INTRODUCGCAKO

O presente trabalho tem em vista o estudo do ciclo evo-
lutivo de Pilacrella delectans ('). um protobasidiomiceto in-
cluido entre as Auriculariales.

Este fungo foi descoberto por Méller, (13) em 1891, quan-
‘do em viagem de estudos a Blumenau, Estado de Santa Ca-
tarina. e descrito pelo mesmo autor em 1895.

Moller encontrou-o sobre troncos de Euterpe edulis, pal-
mito, formando grandes colonias em forma de tufos bran-
cos. Estes tufos formam-se, de preferéncia sébre a subs-
tancia mucilaginosa que recobre os ferimentos produzidos
pelo corte da arvore.

Neste substralo, o micélio se alastra formando um ver-
dadeiro emaranhado. Decorridos alguns dias, de espaco em
espaco, sobre o substrato, elevam-se os tufos de hifas que,
mais tarde, vao -constituir o corpo de frutificacdo. As hi-
fas déstes tufos, inicialmente, se colocam lado a lado para-
lelamente. Depois de algum tempo, é possivel distinguir
dois tipos de hifas: umas finas e de um modo geral mais
longas e oulras mais curtas e entumecidas. FEstas ultimas
vao dar origem aos basidios.

O corpo de frutificacio é con%tltuldo de um pedunculo
e de uma cabecinha. As hifas mais longas, estéreis, pode-
friam ser denominadas parafises, apesar de sua pouca dife-
renciacao. Elas envolvem o corpo de frutificacdo e entre-
meiam os basidios. Na maioria dos casos, a cabecinha do
corpo de frutificacdo é arredondada, e, quando madura, re-
cobre-se de uma substancia mucilaginosa que contém os
esporos, ou melhor, os basidiosporos.

Moller, sendo da escola de Brefeld, (1) empregou os
métodos déste, isto é, semeou os esporos em rmneios liquidos,
no caso .decocto de ameixas pretas. Como naquela época

1) Nos tratados modernos o nome Pilacrella foi substituido por
Hoehneliomyces segundo Weese (19). Como porém todas as fon-
sideragdes sistematicas dependem do comportamento nuclear que
ainda nfo é conhecido para a maioria dos representantes do
grupo, preferimos conservar o primeiro nome, Pilacrella delec-
tans, sob o qual éste fungo é conhecido no Bl"l%ll desde que 'lqul

foi descoberto. Alids, Weese trabalhou apenas com*material séco,
herLorizado. )
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ainda nao se cogitava de fazer pesquisas nucleares — para
as quais, alias, alnda faltavam as bases técnicas — Moller

\

limitou suas pesquisas a parte morfolégica. Observou suas
culturas em gota pendente,.durante o tempo de germinacio,
transferindo-as, depois, .para novas solucdes, afim de po-
der estuda-las durante todo o desenvolyimento..

Como as demais descri¢cdes classicas déste autor, tam-
bém no caso de Pilacrella delectans, suas observacdes sio
acertadas, e as figuras por éle apresentadas, das quais re-
produzimos parte, (fig. 1), sdo muito boas. Nossas obser-
vacdes concordam em grande parte com os dados forneci-
dos por Moller, embora existam divergéncias quanto ao ta-
manho dos esporos e a formacao dos microconidios.. Salien-
tamos especialmente que encontramos mais um: tipo de es-
poros, os esporos redondos, que nao tinham sido descritos
por Moller. Alguns dos dados divergentes, talvez possam
ser .explicados, levando-se em conta a diferenca de meio de
cultura e o fator pH. Pode bem ser que.as formas por nds
encontradas, nio correspondam inteiramente a espécie des-
crita por Moller, mas as diferencas existentes nao justificam
o estabelecimento de uma nova espécie.

Infelizmente, nossas pesquisas tiveram que se limitar ao
material encontrado uma unica vez, assim mesmo aciden-
talmente, nas estufas do Departamento de Botanica da Fa-
culdade de Filosofia, Ciéncias e Letras da Universidade de
Sao Paulo. A determinacdo do material foi feita por F.
Rawitscher.

METODOS EMPREGADOS

Nada conhecendo sObre o comportamento sexual do
fungo ou existéncia eventual de heterotalismo, resolvemos
fazer culturas monoesporidiais, isto é, partindo cada vez de
um sé basidiésporo. Para a obtencdo das culturas, empre-
gamos o método das diluicbes. Em pequenos frascos Erlen-
meyer, contendo solucdo Malte a 3%, esterilizada, coloca-
mos alguns corpos de frutificacdo. Depois de agitar a so-
lugdo por algum tempo, retiramos, por meio de tubos capi-
lares, um pouco déste liquido, distribuindo-o em forma de
pequenas gotas sobre laminulas previamente flambadas.
Essas gotas foram colocadas em camaras van Tieghem e
controladas ao microscépio. Somente as gotas que conti-
nham um esporo eram aproveitadas. Os esporos depois de
terem germinado, eram: transferidos com a alca de platina
para tubos de ensaio contendo o meio de cultura sélido.
Os principais substratos sélidos por nés empregados, foram
agar agar a 3%, acrescido de 3% de Malte, agar de bata-



Fig. 1 — Reproducdo parcial de uma das pranchas do trabalho de Moller — Protobasidiomyceten —- Jena, 1895.

Em 18 e 33,
corpos de frutificagio normais; em 31 corpos de frutificagio em forma de penacho; em 30, formagio de basididsporos; em 24
. e 25 formagdo de microconidios.
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las inglesas, palmito (Euterpe edulis) e cenoura (Daucus
carota). Empregando éste processo, que ¢é lrabalhoso mas
earantldo, conseguimos_obter vinte e cinco culturas puras,
das quals, por motivos independentes de nossa vontade, con-
servamos no presente. momento apenas quinze. Os meios
de cultura eram esterilizados duas vezes seguidas, com um
intervalo de vinte e quatro horas. O pH o6timo dos diver-

sos meios, determinado pelo processo colorimétrico, era
6.5.

Fizemos uma série de experiéncias, afim de verificar
guais as mod ficacées produzidas pela alteracio do fator
pH no desenvolvimento do fungo. Quando o meio é muito
dcido ou muito basico, o aspecto do micélio é modificado,
tornando-se as hifas muito mais frageis; sdo entao mais
finas, apresentando modificacées quanto a sua estrutura ci-
foplasmatica e nuclear. O citoplasma ¢ vacuolizado, pos-
suindo o aspecto do de hifas velhas. O nucleo contraido é
bem menor do que o das hifas normais. Obtivemos aspec-
tos semelhantes aos acima descritos, submetendo as cultu-
ras a iluminacado continua, isto ¢, durante vinte e quatro
horas e durante uma semana.

FINACAO

Nossas primeiras observacoes foram realizadas em ma-
terial vivo, colocando-se o micélio enlre lamina e laminula,
em agua. Como nosso objetivo, porém, era observar o com-
portamento nuclear, durante o ciclo evolutivo de Pilacrella,
tivemos que lancar mao de diversos processos de coloracao
usuais em histologia vegetal.

O preparo de laminas de um micélio tao delicado, como.
;0 caso presente, oferece as dificuldades conhecidas de to-
dos os micologos. Empregamos, na confecciao de prepara-
cdes, de preferéncia os trés métodos seguintes:

1) O material era tratado como se fosse tecido
vegetal comum, isto ¢, submetido a fixacao,
lavagem, deshidratacao, inclusio em parafina
seguida de microtomia.

2) Como o conjunto do micélio é parcialmente
destruido durante a confeccao dos cortes, mes-
mo quando os cortes sao seriados, recorremos
ao processo da fixaclio e coloracdo entre la-
mina e laminula, afim de obtermos uma vi-
sdo geral do conjunto.
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-3) - As culturas eram feitas diretamente sObre a
" damina. (O método, que é pouco empregado,

"¢ muito recomendavel, pois déste modo con-
segue-se obter as diversas fases do desenvol-
vimento “in situ”. Exoccutamos as culturas
segundo a técnica de Kniep e Rawitscher

(9, 14). i

Laminas bem limpas, esterilizadas a séco, sdo mergu-
lhadas em um “becher” contendo o meio de cultura lique-
feito, no caso presente agar Malte a 3%, isto é, segundo re-
ceita ja descrita. As lammas, quando retiradas do meio
de cultura; ficam revestidas em ambas as faces de um filmé
delgado de agar. O agar deve recobrir mais ou menos dois
tercos da superficie total da lamina.

