a produzir cleistotécios.

fique sc deve ésso comportamento? Que fatores ge
néticos estio ai envolvides? HE fatdpos citoplasmaticos in-
terferindo nesss processo? 0 presente trabalhe visou a0 es=
tudo dessas questdes. Contudo, nio & mais do que uma ligei-
ra contribuigan para solucis de um problema que se apresen=—
ta bastante complexo.



2 - REVISAD DA LITEDATURA

Na revigao da literatura ha dois pontos princi-

pals a serem considerados: A formagio de cleistotdcins e a

sexualidade dos micélios,

1 - FORMAGED DE CLEISTOTECTINS
IoE - CLEISTOTECTOS EM Aspergilius

De BARY (1854) foi o primeiro a se referir a um

estégio ascdgeno em fungos do género Aspergillus. Em seu

classico trabalho, €le demonstrou claramente que o Eurotium

herbariocrum (Wiggers) Link ric era sendo cleistotécios pro

duzidos pelo Aspergillus glaucus.

Desde 1883 vem

sendo descritos estagiocs asclge-
nos para todos os membros do grupo A. glaucus, com excegaon

de um, para todos os membros da série A. fischeri do grupo

A, fumigatus, e para muitas espécies do grupo A. nidulans,

Hoje, sabe-se que tambénm produzem cleistotécios,

A

algumas espécics do grupo &, ornatus, A. cremeus, a A
ochraccus. (RAPER o FENNELL, 1965).

3l

kN

No génoro Aspergillus, o processo sexual se de-

senvolve pela produgao de anteridio e de ascogonios, morfo-
1ogicamente diferenciados. Em varics casos o anteridio pode
nac estar presente o, as vgzes, mesmo presente éle nio apa-
renta fundir-se com o as scogonio, dando uma idéia de lnat1v1

dade, no processo de fertilizacao,

Os cleistotécios, em seu aspecto exterior, dife-

rem bastante de um ETUPC para o outro. No grupo A. glaucus
[ Zrur Z

eles sao pequenos, e amarelos, e nac apresentam envel+torio.

No grupo A. nidulans, eles sao pupuros e5CUros, ¢ completa-

mente envolv1dos em células dencminadas "cé&luias de hitlie™,




Na série A, fischeri €les variam de branco a oreme o se do=-

senvolvem dentro de micélios cotonoscs, cujos fragmentos per-

manecem ligados a Sles, na maturidade. No gruno . cremaeus osg

cleistotécios, de infcio, ee assemelham aos da sdrie A, Fig-
cheri, mas, depois, na raturidade, passam a apresontar cer-—

tas diferengas peculiares. Tm A. ornatus e A. citrisnorus eles

530 purpurcs , na maturidade, e sio rodeados Doy uma capa li-

vre de muitas hifas pamificzdas. Fm A, alliaceus, cleistoté-

cios miltiplos se desenvolven dentro do corpos de paredes es-

curas ¢ endurecidas, semelhantes a esclerdcios.

Alguns autores procuraranm estudar, em dotalhes o
.-, . . -, -~
inicioc e o desenvolvimento de cleistotecios, no genero
Aspergillus.

DANGEARD (1907), estudou detalhadament: o  intcio
¢ o desenvolvimento de ascocarnos, em fungos do grupo Al
glaucus, descreveu e ilustrou o efclo vital do A. Ffischeri, ¢

tambem descreveu e ilustrou o desenvolvimento de ascocarpos,

dentro de esclerdocios de uma lirhagem identificada, Como
A, flavus,

FRAZER e CHAMRBERS (1907), DALE (1909), GUPTA(1951)
e MOREAU e MORFAU (1953) também estudaram, em detalhes o ini-
cio e o desenvolvimento deo cleistotécios eom membros do gry-
po A. glaucus.

OLIVE (1944), descreveu e ilustrou estirios do of-
clo vital do A. figcheri.

FENNELL ¢ WARCUP (1959) descobripar que em A, al-

liaceus, cleistotdcios multiplos se desenvelviam dentro de

corpos de paredos  endurecidas e escuras, semelhantes a eg-

clerdeios,




2.1.7 - CLEISTOTECIOS EM A, nidulans

No que diz respeito & formacio de cleistotécios,
em fi, nidulans a Gnica descricdo deatalhada & a de  EIDAM
(1883). DANGEART {1907) e BENJAMIN (1955) estudando a forma-

~ - bt - » b il -,
¢ao de cleistotecios em A. nidulans acharam impossivel deter

minar o método de iniciagao de ascocarpos, nesse fungo.

POTECORVO, ROPER, HEMMONS , MACDONALD o PUFTON

(1853), fizevam uma descrigdo do ciclo vital do A. nidulans,

4 gqual vem servindo de base aos estudos geneticos desse fun-

-~ . -~
g0. Segundo assos autores, o A, nidulans apresenta ur ciclo

sexual que se realiza concomitantemente com o cicle vegatati
Vo. A germinagio de um esnors vegetativo hapléide (conidio),
da origem a um micdlio constituido por células multinuclea-
das. Algumas dessas células se diferenciam (células podais)
¢ delas emergem os conididforos. Pstes terminam nor uma vesi
cola globosa e multinucleadn da superficie da gqual saecm  os
esterigmas primarios. Por sua vez cada csterigma primirio
val dar origem a dois ou mais esterigmas secundarios o eada
um désses esterigmas secundirios produz, entao, uma cadeia
de conidiocs uninucleados. Tento os esterigmas primirios como
08 secundarios sic também uninucleados. T todos os  confdios

de uma cadeia, tendo seus nucleos derivados doygn

terigma, possuem apenas uma cspicie de nicleo f 0s cleistota-

cios maduros surgem depois de 8 a 10 dias de incubacao da yyw~
cultura a 379¢, fles =30 redondos, tém coloracio ezcura, e

contém, no seuy interior, cérca de 10° ascos. No interior de
cada asco estin og ASCOSPOIras om nﬁmero de 8. Os ascosporos
sac binucleados e +ém coloracao avermelhada. Ples surgem de
um processos cariogamico, com formagao do zigoto o postaerior
divisao meidtica, que produz quatro células hapldides. Cada
uma dessas ceélulas, por sua vez, sofpe divis&o mitdtica e

disso resulta a formagao de 8 odlulas dentro de cada aseco.

Posteriormente ELLIOTT (1960) estudou a formacdo
de ascos em linhagenm hapldide e linhagens dipldides de A,
nidulans.




20103 - ESTUDOS GEMETICOS $ARpE PRODUCED OF CLETS
TATECTOS B8 4 widulans.

Tem sido observado em AL nidulans uma cevta varia

a0 na producas de cleistotdcios. SMITHE (1957) assinalou gue
ocaslionalmente aparecem linhagens puramente conidiais ou gue
podem permanecer assin durante uma série de culturas @, de
repente, comecar a produzir cleistotécios. fsse comportamen=

to de A, nidulans deve estar, na dependencia de algum meca -

nismo genético. Mas até o memento S30 poucos os trabalhos

buscando esclarccer 8sse fenomeno.

HENRARD (1934) estudando a sexualidade dasse fun-
E0s Teve oportunidade de obgervar que linhagens aque nioc for-
mavam cleistotécios, em corto meio de cultura, puderam fopr-
mar em outro meio, que Sle considerou mais favoravel, fle
também constateon que ligeiran diferencas do meio de cultura,
influiam na formagao de cleistotécios. Segundo €le, cssas 1i
geiras diferencas poderian influir para que os cleistotd -
C108 aparecesscm mais cade ou mais tarde o om menor ou maion
numero,

JINKS (1954) notou que depois de alrumas transfe-
réncias, por meio de conidio, a formagac do cleistntéei ia
se tornando progre ssivamente nara, ate que depois de certo
nimero de transfersncias nnﬂ%um cleistotécio epra praduzide,
€ que Eésse estado nAo-cleistotecial permanecia por maie de
um ano. Quando se usava a Propagacan por meio de LB COSPO ~
rog, a formacan de cleis stotéoio ia aumentandn ats atingir o
nivel da cultura normal, mas havia um decréscimo na produ

¢cao de conidios.

MAHONEY e WILKIE (1958) observaram oue linhagens
selvagens scgregavam linhagens cleistoteciais o nac-cleisto-
teciais e gue a freqliéneia de colonias nio-cleistoteoials era
mais alta a 379 do que a 259C, Verificaram também que a 1i

nhagem assexual, que denominaram linhagem alba, Apresentava




uma certa taxa de reversao para formas cleistotrciais, Estu
dando o fenomeno do ponto de vista gendtico, taiz  autores
consideraram que o fator que atuava, nesse caso, nac estaw-
va diretamente associade com o nucleo da linhagem cleisto-
tecial mas com o seu citoplasma.

ARLETT (1960) assinalou, apoiado em outros auto

res, aue a producaoc de cleistotécios peloc A, nidulans era

irregular e incerta, e que havia linhagens puramente coni-
diais e linhagens regularmente sexuais, e ainda outras que
s6 davam formas imperfeitas, durante uma série de cultu~
ras, mas que., de repente, produziam abundantos cleistotéeing
Aplicando pressio de selocio para modificar a densidade de
cleistotécios, nfo conseguiu, através de Propasgacan por co-
nidio diminuir a producdo, o considerou nio sen possivel es
tabelecer désse modo, a assexualidade. Cruzando uma linha
gam estérils deficiente em arginina, com uma linhagem fep-
til, deficiente em dcido p-aminobenzdico, verificou que o
grau de esterilidade varion na descendrneia,nrovenicnte  de
conidios, @ concluiu que a oxpressao do genc mutante respon

savel pela csterilidade, na tinhagem deficicente, em argini-

na, era capaz de scr modificada vnele citoplasma.

MAFONEY e WILKIE (1962) desenvolvendo o5 estudos |

sobre 4 linhasens selvagens que segregavam o mutante espon |

taneo e ndo-cleistotecial alba, concluiram que a freqﬁénciaf
de alba era controlada por um gene f. Como &sss mutante g&;;
ba apresentava uma taxa de reversio para formas cleistote-
ciais ¢ a andlise désse mutante demonstrava,claramente, uma
heranga nao mend-~liana, sugeriram cue a producao de cleig
totécio poderia depender de unidades ou particulas cito-
plasmiticas interaginde com o gene f. A perda dessas parti-
culas determinaria o aparecimento do mutante alba estavel,

enquanto um numero baixe de Qarﬁicuiasg produziria os mu-

.

Tantes alba capazes de reverter 3s formas cleistoteciais, e
T

esgas formas cleist iails somente seriam possiveis quan-

c
do o numerc de particulas cstivesse acima de determinado 1i

mite,




Em outra interpretacio &sses autores consideraran
que essa heranca citoplasmatica pederia ser explicada tam-
bém por um ciclo de reacces, no gual a acao heterccatalitica
de cada membro de clolo, permitisse a reproducdc de cada um
deles, num sistema pscudo-autocatalitico. A perda de uma uni
dade constituinte noderia causar a auebra do sistema e isso

refleteria na producio do mutante alba.

CLUTTERBUCK, em 1863 (em trabalho nio publicado,
citado por BATNBRIDGE, 1964) observou que, em meio completo,
a0 qual n3o fosse adicionado suplementarmente arginina gran-
des cleistotécios se desenvolviam na juncgdao de coldnias com
reguerimento em arginina, com coldnias de outras linhagens,
e que os cleistotacios produzidos, nessa juncas, cram e
dominantemente hibridos.

