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NUMERO E VIABILIDADE DE ASCOSPOROS EM CLEISTOTE/CIOS
HIBRIDOS E NAO HIBRIDOS DE 4spergiiius nidulans

Neiva Monteiro de Barros

ORIENTADOR: Prof. bDr. Jdoao Liucio de Azcvedo

RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo o estudo do
numero e viabilidade de ascdOsporos em cleistotécios hibridos
e nao hibridos de A. nidulans; verificou-se se havia ou nao
correlacao entre o diametro do cleistotecio e o numero de as
cosporos e entre diametro do cleistotécio e numero de ascOs-
poros viaveis. Foi analisada também a producao de cleistoteée-
cios por linhagens individuais e em cruzamentos. Das sete 1i
nhagens, ensaiadas individualmente, cinco produziram cleisto
técios com ascOsporos viaveis. As linhagens foram cruzadas
entre si, em todas as combinacOes possiveis, num total de
vinte cruzamentos, sendo que um dos cruzamentos nao foi rea-
lizado pelo fato das linhagens envolvidas possuirem requisi-

tos nutricionais identicos. De cada cruzamento foram isola -

xV 1



dos doze cleistotécios, dando um total de duzentos e trinta
e seis cleistotecios analisados, pois quatro apresentaram as
cOsporos inviaveis. Atraves do coeficiente de correlacgao ,
considerando o numero total de cleistotecios, encontrou-se
uma correlacao entre diametro e numero de ascoOsporos, tanto
para cleistotécios hibridos, como para nao hibridos. A cor-
relacdo entre diametro de cleistotécio e numero de ascoOspo-
ros viaveis foi constatada somente para cleistotecios hibri-
dos, sendo que para o0s nao hibridos os resultados nao foram
significativos. Considerandd cruzamentos individuais, alguns

mostraram correlacao, outros nao, possivelmente pelo fato da

amostragem em algumas analises ser pequena.
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NUMBER AND VIABILITY OF ASCOSPORES IN HIBRID AND
SELFED CLEISTOTHECIA OF Aspergiiius nidulans

Neiva Monteiro de Barros

ADVISER: Prof. Dr. Joao Lucio de Azevedo

SUMMARY

The present work was carried out aiming the study
of the number and viability of ascospores in hybrid and
selfed cleistothecia from 4. nidulans, in order to check a
possible correlation between size of the cleistothecia and
the amount of ascospores viable. The production of
cleistothecia through individual strains and in crossings
were also analyzed. From seven strains tested individualy ,
five produced cleistothecia with ascospores. Strains were
crossed in all possible combinations giving a total of twenty
crossings. Cleistothecia resulted from all crosses. Twelve
cleistothecia were isolated from each cross. Through linear

regression coefficient and considering the total amount of

cleistothecia, a positive correlation between size and



xXix

number of ascospores was found, either for hybrid or selfed
cleistothecia. A correlation between size and number of

viable ascospores was found only in hybrid cleistothecia.



1. INTRODUGAO

Aspergillus nidulans € um fungo filamentoso que ,
desde sua introducao em estudos genéticos, tem contribuido
para resolver inumeros problemas de ordem basica e aplicada.
Esse fungo permitiu o desenvolvimento de tOpicos importantes
da Genetica, contribuindo para o conhecimento inic¢ial da ul-
tra-estrutura dos genes, da regulacao génica em eucariotos ,
instabilidade mitotica, transposicao do material genetico e
complementacdao génica, apenas para citar alguns deles. Foi
tambem em Aspergillus nidulans que pela primeira vez foi des
crita uma alternativa do sexo em fungos, o ciclo parassexual
que, atualmente, ja foi relatado em muitas outras espécies .
Atraves do ciclo parassexual abriram-se perspectivas para o
estudo genetico em fungos imperfeitos e para o melhoramento
genético de Deuteromicetos de importancia industrial. Alem
desse ciclo parassexual, o 4. nidulans possui ainda um ciclo
sexual e sendo uma espécie homotalica pode produzir COrpos

de frutificacao, os cleistotecios, contendo ascos com oito

ascOosporos, a partir de uma unica linhagem. A combinacao de



uma linhagem através de heterocariose resulta na formacao de

cleistotecios que podem ser hibridos ou nao hibridos, de
acordo com a origem dos nucleos envolvidos no processo de
formacido desses cleistotécios. No setor de Genética de Mi-

crorganismos do Instituto de Genetica da ESALQ, USP, em Pi-
racicaba, entre os diversos estudos com o 4. nidulans foi de
senvolvido um deles que demonstrou uma correlacao entre o)
diametro dos corpos de frutificacdo e seu carater hibrido ou
nao hibrido (BARACHO, 1968; BARACHO, VENCOVSKY e AZEVEDO R
1970). Esses estudos mostraram que, em cruzamentos envolven-
do varias linhagens de A. nidulans em geral, cleistotecios
maiores correspondema tipos hibridos e os menores aos tipos
nao hibridos. A descoberta foi importante, pois permitiu que
o isolamento de cleistotécios hibridos, que sao os deseja -
veis em uma analise genética de um cruzamento, fosse facili-
tado e o processo foi usado desde entao como rotina em estu-
dos de genética de 4. nidulans. Um outro ponto levantado a
partir desse trabalho foi a possivel existéncia de uma hete-
rose para explicar o diametro maior desses cleistotécios hi-
bridos. Embora sendo um fungo hapldoide, a condicao heteroca-
riotica permite uma aproximacao com a heterose verdadeira
(EMERSON, 1952). Entretanto, o trabalho de BARACHO, 1968, em
bora tenha demonstrado correlacao entre diametro e carater

hibrido ou ndo hibrido, nao se preocupou em determinar se



cleistotécios maiores apresentavam um numero de ascOsporos
também maior que os menores, ou em outras palavras, se havia
um heterose verdadeira ou simplesmente um fenOmeno conhecido
como "luxuriancia". O presente trabalho foi entao realizado
com o0 intuito de estender as observacgdoes dos trabalhos ante-
riores, visando determinar uma possivel correlacao entre o
diametro dos cleistotécios e numero de ascOsporos e também

diametro dos cleistotécios com numero de ascOsporos viaveis.



2. REVISAO DE LITERATURA

A literatura sobre a frutificacao e viabilidade de
ascosporos em Aspergillus nidulans nao & ampla, mas alguns
fatores fisiologicos e ambientais que influenciam na forma -
cao de corpos de frutificacao, ja tem sido estudados

(ZONNEVELD, 1971, 1972 a e b, 1973, 1974; SAXENA e SINHA

!

1973) .
A presente revisao vai se restringir aos seguin-
tes aspectos: producao de cleistotecios, fatores que influen-

ciam na producao de cleistotecios e viabilidade de ascOspo -

ros.

2.1. Producao de Cleistotecios

O ciclo sexual esta concentrado em Orgaos especia-
lizados, os corpos de frutificacao (cleistotecios), os quais
originam-se a partir de anastomose de hifas do mesmo micelio,
ou fusao de hifas de linhagens, dando origem a heterocarios,

gque apos oito a dez dias de incubacao produzem cleistotécios

maduros.



Em A. nidulans, ja foi observada uma certa varia -
cdo na producao de cleistotécios, tanto em estudos micologi-
cos (SMITH, 1957),como em estudos genéticos (MAHONEY e
WILKIE, 1958). Em particular, a composicao do meio, bem como
outros fatores ambientais e fisiologicos, influenciam no
crescimento e diferenciacao sexual (ZONNEVELD, 1974).

Essas observagoes gerais tem mostrado que a produ-
cao de cleistotecios & incerta e periodica. Algumas linha -
gens sao regularmente sexuais, enguanto outras produzem so-
mente conidios. Ainda outras dao a forma imperfeita atraves
de uma série de culturas e depois produzem cleistotécios a-
bundantes (JINKS, 1954; SMITH, 1957). Heranca extracromos-
somica ja foi detectada relacionada com a producgao de cleis-
totécios em Aspergillus. Transferéncias de determinantes ci-
toplasmaticos por heterocariose indicaram que as diferencas
ocorridas na producao de cleistotécios estavam sob um contro
le nao cromossOmico. MAHONEY e WILKIE (1958, 1962) relataram
segregacoes nao mendelianas de colOnias cleistoteciais e
acleistoteciais (alba) entre progénies sexuais de um numero
de linhagens homocarioticas de A. nidulans. Os resultados de
um cruzamento sexual indicaram que uma unica diferenca géni-
ca controla a proporcao de coloOnias cleistoteciais para al-
ba, recuperadas entre a progénie de ascosporos de uma linha

gem homocariotica.



CROFT (1966) descreve a segregacao de colonias
cleistoteciais e acleistoteciais entre progénies sexuais e
assexuais de um isolado de A. nidulans, sendo que a reversio
de um tipo de coldnia para o outro € baixa. Foi evidenciada
a existencia de um componente citoplasmatico envolvido na
heranca dos dois estados. Além do A. nidulans, o citoplasma
dos Ascomicetos ocupa um importante papel na determinacao do
fenotipo (JINKS, 1956, 1958), sendo inclusive possivel a eli

minacao do estagio sexual de A. glaucus por modificacdes ci-

toplasmaticas.
BARACHO (1968) e BARACHO, VENCOVSKY e AZEVEDO
(1970), analisando a producao de cleistotéecios por linhagens

isoladas e em cruzamentos, verificaram a existéncia de uma
variacao na producao dos mesmos, atribuindo como causa desta
variacao a presenca de fatores internos que se distribuem
ao acaso, ou seja, de fatores citoplasmaticos complementares,
que poderiam se dispersar durante o desenvolvimento do micé-
lio, impedindo a formacao de cleistotecios. Tambeéem atraves
de cruzamentos entre sete linhagens de A. nidulans, os auto-
res verificaram a existéncia de uma correlacao entre o diame
tro do cleistotécio e sua condicao hibrido e nao hibrido ,
sendo que o0s cleistotécios hibridos sao usualmente maiores

gue os nao hibridos, indicando um vigor heterocariotico.

BARACHO e AZEVEDO (1971) realizaram cruzamentos



dialelicos entre seis linhagens de A. nidulans, com a finali
dade de estabelecer valores da capacidade geral e especifica
de combinacao na quantidade de cleistotecios formados. Os re
sultados obtidos mostraram gque a variacao genética expres-—
sada pela quantidade de cleistotécios produzidos em diferen-
tes cruzamentos foi devida, nao somente a efeitos genicos
aditivos, mas também a efeitos dominantes e possivelmente epistaticos.
BARACHO e AZEVEDO (1977) realizaram um estudo
sobre o heterotalismo relativo, atraves de cruzamentos dia-
lélicos entre seis diferentes linhagens de Aspergillus nidu-
Lans, sendo que em cada cruzamento foram determinadas as pro
porcoes de cleistotecios hikridos. Os resultados mostraram
que O heterotalismo relativo nao & um fendmeno comum a todos
0os cruzamentos e que a tendéncia ao cruzamento cariogamico

preferencial pode ser geral ou especifica.

2.2. Fatores que influenciam na producao de cleistotecios

Existem uma série de fatores que influenciam na
producao de cleistotécios, ja constatados em estudos com As-
pergillus nidulans e outros fungos.

CLUTTERBUCK (1969), em estudos de mutantes que afe
tam o desenvolvimento do aparelho conidial, encontrou dois
tipos de mutantes defectivos na reproducao sexual: o tipo

~ - i . - . .
"stunted"” que nao forma celulas Hulle e cleistotecios e o ti



po "medusa”, que nao produz cleistotécios, embora tenha celu
las Halle normais.

HOUGHTON (1970) isolou vinte e quatro mutantes de
A. nidulans, que crescem mais lentamente gue oOs normais, com
glicose como unica fonte de carbono, e sao incapazes de uti-
lizar intermediarios do acido tricarboxilico. Esses mutantes
nao formaram cleistotécios apos prolongada incubacao sob con
dicdes de baixa tensao de oxigénio, embora pequenos aglomera
dos de células Hulle tenham sido produzidos.

MARTINELLI e CLUTTERBUCK (1971) realizaram um estu
do quantitativo de mutantes para conidiacao em A. nidulans
Um dos tipos de mutantes mostra uma mudanca de conidiacao pa
ra a producao de cleistotécios, que pode ser produzida expe-
rimentalmente em cultura schre agar, por restricao da suple-
mentacao de ar (PONTECORVO e col., 1953). O efeito da suple-
mentacao de ar tambéem foi verificado por AZEVEDO (1966) .
atraves do procedimento de vedar com fita celuldsica as pla-
cas de Petri, o que favorecia a producidao de cleistotécios
possivelmente devido a uma anaerobiose parcial.

HOUGHTON (1971) investigou sobre as causas do com-
portamento caracteristico de mutantes sgp (baixo crescimento
cleistotecial) de A. nidulanrns. Os mutantes foram originalmen

te isolados por sua incapacidade de crescer em fontes de car

bono nao fermentaveis (NAGAIL, YANAGISHIMA e NAGAI, 1961). Os



resultados das investigagdes indicam que os mutantes, embora
tendo a capacidade enzimatica para oxidar acidos do ciclo
tricarboxilico, sao severamente enfraquecidos em sua capaci-
dade de toma-los do meio de crescimento; como consequéncia ,
nao produzem cleistotéecios, e os conidios mostram reduzida
viabilidade.