As laminas assim preparadas sao colocadas imediata-
mente em placas de Petri, — também. esterilizadas a seé-
‘co —, de tal modo a aderirem ao fundo da placa por meio
do filme de agar da face inferior. A pelicula de agar deve
ser bem fina e homogénea, afim de facilitar o exame ao
microscopio. . Sébre estas laminas, agora é feita a inocula-
cao do material, quer sob forma de micélio, quer sob forma
de esporos: Depois da inoculacao, as lAminas sao’conser-
vadas em cdmaras umidas, consiruidas com as proprias pla-
cas de Petri. Invertendo-se as placas, as lAminas permarre-
cem aderidas a uma das metades pelo filme de agar, que
as reveste em sua face inferior; colocando-se um pouco
de agua na metade inferior da placa, o conjunto ¢é transfor-
mado em camara umida. O meio ambiente assim obtido,
¢ favoravel ao desenvolvimento das culturas. Déste modo
torna-se possivel observar as culturas sob o microscdpio,
com aumento fraco e médio, diretamente, sem expor as pre-
paracGes ao ar. Depois de atingido o grau<de desenvolvi-
mento desejado, as laminas sao submetidas a fixacao. Para
evitar o desprendimento do filme de agar durante o proces-

so da fixacao, torna-se necessario deixar secar um pouco os
bordos da lamina.

Os fixadores que mais empregamos foram: Flemming
iraco, Bouin Allen e vapores de acido ésmico a 1 %, segui-
dos de uma solucdo de glicerina, alcool e agua destilada
em partes iguais. Outros fixadores, tais como por exemplo
Carnoy, acido cromo acético, Flemming forte ou Nawaschin,
geralmente produziram extravasamento do citoplasma, nas
regides terminais das hifas, ponto em que a parede celular
"ainda ¢ muito jovem e delicada, por ser regido de cresci-

mento. Este fendomeno ¢ conhecido pelo nome plasmop-
tise.
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A plasmoptise, muitas vezes, é provocada pela
desigual velocidade de penetracao de alcool e agua atra-
vés das membranas celulares (1).

Nos casos em que o alcool ou, entao, outros liquidos
atravessam as membranas mais rapidamente do que a
agua, as células entumesceni muito, ocasionando éste fo-
nameno o rompimento das memhranas mais delicadas
das células terminais, que ainda estao em crescimento.
Por éste motivo, afim de evitar a plasmoptise, acrescen-
ta-se ao alcool uma certa porcentagem de glicerina, por-
centagem esta que, geralmente, varia de caso para caso
e que deve ser empiricamente determinada.

Por esta razao, o fixador que melhor conservou o
aspecto da célula e do citoplasma foi o acido d6smico
sob forma de vapor, que mata as células ¢ é bom fixador
nuclear, seguido de imersao em misiura de alcool, gli-
cerina e agua destilada em partes iguais.

Os tempos de fixacdo para os diversos fixadores em-
pregados foram os seguintes: Flemming fraco, uma hora.
Bouin-Allen, quinze minutos a uma hora. Vapores de acido
6smico a 1%, durante dez minutos, seguidos de mistura de
4lcool, glicerina ¢ agua destilada, durante duas horas, no
minimo. Os tempos de fixacao dependem muito da espes-
sura do material. Depois de fixado, o material ¢ lavado
em agua, e submetido a coloracdo. Os blocos ou laminas
fixados em Bouin ou Bouin-Allen, quando, apesar da lava-
sem ainda conservam a cOr amarela do acido picrico, podem
ser descorados pelo emprego de uma solucao de carbonato
de litio a 5%.

COLORAGAO

Empregamos varios processos de coloracao, inclusive o
da coloracao vital. Obtivemos porém, os melhores resulta-
dos com hematoxilina Heidenhein, Delafield ¢ Regaud. Es-
ta dultima oferece a vantagem de poder ser empregada logo
apods seu preparo, sem Sser necessario esperar por um ama-
durecimento. A maioria de nossas laminas foi corada por
esta hematoxilina. O mordente empregado foi uma solucao

de alimen de ferro a 3%, durante o espaco de cinco horas.

As laminas retiradas do mordente passam diretamente ao
corante, onde permanecem durante doze horas, sendo entao
lavadas e diferenciadas ao microscopio, em solucdo de alu-

(1) Quanto a outros fatéres que provocam plasmoptise, ver Maja
Kopp (12).

e
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men de ferrg .a 3%. A lavagem do material deve ser pro-
longada, afim de evitar que as preparacbes se tornem ama-
relas, descoradas pelo alumen que ainda pudesse ter ficado
retido entre as hifas. Fizemos a deshidratacdo lentamente,
em série alcoodlica crescente, desde a concentracao de 10%
até o alcool absoluto. Neste ultimo, as laminas podem per-
manecer, sem dano, durante o espaco de meia hora. Em
seguida, foram transportadas para uma mistura de alcool
absoluto e xilol, em partes iguais, para, finallmente serem
diafanizadas em xilol, e montadas em balsamo do Canada.
Algumas vezes empregamos, em lugar de balsamo do Cana-
da, glicerina-gelatina fenicada. Pelo emprego déste método
conseguimos obtér boas preparacdes das diversas fases de
desenvolvimento, ou seja, fixar o ciclo evolutivo do proto-
‘basidiomiceto objeto déste estudo, desde o esporo antes de
sua germinacao, passando pela formacao do micélio, dos
microconidios, esporos redondos e basidios.

Em micologia, os métodos de coloracao e fixacao
constituem um problema sério, principalmente devido ao
pequeno tamanho dos niucleos, que sé6 permitem a obser-
vacao de poucos detalhes.

. SO os nuacleos maiores dos ascos e basidios podem
ser comparados aos nucleos de plantas superiores. Nas
hifas vegetativas a distin¢ao entre o nucléolo e a parte
cromatica propriamente dita, muitas vezes, torna-se im-
possivel. Revendo a abundante literatura de micologia,
sempre tem-se a impressdo de que o método da coloracao
pela hematoxilina ainda é o que fornece os resultados
mais garantidos. Ritchi (16), em trabalhos recentes dis-
cutiu o emprego dos diferentes métodos e dificuldades

encontradas em sua aplicacio.
. -

As figuras constantes déste trabalho, restringem-se,
apenas, aos casos em que a fixacdo e a coloracao deram re-
sultados inequivocos.

GERMINACAQ DOS BASIDIOSPOROS
FORMACAO DO MICELIO
Afim de podermos observar a germinacéo dos basidios-
poros, o tempo de germinacao e a formacao das primeiras

hifas, empregamos o processo das g6tas pendentes, em ca-
maras de van Tieghem, do mesmo modo como tinhamos



8

procedldo para a obtencao de culturas puras a partir de um
SO esporo.

Sobre laminulas'previafnente flambadas, distribuimos
a solucao de Malte a 3%, contendo os esporos em sus-
pensao. As goétas que continham os esporos, foram in-
vertidas junto com as laminulas sébre o anel de van
Tieghem, ligeiramente vaselinado. Colocando-se um pou-
co de agua destilada no espacgo delimitado pelo anel, ob-
tém-se uma pequena cAmara umida, com tédas as van-
tagens necessarias a uma boa observagao ao micros-
copio.

Os esporos foram controlados ao microscopio, de duas
em duas horas, para observarmos o progresso da germina-
cao. Verificamos que, de um modo geral, nas quatro pri-
meiras- horas apods a disseminacao, os esporos entumescem
um pouco, formando, depois, uma pequena saliéncia que cor-
responde ao ponto em que vai aparecer o primeiro tubo ger-
minativo. A maioria de nossos esporos iniciou a germinacao
por um so6 tubo germinativo, depois de decorrido um tempo
médio de cinco horas.

Nas horas que se seguem a éste periodo, forma-se do lado
oposto um segundo tubo germinativo. Geralmente, depois de
vinte e quatro horas, as hifas comecam a ramificar-se. De-
pois que o tubo germinativo atingiu um determinado desen-
volvimento, aparecem nas hifas os septos, que, alias, ja po-
dem ser observados em preparacées de material vivo. Fi-
xamos esporos de varias idades e estados de germinacio,
para podermos controlar o comportamento do nucleo nestas
fases. Na fig. 2, apresentamos diversos estados de desen-
volvimento dos esporos.

Antes da germinacdo, os esporos maduros geralmente
possuem dois ntcleos, embora existam casos de esporos uni-
nucleados. No capitulo que trata da formacao dos basidids-
poros, ver-se-4 que, no momento da origem ‘dos esporos és-
tes costumam receber um so6 nuacleo que, depois, rapidamente
se divide. O fato porém nao constitue regra geral, pois exis-
tem casos em que esta divisao nuclear se processa ja no
momento da formacio do esporo, permanecendo um dos dois
nucleos na célula basal do basidio.