BATNBRIDGE (1964) partindo das observacoes de
CLUTTERBUCK, para desenveolver uma téenica de obter clelstoté-
cios hlbrldOng chegou a conclusao preliminar de que o cfei-
to cleistotecial era devido 3 presenga do alelo arginina  ou
a efeitos muito associados com ¢le, e que a auséncia do efedl
to gquando se adicionavas suplementarmentoe arginina, ao meio
completo, sugeria que isso nodia ser devido a uma inibicio
parcial da linhagem com deficiencia em arginina, em meio

contende arginina e lisina balanceados em certos limites,

CLOTT (1966) constatou que linhagens selvagens se
gregavam linhagens cleistoteciais o néo--cleistoteciaisa e
que essa segregacic ocorria em proporgtes nfle mendelianas.
Admitiu que a variac3o de formas cleistoteciais atd nao=
cleistoteciais, que apareciam, nessa segregacdo, estava sob
um controle multifatorial, = que testes de heterocirics in-

dicaram a part:i cipagdo de um fator extracromossomico, no
contrdle da dlfcrenca entre o estade cleistotecial o nao-
cleistotecial,

AZEVEDO (1966) assinalando que o procedimento de




]

- vedar com fita celuldsica as nlacas de netri, favorecia a
produgao de cleistoticios, considerou que isso prossivelmen-
te era devido a uma anserohiose parcial. Segundo informagdes
pessoais, apoiou-so em trabrlho nao nublicade de RALL )
BAINERIDGE.

BARACHO (1868) assinalou a existifncia de uma cor-
relagao entre o tamanho dos cleistotécios e a sun condicao
de hibrido ou nao-hibrido, ¢ sugeriu aue A producao de cleis
totécios talvez, cstivesse na dependineia de fatdres citoplas
miticos complaementares, que poderiam se dispersar quando do
desenvolvimento do micélio, e désse modo impedir a formacdo

de cleistotécios.

2.2 ~ SEXUALIPADE 00 MI0ELTN

2.2.1 - HAMOTALISHSY ¢ HETEPOTALISNN FH

Aaveornallius

A soxualidade dos micélios, em funsos do genero

i)

Aspergillus tem sidn estudsda per virios autores,

KNIEP (1928) estudande o A, rapens considerou
4. repens
SEr ©s88a uma espécie homotalica,

SCHWARTZ (1928) aatudou A. ruber, A, repens, qua-

tro outras linhagens de A, glaucus ¢ cuatrno linhagens de

A. nidulans, » coneluiu secrem todas homotilicas.

BLOCHWITZ (1932) considerou serem homotalicas, 6

lirhagens do grupo A. glavcus nor als estudadas.

SREENE (1933) estudnu ~ A, fischeri admitinde tra

-~ - . - N
tar-se, também, de uma espécic homotalica.

HENRARD (1934) trabalhande com 1§ "espéeies"  de

Aspergillus, verificou serem +Rdag homotalicas.




RAPER ¢ FENNELL (1965), =m sua revisan do géne=

ro Aspersillus, considervaram gue todos os funers Adsse g

nerc, sac homotilicos, com excacdn do A. heterothallicus .

que foi assim denomirado mor ser o primeiro do gonero

Aspergillus am ous o fensmene de verdadeiro heterotalis

mo fol relatada,

7.2.7 - HOMOTALISHO E  HETECOTALISMO EM

Ao oniduions.

SCHUARTZ (1928), assinalou ser o A, nidulans um

fungo homotalico. Posteriormente HENRARD (1934) demonstrou,

de maneira concludente, » homotalisme dfsse Funeno.

Mas avesar de sor um fungn hometdlica, am A,
nidulans foi verificade um fendmenn que apresenta uma cer-

ta relagan com o  heteratalismo.

HENRARD (1934) desenbriu antre seu material
duas diferentes linhagens que, ouandn Tuntas, nroduziam um
nigmento vermelho, ao loneo da linha de contato. Apesar
das linhagens serem autofértois, ~s cleist~técios celhidns
nessa zona de contacte era hibridos., A 8sse fenfmens  ole

chamou de "heterotalismo fisinldgico",

PONTECORVCQ, FORRFS o ADAM (1948), frzondo axpe-
riéncia com mutantes nutricisnais o morfoldgicos, consegui
ram a formacao de hotercciprios de culturas qur diferiam
em inGmeros carvactercs. A andlise dos cleistrticicg  poeve-

tou que uns eram hibridos o cutros nin.

HEMMONE, PONTECORVD ¢ BUFTON (1952) estudando
22 diferentes linhagens mutantes de A. nidulans nae a6 con
firmaram a cxperiéncia de PONTECORVO, FORBES e ADAM(1949),

mas descobriram que om 10 dos 272 cruzamentos as DrOpor-

¢oes mostravam cruzamento cariogamicn de aproximadamaente




100%. Comn as linhagens usadas sram autoférteis,verificava-se
assim um cruzamento cariogimico preforencial, que 2sses auto-
res denominararn de "heterotalisme rolative™, definido como o
aparecimento de ascos hibridos, numa proporcao acima de 50%

em certas combinagoes de linhagens.

PONTECORVO e ©01.(1953) analicando 27 cruzamentos
de 21 linhagens diferentes, nhsopvaram que om 16 dosses CTUZE
mentos, a proporgan de cleistoticios hibridos sra superior a
50%, & em detarminado cruzamento, a analise de 30 cloistotd-

- . - n
clos mostrou que taodos eles continham ascos hibridos,

OLIVE (1954) assinalanda gue o comportamento que
indica a existéncia de uma tendéncia homotalica e hetermtélg
CA numa mesma espccle, nio 3 prApria apenas de fspergillaceae,
mas fol descrits tambdm em certos fermentos, em Hypomyces
solani, Glomerclla c cinpulata, Ophisstoma fimbriata, Sordaria

fimicola e outros, considerou que, talvez, a definicio do

termo "anfitalismn", proposto por LANOQUE para certns Basidio-
micetos, pudcsse sor ampliade para incluir também dsses fun-
gos,

OLIVE (1958) considernu ser o torme "heterotalismo
relativo® de valor duvidoso, na ausoneia de informacoes mais
-1 w

detalhadas snbre a naturezs dos fatores genéticos envolvidos,

BAINBRIDEE (1964) usande linhagens com  deficidne
cia em avginina, em cruzamento em meilc comnletn, nbtove 6 cru
zamentos que apresentaram cleistotécing hlbrlﬁOS, numa  pro -
porgac de 100%, ¢ a mais baixa fregiicneia de oleistotécia hé

brido que encontrou foi de 25%.

BARACHO (1968) em 17 cruzamentos examinados encon-
trou 7 cruzamentos que apresantavam proporgoes de cleistotéw
cios hibridos supericr a 502,




5 - MATERIAL E HETODNS

3.7 - STHMEOLOS USADOS

Para facilitar a exposicdo, os fendtipos dos  mu-
tantes referidos, no presente trabalho, serio indicados pe-
los simbolns seguintes, comumente utilizadns em trabalhos de

08

Genética de funge

Acr 1 resistencia a acriflavina

ad 1, ad 2,ad 14, ad 20 requerimentn para adenina

an 1 requeriments para ansurina
bi 1 requerimento para biotina
cha conidio chartreuse

(verde=1iman)

cho requerimentn para colina

co colonia compacta

lys & requeviments para lisina

nig 2 requeriments pava Acido
nicotinicn

paba 1 2 naba 5 requerimento para Acido
p-aminobenzdicn

phen 2 regueriment~ para fonilalanina

pro 1 requeriments para prolina

yro 4 requerimento para piridoxina

ribo 1, ribo 2, ribo 5 requerimento para riboflavina

s 3 es 12 requerimento para tiosulfato

sul ad 20 supressor do mutante ad 20

w2 ew3 conidios brancos

y conidios amarclos

ve forma conidial aveludada
{(velvet)

(ve+) forma selvagem de ve




5.7 - LT'HAGENS Ur/DAS

o prosente trabalho foram utilizadas linhapgens
hapicides de A, nidulans, 4o Departamento de Genatica da

Universidade de Bras¥lia. Dssac linhagens foram derivadas

do estoque de Glasgow, Gra=-Prztanha, o gentilmente cedidas
a Universidade de Brasilia, nelo Professor Jnfo Liecio de
Azcvedo, do Tnstitute de Genética da Universidade do 580

Paulo, Piracicaba-SP,

Depels de purificadas e caracterizad s, essas 1i
nhagens foram mantidas em estoque, om meic completo, em
agar inclinado, a temperatura ambiente.

As linhagens utilizadas foram as seguintes:

(1) yv: nic 2, pibo &
(2 w 2° g 12: pyro 4
(3) an 1, bi 1

v, ad 14 oo

&3

-
oy
i’

ot

(5) 3u 1 ad 20,v, ad 20,paba l: Acr 1:; lvs &§,cha
il ; 5 .

(6) pro 1, paba 6, v w 3

e

tesag linhagens foram egcolhidas com base, em
. b * »

seus fenotipos, uma vey que elas aprecentam  caracteristi -

cas visuails aue permitiriam distinguir uma das outras, nos

casos em que fOsse necessiric fazer cruzamentos .

As linhas de ascendfncia dessas linhagens podem
ser encontradas nas figuras 1, 2, 3, 4 e 5, Essas linhas
de ascendencia foram estabolecidas com base nos trabalhos
de KAFER (1965) ¢ de BARRATT, JOHNSON @ OGATA (1965).

Nao & dada a linha de ascendsncia da linhagen

yiy nic 2, ribo 5, por nfo se dispor de informacio, quer pu-

-

blicada ou pessoal,




FICURA 1

Ascendencia da linhagem vy W 23 5 12: pyro U

Lingagem selvagem

y
Raio X a5 Raio X
mugtarda
vy (ve+)
Raio X
\\\
Yiw 2, ad 1: (ve+) x s 12 bi 1
i /
// Paio X
vy w2, ad 1: g 12

FIGURA 2

Ascendencia da linhagem bi 1, an 1

Linhagem selvagen

Raio X

bi 1

e,

ultravioleta

bi 1, an 1




FTGURA 3

Ascendencia da linhagem vi: ad lb4: co

linhagem selvagem

N
T ™~
- './, \~\\
Raio X e e Raio X
- \\
e \\
bi 1 bi 1
Raio X v (vo+)
L Yer)
aba 1, bi 1 Naio X Ultra-
violets
mutagao
espontanca
paba 1! bhi 1: ao X vy ad 2: {va+)
\_\

paba 1,7v: co X bi ljad 14

¥ aé 14 oo




FIGURA &

Ascendéncia da linhagem su 1 ad 20, v, ad ?20,paba 1;

Acr 1: lys 5: cha

A linha de ascend®ncia dessa linhagem vpodera sep
vista com detalhe em XAFER (1965) o RARRATT e col, (1965),

su l ad 20,an 1,ad 20:Acr l,w 2 ¥ paba 1, v: Acp 1, co, ribo 2

su 1l ad 20,ad20,bi lsw'Q,cho;dmyX su 1 ad 20,ribo 1,paba 1,ad?0:cho:cha

gu 1 ad 20,ad20.,bi 1,w"2,choicha X naba lsvsad 20:phen 2:pyro b:lys 5,8 3

su 1 ad 20, v, ad 20, naka 1: Acr l: lys 53y cha

TIGURA §

Ascendencia da linhagem pro 1, paba 5, vy w 3

Linhagem selvagen

Raio X ’

\\\\. Ultravioleta

™
.

