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Histoquimica e ultra-estrutura da ontogénese dos tetrasporangios de
Hypnea musciformis (Wulfen) J. V. Lamour. (Gigartinales, Rhodophyta)
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(recebido: 21 dejaneiro de 2005; aceito: 23 de margo de 2006)

ABSTRACT - (Histochemistry and ultrastructure of the ontogenesis of the tetrasporangia of Hypnea musciformis (Wulfen)
J. V. Lamour. (Gigartinal es, Rhodophyta)). Tetraspore devel opment was studied in Hypnea musciformis (Wulfen) J. V. Lamour.
using light and el ectron microscopes, and techniques of histochemistry. Tetrasporangial differentiation arisesfrom acortex cell
that enlarges. This cell undergoes mitosis to form a tetrasporangial mother cell and a stalk cell. The histochemichal study
indicated that the cell wall layersare composed mainly of acidic polysaccharides, reacting with toluidine blue O, a cian blueand
alcian yellow. The tetrasporangial mother cell is also stained with periodic acid Schiff, that detect neutral carbohydrates, and
with coomassie brilliant blue, that detect proteins. The transformation of cortical cells into mature tetrasporangia involves a
series of structural changes, especially of the chloroplasts and dictyosomes. The tetrasporangial mother cell rapidly becomes
elongated, and adistinctive cell wall isformed before the onset of meiosis. During thiselongation phasethereisalso anincrease
inthe number of chloroplasts. Themel otic tetrasporocyteis characterized by extensive devel opment of the perinuclear endoplasmic
reticulum. Throughout meiosis, there is a continuous replication of chloroplasts as well as a synthesis of starch and the
formation of vesicleswith electron-dense contents. Cytokinesis beginswith the formation of the cleavage furrow, produced by
theinfurrowing of the plasma membrane. This cleavage furrow formation isfollowed by mucilage deposition surrounding the
tetraspores.
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RESUMO - (Histoquimicae ultra-estrutura da ontogénese dos tetrasporangios de Hypnea musciformis (Wulfen) J. V. Lamour.
(Gigartinales, Rhodophyta)). O desenvolvimento dos tetrasporos de Hypnea musciformis (Wulfen) J. V. Lamour. foi estudado
com o0 uso dos microscépios de luz e eletrnico. Os tetrasporangios diferenciam-se a partir de células corticais. Essas células
sofrem mitose dando origem acélula-mée do tetrasporéngio e acélulasuporte. Astécnicas histoquimicasindicam que aparede
celular do tetrasporangio é composta especia mente de polissacarideos écidos, reagindo com azul do toluidina O, azul dealcido
eamarel o dealcido. Ostetrasporangios sdo também corados com &cido periddico de Schiff, paracarboidratos neutros, e com azul
brilhante de coomassie, paraproteinas. A transformagao dacélulacortical em célulamée do tetrasporangio envolveumasériede
mudangas estruturais, especia mente dos cloroplastos e dictiossomos. A célula-mée do tetrasporangio alonga-se rapidamente e
uma parede celular espessa é produzida antes da meiose. Durante essa fase de crescimento ocorreu aumento significativo no
ndmero de cloroplastos, gréos de amido e vesiculas osmiofilicas. O tetrasporangio mei6tico é caracterizado pel o desenvolvimento
extensivo do reticulo endoplasmético perinuclear. A citocinese tem inicio com a formagéo do sulco de divisdo, formado pela
invaginagdo damembrana plasmética. Concomitante ainvaginacao damembranaocorre adeposi¢céo de mucilagem em torno dos
tetrasporos.