Esporos binucleados, geralmente, formam micélio de cé-
lulas também binucleadas, ao passo que os raros esporos
uninucleados dao origem a micélio também uninuclear.
Acompanhamos o desenvolvimento das culturas, fazendo fi-
xacoes déstes esporos, 5, 12, 24 e 48 horas apds a dissemina-
cAn. As paredes celulares sdo delgadas e as células possuem
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tamanho diYerso, dcpendente da idade do micélio. Em cé-
lulas jovens ‘e em preparacdes bem fixadas nao ¢é possn'el
reconhecer vactolos; mas, logo que o micélio se torna mais
1(1_050,, aparecem no citoplasma das células pequenos vactio-
les que vao dar ao material um aspecto caracteristico. No
citoplasma, quando velho, existem inclusoes gordurosas que
se coram pelo Sudan III, inclusbdes estas também encontra-
das mais tarde nos esporos redondos. A quantidade de in-
clusées em forma de gbétas estad em estreita relacio com o
bom meic de cultura e a idade do micélio. Preparacéoes co-
radas pela hematoxilina Delafield ou pela hematoxilina fér-
rica de Regaud.nos permitiram verificar que, na maioria dos
casos, o.micélio é- constituido por células binucleadas. Os

_—
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Fig. 2 — Jusporos em diversas fases de ger mmagao Em a,

basxdlosporo quatro horas apoés a germinacdo, vendo-se o

inicio do tubo germinativo e os dois nucleos do egporo. Em

b, cinco horas apés a germinacio; os nucleos ja se dividiram,

tendo um migrado para dentro do tubo geirminativo. Em e,

esporo uninucleado, de cinco horas e meia. Em d e e; es-
poros com seis e meia horas de idade.

nucleos na célula adulta ocupam uma posicao mediana no
citoplasma. Encontramos, porém, os.casos ja mencionados
em que as células possuiam um so6 nucleo, casos ésses em que-
todo o micélio era constituido por células uninucleadas desde
a germinacao. Como veremos adiante, tanto no micélio bi-
nucleado como no uninucleado, as células formadoras de
microconidios sdo uninucleadas.

Os nucleos sao mais ou menos esféricos, de contornos.
bem definidos. Cada nucleo possue um nucléolo bem desen-
volvido, de posicao excéntrica, parecendo mesmo possuir a
tendéncia a separar-se do resto do nueleo, fato éste que lem-



bra em muito as observacdes feitas neste sentido em Allomy-
ces (11). Considerando-se o pequeno tamanho do nucleo,
uma boa técnica de diferenciacao é muito importante;
nem sempre, contudo, éste fato tem sido posto em foco
em publicacoes micologicas, onde muitas vezes os nticleos sao
representados por pequenas esferas que, provavelmente, na
maioria dos casos sdo nucléolos. Por éste motivo, apresen-
tamos a fig. 3, que mostra num mesmo campo - visual
utacleos em diversos estados de diferenciacdo. Nesta prepa-
racao, dois nucleos apresentam coloracao perfeita, ao passo
que outro ja foi demais diferenciado, permitindo reconhe-
cer dificilmente o corpo nuclear que contém o nucléolo bem
nitido. A hifa mais jovem desta figura. por estar cheia de
citoplasma, ainda nao foi, como acontece facilmente em hifas-
novas, diferenciada suficientemente, aparecendo por éste mo-
tivo, o nucleo muito escuro, mal diferenciado. As divisdes
nucleares sao dificilmente observadas, provavelmente por-
que, durante’ seu decorrer, o nucléolo desaparece e o corpo
nuclear é pouco visivel. Alias, todo o processo da divisdo.
‘parece decorrer com grande rapidez. Este pormenor sera
abordado mais tarde.

Inicialmente, as hifas ramificam-se muito, emitindo pro-
longamentos em angulo quasi reto, constituindo éste fato ca-

BT R
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Fig. 3 — Nicleos do micélio vegetativo em repouso e divisdo. Em a,
quatro hifas com nucleos em vArios estados de diferenciagdo. O primeiro
e o ultimo, bem diferenciados permitem reconhecer o nucléolo e o corpo
nuclear; o segundo excessivamente e o terceiro pouco diferenciados. Em
b e d, divisao dos dois nucleos de uma célula vegetativa. Em ¢, célula
em- que um dos dois nuacleos j4 iniciou a divisdo ao passo que o outro

ainda estid em repouso.
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racterxstlca pala o miceélio ]Ovun. Em tais casos, a ramifi-
‘cacdo coméca antes de ter inicio a divisao nuclear. Geral-
‘menté-os nicleos de uma hifa binucleada dividem-se simul-
taneamente, migrando os dois nicleos filhos para dentro da
raiificacdo formada. Existem porém casos, em que a for-
"macdo de uma ramificacio esta diretamente ligada a separa-
cao dos dois nucleos. Néste caso, apenas um ntcleo penetra
na ramificacdo, permanecendo o segundo na célula da hifa;

e
20 /M.
Fig. 4 — Anastomoses vegetativas. Em a, anastomose em um micélio de qua-
renta e oito horas. Em b, anastomose por ocasido da formacido dos esporos
redondos. Em ¢ e d, anastomoses em células do pedanculo do corpo de fruti-

f icagio.

o septo celular que esta em formacao, val separar os dois
ntucleos, originando-se por éste processo uma célula uni-
nucleada. O fato descrito é normal por ocasiao do inicio da
formacdo dos microconidios, como veremos mais adiante.

Na fig. 3. em b; ¢ e d apresentamos nacleos do mi-
célio vegetativo, em divisdo. Os fendmenos que pudemos
observar nestas células nao permitem dlshngulr muitos de-
talhes; verificamos porém, que a divisdo nao é obrigatoria-
mente simultanea, podendo existir uma diferenca quanto ao
inicio do momento da divisido de cada um dos nucleos. Ocor-

- re também que s6 um dos ntcleos se divide, e em casos ex-



— 12

sepcionais encontramos células com trés nacleos. Isto como
ambém a posicdo dos nucleos em divisao deixa ver clara-
nente, que aqui nao se trata de divisées conjugadas, apesar
fe tratar-se de micélio binucleado. Também ganchos, tao
reqiientes no micélio binucleado dos basidiomicetos supe-
‘iores, nao foram encontrados em Pilacrella.

A interpretacdo das figuras de divisdo nas ‘células do mi-
:élio vegetativo requer -grande cautela, pois, tratando-se por -
1icaso de hifas velhas, os ntcleos estao sujeitos a varias de-
‘ormacodes; muitas vezes éles se alongam, ficam mais del-
sados, tomando entdo o aspecto de nutcleos em divisdo. Me-
hores observacoes sobre divisdo nuclear obtivemos nas cé-
ulas formadoras de microconidios, onde temos plena certeza
e estar diante de células em crescimento rapido e cujos
atcleos estao em divisdo continua.

Anastomoses vegetativas das hifas, freqiientes em asco
e basidiomicetos —— vide .p. ex. Buller (2) —, foram en-
zontradas em Pilacrella ja nos primeiros dias apds a ger-
minacdo, bem como mais tarde, durante a formacdo dos
ssporos redondos ou dos basidios, especialmente do pedun-
zulo do corpo de frutificacio. Nao foram observadas pas-
sagens de nucleos atravez da ponte celular formada pela
anastomose das células. Na fig. 4 apresentamos as diver-
sas anastomoses encontradas em Pilacrella.

Fusao de ntcleos do micélio vegetativo nao foi observa-
da. Os nucleos do micélio uni ou binucleado nao parecem

\

divergir no que respeita a estrutura e tamanho.

MICROCONIDIOS

Em nossas culturas quando ainda muito novas, isto é,
com apenas trés a quatro dias de idade, o micélio inicia a
formacao dos “pequenos conidios”, assim denominados por
Moller e que, de acdérdo com outros autores da micologia mo-
derna, como Giumann (4), passaremos a chamar microconi-
dios. Microconidios sdo esporos do tipo dos conidiésporos,”
pequenos, que se formam pelo estrangulamento das partes
terminais de células especiais, os esterigmas.

A velocidade com a qual se desprendem éstes esporos ja
tinha sido observada por Moller. Verificou éle que, em mé-
dia de trinta e cinco minutos, desprende-se um microconi-
dio, estando implicada neste tempo tanto sua formacao como
sua separacdo. Repetimos a experiéncia, encortrando va-
lores correspondentes. Em uma cultura de trés dias, veri-
ficamos que um primeiro microconidio se tinha destacado
as sete horas e quarenta minutos. Quinze minutos apds,
ja um novo microconidio estava em formacao, apare-
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cendo na ponta da hifa uma pequena saliéncia; esta au-
mentou progressivamente, até destacar-se do esterigma as

- oito horas e vinte e seis minutos. Observamos varias vezes

éste, fendmeno chegando a um resultado médio de trinta e
cinco minutos para a formacdo completa de um déstes co-
nidiésporos. Na fig. 5 representamos o decorrer de pro-
cesso descrito. Os conidiosporos, assim formados, colocam-
se uns atras dos outros, formando inicialmente verdadeiras
fileiras. Moller refere-se a existéncia de uma substancia mu-
cilaginosa que une os microconidios, responsavel pelo fato
de permanecerenl 0s esporos el}fileirad_os“dur.'ante algum teAm—
po. Nio conseguimos evidenciar a existéncia desta substan-
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Fig. 5 — Microconidios em formacao.

