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INTRODUCGCAO

O trabalho que agora mnos resolvemos a publicar foi comegado
na primavera de 1923. Anddvamos entdo em busca de assunto
aonde fosse possivel ver qualquer coisa de novo, fazer observagdes
cuja publicagdo tivesse algum interésse. Quando um dia nos apa-
recem no laboratério umas tolhas de Erodium moschatum, trazidas
pelas méos amigas do Prof. Carrisso e atacadas por um parasita
que nenhum de nds conhecia.

Convencido a breve trecho de que se tratava de uma espécie
nova para a flora europeia e, ainda por cima, parasitando um hos-
pedeiro nunca mencionado, inicidmos mais minuciosas observacdes,
na esperan¢a de conseguir quaisquer resultados dignos de trazer a
piblico, que mais ndo fosse pelo interésse da novidade. Assim,
fixdmos desde logo bastante material e fomos ao mesmo tempo pro-
curando por-nos ao par da bibliografia do assunto.

Inclinados desde muito cedo a trabalhos de citologia — gracas a
proveitosa aprendizagem que fizemos no Instituto de Histologia da
Faculdade de Medicina de Lishoa, sob a direc¢do do eminente Prof.
Celestino da Costa — o que mais nos interessou, logo de coméco,
no estudo do parasita do Erodium, foi o aspecto citolégico do pro-
blema. Por outro lado, as primeiras consultas bibliograficas da es-
pecialidade pronto nos revelaram ser &sse precisamente o aspecto
mais discutido, mais interessante e de mais prometedores resultados.

Os obstdculos, porém, eram enormes para um debutante inex-
perto em questdes de micologia, e que tinha de resolver sozinho
~—em terra aonde ninguém se dedica a estudos de citologia vegetal
~todas as diflculdades que surgissem, Obstdculos de ordem técnica
uns, resultantes da dificuldade de encontrar fixadores apropriados &
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material de tio dificil penetragio; de ordem biologica outros, pro-
venientes do curto prazo em que o fungo apresenta estados favord-
veis ao seu estudo; outros, finalmente, de ordem bibliografica, pois
ndio s6 eram pobres as bibliotecas portuguesas em trabalhos sobre
os Synchytrium, mas ainda, e muito principalmente, grande parte
das investigacdes originais, de consulta indispensdvel, eram escribas
em alemdo, lingua que ao tempo desconheciamos inteiramente.

Pouco a pouco, fomos reiinindo as espécies bibliograficas, colhendo
novo material, completando as nossas observagoes. De modo que
hoje conhecemos, ou julgamos, pelo menos, conhecer, tudo o que
so tem publicado sbbre o assunto que nos ocupa, quasi sempre pela
leitura dos préprios originais. O nosso Capitulo II, em que fazemos
a histéria das investigagdes sobre o género Synchyirium, afigura-se-
-nos por isso bastante completo.

A parte original do trabalho, aquilo que constitui o resultado de
observagdes nossas, encontra-se exposto no Capitulo ITI.

Se niio fosse a necessidade imperiosa de o publicar agora, teria-
mos demorado o seu aparecimento até que novas observacdes vies-
sem preencher tantas lacunas que ainda se enconfram no cielo
evolutivo da nossa espécie, on decidir da exactidio de factos que
descrevemos, em manifesta discordéncia com o que se sabe da mor-
fologia dos Synchytrium.

Todavia, se tais escrapulos sdo legitimos, é necessario ndo os
levar tdo longe que se vd cair naquela categoria de intelectuals a
quem Ramén y Cajal, na sua espirvituosissima charge (1), classificon
de megaldfilos, ésses que « desean estrenarse com kazana prodigiosa » e,
« recordando acaso que Herz, Mayer, Schwann, Riongten, Curie, inicia-
ron su wida cientifica con un gran descubrimiento, aspiran a ascender,
desde el primer combate, de soldados a generales, y se passan la vida
planeando y dibujando, construyendo y rectificando, siempre en febril
actividad, siempre en plena revisién, incubando el gran engendro, la
obra assombrosu y arrolladora. »

Com a nogéio bem nitida das imperfeiges déste trabalho, conven-
cidos como estamos de que muito hé ainda a investigar a respeito
dos problemas que aqui se levantam apenas, entendemos entretanto
que & sua publicagdo, mesmo assim, além de dar ideas gerais aos

(1) 8. Ramén y Cajal — Reglas ' consgjon sobre investigacion cientlfier, 6. ed,
Madrid, 1628,
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que quiserem estudar éste grupo de fungos, pode contribuir para o
esclarecimento de certos pontos em litigio.

Depois, a verdade é que ndo ha trabalhos completos. Neste
campo, como de resto em todos os outros, a medida que a gente
val trepando pela encosta ingreme do Conhecimento, horizontes cada
vez mais largos se desdobram ante nossos olhos maravilhados e
SUrpresos.

O que era de comégo um limitado e banal problema de morfolo-
gia, de identificacio de formas, vai alastrando pouco a pouco. O
conhecimento da anatomia externa, das dimensdes, nio basta; ca-
rece de ser completado com as mintcias de ordem citoldgica, a que
dia a dia se vem dando maior importdncia. N#@o menos indispen-
savel se nos afigura depois o conhecimento da histéria do desenvol-
vimento da espécie, do seu ciclo evolutivo completo, da sua onto-
genia, em suma. Como se trata porém de um parasita que foi
encontrado e se desenvolve sdbre determinado hospedeiro, ocorrerd
pesquisar, sem sair da directriz primitiva das nossas investigacdes, do
grau de especificidade do parasita para o parasitado, a fim de poder
fazer com seguranca a destringa das espécies. ; Quem nos garante,
com efeito, que o nosso fungo, encontrado porventura sébre outras
plantas e com caracteres morfolégicos sensivelmente diferentes, nio
terd sido ja descrito com outro nome? Mas entdo torna-se neces-
sdrio ir ver qual a influéncia do parasita sdbre o hospedeiro. ;H4
formagdo de galhas? Pois bem. ;Nesse caso, que factores condi-
cionam a sua forma, aspecto exterior e dimensdes? ;Dois parasitas,
de espécies diferentes, provocardoe, sobre o mesmo hospedeiro, reae-
¢Oes andlogas? ;Ou o mesmo parasita, sobre plantas de diversas
espécies, determinara a formagéo de idénticas galhas?

Por outro lado, a simples verificacdo da existéncia de determi-
nados caracteres morfolégicos em uma dada espécie, é sempre insu-
ficiente para a interpretacdo do significado de tais caracteres. De
modo que ndo hd outro remédio senfo comparar a espécie que
estudamos com outras, primeiro do mesmo género, depois da mesma
familia e assim sucessivamente, se quisermos fazer uma idea tdo
exacta quanto possivel do valor morfolégico a atribuir a cada um
dos caracteres observados. Insensivelmente comegam a estabele-
cer-se as homologias e, sem a gente dar por isso, l4 estamos caidos
no magno problema filogenético,

tDe cima déste cabego olha-se para trds e vé-se um mundo!




Nossos olhos ansiosos percorrem os vastos horizontes, palpam, fe-
bris, os contornos imprecisos das verdades mnovas, envoltas em
bruma, 14 muito longe. B novos problemas se divisam ainda, pelos
rasgdes da névoa, ao largo. Aqui a questdo da distribuigdo geogra-
fica, mais além os problemas écologicos.

iD preciso pois continuar a trabalhar, subir mais alto 4 montanha
do Conhecimento para abranger mais vastos horizontes.

« ...y assi se passan la vida plancando y dibujando, construyendo
y rectificando, siempre en febril actividad, siempre en plena revision,
incubando el gran engendro, la obra assombrosa y arrolladora! »

Ao Sr. Dr. J. Henriques — essa veneranda figura de naturalista
de outras eras a quem tanto respeitamos —aqui ficam 0s nossos
agradecimentos pela paternal bondade com que acolhen em sua
prestigiosa revista o nosso pobre trabalho.

Ao Sr. Prof. Liufs Carrisso, Director do Instituto Boténico, nao
sabemos como testemunhar o nosso enorme reconhecimento. A fra-
terna amizade com que sempre nos tratou, a carinhosa solicitude de
que nos tem rodeado, fazendo 0s maiores sacrificios para que nos
nio faltem as condicdes de trabalho, em um Instifuto pobre e mal
apetrechado para investigagbes desta natureza, sao coisas que se
ndo agradecem. As palavras de reconhecimento, achamo-las peque-
ninas e ridiculas diante da grandeza moral das atitudes.

Os nossos agradecimentos a BEx.™ Sr.* D. Maria A. de Seabra,
que gentilmente se prestou a fazer os melhores desenhos déste tra-
balho.

Finalmente, seria injustiga esquecer a cooperagao prestada pelo
modesto mas diligente preparador do Laboratério, Sr. Anténio Ca-
bral, a quem aqui fica expressa & nossa gratiddo.




CAPITULO I

O Género Synchytrinm

Ciclo evolutivo de um « tipo morfoligico »

Antes de mais nada consideramos indispensavel dar ao leitor,
que nao tenha dedicado especialmente a sua atengdo a éste grupo
tdo mal conhecido de fungos, umas ideas gerais s6bre o género que
agora nos ocupa, tendentes a familiarizd-lo com a terminologia adop-
tada e a servir-lhe de norte na exposigio subseqiiente dos factos e
das doutrinas. Isse o ohjectivo déste primeiro capitulo.

E em vez de descrever, separada e sucessivamente, o ciclo evo-
Intivo daquelas espécies que, por suas caracteristicas, mais se afas-
tam umas das outras, para que o leitor, sintetizando, dal tirasse ao
depois ideas de conjunto, julgémos preferivel adoptar aquilo a que
Delage chamou, no notédvel preficio do sen 7raité de Zoologie Con-
erele, um « tipo morfoldgico », « cet étre qui, idéal ou réel, représente en
tout cas la forme fondamentale & laquelle les autres se rattachent. »

Essa forma sintética, que vamds descrever e figurar, dard, rapida
e esquematicamente, uma clara nogéao de conjunto. Depois, para
cada caso especial, saberd o leitor em que é que o seu ciclo se afasta
do ciclo evolutivo do tipo morfolégico descrito. E poderd descer
as minncias, segnir os casos especials, depois de ter tido uma vista
geral, panordmica, digamos, da biologia déste conjunto de espécies.

As nogdes nada perderdo com isso do seu rigor scientifico. Mas
a exposigio sera incomparavelmente mais clara e o assunto mais
rapida e facilmente assimilado.

No ciclo evolutivo da vida do nosso Synchytrium hé, necessi-

riamente, uma fase flagelada a que se dd o nome de zodspore. Par-
tamos, pois, desta fase.
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O zodsporo (1, fig. 1) é uma pequenissima célula (3 a 5 ., em
média) nua, uninucleada, sem vactiolo digestive nem vesicula pul-
satil. No seu plasma hialino percebem-se goticolas de gordura,
geralmente amareladas. Contérno regular, ndo emitindo pseudé-
podos; e, implantado no polo posterior, um vigoroso e comprido
flagelo. Tal é o nosso zodsporo, que na dgua nasceu e s6 nela
pode viver, deslocando-se por saltos bruscos, mercé das chicotadas
enérgicas do flagelo.

Pouco tempo pode durar éste estado de vida livre ; umas horas,
digamos. Para continuar a evolugio, necessita o zodsporo de en-
contrar, sem sair do seu meio aquatico, um kospedeiro apropriado,
pois o nosso Synchytrium é parasita, e parasita de plantas terrestres.
Aqui estd para o zodsporo uma dificuldade a vencer. Sé pode ata-
car 0 hospedeiro durante um periodo de acidental imersdo, ou apro-
veitando o orvalho da manhi, a dgua das chuvas ou do degélo das
neves. Se lhe ndo foi possivel aproveitar a oportunidade favordvel,
morre, necessariamente, ao cabo de curte periodo de vida livre.

Suponhamos, porém, que tal ndo acontecen e que 0 zo0OSporo
teve a felicidade de encontrar uma folhinha nova da planta que é
sua hospedeira habitual., Vémo-o entdo poisar sébre a epiderme,
perder o flagelo e abrir caminho através da parede externa de uma
célula epidérmica, como se fosse um glébulo branco em diapedese
pela parede de um capilar (3, fig. 1).

Ld conseguin atravessar o obstdculo; e ai o temos agora no in-
terior da célula kospedeira (4, fig. 1). Uma vez instalado, comeca o
parasita a crescer a olhos vistos. Aumenta ripidamente de volume,
atingindo proporgdes considerdveis comparadas com as mintiseulas
dimensdes primitivas. Envolve-o agora uma delgada membrana (5,
fig. 1). Seus contornos sio regulares; o citoplasma carregoun-se de
substincias de reserva, gordas e proteicas, extorquidas, manifesta-
mente, a sua hospedeira e, muito provavelmente ainda, a algumas
vizinhas. Entretanto o nicleo crescen extraordinariamente e mostra
no interior um grande corpusculo arredondado, muito eroméfilo, o
nueléolo ou cariosoma,

A esta fase da vida do parasita, em que éste atingin as maiores
dimensges, dentro ainda do estado uninuclear, chamaremos a célula
inicial.

Ao mesmo tempo que se passavam estes fenémenos, a célula hos-
pedeira ia-se modificando profundamente, sob a excitagio resultante
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da presenca de tdo importuno héspede. O micleo aumentou de
volume, seus contornos tornaram-se irregulares e foi aplicar-se con-
tra a parede do parasita, com todo o aspecto de uma formagéo em
plena degenerescéneia. No citoplasma foi-se desenvolvendo um pig-
mento soltivel, difuso, vermellio-cereja, digamos, que faz realgar
a célula infectada no meio de todas as outras. E, ainda sob a
acgio do parasita, a célula hospedeira aumenta de volume, as suas
paredes dilatam-se fortemente, emerge muito acima do nivel da epi-
derme e forma uma galha, perfeitamente visivel & vista desarmada
(5, fig. 1).

O ntcleo tinico da célula inicial — nicleo primdrio — val agora
produzir (por processos a que nos referiremos mais adiante) uma
geragio de miicleos secunddrios. Esta proliferacio continua, novas
geragdes de nicleos se formam, e, ao cabo de pouco tempo, a galha
contém mmna célula plurinucleada (6, fig. 1). No plasma desta come-
gam a aparecer septos que partem da periferia, vio avangando para
o centro e acabam por dividir a massa tnica primitiva em grande
ntmero de léculos, contendo, cada um, um sé nucleo (7, fig. 1).
Cada léculo uninucleado é um protésporo. A proliferagio nuclear
continua, porém, ininterruptamente. I, quando terminou a fase
de multiplicagio nuclear, cada protésporo aparece transformado em
uma massa multinucleada a que se dé o nome de espordangio. Ao
conjunto déstes chama-se um soro de esporangios (1) (8, fig. 1).

O parasita atingiu assim uma primeira étape na sua evolugdo.
Estas galhas, contendo sores de esporingios, sé podem germinar em
presenca da dgua.

Suponhamos que tal facto se dé; que o hospedeiro se encontra
imerso, por exemplo, quando ‘os soros de esporingios atingiram a
matura¢io. Da-se entdio uma absorpgdo rdpida de dgua; os espo-
rangios intumescem consideravelmente; cada um dos seus ntcleos
se envolve de uma massa citopldsmica, elabora um flagelo e vai dar
um zoosporo, idéntico dquele de que partimos. As paredes: dos
espordngios, sob a pressdio interior, rompem-se; rompe-se a parede
da galha, e do interior desta vemos sair milhares de zoosporos que
se deslocam aos saltos na dgua ambiente (9, fig. 1).

E a evolugio recomega. Cada zodsporo que pode encontrar,
em condicdes favordveis, o hospedeiro habitual, de novo se instala

{1) Os auntores alemies também lhes chamam « Sommersors »,
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em uma célula epidérmica; ai cresce e se desenvolye; e uma nova
galha se forma, contendo novo soro de espordngios, que por sua vez
hé-de germinar e produzir novos zodsporos. E assim, sucessiva-
mente, durante muitas geracoes.

A infeccdio vai alastrando com grande rapidez. T, se estamos
em terrenos baixos, fécil e freqilentemente inundados is primeiras
chuvadas, dentro em pouco todas as plantas susceptiveis de serem
atacadas apresentam as galhas caracteristicas do nosso Synchytrium.

Mas eis que se aproxima a estacio do ano desfavordvel a mul-
tiplicacdo do parasita. Comecam as chuvas a rarear; j4 néo hd
inundagdes, mesmo nos pontos mais baixos, aonde as dguas dantes
costumavam ajuntar-se. O préprio rocio da madrugada vai faltar,
pela certa, em os calores apertando.

s Que vai ser dessa praga daninha dos Synehytrium, privados
agora da dgua, 8sse meio indispensdvel para o seu desenvolvimento
e dissemina¢io? Niao se extinguem, por certo, pois que, passados
meses, em voltando a estacdo favordvel, al os temos de novo exi-
bindo suas galhas, vermelhas e himidss como pequeninos morangos.
2 Como conseguiram entdo atravessar essa quadra do ano, com
semanas seguidas de um sol que tudo queima, sem uma gota de
dgua que mate a séde & terra e s ervas por ésses campos fora ?

O ciclo que descrevemos ndo pode, evidentemente, continuar.
Os soros, se chegassem & maturagdio, ndo germinariam, pela certa.
Nem poderiam esperar pela estagio seguinte, pois que suas paredes
delgadas ndo seriam protecedo eficaz contra a perda de dgua; e a
morte havia de sobrevir, inevitavel.

Acresce, para maior dificuldade, que o hospedeiro da nossa forma-
-tipo é planta anual. Estd em flor ai por alturas de junho. Depois
frutifica, espalha as sementes pela terra e tudo o resto, essa parte
vegetativa que ao parasita servia de seguro abrigo, entra de mur-
char, seca, e dentro em pouco é apenas uma pitada de poeira que o
vento dispersa em um sopro. : !

Que val ser entdo do pobre Synehytrium ?

Em as chuvas comegando a faltar, inicia o parasita um novo pro-
cesso de evolugio. Os zodsporos, provenientes da germinagio de
um soro, penetram ainda em uma célula epidérmica e al principiam
o sen desenvolvimento como se fossem dar novos soros (10, 11 e
12, fig. 1). Mas em breve comegam a aparecer as diferengas. Em
vez de se formar, como de costume, uma célula inicial de paredes
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delgadas, o que agora vemos, no interior da galha, é um corptisculo
arredondado provido de dupla parede, a interior delgada mas a ex-
terna fortemente espéssa, opaca qudsi e quitinosa (13, fig. 1). A
prépria galha, em que a célula hospedeira entretanto se foi trans-
formando, é agora diferente. Se as de hd pouco eram sensivelmente
esféricas, como supusemos, estas agora serio piriformes, por exemplo.

A célula de paredes grossas que esta galha piriforme contém,
chamaremos esporo de vesisténcia (1).

Dentro daquela dupla membrana hd um citoplasma, abundante-
mente provido de reservas nutritivas, gorduras e proteinas; e, sen-
sivelmente a meio, um grande niicleo.

Este esporo, que se parece bastante com uma célula inicial, nio
continua a sua evolugdo. Podiamos pois dizer que o parasita en-
quistou, logo que se fizeram sentir os primeiros sintomas de estia-
gem.

Que venham agora os grandes calores e semanas seguidas sem
chuva nem orvalho. O parasita estd bem resguardado contra essas
eventualidades. Pode o hospedeiro secar, seus drgios aéreos trans-
formarem-se em po, sob a accdo dos ventos secos e de um sol que
faz estalar a propria rocha. O esporo, protegido por uma dupla
membrana e ainda envolvido pelas paredes da galha, é um désses
griaozinhos de pé que o vento levanta agora da terra, faz redemoi-
nhar um momento, e atira para o largo, sébre outros campos. Mas
nao perde agua; pelo menos, coisa que lhe faca falta. Conserva-se
em um estado de vida latente, tal qual como as sementes do hospe-
deiro que por ai andam, espalhadas aos quatro ventos, & espera de
melhores dias.

Kis que voltam as primeiras chuvas, « que nio hd mal que sem-
pre dure nem bem que se nfio acabe ». Embebem e lavam a face
da terra. Formam regueiros, pequeninos cursos de dgua, que, en-
costa abaixo, vio arrastando consigo as poeiras e detritos que
encontram ; e, com éles, sementes varias e os esporos do Synchy-
triwm que conseguiram atravessar incélumes ésse periodo de secura
extrema.

Carreados pelas dgnas vém descendo para as terras baixas e ai
se depositam, por decantagio, nas depressdes do terreno. Depois a

(1)- Os autores alemdes chamam-lhes « Dauersorus », « Daunersporangium »,
s Dauerzell v, v Winfersorus ».
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agua déstes pogos é bebida pela terra e os esporos ficam de novo
em séco. Mas novas chuvas sobrevéem. E em periodos alternados
de secura e imersio passam 08 esporos Semanas e neses sem darem
sinais de vida. :

Comegam, ainda em pleno inverno, a germinar as sementes.
Aparecem as primeiras folhinhas verdes do hospedeiro. E um belo
dia, com o tempo ainda frio e os campos encharcados, eis que ger-
minam 0s primeiros esporos.

Sigamos atentamente o espectaculo, que é novo e curioso.

Em determinado ponto da parede rompe-se a membrana externa.
Nada faria supor que aquilo havia de estalar por ali. Mas, emfim,
rompeu-se. K, através da pequenissima fenda formada, um botéo-
zinho de plasma emerge, envolvido pela membrana interna, cresce
rapidamente e, ao cabo de um momento, todo o conteido do esporo
se encontra do lado de fora (14, fig. 1).

O nticleo tinico, que meses antes 14 tinhamos deixado, ainda ai
estd, sdzinho sempre e com o mesmo aspecto. A wvesicula plasma-
tica que assim se formou, uninucleada e envolvida de nma delgada
membrana, que vem a ser a membrana interna, dilatada, do esporo
de resisténecia, poderemos chamar ainda célula inicial, recordando
assim a analogia de estrutura com a formagdo homodnima anterior-
mente descrita.

Analogia de estrutura, dissemos nés. E de destinos, poderiamos
ter acrescentado. '

Com efeito, do niicleo tinico desta célula inicial, sucessivas gera-
¢oes de ntcleos se vdo formar; de modo que, dentro ém pouco,
temos uma célula plurinucleada (15, fig. 1).

Comegam agora a aparecer septos, da periferia para o centro;
a proliferagio nuclear continua e em breve a célula inicial se trans-
formou em um soro de esporangios, que apenas difere dos outros, que
j& estuddmos, no facto de se ter formado fora da célula primitiva
que o originou e de trazer, por isso, apensa a membrana exteria,
J& esvasiada, do esporo de resisténcia (16, fig. 1).

Atendendo & maneira como se formaram estes dois soros, pode-
riamos dizer que o primeiro ¢ enddgeno e o segundo exdgeno,

Todos estes fendmenos, que vio dos primeiros sintomas de ger-
minagio do esporo 4 formagdo do soro, decorrem muito rapidamente,
duas ou trés horas apenas, no caso da nossa forma-tipo. Mas hao-de
formar-se necessariamente debaixo de dgua.
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Uma vez terminada a evolugio, o soro vai abrir para por em
liberdade os zodsporos que contém. Rompe-se a parede, que cor-
responde & membrana interna do esporo de resisténcia, rompem-se
as paredes dos esporingios sob a acgfio da pressdo interior, e éles
al vdo, 0s zoosporos, aos milhares, armados de um comprido fla-
gelo, aos pulos dentro de dgua, em busca de novos hospedeiros (17,
fig. 1).

Sdo estes, afinal, os elementos de onde partimos, no prineipio
da histéria da vida do nosso Synchytrium. S&o aqueles zodsporos
que entdo encontramos, saltitando em uma gota de dgua, sem sa-
bermos ainda de onde vinham, & cata de uma célula aonde pudessem
comodamente instalar-se e prosperar.

Ei-los de,movo em sua faina. X agora, tudo recomega. Entra-
mos outra vez no primeiro ciclo. Emquanto durar a estagdo favo-
rdvel, muitas geragdes de soros se vdo formar; e a peste vai alas-
trando. Em as chuvas comecando a faltar, passamos ao segundo
ciclo. Os zooGsporos, penetrando em novas células hospedeiras, em
vez de darem imediatamente soros, enquistam, produzem esporos
de resisténeia, isto é, orgios de disseminagiio também, mas essen-
cialmente adaptados & vida fora de dgua, & disseminagdo aérea. Assim
se passa a estacio desfavordvel, a estagdo séca, o os primeiros tem-
pos da estacdo chuvosa, igunalmente desfavordveis para a multiplica-
cdo activa do parasita, pois que vém acompanhados dos grandes
frios e em uma epoca do ano em que as sementes do hospedeiro
ainda ndo germinaram. S0 mais tarde, aos primeiros alvores da
primavera, o fungo despertard do seu longo sono hibernante. T,
abandonando o estado de vida latente, recomecgard activamente o
primeiro ciclo. :

Quanto ao hospedeiro, @sse, na verdade, ndo parece ressentir-se
fundamente da moléstia. 1 certo que as células epidérmicas ata-
cadas sdo destruidas pelo parasita, que & custa delas engorda e
prospera. Mas, ainda nos casos mais graves, quando a infeccdo
alastra e zonas extensas da félha e dos caules tenros sio atingidos
na sua epiderme, ndo parece que a economia da planta se ressinta
fortemente. A synchytriose, mesmo generalizada, como logo lhe cha-
mariam os senhores esculdpios, se nma destas ervas doenfes ftrans-
pusesse irreverente os humbrais de um consultério, ndo é enfermi-
dade mortal. Pode produzir anomalias de crescimento, nos casos
graves. I traz sempre, como conseqiiéncia, um enfraquecimento, um
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estado de anemia, digamos, dos org@os atacados, pela quantidade de
produtos nutritivos que desvia da sua normal aplicagdo e ainda
pelos entraves que pde 4 fungdo assimiladora, interpondo & camada
espéssa, corada, opaca qudsi, das suas galhas, entre a luz e o tecido
clorofilino hipodérmico. Mas nunca o metabolismo do hospedeiro é
ti0 fundamente afectado, que 8ste deixe de desenvolver-se e até de
florescer e frutificar em seu tempo proprio.

0 « tipo morfoldgico » de Synchytrium, tal como o acabamos de
descrever, ndo existe provavelmente.

1 uma forma ideal, que se aproxima bastante de algumas formas
reais, e que poderia perfeitamente ter existido, em condi¢des meso-
l6gicas andlogas As que encontramos aqui, nos campos do Mondego.
Terras baixas, freqiientemente inundadas durante o inverno e pela
primavera fora, até tarde. Vegetagao rasteira, de erbiceas anuais,
abundante; verfio quente e séco; inverno fiio, chuvoso, mas de
curta duragdo; primavera precoce, temperada, com chuvadas fre-
qiientes e madrugadas frias, rociando as ervas pelos prados. Eis as
condigdes que supusemos ao delinear a biologia da nossa forma-tipo.

Mas as outras, as formas reais, cem que é que se afastam do
tipo morfolégico ? Vejamo-lo, ripida, sucintamente e apenas para
aquelas espécies que apresentam maiores divergéncias umas das
outras, no seu ciclo evolutivo.

O Synchytrium endobioticum (Schilb.) Percl. é das espécies mais
discutidas e estudadas do género. Ataca e destréi os tubérculos
da batata vulgar (Solanum tuberosum), tornando-os impréprios para
o0 consumo e causando prejuizos considerdveis aos agricultores. E
também das formas cujo ciclo mais profundamente se afasta do tipo
morfolégico. '

Os zobsporos, que vivem e se deslocam na terra himida, atacam
as células epidérmicas dos gomos dos rizomas novos e 08 « olhos »
dos jovens tubérculos. Sob a acgio do parasita, a célula infectada
aumenta de volume e divide-se por uma mitose, de tal modo que,
das duas células filhas, a que leva consigo o fungo é geralmente a
interna. Produzem-se assim neoplasias importantes, que chegam &
atingir volume superior ao do préprio tubérculo, nos casos de fortes
infecedes.

O parasita desenvolve-se depois, normalmente, nas assentadas




profundas do tecido. Mas chegando & fase plurinucleada (6, fig. 1)
nao se formam protésporos. Os septos, se chegam a formar-se, se-
param apenas, no interior do soro, dois a cinco esporingios, desde
o coméco plurinucleados. As vezes, porém, os septos nio se formam
e entdo o soro é constitnide por wm tnico espordngio.

As galhas, profundas, diferem bastante das do tipo, sendo, so-
bretudo, muito mais pequenas.

Estes soros, com um sé esporéngio, on com um reduzido ntimero
déles, formam se em grande abundancia nos meses de maio e junho
(Inglaterra e paises da Europa central). Por germinagio, piem em
liberdade grande numero de zodsporos que vio atacar novos tubér-
culos; e a infecgfio vai-se generalizando.

A medida que o verdo avanca, vao aparecendo, cada vez mais
numerosos, esporos de resisténcia, como os do tipo morfolégico, mas
em células profundas. Estes passam o inverno na terra, apés a
putrefaccio dos tecidos neopldsicos; s6 germinam na primavera se-
guinte (margo ou abril) e produzem um sé esporangio, contido sempre
no tnterior do esporo hibernante.

Os zodsporos originados por éste soro uniesporangiado, enddgeno,
véo agora atacar os rizomas da nova plantagdo e recomegam o pri-
meiro ciclo.

Nem sempre, porém, as coisas se passam assim. Acontece por
vezes que alguns esporos de resisténcia, bem ficeis de distinguir
pela grossura das paredes, germinam na prépria época em que sdo pro-
duzidos, sem interposi¢io de nm periodo de repouso hibernante.

As principais divergéneias do tipo morfolégico sio, pois: vida
subterrdnea; capacidade de penetragiio nos tecidos do hospedeiro,
como conseqiiéneia da proliferagio celular que a presenca do parasita

provoca nos érgdos atacados; formagiio, no primeiro ciclo, de soros.

de poucos espordngios, as vezes de um s6; possibilidade dos esporos
de resisténcia germinarem sem periodo intermedidrio de repouso; e,
fechando o segundo ciclo, formagdc enddgena de um soro sempre
uniesporangiado.

Por estas e outras razdes, a que nos referimos adiante, tem-se
pretendido formar, com esta espécie, um género aparte. Veremos
depois os motivos porque discordamos de tal critério (Cap. IV).

O Synchytrium tarazaci de Bary e Woronin é a espécie mais anti-
gamente conhecida déste grupo de fungos e foi & sua descoberta que

i
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provocon a formagdo do novo género. Parasita ordinariamente as
folhas do Taraxacum officinale Weber; mas pode atacar ainda o 7.
ceratophorum DC., o T. erythrospermum Andrz. e o 1. palustre DO.

Afasta-se muito menos do tipo morfolégico do que o S. endobio-
ticum, com o qual, porém, apresenta importantes analogias.

No primeiro ciclo tudo se passa, a bem dizer, como na forma-
-tipo. A fase de protdésporo & suprimida; as galhas menos salientes
acima da epiderme e amarelo-alaranjadas; os soros contém um ni-
mero muito varidvel de esporingios, podendo descer até dois, on
mesmo um 8¢, ou ir além de cingiienta.