BUTCHER, CROFT e GRINDLE (1972) realizaram uma ava
liacao da densidade cleistotecial e taxa de crescimento em
cinco isolados selvagens, pertencentes a cinco grupos de com
patibilidade, em vinte diferentes ambientes de laboratorio .
A correlacao encontrada entre os componentes de interacao
genotipo X ambiente e os componentes genéticos aditivos para
densidade cleistotecial puderam ser interpretados tomando
por base que os efeitos geneticos aditivos e estabilidade es
tao sob um controle genético comum, ou, pelo menos, que exis
te uma associacao de gens para essas duas facetas do fenoti-
po.

O a-1,3 - glucano tem sido mostrado como um consti
tuinte estavel das paredes de hifas, sendo o mesmo degradado
quando cessa o crescimento vegetativo. Por uma série de pro-
cessos, ZONNEVELD (1972 b, 1974) demonstrou uma correlacao
entre o conteudo de a-1,3 - glucano e o numero de cleistote-
cios formados. Com base nestes dados, ele sugeriu que oa-1,3-

- glucano serve como fonte de carbono endogena para a dife -



renciacao sexual. Com a formacao de quantidade suficiente de
a-1,3 - glucano, e quando a glicose é exaurida, o fungo sin-
tetiza a enzima a-1,3 - glucanase, que degrada o a-1,3 - glu
cano, suplementando assim a fonte de carbono e energia neces
saria para a frutificacao (ZONNEVELD, 1971, 1972a, 1972b).

ZONNEVELD (1972b, 1974) também descreveu uma muta -
cao denominada meZOBz, originalmente isolada por MARTINELLI
e BAINBRIDGE (1974), que afeta diretamente a sintese de
a-1,3 - glucano e, consequentemente, determina a auséncia
de cleistotécios.

ZONNEVELD (1973) utilizando um analogo da glicose,
a 2-deoxiglicose (2-DG) como fonte de carbono, verificou que
o mesmo influencia primariamente a sintese de a-1,3 - gluca-
no, e a inibigao de a-1,3 - glucanase &€ ou o efeito secunda-
rio ou uma consequéncia de um disturbio do metabolismo celu-
lar. O desenvolvimento de cleistotécios foi completamente
bloqueado por adicao de mais 40mg de 2-DG; com 30mg, somente
aglomerados de células H&lle foram formados e com 10-20mg/
/placa, formaram-se cleistotecios maduros, mas em uma taxa
menor do que em placas sem 2-DG. Os resultados indicaram que
ambos, a-1,3 - glucano e a-1,3 - glucanase sdo indispensa -
vels para a frutificacao em Aspergzllus.

ZONNEVELD (1974) utilizou nove mutantes de A. nidu

lans, que se diferenciavam pela producao de cleistotecios ,
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quando as linhagens cresciam em meios com diferentes niveis
de glicose e de nitrato. O meio padrao usado consistia de 3%
de glicose e 0,6% de nitrato para comparagdes com os resulta
dos anteriores (ZONNEVELD, 1972 a, 1972 b e 1973)
Quando as quantidades de glicose foram aumentadas e as de ni
trato reduzidas, maior quantidade de 0-1,3.- glucano foi pro
duzida, e, consequentemente, ocorreu formacao de cleistote -
cios. Com quantidades de «licose reduzidas, pouca guantidade
de a-1,3 - glucano foi enccntrada e nao houve formacao de
cleistotecios.

Os efeitos de deficiéncia de manganés tem sido
investigados em um grande numero de sistemas bacterianos e
de fungos (WEINBERG, 1964).

BARNETT e LILLY {1966) verificaram a necessidade
para manganés em um certo numero de fungos, incluindo WNeocos
mospora vasinfecta, que depende de grandes quantidades dessa
substancia para sua frutificacao. Em Adspergillus oryzae, a
deficiencia em manganés impede a esporulacao assexual
(HOFMANN, SCHECK e SAFFERT, 1950).

ZONNEVELD (1975 a}, durante um estudo do papel
dos elementos tracos no crescimento e diferenciacao de 4. ng
dulans notou que, embora o manganés nao altere a taxa de
crescimento significativamente, sua deficiéncia impede com -

pletamente o desenvolvimento de cleistotécios. Ocorre um
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grande aumento no conteudo de a-1,3 - glucano com O aumento
das quantidades de manganés. Foi demonstrado tambem,  que a
diminuicao da atividade de fosfoglucomutase pode ser relacio
nada com a baixa sintese de «@-1,3 - glucano;, e como conse -

quéncia acarretar a auséncia de cleistoteécios (ZONNEVELD

I

1975 b).

Em Neurospora crassa foram isolados mutantes, nos
quais nao ocorre a maturacao dos peritécios (JOHNSON, 1976).
Esse tipo de mutante, quando cruzado com seus parentais, so-
fre bloqueio em seu desenvolvimento sexual. Eventos tais co-
mo acumulacao de melanina, producao de hifas salientes na
parede peritecial externa e formacao de esporos podem também
ser bloqueados por essas mutacoes, em algum ponto do desen -
volvimento peritecial. Esses resultados, também encontrados
por JOHNSON (1978) sugerem que esses eventos sao altamente
integrados e regulados no desenvolvimento peritecial normal.

POLACHECK e ROSENBERG (1977) descreveram os efei -
tos de uma mutacao meZOB2 em A. nidulans, originalmente iso-

lada por MARTINELLI e BAINBRIDGE (1974), que altera a compo-

sicao da parede de A. nidulans, levando a perda da sintese
de melanina. Alem disso, essas linhagens nao produziram
a-1,3 - glucano, e, em consequéncia, ndo formaram cleistote-

cios. Foi encontrada uma correlacao positiva entre o conteu-

do de a-1,3 - glucano das hifas e a producao de melanina e
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cleistotecios,sendo que a sintese de glucanos poderia ser al
vo primario da mutacgao e a auséncia de glucano poderia resul
tar em auséncia de melanina e cleistotécios. Esses resulta -
dos estao ligados ao estudos da funcao de a-1,3 - glucano
(ZONNEVELD, 1972 b, 1974), que por uma variedade de conside-
ragdes tem demonstrado uma correlacgao entre o conteudo de
a=-1,3 -= glucano e o numero de cleistotécios formados em con-
dicoes de esgotamento de nutrientes.

SAXENA e SINHA (1977) estudaram os efeitos de aera
cao e concentracao de glicose em cultura submersa para inves
tigar sua influéncia na frequéncia de cleistotecios. Como a
glicose e a melhor fonte de carbono para o crescimento de 4.
nitdulans (MARTINELLI, 1976), as culturas foram crescidas em
varias concentracoes de glicose. A diferenciacao sexual foi
gradualmente diminuida com o aumento da concentracao de gli-
cose.

DE LANGE e GRIFFITHS (1980) detectaram tres clas-
ses de mutantes em leurospora crassa: mutantes com bloqueio
no desenvolvimento peritecial, mutantes com producao de peri
técios normais, mas formacao de ascos defectiva e mutantes
com peritécios alterados, mas fertilidade aparentemente inal
terada.

Em todos os mutantes isolados, previamente altera-

dos no desenvolvimento de peritécios (WEIJER e VIGFUSSEN

4
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1972; VIGFUSSEN e WEIJER, 1972; MYLK e THRELKELD, 1974 ;
JOHNSON, 1978; GRIFFTHS e DE LANGE, 1978) o fenotipo normal
foi expressado quando somente um dos parentais em um cruza -
mento sexual foil mutante.

KURTZ e CHAMPE (1981) identificaram, através de es
tudos, uma lacase associada com a formacao de ceélulas HGlle
e parede cleistotecial (lacase II). Os autores descrevem uma
classe de mutantes {(yB) incapazes de completar o desenvolvi-
mento sexual, sendo que sado produzidas células HGlle em abun
dancia, mas nao ha formacao de cleistotécios. O fato do repa
ro desses defeitos ser feito pela adicao de cobre sugere que
a deficiéencia em cobre impede a sintese da enzima. LAW e
TIMBERLAKE (1980) sugerem que a enzima ndo €& sintetizada sob
condigOes de deficiéncia de cobre ou que ela é rapidamente
degradada. Uma correlacao similar entre a morfogénese sexual
e a atividade da fenoloxidase tem sido mostrada para O asco-

miceto Podospora anserina (ESSER, 1968; ESSER e MINUTH

14

1970) .

n

Estudos, quanto ao papel das células Hulle no de -
senvolvimento dos corpos de frutificagao, sugerem que, pelo
fato delas serem lacase positivas, a semelhanca dos primor-
dios cleistoteciais, elas possam tomar um papel mais direto
na morfogenese cleistotecial. Sabe-se que as celulas H&lle

11"

nao obtém sua lacase dos primordios, pois células Hulle de
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certas linhagens mutantes que nao produzem cleistotécios sao
lacase positivas, evidenciando a possibilidade de que o
transporte enzimatico seja das células HGlle para o primor-
dio (HERMANN, KURTZ e CHAMPE, 1983).

SERLUPI-CRESCENZI, KURTZ e CHAMPE (1983) realiza -
ram um estudo com o mutante arg B12, demonstrando a importan
cia da arginina para esporulacao sexual e assexual de A. nz-
dulans. Fol observado que a esterilidade sexual para arg B12
nao € corrigida significativamente por concentracgdes interme
diarias de arginina, sugerindo que a esterilidade nao e devi
da a uma deficiéncia para arginina somente, mas sim por algu
ma perturbacgao metabolica.

KURTZ, CHANG e CHAMPE (1984) obtiveram a partir de
um mutante yB35, uma serie de revertentes, alterados ao ni-
vel de conidiacao, numero de cleistotécios, ou ambos. Os re-
vertentes aparecem por mutagdes supressoras, sendo que algu-

mas linhagens que produzem grande quantidade de cleistote-

15

cios, possuem dez vezes menos ascosporos do que as linhagens’

yB.

2.3. Viabilidade de AscoOsporos

A literatura sobre a viabilidade de ascoOsporos em

A. nidulans & escassa, sendo que a maioria dos estudos tem

sido feitos com Neurospora crassa.



MAHONEY e WILKIE (1962) analisaram a viabilidade
de conidiosporos e ascosporos de quatro linhagens selvagens
de 4. nidulans, sendo que a mesma ficou em torno de 85% a
100%.

Em Neurospora, o desenvolvimento de ascos & inicia
do apOs a fase prée-meiotica S e cariogamia (IYENGAR e col. ,
1977) . Portanto, mutantes gque nao produzem ascos, ou produ-
zem ascos defectivos, podem ter um defeito meiotico. Tal com
portamento tem sido detectado entre mutantes defectivos no
reparo do DNA, como wuvs-3 e uvs-6 (SCHROEDER, 1975) e mei-3
(NEWMEYER, SCHROEDER e GALEAZZI, 1978).

BEADLE e CONRADT (1944), estudando as relagdes nu-
cleares entre linhagens selvagens e linhagens mutantes nota-
ram resultados satisfatorios com relacao a viabilidade de as
cOosporos em todas as combinacbOes ensaiadas, exceto aquelas
envolvendo deficientes em acido nicotinico. Esse mutante mos
trou viabilidade de ascOsporos bem reduzida.

A falha de maturacao de ascOsporos em Neurospora
pode ser causada pela auséncia de alguma parte do cromossomo
haploide complementar, como devido a rearranjos cromossomi -
cos, ou nao disjuncao, ou pela presencga de esporos "killer”
(PERKINS e BARRY, 1977).

DE LANGE e GRIFFITHS (1980) detectaram um novo ti-

po de mutante, o ase (DL-711), o qual aparentemente nao afe-
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ta o cromossomo haploide complementar, causando o aborto de
todos os ascOsporos em um certo numero de ascos, sem afetar
Os ascos remanescentes.

O aborto de ascosporos do mutante recessivo asc
(DL-711) nao foi aparentemente devido a aneuploidia dos as-
cosporos inviaveis, mas preferentemente a um tipo desconheci
do de inviabilidade de todos os ascOosporos, em uma certa pro
porgao de ascos. O alto grau de variagao na expressao desse
mutante pode ser explicado se existe uma quantidade limiar
de uma determinada substancia dentro de cada asco, necessaria

para a maturacao dos ascOsporos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Linhagens Utilizadas

A maioria das linhagens utilizadas neste trabalho

sdo originarias dos estoques do Departamento de Genética da

Universidade de Glasgow, EscoOcia, mantidas no Departamento
de Genetica da Universidade de Sheffield, Inglaterra, sendo
que as duas linhagens restantes sao variantes deteriorados

isolados por AZEVEDO e ROPER (1970). Essas linhagens e seus
marcadores genéticos sao mostrados na Tabela 1 e os simbolos
dos genes mutantes e os respectivos fenotipos que eles deter
minam estao na Tabela 2. Na Figura 1 estao representados os
grupos de ligacgao de Aspergillus nidulans com os marcadores
geneticos utilizados, de acordo com CLUTTERBUCK (1974).