Raio ¥ \\\

\
ribo 1, bi 1 X ad 14, maba Ly yviow 3 (ve)

e

,xw,//”" KAFER, 1965)

paba 1, v X pro 1, bi 1, ad 1: w 3

S i i

‘///ﬂf//“ KAFER, 1965)

paba 6, bi 1 X pre’l, v: w 3
l

I
opre 1, paba 8, v w 3




3.3 - UEI0S DE CcuULTUPA E SOLUCTES (12ADAS

503,01 - HETO MINTHY LTOUIDO (PONTECOPYY o eol.,
1953)

Nitrato de sddic S e s et b s a e oo e e esea e 30
=

Sulfato do magnis o+ 7H20 B e o s s ko s e e s s s s a 7,6

£
Cloreto de potassio Prrieresciatiiaaaiaeaa, 2,6 ¢

gi £
fogfato dihidrogenade de POtASSic . ......, 7,6 g

Sulfato de ferro e sulfato de zinco ...... tracgos
Glicose T T T T 50 g
Aguz destilads completando 5 litros. 0 pH foi

ajustado para 6,5 com hidréxide de sddio.

5.3.2 - HEIS MTNIMO SOLIDG (PONTECOPUA e col,,

M

19532)
. .
Por prevarado da meama forma aue o meio MIN1mo
liquido maig adicio do Asar Oxoid no 3 (1,5%).

3.3.3 - MEIO COMPLETD LTouino (PONTECORED o col.,
1953

5 litros de meio minimo 1iguido duas vézes forte

fol preparado, a seguir adicionou~se:

Poentona (Oxoid) R 20 g
Extrato de levedura (Oxoid) Tttt e e, 5 g
Casseina hidrolisada (Oxoid) e 15 ¢
Acido nucléico de levedura hidroligade ... 25ml
Solugao de vitaminas I I 10m1
ompletou~se até 10 1itpos com dgua do torneira: o pH foi

ajustado para 6,5 com hidrdxido de 56dio ou eido  clowTdpi

o, ¢ 0 meio foi, finalmente, filtrado.



5.5.4 - HETO COMPLETO STL770 (PONTECORYD o col,,
1953)

. . -+
Foi prevarado da mesma forma aue o meio completo 13
aquido, com adicds no final, de dgar "0xoid" nimers 3, (1,5%).

Todos 25 meiocs foranm autoclavados & una ntmos fora,
por dez minutos e guardados a temperatura ambiante, em lugar

ICUro,

3.3.5 - XCIp0 HucLEres DE LEVEDURA HITPILISADD

Acido nueldice de 1e edura (Oxeid)....... 2 gpamas
em 15 ml

de soly-
mal de

cdeido elo

R d .
ridrico,

Reido nucléico de levedura (Oxoid),...... 2 pFramas

am 15 ml
de solu-

CEC Do

mal de

hidroxi-
de de s3
dio,

Ambag asg solucnes Ffopam aguecidas = 1000(C por 20
minutos, misturadas, o oH ajustade papa 5,0 ¢ a solucao re -
sultante foi filtyads 2 auente. 0 volume foi ajustade para
0 ml e a preparaciao foi puardada ne refrigerador sfbre alo-
roformio,




-

5.5,6 - SOLUCKD DF YITAMTIHAS

Acido peaminobenzdicn cesseananianesaass. 10 mp
Piridoxina = 0L . iiiiyieeneneneneneen. 5D mg
Aneuring « HOL tiutiy et snnnnn.. &0 mg
Acide nicotinico vviiiiisinss ... 100 mg
Riboflavina Te s na.. 100 mp
Bioctina R P £ I T

Arua destilada oo i iieeeenane ... 100 ml

A solucdo fol esterilizada em banho-maria nep s
minutos, repatindo-sc a operacao durante 3 diss, apos ns
quais a solucio foi guardada em frasco escuro, no refrigo-

rador,

3.5.7 - SOLUCKD SALINA 0.15

»

Clorato de s6dio foi dissclvido em drua destila
da para dar uma solugao 0,83%%, a qual foi, em scguida, au-
toclavada,

3.3.8 -~ 82LUCKD TIF TWEEN
Tween 80 (procedéncia MBC-USAY foi distribuide

@ agua destilada para dar uma concentracido final de  0,1%

(v/v) e a solucido foi autoclavada.

5.3.9 - SUPLEMENTOS ADICIOMADAS A0 METO MTINIMO

SUBSTANCTIA CONCENTRACED

Sulfito de godie (200 pg/ml)

Piridoxina-H(g (0,5 we/ml)



3.4 - HETODOS tigr008

3.4.1 - TECNICA GrRAL DF SEMEADURA E INCUBACKD

. ) -
Por meic de uma alea de platina flambada, coni-

diog foram trans feridos para uma solucac esterilizada de
T

As cadelas de confdios frpam des

gregadas Dor
agitagao, primeiramenta com um agitador mecinico e, em =zc-

guida, com pipata "Pasteur®,

Emoum homocitometro estimou-se o densidade da
suspensao de conidios. F Sempre que necessario foram feitog
diluicdes nipetanda-ge volumes conhecidos das susmensdes

em 2 ml de solucan salina,

Em cada placa de potri de 9 om de diametro na ba
. o L .
s8¢, foi sempre semeado 0,1 ml de suzpensio de conidio. Com
o fim de absorver o excesso de umidade colocou-se na  tampa
dessas placas de petri, um papel de filtro esterilizado, Um
espalhador de vidro, esterilizade em alcool o flembado, foi
4 — -~ o " .
usado para espalhar a SUSLeEnsac sobre a superficie do melo

de culturs,

Em geral, 20 ml de mein de cultura foil usade em
cada placa. A temperatura usual de ineubacdo foi de 3790,
Mas em alguns casos, foram feitos incubacdes a 259C, e ag-

Se8 casos serac indicados.

3.4,7 - VEPIFICACRD 2A PRODUCAO DE CLEISTOTECIONS

Procurou~sc verificar o cemportamento, quande A
formagao de cleistotécios, das 6 linhagens utilizadas, nes-
se trabalho,



Essa verificacio foi feita da seguinte maneira:

Semenu-sa uma suspensan, de oon_{dio3 em 2 placas
de petri com mnin completo-sélido, de +tal mancira  dilufda
que permitiu o crcscimento de aproximadamente, 20 enldnias
por nlaca. Egsas nlacas assim semeadas, foram  incubadas a

379C, por 2 dias.

Asg coldnias due cresceram foram Transferidas |,
Por meio de fis de platina, para placas com mein - completo
s0lido e incubadas per 10 dias a 379C. Em cada placa coloca
ram-se 4 colonias de uma mesma linharem. T depois de 1n
dias de incubacdo, as colonias de cada placa foram examina-
das verificando-se @5 que produziram cleistotécios e as que
nao produziran,

De todas as linhagens utilizadas nesse trabalho,
tomou-se ao acaso, nessasg placas, uma coldnia que nao DYro-

duziu cleistotécio, o essa colénia foi reexaminada por 2 mé
todos de inoculacio.

Mo primeiro metodo, oue chamaremns de ”Transfg

-~ - . o -~ -~ + e, .
rencia por picada™, se faz g transferencia de conidio & mil-
celios do funpgo, nor meio de um fin de nlatina,colocando~se

4 colonias em cada pilaca, com meio completo,

Ho segunde método, que chamaremos "Tvansferencia
monocolonial', Femenu-se, em placas com meio comnlaeto s617-
do, uma suspensio de conidios, de tal modo diluida, que per
mitiu crescer anroximadamente 6 eolonias por placa. Escas
colonias depois de 2 a 3 dias de erescidas Toram transfepi-
das para placas tarbdm com meio completo, sende uma  oolo-
nia para cada placa. A transferencia Ffoi feita 8l peguencs
blocos de meio do cultura. Procurcu-se transferip sempre g

colonia inteira - desnrezar aquelas coloniag qua nao esti -

veéssem bem Isoladas,




Bssas placas inoculadas por ésscs ? matodos Fo-
ram incubadas por 10 dias, ao fim dos quals so contavam as
colonias que produziram cleistotfcios ¢ ag que ndo  produzi

ram.

fmoaslguns casos a incubacdo foi feita a 3790, e
em outros a 252C, lUszou-se tambim vlacas vedadas com fita ce
lulosica (AZEVEDO, 1966) o placas sem vedagdo,

Para alguns casos procurou-so partir também de
colodnias que haviam produzido cleistotéeios. Também, em ca-
sos limitados, usou-se mein minimo sdlido suplementado com
2% de meio completo s81lido, ou meio minime sflido suplemen-

tado com os requerimentos nutricionais da linhagem usada.

3.4.3 -~ CRUZAMENTNS

Em certos casos foram feitos cruzamentos entre
algumas linhagens, Bssos cruzamentos foram feitos com funda
mento no fencmeno de heterocariose que ocorre am A.nidulans
(PONTECORVO e col., 1953). A formacdao de heteorocirios balan

ceados fol possivel desde que as linhagens cruzadas, tinham
1. » E e e,

;ﬁ%ﬂfﬁﬁiﬂﬁﬁ&gg QEEE§910EQES‘ A téenica usada foi o seguinte:
‘Conidios transferidos para solucidc Tween, por meis de 2lca
de platina, foram desagregados, nor agitagao, A daensidade da
suspensao de conidios fol estimada em um hemoeitdmetro.Quan
do necessario foram foitas diluicoes pipetando-se volumes
conhecidos da suspensio em 9 ml de solugao salina. Conheci~
da a densidade da suspensao fol possivel colocar gquantida-
des, aproximadamcnte iguais, de conidinrs das linhagens cru-
zadas em tubos contendo 2 ml de meio minimo 1iguide suple -
mentado com 2% de meio complate liquids. 2 quantidade apro=
ximada de conidios colncrdns foi de 500 mil conidi-s de ca-
da linhagem. Esscs confdins, em tubos de ensaio, com  meio
minimo 1iquidn suplementado, foram em seguida levados 3 eg -~

tufa por 2 a 3 dias, onde Dermaneceram 4 temperatura de




379C. Durante asse periodo formou-se uma pelicula, na super
ficie do mein, Papa cada eruzamento, 2 poelicula foi retira-
da e cortade em quatro pedacos, do tamanho  aproximadamente
igual, na superficie do mein minimo s4lido, en placas de pe
tri, cada placa contendo 20 ml de moie minimo s8lido. Fm se
guida as placas foram incubadas = 3700, Mns CAasos em quoe se
pretendeu obter cleistotréeios, verificado - Aprrecimento do
sctores heterccaridticos, as placas foram vedadas com fita
celulésica,

3.4.4 - ANELISE 9F OLFISTOTECINS

0 método de anilise de cleistotecios, usado, no
presente trahbalho, foi o mesmo deserito por PONTECORVO 3.
col., (1953), Por meio de um fio de platina, cleistotécios
foram transferides para uma placa de petri, com arar (3%) o
em seguida rolados na superficie do dgar, para remover  asg
células "hitlle”, nue sdo vidveis (SCHYUARTZ, 19728), e também
remover os conidios a &les aderidos, Devois de  limpos, os
cleistotfcios foram transforidos para placas de mpoetri com
20 ml de meio completo. Na parcde das placas 2les foram og-
magados, com fio de platina, ¢ os ascosporos cepalhados  no
meic de cultura, om linha dirigida para o centro da vlaca.
Em cada placa foram colocados quatro cleistotécioz. As pla-
cas foram incubadas a 37¢0, A verificacas dos resultados se

féz depois de 2 a 3 dias de incubacio,

3.4.5 - TESTE DE HETEPOCAPIN

Como os conidiocs de A, nidulans sao uninuclea-

dos (YUILL, 1950) uma semeadura de confdios a partir de uma
heterocdrio corresponde a ums Aamostra dos niiclesns d3ssc he-
terocario. fsse mitode foi denominado por  JINKS (DO54) de
"heterokaryon test” e pode ser usado como evidineia prelimi

nar, sugerinds se o carater estudado estd ou nio associado




-l

com o nucleo. I pode-se tambem usar 2sse métode para trans-

ferir citoplasma de uma linhagem para cutra.

