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1 - INTRODUGAO

Células de Hulle sédo estruturas que apresentam formatos
caracteristicos e cque normalmente aparecem em certas
espécies do grupo Aspergi;lus.

EIDAM(1883) descreveu o cleistotécio de Aspergillus
nidnlans, como tendo uma cobertura externa, feita de uma
rede de hifas carregando um grande numero de células
terminais ou intercaladas, de forma eliptica ou glcbosa,
apresentando uma parede celular espessa, denominando-as de
células de Hulle.

As células de Hulle estao associada com o cleistotécio
de todas as espécies ascospdricas do grupo do Aspergillus
nidulans, ocorrendo em grande abundédncia em sua volta.

Células de Hulle globosas e subglobosas aparecem também
em certas espécies do grupo Aspergillus versicolor. Células
com caracteristicas iguais mais com marcada diferenca de
tamanho e forma, aparecem em massa de hifa em linhagens do
grupo Aspergillus ustus. No grupo Aspergillus flavipes, as
células de Hulle podem apresentar a forma alongada e
ramificada.

Células de Hulle sdo estruturas especializadas de funcéo
desconhecida. SCHWARTZ (1928) mostrou que as células de Hulle

sf8o capazes de germinar, agindo como uma célula reprodutiva.



A associagBio de células de Hulle globosas com o
cleistotécio do grupo do Aspergillus nidulans e a presenca
de estruturas homologas em outros grupos, sugere a
participagdo das <células de Hulle na formagdo dos
cleistotécios. (EIDAM,1983; HERMAN, KURTZ e CHAMP, 1983;
ZONNEVELD, 1988).

Pouco se conhece sobre a citologia de células de Hulle.
Estudos citolégicos foram tentados, no entanto a espessura
da parede parece dificultar a coloragdo da célula(DOBY,
KOMBILA-FAVRY, 1978).

Para esclarecer o papel das células de Hulle em
Aspergillus nidulans, uma série de estudos bésicos faz-se
necessario, especialmente sobre citologia e genética. Tais
estudos poderiam fornecer informagbes sobre o nucleo, grau
de pléidia, entre outros.

0O objetivo deste trabalho foi empreender estudos
iniciais citogenéticos em células de Hulle. Para isso foram
seguidos os seguintes passos:

a) estudar o nicleo no processo de formagdo e germinacéo
dessas células;

b) determinar a quantidade de DNA;

c) determinar o tamanho da célula e do ntcleo em fase de
maturagao;

d) adeguagdo de técnicas citologicas aos objetivos propostos



Tendo em vista esses objetivos, obteve-se uma linhagem
de Aspergillus nidulans que produz poucos conidios e
cleistotécios e grande quantidade de célula de Hulle,

facilitando os estudos citogenéticos.



2.0 - Revisado de Literatura

A revisdo de literatura seréd dividido em dois tdpicos:
células de Hulle em Aspergillus nidulans e anéalise

¢ togenéticas em Aspergillus nidulans.
2.1 - Células de Hulle em Aspergillus nidulans

Certas espécies de fungo do género Aspergillus
apresentam um tipo de célula localizadas em volta do
cleistotécio denominada de células de Hulle.

EIDAM (1883), descreveu a origem e desenvolvimento de
uma hifa especial associada ao ascocarpo, denominando-a de
células de Hulle. Segundo EIDAM, as células de Hulle séao
estruturas que podem surgir tanto na posigdo terminal como
intercalada de certas hifas. O autor sugere gue elas surgem a
partir de um inchamento da extremidade de hifa durante o
estagio inicial da ontogenia do cleistotécio.

SCHWARTZ (1928), observou que as células de Hulle podem
germinar, agindo como uma célula reprodutiva.

RAPER e FENNELL (1965) descrevem as células de Hulle
como estando associadas com o cleistotécio de todas as
espécies ascospdricas do grupo  Aspergillus nidulans,
apresentando desde a forma globo:a até subglobosa. Células de

Hulle globosas e subglobosas também aparecem em certas



espécies do grupos do Aspergillus versicolor. Células com as
mesmas caracteristicas mas com diferenga marcada de tamanho
e forma, aparecem também em massas de hifa em linhagens do
grupo Aspergillus ustus. Linhagens do grupo Aspergillus
flavipes d&o origem as células de Hulle em forma ramificada e
alongada. Ainda segundo RAPER e FENNELL(1965), as células de
Hulle sao consideradas como estruturas de funcao
desconhecida, que normalmente ocorrem em certos grupos de
Aspergilli. Para esses autores a associagdo de células Hulle
com o cleistotécio no grupo Aspergillus nidulans e a presenga
de estruturas homdélogas em outros grupos de Aspergillus, pode
ser um indicativo da participagdo das células de Hulle na
formag&o do cleistotécio.

MUNTANJOLA-CVETKOVIC e VUVIC (1968) sugerem que células
de Hulle s&o estruturas com forma caracteristica e que,
normalmente, aparecem em certos grupos de espécies de
Aspergillus, no entanto, a origem e fungdo dessas célula+ sdo
desconhecidas. Segundo esses .autores, as células . iulle
germinam por um ou mais tubos germinativos, e, em algumas
espécies, elas estéo associadas com O cleistotécio
(Aspergillus nidulans e Aspergillus heterothallicus), em
outras s&o produzidas em massa (Aspergillus protuberus e
Aspergillus ustus) ou individualmente na hifa (Aspergillus

versicolor).



CLUTTERBUCK (1969), estudando mutantes de Aspergillus
nidulans que afetam o desenvolvimento do conidiéforo,
encontrou dois tipos de mutantes, um tipo que forma células
d> Hulle e cleistotécio e outro que produz células de Hulle
ma: nao produz cleistotécio.

HOUGHTON (1970) u‘!_:ilizando como fonte de carbono
glicose, isolou 24 mutantes de Aspergillus nidulans que
apresentavam um crescimento mais lento do que as linhagens
normais. O autor concluiu que sob baixa condig&o de oxigénio,
ndo se formava cleistotécio e que ocorria apenas peguenas
quantidades de células de Hulle.

ZONNEVELD (1972) sugere que a fungéo provavel da células
de Hulle seja de protegdo do cleistotécio contra a falta de
umidade e a proteg&@o contra a luminosidade

MUNTANJOLA-CVETKOVIC e VUKIC (1972) cultivaram linhagens
de A. versicolor, A. ustus, A. flavipéé e A. niveus em quatro
diferentes meios de cultura, com objetivo de observar a
formagdo de células de Hulle na presenga e na auséncia da
luz. Os autores observaram que a formagdo de células de Hulle
depende diretamente da auséncia da luz. Por outro lado, a
presenca de luz, independente do meio de cultura, inibiu o
crescimento da coldnia. Os autores sugeriram gque a presenga
de luz retarda ou inibe um ou mais sistemas regulatdrios os

quais normalmente, retardam ou impedem a reprodugdo sexual.



ZONNEVELD (1973) trabalhando com Aspergillus nidulans
utilizou o andlogo de glicose, 2-deoxiglicose como fonte de
carbono, verificou que na concentragdo acima de 40mg, o
desenvolvimento do cleistotécio foi totalmente bloqueada. Na
concentragdo de 30mg formaram-se apenas células de Hulle e
nas concentragdes entre 10 e 20mg, houve formagdo de
cleistotécio maduro.

ELLIS e col. (1973) trabalharam com Aspergillus
nidulans e mostraram que 08 primeiros estégios de
desenvolvimento do ascocarpo foi observado entre 3 e 4 dias.
No final do 72 dia encontrou-se ascocarpos maduros em poucos
cleistotécios, sendo que entre o 102 e 112 dia, na maioria
dos cleistotécios, os ascocarpos estavam maduros. Mostraram
ainda que as de células de Hulle sdc usualmente globosas ou
esféricas e, ocasionalmente, alongada. "Elas ocorrem
usualmente nas extremidades das hifas, sendo que a sua
formagdo é acompanhada pelo espessamento da parede celular.
No estudo com microscopia de transmissdo em célula de Hulle
verificaram a presenga de varios nuacleos, mitocdndrias,
lipidios e grandes quantidades de  produto estocado,
possivelmente glicogénio.

DOBY e KOMBILA-FAVRY (1978) verificaram que em
Aspergillus nidulans o didmetro das células de Hulle & de 20n
e que a espessura da parede, era, em média, de 5u. As células

de Hulle geralmente apresentam em Aspergillus nidulans uma



parede porosa e refrigente. Os autores também testaram varios
tipos de corantes, observando que, com o reativo de Schiff, a
parede corou fracamente de rosa, enquanto o interior
apresentou uma variagéo, entre auséncia de coloragdoc até um
rosa intenso. J& na coloragdo com Eosina, o interior né#o
corou, mas a parede apresentou uma fraca coloragédo rosa. Por
outro lado, os ascbdsporos coraram muito bem de rosa quando
foi utilizado o corante Schiff e, de rosa-vermelho quando o
corante foi a Eosina.

KURTZ e CHAMPE (1981) selecionaram um mutante Qque
produzia grande quantidade de células de Hulle, sem Qque
houvesse necessariamente a formagédo de cleistotécio. Para os
autores, a incapacidade de completar o desenvolvimento sexual
estava relacionada com a presenga de uma lacase, a qual
estava associada com a formagcdo de células de Hulle e da
parede do peritécio.

HERMAN e col. (1983) trabalhando com Aspergillus nidulans
destacaram a importancia das células de Hulle no
desenvolvimento dos corpos de frutificagdo, e propondo gque,
como elas s8o lacases positivas, semelhante aos primérdios
cleistoteciais, elas podem ter uma participagdo direta na
morfogénese cleistotecial. Segundo os autores as células de
Hulle nao obtém sua lacase nos primdérdios, pois células de
Hulle de algumas linhagens mutantes, gue nao produzem

cleistotécio sdo lacases positivas, sugerindo que ©



transporte enzimAtico sejam de células de Hulle para os
primérdios.

ZONNEVELD (1988), trabalhando com um mutante aconidial,
sugeriu que o fungo filamentoso, Aspergillus nidulans, inicia
os ccrpos de frutificagdo ou cleistotécio com a formagdo de
uma aparente hifa dicariética. Segundo o autor, o primeiro
sinal da diferenciagédo do cleistotécio é a formagdo de uma
curta hifa que tem ramos vigorosos, comecando com a formacao
de células de Hulle, e em seguida um corpo aparece
aumentando de tamanho e formando o corpo de frutificagéo ou
cleistotécio. Na linhagem estudada, o surgimento das células
de Hulle ocorreu no_terceiro dia apdés a inoculacdo do fungo
com a formagdo do grupo de células e, em volta dessas inicia-

se o desenvolvimento do cleistotécio.



2.2 - Anédlise Citogenétican em Aspergillus nidulans

Os estudos relacionados com aspectos citogenéticos em
Aspergillus nidulans s&o dificeis devido ao reduzido tamanho
dos nidcleos e dos cromossomos. Por outro lado, em alguns
outros microorganismos eucaridticos é possivel detectar até
aberragdes cromossdmicas, utilizando para isso técnicas
microscdépicas adequadas. McCLINTOCK (1945), trabalhando com
Neurospora crassa, chamou a atengdo, para a utilidade e
importéncia de estudos genéticos, e a necessidade do
conhecimento dos cromossomos e do comportamento do nudcleo
nesse microorganismo. Em seu trabalho descreveu os
cromossomos desde a fertilizagdo até a primeira metéafase
meidética e nas duas mitoses gque ocorrem no  asco.
McCLINTOCK (1945) ainda testou varios métodos de coloragdo dos
cromossomos, sendo que a orceina acética apresentou os
melhores resultados.

Investigag¢des prévias, relatando o numero de nicleos em
conidios de Aspergilli, foram realizadas por DANGEARD (1907),
que mostrou que A. fumigatus, A. nidulans, A. ochraceus, A.
niger, A. flavus apresentavam um Gnico nltcleo por conidio,
enquanto FEurotium(Aspergillus) herbariorum apresentava mais
de um nicleo.

WAKAYAMA (1931) examinou 30 espécies de Aspergillus,

compreendendo: A. albus, A. aureus, A. awamori, A. clavatus,

10



A. fumigatus, A. giganteus, A. glaucus, A. gymnosardae, A.
melleus, A. niger, A. ochraceus, A. ostianus, A. varians, e
verificou que em todas as espécies, os conidios eram
uninucleados.

WHELDEN (1940) confirmou os dados de WAKAYAMA (1931)
para A. niger, e BAKER (1945) investigou A. fumigatus, A.
clavatus, A. repens e A. echinulatus, descrevendo as trés
primeiras espécies como uninucleadas e a dltima como
multinucleada.

YUILL (1950) determinou o didmetro dos conidios em 15
espécies de Aspergillus, e verificou também o numero de
nicleos que esses conidios continham, como pode ser observado

na TABELA 1.

Segundo YUILL (1950), hé& uma relagdo entre o diédmetro do
conidio e o nimero de nucleos. Desta forma, conidios
uninucleados raramente excedem 4y, por outro lado, conidios

com mais de um nicleo sdo geralmente maiores do que 5u.
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TABELA 1

GIupo Aspergillus clavatus

A.
A.

clavatus
giganteus

Grupc Aspergillus glaucus

A.
A,

A.
A.
A.
A.
A.

Grupo Aspergillus fumigatus

AR.
A.
A.

Grupo Aspergillus nidulans

A.
A,
A,
A.
A.
A.
Grupo Aspe
Al
A.

Grupo Aspergillus flavipas

A.