Palavras-chave - organizac&o subcelular, polissacarideos, tetrasporogénese

Introducao

O género Hypnea (Gigartinales, Rhodophyta) é
largamente distribuido pelas costas tropicais e
subtropicais, sendo Hypnea musciformis (Wulfen) J. V.
Lamour. a espécie mais conhecida do género,
encontrada em muitas regides do Oceano Atlantico
(Taylor 1960), Oceano indico (Ramarao 1970, Mshigeni
& Lorri 1977) e Oceano Pacifico (Chapman 1971,
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Mshigeni & Lorri 1977). Também apresenta ampla
distribuicdo aolongo dolitoral brasileiro (Oliveira1977).
Seus representantes reproduzem-se sexuada e
assexuadamente, sendo a fecundagdo seguida por duas
geracbes assexuadas que produzem esporos,
denominadas geracbes carposporofitica e
tetrasporofitica. A principal caracteristica diagnéstica
dessa espécie € a presenca de processo em forma de
ganchosnaspor¢desterminaisdoseixosprincipas, cuja
funcéo éfixar como gavinhas, aalgasobreoutrasalgas-
suporte ou outros substratos (Fritsch 1965). Devido a
importanciaecondmica, essaespécie tem sido estudada
sob varios aspectos tais como: reproducdo, producao
de carragenana e teor de ficocol ide (Mshigeni 19764,
b, c, Freidlander & Zelikovitch 1984). No Brasil, alguns
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estudos referentes a essa espéci e envolvem a producéo
de carragenana (Berchez & Oliveira 1990, Saito &
Oliveira1990).

Ospolissacarideos queimpregnam aparede celular,
tais como a carragenana, estdo envolvidos na
permeabilidade seletiva das células. Esses
polissacarideos sulfatados, quando presentes nas algas
que vivem na zona entre-marés, supostamente
protegem-nas contra a dessecacdo durante as marés
baixas (Tripodi & De Masi 1975). Na parede celular
das célulasreprodutivas, esses polissacarideos, pelasua
natureza higroscépica, desempenham também um
importante papel na liberagdo dos esporos e gametas
(McCully 1966, Evanset al. 1973, Bouzon et al. 2000).

Véarios aspectos da ultra-estrutura da
tetrasporogénese tém sido abordados em alguns grupos
de agas vermelhas, principalmente em membros da
Ceramiales(Kugrens& West 1972, Scott & Dixon 1973,
Alley & Scott 1977, Santisi & De Masi 1981, Vesk &
Borowitska 1984, Tsekos et al. 1985), além de alguns
estudos envolvendo outras ordens (Pueschel 1979 e
1982, Gori 1982, Delivopoulos 2004). Entretanto, ndo
foram encontrados na literatura estudos semelhantes
na ordem Gigartinales e, dessa forma, o presente
trabal ho tem como objetivo fornecer informages sobre
atetrasporogénese de Hypnea musciformis pertencente
a esta ordem.

Material e métodos

Plantas tetraspofiticas de H. musciformis (Wulfen) J. V.
Lamour. foram coletadas nas praias dos Ingleses e Ponta do
Sambaqui - Floriandpolis, SC, Brasil. Porcdes férteis,
denominadas estiquidios, foram fixadas em solugédo de
paraformaldeido 2,5% emtampdo fosfato 0,2 M, pH 7,2, durante
seis a oito horas, a temperatura de 4 °C. Ap6s a fixagdo, o
materia foi desidratado em concentragdes crescentes de etanol
einfiltrado com historesinaglicolmetacrilato (GMA) (Arnold
etal. 1975, modificado). AssecgBesforam feitasem micrétomo
de rotacdo Reichert equipado com navalha de ago. Para
observacdo em microscopiadeluz, as secgdes com espessuras
de2-5 um, foram coradas com solugdo aquosaa 1% de azul de
anilina acidificada com HCI a 1 N. Algumas seccles foram
também submetidas a varios testes histoquimicos: azul de
toluidinaO (ATO) (Gordon & McCandless1973), pH 3,0, para
observar polissacarideos acidos, cujo controle foi feito
elevando o pH para 6,0 com a adi¢do de NaOH 1N; azul de
alcido (AB), parapolissacarideos sufatados; amarelo dealcido
(AY), parapolissacarideos carboxilados (LaClarie & Dawes
1976, Ravetto 1964), cujo controle também foi feito com a
elevacdo do pH com NaOH 1N. Paraobservar polissacarideos
neutros foi utilizada a reagdo com &cido periddico de Schiff