No segundo ciclo, os esporos de resisténcia, postos em liberdade
por putrefacgdo do tecido da folha, hibernam na terra e produzem,
na primavera seguinte, um soro uniesporangiado, enddgeno, como no
S. endobioticum. B éste processo de germinagio dos esporos de re-
sisténcia e a formagio de um esporfingio tunico, que mais afasta o
8. taraxaci do tipo morfoldgico.

O Synchytrium fulgens Schréter, ndo é das espécies mais bem
estudadas. Parasita as folhas da Oenothera biennis L., em cuja
epiderme produz galhas pequenas, vermelho-alaranjadas, cobertas,
quasi até acima, pelas células vizinhas, hipertrofiadas. A estas ga-
lhas — para cuja formagao contribuem, ndo sé a célula atacada, mas
também as vizinhas, que, sob a excitaciio do parasita, crescem, se
multiplicam por vezes e vem a formar um revestimento externo —
dé-se o nome de galkas compostas.

Tais galhas contém soros, formados por processo anilogo ao da
forma-tipo, e compostos, em média, de 10 a B0 esporingios. Ao
germinarem, porém, ndo pdem imediatamente em liberdade os zods-
poros. Os espordngios é que saem, por deiscéncia do soro e da
galha; e, disseminados pela superficie das folhas, dir-se hiam uredés-
poros de uma ferrugem. Germinando depois em uma gota de orva-
lho, deixam sair os zodsporos, que vilo, por sua vez, infectar novas
plantas,

Do segundo ciclo, so se sabe que se formam esporos de resistén-
cia, a0 mesmo tempo que os soros de espordngios, e também conti-
dos em gelhas compostas. DMas desconhece-se o seu processo de
germinacdo. As maiores divergéncias com o tipo morfolégico con-
sistem, por ora, no processo, muito particular, de germinacio dos
soros de esporngios,
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O Synchytrium papillatum Farlow, conhecido hé muito como pa-
rasita do Erodium cicutarium (1..) L’Herit., fol agora encontrado por
nés e pela primeira vez sébre um hospedeiro novo, o Erodium mos-
chatum (L.) L’Herit.

O primeiro ciclo da sua evolugio passa-se como na forma-tipo,
com omissdo apenas da fase de protdsporos. Do segundo ciclo s6
se sabe que se formam esporos de resisténcia que passam na terra
a estagdo desfavordvel (grande parte do verdo). Nunca ninguém
os viu germinar, ignorando-se portanto se formam soros endégenos
ou exOgenos, uni on pluriesporangiados.

O que se conhece, porém, do seu ciclo evolutivo, aproxima-o
considerdvelmente do tipo morfoldgico. (Conf. com o Cap. ITT aonde
tratamos desenvolvidamente a morfologia e biologia desta espécie).

O Synehytrium decipiens Farlow, ataca as folhas da Amplicarpaea
monoica Butl., em cuja epiderme forma galhas hemisféricas, amarelo-
-pilidas. Estas contém soros de espordngios originados por pro-
cesso analogo ao da forma-tipo. Os zodsporos, saidos déstes soros
multiesporangiados, véo aspa]har\a moléstia sdbre novos hospedei-
ros, repetindo muitas vezes o primeiro ciclo.

O mais interessante, porém, é que nunca até hoje foram encon-
tradas formas hibernantes.

O Syachytrium succissae de Bary e Woronin, tem sido encontrado

parasitando a epiderme das folhas e dos caules da Succissa pratensis

Much. [Succissa praemorsa (Gilib.)]. Apresentamo-lo aqui como tipo
de um dos mais interessantes ciclos evolutivos dentro do género.

Os zodsporos produzem, nas células epidérmicas que atacam, ga-
lhas compostas. As células epidérmicas, vizinhas da hospedeira, néio
$6 a acompanham no seu crescimento, como se septam paralelamente
ao plano da folha. Se um grupo de células epidérmicas, contiguas,
é simultdneamente infectado, as respectivas galhas coalescem, for-
mando-se nma galha complexa, grande, envolvida em conjunto por
um revestimento epidérmico.

Quanto ao parasifa, ésse, desenvolve-se, até a fase de célula ini-
cial, como no tipo morfolégico. Dai em diante, porém, notdveis
alteragdes aparecem.

A inicial (b, fig. 1), antes de passar & fase plurinucleada (6, fig. 1),
vai germinar, no interior da célula hospedeira, como se fosse um esporu
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de resisténcia. Quere dizer, o soro de espordngios que se vai formar
é exdgeno em relagdo & inicial que o origina e enddgeno em relagao a
célula hospedeira que o aloja. Por conseqiiénecia, se substituissemos
no nosso esquema as figuras 6 a 9, do primeiro ciclo, por aguelas
que representam, no segundo ciclo, a germinagfo dos esporos de
resisténcia (14 a 16, fig. 1), terfamos uma nocio da primeira fase do
desenvolvimento do S. succissae.

Os zodsporos, postos em liberdade por rutura da galha, reco-
meeam o primeiro ciclo.

Além déstes soros de germinagiio imediata, o parasita também
produz esporos de resisténcia, que fregiientemente se formam nas
proprias células epidérmicas de revestimento das galhas, & custa de
zoosporos que néo chegaram a sair para o exterior e apenas tiveram
que atravessar a parede de separagdo entre a célula hospedeira pri-
mifiva e uma dessas células de revestimento.

Até & formagdo dos esporos de resisténcia, nada hd a acrescentar
a0 que dissemos para o tipo morfolégico. Estes, postos em liber-
dade por destruigio dos tecidos do-hospedeiro, sé germinam passado
um periodo intermedidrio de repouso. Mas ignora-se o processo de
germinagdo, que até hoje nunca foi observado.

O §. succissae apresenta, pois, discordancias profundas com o tipo
morfolégico, principalmente no que respeita & formagao e desenvol-
vimento dos soros de germinagdo imediata.

O Synchytrium Wurthii Rytz, foi encontrado recentemente em
Java sobre o Gymnopetalum cochinchinense Kurz, e cuidadosamente
estudado por Rytz.

O que hé de mais extraordindrio no ciclo evolutivo desta espécie,
¢ o facto de produzir apenas um tipo de esporos, com tédas as ca-
racteristicas morfoldgicas dos esporos de resisténcia, mas suscepti-
veis de germinar sem uma fase de repouso hibernants. ]

Referindo-nos ao esquema do tipo morfolégico, poderiamos dizer
que houve aqui como que uma fusdo dos dois ciclos em um s6. Os
zo6sporos, penetrando nas suas células hospedeiras, desenvolvem-se
e transformam-se em células iniciais de paredes grossas, a que Rytz
chama « Dauersporen ». Estas podem, certamente, funcionar como
esporos de resisténcia, intercalando no cielo evolutivo um perfodo
de repouso, durante a estagdo desfavordvel, e germinando s6 mais
tarde, Mas normalmente germinam na propria estagio em que se
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formam, produzindo, no interior da respectiva célula hospedeira,
soros de espordngios exdgenos, tal qual como no caso do S. succissae.

O Synchytrium mercurialis Fuckel, encontra-se sobre as félhas e
caules da Mercurialis perennis L., infectando as células epidérmicas
e produzindo galhas compostas.

Caracteriza-se esta espécie, e o numeroso grupo de espécies afins
que com ela formam importante sub-grupo, pela falta completa do
primeiro ciclo do nosso tipo morfolégico. Os zodsporos, instalados
nas respectivas células hospedeiras, produzem imediatamente espo-
ros de resisténcia. Estes s6 podem germinar passado um longo
periodo de repouso, cérca de um ano, e depois da destruigio dos teci-
dos do hospedeiro; a germinagdo decorre entiio exactamente como
no tipo morfologice, dando logar a formagdo de um soro exégeno,
com numerosos espordngios (80 até 120). Do interior déstes saem
zodsporos arredondados, de 3-6 p. de didmefro, uniflagelados e con-
tendo uma goticula gorda incolor, que vdo atacar novos hospedeiros.

Em cada ano hd, pois, uma sé geragio de zodsporos; e nio se
formam nunca soros de germinagdo imediata.

Rememorando agora o que dissemos a proposito do ciclo evo-
lutivo das espécies que, dentro do género Synchytrium, mais se afas-
tam de um tipo médio, que descrevemos como fipo morfoldgico,
facilmente se conclui que é possivel estabelecer trés sub-tipos prin-
cipais, em volta dos quais estas e as restantes espécies se agrupam
naturalmente.

Como forma fundamental de um primeiro nicleo podiamos tomar
o 8. taraxaci e juntar & sua volta aquelas espécies que tém também :
vérias geracdes de zodsporos por ano; soros de esporangios, de ger-
minacfo imediata, e esporos de resisténcia, com um periodo de vida
latente prégerminativo, sendo os primeiros sempre endogenos e emi-
tindo os respectivos zodsporos sobre o hospedeiro vivo.

Em um segundo nicleo agrupariamos as espécies que tém, como
0 S. succissae: vérias geragdes de zodsporos por ano; soros de es-
poréngios e esporos de resisténcia, sendo os primeiros sempre exo0-
genos, mas emitindo os respectivos zoosporos sébre o hospedeiro
vivo,

Tinalmente o S, mercurialis pode ser tomado como forma funda-
mental de um terceiro grupo de especies, numeroso e bem homogé.
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neo, caracterizado: pela falta completa de um primeiro ciclo de
multiplicagio activa; pela existéneia de uma s6 geraciio de zodspo-
ros, por ano, formados em soros exdgenos e provenientes de esporos
de resisténcia que sé germinam fora dos respectivos hospedeiros.

No capitulo IV teremos ocasifio de falar mais desenvolvidamente
do critério a que hd-de obedecer o agrupamento das espécies do
género Synchytrium.

CAPITULO II

Historia das investigacdes
sobre o Género Synchytrium

De Bary ¢ Woronin Em 1863 uma pequena revista de provincia que

1863 aparecia no sul da Alemanha, o Berichie der natur-
Jorschenden Gesellschaft Ireiburg ém Breisgau, publicava o primeiro
trabalho s6bre o Género Synchytrium, firmado por De Bary e Woro-
nin. Pode dizer-se que a histéria das investigagdes sébre éste grupo
de fungos comega por um estudo verdadeiramente magistral.

Usando uma técnica muito elementar, sem fixar, incluir ou corar
o seu material ; limitando-se 4 observagio in vive e com aparelhos,
certamente, rudimentares e imperfeitos, os dois grandes mestres
conseguiram, todavia, assistir ao desenvolvimento completo do pa-
rasita que estudaram, fazendo observagdes delicadissimas, algumas
das quais se nfio repetiram. Se abstrairmos dos fenémenos nuclea-
res que acompanham aquele desenvolvimento, que ndo podiam, ma-
nifestamente, ser estudados com tdo rudimentares processos de
investigacdo, pode dizer-se que, a-pesar-de os numerosos trabalhos
publicados posteriormente sébre o parasita que De Bary e Woronin
estudaram, o que hoje sabemos da sua biologia é ainda o mesmo
que sabiam os dois grandes botadnicos do século passado. Tal o
rigor de suas observacdes.

Os autores descobriram sébre as folhas da Zarazacum officinale
Wigg. um parasita, muito aparente por seus tubérculos intracelula-
res, alaranjados, a que deram o nome de Synchytrium taraxac.

Postos estes tubérculos em dgua, assistiram & sua germinagdo.,
Viram que no interior de cada um havia grande nfimero de massas
poliédricas, a que depois chamaram esporfingios, Descreyeram e figus
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raram com a meaior clareza o ultimo periodo da maturacio déstes
espordngios; a agregacdio, na massa plasmdtica continna, de goti-
culas gordas alaranjadas; a individualizagio dos zodsporos e a sua
saida para a dgua ambiente através do orificio aberto na parede do
esporfingio. Observaram cuidadosamente a vida livre dos zodsporos
e determinaram a sua duragdo. Assistiram depois ao ataque de
folhinhas novas de Zuraxacum; mergulhando-as em dgua, tdo car-
regada de zodsporos que o proprio lignido tomava a cor alaranjada
das goticulas gordas dos esporos, viram estes, atraidos em massa
pelas félhas, encostarem-se & epiderms, transformarem-se em peque-
nas massas amibdides e af ficarem, as vezes durante um e dois dias,
no trabalho de perfurag¢éo da membrana. Representaram, com grande
nitidez, os sucessivos estados da passagem dos esporos através da
membrana externa da epiderme. Assistiram depois ao desenvolvi-
mento completo do parasita dentro da célula hospedeira, deter-
minando a duragdo de cada uma das suas fases e, simulténeamente,
0s fendémenos de reacgdo que se iam passando na célula atacada e
nas vizinhas. Puderam assim constatar que, 48 horas depois de
postas as folhas em contacto com a dgua infectada, os esporos tinham
atravessado qudsi todos a membrana celular e se tinham instalado
no interior da sua hospedeira, formando aquilo a que os autores
chamaram Primordialliigeln.

Estes glébulos primarios comegam agora um periodo de cresci-
mento, atingindo, 6 a T dias apés a inoculagdo, um volume 6 a 12, -
até mesmo 15 vezes maior que o volume primitivo do zodsporo. A
reaccdo da célula hospedeira s6 comega a notar-se, pelo quinto ou
sexto dia, por um aumento de volume, acompanhado de hipertrofia
do nticleo e do citoplasma.

Apés um periodo em que a célula hospedeira cresce mais de-
pressa que o glébulo primdrio, sobrevém um outro em que o parasita
aumenta muito rapidamente de veolume, comegando entio o seu
plasma a tornar-se granuloso e alaranjado. Nesta altura, ja o para-
gita se encontra envolyvido por uma delgada membrana, cuja época
precisa de formagdo néo é porém ficil de determinar. Nove a doze
dias apds a inoculagéo, as pequeninas galhas, contendo um parasita
cOr de laranja, comegam & ser visiveis & vista desarmada.

Os autores assistiram ainda a4 divisdo do globulo primdrio (ou
célula inicial) em um nimero de espordngios muito varidvel, de-
pendente do tamanho do préprio globulo. Em glébulos grandes chee
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gavam a formar-se mais de 50 espordngios, emquanto que nos mais
pequenos aquele ntimero podia descer até 2. Os autores descrevem
mesmo alguns casos raros em que o gldbulo primério, atingida a
maturacio, nio chega a dividir-se, transformando-se directamente
em um unico espordngio.

A-pesar-de as membranas déstes espordngios serem muito dificeis
de ver, nos primeiros momentos apés a formagao, por sua extrema
delicadeza e ainda por se encontrarem no seio de um plasma forte-
mente granuloso e corado, puderam os autores, plasmolisando estes
soros novos por meio da glicerina, observar a sua septagio em esta-
dos muito precoces e convencer-se de que a formagdo dos septos e
individualizagdo conseqiiente dos esporingios era simultdnea e nédo
resultante de sucessivas divisdes da massa unica primitiva.

Ao cabo de 12 a 14 dias depois da infecgdo, atingiam os soros o
sen estado de maturagio completa e encontravam-se portanto em
condicdes de poder germinar novamente. Bastava para o conseguir
mergulhar as respectivas félhas em agua, ou orvalhd-las apenas e
conservd-las em cémara himida. Esta germinagdo, verificaram os
autores, demorava em média 3 horas, contadas a partir dos primeiros
sintomas de formagdo dos zodsporos.

Os soros de esporingios conservam a faculdade de germinagéo
emquanto os 6rgdos do hospedeiro atacados mantém o seu estado
de' turgescéncia, mesmo que se passem Semanas sem que se apre-
sentem as condigdes favordveis para o desenvolvimento dos zodspo-
ros. Mas se o Orgdo em questdo murcha e seca, 0s soros morrem
com éle.

A constatagiio déste facto levou os autores a pensar na exis-
téncia de formas hibernantes. K, tendo-as procurado cuidadosa-
mente, acabaram por descobri-las, por assistir também ao seu desen-
volvimento completo e, por fim, passado o indispensdvel periodo de
repouso, por observar a sua germinagio. A estas formas hibernantes
chamaram « Dauerzellen », designagdo que tem sido traduzida por
cellules stables, resting spores, sporocysts; dar-lhe hemos a forma por-
tuguesa de esporos de resisténcia.

Estas formas hibernantes desenvolvem-se ao mesmo tempo que
os soros de esporéingios, aparecendo ji na primavera mas em per-
centagem diminuta. De maio em diante o sen numero aumenta
constantemente. :

Os autores puderam verificar que estes esporos de resisténcia




provém dos mesmos zoosporos gue os soros, desenvolvendo se seme-
lhantemente até ao sétimo dia apds a inoculagio. Dai em diante a
maior parte das células iniciais formadas completam ripidamente a
sua evolugiio e produzem soros de espordngios; as restantes evo-
luem lentamente, envolvendo-se de uma dupla membrana, a prineipio
incolor. Depois, a massa plasmética interior vai-se carregando de
granulacdes de gordura que lhe ddo um aspecto opaco, mas nunca
corado; a membrana externa vai-se tornando amarela e finalmente
castanha, coloragio que denota a completa maturacdo do esporo.

A evoluglo, porém, néio continua. Postos estes esporos em dgua,
nio germinam. Mas, se se deixarem secar as folhas que os contém e,
passados, pelo menos, dois meses, se langarem sdbre a terra htimida,
a sua evoluglo interrompida recomeca. Oito a doze dias depois, o
parénquima da folha putrefaz-se; o conteido dos esporos torna-se
granuloso e avermelhado, com o aspecto de um esporéngio maduro.
Colocado agora em uwma gota de dgua, assistiram os autores & indi-
vidualizacio dos zodsporos no plasma do esporo e i sua emissiio
para o exterior. Istes sio semelhantes em tudo aos produzidos no
interior dos soros. Simplesmente os esporos de resisténcia davam
lugar a formagdo de um sé esporéngio, emquanto que os soros, nor-
malmente, davam origem & formagio de grande ntimero déles.

Além destas observagdes s6bre o parasita do Taraxacum, acom-
panhadas de magnificas gravuras, referem-se os autores a um outro
fungo, encontrado sébre as f6lhas da Succissa pratensis, cuja evolucio
nao puderam seguir, mas que consideram como pertencente ao mesmo
género, pela perfeita analogia entre os seus soros de esporingios e
esporos de resisténcia com as formagdes homologas do S. tararaci.
Deram-lhe por isso o nome de 8. suceissae. B, tendo observado
cuidadosamente o parasita que De Candolle encontrou s6bre as folhas
da Anemone nemorosa e a que deu o nome de Dothidea anemunes, fungo
que passou depois para o género Sphaeria, e mais tarde para o Uro-
cystis, notaram a semelhan¢a dos seus esporos de resisténcia com os
do S. tararaci. Afirmam a sua convicgio de gue tais formacdes
devem estar relacionadas com o periodo de repouso do parasita,
devendo procurar-se os érgfos de multiplicaciio, correspondentes nos
zoospordngios, na época em que a planta hospedeira desenvolve as
suas félhas.

Dadas estas analogias, julgcam os autores dever aproximar esta
especie do género Synchytrium, dando-lhe, provisdriamente, o nome de
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Chytridium anemones, até que ulteriores estudos stbre o seu ciclo
evolutivo permitam assinalar-lhe, com relativa seguranga, uma posis
¢io definitiva.

Assim se eriou o género Synchytrium, que, nas suas linhas gerais,
muito se assemelha aos géneros Chytridium e Rhizidium de A. Braun,
mas que, a0 contrdrio déstes, parasita plantas terrestres. Os auto-
res colocam o seu novo género ao lado dos outros dois acima cita-
dos, na familia das Clytridiaceas e caracterizam-no pela divisdo
simultanea dos seus globulos primdrios em grande nimero de esporangios
aglomerados em soros; ao Passoique: 10s Chytridium estes glébulos
ficam indivisos e formam um sé esporingio, e nos Rhizidium se divi-
dem em duas células, uma basilar ramificada, outra terminal, o
Z00SpOringio.

Estavam, pois, langadas, e com a maior seguranca, as bases
sobre que haviam de assentar as futuras investigagdes respeitantes
a éste grupo de fungos.

Woronin Em 1868 publica Woronin (Woronin, 68) umas Neue

1868 Peitrige zur Entwicklungsqgeschichte einiger Clytridineen, em
que se ocupa, entre outros, do ciclo evolutivo do parasita da Anemone
nemorose. Nao nos foi possivel, infelizmente, obter tio antigo traba-
lho. Sabemos porém que o autor considera ji entdo esta forma como
pertencente ao género e lhe dd o nome de S. anemones Estuda
também o S. mercurialis o descobre que estas duas espécies se dis-
tinguem do S. tarazaci e S. succissae pelo facto de produzirem anunal-
mente uma fnica geragdo de zodsporos, os quais, penetrando nas
células hospedeiras, formam imediatamente esporos de resisténeia.

Kiihn, Fuckel, Magnus, Kiihn (68), Fuckel (69) e Magnus (74), véo
1868 1869 3874 epgretanto descobrindo e estudando novas es-
Sehyiter pécies. Até que, em 1870, Schroter publica o
180 primeiro trabalho de conjunto sébre os Synghy-
trium (Schroter, 70). Ai descreve vérias espécies novas, menciona
curiosas observagdes sobre a biologia destas e de outras ja anterior-
mente conhecidas, sugere a aproximacio das Chytridiaceas e das Pal-
mellaceas e apresenta um esbogo de classificagéio onde aparecem trés
grupos: Busynchytrium, Chrysockytrium e Leucochytriuin, o primeiro
com virias geragdes anuais de zodsporos, os dois ultimos com uma
s6 geragiio e formagdo imediata de esporos de resisténcia.




De Bary Em 1884 publica De Bary uma segunda edigio, comple-

188+ tamente refundida e muito ampliada, da Vergleichende Mor-
phologie und Biologie der Pilze. Conhecemos desta obra, excelente
para a eépoca em que apareceu, & tradugio inglesa de 1887. O autor
oria a designagdo de Pyenochytrium para incluir os Chryso- e Leu-
cochytrium de Schriter.

Esta tradugio inglésa de 1887 traz porém um érro grave, que
ignoramos se deve imputar-se aos tradutores se ao proprio autor,
pois desconhecemos o original alemio. A pdg. 168, descrevendo o
ciclo evolutivo dos Busynchytrium, diz: « After a number of such ge-
nerations (geragdes de soros de espordngios) have been produced, partly
perhaps owing to internal causes, the formation of resting-cells recom-
mences. The behaviour in germination OF THESE (esporos de resisténcia)
also varies in different species; in some, as for instance S. stellariae
(fig. 78) and S. oenotherae, THEY FORM SORI LIKE THOSE OF THE
PYCNOCHYTRIAE ; in others each resting-cell becomes a single sporangivm
directly without forming sori, as in S. taraxaci. »

Na verdade a fig. 78, a que se refere o texto, mostra a germina-
¢io de um esporo de resisténcia de §. stellariae, produzindo um soro
de espordngios exdgeno. Acontece, porém, que, segundo afirmam
todos os autores posteriores a De Bary, nunca, até hoje, se observou
a germinacdo dos esporos de resisténcia do S. stellarice. Na época
em que De Bary escrevia, nem sequer se tinha ainda assistido &
germinagdo dos soros de esporéngios daquela espécie (nem das suas
afins), ainda que, ji entdo, Schriter tivesse emitido a hipdtese, para
explicar o aparecimento de nma membrana vasia junto do soro e no
interior da célula hospedeira, da formacio exdgena daqueles soros
de espordngios, & custa da respectiva célula inicial; hipdtese que,
como se sabe, foi ao depois inteiramente confirmada pela observagio.

Por outro lado, o parasita da Oenothera biennis, a que De Bary
chama S. oenotherae e inclui nos Fusynchytrium, ndo é outra coisa
sendo o 8. mercurialis, susceptivel de parasitar dois hospedeiros di-
ferentes, a Oenothera biennis e a Mercurialis perennis; por conseqiién-
cia um Pyenochytrinm.

Dangeard Em 1888 publica Dangeard a sua Mémoive sur les Chy-
ABSSI0 i dindes (Dangeard, 88). B uma « mise au point » da ques-
tdo, acompanhada de descriges minuciosas da hiologia de vérias
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espécies, que termina por umas consideragdes gerais, em que o autor
se ocupa das afinidades déste grupo de fungos, e a que nos referi-
mos no Cap. V. Dois anos mais tarde (Dangeard, 90) aparecem as
Recherches histologiques sur les champignons, onde, entre muitos outros
fungos estndados, se encontram as primeiras investigacdes acérca
da citologia dos Synchytrium.

Quisi todos os autores que citam e discutem as conclusdes de
Dangeard apenas conhecem extractos dos seus trabalhos, publicados
em uma pequena e pouco espalhada revista de provineia. Nés, que
estuddmos demoradamente o texto e as figuras que o acompanham,
devemos comegar por elucidar o leitor a respeito da técnica gque
usava Dangeard, pois sé assim é possivel fazer uma idea do valor
scientifico das respectivas descrigdes.

O autor fixava o seu material — pedacos de félhas infectadas pelo
8. taraxaci — em alecool absoluto. Sem ineluir, fazia cortes & do,
corava-os por uma laca de hematoxilina on pelo carmim, desidratava
e, finalmente, montava-os em glicerina ou bdlsamo do Canada.

Dangeard comecga por descrever o niicleo enorme da célula inicial
de um soro de espordngios, com uma membrana mnito nitida, um
grande nucléolo muito cromdfilo e pequenas granulagdes esparsas
pelo nitcleo-hialoplasma. :

« Maintenant, diz o autor, ce noyauw va se diviser activement par des
bipartitions successives; C'EST UNE DIVISION DIRECTE PAR SIMPLE ETRAN-
GLEMENT; le nucléole s'élargit, se sépare en deux; puis la membrane nu-
cléaire s'inflechit entre eux et isole chacune des moitids (fig. 19 et fig. 21). »
Vao-se ver, porém, as figuras citadas e verifica-se que o que elas
representam néo sio divisdes do nucleo primario, isto é, passagens
do estado uninuclear ao estado binuclear, mas sim, amitoses em
soros j& plurinucleados. Certamente, o autor nio assistiu a divisdo
do nucleo primario, pois nio deixaria de a representar se a tivesse
visto. Viu fases, ainda atrazadas, do desenvolvimento dos soros,
com poucos nucleos e, colocados em relagio uns aos outros, de tal
modo que o autor se convenceu de que estavam a dividir-se por
simples estrangulamento. Foram &sses os estados que o autor de-
senhon, tendo ao depois, naturalmente, generalizado as suas con-
clusdes a divisdo do nicleo primério.

Ainda a propésito das divisGes nucleares das células iniciais dos
soros de esporfingios, diz Dangeard: « Il est bon de remarquer que la
division ne se produit pas avec la méme intensité dans tous les noyauw ;
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il en résulte que, dans la méme cellule, CES NOYAUX PEUVENT AVOIR DES
DIMENSIONS EXCESSIVEMENT VARTABLES (fig. 21). » Com efeito, a
fig. 21 representa um soro ainda com poucos nilcleos, em que 08
mais pequencs nio chegam talvez a atingir 1/; do volume dos maio-
res. Observagdes idénticas fizeram, como adiante se verd, Stevens
no 8. decipiens, Bally no S. taraxaci e nés mesmo no S. papillatum,
interpretando-as porém de maneira inteiramente diversa.

Dangeard descreve depois as tltimas fases de desenvolvimento
dos soros de espordngios. Os nicleos, que confinuam a dividir-se
amitoticamente, vAio diminuindo sucessivamente de dimensdes até
atingirem um didmetro médio de 3 a 4 p.

Hé um momento em que, «dans chacun d'eww, la chromating SEMBLE
§'ETRE EGRENEE »: mas, acrescenta, «je ne serais pas étonné cependant
qu'il y ait li une illusion d'optique due a la tres grande densité du pro-
toplasme. » 1 muito possivel que esta « chromatine égrénéen, que o
autor viu, ndio seja mais que a profase de uma mitose cujo desen-
volvimento ndo podia ser seguido com uma téenica tdo rudimentar.

Vem depois a formacio simultfnea dos esporingios, por frag-
mentacio do citoplasma em grandes massas poliédricas separadas
por « une coucke de suc protoplasmique incolore » ; os esporéngios for-
mados sdo, logo de comégo, plurinucleados (auséncia da fase de
protésporos).

Finalmente, Dangeard assistin 4 germinaciio dos esporos de re-
sisténcia, descrevendo e figurando os fenémenos nucleares que a
acompanham.

« Ces Lystes, aprés un temps de repos plus ow moins long, germent
en un sporange ovdinaire; la fig. 30 veprésenie le noyau d'un kyste su-
bissant sa premiére bipartition. » Na verdade a figura citada repre-
senta um esporo de resisténecia com o nicleo ligeiramente estrangu-
lado a meio e contendo jd dois nucléolos.

Umas linhas abaixo, acrescenta o autor: « La division des noyaux
n'a pas toujours liey selon le mode direct; il est possible, en étudiant un
grand nombre d’échantillons, d'observer quelques stades de la karyolintse ;
nous en avons répresenté quelques-uns dans la fig. 23. Les noyaux ne
ressemblent en aucune fagon aux noyaux nucléolés ordinaires : le nucléale,
en effet, est absent; il en est de méme de la membrane nucléaive; aw mi-
liew du hyaloplasme, on trouve six ou sept batonnets chromatiques un
peu en forme de croissants: nous n'avons pu véussir i suivre tous les sta-
des classiques de la division; le proloplasma, trop dense, géne l'observa-
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tion. Cependant nous avons vu une structure fibvillaive se montrer en
deux points opposés et les deuw noyaux-filles arriver & présenter la struc-
ture du noyaw mére. » '

A fig. 23 do trabalho de Dangeard representa um esporingio,
ainda com poucos micleos que, segundo a interpretagio do autor,
devem estar em mitose. 1 possivel que realmente assim seja, pois
sabe-se que, muito mais tarde, Bally (11) encontrou nos soros de
esporingios plurinucleados do §. teraxact, antes da septacgéo, incon-
testdveis figuras de mitose; ainda que, nos desenhos de Bally, o
nucléolo assiste sempre 4 divisdo do nicleo.

Repare-se porém que a descrigio e a gravura de Dangeard se
néo referem a ‘mitoses do nticleo primdrio, mas sim dos nucleos
secunddrios. Se o autor tivesse assistido 4 divisdo cariocinética de
um nucleo primdrio, nao deixaria de a representar, tanto mais que,
sendo aquele muito maior que os ntcleos secunddrios, o processo
de divisio havia de ser ali muito mais ficil de observar.

Por conseqiiéneia, quando o autor, resumindo as conclusdes do
seu trabalho, nos diz, que «le noyau reste unique assez longtemps,
puis il se muliiplie par division dirvecte, quelques fois par division indi-
recte (laryokinese) », parece que estamos autorizados a concluir que
generalison novamente observacdes feitas sobre os niucleos secun-
darios, ao processo de divisdo dos nticleos primdrios.