Grupo Aspergillvs varsicolor

A.
A.
A,
A.

repens
pseudoglaucos
ruber
proliferans
chevaliere
amstelodani
montevidensis

meaxgand
ambrosus

echinulatus
medins
carnoyi
niveu.glaucus
gracilis
restrictus
penicilloides
itaconicus

fumtigatus
fischeri
malignus

nidulens
quadrilineatus
ragulosus
variecolr
caespitosus

unguis

rgillus ustus

ustus
granulosus

flavipes

sydowi
janus
versicolor
humicolor

Grupo Aspergillus terreus

A.
A,
A.

Grupo Aspergillus candidus

A

terreus
carneus
nivens

candidus

Grupc Aspergillus niger

A.
A.
A.
A.
A.
A.
A.
A.
A.
A.
A

niger
foetidus
awamori
miyakoensis
pulvarulentus
fumaricus
fonsscaeus
carbonarius
lnchuensis
japonicus
violaceo~fuscus

Grupo Aspergillus wentii

A
A.

psnamensis
alltaceus

Diametro do conidio(n)

2-4x2-3
3,5-4x2,4-3

s W
- w
P

-

.- %

#lde nicleos

1l
1,

[ T T

s

v

-

1

e R N
[

[ W

raro 2 ou 3

2, raro 3 ou 4

2
2

2, raro 3

C



A.
A.

&avenaceus
wentii

Grupo Aspergillus tamarii

A.
A.
A.
A.

citrisporus
lataescens
terricola
tamarii

Grupo Aspergillus flavus—-oryzae

A.
A.
A.
A.
A

ryzae
- micro-virido-citrinus
Llavus
parasiticus
effusus

Grupo Aspergillus ochraceus

A.
A.

salphureus
guexcinus
sclerotiorum
meslleus
ochraceus
ostianus

Sparsus

4-6x3,2-4
3,5-6

5-9x5-6
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Os fungos em geral, apresentam dificuldade para estudos
citoldégicos devido ao reduzido tamanho dos niacleos e dos
cromossomos (PONTECORVO e col. 1953).

Segundo (ISHITANI e col. 1956) hé& uma manutengao da
proporgcdo de DNA/citoplasma, tanto em linhagens hapléides
quanto em linhagens dipléides em Aspergillus nidulans, sendo
que essa proporgado pode ser mantida por dois processos. Na
primeira situagdo, hé& uma redugdo do numero de nucleos por
conidios em linhagens dipldéides com mais de um nicleo por
conidio. Na segunda situagido, h& aumento da gquantidade de
citoplasma nos conidios das linhagens dipléides que
apresentam mais de um nicleo.

ELLIOTT (1960), mostrou que, em linhagens de Aspergillus
nidulans os ascos se originam de estruturas em forma de
bast8o. Os dois ntcleos de uma célula terminal de uma hifa
ascdgzna se dividem simultaneamente, resultando em célula
terminal uninucleada, uma célula terminal binucleada e uma
céluia basal uninucleada. A célula terminal alonga-se para
formar os ascos, seus nucleos se fundem para formar o zigoto
o qual imediatamente entra em meiose. Na diacinese e primeira
metafase, oito bivalentes s&80 vistos: trés grandes (os
cromossomos 1, 2 e 3), dois de tamanho médio ( os cromossomos
4 e 5), dois peguenos (os cromossomos 6 e 7) e um muito
pequeno (cromossomo 8). Para realizagido dessas observagdes os

cromossomos foram corados com orceina acética. Nas linhagens
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diplbéides a meiose ocorre normalmente até a primeira
metadfase, ndo observando-sc as fases seguintes.

ROSEMBERGER e KESSEL (1967), estudando o sincronismo da
divisdo nuclear em Aspergillus nidulans, verificaram em
conidiéforos germinando, uma frequéncia relativa de hifas
contendo 2 a 8 nucleos. No entanto os conidiéforos séo
mononucleados, podendo completar a sincronia da hifa com 2R
nicleos, sendo n o dobro apdés a germinagdo. O aspecto da hifa
com o numero de nucleos diferente de 2D poderéd indicar falta
de sincronismo. A frequéncia de hifas n&o tendo 201 nuicleos,
depende do grau de sincronismo em hifas individuais. As hifas
foram coradas com acridina orange e observada em microcédpio
de fluorescéncia.

Mitose de hifas em crescimento de Aspergillus nidulans
foi estuda por ROBINOW e CATEN (1969) usando microscopia
6tica e de transmissdo. Observaram gque na periferia dos
nicleos é encontrado um granulo de forma bem definida,
apresentando uma forte afinidade. por fuccina &acida. A mitose
comega com a duplicagdo desses grénulos e o desenvolvimento
de fibras que aumentam o comprimento gradualmente entre
granulos irmdos. A divis8o da cromatina foi observada em
preparagdes com orceina acética, diretamente apébs a
hidrélise. Ja4 os cromossomos iniciam seu rearranjo em duas
colunas de massa cromatinicas nos quais os cromossomos

indivizualizados ndo podem se distinguidos. A divisdo ¢é
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completada pela migragdo de cromatina para o final de cada
coluna, onde os cromossomos metafasicos formam a dupla barra.
Na anéfase parece haver uma quebra transversal da dupla e
movimento de <cromatina em diregdo as extremidades. Na
teldéfase, ocorre reconstrugdo dos nicleos filhos, a partir da
massa cromatinica, que gradualmente se torna mais granular.
Estudando ainda os aspectos da coloragdo sucessiva para o
mesmo nucleo em divisdo, primeiro para fibras, utilizando
fuccina éacida e depois para cromossomos com orceina acética
ou HCl-Giemsa, sugeriram que as fibras retém os cromossomos e
que a elongagdo estéd restritamente relacionada com os
movimentos de anafase e teldfase dos cromossomos. A
microscopia eletrdnica revelou que a mitose ocorre sem gque
haja o rompimento da membrana nuclear. O fuso mitdtico é
composto por um feixe de fibras a qual atravessam o nicleo
entre duas placas de um material denso associado com o©
envelope. Para explicar as configurag¢des durante a divisdo da
cromatina, sugeriram que os cromossomos se ligam as fibras do
fuso em vérios pontos ao longo do seu comprimento. Com a
elongacgéo do fuso as cromatides irmés separam-se
assimetricamente para as extremidades do fuso. A auséncia de
placa metafasica é devido os cromossomos se ligarem as fibras
em varias partes do seu comprimento.

Em Aspergillus nidulans, conidios dipléides que

apresentam um UGnico nicleo tem o dobro do volume quando
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comparado com linhagens hapldéides. Por outro lado, o tamanho
das hifas cenociticas ndo é afetado pelo grau de ploidia, mas
as hifas hapléides apresentam em torno da metade do numero de
nicleos em relacgdo as hifas diploides (CLUTTERBUCK, 1969). Em
trabalho posterior CLUTTERBUCK (1970) observou também que
existe correlacdo entre a divisdo nuclear e a septagao.

BAINBRIDGE em 1971, afirmou que a germinagdo de
conidios, em Aspergillus nidulans, apresenta uma sincronia
parcial. A emergéncia do tubo germinal foi observada em 210
minutos apdés a inoculagdo em meio liquido e com 360 minutos,
98% dos conidios apresentavam o tubo de germinagdo. O autor,
ainda utilizando a técnica da orceina acética, mostrou que
esporos com 2, 4 e 8 nicleos, gérminam em 270, 390 e 480
minutos, respectivamente.

CHANG e col. (1974) demonstraram em Aspergillus niger que
as proporgdes de conidios binucleados eram de 60-65%, em trés
linhagens hapldéides e de 87-92% em duas linhagens dipldides.

MORRIS em 1976, classificou.as mutagdes que b oqueiam a
mitose de Aspergillus nidulans em 4 diferentes classes,
recebendo os simbolos nim, bim, sep e nud. Desta forma os
mutantes que bloqueiam a interfase receberam o simbolo (nim),
o blogqueio na mitose (bim), o bloqueio na septagdo (sep) e o
movimento dos nutcleos (nud). Foram isolados 45 mutantes de
Aspergillus nidulans sensiveis a temperatura gue apresentavam

defeito na divisdo nuclear, septagdo e distribuigdo de
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nicleos ao longo do micélio. Para caracterizar esses
mutantes, as células foram coradas com orceina acética ou
fucsina béasica. Desses mutantes, 35 exibiram uma diminuicgdo
na coordenagdo dos fusos e no indice de cromossomos mitéticos
a 42°C, indicando que eles falham para entrar em mitose; 5
mutantes falharam na formagdo dos septos e outros 5 mutantes
apresentaram uma distribuig¢do nuclear anormal. Segundo o
autor, esse fungo pode ser um sistema Util para analisar os
eventos bioquimicos da mitose. Embora os eventos morfolbégicos
sejam conhecidos, os processos bioquimicos, como: os eventos
que levam a condensag&o dos cromossomos, formagdo dos fusos
mitdticos e separagdo dos cromossomos em anadfase ndo o séo.

FULLER (1976) em sua revisdo sobre a mitose em fungos,
sugere que um conhecimento detalhado sobre esse processo sera
alcangado através da analise conjunta da micrébscopia otica
com a eletrdnica.

PAES DE BARROS (1977) trabalhando com Aspergillus
nidulans, mostrou através de estudos citoldgicos, que o
didmetro médio do nuacleo de <conidios de linhagem que
apresentava duplicagdo cromossémica, era maior que o da
linhagem hapléide balanceada. Concluiu que a técnica
citolégica que apresentou melhor resultado para coloragdo de
nicleos dos conidios foi a de HCl-Giemsa.

GABRIELLI (1978) comparou o tamanho do nicleo das

linhagens V-8, dissdémica e MSE, e observando que a média do
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nicleo da linhagem V8 era maior que o da linhagem MSE e menor
que o da linhagem dissémica. A técnica citologica que
apresentou os melhores resultados para a coloracéo de nucleos
foi a do HCl-Giemsa.

souza, (1979) verificou que nicleos de conidios da
linhagem A e de variantes deteriorados tiveram seus diametros
alterados pela presenga ou excisdo do segmento duplicado,
quando comparado <com os de linhagens hapldides sem
duplicagéao.

PIZZIRANI, (1977) mostrou que linhagens de Aspergillus
niger podem apresentar diferentes percentagens de conidios
binucleados. _

ROSIM, e col.(1978), estudando diferengas de tamanho de
conidios uninucleados e binucleados, em linhagens hapldides e
em heterocario de Aspergillus niger, concluiram dque a
classificacdo de linhagens hapldides e dipléides com base no
tamanho do conidio n&o é confidvel. Por outro lado houve
diferenca significativa entre nucleos hapldides e diplédides.

BARACHO e COELHO (1978) analizando o numero de nucleos
de 34 1linhagens de Aspergillus niger verificaram dque a
proporgédo de conidios binucleados além de variavel depende
das condigdes ambientais. Sendo que a idade da coldnia nao
afeta a proporgéo de conidios binucleados.

TRINCI e MORRIS (1979), estudando a morfologia e

crescimento do micélio de wuma linhagem de Aspergillus
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nidulans sensivel a temperatura(sepA2), mostraram que a
incubagdo a 25°C ndo ocasionava diferenga na septagdo entre a
linhagem mutante e a parental. Entre 30°C e 37°C o mutante
crescia 3/4 menos que a linhagem parental. Quando cultivado
a 379%C o mutante ndo produziu septos. Para essas observagdes
a coldnia foli posta para crescer em papel celofane. !

BERGEN e MORRIS, (1983) mostraram que no género
Aspergilius a colbnia se estabelece a partir de uma célula
hapldide uninucleada, sendo que, na fase inicial, os esporos
estdo na fase Gl, onde cada complemento de DNA n&o esta
replicado. O primeiro ciclo de divis@o nuclear ocorre entre
75 a 120 minutos, dependendo das condig¢des de crescimento. A
mitose é estimada em torno de 5 minutos a 37°C; a fase G2
ocorre em 30 minutos, fase S em 25 minutos e a fase Gl em 15
minutos.

OAKLEY e col. (1983), isolaram e caracterizaram mutantes
sensiveis ao <calor que apresentavam a divisdo nuclear
blogqueada na interfase quando. cultivado em temperatura
restrita. Apdés 3,5 horas em temperatura restrita o indice
mitdtico da linhagem foi igual a zero. Quando a linhagem foi
colocada em temperatura normal, o indice mitdético aumentou
rapidamente chegando ao maximo de 78% em 7,5 minutos. Quando
essa linhagem foi examinada por microscopia eletrdnica o fuso
mitdético estava ausente em temperatura restrita, mas

apareceram em grande numero quando a linhagem foi incubada
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durante 5 minutos em temperatura normal. Esses dados sugerem
que, em temperatura restrita, o gene nimAS5 bloqueia o ciclo
de divis&o nuclear em um ponto imediatamente antes do inicio
da condensagé&o dos cromossomos € reuni&o dos microtubulos.

BERGEN e col. (1984) isolaram e caracterizaram 32
mutantes de Aspergillus nidulans sensiveis a temperatura que
tinham a mitose blogqueda em temperatura restrita, para
verificar se a mutacgédo bloqueava a mitose na fase Gl, S ou G2
do ciclo celular. Concluiram que 5 mutantes blogueavam em
interfase, 9 bloqueavam na fase G2, 9 bloqueavam na fase Gl.
Nove mutagdes né&o puderam ser classificadas. O bloqueio
imposto pela temperatura restrita foi irreversivel em 3
linhagens.

ORKLEY e RINEHART (1985), trabalhando com Aspergillus
nidulans examinaram o efeito do agente benomil no microtubulo
e no comportamento de mitocdndrias em varias linhagens de
Aspergillus nidulans em inicio de germinagdo. Os autores
verificaram que as divisdes e os movimentos nucleares foram
inibidos mas, o movimento mitocondrial ndc. Também examinaram
o efeito de 5 mutantes sensiveis ao calor que inibem o
movimento do nacleo mas néo inibem a diVisédA nuclear.
Sugerindo gue o mecanismo de movimento nuclear e mitocondrial
ndo sado idénticos e que os movimentos mitocéndriais néo

requerem o funcionamento dos microtubulos.
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MIMS e «col. (1988) sugeriram que a conidiagdo em
Aspergillus nidulans pode ser dividida convenientemente em
cinco estagios morfologicamente distintos: o desenvolvimento
do talo do conididforo, formagdoc da vesicula do conidiéforo,
diferenciagdo da metulae, diferenciagdo dos philiades, e
produgéo de conidios. Para essas observagdes trabalharam com
microscopia de transmisséao onde demostraram que a
substituicdo da fixagdo quimica pela fixagdo a frio,
facilitou as observagdes. As caracteristicas da
ultraestrutura da vesicula, mitocdbndria, microtubulos e
niucleo foi mais clara quando a fixagdo da amostra foi a frio
quando comparada com a fixagdo quimica. Por outro lado certas
estruturas e eventos da amostra nd&o sdo visivéis gquando
fixado gquimicamente. Como exemplos, citam certas divisbes
mitdticas associadas com varios estagios da conidiagao.