A denominacao das linhagens que vem entre parénte-
ses, foi dada por noOs, para facilitar a exposicao. Estas 1li-
nhagens foram escolhidas com base em seus fenotipos, uma vez
que elas apresentam caracteristicas visuais que permitem dis
tinguir umas das outras em cruzamentos, alem de diferirem em

seus requerimentos nutricionais, exceto as linhagens A e G.
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centromeros estao representados por oO.

GRUPO DE
- -
LIGACRO MARCADORES GENETICOS
I SuA]ad520 ané, ) ; pabaA6 yAg adE20 biAl
1 ! - ! ! ! !
I1 Actl wA3 )
. I , o
IIT gala, i
- =
IV meth GZ ) pyroA4
! 3 !
v lysAb fac A303
! b 1
VI sB; )
- =
VII niebg
!
VITI A cha AJ ribo B2
- ! !
FIGURA 1 - Marcadores genceticos de 4. nidulans utilizados. Os

As distan -

cias no mapa nao se encontram em escala.
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TABELA 1- Linhagens e variantes utilizadas nesses trabalho

com o0s seus respectivos marcadores genéticos e sua

origem.
VARIANTES DETERIORADOS GENOTIPO ORIGEM
V; (linhagem A) pro A, paba Ay v AZEVEDO E ROPER (1970)
V, (linhagem B) pyro A, v, AZEVEDO E ROPER (1970)
LINHAGENS
and, biA] (linhagem C) an4, bid, PONTECORVO e col. (1953)
biAz; methGZ (linha- biﬂl; methGZ PONTECORVO e col. (1953)
gem D)
"Master Strain E" yAgsuA]adE20;wA3; MC CULLY E FORBES (1965)
(4SE) (linhagem E) gaZA]; pPyroa ;
faczigc)g;ng;
nicBS; ribo 82
"118" (linhagem F) s adw; y,ad,; BAINBRIDGE (1966)
pabaz; Acrl; lyshb;
cha AJ
pro A, paba A yh, pro/, paba Asyd, PONTECORVO e col. (1953)

(linhagem G)
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TABELA 2 - Marcadores gencticos e fenotipos das marcas utili

SIMBOLO

Acrl

cha A

facA303

gal A

Resisténcia a acriflavina

Requisito para adenina

Requisito para aneurina

Requisito para a biotina

Conidios de coloracao chartreuse

Incapacidade de crescer em meio

cuja unica fonte de carbono & o

acetato

Incapacidade de crescer em meio

cuja unica fonte de carbono e a

galactose
Requisito
Requisito
Requisito
Requisito
Requisito
Requisito
Requisito
Requisito

Supressor

para

para

para

para

para

para

para

para

lisina

metionina

acido nicotinico
acido p-aminobenzdico
prolina

pirodoxina
riboflavina

tiossulfato

da mutacgao adE2O

Conidios de coloracao amarela

Conidios de coloracao branca
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3.2. Meios de Cultura e Solucdoes

3.2.

Meio Minimo (MM) (PONTECORVO e col. 1993)

NaNO3 .............................. 6,0g
RH PO e e et e 1,5g
KCl . it i i i i i ittt it i 0,5g
MgSO47H20 .......................... 0,59
FeSO4 .............................. 0,01g
ZnSO4 .............................. 0,01g
L I o = 10,09
e - T . 15,09
Agua destilada.....ieeeeeenneennnn 1000m1l

pH ajustado para 6,0 com NaOH 10%

Meio Completo (MC) (PONTECORVO e col. 1953, modi-

ficado por AZEVEDO e COSTA, 1973)

Adicionou-se ao meio minimo

|22 o R o) o 1= 2,0g
Caselna hidrolizada........eeeeen.. 1,59
Extrato de levedura.......coovve... 0,5q
Solucao de vitaminas.....eeeeeenenn.. 1,0ml

pH ajustado para 6,0 com NaOH 10%
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3.2.3. Meio minimo liquido mais 2% de meio completo

(MM + 2% MC)

Ao meio minimo liquido (item 3.2.1., sem o agar )
foi adicionado 2% de meio completo liquido. A solugdo resul-

tante foi distribuida 2,5ml por tubo de ensaio.

3.2.4. Meio minimo s0lido mais 10% de meio completo

(MM + 10% MC)

Ao meio minimo (item 3.2.1.) foi adicionado 10%
de meio completo liquido. A solucgao resultante foi acrescen-

tado agar, e a mesma foi autoclavada.

3.2.5. Meio de acetato de amonia (APIRION, 1962)

CHyCOONH -« vt e aeeae e eeeeaeaeenns 12,0g
L O R 3,09
A= L . 2,09
Mg SO4 7H20 ........................ 0,5g
F@ S0 v vnvsensnnnnnaneanananaens 0,01g
ZN SO et 06,01g
N e = B . 15,09
Agua destilada....eeeeeeeeineennnnn 1000m1

pH ajustado para 6,0 com NaOH 10%



3.2.6. Meio minimo de Galactose.

O preparo € idéntico ao meio minimo (item 3.2.1.),

apenas substituindo a glicose por galactose, como fonte de

carbono.

3.2.7. Suplementos adicionados ao meio minimo (MM)

Preparou-se o estoque de suplementos, adicionando
-se cada um deles em agua destilada esterilizada. As solu-
¢Oes foram aquecidas em banho-maria por 15 min. e conserva-

das no refrigerador a 4°¢.

SUBSTANCIA SOLUCAO ESTOQUE CONCENTRACAO FINAL
100 ml DE AGUA NO MEIO DE CULTURA

- Adenina 500,0 mg 25,00 pg/ml

- Acido nicotinico 10,0 mg 0,50 ug/ml

- Acido p-aminoben

zOico 5,0 mg 0,25 ug/ml
- Biotina 4,0 mg 0,20 ug/ml
- Metionina 1,0 g 50,00 ug/ml
- Piridoxina 5,0 mg 0,25 pg/ml
- Prolina 1,0 g 50,00 pg/ml
- Riboflavina 10,0 mg 0,50 ug/ml

- Tiossulfato de

sédio 2,0 g 100,00 pg/ml
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3.2.8. Solucao de vitaminas

— Acido nicotinicCo. ... ii i nennnn. 100,0 mg
- Acido p-aminobenzoicCO.......veeueaen.. 10,0 mg
— Bilotina ...ttt it it e 0,2 mg
— PiridoXina..cieee e ettt enenn 50,0 mg
— Riboflavina.....ee it ittt ineenens 100,0 mg
- Tlamina.....eiiiiiiiiiiinnnnnnneenns 50,0 mg
— Agua destilada esterilizada......... 100,0 ml

A solucao foi guardada em frasco escuro no refri-
gerador a 4OC, depois de ter sido aquecida em banho-maria por

15 minutos, sob clorofdrmio.

3.2.9. Solucgao salina 0,85%.

Foram dissolvidos 8,5 g de cloreto de sodio em
1000 ml de agua destilada. Distribuiu-se 9 ml da solucdo em
frascos, autoclavou-se a solucao e os frascos foram conserva

dos a temperatura ambiente.

3.2.10. Solucao de Tween "80" (0,1% - V/V).

Preparou-se uma solucao de 0,1 ml de tween "80"
em 100 ml de agua destilada. A solucao foi distribuida em tu
bos de ensaio (2,5 ml cada frasco), autoclavou-se e os fras-

cos foram conservados a temperatura ambiente.
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3.3. Esterilizacao e Incubacao.

Os meios de cultura e as solugOes foram sempre es-—
terilizados em autoclave por 15 minutos, a uma atmosfera de
pressao, com excecgao das solugdes nas quais se utilizou agua
destilada esterilizada. Os meios e as solugOes foram estoca-
dos em temperatura ambiente, com excecao daqueles que estao
assinalados e que foram estocados no refrigerador a 4°c.

A temperatura de incubacgao foi de 37°cC.

3.4. Metodos

Os métodos gerais foram aqueles usados por

PONTECORVO e col. (1953).

3.4.1. Obtencao de cleistotecios autofecundados

Este metodo foi utilizado para verificar uma pos-
sivel influéncia do meio na producao de cleistotécios por es
sas linhagens. Para verificar a influéncia do meio sobre e}
comportamento das linhagens quanto a formagao ou nao de cor-
pos de frutificacgao, inoculou-se as linhagens, com auxilio
da alga de platina em quatro pontos em placas de Petri con -
tendo MM solido, MM + 10% MC solido e MC solido.

As placas foram vedadas com fita celulosica, colo-

- o) - . .
cadas em estufa a 37°C e observadas apos dez, quinze e trin-
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ta dias de incubacao.

3.4.2. Obtencao de cleistotécios a partir de cruzamentos:

analise genéetica.

Foram feitos cruzamentos entre as sete linhagens ,
em todas as combinacgdes possiveis num total de vinte cruza -
mentos, sendo analisados doze cleistotécios de cada cruzamen
to. Um dos cruzamentos nao foi realizado, uma vez que OS re-—
quisitos nutricionais das duas linhagens eram idénticos (li-
nhagem A x linhagem G).

Os cruzamentos foram feitos com fundamento no feno
meno da heterocariose que ocorre em 4. nidulans (PONTECORVO
e col., 1953). A formacao de heterocarios balanceados foi
possivel, visto que as linhagens usadas no presente trabalho
tem requisitos nutricionais diferentes, com excecgao de um
dos cruzamentos (linhagem A x linhagem G), onde os requisi -
tos nutricionais sao idénticos. Para a obtencao dos heteroca
rios, numero aproximadamente igual de conidios (cerca de 106
conidios/linhagem) de duas linhagens complementares foram co
locados em tubos de ensaio, contendo 2,5 ml de MM + 2% MC, o
que permitiu a germinacao inicial dos esporos.

Apds setenta e duas horas de incubacdo a 37°C for-
mou-se uma pelicula, a qual foi transferida para MM solido

Essa pelicula foi dividida entre os quadrantes da placa, a



fim de se formarem os setores heterocarioticos. Em seguida
as placas foram vedadas e incubadas a 37°C. No caso do cruza
mento entre linhagem C x linhagem D, com requisito para um
fator comum, ou seja a biotina, foi usada esta Substénciatﬁg
to adicionada ao MM + 2% MC liguido, como ao MM solido.

Os heterocarios produzidos de acordo com a técnica
ja descrita, foram mantidos em placas com MM, vedadas com fi

ta celulosica, em estufa incubadora a 37°C por um periodo de

dez dias.

3.4.3. Medidas do diametro dos cleistotécios, numero de

ascOsporos e sua viabilidade.

3.4.3.1. Diametro

ApOs o periodo de incubacao (dez dias), doze cleis
totécios de cada cruzamento, escolhidos ao acaso foram trans
feridos para placas de Petri contendo agar 3% e, em seguida
rolados na superficie do agar para retirar hifas, células

" . _
Hulle e conidios aderentes. Os cleistotecios foram transferi

dos para uma lamina esterilizada contendo agar 3%, medidos

em microscopio AVS.JENA modelo NJ com ocular micrométrica.

3.4.3.2. Numero de ascOsSporos

Depois de feita a medida do diametro dos cleistote
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cios, os mesmos foram transferidos individualmente para tu -
bos de ensaio contendo tween "80" e com auxilio de alcga de
platina esmagados contra a parede do tubo e, em seguida, sus
pendidos em solucao. A estimativa por mililitro do numero de

ascosporos de cada cleistotécio foi feita em hematimetro.

3.4.3.3. Viabilidade

ApOs a estimativa do numero de ascosporos por mili
litro em cada cleistotécio, foram feitas diluigdes apropria-
das e 0,1 ml de cada suspensao foram espalhados em placas
contendo MC sdlido e incubadas a 37°C por setenta e duas ho-
ras. Terminado o periodo de incubagao, as coldnias foram con
tadas e baseando-se na diluicao feita e volume semeado foi
feita uma estimativa da viabilidade dos ascOsporos, bem como
a classificacao das colonias de acordo com sua origem hibri-
da ou nao hibrida. Em cruzamentos em que nao foi possivel dis
tinguir morfologicamente as linhagens, utilizou-se placas
contendo meio minimo suplementado com os requisitos nutricio

nais envolvidos no cruzamento.

3.4.3.4. Analises estatisticas

As analises estatisticas foram feitas em microcom-

putador HP-85 da Hewlett Packard, utilizando o General Pack

Statistics.
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A fim de se verificar se existem diferencas entre
os diametros dos cleistotccios produzidos por linhagens indi
viduais e através de cruzamentos fez-se a analise da varian-
cia.

Para se verificar a existéencia de correlacdao entre
o diametro do cleistotécio e numero de ascoOsporos e entre
didmetro do cleistotécio e numero de ascoOsporos viaveis, foi
feita uma analise de regressdao linear, sendo que os cleisto-
técios gémeos foram incluidos na analise dos hibridos.

Para a analise da variancia foi utilizado o teste F, segundo

SNEDECOR e COCHRAN (1972).

25 — —_—
Fteste = 257X s2x - L (X -2
(£S?)/K K-
Onde: n = numero de elementos de cada tratamento.

media de cada amostra
nunero de tratamentos (amostras)
= variancia das amostras

2

0 =X
1

S? x = quadrado médio de tratamentos

Para a analise da correlacao foi feito o calculo de r de Pear

son (SNEDECOR e COCHRAN, 1972}.

