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RESUMO

Aspectos estruturais e histoquimicos dos estiquideos da alga vermelha Hypnea
musciformis (Wulfen) Lamouroux foram estudados por meio de microscopia de luz de rotina,
histoquimica, e microscopia eletronica. Algumas técnicas de preparo das amostras para estudo de
microscopia eletronica de transmissao s3o apresentadas neste trabalho. Em cortes transversais dos
estiquideos, trés regides distintas foram identificadas: a regido medular, composta de células
grandes e vacuolizadas; a regidao subcortical, composta de células menores que as medulares,
também vacuolizadas; e a regido cortical, compostas de células pequenas, dotadas de vaciolos
pouco evidentes. Estas ultimas originam os tetrasporangios. Todos os tipos celulares, com
excegdo dos tetrasporos recém-liberados, apresentam uma parede celular composta de um material
finamente fibrilar imerso em uma matriz amorfa. Para determinar a natureza dos polissacarideos e
a distribuig¢do das proteinas no conteudo citoplasmatico e nas paredes celulares, foram empregadas
varias reagdes histoquimicas. O uso de azul de toluidina (AT-O) resultou em uma intensa reagio
metacromatica a nivel da parede celular, indicando que esta apresenta em sua composi¢do grande
quantidade de polissacarideo acido, que sugerimos ser carragenana, polissacarideo sulfatado
evidenciado pelo corante alcian blue (AB). O uso de PAS indicou no citoplasma das células a
presenga de grande quantidade de um polissacarideo neutro, correspondente aos graos de amido
das florideas. As proteinas totais, demonstradas com a reag@o de ninhidrina-Schiff, distribuiram-se
homogeneamente no citoplasma de todas as células, mas ndo foram evidenciadas nas paredes
celulares de todos os tipos celulares analisados. Ao microscopio eletronico de transmissio,
verificou-se que os plastideos apresentam a estrutura tipica das rodoficeas, com tilacoides longos,
simples e paralelos, envoltos por um tilacdide circular, periférico. As mitocondrias, que

freqiientemente se encontravam localizadas junto aos cloroplastos, apresentaram cristas tubulares.



As demais organelas mostraram-se semelhantes aquelas observadas em outras algas macroscopicas
ja descritas. Uma série de modificagdes sub-celulares, tais como o aumento do nimero de
plastideos e de graos de amido, e a.produgdo das cored vesicles, foram observadas durante os
estagios de diferenciagdo, maturagdo e liberagdo dos tetrasporos. Os tetrasporos nascentes
apresentaram-se envolvidos por uma camada de mucilagem celular fina, que auxilia na sua fixagao
ao substrato, e esta é substituida por uma parede celular fina, cerca de vinte horas apos a liberagao
dos tetrasporos da planta-mae.

O presente trabalho apresenta pela primeira vez aspectos celulares da alga H.
musciformis que acreditamos possam servir como base para estudos dirigidos ao aproveitamento

econdmico da espécie que € produtora de um importante ficocoloide industrial.
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ABSTRACT

Some structural and histochemical aspects of the stichidia of Hypnea musciformis
(Wulfen) Lamouroux were investigated with the aid of light and electron microscopy. A series of
techniques employed to process the samples for the ultrastructural studies are described. In
transverse sections, three different regions could be distinguished in the stichidia: the medullary
region, composed of large, vacuolated cells; the sub-cortical region, with smaller vacuolated cells;
and the cortical region, with the smallest cells. The later give rise to the tetrasporangia. All types
of cells, except the just released tetraspores, presented a cell wall composed of a fine fibrillar
material immersed in an amorphous matrix. To determine the basic chemical composition of cells
and cell walls, we used a series of histochemical staining techniques. The cell walls showed an
intense metachromatic reaction when stained with toluidine blue (AT-0), indicating the presence
of acidic polysaccharides. We suggest that the acid polysaccharides are the carrageenans, a
phycocolloid that is commercially extracted from H. musciformis. The use of the PAS technique
indicated the presence of abundant neutral polysaccharides in the cytoplasm, corresponding to the
floridean starch grains. The plastids revealed the internal structure typical of the Rhodophyceae,
showing long, parallel, discrete thylakoids, surrounded by a circular thylakoid running under the
external membrane of the plastid. The mitochondria, often seen near the plastids, presented tubular
cristae. The other organeles are similar to those observed in the other macroscopic red algae
described date. The differentiation, maturation, and liberation of the tetraspores from the
tetrasporangia brought about a number of cell activities as observed under both the light and
electron microscopes. These include an increase in the quantities of starch grains and plastids, and
the productions of cored vesicles. Mucilage was deposited around each individual tetraspore, in
early stages. This mucilage, which helps the fixation of the spore on the substrate, was replaced by

a thin cell wall about twenty hours after the spore is released from the mother plant. These paper

ix



presents some new aspects about the strucuture of H. musciformis, with can be used as basis for

other research applied to the commercial use of this species.



INTRODUCAO

As algas desempenham um importante papel na economia direta de muitos paises.
Quatro produtos principais sdo comercialmente derivados das algas: agar, carragenana, acido
alginico e diatomito. Os dois primeiros sdo extraidos das Rhodophyta marinhas (ROUND,
1983), sendo que as carragenanas sdo polissacarideos sulfatados que ocorrem em iniimeros
géneros da ordem Gigartinales (GORDON-MILLS & MCCANDLESS, 1975).

Devido a sua importancia econémica e ecoldgica, as algas marinhas bentonicas s3o
objeto de numerosos estudos. O microscopio eletronico tem sido o instrumento utilizado em
muitas destas pesquisas e tem contribuido grandemente para o entendimento da estrutura sub-
celular e suas correlagdes com caracteristicas macroscopicas no desenvolvimento e diferenciagdo
(PHILLIPS & SCOTT, 1981).

O género Hypnea Lamouroux (Rhodophyta, Gigartinales) é largamente distribuido
pelas costas tropicais e subtropicais. Os representantes deste género reproduzem-se sexuada e
assexuadamente. A fase de divisdo sexuada é seguida por duas geragdes assexuadas que
produzem esporos, denominadas de geragdo carposporofitica e tetrasporofitica.

A espécie Hypnea musciformis (Wulfen) Lamouroux € a mais conhecida do género
Hypnea, e ja foi encontrada em muitas regides tropicais e subtropicais do Oceano Atlantico
(TAYLOR, 1960), Oceano Indico (MSHIGENI & LORRI, 1977 ¢ RAMARAO, 1970) e
Oceano Pacifico (MSHIGENI & LORRI, 1977 ¢ CHAPMAN, 1971). Esta espécie apresenta
ampla distribuigdo ao longo do litoral brasileiro (OLIVEIRA, 1977). A principal caracteristica
diagnoéstica desta espécie é a presenga de processos em forma de ganchos no final dos eixos
principais, cuja fungdo € fixar, como gavinhas, a alga sobre outras algas suporte ou outros

substratos (FRITSCH, 1965).