DOONAN e MORRIS, (1989) mostraram que o mutante bimGl1,
sensivel a temperatura, causava um elevado indice mitético
quai:xdo incubado & temperatura de 43°C e uma incapacidade para
completar a separagdo em anédfase para formar os nacleos
filhos. Para essas observagbdes as hifas foram postas para
crescer em papel celofane, coradas com DAPI e analisadas em
microscdpio de fluorescéncia.

EL-ANI, (1990) corou as hifas de Aspergillus flavus com
orceina acética e mostrou que h& uma variagdo de didmetro de

2 a 11lp e acima de 55 nicleos nas hifas mais longas.
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ENOS e MORIS, (1990) mostraram que no fungo Aspergillus
nidulans a mutacdo bimC4, sensivel a temperatura, causa um
elevado indice mitético quando cultivado em temperatura
restrita. A mutagdo interfere na morfologia dos fusos, néo
deixando ocorrer a divisdo nuclear. Para realizar as
observag¢des os conidios foram postos para germinar em papel
celofane e corados com DAPI e em seguida examinada em
microscopia de fluorescéncia.

Segundo MORRIS e ENOS em 1992, recentes progressos
genéticos e bioquimicos da mitose em Aspergillus nidulans tem
sido substancial para o entendimento do processo. Sabe-se que
uma quinase especial e uma fosfatase regulam a mitose. No
entanto, muitos estudos da mitose do ponto de vista
bioquimico continuam desconhecidos. Ainda ndo se conhece como
a cromatina se condensa, como os fusos se formam, como os
cromossomos se movem para os polos, ou como a divisdo nuclear
é coordenada na célula em crescimento ou sintese de DNA e

citocinese.
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3 - MATERIAL E METODOS
3.1 - Linhagens Utilizadas

3.1.1 - Linhagem A - Possui conidios de coloracdo verde e
apresenta duplicagédo crqmossémica de um segmento do grupo de
ligagéo I translocada para o grupo de 1ligagdo II (NGA e
ROPER, 1968). Figura 1 - mostra os marcadores genéticos da
linhagem A.
3.1.2 - Linhagem MSE (Master Strain E)

Apresenta conidios de coloragédo branca e marcadores nos
oito grupos de ligagéo (McCULLY e FORBES, (1965).
3.1.3 - Linhagem proAl; pabalA6; yAl

Possui conidios amarelos e apresenta deficiéncia para
prolina e acido p-aminobenzdico.
3.1.4 - Linhagem biAl; methGl

Apresenta conidios verdes e deficiéncia na sintese de
biotina e metionina.
3.1.5 - Linhagem CH-89

Caracteriza-se por apresentar deficiéncia de prolina e
metionina, como também de produzir pouco peritécios e
bastante células de Hulle.
3.1.6 - Dipléide MSE//A - Resulta do cruzamento da linhagem A
com a MSE.

3.1.7 - Dipléide proAl;pabaA6; yAl//MSE
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Resulta do cruzamento entre as linhagens proAl;pabalA6;
yAl e a MSE. A primeira apresenta deficiéncia de prolina e do
acido o-aminobenzébico.

Com excegdo dos dipldéides e da linhagem CH-89, todas as
linhagens usadas s&o do estoque do Departamento de Genética e
Evolucdo da UNICAMP. Os marcadores genéticos dessas linhagens

é mostrado na figura 2.
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15 SR D e e, N adE,,  biA;
Figura 1. Marcadores genéticos da linhagem A

Os centrémeros estdo designados por 0. Os fendtipos

determinados pelos genes podem ser encontrados no item 3.1.1
———————— grupo de ligagédo I
........ grupo de ligagédo II

Obs. as distéancias ndo estdo em escala no mapa.
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Figura 2. Grupos de 1ligagdo e localizagcdoc dos marcadores
genéticos, das linhagens de A. nidulans utilizadas. As
distancias dos marcadores néo estio em escala no mapa.

0 = centrdémero.
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3.2 - Meios de Cultura

3.2.1 - Meio Minimo Liquido( PONTECORVO e col., 1933)

Nitrato de sdédio 6,0g
Fosfato dihidrogenado de potassio 1,5g
Cloreto de potéassio 0,5g
Sulfato de magnésio 7 H20 0,5qg
Sulfato de ferro tragos
Sulfato de zinco tragos
Glicose 10, 0g
Agua destilada 1,0 L

O pH foi ajustado para 6,5 com 1IN de HCl ou NaOH 4%;

quando o meio desejado era sdélido adicionava-se 15,0 gramas

de &gar por litro.

3.2.2 - Meio Completo Liquido( PONTECORVO e col., 1933)

Foram adicionados a 1 litro de meio minimo liquido(item

3.2.1):

Peptona
Extrato de levedura
Caseina hidrolizada

Solugdo de vitaminas

28

2,0g
0, 5g
1,5g
1,0ml



Acido nucléico de leveduras 2,5ml
O pH foi ajustado para 6,5 com NaOH 4% ou HCl 1IN; quando

s6lido, foram adicionados 15,0 gramas de agar por litro.
3.2.3 - Meio Minimo Mais 2% de Meio Completo

Em tubos de ensaio, foram adicionados 3 ml de meio
minimo liquido mais 2% de meio completo liquido. Em seguidas
estes tubos foram autoclavado e conservados em refrigerador.

3.2.4 - Suplementos Adicionado ao Meio Minimo.

Preparou-se o estoque de suplementos com éagua destilada
esterilizada. As solugdes foram aquecidas em banho-maria por

15 minutos e conservados no refrigerador a 4°C.

Solugdo estoque Quantidade em Concrentragio
em 100ml H,O 20ml de meio final
Acido a-aminobenzéico 50 mg 0,1ml 0,25 pug/ml
Prolina 1,0 g 0,1ml 50,0 pg/ml
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3.3 - Solugdes Utilizadas
3.3.1- Solugdo de Tween

Adicionou-se 0,1ml de tween-80 em 99,9ml de Agua
destilada. Foram colocados 2,5 ml da solugido de tween em
tubos de ensaio, em seguida autoclavados e conservados sob

refrigeragao (49C).
3.3.2 - Solugdo Salina

Foram dissolvidos 8,5g de cloreto de sédio em 1000ml de
Agua destilada. Distribui-se 9ml da solugdo em frascos,
autoclavou-se a solugdo e os frascos foram conservados a

temperatura ambiente.

3.3.3 - Solugdo de Vitaminas

Biotina 0,20mg
Aneurina ou tiamina 10, Omg
Acido a-aminobenzdico 10, Omg
Piridoxina 50, 0mg
Acido nicotinico 100, Omg
Riboflavina 100, Omg
Agua destilada 100, Oml
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A solugéo foi guardada em frasco escuro no refrigerador
a 42C, sobre cloroformio, apdés ter sido aquecida em banho-

maria a 602C por 15 minutos.

3.3.4 - Solugdo de Acido Nucléico de Leveduras

Preparou-se duas solugdes de acido nuclé:co de
leveduras. Essa dissolveu-se 2g em 15ml de solugdo de HCl a
IN e, na outra 2g em 15ml de solugdo 1IN de NaOH. Ambas
solugbes foram agquecidas a 1009C por 20 minutos, misturadas,
e o pH ajustado para 6,0 com solugdo de NaOH a 4%. Filtrou-
se e completou-se o volume para 40ml e, em seguida conservou-

se no refrigerador a 49C, em cloroformio.

3.3.5 - Tampdo Fosfato (Furtado, 1968)

Solugéo A - fosfato dihidrogenado de potéssio 2,4g9/L.
Solucdo B - fosfato dihidrogenado de sédio 2,8g/L
Apdés as solugdes serem dissolvidas em &gua destilada,
foram misturadas 7 partes da solugdo B com 3 partes da
sulugdo A. Na solugédo final o pH foi ajustado para 6,5 e, em

seguida estocada em frasco escuro a 4°C.
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3.3.6 - Solugdo de Albumina (ROBINOW e CATEN, 1969)

Preparou-se uma solugdo com 5ml de clara de ovo em 100ml
de dgua  destilada. Filtrou-se e conservou-se em

refrigerador (4°C) utilizando-se frasco escuro.

3.3.7 - solugdo Fixadora

Foram misturados dlcool absoluto, dcido acético
glacial e acido latico na proporgéao de 6:1:1,
respectivamente. A solugdo foi conservada em frasco escuro a

temperatura ambiente.

3.3.8 - Solugdo de NaOH a 489.

NaOH 40, 0g
Agua destilada 1000, Oml

A solugdo foi conservada a temperatura ambiente.
3.3.9 - Solugdo de HCl1l 1N
HC1 (37%) 85, 0ml

Agua destilada 915ml

A solugédo foi conservada a temperatura ambiente.
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3.3.10 - Solugdo de Giemsa

Giemsa 1,09
Metanol 54,0ml
Glicerina 84,0ml

A Giemsa foi dissolvida em

glicerina, e em seguida

adicionado o metanol. A solugdo foi filtrada, guardada em

frasco escuro com tampa esmerilhada a temperatura ambiente

por trés dias antes do inicio do uso.

3.3.11 - Solugdo de Acido Perclérico

Foram preparadas varias solugdes com diferentes

normalidades. As solugdes foram preparadas em banho de agua

e gelo, em frasco escuros e guardadas a 4°C.

HC104 0,2 N 1 ml de
HC104 1,5 N (10%) 1 ml de
HC104 3, 75N 1 ml de

3.3.12 - Sclugdo 0,3N de KROH

Foli colocado 1,34g de KOH em

com 80ml de agua.
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3.3.13 - Solugdo de Acetaldeido

O volume de 0,1 ml de acetaldeido(l,6mg/ml), foi
adicionado em 49,9 ml de a&gua. Em seguida guardado em frasco

escuro com tampa esmerilhada.

3.3.14 - Solugdo de Difenilamina

Foi preparada uma solugdo de 4% difenilamina em &acido
acetico glacial, a qual, foli guardada em frasco escuro com

tampa esmerilhada.
3.3.15 - Scolugdo Estoque de DNA de Salmio(Sigma).

Em 10 ml de Acido perclorico 1,5N , foram diluidos 15mg
de DNA purificado. A solugdo foi posta em frasco escuro e

mantida sob refrigeragéo.

3.3.16 - Gelatina Glicerinada

Gelatina 5,0g

Agua destilada 30,0ml
Glicerina 35,0ml
Fenol 0,125g

A gelatina foi dissolvida em &gua destilada aquecida a
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temperatura de 60 a 80°C. Sob agitagdo constante foi
adicionado a glicerina e o fenol. A solugldo foi conservada em

vidro a temperatura ambiente.
3.3.17 - solugdo de Peptona

Peptona 0, 5mg
Agua esterelizada 25ml

3.3.18 - Solugdo de Extrato de Levedura

Extrato de Levedura 2g

Agua esterelizada 100ml
3.3.19 - Solugdo de Caseina Hidrolisada

Caseina hidrolisada 1,5g

Agua esterelizada 75ml

3.3.20 - Azul de Toluidina

Preparar um tampdo com pH 3,6, misturando 13,56ml de
acido citrico(0,1M) com 6,44ml de fosfato acido
dissédico(0,5M). Completar o volume para 100ml. Em seguida

dissolver 1 grama de azul de toluidina nos 100ml da solugédo
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tampédo. Filtrar e guardar em frasco escuro.

3.3.21 - Esterilizagdo

Quando né@o foi descrita outra metodologia , as solugdes
utilizadas foram esterelizadas em autoclave a temperatura de

1208C e a pressdo de uma atmosfera por 15 minutos.
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3.4- Métodos
3.4.1-Obtengdo do Heterocario

Conidios das diferentes linhagens com complementagao
para marcas auxotréfica;, e/ou morfolégicas) foram colocados
em tubos de ensaio contento 2,5 ml de meio minimo liguido
suplementado com 2% de meio completo liquido. Apébés 4 dias de
incubagdo a 37°C formou-se uma pelicula a qual foi
transferida para meio minimo sélido. Essa pelicula foi
dividida em quatro partes e incubada a 378 C por 6 dias afim

de se formarem setores heterocarios.
3.4.2-Obtengdo de Diplédides

Os diploides originam-se da fusd&o de nacleos hapléides
de constituigdo genética diferentes.

Para obtencdo dos dipléides heterozigotos, usou-se o
método descrito por ROPER(1952), cuja técnica consiste em
semear em meio minimo elevada quantidade de conidios (106 a
107) originarios de setores heterocarios. Como os conidios
hapldides auxotrdficos néo conseguem se desenvolver em meio
minimo, somente os dipldides heterozigotos prototréficos se
desenvolvem sendo, entdo selecionados e isolados. Pela medida

do diametro dos conidios em microscdédpio, confirmava-se o
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cardter dipldéide dos mesmos, e esses dipldéides assim obtidos

foram purificados em meio minimo.

3.4.3-0Obten¢gdo da Linhagem CH-89

O dipléide obtido resultado do cruzamento da linhagem A
com a linhagem biAl; methGl, foram induzido a hapl«idizagao
pela técnica de p-fluorofenilalanina (pFA), um anaiogo da
fenilalanina que tem a propriedade de inibir o crescimento de
linhagens dipldides, no entanto permite o crescimento de
setores hapldéides que surgem como segregantes. Segundo KAFER
(1961) a haploidizacdo ocorre espontaneamente através de
aneuploidia com a perda sucessiva de cromossomos.

Selecionou-se setores de <coloragdo que apresentava
producdo de conidios retardadas e produgdo de células de
Hulle sem formar peritécios. Estes setores foram purificados

obtendo-se coldnias isoladas geneticamente pura para analise.
3.4.4- Membrana de Diilise
Apds terem sido recortadadas em dimensdes de 18mm x

18mm, as membranas foram c¢olocadas em vidro com agua

destilada e a seguir autoclavadas.
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3.4.5- Cultivo do Fungo

Com o auxilio de uma pinga, colocou-se uma membrana de
didlise sobre uma superficie de meio completo. A seguir,
foram feitas inoculagdes com a linhagem CH-89 produtora de
células de Hulle em cada lado da membrana a uma distéancia

aproximada de 1 cm, e incubadas por trés dias.
3.4.6 - Cé&lulas de Hulle

3.4.6.1- Dimensdes das Células de Hulle

Foram feitas médidas de células de Hulle provenientes
das linhagens MSE, A, biAl; methGl//MSE. As linhagens foram
inoculadas em meio completo e incubadas por 8-9 dias. Dessas
linhagens foram retiradas células de Hulle, que foram
«:rlocadas em uma gota de agua sobre uma lamina, espalhadas e
coberta com laminula. Essa lamina foi levada ao micréscopio
fazendo-se em seguida as medidas de dois diametros de 50

células, de cada linhagem, com a ocular micrométrica.
3.4.6.2- Taxa de Germinagd3o de Células de Hulle .