- NI XY -1 X3IY

\INZ x? = (£x)?] [NZy? - (Ty)?

t teste = r

Yi-rz) / (n - 2)

Orde: N = nurero de pares utilizados
x = variavel independente
y = variavel dependente
r = coeficiente de correlagad



4. RESULTADOS

4.1. Producao de cleistotécios em MM, MM 4+ 10% MC e MC a

partir de linhagens individuais.

A Tabela 3 apresenta os dados referentes a produ -
cdo de cleistotécios das sete linhagens individuais em trés
meios de cultura. Para a verificacao da producgao de cleisto-
técios foram feitos +trxés c¢cnsaios, sendo efetuadas leitu -
ras e analise dos cleistotécios produzidos com dez, guinze
e trinta dias apOs a incubacao das placas.

Pelos dados da tabela, observa-se gue nao houve
producao de cleistotécios em MM, uma vez que todas as linha-
gens apresentam crescimento residual, devido a possuirem mar
cas auxotroficas. Em MM + 10% MC, quatro das sete linhagens
produziram cleistotecios. Em MC, apenas duas linhagens conti

nuaram nao produzindo cleistotécios.



4.2. Diametro dos cleistotécios, numero e viabilidade de as

cOsporos obtidos a partir de linhagens individuais.

Dos cleistotécios produzidos pelas linhagens indi-
cadas na Tabela 3, doze cleistotéecios de cada linhagem foram
analisados, sendo feita a medida de seus diametros bem como
uma estimativa do numero de ascoOsporos e de sua viabilidade.

As Tabelas de 4 a 8 apresentam dados referentes ao
tamanho, numero de ascosporcs e viabilidade de ascosporos

por cleistotécio, bem como seus valores medios.

4.3. Diametro dos clecistotCcios, numero ¢ viabilidade de as

cOsporos obtidos através de cruzamentos entre as linha

gens.

Dos vinte cruzamentos realizados, foram analisados
doze cleistotécios de cada cruzamento num total de duzentos
e quarenta cleistotécios, sendo feita a medida de seus diame
tros, uma estimativa do numero de ascOsporos e der sua viabi-
lidade. A finalidade desta analise foi constatar a existén -
cia de uma correlacgao entre o diametro do cleistotecio e nu-
mero de ascOsporos e entre diametro do cleistotécio e viabi-
lidade dos ascOsporos.

Os resultados dos vinte cruzamentos relativos a

didmetrodos cleistotécios, numero de ascOsporos e viabilida-
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de, bem como seus valores medios sdo apresentados nas Tabe -
las de numero 9 a 28.

As analises estatisticas de todos os cruzamentos
estao sumarizadas na Tabela 29, compreendendo analise da va-
riancia do diametro, numero de ascdsporos e numero de ascoOs-
poros viaveis em cleistotécios hibridos e nao hibridos e ana
lise de regressao linear para a verificacao do indice de cor
relacao entre o diametro cleistotecial e numero de ascOspo -
ros, entre diametro cleistotecial e viabilidade de ascOspo-
ros.

A Tabela 30 aprescnta uma sintese dos resultados
gerais dos cruzamentos com relagao ao numero de cleistote -
cios hibridos e nao hibridos, e nas Figuras 2a e 2b estao re
presentadas as frequéncias dos cleistotécios hibridos e néo
hibridos em forma de histograma.

Nas Figuras 3 a 6 estao representados graficamente
os dados obtidos a partir das equacdoes de regressao linear
para os numeros totais de cleistotécios hibridos
e ndo hibridos obtidos nos vinte cruzamentos, representando
o diametro dos cleistotécios e os numeros de ascoOsporos; dia

metro dos cleistotécios e nimero de ascoOsporos viaveis.
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TABELA 3 - Producao de cleistotécios em MM, MM + 10% MC e em
MC.
MEIOS DE
INCUBACRKO LINHAGENS

CULTURA (DIAS) A B C D I G
MM 10 - ~ - - - -

MM + 10% MC 10 - - - - - -
MC 10 - - + - + +
MM 15 - - - — - -

MM + 10% MC 15 - - + - + .
MC 15 - - + - + +
MM 30 -~ - - - - -

MM + 10% MC 30 - - + - + +
MC 30 - - + + + +

OBS.: + producao de cleistctecios

nao producao de clcistotéecios

..



TABELA 4 - Diametro de cleistotécios, nUmero e viabilidade

de ascosporos obtidos a partir da linhaeem C.

w
(O]

CLEISTOTECIO DIAMETRO N@ DE VIABILIDADE
NQ (1) ASCOSPOROS N@ DE ASCOSPO
ROS VIAVEIS %
01 130 1,5 x 105 6,0 x 103 4,0
02 120 0,8 x 10° 2,2 x 104 27,5
03 120 1,2 x 10° 5,0 x 10% 41,6
5 3
04 105 1,0 x 10 6,3 x 10 6,3
5 4
05 105 1,5 x 10 2,0 x 10 13,3
. 5 3
06 105 1,0 x 10 9,7 x 10 9,7
07 105 0,8 x 105 6,2 X 103 7,7
08 100 1,0 x 10° 1,1 x 104 11,0
5 4
09 90 0,5 x 10 1,2 x 10 24,0
5 3
10 90 0,4 x 10 4,4 x 10 11,0
5 3
11 75 0,5 x 10 3,3 x 10 6,6
. 5 3
12 60 0,5 x 10 9,5 x 10 19,0
NQ de cleistotécios = 12
Diametro medio dos cleistotecios {u) = 100,4
N¢ médio de ascoOsporos/cleistotécios = 0,9 x 10°

- . - . - . . - . 4
N?e medio de ascosporos viaveis/cleistotecios = 1,3 x 10



TABELA 5 - Diametro de cleistoteécios,

de ascosporos obtidos a partir da linhagem D.

namero e

viabilidade

36

CLEISTOTECTO DIAMETRO No DE VIABILIDADE
No DE ASCOSPO
NQ (u) ASCOSPOROS %
ROS VIAVEIS
5 4
01 204 1,0 x 10 1,9 x 10 19,0
02 200 1,2 x 10° 1,3 x 10° 10,8
03 187 0,5 x 10° 1,3 x 10° 26,0
04 165 1,0 x 10° 1,8 x 10% 18,0
05 165 0,8 x 10° 9,8 x 10° 12,2
06 154 1,5 x 10° 2,0 x 104 13,3
3
07 138 1,0 x 10° 9,0 x 10 9,0
08 98 0,8 x 10° 8,0 x 10° 10,0
09 98 0,8 x 10° 8,1 x 10° 10, 1
10 93 1,0 x 10° 1,2 x 10° 12,0
11 90 0,4 x 10° 9,3 x 10° 23,2
5 3
12 82 0,8 x 10 8,8 x 10 11,0
N® de cleistotécios = 12
Diametro médio dos cleistotécios (u) = 139,5
NQ médio de ascOsporos/cleistotécios = 0,9 x 105

N?® medio de ascbOsporos viaveis/cleistotécios = 1,2 x 104



TABELA 6 - Diametro de cleistotécios, numero e

de ascoOsporos obtidos & partir da linhagem E.

viabilidade

CLEISTOTECIO DIAMETRO NQ DE VIABILIDADE
N© DE ASCOSPO 3
NQ (1) ASCOSPOROS
ROS VIAVEIS
5 3
01 390 1,0 x 10 6,0 x 10 6,0
02 375 2,0 x 10° 7,5 x 10° 3,7
03 315 0,5 x 10° 5,0 x 10° 10,0
5 2
04 300 05, x 10 9,2 x 10 1.8
05 225 1,3 x 10° 7,4 x 10° 5,7
06 218 1,5 x 10° 5.7 x 10° 3,8
07 218 0,8 x 10° 3,3 x 10° 4,1
5 3
08 200 1,0 x 10 8,3 x 10 8,3
09 198 0,4 x 10° 3,5 x 10° 8,8
10 198 0,8 x 10° 4,2 x 10° 5.3
11 192 1,0 x 10° 7,3 x 10° 7,3
5 3
12 192 1,2 % 10 8,0 x 10 6,6
N9 de cleistotecios = 12
Diametro médio dos cleistotecios (u) = 251,7
N© médio de ascoOsporos/cleistoteécios = 1,0 x 10°

NQ medio de ascoOsporos viaveis/cleistotéecio = 5,6 x 10

3



TABELA 7 - Diametro de cleistotécios, numero e viabilidade

de ascoOsporos obtidos a partir da linhagem F.

CLEISTOTECIO DIAMETRO NQ DE VIABILIDADE
No DE ASCOSPO %
N©Q () ASCOSPOROS
ROS VIAVEIS
5 4
01 208 1,5 x 10 1,4 x 10 9,3
02 200 2,5 x 10° 2,2 x 10° 8,8
03 200 1,2 x 10° 3,0 x 10° 2,5
04 198 0,8 x 10° 6,0 x 10° 7,5
05 152 1,0 x 10° 1,1 x 10° 11,0
06 138 0,4 x 10° 1,0 x 10° 25,0
07 122 1,0 x 10° 4,0 x 10° 4,0
5 4
08 112 1,5 x 10 1,0 x 10 6,6
5 4
09 100 1.0 x 10 1,0 x 10 10,0
10 100 0,8 x 10° 1,0 x 104 12,5
11 98 0,8 x 10° 3,0 x 10° 3,7
12 70 0,4 x 10° 3,5 x 10° 8,7
NQ de cleistotécios = 12
Didmetro médio dos cleistotecios (p) = 141,5
N© médio de ascoOsporos/cleistotecio = 1,0 x 105

NQ médio de ascOsporos viaveis/cleistotécio = 9,0 x 10°



TABELA 8 - Diametro de cleistoteéecios, numero e

de ascoOsporos obtidos a partir da linhagem G.

viabilidade

CLEISTOTECIO

DIAMETRO N@ DE VIABILIDADE
No DE ASCOSPO
N©O (1) ASCOSPOROS
ROS VIAVEIS 2
01 480 2,5 x 10° 1,1 x 10° 0,4
02 270 0,5 x 10° 3,2 x 10° 6,4
03 255 1,0 x 10° 1,0 x 10° 10,0
04 240 1,2 x 10° 2,1 x 102 0,2
05 240 1,0 x 10° 1,3 x 10° 13,0
06 195 2,3 x 10° 2.2 x 10° 9,6
07 195 1,6 x 10° 1,0 x 10° 6,2
5 3
08 180 0,8 x 10 3,6 x 10 4,5
09 175 0,4 x 10° 3,0 x 10° 7.5
10 100 1,2 x 10° 6,4 x 10° 5,3
11 100 1,0 x 10° 1,3 x 10° 1,3
12 98 1,0 x 10° 2,4 x 10° 2,4
NQ de cleistotéecios =
Diametro medio dos cleistotecios (u) = 210,6
NQ medio de ascosporos/cleistotecio = 1,2 x 105

N9 medio de ascOsporos viaveis/cleistotéecio = 6,3 x 103
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TABELA 9 — Diametro dos cleistotécios, nuUmero e viabilidade
dos ascoOsporos originados a partir do cruzamento
linhagem A x linhagem B.

CLEISTOTECIO CONDIGAO HI-~ DIAMETRO N9 DE VIABILIDADE

NQ BRIDA (H) OU (1) ASQOSPOROS N9 DE ASCOSPD %
NAO HIBRIDA ROS VIAVEIS
(NH)
5 3
01 H 191 1,2 x 10 3,8 x 10 3,1
02 H 191 1,2 x 10° 3,0 x 10° 2,4
3 3
03 H 187 1,2 x 10 1,2 x 10 3,0
5 3
04 H 142 0,8 x 10 1,7 x 10 2,1
05 H 137 1,2 x 10° 5,9 x 10° 5,0
5 2
06 H 98 0,8 x 10 6,1 x 10 1,0
5 3
07 H 83 0,8 x 10 1,1 x 10 1,3
5
08 - 80 0,8 x 10 0 0
5 2
09 H 75 0,4 x 10 5,8 x 10 1,4
j g
10 H 75 0,4 x 10° 4,4 x 10° 1,1
11 - 60 0,4 x 10° 0 0
5 2
12 H 60 0,4 x 10 2,7 x 10 0,6

NQ de cleistotecios: H=10, NH=0, TOTAL = 10

Diametro médio dos cleistotécios: H=137,9, NH=.., TOTAL = 137,9

NQ médio de ascoOsporos/cleistotecio: H=0,88 x 10

N? médio ee ascOsporos viaveis/cleistotécio: H=1,5 x 10

5

, NH=0, TOTAL = 0,88 x 10

3

5

, NH=0, TOTAL = 1,5 x 10

3



41

TABELA 10 - Diametro dos cleistotéecios, nimero e viabilidade

dos ascOsporos originados a partir do cruzamento

linhagem A x linhagem C.