Esta espécie é economicamente importante como produtora de kappa-carragenana,
um ficocoldide industrial, utilizado como gel estabilizante, espessante ou agente emulsionante na
alimentagdo moderna, na industria farmacéutica, téxtil e de cosméticos (MSHIGENI, 1976c¢).

Visando ampliar os conhecimentos sobre esta espécie, e fornecer subsidios para
pesquisas aplicadas, o presente trabalho contribui com informagdes sobre alguns aspectos ultra-
estruturais e histoquimicos das células vegetativas, da tetrasporogénese, e dos tetrasporos

recém liberados de H. musciformis.



REVISAO DA LITERATURA

O género Hypnea tem sido bastante pesquisado sob varios aspectos. RAMARAO
(1968) e RAMARAO & KRISHMAMURTHY (1969) estudaram o ciclo de crescimento e o
conteudo de ficocoloide (k-carragenana) em H. musciformis. MSHIGENI (1976 a, b, ¢, 1977)
realizou varios trabalhos com reprodugdo, produgdo de carragenana e destino dos estiquidios
depois da liberagdo dos tetrasporos em Hypnea. O teor de ficocoldide em H. musciformis
também foi analisado por FREIDLANDER & ZELIKOVITCH (1984). No Brasil, estudos sobre
a produgdo. de carragenana em H. musciformis foram feitos por MATSUBARA (1989),
BERCHEZ & OLIVEIRA (1990) e SAITO & OLIVEIRA (1990). Aspectos referentes a
condi¢des de cultura, anatomia e reprodugdo de algumas espécies do género, foram realizados
por SCHENKMAN (1986). Entretanto até o presente permanecem desconhecidos os aspectos
histoquimicos e ultra-estruturais desta espécie.

Muitas pesquisas de histoquimica tem demonstrado a presenga de polissacarideos
em diferentes por¢des celulares, em algas pertencentes a varios grupos. PARKER & DIBOLL
(1966) localizaram polissacarideos acidos em algumas espécies de algas. Estudos empregando a
reagdo de PAS e azul de toluidina registraram a presenga de polissacarideos em diversos tipos
celulares no género Fucus Linnaeus (FEDER & O'BRIEN, 1968). Outros estudos sobre
polissacarideos em algas marinhas foram desenvolvidos por MCCULLY (1970), TRIPODI
(1971) e TRIPODI & DE MASI (1975) utilizando outros métodos histoquimicos. A localizagdo
histologica de carragenana em Chondrus crispus (Linnaeus) Stackhouse, foi determinada por
GORDON & MCCANDLESS (1973), GORDON-MILLS & MCCANDLESS (1975) e
GORDON-MILLS et alii (1978). Com técnicas histoquimicas e autoradiograficas, EVANS et
alii (1973) identificaram os sitios de sintese, as vias de transporte e a localizagdo final de

polissacarideos sulfatados como a carragenana, em algumas Phaeophyta. LA CLAIRE &



DAWES (1976) evidenciaram, histoquimicamente, polissacarideos em Eucheuma nudum J.
Agardh (Rhodophyta) e sugeriram que parte da sulfatagdo das moléculas de carragenana
ocorreria extracelularmente. PERCIVAL (1979) investigou a estrutura basica, a biossintese € a
fungdo dos polissacarideos nas Rhodophyta. Segundo KLOAREG (1981), os polissacarideos da
parede celular atuam como osmorreguladores durante as variagdes de salinidade. Em outras
duas Rhodophyta, Gigartina teedii (Roth) Lamouroux e Chondria tenuissima (Goodenough and
Woodward) C. Agardh, os polissacarideos neutros e sulfatados foram localizados com reagdo de
PAS e azul de toluidina (TSEKOS, 1983 e 1985). ZABLACKIS & SANTOS (1986)
demonstraram a presen¢a de carragenana na parede celular de Catenella nipae Zanardini,
(Rhodophyta).

Os polissacarideos sdo componentes estruturais e funcionais da parede celular e da
matriz intercelular das algas (ZABLACKIS, 1991). A parede celular das algas tem sido objeto
de muitas pesquisas. DAWES et alii (1961) descreveram a parede celular das Phaeophyta e
Rhodophyta. A formagdo da parede celular em carposporos de Polysiphonia Greville esta
relacionada com material produzido pelo complexo de Golgi (KONRAD-HAWKINS, 1973 e
1974). CHAMBERLAIN & EVANS (1973) e YOUNG (1980) observaram que as paredes
‘celulares de Ceramium rubrum (Hudson) C. Agardh e Anthithamnion defectum Kylin,
respectivamente, sdo estruturadas em camadas. MARIANI et alii (1990) descreveram a
localizag3o cationica de polissacarideos sulfatados e a ultra-estrutura da piarede celular de varias
algas marinhas bent6nicas, ndo incluindo o género Hypnea.

Os inumeros trabalhos sobre a morfofisiologia do complexo de Golgi revelam um
crescente interesse no papel desempenhado por esta organela nos diferentes estagios de
reprodugido e diferenciagdo das algas. As modificagdes que sofrem os dictiossomos durante a
tetrasporogénese, em diferentes espécies de Rhodophyta, foram descritas por PEYRIERE
(1970), KUGRENS & WEST (1972), e ALLEY & SCOTT (1977). Segundo TRIPODI (1971),

e TSEKOS et alii (1985), as vesiculas dictiossomicas sdo os locais de formagio dos graos de



amido citoplasmaticos em Polysiphonia sertularioides (Grateloup) J. Agardh (Rhodophyta).
Vesiculas derivadas dos dictiossomos atuam na formagdo da parede celular de varias
Rhodophyta, tais como Ceramium rubrum Roth (CHAMBERLAIN & EVANS, 1973),
Callithamnion roseum (Roth) Lyngbye (KONRAD-HAWKINS, 1974), Polysiphonia sp.
(WETHERBEE & WEST, 1977) e em G. teedii e C. tenuissima (TSEKOS, 1981 e 1985). As
cored vesicles, relacionadas com os dictiossomos e envolvidas na adesdo dos tetrasporos ao
substrato, sio bem evidentes durante a carposporogénese e tetrasporogénese de diversas
Rhodophyta (KUGRENS & WEST 1972, CHAMBERLAIN & EVANS 1973 e
DELIVOPOULOS & TSEKOS 1986). A variagio morfologica dos dictiossomos foi utilizada
para caracterizar estagios de desenvolvimento durante a tetrasporogénese em Erythrocistis
saccata (KUGRENS & WEST, 1974), G. teedii (TSEKOS, 1983) e Porphyra gardneri (Smith
e Hollenberg) Hawkes (HAWKES 1980).