cia. Na tentativa de fazé-lo, empregamos uma solucio de
nanquin, distribuindo-a sébre a lamina que continha a cul-
tura com microconidios em formacido. Se de fato existisse
tal substancia mucilaginosa, os pontos por ela ocupados te-
riam que permanecer claros, pois nao permitiriam a distri-
“buicdo imediata do nanquin. Os microconidios porém, fo-
ram totalmente envolvidos pela solucido, ndo sendo possivel
reconhecer outra cousa a nio ser a membrana do conidids-
roro. Os primeiros esporos formados, depois de algum tem-
‘po, distribuem-se desordenadamente pelo subsirato. Uma
mesma ponta de hifa pode fornecer .sucessivamente muitos
esporos. Estes sempre se formam terminalmente; ndo nos

foi possivel observar um esporo que se destacasse lateral-
1ente. : :

As hifas formadoras de micrseconidios podem ser ele-
mentos ndo especialmente diferenciados, mas, emr micélio ro-
busto, cultivado em substrato s6lido ou liquido, aprésentam—
se sob forma de esterigmas terminais, laterais, e, muitas ve-
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zes, até verticilados. TEstes esterigmas destacam-se facilmen-
te do micélio, constituindo provavelmente as células que
Moller denominou conidios grandes. Chegamos a esta in-
lerpretacao, comparando as figuras apresentadas por éste
autor com as nossas preparacées. Uma comparacido precisa
de nossos resultados com os de Méller, todavia, ¢ dificil, por-
que as culturas déste ultimo estavam contaminadas por
ocasido de suas observagdes. Ora, os produtos do metabolis-
mo das bactérias poderiam ter alterado o ciclo vital do fungo
em questdo. )

Quanto a germinacio dos microconidios, Méller nao pa-
rece té-la observado com certeza. Refere-se ao fraco poder
germinativo dos mesmos, mas em todo seu trabalho nao apre-
sentou figuras de tal germinacfio. TTambém em nossas cul-
turas nao conseguimos encontrar microconidios em germi-
nacao; o maximo que conseguimos verificar foi um entume-
cimento dos esporos, mas nunca-germinacdo no verdadeiro
sentido da palavra.

A rapidez e a regularidade com a qual se destacam su-
cessivamente os microconidios de um sé esterigma sugeri-
ram-nos a procura de divisdes nucleares nestas formacges.
O resultado foi positivo. Assim, na fig. 6, tem-se plena
certeza de se estar diante de nucleos em divisao. Nesta fi-
gura, em c, a hifa a esquerda mostra um fuso disposto de tal
rnaneira que uma parte do mesmo ja esla dentro do coni-
dio em formacdo e a outra permanece no esterigma. Os
dois futuros nucleos, contudo, ainda estao ligados entre si.
Fste aspecto de halteres foi encontrado repetidas vezes em
nossas preparacoes. Na hifa a direita pode-se observar um
conididosporo ligado ao esterigma, mas ja provido de seu
nucleo, enquanto o nuacleo do esterigma esta em nova di-
visdo. Ainda na mesma figura, agora porém em d, apre-
senta-se o aspecto ja descrito para a hifa mediana, ao passo
que os esterigmas laterais apresentam ntucleos em divisido
para formar o primeiro microconidio.

E’ muito raro encontrarem-se figuras semeclhantes a um
fuso, como no caso representado na fig. 6, a. Na mesma
figura, em b, tudo indica tratar-se de fases mais adiantadas
o processo de divisdo. Os conidios ja estdo bem desenvolvi-
cos, mas ainda desprovidos de nucleos. Verificamos fre-
qlientemente que esterigmas vizinhos apresentam: niicleos em
um mesmo estado de divisdo. As células que vao dar origem
aos microconidios -sdo uninucleadas, mesmo quando o res-
tante do micélio é constituido por células binucleadas. A
separacao dos dois nucleos das células do micélio binucleado
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para formarscélulas uninucleadas, constitue caso menciona-
do muitas vezes na literatura micologica, principalmente nos
Limenomicetos. Nas Ustilaginales, mais préximas a Pila-
crella, v fendmeno foi observado por Sleumer (18), em Usti-
ltago Zeae. O fendémeno porém, niao é certamente analogo
20 por nos estudado, pois, no caso referido, trata-se compro-
vadamente da volta da fase dicaridonlica para a uninucleada

d

i
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Fig. 6 — Divisdo nuclear por ocasiao da formacgao
dos microconidios. Em a, duas células cujos nucleos
em divisdo apresentam o aspecto de fuso. Em b,
células formadoras de microconidios, dispostas ver-
ticiladamente. Os microconidios ainda ligados & cé-
lula estdo desprovidos de nicleos. Em ¢, duas cilulas
com nucleos em divisao. A hifa a esquerda mostra
um fuso disposto de tal maneira que uma parte do
fuso ja estd dentro do microconidio ao passo que a
outra, permanece na - célula esterigmatica. A hifa a
direita mostra um microconidio ainda n&o destacado,
porém ja provido de seu nucleo, enquanto a célula es-
terigmatica apresenta um ntcleo j& em nova divisdo.
Em d, tres células com nicleo em divisdoe.- Na hifa
mediana vemos um microconidio ainda nio destacado,
mas, ja provido de seu nucleo. -~

haplonte. Em nosso caso, como se vera mais ®adiante, nao
sabemos se se trata de-um dicarion, que seria formado pela
presenca de dois nicleos de sexos difeérentes, mas o compor-
tamento deve talvez ser comparado a formacio de conidios
uninucleados sdébre micélio de células plurinucleadas.

Os dois corpos alongados — parecidos congos bracos
de um H —, tao bem visiveis na fig. 6, d, sdo carac-
teristicos e repetem-se freqiientemente em certa fase da mi-
tose. A interpretacao dos mesmos nos parece incerta. Nos-
sas figuras lembram muito as apresentadas por Geitler (6)
cm um trabalho em que estudou o comportamento nuclear
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de varias espécies de Cladophoraceae. (l.c. fig. 19¢). Este
autor também verificou que o fuso é dificilmente visivel
durante o decorrer da divisdo, devendo a distensao do nu-
cléolo ser considerada como inicio da mitose. Nesles ni-
cleos, que sao muito maiores do que os de Pilacrella, foi
possivel reconhecer que os dois bracos do H, nada mais siao
do que dois nucléolos que vao ser distribuidos pelas célu-
las filhas. A existéncia déstes nucléolos relativamente gran-
des dificulta muito a observacao dos outros fenémenos que
ocorrem durante a divisdo, principalmente no que se re-
fere a parte cromatica. Provavelmente se se pudesse ver
maiores detalhes em Pilacrella, as figuras obtidas seriam
idénticas as apresentadas por Geitler.

Verificamos um fato interessante, logo apds a forma-
c¢do dos microconidios: os nucléolos quasi sempre ocupam
posicado completamente oposta 4 do ponto de desprendimen-
“lo, fendmeno éste que perdura mesmo durante algum tem-
po depois da separacdo do esporo do esterigma. Parecem
cxistir, durante e mesmo depois da divisao, forcas inter-
nas, analogas, talvez, as conhecidas em diatomaceas, que
promovem o afastamento rapido dos dois nucleos filhos.
Este afastamento: parece processar-se com grande veloci-
cdade, quasi explosivamente, o que concordaria com nos-
sas explicacdes da pouca freqiiéncia ou mesmo raridade
de figuras de divisdo. Cada microconidio possue e per-
‘inanece com um so nacleo. Soébre a estrutura déste ultimo,
nada podemos adiantar, pois éle é muito pequeno e nfo
permite reconhecer detalhes. O maximo que se pode dizer

I3

¢ que o nucleo ¢ esférico, contendo um pequeno nucléolo.

ESPOROS REDONDOS

Em nossas culturas, algum tempo apods a formacao dos
rmicroconidios, apareceu regularmente e em grande quanti-
dade, um outro tipo de esporos, por nds denominado esporos
redondos devido a sua conformacao esférica. Inicialmente,
as hifas, que vao dar origem a éstes esporos, formam peque-
nas saliéncias, que aumentam gradativamente de volume,
FEste aumento de volume é acompanhado de um espessamen-
to da membrana. Esta torna-se tdo robusta, que inicialmen-
te denominamos os esporos, esporos de resisténcia. Pensa-
mos que se tratasse de um estado introdutor a4 formacao de
basidios, correspondente aos “Zeugites” mencionados por
Gaumann (4) comparaveis aos probasidios que ocorrem em
-outras Auriculariales, como por exemplo, em Septobasidium,
ou ainda, orgdos homdlogos aos teleutdsporos das Uredi-
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nales ow clamidosporos das Ustilaginales. Todag as for
cges sdo precursoras de l)a§id'ios. Mais tarde porém Verif
camos que nao existe 1'elaga9 z}lguma entre éstes esp;)ros ! i-
“dondos e a formacao dos basidios. F:stes_ ultimos originamﬁ-
de outras hifas, sem qualquer diferenciaciao especial cO.se
passaremos a descrever em outro capitulo. > “0mo