(PAS), o controle dareacdo de PASfoi feito com aacetilacdo
do material ou pelaomissio daoxidagdo pel o &cido periddico.
Para observar proteinas totais foi utilizado azul brilhante de
coomassie (CBB) (Gahan 1984). O materia foi analisado e
fotografado em microscopio de luz (ML) Olympus modelo
BH-2, equipado com camara fotogréfica Olympus modelo
C-35AD.

Os estiquidios foram isolados do talo e fixados em
solugdo de Karnovsky (1965) modificada, tamponada com
cacodilato 0,2 M (pH 7,2), durante duas horas, em temperatura
ambiente, paraandlise ultra-estrutural. O material foi lavado
trésvezes no mesmo tampao (30 min. cada) e pés-fixado em
tetroxido de ésmio 2% durante duas horas. Apds serem
lavados novamente no mesmo tamp&o, os estiquidios foram
desidratados em uma série de concentracBes crescentes de
acetona (30 min. em cadaconcentragdo), infiltradosem séries
graduais de acetona-resina Spurr durante trés dias, seguido
duas infiltragdes em resina pura (12 horas) e polimerizados
em estufa a 70 °C por 24 horas. Os cortes ultrafinos foram
feitos com navalha de diamante em ultramicrotémo Porter-
Blum e, posteriormente, contrastados com acetato de uranila
1% e citrato de chumbo 1%. Os cortes ultra-finos foram
observados e fotografados no microscépio eletrénico de
transmisséo Zeiss EM 900.

Resultados

Microscopia de luz — A planta tetraspofitica de
H. musciformis (Wulfen) J. V. Lamour. é formada por
um talo cilindrico, abundantemente ramificado e com
€iX0s principai s revestidos por numerosos ramos curtos
espinescentes (figura 1). Esses ramos tornam-se
dilatados na base apdés a diferenciacdo dos
tetrasporangios e sdo denominados estiquidios (figura 2).
Os tetrasporangios se diferenciam a partir das células
corticais dos estiquidios tornando a regidao mais
pigmentada (figura 3). Ascélulas corticais sofrem mitose
originando duas diferentes células, a célula basal e a
célula-mae do tetrasporangio. Quando jovem a célula-
méae do tetrasporangi o mantém contato por algum tempo
com a célula basal por meio da conexdo intercelular
(figura4). A célula-m&e do tetrasporangio
gradativamente torna-se alongada, perdendo o contato
comacéulabasal (figura5). Apdso aumento devolume
da célula=mé&e do tetrasporangio, ocorre o processo de
meiose resultando em duas e posteriormente quatro
células-filhas hapldides, os tetrasporos divididos
zonadamente, no qual a primeira clivagem é mediana
formando duas células-filhas, seguidas por outras duas
divisdes, paralelasaprimeira, formando quatro células-
filhas (figuras 6, 7). A liberac&o dos tetrésporos ocorre
apos a ruptura da parede do tetrasporangio, ficando o
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remanescente como uma cavidade vazia (figura 7).
Embora a diferenciacdo da célula cortical até a
formacdo tetrasporangio maduro ocorra num processo
dindmico e continuo, algumas alteracbes podem ser
destacadas durante amaturacdo tais como: proliferacéo
de organelas, sintese de amido das florideas e
granulacdes de natureza écida no citoplasma.