As conexdes intercelulares, conhecidas como pit connections, representam importante
caracteristica taxondmica nas Rhodophyta. A morfologia e a ultra-estrutura dos pit connections
em Criptomenia sp. foi descrita por WETHERBEE & KRAFT (1981). Em trés espécies de
Hildenbrandia Nardo, PUESCHEL (1986b) descreveu a predominéncia de pit connections
secundarios, isto ¢, formados apos a divisdo celular. O pit plug (estrutura que oclui o pit
connection) e suas camadas externas foram utilizados como caracteristica taxondmica por
PUESCHEL & COLE (1982 e 1985), e TRICK & PUESCHEL (1991). Estes pit plug sio de
natureza protéica conforme demonstrado por TRICK & PUESCHEL (1990) em Bossiella
californica (Decaisne) Silva.

A organizagdo ultra-estrutural dos plastideos ¢ um caracter de grande valor na
taxonomia das diferentes divisdes de algas (TRIPODI & GARGIULO, 1984). Estudos sobre a
formag3o dos tilacoides e a reprodugdo destas organelas foram realizados por TSEKOS (1982 e

1983), PUESCHEL (1988a) ¢ OATES & COLE (1989).



As células vegetativas das algas foram estudadas sob varios aspectos. MCBRIDE &
COLE (1969) caracterizaram ultra-estruturalmente as células vegetativas de Smithora naiadum
(Anderson) Hollenberg. YOUNG (1979) descreveu a ultra-estrutura e a histoquimica de células
jovens e maduras de A. defectum. PELLEGRINI & PELLEGRINI (1985) descreveram as
células vegetativas de Alsidium helminthochorton (La Tourette) Kutzing e demonstraram que
estas apresentam inclusdes fibrilares no citoplasma. APT & GIBOR (1991) evidenciaram que
Gracilaria epihippisora Hoyle apresenta uma organizagio dos tilacoides das células vegetativas
aparentemente alterada pela presenga de estruturas semelhantes a virus.

Em relag@o a divisdo celular de algas bentonicas, destacam-se os trabalhos de SCOTT
et alii (1980) e PHILLIPS & SCOTT (1981) sobre mitose e diferenciagdo celular em plantas
masculinas de Polysiphonia sp. e Dasya baillouviana (Gmelin) Montagne. Aspectos ultra-
estruturais da meiose em D. baillouviana foram descritos por BROADWATER et alii (1986a e
b).

Sdao poucas as contribuigbes sobre a ultra-estrutura da monosporogénese das
Rhodophyta, destacando-se, entretanto, os trabalhos de MCBRIDE & COLE (1971), os quais
descreveram alguns aspectos ultra-estruturais da diferenciagdo e liberagdo de mondsporos em S.
naiadum. HYMES & COLE (1983) descreveram a citologia a nivel ultra-estrutural da
monosporogénese de Audouniella hermanii (Roth) Duby .

d modo como se desenvolve o zigoto na pos-fertilizagio € de fundamental
importancia na determinagdo taxonomica das ordens das Rhodophyta RAMM-ANDERSON &
WETHERBEE (1982). Estudos ultra-estruturais dos aspectos da carposporogénese de
Nemalion helminthoides (Velley) Batters da ordem Nemalionales foram feitos por RAMM-
ANDERSON & WETHERBEE (1982). Em Gloiosiphonia verticillaris Farl. (Criptonemiales),
segundo DELIVOPOULOS e KUGRENS (1985), durante a carposporogénese formam-se
grandes quantidades de cored vesicles e numerosos graos de amido. Em relagido as Gigartinales,

destacamos os trabalhos de DELIVOPOULOS & TSEKOS (1983 e 1986) sobre o



desenvolvimento do carpospordfito e a ultra-estrutura da carposporogénese de Gracilaria
verrucosa (Hudson) Papenfuss; de TSEKOS (1983), e TSEKOS & DIANNELIDIS (1985)
sobre os carposporos e a carposporogénese em (. teedii e de KUGRENS &
DELIVOPOULOS (1986) sobre a ultra-estrutura do carposporofito de Plocamiocolax
pulvinata Setchell. Nas Rhodymeniales destacam-se os trabalhos de DELIVOPOULOS &
KUGRENS (1984 ¢ 1985) sobre a carposporogénese de Faucheocolax attenuata Stechell. Nas
Ceramiales a ultra-estrutura da carposporogénese de algumas espécies de algas foi descrita por
varios autores, dos quais destacamos WETHERBEE & WINNE (1973), sobre Polysiphonia
novae-angliae Taylor, TRIPODI (1974) a respeito de Polysiphonia sertularioides (Grateloup)
J. Agardh e TRIEMER & VASCONCELOS (1977) sobre Caloglossa leprieurii (Montagne) J.
Agardh.

A ultra-estrutura da tetrasporogénese foi estudada em inumeras Rhodophyta:
Levringiella gardneri (Setchell) Kylin (KUGRENS & WEST, 1972), Ptilota hypnoides
(SCOTT & DIXON, 1973), C. rubrum (CHAMBERLAIN & EVANS, 1973), Palmaria
palmata (L.) O. Kuntze (PUESCHEL, 1979 e 1980), Erythrocystis montagnei (Derbés and
Solier) Silva (SANTISI & DE MASI, 1981), Hildenbrandia rubra (Sommerf.) Meneghini
(PUESCHEL, 1982), Gastroclonium clavatum (Roth) Ardissome (GORI, 1982), C. tenuissima
(TSEKOS et alii, 1985) e Halipton cuvieri (Lamouroux) Johansen and Silva (VESK &
BOROWITZKA, 1984). Entretanto ndo encontramos trabalhos referentes a tetrasporogenese de
nenhuma espécie do género Hypnea.

Pelo descrito anteriormente, observamos que a maioria dos trabalhos a respeito da
ultra-estrutura dos tetrasporos das algas vermelhas se refere, principalmente, a aspectos da
tetrasporogénese. Sdo poucos os trabalhos feitos utilizando-se tetrasporos liberados:
MCBRIDE & COLE (1972) relatam as observagGes ultra-estruturais sobre a germinagdo de
carposporos em S. naiadum,; AVANZINI & HONSELL (1982) e AVANZINI et alii (1982)

analisaram os tetrasporos livres e germinados de Nitophyllum punctatum (Stackhouse) Greville;



AVANZINI et alii (1984) forneceram algumas informagdes sobre a ultra-estrutura dos
carposporos livres de Batrachospermum moniliformes Roth.; PUESCHEL & COLE (1985)
forneceram dados sobre a ultra-estrutura dos carposporos liberados, fixos e germinados de
Porphyra variegata. Uma revisio sobre a ultra-estrutura dos tetrasporos livres das Rhodophyta

foi feita por AVANZINI (1989).