0O desenvolvimento completo de um esporo redondo Je
va geralmente cinco dias. Os esporos permanecem aderen:
“tes ao micélio por um peduanculo b.asal, formado POr uma g¢
célula, que é claviforme. O micélio neste estado da forma.-
cao dos esporos, apresenta freqiienten}ente anastamoses ve-
getativas. A fig. 4 representa um déstes aspectos, Quan-

mna-
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Fig. 7 — Desenvolvimento dos esporos redondos. Em a e b, inicio
da formaglo, Os dois nucleos migram para dentro do egporo em

desenvolvimento. Em ¢, esporo jovem, ja separado da célula basa)

por um septo. Em d, espessamento da membrana do esporo. Em

e, f e g, esporos adultos. Cada esporo possue dois nucleos e &
envolvido por uma membrana. bastant® .reforcada.

do os esporos atingem certo grau-de desenvolvimento e ¢
meio de cultura é favoravel, apresentam em seu in?ior'uma
série de gotas de diversos tamanhos, que muito dificultam
a observacao. Trata-se de gorduras como evidencia a forte
coloracao pelo Sudan III. Goétas semelhantes podem ser tam-
Lém encontradas no micélio, nas vizinhangas dos pontos em
gue se encontram os esporos redondos. Elas desaparecem,
em parte, durante o processo da fixacdo, quando o fixador
contiver solvente de gorduras, e tornam-se escuras pelo em-
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prego do acido o6smico. Fixacdo e coloracdo déstes esporos
sdo dificultadas ndo sé pala presenca destas gotas, mas
também pela espessura da membrana.

Os esporos, uma vez atingido seu completo desenvolvi-
mento, ndo se destacam da célula basal que os formou. Cada
esporo normalmente possue dois nucleos, que migram para
dentro déle, por ocasido de sua formacdo. Antes, porém,
que se processe tal migracdo, o esporo deve ter ‘crescido, até
assitmir, mais ou menos a forma de uma péra. A fig.
7’ presenta varias fases déste desenvolvimento. Os nticleos
dos esporos sao arredondados, apresentando um nucléolo
bem desenvolvido, visivel quando as preparacdes sdo bem
diferenciadas. ,

Encontramos alguns esporos que possuiam trés ou mais

, nucleos, as vezes alé cinco, que, certamente, podem ser in-

terpretadas como anemalias. A fig. 8 apresenta os aspec-
tos pouco freqiientes, por nos encontrados em algumas pre-

paracoes.

a
_—
10 M
Fig. 8 — Esporos andmalos. Em a e b, esporos jo-

vens, com membrana ainda ndo reforgada 6 apresen-
tando trés nucleos. Em ¢ e d, dois esporos adultos,
©o primeiro com quatro nucleos e o segundo com seis.

Nao conseguimos esclarecer qual a funcao dos esporos
redondos. Tddas as tentativas de provocar a sua germina- -
cao em meio de cultura solido ou liquido, fracassaram.
Quando isolados, brotam as células basais que nao se
destacam do esporo mesmo quando éle atingiu o completo
desenvolvimento. Este brotamento nao deve ser confundi-
do com uma verdadeira germinacéo, isto é, germinacdo pro-
veniente do proprio esporo. O micélio que se origina por
éste processo de germinacfo, é capaz de fornecer todos os
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outros tipos-de esporos. () numero de esporos redondos que
se forma é muilo grande, nao parecendo existic um ponto
preferencial para o inicio do desenvolvimento. Até o pre-
sente_ momento, empregamos o nome esporo para designar-
‘mos tais formacdes. Como, porém, nao germinam nem se
destacam das células basais que os formam, esta denomina-
cdo pode ser inapropriada. Como ja dissemos-anteriormen-
te, pode tratar-se de formacdes que inicialmente desempe-
nharam funcées bem diferentes,

BASIDIOS E SUA FORMACAOQ

. Quando Pilacrella atingiu a fase de desenvolvimento em
que é capaz de formar basidios, elevam-se do substrato tu-
fos de hifas que vdo conslituir mais tarde os corpos de fru-
tificacdo. Em condicées muito favoraveis ou entdo nate-
rais, éstes corpos de frutificagdo tém o aspecto de cabeci-
1has pedunculadas que em sua morfologia correspondem
exatamente as descritas por Moéller, cujas figuras, aqui re-
produzimos (fig. 1, pg. 3). Em nossas culturas conseguimos
obter corpos de frutificacio normais, do tipo descrito por
Moller, apenas durante os primeiros tempos. Mais tarde,
provavelmente pelo enfraquecimento do micélio pelas con-.
tinuas repicagens e conservacao em substratos artificiais,
éles ndo mais se formaram, sendo substituidos por outros
tipos, mais simples em sua organizacao, como, por exemplo,
os tufos em forma de penachos, ja observados por Mboller.
Os penachos contém os mesmos elementos do corpo de fru-
tificacdo, dispostos de maneira mais simples. Qutras vezes
porém os corpos de frutificacdo organizam-se de um modo
mais simples ainda, grupando-se apenas dois ou mais ba-
sidios, sem uma disposicao especial.

Os corpos de frutificacao em forma de cabecinha ou em
forma de penacho sdo formados per dois Bpo®de hifas:
umas mais longas e mais finas, que entremeiam e envoivem
oufras mais grossas e menores. As primeiras, por sua fun-
cdo, podem ser denominadas parafises e as segundas sdo as
que vao dar origem aos basidios. O pedinculo que sustenta
o corpo de frutificacdo é constituido por hifas que se dispde
lado a lado, paralelameite; nelas ¢ freqgiiente encontrarem-

se anastomoses do tipo vegetalivo como as apresentadas na
fig. 4. '

Toédas as hifas que vao constituir basidios sdo binuclea-
das. Inicialmente estas células sdo pequenas, arrédondadas
ia extremidade e um pouco entumecidas. Depois de decor-
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Fig. 9 — Formacgao de basidios. IEm a, hifa ainda

jovem, binucleada cujos nicleos estio afastados. Em

d, duas hifas mais desenvolvidas, cujos nucleos estido

apressos um ao outro. Em b e ¢, hifas bem desen-

volvidas, agora uninucleados; é&ste unico nucleo re-
sultou da fusao dos dois anteriores.

10/“'

Fig. 10 — Formacao de basidios.

IEm a e ¢, hifas entumecidas,

apresentando ainda dois nucleos.

Em b, hifa com um sé nucleo, re-

sultante da fusdo dos dois an-
teriores.

rido algum tempo, processa-se um crescimento bastante
acentuado. .A-hifa em sua porcao terminal entumece mais
ainda, aumentando também em comprimento. Os dois nu-
cleos vao ocupar a porcdo mediana da célula. Nao existe
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Tieste estade em Pilacrella o grande aumento nuclear geral-
mente sdescrito para esta fase, em outros basidiomicetos.
Lembramos que Ritchi (17), estudando certos-himenomice-
“tos, descreveu os nucleos antes da copulacido como sendo

quarenta vezes maiores do que nucleos no estado vegetati-
vo. ’

Fig. 11 — Formagao de basidios¥ Em a, b, ¢ e d, -
varios aspectos de nucleos de fusdo.

Depois desta fase preparatdria, segue-se a fusdo dos
dois ntucleos. As hifas, agora bem desenvolvidas, passam a
ser uninucleadas, apresentando um nucleo bem maior do
gue os das células binucleadas. A fus@o nuclear propriamen-
te dita é de dificil observacao. Freqiientes vezes encontra-
mos em nossas preparacdes dois nucleos dispostos de tal
modo a ficarem em contacto muito intimo. Nas figs. 9
e 10 apresentamos aspectos que interpretamos como ésse
estado de fusdo. A fus@o deve processar-se rapidamente,
pois assim se explicaria a pouca freqiiencia de aspectos que
fixam o momento exato desta fase.

Durante o processo- de prepardc¢do do nucleo para a pri-
meira mitose e durante o decorrer da mesma, encontramos
pela primeira vez, formacdes que se assemelham a cromo-
somas. Na fig. 11 apresentamos varios nucleos durante
esta fase, em que pareécem existir pares de cromosomas, em
numero de cinco ou seis. A seguir, todo o ntucleo se contrae,
340 mais podendo ser distinguido o nucléolo da parte cro-
matica restante. Métodos que permitam distinguir nucléo-
los e cromosomas, durante esta fase, poderiam ser tentados



para nucleos maiores. Em nosso caso ndo foram emprega-
dos devidos o exiguo tamanho do nucleo.

Varios aspectos da primeira divisdo sao apresentados na
flg 12 em a e b. A segunda segue-se imedialamente a
primeira, provavelmente com grandé rapidez, pois sé encon-
tramos um caso feliz em que o fendmeno poude ser obser-
vado, apesar das intumeras preparacdes examinardas. Na
fig. 12,c, podemos ver um basidio em formacao em que fo-

Fig. 12 — Formacido de ba-
.sidios. Em a e b, primeira
divisdo. Em ¢, segunda di-
visdo dos dois nucleos. * O
primeiro septo que divide o
basidio em duas células ja
foi formado. Em d, basi-
dio com quatro células; a
célula apical estd formando
o primeiro basidiésporo. Em
e, fase mais avancada da
formacgdo dos basidiésporos.

b oa
ram fixadas duas divisdes; o septo formado apds a primei-
ra divis@o ainda é muito fino. Por éste processo os basidios
sa0 divididos em quatro células, cada uma munida de seu
nucleo.