Tanto nos tetrasporangios em maturagcdo gquanto
nos maduros, quando tratados com azul de toluidina, a
matriz extracelular e o componente microfibrilar da
parede celular reagem positivamente, revelando a
natureza polissacaridicasulfatada destaregiéo (figuras
5-8). Nacélula-mae do tetrasporangio ndo é observada
reacdo positivano citoplasmaquando corada com azul
de toluidina, entretanto os tetrasporangios maduros
apresentam granulagfes indicando sintese de
polissacarideos acidos com esse corante (figura 8).
Quando corados com azul brilhante de coomassie, tanto
as células-mée do tetrasporangio quanto o0s
tetrasporangios maduros apresentam reagcdo positiva
restrita ao conteldo citoplasmético indicando uma
proliferacdo das organelas, especialmente de
cloroplastos (figura 9). A maturacéo caracteriza-se por
uma intensa atividade citoplasmatica principal mente
sintese de material de reserva. Desta forma, quando
submetidos a reacdo de PAS, as células-mée do
tetrasporangio apresentam umaleve reacao positivano
contetido citoplasmatico, sugerindo inicio dasintese de

Figuras 1-2. Planta tetrasporofitica de Hypnea musciformis
(Wulfen) J. V. Lamour. 1. Aspecto geral daplanta. 2. Detalhe
do ramo revestido por humerosos ramos curtos férteis, os
estiquidios.

Figures 1-2. Tetrasporophytic plant of Hypnea musciformis
(Wulfen) J. V. Lamour. 1. General aspect of plant. 2. Detail of a
branch covered by numerous fertile short branches, the
stichidia.

gréos de amido. Com a maturacdo, a reagdo de PAS
torna-se fortemente positiva, indicando um aumento
significativo na sintese desses graos por todo o
citoplasma dos tetrasporangio (figura 10). Quando o
material étratado com azul de alcido e com amarelo de
alcido mostra um padréo de coloragdo similar ao
observado naparede celular coradacom azul detoluidina
(figuras 11, 12). Entretanto, com amarelo de alcido, a
reacdo € também observada no citoplasma como
granulacdes fracamente coradas (figura 11). Por outro
lado, todo o material extracelular apresenta reacéo
negativa ao PAS, sugerindo a auséncia de
polissacarideos neutros na parede celular.

Microscopiaél etrénica— Corroborando as observagtes
feitas a0 ML, as células-mae dos tetrasporangios sao
derivadas de células corticais e caracterizadas pela
presenca de um grande nicleo envolvido por reticulo
endoplasmético rugoso, mostrando um nucléolo bem
desenvolvido (figuras 13, 14). Nesse estagio, a célula-
mée do tetrasporangio ainda permanece em conexao
comacéulabasa (figurals). Oscloroplastos, noinicio
da tetrasporogénese, mostram a mesma organizacéo
estrutural observadanasagasvermelhas, com tilactides
simples, paralelosenvolvidos por umtilacéidecircular e
revestidos pelamembranado cloroplasto. O restante do
citoplasmaérico em ribossomoslivres e, nesse estagio,
a presenca de corpos elétron-densos é observada no
interior do vactolo. Com a maturagéo, ocorre uma
proliferacdo macicade cloroplastos e um concomitante
aumento de gréos de amido que sdo distribuidos por toda
a célula (figura 16). Conforme pode ser observado na
figura 17, esses cloroplastos apresentam um ndmero
reduzido de tilac6ides quando comparados ao dos
cloroplastos das células vegetativas. Paralelamente ao
aumento na gquantidade de organelas, comecam a ser
observadas invaginagdes da membrana plasmética que
virdo a dividir o tetrasporangio inicialmente em duas
células e, ab mesmo tempo, € depositada mucilagem no
espago entre as células-filhas (figura 16). Gréosdeamido
das florideas continuam a ser produzidos e parecem
associados com dictiossomos (figura 18). Antes de
completar a citocinese, organelas, gréos de amido das
florideas e vesiculas derivadas de dictiossomos sdo
espacialmente dispersos entre 0s esporos. Os processos
de divisdo prosseguem e quatro esporos uninucleados
séo formados zonadamente apos a finalizagdo do
processo mei6tico. Entretanto, os sulcos de divisio ndo
sd80 simultaneos. Primeiro formam-se duas células que,
posteriormente, se dividem em outras duas
sincronicamente ou ndo (figura19). Nesse estagio, uma
grande quantidade de mucilagem é depositadaem torno
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dos esporos, preenchendo o espaco entre as
cdulasfilhas(figura20). Inmerasvesiculasosmiofilicas
com 0,2 a0,3 um séo observadas préximo damembrana
plasmatica. No final da maturagéo, essas vesiculas sdo
observadas préximas aos sulcosde divisdo e podem estar
rel acionadas com a producéo de mucilagem (figura 20).
Durante todo o processo de maturac&o, os nucleos dos
tetrasporéngios parecem muito ativos, apresentando
grandes nucléolos e cromatina difusa. No final da
tetrasporogénese, uma espessa parede celular fibrilar,
com diferentes arranjos reticulados das microfibrilas,
envolve o tetrasporangio maduro (figura21).