MATERIAL E METODOS

Plantas tetrasporicas de H. musciformis foram coletadas nas praias dos Ingleses
(20/11/91 e 25/02/92) e Ponta do Sambaqui (05/05, 10/07 e 16/10/92) - Florian6polis - SC
(Fig. 1), durante a maré baixa. O material coletado foi acondicionado em sacos plasticos e
transportado para o laboratorio de Citologia e Embriologia da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC). Os estiquidios (por¢des férteis) foram separadas do restante da planta com
auxilio de laminas de barbear e pingas, e foram fixadas imediatamente para a microscopia de luz
de rotina, histoquimica e microscopia eletronica. PorgGes vivas foram levadas ao laboratorio
para liberag@o dos tetrasporos.

Por ser o presente trabalho pioneiro na area de ultra-estrutura e histoquimica de algas
marinhas bentdnicas no Brasil, fez-se necessario o detalhamento da metodologia empregada, o

que possivelmente facilitara estudos posteriores.

I. Preparagio do material para a microscopia de luz de rotina e histoquimica

. Fixacao

Os estiquidios permaneceram na solug¢do fixadora durante 4 h a temperatura de 4°C.
Apbs a fixagdo, o material foi lavado em tampao fosfato 0,2 M, pH 7,2, duas vezes, por 10 min
cada.

Solugio fixadora

A solugio fixadora de formaldeido foi feita a partir de paraformaldeido preparado da
seguinte forma:

Paraformaldeido 05g
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Tampdo fosfato 25 ml
Sol. saturada de NaOH 10 ml

Cloreto de célcio 25 mg
Agua destilada 20 ml
Modo de preparar

1. A agua com o paraformaldeido foi aquecida até 60°C.

2. A solugdo foi retirada do fogo e foram acrescentadas 2 gotas de hidroxido de
sddio concentrado; a solugdo foi agitada até se tornar cristalina.

3. Acrescentou-se cloreto de calcio dissolvido no tampao fosfato.

4. A solugio foi filtrada e usada no mesmo dia.

. Desidratacao
A desidratagdo foi feita em uma série de solugGes de etanol em concentragdes
crescentes de 50% a 100%, tendo sido feitas 2 trocas de 15 min em cada concentragio, a

temperatura ambiente.

. Infiltracao e inclusiao

O material foi infiltrado e incluido em historesina plastica glicolmetacrilato (GMA)
Tecnovit 7100 (ARNOLD et alii, 1975).

Apos a desidratagdo, o material foi submetido a uma pré-infiltragdo, usando-se uma
mistura 1:1 de etanol 100% e solugio de infiltragdo, durante 2 h a temperatura ambiente. A
seguir, o material foi transferido para a solugdo de infiltrag@o pura, por 12 h.

Solugio de infiltragdo

- Historesina 50 ml

- Ativador 05g
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Os estiquidios foram transferidos para capsulas de gelatina contendo 1 ml da solugdo
de inclusio assim constituida:

- solugdo de infiltragio 15 ml

- acelerador 1 ml

A resina foi polimerizada a temperatura ambiente por 1 -2 h.

. Preparo dos cortes

Para a elaboragdo dos cortes foram utilizados microtomo manual de parafina modelo
Reichert e navalhas de ago. Apos a remogdo da capsula gelatinosa, os blocos foram fixados em
suportes metalicos e cortados com espessuras de 2 e 5 um. Os cortes assim obtidos foram
distendidos em placa de Petri com agua a temperatura ambiente, coletados com laminas de vidro
e colocados a secar em estufa a 37°C por 30 min.

Para a microscopia de luz de rotina foram feitas coloragdes com hematoxilina e eosina

para monitoragio dos cortes.

. Histoquimica
Além dos procedimentos de rotina, o material foi submetido a testes histoquimicos,

descritos a seguir:

A. PAS (Acido Periédico de Schiff). Este teste, que identifica a presenga de
polissacarideos neutros, foi usado de acordo com a modificagdo de GERLACK (1977).

As laminas contendo os cortes foram submetidas ao seguinte tratamento:

1- Acido periédico a 1% durante 15 min

2- Agua corrente durante 10 min

3- Agua destilada (lavagem rapida)

4- Reativo de Schiff durante 45 min
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5- Agua corrente durante 30 min
6- Contracoloragdao com verde luz a 2% durante 30 s
7- Desidratagdo em solugdes de etanol 90% e 100%, em banhos rapidos

8- Montagem em balsamo do Canada.

Como controle da reagdo de PAS foi feita a acetilagdo, passando-se as laminas

contendo os cortes pelos seguintes tratamentos:

1- Piridina pura, passagem rapida

2- Solugio de: -anidrido acético 26 ml
-pinidina 40 ml
em estufa a 60°C por 24 h

3- Piridina pura, passagem rapida
4- Coloragio conforme a técnica de PAS acima descrita.

O reativo de Schiff foi preparado de acordo com CAMARGO (1979).

B. Azul de toluidina (AT-O). Este corante permite a identificagdo de polissacarideos

acidos através da reagdo de metacromasia. Foi empregado o método de GORDON &

MACCANDLESS (1973).

1- Coloragio em Azul de Toluidina a 0,5% pH 3,0 e 4,0 durante 5 min

2- Lavagem em agua corrente até a remogdo do corante da porg¢do contendo

somente resina

3- Secagem ao ar

4- Montagem em balsamo do Canada.
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C. Alcian blue (AB) e alcian yellow (AY). Este teste, que evidencia a presenga de
polissacarideos acidos sulfatados e carboxilados, foi usado segundo o método de RAVETTO
(1964).

1- Coloragio durante 1 h em alcian blue 8GX, pH 0,5

2- Lavagem por 30 s em agua acidificada, pH 0,5

3- Lavagem em agua destilada por 10 min

4- Coloragao durante 1 h com alcian yellow 0,5%, pH 2,5

5- Lavagem em agua destilada por 10 min

6- Desidratagdo em etanol

7- Montagem em balsamo do Canada.

Os controles foram feitos mergulhando-se as laminas na solugdo de metilagdo, durante
5 h em estufa a 60°C, sendo que em seguida, foram lavadas em agua corrente e coradas
conforme acima descrito em alcian blue.

Solugido de metilagio:

Alcool metilico 100,0 ml

Acido cloridrico concentrado 0,8 ml

D. Ninhidrina - Schiff. Este teste, que evidencia a presenga de proteinas totais, foi
usado segundo o método de YASUMA & ICHIKAWA (1953), descrito a seguir.