Mo prescente trabalho, utilizou-se uma linhagem
para doar citoplasma s outra linhagem para recober, e e
fez entre cssas linhagens diversos testes de hetorocirin sU
cessivos, em que a linhagem rocontora ora isnlada, com base
em suas caractoristicas nutricionais o morfoldsicas, geneti
camente conhecidas, ¢ novamente cruzada com a linhagem doa-

dora inicial, mantida em ocstoque.
-1

J.4.6 - MUXANIGPRAFTS

Sempre que necessArio as linhagens foram caracte
rizadas pela técnica de auxanografia descrita nor PONTECOR-
Voo (19u9),




&~ RESULTATOS NRTIDOS

A fim de verificar a variagao na producio de cleis
totéciosg ¢ poder cseolhor linhagens produtoras o nao produ-
toras, o tambim nara obsoarvar aleuns fatores que pudessem in

terferir neossa variacao, as 6 linhagens de A, nidulans, uti-

lizadas, no npresente trabalho, foram inoculadas em varias

placas de petri.

™

Fssa inoculacao foi feita nor 2 mitodos aue

[5p3
=
3

N

acham descritos, no item 3.4.2, pa pagina 20, métodos é&sses
que foram denominados, um de "transferéncia por nicada’, ou-

tro de "transferincia monocolonial”.
Para cada linhegom tomou-se, ao acacnH, uma  cold-

nia que nao havia produzido cleistotécios. T om alguns ca-

508, auc serac relatados, foram tomadas também coldnias que

haviam produzido cleistotlcios. Tsaas colonias, nrodutoras
ou nao produtoras, de cleistotécios, foram obtidas da manei

ra veferida no item 3.4.2, na pagina 20.

Partinde dessas colonias, as linhagens foram ino-
culadas, om varias placas 4o petri, com 20 ml de m~io, =cndo
utilizados o meio completo 2dlide ou o meio minimo solido,
suplementado com 2% de meio completo s6lido, ou suplementa-
do com as substincias que constituiam requerimento nutricio

nal do fungo.

das por 10 dias, a temperatura de 379C ¢ em alguns casos 3
o]

temperatura de 75

Ao fim desses 10 dias de incubacio foram contadas

as colonias cue produziram = as que nio produziram cleistotd

cios,

Como o tratam=nto ndo foi idéntico vava todas as




linhagens wreferinos, na apresentacao dos resultados ohti -

dos, considarar o caso de cada linhagen isoladamenta,

4.1.1 - LINHAGEH w: nic 7, niho &

-

Foram examinadas 510 colénias dessa linhagem, sen
do 243 colonias em placas vedadas com fita celulésica, e 276
colonias em nlacas sem vedagao. Todas cssas foram originadas
de uma colonia que ndo havia produzido cleistotécio, o forvam
inecubadas a 379C, nor 10 dias, em placas dc netri com  meio
completo s8lido. 288 coldnias foram inoculadas pelo  métondo
de "transferéncia por picada” e 222 pelo mdtodo de “transfe
rencia monocolonial”. 0s resultados obtidos sio dados nos
quadros I o IT,

QUADRO T

Numero de colonias da linhagenm y: nic 2, w»ibo &

que produziram = que nio nroduziram cleistotéeios, em nlacas

vedadas com fita celuldsica.

Metodo de ! N2 de colénias N¢ de coloniag|Total de
1nceculacao que produziram que nao produ=-joolonias
cloistotcoios ziram eleisto~| axaminadas
teeios
Transferencia
por picads 14 122 136
" monocolonial 0 107 107
T ot al 14 224 243




QUADRO TT

Nimero de coldnias da lirhagem v: nic 2, ribo 5 que

produziran e que nao produziram cleistotdcios em plocas  nao
vedadas com fita csluldsica.
Método de N¢ de colonias | N9 de cnldninas Total  de
inoculacio que nroduziram que nac produ- colonias o
‘ cleistotecios ziram cleisto- xaminadas
tecios
Trans ferencia
por vicada 0 152 152
monocolonial 0 115 115
Total 0 267 287
F.007 - LTNHAGEY an 1, bi 1
Foram cxaminadas 188 coldnias dessa linhagem, sen

do 96 em placas vedadas com fita celullsica o a2 em nlacas

sem vedacao., Todas cssas coldnias foranm originades de ume co
lonia que ndo nroduziu cleistotécio e foram inecubadas a 3790

por 10 dias.

A inoculacao fol feita Unicamente nelo motodo  do

"transferencia por picada’ o em vlacas contendo meio comple-
to solido. Os rvesultados obtidos s3o dades no Duadro TTT.

NUADRO ITT

Numero de coloniss da linhagem #n 1, bi 1 gque pro

duziram e gue nac produziran cleistotécios, em nlacas inocu-

r

ladas pelo métode do "transforéncia por Dicada®

==

b

.

NO de colénias

N9 de coldnias

Total o

Placas aque produziran que nao produ- | coldnias
cleistotecios Zivam cleigto~ | examinadas
tocios
Vedadas 13 53 96

Nao vedadas

0

e

92

T o+t ail

43

1B

[Sa




L,1.3 - LINHASEY vro 1, paba 6, y; w 3

Foram examinadaz €84 colonias dessa linhasem, sen
do 404 em placas vedadas com fita celuldsica e 780 em nlacas
aue nao foram vedadas. Fasas colonias foram originadas de

uma colonia que nAo vroduziu cleistotdcio e foran incubadas

a 379C por 10 dias, em nlacas de petri, contendo meio comple

! 3 K P 5 oLE
to s6lido. 348 coldnias foram inmculadas nelo mitodo de
"transferéncia por picada® o 336 pelo método de "transfe -

réncia monocolonial™, NAo se obteve nonhuma colonia que pro-
duzisse cleistotécios, tendo sido observado em +éodes clas
uma pequena producac de confdios. Para nue se possa  vizuali
zar melhor, os resultados obtidos sfo dados nos nuadros IV

e V.

QUADRO TV

Nimero de coldnias da linhagem pro l,nmaba 6,y w 3

que produziram e que nao produziram cleistotécios, em placas

vedadas com fita celuldsica.

- N? de colondas M9 de coldnias Total doe
Metode de . I ~ © e
. b qua produziram que nao nrodu- colonilas
inoculacan . =T . A . .
¥ cleistoteciogs ziram cleisto- cxaminadas

tenios

Transferéneis:

por picada

.
B
(]
[
N
[ee)
2

monocolonial 0 1772 172
Total 0 HoL Lok




QUADED ¥

Nimero de coldnias da linhazem bro l,paba &.yv:w 3

que produziram e quoe ndo nroduziram cleistotécios em placas

nao vedadas com fita celuldsica.

MStodo de N de colonias N9 de ecolonias l Total de
inoculacgé aue produziram due nao produ- | colonias
LA cleistotécios zirvam cleisto~ | axaminades
tecios i
1
|
Transferencia:
por picada 0 116 115
monocolonial 0 16h 1eh
L
§
To+tal 0 280 280

d.o1.4 - LINHAGE!M , ad 14; co

Foram cxaminadas 80 colonias dessa linhagem, +8-
das em placas de petri que tinham sido vedadns com fita celu
losica. Essas coldnias tambim foram originadas de uma  cold-
nia que ndo havia produzido cleistotéeio. Blas forem inocula
das pelo método de "transferenaia ooy picada™, em placas  do
petri, com melo completo sclido, o incubadas a 3790, Apos 10

diaz de incubagfo as coldrias fovam examinadas, constatando-

se entdo, que 11 coldnias produziram cleistotdcios e 9 cols
nias nao produziram (CQuadre ¥TI).

4.1.5 - LIHHAGEM su 1 ad 20,u,ad 20, paba 1;Acn 1:
Zus 5; cha

Foram examinadas 20 coldnias dessa linhagem, t&-

das em placas que tinham sicdo vedadas com fita eceluldsica .




.30,

Essas colonias, originadas de uma coldnia que nao produziu
i

eistotécio, foram inoculadas pelo método de "transferdncia

8]
[

or picada” em placas de petri com meio completo solido ¢ in-

g

cubadas a 379C por 10 dias.
O resultado cbtido foi o sesuinte: 74 coldnias pro

duziram cleistotécios, e 6 coldnias nio produziram  cleistoté

cios (Quadro XI),

4106 - LINHAGEM 4 w 23 4 12 piyro 4

Foram oxaminadas varias coldnias dessa  linharem .
Losas colonias foram examinadas, em placas quo tinham sidoe ve
dadas com fita celuldsica e em placas qua nao tinham sido ve-
dadas. Algumas coldnias foram originadas de uma coldnia  que
havia produzido claistotécin e outras originadas de uma cold-
nia que ndo havia produzido cleistotéeic. Alpumas fopram inocu
tadas pelo método de "tryansferancia por nicada' e outras pelo
método de "tyansferdnaia menceolonial”, Algumes foram incuba-
das a 372C, outras a 259C. Umas fopram inoculadas em meioc com-
pleto s6lido, outras om meio minimo sd1lido sunlementado. Mag

todas foram incubadas por 10 dias.

]

Os resultados obtides sfc dados nos Nuadros VI,
VIT, VIIT, IX o X,
QUADRO VI

Numero de colénise da linhagem y:w 2: 8 12: pyro U
I . A bt

que produziram e auc nAo produziram cleistotécios, em pla-

.

cas vedadas, com fita celuldsica.