Discussao

A tetrasporogénese em Hypnea musciformis
(Wulfen) J. V. Lamour. tem inicio com adiferenciacéo
e conseglientemente aumento de volume de algumas
células dacamada cortical quetornam osramos curtos,
que revestem o eixo principal, dilatados e fortemente
pigmentados. Essa transformagéo das células da
camada cortical em células reprodutivas tem sido
observada nas algas vermelhas (Pueschel 1979).

Nas células das algas, os polissacarideos sdo o0s
principais componentes estruturais da parede celular,
podendo também desempenhar importante papel de
reserva citoplasmatica na forma de gréos de amido.
Em H. musciformis, tanto polissacarideos neutros
guanto sulfatados séo detectados nos tetrasporéngios
por meio de reacdes histoquimicas. A reagdo de PAS
€ utilizada para a identificacdo de polissacarideos
neutros porque reguer a presenca de grupos 1,2 glicol
gue sdo oxidados para aldeidos pelo &cido periédico
(Trick & Pueschel 1990). Esses grupos sdo abundantes
em polissacarideos neutros, como por exemplo, 0s
constituintes dos graos de amido das florideas,
conforme estabelecido por Gordon & McCandless
(1973) em Chondrus crispus Stackhouse, La Claire
& Dawes (1976) em Eucheuma nudum J. Agardh,
Young (1979) em Antithamnion defectum Kylin e
Pueschel (1979) em Palmaria palmata (L.) Kuntze.
A intensa resposta das células reprodutivas de
H. musciformis areacdo de PAS pode ser atribuida a
grande quantidade de gréos de amido citoplasmaticos,
gue ddo um aspecto granular as células submetidas a
essareacdo. Por outro lado, a parede celular ndo reage
ao PA Sindicando aausénciade polissacarideos neutros
na parede celular. Esse fato sugere que a estrutura
microfibrilar de parede celular dos tetrasporangios de
H. musciformis ndo deve ser constituida por celulose
ou a quantidade microfibrilar de celulose é reduzida,

ndo podendo ser detectada com o método utilizado.

O emprego do corante azul detoluidinaproduz uma
reacao positiva na parede dos tetrasporangios de
H. musciformis, revelando a presencade grupos écidos,
0 mesmo observado em outras algas vermelhas. Estes
resultados estéo de acordo com Ramarao (1970) e Saito
& Oliveira (1990), que se referem a presenca de
carragenana, um polissacarideo sulfatado de grande
interesse comercial em H. musciformis. Em pH baixo,
0s grupos sulfatados séo ionizados e por isso pode-se
esperar que reagcdo mais intensa, que se observa na
parede celular de H. musciformis, sejadevidaagrande
concentracdo de carragenana mais sulfatada. Essa
interpretacéo estd baseada na suposi¢do de que a
configuragdo terciéria de cada polimero expde os
poliénions sulfatados, formando umagrande quantidade
de complexos com azul de toluidina (Gordon &
McCandless 1973). Em H. musciformis, os
polissacarideos sulfatados sdo também observados no
citoplasma dos tetrasporos quando corados com azul
detoluidinapH 3,0. A presencade granulacBesreativas
indica que a sulfatagdo dos polissacarideos ocorre no
meio intracelular. Como a sulfatag&o de carboidratos é
um processo realizado pel os dictiossomos (M cCandless
& Craigie 1979), era esperado que reagdes positivas
pudessem ser observadas no citoplasma dos
tetrasporangios de H. musciformis.