CLEISTOTECIO CONDICRO HI- DIAMETRO N DE VIABILIDADE
NQ BRIDA (H) OU (1) ASCOSPOROS NQ DE ASCOSEQ %
NZAO HMIBRIDA (NH) ROS VIAVEIS
01 H 237 0,8 x 10° 4,0 x 10° 4,7
02 NHC* 236 1,2 x10° 1,4 x 10° 1,1
03 NHC 209 0,8 x 10° 2,5 x 10° 3,0
04 NHC 182 0,8 x 10° 1,2 x 10° 1,5
5 3
05 NHC 173 0,4 x 10 1,1 x 10 2,7
06 NEC 164 0,8 x10° 1,1 x 10° 1,5
07 NHC 164 0,4 x 10° 2,0 x 10° 4,4
08 NHC 163 0,4 x 10° 1,1 x 10° 2,7
09 NHC 155 0,8 x 10° 1,6 x 10° 2,0
10 NHC 136 0,8 x10° 1,3 x 10° 1.6
11 NHC 136 0,4 x 10° 1,1 x 10° 2,7
12 NHC 118 0,4 x 10° 2,0 x 10° 4,4

N@ de cleistotécio: H=1, NH=11, TOTAL = 12

Diametro médio dos cleistotécios (u): H=237, NH=183, TOTAL

210
NQ médio de ascOsporos/cleistotecio: H=0,8 x 105, NH=0,6 x 105, TOTAL = 0,7 x 10°
No médio de ascOsporos viaveis/cleistotécio: H=4,0 x 103, NH=1,6 x 104,

TOTAL = 1,0 x 104

* - ~ oy - . .
NHC - cleistotecio nao hibrido originado a partir da linhagem C.



TABELA 11

- Diametro dos cleistotécios,

numero e viabilidade

dos ascoOsporos originados a partir do cruzamento

linhagem A x linhagem D.

1eN
8

CLEISTOTECIO CONDICAO HI- DIAMETRO N@ DE VIABILIDADE
NQ BRIDA (H) OU () ASQOSPOROS N@ DE ASCOSPQ 2
NAO HIBRIDA ROS VIAVEIS
(NH)
5 2
01 H 200 2,0 x 10 6,4 x 10 32,1
02 H 173 1,2 x10° 5,0 x 10° 4,0
03 H 164 1,6 x 0° 5,0 x10° 3,0
5 2
04 H 145 0,8 x 10 6,4 x 10 0,8
05 H 136 0,8 x 10° 1,2 x 10° 1,4
06 H 136 0,4 x 10° 7,3 x 102 1,8
07 H 136 0,4 x 10° 6,3 x 10° 1,6
08 H 118 0,4 x10° 2,6 x 10° 0,6
09 NHD* 112 0,8 x 10° 3,4 x 10° 0,4
10 H 109 1,2 x 10° 2,6 x 10° 2,2
11 NHD 91 0,4 x 10° 5,2 x 10° 1,3
5 2
12 NED 64 0,4 x 10 2,8 x 10 0,7

N@ de cleistotécios: H=9, NH=3, TOTAL = 12

Diametro médio dos cleistotecios (1) :

N? medio de ascoOsporos/cleistotecio: H=1,0 x 10

N?Q médio de ascOsporos viaveis/cleistotécio: H=2,4 x 103,

*

NHD - cleistotécio nao hibrido originado a partir da linhagem D.

=146, NII=89, TOTAL = 117

TOTAL = 1,4 x 10

5

5

, NH=0,5 x 10, TOTAL =

NH=3,8 x 107,

3

2

0,7 x 10°



TABELA 12 - Diadmetro dos cleistotécios, numero e viabilidade

dos ascosporos originados a partir do cruzamento

linhagem A x linhagem E.

WS,

CLEISTOTECIO CONDICAO HI- DIAMETRO N9 DE VIABILIDADE
No BRIDA (H) OU (1) ASCOSPOROS N DE ASCOSPO 5
NAO HIBRIDA ROS VIAVEIS
(NH)
01 H 318 1,2 % 10° 7,4 % 10° 6,1
02 H 300 1,6 x 10° 7,1 x 10° 4,4
03 H 282 1,2 x 10° 4,3 x 10° 3,5
5 3
04 H 245 1,2 x 10 7,7 x 10 6,4
05 H 236 1,2 x 10° 7,4 x 10° 6,2
06 H 227 1,2 x10° 7,0 x 10° 5,8
07 H 209 0,8 x 10° 4,5 x10° 5,6
08 H 1971 0,8 x10° 1,0 x10° 1,4
09 H 173 0,4 x10° 5,0 x10° 12,0
10 NHE* 160 1,2 x 100 3,1 x 105 2,5
11 NHE 143 0,8 x 10° 3,0 x10° 3,5
5 3
12 NEHE 100 0,8 x 10 3,0 x 10 3,5

NQ de cleistotécios: H=9, NH=3, TOTAL = 12

Didmetro meédio dos cleistotecios (1)

NQ médio de ascoOsporos/cleistotécio: H=1,0 x 10

5

, NH=0,9 x 107, TOTAL = 0,9 x 10

5

: H=242, NH=134, TOTAL = 188

N? medio de ascOsporos viaveis/cleistotécio: H=5,7 x 103, NH=2,9 x 103

NHE*- cleistotécio ndo hibrido originado a partir da linhagem E.

TOTAL = 4,3 x 10

3

(&%

5



TABELA 13 - Diametro dos cleistotécios, numero e viabilidade

dos ascosporos originados a partir do cruzamento

linhagem A x linhagem F.

CLEISTOTECIO ~ CONDIGEO HI-  DIAMETRO N9 DE '
Ne BRIDA (H) OU (1) ASCOSPOROS N DE ASCOSPO %
NZAO HIBRIDA ROS VIAVEIS
(NH)
5 3
01 H 300 0,8 x 10 4,6 x 10 6,0
02 H 273 0,4 x10° 7,5 x 102 2,0
03 H 273 0,4 x 10° 1,5 x 105 4,0
04 H 245 0,4 x10° 1,3 x10° 3,0
05 H 245 0,4x10° 1,2x10° 3,0
06 H 227 0,8 x10° 3,2 x10° 4,0
5 3
07 H 227 0,8 x 10 1,1 % 10 1,4
08 H 209 0,8 x 10° 2,1 x10° 2,6
09 i 209 0,8 x 10° 3,0 x 10° 3,4
5 3
10 H 209 0,4 x 10 3,1 x 10 7,8
11 H 164 0,4 x10° 1,4 x 10° 3,5
5 2
12 H 109 0,4 x 10 1,3 x 10 0,3
NQ de cleistotécios: H=12, NH=0, TOTAL = 12
Diametro médio dos cleistotecios (u): H=224, NH=~, TOTAL = 224
5

N? medio de ascosporos/cleistotécio: H=0,5 x 10

Ne medio de ascosporos viaveis/cleistotécio: H=1,9 x 10

TOTAL = 1,9 x 10

, NH=0, TOTAL = 0,5 x 10

3

, NH=0,

3

44
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TABELA 14 — Didmetro dos cleistotécios, numero e viabilidade

dos ascoOsporos originados a partir do cruzamento

linhagem B x linhagem C.

CLEISTOTECIO CﬁNDICﬁO HI- DIZMETRO N@ DE VIABILIDADE

NO BRIDA (E) OU (1)  ASCOSPOROS No DE ASCOSPO %

NZO HIBRIDA ROS VIAVEIS

(NH)
01 NHC* 200 1,2 x10° 8,0 x10° 6,6
02 NEC 200 0,8 x10° 1,3x10° 1,6
03 NEC 200 0,8 x 10° 2,0 x10° 2,4
04 NHC 191 0,8 x 10° 3,6 x 10° 4,6
05 NHC 182 0,8 x 10° 1,7 x 10° 2,1
06 NHC 182 0,4 x 10° 2,5 x10° 6,3
07 NHC 154 0,8 x10° 1,6 x 105 2,0
08 NHC 145 0,8 x 10° 2,0 x 10° 2,4
09 NHC 143 0,4 x 10° 1,7 x10° 4,2
10 NHC 136 0,8 x10° 1,8 x10° 2,2
11 NHC 118 0,8 x 10° 2,0 x 105 2,3
12 NHC 100 0,4 x10° 1,1 x10° 3,0

NQ de cleistotécios: H=0, NH=12, TOTAL = 12

Diametro médio dos cleistotécios (u): H=-, NH=162, TOTAL = 162

N? médio de ascOsporos/cleistotecios: H=0, NH=0,7 x 105, TOTAL = 0,7

NQ médio de ascésporos viavies/cleistotécio: H=0, NH=2,4 x 103

TOTAL = 2,4 x 103

NHC*- cleistotécio ndo hibrido originado a partir da linhagem C.

x 10



TABELA 15 - Diametro dos cleistotécios, numero e viabilidade
dos ascOsporos originados & partir do cruzamento

linhagemr B x linhagem D.

CLEISTOTECIO CONDICADO HI- DIAMETRO N@ DE
NQ BRIDA (H) OU (1) ASCOSPOROS  NQ DE ASCOSP_O_ g
NAO HIBRIDA ROS VIAVEIS
(NH)
01 H 245 0,8 x 10° 1,4 x 10° 2,0
02 B 227 0,8 x 10° 1,4 x 10° 1,8
03 b 227 1,2 x10°  6,5x10° 5,4
04 NED* 209 0,8 x 10° 1,2 x 105 1,4
05 H 182 0,8 x10° 1,3 x10° 1,6
06 H 182 0,4 x 10° 7,2 x 10° 1,8
07 I 163 0,4 x10° 7,5 x10° 2,0
08 NHD 154 0,4 x 10° 8,1 x 10° 2,0
09 NHD 136 0,4x10° 1,0 x10° 2,5
10 H 127 0,4 x10° 1,0 x 10° 1,4
11 NED 127 0,4 x 10° 1,0 x 10° 2,8
12 NHD 91 0,4 x10° 4,5 x10° 1,1

N@ de cleistotecios: H=7, NH=5, TOTAL = 12
Diametro medio dos cleistotecios (p): H=193, NH=143, TOTAL = 168

N médio de ascoOsporos/cleistotecios: H=0,7 x 105, NH=0,5 x 105, TOTAL = 0,6 x 105

Ne médio de ascOsporos viaveis/cleistotécio: H=1,8 x 103, NH=9,0 x 102

TOTAL = 1,3 x 10°
*
NDH - cleistotecio nao hibrido originado a partir da linhagem D.
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TABELA 16 - Diametro dos cleistotécios, numero e viabilidade

dos ascoOsporos originados a partir do cruzamento

linhagem B X linhagem E.

CLEISTOTECIO CONDICAO HI-  DIAMETRO  NO DE VIABIT.IDADE

NQ BRIDA (H) OU (1) ASCOSPOROS ~ NQ DE ASCOSPO &

NAO HIBRIDA ROS VIAVEIS

(NH)
01 H 291 1,2%10° 1,0 x 10° 8,5
02 H 273 1,6 x 10° 2,0 x 10% 11,1
03 H 273 1,2%x10° 1,0 x 0% 8,1
04 H 273 1,2 x 10° 1,6 x 10° 13,6
05 H 245 1,5 x 10° 1,5 x 100 19,2
06 H 236 1,2 x10° 1,4 x 10° 11,4
07 NHE* 227 0,8 x10° 1,2x10° 1,5
08 NHE 218 0,8 x10° 1,7 x 10° 2,1
09 NHE 218 0,8 x 10° 2,0 x 10° 2,5
10 NHE 209 0,8 x 10° 2,0 x 10° 2,4
11 NEE 200 0,8 x 10° 2,2 x10° 3,0
12 NHE 182 0,8 x 10° 1,2 x10° 1,4

NQ de cleistotécios: E=6, NH=6, TOTAL = 12
Diametro médio dos cleistotéecios (u): H=265, NH=209, TOTAL = 237

NQ médio de ascosporos/cleistotécios: H=1,2 x 105, NH=0,8 x 105, TOTAL = 1,0 % 1051

NQ médio de ascOsporos viaveis/cleistotécios: H=1,2 x 104, NH=1,5 x 103

TOTAL = 1,3 % 104

* - - * . . . . .
NHE - cleistotecio nao hibrido originado a partir da linhagem E.
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TABELA 17 - Diametro dos cleistoteécios, numero e viabilidade

dos ascOsporos originados a partir do cruzamento

linhagem B x linhagem F.

CLEISTOTECIO

CONDICRO Hf-  DIAMETRO  N© DE VIABILIDADE
NQ BRIDA (H) OU (1) ASCOSPOROS ~ NQ DE ASCOSPO ¢
NAO HIBRIDA ROS VIAVEIS
(NH)
5 3
01 H 130 0,8 x 10 1,3 x 10 1,5
02 H 127 1,2 x 10° 8,0 x 10> 6,5
03 NHF* 118 0,8 x 10° 9,0 x 102 1,1
04 H 116 0,4 x 10° 4,6 x 10> 1,2
05 H 109 0,8 x 10° 6,0 x 10° 0,7
06 H 109 0,4 x 10° 2,2 x10% 0,5
07 NHF 104 0,4 x 10° 2,6 x 10> 0,6
5 2
08 H 100 0,4 x 10 3,4 x 10 1,0
09 NEF 100 0,4 x 10° 2,5x 10° 0,6
10 H 91 0,8 x10° 6,6 x10° 0,8
11 H 91 0,4 x 10° 2,0 x 10° 0,4
12 NHF 80 0,4 x 10° 2,4 x 10> 0,6

NQ de cleistotéecios : H=8, NH=4, TOTAL = 12

Diametro médio dos cleistotécios (u):

NQ médio de ascOsporos/cleistotécio: BE=0,6 x 10

NQ médio de ascOsporos viaveis/cleistotecios: H=1,4 x 10

*

NHF - cleistotécio nao hibrido originado a partir da linhagem F.