As linhagens A e CH-89 foram incubadas a 37°C em meio

completo. A linhagem A foi incubada por 6, 8, 10 e 12 dias e
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a linhagem CH-89 6, 8, 10, 12, 14 e 25 dias. Em cada data foi
colhido material para determinar a taxa de germinagdo das
células de Hulle. Para determinagido dessa taxa procedeu-se da
seguinte maneira:

a) cleistotécios da linhagem A foram retirados com uma
pipeta de Pasteur distendida, isolados e rolados sobre uma
lamina esterelizada. A seguir era colocado sobre o material 2
a 3 gotas de meio completo liquido;

b) com relacdo a linhagem CH-89, células de Hulle foram
diretamente colhidas da coldnia e colocadas em lamina com 2 a
3 gotas de meio completo liquido;

c) as laminas foram postas em placas de Petri contendo
papel de filtro humedecido;

d) apdés 8 horas de incubacgdo as laminas foram retiradas
e observadas ao microscdpio;

e} em 30 campos escolhido ao acaso foram observado as
células de Hulle e anotado o numero das células germinadas e

ndo germinadas.

3.4.6.3 - Curva de Sobrevivéncia

Células de Hulle e conidios da linhagem CH-89 incubada
por 6 dias em placa com meio completo, foram transferidas
para um tubo de ensaio contendo 4ml de solugdo de tween. Em

seguida o tubo foi agitado e a suspensido filtrada em papel de
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filtro de ntmero 10.

1 - Preparacgdo dos conidios

O material filtrado foi transferido para tubos de ensaio
e centrifugados por 3 minutos na posigcdo 3 da centrifuga
Baby. Em seguida os sobrenadantes foram descartados e o
precipitado ressuspenso em 2,5ml de solugdo de tween.

2 - Preparagdo da células de Hulle

O material retido no papel de filtro foi ressuspenso em
dgua destilada e distribuida em tubos de ensaio. As etapas
posteriores foi de acordo com a da preparagédo de conidias.

3 - As suspensdes preparadas em solugdo de tweem-80,
foram agitadas e seu numero estimado através de contagem com
o hematimetro no microscépio. Essas suspensdes foram diluidas
em solugdes salina(l:10) e colocadas em placa de Petri
esterilizadas, e em seguida submetidas a irradiacgéo
ultravioleta em ambiente escuro, nos tempos 0, 2, 4, 8, 16 e
32 minutos.-Apds cada tempo de irradiagdo, semeou-se (0,1lml em
placa contendo meio completo. As placas foram incubadas a
37°C por um tempo aproximado de 72 horas. Em seguida contou-
se o numero de coldnias por placa. A curva de sobrevivéncia
foi realizada tomando-se o tempo zero de irradiagdo como 100%

de sobrevivéncia.
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3.4.6.4 - Crescimento e Difimetro do Tubo Germinativo

As linhagens A e CH-89 foram incubadas & 37°C em meio
completo durante 6, 8, 10 e 12 dias. Em cada data foi colhido
material para medigdes da largura e do comprimento do tubo
germinativo dos conidios e das c¢élulas de Hulle. Para
determinagdo das medidas procedeu-se da seguinte ma:xniira:

a) conidios de ambas as linhagens foram transferidos
diretamente para uma lamina contendo 2 a 3 gotas de meio
completo liquido;

b) cleistotécios da linhagem A foram retirados com uma
pipeta de Pasteur distendida, isolados e roladas sobre uma
lamina esterelizadas. A seguir foram colocadas 2 a 3 gotas de
meio completo 1liquido sobre o material que entdo era
espalhado; 7

c) com relagdo a linhagem CH-89, células de Hulle foram
diretamente colhidas da coldénia e colocadas em l2mina em 2 a
3 gotas de meio completo liquido;

d) as laminas foram postas em placa de Petri contendo
papel de filtro umedecido;

e) apds 8 horas de incubagdo as lé&minas foram retiradas
e observadas ao microscépio. Com o auxilio de uma ocular
micrométrica mediu-se a largura e comprimento dos tubos

germinativos das células de Hulle e dos conidios.
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3.4.6.5- Extragdo e Quantificagioc de DNA
3.4.6.5.1- Preparagdo das Amostras

As linhagens A e CH-89 foram colocadas para crescer emn
meio completo e vedadas com fita celulosica durtante 8 dias.
Apds esses periodo o material era transferido para tubos de

ensaio contendo solugdo de tween a 1% da maneira como segue:
1 - Preparagédo dos conidios

Os conidios eram transferidos para tubos de ensaio
contendo 4ml da solugdo. Depois eram - desagregados —por
agitacdo e feita a contagem no hematimetro com o fim de

estimar a quantidade por ml;
2 - Preparacgdo das Células de Hulle

a) - Da linhagem CH-89 foram>'transfe£idas células de
Hulle para tubos de ensaio contendo 4ml de solucgdo de tween;

b) - Da 1linhagem A foram transferidos cleistotécios,
envolto em células de Hulle para tubos de ensaio com 4ml de
solugdo de tween;

c) Nos tubos de ensaio contendo o material foram

colocado cerca de 20 pedras esfericas de vidro de numero um.
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Em seguida os tubos eram agitados e a suspensdo filtrada em
uma peneira de 40um;

d) O filtrado obtido foi novamente filtrado em papel de
filtro nuimero 10;

e) O material retido no filtro foi lavado 6 vezes com
agua destilada;

f) Depois da lavagem, o material era ressuzpendido em
dgua destilada e novamente filtrado em papel d= filtro de
nimero 10. O filtrado novamente era ressuspendido em &gua
destilada e a suspensio distribuida em tubos de ensaio;

g) A suspensao era entédo éentrifugada e o sobrenadante
descartado. Os precipitados foram colocados em um tunico tubo
de ensalio e ressuspenso em 4ml de solugdo de tween. Em
segquida fez-se a quantificag8o com o hematimetro do ntmero de

células de Hulle e conidios por ml.
3.4.6.5.2- Extragdo do DNA (VAN TUYLL, 1977)

Tanto as suspensdes de conidios quanto as células Hulle
preparadas de acordo com o item anterior, foram transferidas
para tubos de ensaio cdnicos e centrifugadas por 10 minutos
na posigdo 5 da centrifuga Excelsa Baby. Os precipitados
foram lavados 2 vézes em Agua destilada estéril por meio de
ressuspensdo. Em seguida o material foi incubado em 5ml de

dcido perclérico 0,2N por 10 minutos em banho de &gua e gélo
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e centrifugado por 10 minutos. O precipitado foi suspenso em
4ml de KOH(item 3.3.12) e mantido a 37°C por mais ou menos 16
horas.

O DNA foi precipitado com a adigdo de 0,6 ml de &cido
perclérico 3,75N (item 3.3.11) & suspensdo, que foi mantida
em banho de dgua e gélo por 10 minutos. Em seguida fez-se uma

centrifugagdo com o mesmo tempo. Os sobrenadantes foram

dcido perclérico 0,2N (item 3.3.11) em banho de agua e gélo.
Foi adicionado ao precipitado 1lml de acido per~lérico 1,5N
(item 3.3.11). por 20 minutos a 709C, em seguida fez-se a

centrifugacdo por 10 minutos. Uma segunda repetigdo foi
realizada e os sobrenadantes obtidos nas duas etapas foram
combinados completando-se o volume final com 3ml de A&cido

perclérico 1,5N.

3.4.6.5.3- Determinagdo da Quantidade de DNA(GILES e MYERS,
1965) .

Misturou-se 2ml da solugdo de difenilamina (3.3.14) com
2 ml da solugdo teste de A&cido perclédrico 10% (item 3.3.11)
mais 0,1ml da solugdo de acetaldeido 1,6mg/ml (item 3.3.13).
A mistura foi incubada por 18 a 20 horas a 30°C e em seguida
a leitura feita em espectrofotometro 595 e 700nm. A diferencga

entre as duas leituras e a comparagdo com a curva padréo
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fornece a quantidade de DNA nas amostras.

Para as suspensdes contendo células de Hulle e conidios,
o calculo final da quantidade de DNA foi feita levando-se em
conta a quantidade de conidios e de células de Hulle estimada
nessas suspensdes e as estimativas da quantidade de DNA por

conidio obtidas.
3.4.6.5.4- Curva Padr3o

Retirou-se 1ml da solugdo estoque de DNA e adicionou-se
em 36,5ml de éacido percléricd 1,5N(item 3.3.11), obtendo-se
uma solugdo de 40pg/ml. A partir dessa solugdo fez-se
diluigdes a fim de obter concentragdes 20, 10, 5 pg/ml. Em
seguida foram realizadas as leituras e com isso tragada a
curva padrdo conforme metodologia descrita no item anterior.
Para controle utilizou-se &cido perclérico 1,5N(3.3.11) sem

DNA.
3.4.7 - As linhagens
3.4.7.1-Taxa de Crescimento das Linhagens
As linhagens CH-89, A e biAl;methGl foram inoculadés no

centro de placas de Petri contendo meio completo e incubadas a

37°C. Foram efetuadas 6 repetigdes por linhagem. Apdés o segundo
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dia de incubagfo fez-se diariamente a medicdo do diametro das
colénias utilizando-se uma régua milimetrada. Os dados foram
anotados e analisados estatisticamente por meio de andlise de

varidncia (PIMENTAL GOMES, 1984).

3.4.7.2 - Produgdo de Células de Hulle e Conidios na Linhagem CH-
89

A linhagem CH-89 foi inoculada a 37°C em placas de Petri
contendo os seguintes tratamentos:
a) meio completo;
b)meio minimo;
c) meio minimo + (O,iml) de extrato de levedura + (0,1ml) de
prolina + (0,1ml) paba;
d) meio minimo + (0,1ml) de peptona + (0,1ml) prolina +
{0, 1ml) de paba;
e) meio minimo + (0,1ml) de solugdo de vitamina + (0,1ml) de - -
pivtina + (0,1ml) de paba;
d) meio minimo + (0,1ml) de caseina hidrolisada + (0,1ml) de
prolina + (0,1ml) de paba.
Para cada tratamento fez-se 4 repetigdes. Apés 3 dias de
incubagédo procedeu-se da seguinte maneira:
e) Mediu-se o diémetro da colénia com uma régua milimetrada;
f)Conidios e células de Hulle da coldnia inteira foram

removidos para tubos de ensaio contendo 2,5ml de tween e o
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nimero estimados em hematimetro;
g) Os resultados foram anotados e analisados estatisticamente
por meio de andlise de variéncia.

A comparacido do didmetro da colénia, do numero de
células de Hulle e conidios foram feitas utilizando o
delineamento inteiramente casualizado. Na comparagdo das

médias foi utilizado o teste de Tukey (PIMENTEL GOMES, 1984).
3.4.8 - Nicleos de Células de Hulle
3.4.8.1- Formagédo e Geminaqéo‘ de Células de Fille

Membranas de didlise esterilizadas era <colocadas em
placas de Petri contendo meio completo s6lido, na superficie
do meio. A sequir, préximo a cada lado da membrana foi
inoculada a linhagem CH-89, incubando-se por 3-4 dias. Depois
desse periodo de incubacdo, quando o fungo crescia sobre a
membrana, essa era retirada, e fixada em solugdo de CARNOY,
por 25 minutos. A seguir lavava-se em dgua destilada e
procedia-se a hidrdélise com HC1l 1IN a 15 minutos a frio e 10
minutos a 60°C. Depois da hidrdélise o material foi lavado
trés vezes en dgua destilada, e a seguir procedeu—-se a
- coloragdo utilizando a mistura de 10ml de tampdo e 18 gotas
de solugdo de GIEMSA, deixando-se o material nessa mistura

durante uma hora. O material assim corado era colocado em uma
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l&mina e adicionado sobre a membrana trés gotas de gelatina,
cobrindo-se a seguir com uma laminula e examinada ao
micrbéscopio. J& para observar o macronicleo durante o
processo de germinagdo, células de Hulle da linhagem CH-89
com 6 dias de incubagdo foram transferidas com fina pipeta de
Pasteur distendida, para uma l&mina dentro de uma placa de
Petri contendo papel de filtro umedecido. Em seguida colocou-
se duas a trés gotas de meio minimo suplementado sobre a
ldmina, homogeneizando-se com uma alga de platina. As placa
foram fechada e incubadas em estufa a 37°C durante oito dias.
Apbdés esta etapa as lé&minas foram retiradas e adicionadas
sobre a lé&mina duas gotas de solugdo de albumina que foram
espalhadas por gravidade. As laminas foram postas para secar
durante 40 a 60 minutos. Apds essa fase foram para a solugdo
fixadora por 25 minutos e em seguida lavada quatro vezes com
Agua destilada. Apdés a hidrdlise e coloragdo conforme
descrito aciﬁa, as laminas foram lavadas com solugdo fosfato.
Uma laminula juntamente com uma gota de gelatina glicerinada
foi posta sobre uma la&mina para posterior avaliagdo do

material no microscépio.

3.4.8.2- Didmetro do Macronticleo de Células de Hulle

As linhagens A, CH-89, DbiAl; methGl//MSE e proAl;

pabaA6; y1//MSE foram cultivadas em placa de Petri contendo
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meio completo, incubadas a 37°C durante oito dias. Com
excegdo da linhagem CH-89, as demais linhagens retirou-se com
uma pinga os peritécios que foram rolados em meio com com 4%
de agar a fim de separar as células Hulle. Em seguida as
células de Hulle eram transferidas para uma l&mina contendo
uma gota de solugdo de albumina. Homogeneizava-se a suspensao
por toda a placa com o auxilio de uma laminula e colocava-se
para secar durante 10 minutos. Apdés a secagem o material foi
colocado em solug@o fixadora durante 25 minutos. As léminas
foram lavadas trés vezes em diferentes frascos com agua
destilada. Apds essa etapa fez-se a hidrbdlise em &cido
cloridrico 1N durante 15 minutos a temperatura ambiente e a
56°C durante 10 minutos. As laminas foram lavadas cinco vezes
em diferentes frascos com &gua destilada. A coloragido foi
realizada colocando-se 10 ml solugdo fosfato e 18 gotas do
corante GIEMSA durante 20 minutos. Em seguida as l&minas
foram lavadés em solugdo fosfato e colocada uma laminula
sobre o material corado juntamente com uma gota do tampéo
para serem analisadas no microscdépio. Foram medidos os

didmetros de 25 ndcleos ao acaso utilizando uma ocular

micrométrica, optovar um e objetiva de imerséo.
3.4.8.3 - Microscopia Eletrdnica de Varredura

Em placas contendo meio completo sdélido, colocou-se trés
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laminulas 15x15mm esterelizadas. Fizeram-se quatro indéculos
em volta da laminula com a linhagem CH-89 a uma disténcia
aproximada de 0,5cm da lédminula. O material foi incubado a
37°C por 72 horas. As amostras foram transferidas para um
suporte préprio, na qual foram metalizadas com ouro em
metalizador & vacuo (marca JEOL), e examinadas ao microscopio
eletrdénico de varredura(Jeol 25SH), voltagem de aceleragao 12
kV, com aumentos de 100 a 10.000 vezes. Fotografias foram
feitas dos melhores campos, usando filme preto e branco
Kodak(tipo VF20). Os filmes foram revelados e copiados

seguindo o processo normal de rotina.

