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RESUMO - Basidiosporos de Pisolithus tinctorius, coletados em dois corpos de frutificacoes
maduros (A e B) e procedentes de dois locais distintos reflorestados com Eucalyptus spp, no
campus da UFLA, foram colocados para germinar e produzir culturas monocarioticas. Para isso.
testaram-se oito condicdes de tratamentos. formados pelo arranjo fatorial dos seguintes
componentes, adicionados ou nido ao meio solido MNM: plintula hospedeira (Eucalyptus
camaldulensis - 2 plantulas por placa), acido abiético (C2Hz002) (100 mg.I') e carvao ativado
(0.3 g por placa). Constatou-se o micio de germina¢do aos 60 dias apos o inicio dos testes, sendo
que até aos 120 dias foram obtidas 54 culturas apresentando o estado monocaridtico. A eficiéncia
na produgdo de culturas monocarioticas foi observada somente no tratamento onde os trés
componentes (planta hospedeira, acido abieético e carvdo ativado) estavam simultaneamente
presentes, evidenciando uma agio sinergistica entre estes componentes. Essa agio foi responsavel
pela formacao de 75% e 68% das colonias obtidas nas frutificacdes A (populagago A) e B
(populagdo B), respectivamente. No estudo de compatibilidade sexual. nove colonias
monocarioticas, sendo duas da populagdio A e sete da populagio B, foram pareadas para
cruzamento em meio solido MNM, utilizando o delineamento em meio dialelo. Quatro semanas
apos os pareamentos, duas pequenas amostras de micélio da interface de contato das colonias
pareadas foram transferidas para o meio solido MNM. Quinze dias apos a transferéncia, as
colomias cultivadas a partir destas amostras foram microscopicamente analisadas quanto a
presenca de grampos de conexdo celular, os quais foram utilizados como indicagao da formagéao
da fase dicariotica. Os resultados destas analises mostraram que as duas populacdes estudadas
possuem grupos de compatibilidade sexual tetrapolar, e que ambas sdo geneticamente
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compativeis, fato que permitiu a obtenc¢do de culturas fiingicas hibridas para serem incorporadas
em programas de melhoramento genético do fungo ectomicorrizico P. tinctorius.

Palavras-Chave: Compatibilidade sexual, ectomicorriza, germinagdo de esporos. Pisolithus
tinctorius.

PRODUCTION OF MONOCARYOTIC CULTURES AND INTER- AND
INTRAPOPULATION SEXUAL COMPATIBILITY FOR THE
ECTOMYCORRHIZAL FUNGUS Pisolithus tinctorius

ABSTRACT - Basidiospores of Pisolithus tinctorius from two mature fruit-bodies (A and B)
growing on two different sites reforested with Eucalyptus sp. were germinated to produce
monocaryotic cultures. To this end, eight treatment conditions were tested, composed by a
factorial combination of the following compounds, added or not in MMN agar medium: host
seedling (Eucalyptus camaldulensis - 2 seedlings/dish plate), abietic acid (100 mgl") and
activated charcoal (0,3 g/dish plate). The spore germination began after 60 days and 54
monocaryotic colonies were obtained before 120 days. The highest germination efficiency was
observed only in the treatment where the three compounds were simultaneously added in the
MMN agar medium, showing a synergistic action between them. This action promoted the growth
of 75% and 68% of monocaryotic colonies from fruit-body A (population A) and B (population
B), respectively. In the sexual compatibility study, nine monocaryotic colonies (two from
population A and seven from population B) were paired on MMN agar medium using a half diallel
mating design. After four weeks, two small samples of mycelium from interface of paired colonies
were transferred to fresh MMN agar medium. After 15 days. the colonies growing from these
samples were examined microscopically for the presence of clamp connections which were used to
indicate dycarion formation. These results showed that the sexual compatibility of the two studied
P. tinctorius populations are tetrapolar and that they are genetically compatible to produce hybrid
cultures for introduction in fungal breeding programs.