H=109, NH=100, TOTAL = 104

5

, NH=0,5 x 10°, TOTAL = 0,5 x 10

3

, NH=4,0 x 10

TOTAL = 9,0 x 102

2

5



TABELA 18 - Diametro dos cleistotécios,

nimero e viabilidade

dos ascOsporos originados a partir €o cruzamento

linhagem B x linhagem G.

CIEISTOTECIO CONDICAO HI-

DIZMETRO N9 DE

VIABILIDADE

No BRIDA (H) OU () ASQOSPOROS ~ NO DE ASCOSPO &
NAO HIBRIDA ROS VIAVEIS B
(NH)
01 H 291 1,2 x 10° 4,8 x 10° 4,0
02 H 227 0,8 x10° 1,1 x10° 1,3
03 H 223 0,8 x 10° 7,3 x10° 1,0
04 NHG* 218 0,8 x 10° 1,5 x10° 2,0
05 NBG 209 0,8 x10° 1,5x 10° 2,0
06 NHG 200 0,8 x10° 1,4 x10° 2,0
07 H 198 1,2 x 10° 4,5 x 105 4,0
08 NHG 173 0,8 x10° 1,0x10% 1,2
09 NHG 173 0,4 x 10° 4,0 x 10° 0,1
10 NEG 169 0,4 x10° 1,3 x10° 3,3
11 NHG 145 0,4 x 10° 4,5 x 10 1,1
12 NHG 100 0,4 x10° 1,1 x10° 3,0

N? de cleistotécios

Didmetro medio dos cleistotecios (u):

NQ médio dos ascosporos/cleistotécio: H=1,0 x 10

: H=4, NH=8, TOTAL = 12

H=235, NH=173, TOTAL = 204

5

5

, NH=0,6 x 10°, TOTAL =

NQ médio de ascOsporos viaveis/cleistotécio: H=2,8 x 103, NH=1,1 x 103

* - ~ < . . . . .
NHG - cleistotecio nao hibrido originado a partir da linhagem G.

TOTAL = 1,9 x 10

3
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0,8 x 10
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TABELA 19 - Diametro dos cleistotécios, numera e viabilidade
dos ascoOsporos originados a partir do cruzamento

linhagem C x linhagem D.

CLEISTOTECIO CONDICAO HI- DIAMETRO N9 DE VIABILIDADE
No BRIDA (H) OU (11) ASCOSPOROS ~ N© DE ASCOSPO %
NZ&O HIBRIDA ROS VIAVEIS
(NH)
01 G 318 1,6 x 10° 8,1 x 10° 5,0
02 G 255 1,2 % 10° 4,6 x 100 4,0
03 G 237 0,4 x 10° 8,0 x 10° 2,0
04 G 236 0,8 x 10° 3,0 x 10° 0,4
=
05 G 227 0,4 x10° 2,6 x 10° 0,6
06 G 218 1,6 x 10° 8,0 x 10° 0,5
g
07 G 218 1,2x10°  7,5x%x10° 6,3
08 G 218 0,8 x10° 9,6 x10° 1,2
09 G 218 0,8 x 10° 2,0 x 10° 0,2
10 NHC** 209 1,6 x 10° 3,6 x 10° 2,3
11 NEC 209 0,8 x 10° 1,6 x 105 0,2
12 NHD** 209 0,4 x10° 1,5x 10° 0,4

NQ de cleistotécios : H=9, NH=3, TOTAL = 12
Diametro médio dos cleistotécios (u): H=238, NH=209, TOTAL = 223
NQ médio de ascOsporos/cleistotecio: H=0,9 x 105, NH=0,9 x 105, TOTAL = 0,9 x 105
NQ médio de ascoOsporos viaveis/cleistotecio: H=2,6 x 103, NH=1,3 x 103
TOTAL = 1,9 x 10°
NHC*% cleistotécio NH originado a partir da linhagem C.
NHD' =¥ cleistotécio NH originado a partir da linhagem D.

G* - cleistotécio gémeo.



TABELA 20 - Diametro dos cleistoteéecios,

numero e viabilidade

dos ascOsporos originados a partir do cruzamento

linhagem C x linhagem E.

CIEISTOTECIO  CONDICZO Hf-  DIAMETRO  N© DE VIABILIDADE
NO BRIDA (H) OU (1) ASCOSPOROS ~ NO DE ASCDSPO 3
NFO HEEBRIDA ROS VIAVETS
(NH)
01 NHC* 227 0,8 x 10° 3,5 x 10> 0,4
02 NHC 200 0,8 x 10° 1,4 x 10> 1,7
03 NHC 200 0,8 x 10° 6,0 x 10° 1,0
04 NHC 1971 1,2x10° 7,0 x10° 6,0
05 NHC 191 1,2 x10° 2,0 x10° 2,0
06 NHC 191 0,4 x 10° 2,0 x 10° 5,0
07 NHC 182 1,2 x 10°  3,3x10° 2,7
08 NHC 182 0,8 x10° 1,0 x 10° 1,3
09 NHC 145 1,6 x 10° 2,6 x 10> 0,2
10 NHC 127 0,4 x 10° 1,3 x10° 3,2
11 NHC 109 0,4 x 10° 1,2 x10° 3,0
12 NHC 55 0,4 x 10° 3,4 x 10° 9,0
NQ de cleistotéecios: H=0, NH=12, TOTAL = 12
Didmetro médio dos cleistotécios (M): H=-, NH=166, TOTAL = 166
5

N?Q médio de ascosporos/cleistotecio: H=0, NH=0,8 x 10
NQ médio de ascOsporos viaveis/cleistotécio: H=0, NH=1,9 x 10

NHC - cleistotécio ndo hibrido originado a partir da linhagem C.

, TOTAL = 0,8 x 10

3

, TOTAL = 1,9 x 10

51

5

3
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TABELA 21 - Diametro dos cleistotécios, numero e viabilidade

dos ascOsporos originados a partir do cruzamento

linhagem C x linhagem F.

CIEISTOTECIO  CONDICRO Hi-  DIAMETRO  NO DE VIABILIDADE
NO BRIDA (H) OU (1) ASCOSPOROS ~ NO DE ASCOSPO 2
NZO HIBRIDA ROS VIAVEIS
(NH)
5 ;)
01 H 246 1,6 x 10 1,3 x 10 8,1
02 H 246 1,2 x10° 7,2 x 102 0,1
03 H 245 1,2 x10° 1,1 x 10 9,0
04 H 209 0,8 x 10° 1,3x10° 1,6
05 H 200 0,8x10° 4,1 x10° 0,5
5 2
06 H 191 0,8 x 10 7,8 x 10 1,0
07 NHC* 182 0,8 x10° 1,8x10° 2,2
08 NHC 173 0,4 x 10° 2,1 x 10° 5,3
09 NHC 172 0,4 x 10° 4,0 x 10> 1,0
10 H 155 0,8 x 10° 3,4 x 10> 0,4
5 2
11 H 136 0,8 x 10 8,3 x 10 1,0
12 NHC 100 0,4 x 10° 1,3x10° 0,3

N9 de cleistotécios: H=8, NH=4, TOTAL = 12
Diametro médio dos cleistotéecios (u): H=203, NH=157, TOTAL = 180

NQ médio de ascosporos/cleistotécio: H=1,0 x 102, NH=0,5 x 102, TOTAL = 0,7 x 102

NQ médio de ascOsporos viaveis/cleistotécio: H=3,5 x 103, NH=1,4 x 10°

TOTAL = 2,4 x 103

NHC = cleistotécio ndo hibrido originado a partir da linhagem C.
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TABELA 22 - Diametro dos cleistotécios, nUmero e viabilidade

dos ascOsporos originados a partir do cruzamento

linhagem C x linhagem G.

CLEISTOTECIO CONDICZO HI- DIAMETRO N@ DE VIABILIDADE

No BRIDA (H) OU () ASCOSPOROS ~ N© DE ASCOSPO 2

NAO HIBRIDA ROS VIAVEIS

(NH)
01 NHC* 300 5,6 x 100 3,0 x 10 5,1
02 NHC 236 2,0 x 10° 7,5 x 10° 4,0
03 NHC 227 0,8 x 10° 7,0 x 10° 8,8
04 NHC 218 0,8 x 10° 8,4 x 10° 10,5
05 NEHC 182 1,6 x 10° 5,0 x 10° 30,5
06 NHC 173 0,8x 10° 8,7 x10° 10,8
07 NHC 164 4,0 x 10° 4,0 x 10° 1,0
08 NHC 163 0,8 x10° 7,1 x 10° 8,9
09 NHC 154 0,4 x 10> 1,1 x10° 28,9
10 NHC 136 0,8 x 10° 4,4 x 10° 5,5
11 NHC 127 0,4 x 10° 1,7 x 10° 43,2
12 NHC 109 0,4 x 100 1,2x 107 30,8

NQ de cleistotécios: H=0, NH=12, TOTAL = 12

Diametro médio dos cleistotéecios (p): H=—, NH=182, TOTAL = 182
N? médio de ascOsporos/cleistotécio: H=0, NH=1,5 x 105, TOTAL = 1,5 x 105
4

N@ médio de ascOsporos viaveis/cleistotecio: H=0, NH=1,0 x 10", TOTAL = 1,0 x 104

NHC "= cleistotécio ndo hibrido originado a partir da linhagem C.



TABELA 23 - Diametro dos cleistotecios,

numero e viabilidade

dos ascosporos originados a partir do cruzamento

linhagem D x linhagem E.

CLEISTOTECIO  CONDICZO HI-  DIAMETRO  NQ DE VIABILIDADE
NQ BRIDA (H) OU (W) ASCOSPOROS ~ NQ DE ASCOSPO %
NAO HIBRIDA ROS VIAVEIS
(NH)
5 3
01 H 282 0,8 x 10 2,0 x 10 2.4
5 3
02 H 227 1,6 x 10 7,2 x 10 4,5
03 H 218 0,8 x 10°  3,5x10° 4,4
04 H 218 0,4 x10° 3,0 x 10° 6,8
05 H 209 0,4 x 10° 1,2 x10° 2,9
06 H 200 0,8 x 10° 4,3x10° 5,3
07 H 182 0,8 x 10° 6,0 x 10° 7,3
08 H 182 0,4x 10° 5,0 x10° 12,0
09 NHD* 182 0,8 x 10° 2,0 x10° 2,4
10 NHD 173 0,4 x 10° 3,0 x 10° 7,1
11 NHD 164 0,8 x10° 3,0 x10° 3,4
12 NID 127 0,4 x 10° 2,7x10° 6,8

N@ de cleistotécios: H=8, NH=4, TOTAL = 12

Diametro médio dos cleistotéecios (i1): H=215, NH=161, TOTAL = 168

NQ médio de ascosporos/cleistotécio: H=0,7 x 10

N¢ médio de ascOsporos viaveis/cleistotecio: H=4,0 x 10

NHD *~ cléistotécio ndo hibrido originado a partir da linhagem D.

TOTAL = 3,2 x 10

5

, NH=0,6 x 10, TOTAL = 0,6 % 10

3

, NH=2,5 x 10

5

3

3
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TABELA 24 - Diametro dos cleistotecios, numero e viabilidade
dos ascOsporos originados a partir do cruzamento

linhagem D x linhagem T'.

CLEISTOIECIO CQ\]DI@O HI- DIAMETRO N@ DE VIABILIDADE

NQ BRIDA (H) OU (1) ASCOSPOROS ~ N? DE ASCOSPO %

NEO HTBRIDA ROS VIAVEIS

(NH)
01 H 245 0,8 x 10° 3,4 x 10° 0,4
02 H 237 0,8 x10° 1,2x10° 1,5
03 H 236 0,8 x 10° 3,3 x 10> 0,4
04 H 227 0,8 x 10° 1,2 x 10> 0,2
05 H 218 0,8 x10° 4,4 x 10° 0,5
06 H 218 0,4 x 10° 1,5x% 10> 0,4
07 H 200 0,8 x 10° 4,0 x 10> 0,5
08 H 191 0,4 x 10° 6,5 % 10° 1,6
09 NHF* 191 1,2 x10° 3,0 x 10° 2,4
10 NITF 182 0,4 x 10° 3,6 x 10° 0,9
1 NHF 145 0,4 x 10° 1,4 x 10° 0,3
12 NHF 109 0,4 x 10° 3,2 x 10° 0,8

NQ de cleistotccios: 11=8, Ni=4, TOTAL = 12

Diametro médio dos cleistotécios (n): H=221, NH=157, TOTAL = 189

NQ médio de ascosporos/cleistotécio: H=0,7 x 105, NH=0,6 x 105, TOTAL = 0,6 x 105
NQ rmédio de ascOsporos viaveis/cleistotécio: H=4,5 x 102, NH=9,2 x 102
2

TOTAL = 6,8 x 10

NHF - cleistotécio ndo hibrido originado a partir da linhagem D.
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TABELA 25 - Diametro dos cleistotecios, numero e viabilidade

dos ascOsporos originados a partir do cruzamento

linhagem D x linhagem G.