Os cortes foram submetidos aos seguintes tratamentos:

1- Solug@o de Ninhidrina a 0,5% em etanol absoluto por 24 h a 37°C

2- Lavagem rapida em etanol absoluto puro (2 vezes)

3- Lavagem em agua destilada

4- Reativo de Schiff por 30 min

5- Lavagem em agua destilada por 5 min
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6- Bissulfito de sodio em solu¢do aquosa a 2% durante 15 min

7- Lavagem em agua corrente por 15 min

8- Desidratagdo em etanol 95% seguido de etanol 100% (1 min cada)
9- Xilol diafanizador

10- Montagem em balsamo do Canada.

Os controles foram feitos deixando as laminas na solugdo de desaminagio (citada
abaixo) durante 18 h a temperatura ambiente antes de iniciar o procedimento de coloragdo
descrito acima.

Solugdo de desaminagio:

Nitrito de sodio 12g
Agua destilada 20 ml
Acido acético 1% 60 ml

Todas as técnicas de coloragio foram utilizadas sem a remogio do meio de
infiltragdo, 0 que torna estas técnicas mais faceis e recomendaveis por reduzir os passos de
processamento.

O material corado pelas diferentes técnicas foi analisado em microscopio de luz
modelo Olympus BH-2, equipado com um reticulo micrometrado para fazer as medigdes dos
diferentes tipos celulares. Para a obtengdo dos valores referentes aos didmetros, foram feitas 10
medidas de cada tipo celular analisado.

As fotomicrografias foram feitas utilizando-se o mesmo modelo de microscopio,
equipado com camara fotografica modelo Olympus C-35AD. Os desenhos foram feitos a partir
de observagbes em camara clara, adaptada em microscopio estereoscopico modelo Micronal

27844 VM.



15

I1. Preparacio do material para anilise em microscopia eletronica.

Para os estudos ao Microscopio Eletronico de Transmissao (MET) e ao Microscopio

Eletronico de Varredura (MEV), usou-se tecido dos estiquidios e tetrasporos ja liberados.

II A. Preparagio e analise de cortes de tecidos
Na preparagdo do material para analise a0 MET, varias técnicas foram testadas e
empregadas, modificando-se os tempos de fixagdo, as concentragdes dos fixadores, as solugdes

desidratantes e os tempos de infiltrag3o.

Técnica I!

Os estiquidios foram fixados por 18 h a 4°C em glutaraldeido a 3% em tampdo
cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,0, contendo sacarose a 0,1 M como osmorregulador
(concentragGes finais). A fixagdo foi seguida por uma série de 4 lavagens no mesmo tampao,
onde a concentragdo original de sacarose (0,1 M) foi reduzida em 25% em cada lavagem
sucessiva, de 10 min cada.

Depois de duas lavagens em tampdo puro sem sacarose, os espécimens foram pos-
fixados em OsO, a 2% em tampdo cacodilato 0,2M, pH 7,0 (1:1), durante 3 h ¢ 30 min &
temperatura ambiente.

Ap6s duas lavagens de 15 min cada com tamp@o cacodilato 0,1 M, pH 7,0, o material
foi lavado em agua destilada contendo cloreto de sodio a 0,1 M durante 15 min.

A seguir foi submetido a uma contrastagdo em bloco com uranila a 1% em agua

destilada durante 12 h, a 4°C.

1 As técnicas de 1 a IV foram desenvolvidas de acordo com a metodologia utilizada no laboratério de Citofisiologia Vegetal da Universidade de
Trieste - Itlia.
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Posteriormente, o material foi lavado em agua destilada com cloreto de sodio a 0,1 M
e desidratado em uma série de solugdes de concentragdes crescentes de etanol de 50% a 100%,
sendo 30 min em cada etapa; o etanol 100% foi trocado 3 vezes.

A infiltragdo foi feita em duas etapas, usando-se inicialmente resina Spurr (SPURR,
1969) mais etanol 100% (1:1) durante 12 h, a 4°C, e em seguida resina pura durante 2 dias. O

material foi polimerizado em moldes horizontais em estufa a 70°C por 24 h.

Técnica II

A fixagdo dos estiquidios foi feita em glutaraldeido diluido inicialmente em agua do
mar para uma concentragdo de 5%. A esta solugdo adicionou-se tampdo cacodilato de sodio
0,2M, pH 7,2 na proporg@o de 1:1, originando uma concentragao final de glutaraldeido 2,5% e
de cacodilato 0,1M. O material permaneceu neste fixador durante 4 h a temperatura ambiente.
Em seguida foram feitas 2 lavagens, de 15 min cada, em tamp@o cacodilato 0,2 M mais agua do
mar (1:1). A pos-fixagdo foi feita com OsO, a 1% (concentragdo final) em agua destilada
durante 2 h, a temperatura ambiente. Depois de lavado em tampio cacodilato, o material foi
desidratado em uma série de solugdes de concentragdes crescentes de etanol de 30% a 100%,
sendo cada etapa de 30 min, seguido de etanol 100% 4 vezes.

A infiltragdo foi feita em 4 etapas, usando-se resina Spurr. Inicialmente foi usada
resina mais etanol na proporgdo de 1:1 durante 12 h, seguido de resina mais etanol na proporg¢io
de 2:1 durante 1 h, e 2 trocas de resina pura de 12 h cada. A polimerizagdo foi feita em estufa a

70°C durante 20 h.

Técnica III
Esta técnica foi feita segundo a técnica II, apenas substituindo-se o etanol por

acetona.
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Técnica IV

Os estiquidios foram fixados por 4 h a temperatura ambiente numa solugdo
constituida de partes iguais de: glutaraldeido 5% em agua do mar filtrada, vermelho de ruténio
0,15% em agua destilada, e tamp3o cacodilato 0,2 M, pH 7,2 em agua destilada. Apos a fixagdo
o material foi lavado 3 vezes em tampao cacodilato 0,1 M preparado em agua do mar (15 min
cada), e 2 vezes em tampdo cacodilato a 0,1M preparado em agua destilada (15 min cada). A
pos-fixagdo foi feita numa mistura de partes iguais de: OsO, a 3%, vermelho de ruténio a
0,15% e tamp@o cacodilato a 0,2 M, durante 1 h e 30 min a temperatura ambiente.

Apos 2 lavagens em tamp@o cacodilato a 0,1 M em agua destilada, e 3 lavagens em
agua destilada (30 min cada), foi feita a desidratagdgo em um série de solugdes de concentragdes
crescentes de acetona 30% a 100%, sendo a ultima repetida 3 vezes, durante 30 min cada.

A infiltragdo foi feita em 4 etapas, em resina Spurr. Inicialmente foi usada a resina
mais acetona na propor¢do de 1:1 durante 30 min, seguido de resina mais acetona na proporgdo
de 3:1 por 30 min, resina pura durante 12 h, e resina pura recém preparada durante 1 h e 30
min.