Os basidiosporos originam-se destas células, geralmen-
te proximo dos septos e sfo quasi sésseis. A formacao dos
basidiosporos se processa tanto de um como de outro lado
do basidio, ndo existindo, portanto, preferéncia por um dos
lados, como ocorre por exemplo em certas Uredinales.
Apenas a primeira célula costuma formar um basidiésporo
terminal. Parece ser regra que cada célula do basidio ori-
gine um sé basidiésporo. O nucleo da célula do basidio mi-
gra para dentro da célula do basididosporo, junto com gran-
de parte do citoplasma, ficando a célula do basidio quasi
vasia, apos o desprendimento do basidiésporo. O nftcleo
do basidiosporo entdao se divide, dando origem a esporos
normais, binucleados. Esporos binucleados sao também co-
nhecidos em outros basidiomicetos, como se depreende da
literatura existente.

Encontramos, contudo, alguns casos em que éste esque-
raa nao foi seguido. A divisao que deveria ocorrer no ba-
sidiésporo, antecipou-se, efetuando-se na célula do basidio,
enquanto o basidiésporo ainda estava brotando desta célu-
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la. ,,Um dos dois nucleos assim formados permanece na célu-
" la do basidio com um pouco de citoplasma, a0 passo que o
eutrd, migra para dentro do esporo em formacido. Déste mo-
do, resulta um basidiosporo uninucleado e uma célula ba-
sal, capaz de formar mais um esporo. Na fig. 13, apre-

Fig. 13 — Em a e b, for-
macido do primeiro basidios-
poro. Os’ ntcleos da célula
do basidio estdo em divisdo.
IIm ¢, basidiésporo ainda
desprovido de nucleo. Em
d, dois basidiésporo com-
pletamente desenvolvidos
mas, ainda presos as cé-
lulas do basidio. Em am-
bhos 0s esporos o nucleo esta
em divisio. Em e e f, for-
macdo de basidiésporos uni-
nucleados.

sentamos dois casos déste tipo. Encarando agora o proces-
so acima descrito, poderemos compreender como de um
mesmo corpo de frutificacdo podem originar-se esporos uni
e binucleados. A frequenc1a de esporos do prlmelro tipo é
muito menor do que a do segundo tlpo :

CRUZAMENTO

A fusf@o nuclear que ocorre nos basidios novos, sem du-
vida, é um processo sexual. Qual porém a proveniéncia dos
nicleos copulantes nao o sabemos com certeza: poderiam
ser derivados dos pares ja observados desde a germinacio,
poderiam também resultar de nova combinacao sexual. Na
primeira das hipdteses os micélios forcosamente seriam ho-
motalicos.

Afim de verlflcarrnos se existe heterotalismo ou homo-
talismo em nossa Pilacrella, fizemos uma série de cruza-
mentos a partir das culluras puras ja existentes, combinan-
do-as de todos os modos possiveis. i

Os primeiros cruzamentos foram feitos em tubos de
ensaio, sobre agar Malte a 3%. Inoculamos no substrato mi-
célio proveniente de duas culturas diferentes, deixando en-

'
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tre as duas inoculacdes um espaco de mais ou menos dois
centimetros. Controlamos o desenvolvimento das culturas
ao microscopio, -afim de observarmos o comportamento das
hifas na linha da juncao dos micélios, pois nosso principal
objetivo foi encontrar corpos de frutificacao nesta zona de

contacto. Com os resultados obtidos, elaboramos a tabela
anexa.

Cada experiéncia compreendia um lote de cincoenta e
cinco cruzamentos; nestes, foi possivel observar varios tipos
de comportamento, dignos de nota. Do total de cada lote de
cruzamento, quarenta e quatro culturas apresentavam um
entrelacamento das hifas no ponto de contacto dos dois mi-
célios, dando a cultura um aspecto homogéneo, como se os
micélios fossem de uma mesma proveniéncia. As onze cul-
turas restantes, apresentaram na zona de contacto aspecto
completamente diferente do das outras culturas, formando
uma espécie de faixa saliente, quasi sem tufos de hifas, por
nos denominada faixa de contacto (fig. 14).

Destas onze culturas que formam linha de contacto, trés
isto é, as combinacoes AxE, BxJ e ExD, apresentaram cor-
pos de frutificacdo normais sobre a referida linha. Re-

A B C D E F G H I <

A .c c.{. c
B c cf
Cc c
D c-f. -
E |c.{. c cf. c c c
F
G c c
H 4
1 c c c
J c { c c
Fig. 14 — Tabela de cruzamentos. As letrus ¢ e f

indicam respectivamente linha de contacto e frutificacio.
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etimos varias vezes os mesmos cruzamentos, obtendo os
mesntos resullados para as quarenta e quatro primeiras cul-
turas.” As onze reslantes, apresentaram um comportamento
inconstante quanto a nitidez da linha de contacto, podendo
"'e‘;ta ser mais ou menos acentuada.

Para podermos estudar mais detalhadamente o compor-
tamento das hifas na zona de contacto, repetimos as mesmas.
culturas sdobre laminas. Estas foram confeccionadas ségun-
do a técnica ja descrita por ocasido do estudo dos basidios-.
poros em germinacao. Fizemos fixacdes de cruzamentos de
varias idades, ja apos o encontro das hifas provenientes das.
duas inoculacoes. Os .resultados obtidos, sempre foram os.
mesmos. Nio foi possivel constatar um desvio em relacao ao-
comportamento do micélio normal. Nao observamos anas-
tomoses nem sinal de migracao nuclear.

A raridade de corpos de frutificacao pode ser atribuida
4 varias causas, mas, como verificamos mais tarde, deve ser
explicada principalmente pela fraquesa geral do micélio de
nossas culturas, que ja estavam em observacdo durante va-
ios anos. No que -decorreu entre 1947 e 48, obtivemos.
em substratos modificados, (agar Malte com cenouras ou sim-
plesmente cenouras) corpos de frutificacdo em todas as nos-
sas culturas monoesporidiais. Depreende-se deste fato que a
espécie de Pilacrella por nds estudada é homotalica. A sé-
rie de cruzamentos que fizemos entre as culturas monoes-
poridiais, parece mostrar que em culturas enfraquecidas,
certas combinacées. tem um valor estimulante. Se nestes ca-
sos existe ou nao migracdo de nucleos de um micélio para o
cutro, nio podemos afirmar.

Nio esta fora de cogitacao que o fungo como nos o en-
contramos, poderia ser heterotalico, mas que durante nossas:
culturas se deram as mutacoes mencionadas por Buller (1.
c. pg. 354 e 355), que citaremos mais adiante. Como néo-
conseguimos obter Pilacrellas de novas proveniéncias temos.
que deixar em suspenso éste problema.

DISCUSSAOQO

A discussdo dos fatos por nos estudados é dificultada
pelos poucos conhecimentos’ existentes, até o presente mo-.
mento, sébre a citologia e o ciclo evolutivo de quase todos os
grupos de Pilacrella delectans. Assim, Gaumann, terminando.
sua aprésentacao da classe das Auriculariales com a familia
das Phleogenaceae, dentro da qual Pilacrella costuma ser in-
cluida, diz “o ciclo evolutivo de todas estas formas, sob o
ponto de vista citologico, ainda é desconhecido”. Esta mes--
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ma observacao pode ser cxtendida a toda a ordem das Auri-
culariales, pelo menos, se consideramos a totalidade do ci-
<clo evolutivo. Nos poucos casos em que foram feitos estu-
dos citoldgicos, as observacdes se limitaram a formacao dos
basidios e raras vezes a4 germinacio dos basidiésporos.

Os vinte anos que decorreram apods a publicacdo do tra-
balho de GAumann, nao ampliaram muito os conhecimentos
existentes, como se depreende do recente trabalho de Wolf
and Wolf (20).

Antes de iniciarmos uma discussao detalhada sobre os
fatos por nos observados em Pilacrella, desejamos lembrar
as diversas particularidades pelas quais se distingue o ciclo
-evolutivo dos fungos superiores. Confrontando o esquema
geralmente apresentado para o comportamento das plantas
superiores, diagrama n.° 1, ao n.° 2, que se refere ao compor-
tamento dos fungos superiores (v. Gidumann, 1 c. pg. 1 e
14), verificamos que a diferenca essencial reside na locali-
zacdo dos pontos P e C, significando P a plasmogamia, isto
&, fusido das células copulantes e C a cariogamia ou fusido nu-
clear. A mitose reducional é indicada por R.