3.4.8.4 - Microscopia Eletrdnica de Transmissdo
3.4.8.4.1- Fixagdo

As céluias de Hulle foram colocadas em tubo de ensaio e
fixadas em uma mistura 1:1 (v/v), solugdo de glutaraldeido 6%
e tetrdéxido de bsmio 2% em 0,1M do tampdo cacodilato de sédio
pH 7,2 por quatro horas, a 4°C no escuro. A suspensdo com
.células de Hulle foi centrifugada na posigdo 4 da centriguga
Baby por 3 minutos em cada mudanga ou lavagem de solugdo.
Desta forma apbés a primeira fixacdo as células foram lavadas
seis vezes no tampdo cacodilato de sédio 0,1M . Em seguida

foram para o segundo fixador, tetrddio de Osmio 1% por duas
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horas a 4°C no escuro. Fez-se nova lavagem por seis vezes no
tampéo cacodilato de sddio, deixando no mesmo até o momento

da desidratacgéao.
3.4.8.4.2- Desidratagdo

A mostra foi submetido a banhos de 15 minutos em
solugdes alcbdolicas de concentracdo crescente, ( 50%, 70%,
90% ) e finalizando com 100% de alcool etilico absoluto,

também com dois banhos por 15 minutos.
3.4.8.4.3- Preparo da Amostra em Gelatina

Apbés a centrifugagdo por 3 minutos na posigdo 4 da
centrifuga Baby, preparou-se uma solugdo de agarose a 1,5%.
Apbés a dissolucdo completa manteve-se a solugdo gelatinosa em
banho maria.'A solugdo foi distribuida sobre uma lémina a fim
de se obter uma fina camada. Apdés o resfriamento fez-se
orificios com didmetro de 3mm, e, com a ponta de uma espatula
pequenas amostra foram colocadas no interior dos orificios,
.seguida de uma nova camada de gelatina colocada sobre a

anterior. As amostras foram cortadas com uma bisturi e

individualizadas em pequenos ¢ubos de gelatina.
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3.4.8.4.4 - Inclusio

A infiltrag8o foi em solugdo de acetona PA:Epon 8120 1:1
(v/v) por 15 horas. Em seguida as amostras foram incluidas em
Epon e colocado na estufa por 72 horas a fim de acelerar a

polimerizacgédo.

3.4.8.4.5- Obtengdo de Cortes Semifinos

Cortes semifinos de aproximadamente 0,5 micra de
espessura foram obtidos em ultramicrétomo = LKB, com
utilizagdo de navalha de vidro. Esses cortes foram coletados
em lamina de vidro, e depois de secos e aderidos nas
referidas laminas, processou-se a sua coloragdo, colocando-
se sobre os mesmos a solugdo de azul de toluidina a 1%.
Depois de corados os cortes foram lavados em agua corrente a
fim de remover o excesso de corante. Depois de secos foram

observados em microscépio e quando de interesse células

foram fotografadas.

.3.4.8.4.6- Obtengdo de Cortes Ultra-finos.

Cortes ultrafino foram feitos com navalha de vidro em
ultramicrétomo LKB e corados durante 20 minutos a temperatura

ambiente em solugdo aquosa de acetato de wuranila a 2%
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(WATSON, 1958) e durante 5 minutos em solugdo' de acetato de
chumbo a 0,2% em hidréxido de sédio 1IN (VENABLE E
COGGESHALL, 1965) .

A andlise do material foi em Microscdpio Eletrdnico
ZEISS 9S-2, operado a 60kV, aumentos de 800 a 9.200 vezes. As
eletromicrografias foram realizadas em filme Kokalite 2656 ou

Fuji(Fuji Eletrom microscopic Film-FG)
4.0 - Analise Estatistica

Os seguintes testes estatisticos foram aplicados:
4.1 - Para comparar o tamanho das células de Hulle entre as
linhagens hapléides e dipldéides utilizou-se o teste de

KRUSKAL e WALLIS(1952).

4.2 - Para analisar o didmetro do nicleo de células de Hulle,
e estudar o efeito ambiental no diémetro da colénia, produgdo
de células de Hulle e conidio, foi usada a analise de

variéncia.

4.3 - Para comparagédo do crescimento em diametro das coldnias

utilizou-se a andlise de variéncia por polindmios ortogonais.

4.4 - Para comparagdo do poder germinativo, usou-se o teste

de paralelismo na transformagéo logaritmica dos
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dados (SCOSSIROLI, 1962).

4.5 - A determinag8o das LDgsg e o célculo da poténcia fez-se

pelo método do Probito(FINNEY, 1947).
4.6~ Célculo do Volume das Células de Hulle

Foram baseado na formula V=(4/3)R%R2H onde,

V-Representa o volume da célula

n-3,14

R-Raio maior

H-Raio menor, considerando que as células se assemelham

a forma geométrica elipsdide.
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5.0 - RESULTADO E DISCUSSAO
5.1 - Células de Hulle
5.1.1 - Dimensdes das Células de Hulle

A fim de verificar se as células de Hulle de linhagens
hapléides, duplicadas e diplbéides apresentavam alguma
diferenca de tamanho, foram feitas medidas da células de
Hulle provenientes da linhagem MSE, A e biAl,methGl//MSE.
Essas medidas foram realizadas da maneira descrita no item
3.4.6.1, e os resultados estdo apresentados nas TABELAS 2, 3
e 4. Com as medidas foram calculados os respectivos
volumes (item 4.3) que estdo apresentados na TABELA 5. As
médias do volume de 10 células estéd apresentado na TABELA 6.
Esses dados foram analisados pelo teste ndo paramétrico de
KRUSKAL—WALLiS(1952), e os resultados obtidos estéado
apresentados na TABELA 7. Essa andlise mostra que ndo héa
diferencas significativa entre os volumes das células de
Hulle das tres linhagens analisadas. A TABELA 8 apresenta as
frequéncias dos volumes das células de Hulle para as trés
- linhagens analisadas, enquanto as FIGURAS 3, 4 e 5 mostram
os respectivos histogramas dessa distribuicgao de

frequéncia.
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Em alguns fungos vefifica-se que h& ‘diferenga de
di&metro de conidios entre'linhagens dipléides e hapléides.
Em A. nidulans esta diferengca é constatada, sendo um dos
critérios usados para caracterizar dipldides (PANTECORVO e
col., 1953). Mas ndo parece ser um critério que possa ser
extendido indiscriminadamente a qualquer espécie, pois em
Aspergilluas niger, ROSIM e col. (1978), verificaram que a
classificagdo de linhagens haplbéides de dipléides, baseada
em tamanho de conidio ndo é confiéavel.

Quanto a linhagens com duplicagdo cromossdmica, PAES de
BARROS (1977) e SOUZA(1977) trabalhando com com A. nidulans
verificaram que o didmetro dos conidios de linhagens
portadora de duplicagdo apresentavam diferenga em relacgdo a

linhagens n&o duplicadas.
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TABELA 2. Medidas do di&metro longitudinal(l) e transversal (

Amostra

2) das células de Hulle

da linhagem biAl,methGl//MSB(em micra) de Aspergillus nidulans.

1
16,5
15,0
15,0
15,0
18,0
13,5
15,0
18,0
18,0
12,0
12,0
12,0
18,0
24,0
18,0
18,0
15,0
16,5
13,5
15,0
16,5
18,0
15,0
18,0
18,0
15,0
15,0
18,0
18,0

Medidas

12,0

15,0

15,0

15,0

18,0
13,5
15,0
15,0
15,0
18,0
21,0
12,0
15,0
12,0
12,0
13,5
18,0
15,0
15,0
12,0
15,0
12,0
15,0
12,0
18,0
16,5

.
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TABELA 3. Medidas do diametro longitudinal(l) e transversal(2) de células de Hulle da
linhagem k{em micra) de Aspergillus nidulans.

Medida
Amostra 1 2
1 15,0 1z,¢
2 18,8 18,0
3 21,0 21,0
4 15,0 s,0
5 21,0 21,0
6 18,0 15,0
7 18,0 16,5
8 24,C 15,0
9 18,0 15,0
10 15,0 15,0
11 18, 0 18,0
12 18,0 18,0
i3 18,0 18,0
14 21,0 18,0
15 12,0 12,0
16 13,8 12,90
17 21,90 18,0
18 15,0 15,0
19 21,0 15,0
2¢C 18,0 18,0
21 15,0 15,0
22 15,0 15,0
23 21,0 15,0
24 1g,¢ 15,0
25 15,0 15,0
2€ is, ¢ 18,0
27 16,5 15,0
28 16,5 15,0
26 21,0 18,0
30 18,0 15,0
31 15,0 12,0
2 21,0 18,0
33 18,0 15,0
34 24,0 18,0
35 16,5 16,5
36 21,0 18,0
37 13,5 12,0
38 16,5 15,0
39 21,0 15,0
40 15,0 15,0
41 24,0 13,5 .’
42 18,0 12,0
43 15,0 12,0
44 15,0 15,0
45 19,5 18,0
46 15,0 15,0
47 18,0 15,0
48 18,0 13,5
49 18,0 15,0
50 13,5 12,0

59



TABELA 4. Medidas do di&dmetro longitudinal(l)} e transversal(2) de células de Hulle da
linhagen MSE(em micra) de Aspergillus nidulans.

Medidas
Amostra 1 2
1 21,0 21,0
2 21,0 21,0
2 15,0 15,0
4 18,0 15,0
g 18,0 18,0
€ 15,0 15,0
7 15,0 13,5
g 16,5 16,5
°] 15,0 15,0
10 21,0 18,0
11 15,0 15,0
i2 18,90 15,0
13 18,0 15,0
14 15,0 12,0
15 12,0 12,0
16 18,0 18,0
17 27,0 15,0
18 18,0 18,0
19 9,0 9,0
20 15,0 15,0
21 15,0 12,0
22 15,0 15,0
23 15,0 15,0
24 18,0 15,0
25 15, ¢ 15,0
2 15,0 : 15,0
27 18,0 15,0
2 21,¢ 21,0
29 15,0 15,0
30 15,0 12,0
31 18,0 15,0
32 15,0 13,5
33 18,0 15,0
34 15,0 15,0
35 18,0 15,0
36 24,0 21,0
37 12,0 12,0
38 15,0 15,90
39 12,0 12,0
40 12,0 13,¢
41 15,0 12,0
42 18,0 18,0
43 21,0 21,0
44 12,0 12,0
45 18,0 18,0
46 24,0 24,0
47 18,0 18,0
48 15,¢C 15,0
49 19,5 18,0
50 21,0 21,0
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Tabela 5. Volume(um3) das células de Hulle das linhgens A, MSE e biRl;methGl//MSE.

Linhagens

A MSE biAl; methG1l//MSE
1131 4649 1942
3054 4849 1767
4849 1767 1767
1767 2121 1767
4649 3054 2566
2120 1767 1288
2566 1431 1767
2827 2352 2121
2120 1767 2121
1767 3563 0905
3054 1767 09805
3054 2121 0693
3054 2121 2121
3563 1131 5542
0905 0905 2121
1618 3054 1357
3563 3181 1131
1767 3054 1944
2474 0382 1018
3054 1767 1767
1767 1131 10944
1767 1767 2121
2474 1767 1767
2121 1767 2121
1767 1767 3054
1767 . 1767 1431
1944 2121 1767
1944 4849 1357
3563 1767 3054
1767 1131, 1431
1131 2121 1767
3563 1432 1767
4072 1767 3054
2352 2121 4848
3563 5542 1131
1018 0905 1767
1944 1767 0805
2474 0905 0905
1767 3308 1431
2290 1131 3054
1357 3054 2121 .
1131 4849 1767
1767 0905 0905
3308 3054 2121
1767 7238 0905
2121 3054 2121
1718 1767 0905
2121 3308 2474
1018 48489 . 2566
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TABELA 6. Média do volume de 10 células de Hulle.

Linhagens
A MSE biAl;methGl//MSE
2705,15 2751, 98 1801, 25
2550, 35 1948,11 1859,75
2088, 06 1983, 45 2004, 65
2400, 32 2198, 69 .934,32
1859, 74 3320, 83 1893, 67
Total 11603, 62 12203, 06 9493, 04

TABELA 7. Teste de Kruskal-Wallis para os dados da tabela 6.

Linhagens

A MSE biAl;methGl//MSE
13 14 1

12 © 3

9 7 8

11 10 5

2 15 4

47 52 21

H=12/240(441,8 + 540,8 + 88,2) - 48 = 5,54ns

ns=néo significativo
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TABELAZ 8. Frequéncias do volume de células de Hulle das
linhagens A, MSE e biAl,methGl//MSE.