Néo é nossa inten¢do, note-se bem, denegrir de qualguer modo
. o valor incontestdvel das laboriosas e pacientes investigacdes leva-
das a cabo em 1890, com uma técnica rudimentarissima, pelo pres-
tigioso mestre a quem muito consideramos. De resto, trata-se de
um trabalho da juventude, sébre nm assunto dos mais dificeis da
citologia vegetal e ao tempo ainda completamente por desbravar.
Postertormente, muitos outros autores, servindo-se de técnicas com-
plicadas e dispondo de meios de observacéio mais rigorosos, nio
conseguiram ver mais que o entio joven chefe de trabalhos priticos
da Faculdade de Caen. '

Sob o ponto de vista concreto da existéncia ou nfo existéncia
de uma mitose na divisio do nteleo primdrio, o trabalho de Dan-
geard, pelas razdes que apontamos, nio pode ter senfio um interésse
meramente histérico.

Fiseh:er, Rosen A. Fischer publica em 1892 um trabalho de con-
1892 1893 sunto sébre os Phycomycetes na Rabenhorst's Krypto-
) yeony : Yl




gamen-Flora. A éle teremos ocasiio de nos referir no Cap. IV a
proposito da sistemdtica dos Synchytrium.

Vem depois os trabalhos de Rosen (93) cujo original nos niio foi
possivel obter. Da leitura de védrios extractos ficimos convencidos
de que se trata de investigagdes feitas com uma técnica que nenhuma
confianga pode hoje merecer. O autor observou e desenhou uma
amitose do nicleo primario no S. tararaci. Bally, que estudou o
original e a gravura de Rosen, admite a possibilidade de se tratar
de um érro de observagdo, pois que a sobreposi¢iio parcial de dois
nucleos podia dar a impressio de um nucleo estrangulado a meio.

Schriter Schroter, depois de ter publicade alguns trabalhos par-
1897 celares sdbre o género (70, 73, 76 e 89), descrevendo bas-
tantes espécies novas e estudando minuciosamente a biologia déste
grupo de fungos, colabora em 1897 no Engler’s Pflanzen Familien
encarregando-se, entre outros capitulos, da exposigio das Chytridi-
neae, que o autor considera como uma sub-ordem dos Oomycetes na
classe dos Phycomycetes. Trata-se de um estudo de conjunto, onde
se ndo encara a questdo da evolugdo citologica e cujo principal
interésse reside no aspecto sistemdtico do problema. Por isso a
éle nos referiremos com a atencdo que merece em capitulo especial,
A contribuicido de Schréter para o estudo do género Synchytrium
¢, todavia, muito importante. A éle se deve o conhecimento do ciclo
evolutivo das espécies para as quais criou o grupo dos Mesochytrium,
pois em 1897 ji sabia que os soros de esporingios do 8. succissae e
do 8. stellariae se formavam exdgenamente, mas no interior das res-
pectivas células hospedeiras. O resultado das investigagées sbhre
estas duas espécies, deve pois ter sido publicado em algum dos an-
teriores trabalhos do autor que sé conhecemos de referéncias e ex-
tractos.

Harper Harper (99) interessa-se particularmente pelo processo de
1599 geomentacdo dos soros de esporingios e ‘estuda, sob éste
ponto de vista, o S. decipiens e o S. taraxaci.

Depois da célula inicial do S. decipiens ter atingido as dimensdes
mdximas, o seu nucleo vai dividir-se rdpida e repetidamente de modo
a encher todo o plasma com grande nfimero de ntcleos filhos. Nio
se refere nunca ao processo de divisdo nuclear, a cujas fases certa-
mente nao assistiu,
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Atingido que foi éste estado plurinuclear comega a septagdo que
ndo ¢ successiva nem simultdnea, mas sim progressiva, Quere dizer,
0s septos comegam a formar-se & periferia, a partir da membrana do
soro, e viao invadindo pouco a pouco a massa plasmética central,
fragmentando-a em ldéculos, a principio com vdrios nicleos, e final-
mente uninucleados.

Esta septagdo é acompanhada de contracedo de volume por perda
de dgua. Quando o processo chegou ao seu termo os segmentos
uninucleados encontram-se separados e flutuando em um liguido
aquoso contendo numerosas goticulas gordas que tomam avidamente
o Laranja G. e enegrecem pelo dcido ésmico.

A estes segmentos uninucleados chama Harper protésporos e
considera-os «as typical vegetative spores homologous with those of
Saprolegnia, and the process as representing typical asexual reproduc-
tion. »

Os protésporos nio sdo postos em liberdade. Aumentam pri-
meiro de volume, absorvendo provivelmente a emulsdo oleaginosa
em que se encontravam suspensos, e enchem de novo todo o espago
interior do soro, comprimindo-se mituamente e adquirindo, por isso,
cortornos poliédricos irregulares, Germinam depois in situ, trans-
formando-se cada protdsporo em um esporingio plurinucleado. A
germinagio, porém, nido é simultdnea, nem determinado e fixo o
numero final de ntcleos em cada esporingio; em média 8 a 12, as
vezes mais.

liste perfodo de multiplicagio nuclear & seguido de uma nova
fase de contracgfio, separando-se os espordngios uns dos outros,
arredondando outra vez os seus contornos e envolvendo-se agora
de nma verdadeira parede celular.

Terminou a fase de maturagao. Os espordngios, depois de um
curto periodo de repouso, vio germinar produzindo zodésporos.
« This formation of swarm-spores, diz Harper, must be considered as a
continuation of the stage of muclear division in the spores which was
interrupted by the ripening period. The whole may be roughly caracte-
srized as an embryonic stage in the life of the fungus, »

No S. taraxaci as coisas passam-se sensivelmente do mesmo
modo; mas a fase de protésporos € suprimida formando-se logo, por
septacdo, espordngios plurinucleados.

Em resumo: para Harper, no ciclo evolutivo do 8. decipiens po-
dem considerar-se dois periodos: um de reprodugdo, que comega com
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a divisdo do ntcleo primario da célula inicial e termina com a for-
macdo dos protosporos; outro de desenvolvimento vegetativo, com
uma fase embriondria, que vai do crescimento dos protésporos a
germinagio dos esporingios, e uma fase post-embriondria, que tem o
seu inicio nos zo6sporos e termina na célula inicial madura, uninu-
cleada.

Nenhuma referéncia, durante todo o trabalho, ao processo de
divisdo dos ntcleos.

Liidi Com o trabalho de Liidi (01) entramos em um periodo novo
1901 dqa histéria das investigagbes sobre os Synchytrium.

Pondo de parte o estudo sébre o Cladochytrium menyanthis de
Bary, que nao interessa agora ao nosso ponto de vista, podemos
considerar duas partes no trabalho do autor. Na primeira, Lidi
procura demonstrar — e demonstra-o, brilhantemente — « dass die
morphologischen Charalctere allein nicht geniigen zur Unterscheidung der
Arten; denn die Verschiedenheit der morphologischen Charaltere bedingt
noch nitcht Verschiedenhedt, und Gleichheit derselben bedeutet nicht Iden-
titat von Formen auf verschiedenen Nalrpflanzen. Daher muss zur mor-
phologischen Beschreibung unerlasslich dass Experiment treten. »

O autor foi levado a esta conelusio, inteiramente revoluciondria,
pelo estudo das variagdes dos diferentes caracteres morfolégicos até
entdo empregados para a determinagio especifica dos Synchytrium.
Assim, a forma e dimensdes das galhas, o tamanho dos soros de
esporingios e esporos de resisténcia, o ntimero déstes tltimos em
cada célula hospedeira bem como a sna forma e posigio ; a existéncia
e natureza do plasma remanescente no interior da célula hospedeira,
o tamanho relativo desta e dos esporos que contém; a cor e o as-
pecto da parede déstes, bem como a do pigmento que no interior
das galhas se forma sob a accéio excitante do parasita, todos os
caracteres, em suma, adoptados para a individualizagdo das espécies,
ou variam para muitas dentro de tdo largos limites, ou dependem a
tal ponto do proprio hospedeiro, da constituicdo histoldgica do érgao
atacado e da intensidade da infecgdo, que ndo podem ser tomados
em rigor como caracteres especificos.

« Ferner ist die Warscheinlichkeit gross, dass diese Variabilitit thren
Ursprung darin findet, dass die als allssere morphologische Merkmole
den Synchytrien zugeschriebenen Eigenschaften nicht diesen angehoren,
dondern vielmehr specifische Eigenheiten der Wirthspflanze sind, dass
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somit verschiedene Wirthspflanzen in verschiedener Weise auf denselben
Parasiten reagiven, und wmgekehrt zwei wirklich verschiedene Synchy-
triumarten auf anatomisch dkmlichén Nihrpflanzen morphologisch gleiche
Brscheinungen hervorrufen kinnen. »

Daqui a necessidade indispensivel de proceder experimentalmente

4 determinacdo das espécies.

Na segunda parte do trabalho, Liidi expde os métodos emprega-
dos e os resultados obtidos nas infecgdes experimentais que realizou
com zoosporos de S. tarazaci. O autor procurava assim verificar
se o parasita do Turaxacum officinale era realmente uma espécie di-
ferente das outras espécies de Synchytrium; e, por outro lado, deter-
minar o grau de especificidade do parasita.

Para isso experimentou se era possivel infectar outros géneros
de Compostas mais ou menos aparentados com os Tararacum. Tendo
operado sébre 238 exemplares pertencentes a 40 espécies diferentes,
nio conseguin nenhuma infeegdo ; experiéncias de contraprova, feitas
simultaneamente sobre o Tararacum officinale, deram, em geral, resul-
tados positivos.

Passou em seguida a investigar do grau de especificidade do
parasita dentro do género do seu hospedeiro habitual. Empregando
sempre a mesma técnica, a fim de que fossem compardveis os resul-
tados, conseguiu assim apurar que o S. toraxact era susceptivel de
infectar também, e em elevada percentagem (81 %), o Tararacum
ceratophorum DC., o T. exythrospermum Andrz., e o 1. palustre DC.;
mas ndo atacava o 7. leptocephalum Reichb., o 1. Gymuanthum DC.,
nem o 7. corniculatum DC.

De tudo isto conclui Liidi « dass S. taraxact nicht nur in morpho-
logischem Sinn, sondern vielmehr moch in biologischer Ilinsicht eine
scharf abgegrenzte Awvt ist, und dass zum mindesten bei den Eusynchy-
trien eine hochgradige Specialisivung auf besondere Nakrpflanzen vor-
handen ist, die dem Sistematiker das Mittel an die IHand giebt, eine
genaue Unterscheidung der Synchytriumarten vorzunelmen. » :

Behla Behla (03) vem apresentar um aspecto inteiramente iné-
1903 dito no estudo das Chytridiaceae.

O autor dedica-se a investigacdes sdbre o cancro, As suas esta-
tisticas e as observagdes de Aschoff mostram que sdo de preferéncia
atacadas pela terrivel enfermidade as pessoas que vivem mais em
contacto com a terra, Levoun o éste facto a admitir & hipdtese de
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que o tdo procurado agente do cancro podia muito bem ser um
parasita vegetal.

Posta de parte a Plasmodiophora brassicae que ndo deu resultados
positivos, conseguiu o autor obter, nas suas experiéncias de infec-
¢do, edemas de aspecto canceroso por inoculagao de esporos de Chly-
tridiaceae (1),

O estudo histolégico déstes edemas mostrou que néles « dieselben
Korperschen erzeugen liessen, wie wir sie beim Krebsprozesse beobachten,
die X-Korperchen, das Wachsen, Sporangien mit Schwirmsporen, Zell-
vergrosserung, Zellproliferation, asymmetrische Mitosen, efc. »

Os corpusculos, conhecidos dos anatomopatologistas pela desig-
nagio de vogelaugenartigen Lirperschen, nio sio senfio zodsporos e
0s seus grupos, espordngios de Chytridiaceae. O facto de tais for-
macdes se encontrarem também em tumores benignos e em simples
processos inflamatorios das mucosas, ndo demove Behla de suas
opinides, pois que, por um lado, pode haver Chytridiaceae menos
virulentas, e, por outro lado, pode a eclosio do tumor maligno ser
precedida de nma longa e inofensiva simbiose entre o fungo e o seu
hospedeiro.

Tais sfo as conclusdes do trabalho de R. Behla. Como adiante
veremos nao s6 ndo foram confirmadas, como se demonstrou a inca-
pacidade déste grupo de fungos para o parasitismo animal. Por
isso a hipdtese de Behla foi posta de parte e as investigacdes sdbre
o cancro estdio sendo hoje dirigidas por outros caminhos.

Btevens Stevens (03) assistiu, pela primeira vez, & divisio do nii-
1903 clao prithdrio da célula inicial do S. decipiens.

A divisdo é nma mibose., Mas o fendmeno deve passar-se tdo
rapidamente que rarfssimas foram as fases encontradas, a-pesar-do
grande niimero de cortes observados. Assim Stevens sé conseguiu
ver e desenhar os primeiros estados, até & metafase.

Loewenthal Loewenthal (05), interessado no estudo do cancro,

1905 procura verificar as conclusdes de Behla. Os resultados
a que chegou foram inteiramente negativos, o que o levou a pér de
parte as Chytridiaceae como possiveis agentes do cancro.

(1) Rahn, que resumiu o trabalbo para o Cenérd. f. Dalt,, ndo mencionia género
nem eepéeie, nem indica & natureza dog esporos empregados,
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« Will man nun die Chytridiaceen mit einen supponierten Krebspara-
siten vergleichen, so Linnen hier nur die verschiedenen Krebseinschliisse
in Betracht kommen; zwischen diesen und den untersuchten Chytridia-
ceen lann ich leinerlet morphologische Almlichiceit finden. Iine Verglei-
chung des Entwicklungsgang der Krebseinschliisse nichts Sicheres belannt
tst. Ich muss also noch wie vor (04) zu dem Schluss kommen, dass bisher
keine Anhaltungspunkte dafir vorliegen, den Krebs mit den Chytridia-
ceen in Zusammenhang zu bringen. »

Aprovelton o autor a ocasido para publicar algumas observagdes

citologicas s6bre o S. anemones Woronin, o Olpidium Diksonii (Wri-
ght) Wille e uma outra Chytridiaceae por éle descoberta, a que deu
o nome de Zygorkizidium Willei nov. gen., nov. sp. Ao nosso ponto
de vista s0 interessam as que se referem ao S. anemones e essas
mesmo escassamente pols o aufor sé teve ocasido de estudar os
esporos de resisténcia adultos, ndo tendo assistido nem & sua for-
Inagdo nem & germinacdo.
. Os casos que Lioewenthal menciona de nticleos primdrios despro-
vidos de membrana, com uma demarcagdo pouco nitida e échancrée
eutre o plasma nuclear e o citoplasma, sio, a nosso ver, imperfeigdes
de fixagdo que o Schaudinn produz amitde nos esporos de paredes
muito espessas e dificil penetracéo.

Viu também dois espessamentos polares, na membrana nuclear
dos zodsporos, colocados na direcgio do movimento. O flagelo é
posterior, geralmente unico, algumas vezes duplo; raramente 3 a 4
flagelos.

Algumas observagdes o levaram a supor a existéncia de uma
conjugagio entre os zodsporos; mas o autor narra o facto sob tédas
A8 reservas, como quem ndo esta muito convencido da sua exac-
tiddo.

Rytz O trabalho de Rytz (07) é manifestamente influenciado pelag
107 anteriores investigacoes de Litdi. |

O conhecimento de certos grupos de fungos (Ustilaginaceae por

i exemplo) veio modificar considerdvelmente o conceito cldssico de
' espécie. Veio mostrar que, além das espécies morfoldgicas, se podem
1 considerar outras, impossiveis de distinguir por caracteres morfols-
. gicos, mas facilmente separdveis por seu comportamento biolégico.
Sao formas parasitas, idénticas na forma e nas dimensdes, mas com,
hospedeiros diferentes e bem determinados, ;
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« Es ist klar, diz Rytz, dass diese « biologischen Arten » wie man
sie nennt, nicht vollig in eine Linie zu stellen sind it jenen, deren Art-
charakter auch im morphologischen Baw zum Ausdruck gelangt; die
Annahme war aber nakegelegt, in diesen biologischen Arten die Anfinge
fiir wirkliche morphologische Arten zu sehen und somit eine Moglichleit
der Artentstehung gefunden zu haben. »

Sob esta idea directriz procurou investigar até que ponto podia
ser considerada como uma espécie tinica o S. aurewm Schrot., para o
qual j4 entdo haviam sido mencionadas mais de cem espécies de hos-
pedeiros, pertencendo a familias filogenéticamente muito afastadas.

O método das inoculagées experimentais, empregado por Liidi
com tdo belos resultados, teve Rytz que o abandonar, por néo con-
seguir obter zo6sporos da germinagio dos esporos de resisténcia e
ser 0 S. auwreum desprovido de soros de esporéngios. Privado assim
do mais seguro processo de investigagdo, viu-se o autor reduzido ao
estudo comparativo do conjunto dos caracteres morfolégicos do pa-
rasita nos diferentes hospedeiros e a observagdes feitas na natureza.

Se encontrava lado a lado duas ou mais espécies, tidas como
hospedeiras do S. aureum, uma delas largamente infectada e as res-
tantes intactas, mas em posigdes tais que s6 uma preferéncia do
fungo pudesse logicamente explicar tal escolha, concluia o autor
que os parasitas encontrados s6bre ésses dois grupos de hospedeiros
deviam pertencer a espécies bioldgicas diferentes.

Contra a opiniao de Liidi, deu Rytz grande importéncia a forma
das galhas, considerando ésse caracter, a-pesar-das oscilagbes a que
estd sujeito, como préprio do fungo e largamente utilizdvel na de-
terminacéo especifica.

Depois de um largo e bem documentado estude, conclui o autor
pelo desmembramento do antigo S. aureum Schrot. em virias espe-
cies, umas apenas biolégicas, outras susceptiveis de distingdo pelo
conjunto dos seus caracteres morfologicos.

Infelizmente ndo pode o assunto considerar-se arrumado. Rytz
‘apresenta como hipdteses, carecendo de ulterior confirmagdo, algu-
mas das suas conclusdes. As observacfes na natureza estio com
efeito muito longe de ter a forga probatoria das inocula¢Ses experi-
mentais de Liidi.

Termina o trabalho de Rytz por um estudo do ciclo evolutivo e
ida citologia de trés espécies ainda mal conhecidas: §. succissae de
Bary e Wor,, §, alpinum Thomaw e 8. cupulatum Thomas, No pris
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meiro assistiu o aubor a tddas as fases do desenvolvimento dos
soros de espordngios a custa das respectivas células iniciais e do-
cumenta as suas observagbes com belas gravuras. A fase de pro-
tosporos, que Harper havia descoberto no S. decipiens, ndo existe no
S. succissae; por septagio do soro formam-se logo esporangios plu-
rinucleados. Viu também a germinagio dos esporos de resisténcia
do S. alpinum e S. cupulatum até & formagio dos soros; mas nio
conseguiu que estes produzissem zodsporos.

Quanto ao processo de divisao nuclear, tdo insistentemente pro-
curado por todos os que da citologia dos Synchytrium se tém ocupado,
o autor confessa-se sem elementos para sdbre éle emitir um juizo.
i A-pesar-dos milhares de cortes que estudou, niio conseguin encon-
trar um tnico nicleo primirio em divisio! E nos nticleos secun-
darios apenas viu uma figura, que representa, e que supde ser uma
metafase, sem todavia poder garanti-lo terminantemente. Convém
ter éste facto bem presente para poder avaliar da rapidez com que
8e passam estes fendmenos de divisdo nuclear e da conseqiiente
dificuldade da sua observacio.

Stevens Stevens (07) volta a ocupar-se da citologia dos Synchy-
1907 4rium, em um trabalho que tem para nos especial interésse,
‘porquanto néle se fazem, pela primeira vez, referéncias a citologia
do 8. papillatum.

Comega o autor por confirmar as conclusdes do seu trabalho
anterior (03) e declara que « structures showing a primary mitosis prac-
tically identical with that exhibited in S, decipiens were found also in
S. fulgens and 8. papillatum. » Factos ulteriores, porém, levaram-no
a admitir a hipétese de que poderia haver, a par déste processo
mitotico, bem estabelecido, de divisdo dos nticleos primdrios, um
outro amitdtico, .

Com efeifo, Stevens encontrou estados atipicos dos nicleos pri-
Anarios, antes da divisdo, que nio podem intercalar-se nas fases da
cariocinese por éle descritas. Por outro lado encontrou soros, ndo
septados ainda, mas possuindo j& muitos nicleos de dimensdes con-
sideravelmente diferentes e corpiisculos com o aspecto, tamanho e
afinidades cromiticas dos nucléolos, dispersos pelo citoplasma, néo
fazendo parte de uma estrutura nuclear definida.

s - Xistes factos, conjugados com a falta de estados intermedidrios
-entre 8 fase uninucleada e a fase plurinucleads, levaram o antor a
- (] i (A T il




admitir a possibilidade de existéncia de um segundo processo de
divisao do nicleo primario, consistindo talvez em nm esfacelamento
simultineo (@ simultaneous breaking of) do nicleo tinico primitivo em
grande numero de nucleos secundarios.

Nos soros plurinucleados, antes da septagio encontrou numerosos
dsteres dispersos pelo citoplasma e parecendo ndo estar em relagdo
com os ntcleos. Posteriormente, segundo a interpretagdo de Ste-
vens, niicleos e ésteres aproximar-se-iam, tomando a membrana nu-
clear nma forma ovéide e voltando para o dsfer a extremidade mais
adelgacada, como se uma atracgio por parte daquele se exercesse
sobre o micleo.

Entre éste estado e as metafases que se seguem nio encontrou
formas de transigio. Porém as metafases e anafases que o autor
representa e descreve mereceram-nos especial atencdo, pois delas
discordam, como adiante se verd, as nossas observagdes. Com
efeito afirma Stevens que o nucléolo desaparecen por completo antes
da metafase, ndo se percebendo também nesta altura guaisquer ves-
tigios de aster nem de centrosoma. ‘A membrana do niicleo porém
conservou-se e o fuso é claramente intranuclear. As figuras de ana-
fase sfo muito estiradas; desaparecen a membrana nuclear e continua
a nio se perceber quaisquer vestigios de aster.

Apés a septacio, a multiplicagio nuclear continua; mas o autor
nio menciona quaisquer diferengas entre as mitoses anteriores
posteriores a formacgio dos septos. :

A estampa que acompanha o trabalho ndo traz legenda, de modo
que & impossivel saber, para cada uma das figuras, a qual das espé-
cies de Synchytrium diz respeito.

Kusano As investigacdes de Kusano (07, 07, 08, 09) sdo, sem
1907-08-09 sombra de davida, das mais notdvels que até hoje se tém
feito sobre a citologia dos Synchytrium.

Usando de uma técnica impecdvel —fixagdo em Flemming ou
‘Keiser, coloracdo pelo triplice Flemming ou hematoxilina férrica —
‘e tendo tido a felicidade de cair sdbre um parasita’ eminentemente
favorével aos estudos que ia empreender — o §. puerariae Miyabe —
‘as conclusdes de Kusano marcam pela seguranga dos factos em que
se apoiam,

“ 0 autor estudou especialmente o fungo que Miyabe descobrira
Pouco antes; a titulo de comparagdo, para verificar as suas conclu
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sGes, o S. decipiens, que tinha ji sido objecto de trabalhos impor-
tantes de Harper e Stevens.

A biologia do S. puerariae afasta-se consideravelmente da de todas
as outras espécies. Em primeiro lugar o parasita ndo ataca, como
os outros Synchytrium, células epidérmicas, mas sim os tecidos pro-
fundos, ndo clorofilinos, da folha ou dos ramos novos de uma legu-
minosa japonesa, a Pueraria thunbergiana Benth. Por outro lado nio
produz-esporos de resisténcia; hiberna, sob a forma de soros de es-
poréngios, abrigado nos tecidos profundos do caule do hospedeiro;
na primavera estes soros intumescem, germinam, raggando as assenta-
das superjacentes, e 0s zo6sporos, postos assim em liberdade, reco-
megam um periodo activo de infecgdes e formagéo de novos soros.

Daqui as consideréveis facilidades que o autor encontrou. Pegas
de ficil penetragéo aos fixadores; material abundante e encontran-
do-se qudsi todo o ano em condigdes favoraveis ao estudo.

Kusano conseguiu averignar que os zoésporos penetram pelas
fendas estomdticas, atravessam os espacos intercelulares do tecido
clorofilino hipodérmico, quimiotiticamente atraidos por substéncias
segregadas pelo parénquima incolor subjacente, e vdo infectar uma
célula déste tecido. Uma vez af instalados, aumentam rapidamente
de volume, dissolvem, primeiro, a parede da sua célula hospedeira e
logo depois as paredes das células vizinhas, passando dai em diante
a desenvolver-se em um espaco lisigénico, intercelular, rodeados pelo
simplasto resultante da fusdo das células cujas paredes foram des-
truidas. Kusano afirma, porém, que o parasita, cuja acgio € tdo
enérgica sobre as membranas celulares, nio digere o simplasto, que
se conserva sensivelmente intacto até & tltima fase do desenvolvi-
mento do fungo. B ainda mesmo quando esta derradeira fase é
atingida e o simplasto comega a dar mostras de degenerescéncia e
vai pouco a pouco desaparecendo, cré o autor, que o facto deve
antes atribuir-se a uma auto-desorganizagéo do que propriamente a
accdo do fungo.

Tudo isto —modo de penetragiio dos zodsporos, natureza dos
tecidos atacados, desenvolvimento, primeiro intra- e depois interce-
lular do parasita, acgdo déste sébre o plasma do hospedeiro —sio
factos, ao que parece bem observados, mas em manifesta discordin-
cia com tudo o que até entdo se sabia da biologia dos Synchytrium.

As investigagdes de Kusano sdbre a evolugao nuclear do parasita
sio de uma grande clareza.
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O nicleo primério da célula inicial, antes da divisio, téem um
grande corpusculo contendo t6da ou quési tdéda a cromatina nuclear.
O autor chama-lhe nucléolo primério. Quando se aproxima o periodo
de divisado, formam-se, 4 custa déste, nucléolos secunddrios e granu-
lagdes de cromatina que se distribuem pelo plasma nuclear. A se-
gregacdo de cromatina continua, tanto no nucléolo primédrio como
nos secunddrios, que vio assim perdendo as suas afinidades para os
corantes e acabam por ser constituidos apenas por substéncia acro-
miética ou plastina, perdendo a forma primitiva regular e transfor-
mando-se em massas estriadas.

Da cromatina, segregada pelos nucléolos, uma parte dissolve-se
e a restante renne-se em cinco massas globosas que sdo os cinco
cromosomas.

No seio das massas acromiticas estriadas, resultantes da trans-
formagao 1ltima dos nucléolos, vai agora formar-se o fuso que é
manifestamente de origem intranuclear.

As restantes estrias tornam-se cada vez menos aparentes e trans-
formam-se finalmente em uma massa granulosa mal corada, que forma
um halo em volta do fuso.

Antes da metafase, a membrana do ntcleo, que se havia espes-
sado mercé da deposigio de granulacdes cromdticas, desaparece
completamente. Os cinco cromosomas dispdem-se agora em placa
equatorial, dividem-se, e os grupos de cromosomas-filhos caminham
para os polos, j4 unidos em wma massa tinica. As figuras de ana-
fase sdo bastante estiradas. O fuso adelgaca-se a meio e parte-se,
indo as fibrilhas acromdticas que o compdem unir-se & massa cro-
mética dos cromosomas para dar o nucléolo dos dois niicleos secun-
ddrios.

No fim da telofase aparece, junto de cada uma das massas cro-
miticas, uma formacdo semelhante a um centrosoma, com fibrilhas
asterdides radiantes. A membrana nuclear vai formar-se a custa
dessas fibrilhas, por um processo inteiramente semelhante ao descrito
por Harper (97), e depois largamente confirmado por outros, mos
ascosporos dos Ascomicetes. O nucléolo filho aproxima-se do centro
do dster; forma-se no citoplasma envolvente uma zona mais hialina;
as fibrilhas acrométicas inflectem-se, circundam o novo nteleo o
acabam por lhe formar uma membrana em téda a volta.

A esta formacio, que aparece no seio do citoplasma ao ferminar
da telofase e vai dar origem & membrana nuclear, nio pode cha-
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mar-se com propriedade um centrosoma. O autor dé-lhe por isso o
nome de cariodermatoplasto.

Os niicleos secunddrios, bem como todos os outros que déles
derivam, dividem-se por mitoses que apenas diferem da do nucleo
primério pela auséncia de um halo na metafase. O processo continua,
sem alteracdes, ainda depois da individualizagdo dos espordnglos.

Em cada geragdo de niicleos hé pois uma fase em que o nucléolo
possui, além da sua propria plastina, téda a cromatina nuclear. Se-
gue-se-lhe um periodo de separagiio das massas acrométicas e da
cromatina. Esta, porém, nio é téda empregada na formagdo dos
cromosomas, dissolvendo-se a cada mitose uma parte que vai impre-
gnar o citoplasma. Os nucléolos da geragio seguinte sdo constitui-
dos pela fusdo da massa cromdtica dos cromosomas com metade das
fibrilhas do fuso.

Segundo o autor, & citologia do S. decipiens concorda inteiramente
com a do S. puerariae e difere em muitos pontos das conclusdes de
Stevens.

Guttenberg Do trabalho de Guttenberg (08) nio nos foi possivel

1908 obter o original. Do extracto no Bot. Centrb., e das
referéncias que lhe fazem os outros autores depreende-se que Gubs
tenberg estudou o S. mercurialis, o S. anemones e o S. anomalum,
principalmente sob o ponto de vista da acgdo do parasita sobre a
célula hospedeira.

O que mais interessa na descrigio do autor sio as alteragdes
nucleares.

O nicleo da célula atacada aumenta extraordinariamente de di-
mensdes, chegando a atingir, no S. mercurialis, um volume duzentas
e cingiienta vezes maior que o primitivo (1). Os nucléolos também en-
grossam muito e fragmentam-se por vezes. As granulagfes croms-
ticas tornam-se mailores e mals numerosas.

Contra a parede do esporo em formagio vem adaptar-se o niclep
hipertrofiado da célula hospedeira, vendo-se aparecer no interior
déste e no ponto de contacto com o parasita, um canaliculo que vai
avancando para o interior e ramificando-se. Se entram dois zoos-
poros na mesma célula, o nicleo desta forma dois canais e coloca-se
entre os parasitas. As partes mais densas do conteido nuclear do
hospedeiro acumulam-se agora na vizinhanga dos canaliculos e vio
sendo por estes conduzidas até ao fungo.
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O autor conclui que o parasita absorve a substdncia nuclear do!

hospedeiro por intermédio déstes sistemas de canais.

Griggs Griggs (08, 09, 09, 09) continua as investigacies de Ste-

1908-09 veng sobre o S. decipiens. Confirma os resultados de Kusano

sobre o momento de aparigio e a fungdo cariodermatopldstica dos
asteres. Mas afirma que depois da divisdo do nicleo primdrio hd
um periodo de multiplicagio amitética seguido de nma fase terminal
de divis@io cariocinética.