1

Vo pC R |

Huplonle —~ Gametangio »Gametas  Zigoto - Diplonte ~Gonotaconte — Tetracitos »Haplonte

Diplofase Ha PPofusc

2
v p C R

Talo haploide - Celulas sexvais — Talo JIP]o?cle — Zeugite — Gonoloconte s Tebracitos

Dfp|of056

P e C costumam coincidir na maioria das plantas e ani-
mais, ou melhor, ocorrem em rapida seqiiéncia. (Se entre P
¢ C decorre um intervalo maior, a fuso, apesar deste inter-
valo, ainda se processa nas proprias células que copularam).

Nos fungos superiores, como asco-e-basidiomicetos, a
plasmogamia porém ocorre muito antes da cariogamia, e, P
¢ C agora colocam-se em lugares distantes do ciclo evoluti-
vo, nao mais coincidindo.

Apods a plasmogamia, os dois nucleos ainda nao se unem,
mas constituem uma fase dicaridontica. Durante o decorrer
desta fase, os nucleos multiplicam-se por divisdo conjugada,
-permanecendo as células constituintes do micélio binuclea-
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das Tais .niicélios, podem crescer e permanecer na diplofa-
se, neste caso especial, também chamada de dicariofase (Ter-
‘minolpgia’ compare Buller L. c. p: 399) por muito tempo.

- Esta fase termina para dar lugar a cariogamia, -ie nos as-

- comicetos, se processa no asco novo e, nos basidiomicetos,

- 110 basidio novo ou, numa fase anterior, denominada . Zeu-

LRI

gite” “probasidio” ou “hipobasidio”. Esta. ultima particula-
ridade se explica pelo fato de que, nos basidiomicetos, o pro-
basidio muitas vezes serve de esporo progador, que freqiien-
temente sé germina apds uma época de repouso. talvez na
primavera seguinte, formando entdo um promlcello que cor-
responde ao basidio verdadeiro.

Para melhor compreensao dos fatos que ocorrem em
Pilacrella, é preciso levar em conta também a grande invo-
lucdo da sexualidade nos fungos superiores. Desejamos no-
vamente mencionar o (rabalho de Giumann, (4) que, em-
pregando a terminologia de Hartmann, distingue os casos
seguintes: Se designarmos por anfimiria (amphimixis) a
copulacao normal de dois gametas de proveniéncia diferen-
te, o primeiro passo de 1nv01uca0 seria a aufomixia, que cor-
responde a autofecundacao, mediante a copulacao ‘de duas
células sexuais ou, entdo, de dois ntcleos sexuais aparenta-
dos. Se a copulacdao se processar entre duas células do or-
gdo feminino, teriamos partenogamia ou autogamia, no ca-
so de existir fusio de dois nucleos dentro de uma nica célu-
la feminina. Estes casos sdo encontrados em ascomicetos,

.onde ainda existem orgaos sexuais bem reconheciveis.

Nos basidiomicetos, onde nao mais se podem reconhecer
nitidamente orgados sexuais, trata-se mais de casos de pseu-
domizia, como Hartmann denomina a copulacido de duas cé-
lulas vegetativas ou de somatogamia, segundo a terminolo-
gia hoje mais usada, de Kniep (10). Para a copulacio de cé-
lulas que nao estao em relacado intima de parentesco, Hart-
mann reserva a denominacao pseudogamia. Pedogamia e
adelfogamia seriam os casos de copulacao pseudomictica
que ocorre entre célula mae e célula filha ou entre células
irmas. Estes nltimos casos sdo conhecidos especialmente pa-

‘ra os levedos, que sdao ascomicetos. () nltimo caso de invo-

lucdo seria a apomixia, em que as células sexuais se propa-
gam vegetalivamente, sem que haja copulacao.

Devemos finalmente salientar a grande variabilidade
rno comportamento sexual -que pode ser encontrada nfo s¢o
em familias. séneros e espécies, mas ainda em individuos da
mesma espécie. Muito ilustrativas sdo as palavras acrescen-
tadas por Harder a altima edicdo de “Strasburgers Lehyr-
buch” (8) aplicadas em seu conjunto aos ascomicetos. mas

.também validas para os basidiomicetos. Apos a descricao da



98 .

copulacao ainda anfimictica de Pyronema e Boudiera, con-
tinua do modo seguinte: “0O tipo de fecundacido descrito, po-
de ser substituido por outros, podendo incluir até auséncia
completa de orgaos sexuais, copulacao de duas hifas vegeta-
tivas ou mesmo copulacio antecipada de dois ascésporos.
Muitas vezes apenas falta o anteridio, e a migracdao do nu-
cleo parte de uma hifa vegetativa, ou de conidios exdogenos
que podem ser formados em orgdos especiais. Em certos ca-
s0s, em que exislem tricogines, estas aproximame-se das cé-
lulas que desempenham o papel de gametas masculinos, co-
mo sucede em Bombardia lunata. A copulacao também po-
de ser inteiramente suprimida. O nucleo do ascogdnio por
divisdo, da origem a fase dicaridntica, ou entdao, o nucleo
haploide do ascosporo divide-se durante a germinacao per-
petuando-se em todas as c¢lulas do micélio vegetativo o di-
carion assim formado, alé o momento em que se processa a
fusdo nuclear no asco. Tais involucées da sexualidade e ain-
da muitas outras, podem ser observadas nao sé dentro de
uma mesma familia mas também em um mesmo individuo.

O primeiro fato que chamou nossa atencao em Pilacrel-
la, foi a binuclearidade da maioria dos esporos e do micélio
tormado por sua germinacao. Este fato porém nao constitue
caso unico entre os fungos superiores, embora o basidiospo-
ro uninucleado constitua regra entre os basidomicetos. Nos
casos de formacdo de esporos binucleados, éstes podem se
comportar das seguintes maneiras: durante a germinacao,
pode-se formar um micélio constituido de células uninuclea-
das, como por exemplo em Kneiffia, por simples separaciao
dos nucleos. Em outros casos porém, originam-se células
plurinucleadas, como em certos Coprinus. Outras vezes ain-
da, como em Corticium terrestre Kniep, os dois nucleos do
basididsporo constituemn um dicarion verdadeiro, migrando
junto para dentro do tubo germinativo, dividindo-se em se-
guida sempre simultineamente em divisdo conjugada.

Pilacrella parece se aproximar déste ultimo caso, mas
nos nao temos certeza absoluta se os pares de ntcleos que
fusionam no basidio s3o provenientes déstes pares primiti-
vos deé nucleos. Se Pilacrella representa uma forma primiti-
va, poderia ser que os dois nucleos correspondam a um di-
carion ainda nao diferenciado nitidamente. Se porém lem-.
bramos a involugcao da sexualidade descrita por Harder (8),
poderiamos também pensar na possibilidade de Pilacrella
constituir um caso de involucido, em que a sexualidade an-
teriormente bem definida, estivesse em (xeclmlo, perdendo a
fase dicariontica sua nitidez.

A formacao dos conidios por nés denominados micro-
conidios também ¢é conhecida em outras Auriculariales. As-
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sim Auncul(um auricula Judae (L) Schroet. produz coni-

‘dios em forma de ganchos, que podem germinar, constituin-

do unr nnceho ramificado. Também .Septobaszdlum albi-

c‘um Pat., produz conidios mas éstes nao podem ser compa-
ados aos de Pilucrella.

Quanto a inter prelacao do papel déstes conidios que em
Pilacrella nao germinam, nao podemos deixar de pensar nos
picnosporos dos liquens, ascomicetos e uredinales. Nes-
tas ultimas a funcdo masculina dos picnosporos, que tam-
bé¢m normalmente ndo germinam, era desconhecida até¢ a
descoberta de Craigie (3). E’ bem possivel que nossos mi-

. croconidios sejam gametas imasculinos, que perderam de-
{initivamente sua funcdo, ou que ainda possam exercé-la
para a diploidisacdo do micélio de uma maneira desco-
nhecida.

Quanto aos esporos redondos, deparamos com proble-
imas semelhantes. Também é&les nao germinam nas condi-
¢des em que fizemos nossas culturas. Nao podemos excluir
a possibilidade de também tratar-se de orgados rudimenia-
res, agora fora de funcao. Quem com Gaumann 4, 1. c.

«pg. 400) procura derivar os basidiomicetos dos ascomicetos,
poderia interpretar estes esporos redondos como rudimen-
tos de antigos ascos. De outro lado porém, os esporos ve-
dondos_poderiam representar gametas femininos, oogonios,
ora fora de funcao, cuja existéncia corres])onderla a dos
microconidios, que seriam os espermacios correspondenles
a estes oogonios. Pouco provavel parece a interpretacao do
esporo redondo como “Zeugites” ou “probasidio” fora de
funcdo, pois os basidios sdo formados em outros pontos ¢
de Célu‘.as bem diferentes.

Sobre os basidios e seu desenvolvimento, ndo precisa-

‘mos dizer muito, pois trata-se de fragmobasxdlos também

- dencminados probasidios, do tipo descrito em Auariculariales,
Uredinales e Ustilaginales.