Temperatura de incubagfo: 3790

de cultura: completo s8lido
rigem da coldonia: originada de uma coldnia que
nao produziu cleistotocios.

| -, -,

- NY do colonias N? de coloniag Total de
Metodo de que produziran | gue nac produ- nolonias

R 1 — ») i (G B oLl - AT rue A T t S1eai] O Ol:llau
InNocuULagac clolstotécios Zivam claisto- Sxaminadas

taoing

Transferéneia:
por picada 10 62 72
monocolonial 3 ag 95
To+t al 10 157 187




OUADRD VIT

Mimero de ecoléniss da linhagem v:w 23 s 12:pyro U

aue produziu =

vadadas com fita coluldsica.

que nio produziu cleistotécion, em nlacas

Temperatura de incubacio: 370C
Melo de cultura: completo s6lido

Origem da colonia: ori

nao produziu cleistotécio.

ginada de uma 20l

A ED

nao
onia  que

No de coldonias

N2 de coldnias

Total de

Metodo de oue produzivyam que nao produ- coldnias
inoculacao cleistotecios ziram cleisto- examinadas
tecios

Trans ferencia:

. 76 80
per nicada 4
monocolonial 0 en 86
Total i 162 166

QUADRO VITIT

Numero de coldnias da linhagem viw 2

gue produziu e qu=

nAao produzin

12ipvro 4

cleistotécio, em nlacas ve

dadas, com fita celuldsica, ¢ gue foram originadas de uma co

lonia que havia produzide

Temperatura de
Maio de cultura:

cleistoticio.

incubacac: 379C
completo solido

Método de

N¢ de coldnias
qua produziram

N? de colonias
qu& nao produ-

Total de

colonias

inoculacgao slstotecios zipram clelstow examninadags
tecios

Trans ferencia:

por picads 4R 32 80

monocolonial 0 8% 82

Total hg 114 162
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QUADRO T

i b b

Mimero de colénice da linhagem v: w 2:- 12:pyrolt

cue produziram e que ndo produziram cleistotécios, am pla-
cas vaedadas,

Temperatura de incubacio: 379C

~ €mper LG Lo

delo do cultura: minime solide,sunlementade  com

sulfiteo e

piridoxina
Metodn de

inoculagdo: transferdneia por picada

N® de colonias | N? de coldnias | Total de
Origem da aue pruduziram aue nao produ- coldnias
colonia cleistoténing zivam cleisto- sxaminadas
tEoios

De coloniaz

cleistotonial by 38 80
aclaistotecial 37 u3 B0

Total 70 81 160

QUADRO X

Mumero de colénias da linhagem viw 2:8 LZ2:spyro b

que produziram = quc nio nroduziram cleistotécios, a 2590,

Melo de cultura: completo sdlide

Metodo de incculagao: transferéncia oor
Origem da colonia:

nac produziu cleistotdcios.

Qicada

originadas de uma coldnia que

N9 de colonias | N9 de coldnias | Total  de
Placas gue produziranm due@ nao nprodu- | ceolonias
cleistoteciog Ziram cleisto- | examinadas
toclos
Vedadas 0 80 B0
Naco-vedadas 0 80 80.
T o t a i 8] 160 160




ODJADRO X1

Nimero de colonias das linhagens vy ad i4: co e

da linhagem su 1 ad 20,v, ad 20, naba 11 Acry 1. iys 5: cha

que produziram ¢ gue nao produziram cleistotécios.

Temperatura de incubacao: 37¢C

Melo de cultura: completo sd1lide

fctodo de inoculagdo: transforéncia por picada
Placas vedadas

Origem da colonia: originadas de uma ccldnia que
mac produziu cloistotcoios.,

N? de colonias| N2 de coldnias| Total de
que produziram| gue nac produ-| colonias
cleigtotecios ziram cleisto=-| cxaminadas

teoios

Linhagemn

1) yead 14 co 11 69 80
2) su 1 ad 20,v,

ad 20, paba 1,

Acr 13 lyv= b

cha Th f 80

Total 35 75 160

4.2 - VERIFICACED DE EFEITOS CITOPLASMATICOS

$.2.1 - TRAMESFERENCIA DE CITOPLASHA

Com bhase nos resultados dos experimentos anterig

res escolhau-se 2 linhagem su 1 ad 20, v, ad 20,paba 1:Acpl:

lys 5: cha @ a linhagem pra 1, paba 6, v w 3, naprn serem

cruzadas.

A escolha decorreu do seguinte critério: A linha-

gem su 1 ad 20, v, ad 20, vaba 1; Acr 13 1lys 53 cha foi a
dque proporcionalmente, apresentou maior nimero de colonias

que produziram cleistotfcios (74 coldnizs em 89). Por outro

lado a linhagem pro 1, paba 6, vi w 3, foi a unica que  nao




apresentou colonias que tenham produzido cleistotécios  (em

684 colonias examinadas). Além disso a linhagem pro 1,pabab,

y: w 3, mostrou certas caracteristicas gue parecisam indicar
sua incapacidade de produzir cleistotécios. Essa linhagem ,
em incubagac a 379C, em meio completo solido, aprasenta ini

Y cialmente, micélios aéreos de aparencia cotonosa {F1uffy),
que desanarecen com 10 a 15 dias de incubacao, dando aparég
cia de morte do fungo, o qual também produz quantidade mui-
to reduzida de conidios.

Como base nos resultados velatados no item h,1

@ nessas caracteristicas da linhagem pro l,paba f,v: w 3:es

colheu-se essa linhagem, que tudo indica ser acleistotecial,
para raeceber citoplasma da linhagom su 1 ad 20, v, ad 20,
paba 1; Acr 1: 1lys 5: cha.

A transferéncia do citoplasma foi feita pelo ma-
todo descrito no item 3.4.5, na nigina 23,

O cruzamento inicial foi feito partindo-se da
mesma colonia que deu origem 38 684 coldnias da linhagem
pro 1, paba 8. v- w 3 examinadas, ¢ da mesma colénia que

Yo

deu origem as 80 coldnias da linhagem su 1 ad 20, v, ad 20,

paba 1: Acr 1: iys &3 cha oxaminadas.

Foram feltos 3 cruzamentos entre cssas linha-
gens. b nos 2 cruzamentos subscoflentes utilizou-se a linha-
gem pro L1, paba 6, v; w 3 reisolada do cruzamento anteriop

e a linhagem su 1 ad 20, v, ad 20, paba 1: Acr 1:lys 5: ch

p sempre da mesma colonia que deu origem 3s 80 coldnias dz 1
nhagem su 1 ad 20, y, ad 20, paba 1: Acp 1: lvg 5: cha ex
. minadas.

HCE It

|

A linhagem pro 1, paba 6, yv: w 3 isclada de cada

cruzamento, depois de testada pela técnica de auxanografia
(PONTECORVO, 1849), era incculada, pelo métode de "transfe

rencia por picada™, em placas com meio completo sdlido. As




uw%-“B—-O

placas eram vedadas com fita celuldsica e incubadas por 10
dias a 379C. Fm cada placa eram colocadas Y4 coldnias. E, ac
fim de 10 dias de incubagio., as placas evam examinadas, e
contadas as colonias que produziram e as que nao oroduziram
cleistotécios.

Os resultados obtidos sic dados no Ouadro XIT.

RUADRO XTI

Numero de colénias da linhagem pro 1, paba 6: vi

w_3 que produziram e que nao produziram cleistotecios, de

pois de reisoladas de heterncidrios formada com a linhagem

su 1 ad 20, vy, ad 20, paba 1: Aer 1: lys 5: cha,

N? de colbnias| N9 de coldnias|Toral de
Isclado que produziram| gue nic produ-|coldnias
do cleistotacios Ziram cleisto-|examinadas
teclios
19 heterccario | 0 80 80
2¢ heterocirio 7 85 g2
39 heterocario 37 g 40

4.,2,2 - ANELISE DE CLEISTOTECIOS

Procurou~se analisar, pela téenica descrita no
item 3.4.4% na pagina 23, cleistotécios produzidos pela li-
nhagem su 1 ad 20, v, ad 20, naba 1: Acy 1: lys 5- cha. Pro

curou-se também analisar, pela mesma técnica cleistotdcios

obtidos no heterceirio formade entre a ilinhagem pro 1,pabasg,

y3. %W 3 e a linhagem su 1 ad 20, v, ad 20, paba liAcy 1:1lys 53

cha e ainda cleistotécios obtidos nas coldnias da linhagem
pro 1, maba 6. yv; w 3 veisolada do 29 hoterocdric e do 30
heterocdric referidos no Quadrs XTT,




Cuanto a linhagem su 1 ad 20, yv.paba 1:  Acr 1:

lys 5: cha, U cleligtotéeins foram analisados s todos aram

inferteis,

Ho que diz respeito ao hetevrocirio formado entre

a linhagem su l ad 20, v, ad 20, paba 1 Acy 1: lys 5+ cha

@ pro L, paba 6., v: w 3 Fforam analisados 12 cleistote -

€
cios, todos ales férteis, e nao~hibridos, do tipo da linha

gem pro 1, paba §, v w 3,

Ouanto a linhapgen pro 1, paba B, v: w 3 isolada

do 29 heterocdrioc referido no OQuadro XIT, os cleistotécics,
eram amarelados, como se niao tivessem atingido a maturida-
de, ¢ 4 deles analisados revelarvam~se inférteis. J3 a linha

gem pro 1, paba 6, v; w 3 isolado do 29 heterocario, referi

do no OQuadro TIT, apresentava cleistotécios amarelos, como
se nao tivessem atingido a maturidade e ocutros escuros, ana
rentando sevem normais, poren 4 d3les analisados também se

mostraram inférteis,

4.2.3 -~ VERIFICACAD DE EFEITOS NF SUBRSTANCIAS PI

FUNDIDAS MO METO O CULTUPRA,

Procurcu=-se verificar +ambeém se alpuma substan-
cia difundida no meico de cultura, induzia a formacio de

cleistotécics. Para isso deixou-se crescer a linhagem =su 1

ad 20, v ad 20, naba 1: Acr i; lvs 5: cha, em um balido con-
. 3 k ’ ; o ; L]

tendo 50 ml de meio completo liquido. Depois de & dias de

incubagao a 379C, filtrou-se ésse meio, com fungo, em um
filtro Secitz.

Dasse meio Filtrado foi colado 0,3 ml en cada
placa de petri, com meio completo s61lido, e cgpalhou-se com
© espaihador de vidro esterilizado em dleool o flambado. De

pels inoculou-se, nessas placas a linhagem pro 1, paba 6,y

w 3. Partiu-se da mesma colénia que deu origem as 684 0old-

nias referidas no item 4.1.3, na pagina 28. 0 métcdo de ino
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culagao fol o de "transferdncia vor picada”. As placas fo=
ram vedadas com fita celuldsica e incubadas a 379C, por 10
dias. Colocaram-se 4 ecoldniss por placa, e utilizaram-se a-

penas 5 placas.
Depois de 10 dias de incubacdo, as nlacas foram

examinadas., Mo foram notados cleistotécios, em nenhuma das

20 colonias examinadas.

d.7.4 - JUTPOS EXPERIUFNTAS

a) A linhagem v w 2: g 125 ovro 4, proveniente

b

da maesma colonia que nfo produziu cleistoté
cio, e referida no item H.1.8 foi inoculada, relo mi3todo da
"transferincia por picada™ em placas de petri contendo uma
camada de meio completo adlido, no centro, e maio minimo 5
lido, sunlementads com 2% de mein comnlato 351i699 na neri-
feria,

A Linhagom foi inoculada ne limite entre ésseg ?
meios. As placas foram vedadas com fita celuldsica e incuba
das a 37°C, por 10 dias,

08 vresultados obtidos: 36 coloniag examinadasatg

das produziram cleistotdcins,

b) Em nlacas de petri, contendo meig completo S§
lide foram inoculadas, em linheao proximas, a

linhagem su 1 ag 20, v, ad 20, naba 1: Acr 1: 1lvs 5: cha

8]

a linhagem bpro 1, maba 6, v; w 3. As placas foram vedadas

com fita celullsica e incubadas a 3790,
Ao Fim de 10 dias de incubagao as placas  foranm

abertas e observadas.