CIEISTOTECIO COND ICAO HI~ DIAMETRO N@ DE VIABILIDADE
NO BRIDA (H) OU () ASCOSPOROS ~ NO© DE ASCOSPO %
NZ2O HIBRIDA ROS VIAVEIS
(NH)
5 2
01 H 254 0,4 x 10 8,1 x 102 2,0
02 H 182 1,2 x10° 4,2 x 10° 3,5
03 H 182 0,8 x10° 6,3 x 10° 0,8
04 H 182 0,8 x 10° 1,4 x10° 1,7
05 H 164 1,6 x 10° 5,8 x 10° 3,6
06 H 164 0,4 x 10°  5,3x10° 1,3
07 H 155 0,4 x 10° 4,6 x 10° 1,1
08 H 146 1,2 x10°  3,5x10° 3,0
09 H 136 0,8 x 10° 4,3 x10° 0,5
5 2
10 H 136 0,8 x 10 1,1 x 10° 0,2
11 H 109 0,4 x10° 3,6 x 10° 0,9
12 H 100 0,4 x10° 1,3x10° 0,3

NQ de cleistotécios: H=12, NH=0, TOTAL = 12
Diametro médio dos cleistotécios (u): H=159, NH=-, TOTAL = 159
NQ medio de ascOsporos/cleistotécio: H=0,7 x 105, NH=0, TOTAL = 0,7 x 105

NQ médio de ascOsporos viaveis/cleistotécio: H=1,5 x 103, NH=0, TOTAL = 1,5 x 103



TABELA 26 - Diadmetro dos cleistotecios, numero e viabilidade

dos ascoOsporos originados a partir do cruzamento

linhagem E x linhagem F.

CIEISTOTECIO CONDICAO HI- DIAMETRO N@ DE VIABILIDADE
NQ BRIDA (H) OU (1) ASCOSPOROS NQ DE ASCOSP_Q %
NAO HIBRIDA ROS VIAVEIS
(NH)
5 7
01 H 309 1,6 x 10 1,2 x 10 7,1
5 3
02 H 300 1,6 x 10 8,8 x 10 5,5
03 H 291 1,2x10°  1,2x10° 1,5
04 H 282 2,0 x10° 1,8 x 10° 0,9
05 H 273 1,2 x10° 6,0 x 10° 5,0
06 H 273 1,2 x10° 5,5 x10° 4,6
07 H 245 1,2 x10° 3,0 x10° 2,4
08 H 245 0,8x 10° 6,2 x10° 0,8
09 H 245 0,8 x 10° 1,4 x10° 1,7
10 H 227 0,8 x10° 1,5 x 10> 1,9
11 H 227 0,8x10° 1,4x10° 1,8
12 - 209 0,8 x 10° 0 0

N© de cleistotecios: H=11, NH=0, TOTAL = 11

Didmetro medio dos cleistotecios (u): H=265, NH=—, TOTAL = 265

5 5

NQ de ascosporos/cleistotecio: H=1,2 x 107, NH=0, TOTAL = 1,2 x 10

3

N9 medio de ascOsporos viaveis/cleistotécio: H=3,9 x 10~, NH=0, TOTAL = 3,9 x 10

3
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TABELA 27 - Didmetro dos cleistotecios, numero e viabilidade

dos ascOsporos originados a partir do cruzamento

linhagem E x linhagem G.

CLEISTOTECIO  CONDIGAO HI- DIAMETRO NQ DE VIABILIDADE

NQ BRIDA (H) OU (1) ASCOSPOROS ~ NQ DE ASCOSPO %

NAO HIBRIDA ROS VIAVEIS

(NH)
01 H 364 1,6 x 10° 8,4 x 10° 5,2
02 H 364 1,6 x 10° 5,0 x10° 3,0
03 H 355 1,2x10°  4,3x10° 3,5
04 H 327 0,8 x 10° 1,4 x10° 1,8
05 H 327 0,8 x 10° 2,0 x 10° 2,5
06 H 282 1,6 x 10° 2,0 x 10% 11,7
07 H 273 1,2 x10°  1,2x10% 11,0
08 H 273 2,4 x 10° 4,0 x 10° 1,7
09 H 264 0,8 x10° 1,3x10° 1,5
10 H 263 2,0 x 10° 3,6 x 10° 18,3
1 H 236 0,8 x 10° 3,0 x 10° 0,4
12 H 200 0,8 x 10° 3,3 x10° 0,4

NQ de cleistotécios: H=12, NH=0, TOTAL = 12

Didmetro meédio dos cleistotécios (u): H=294, NH=-, TOTAL = 294

NQ médio de ascosporos/cleistotécio: H=1,3 x 10

> NH=0, TOTAL = 1,3 x 10°

3

N? médio de ascOsporos viaveis/cleistotécio: H=5,2 x 10, NH=0, TOTAL = 5,2 x 10

3
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TABELA 28 - Diametro dos cleistotecios, numero e viabilidade
dos ascoOsporos originados a partir do cruzamento

linhagem F x linhagem G.

CLEISTOTECIO CONDICAO HI- DIAMETRO NQ DE VIABILIDADE

NQ BRIDA (H) OU (1) ASCOSPOROS NQ DE ASCOSP_Q 2

NZO HIBRIDA ROS VIAVEIS

(NH)
01 H 309 0,4 x10° 5,3x10% 1,3
02 0 291 2,4 x 10° 0 0
03 H 291 2,0 x 10° 5,8 x 10° 29,0
04 H 273 0,8 x10° 7,3 x 10° 0,9
05 H 273 1,6 x 10° 6,7 x 10° 4,2
06 , H 264 0,8 x10° 1,2 x10° 1,5
07 H 263 1,2 x10° 5,2 x 100 4,4
08 H 245 0,4 x10° 5,0x10° 1,3
09 H 227 0,8 x 10° 2,0 x 10° 2,3
10 H 227 0,4 x10° 0,6 x 10> 2,4
1 H 191 0,8 x 10° 7,3 x 10> 1,0
12 H 173 0,8 x 10° 8,0 x 102 1,0

NQ de cleistotecios: H=11, NH=0, TOTAL = 11
Diametro médio dos cleistotecios (u): H=249, NH=--, TOTAL = 249
NQ medio de ascosporos/cleistotécio: H=0,9 x 105, NH=0, TOTAL = 0,9 x 105

N? médio de ascOsporos viaveis/cleistotecio: H=2,1 x 105, NH=0, TOTAL = 2,1 x 105



TABELA 29 -

tre Diametro do Cleistotécio e Nimero de Ascdsporos, entre Niametro
totécio e Numero de Ascosporos Viavels para Cleistotécios obtidos a

cada um dos vinte cruzamentos:

. . . . -
ASCUSpOros ¢ Numeto de ASCosporos Yiaveis; Covliciente de Reqressao

tanear vu
do Clefs-
partir de

TIFOS DE ANALISE

NNALISE DE VARIANCIA

RECRESSAO. LINEAR

ESTATISTICA
DIMMERO X N? DE ASCOSP. X VIAVEILS DIRMENIO X NO DE ASCOSP. DIAMETRO X VIAVEIS
STERIFL SIGIT
CRUZAMEN- CLEIS £ L
= F SIIFICANCIA ) A R? v o1
T8 TOTECIOS r t chae lc'uc\f\ﬁ
. 2,06
AXB H 56,4 * 0,374 2,06 3 0,347 .
Nit - - - - - - - -
AXC H - " - - - N N -
Nit 76,4 T 0,406 2,48 . 0,292 2,28 *
AXD It 25,8 . 0,529 2,80 B 0,658 3,67 .e
Nt 15,9 * - - - - - -
AXE H 80,5 * 0,676 3,82 e 0,289 1,68 .
N 47,5 * - - - - - -
AXF H 87,2 * 0,031 0,56 NS 0,181 1,48 NS
Nt - - - - - - - -
BXC L - - - - - - - -
Ni§ 116,1 . 0,208 1,62 NS 0,211 1,63 NS
EXD 1 34,8 « 0,556 2,50 * 0,197 1,10 NS
] 35,2 . 0,719 3,17 . 0,498 1,72 NS
BXE H 116,4 * 0,186 0,95 NS 0,030 0,63 NS
i 100,0 * - - - 0,011 0,22 -
BXF I 37,0 * 0,246 1,39 NS 0,309 1,63 NS
M 2,6 . - - - - - -
BXG i 12,2 « - - - - - -
H 61,7 . 0,501 2,45 + 0,227 1,32 NS
cxD H 40,7 . 0,189 1,27 NS 0,385 2,09 *
Nt 6,9 . - - - - - -
CXE n - - - - - - - -
Ni 51,1 N 0,149 1,32 NS 0,010 0,31 NS
cxF M 82,0 N 0,574 2,48 * 0,384 1,93 NS
Ni 24,2 * 0,042 0,29 NS 0,023 0,21 NS
cxaG H - - - - - - - -
Nt 9,9 . 0,423 2,70 * 0,166 1,67 &S
o XE H 27,1 » 0,073 0,68 NS 0,163 1,08 NS
N 25,8 « - - - - - -
OXF H 13,2 * - - - 0,572 2,82 .
NH 8,8 * - - - - - -
DXG H 43,4 N 0,006 0,24 NS 0,038 0,62 NS
m - - - - - - - .
EXF H 87,2 « 0,717 4,1 e 0,516 3,09 o
i - - - - - ~ - -
EXG H 47,0 « 0,023 0,51 NS 0,012 0,34 NS
N - - - - - - - -
FXG i 24,3 + 0,166 1,33 NS 0,154 1,28 NS
N - - - - - - - -
H Totals 0,208 6,120 *e 0,051 2,770 .
NI Totais 0,216 4,960 * 0,008 0,885 NS
08S.: *4: significatiwo a nivel de 5%

NS:

significativo ao nivel de 11

nas significativo

dados insuficientes para o cilculo

60



61

LL L1

Lzl
c¢L i
zL 0
L v
0 0
L H

D

0

0 L1
0 cl
cl ZlL
8 cl
0 ZlL
HN &L

L1

Zl

HN

¢l

A"

cl

cl

<

cl

HN

cl 6 €

cl L S cl 0 zit

cl 6 € cl L Lt oL 0l

&L H HN I H HN & H
a 9] d

*SOPTIQIY OBU @ SOPTIQIY SOTO9303STITD

op Olaunu oe OWUMH@H WwoOD sojuawWezZniId sOp m..nmv‘w_.mmv sopejlTnssd SOp 9S23UTS

HN

0€ VYIddVYdL



Numero

23-

24 -

S |

50 80 110 140 179 ZdO 230 260 296 320 350 difémegro
u

FIGURA 2a. - Histograma com resultados gerais dos cruzamen -
tos-diametro dos cleistotécios e seus estados

hibridos nos vinte cruzamentos.
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FIGURA 2b. - Histograma com resultados gerais dos cruzamen-
tos-diametro dos cleistotécios e seus estados

nao hibridos nos vinte cruzamentos.
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tecios e o numero de ascosporos do mesmo.
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FIGURA 5 - Representacao grafica dos dados obtidos a partir
das equag¢des de regressdo linear para o numero to
tal de cleistotecios nado hibridos obtidos nos vin
te cruzamentos, representando o diametro do cleis

totécios e o numero de ascosporos do mesmo.
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FIGURA 6 - Representacao grafica dos dados obtidos a partir
das equacdes de regressao linear para O numero to
tal de cleistotecios nao hibridos obtidos nos vin
te cruzamentos, representando o diametro dos

cleistotécios e o numero de ascoOsporos viaveis do

mesmo.
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5. DISCUSSZO

5.1. Producao de cleistotécios a partir de linhagens indi-

viduais

As linhagens estudadas apresentaram variagao na
producao de cleistotecios, conforme ja havia sido observada
anteriormente em 4. nidulans (SMITH, 1957; MAHONEY e
WILKIE, 1958; BARACHO, 19683).

Pelos resultados obtidos (Tabela 3), verificou-se
gue em MM nao houve producgao de cleistotécios, pelo fato de
todas as linhagens possuirem marcas auxotroficas, apresen -
tando somente um crescimento residual. Também, em MM + 10%
MC, apos dez dias de incubac¢ao, nenhuma das linhagens produ
ziu cleistotécios. Os mesmos sO foram produzidos apOs guin-
ze dias, a partir das linhagens C, E, F,e G, sendo verifica
do o mesmo resultado apOs trinta dias. Em MC, apOs dez e
quinze dias de incubacao, encontrou-se oOs mesmos resultados
obtidos em MM + 10% MC, e apOs trinta dias verificou-se '
também a producdo de cleistotécios pela linhagem D. Apenas

os variantes deteriorados (linhagens A e B) nao produziram
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cleistotéecios, indicando serem linhagens acleistoteciais.