A polimerizagio foi feita em estufa a 70°C por 20 h.

Técnica V (BUCHI & SOUZA, 1992)

Os estiquidios foram fixados durante 4 h a temperatura ambiente na seguinte solugio:
glutaraldeido a 2%, paraformaldeido 4%, cloreto de calcio 5 mM, tampio cacodilato 0,1 M
(concentragdes finais). Apos 3 lavagens em tampdo cacodilato, de 15 min cada, o material foi
pos-fixado em OsO, a 1% em tampdo cacodilato a 0,05 M, ao qual foi adicionado ferrocianeto
de potassio a 0,8% (concentragdes finais) durante 2 h, a temperatura ambiente. Apos 3 lavagens,

de 15 min cada, em tamp3o cacodilato, o material foi desidratado em uma série de solugdes
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crescentes de acetona (50% a 100%), por 20 min em cada etapa, sendo a acetona 100% trocada
3 vezes.

A infiltragdo foi feita em resina Epon em concentragdes crescentes da mesma em
acetona: 1:2 por 24 h, 1:1 por 24 h, 2:1 por 24 h e Epon puro por 48 h. A emblocagem foi feita

em moldes horizontais, em estufa a 60°C, durante 3 dias.

Técnica VI (KOSLOWSKY & WAALAND, 1987)

A fixagdo foi feita por 2 h a temperatura ambiente numa solugdo de glutaraldeido
diluido a 2,5% em tamp@o cacodilato a 0,1 M, pH 7,4, contendo 30 mg/ml de cloreto de sodio, e
20 mg/ml de cloreto de calcio. O material foi lavado 3 vezes (20 min cada etapa) no mesmo
tampdo. A pos-fixagdo foi em OsO, a 2% em agua destilada, durante 2 h a 4°C. Apos a lavagem

em agua destilada, o material foi desidratado e infiltrado conforme a técnica II.

Técnica VII (PUESCHEL, 1979)

Neste caso, foram fixadas por¢des maiores do talo contendo varios estiquidios. A
fixagdo foi feita, imediatamente apds a coleta, em glutaraldeido a 5% diluido em tamp@o
cacodilato 0,1 M, pH 7,2 ao qual foi adicionada sacarose 0,2 M. Apds 2 h, os estiquidios foram
separados do restante do talo e transferido para fixador similar mas cuja concentragdo de
glutaraldeido foi reduzida para 3%, tendo permanecido neste fixador por 24 h a 4°C. A seguir, o
material foi lavado em tampdo cacodilato (4°C) 0,1 M mais sacarose a 0,2 M. A concentragdo
inicial de sacarose foi gradativamente reduzida em 25% em cada etapa, e finalmente o material
foi lavado 2 vezes em tamp@o puro (20 min cada lavagem). A pés-fixagdo foi feita em OsO, a
2% em tampao cacodilato 0,1 M, pH 7,2, durante 8 h a 4°C, seguido de duas lavagens em agua
destilada. A desidratagdo foi feita em uma série de solugGes de concentragdes crescentes de

acetona conforme as técnicas descritas anteriormente. A infiltragio foi feita durante 4 dias em
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resina Spurr diluida em acetona nas seguintes proporgdes: 1:2 por 24 h, 1:1 por 24 h, 2:1 por 24

h, seguida de resina pura por 24 h. A polimerizagio foi feita em estufa a 70 por 24 h.

Técnica VIII (SCOTT & DIXON, 1973)

Estiquidios foram fixados durante 2 h em glutaraldeido a 2,5% em tampao fosfato 0,1
M, pH 6,6, mais sacarose a 0,25 M, a temperatura ambiente. Apds 3 lavagens de 10 min em
tampdo com concentragdes decrescentes de sacarose, o material foi pos-fixado por 2 h em OsO
a 0,2% em tampao fosfato, pH 6,6, contendo sacarose a 0,25 M, a temperatura ambiente.
Lavado 3 vezes (15 min cada) no mesmo tampio, o material foi transferido rapidamente para
acetona a 50%, e entdo foi feita a contrastagio em bloco com uranila a 2% em acetona 70%,

durante 24 h a 4°C. A desidratagio, infiltragio e polimerizagéo seguiram as técnicas II.

Obtengdo e observagdo dos cortes

Os cortes foram feitos em ultramicrotomo Sorvall Porter-Blum MT2-B com auxilio
de navalhas de vidro e de diamante. Para monitoramento ao microscopio de luz foram feitos
cortes semi-finos (0,5 - 1,5 pm de espessura) os quais foram corados com azul de toluidina-O a
1% em solugio de borax a 1%. Para estudos ao MET, cortes ultra-finos, dourados e prateados,
foram coletados em telas de cobre de 200 mesh. Os cortes foram contrastados por solugio
aquosa de uranila a 1% durante 30 min, no escuro, e em seguida por citrato de chumbo a 1%

durante 7 min, e entdo examinados e fotografados em um MET Phillips EM-300.

II B. Preparag@o e analise de cortes dos tetrasporos liberados

Os tetrasporos liberados foram processados para analise ao MET e ao MEV.
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a) Para estudos ao MET, por¢des férteis da planta tetrasporica contendo varios
estiquidios foram separadas e colocadas em placas de Petri contendo agua do mar filtrada. No
fundo da placa haviam sido previamente colocadas varias laminulas para servirem de substrato
para os tetrasporos liberados. A liberagdo dos tetrasporos foi monitorada de hora em hora, sob
microscopio estereoscopico, € comegou cerca de 12 h apds a primeira observagido. Tanto os
tetrasporos livres como os fixos no substrato foram coletados separadamente; a coleta foi feita
com o auxilio de uma pipeta Pasteur sob microscopio estereoscopico Micronal 27844 VM, e em
seguida os tetrasporos foram transferidos para tubos de ensaio. Os tetrasporos coletados foram
imediatamente centrifugados e os pellets assim obtidos foram transferidos para tubos do tipo
Eppendorf, onde os tetrasporos foram fixados segundo a técnica V. Apds cada etapa do
processamento, o material foi submetido a uma centrifugagdo de 2000 rpm, durante 10 min para
concentrar os tetrasporos. A infiltragdo e polimerizagio do material foi feita em capsulas Beem.
Os blocos foram cortados como descrito anteriormente para as porgdes férteis da planta. Cortes
semi-finos (0,5 - 1,0 um de espessura), obtidos com navalha de vidro, foram montados em
laminas de vidro sobre pequenas gotas de agua destilada, e deixados secar na estufa a 40°C até a
total evaporagdo da agua. Estas laminas foram utilizadas para investigagdes histoquimicas de
polissacarideos, utilizando-se as mesmas técnicas de coloragdo feitas para os cortes em

historesina, descritas no item "histoquimica", exceto alcian blue e alcian yellow.