As amitoses, que o autor estudoun cuidadosamente, sio de dois
tipos. Na gemulagdo nuclear (muclear gemmation) pequenas porcdes
de cromatina aproximam-se da parede do niicleo, emergem, formando
uma gémula, e destacam-se para o seio do citoplasma como novos
nucleos. Na keterosquize (heteroschizis) a membrana nuclear dissol-
ve-se, a cromatina fragmenta-se e, de cada pedaco, se vai formar
um novo ntcleo.

Nas mitoses ulteriores o autor encontra quatro cromosomas ape-
nas, como Stevens e ao contririo de Kusano, que afirma serem
aqueles em niimero de cinco.

Percival Percival (10), em um magnifico trabalho, lindamente
1910 jlustrado, estuda a biologia e a cifologia do S. endobioticum,
que poucos anos antes (1900) havia aparecido em Inglaterra e pro-
duzia, ja em 1908, enormes prejuizos aos cultivadores de batata.
« The pest, diz Percival, has now spread through several of the midland
counties of England and has been veported from Wales, Secotland and
Ireland. Where it has appeared it has become one of the most serious
troubles of the potato grower and it threatens to destroy the m,»rhcsa’?y
unless measures are taken to check its progress. »

A espécie, descoberta por Schilberszky (96), tinha entdo recebido
o nome de Chrysophlyctis endobiotica. Percival, porém, tendo em
atencéio as profundas analogias que encontrou entre o parasita da
batata e os representantes do velho género Synchytrium, propde a
substituicdo do nome primitivo pelo de Synchytrium endobioticum
(Schilb.) Pere,

Das conclusdes do autor acérca da biologia do parasita, nada
mais acrescentaremos #o que dissemos a pag. 13, quando tratdmos
do seu ciclo evolutivo, factos cujo conhecimento se ficon devendo
a0 eminente fitopatologista inglés.

B
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Véjamos agora os resultados das investigagdes de Percival sébre
a evolugo citoldgica do fungo em guestdo.

A célula inicial que se vai desenvolver em um soro de espo-
ringios, distingne-se muito cedo da que hé-de transformar-se em
esporo de resisténcia, por um protoplasma mais denso. Aquela, ao
atingir a maturagdio, possui um volumoso nucleo com uma mem-
brana bem aparente, algumas granulacdes de cromatina irregular-
mente distribuidas, poucas fibras de linhina e um grande nucléolo
fortemente impregnado de cromatina.

o« With the beginning of the reproductive stage the chromatin of the.

nucleus often becomes associated with the linin threads. The nucleolus
becomes vacuolated and loses its staining power, at the same time the
nucleus shrinks and soon disappears entirely, the chromatin contained
within it being found in the form of very distinct « chromidia » scattered
through the cytoplasm of the parasit; round the chromidia small vacuoles
appear and nuclei arise at these points. »

Estes niicleos secunddrios continuam a dividir-se amitoticamente
até atingirem dimensdes excessivamente pequenas. Nessa altura
intervém uma mitose que o autor figura mas ndo descreve. As gra-
vuras representam metafases, de fuso intranuclear, sem centrosomas
nem #steres. A membrana nuclear persiste, pelo menos, até a me-
tafase; os cromosomas sdo globosos e em pequeno numero (talvez
quatro, pelo que se pode ver nas figuras). Nao se véem vestigios
de nucléolo dentro ou fora dos nicleos em mitose.

Os zobsporos que déstes niicleos resultam sdo pequenissimos —
1,6 . de didmetro — e todos iguais.

Mais interessantes ainda as observagdes que dizem respeito a
formagdo e germinacdo dos esporos de resisténcia. O plasma das
células iniciais que hido-de vir a transformar-se nestes esporos, nao
possui, a principio, uma membrana que o separe do plasma da sua
hospedeira, de modo que os limites respectivos sdo imperceptiveis.
0 nticleo do parasita também nio é limitado, de coméco, por nma
membrana prépria.

A inicial, porém, cresce rapidamente; os seus contornos tornam-se
nitidos, mercé da formacio de uma delgada membrana envolvente;
o nicleo, que também aumentou consideravelmente de volume, apa-
rece agora rodeado de uma membrana propria, e contém além de
um grande nucléolo, esférico e fortemente impregnado de cromatina,

um outro corpo de contornmos irregulares o expansdes amibdides,
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encostado ao nucléolo e muito pouco eroméfilo. Percival considera-o
homélogo do Kerngeriist, que Guttenberg havia descrito anterior-
mente no nucleo de outros Synchytrium e a que Pavillard chama
corpo cromdiico acessdrio.

Pela descrigao do autor parece depreender-se que a formagido do
esporingio 1nico, & custa déste esporo de resisténcia, se dd logo
apos a maturagio da célula inicial e sem interposicio de gualquer
periodo de repouso. fste sé sobrevém depois do esporingio for-
mado, porquanto « the sporangial wall gradually thickens as zoospore
production proceeds and finally measures about 2 p. in thickness. »

A formagdo dos nicleos secunddrios, & custa do nicleo primdrio
da célula inicial, é descrita com grande precisdo e acompanhada de
belas gravuras (1).

O nucléolo do nicleo primario comega por expulsar a sua cro-
matina, vacuolizando-se e perdendo as suas afinidades para os coran-
tes bdsicos. Ao mesmo tempo que isto se dd, aumenta a colorabili-
dade do lerngeriist, em cuja massa se véem mesmo granulagdes
crométicas (figs. 10 e 11). Em uma segunda fase, a cromatina
comepa a sair do nucleo, acumulando-se primeiro sdbre a membrana
nuclear, dando muitas vezes a impressio de que é conduzida pelas
expansdes pseudopodiais do kerngeriist (fig. 13 e outras, que néo
reproduzimos, 22, 23, 24, etc.). Em uma terceira fase, quési toda a
cromatina se encontra disseminada no citoplasma, tendo ai dado
lugar 4 formag@o dos micleos dos zodsporos. Entretanto o nicleo
e o nucléolo contrairam-se fortemente, a membrana nuclear enge-
lhou-se e acaba por se dissolver. Finalmente, no esporangio maduro,
o que resta do nucléolo e do kerngerist aparece, no seio da massa
plurinucleada, como um residuo informe (fig. 13).

Durante todo o decurso da evolugiio déstes esporos néo viu o
autor quaisquer vestigios de mitoses.

Os zoosporos produzidos por germinagio dos esporos de resis-
téncia siio maiores que os que provém dos soros de espordngios (2
a 2,2 1) e, muitas vezes, ndo sio todos do mesmo tamanho. ste
facto leva o autor a admitir a possibilidade de uma conjugagio
entre éles, de que todavia nio encontrou vestigios, a-pesar-de os
ter procurado cuidadosamente.

(1) As nossas fignras n.o* 9, 10, 11, 12, 13, 14 e 15 (Est. III) reproduzem respec
tivamente as de Percival, n.** 215, 18a, 21 ¢, 21 4, 21 ¢, 19, 20,
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A Porcival nio interessava grandemente ¢ problema das alteragdes
citolégicas produzidas pelo parasita sébre o hospedeiro. Apenas,
referindo-se ao processo de penetracio nos tecidos profundos, diz:
« The organisms stimulate the invaded cell and at the same time appear
to stimulate division and growth in the adjoining cells. As the new tissue
i8 pushed out from the érritated eye of the tuber fresh infection occurs
and this is repeated and continues throughout the summer months. »

Bally Bally (11) estuda, além do Urophlyctis Ritbsaameni Magn.,
1L gype ndo intersssa agora ao nosso ponto de vista, o S. tara-
xaci e o S. endobioticum. Trata-se de um trabalho de citologia, em
que se procura seguir a evolugfo nuclear dos parasitas, sua influén-
cia s6bre as células hospedeiras, e daf tirar conclusdes sébre as afi-
nidades déste grupo de fungos.

Vejamos as conclusdes do autor a respeito do aspecto morfologico
da questdio; adiante nos ocuparemos de seus pontos de vista acérca
do problema filogenético (Cap. V).

Nas investigacdes sdbre o S. tarazaci, empregou como fixador,
exclusivamente, a mistura alcool-acética (Strassburger).

Descreve o nicleo primério da célula inicial dos soros de espo-
réngios, a euja divisao ndo assistin. Desereve as trés fases, j4 conhe-
cidas, da saida da cromatina para o citoplasma. Na primeira, qudsi
toda a cromatina se encontra armazenada no nucléolo; na segunda,
encontra-se disseminada pelo nicleo, apresentando-se o nucléolo va-
cuolizado e menos cromofilo; na terceira fase, vamos encontri-la
espalhada pelo citoplasma. « Die Frage, acrescenta Bally, ob aus
diesen in das Cytoplasma iibergewanderten Chromatinsticken dort neue
Kerne ithren Ursprung nehmen oder ob sie aufgelost werden, konnt fiir
dieses Object nicht entschieden werden. »

A existéncia de soros ndo septados com nucleos de tamanhos
muito diferentes podia na verdade encontrar uma explicagio nesse
processo de multiplicagiio nuclear por emissdo de cromidias, O
autor admite isso como uma hipétese, ao lado de outras igualmente
aceitdveis., Podiam, por exemplo, os nficleos dividir-se uns mais
rapidamente que outros; ou os mais volumosos provirem de um
fendmeno de conjugacdo prévia. KEm apoio desta tltima hipétese
poderiam ser chamadas algumas observagdes do autor e as cldssicas
e discutidas figuras de Dangeard e de Rosen representando pretensas
divisdes amitoticas.

|
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Os soros mais atrazados que Bally encontrou, apresentavam ji 8

a 16 niicleos. Désse estado em diante as divisdes fazem-se regular:

mente por meio de mitoses.

Os ntcleos, ao entrarem em profase, apresentam uma réde laxa,
de filamentos de linhina, com granulagdes cromiticas, um nucléolo
vacuolizado, deformado por vezes e com poucas afinidades para os
corantes. Fibrilhas de linhina e granulos de cromatina provenientes
certamente do nucléolo.

Em uma dada altura da profase e antes da dissolugio da mem-

brana nuclear, aparece o nucléolo junto da parede do niicleo, mas do
lado de fora. Este nucléolo persiste, vacuolizando-se cada vez mais,
até ao fim da anafase, acabando depois por se dissolver completa-
mente.

Q fuso forma-se 4 custa das fibrilhas de linhina ja existentes,
que agora se dispdem paralelamente e convergem depois para os
polos, onde néo existem centrosomas nem asteres. Os granulos de
cromatina agregam-se pouco a pouco e formam quatro cromosomas
que se dispdem em placa equaborial. A membrana nuclear dissol-
ve-se; mas o plasma granuloso extra-nuclear conserva-se separado,
da figura de mitose por mma zona areolar hialina. Na anafase, as
duas massas de cromosomas afastam-se consideridvelmente uma da
outra, vendo-se apenas a porgdo média do fuso, reduzida a uma ou
duas fibrilhas finissimas e extremamente alongadas. Estes vestigios
do fuso, diz Bally, nem se partem, nem contribuem para a formacao
dos nucleos filhos, como afirmou Kusano; dissolvem-se simplesmente
no plasma ambiente, uma vez terminada a telofase.

Quanto 4 formacdo das novas membranas nucleares, ndo viu o

antor que nela interviesse qualquer coisa de parecido com um cario-
dermatoplasto. FEm cada uma das massas de cromatina, provenien-
tes da concrescéncia dos cromosomas, aparece um vacliolo central
que aumenta de dimensdes; a parede envolyente, muito desigual-
mente espéssa, é que val dar a membrana nuclear, dilatando-se e
adelgagando sucessivamente. Dos intumescimentos primitivos, que
acabam por se destacar da parede, um, muito volumoso, dard o
futuro nucléolo, emquanto que alguns outros, de exiguas dimensdes,
ficardo no nucleo como granulagdes crométicas.

Até 4 septagdio do soro, as mitoses sdo isécromas em toda a
massa plasmatica; depois, o isocronismo mantém-se apenas dentro
de cada espordngio.

T
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“No interior déstes continuam as divisdes nucleares segundo 0
esquema j4 descrito. A tnica diferenga consiste no comporkamento
do nucléolo, que nio assiste & mitose, sendo toda, a sua massa em-
pregada na formagao dos cromosomas e do fuso.

Bally é de opinifio que « die Zusammensetzung des Nucleolus, der
ausser der in den Chromosomen sich abscheidenden Erbsubstanz und dem
Kinoplasma nock eur Ernihrung dienende Staffe in sich speichert, lasst
uns dies ganze Verhalten erlldrlich finden. Aus eimer Periode, in der
das Ansammeln von Nakr- und Reservestoffen die wichtigste Lebenserschei-
nung ist, tritt das Synchytrium in eine andere Periode, in der die Bil-
dung von zur Verbreitung der Art dienenden Schwdrmsporen in den
Vordergrund vitckt. » .

As observacdes que dizem respeito & influéncia do parasita sobre
o hospedeiro tém menos interésse. Afirma o autor que, como no
S. puerariae, as paredes da célula hospedeira, e de algnmas vizinhas,
sio atacadas e dissolvidas, formando-se assim um simplasto. Julga
também que, como na espécie que Kusano estudou, o parasita ata-
caria de preferéncia células subepidérmicas. A nés afigura-se-nos
sem fundamento bastante qualquer destas asserges.

Quanto ao 8. endobioticum, as observagdes do autor concordam
com as de Percival, publicadas pouco antes e feitas, por certo, si-
multineamente. De novo acrescenta Bally poucos factos. Citemos
dois que se nos afiguram de maior interésse.

A membrana externa do esporo de resisténcia provém da lenhi-
ficagdo da parede celuldsica da célula hospedeira.

A excitagio provocada pela presenga do parasita promove, como
de costume, uma hipertrofia nuclear nas celulas atacadas. Mas os
nticleos destas sdo ainda susceptiveis de se dividirem muito tempo

‘depois de se ter dado a infecgéo e fazem-no por mitoses  perfeita-

mente regulares. :
Toste tltimo facto, da proliferagdo das células infectadas, poste

‘om evidénecia por Bally, é importante e explica, mais satisfatoria-

mente que a hipétese de Percival (pig. 43), a penetragdo do parasita
nos tecidos profundos do hospedeiro.

fobler - O magnifico trabalho que Gertrud Tobler (18) modestamente
1918 intitula Studien zu einer Monographie der Gattung Synchytrium

& uma auténtica monografia, uma mise au point muito completa, bem

pxposta e ilustrada, dos nossos conhecimentos sbbre o género,
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A autora nio se limita porém a expor o que entdo se sabia sdbre
os diferentes aspectos do problema, revendo e discutindo as conclu:
sGes dos investigadores que a precederam. Kla prépria estudou a
citologia e a biologia de vérias espécies, para esclarecer pontos
obscuros e para se colocar em condi¢des de poder ajuizar segura-
mente da verossimilhanga das conclusdes dos outros.

Muito ficdmos devendo & clara e metddica exposigdo de M.m To-
bler, que nos servin de seguro guia em um capitulo tdo pouco
conhecido e tdo dificil da biologia vegetal,

Quando, mais adiante, nos referirmos ao problema da posigao
relativa das espécies em um sistema natural de classificagiio dos
Synchytriwm, teremos ocasido de analisar mais detidamente o traba-
lho da autora.

CAPITULO III

O Synchytrinm papillatum Farvow

Em 1885 descobrin Farlow, na Califérnia, uma espécie nova de
Synchytrium parasitando as folhas do Erodium cicutarium I, Her.
Descreveu-o com o nome de S, papillatum no Bull. Bussey Instit.
(Farlow, 85). Volta a ocupar-se déle no seu artigo The Synchytria
of the United States (Farlow, 85), fazendo acompanhar a diagnose
de uma gravura que reproduzimos (Est. 1, fiz. 1) e de uma curts
‘descrigdo.

A titulo de curiosidade transerevemos também a diagnose de
Farlow.

« Spots dark purple, galls glandular, formed of papillate, pyriformely
swollen epidermal cells, resting spores ellipticall, 0,06-0,07 mm. by 0,04
=0,05 mm., epispore brown somewhat roughened. Sori superficial, sphe-
rical, 0,10-0,12 mm. in diameter. On leaves of Erodium cicutarium
L'Her.  California. »

Na breve nota que segue a diagnose, o autor limita-se a descrever
sucintamente a morfologia externa das galhas e esporos de resis-
téncia, constatando jd o facto de serem estes muito mais abundantes
‘que os soros de esporéngios. - Ll
i+ Em 1888, Saccardo (Sylloge Fungorum, yol. VIT) d4 8 ‘primeira
diagnose lating 1~ « Muculis. obscure purpureis, gallis glandularibus,
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e cellulis piriformibus, turgidis, papillatis formatis, sporeas ellipsoideas
60-70 = 40-50, episporeo brunneo cinctas, saepe rugulosas continentibus;
soris superficialibus, sphaeroideis 100-120 p. d.

« Hab. in foliis Erodii cicutarit in California. »

Poucos anos depois Magnus (93) encontra novamente o fungo
em exemplares de Erodiwm cicutarium provenientes das Candrias
(Teneriffe) e, a0 mesmo tempo, sébre félhas de uma outra espécie
de Erodium, que o autor ndo conseguiu identificar, enviadas por
Marloth do Cabo da Boa Esperanca (Stellenbosch). Pelas gravuras
que acompanham o frabalho facilmente se depreende que o novo
hospedeiro do Cabo niio é o K. cicutarium, nem tao pouco o L. mos-
chatum.

Magnus aproveita a ocasido para comparar os exemplares de S.
paptllatum provenientes da Califérnia com os oriundos do Cabo e
das Candrias, Em todos encontrou uma caracteristica, que parece
ter escapado ao préprio Farlow, e a qual liga o autor grande impor-
tancia. Trata-se de um adelgacamento anular da parede das galhas,
portadoras de esporos de resisténcia, ao nivel da superficie externa
da epiderme da folha parasitada. Por esta regido de maior fragili-
dade se rompe depois a parede, destacando-se a galha com os espo-
ros e deixando s6bre a superficie da folha uma cicatriz civcular
ligeiramente saliente.

0 autor considera o facto como um curioso fenémeno de adap-
tagio do parasita a biologia do hospedeiro. « B. cicutarium, diz
Magnus, ldsst weder die Blatter abfallen, nock stivbt das steifstengelige
Laub so ab, dass es gleich auf den Boden zu liegen kommt; ... ferner
bleiben die Bldtter .an den iiberwinternden Pflanzenstoken griin, wie das
ja bei zweijihrigen Pflanzen der Fall zu sein pflegt. Aus allen diesen
Griinden wiirden die Dauersporangien, wenn sie nicht durch das Abfallen
mit den grossten Theile ilwer Wirthszelle auf den feuchten Boden gelang-
ten, nur schwer die gunstigen Fewchtigheitsbedingungen zum Auskeimen
finden. Daker fallen sie ab. » o

Pelo que respeita aos caracteres morfolégicos utilizados para &
classificagio, os exemplares das Candrias concordam inteiraments
com os da Califérnia. J& o mesmo, porém, néo acontece com os do
Cabo. Nestes, as galhas de esporos de resisténcia sdo lisas, sem
papilas e obovadas, em vez de piriformes. Ao longo das paredes
apresentam pontuagdes, provenientes de umea diminui¢do de espes-
sura e corvespondentes s papilas das gelhas papilosas, -
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O autor entende todavia que tais divergéncias nio justificariam
a criagdo de uma espécie nova e limita-se a formar, com os exem-
plares do Cabo, a variedade Marlothianum, do S. papillatum.

Tanto o trabalho de Farlow. como o de Magnus séio, porém, pe-
quenas notas em que os autores apenas encararam a questdo da
morfologia externa do fungo e das deformagdes mais aparentes s6bre
o hospedeiro, como base para o estabelecimento da espécie.

Mais tarde Tobler (13) transcreve a diagnose de Saccardo, alte-
rando-a, por um lado, de acdrdo com as observagdes de Magnus e,
por outro lado, de harmonia com o seu critério sébre a terminologia
dos orgaos de multiplicagiio. Diz assim a diagnose de Tobler: —
« Maculis obscure purpureis, gallis glandularibus, e cellulis piriformibus,
turgidis, papillatis, MATURIS DEHISCEXTIBUS BASI; SORIS PERDURANTIBUS
ovoideis 60-70 : 40-50 |, MEMBRANA EXTERNA brunnea, saepe rugulosa;
SORIS AESTIVALIBUS superficialibus, globosis 100-120 . diam.

« Hab. in Erodit cicutarii foliis in California, Teneriffa, ad promon-
torium bonae Spei. »

Nao se encontrando porém éste cardcter da deiscéncia das galhas
nos exemplares por nés descobertos sobre o E. moschatum, como
adiante se vera, e, por outro lado, ndo concordando com as modi-
ficagdes de terminologia introduzidas por M.™® Tobler, preferimos e
adoptamos a antiga diagnose de Saccardo.

Depois apenas Stevens (pag. 32 e 35) volta a ocupar-se da espé-
cie de Farlow, para confirmar alguns dos resultados das suas inves-
tigagdes citolgicas sobre o §. decipiens. Para o S. papillatum o
unico facto importante que Stevens menciona 6, como vimos jd, a
existéncia de nma mitose na divisdo do ntcleo primario da inicial
dos soros de esporidngios.

Até agora o S. papillatum era, por conseqiiéncia, das espécies
mais mal conhecidas do género. Os grandes problemas citolégicos
e bioldgicos, que tanto se tém estudado e discutido para os outros
Synchytrium, nunca tinham sido postos nem cuidadosamente inves-
tigados para esta espécie, Por isso, principalmente, se nos afiguram
de algum interésse os resultados do nosso trabalho.

Téeniea

As obsetvagdes in ¢ivo, de que latgamente usdmos, eram segui-
das e completadas pelo estudo de material fixado e incluido,
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Uma das maiores dificuldades que encontrdmos foi a da escolha
de fixador apropriado. Os soros de esporingios e os esporos de
resisténcia, principalmente quando adultos, dificilmente deixam pe-
netrar os agentes fixadores. A membrana espéssa e quitinosa das
células epidérmicas do hospedeiro anmenta ainda as dificuldades.

O formol a 10Y%p, fixador enérgico e com boas faculdades de
penetragdo, ndo permite porém o emprego ulterior de coloragdes
citolégicas delicadas.

Das misturas piericas, a de Bouin penetra mal. Ndo molka a
epiderme, de modo que as pecas ficam, em geral, sobrenadando &
superficie do liguido. A de Duboscq-Brasil penetra muito melhor,
mercé do alcool que entra na sua constituicdo; mas produz freqiien-
temente fendmenos de plasmolise e a rutura dos soros de esporan-
gios maduros, que se apresentam nas preparagdes rebentados e
vasios. !

A mistura de Flemming, além de pouco penetrante, tem o grande
inconveniente, neste nosso caso, de ennegrecer por tal forma o plasma
do fungo que se torna impossivel, na maior parte dos easos, o bran-
queamento ulterior dos cortes, por mais enédrgicos que sejam os
processos empregados. Das vdrias tentativas que fizemos, empre-
gando processos varios de descoloragdo (dgua oxigenada, método de
Pal, etc.), nunca conseguimos um branqueamento suficiente, a-pesar-
-de deixarmos por vezes actuar muitas horas o agente descorante.
O plasma, fortemente impregnado de gorduras, ou se conservava
negro, ou 0s cortes se descolavam, por mais cuidado que tivesse
havido na sua colagem.

Admiram-nos por isso os resultados obtidos por Kusano e Bally
com a mistura de Flemming. Ou as espécies por ésses autores estu-
dadas tinham muito menos substéncias gordas que a nossa, ou a
mistura empregada como fixador teria talvez menor percentagem de
dcido osmico. A dificuldade em encontrar material de estudo, con-
seqiiéncia da raridade do fungo, impediram-nos depois de empregar
como tenciondvamos uma mistura de Flemming assim atenuada.

De todos os fixadores empregados, o que nos deu resultados mais
satisfatérios foi o de Schaudinn, a-pesar-de provocar algumas vezes,
principalmente em soros de esporangios maduros, ligeiros fendémenos
de plasmolise.

Apos a fixagdo, as pegas eram incluidas, com passagens muito
lentas nos alcodis, xilol e parafinas.

4
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Como coloracio empregémos quési exclusivamente a hematoxi-
lina férrica de Heidenhain. Quando habilmente usado, ¢ éste, ainda
hoje, o método por exceléncia para frabalhos de citologia geral,
sobretudo em casos como o nosso, em que a impossibilidade do
emprégo do 4cido dsmico nas misturas fixadoras torna impraticdvel
a aplicagiio do triplice Flemming.

Quanto aos zodsporos, apenas conseguimos obté-los por duas
vezes e sempre & custa de soros de espordngios. Nio foi possivel
fazer germinar os esporos de resisténcia, a-pesar-de termos empre-
cado os artificios aconselhados em casos idénticos. Depois de obser-
varmos os zoésporos em gota pendente e de termos assistido aos
seus saltos bruscos tdo caracteristicos, fixdvamo-los pelos vapores
do 4cido 6smico, deixdvamos evaporar a gota liquida e montéavamos
em balsamo. Todo o plasma se cora entdo de negro intenso, dei-
xando apenas na regiio posterior uma vesicula arredondada incolor
(o nticleo). O flagelo percebia-se com dificuldade. Freqiientemente
o fixador provocava a rutura da parede nuclear e o extravasamento
do nucleoplasma.

Além déste método, empregdmos um outro nosso e com 0s me-
lhores resultados. Com a ponta de um dedo molhado na mistura
de clara de ovo e glicerina, em partes iguais, passavamos s6bre uma
lamina, de modo a deixar-lhe uma delgada pelicula albuminosa. Dei-
X4vamos enxugar um pouco e langivamos sobre a limina uma gota
de dgua com zodsporos. HEspalhivamos a goL;{, inclinando a ldmina
em varias direcgdes, e deixdvamos enxugar ao abrigo das poeiras.
Antes de completamente enxuta, fixdvamos a preparagio como se
fosse um esfregaco, empregando fixadores que coagulassem a albu-
mina. Os zodsporos ficavam ao mesmo tempo fixados e colados a
lamina, o que facilitava consideravelmente o sen manejo ulterior.
Para a coloragio dos flagelos usamos o método da tano-fucsina de
Zimmermann.

Muito desejo tivemos, principalmente depois da leitura do tra-
balho de Liidi, de completar o nosso estudo com experiéncias de
inoculaciio no Erodium cicutarium, bem como em outras espécies de
Erodiwm e alguns Geranium. Infelizmente, porém, quando obtivemos
zo6sporos, ainda ndo tinhamos & nossa disposigio as plantas neces-
sdrias para as inoculagdes experimentais; e quando conseguimos
estas ndo torndmos a apanhar zodsporos !

Néo desistimos, todavia, de tais’ experiéncias. Emgquanto se im-
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prime éste trabalho, estio j4 novas sementeiras feitas, a espera dos
primeiros soros de esporingios do S. papillatum. Mas é necessério
ter em linha de conta que, nesta espécie, as experiéneias de inocula-
¢do sio incompardvelmente mais dificeis do que com o S. tarawaci,
estudado por Liidi. Ao passo que neste tltimo sdo abundantissimos
o0s soros de espordngios durante muitos meses, no S. papillatum tais
soros aparecem em percentagem insignificante em relagio aos esporos
de resisténcia e durante um curto espago de tempo. Esta dificuldade,
resultante da caréncia de material, foi para nés incomparavelmente
mais grave do que todos os obstdculos de ordem técnica que tivemos
de remover.
Moxfologia

Os zobsporos do S. papillatum sio maiores que os de quési todas
as outras espécies do género. Medem em média 6 a 7. de comprido
por 4 de large. Tém forma ovéide e um comprido flagelo de 20 a
25 p implantado na regifio posterior, mais larga, do corpo do esporo.

No vivo sdo dificeis de observar, ndo tanto por suas exiguas
dimensées, mas, muito principalmente, por se apresentarem incolo-
res, pouco refringentes e movendo-se por saltos bruscos e rdapidos.
As goticulas gordas, coradas de amarelo, que outros autores viram
em algumas espécies do género, devem ser aqui incolores; de con-
trario ter-nos-iamos apercebido delas.

O processo de deslocamento é muito original. Quando o flagelo
se encontra na posigio representada pela fig. 2, ¢ (Est. I) o zodésporo
distende-o bruscamente, como para dar uma chicotada na dgua, e &
assim projectado a wmas 20 i ou mais de distdncia, indo o flagelo
encontrar-se, novamente incurvado, em posigdo simétrica da primeira.

Em preparagfes fixadas pelos vapores de #cido dsmigo e mon-
tadas sem ulterior coloragdo, aparvece o plasma homogéneaments
corado de megro, com exclusiio de uma vesicula esférica na porgao
posterior junto 4 insergdo do flagelo (fig. 2, ¢, Est. I). Nao existem
pois goticulas gordas no seio do citoplasma como nas outras espé-
cies. A gordura aqui impregna homogéneamente todo o plasma.

Quanto & vesicula desprovida de substéncias gordas é facil por
em evidéncia a sua natureza em preparagoes fixadas por misturas
que ndo contenham édcido ésmico. Trata-se de um nicleo esférico,
muito volumoso (confronte as dimensdes com as da fig. 45, Tst. IV),
desprovido de nucléole e com a cromatina, sob a forma de granula-
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¢des, irregularmente disposta & periferia, como que incrustando a
membrana nuclear.

Em alguns zodésporos, raros, encontramos dois ntcleos (fig. 2, b,
Est. I). Em outros, também pouco freqiientes, dois flagelos, implan-
tados lado a lado. Os dois fendémenos, porém, nunca coexistiam.
Nada nos leva a admitir que tais factos sejam a conseqgiiéncia de
uma prévia conjugacdo. Inclinamo-nos de preferéncia para a hipé-
tese de que deve tratar-se aqui de fenomenos teratologicos.

Os primeiros estados que encontramos, depois déste de zodsporos
em vida livre, estéio representados nas figs. 5 e 4, Est. II. O para-
sita encontra-se ja instalado no interior da sua hospedeira. Perdeu
o flagelo; os contornos, mais ou menos regulares, sio nitidos, a-pe-
sar-da falta de uma membrana propria; assim, o plasma do parasita
e da célula parasitada estremam-se com facilidade.

A membrana nuclear existe sempre, mas por vezes tdo ténue que
ge vé com extrema dificuldade. O nucleoplasma é menos granuleso
que o citoplasma. i

Aonde porém as modificagdes de estrutura mais se acentuaram,
foi no arranjo da cromatina. Ksta, com efeito, em vez de continuar
distribuida pela membrana nuclear, acha-se agora condensada em
um volumoso nucléolo, esférico, homogéneo e muito siderdfilo. Fora
desta massa, muito pouca cromatina, e essa distribuida em pequeni-
nas granulagdes, geralmente encostadas 4 parede do nucléolo (figs. 4
e B, Est. II).

Nao nos fol possivel encontrar estados intermedidrios entre os
representados nas figs. 2 e 5. K de presumir porém que a croma-
tina, distribuida & superficie do nticleo, se vd reiinindo pouco a
pouco no interior, até formar um nucléolo com o aspecto do da
fig. b.