Key words: Ectomycorrhiza, Pisolithus tinctorius, sexual compatibility, spore germination.
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1 INTRODUCAO

Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker e Couch é um fungo ectomicorrizico. cosmopolita. que
vive em simbiose com varias espécies de arvores, principalmente com as dos géneros Eucalyptus e
Pinus (Marx, 1977). Esta simbiose € essencial para as arvores hospedeiras. principalmente quando
cultivadas em sitios inospitos, pois o parceiro fiingico melhora a absor¢do e o transporte de agua e
nutrientes do solo para as raizes (Skinner e Bowen, 1974a; 1974b). aumenta a tolerancia a acidez,
toxidez de metais pesados, temperaturas elevadas do solo (Marx. 1991) e a resisténcia as doencas
do sistema radicular (Kope er al. 1990).

Nesta espécie, Lamhamedi ez a/. (1990), Lamhamedi e Fortin (1991) e Rosado et al.(1994)
constataram significativas variagdes geneticas entre isolados monocarioticos e dicarioticos para o
nivel de colonizagao radicular e crescimento micelial. cujas caracteristicas flngicas. se melhoradas.
aumentam a superficte de exploragdo do solo, melhorando ainda mais os beneficios simbioticos
anteriormente mencionados.

Tais propriedades, associadas & possibilidade do P. finctorius ser cultivado “in vitro™.
permitem que inoculos deste fungo possam ser produzidos em larga escala e aplicados em mudas
de modo eficaz (Garbaye. 1983). Entretanto. o sucesso desta aplicagio ainda depende da
disponibilidade de indculos fingicos. constituidos por estirpes que realmente melhorem o
desenvolvimento das mudas e que tenham a capacidade de se manter na forma de ectomicorriza e
de colonizar novas raizes. Para a sele¢do de estirpes eficientes. torna-se inicialmente necessaria a
condugao de estudos genéticos e fisiologicos com fungos ectomicorrizicos, os quais podem ser
melhor conduzidos utilizando culturas dicarioticas. geradas por cruzamentos entre culturas
monocarioticas, originadas pela germinagdo de um unico esporo (Kope e Fortin, 1990). A
identificacdo dos sistemas de cruzamentos entre culturas monocaridticas permitira a realizagao
destes cruzamentos e, consequentemente, a reconstituicio “in vitro” de progénies fingicas
dicarioticas para serem empregadas em estudos de selecao e melhoramento genético.

Assim, os objetivos do presente estudo foram: i) avaliar a producio de culturas
monocarioticas a partir de esporos de P. tinctorius em meio MNM com diferentes componentes,
ii) identificar a compatibilidade sexual inter e intrapopulacional de culturas monocarioticas obtidas
em duas populagdes fungicas distintas e iii) obter culturas dicaridticas hibridas para serem
incorporadas em futuros programas de melhoramento genético de P. tincrorius
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2 MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencao de culturas monocarioticas

Basidiosporos de P. tinctorius foram extraidos de dois corpos de frutificacio (A e B)
intactos e maduros, procedentes de dois locais distintos da regidao de Lavras - MG e reflorestados
com Euwcalyptus spp. Apos a limpeza externa dos corpos de frutificagao com alcool etilico
absoluto, foram feitos, em capela de fluxo laminar horizontal. o corte transversal ao eixo da
frutificag@o e a retirada dos esporos com o auxilio de uma espatula esteril. Os esporos extraidos
foram colocados em uma placa de Petri seca e estéril e uma pequena quantidade da massa de
esporos (0.03g) foi retirada com uma espatula e homogeneamente espalhada sobre outra placa de
Petri com 100 mm de diametro, contendo o meio malte (20 g.l'i)/ agar (10 g.l") com pH ajustado
em 5.5. Tal operagdo foi repetida 10 vezes e todas as placas montadas foram incubadas a 25° C,
no escuro, por sete dias. Esta incubagdo inicial foi denominada de incubagdo de “limpeza”, as
placas foram observadas diariamente e as areas contaminadas removidas. ou as placas com
excessiva contaminag¢io descartadas.