Resultados cohtidos: Fm quatre placas examinadas



notaram-se cleistotGeoios ansnas na linhagem su 1 ad 20, V.

2d 20, paba 1: Acvr 1 lys 5 cha. DNes cleistotdacios encontra

dos no limite, entro as duas linhacans, 8 déles foram anali-

sados e todos eram viiveis ¢ hibridos

$03 ~ ANTLISE ESTATTSTIOA

0 comportamento de algumas linhagens quanto 3 for
magao de cleistotécios, variou, em relagido A temperaturs de
incubagio, em relagac ao meio de cultura usado, em  relacdo
ao método de inoculacao, on relagdo 2 proceddneis da CoLo~
nia o também om relagﬁo A Vfiﬁcﬁo ou nao vodﬁcao das  placas

com fita celuldsicosn.

fom o fim de verific car ata aue ponto assa varia -

€20 pode ser considorada dovide ao ACASO, DYCCUPrOU~-se  anali-
s . | . . .

8ar estatisticamente o=z dadgs obtidos. ILssa anflise foi fei-

ta aplicadnde o teste de X .

As freqliéneias observadas e ag freqllencias aspara
das, bem como o= valores de Yz sao dados nog Ouacros XITT,
XIV, XV, XVI, XVIT =~ XVIIT, para os casos que se considerou

mportante analisar estatisticaments.

0 testae de xé fol anlicado as tahelas de contin
geéncia 2 x ? ohgervando~se as restrigoes estabclocidas  morp
COCHRAN (1954) ¢ fazendo-ego 4 correcac de continuidade ou
de Yates, semppre que a fracflencia esperads nirima esa  info-
rior a 20 (¥. PIMENTEL GOMES,  1966),

Nas tabelas de contingencia as frealléncias espera

das sdo dadas entre Darrn“ﬂ“ﬁﬁa




QUADRO XITIT
Praaliencia observada e freqliencia esperada, ben
como valores de X7, considevando dados, da divaersas linha-

gens, sobre producdo de cleistotécios, obtidos em nlacas ve
dadas e nas vedadas.

MEtodo de inoculagao: transforéncia nor nicada
Temperatura de incubacio: 3790

Origem das colonias: originarias do uma coldnia
que nao vroduziu cleistotdcios

Meio de cultura: complete sdlido.

a) linhagem v: nic 2, riho 5§

Colonias  que Colonias  que Total de

Placas rroduziram nac produzi - coleénias
aleistotécios ram cleistota
clios -

Vedadas U (6,51) 122 (129,39) 135
Nao-vedadas (7,39 152 (1uu,61) 162

14 274 288

b} linhapem an 1, bi 1

folonias  que Colonias  aue Total do

Placas produziram nao  produzi- colonias
acleistotécios ram cleiztotd
cios -

w2
o
=

Vadadas 43 (21,96) 53 (74.,0u)
Nao-vedadas 0 (21,04) 32 (70,96

0
o

43 145 184

K707, L. 510253, uosws

(continua......




(continuacdo........

o) linhagem v: w 2: g 12 pyro 4
Coldnias que Colonias aue Total de
Placas produziram nao produzi- colonias
cleietotecios ram cleisto-
ticios
Vedadas 10 (6,83) 82 (65,37) 772
Nao~vedadas o (7,37) 76 (72,63) 80
ERE 138 152
w2 (6.1.21322,60 1.5
ODUADRO XTIV
Fregiiencias obs adas e ecneradas, bem coms va-

lores de X2 considerando os dados da linhagem Yiw 21 5 12,
pyro 4 sobre producao de cleistotecios, ohtides pelos miéto-
dos de "transferéncia por picada™ e de "tyansferéncia mono
colonial™,

Temperatura de incubacic: 3
Meio de cultura: completo g
Placas wvedadas

Origem das colénias: orlgwnada“ de uma colonia
que produziu cleistotociog,

7 r
511ido

f - . ~ .
ME . Colonias que Colonias que Total de
fletodo  de nroduziram nao nroduzie- } coloniasg
inoculagao cleistotacios ram cleisto-
“tn-‘w"! o

Transferencia:
por vpicada 48 (23,70) 32 (58,30) 80
monocolonial 0 (24,30) 82 (57,77) 82

18 114 162

(J.&.wi) 69,07k %%




Jul,

QUADRO XV

Fraqlencias obsorvadas o freqiifnedsa esperadas,

: 2 . . .
bem como valores de X°, considerando og dados de diversas 11

rhagens, sobre producio de cleistotéeios, obtidos nelos meto

dos de "trancferéncia por nicada” ~ de "transtercncia moenoco
R lonial'™.
Temperatura de incubacic: 3700
Origem das colonias: originadas de uma colonlia aue
nao produziu cleistotécing
Maio de cultura. comnleto solido
Placas vedadas.

a} linhagem v: nic 2, ribo 5

Colonias

- gue Colonias que Total de
Metodo de nroduziram nao produzi- colonias
inoculacao cleistotecios  ram cleistota

ciog

Transferenois:

por picada

monocolonial

1h (7,830

122 (128.17)
107 {100,83)

136
107

Colénias
nroduziram
cleistotrecios

aue

Transferencia -

DoY picada

monocolonial

Coldnias  aue
nao nroduzi-
ram cleistotrs

cios B

Total de
colonias

82 (R7,B0)
95 (89,31)

772
95

167

4 <Q,L.ﬂl}:11,58*kﬁ



OUADRO VY

Frzollencias observadas e freolidneias erperadas
bem como os valores de Xg, considerando os dados Jda  linha-
gem v: w 2 g 12

obtidos em temperatura

sohre producdo de  cleistotfeios,

de 250C,

DYoo 4

& 379C em placas vedadas e
em nlacas sem vedacao.

Método de inoculacao: "Traﬁafnr@ncna por picada’

Meio de cultura: completo sdlido R
ﬁrﬂdem das coldnias: orﬁﬂznadas de uma colonia
que nao broduziu cielstoteclos.
a) Em placas vedadas
Colonias que Coldnias aue Total de
Temperatura produziram nac produzi- colonias
cleistotecios ram gleist0w
tecios
379C 10 (5,73) 62 (B7,27) 72
259C 0 (5,27) 80 (74,73) 80
13 142 182
2 s o
X(G.L.=1)=9,77%%
b) Em placas sem vedacdo
Colonias que  Coldnias cue Total de
Temperaturas mwoduairam nao produzi- colonias
cleistotéecios ram Cl“l%tO"
tocao%
379C b (2,00) 76 (78,00) 80
259C o (2,00) 80 (78,00) 80
4 156 160
2
X(3,L.=1)=2,30 n.s.




Fra
come valores
s 12:

cas com coldnias originadas de uma coldnia que nao

OUADRO XVIT

cleistotécio & de colonia que

MEtodo de 1nocu3aowo
Tpmneratura de 1ncubao

Pla

vedadas,

3700

a) Em meio completo solido

glitncias observadas o freqliencias esparadas, bem
de Xz, considerande os dados da linharem yiw
pYro 4 sobre produgaoc de cleistotécios, obtidos em pla“

produziu

produziu cleistotéeio.

”tran ferencia por picada"
ao:

Origem Coldnias cue  Coldnias aue Total de
da rroduziram nao produzi- | colonias
Goldénia cleistotecios ram cloeig totn
clos
Do coldnia:
cleistotecial L8 (30,52) 32 (49,48) 80
acleistotecial 10 (27,48 62 (4u,52) 72
58 gy 152
77 (0. L=1)=34 s LB

" ¥ . a . -
b) Em meio minimo surlementado com piridoxina
sulfi

oL
O,

@]

Origem (olonias que Colonias que | Total de

da Droduzirgm nao orodugi ~ coloniasg
coldnia cleistotecios ram cleistote

cios
De coldnia:
cleistotecial B2 (39,50) 38 (40,50) 80
acleistotecial 37 (39,50) 3 (n0,5n0) 80
79 81 150

2(6.0.21)=0,62 n.s



OUADRO XVITI

Fregliéncias observadas e frealifncias esperadas,
Z . .
bem como valores de X » considerando os dados da 11 g

yiw 2;s 12 pyro 4 sobre producdc de cleistotécios, obti

dos em placas com diversos meios de cultura.

Métoda de inoculacao: "transferénecia por picada™
Temperatura de incubacao: 3790 R
Oﬂlpﬁm das colonias: originadas de uma coldnia
que nao produziu cleistotdcios

Placas vedadas.

a) lwnhawom em melio completo solido e linhagem

em maeio minime solldo, suplementado com sulfi
to e piridoxina.

Meio de N® de coldnias M9 de coldnias Total de
19;2 € que produziram  que ndo produ~ |coldnias
culrtura cleistotdcios ziram cleisto- .
tecios
MC 1o (22,28) 62 (49,74) 772
MM+84+Pyro 37 (24,74) 43 (55,26) 80
47 108 152
¥/ (2.1.51)=18, 5554

b) linhagem em placas contendo meio completo 11~
Qu;do a llnhagem em placas contendo meio mini
e olido suplementado com 2% de meio comple~
o ;oljdo, na Uorlfnrla, 2, ne centro, conten
Ao m2io completo solido. -

) N2 de coldrias N9 de coldnias Total de
Meio de cue produziram que nac produ- |coldénias
cultura cleistotécios zivam cleisto~ '

tecios
MC 10 (30,66) 62 (41,3W) 72
MM+ 29MC / /MC 86 (15,34) 0 (20,66) 36
4g 652 108
%2 (3.L.51)=65, 2uks

{(continua ......



veeos continuacdo)

linhagem em placas com meio minimo s&lido su
blementado com sulfito e pirodexinag e linha-
gen em Dlacas contendo, na periferia, meio mi-
nime_solido suplementado com 2% de meio comple
to solide, e ro centro, contendo meio completo
solido.

o
Meio de
cultura

S Pyro

TANL LT NI f ey
Y 2 Rl / 4 sf“;f:,

g N2 de colonias N2 de colonias| Total de
I due produzivam  que nio produ-| colonias

| cleistotacios zivam cleisto-

{ téoios

37 (50,34) 43 (29,56) 80
36 (22.66) 0 (13,34) 36

|
!
|
!
g 43 116

‘{2((‘11.11.:1):28346?"::“”‘:

MOz Maio comnleto solide

WM+ S 4 Pyro = Meio minimo s8lido suplemen-

tado com sulfite ¢ piride -

Xina,
MM ZEMO/ /M0

" . L » - .
M2lo minimoe solido supnlemen-

~

tado com 7% de meio comple-

zolido, na periferia das pla-

cas_de petri ¢ meio comple-

Lo no centro,
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5 - DISCUSSTO

Em 1954% JINKS, em seu trabalho “Somatic Selection
in Fungi, assinalava que a formacao de cleistotécios, en A
nidulans, ia se tornando progressivamente vetardada e varva
quando se faziz a transferencia, do funpo, nor meio de um
Unico conidio. E da investigacao preliminar a gue nrocedeu,
fora levado a concluir pela natureza extranuclear désse fend

neno.,

Regsaltando que a informacao obtida, em funges po
de ser de potencial valor para compreensac do procegso de ai

ferenciacao, em geral, JINKS, nesse estude do A.nidulans, su
b ? Y %

geria ent3o, aue a diferenciagdo em hifas ascogenas, coni-
dicforas e micdlios vegetativos, poderia ser devido nio ao
nucleo, mas As condicdes do citoplasma, nas vegifes diferen
ciadas., E destacava qua as diferencas citoplasmaticas noda -
riam ocorrer da casual irregularidade na distribuicao de cor
pPOs auto-reproduziveis, ou dr mudangas nas condicdes do meio
ambiente, ou ainda de acdo nuclear. [ enquanto, nos organis-
MOE sUperiores, a agdo nuclaar exercia um papel predominan-
te, na diferenciagdo, pelo seu sistematico contrdle das mu-
dangas citoplasmaticas, nos fungos, o nilicleo exercia um con-

trole menos rigido, do citoplasma.