Linhagens

Volume em pm3 A MSE biAl,methG1//MSE

238-1238 (4] 9 11
1229-2238 3 23 30
2238%-3238 12 B8 7

239-4238 7 3 0
4239-5238 2 5 1
5239-6238 0 1 i
6238-7238 0 1 0
Totais 50 50 50
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LEGENDA
30
Az 0238 - 1238
B= 1239 - 2238
C= 2239 - 3238
25
D= 3239 - 4238
E= 4239 - 5238
F= 5239 - 6238
G= 6238 - 7238
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{5
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5 g
4
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FIGURA - 3. Histograma do volume de células de Hulle da
linhagem MSE de A. nidulans.
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LEGENDA

Az 0238 - 1238
B:= 1239 - 2238
C= 2239 - 3238
D= 3239 - 4238
E= 4239 - 5238
F:= 5239 - 6238
G= 6238 - 7238

25 |

20 |

10 |

L —

FIGURA - 4. Histograma do volume de células de Hulle
linhagem A de A. nidulans.
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25 LEGENDA

Az 0238 - 1238
B= 1239 - 2238
20 | C= 2239 - 3238
D= 3239 - 4238
E= 4239 - 5238
F= 5239 - 6238
154 G= 6238 - 7238

/l/ |

FIGURA - 5. Histograma do volume de células de Hulle da
linhagem biAl;methGl//MSE de A. nidulans.
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5.1.2 - Taxa de Germinagdc de Células de Hulle

2 contagem do numero de células de Hulle, germinadas e
ndc germinadas, em diversos dias de cultivo, estabelecido de
acordo com o item 3.4.6.2 para as linhagens A e CH-89, estac
apresentadas na TABELAR 9. A percentagem de germinagao
observada e esperada de células de Hulle gue germinaram
estdo apresentada TABELA 10.

A partir dos dados da TABELA 10 obteve-se as equagdes,
com transformacdo logaritimica, para que se pudesse fazer a
comparacdc do paralelismo entre as duas retas(SCOSSIROLI,

1962). A eguacéo obtida para a linhagem A foi LogY=2,8290C -

‘n

1,2756LogX e para a linhagem CH-8%2 foi LogY¥Y=2,371
1,440LogX. Aplicando-se o teste t com & graus de liberdade
para os coeficientes de LogX, encontrou-se que tipag-
bch=0,590, pontanto ndo existindo diferenga significativa
entre os coeficientes. Isto indica gque as retas nao se
afastam do paralelismo, assim podem ser consideradas como
paralelas porque " os coeficientes de regressao s&o
iguais (bg=bch). Por outro lado as coordenadas da origem sé&o
diferentes (ag=acp), porque aplicando-se o teste t para os
interceptos mostrou-se altamente significativo(tag-
ach=6,677**) para € graus de liberdade. No entanto, para

fazer a representagdo grafica da curva do poder germinativo

a eguacgdo grafica para a linhagens A (Y=674,56/X1:273) e

67



para linhagem CH-89 (Y=372,85/%1:440), estado apresentadas
sem transformac@o logaritimica, cuja é representagédo grafica
esta na FIGURA 6.

Observar-se na TABELA 10 que o poder germinativo das
células de Hulle observados em varios dias, mostra uma
variacdo na percentagem de germinagdo de 31,8 com 6 dias de
cultive a 4,08 para 25 dias, para a linhagem CH-89. Ja a
linhagem A apresentou uma variagdo de 63,0 para 6 dias a
25,5 com 14 dias de cultivo. Os valores encontrados mostram
diferencas na percentagem de germinagdo em relacgédo a idade

da colénia e em relagdo a linhagem.
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TABELA - 9. Numero de células de Hulle das linhagens A e CH-

89 germinando (G) e néo germinando (NG).

Dias Linhagem A Linhagem CH-89
G NG Total G NG Total
6 82 54 146 63 135 198
8 53 47 100 70 314 384
10 40 63 103 47 323 370
12 36 97 105 32 268 300
14 9 122 129
25 4 94 98

TABELA - 10. Percentagem de germinagéo das células de Hulle
das linhagens A e CH-89.

CH-89 Linhagem A
Dias % obs. $esp. $obs. $esp.
6 31,80 28,23 63,0 68, 60
8 18,22 18,65 57,0 47,53
10 12,70 13,53 %8, 80 35,76
12 10,66 10,40 25,50 28,34
14 6,97 8,33
25 4,08 3,61
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FIGURA 6. Representagao grafica da germinagdo das células de

Hulle das linhagens A e CH-89 de Aspergillus nidulans.
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5.1.3 - Curva de Sobrevivéncia

Suspensdes de células de Hulle e de conidio da linhagem
CH-89 de Aspergillus nidulans, foram irradiadas com 1luz
ultravicleta conforme descrito no item 3.4.6.3. A TABELA 11
apresenta os resultados de mortalidade obtidos para conidios
e células de Hulle, e a FIGURA 7 apresenta as respectivas
curvas de sobrevivéncia. Utilizando-se os dados da TABELA
11, calculou-se as doses para 95% e 50% de mortalidade. Para
esses calculos foi usado o método do probito (FINNEY,1947).

A dose de 3,86 minutos de irradiagdo permitiu a
scbrevivéncia de 5% dos conidios, com intervalos de
confianga variando éntre 3,22 a 4,62 minutos. Para obter a
mesma percentagem de sobrevivéncia para as células de Hulle
precisou-se 11,48 minutos de irradiagéo, com intervalo de
variagédo entre 10,08 a 13,09 minutos. J& a dose de
irradiagao que matou 50% dos conidios foi 1,40 minutos, com
intervalo de confianga entre 1,26 a 1,56 minutos. Para as
células de Hulle a dose que matou 50% das células foi 3,56
minutos, com intervalos de confianca entre 3,32 a 3,96
minutos.

A interpretagdo dos resultados indicam que as células de
Hulle s&o mais resistentes aos efeitos desse mutagénico do

que os conidios. Tal resisténcia pode esta relacionada com o
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tamanho da célula, a espessura da parede, numero de nicleos
por célula, ou grau de ploidia. |

Tem-se verificado que, quanto maior o numero de nicleos
por conidio menor é a sensibilidade & irradiagéo (FUNGARO
1984). Isso pode ser atribuido ao fato das mutagdes letais
em um nucleo, de conidios multinucleados, serem mascaradas
pelo alelo selvagem do(s) outro(s) nicleo(s), possibilitando
maior sobrevivéncia.

Visando saber quanto a célula de Hulle era mais
resistente, do que o conidio, calculou-se a poténcia da
célula de Hulle em relagdo ao conidio, dividindo-se a LDgy,
calculado para células de Hulle, pela LDgg, calculada para
conidio. O valor enéontrado foi R=2,58. Isso significa dizer
que as células de Hulle s&o, em proporgadoc relativa, 158%
mais resistente do que o conidio. Fazendo-se a corregdo do
cédlculo da poténcia pelo paralelismo encontrou-se R=2,67 com
intervalos de confianga entre 2,34 a 3,04.

Com os dados da TABELA 11, calculou-se a equagdes
probiticas, para os conidios (Y=1,452 + 1,125x)% e para as
células de Hulle (Y=3,176 + 0,984x). Para verificar se as
retas se afastavam do paralelismo calculou-se o %2- O
resultado encontrado foi 1,527 para 1 grau de liberdade,
sendo néo significativo. Isso significa dizer gque as retas

n&doc se afastam significativamente do paralelismo.
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TABELA 11. Percentagem de mortalidade de conidios e células

de Hulle da linhagem CH-89, apbés irradiagdo com luz

ultravioleta.

Dose Log da $Conidios $Células

(min) Dose (x) observado esperado observado esperado
1 0 30,25 29,20 1,40 3,41
2 1 67,23 71,92 13,098 20,08
4 2 97,23 95,57 69,23 55,81
8 3 100,0 99,77 90,21 87,10
16 4 100,0 86,50 08,28
32 5 98, 60 99,03
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FIGURA 7. Curva de sobrevivénicia de células de Hulle e

conidios da linhagem CH-89 de Aspergillus nidulans.
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5.1.4 - Crescimento e Difmetro do Tubo Germinativo

0 crescimento e o didmetro do tubo germinativo de
células de Hulle e de conidios das linhagens A e CH-89 foram
analisados conforme a metodologia descrita no item 3.4.6.4.

0Os dados referentes ao comprimento de tubo germinativo
de células de Hulle das 1linhagens A e CH-89 estéo
apresentados nas tabelas 12 e 13. E os dados referente aos
conidios, das respectivas linhagens, estdo apresentados nas
tapelas 14 e 15. Os resultados obtidos indicam que os tubos
germinativos das células de Hulle, das linhagens A e CH-89
apresentam um crescimento médio maior do que o crescimento
dos tubos germinativos dos conidios dessas linhagens. Também
pode-se verificar que, os tubos germinativos da linhagem A,
apresentaram um crescimento médio superior ao da linhagenm
CH-89.

As observacgdes sobre germinagdo de células de Hulle vém
confirmar os dados de SCHWARTZ em 1928. Segundo o autor
essas podem germinar, agindo como uma célula reprodutiva.
Essa células podem apresentar também um ou mais tubos
germinativos (MUNTANJOLA-CVETKOVIC e VUVIC, 1968).

Observa-se também, na referida tabela que, o crescimento
dos tubos germinativos das células de Hulle apresentam uma

maior desvio padrdo em relagdo ao crescimento dos tubos

germinativos dos conidios.
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O diémetro médio dos tubos germinativo dos conidios foi
'3,03 micra e o da célula de Hulle 4,11 micra. A comparagao
entre essas médias pelo teste de t apresentou diferenga
significativa para 0,001<p<0,01.

A FIGURA 8 mostra células de Hulle e conidio germinados,

podendo-se observar as diferengas nos tubos germinativos.
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TABELA 12. Medidas(em micra) do comprimento do tubo
germinativo de células de Hulle da linhagem A, e valores da

média e desvio padréo.

Dias
NC das
amostras I3 8 10 p4
1 11 19 25 10
2 18 31 10 40
3 S0 9 30 22
4 9 19 18 30
S 15 i2 20 37
6 18 16 12 15
7 12 18 12 14
8 19 19 18 20
9 21 g 20 5
10 15 53 26 45
11 14 14 25 15
12 13 14 14 20
13 20 9 66 17
14 65 24 10 5
13 S 38 25 23
16 29 26 8 28
17 25 45 27 47
18 30 19 18 29
19 22 41 15 15
20 45 50 12 12
21 30 24 24 35
22 30 24 23 40
23 9 9 21 10
24 50 19 35 12
25 10 24 30 6
26 15 S 35 14
27 17 29 21 10
28 18 14 18 8
29 12 16 17 5
30 17 12 25 S
médias 22,8 22,2 22,0 19,8
desvio padrao 13,65 12,33 10,95 12,718
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TABRELA 13. Medidas(em micra), do comprimento do tubo
germinativo de células de Hulle da linhagem CH-89, e valores

da média e desvio padréo.

Dias
NC das
amostras 6 8 10 12
1 12 5 10 4
2 s 20 15 5
3 s 11 5 ?
4 18 25 9 25
S 8 40 6 13
6 10 17 8 7
7 6 7 11 S
8 9 6 8 4
9 10 7 10 7
10 13 2 s 7
11 13 10 25 10
12 12 S 7 8
13 7 20 25 8
14 30 30 7 8
15 S 10 S 7
16 12 9 19 7
17 4 s 13 25
18 14 12 7 19
18 8 14 5 14
20 S 22 S 10
21 6 8 18 16
22 6 s 12 10
23 14 6 7 10
‘ 13 17 7 12
9 7 6 14
16 8 . 12 16
. 10 10 v 14 18
2¢ 11 14 16 1s
29 15 6 29 18
30 18 14 10 15
médias 10, 96 12,40 11,20 11, 60
desvio pacrao 5,28 8,49 6,48 5,85

78



TABELA 14. Medidas(em micra) do comprimento do tubo
germinativo de conidios da linhagem A, e valores da média e

desvio padréao.

N® das Dias
amostras 6 8 10 12
1 8 7 9 7
2 s 7 9 7
3 8 8 9 6
4 6 8 3 11
S 10 8 3 8
6 7 8 4 s
7 6 8 3 S
8 S 5 4 4
g 5 s 11 11
10 3 10 11 11
11 6 12 11 6
12 7 11 3 5
13 6 11 6 s
14 8 12 6 5
15 9 6 9 9
16 11 € 9 8
17 6 6 9 9
18 6 6 10 11
19 8 6 9 13
20 12 ) 12 6
21 9 6 s 5
22 11 7 6 S
23 6 7 s 4
24 8 9 5 6
25 6 13 s 3
26 ) . 10 13 10
27 6 Y 10 6 10
28 s 8 4 9
29 7 7 3 12
30 8 3 s 4
médias 7,26 7,83 7,06 7,33
desvio padrac 2.08 2,4 2,9 2,8
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FIGURA 8. Células de Hulle e conidios germinando de

Aspergillus nidulans(aum. 40x)
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5.1.5 - Extragdo e Quantificagdo de DNA

Células de Hulle e conidios das linhagens A e CH-89
foram preparados de acordo com o descrito no item 3.4.6.5.1.
Os experimentos de extragdo e quantificagdo do DNA dessas
linhagens foram descritos nos itens 3.4.6.5.2 e 3.4.6.5.3. A
TABELA 16 apresenta os resultados da curva padrdo descrito
conforme o item 3.4.6.5.4 e representados na FIGURA 9. A
partir dos dados da tabela 16, foi tragada a reta de
regressdo, cuja equagdo é X=-9,13 + 121,8Y. O coeficiente de
correlagdo foi r=0,999.

0s resultados da quantificagdo de DNA encontram-se na
TABELA 17. Verifica-se que as células de Hulle apresentaram

em média 14,81 vezes mais DNA do que os conidios.
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TABELA 16. Absorbincia observada em fungdoc da concentragéo

de DNA.
DNA (pg/ml) Absorbancia
5 0,1179
10 0,1563
20 06,2373
40 0,4043

Equagé&o da reta X= -9,14 + 121,8Y

TABELA 17. Conteldo médio de DNA por células de Hulle e por

conidos das linhagens A e CH-89 de Aspergillus

DNA x 10-8).
DNA
Linhagem Células de Hulle Conidio
A 29,29 2,3
CH-89 : 34,4 2,0
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5.2 - As linhagens

5.2.1 - Medidas do Crescimento das Coldnias

Este exerimento foi montado com o objetivo de analisar o
comportamento do crescimento das linhagens. Para isso as
medidas do diémetro das linhagens CH-89, A e biAl;methGl,
foram feitas em coldénias em crescimento durante seis dias,
com seis repetigbes(item 3.4.7.1). Esses resultados sao
apresentados na TABELA 18. A analise de variancia dos dados
est8o apresentados na TABELA 19. Essa analise indica que
todos os efeitos foram significativos. Desta forma o efeito
de dias mostrou que existe diferengas significativa de
crescimento entre os dias. O efeito de linhagem, indica gque
hd diferencas entre as linhagens. A interagdo dias x
linhagens indica que o crescimento entre dias é diferente.
Em fungdo dos resultados apresentados na TABELA 19 fez-se o
desdobramento da anédlise da varidncia para saber como era o
comportamento das linhagens entre os dias. Os resultados
encontrados est@o apresentados na TABELA 20. Pode-se
concluir gque no 22 dia n&o houve diferenga de crescimento
entre as linhagens, no entanto a partir do 3% dia a diferenca
no comportamento do crescimento das coldnias foram

diferentes.
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Para saber como era a forma dessas interagdes, usou-se
come controle a linhagem biAl;methGl. Os resultados obtidos
est@&o apresentados nas TABELAS 21 e 22. Conclui-se gue a
forma de equagdo gque melhor representa as interagdes dos
resultados apresentados nas TABELAS 21 e 22, & a equagédo de
12 grau devido apresentar um maior nivel de sigficéncia para
o) teste F. Ja os desvios do paralelismo foram
significativos, indicando que as retas ndo se afastam do
paralelismo, em fung8o de provaveis flutuagdes individuais
ocorridas entre os dias, em decorréncia das medidas terem
sido diadriamente, ou de fatores intrinsecos das linhagens.