Transcorridos os dias de incubagdo de “limpeza”, selecionaram-se as placas isentas de
contaminagdo aparente e retirou-se uma amostra em forma de quadrado do meio malte/agar. de
aproximadamente 0.5 x 0.5 cm, contendo os esporos. Esta amostra foi cuidadosamente deslizada
sobre toda a superficie do meio solido MNM (Marx, 1969), com ou sem adi¢do de acido abiético
(100 mg.I") filtrado em filtro millipore (1.5 um). Esta operacdo foi conduzida de forma que os
esporos, provenientes da amostra, tivessem a distribuigdo mais homogénea possivel (Figuras 1B e
1C) sobre 0 meio MNM + acido abiético. contido em placas de Petri (100 mm Q). Em cada placa
de Petr1. que recebeu os esporos provenientes de apenas um quadrado. foram ou n&o adicionadas
duas plantulas hospedeiras (Eucalyptus camaldulensis), que é uma espécie micotrofica e 0,3 ¢ de
carvao ativado previamente autoclavado e polvilhado em uma metade da placa, conforme mostra a
Figura 1A, para comporem os tratamentos descritos no quadro 2. Para cada tratamento foram
produzidas 10 placas as quais foram imediatamente colocadas em cidmara de crescimento com 12
horas luz (300 uE.m™ s")/12 horas escuro e com temperatura e umidade controladas a 25° C e
85%, respectivamente.

As plantulas hospedeiras foram obtidas pela germinagdo de sementes em condigoes
assépticas. apos a desinfec¢do com hipoclorito de sodio comercial (50%) por uma hora e trés
enxagiies sucessivos com agua destilada e autoclavada A germinag¢do ocorreu em placas de Petri
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(150 mm @), contendo 0 meio sélido MNM, as quais foram previamente incubadas no escuro por
dois dias e posteriormente colocadas em camaras de crescimento com condicdes ambientais
controladas conforme descrito anteriormente. O transplante das plantulas para as placas-
tratamento (Quadro 2) foi feito quando estas apresentavam o primeiro par de folhas e raiz
principal definidos

As observa¢des microscopicas, para verificar a germinagdo dos esporos, foram
iniciadas aos 30 dias e, a partir destes. manteve-se a freqiiéncia de observacdes a cada intervalo de
sete dias. Apos a constatagdo das primeiras germinagdes (Figura 1B), a posigdo do jovem micélio
fol assinalada no dorso da placa de Petri e as observagdes posteriores foram feitas de dois em dois
dias para se detectar o tamanho propicio (Figura 1C) das colénias para serem removidas e
transferidas para o meio solido MNM.

As colonias, assim isoladas, foram incubadas & 25° C e aquelas que continuaram o
processo de crescimento foram observadas microscopicamente, a cada dois dias, para verificar a
auséncia (Figura 2B) ou presenca (Figura 2C) de grampos de conexdo celular, o que distiguiu o
estado monocariotico do dicaridtico, respectivamente (Casselton e Economou, 1985).

2.2. ldentificacio dos grupos de compatibilidade sexual e da esterilidade intra e
interpopulacional

Apds a produgdo e identificacdo das colonias monocarioticas. selecionaram-se nove
colonias, sendo duas provenientes da frutificacao A (populagdo A) e sete provenientes da
frutificacdo B (populagdo B), para serem pareadas em meio solido MNM (Figura 2A), usando o
delineamento de cruzamento em meio dialelo, adaptado do delineamento usual para cruzamento
entre plantas (Zobel e Talbert, 1984). Quatro semanas apos os pareamentos, dois quadrados de
aproximadamente 3 x 3 mm, contendo uma amostra de micélio da interface das coldnias pareadas
(Figura 2A), foram retirados e transferidos para crescerem em meio solido MNM. Aos 7 e 14 dias
apos esta transferéncia. as colonias obtidas destas amostras foram microscopicamente examinadas
para constatar a presenga de grampos de conexdo celular (Figura 2C) e os grupos de
compatibilidade sexual foram identificados conforme o quadro 1. Seis semanas apos 0s
pareamentos, procederam-se a novas amostragens e exames microscopicos para reavaliar a
identificagdo dos grupos de compatibilidade sexual
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QUADRO 1 - Grupos de compatibilidade sexual em um sistema tetrapolar
Grupos A;B, A;B; A,B; AsB,
AB, 3 : _ i
AB, - - + -
A;B, - + - -
A;B, + - - -