A medida que o parasita se vai desenvolvendo, vdo o nticleo e
| 0 nucléolo aumentando também de dimensdes, bem como a quanti-
dade de cromatina. A fig. 3 representa um estado posterior aos das
figs. 4 e 5. Nao existe ainda uma membrana a envolver o esporo.
O plasma déste aparece vacuolizado, talvez pela acgio dissolvente
do liguido de Schaudinn sébre certas reservas. O nticleo sobressai
agora como um corpusculo de contornos muito bem definidos; mas
a quantidade de cromatina extra-nucleolar é ainda insignificante.

Se éste glébulo primédrio vai agora transformar-se na inicial de
um sore de esporéngios, vemo-lo envolver-se de uma delgada mem-
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brana e aumentar consideravelmente de volume, até atingir um dia-
metro de 110 a 120 . (fig. 6, Est. II).

O plasma, nas fixagdes pelo Schaudinn, apresenta-se esponjoso
mas quési desprovido de proteinas de reserva. As grandes malhas,
que formam por assim dizer o esqueleto do citoplasma, continham
reservas gordas que o fixador dissolveu, mas que o dcido 6smico
poe em ev1denum com grande nitidez. O ntcleo chega a atingir as
dimensdes extraordindrias de cérca de 40 p, com um nucléolo de 18
a 20 1. de didmetro. Sdo estes talvez os maiores niicleos até hoje
observados nos fungos.

A cromatina porém ji se ndo encontra exclusivamente impre-
gnando o nucléolo. Por todo o niicleo se véem, homogeneamente
distruibuidas, massas crométicas de contornos irregulares.

0 estado de célula inicial madura, que a fig. 6 representa, ¢
relativamente freqiiente. Raros os estados intermédios entre as
fizs. 3 e 6. Como, por outro lado, nos nao foi possivel encontrar
nenhuma figura de divisdo do nicleo primério da célula inicial, so-
mos levados a concluir que o$ fendmenos se hio-de passar sensivel-
mente assim: 1.° Uma fase de crescimento rapido até a maturagéo
da inicial dos soros; 2.° Uma paragem no desenvolvimento, cuja
duragdo ndo podemos avaliar; 8.° Uma fase muito rdpida de multi-
plicag@o nuclear.

Se porém o glébulo primdrio, em vez de se transformar na ini-
cial de um soro de espordngios, vai dar um esporo de resisténcia,
as coisas passam-se de maneira diferente. Em lugar da membrana
simples e delgada de ha pouco, forma-se agora uma espéssa e dupla
membrana envolvente (fig. 8, Est. IT). O esporo atinge também
dimensdes muito considerdveis mas o sen nucleo fica sempre menos
volumoso que o da inicial dos soros. O plasma oferece um aspecto
diferente, menos esponjoso, contendo, além das reservas gordas
que o fixador dissolveu, muitas granulacdes proteicas que a hema-
toxilina cora de negro, mais ou menos acinzentado, conforme o grau
de diferenciacdio. O nicleo ndo chega a atingir 30 p de didmetro.
Possui uma membrana bem aparente e grande ntumero de granula-
¢bes cromditicas pequenissimas e irregularmente distribuidas pelo
nucleoplasma. Em todos os nucleos se vé um nucléolo, considera-
velmente mais pequenc que o da inicial dos soros (conf. fig. 6), mas
igualmente siderdfilo. Na maior parte dos esporos maduros, vé-se
ainda, junto do nucléolo e formando como que um gomo déste, um
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segundo corplisculo de menores dimensdes, contornos perfeitamente
circulares, que a hematoxilina cora intensamente de negro. Hste
-corpusculo, de dimensdes muito varidveis, parece formar-se 4 custa
do nucléolo.

Se nos tivesse sido possivel empregar a fixacdo e coloracio de
Flemming, teriamos procurado ver se éste segundo corpisculo in-
tranuclear tem precisamente as mesmas afinidades para os corantes
que o nucléolo. Igunalmente impossivel segnir o seu destino ulterior,
porquanto nunca conseguimos obter a germinacdio dos esporos de
resisténcia.

O que podemos porém afirmar é que, seja qual for a verdadeira
natureza, origem e fungbes déste corptisculo, nio se trata, de nenhum
modo, de uma formagio andloga ao Kerngeriist, que, nas espécies
aonde tem sido encontrado, se apresenta com aspectos inteiramente
diversos (figs. 9 a 18, Est. III). Por isso lhe chamaremos, provi-
soriamente e até que novas investigagdes melhor esclaregam o pro-
blema, nucléolo acessério.

Delxemos 0 esporo de resisténcia no estado de completa matura-
¢do e voltemos & célula inicial dos soros para seguirmos o seu de-
genvolvimento.

A-pesar-de termos cortado muitas dezenas de blocos e de termos
examinado cuidadosamente milhares de cortes, nunca conseguimos
observar qualquer das fases de divisio do niticleo primério. Ou en-
contrdvamos a célula ainda no estado uninucleado, sem que o seu
nucleo mostrasse indicios de préxima divisdo, ou famos encontrd-la
Jé no estado de soro plurinucleado, pelo menos com uma diizia de
nicleos disseminados pelo plasma, e todos, sensivelmente, das mes-
mas dimensdes.

Este dltimo facto, em contradigdo com as observacdes de Ste-
vens (07) sébre o S. decap.:ens, e talvez também sdbre o S. papillatum,
contraria de certo modo a hipétese da existéncia de uma amitose do
nticleo primério.

Seja porém como for a divisdo déste — uma mitose ou uma ami-
tose, — deve passar-se filo rapidamente que em tantos milhares de
cortes estudados néo foi possivel observé-la uma tnica vez! K
possivel até que as divisGes se passem de preferéncia durante a
noite, determinadas por condigdes muito particulares de iluminacio
e temperatura.

Os soros de esporingios mais atrazados que cONseguimos ver,
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tinham j4 mais de uma diizia de nicleos secunddrios, mas encontra-
vam-se ainda muito longe do perfodo de formagéo dos septos. Estes
nteleos secundérios eram, como dissemos acima, sensivelmente das
mesmas dimensdes e apresentavam-se com aspecto muito diverso
dos que Stevens nos mostra nas figuras 2 e 3 do sen trabalho (07).
Os no$sos nticleos secundérios possuem, além do nucléolo, muita
cromatina disseminada sob a forma de granulagdes de contornos
regulares. Também nfo encontrdmos no plasma do soro as forma-
¢des asterdides de que fala Stevens, nem vimos vestigios de mitoses.
Ainda que néo tenhamos assistido & divisdo do niicleo primario,
nem @0 pouco as primeiras divisdes dos micleos secundarios, o
aspecto e as dimensdes déstes, nos soros mais atrazados, inclinam-
-nos para a hipétese de que tais divisdes sejam do tipo mitético,
como pretendem Kusano e Stevens (03). Com efeito, os niicleos
secundérios mais atrazados que se encontram, sdo relativamente
muito volumosos (8 a 10 i de diAmetro), todos, pouco mais ou me-
nos, das mesmas dimensdes, e possuem, além disso, uma estrutura
complicada — membrana nuclear, nucléolo e abundantes granulagdes
de cromatina. Aspecto muito diverso oferecem os niicleos prove-
nientes de divisdes amitéticas; sdo mais pequenos, de dimensdes,
em geral, bastante diferentes e, principalmente, com uma estrutura
muito mais simples, como teremos ocasido de ver dentro em breve.
Deve pois haver no 8. papillatum um primeiro periodo de multi-
plicagio nuclear por meio de mitoses regulares. A &ste segue-se
agora um outro de multiplicagio amitética, que vamos descrever.
Quando os soros contém proximamente 40 a 50 niicleos, as di-
mensdes déstes variam entre 5 e 8. O numero de granulagdes de
cromatina anmenta consideravelmente dentro do niicleo, amontoan-
do-se primeiro em volta do nucléolo (figs. 21, 20, 17, 24, Est. IIT),
que perde pouco a pouco a sua colorabilidade, espalhando-se depois
pelo plasma do nticleo. Ao mesmo tempo que isto se passa, a mem-
brana nuclear vai-se tornando cada vez menos aparente (figs. 24, 25,
91, Est. III) até que por fim deixa de ser visivel. Os contorros
do micleo percebem-se ainda, mercé da diferenca de aspecto e de
colorabilidade entre o nucleoplasma e o citoplasma. As granulagdes
cromaticas aproximam-se da zona limitante, acumulam-se al e vio
pouco a pouco emigrando para fora da primitiva drea nuclear sob a
forma de cromidias (figs. 17, 19, 20, 25, Est. III). Estas dissemi-
nam-se agora pelo citoplasma, isoladamente ou em grupos (figs. 23,

FRES SR




!
|

o6

24 e 16) mais ou menos compactos. Convém porém advertir que na
fig. 16, além das cromidias, oriundas dos nicleos, se encontram nu-
merosas granulacdes de proteinas de reserva, que a hematoxilina
cora também de negro, ainda que com um tom mais claro que a cro-
matina.

¢ Qual o destino destas cromidias assim dispersas pelo citoplasma?
¢ Que vai ser déstes nticleos tdo empobrecidos agora de cromatina?

Antes de respondermos a estas preguntas, vejamos o aspecto que
oferecem os soros no estado que supomos, pelo niimero e dimensdes
dos niicleos, imediatamente posterior (figs. 26 e 27, Est. IV).

No seio do citoplasma encontramos ainda numerosas cromidias,
mas de diferentes dimensdes; as maiores sdo bastante mais volumo-
sas do que as que vimos hd pouco emigrando dos nticleos e encon-
tram-se, muitas vezes, rodeadas de uma zona areolar, mais clara
que o plasma envolvente.

A semelhancga de tais formagGes com as representadas por Ste-
vens (07) na sua fig. 2, ¢ manifesta. Consideramo-las como repre-
sentando diferentes estados da formacio de novos nicleos. As cro-
midias grandes que se véem nas figs, 26 e 27 envolvidas por uma
zona hialina, podem muito bem ter resultado da agregacio de outras
mais pequenas e, de comégo, dispersas. Nesta hipdtese, tais cromi-
dias viriam & dar o nucléolo dos novos nicleos.

Ao lado destas formagdes, que supomos nticleos em via de orga-
nizag#o, outros nijcleos se encontram, j4 com a sua estrutura defini-
tiva, mas de menores dimensdes que os das figuras 16 a 25. A
transicdo dos primeiros para os segundos é ficil de conceber. Pe-
quenas granulagdes cromaticas agrupar-se-iam em determinados
pontos (figs. 16 e 23) dando origem a formacio de cromidias maio-
res; em volta destas, por retrac¢io do plasma envolvents, formar-
-se-1a’ como que um vactiolo, ainda nfo limitado por membrana
propria; tais formagdes passariam entdo a funcionar como centros
de atracgdo, agrupando & sua volta as pequenas cromidias distribui-
das na vizinhanca (fig. 26); finalmente uma membrana se individua-
lizaria na regido de contacto dos dois plasmas heterogéneos e o novo
nucleo encontrar-se-ia formado. Repare-se, especialmente na fig. 27,
na transigdo qudsi insensivel entre as dimensées do nucléolo e dos
granulos de cromatina intranuclear.

Assim, apés um primeiro periodo de multiplicagio nuclear por
melo de mitoses regulares, sobreviria um outro periodo de multi-
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plicagfio irregular, por um processo andlogo ao que Griggs (pag. 40)
descreve sob o nome de hetorosquise.

Quanto aos niicleos representados na fig. 16, é natural que, resol-
vendo-se em cromidias, venham a desaparecer completamente em
um perfodo em que novos nicleos se encontram j4 formados no
plasma do soro. Kssa talvez a razdio porque se nao encontram
estados acariéticos.

Stevens (07), ainda que admitindo a existéncia de uma fase de
multiplicagiio atfpica, imaginava-a de modo diferente. Nao havia
propriamente emissdo de cromidias, mas um esfacelamento simul-
tineo do nticleo primario e dos primeiros nicleos secundérios em
agregados nucleares com o aspecto de morulas (Vid. fig. 3, f.—
Stevens, O7) que 86 depois se separavam, espalhando-se pelo plasma
do soro.

A tinica formagfio que encontrdmos, que de algum modo faz lem-
brar a mencionada gravura de Stevens, representdmo-la na nossa
fig. 28 (Est. IV). Nao se trata porém, como ao primeiro exame su-
pusemos, de um agregado de niicleos, mas sim de um nicleo tnico,
consideravelmente maior que os outros do mesmo soro, envolvido
por uma membrana, contendo sete granulagdes com o aspecto de
nucléolos e vérias outras de menores dimensdes. Para mais acen-
tuar a divergéncia entre a nossa formagdo e as mérulas nucleares
de Stevens, repare-se que estas aparecem nos primeiros periodos da
evolugido dos soros, emquanto que aquela faz parte de um soro em
estado adiantado de desenvolvimento, com ntcleos bastante peque-
nos e numerosos. Em volta, outros nucleos se estio formando
ainda 4 custa de cromidias errantes.

A observagao déste facto 1solado niio nos permite um juizo sdbre
a origem e destino déste grande ntcleo. 1 possivel que tenha re-
sultado de um processo anémalo de agregagdo cromidial e se venha
a resolver em novas cromidias, ponto de partida de futuros nucleos.

O que pretendemos frisar é que as nossas observagdes néo conﬁr-,

mam de nenhum modo a doutrina de Stevens, de multiplicagio nu-
clear por esfacelamento simultineo e subsegiiente formagdo de mo-
rulas.

Nio assistimos & formagio dos septos em preparagdes fixadas e
coradas. Apenas uma ou outra vez conseguimos observar noe vivo
aloguns soros que pareciam estar ainda incompletamente septados.
Tais observagdes, porém, sio extremamente dificeis, mercé da pouca
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transparéneia da espéssa camada de pigmento que fica entre o soro
e a parede da galha. Quiz-mos todavia parecer que os septos come-
cavam a formar-se da periferia para o cenfro, segundo o processo
que Harper descreveu pela primeira vex.

As dimensdes dos soros e 0 numero de esporingios que contém
variam dentro de largos limites. Os maiores atingem 110-130 p. de
didmetro e incluem pelo menos 20 a 26 esporéngios. Séo os que
se formam no interior de células epidérmicas dos caules tenros, do
peciolo e limbo das félhas — os tinicos até agora conhecidos. Além
déstes porém encontramos nés outros mais pequenocs (50 p de dia-
metro, em média) e apenas com 8 a 10 esporangios (fig. 7, Est. II),
desenvolvendo-se nas células das estipulas.

Entretanto a multiplicagio nuclear tem continnado. O ntmero
de nticleos aumenta consideravelmente, o seu volume diminui em
propor¢io, mas no aspecto e estrutura assemelham-se ainda aos da
fig. 28, Est. IV (ao alto, a esquerda). :

Nesta altura deo desenvolvimento Intervém uma mitose, que pre-
cede imediatamente a formacdo dos zodsporos e que se afasta, sob
muitos e importantes ponfos de vista, de todas as até agora descri-
tas para o género Synchytrium.

Os nnicleos em repouso tém proximamente 2 p. de didmetro (fig. 29).
Possuem um nucléolo volumoso, nma membrana muito nitida e, en-
costadas & face interna dest-a,— NUMEerosas gra.nulaq,ﬁes de eromatina.

Os primeiros sintomas da divisdo consistem na reducdo, a quatro,
do ntmero destas granulagdes cromaficas (fig. 30). Tal reducdo
pode explicar-se ou pela concrescéncia dos grénulos primitivoes, ou
pela dissolugéo parcial déstes, ou ainda pela coexisténcia dos dois
fendmenos, pois que as granulagdes de cromatina das figs. 30 e 31
sdo sensivelmente maiores que as da fig. 29.

Dissolve-se agora a membrana nuclear, antes que tenham aparecido
quaisquer vestigios de fuso (fig. 31). As fibrilhas déste s6 se diferenciam
depois, no seio do citoplasma.

Na metafase (figs. 32, 33 e 34) os quatro cromosomas globosos dis-
pdem-se em uma placa equatorial regnlar. O fuso apresenta a forma
de um duplo cone cujos vértices sdo ocupados por pequenissimos
centriolos, corados de megro pela hematoxilina. ¥m volta déstes
néo se véem centrosferas nem dsteres; o plasma apresenta-se nessas
regides perfeitamente homogéneo. Ao lado do fuso, sempre o nucléolo,

- No comego da anafase (fig. 35) a distdncia entre os dois polos
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do fuso conserva-se ainda a mesma. Os dois grupos de cromosomas
filhos separam-se, deixando no espaco intermedidrio fibrithas acro-
méticas bem visiveis. A medida que a mitose prossegue, Vio-se
afastando os cromosomas e com éles os centriolos (figs. 86, 87 e 38),
alongando-se muito o fuso que chega a atingir o dobro do compri-
mento primitivo.

Os cromosomas filhos, separados durante muito tempo, acabam
por se fundir em uma massa tnica (fig. 39) antes de terem atingido
os polos.

Até esta altura encontra-se sempre, ao lado de cada figura de
mitose, um nucléolo inalterdvel. De repente, em vez de um nucléolo
86, aparecem-nos dois corpusculos mais pequenos (fig. 40) com todo
o aspecto de provirem da divisdo do nucléolo das figuras anteriores.
Estes nucléolos filhos afastam-se agora num do outro, aproximam-se
das massas cromdticas em marcha para os polos, e acabam por se
fundir com elas (figs. 41 e 42). A porgic intermédia do fuso dis-
solve-se, nada indicando que a substéncia das fibrilhas se va incor-
porar no futuro nicleo.

Terminada a divisdo, os novos nucleos apresentam o aspecto de
massas compactas, homogéneamente coradas de negro pela hemato-
xilina (fig. 43). Os seus contornos tornam-se mais regulares e um
pequeno vacuolo se forma no centro. A massa nuclear —mixto de
cromatina e de plastina -— distribui-se 4 superficie, primeiro por uma
forma irregular (fig. 44), depois mais regularmente (fig. 45). Assim
se forma a membrana nuclear, que é, por conseqiiéncia, de origem
plastino-¢cromédtica como todo o niclec. Nao ha pois intervengao
de cariodermatoplasto, nem se véem formacdes asterdides em qual-
quer fase do desenvolvimento dos soros.

Quanto ao isocronismo das mitoses dentro de cada esporéngio,
de que largamente nos fala Bally, devemos dizer que o ndo encon-
trdmos de um modo regular. As excepgdes séo freqiientes. No
mesmo esporéngio onde estava o mucleo da fig. 32, outros nicleos
havia em ropouso e em profase. :

O processo de divisio que descobrimos nos niicleos do 8. papil-
latum compartilha assim dos caracteres da mitose e da amitose, e
afasta-se notavelmente dos processos até agora descritos para as
outras espécies do género.

Com efeito: a eromatina de que véo formar-se os cromosomas
nao provém directamente do nucléolo, mas existia jd, muito antes,
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no nucleoplasma; o fuso néio é de origem intranuclear e os seus
polos sdo ocupados por dois pequenissimos eentriolos; o nucléolo
assiste 4 divisdo até qudsi ao fim da anafase, bipartindo-se entdo e
indo os dois nucléolos filhos juntar-se is duas massas de eromoso-
mas; a membrana nuclear forma-se por vacuolizagdo do ntcleo &
custa da substéncia plastine-cromdtica que o compde.

Além do incontestédvel interésse morfolégico que apresenta a des-
coberta de tais factos, um interésse porventura maior nos oferecem
pelas conclusGes que déles é legitimo tirar sob o ponto de vista filo-
genético. Reservamo-nos porém para tratar o assunto em seu tempo
e lugar préprio (Cap. V).

Os niicleos representados na fig. 45 correspondem ao estado de
maturagdo dos espordngios (fig. 7, Est. II). Sao por isso muito
freqiientes os soros nesse estado, que representa uma paragem no
desenvolvimento. Qs zo6sporos, 8sses s6 se formam apés a imersdo
em dgua, sendo a sua evolugfio muito rdpida. Até hoje ainda
ninguém conseguiu observar as modificagdes citolégicas que acom-
panham o seu desenvolvimento, desconhecendo-se, por exemplo, a
origem o processo de formagio do flagelo. -

Da comparagdo dos ntcleos dos zodsporos (fig. 2, Est. I) com
os dos esporangios maduros (fig. 45, Est. IV) ficilmente se dedu-
zem as alteragdes que se produziram no decurso da germinacio.

A camada homogénea de substancia plastino-cromética que forra
interna e regularmente a membrana nuclear, fragmenta-se agora,
forma grénulos irregulares e dispersos, que pouco a pouco irdio coa-
lescendo e acumulando-se no interior até apresentarem o aspecto
de um nucléolo central (fig. 5, 4 e 3).

Aceiio sobre o hospedeiro

Os primeiros sintomas de reaccio do hospedeiro sébre o parasita
sdo de ordem citolégica.

Antes da hipertrofia das células atacadas, comecam o8 nicleos
a alterar-se sob a excitagdo resultante da presenca do parasita. As
suas dimensdes aumentam considerivelmente, chegando a atingir,
na primeira fase de desenvolvimento do glébulo primério, um volume
superior a éste. A nossa fig. b (Est. IT) representa i direita um
esporo de S. papillatum recentemente instalado na sua célula hospe-
deira; & esquerda, o ntcleo desta, muito hipertrofiado, com um
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nucléolo enorme e granulagdes de cromatina muito mais abundantes
e volumosas que no estado normal.

As alteracdes provocadas no niicleo nem sempre acompanham de
uma maneira regular o desenvolvimento do parasita. Assim, ao
passo que o glébulo primdirio da fig. 3 (Est. I) representa incontes-
tavelmente um estado ulterior ao da fig. b (Est. IT), o ntucleo da
célula hospedeira apresenta-se, no primeiro caso, qudsi no estado
normal (4 direita do parasita, em baixo) emquanto que no segundo
se encontra ja profundamente modificado.

Para melhor compreensio das figuras convém explicar que os
nticleos destas células hospedeiras, no estado normal, sdo fusifor-
mes, contém um nucléolo pouco volumoso e numerosas granulagdes
cromdaticas, pequenas.

O ntcleo da célula parasitada, na fig. 3, foi cortado transversal-
mente e a seccdo ndo apanhou o nucléolo, emquanto que na fig. b
foi cortado qudsi longitudinalmente.

Tais discordancias entre a evolugdo do parasita e dos nicleos
das respectivas hospedeiras, atribuimo-las nés ao facto de serem
mais rapida e profundamente modificados aqueles nucleos que vie-
ram ao contacto do glébulo primdrio, sendo a acgio a distdncia
necessariamente menos enérgica. A fig. 4 vem ainda em reférgo
desta conclusdo. Representa uma célula atacada simultdneamente
por dois zodsporos, em um estado de desenvolvimento ulterior ao
da fig. 5 e anterior ao da fig. 3. Pelo que respeita aos nticleos das
células hospedeiras, o da fig. 4 é de todos o que apresenta mais
profundas alteracdes, ndo so por estar em contacto com os parasitas
mas ainda por estes serem dois. A membrana nuclear dissolveun-se;
j& se nio véem vestigios do nucléolo; o niicleo encontra-se reduzido
a um agregado informe de granulagbes siderdfilas, em estado de
manifesta degenerescéncia.

Dagui em diante as modificagées do nticleo sio mais lentas e
menos acentuadas. Quando a inicial do soro atingiu o estado de
maturacio, o nicleo da hospedeira vé-se como uma massa de’ con-
tornos irregulares que a hematoxilina cora muito intensamente
(fig. 6, Est. II, ao alto, entre a membrana do parasita e a da cé-
lula infectada).

Mais tarde, nos soros maduros e prontos para a deiscéncia
ainda se percebem vestigios do nicleo, em avangado estado de de-
generescéncia (fig. 7, Est. I, por baixo do soro).
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Nas galhas que contém esporos de resisténcia, as modificagdes
produzidas no ntcleo pela presenca do parasita sio do mesmo
género : fenomenos de hipertrofia, seguidos de degenerescéncia e
incompleta digestdo nuclear. Simplesmente aqui os fendmenos
de desagregacio manifestam-se mais tardiamente, conservando os
nucleos a membrana e o nucléolo até as galhas afingirem as
suas dimensdes definifivas, Por fim acabam por se transformar em
uma massa granulosa que fica incrustando a parede externa do
esporo.

Nunca encontrdmos vestigios do sistema de canais intranucleares
que Guttenberg (08) descreveu. Todavia a acgdo digestiva do para-
sita é agui incontestdvel, ainda que a substincia dos ntcleos ataca-
dos ndo seja completamente absorvida.

Pelo que respeita & reaccio do citoplasma da célula hospedeira
sobre o fungo, o que ha de mais notével a mencionar é o apareci-
mento de um pigmento difuso, vermelho-cereja, do tipo das anto-
cianas. Nao podemos precisar rigorosamente a época da sua forma-
¢ao. Sabemos que ndo aparece sendo depois que a célula hospedeira
comecga a hipertrofiar-se; mas encontramo-lo em galhas ainda muito
jévens.

Sob a acgdo dos fixadores, o pigmento, e provavelmente ainda
outras substdncias que se encontram dissolvidas na dgua dos vacto-
los, precipita e aparece depois nas preparacdes sob a forma de
pequenas granulacdes negras (figs. 6 e 7, Est. II).

Fenémenos de dissolugdo das membranas celulares do hospedeiro
e formago conseqiiente de simplastos — como os descritos por
Kusano no §. puerarinze —nao se encontram no nosso caso. Nas
galhas que contém esporos de resisténcia a acgao do fungo limita-se
a celula infectada. Nas ontras, onde se formam os soros de espo-
rangios, hd, na verdade, uma ligeira excitagio, provocada pelo pa-
rasita, sobre o conteudo das células vizinhas, excitacdo que se traduz
por uma pequena hipertrofia do nticleo e da prépria célula, nunca
acompannada de fenémenos de divisdo on de desenvolvimento de
substéncias pigmentares.

Quanto a forma das galhas sabe-se, desde a primitiva deserigdo
de Farlow, que elas sdo de dois tipos: umas piriformes, papilosas,
contendo wm on mais esporos de resisténcia; outras esféricas, lisas,
ineluindo um sé soro de esporéngios.

As nossas observagoes corroboram inteiramente a diagnose de
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Farlow. Nao encontramos galhas de esporos de resisténcia lisas e
obovadas como as da variedade Marlothianum de Magnus. Por outro
lado podemos afirmar que as galhas piriformes do S. papillatum que
se formam sébre o E. moschatum, nao apresentam mna base aquele
adelgacamento anular, descoberto por Magnus, que possibilita a
queda das galhas, por rutura da regido basilar da parede, nas formas
parasitas do E. cicutarium e da outra espécie desconhecida de fro-
dium do Cabo da Boa HEsperanca.

Tal facto afigpura-se-nos tanto mais importante quanto o podemos
considerar como mais um argumento em apoio da hipdtese de Mag-
nus, que considera a caducidade das galhas como uma adaptagio &
biologia especial do K. cicutarium, cujas folhas ndo caem durante o
inverno. Com efeito o K. moschatum &, entre nés, planta quasi
sempre anual. A medida que novas folhas se véo formando, as
mais antigas murcham, secam, caem a terra e pulverizam-se ou pu-
trefazem-se conforme o grau de humidade do solo. Para que os
esporos de resisténcia se encontrem nas condigdes dptimas de ger-
minacido ndo é pois necessdrio que as galhas se destaquem do hos-
pedeiro, como acontecia no caso do E. cieutarium.

Independentemente desta discordéncia com as observacdes de
Magnus, que as diferentes condigées biolégicas dos hospedeiros pa-
recem explicar, num outro facto descobrimos e do mais alto interésse.
Nao s6 as galhas de esporos de resisténcia sdo diferentes, na forma
e dimensdes, das de soros de espordngios, como estas ainda néo
sao todas do mesmo tipo. Além daquelas galhas esféricas, grandes,
contendo muitos esporingios e emergindo acima do nivel da epi-
derme, que Farlow e Magnus descreveram e desenharam (fig. 1,
Est. I), outras existem, com aspecto e tamanho mmito diferentes.
Estas tltimas aparecem exclusivamente nas estipulas, emquanto que
as primeiras se formam, como se sabe, nas células epidérmicas dos
caules novos, do peciolo e limbo das folhas.

As galhas de soros das estipulas atingem, em média, 50 p. de
diémetro, ou seja menos de metade das das f6lhas (fig. 7, Est. 1I).
Emergem pouco acima do nivel das células vizinhas; possuem soros
pequenos, com um reduzido numero de esporangios e afastados uns
dos outros. Distingnem-se apenas, no tecido da estipula, pela sua
coloragdo tipica.

Mais adiante teremos ocasiio de nos referirmos novamente ao
facto, a propodsito da biologia do parasita, e al exporemos a nossa
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maneira de ver sdbre os factores que determinam a existéncia déstes
dois tipos de galhas de soros.

Biologia

2 O Synchytrium que encontramos em Portugal, parasitando o E.
moschatum, é ou nio uma espécie nova ?

Morfologicamente vimos jé que o fungo, agora descoberto, cabe
perfeitamente dentro da diagnose de Farlow para o S. papillatum,
Rste facto, porém, apenas nos permite afirmar que se nao trata de
uma espéeie morfoldgica nova. ¢ Mas, nio estaremos em presenga
de uma nova espécie bioldgica ?

Como jé tivemos ocasido de afirmar, a propoésito dos trabalhos
de Liidi e de Rytz, o exame dos caracteres morfolégicos néo ¢ sufi-
ciente para a destringa das espécies. Para que dois Synchytrium,
encontrados sébre hospedeiros diferentes, possam ser considerados
como pertencendo & mesma espécie, ndo basta a coincidéncia da
forma e dimensodes; é necessario ainda que se prove que cada um
deles é susceptivel de parasitar o hospedeiro do outro, conser-
vando-se inalteraveis os caracteres morfologicos do fungo e das
galhas.

Na Califérnia o S. papillatum aparece exclusivamente sébre o
E. cicutarium, planta ali introduzida da Europa. Sdbre o FE. mos-
chatum, que também l4 existe, igualmente introduzido, nunca o fungo
foi encontrado.

Pelo contrario em Coimbra e arredores, sendo os dois hospedeiros
muito fregilentes, apenas aparece parasitado o E. moschatum.

A simples constatagdo de tais factos ndo permite porém tirar
conclusdes seguras, tanto mais que nunca encontrdmos lado a lado
as duas espécies de Krodium, uma infectada e outra nao.

Para resolver cabalmente o problema torna-se indispensdvel a
realizacdo de inoculacdes experimentais. Depois de virias tentativas
infrutiferas nesse sentido, dada a dificuldade de obtencio de zods-
poros, estamos actualmente realizando movas experiéncias de infec-
¢do, sem que até agora tenhamos obtido quaisquer resultados posi-
tivos.

Quanto aos exemplares oriundos do Cabo da Boa Esperanga,
nem ao menos se sabe, porque Magnus o nio diz, sébre que espécie
de Erodium foram encontrados, Pela forma das folhas (Magnus, 93,




fig. 1) deve ser um hospedeiro diferente do de Farlow e do nosso;
possivelmente o F. incarnatum, cujas foélhas se assemelham as da
gravura de Magnus e é endémico no Cabo.