b) Para analise a0 MEV, os tetrasporos liberados e aderidos nas laminulas foram
fixados e processados com a mesma metodologia utilizada para a microscopia eletrénica de
transmissdo descrita no item anterior, até a etapa de desidratagdo. No final da desidratagdo, as
laminulas com os tetrasporos foram submetidas ao ponto critico, € metalizadas em ouro. O

material foi observado e fotografado no MEV modelo Phillips SEM-500.
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RESULTADOS

Aspectos gerais

A planta tetrasporica de H. musciformis consiste de um talo cilindrico, de
organizagdo pseudoparenquimatosa, abundantemente ramificado, com eixos principais
dissecados por numerosos ramos curtos espinescentes (Fig. 2). Nestes ramos curtos diferenciam-
se os tetrasporangios, quando entdo, estes ramos especializados, passam a ser chamados de
estiquidios. Como os tetrasporangios crescem muito, esta regido se torna dilatada (Fig. 3) e
adquire pigmentagdo avermelhada, que ao ML e MET se verifica ser devido a concentragdo de
cloroplastos que ocorrem nos tetrasporos. Em corte transversal examinado ao ML, um
estiquidio mostra 3 regides que, do centro para a periferia, sio: a medular, a subcortical e a
cortical (Fig. 4). A regiao medular € constituida por um grupo de células grandes, vacuolizadas,
e envolvidas por uma parede celular espessa. A regido medular € envolvida pela regido
subcortical que tem 2 a 3 camadas de células menores que as medulares. A regido cortical é
formada por pequenas células pigmentadas, das quais se diferenciam os tetrasporangios; esta
regido pode se apresentar mono ou biestratificada. Uma cuticula espessa reveste todo o
estiquidio. Os tetrasporos s3o liberados pela ruptura da porgao apical do tetrasporangio.

Das técnicas utilizadas para analise a0 MET, os mellhores resultados foram obtidos
com as técnicas: I para observagdo da tetrasporogénese e células vegetativas, V observagdo dos
tetrasporos liberados e VII observagdio somente das células vegetativas. Nestas técnicas
empregou-se tempos de fixag@o e infiltragio maiores do que o utilizados nas demais técnicas

usadas neste trabalho.
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Observagdes sobre o estiquidio
Os resultados dos estudos feitos a0 ML e a0 ME a respeito das células medulares,
células subcorticais, células corticais, tetrasporogénese e tetrasporos liberados sdo descritos a

seguir.

a) Células medulares

Microscopia de luz e histoquimica. Sdo as maiores células encontradas em um corte
transversal de um estiquidio, e estdo localizadas na regido central. Seu didmetro varia entre 55-
87 um, n3o incluindo a parede (Fig. 5 ). Seu formato é arredondado de contorno um pouco
irregular. As células sio separadas entre si por uma espessa parede celular de aspecto lenticulado
(Fig. 6). O vacuolo ocupa a maior parte do espago citoplasmatico.

Estas células reagem metacromaticamente quando tratadas com AT-O, evidenciando
principalmente a parede celular (Fig. 5). Existe uma banda metacromatica mais intensa na parte
interna da parede celular proxima ao citoplasma. O citoplasma apresenta-se levemente
metacromatico revelando alguma basofilia citoplasmatica (Fig. 5).

Quando submetidas a reagdo de PAS, o citoplasma destas células apresenta reagdo
positiva, revelando um conteudo granular (Fig. 7). Isto se deve a presenga de graos de amido
das florideas, que sio perfeitamente individualizaveis nos aumentos observados.

Quando submetidas a reagdo com AB, os cortes revelam um padrio de coloragdo
similar ao encontrado com AT-O, no que se refere a parede celular (Fig. 6). Nenhuma reagdo é
observada neste tipo celular quando tratados com AY.

Quando submetidas a reagdo com ninhidrina-Schiff, as células medulares coram-se
levemente na regido do citoplasma periférico e nos pit connections, incluindo os pit plugs (Fig.
8).

Microscopia eletronica. Em todos os cortes observados, os plastideos aparecem

pequenos, tendo o maior eixo entre 0,8 e 21,5 pm. Apresentam contorno circular-eliptico e
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tilacoides paralelos, separados, ndo constituindo pilhas; estes s@o envolvidos por um tilacéide
circular periférico. O plastideo € limitado por uma dupla unidade de membrana. Poucos glébulos
osmiofilicos sdo observados, distribuidos entre os tilacoides (Figs. 9 e 10).

O vacuolo apresenta-se delimitado pelo tonoplasto e circundado por uma fina camada
de citoplasma parietal onde encontramos as organelas celulares.

Em todos os cortes analisados, as mitocOndrias aparecem menores do que os
cloroplastos (0,4- 0,6 um de didmetro), e mostram contorno circular com cristas tubulares bem
desenvolvidas (Figs. 9 e 10). Estas organelas encontram-se sempre proximas aos cloroplastos.

Nas células medulares ocorrem poucos graos de amido, e estes sio de tamanhos
variados e de formato lenticulado (Fig. 11).

Pelo fato destas células serem muito grandes, poucas vezes os nucleos sio
observados no microscopio eletronico. Quando presentes, mostram um contorno levemente
retangular com material granular constituindo o nucleoplasma (Fig. 12).

Ao microscopio eletronico, a parede celular pode apresentar duas distribuigdes
diferentes para as microfibrilas (Figs. 13 e 14). Na primeira, a regido mais interna, adjacente a
membrana plasmatica, é formada por microfibrilas elétron-densas, compactadas, organizadas
paralelamente, e mergulhadas em uma matriz amorfa elétron-transparente. A regido mais
externa se continua com o material amorfo intercelular, é mais fina, e formada por microfibrilas
elétron-densas com aspecto ondulado (Figs. 9 e 13). Na segunda, a distribuigdo das microfibrilas

ocorre de forma concentrada na regido intercelular (Fig. 14).

b) Células subcorticais

Microscopia de luz e histoquimica. Estas células sio menores que as anteriores
(21,0 - 29,0 um de didmetro) e estdo separadas umas das outras por uma espessa parede celular
que ndo apresenta espessamento lenticulado (Fig. 5). Estdo localizadas entre a regido medular e

a cortical.
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Os pit connections aparecem entre células subcorticais € também entre células
subcorticais e corticais, ocupando uma posigdo central quando se localizam entre as duas células
derivadas da mesma célula m3e (Fig. 8).

Os resultados da reagdo histoquimica com ninhidrina-Schiff revelam a presenga de
material proteinaceo no interior dos pit connections (Fig. 8).