+ Presenca de grampos de conexdo indicando cruzamentos compativeis
- Auséncia de grampos de conexdo indicando cruzamentos incompativeis

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Obtencio de culturas monocariéticas

Transcorridos os sete dias iniciais de incubagdo de “limpeza”, verificou-se uma taxa de
contaminagao de placas inferior a 10%. Esta taxa pode ser considerada como normal, visto que
nao foi utilizado qualquer tipo de antibiotico ou fungicida no meio malte/agar (meio de “limpeza”™)
para nao afetar a germinagao dos esporos.

Apos 60 dias de incubagdo das placas, contendo os tratamentos indutores da germinagio
(Quadro 1), em camara de c’fescimemo, observou-se o inicio da germinagido e a formagdo das
jovens hifas que foram facilmente localizadas dentro das placas de Petri (Figura 1B). Este tempo
para o inicio da germinagdo encontra-se dentro da faixa requerida pelos Gasteromicetos. que
geralmente necessitam de um tempo de incubagdo superior a cinco semanas (Bulmer, 1964).

Quinze dias apos as primeiras germinagdes, varias pequenas coldnias (Figura 1C) foram
facilmente removidas com o auxilio de um bisturi de ponta fina e uma lupa esteroscopica (aumento
de 50 x) que permitiu observar se o micélio de duas coldnias, distintas e proximas, estava em
contato ou ndo. Todas as colonias que se tocaram foram retiradas e eliminadas, pois ha grande
possibilidade da ocorréncia da migracao de nucleos e a formacao da fase dicariotica,

O Quadro 2 mostra a quantidade total de coldnias monocariéticas obtidas nos diferentes
tratamentos. As estimativas dos valores medios do niimero de colénias monocarioticas obtidas por
tratamento e. consequentemente, as analises estatisticas de comparagdo de médias ndo foram
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efetuados. O desbalanceamento dos dados foi provocado por uma alta taxa de germinacdo e
produg@o de colonias monocarioticas em uma unica ou em poucas placas de Petri (repeti¢des) e
completa auséncia de germinagdo em outras placas de um mesmo tratamento. Este fato sugere que
a formagdo inicial de uma colonia no meio de cultura estimula a germinagdo de outros esporos.
fato ja observado em Laccaria bicolor (B. R. Kropp, informagio pessoal).

QUADRO 2 - Nimero de colonias monocarioticas obtidas por tratamento e frutificacio

(populagio)
Tratamentos Frutificacdo Acido Carvio Plintula N° total
(Populagdo)  Abiético (**) ativado Hospedeira de colbnias obtidas
(#5%)

1 A + + 3
2 A = + - 0
3 A * = 4- 0%
4 A + - - 0
5 A - + + 1
6 A - + - 0
7 A - - + 0
8 A - - = 0
9 B -+ =+ + 32
10 B + + - 1
11 B + - + 11
12 B + - - 0
3 B - + -+ 3
14 B - = - 3
15 B - - + 0%
16 B - = - 0

(+) Componente presente. (-) Componente ausente e (*) Tratamentos que tiveram todas as placas

contaminadas. (**) O acido abiético foi filtrado em filtro millipore (1.5 um) e adicionado ou nao

ao meio MNM apos autoclavagem. (***) O carvdo ativado foi autoclavado e uma quantidade de

aproximadamente 0.3g foi polvilhada em uma metade da placa, conforme mostra a Figura 1A.
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Uma taxa de contaminagao da ordem de 40% foi observada nos diferentes tratamentos,
principalmente por Penicillium. Esta taxa pode ser considerada normal pelas razdes que
anteriormente foram mencionadas e pelo fato de que o tempo de incubag@o inicial de “limpeza”
nao e completamente eficaz. Uma maior duragio do tempo de incubac¢do de “limpeza™ talvez nio
seja possivel, pois isso poderia reduzir a viabilidade dos esporos, visto que. para a especie em
estudo ndo existe relatos sobre o tempo de viabilidade de seus esporos