Numa visdao mais critica dos problemas genéticos,
em geral, poder-sc-ia atribuir a JINKS uma Dreocupacac maior
em destacar o papel do citoplasma, nos fendmenos herediti-
rios, Contudo, no que diz respeito aos cormos de frutifica

¢do em A, nidulans, nio nos parece destituida de fundamento

uma hipotese de trabalho que leve em conta essa diferencig-
¢do, a que se refere JINKS, devideo, nao ao nlecleo, mas  ao

citoplasma.

BARACHO (1968), sem descer a detalhas, com basc
no comportamento das linhagens de A. nidulans, que submeti-

das as mesmas condicdes, ora produzem Unicamente conidios,
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ora apresentam formas sexuails, supgeria que a producao de
cleistotécios podaria estar na dependéncia de fatores inter

nes que so distribuem ac acaso.

£ evidente que se relacionarmos essa idéia de nar
ticipagac désses fatdres internos que se distribuem ao aca-
S0, COm Csse processo de diferenciacao sugerida nor JINKS ;o
deriamos chogar a uma hipltese de trabalho, mais ampla, bus~

cando explicar a formacdo de cleistotécios em /. nidulans.

Poder-go~ia admitir, entdo, cque a formacio de
cleistoticios, em A, nidulans, estivesse na dependéncia Ade

dois fatores citoplasmétieos, 0Us citoplasmas em aquc estivag-

sem eésses dois fatdres nio poderiam se difercnciar om Srgaos
sexuais ou nao produziriam substineias que pudessern interfe-
rir nessa diforenciacfo, ou na formagao de cleistotécios.
Mas &sses fatores poderiam = dignersar, cuando do desenvol-
vimento do micélio e dar origem a Sreios sexuais, fisiclogi
camente diferentes, de cuia unifio rvesultariam oce cleistoto-
cios, ou entio, a dispersio, ddsses fatdres, podoria dar
origem a hifas que produzissem substancia diferentes, ¢ es-
sas substancias, quando reunidas, mais freqllentemente nelo
processo de anastomoses das hifag, iriam interferir na produ

¢ao de cleistotécios.

0 presente trabalho ¢ os trabalhos anterioves so-
bre o assunto, parecem segurir a nossibilidade de o fendme-
noc poder se enguadrar dentro de um egsquema dessa natureza.Ha
certos aspectos do problema que poderism justificar essa hi-

potese. E um deles ¢ o comportamento do A. nidulans anresen-

tando uma produgao de cleistotdeios irregular ¢ incorta, cu-
ja irregularidade nioc parece depender de um fator ambien -

tal, normalmente controlado.

No presente trabalho cssa variacio na producio de
cleistotéeic foi efetivamente constatada. Colonias que naoc

haviam produzido cleistoticios, transferidas, por picada, a
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iversas placas de petri, e mantidas nas mesmas condigoes, de
ram origem a colonias que produziram cleistotdcios e a colo
nias que nfo produziram (Ousadpos I, III, VI, vII, IX e X).
Do mesmo mode coldnias auce haviam produzido cl@jstotécio
transferidas a varias placas de petri, por plcada, deram Tam
bém origem a coldénias que produziram cleistoticios e a  co-

1onias que nio produziram {(Quadros VIIT e IX).

Se considerarmos as coldnias inoculadas por pica
da, e originadas da uma que nao produziu cleistotecios, ve-
rificaremos:

No Ouadro T - em 136 coldnias da linhagem  y:

nic 2 ribo 5, aue foram examinadas, 1Y colénias produziram

cleistotécios e 122 n3o produziram.

Ne Quadro TIT - em 95 colonias da linhagem. an 1,

(%
(8]

bi 1 cue foranm examinadas, 43 produziram cleistotécios e
nac produziran,

No Ouadro VI - am 72 colonias da linhagem VW 23

s 125 pyro 4, gue foran examinadas, 10 produziram c}eistot§

cios e 62 ndo produziram.

Ne Guadro VII - om 80 coldnias da linhagem

<

"
ki

W 2: 8 12; pyro 4 que foram examinadas, 4 produziram cleis-

totécios e 76 nao produzirsn,

Mo Quadro IX - em 80 coldnias da linhagem viw 2:
5 1235 pyro 4, que foram examinadas, 37 produziram ulelstote

cios e W3 nao produziram.

No Quadro XI - em 80 colénias da linhagem y;

ad 14; co que foram examinadas, 11 produziram cleistots -

cios e B9 nao produziram; e em 80 coldnias da linhagem sul
ad 20, v, ad 20, naha l: Acr 1: lys 5; cha, qua Foram exami

nadas, 76 produziram cleistotdcios e B nao produzivam,

Se considerarmos, por outro lado as coldnias que



foram inoculadas por picada, mas originadas de uma aue nrodu
ziu cleistotécios, verificaremosg:

No Ouadro VIIT - em 80 coldnias da linhagem v;

w 2: 8 12: pvro 4, que foram examinadas ,48 produzi-am cleig-

totécios e 372 nio produziran.

No Quadro IX - em 80 coldnias da linhagem v w 25

§ 125 pyro 4, que Fforam examinadas, 42 produziram cleistote

cios ¢ 38  nio produziram.

Ogs dados mostram, portanto, a variacao que o A.

nidulans apresenta na produgac de cleistotécios.
ardylans I

Se, para cada caso considerado, a temperatura de
incubacio foi a mesma, o meio de cultura foi o MeESKO, S nao
ha nenhuma razio para se supor uma umidade diferente, se a
té mesmo a alteragaoc genética que pudesse ter ocorrido, pode
ria ter sido compensada ou anulada, pelos milhaves de coni -
dios inocculados, que, sem duvida, ndc teriam mudado, se a va
riacac, enfim, se realiza nas mesmas condicdeg ambientais,tor
na-se mais facil explica-la pela hipdtese que forwulamos,

Mas no presente trabalho foi também constatada
una determinada infludneia da vedacao das placas com fita cs
lulésica, uma infludneia tambdm da temperatura de incubacdo,
do processo de incculagdo, do meio de oultura utilizade @

da procedencia das coldnias.

0 efeito da vedacdo (Quadro XITT) foi constata-
do, na linhagem v: nic 2, ribo 5 e na iinhagem an 1, bi 1.En

tretanto, na linhapem Yiw 23 8 123 pyro 4, considerando

7 3

apenas o namero de coldnias que produziram ¢ que nio produzi

ram cleistotécios, nio houve diferenga significativa.

A influéncia da vedagio n3o estd bom esclareci -

da. Tem sido sugerido que, talvez, se devesso a ung anasro-



bilose parcial (AZEVEDO, 1966). De qualguer modo €sse efeito
nac se opode A hipGtase que estamos considerando, = pederia
gser justificado como interferéncis dessa anaerochiose par-
cial ou da tensio de dgua, no processo de dispersao dos fato
ros citoplasmaticos referidos, ou na anastomoses das hifas

diferenciadas,

Ouanto ao método de inoculacao, também se consta

tou, na linhagem v nic 2 ribo 5, e na linhagem yiw 235 12:

pyre % que a transferéncia por picada, favorece o aparecimen
to de colonias cleistoteciais (Quadros XTV e XV). £ possivel
SUpor que isso se verifica em face do grande numero de coni-
dios germinados, o que poderia aumentar enormemente as Dossil

bilidades de anastomoses de hifas diferenciadas.

Verificou-se tamhom um efeito do meioc de cultura
utilizado (Quadro XVIIT). Psen efeito fol verificado na 14i-

nhagem y; w 2; g 12: pyroe 4. Quande se usou meio mTnimo su-

Plementado com sulfito o piridoxina, em vez de meio comple
to, houve um aumento no nimeroc de coldnias que  produziram

cleistotécios. Tsse aumento foil ainda maior, quando se usou

. s ~+ .

placas contends mecio completo, no centro, ¢ meio minimo su~
plementado com 2% de meio completo, na periferia. Nosse ulti
MG caso nenhuma colonia examinada deixou de produzir cleig-
totécios,

E perfeitamente admissivel que tal efeito do meio
de cultura possa decorrer de csses meios forcarem uma maior
diferenciacio e uma mais freqllente anastomoses de hifas di-
ferenciadas.

Constatou-se ainda um efeito da procedéncia da
colonia (Ouadro XVIT). Isso foi verificado na  linhagem vy:

w28 12; pyro 4, em meio completo golido, Se as  coldnias

procediam de uma que havia produzido cleistotécios, o nlme-

ro de colonias cleistoteciais era maior do que quando as eo
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lonias procediam de uma que nao havia produzido clecistotécios.

Esse efeito, entretanto, sd foi verificado em meio
completo, pois em meio minimo suplementado com sulfito e pi-
ridoxina, os resultados nio mostraram diferencas significati~

Vas.

A influencia da Temperatura (Quadrc XV fol vepi-

ficada na linhagem Vi w 2: 5 12: pyro 4. Nessa linhagem a tem

peratura de 379C favoreceu o aparecimentc de coldnias cleig—
toteciais, em placas vedadas, mas em placas sem vedacao, nao
houve diferenca significativa, nas temperaturas de 2500 e
3rec.

Convém assinalar que esscs efeitos todos foram ve-
rificados em certas e determinadas linhagens ¢ néo se sabe

até que ponto eles podem ser generalizados.,

A hipétese de trabalho que ecstamos considerando
presupce a participacio de fatdres citoplasmaticos na forma-

cdo de cleistotécios, em A, nidulans.,

A participacido de fatdres extracromossomicos na
formagao de cleistotécios em Aspergillus, fol constatada em
A. glaucus por SHARPE (1956,1958) e por JINKS (15856,1958) e
em A. nidulans por JINKS (1954), per MAHONEY &% WTLKIE (1958,
1962) e por CROFT (1968).

No entanto, no que diz respeito a participacac de

fatores extracromossdmicos, na formacao de cleistotéeios  em
A. nidulans, que & o que nos interessa, no momento, JINKS

(1954) limitou-se a uma invastigagdo preliminar que nio pare

ce esclarecer convenientemente o problema.