Experiéncias de inoculagio, feitas com zodsporos desta variedade
Marlothianum, sébre o E. cicutarium e o E. moschatum, seriam do
meals alto interésse, ndo sé para o esclarecimento do aspecto siste-
matico do problema como ainda dos aspectos biolégico e ecolégico.

No estado actnal dos nossos conhecimentos o que se nos afigura
mais prudente & considerar o Synchytrium, agora descoberto em
Portugal, como pertencendo a espécie papillatum de Farlow, até que
infeccdes experimentais, levados a cabo com éxito, possam langar
uma nova luz sébre a questdo. K registar o aparecimento de um
hospedeiro ainda ndo conhecido,

O E. moschatum, abundantissimo em Coimbra e arredores, &
planta quési sempre anual. As sementes passam o verdo na terra
e germinam ai pela segunda quinzena de setembro, apés as primei-

-ras cliuvadas anunciadoras do Outono. Em fins de setembro e
principios de outubro ja a planta é por aqui muito freqiiente.

Liogo que apareciam os primeiros pés do hospedeiro, inicidvamos
as nossas pesquizas, nos lugares aonde o fungo costumava desen-
volver-se, afim de determinarmos a época precisa do seu &pa.rer:i-
mento. Os exemplares mais precoces que conseguimos ver, encon-
tramo-los a 4 de novembro.

Pode pois assentarss em que o fungo, nas condigdes climatéri-
cas de Coimbra, comega o seu desenvolvimento pela segunda quin-
zema de outubro.

A principio os exemplares parasitades sio muito raros. Mas o
ntmero de galhas contendo esporos de resisténcia é, desde coméco,
muito considerdvel ; encontram-se sensivelmente tantas galhas de
soros quantas as de esporos de resisténcia,

A percentagem déstes ultimos vai porém aumentando sempre &
medida que a estagdo avanga; de tal modo que em fevereiro e margo
J& s@o raros os soros de espordngios (menos de 10Y/ em relagio aos
esporos de resisténcia).

Em fins de maio encontra-se por aqui o K. moschatum em plena
frutificagdio e o fungo entra na tultima fase do seu ciclo evolutivo.
O ntimero de exemplares parasitados é cada vez mais diminuto e as
galhas que néles se encontram sdo quasi exclusivamente de esporos
de resisténcia.

o
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Depois o hospedeiro seca e. morre, deixando na terra as semen:
tes que hdo-de germinar no Outono imediato (1).

De uma vez ainda conseguimos, nos ultimos dias de junho, en-
contrar um exemplar muito fracamente parasitado e so com galhas
de esporos de resisténcia. Normalmente, porém, pode dizer-se que
o perfodo de vida activa vai, para o fungo, de meados de outubro
a meados de junho; emquanto que o periodo de repouso abrange
quéasi exclusivamente o verdo (junho a outubro).

Para as outras espécies de Synchytrium poucas noticias encon-
tramos a respeito dos periodos de aparecimento e desaparecimento.
Parece-nos entretanto poder afirmar que a regra geral é inteiramente
outra, pelo menos para as formas da Europa central e setentrional
e da Ameérica do Norte — as mals numerosas e cuidadosamente es-
tndadas. Para essas o desenvolvimento comega, em geral, na pri-
mavera. Se hé sucessivas geracdes de zodsporos, os soros de espo-
rangios que os produzem repetem-se pela primavera e pelo verdo
adiante, até tarde. S¢ depois aparecem os esporos de resisténcia,
40 aproximar-se 0 inverno. .

A prépria terminologia reforca esta afirmagao. Os alemdes cha-
mam, como j& vimos, aos soros de esporanglos, « Sommersori », e a0s
e§poros de resisténcia, « Wintersporen s (entre outras designagdes).
Quere isto dizer que os soros de espordngios so se enconfram de
verdo, emquanto que os esporos de resisténcia aparecem durante o
inverno.

Precisamente o contrétio acontece com a nossa espécie. O 8.
papillatum, entre nos, pelo menos, tem o seu periodo de vida activa
no inverno, quando os esporos das oufras espécies se encontram no
estado de vida latente. A medida que o verdo se aproxima, os es-
poros de resisténcia sdo cada vez mais numerosos. E o periodo de
repouso vem a cair precisamente no estio, época em que as oubras
espécies se encontram em plena actividade (Tobler, 1. c., pdg. 16).

A que atribuir semelhantes discordincias? ¢A um fenémeno de
adaptagio a diferentes condigdes de meio? Certamente; mas a nma
adaptacdo indirecta. Queremos com isto significar que quem se

(1) Na sua Flora de Portugal, diz o nosso querido Mestre sr. D. Anténio Pereira
Coutinho, que o E. moschatum (4 fylanta anual ou bienal gue floresce e frufifica de
margo a agisto. O exemplares gue por aqui temos encontrado sdo sempre anuais
e desaparecem em fins de junho ou, quando muito, nos comegos de julho.




67

adapta directamente 4s nossas condigdes climatéricas é o' hospe-
deiro; o fungo, ésse adapta-se as condigfes de vida da planta para-
sitada. g

Nos paises de invernos rigorosos (Europa central e setentrional,
América do Norte, ete.) as plantas anuais germinam normalmente
na primavera e frutificam no fim do verdo; as bienais e as perenes
passam o inverno mais ou menos cobertas por uma camada de neve,
sem formarem novas folhas. O inverno ¢ assim a estacdo fria e
séea, pois que a dgua no estado sélido é inutilizdvel para a vida
das plantas; emguanto que a primavera e, muitas vezes, o verdo,
sdo as estagdes temperadas oun quentes e htumidas. Os Synchytrium
que vivem em tals regides tém necessariamente que se adaptar as
respectivas condigdes climatéricas. Se sdo parasitas de plantas
anuals, durante o inverno nio tém hospedeiro. Se atacam plantas
bienais ou perenes, néo tém, durante a estagio fria, nem dgua no
estado liquido, indispensével para a germinagiio dos soros e disse-
minagao dos zoosporos, nem folhas novas, as tnicas, como se disse
jé, susceptiveis de serem atacadas pelos esporos.

Compreende-se assim que a biologia do fungo, em paises de
invernos rigorosos, niao podia ser outra.

Em Coimbra e arredores as condigdes sdo, porém, inteiramente .
diferentes. De inverno ndo hé neves; no yverdo pode dizer-se que
nio chove. Pelo que respeita as condices de liumidade da terra,
hd nma inversio de estagbes. A mossa estacio séca é o verdo; as
estagdes humidas sdo o outono, o inverno e, pelo menos, parte da
primavera.

S6 assim se compreende que uma planta anual germine em fins
de setembro ou comegos de outubro e frutifigue em maio, passando
o verio na terra sob a forma de sementes.

O parasita, por sua vez, adapta-se perfeitamente & biologia do
seu hospedeiro. Repousa durante o estio e multiplica-se activamente
no resto do ano. Ao contrdrio do que supuseram virios autores,
ndo é o frio que impede a germinagdo dos soros e disseminacio, dos
zoésporos, mas sim a falta de dgua no estado liquide e de hospe-
deiros em condigdes de receptividade, como o prova o facto de se
multiplicar activamente o S. papillatum de novembro a fevereiro.

Quanto ao aparecimento de dois tipos de soros de espordmgios,
contidos em galhas diferentes no aspecto e nas dimensoes, forman-
do-se uns exclusivamente nas estipulas e os outros nas félhas e
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caules tenros (cf. pags. 58 e 63), supomos ter encontrado a explica-
cdo do facto.

O que parece condicionar o tamanho e, consegiientemente, o n-
mero de esporéngios de cada soro, ndio sdo as dimensdes das res-
pectivas células hospedeiras, mas sim a riqueza destas e do tecido
subjacente em substéncias nutritivas.

Com efeito, as estipulas do £. mosehatum sdo formadas apenas
por duas assentadas de células, incolores; no interior de cada célula
adulta, um nicleo pequeno, nmas magras trabéculas de citoplasma
e um enorme vactiolo aguoso, ocupando qudsi todo o espago inte-
rior; nem reservas figuradas, nem possibilidade do sen tramsporte
fécil por falta de tecido condutor.

Nas folhas e nos caules, ndio s6 as proprias células hospedeiras
s&o mais ricas de plasma, como ainda e sobretudo a vizinhanga de
um tecido clorofilino subjacente, ricamente vascularizado e em plena
actividade elaboradora, ha-de necessariamente permitir nma nutrigéo
mais abundante e, conseqiientemente, um maior desenvolvimento do
parasita. Por isso os soros dos caules, do peciolo e limbo das folhas
atingem dimensdes que ultrapassam o dobro do volume dos soros
das estipulas.

Distribnicio geogrifica e lugar de origem

Dois problemas, igualmente importantes e qualquer déles de mui
dificil solugiio, se levantam quando, em uma carta do globo, se
marcam as regides aonde até hoje tem sido encontrado o parasita,

¢ Que planta deve ser considerada como hospedeiro primitivo do
8. papillatum 2

¢ Qual o lugar de origem do fungo e como se explica a sua actual
distribuicdo geografica ?

Recordemos stcintamente os factos.

O S. papillatum apenas foi encontrado até hoje em quatro regices
do globo, consideravelmente afastadas nmas das outras e sempre
separadas por extensas massas ocednicas. Em 1885 foi descoberto
na Califérnia; em 1893, assinalado nas Candrias e no Cabo da Boa
Esperanga; em 1923, novamente encontrado em Portugal.

Pelo que respeita aos hospedeiros, nao se apresenta o problema
menos complicado. Na Califérnia e nas Canérias o fungo parasita
exclusivamente o K. clcutarium. Em Portugal témo-lo encontrado
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apenas sobre o K. moschatum. No Cabo, o hospedeiro é uma terceira
espécie de Erodium, que ndo fol possivel a Magnus identificar. To-
davia, em qualquer destas quatro estagdes, encontram-se os dols
hospedeiros conhecidos do fungo.

Para melhor compreensiao do problema, vejamos primeiramente
qual a distribuicio geogréfica do F. cicutarium e do K. moschatum.

Tanto uma como outra, sdio plantas espontineas da Europa cen-
tral e regido mediterrnica, e daf originarias. Foram depois levadas
a quasi todo o mundo, encontrando-se hoje, como plantas introduzidas,
na Califérnia, no Cabo, nas Canarias, etec. (Knuth, 12).

Farlow (85), referindo-se ao problema em questdo, antes que o
8. papillatum tivesse sido encontrado fora da Califérnia, diz: « The
species is known only in Califordia, although Erodium cicutarium is a
common european weed, and occurs somewhat rarely as an introduced
plant in our Atlantic States. If the Synchytrinm is really, as it seems
to be an endemic species in California, one would expect to find it on
some other host than the Erodium, which is an introduced plant. »

A descoberta do fungo nas Candrias e no Cabo veio logo mostrar
que, contrariamente a0 que supunha Farlow, o 8. papillatum néo era
endémico na costa americana do Pacifico. Por outro lado, e ainda
contra as previsdes de Farlow, nunca o fungo fol emcontrado na
Califérnia sendo sébre o E. cicutarium, a-pesar-de existirem ali como
espécies endémicas o E. tewanum e o E. macroplyllum, e como planta
introduzida o E. moschatum (Knuth, 1. e.).

Magnus (93), depois de ter mostrado a sua discordédncia da hipé-
tese de Farlow, acrescenta: ¢ Synchytrium papillatum Farl, méchte
vielmehr ein in den siidlichen Lindern der alten Welt auf Erodinm weit
verbreiteter Pilz sein, der mit dem Erodium cicutarium nach Californic
iibergewandert ist. In der Heimat des Erodinm haben wir auch seine
Heimat zvw suchen. Ohne Zwelfel ist dieser durch seine purpurrothen?®
hervorragenden Gallen sehr awffallende Schmarotzer schon &fter gesam-
melt, aber verkannt worden. »

Na verdade, a hipdtese de Magnus é a que logo nos acode ao
espirito e se nos afigura mais légica. Desde que o parasita ndo 6
endémico na Califérnia, é natural que tenha sido introduzido com o
hospedeiro, da patria déste.

A descoberta do fungo em Coimbra vem dar maiores probabili-
dades de verossimilhanga a esta hipdtese.

Todavia, é caso para provocar nma justificada estranheza o facto
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de, na regido do globo mais antiga e cuidadosamente explorada pelas
maiores sumidades botanicas, um fungo, tio aparente pela coloracio
das galhas que determina, ainda, até hoje, niio ter sido mencionado.

Néo é impossivel que tal tenha acontecido, dada, sobretudo, a

diminuta dispersdo do parasita, que sempre encontrimos em peque-
nissimas estagdes, de alguns metros apenas de didmetro, e a'sua
relativa raridade; mas é sem divida estranho.

Bm Coimbra tem o fungo todo o aspecto de uma forma recente-
mente introduzida, pois apareceu pela primeira vez no Jardim Bo -
tdnico e suas vizinhangas, a uma disténcia de aquele sempre inferior
a uma légua. B possivel que tenha vindo, sob a forma de esporos
de resisténcia, juntamente com sementes de Erodium.

A nio aceitar esta hipétese, terfhmos que admitir que se trata
de uma forma recentemente adaptada a vida parasitdria, ou, pelo
menos, ao parasitismo dos Hrodium.

N&o se conhece mais nenhuma espécie de Synchytrium parasita
déste género. Na familia das Geraniaceae 36 ha uma outra planta
atacada pelos Synchytrium, o Geranium carolinianuin, stbre o qual
Clendenin descobriu em 1895 o S. geranii. Até agora o fungo s6
foi encontrado ao sul dos Estados Unidos (Luisidnia), nio muito
longe, portanto, da Califérnia. O hospedeiro, por sua vez, é origi-
nério da América.

Ainda que os caracteres morfolégicos do S. geranii se afastem
sensivelmente dos do S. papillatum, em especial no que respeita as
dimensdes dos esporos de resisténeia e dos soros, e sejam muito
diferentes as galhas provocadas sdbre os respectivos hospedeiros, a
hipétese de que se trafe do mesmo fungo, apresentando-se, em hos-
pedeiros diferentes, com caracteres discordantes, nio é inteiramente
_ para por de parte. Nunca se fizeram trabalhos de inoculagdo expe-
rimental com as duas espécies de Synchytrium em questiio, e nio
nos admirariamos de que tais experiéncias viessem demonstrar a
possibilidade de infectar o Z. moschatum ou o E. cicutarium com o
parasita do G. carolinianum, ou vice-versa, e, conseqilentemente, a
identidade das duas pretensas espécies de Synchytrium.

Em suma: os nossos conhecimentos sobre a distribuicio geogri-
fica do fungo sdo ainda incompletissimos. Tudo leva a crer que a
area de dispersdo do parasita deve ser muito mais vasta do que
aquela que lhe estd hoje assinalada,

Néo ha observagOes que permitam afirmar a existéncia, lado a




lado, de dois ou mais hospedeiros provdvers, em condigbes que favo-
recam a transmissdo do parasita, um déles largamente infectado e
os restantes absolutamente sios. Finalmente, as finicas experiéncias
de inoculagio até hoje tentadas com o 8. papillatum, foram as nossas;
e essas, com tdo diminuto éxito, que nem sequer conseguimos trans-
mitir experimentalmente a infecgio de um a outro hospedeiro da
mesma espéeie, a-pesar-de termos feito nesse sentido dezenas de ten-
tativas, em muitas das quais verificdmos préviamente a existéncia
de zodsporos na dgua de inoculagio.

De um tdo reduzido nimero de factos compreende-se que nio
seja possivel tirar conclusdes secientificas dcérea do lugar de origem
e hospedeiro primitivo do fungo que agora nos ocupa. 0 que se
pode é, sobre o terreno movedigo déstes conhecimentos vagos, cons-
truir o castelo de cartas de uma hipdtese fantasiosa e sedutora, mas
com poucas probabilidades de resistir ao sdpro das primeiras objec-
goes.

CAPITULO IV

Sistematica do Género Synchytrium

. Tobler (13), na sua monografia sébre os Synchytrium, considera,
das espdeies até entdo deseritas, 51 como pertencendo incontesta-
velmente ao género. Das restantes, imperfeitamente observadas,
12 sio espécies duvidosas, que, provavelmente, nada tém que ver
com os Synchytrium. Além destas 63, entre certas e proviveis, To-
bler execlui 8 como ndo pertencendo ao género.

2 Como agrupar, por suas afinidades, estas espécies? ;Que ca-
racteres nos hio-de servir de preferéncia para a determinagio de
tais afinidades ?

O primeiro esbogo de classificagdo que aparece, é o de Schréter
(70). Com as espécies até entdo conhecidas do género Synchytrium,
forma o autor trés grupos. !

1. Busynchytrium: Plasma amarelo-avermelhado; soros de espo-
ringios sobre o hospedeiro vivo e, por fim, ‘esporos de resisténcia.

II. Chrysochytrivm: Plasma amarelo ou avermelhado; formagao
imediata de esporos de resisténcia, que, apds um periodo de repouso,
sdo postos em liberdade e germinam, produzindo soros de esporingios.
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IIT. Leucockytrium: Plasma branco; em tudo o resto como os
Chrysochytrium.

Nesta data, jé Schroter conhecia numerosas espécies de Synchy-
trium; entre elas o S. stellariae e o S. succissae, que o autor colo-
CAV& 10 primeiro grupo com o . tarazaci. As restantes espécies,
com uma linica geragio de zodsporos por ano, colocava-as Schriter
nos dois restantes grupos, segundo a coloragio do plasma dos es-
poros. :

De Bary (84), que havia criado em 1863 o género Synehytriwm,
desdobra-o agora em dois novos generos — Husynchytrium e Pyeno-
chytrium — , manifestamente influenciado pelas ideas de Schriter,

O novo género Eusynchytrium corresponde ao grupo homénimo
de Schrdter; o Pycnochytrium abrange os Leucochytrium e os Chry-
sochytrium.

Com estes dois géneros e ainda com a Rozellu e a Woronina, for-
mava De Bary o grupo das Synchytrieae. Mas tal ol assificagdio ndo
dava uma idea justa do grau de parentesco entre os gquatro géneros,
pois que as afinidades entre os dois primeiros eram incomparavel-
mente maiores do que as de qualquer déles com os dois tltimos.

Como caracteres distintivos dos dois novos géneros, apresenta
De Bary os seguintes:

Gén. EUSYNCHYTRIUM. — Vérias geragdes de zoosporos seguidas do
aparecimento de formas hibernantes. Soros de esporingios exd-
genos (. stellariae) ou eudégenos (S. taravaci).

Gén. PYCNOCHYTRIUM. — Uma s6 geragio de zodsporos. Soros de
espordngios sempre exdgenos.

Para De Bary, o cardcter mais importante no ciclo evolutivo da
vida destas formas era a existéncia ou a falta de soros de verio in-
tercalados entre duas geragdes sucessivas de esporos hibernantes.
O processo de formacio, endégeno ou exogeno, dos soros de espo-
rangios, era para De Bary cardcter secundério.

A. Fischer (92) aceita o critério de Schréter e De Bary, mas
considera os Eusynchytrium e os Pyenochytrium como sub-géneros do
antigo género Synchytrium. No sub-género Busynchytrium separa ja
as formas de soros endégenos (S. taraxaci e 8. fulgens) das de soros
extgenos (S. stellariae e S. succissae), sem todavia introduzir para
éste ultimo sub-grupo qualquer designagio especial.
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Os Pycnochytrium sio agrupados segundo a cor do conteudo dos
esporos, a natureza das galhas (simplitia ou composita) e os caracteres
dos esporos. As suas ideas podem resumir-se abreviadamente no
seguinte quadro:

8, taraxact

enddgenos S f
Julgens
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 ex0genos § o o coissae
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simples
R ; 8. punctum
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8. mercurialis

Para Fischer, como para De Bary, o caricter mais importante

era ainda a alternéncia dos dois tipos de multiplicagido, por scros
de germinagdo imediata e por esporos de resisténcia.

Schriter volta a ocupar-se da sistemdtica dos Symchytriwm em
1897, no Engler’s Pflanzenfamilien. Aceita a scisdo do antigo género
em dois novos, como propusera anteriormente De Bary, mas com
um novo arranjo das espécies e um critério diferente na determinagio

das afinidades.

Os dois novos géneros, Synchytrium (em vez de

Eusynchytrium) e Pyenochytrium, ficavam formando, com a Rozella e
a Woronina, a familia das Synchytriaceae. O quadro que segue, mos-
trard mais claramente as ideas de Schriter s6bre a sistematica déste

grupo de fungos.
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O que choca desde logo neste novo arranjo é o desmembramento
do velho grupo dos Busynchytrium, até ai aceite sem discrepancias,
e a passagem conseqiiente dos Mesochytrium para junto de formas
que, no seu ciclo evolutivo, sd tém esporos de resisténcia. Quers
isto dizer que Schriter considera cardcter dominante o processo de
formagéo dos soros de esporingios e secundério a existéncia de soros
de germinacio imediata. A designagio de Mesochytrium significa
ainda que tais formas devem ser consideradas como estabelecendo
a transicdo entre os dois géneros, pois possuem em comum com os
Synchytrium (stricto sensu) soros de espordngios e esporos de resis-
téncia, & com os Pyenochytrium o processo de formacdo dos soros.

G. Tobler (13), depois de discutir largamente o problema, aceita
o critério de Fischer, mas modifica profundamente as designacdes
dos diferentes grupos e sub-grupos, sob o pretexto de que as até
entdo usadas nido sao suficientemente caracteristicas.

O seu sistema, comparado com o de Schréter, representa um in-
contestdvel retrocesso, pois a autora faz voltar o grupo dos Meso-
chytrium para junto de formas de soros endogenos, dando assim
importéncia primacial ao facto da existéncia ou ndo existéncia de
repetidas geracdes de zodsporos dentro de nm mesmo periodo vege-
tativo. A tinica vantagem que lhe reconhecemos & a do restabele-
cimento da unidade do velho genero Synchytrium.

Vejamos o seu quadro de classificacio do geénero.
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O que hé de novo aqui é a terminologia. A autora
designacoes dos sub-géneros, Pyenochyirium e Eusynchytrium, abso-
lutamente consagradas pelo uso de muitos anos, pelas de Haplochy-
trium o Pleiochytriwm (1). B emprega o térmo Busynchyirium, por
oposiciio a Mesochytrium, para designar um dos grupos do 1.° sub-

. wlnariae

. alpinwm

. anemones

. ariomalun
. globosum

. Holwagyi

. mercurialis

. Niesslii
. punctatum

. rubrocinctum

substitul as’

-género, dando-lhe assim um sentido restrito que se mao coaduna
com o sentido histérico e possibilitando confusdes absolutamente
desnecessdrias.

Por outro lado, a inclusdo do S. Holwayi no sub-género Haplochy-
trium nio se justifica, pois a autora reconhece (lve. cif., pig. bT) que

(1) Do grego haploos — simples; e pleion = miiltiplo,
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o fungo em questdio produz esporos de resisténeia e soros de espo -
ringios.

Do que fica exposto, claramente ressaltam os caracteres até hoje
considerados como mais importantes para o agrupamento das espé-
cies dentro do antigo género Synchytrium. 1.° Existéneia ou nao
existéncia de geragdes sucessivas de soros de espordngios entre dois
periodos de repouso, entre duas geragdes de esporos de resisténcia.
2.° Formagdo dos soros de ésporingios, no interior ‘ou no exterior
da célula inicial. :

Estes sdo, na verdade, os tinicos caracteres de que ainda hoje se
pode tirar partido quando se busca uma solugdo para o problema
das afinidades entre as espécies déste curioso género de fungos. A
forma- das galhas, que ocorre desde logo como um dos caracteres
mais salientes, ndo pode ser tomuida em consideragio mesmo por
querm se preocupe apenas com a elaboragdo de tabelas para a deter-
minagio fdcil das espécies, sem quaisquer objectivos de matureza
filogenética, pois Liidi demonstrou no seu espléndido trabalho (01)
que galhas produzidas no mesmo hospedeiro pelo mesmo parasita
variam por vezes de forma segundo o érgdo atacado ou segundo a
densidade da infeccdo. Assim no S. anemones, que Fischer conside-
rava de galhas compostas e ineluia por isso na sec¢io Composita dos
Leucochytrium, encontrou Liidi galhas simples, semi-compostas e com-
postas. O préprio Fischer, de resto, dava a éste caracter importin-
cia muito secunddria e s6 déle se servia para as tltimas dicotomias
das suas tabelas. Recorde-se aqui, de passagem, (Ue a8 NOSSAS
observagdes trazem um facto novo em apoio da tese de Liidi, pois
as galhas que os soros do S. papillatum produzem nas estipulas,
sao diferentes na forma, nas dimensdes e no niimero de esporangios
daquelas que se encontram no limbo das folhas on nos caules (vid.
pags. 63 e 67).

Quanto aos caracteres tirados da evolugdo citoldgica destas for-
mag,; ésses sim, que nos haviam de fornecer directrizes Seguras para

um agrupamento racional e scientifico das espécies de Synelytrivm.

Infelizmente, porém, pouquissimas tém sido cuidadosamente estu-
dadas sob ésse ponto de vista. Como vimos j4, o problema da evo-
lugao nuclear completa, fechando um ciclo, apresenta ainda lacunas
considerdveis e pontos que necessitam de ser esclarecidos, mesmo
naquelas espécies que, como o S. farazaci, o S, decipiens e 0 S, endo-

N




bioticum, tém sido mais persistentemente trabalhadas. Emquanto se
néo fizer para a maioria das espécies o que vimos fazendo com o
nosso S. papillatumn, a resolugio do problema filogenético hé-de ne-
cessariamente ser tentada as apalpadelas, como se anddssemos
jogando & « cabra cega s, A-pesar-de reduzidas e manifestamente
insuficientes, tém sido as investigagdes citolégicas e o conhecimento,
delas resultante, da evolu¢io nuclear, que tém permitido, como ve-
remos no préoximo capitulo, estabelecer pontos de contacto e graus
de parentesco para fora das fronteiras do género.

A falta de dados citolégicos precisos, ndo hd outro remédio sendo
irmo-nos contentando com os dois caracteres citados e que até hoje
t8m sido invaridvelmente utilizados na discussdo da sistemdtica dos
Synchytrivm.

De Bary, Fischer e Tobler consideram mais importante a exis-
téncia de soros de germinagdo imediata. Schroter, pelo contririo,
‘dé maior relevo ao facto dos soros se formarem endogena- ou exo-
genamente em relagdo a célula inicial de que provém. Mas nem
uns nem outro justificam seus pontos de wvista.

Seja-nos permitido, antes de nos pronunciarmos sébre o pleito,
fazer algumas consideragdes e rememorar certos factos que permitam
ao leitor ajuizar criteriosamente da importancia relativa déstes ca-
racteres.

Sem entrarmos, por agora, na discussiio do problema das rela-
coes do género Synchytrium com os outros seres vegetais ou animais,
recordemos desde jé que tddas as solugdes até hoje propostas admi-
tem ‘a proveniéncia necessdria destas formas de outras de vida aqui-
tica, saprofitas ou parasitas. Os Synchyirium podem pois ser consi-
derados como parasitas primitivos de plantas aquaticas que gradual
e progressivamente se foram adaptando, com os seus hospedeiros, a
uma vida anfibie, com periodos de emersdo cada vez mais largos,
até que lhes foi possivel viver sobre plantas essencialmente terres-
tres, nunca imersas e apenas de longe em longe banhadas pela dgua
das chuvas ou das neves. Assim, a existéncia de geracdes sucessi-
vas de soros de espordngios, formas essencialmente de multiplicacio,
entre dois periodos de repouso, é uma caracteristica da vida aqué-
tica, que se mantém nos parasitas de hospedeiros sujeitos a longos
periodos de imersdo (S. taraxzaci p. ex.) e desapareceu por completo
nas formas mais perfeitamente adaptadas & vida terrestre.

O nosso S. papillatum fornece um argumento valioso em auxilio
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desta tese. Vivendo, entre nds,. sobre nm hospedeiro normalmente
emerso e que; dispde apenas, 10s seus orgaos aéreos, da dgua das
precipitacdes atmosféricas, as suas formacdes de germinagdo ime-
diata encontram-se em manifesto declinio, pois aparecem em per-
centagem nsignificante relativamente &s formas de repouso, mesmo
na época do ano mais favordvel para o seu desenvolvimento. Se
atendermos a que tal facto se ndo d4, por exemplo, no §. tarazaci
e no S. endobioticum, aonde os soros de esporangios sio abundantis-
simos, pelo menos durante téda a primavera; se atendermos ainda
a que no 8. decipiens nem sequer se conhecem esporos de resisténcia,
tendo-se encontrado apenas até hoje soros de esporangios, a nossa
doutrina aparece assente em muito fortes probabilidades de verossi-
milhanga.

Admitida esta hipétese, como a mais l6gica dentro do estado
actual dos nossos conhecimentos, a existéncia de sucessivas gera-
¢6es de soros de esporingios, no decurso de um mesmo periodo
vegetativo, nio pode ser considerada cardcter de primacial impor-
tancia filogenética. A existéncia ou a auséncia déste tipo de Grgios
de multiplicagdo indicar-nos hd o grau de adaptagio as condicdes
de vida das plantas permanentemente emersas o a antigiidade relaiiva
da fase de transicdo da vida aqudtica para a vida terrestre.

E um cardcter fisioldgico e nao morfolégico. Os Pycnochytrium
(no sentido de Fischer) também apresentam o cardcter morfolégico
da existéncia de soros de esporéngios, provenientes da germinagao
dos esporos de resisténcia; simplesmente tém uma s6 geragdo de tais
soros, no decurso de um ciclo vegetativo completo, emguanto que 0s
Liusynchytrium (ainda no sentido de Fischer) possuem mais do que wmna.

Quanto ao segundo cardcter, o que respeita ao modo-de formagao
dos soros de esporéngios, j4 o easo é muito outro. Agui trata-se
realmente de dois processos diferentes na sua esséncia, morfolbgica-
mente bem distintos. Ou o soro de espordngios se forma no interior
da célula inicial, cuja parede s6 se rompe para dar saida aos zods-
poros; ou a germinagdo comega pela rutura da parede da eélula ini-
cial e saida do contetido desta, através da fenda formada, ainda no
estado uninuclear (cf, pdg. 8, fig. 1); s6 entdo comegam a8 divisdes
do nucleo e formagio dos esporingios por septagido da massa plas-
matica primitiva.

O valor filogenético dos dois caracteres em questio & pois mani-
festamente diferente. E agora escusado seria talvez acrescentar que

¢ ot
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consideramos muito mais importante, sob o ponto de vista sistemd-
tico, o eardcter morfoldgico do processo de formagiio dos soros que
o cardcter fisioldgico da existéncia de vérias geragdes de zodsporos
no mesmo periodo vegetativo.

¢ Que significado devemos atribuir a éste tipo de formagio exé-
gena dos soros ?