A pequena quantidade de coldnias obtidas (Quadro 2) em relagao ao numero de repetigoes
parece ser uma caracteristica inerente a espécie P. finctorius. Relatos sobre a germinagdo de
esporos desta especie tém evidenciado baixos nives de germinagdo. Lambs e Richards (1974),
Bulmer (1964) e Kope e Fortin (1990) relataram taxas de 0,38%. 0.1% e 0,01%, respectivamente,
sendo que os dois primeiros autores utilizaram culturas de leveduras como ativador de germinago
e o ultimo, tal como neste estudo, utilizou o acido abiético na mesma concentragdo, porém
adicionado ao meio de Fries (1983).

O Quadro 2, também mostra que a populagdo A apresentou uma menor producio de
colénias monocarioticas (total de 4) que a populagdo B (total de 50). Esta variagdo pode ser
decorrente de uma possivel variagdo no grau de maturagdo dos corpos de frutificacdo ou pode
estar relacionada a uma provavel variagao natural na especie, tal como foi evidenciado no fungo
ectomicorrizico Laccaria laccata (Fries, 1984).

Com relagdo a adi¢@o do acido abiético. carvao ativado e planta hospedeira ao meio solido
MNM, os resultados apresentados no quadro 2 mostram que a presenga desses componentes
estimulam a germinag¢do de esporos, visto que nos tratamentos 8 e 16 (auséncia completa) ndo
ocorreu germinagdo. Também, pode-se observar que a agdo isolada de cada componente
adicionado néo foi efetiva para o caso do acido abiético (tratamento 4 e 12) e da planta hospedeira
(tratamentos 7 e 15), ou foi pouco efetiva para o caso do carvdo ativado que mostrou a ocorréncia
de apenas trés colonias no tratamento 14. A maior estimulagdo na germinagdo dos esporos foi
observada no tratamento 9, onde se puderam obter 32 coldnias (62% do niimero total de coldnias
da populagao B). Estes fatos mostram que a contribuicdo decorrente da adigio do acido abiético e
carvao ativado somente € evidenciada na presenga da planta hospedeira, indicando uma agio
sinergistica destes componentes. Tal a¢do também induziu a germinagdo dos esporos provenientes
da populagdo A, onde o tratamento 1 evidenciou que a interagdo entre estes componentes foi a
responsavel pela obtengao de 75% do total de colonias produzidas na referida populagdo.
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FIGURA 1 - Producdo de culturas monocarioticas de Pisolithus tinciorius "in vitro". 1A.
Tratamento 1: Meio solido MNM adicionado com acido abiético, carvio ativado e
planta hospedeira (Eucalyptus camaldulensis). 1B. Conjunto de esporos nio
germinados e germinados. apresentando jovem micélio aumentado em 200X (seta).
1C. Culturas em fase de repicagem para o meio solido MNM (aumento de 100X).
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O maior estimulo a germinagéo de esporos observado nos tratamentos que tiveram a planta
hospedeira como componente indutor, também pode estar associado aos exsudados liberados
pelas raizes, que sao considerados como um meio nutritivo completo que contém agucares, sais
minerais. vitaminas B e aminoacidos (Wong e Fortin, 1990) A identificagdo do acido abietico,
liberado por Pinus sylvestris, como um agente estimulador da germinagdo de esporos de varias
espécies de fungos ectomicorrizicos foi feita por Fries e al. (1987). Posteriormente, Kope e Fortin
(1990), mostraram a eficiéncia da adigao deste acido, no meio solido de Fries (1983), na
germinagdo de esporos de P. rinctorius. A melhoria decorrente da adigao do carvao ativado €
devido ao fato deste produto ter a capacidade de remover compostos inibidores presentes no meio
de cultura, beneficiando tanto a planta hospedeira quanto o fungo (Fries, 1978).