MAHONEY & WILKIE (1958, 1962) estudaram mais deta-
thadamente o assunto e concluiram que a formagac de cleisto

técios estava na dependéncia de uma intevracZo nﬁc190mcitoplas



ma. Esses auvtores utilizaram, em seus trabalhos, linhagens
selvagens, e um mutante espontineo,que denominaram alba. Es-
s¢ mutante, que os autores consideraram acleistotecial anre-
sentava, contudo, uma taxa de reversao para formas cleisto-
teciais. Tendo om vista essa veversie = tendo em vista, tam-

bém, a variagio natural do A, nidulans, guanto a formagao

de cleistotécios, nio parecce ter ficado demonstrado, nos tra
balhos, désses autoresg, a natureza verdadeiramente acleisto
tecial: do mutante alba.

CROFT (1966}, em nota publicada neo Asrergillus

News Letter, assinalou que testes de heterocirios indicaran
a participacfc de fatdres extra cromossomicos no controle da
diferenga entre o estado cleistotecial o acleistotecial, em

A. nidulans. Esse autor tambem usou, em seu trabalho, linha-

gens selvagens, e nessa nota prévia nouco esclarece sobre o
assunto,

No presente trabalhn foi verificado a narticipa-
cao de um fator extra nuclesr na formagao de cleistotdcios

em Aspergillus nidulans.

Constatou-se que a linhagem pro i, paba 6,y: w 3

que em B84 colonias examinadas nio havia formado cleistoté-
cios (Quadres IV e V), as veccher citoplasma da linhagem sul

ad 20 v, ad 20, paba 1: Acr 1: lvs 53 cha passou a forma-los.

E interessante notap (huadro XVV) cue da linhagem

pro 1, paba 6, v w 3, ianlada do 10 heterocirio, am 80 cold
nias examinadas, nenhuma apresentou producao de cleigstoté~
cios: da linhagem isolada do 20 heterocirio, em 92 coldnias
examinadas, 7 apresentaranm producan de cleistotécics; e da
linhagem isolada do 3¢ heterocario, em 40 coldnias exami-

nadas, 32 aprescntaram produgac de cleistoticios,

Constatou~se também uma certa anormalidade, nesg-

ses cleistotacing, pois 8 déles analisades revelaram~se in-



férteis (item 4.2.7, pigina 35) e a grande maioria mnarecia
nac ter atingido a maturidade, mantende uma ceoloracao amare-

lada. A razao disso nd3o pdde ser inteiramente analisada. Unm

heterocario fzito entre a linhagem su 1 ad 20, v.ad 20, paha

1y Acr 1: 1lyvs 5° cha e a linhagem pro 1, paba 5, yiw 3 apre

sentou cleistotacios normais e 12 déles analisades, pelo mé-
tode descrito no item 3.4,4,na pagina 23, reveleram-se fer-

teis ¢ todos eram do tipo da linhagem pro l,paba £, vi w 23

(item 4.2.2, nigina 35).

Essas duas linhagens também foram colocadas em
contato (Item 4.2.4, pagina 37) visando verificacao infec -

¢do, mas dosse modo a linhagem pro 1, paba £, y: w 3, nao

apresentou producaoc de cleistotécios, e &sses s6 foram nota-

dos na juncdo das duas linharons ¢ na lirhagem su 1 ad 20 ,v,

ad 20, paba 1: Acr 1: lys 5: cha. Todos oe cleistotécios pa-

reciam normais e 8 doles, formados na jungfo das duas linha-
gens que foram analisados, revelaram-se férteis e todos epam
hibridos (T+en 4.2.4, pagina 37).

Um efaito de "infeegao" nio pdde, cntin, ser cons
tatado, nesse caso. Também nio se pode verdificap nenhuma ine
fluénecia de substancias difundidas, no meio de cultura. 0
filtrado referidc no item H.2.3, na pagina 36, ¢ adici@nado
ac meio completo, onde fora . inocculada a linhagem pro 1,

paba 6, vi w 3 nao parece ter oroduzido, nesga linhagem, ne-

nhum efeito que nudesse ser notado. E possfvel, entratanto,
due, no que diz respeito i nroducio de cleistotécios, o nume

ro de colonias examinadas tenha sido muito pequeno,

No presente trabalho embora tenha side constatada
a participacao de fator extranuclear na formacao de cleisto

- . . -~ - -+ . . .
tecios em A, nidulans, nac foi possivel verificar se mais de

um fator interferia, nessc caso. Fssa verificacao seria de
importancia basica, no caso da hipotese que estamos conside-

rando. Mas. nesse sentido, nenhuma investigacdo pode ser le-



vada a efeito, pols apenas uma linhagem, a linhagem  pro 1,

paba 6, v: w 3 pode ser considerada acleistotecial, com rela

tiva seguranca. E, em investigacio dessa natureza em AL
nidulans, todas as precaucoes devem ser tomadas, para cue

a variacao natural désse fungo, quanto a producic de cleis-

totécios, ndo conduza a resultados imprecisos.

£ evidente que o nresente trabalho nao apresen-
ta resultados que se constituam em provas claras da hipotese
que formulamos., Mas nessa questao, deve-se considorar aue
diante dos poucos dados experimentais disponiveis, o shltiisle
egta aberto a especulagdes, @ essa hipdtese pode ter, ac me-
nes, o mérito de abrirp perspectivas a outros trabalhos de
nesguisas,



6 - RESUMO E CONCLUSDES

O presente trabalho teve por finalidade a reali-
zagao de estudos correlacionados com a formacao de cleistote

cios em Aspergillus nidulans (Eidam) Winter.

l. Seis linhagens mutantes de A. nidulans, proce

dentes do estoaue de Glasgov, Gra-Bretanha, fo
ram analisadas com o fim de verificar a variacfo que apresen
tavam na producao de Cl@iQfoéCiOSa e tambem para que se pu-

dessc escolher linhagens cleistoteciais e acleistoteciais.
As linhagens analisadag foram:

(1) yv: nic 2; vibo 5

(2) y: w 2: 5 12: pyro U

(3} an 3.5 bl }_

(W) v, ad 14: co

(5) su 1l ad 20,v,ad 20,paba 1l:Acr 1: lys 5: cha

(8) pro 1, paba &, v: w 3

Pelos resultados obtidos, apenas a linhagem nro 1,
paba 6, v; w 3 pode ser considerada acleistotecial, com rela

tiva seguranca, pois nio apresentou produgac de cleistota-

clos em 684 coldnias examinadas. As demais linhagens apresen
taram producac de cleistotécios, embora essa producao tenha

sido - drregular e incerta, isto &, se bem que para a mesma
linhagem sempre se utilizasse uma Gnica coldnin, para dessa,
se obterem as demais, essas linhagens sempre devan origem a
coldnias produtoras ¢ coldnias nio produtoras de cleistotd-
cios,

0 numero de colonias produtoras ¢ nas-produtoras

de cleistotécios variou em relacio & vedagAo ou nio vedacio,
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das placas de petri, com fita celuldsica.

Constatou-se também uma determinada infludneia do
método de inoculagdo. Comparou-ce a "transferancia por vica
da™, em que so transferia micdlios o conidios do fungo, DO
meio de um fio de platina, com a "transferéncia monocolo
nial” em que se transferia a coldnia inteira (coldnia  pro-
veniente de um Unico confdio), em bloco de meio sdlide. Voo
rificou-se, entio, que a "trangferéncia por picada’ favore-

cia o aparecimento de coldnia cleistotecial,

Constatou-se ainda um certo efeito do meio de
cultura usado. Ouando sec usou meio minimo suplementado com
sulfito ¢ piridoxina, em voz de meio completo solido, houve
um aumento no ndmero de coldnias que produziram cleistoté-
cios., Esse aumento feoi ainda maior guando se usou nlacas

. il . . Ll -
contendo meic completo solido, no centro, o meic minime su-

plementado com 2% do meio completo sélido, na periferia,

Verificou-se, também, gue, guandc as colonias
procediam de uma coldnia que havia produzido cleistotécios,
o nimero de coldnias cleistoteciais ora maior, dc que quan
do as coldnias procediam de uma coldnia que nao havia produ

zido cleistotdciong,

Quanto a temperatura, constatou-se, cue em nla-
cas vedadas, a temporatura de 3790 favoreceu ¢ aparccimen-

to de colonias produtoras de cleistotdcios.
Convom assinalar que Ssses efeitos todos foram

constatados em certas ¢ determinadas linhagens e ndo so sa-

be até que ponto ¢les podem sepr generalizados.

2, Considerando-se que a linhagem pro 1, paba 6

yi w 3 ecra acleistotecial, procurou-se transg-
ferir, para essas linhagens, citoplasma da linhagem su 1

ad 20, v, ad 20, paba 1: Acr: lys 5, cha,que havia dado ori
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gem a grande nimero de coldnias produtoras de cleistoteniosn.

Para isso foram feitos 3 heterocarios sucessivos
entre essas duas linhagens, ugando-gse SEMDIYC NOE 7 Casos DOS

siveis, a linhagem pro 1, paba 6, v: w 3 veisolado do hetero

cdrioc anterior.

A linhagem pro 1, paba 6, v: w 3, isnlada de cada

heterocario foi analisada, obtendo-se o sepguinte resultadeo:

o)

S— -
Linhasen 19 de colonias| NO de colonias, Total de
isolada que produzivam que nao produ-{ aeolonias
do cleistotéecios ziram cleisto~| examiradac
técios
1% hetervocario 0 80 80
- F
29 heterccario 7 a5 a2
39 heterocario 32 8 e

Feses resultados sugerem que Faicres exiracremos-—

somicos interferem na producio de cleistotécios en A.nidularg,

7
o=
=
3
o
3]
o
o+

procurado verificar efelto de Tin

feegao”, e de substincias difundidas no meio, nenhum desges
P ? 5

efeitos fol constatado.

3. Quanto a formagdc de cleistordcios em AL
nidulans & sugerido aque ela voderia egtar na

dependencia de dois fatdres citoplasmaticos. 0Os citoplasmas

em que estivessem ésses deis fatéres nao poderiam se diferen

ciar em Orgics cox 212is, ou nao produziviam substincias que

iriam interferis nessa diferenciacdo, ou na formanaon de

x

cleistotecios. Mas 3sses fardres roderiam se dispersap, quan

do do desenvolvirento dos micelios, e dar origem a orgdos se

xuais, fisioldgicamente diferentes, de cuja uniao, rasulta
riam os cleistotecios, ou, cntio, a disversac céssos fato-

fus?

res, poderia dar origem a hifag que produzissem  substincias

diferentes &, csoan substancias quando reunidas. iviam inter
ferir na formacac de cleistotéaios,




7 - SUMMARY

Haploid strains of Aspergillus nidulans were

used in an attempt to gtudy the wvariation in the production
of cleistothecium. Six strains were analvsed. From these

strains § produced cleistothecia.

Erratic variation in the production of
cleistothecium was obsepved. Colonies originated from
strains which produce cleistothecium segregate into
cleistothecial and acleistothecial forms. The  number of

cleistothecial and acleistothecial colonics showed variation

under several conditions.

A heterokaryon transfer teste indicated the
participation of an extrachromosomal factor in the control
of the difference between the cleistothecial and

acleistothecial states,

The genetic control of he formation of

cleistothecium ig discussed.
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