Os resultados das demais técnicas histoquimicas sdo semelhantes aos obtidos para as
células medulares. Os grios de amido PAS-positivos sdo discoides porém, em vista lateral,
apresentam forma lenticulada (Figs. 15 e 16).

Microscopia eletronica. Em cortes transversais dos estiquidios, as células
subcorticais mostram ao MET muitos plastideos distribuidos perifericamente (Figs. 18 e 19).
Estes plastideos apresentam a mesma organizagdo interna dos plastideos das células medulares,
porém sdo muito maiores do que os observados naquelas células, e tem formas variadas, embora
predominem os alongados (Figs. 20 e 21). Estes plastideos também apresentam glébulos
osmiofilos, as vezes arranjados em grupos de 2 ou 3 entre os tilacoides (Fig. 21).

As mitocondrias  estdo distribuidas perifericamente nas células subcorticais e
freqientemente proximas dos cloroplastos (Fig. 20). Elas apresentam um contorno eliptico-
arredondado, com o maior didmetro entre 0,5 - 0,7 um. As cristas sdo tubulares como as
observadas nas mitocondrias das células medulares.

Os graos de amido, em algumas células, sdo observados associados a depressdes
periféricas do cloroplasto, porém estes graos estdo localizados no citoplasma (Fig. 18).

Os vacuolos apresentam aspectos variados nas células observadas (Figs. 18 e 19).
Ocasionalmente dentro destes vacuolos sdo observadas estruturas esféricas elétron-densas. Nio
foi possivel determinar se tais estruturas se encontram envolvidas por membrana. Quando estes
globulos estdo presentes, os graos de amido n3o sao observados.

A parede celular apresenta-se constituida por material amorfo e material microfibrilar

semelhantes aqueles das células medulares, porém a organizag@o e a distribuigdo das fibrilas é



muito variada, como pode ser observado nas figuras 19, 20 e 22. Entre algumas células é
possivel observar uma camada elétron-densa pouco espessa atravessada por regides elétron-
transparentes semelhantes a plasmodesmos (Fig. 21), cuja natureza ou fungdo ndo conseguimos
determinar.

Ao microscopio eletronico, os pit connections aparecem formados pela continuidade
entre as células, porém a abertura € obstruida por uma substancia elétron-densa correspondente

ao pit plug; nesta regido, a parede celular é interrompida (Figs. 19, 23 e 24).

c¢) Células corticais

Microscopia de luz e histoquimica. Como o nome indica, as células corticais
localizam-se mais externamente e sio as menores células vegetativas do talo (9 - 12 um de
didmetro por 18 - 19 um de comprimento), sendo envolvidas por uma parede celular espessa.
Estas células apresentam morfologia variada, e dependendo do angulo de corte, podem se
apresentar alongadas ou esféricas (Fig. 5). Na microscopia de luz ndo sdo observados vacuolos
neste tipo celular.

As células corticais s3ao encontradas unidas entre si ou a células subcorticais através
de pit connections (Fig. 8), que se coram de roseo pelo teste de ninhidrina-Schiff, demonstrando
a presenga de proteina nesta regido. Os demais testes histoquimicos revelam um resultado
semelhante aos das células descritas anteriormente .

A reagio de PAS foi muito intensa neste tipo celular, indicando a presenga de grande
concentragio de graos de amido (Figs. 7 e 16).

Microscopia eletronica. Devido a redugdio no tamanho dos vacuolos, ao
microscopio eletronico, observa-se que estas células apresentam o citoplasma preenchido por
organelas.

Os plastideos estio presentes em grande quantidade, e apresentam morfologia

variada e distribui¢@o parietal como nas células anteriormente descritas (Fig. 25).
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As mitocondrias, dependendo do corte, podem se apresentar alongadas ou esféricas
(Figs. 25 e 28).

O nucleo € central ou parietal e tem nucléolo grande (Figs. 25, 26 e 28). O envelope
nuclear pode estar parcialmente associado com uma grande quantidade de reticulo
endoplasmatico (Figs. 27 e 28)

A parede celular pode se apresentar pouco espessa, constituida por uma granulagdo
elétron-densa, ou mais espessa, formada por microfibrilas organizadas paralelamente,
mergulhadas numa matniz amorfa (Figs. 25 e 28).

Numerosos graos de amido sio vistos por todo o citoplasma. Estes apresentam
formato lenticular como o observado nas figuras 25 e 28.

Gotas, possivelmente de natureza lipidica, sio observadas no citoplasma deste tipo
celular (Fig. 26).
As células corticais estdao unidas as subcorticais por meio de pit connections, como o

observado na figura 29, o que confirma o resultados observados ao ML.

d) Tetrasporangios e tetrasporogénese

Microscopia de luz e histoquimica. O tetrasporangio diferencia-se a partir de
células corticais, com as quais mantém contato por meio de pit connections por algum tempo
(Fig. 30). Durante o seu desenvolvimento, o tetrasporocito sofre duas divisdes sucessivas que
resultam em 4 células-filhas, os tetrasporos (Figs. 31, 32 e 34).

A matriz extracelular e o componente microfibrilar da parede celular do
tetrasporangio em H. musciformis coram metacromaticamente com AT-O, mostrando uma
coloragdo vermelho violacea (Figs. 35 a 38), que revela a natureza polissacaridica sulfatada
desta regido. A regido da parede celular mais proxima ao tetrasporangio € mais compacta e

aparece mais intensamente corada do que as demais regides extracelulares (Figs. 37 e 38).
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Nos tetrasporocitos jovens n3o € observada metacromasia no conteado
citoplasmatico (Fig. 35). Ja o citoplasma dos tetrasporos reage ortocromaticamente com AT-O
pH 4,0, porém mostra granulagdes metacromaticas quando tratado com AT-O pH 3,0 (Figs. 37
e 38).

Quando submetidos a coloragdo de ninhidrina-Schiff, os tetrasporos reagem
positivamente evidenciando grandes quantidades de proteinas citoplasmaticas (Fig. 39) porém,
ausentes na parede celular .

Os tetrasporocitos jovens apresentam reagio levemente positiva quando tratados pelo
método de PAS, sugerindo um inicio da sintese de graos de amido (Fig. 30). Nos tetrasporos
maduros, a reagio de PAS ¢ fortemente positiva, sendo possivel observar um numeroso acimulo
de granulos PAS-positivos por todo o citoplasma (Fig. 31). Por outro lado, todo o material
extracelular apresenta reagdo PAS-negativa, indicando a auséncia de polissacarideos neutros na
parede celular. Os controles ndo oxidados e os controles oxidados porém, bloqueados por
acetilag@o, ndo apresentam reagdo positiva em nenhum dos tipos celulares estudados (Fig. 17).

No material tratado com AB pH 0,5, observa-se uma intensa coloragdo em torno d<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>