Com as médias de crescimento das linhagens, apresentadas
na TABELA 23 obteve-se as equagdes de crescimento para
linhagens cujo o gréafico estd representada na FIGURA 10. As
equagdes de crescimento encontradas para as linhagens CH-89,
A e biAl;methGl foram respectivamente Y=-0,912 + 0,855X; Y=
-0,661 + 1,083X e Y= -0,176 + 1,235X. A comparagao dos
coeficientes de X entre as linhagens CH-89 e biAl;methGl e
da linhagem CH-89 com a linhagem A mostram que as retas néao
sdo paralelas. Por outro 1lado a comparacdo entre os
coefientes de X das linhagens A e biAl;methGl indica gque
existe paralelismo entre as duas retas. J& as coordenadas da

origem foram evidentemente diferentes.
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Tabela - 18. Medidas do didmetro(em centimetro) de colénias
das linhagens CH-89, A e biAl;methGl.

Dias
Linhagem Repetigdo 2°¢ 30 40 50 69 70

i 6,8 1,7 2,0 3,6 4,3 5,0
2 0,8 1,5 2,3 3,4 4,5 5,0
3 0,8 1,8 2,2 3,6 4,5 5,0
CH-89 4 6,7 1,6 2,5 3,6 4,2 5,0
5 6,9 1,8 2,2 3,6 4,5 5,0
6 0,8 1,8 2,4 3,5 4,2 4,6
1 1,5 2,9 / 4,9 5,4 17,3
2 1,5 2,5 , 5, 5% 17,0
A 3 1,4 2,7 3, ,0 5,5 6,7
4 1,5 2,5 ' . 55 7,0
5 1,5 2,7 , , 52 17,8
© 1,5 2,8 ; , 52 17,5
1 1,9 , 5,0 , 7,5 8,
2 1,9 ' 4,5 , 7,4 8,
biAl; 3 2,0 , 4,5 , 7,4 ,
methG1l 4 1,9 . 4,7 . 7,3 ,
(padrdo) S 1,9 , 4,8 , 7,2 ,
6 2,0 . 5,0 . 7,4 ,

~-
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TABRELR - 19. Anadlise da variéncia dos dados da

Causas de variacgao GL F

Dias 5 62,30%%*
Linhagens 2 47, 34%xx
Dias x Linhagens 10 57,45%%x
Residuo 90 0,019
Total 107

Cv=Z,37%

*w*significativo ao nivel 0,1%.

tabela 18.

TARFILEZ - Z.. ZnaAlise da variéncia da tabela 18, considerario

linra

()

ens dentrc de cada dia.
Causas de varlagio

Entre linhagens dentro 2% dia

Linhagens x Dias 12

ns nao significativo

* significative ao nivel 5%
*+ sign.lficativo ao nivel 1%

*** significativo ac nivel 0,1%
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F

1,71ns
5,44%*
8,134*+
11,201*+
12,259**
13,589+~



TABELA-21. Anélise dos dados da tabela 18, por poligonos
ortogonais entre as coldnias CH-89 e a biAl;methGl( tomada

como padrao).

Causas de variagao GL F Significancia

Entre coldnias 1 6609,451 *wx
Regresséo de 12 grau 1 14060,408 %%+
Paralelismo 1 461,319 %%
Regresséao de 28 grau 1 98,786 * ok k
Paralelismo 1 63,458 * ok
Regressao de 3% grau 1 24,037 *
Paralelismo 1 2,051 ns
Regressé&o de 40 grau. 1 19,359 * %k
Paralelismo 1 0,017 ns
Regressao de 58 grau 1 55,884 * ko
Paralelismo 1 1,606 ns
Dias (11) 1945,125 **+
Residuo 60

Total 71

Cv=2,98%

ns= nao significativo
* significativo a 5%
** signigicativo a 1%

**% significativo a 0.1%
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TABELA - 22. Andlise dos dados da tabela 18 por polondmios

ortogonais entre as linhagens A e biAl;methGl( tomada como

padréao ).

Causa de variagéo GL F significancia
Entre coldbnias 1 1176,188 * ok k
Regressado de 12 grau 1 13532,426 ¥ % %
Paralelismo 1 57,795 *ok
Regressédo de 22 grau 1 42,361 * v
Paralelismo 1 81, 630 *kk
Regressao de 38 grau 1 4,111 *
Paralelismo 1 25,996 *
Regressao de 49¢ grau 1 2,766 ns
Paralelismo 1 3,215 ns
Regresséo de 5% grau 1 10,841 ko
Paralelismo 1 0,463 ns

Dias de crescimento (11) 1366, 430 *w %
Residuo 60 -

Total 71

ns ndo significativo Cv=3,01% d

* significativo ao nivel de 5%
** sjgnificativo ao nivel de 1%

**%* s)ltamente significativo ao nivel de 0,1%.
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TARELA - 23. Média do diédmetro das coldnias(em centimetro)

das linhagens CH-89, A, biAlmethGl em meio completo.

Dias Linhagens
CH-89 R biAl; methG1

20 0,80 1,48 1,93
30 1,70 2,68 3,73
40 2,27 3, 60 4,75
50 3,55 4,98 6,46
62 4,37 5,38 7,37
70 4,93 7,17 8,05
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FIGURA 10. Representagéo gréafica da equagbes de crescimetos

das linhgens A, CH-89 e biAl;methGl de Aspergillus nidulans.
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5.2.2 - Produgdo de Células de Hulle e Conidios, na linhagem
CH-89

Este experimento foi montado com o objetivo de avaliar o
comportamento da linhagem CH-89 em meio completo e meio
minimo suplementado, na produgédo de células de Hulle e
conidio. A incubacdo foi realizada a 37°C durante 3 dias.
Verificou-se o didmetro da coldénia e a produgdo de células
de Hulle e conidios, conforme descrito no item 3.4.7.2. O
tamanho da colonia foi determinado pela mensuragdo da mesma
em centimentros, com 4 repetigdes. A analise estatistica
dos dados foi em delineamento inteiramente casualisade. A
comparagao das médias foi feita pelo teste de Tukey.

Os dados coletados para o didmetro da colbénia estéo
apresentado na TABELA 24. A anélise da variéncia para o
diadmetro estdo apresentados na TABELA 25. Os resultados
obtidos indicam que houve diferenga entre os tratamentos.
O0s resultados da aplicagdo do teste de Tukey estao
apresentados na TABELA 26. Nesta tabela estdo Indicados os
tratamentos que diferem entre si. As coldnias foram
raspadas e colocadas individualmente em tubos de ensaio e a
estimativa do numero de células de Hulle e conidios foi
realizada com o hematimetro.

Os dados obtidos para numero de células de Hulle e de

You
conidios foram transformados porV¥X, conforme recomenda STEEL
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e TORRIE (1960). A TABELA 27 apresenta os dados coletados
para o nimero de células de Hulle. A anadlise de varidncia
dos dados encontram-se na TABELA 28, indicando que houve
diferenca entre os tratamentos. A aplicagdo do teste de
Tukey para as médias de produgé&o de células de Hulle, pode
ser vista na tabela 29, no qual indica os tratamentos que
diferem entre si.

A TABELA 30 mostra a produgdo de conidios. A anadlise da
varifincia dos dados obtidos est&c na TABELA 31. Indica gque
os efeitos de tratamentos foram significativos. Os
resultados do teste de comparagdo de médias para numero de
conidios estéo apresentados na TABELA 32, onde se indica os

tratamentos gque diferem.
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TABELA 24. Didmetro da colénia da linhagem CH-89 com 3 dias

de crescimento.

Tratamento Repetigdo
meic completo 1,6 1,7 1,5 1,8
meio minimo+extrato de levedura+ 1,4 1,7 1,5 1,4

prolinat+acido ao-aminobanzbdico

meio minimo+peptona+prolina+ 1,3 1,3 1,2 1,3
icido a-aminobenzéico

meio minimo+caseina hidrolizada+ 1,0 1,1 0,9 1,1

prolina+a-aminobenzdico

meio minimo+soluclo de vitaminas 1,7 1,7 1,7 1,7
prolina+icido a-aminobenzéico

*média de 4 repeticgdes

TABELA 25. Anélise da variéncia dos dados da tabela 24.

Causa de variacéo GL 5Q oM F
Tratamento 4 1,31 0,32 40 **
Residuo 15 0,12 0,008

Total 19 1,43

** significativo a 1%.
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TABELA 26. Teste de Tukey para os dados da tabela 24.

Tratamento Diametro médio da colédnia(cm)

meio minimo+solucic de vitaminas+ 1,72 a
prolina+tacide ¢-aminobenzbdico

meio completo 1,65 a b

meio minimo+extrato de levedura+ 1,50 b
prolinat+dcido c-aminobenzébico

meioc minimo+peptonatprolina+ 1,27 c

icido o~aminocbenzéico

meio minimo+caseina hidrolizada+ 1,02 d
prolina+a-aminobenzéice

dms (5% )=0, 184

*média de 4 repetigdes

*letras iguais indicam gue os tratamentos nao diferem entre =i

TABELA 27.- Média do numero de células de Hulle(x104), por

ml, e por coldnia, em varios meios de cultura.

Tratamento Repetigdo
meioc completo 2,5 14,5 3,5 9,5
meio minimot+extrato de levedura+ 1,5 10,5 6,0 16,0

prolina+acido a-aminobenzbico

meio minimo+peptona+prolina+ 3,0 1,3 4,0 2,5
4cido c-aminobenzbico

meio minimo+caseina hidrolizada 2,0 2,5 0,5 2,C
prolina+a-aminobenzéico

meio minimo+soluclo de vitaminas 2,0 0,0 0,5 0,0
prolina+t+icido ¢-amincbenzéico

*média de 4 repetigdes
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TABELA 28. Anélise da

transformados.

Causas de variacéao
Tratamento
Residuo

Total

varidncia dos dados da tabela 27

*significativo a 5%.

GL

[1=3

15
19

SQ oM F
13,2 3,3 4,9 *
10,1 0,67
23,4

Tabela 29. Teste de Tukey para os dados da tabela 27,

transformados.
Tratamaento

maioc minimo+extrato de levedura+
prolinat+icido c-aminobenzdico

meio completo

meio minimo+peptonatprolina+
icido c-amincbenzdico

maioc minimo+caseina hidrolizada+
prolina+a-aminocbenzéico

meio minimo+soluglo de vitaminas+
prolinat+acido G-aminobenzdico

dms (5%)=1,77

*média de 4 repetigdes

2,70

médias(xlozml)

a
a
a b
a b

* letras iguais indicam que os tratamentos ndc diferem entre si
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TABELA 30.- Média do numero de conidios(x104), por ml, e por

coldénia, em vaArios meios de cultura.

Tratamento Repeticgdo

meio completo 2,0 14,0 6,5 5,0
meioc minimodevtrato de levedura+ 72,0 107,0 65,5 126,5
prolinatarid~ =-aminobenzéico

meic minimo+dpeptonadprolina+ 98,0 141,5 98,5 66,5

acido g-amincbanzéico

meic minimo+casaeina hidrolizada 26,5 33,5 26,5 56,0

prolinato-aminobenzéico

meic minimo+soluclo de vitaminas 13,0 17,5 21,0 12,0
prelina+icido a-aminobenzéico

*média de 4 repetigdes

TABELA 31. Anélise dos dados da tabela 30, transformados.

Causas das v~Tiagao GL SQ oM F

Tratamento 4 170, 3 170, 3 31, 5%+
Residuo 15 20,2 1,35
Total 19 190,6

**Significativo a 1%.
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Tabela 32. Teste de
transformados.
Tratamanto

meio minimo+peptona+prolina+
&cido c-aminobenzbico

meioc minimo+extrate de levedura+
prolinat+acido e~aminobenzbico

meio minimo+caseina hidrolizada
prolina+a-aminobenzéico

meio minimo+soluclo de vitaminas

meic completo

dms (5%)=2,53

*média de 4 repeticgdes

Tukey.para os

médias (x102)

2,90 a

9,40 a

5,80 b

4,00 b c
2,45 c

dados da

*letras iguais indicam gue os tratamentos nao diferem entre si
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5.3 - Nacleos de Células de Hulle
5.3.1 - Formagdo e Germinagdoc de Células de Hulle

Pouco se conhece sobre a citologia de células de Hulle.
A esse respelito podemos gitar o trabalho de ELLIS e col. em
1973, que utilizando microscopia de transmiss&o constataram
a existéncia de varios nucleos nessas células. Podemos nos
referir ainda a DOBY e KOMBILA-FAVRY (1978) gque embora néo
tendo obtido bons resultados com os corantes que usaram,
constataram que células de Hulle de Aspergillus nidulans
tinha didmetro de 20 micra e a espessura da parede 5 micra.
No ©presente trabalho diversas técnicas de coloragéao
utilizadas para corar nucleo de conidio(ELLIOTT,1960; WEISER
e WEISBERG,1966; ROBINOW e CATEN, 1969), foram testadas para
~orar o nucleo da célula de Hulle. A técnica que apresentou
:Qelhor resultado foi a do GIEMSA-HC1 com algumas
.modificaqées gue estdo apresentadas no item 3.4.8.1. As
dificuldades encontradas na coloragcadao de células de Hulle
parecem estar relacionadas com o tempo de fixagdo e de
hidrdlise, devido provavelmente a espessura da parede
celular que essa células apresentam. Com a utilizacdo da
linhagem CH-89, que se <caracteriza por formar poucos
clistotécios e grande quantidade de células de Hulle em

diferentes estagios, foi possivel acompanhar os aspectos
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morfoldogicos das células de Hulle desde a fase inicial,
passsando por fases intermedidrias até a fase de maturacéao.