Admitida a hipétese acima exposta, da derivacio dos Synchytrium
de'formas de vida aquética, a posiciio relativa das espécies dentro
do género deve ser tal que nos venham a ficar no t6po da escala os
tipos mais bem adaptados as condigdes de vida das plantas perma-
nentemente emersas. Por conseqiiéncia, na base do género, formas
como o . endobioticum e o 8. taramaci, com sucessivas geracdes de
z00sporos no mesmo periodo vegetativo; ao cimo, o grupo dos Py-
cnockytrium (no sentido de Fischer) com uma sé geragio de zodsporos
entre dois periodos de repouso.

Ora, a consideragio do processo de formagdo dos soros néo so se
adapta inteiramente a esta conclusio, como vem em apoio da dou-
trina sobre a qual ela assenta.

Com efeito, o processo mais simples de formagio dos soros é o
endigeno; e & ésse, precisamente, o que nos aparece nas formas
consideradas da base (grupo dos Eusynchytrium de Tobler). Nas
formas superiores aparece-nos, pelo contréirio, o processo mais com-
plexo de formacdo exégena dos soros (Pycnockytrium de Fischer).

Note-se ainda que a formagdio exdgena dos soros niio é apenas
um cardcter de maior complexidade morfoldgica. A aquisi¢io déste
processo represenfa, em nossa opinido, uma vantagem para a disse-
minagdo da espécie, que facilmente se pode relacionar com a adap-
tagdo 4 vida terrestre.

Nos parasitas de plantas freqiientemente imersas, como o S. tu-
rapegel, ou nos que atacam orgdos subterraneos e estdo por conse-
qiiéncia em contacto permanente com a humidade do solo, como o
S. endobioticum, os zobsporos encontram-se nas condi¢ées mais favo-
réyeis para a sua formagdo e disseminagio. Correspondentemente .
aparecem aqui 0S processos mais primitivos e que menos favorecem
a germinagdo dos soros e a disseminagdo dos zobspores. Aqueles
formam-se no interior da célula inicial e ai permanecem até 4 eclosio
dos zodsporos; estes partem das células atacadas do hospedeiro
ainda vivo e véo infectar outras células da mesma planta ou de
plantas vizinhas. '




Nas formas superiores do género, mais perfeitamente adaptadas
4 vida terrestre, ndo s desapareceram, como vimos, as sucessivas
geragdes de zodsporos, mas o0s soros de esporangios nunca se for
mam sdbre o hospedeiro vive. Os esporos de resisténcia, que lhes
dio origem, ou se destacam com as respectivas galhas dos drgéos
atacados (Magnus, 1. ¢.) ou caem com estes a terra, e siao postos em
liberdade por putrefaccio dos tecidos do hospedeiro. Depois, dis-
seminados pelos ventos como poeiras, ou arrastados pelas dguas das
chuvas para os lugares onde estas convergem e se acumulam, ai germi-
nam, produzindo um soro de esporidngios exdgeno, nas condigies de
maior exposigdo, isto é, nas mais favordveis portanto para a disse-
minacdo pela dgua. i

(omo tipos de transicdo entre as formas inferiores e superiores
do grupo aparecem-nos o S, stellariae e o S. succissae (Mesochytrium),
com caracteres mixtos entre os Husynchytrium e os Pyenochytrium.
Em comum com os primeiros, parasitas de plantas fregiientemente
imersas, mal adaptados & vida terrestre, possuem vérias geragdes
de zodsporos no mesmo periodo vegetativo e soros de esporingios,
provenientes do desenvolvimento daqueles, germinando no interior
da célula parasitada, sdbre o hospedeiro vivo; e com os segundos
tém o caracteristico processo de formagido exogena dos soros. Infe-
lizmente, nio se conhece, ao eontrario do que afirma De Bary (I. c.,
trad. ingl. de 1887, pag. 168), o modo de germinagio dos esporos
de resisténcia de qualquer das espécies de Mesochytrium; e, a-pesar-
-do interessante trabalho de Rytz, pouco se sabe ainda da evolugéo
citolégica déste curioso grupo de formas intermediédrias.

Quanto ao desmembramento do antigo género Synchytrium em
dois novos géneros, como pretenderam primeiro De Bary e depois
Schroter, ndo nos parece aconselhdvel. De resto, os préprios par-
tiddrios désse desmembramento ndo estdo de acoérdo, como vimos,
nem no critério em que hi-de assentar, nem, por conseqiiéncia, na
reparticio das espécies dentro dos dois novos agrupamentos. E é,
por outro lado, incontestivel que, dentro das Chytridiaceae, os Syn-
chytrium nos aparecem como um todo bem homogéneo, como um
grupo natural de incontroversas afinidades, apresentando suas for-
mas extremas bem ligadas por ininterrupta cadeia de pegas interme-
didrias.

Por isso, e ainda por razdes de ordem tradicional, muito de res-
peitar em todo que se prende com a sistemdtica, somos de opinido
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que deve conservar-se a unidade do género que De Bary criou em
1863. E se, nesta matéria, f{6sse permitido & nossa insignificdncia
propor alguma coisa, esquematizariamos nossas opinides no quadro
que segue, em gue procuramos respeitar, tanto quanto o permitem
as mais recentes investigagdes, o arranjo tradicional, e onde conser-
vamos integralmente a terminologia que o uso consagrou.

I 8. endabioticum
S, tarazxace

8. fulgens

8. tricophylum

. | Soros de esporfingios enddgenos. Repetidas gera-
¢des de zodsporos,

sub-gén. Busynehytrinm

8. geranii

| S. papillatum

I 8. stellariae

IrReyetiEtas geragies de zodaporos ‘ S, Holwayi
Mesochytrium 8. succissae
8. Wurthii

Gén. SYNCHYTRIUM

[ 8. aureum (lato sensu)

Soros S, aurantiacum
de esporfingios
exégencs, amarelo S, laetum
sub-gén. Pyeno- ou S, myosotidis

e]l.y'h'h;m ayermelhado | 8. péfificum
_Cf"y sochytrium 5. polentillae
Uma s6 geragiio 8. punctum
de zodsporcs. -
Conteitido
dos esporos |
\ de resistémcia S. alpinum
S. anemones

4 | 8, ulmariae

S. anomalum

incolor 8. globosum
Leucochytrium | S. mercurialis
8. Nieaslii
8. puictatum
&, rubrocinctum

A ‘posiedo relativa das diferentes espéoies o grupos de espéeies
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dentro do género, poderia grosseiramente representar-se no segninte
asquema :

S. endobioticum
|

S. farazact

5D

TR N
S. fulgens . 8. papillatum
0

Grupo do

S. succissae (incl. S, stellariae e

8. Hohwayi)

8. Wurthii
|

h
i

Grupo dos
Pyenochylrium

Justifignemos ainda alguns pontos de vista em manifesta discor-
dancia com opinides expostas por investigadores gue do género se
tém ocupado.

1.9 A inclusdo do S. endobioticum neste grupo de fungos e na
posigio que lhe assinaldmos acima, ndo significa desconhecimento
das conclusdes de Walter Bally. As razdes por éste apresentadas
para fazer voltar esta espécie ao antigo género Chrysophiyciis sdo:
@) Que nem Percival nem o A. encontraram mitoses dos nucleos
primérios do S. endobioticum, mas sim fenémenos nitidos de produ-
cdo amitGtica de nticleos secundédrios; emquanto que, para algumas
espécies de Synchytrium, Guttenberg (1), Stevens e Kusano demons-
traram a existéncia incontestdvel de mitoses dos nicleos primarios.
b) Que nos espordngios produzidos por germinagdo dos esporos de
resisténcia do 8. endobioticum nunca se viram mitoses, em qualgquer
fase do desenvolvimento, o que se ndo d4 para as espécies, sob ésse
ponto de vista investigadas, do género Synchytrium. c) Que o ataque
do S. endobioticum aos tecidos do hospedeiro e a sua penetragido nas

(1) 86 conhecemos o trabalho de Guttenberg, aqui eitado, através da referéncia,
alids desenvolvida, do Bof. Centralb. 1909, (vol. 111, pig. 224); mas nenhuma in-
dicagdo 14 encontrémos a respeito do processo de divisio dos niicleos primérios,




eamadas profundas, se faz por processos muito especiais, sem' pari-

dade com o que se passa nas outras espécies do género.

A isto, porém, poder-se-ia objectar: a) Que a prépria raridade
com que tém sido descritas mitoses nos ntcleos primérios, nos in-
dica que tal processo se ndo pode generalizar a todo o género e
muito menos servir de pretexto para a exclusio de qualquer espécie.
Néo hd nenhuma razéo para supdr que todos os Synchytrium dividam
mithticamente os seus nucleos primérios; pelo contrdrio, ha muito
sérias presuncgdes para admitir a existéncia de fenomenos amitéticos
nesses nticleos (cf., entre outros, Stevens (07) e os trabalhos de
Griggs). b) Que as investigacdes sdbre a germinagdo dos esporos
de resisténcia tém sido tdo reduzidas e tdo falhas de dados seguros
sObre os fenémenos nucleares que acompanham a formac#o dos zods-
poros, que seria arriscado fazer assentar quaisquer resolugdes sobre
factos tdo pouco esclarecidos. ¢) Que o cardcter respeitante ao pro-
cesso de ataque dos tecidos do hospedeiro, divergente na verdade
do que se encontra nos outros Synchytrium, nos nao pavece, por si
sd, bastante para a exclusido de uma espécie cujas caracteristicas
dominantes no seu ciclo evolutivo se adaptam inteiramente ao con-

“ceito tradicional do género (1).

O S. endobioticum apresenta, de resto, malores afinidades com e

'S. taraxact, do que éste com o grupo dos Pyenochytrium ou, até

mesmo, com os Mesochytrium. O préprio Bally o reconhece, guando
diz (I. c., pag. 127): « Damit soll natiirlich nicht geleugnet sein, dass
Beziehungen zu Synchytrium vorkanden sind, darauf hindeutet der ganz
Entwicklung gsganyg der Sporangiensori und auch im grossen Ganzen der
‘Bai der Kerne und ich bin geneigt, anzunélimen, dass sich Ohry:,ophly—
ctis phylogenetisch von Synchytrium ableitet. »

" Por outro lado, a inclusao do §. endobioticum no quadro do gé-
nero, se nio ha razdes fortes que a contra-indiquem, tem motivos

poderosos que a aconselhem. Além de que o seu ciclo evolutivo se

adapta inteiramente, como jé afirmdmos, ao conceito histérico do
género, a sua colocagio junto’ das outras espécies de Synchyirium

(1) O 8. puerariae, nfio 86 penetra no hospedeiro por um processo diferente das
outras es_pc,p'iea (através dos ostiolos estomiticos), como vai atacar, exclusivamente,
parénquimas incolores profundos, deixando indemnes a epiderme e o tecido clorofi-
lino subp.ccnte cujos meatos todavia tem de atravessar. A-pesar- -de isso nuneg
ninguém se lembrou de propér a sua exclusio do género, ;
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vem preencher wma vaga e facilitar a compreensio das afinidades e
relacdes de parentesco déste grupo de fungos. :

2.° A posicdo especial que marcamos ao S. fulgens justifica-a .
plenamente o modo de germina¢do dos seus soros (cf. Fischer (92);
pig. 50). HEstes, com efeito, ao germinarem, néo pdem logo em
liberdade os zo6sporos, como nas outras espécies do género; séio
os préprios espordngios que saem, por rutura da parede do soro, se
dispersam .« und liegen dann wie lose Uredosporen auf der Blattfliiche ».
S6 depois germinam deixando ‘sair os zoésporos que tem agsim um
raio de acgio muito mais amplo.

Fischer considera, muifo criteriosamente, &ste processo de ger-
minagio como um primeiro passo para a diferenciagio de conidios,
que ndo sio mais que esporingios adaptados &s condigdes de vida
das plantas terrestres, com dissemina¢do asrea e um periodo de
repouso entre a maturagio e a emissio de zodsporos.

O S. fulgens, tnica espécie em que até hoje se encontrou éste
curioso modo de germinagdo, tem, por isso, direito a um lugar
aparte, fora da linha de derivagdo filogenética das formas superiores
do género. :

3.° Contrariamente & opinido de Rytz (07, pig. 810) colocdmos
o S. Wurthii nos Mesochytriwm, como forma de ftransi¢io para os
Pycnochytrium.

Esta espécie, que Wurth descobriu em Java sobre o Gymnopeta-
lum cochinchinense Kurz, e Rytz estudou e descreveu minuciosa-
mente, forma apenas um tipo de esporos.

Estes tém paredes grossas como os esporos de resisténcia, mas
séio de germinagio imediata como os soros de espordngios dos Eusyn-
chytrium. Por outro lado, produzem soros exdgenos, no interior da
célula parasitada e sobre o hospedeiro vivo, como os Mesoelytrium.

Rytz inclui o fungo em guestdo no grupo dos  Pycnochytrium,
ainda que assinalando-lhe um lugar aparte, por suas caracteristicas
especiais. « Zu den Pycnochytrien ist der Pilz aber aus dem Grunde
zu rechnen, weil er nur Dauersporen bildetf, aus dennen dann die Sort
hervorgehen, dllerdings schon auf der lebenden Efianze. Die dicke Spo-
renhille scheint demnach eine Schutzvorrichtung gegen Austrocknen zu
‘sein », diz' Rytz, porquanto, « die infizierten Pflanzen standen auf
‘einem hohen Eisenbulndamin und erhalten daher kein anderes als Eegen-
wWassers. »

¢ Mas entfio o que & que caracteriza os esporos de resisténcia e




os distingue dos soros de esporingios? ;Serd a existéncia de uma
membrana espéssa que, neste caso, R}tﬁ € 0 pl‘lJILBllO a considerar
como aparelho de protecgio contra uma possivel excessiva dissecacio
do meio ambiente? ;Ou serd pelo contrdrio o facto de que os soros
de esporéngios sio formagdes de germinagio imediata, emquanto
que o0s esporos de resisténcia sdo orgaos hlbornavtes com um pe-
riodo ' de repouso prégerminativo ?

A solugdo do problema néo é simples, tanto mais que hé factos,
__ confessemo-lo honestamente—a que Rytz se nio refere e que,
todavia, podem ser chamados em reforco de um critério de que con-
tinuaremos discordando. B o caso do 8. endobioticum. Este produz,
como vimos, dois tipos de esporos: uns de paredes delgadas, ger-
minagiio imediata, formando no interior dois a cinco esporangios,
¢, s vezes, wm s6; outros de paredes grossas, dando sempre um s6
esporangio na germinagio, normalmente hibernantes, mas podendo tam-
bém germinar sem periodo de repouso intermedidivo.

Que significa isto? Significa que soros de esporangios e esporos
de resisténcia sao formacoes homdlogas. -

Os esporos hibernantes ndo sfio mais que células iniciais de soros
que, nio encontrando condigbes favordvels para a sua germinacio
imediata, se foram adaptando a uma vida sucessivamente menos
imersa, com mais prolongados periodos de repouso; e ao mesmo
tempo se foram espessando suas palades, como meio de defesa con-
tra as novas condigdes de vida.

Os esporos do S. Wurthii e, melhor ainda, os do S..endobioticum,
fornecem magnificos exemplos desta transigao.
~ Concluir porém dagui que o lugar do S. Wurthii ‘deve ser entre
0s Pycnochytrium, parece-nos, salvo o dewvido respeito, manifesto
desacérto. Os esporos-de tipo tinico desta espécie, germinando nor-
malmente sem periodo de Tepouso intermedidrio, estdo muito mais
préximos dos soros de esporangios que dos esporos de resisténcia.
E nao deve colocar-se nos Pyenochyiriwm nima espécie cujos soros se
formam sobre o hospedeiro vivo, facto que naqueles nunca se dd, mas
que é de regra nos Mesochytrium. Por 1ss0 o colocdmos entre estes,
ao topo do grupo, ja como forma de transi¢gio — e bem demonstra-
tiva — para os Pycnochytriwm, de cujo ciclo evolutivo desapareceram
definitivamente as sucessivas geragdes de zoGsporos. !
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CAPITULO V

Posigio e afinidades dos Synchytrinm

Nio é nossa intengdo tratar aqui desenvolvidamente o problema,
extraordinariamente complexo, das relagdes do género Synchytrium
com 08 outros organismos animais ou vegetais.

Para empresa de tamanha responsabilidade nos faltam, antes de
mais nada, competéncia e autoridade, qualidades estas que sd se
conquistam ao cabo de longos anos de investigagies especializadas
e pelo conhecimento directo da maioria dos grupos com os quais se
podem presumir relagdes filéticas.

Consideramos porém indispensével, como remate ldgico déste
traballio, expor a tragos largos o que se pensa da posigdo e afini-
dades dos Synchytrium e em que é que as nossas investigagdes po-
dem contribuir para esclarecimento do problema.

Nédo hé talvez, no campo da Biologia, questio mais cheia de
encantos e atractivos espirituais que esta do estabelecimento das
relagoes filéticas entre os diferentes grupos de seres vivos. B se ¢
certo que, para muitos désses grupos, reina ja hoje, entre os inves-
tigadores especializados, uma relativa unidade de vistas sébre o
problema da sua origem, ndo é menos certo que, acerca de outros,
estamos ainda muito longe de uma solugéo aceite pela maioria.

Néste ultimo caso estdo os fungos, em geral, onde o problema
das origens e relagdes se apresenta particularmente complicado. Os
diferentes critérios a que tem obedecido a sistemdtica déste grupo
de' plantas, a partir de meados do século passado, e as profundas
revolugdes a que tem sido sujeita a sua classificacdio, dio bem: idea
da evolugdo dos nossos conhecimentos a respeito da sua morfologia
e processos de reprodugio. :

Sachs Até a publicagiio do Lekrbuch der Botanil; de Sachs (68) o
1868 oritério dominante para a divisdo das Taléfitas era o da nu-
trigio. Os Fungos formavam por isso um grande grupo de plantas
saprofitas ou parasitas, por oposigdo as Algas, plantas de nutricao
holofitica.

A medida porém que novas descobertas se iam registando sébre:
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a morfologia dos aparelhos reprodutores déstes dois grandes grupos
de plantas, ia-se pouco a pouco radicando a idea de que existiam
muitas vezes afinidades maiores entre certas Algas e cerbos Fun-
gos do que entre representantes afastados de cada um déstes dois
grupos. Assim se comegaram aproximando as Chytridiaceae das
Palmellaceas, as Saprolegnieae das Siphoneae, as Mucorineae das
Conjugatae, Monoblepharis das Oedogoniae, os Ascomycetes das Flo-
rideae, ete.

Cohn e depois Sachs deram um grande impulso a estas novas
ideas apresentando um sistema de classificagdo das Talofitas que
vinha fazer uma verdadeira revolugio e se baseava exclusivamente
sobre caracteres morfolégicos dos érgaos de reprodugao, abstraindo
por completo do modo de vida dos respectivos seres.

Assim, Sachs considerava quatro classes de Talofitas: Protophyta,
Zygosporeae, Oosporeae e Carposporeae.

As Protophyta incluiam as Cyanophyceae, parte das Palmella-
ceno, os Schizomycetes e os Saccharomycetes.

As Zygosporeas compreendiam as Pandorineae, Hydrodictyeae,
Conjugatae, Diatomaceae, Myxomycetes e Zygomycetes.

As Oosporeae englobavam formas como Sphaeroplea, Vaucheria,
Volvocineae, Oedogonieae, Fucoideae, Saprolegnieae e Peronospo-
reae. : :

Finalmente nas Carposporeae ficavam as Coleochasteae, Flori-
deas, Characeae, Ascomycetes (com os lLiquens), Aecidiomycetes
(Uredineae) e Basidiomycetes.

Quanto 4s Chytridineae nio se pronuncia claramente Sachs a res-
peito da sua posigio e afinidades. Mas admite a possibilidade de que
possam vir a ficar entre as Zygosporeae, junto dos Myxomycetes.

Por muito disparatado que se nos afigure hoje um sistema que
separa em classes diferentes, por exemplo, as Pandorineae e as Vol-
vocineae, para colocar depois lado a lado, em uma mesma classe, os
Myxomyecetes, as Pandorineae, as Conjugatae e 08 Zygomycetes,
havemos de convir que um tal processo de agrupamento representou
manifestamente um progresso e constitiiiu um poderoso estimulante
para novas investigagdes, tendentes umas a alicergar em maior ni-
mero de factos a nova doutrina, outras a. provar a sua inanidade.

O critério de Sachs, sobrepondo caracteres de ordem morfolégica
aos de ordem fisioldgica, até entdo seguidos, representa uma reacgao
salutar contra uma tendéncia empirica e anacrdénica. Simplesmente,




Sachs foi demasiadamente longe, tendo apenas em linha de conta
os cavacteres tirados da configura¢do dos Orgdos reprodutores. 0
seu sistema desmembra grupos evidentemente naturais, apanhando
os ramos da arvore genealdgica das Taléfitas em diferentes alturas
do seu desenvolvimento e amputando-os, para os meter nas gavetas
de um sistema artificial.

De Bary De Bary (84) admite a possibilidade de trés hipdteses,
1884 inclinando-se de preferéncia para a primeira. -Assim as
Chytridieae, que incluem para o autor as Rhizidieae, Cladochytrieas,
Olpidieae e Synchytrieae, derivariam por regressio das Mucorinieae
e constituiriam o ultimo termo de uma cadeia regressiva e monofi-
lética.
Mugeorinieae
[Zygochytrinm (2]]
. i |
[ Rhizidieae

(Polyphagus)

{
Olpidieae

]

Chytridieae

|\ Synchytrieae

Em uma segunda hipétese as Chytridieae constituiriam ainda um
grupo monofilético, derivado das Protococcaceae por evolucdo pro-
gressiva conduzindo as Mucorinieae.

Mucorinieae
4
A Rhizidieae
e foi =
5.2
i Synchytrieae e Olpidieae

A

|
Protococeacene

(Charactum e Chlovochyirium)

Finalmente, De Bary admite ainda a possibilidade de uma ter-
ceira hipdtese, segundo a qual as Chytridieae seriam consideradas
como um grupo polifilético, derivando as Rhizidieae e as Cladochy-
trieae, por regressio, das Mucorinieae e Ancylistinieae, emquanto
que as Olpidieae e as Synchytrieae se ligariam talvez as Protocoe-
caceae,
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Por outro lado, De Bary aproxima, como vimos j& (cf. pig. 72),

dos Busynchytrium e Pycnochytrium os géneros Rozella e Waronina

de Cornu, formando com os .quatro o grupo das Synchytrieae, pro-
vavelmeube com o valor sistemdtico de uma familia.

Dangeard Dangeard (88) regeita terminantemente a idea de uma

Lt aproximagdo directa entre as Chytridiaceae e as algas
inferiores. Hstas, como os fungos, devem considerar-se derivadas
das Monadineae zoosporeae de Zopf (= Proteomyxiae zoosporida
de Delage) por evolugdo progressiva divergente., O modo de nutri-
¢do deve ter sido o ponto de partida da diferenciacio vegetal. Os
dois grupos divergem ab initio, sem anastomoses. Como formas de
transigio entre as Chytridiaceae e as Monadineae, admite Dangeard
0s seus geéneros Sphaerita e Micromyces, o primeiro uma Olpidiaceas
e 0 segundo talyez aparentado com as Synchytriaceae (Fischer, 92,
pég. 71).

Il a primeira vez que tal hipétese aparece, ainda que, ao tempo,
sem alicerces muito seguros. Duas ideas condutoras sdo todavia,
nesta altura, ja bem nitidas no espirito de Dangeard. Por um lado
o0 género Sphaerita deve ser considerado como uma forma de tran-
sigdo. Por outro lado o parasitismo vegetal ndo deve acarretar para
o0 parasita nma regressdo vegetativa, mas um desenvolvimento cada
vez malor do aparelho de nutricdo, ao contririo, como se sabe, do
que acontece com o parasitismo animal. Por isso podem perfeita-
mente as Chytridiaceae ser consideradas como um elo da cadeia
ascendente que liga as Monadineae zoosporeae aos fungos supe-
riores.

Fischer, . As ideas que Dangeard apenas eshbogara em 1888 apa-
1892 recem doepois metddica- e desenvolvidamente expostas na
obra de Fischer (92). Contra as opinides entdo dominantes de Sac-
cardo, De Bary, Brefeld, Zopf e outros, defende Fischer a doutrina
de que as Chytridiaceae devem provir das Monadineae zoosporeae
e servir de elemento de ligagio para os  Zygomycetes e Oomycetes.
E, sobretudo contra Cohn e Sachs, afirma a sua 'convieciio na uni-
dade dos Fungos, agrnpamento mc-noﬁletmo sem relagoes imediatas
com as. Algas,

A classe dos Phycomycetes divide-a o antor em trés ordens:
Archimyeetes (Chytridinae), Zygomycetes e Domycetas.
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Quanto & posicdo relativa e afinidades dos diferentes grupos de
Phycomycetes, o quadro que segue dara rapidamente uma nogio de
conjunto das ideas de Fischer. ;

Ustilagineae

f
Protomyces Oomycetes

A A

| |
Hyphochytriaceae Zygomycetes

(Cladochytriaceae) 4

Sporochytriaceae /

(Polyp]mgaecac) /
Rhizidiaceae -

/i

i

= Vi
/

Holochytriaceae
(Ancylistaceae)
5y
I

Micochytridinae

Lagenidium
Myzacytium

3 Synchytrium
Merolpidiaceae | o o .
{Synchytriacene) i Tolsdin

+
1

Monolpidiaceae ( Olpidium
(Olpidiaceae) | Sphaerita
1

Monadineae zoosporeae

Myzxochytri-

dinae
e R

Lagerheim A descoberta do Rhodochytrium Spilanthidis de Lager-

1893 heim (98), vem trazer um novo ponto de apoio aos que
defendem a doutrina da origem polifilética dos fungos a partir de
diferentes grupos de algas, por adaptacdo gradual e progressiva a
vida saprofitdria e parasitaria. -

Com efeito, ;deve o novo género Rhodochytrium ser considerado
como uma alga ou como um fungo? Sem plastideos nem clorofila,
levando uma vida completamente parasitiria, o micro-organismo de
Lagerheim é fisiologicamente um fungo. A sua morfologia e a sua
embriologia asseguram-lhe, por outro lado, um lugar incontestavel
entre as Protococcaceae, como ultimo térmo de uma série de suces-
sivas adaptacdes & vida endofitica. Assim as Phyllobiaceae (vid.
Oltmanns, 11T vol., 1923) constituem num grupo bem homogéneo, que,

S
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comegando no género Phyllobium com formas simplesmente enddfitas,
mas susceptiveis de nufrigio holofitica, nos vai conduzir, pelas Sco-
tinosphaera, até ao género Rhodochyirium, de nm parasitismo indis-
cutido.

Lagerheim considera por isso o novo parasita como uma forma
de transigdo entre as Protococcaceae e os Phycomycstes, correspon-
dendo o sistema rizoidal do Rhodockytrium ao micélio das Mycochy-
tridineae.

Sehriter Schroter (97) enfileira ao lado de Fischer. A aproxima-

1897 cab das algas e dos fungos e a conseqilente doutrina po-
Iifilética da origem déstes, baseia-se, diz o autor, em simples
semelhangas exteriores. Apds as importantes investigages de Bre-
feld e outros sébre a morfologia e a embriologia comparada de vérios
grupos de fungos «wird die Aufstellung eines Pilzsystems von einheitli-
chem Gesichtspunkte méglich, die Abteilung der Pilze von wmehreren
Stdmmen erscheint dadurch mindestens entbehrlich ».

As Chytridineae constituem para o autor uma sub-ordem da
ordem dos Oomycetes, na classe dos Phycomycetes.

As suas analogias com as Protococcoideae, por um lado, e, por
outro, com certos Flagelad{)s\ (particularmente do grupo das Mona-
dineae zoosporsae) tornam aceitdvel ao espirito de Schriter a dou-
trina da derivagdo, a partir de um tronco comum, dos trés grupos

de micro-organismos: Flagelatae, Chytridineae e Protococcoideae.
A Dentro dos fungos a evolugdo deve ter-se feito a partir das for-
mas inferiores, segundo determinadas directrizes: desenvolvimento
progressivo do micélio até & formag¢do de hifas tipicas ; transformagdo
dos ‘espordngios em ascos; aparecimento de conidios & custa de es-
poringios entravados no seu desenvolvimento; transformacio de
conidiéforos em basidios; e, dentro de cada grupo, desenvolvimento
de frutificagbes a partir de um primitivo entrelagamento -laxo de
hifas e transformacdo progressiva das frutificagdes abertas em fruti-
ficagdes fechadas. : )

Sao estas, em resumo, as ideas condutoras do sistema de Schréter,
que nio podemos tratar aqui com malor desenvolvimento.

Quanto. aos Myxomycetes — que o autor divide em Aecrasiae,
Phytomyxinae e Myxogasteres — ndo tem, na opinido de Schriter,
nenhuma ligacio com o resto do mundo das plantas. As tentativas
para o estabelecimento de uma transigio entre éles e os fungos




mais simples ndo deram resultados. K certo que algumas Chytri-
diaceae (Olpidium, Synchytrium) também ndo apresentam vestigios
de micélio e comecam o seu degenvolvimento por zoosporos, que se
transformam em grandes corpos plasmaticos, de comégo apenas en-
volvidos por uma delgada membrana que ndo limita o seu cresci-
mento. Tem-se pretendido comparar estes corpos com plasmadios
sem se ‘Teparar que ndo tém nenhuma analogia com os plasmédios
dos Myxomyecetes, formados por agregagio de muitas massas plas-
maticas. Além disso, tais psendo-plasmédios carecem de movimentos
amibdides (excepto na Reessia), um dos caracteres essenciais dos
Myxomycetes.

Tal é, resumidamente, o critério de Schréter.

Poder-se-ia porém objectar desde ja que as Phytomyxinae — que
o autor considera como fazendo parte da Divisdo dos Myxomycetes
— também carecem de movimentos amibéides nos seus plasmddios,
formados exactamente pelos mesmos processos dos pseudo-plasmé-
dios de muitas Chytridiaceae.

Entretanto encontram-se divididas as opinides. Os livros de
texto continuam espalhando e defendendo a dountrina, sedutora na
verdade, da existéneia de ligagdes estreitas e anastomoses freqiientes
entre as algas e os fungos. Os micologistas por outro lado s#o
quasi todos partidérios da doutrina oposta.

Atkinson Atkinson (09), em um magnifico trabalho de conjunto,

1909 procura demonstrar que a hipétese da derivagao dos Oomy-
cetes o Zygomycetes a partir dos Archimycetes e déstes, por sua
vez, de micro-organismos do tipo das Protococcoideae ou dos Flage-
lados (Protomastigineae), ¢ muito mais légica e adapta-se melhor
aos factos, que a hipotese contraria, da derivagio dos fungos a
partiv das algas, por regressiao vegetativa e adaptacdo & vida hete-
rotrofica.

Na impossibilidade manifesta de analisar detidamente as conclu-
sdes de Atkinson, limitemo-nos a resumir os seus pontos de vista
essenciais.