3.2. Ildentificacao dos grupos de compatibilidade sexual e da esterilidade intra e
interpopulacional

As Figuras 2B e 2C mostram o estado vegetativo monocariotico e o dicariotico
respectivamente, 0s quais podem ser microscopicamente distinguidos pela presenca de grampos de
conexdo celular existentes na maioria dos septos dicarioticos. O primeiro estado refere-se ao
micelio primario que se desenvolve a partir da germinagao de um unico esporo. Em P. fincrorius.
as culturas neste estado desenvolvem pouca ou nenhuma ectomicorriza (Lamhamedi e al. 1990,
Rosado, 1993). O segundo estado refere-se ao micélio secundario, que € o mais comum na
natureza, capaz de frutificar e formar ectomicorrizas em quantidade variavel, conforme o tipo de
cruzamentos entre os progenitores monocarioticos compativeis (Rosado er a/. 1994). Os eventos
morfogenéticos decorrentes da compatibilidade ou esterilidade genética entre progenitores
encontram-se relatados em Casselton e Economou (1985).

O Quadro 3 mostra os resultados obtidos pelos cruzamentos entre nove colonias
monocarioticas, sendo duas provenientes da germinacido de esporos da populagdo A (MAL, i=1.2)
e sete provenientes da germinagdo de esporos da populaggo B (MBI, i=2.3.4.5,7.9.10). Os
resultados dos cruzamentos dentro do grupo MBI (quadrado delimitado por linhas mais espessas)
mostram a compatibilidade e esterilidade sexual intrapopulacional no referido grupo e os
resultados do cruzamento entre os grupos MAi e MBI evidenciam a compatibilidade e esterilidade
sexual interpopulacional
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Pode-se observar que as duas culturas monocarioticas da populagdo A sdo compativeis
com todas as sete culturas da populagdio B, indicando que os genes reguladores da
compatibilidade sexual se apresentam com alelos diferentes (Quadro 3). Os respectivos alelos dos
genes A e B na populagdo A ndo estdo especificados no quadro 3, pois estes podem estar em
qualquer uma das seguintes formas: A;B;. A3;B,. AyB; ou A B, Para determinar estas formas com
precisdo seria necessario um conjunto maior de culturas tal como ocorreu para a populacio B. A
compatibilidade existente entre as duas populagdes estudadas indica que elas pertencem a mesma
especie biologica, e que € possivel a obtengao de hibridos interespecificos para serem avaliados em
programas de melhoramento geneético de fungos ectomicorrizicos. Em Pisolithus. a ocorréncia de
especies biologicas distintas pode ser constatada pela esterilidade entre populagdes distintas, tal
como foi demostrado por Kope e Fortin (1990) quando cruzaram culturas monocarioticas
procedentes da Australia, Africa do Sul e USA e observaram que a fase dicariotica nao foi
estabelecida.

O Quadro 3, também mostra que o sistema de compatibilidade na populagdo B € do tipo
tetrapolar, concordando com os resultados apresentados por Kope e Fortin (1990) e Rosado ef a/.
(1994). Tal fato, associado aos resultados de estudos que. também. evidenciaram a
compatibilidade sexual tetrapolar em outros fungos ectomicorrizicos, tais como Hebeloma
cvlindrosporum, Suillus bovinus, S. gramudatus. S. luteus, Laccaria bicolor, L. laccata e L.
proxima (Fries e Mueller. 1984, Gay e Debaud, 1987; Kropp e Fortin, 1988; Kope e Fortin, 1990;
Fries e Neumann, 1990; Fries e Sun, 1992 De la Bastide. ez al., 1995a). fortalece a hipétese de
que os fungos ectomicorrizicos possuem o sistema de compatibilidade sexual tetrapolar
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QUADRO 3 - Compatibilidade e esterilidade sexual intra e interpopulacional em culturas
monocarioticas de Pisolithus tinctorius.