Utilizando-se a técnica de cultivo e de coloracédo (item
3.4.8.1), verificou-se gue a formagdo da célula de Hulle
inicia-se com um inchamento na extremidade da hifa, no qual
aparecem nucleos de ta;nanho aparentemente normais (FIGURA
11). Nessa fase a parede da célula de Hulle apresenta-se
fina e transparente. A partir dal passa-se a uma fase que
podemos chamar de intermediéaria no gqual vai ocorrendo o
crescimento da célula, o espessamento da parede e um aumento
do numero de nucleos(FIGURAS 12, 13 e 14). O aumento do
nimero de nucleos nesta fase parece ocorrer por divisoOes
mitdéticas no interior da célula(FIGURAS 15 e 16 ). A seguir
observa-se a formacdo de uma estrutura gue parece resultar
do agrupamento desses nucleos(FIGURA 17). Nesta fase a
parede celulnr fica mais espessa. Depois dessa fase vem o
estdgio gqus chamamos de maturagdo no gqual se observa um
anico nGcleo(FIGURA 18), vérias vezes maior do que os
nicleos dos conidios e das hifas. Esta fase de maturacéo foi
observada também utilizando-se as técnica de coloracgdo do
HCl-Giemsa e também a partir de cortes semifinos (FIGURAS 19
e 20) coradas com azul de toluidina(item 3.4.8.4.5).

Essas observagdes citologicas mostram entdo, gque as
‘células de Hulle apresentam uma natureza multinucleada en

algumas etapas de sua formagdo e que dependendo do estagio
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da célula hé uma variagdo gquanto ao numero e ao tamanho
desses nucleos. Na fase de maturagdo o nicleos parece
atingir o tamanho méximo, constituindo o que se poderia
chamar de macronucleo. A existéncia de um macronicleo em
fungo néo fora até entédo relatada. Esse tipo de nucleo é bem
estudado em alguns protozoarios. Em Paramecium existe dois
tipos de nicleo, um macronicleo gque ¢é poliploide e um
micronucleo que é dipldide. No processo de divisdo celular o
macronucleo ¢é desintegrado, absorvido pelo citoplasma e
novamente formado a partir do micronucleo (RAIKOV, 1985).

Com ¢ fim de observar o comportamento do macronucleo
durante o© processo de germinagac, células de Hulle em fase
de maturacdo(FIGURA 21) foram colocada para germinar e a
seguir coradas conforme indicado no item 3.4.8.2. A anédlise
das laminas n&oc permitiu um esclarecimento conclusivo. Na
maioria dos casos houve uma coloragadao intensa da célula,
como que indicando uma desintegragdo do macronucleo. Em
outros casos, oObserva-se nas células germinando a existéncia
de um macronucleo e de um peguenc nlucleo aparentemente
normal préximo da formagéo do tubo germinativo(FIGURA 22). E
possivel gue no processo de germinagdo o macronucleo se
desintegre e o tubo germinativo seja formado a partir de um
micronicleo. No entanto, s&o necesséirias outros experimentos
utilizando-se técnicas de coloragéo diferentes para melhor

esclarecimento do problema.

102



FIGURA - 11. Fase inicial de formacdo de célula de Hulle de
Aspergillus nidulans, vendo-se algumas c¢élulas com 3

nuclecos (aumento 100x).
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FIGURA - 12. Células de Hulle de Aspergillus nidulans em

formagdo. A parede é fina e transparente (aumento 100x) .
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FIGURA - 13. Células de Hulle de Aspergillus nidulans com

nimero de nucleos variaveis (aumento 100x) .

105



FIGURA - 14. Micélio de linhagem CH-89, mostrando células de

Hulle e hifas de Aspergillus nidulans, corados com HCl-

Giemsa (aumento 40x).
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FIGITRA - 15. Células de Hulle de Aspergillus nidulans de
di ferentes tamanhos, com variagdo no nimero de niacleos.

Observa-se a parede celular mais espessa(aumento 100x).
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FIGURA - 16. Células de Hulle de Aspergillus nidulans, com
ntimero de nicleos variaveis, apresentando possiveis divisdes

mitdéticas (aumento 100x) .
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FIGURA - 17. Célula de Hulle de Aspergillus nidulans, com
reducdo no numero de nicleos, apresentando uma possivel

formacdo do macronucleo.

109



FIGURA - 18. Células de Hulle de Aspergillus nidulans em
fase de maturidade, apresentando parede espessa € O

macronucleo (aumento 100x) .
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FIGURA - 19. Célula de Hulle de Aspergillus nidulans com o

macrontcleo, corada com azul de toluidina a partir de cortes

simifinos (aumentol00x) .
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FIGURA - 20. Célula de Hulle de Aspergillus nidulans com

macronicleo corada com azul de toluidina(aument-o 100x) .

112



FIGURA - 21. Células de Hulle em fase de maturagado de

Aspergillus nidulans. Coradas com HC1 Giemsa (aumento 40x).
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FIGURA 22. Célula de Hulle de Aspergillus nidulans com
macronucleo & pequeno nicleo 'proximb_ ao tubo

germinativo (aumento 100x4)
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5.3.2 - Didmetro do Macronticleo de Cé&lulas de Hulle

Ap6s a coloragéo pelo método descrito no item 3.4.8.2,
foi possivel observar o macronicleo das linhagens CH-89, A,
biAl;methGl//MSE e proAl;pabaA6;yl//MSE. A TABELA 33
apresenta as medidas em micra de 25 macronicleo das
respectivas linhagens e suas médias. A andlise de variéncia
dos dos dados estao apresentados na TABELA 34. O resultado
da anadlise indica que néo existe diferenga significativa
entre os didmetro dos macrontcleos nas linhagens estudadas.

Em Aspergillus nidulans contatou-se uma diferenga
significativa entre os nicleos de conidios de 1linhages
haploides, duplicada e diploide (PAES DE BARROS,1977;
GABRIELLI, 1978). Nas células de Hulle né&o foi possivel
evidenciar essa diferenqa; Entretanto, essas células, na
fase de maturidade, onde se constata a existéncia do
macronicleo apresentaram uma quantidade de DNA 14,81 vezes
m+inr do que a quantidade de DNA dos conidios.

O didmetro médio do macronucleo(FIGURA 23) foi de 3,2
micra e as medidas do macronicleo para cada linhagem

analisada se encontram na TABELA 33.
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Tabela 33. Difmetro do macronicleo{(micra) de 25 células de
Hulle das linhagens CH-89, A, biAl;methG1l//MSE e
proAl:pabal6;yl//MSE. '

Linhagens
Célula CB-89 A biAlrmethGl//MSE proAl ;pavaA6//MSE
1 4,0 3,5 3,0 2,9
2 3,0 3,0 4,0 3,0
3 3,5 3,0 3,5 3,0
4 3,0 3,0 3,0 4,0
5 30 3,0 3,0 3,2
5 2,5 3,0 3,0 3,0
7 4,0 3,0 4,0 3,2
8 4,0 3,0 4,0 4,0
9 3,0 4,0 3,5 4,0
10 2,5 3,5 3,0 3,0
11 2,5 3,0 3,0 3,0
12 2,5 3,5 3,0 3,0
13 3,0 2,5 3,5 3,2
14 3,5 3,0 3,0 3,2
15 3,0 3,8 3,0 3,0
16 3,0 3,0 3,0 4,0
17 3,0 4,0 3,0 4,0
18 3,0 3,0 3,0 3,5
19 2,8 2,5 2,5 3,2
20 3,2 3,0 3,5 3,5
21 31 4,0 3,0 3,0
22 3,0 3,0 3,0 3,0
23 2,8 2,8 3,0 3,0
24 3,0 3,0 3,0 3,0
25 3,0 3,0 3,2 3,0
médias 3.056 3,164 3,276 3,188

D3 *=atro médio do macronicleo 3,171

Tabela 34. Anadlise da varilncia dos dados da tabela 34.

Fonte de Variacgéo GL SQ oM - F
Entre nacleos 3 0,615 0,205 1,20ns
Dentro de nicleos 96 16,271 0,169

Total 99

ns=ndo significativo

116



FIGURA - 23. Vista do macronicleo da célula de Hulle de
Aspergillus nidulans corada segundo a técnica do HCl-

Giemsa (aumento 100x).
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5.3.3 - Microscopia Eletrfnica de Varredura e Transmissido

Utilizando-se a técnica descrita no item 3.4.8.3.
Células de Hulle da 1linhagem CH-89 foram observadas e
* .rografada em microscopia de varredura. As FIGURAS 24, 25 e
¢« @ -esentam uma visdo geral de células de Hulle formadas
enire .abecas conidiais e micélio do fungo. Essas células
sdo mrstradas com maior detalhe na FIGURA 27, na qual pode-
se vé& células maduras com formato globosas e células em
forms ;a0 com formato semigloboso.

*lém da microscopia de varredura foram  feitas
preparagbées para observagbes em microscopio de transmisséo
de acordo com o item 3.4.8.4. As FIGURAS 28 e 29 mostram
detalhes das células de Hulle, vendo-se cortes de nicleo e
de mitocéndrias. Na FIGURA 30 vé-se um corte de célula de
Hulle numa fase de maturacgao aprééentado possivelmente

degeucragcdo do macrontcleo.
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FIGURA 24. Visdo geral mostrando a produgdo de células de

Hulle em Aspergillus nidulans(aumento 5000x)
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FIGURA 25. Células de Hulle de Aspergillus nidulans em

diferentes fases (8000x).

120



FIGURA 26. Células de Hulle de Aspergillus nidulans em

diferentes fases entre cabega conidial (aumento 8000x) .
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FIGURA 27.- Células de Hulle de Aspergillus nidulans na fase
de maturacéo apresentando um formato globoso e na fase

intermediaria, um formato semigloboso (aumento 10000x)

122



FIGURA 28. A seta indica uma mitocébndria em célula de Hulle

de Aspergillus nidulans{aumento 10000x) .
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FIGURA - 29. As setas indicam um nicleo e uma mitocondria em

célula de Hulle de Aspergillus nidulans(aumento 10000x)

124



FIGURA - 30. Célula de Hulle de Aspergillus nidulans em fase

de maturacdo com sinais degenerativos do macrontcleo (aumento

12000x) .
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6 - CONCLUSOES

Dos estudos citogenéticos de células de Hulle em

Aspergillus nidulans apresentados no presente trabalho,

podemos tirar as seguintes conclusdes:

1 - As células de Hulle s&o estruturas que na fase de
desenvolvimento sdo formadas por varios nicleos e na fase de

maturagdo apresenta um macrontcleo.

2 - 0O diédmetro do macronicleo das células de Hulle foi em

média de 3,2 micras.

3 - As células de Hulle apresentam uma maior resisténcia a

radiagdo ultravioleta do que o conidio.

4 - A quantidade de DNA por célula de Hulle foi em média

i4,8 vezes maior do que a do conidio.

5 - Ndo houve diferenga significativa entre os volumes de

células de Hulle de linhagens haploides e diploides.
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6 - A técnica citoldégica com melhores resultados para

coloracdo de nucleos de cilulas de Hulle foram a do HCl-

Giemsa.

7 - No inicio da formag&o as células de Hulle apresentam uma
parede celular fina e transparente e na fase de maturagao,

com a formagdo do macronicleo, a parede tem espessura

grossa.
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7 - RESUMO

Analise Citogenética de Células de Hulle em Aspergillus

nidulans

Certas espécies de fungo do Ggénero Aspergillus
apresentam um tipo de célula em volta do cleistotécio, que
s8o denominadas de células de Hulle. A fim de analisar com
mais facilidade a formacédo dessas células, procurou-se obter
uma linhagem de A. nidulans com baixa produgdo de conidios e
cleistotécio e alta_produc;éo de células de Hulle. Células de
Hulle provindas dessa linhagem foram colocadas para crescer
em membrana de diadlise, onde foi possivel observar os Sseus
nicleos. A fixagdo do material foi com Carnoy, hidrolizando-

se com HCl e corando com Giemsa. Na fase de formag8o de

células de Hulle foram observados -varios niicleos de tamanho ...

aproximadamente igual aos nucleos das hifas e dos conidios.
Nas células de Hulle madura foi observado a formagdo de um
macronicleo de tamanho aproximado a 3,2 micra. Para comparar
a quantidade de DNA, células de Hulle e conidios das
linhagens A e CH-89 foram isoladas e feito a extracfio de
DNA (Van Tuyll, 1977). A quantidade de DNA por célula foi em
média 14,81 vezes maior do que a do conidio. As células de

Hulle apresentaram maior resisténcia a radiagdo ultravioleta
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do que o conidio. N&o houve diferenga significativa dos
volumes de células de Hulle entre linhagens haplbéides e

diplébides.
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8 - SUMMARY

Cvtogenetic Analysis of Hulle Cells of Aspergillus nidulans

Certain species of fungi of the Aspergillus genus
present a type of cells around the cleistothecium that are
denoted Hulle cells. To facilitate analysis of the formation
of these cells, an A. nidulans strain with low conidium and
cleistothecium  production and with high Hulle cell
production was obtained. Hulle cells from this strain were
allowed to grow on dialysis membranes, where it was possible
to observe their nuclei. The material was fixed with Carnoy,
hidrolyzed with HCl and stained with Giemsa. Several nucleil
approximately egqual in size to the nuclei of hvphae and
conidia were observed during the phase of Hulle cell
formation. The formation of a macronucleus measuring
approvimataly 3.2 um was observed in mature Hulle cells. To
compare the DNA amount, Hulle cells and conidia of the A and
CH-89 strains were isolated and submitted to DNA extraction
{Van Tuyll, 1977). The amount of DNA per cell was, on
average, 14.81 times greater than the amount of DNA in the
conidia. Hulle «cells ©presented greater resistance o
ultraviolet radiation than did the conidia. There was no
significant difference in Hulle cell volume between haploid

and diploid strains.
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