As primeiras divisdes, apos a fusdo do dicarion ou for-
lnacao do snlcarlon, devem compreender a mitose reducional,
qtie,”como §e sabe, enr asco- e basidiomicetos, pode ocorrer
durante a primeira ou segunda das divisdes. 'Em nosso caso,
dcrescenta-se uma terceira divisao, que se realiza dentro do
basidiosporo. O aparecimento de oito nucleos provenientes
destas divisGes, nao parece ser casual. Neste sentido fala
nao s6 o numero oito comum para o ascosporos, mas fam-
bém a freqiiéncia da terceira divisdao em basidiomicetos,
responsavel pela existéncia de basidiosporos binucleados, co-
nhecidos por exemplo em Corticium terrestre Kniep, Tulas-
nella thelephorea Juel, Nidularia pisiformis Tul. e outros.

t:‘
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Se supusermos que os caracleres sexuais s se separam
durante esta terceira divisao, seria compreensivel o compor-
tamento de Corticium, onde os dois nucleos formados na
terceira divisao, dentro do basidiésporo, dao origem a uma
série de dicarions que, finalmente, copulam por ocasiao da
formacao dos basidios. Sugestivo também ¢ o caso de Ce-
prinus sterquilinus Fr., assim citado por Buller: “Na espécie
hemotalica Coprinus sterquilinus, a fusdo nuclear no basidio.
é seguida pela meiose; a seguir, cada basididésporo recebe
um dos quatro ntcleos haploides, que agora se dividem, cons-
tituindo basididésporos binucleados. Cada basidiésporo ori-
gina um micélio inicialmente plurinucleado, a seguir dica-
riontico, provido de ganchos (1). . (Brunswig 1924, Buller
1924, 1931). Jackson cré que., em espécies homotalicas, como
Coprinus sterquilinus I'r., os dois ntucleos do dicarion de-
vem ser iguais quanto aos seus cromosomas, pois derivam de
um mesmo nucleo haploide. Entretanto ,sabemos que nor-
malmente, em espécies heterotalicas, como por exemplo Go-
prinus lagopus Fr., dois nuacleos iguais, em nenhum haplon-
te, se unem para formar um dicarion e que um dicarion ¢é
formado sé por dois nucleos de sexos diferentes. Pode-se
supor, portanto, que, em Coprinus sterquilinus, deve existir
uma diferenca fisiolégica entre os nucleos do dicarion, pois
senao nao ficariam associados um ao outro”. (l. ¢. pg. 354
e 355). Buller, em continuacao, cita casos em que nucleos de
uma s¢ proveniéncia, por mulacao, tornam-se capazes de
copular. Nao desejamos discutir estas probabilidades; dei-
xamos apenas assinalada a possibilidade da separacao do
caraler de sexualidade durante a terceira divisdo. Como ja
se provou ser tal separacao possivel na segunda mitose, nada
impede admitir que também possa ocorrer na terceira. Neste
caso, o micélio de Pilacrella constiluiria um micélio diploide,
dicariontico.

. T

E’ porém verdade que éste micélio origina os microco-
nidios, que possuem um sO nucleo, sem duvida haploide. O
fato tem seus paralelos em outros casos, onde também os
nucleos do dicarion se separam, formando conidios ou ou-
tras células uninucleadas, haploides. Tal processo foi de-
nominado por Buller dediploidizacdo (1. c. pg. 411). Os di-
versos exempos citados por éste autor, incluem varios ca-
sos ocorrentes entre Ustilaginales e Uredinales, sistematica-
mente {do proximas das Auriculariales.

(1) Os ganchos tao caracteristicos em micé¢lios dicaridnticos da
maioria dos Autobasidiomicelos, como também em muitas das
espécies de Coprinus, faltam, com poucas excepgdes, nas Auri-
culariales, Uredinales e Ustilaginalas. Nota da autora.
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O:x falos _expostos no presente trabalhio deixam em sus—
penso ~arios problemas, que esperamos podet atacar mais
tarde. Resultad’os interessantes provavelmente obteriamos.
se pudecse‘mos fazer culturas puras de micélio uninucleado.
o obter déste micélio basidios e basidiosporos e verlflcar

'.qual o comportamento dos mesmos. Esperamos enconfre
futuramente Pilacrella delectans ou formas prdoximas, de
outras proveniéncias, que permitam obter maiores esclareci-
mentos sdbre o assunto, pois nossas culturas ja muito velhas,
parocem csgotadas pelas muitas repicagens, nao constituindo.

material favoravel a estas pesquisas.

Desejamos deixar aqui nossos. agradecimentos ‘ao Pro-
fassor Felix Rawitscher, pela orientacao e auxilio prestados.
durante a elaboracdo do presente trabalho.

RESUMO

Pilacrella delectuns Moll. (Y), um Protobasidiomiceto,.
foi descoberto por Alfred Moéller, em 1891, em Santa Cata-
rina. Apareceu em nosso Departamento em 1939, onde desde

«cntdo é mantida em cultura pura.

O estudo do ciclo evolutivo sob ponto de vista citologico,
até entdo desconhecido, apresentou os seguintes reseltados:-

"1) Os basidios surgem de micélio constituido de
células binucleadas. Nos basidios novos, ocor-
re a fusiao dos dois nucleos. O ntclea resul-
tante desta fusao é relativamente grande, per-
mitindo reconhecer cromosomas em nuimero
de cinco ou seis pares. Seguem-se dentro do
basidio duas divisdes e mais uma terceira que,
geralmente, ocorre dentro do basididsporo,
constituindo entido basididsporos binuclea-
dos.

2) Os basididsporos em germinacdo podem for-

* mar um ou dois tubos germinativos; os pares

de nucleos resultantes das divisées, migram
para dentro do tubo germinativo.

3) A divisao dos pares de nucleos ocorre simul-
tAneamente, nao pertencendo porém ao tipo
das divisGes conjugadas; faltam completamen-
te ganchos (clamp connections).

1) Sinénimo = Hoehneliomyces delectans (MoOll.) Weese.
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4) O micélio novo produz microconidios, ja des-
critos por Moller. Durante a formacao dos
esterigmas os nucleos dos pares se separam,
de maneira que esterigmas e conidios sdo uni-
nueleados. Os microconidios ndo germinam,
podendo talvez ser interpretados como game-
tas masculinos fora de funcao, ou entido, ga-
metas que funcionam em condicdes ainda des-
conhecidas.

5) Logo apds a formacao dos microconidios, sur-
gem células bem maiores, de membrana re-
forcada, por ndés denominadas preliminarmen-
te “esporos redondos”. Estes geralmente sio
binucleados, podendo porém conter um niu-
mero maior de nacleos. Nao conseguimos ob-
ter a germinacao dos mesmos. Parece pos-
sivel também interpreta-los como orgaos ru-
dimentares, talvez células sexuais femininas,
fora de funcao.

6) Os basidios desenvolvem-se mais tarde, no
mesmo micélio, em pontos completamente sem
relacdo com os que formaram os microconi-
dios ou esporos redondos. Parece que os nii-
cleos que se fundem no bhasidio novo derivam
dos pares observados desde a germinacado do
basidiéosporo. Indicios da migracao nuclear
"sexual ndo foram encontrados, embora exis-
tam anastomoses vegetativas no micélio.

7) Culturas feitas a partir de um s6 esporo evi-
denciaram que Pilacrella é homotalica.

SUMMARY

Pilacrella delectans Mo6ll. (syn. Hoehneliomyces delec-
tans (Moll.) ‘Weese has been first described by Alfred
Moller. This - fungus was-observed for the second time: (i
one single-strain) and has been cultivated by us, since 1939.

The essential facts of its life history are the following:

1) — The basidia are formed by a dicaryontic myce-
lium. Fusion of the two nuclei takes place in the young
bhasidium, and is immediately followed by a double division.
A third division takes place during or immediately after
the formation of the basidiospores which are generally bi-
nucleate.
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2). — . The basidiospores at germinétim} form one or
two tubes with cells generally binucleate.

: ' 3) = The division of the two nuclei as a I_"ule takes place
simultaneously, but they are not of the type of the conju-
- gated. division; clamp- connections are absent. -

4) -— The young mycelium soon produces microconi-
dia. During the formation of the sterigmata, the gclei of
the pairs are separated, so that the sterigmata and micro-
conidia become uninucleate. The microconidia do not ger-
minate; perhaps they are to be interpreted as male cells,
ocut of function. :

5) — Soon after the formation of. the microconidia,
larger thick-walled cells are formed, called by us, preli-
minarily round spores. They are generally binucleate, but
also a greater number of nuclei was found. These cells also
failed to germinate in our cultures. Perhaps they repre-
sent rudimentary organs, possibly female cells out of funec-
tion.

6) — The basidia develop later, on the same mycelium

= where - microconidia or round spores are formed. Appa- .
_rently, the nuclei that copulate in the young basidium de-
rive from the pairs which were observed, in the ‘germinating
basidiospores. Indications of sexual nuclear migration have
not been found although there exist vegetative anastomoses.

7) — Monosporic cultures produced normal basidia;
our strain of Pilacrella is therefore homothallic.
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