Em comparagao com os resultados obtidos por BARACHO
(1968), verifica-se que o mesmo nao observou producao de
cleistotéecios pelas linhagens C, D, F e &, quando utilizou
MM + 2% MC, sendo que a linhagem C apresentou um crescimento
residual, a linhagem D teve um crescimento bom, enquanto as
linhagens F e G nao cresceram. No presente trabalho, prova -
velmente, pelo fato de termos usado MM + 10% MC, foi verifi-
cada a producao de cleistotécios pelas linhagens C, F e G ,
sendo apenas a linhagem D incapaz de produzir cleistotecios.
Esses dados, portanto, nos levam a concluir que a diferencga
encontrada quanto a producao de cleistotecios, foi provavel-
mente pelo fato do MM + 10% MC, conter mais nutrientes, )
que favoreceu o crescimento das linhagens, bem como a produ-
cdo de cleistotecios. Em MC, que contéem os requisitos neces-
sarios para o crescimento das linhagens auxotroficas utiliza
das, todas as linhagens poderiam produzir cleistotecios. Es-
se fato nao foi verificado no presente trabalho, bem como no
de BARACHO (1968), que observou producao de cleistotécios
apenas a partir das linhagens C e F, sendo que a linhagem C
produziu cleistotécios apds ser mantida por dois meses em
tubo inclinado com MC a temperatura ambiente; entretanto ,

foi verificado no presente trabalho, producao de cleistote -

cios a partir de todas as linhagens, com excecao das linha -



gens A e B.

As linhagens A e B nao produziram cleistotécios ,
quando ensaiadas individualmente, possivelmente devido aos
genes v5 e v2. Quando em cruzamentos, originaram cleistote -
cios hibridos em frequéncia superior a 50%, indicando a ocor
réncia do fendmeno conhecido como "heterotalismo relativo" |,
ja constatado em 4. nidulans, por BARACHO e AZEVEDO (1977).
Os dados aqui encontrados, referentes a producgao
de cleistotécios em trés diferentes tipos de meio de cultura,
nos levam a concluir que a formacao dos corpos de frutifica-
cdao esta na dependéncia do meio de cultura utilizado, de
acordo com resultados encontrados anteriormente (ZONNEVELD ,
1972a e b, 1973, 1974). Constatou-se que, também, no caso da

linhagem D, que além da influéncia do meio de cultura utili-

zado, houve tambem influéncia do tempo de incubacao.

5.2. Producao de cleistotécios a partir de cruzamentos

Em todos os vinte cruzamentos analisados,. cujos
resultados estao mostrados nas tabelas de numero 8 a 28, hou
v e producao de cleistotécios, sendo constatada uma variacao
guanto a formacao de hibridos e ndo hibridos nos diferentes
cruzamentos. As figuras 2a e 2b mostram a distribuicao de
cleistotécios hibridos e nao hibridos, respectivamente, e a

tabela 30 nos mostra os resultados gerais dos cruzamentos
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com relacgao ao numero de cleistotecios hibridos e ndo hibri-
dos em cada cruzamento.

Considerando o numero total de cleistotecios anali
sados e utilizando-se o teste de proporcao, verifica-se que a
proporcdo de hibridos foi de 61,4% (22 = 3,5), diferindo
significativamente da encontrada por BARACHO e AZEVEDO
(1977), em seu estudo sobre o heterotalismo relativo, no
qual estavam envolvidas as linhagens C, D e F, aqui utiliza-
das. Os citados autores constataram que a proporc¢ao de hibri
dos nao excedia 50%, indicando que o heterotalismo relativo
ndo & um fendmeno comum a todos os cruzamentos, sendo gue OsS
resultados aqui obtidos, com diferentes combinacdes entre as
linhagens '‘nao confirmam esse fato.

Pela observacao das Tabelas, pode-se constatar
que em catorze dos vinte cruzamentos realizados houve a for-
macao de mais que 50% de cleistotécios hibridos, sendo que
seis desses cruzamentos deram origem a 100% de hibridos. Es-
ses resultados podem ser.explicados pelo heterotalismo rela-
tivo, ja constatado em A. nidulans por diversos autores
(HEMONS e col., 1952; PONTECORVO e col., 1953; OLIVE, 1954 ;
BARACHO, 1968 e BARACHO e AZEVEDO, 1977), demonstrando a
existéncia de cariogamia preferencial. Dos seis cruzamentos
restantes, dois apresentaram tendéncia a formacao de cleisto

téecios do tipo nao hibrido em percentagem 100% (linhagem C



X linhagem E e linhagem C x linhagem G), sendo gque todos fo-
ram do tipo da linhagem C.

Observando-se cada linhagem, individualmente, em
todos os cruzamentos em que a mesma esta envolvida, verifica
—-se gue nos cruzamentos em que a linhagem C esteve envolvida,
houve uma tendéncia a formacao de cleistotécios nao hibridos
do tipo da linhagem C. Em dois cruzamcntos (linhagem C x li-
nhegem E e linhagem C x linhagem G) ocorreu a formacao de
100% de cleistotécios nao hibridos do tipo da linhagem C .
Essa auséncia de cleistotécios hibridos indica algum tipo de
incompatibilidade na formacao de hibridos. Estudos sobre a
incompatibilidade de heterocarios foram feitos por muitos au
tores (CATEN e JINKS, 1966; BUTCHER, 1968), sendo que em vis
ta do heterocario ser uma mistura de hifas homocarioticas e
heterocarioticas (CLUTTERBUCK e ROPER, 1966), algumas combi-
nacoes de linhagens podem dar uma predominancia de hifas ho-
mocarioticas, com isto reduzindo a possibilidade de formacao
de hibridos. A possivel incompatibilidade de cruzamento de-
monstrada pela linhagem C com algumas das outras linhagens
usadas pode ser devido a barreiras existentes na parede celu
lar ou na propria cariogamia. Esse problema poderia ser re -
solvido pela produgao de protoplastos na linhagem C e poste-

rior cruzamento com as demais linhagens. Com isto poderia ser

feita uma distincao entre incompatibilidade por parede ou na
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cariogamia. Nos cruzamentos em que a linhagem G esteve envol
vida houve uma maior tendéncia para a formacao de cleistote-
cios do tipo hibrido. Nos demais cruzamentos ndo foi verifi

cada predominancia de nenhum dos tipos.

O cruzamento linhagem C x linhagem D merece ser
destacado, pelo fato de que os ascOsporos provenientes dos
doze cleistotécios ensaiados foram do tipo parental, sendo

que nenhum recombinante foi originado. Pelo fato das linha -
gens envolvidas no cruzamento nao poderem ser distinguidas
morfologicamente, a analise dos ascosporos foi feita pela ca
racterizacao das linhagens em MM + 0s requisitos envolvidos
no cruzamento. Sabe-se que em fungos existem diversos fato -
res responsaveis por distorg¢des na segregacdo. SMITH (1975);
DE LANGE e GRIFFITHS (1980), citam os mutantes meidoticos em
Neurospora, que afetam o pareamento e a disjuncao cromossomi
ca, levando a um aborto de ascoOsporos. Além da producao de
ascosporos defectivos,existe tambem a possibilidade de forma

cao de cleistotécios gémeos ja constatados por PONTECORVO e

col. (1953) e por BARACHO, VENCOVSKY e AZEVEDO (1970), que
sao originados devido ao desenvolvimento ocasional de dois
cleistotécios, um dentro do outro, ou fusionado ao outro. O

fato de nao haver sido observada, durante a manipulacao das
linhagens qualquer deficiéncia nos ascOsporos, sugere que O

tipo de segregacao encontrada refere-se a presenca de cleis-



totécios gémeos, e de acordo com os resultados encontradoes
supOe-se que deve existir alguma barreira impedindo a ocor -
réncia de recombinacao entre as linhagens, reunindo, dessa
maneira, cleistotécios do tipo autofecundado, dando origem a
cleistotecios gémeos. Considerando todos os cleistotécios a-
nalisados nos vinte cruzamentos e realizando o teste de propor-
cao,a percentagem de gémeos foi de 5% (2?=501,8) ,diferindo da en
contrada por BUTCHER (1968) e BARACHO, VENCOVSKY e AZEVEDO
(1970), os guais observaram cleistotécios gémeos em uma per-
centagem de 1,3%. Essa diferenca, possivelmente, pode ser ex
plicada atraves de estudos citologicos das linhagens C e D ,
uma vez que O cruzamento envolvendo ambas foi o unico que

apresentou distorg¢des na segregacgao.

5.3. Correlacao entre o diametro do cleistotécio e o numero

de ascOsporos

Os resultados apresentados na Tabela 29, conside -
rando o nimero total de cleistotécios analisados mostram que
eXiste uma correlacao entre o diametro do cleistotécio e o)
nimero de ascOsporos, tanto para cleistotecios hibridos, co-
mo para nao hibridos, havendo uma tendéncia de cleistotecios
hibridos possuirem maior numero de ascOsporos e nao hibridos

um menor numero de ascOSporos.
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Para cleistotécios hibridos, considerando-se cru -
zamentos especificos, encontrou-se um indice de correlacao
entre o diametro e numero de ascOsporos em dois dos vinte cru
zamentos, tomando como nivel de signific@ncia 1% (linhagem A
x Be E x F) e em quatro cruzamentos, tomando-se como nivel
de significancia 5% (linhagens Ax B, A x D, Bx D e C x F) .

Em oito cruzamentos os resultados foram nao significativos .
Nos demais cruzamentos, nao foi possivel verificar indice de
correlacao, pelo fato dos dados serem insuficientes para a
analise.

Para cleistotécios n&o hibridos, considerando como
nivel de significancia 5%, verificou-se indice de correlacao
entre diametro de cleistotécio e numero de ascOsporos em qua
tro dos cruzamentos (linhagens A x C, B x D, B x G e C x G).
Em trés cruzamentos os resultados foram ndo significativos ,
sendo que nos cruzamentos restantes os dados foram insufici-
entes para a analise.

Nas Figuras 3 e 5, estao representados graficamen-
te os dados obtidos a partir das equacgdes de regressao li-
near para o numero total de cleistotécios hibridos e ndao hi-
bridos, respectivamente, representando o diametro dos cleis-

totécios e o numero de ascOsporos do mesmo.
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5.4. Correlacgao entre o diametro do cleistotécio e o numero

de ascoOsporos viaveis.

Considerando o numero total de cleistotecios anali
sados, fol encontrada correlacao entre o diametro do cleisto
tecio e o numero de ascOsporos viaveis para cleistotecios hi
bridos, considerando como nivel de significancia .5%. Para
cleistotécios nao hibridos, os resultados foram nao signifi-
cativos, nao existindo, portanto, indice de correlacao. Es-
ses resultados nao significativos, podem ter sido devido a
amostragem utilizada para a analise ter sido pequena, isto §&,
os dados terem sido insuficientes.

Pela observacao dos cruzamentos individuais, um
deles apresentou indice de correlacao, considerando o nivel
de significancia de 1% (linhagem A x linhagem D) e cinco cru
zamentos apresentaram indice de correlacao ao nivel de 5% pa
ra cleistotécios hibridos (linhagens A x B, A x E, C x D s
D x Fe E x F). Em nove cruzamentos, os resultados foram ndao
significativos, sendo que nos cruzamentos restantes os dados
foram insuficientes para a analise.

Os resultados estao mostrados na Tabela 29, sendo
que nas Figuras 4 e 6 estao representados graficamente os da
dos obtidos a partir das equacgOes de regressao linear para o
numero total de cleistotécios hibridos e nao hibridos, res -

pectivamente, representando o didmetro dos cleistotécios e



o numero de ascOsporos viaveis do mesmo. Para cleistotécios
nao hibridos, em treze dos vinte cruzamentos nao foi pos -
sivel o calculo do coeficiente de regressao linear, pelo fa-
to do numero de cleistotécios por cruzamento ser muito peque
no. Em um dos cruzamentos {linhagem A x linhagem C), foi en-
contrado indice de correlacao, considerando os resultados
como significativos ao nivel de 5%. Em cinco cruzamentos, oOs
resultados foram nao significativos, sendo o numero de dados
insuficiente para afirmar uma auséncia de correlacgao.

A baixa viabilidade encontrada nos cruzamentos em
geral foi, provavelmente, devido a uma certa imaturidade dos
cleistotécios, pois todas as analises foram feitas apos dez
dias de incubacao dos heterocarios, sendo que os cleistote -
cios poderiam ndo estar bem formados neste periodo. Para re-
sultados mais significativos, a viabilidade poderia ser en -
saiada em periodos superiores a dez dias de incubacao, quan-
do, provavelmente, pelo fato dos cleistotecios estarem mais
maduros, os ascOsporos, em consequéncia produzirdo uma maior
viabilidade. E interessante ressaltar que na analise dos
cleistotéecios observou-se em quatro casos a presencga de as -
cOsporos, quando da contagem em hematimetro, sendo que apds

o0 plagueamento dos mesmos, verificou-se total inviabilidade.
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6. CONCLUSOES

Pelos resultados aqui obtidos pode-se concluir que:

1. Pela comparacao com resultados obtidos anteriormente, ob-
serva-se que os cleistotécios que apresentam um maior dia
metro apresentam a tendéncia de serem hibridos, enqguanto
os de menor diametro apresentam-se como autofecundados.

2. Existe correlacao entre o didmetro de cleistotecios e seu
numero de ascOsporos, tanto para cleistotecios hibridos ,

como para nao hibridos.

3. A composicao do meio de cultura, bem como o tempo de incu

bacao, exercem influéncia na producao de cleistotecios.
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