Genes de
Cultura MAT | MA2 | MB2 | MB3 | MB4 | MB5 | MB7 | MB9 | MB10 | Compatib.
MAL1 o | - | + | + |« |+ |« =
MAZ2 (%) - + -+ 3 + + =
MB2 Q + -* SR || wE ) &R - AsB;

3 O |+ | * | x| x| e A1B)
MB4 6] + - + +(?7) AzBy
MBS 0 k| ks & A1B»
MB7 9] _EE% _® A1B>
MBS 9 | * A1B)
MBI10 (%) A1B)

Genes de
compatib. A2B2 [ A1B1 [ A2B1 | A1By | A1B3 | A1Ba | A1Bj

() Cruzamento compativel - Micélio dicariotico - com alelos dos genes A ¢ B ndo comuns: (=?) Cruzamento
compativel: (?) - Micelio dicariotico necessita ser cofirmado por microscopia de fluorescéncia: (-*) Cruzamento
esieril - com alelos do gene A comuns. (-*¥) Cruzamento estéril - com alelos do gene B comuns: (-**%)

Cruzamento estéril - com alclos dos genes A e B comuns e (@) Autocruzamentos - ndo realizados.
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A formagao da fase dicariotica quando se cruzou as culturas MB4 x MB3 e MB4 x MB10
necessita ser reavaliada, utilizando a microscopia de fluorescéncia para detectar a presenca de dois
nucleos no interior das hifas. Em P. tinctorius ndo existem relatos de que o estado dicaridtico
possa ser estabelecido quando um dos alelos, para qualquer um dos genes de compatibilidade. seja
idéntico. Em basidiomicetos superiores € comum observar a formagdo dos grampos de conexdo
celular e a divisdo nuclear quando os alelos do gene B sdo comuns, porém a migragio do nucleo é
interrompida pois esses grampos nao se fundem (Casselton e Economou, 1985). Se a formacio da
fase dicariotica ndo for constatada pela microscopia de fluorescéncia, ficara demonstrado que em
P. tinctorius ha formagao de falsos grampos de conexdo. e caso esta seja constatada, havera a
indicacao de que a cultura MB4 n3o € pura, ou seja, ela ¢ constituida por micélios monocaridticos
distintos e incompativeis, cujos genes de compatibilidade sexual sio AsB; e A:B;, e n3o somente
A;B; como foi indicado no Quadro 3.
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FIGURA 2 - Cruzamentos controlados entre culturas monocarioticas de Pisolithus tinctorius "in
vitro". 2A.  Pareamento entre duas culturas monocarioticas compativeis.
evidenciando a interface e os pontos de amostragem (setas), 2B. Miceélio de cultura
em estado monocariotico crescendo em meio solido MNM (aumento de 200X) 2C.
Crescimento micelial de cultura em estado dicariotico em meio solido MMN e
evidéncia de grampos de conexdo aumentados em 200X (seta).
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4 CONCLUSOES

Este estudo mostrou que culturas monocarioticas de P. rinctorius podem ser obtidas pela
germinagdo “in vitro” de esporos. estimulada pela adigdo dos componentes ativadores: tais como
planta hospedeira (E. camaldulensis), dcido abiético (100 mg.1") e carvio ativado (0.3 g/placa de
Petri). Melhores resultados podem ser obtidos pela adigdo simultinea desses componentes. pois
existe uma acao sinergistica entre eles.

As duas populagdes fiingicas estudadas possuem grupos de compatibilidade sexual
tetrapolar, constituidos por dois genes e cada um com dois alelos Tal fato permite a
reconstituicdo de progénies dicarioticas provenientes de cruzamentos "in vitro" de culturas do
grupos compativeis A;B;x A;Bs e A|B; x AsB;.

Existe compatibilidade sexual entre as duas populagdes estudadas. revelando que elas
pertencem a mesma especie biologica, e que e possivel a obtengdo de hibridos interespecificos
para serem testados em programas de melhoramento genético do fiingo ectomicorrizico
P. tinctorius,
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