1. Ndo é admissivel que formas desprovidas de miecélio como
as Myxochytridineae tenham derivado, por regressio sob a influéncia
do parasitismo, de formas de micélio bem desenvolvido, como as Pe-
ronosporeae e as Saprolegniae. O desenvolvimento progressivo do
micélio representa nma vantagem para o parasita, que vé assim




aumentada a sua capacidade de nutricio. B, por outro ladd, as
plantas hospedeiras nio sdo tio sensiveis & acgio deletéria dos apa-
relhos sugadores dos seus parasitas como os hospedeiros animais.

E natural por conseqiiénecia supor que, como nas plantas auto- s
tréficas, o aparecimento de formas sucessivamente mais complexas
foi sendo possivel 4 medida que se foi desenvolvendo a capacidade
de nutricio.

2.° 0 fenémeno do diplanetismo dos zodsporos, que se apresenta
com tdda a clareza nas Saprolegniae, e se nido encontra nunca nas
algas, procura Atkinson, um pouco forgadamente, a sua origem nas
Chytridineae inferiores, com uma evolugdo progressiva através das
Ancylistaceae. Tal diplanetismo representa para o autor um obsté-
culo muito sério 4 aproximagdo tio comum das Saprolegniaceae
das Vaucheriaceae. 8

'8.% Alvariabilidade do nimero de flagelos, 4s vezes dentro da
mesma familia, ndo destréi o conceito de unidade nos Phycomycetes.
O aparecimento de zodsporos uniflagelados pode explicar-se: « either
by deriving the uniciliate ones from the biciate by one more division, or
by a halting in the process of division of the protoplasm by one step ».

Pelo contrario, pretender basear uma classificagio dos Phycomy-
cetes, & maneira do que se faz com as algas, sdbre o nimero de
flagelos dos seus zodsporos, conduziria aos mais estapafirdios re-
sultados.
i 4.° Sob o ponto de vista do aparecimento da sexualidade, for-
mam as Chytridineae o ponto de partida de nma série ascendente e
divergente, um ramo isogémico conduzindo aos Zygomycetes, outro
ramo heterogamico levando aos Oomycetes.

»

Pavillard - Pavillard (10), pondo em reléva os fenémenos citold-

1910 gicos descobertos poucos anos antes nos Synchytrium, faz
notar que fonomenos semelhantes se nio enconftram em nenhum
outro grupo de fungos, mas foram descritos nos Esporozodrios, o
que permite supor a existéncia de um estreito parentesco entre os
dois grupos. .

Bally Bally (11) considera como cardcter de primacial importéncia
AL facto de os Synchytrium se conservarem uninucleados até ao
fim do perfodo de crescimento, emquanto que no género Urophlyctis
(= Cladochytrium de Fischer) e em algumas Olpidiaceas as divisdes




nucleares acompanham o desenvolvimento do glébulo primario. Os
primeiros sdo até ao fim monoenergideos; os segundos, desde o
comégo, polienergideos.

Por isso distingue o autor nas Chytridineae duas séries: a dos
Synehytrium, por um lado, e, por outro, a das Olpidiaceae, Rhizidia-
ceae até aos Cladochytrium.

Sobre a origem filética desta segunda série néo se pronuncia
claramente Bally. A série dos Synchytrium considera-a derivada
dos Esporozodrios, entre os quais se encontram formas, como &
Eimeria Schubergi e a Adelea ovata, com ciclos evolutivos muito se-
melhantes ao dos Synchytrium, sdbre-tudo se abstrairmos da questdo
da conjugacio, que ainda néo foi descoberta neste grupo de fungos
inferiores.

Griggs Griggs (12), depois de ter trabalhado largamente na cito-
1912 jogia dos Synchytrium, retomou o estudo do Rhodochytrium
de Lagerheim, em um belo trabalho acompanhado de expléndidas
‘gravuras. O autor propée-se verificar se o estudo citoldgico déste
tdo discutido micro-organismo confirma a existéncia de um paren-
tesco entre as Protococcaceae e as Chytridineae.

Pondo de parte a existéncia de uma conjugac¢do isogimica 1o
-Rhodochytrium, que niio encontra paralelo no género Synchytrium, o
ciclo evolutivo dos dois micro-organismos assemelha-se na verdade
-estreitamente, mesmo em certas mintucias de ordem citologica:

« It is 'difficult to vmagine, acrescenta Griggs, that such peculiar
eytological features originated independently. If the cytology of the
other members of the Phyllobiae and of the genera closest to Synchy-
trium should fall into line with the evidence now available in Rhodochy-
trium, and Synchytrinm, it would make a strong case in favor of a
phyletic velationship between the two groups. But it would afford no
reason for supposing them closely related, for Synchytrium, appears to
occupy an isolated position. The gap whick separates it from Phyllo-
biae would appear to be of ordinal rank, and, at the same time, it is
generally recognized that it i3 far from most other Archimycetes. Nor
would it show that Synchytrium, was derived directly from Rhodochy-
trium or even from Phyllobiae. But it would indicate that these forms
may serve as « guide post pointing out the most probable location of the
evolutionary path followed by the ancestors of Synchytritim»,

b |
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Tobler Tobler (13) perfilha a opinido de Pavillard de que as Chy-

1913 {ridineae podem considerar-se derivadas dos Esporozodrios
pelo género Synchytrium. Por outro lado, a autora admite a exis-
téncia de relagdes estreitas com o género Chytridium, por intermédio
de formas como o 8. tarawaci, cujo esporo de resisténcia, ao ger-
minar, produz um sé esporangio; e, melhor ainda, pelo S. endobio-
ticum, que, além desta caracteristica comum com o S. tarazact, pro-
duz muitas vezes soros com um esporingio apenas e esporos de
resisténcia capazes de germinar sem um periodo de repouso inter-
medidrio.

Esbogados assim, rapidamente, os diferentes critérios por que
tem sido encarado o problema, vejamos o que se nos oferece dizer
sobre a posigéo e afinidades dos Synchytrium.

A existéncia de relagbes tfio estreitas com os géneros Woronina
e Rozella que permitam a inclusdo dos trés em uma mesma familia,
afigura-se-nos absolutamente improvada. Se outros obstdculos se
ndo levantassem contra semelhante critério, bastaria a existéncia,
na Woronina e na Rozella, de zodsporos biflagelados, deslocando-se
suavemente, sem os saltos zig-zagueados, tdo caracteristicos dos
esporos dos Synchytrium, para tornar ildgica e artificial uma familia
assim constituida.

Se, de acordo com Atkinson, julgamos que ndo pode dar-se, nos
Phycomycetes, famanha importincia ao nimero de flagelos dos
zoGsporos de modo que seja possivel basear sdbre ésse caracter a
formacdio dos grandes grupos, ndo vamos todavia tdo longe que
consideremos o facto de somenos importdncia para o agrupamento
dos géneros em familias. £ ; '

Mas hé outros e poderosos argumentos. Tanto a Woronina como
a Itozella sdo formas parasitas de fungos aguiticos; os agregados de
esporangios, laxos como na Worenina, ou unisseriados como na fo-
zella, ndo tém nunca uma membrana comum a envolvé-los, e bem
pouco se assemelham, a-pesar-de ordinariamente -designados pelo
mesmo nome, aos soros dos Synchytrium. Finalmente as formas de
resisténcia na Woronina sdo soros pluriesporangiados, emquanto
que na [Rozella e nos Synchytrium, com excepgio talvez do §. endo-
bioticum (cf. pag. 42), sdo verdadeiros esporos unicelulares,

As relagdes entre os trés géneros ndo sio de molde a permitir &
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sua inclusdio em uma unica familia. Os Synchytrium ocupam uma
posigio tdo isolada em re 13,(;.10 aos oufros *-‘\rc,hnnycetes que & per-
foitamente legitimo considerd-los como dnicos representantes da
familia das Synchytriaceae e criar para a Woronina e Rozella uma
familia nova. B : : :

Quanto ‘ao problema da origem dos Phycomycetes em geral e
dos Synchytrium em particular, analisemos rapidamente a verossimi-
lhanga das diferentes hipéteses apresentadas. '

Os que aceitam como boa a doutrina de gue os Archimycetes
devem ser considerados comio formas de regressio dos Phycomy-
cetes superioms, derivam estes, por sua vez, de diferentes grupos

cede, .Hmwbﬁepkaraa das Oedogomaceae Mubbimeae das Zyg nemaceaﬂ.
‘A-pesar-do diplanetismo dos zoGsporos ‘dos Phycomycetes, a que
Atkinson deu tdo grande importancia, e das diferengas, por vezes
consideraveis, que se encontram quando se cotejam os vérios orgios
dastes grupos de plantas, ficam ' ainda, entre os respectivos ciclos
evolutivos, tamanhas analogias, que é dificil admitir que umas e
outras se tenham originado e evoluido independentemente, que tais
semelhangas sejam o resultado fortuito de uma simples evolugdo
paralela em andlogas condiqoes mesolégicas. Assim, principal-
mente, o caso das Vaucheriaceae e das Saprolegniae:

Todavia, mesmo que tenhamos de admitir a doutrina da filiagao,
total ou parcial, dos Phycomycetes superiores, nos grupos mais
altamente diferenciados de Cloroficeas, ou nas Conjugadas, isso
nfo implica de nenhum modo concordancia com a segunda parte da
hipotese. Os Archymycetes nio podem ter derivado, por regressio,
dos’ Oomycetes e Zygomycetes, como provaram brilhantemente, pri-
meiro Dangeard, e depois Atkinson. Ou o grupo dos Phycomycetes
deve ser encarado como um todo homogéneo, monofilético, que, par-
tindo de organismos inferiores, evoluiu pelos Archimycetes até aos
Oomycetes e Zygomycetes; ou devemos considerd-lo como um agre-
gado heterogéneo, polifilético, de dois ou mais grupos diferentes,
cada um déles com sua linhagem independente.

A primeira hipétese, da derivagdo dos Archimycstes a partir de
fungos filamentosos, deve pois ser posta inteiramente de parte.

Dos que defendem a doutrina da existéncia de relacdes estreitas
entre 08 Archimycetes e as Protococcaceae, parecem-nos particular-
mente dignos da nossa atehgido os'traballios de Liagerheim e de Griggs.
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A descoberta do género Rhodockytrium foi alegremente saiidada
por Lagerheim, como uma prova indiscutivel da existéncia de for-
mas de transigio entre os Phycomycetos e as Cloroficeas.

As minuciosas investigacdes citoldgicas de Griggs ndo confirmam
porém, segundo éle préprio afirma, a existéncia de relacdes estreitas
entre os Rhodockytrium de um lado e os Synchytrium do outro. Nos
vamos mesmo mails longe, e afirmamos que o trabalho de Griggs
nos conduz necessariamente a rejeitar, por impossivel, a idea de uma
aproximacdo filética entre os Archimycetes e as Protococcaceae.

Com efeito. Os zodsporos do Rhodochytrium tém dois flagelos,
1mpla11tddos no polo anterior, pigmentado pelo hematocrémio, do
corpo do esporo; possuem freqlientemente reservas hldt'ocarbonadas
sob a forma de griios de amido, com os caracteres quimicos e &
estrutura fisica’ do amido das algas verdes; deslocam-se suavemente,
sem saltos bruscos e zig-zegueados, e conjugam-se ﬁ'&qi’lentemente
como se féssem isogAmetos. Ao contrdrio dos Synchytrium, é o Rho-
dochytrium sempre parasita intercelular, desprovido, é certo, de clo-
rofila e de plastideos durante todo o ciclo evolutive, mas acumu-
lando abundantes grios de amido, formados no seio do plasma sem
intervengio de quaisquer elementos figurados.

Por outro lado, a afirmagio de Griggs de que «the cytology of
Rhodochytrium bears a sérong resemblance to that of Synchytrium » nio
sabemos realmente em que possa basear-se. Na verdade o autor
nao encontron nada de semelhante 4 t&o caracteristica multiplicagao
nuclear dos Synchytrium por emissio de cromidias. As mitoses
também s6 vagamente se assemelham &s até hoje descritas para o
género Synchytrium; o ntmero e a forma dos Cromosomas sdo nos
dois casos bastante diferentes.

A hipdtese da derivagio dos Archimycetes (pelos Synchytr um) e
das Protococcaceae (pelas Phyllobiae) a partir de antepassados pro-
Ximos comuns, deve também ser posta de parte.

A idea da aproximagdo dos Esporozodrios, langada, ao que pa-
rece, por Haeckel (cit. por Pavillard), perfilhada e defendida por
Payillard e Tobler, precisada por Bally, parece-nos, pelo contrario,
assente em bases mais seguras, ainda que nio conhe¢amos directa-
mente os trabalhos modernos sbbre a citologia déstes micro-orga-
nismos, ; £

Se pusermos de parte a existéncia de uma conjugacdo nos Es-
porozodrios, que se nao encontra todavia em todos os grupos e que
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é muito possivel que venha ainda a descobrir-se nos Synchytriuin, as
semelhangas entre o ciclo evolutivo déstes e o de muitos Esporo-
zodrios sdo, na verdade, flagrantes.

Uns e outros sio parasitas intracelulares, que, desenvolvendo-se
no interior de uma célula hospedeira, se conservam uninucleados até
ao estado de célula inicial madura, ou de esquizonte adulto. Inter-
vém depois uma fase de multiplicagdo nuclear (esquizogonia), onde
sdo freqilientes os casos de formacgdo de novos niicleos por emisséo
de cromidias (Franga, (09), na Haemogregarina splendens Labbe;
Swarczewsky, (12), em uma Lankesteria, e muitos. outros que sé
conhecemos de citagdes). A esquizogonia termina nos Esporozodrios
pela formagio de merozoites, talvez homélogos dos protésporos dos
Synchytrium. Nos primeiros sdo os merozoites os agentes de disse-
minagdo, emquanto que nos segundos se teria intercalado uma fase
nova de germinagéo dos protésporos e formagao de zoosporos. Em
uns e outros intervém-depois uma fase de enquistamento — oocistos
nos Esporozoarios, esporos de resisténcia nos Synchytrium — fase que
possibilita uma disseminagdo aérea. Ao germinarem, 0s quistos das
Coccididae produzem esporos, no interior dos quais se formam
esporozoites. Nos Synchytrium os esporos de resisténcia dio origem
a espordngios, que, por sua vez, geram zoosporos. A -idea de que
0s esporos e esporozoites dos primeiros sejam formagdes homdlogas,
respectivamente, dos espordngios e zodspores dos segundos, salta
desde logo ao espivito como a mais-légica.

O paralelismo dos dois tipos de ciclo evolutivo, nunca até agora
postos lado a lado tdo concreta e minuciosamente, afigura-semos
incontestével.

Nao concluimos porém daqui pela derivagio dos Synchytrium a
partir de qualquer das ordens de Esporozodrios, mas sim pela exis-
téncia de um tronco comum aos dois grandes grupos de micro-orga-
nismos.

Finalmente, resta-nos analisar a doutrina de Dangeard e de Fis-
cher, da derivagéo das Chytridineae a partir das Monadineae zoos-
poreae (1).

Mas, antes de mais nada, sem que grupo de Monadineae zoos=
poreae se pretende filiar as Chytridineae?

(1) Este grupo das Monadineae zoosporeae foi eriado por Zopf (cit. por Schriter




Nio consegnimos averigus-lo, pois a hipétese vem exposta de
uma maneira bastante vaga, tanto nos auntores eomo nos ‘comenta-
dores. Entretanto, parece-nos que as afinidades que Dangeard e
Fischer julgaram ter encontrado entre as Monadineae zoosporeae de
um lado e as Chytridineae do outro, nio foram por intermédio das
Plasmodiophoreae. A Sphaerita, que Dangeard considera, pelas
Chytridineae, como forma de transicfio, tem um ciclo evolutive
muite mais proximo das Pseudospora do que das Plasmodiophora.

De resto o estabelecimento de um estreito parentesco entre as
Plasmodiophoreae e as Chytridineae sé podia basear-se em delicadas
investigacdes citoldgicas, todas posteriores a Dangeard e Fischer.
Aquele escreveu em 1888; éste em 1892. Emguanto que o que se
sabe da citologia das Plasmodiophoreas se deve principalmente a Na-
waschin (99), Prowazek (05) e Maire et Tison (09).

- Por outro lado Schroter, pouco depois (97), afirmava que os My-
; xomycetes —entre os quais incluia as Plasmodiophoreas sob a de-
$ signagio de Phytomyxinae — «haben in der ganzen #brigen Reihe
,i der Pfl. keine Verwandte» e sobretudo «keinen Anschluss nach oben

zeigen ». : .

Pois bem. As nossas investighcdes sdbre a citologia dos Synchy-
trium e, particularmente, a descoberta de uma divisio nuclear de
tipo mixto, partilhando ao mesmo tempo dos caracteres da mitose e
da amitose, nio s6 vem trazer & doutrina de Dangeard e Fischer ali-
cerces seguros, no campo citoldgico, mas provam ao mesmo tempo
a existéncia de um parentesco muito estreito entre as Synchytria-
ceae e as Plasmodiophoreae — precisamente o grupo de Monadineae
que daguelas parecia mais afastado.

,G

e Delage) que dividia assim os Myxomycetes :

. ; |- Aerasine
Sumyeetozon
R e Myxogasteres
Myxomycetes Azoosporeae !
Monadineae Pseudosporae
i IEERT ; Zoosporeae { Gymnococceae
| Plasmodiophoreae

As Monadineae azoosporeae correspondem is Proteomyxiae azoosporida de De-
lage, emquanto que as M. zoosporeac yvém a ser por 8ste designadas de Proteomy-
xiae zoosporida,




As mintcias de ordem citolégica do ciclo evolutive dos outros
grupos de Monadineae zoosporeae (Pseudosporae e (ymnococceae)
ndo as conhecemos noés. Supomos mesmo que o assunto estd mal
estudado e que ndo tem aparecido sobre éle trabalhos importantes.

Mas conhecemos perfeitamente a citologia das Plasmodiophoreae,
nio sé pela leitura dos mais importantes trabalhos originais que tém
aparecido, mas ainda pelas nossas préprias investigagdes sobre a
Plasmodiophora brassicae Wor.

Podemos assim afirmar que entre o ciclo evolutivo das Plasmo-
diophoreae e o dos Synchytrium existem importantes pontos de con-
tacto; e as divergéncias que se encontram podem atribuir-se, on a
um conhecimento imperfeito de todo o ciclo evolutivo (particular-
mente no que respeita aos Synchytrium), ou a adaptagdes secundarias
a diferentes condi¢Ges mesoldgicas.

Comecam as Plasmodiophoreae (1) o seu desenvolvimento por
uma fase flagelada, de vida aquatica, que, perdendo o flagelo, se
transforma em uma mixamiba. Esta atravessa a parede de uma
célula do hospedeiro habitual, ai se instala e se desenvolve parasi-
tiriamente, produzindo por vezes meoplasias importantes. - Us nu-
cleos das células infestadas, constatdmo-lo nos, apresentam altera-
¢Oes extraordinariamente semelhantes as que descrevemos para o
caso do Synchytrium. ;

Segue-se uma fase de multiplicagao activa que conduz a for-
macdo de plasmédios multinucleados intracelulares, desprovidos sem-
pre de uma membrana envolvente. As divisdes nucleares, que acom-
panham esta fase, sio de um tipo extremamente curioso e unico no
mundo dos séres vivos. Com efeito, téda a cromatina nuclear estd
a principio acumulada em um corpisculo, o nucléolo ou cariosoma.
Depois, uma parte é expulsa para o nucleoplasma e vai dar ali origem
aos cromosomas, que se dispdem em placa equatorial, em volta do
resto do nucléolo colocado 'ao centro; &ste estira-se agora no sen-
tido dos polos, formando com a placa equatorial, vista de perfil, as
célebres figuras cruciformes [Prowazek (05), Maire et Tison. (09),
Favorsky (10)]. Depois, os cromosomas separam-se e marcham para
os polos em duas placas eguatoriais paralelas, ao mesmo tempo que

(1) Referimo-nos em especial i P. brassicac Wor. e & Sorosphaera weronicae
Behriit,, ag mais completamente conhecidas.
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o nucléolo se estira mais, se estrangula a meio, formando as figuras
em haltere ou em dupla ancora, e acabal por se partir em dois nucléolos-
-filhos que, unindo-se 4s massas crométicas dos cromosomas, Vao re-
construir os noves nticleos (cf. com as nossas figs. 29 a 45, Est. IV).

Esta fase, a que Maire et Tison chamam esquizogdnica, termina
por um fenémeno de depuragdo nuclear, em que grande parte da
cromatina (trofocromatina) migra para o citoplasma sob a forma de
cromidias. A pequena por¢do deeromatina que fica nos nucleos (idio-
cromatina) é agora empregada exclusivamente na formagéo dos cro-
mosomas. Por isso as divisdes que seguem (duas, segundo Maire et
Tison) sdo mitoses regulares (fase esporogdnica), em que ndo inter-
veém nucléolo algum.

Afirmam ainda estes autorves que a primeira destas duas divisdes,
na Sorosphaera veronieae, ¢ nma meiose; em que 0 numero de cromo-
somas passa de 16 a 8. O facto porém ndo foi até hoje confirmado
por ulteriores observagdes. E quem conhece as dimensdes déstes
nticleos ‘e respectivos cromosomas, dificeis de diferenciar em um
plasma impregnado de cromatina, pode-bem avaliar do gran de con-
fianca .que merecem tais descrigdes.

Prowazek afirma que esta fase esporogénica, na Plasmodiophora
brassicae, ndo 6 acompanhada de uma meiose, na primeira divisdo,
mas termina por uma conjugacio nuclear, précedendo imediatamente
a formacao dos esporos. Os nucleos dos gametos comporbar-se-iam
diferentemente, pois que um déles sofreria, antes da conjugagio, uma
reduciio cromdtica. O aubor porém é o primeiro a confessar (loc. cit.,
pag. 402) que, precisamente nesta altura, as observagdes se tornam
extraordiniriamente dificeis, dada a extrema pequenez dos nicleos.

Maire et Tison contestam, por sua vez, a existéncia desta con-
jugagio e atribuem a interpretagao de Prowazel & observagao de
esporos andmalos, caso freqiiente na Sorosphaera veronicae.

Se pusermos, por conseqiiéncia, de parte estes fendmenos de re-
ducio cromética e de cariogamia, que carecem, em nosso entender,
de ser confirmados por novas observagdes, fica-nos um ciclo evolu-
tivo que, nas suas linhas gerais e nas mintcias de ordem citologica
que o acompanham, se assemelha considerivelmente ao ciclo evolu-
tivo dos Synchytriwm. A divisio nuclear que descrevemos e figu-
ramos no Capitulo III, ¢, na esséncia, do mesmo tipo das que se
encontram nas Plasmodiophoreae — wma mitose da idiocromatina,

.acompanhada de uma divisdo directa da trofocromatina. A dife-
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renga mais importante entre os dois processos de divisdo nuclear
consiste na posi¢do ocupada pelo nucléolo durante o fendmeno. Nas
Plasmadiophoreae o nucléolo ocupa uma posicio central e simétrica
no meio da placa equatorial; nos Synchytrinum fica o nucléolo fora e
ao lado da placa equatorial. Tais divergéncias porém sdo inteira-
mente secundarias e ndo afectam de nenhum modo nem a esséncia
do processo nem o seu significado filogenético.

Por outro lado pode assemelhar-se o plasmddio da Plasmodio-
phora brassicae, imediatamente antes da formac¢do dos esporos, a um
soro uniesporangiado de Synchytrium. K certo que estes sio sempre
envolvidos por uma membrana préopria, emquanto que aqueles sdo
nus. Mas na Rozelle e na Woroning os soros também n@ol formam
nunca uma membrana prépria, e todavia os dois géneros tém sido
considerados tdo proximos parentes dos Symehytrium, que até foram
incluidos, com unénime assentimento, na mesma familia.

A prépria existéncia de dois tipos de divisio nuclear nas Plas-
modiophoreae, o primeiro acompanhado de uma amitose da trofo-
cromatina, o segundo sem interven¢do do nucléolo, encontraria cor-
respondéncia nos Synchytrium, onde, segundo Bally (cf. pig. 45) as
mitoses nos soros do §. taruxact sio também de dois tipos; antes da
formagdo dos esporéngios, o nucléolo & visivel qudsi até ao fim da
divisdo nuclear; depois da septagio do soro deixa o nucléolo de as-
sistir 4 mitose.

A tnica divergéncia importante que se encontra entre os dois
tipos de eiclo evolutivo, consiste na existéncia, nas Plasmodiophoreae
de esporos iméveis, envolvidos de espéssa membrana e adaptados 4
disseminacio aérea, que néo encontram ficilmente homologia entre
os Synchytrium. Nem a sua ontogenia nem o seu destino ulterior
permitem que os consideremos homélogos dos esporos de resisténcia
das Synchytriaceae.

Muito mais aceitdvel nos parece a hipétese de que tais formagdes
sejam homologas de zodsporos, em cujo desenvolvimento se tivesse
intercalado secundariamente uma fase de enquistamento e de re-
pouso.

BEm conclusdo: Os Synchyirium constituem um género tao isolado
no seio dos Archimycetes, que devemos considers-los como represen-
tantes finicos da familia das Synchytriaceae. ‘O seu ciclo evolutivo
e'as minicias de ordem citologica que o acompanham permitem a




aproximagio do género, por um lado, dos HEsporozodrios, e, por outro,
das Plasmodiophoreae; e dfio foros de verossimilhanga a hipotese da
existéncia de um tronco comum de micro-organismos flagelados, para-
sitas de vida aquética, de onde teriam derivado em séries diver-
gentes os Esporozodrios, as Plasmodiophoreae e os Archimycetes.
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EXPLICAGAO DAS FIGURAS

Todas as figuras foram desenhadas com o auxilio da cimara clara de Abbe e,
em geral, com as ohjectivas apocroméiticas de Zeiss 1,30-1,6 e 1,30-2 mm.; oculares
compensadoras de 6, 12 e 18, As ampliagdes vio indicadas por escala em eada caso
particular,

ESTAMPA I

g, 1. — Reprodugido da primeira gravura de Farlow representando o corte de
uma folha de Erodiuwm cicutarium com duas galhas de esporos de resisténcia e uma
com um soro de esporfingios de 8. papillafum. (Da Bet. Gaz. vol. x, 1883).

Fig. 2, — Zodsporos de S. papillatum provenientes de um soro de esporiingios.
«, a/; b — fixados pelo Bouin, corados pela tano-fucsina de Zimmermann. ¢ — fixado
pelos vapores de feido dsmico e montado sem coloragdo.

Fig. 8. — Estado bastante precoce do desenvolvimento do parasita em uma eélula
de uma estipula de H. moschatum. Fixacio: liquido de SBchaudinn; coloragio: he-
matoxilina férrica.

ESTAMPA II

Fig. 4. — Célula de uma estipula atacada simulténeamente por dois zodsporos.
Estado anterior ao da fiz. 8. Fixagdo: liguido de Schaudinn; eoloragio: hematoxi-
lina férrica,

Fig. 5. — Estado muito precoce do desenvolvimento do parasita em uma célula
de uma estipula. Pelas dimbnsdes ¢ aspecto do parasita deve ser éste estado ante-
rior aos das figs. 3 e 4. A esquerda do parasita o niicleo da eélula hospedeira muito
hipertrofindo.  Fixago: liquido de Schaudinn; coloragilo: hematexilina férrica.

Fig. 6.— Corte de uma folha de E. moschatum mostrando uma galha completa-
mente desenvolvida, No interior a inicial de um soro de esporfingios imediatamente
antes da divisio do nieleo primdrio. Fixagio: liquido de Schaudinn; coloragdo: he-
matoxilina férrica. :

Fig. 7.— Galha contendo um soro de esporfingios, completamente desenvolvido,
siibre nma estipula. Confronte com a zalha central da fig. 1. Fixagdo: liguido de
Schaudinn; coloragiio : hematoxilina féirica-eosina,

Fig. 8 — Esporo de resisténcia maduro. Fixagio: liquido de Schandinn; eolo-
ragio: hematoxsilina férrica,

ESTAMPA III
Figs. 9, 10, 11, 12, 13, e 15.— Reproducio, respectivamente das figs, 21 b, 18 q,
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21 ¢, 21 d, 21 ¢, 19 e 20 de Percival (Centralb. £, Bakt. 1910}, mostrando a formacio
dos niicleos dos zodspords por emissdo de cromidias, no Synchytrium endobioticum,

i custa do niieleo primdrio do esporo de resisténcia, Fixacdo: liguido de Flemming;

coloragfio: triplice Flemming. Ampliagio: figs. 10, 14 e 15— 1:1.000; as restantes

1:950.

%ig. 16. — Fragmento do plasma de um soro de esporingios na fase plurinu-
cleads, antes da septagio, Periodo de multiplicagdo nuclear amitética. Fixagio:
liguido de Schaudion; coloragiio: hematoxilina férrica-eosina.

Figs. 17, 18, 19, 20, 21,22, 23, 24 ¢ 25. — Niicleos do corte representado na fig. 16,
desenhados com maior ampliaciio para mostrar o desaparecimento da membrana nu-
clear e a emissiio de cromidias para o seio do citoplasma.

ESTAMPA 1V

Figs. 26 e 27. — Niicleos de um soro de esporiingios, antes da septagdo, mas
em uma fase muifo mais avan¢ada que o soro da fig. 16 (confronte as dimensdes
e aspecto dos niicleos). No citoplasma, novos nicleos em via de formacio & custa
de nucléolos errantes. Fixagde: liquido de Schaudinn; coloragdo: hematoxilina fér-
rica-eosina.

Fig. 28. — Porgio de um soro de espordngios ainda antes da septagdo, mas em
estado mais avangado que os das fizuras anteriores.

Ao centro um niieleo considerivelmente maior que todoz os outros, com mem-
brana bem aparvente numerosos nucléolos e granulacdes cromdticas, A egquerda
trés micleos j4 formados; & direita e ao alto dois niicleos em via de formagiio i custa
de nucléolos errantes. Fixagio: liguido de Duboscq-Brasil; coloragio: hematoxi-
lina férrica.

Figs. 29 a 45. — Fases sucessivas du mitose dos niicleos dos esporiingios, depois
da septagdo. Fixagiio: liguido de Schaudinnj eoloragio: hematoxilina férrica-eosina.

Fig. 29. — Nicleo em repouso.

Flig. 80. — Profase; redugdo a quatro do niimero de granulacies eromiticas.

Fig. 31. — Profase; desaparecimento da membrana nuclear,

Figs. 32, 83 e 34, — Metafases, em virias posigies (83 e 34 ligeiramente esque-
matizadas). !

Fig. 35. — Primeiros momentos da anafase.

Figs. 36, 37 e 38. — Ulteriores aspectos de anafases.

fig. 38. — Reiinifio dos eromosomas-filhos em duas massas cromiticas,

Fig. 40. — Divisdo do nucléolo,

“ig. 41, — Afastamento dos dois nucléolos-filhos,

Fig. 42. — Unido dos nueléolos-filhos com as massas cromdticas dos cromosomas.

Fig. 43, — Trés novos niicleos, logo apos a diviso. Desapareceram os vestigios
da porgde intermedidria do fuso.

Figs, 44 e 45. — Vacuolisagiio dos novos niieleos e formagio das membranas nu-
cleares,
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