As propriedades de coloragdo com a reacdo de
alcian foram bem investigadas por Pearse (1968). A
técnica, que emprega ambos os corantes (azul dealcido
e amarelo de alcido) e que permite distinguir os
polissacarideos exclusivamente sulfatados dos
exclusivamente carboxilados, foi introduzidapor Ravetto
(1964). Em pH 0,5, os grupos carboxila ndo se
dissociam, permitindo que o azul de alcido identifique
apenas os grupos sulfatados, enquanto que o amarelo
de alcido, em pH 2,5, reage com 0s grupos que nao
reagiram no tratamento anterior. Tal reacdo permite
visualizar em H. musciformis uma coloracdo mais
intensa com azul de alcido, como uma fina camada em
torno dos tetrasporangios nas mesmas &reas em que
reacdo com azul detoluidinaémaisintensa, confirmando
apresencade grupos mais sulfatados nessas regides. O
mesmo padréo de coloragdo foi obtido por Gordon &
McCandless (1973) e por La Claire & Dawes (1976)
em outras rodoficesas.

Asobservagdes confirmam gque atetrasporogénese
nasagasvermel hasndo implicaem profundas ateragbes
na organizacdo ultra-estrutural. Entretanto, quando
comparados com os das células vegetativas, os
cloroplastos apresentam intensa duplicag&o, mostrando
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Figuras 3-7. Fases de maturagdo de tetrasporangios de Hypnea musciformis (Wulfen) J. V. Lamour. observados no ML. 3-6.
Cortestransversais. 3. Estiquidio com tetrasporangios maduros (setas). 4. Célula-mée do tetrasporangio unida a célula basal
por conexdo intercelular (seta). 5. Célula-mée do tetrasporangio em maturacdo antes da divisdo celular. 6. Célula-mée do
tetrasporangio: primeira citocinese meidtica por invaginagédo da membrana plasmética (seta). 7. Corte longitudinal de um
tetrasporangio maduro pos-mei 6tico com divisdo zonada dos tetrasporos (setas) e parede celular remanescente aposaliberacao
dos tetrasporos (cabegas de setas).

Figures 3-7. Maturation phases of tetrasporangia of Hypnea musciformis (Wulfen) J. V. Lamour. observed under LM. 3-6.
Transversal sections. 3. Stichidiawith mature tetrasporangia (arrows). 4. Tetrasporangia mother cell linked to abase cell by a
pit-connection (arrow). 5. Tetrasporangiamother cell before cell division. 6. Tetrasporangiamother cell: first meiotic division by
theinfurrowing of plasmamembrane (arrow). 7. Longitudinal section of a mature post-meiotic tetrasporangium with zonate
division of tetraspores (arrows) and remaining cell wall after tetraspore rel ease (arrowheads).
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Figuras 8-12. Tetrasporangios maduros de Hypnea musciformis (Wulfen) J. V. Lamour. submetidos a varios tratamentos
histoquimicos. 8. Tetrasporangio corado com azul de toluidina com reacdo mais intensa na parede celular. Presenca de finas
granulagdes no citoplasma dos tetrasporos (setas). 9. Tetrasporangios corado com azul brilhante de coomassie, apresentando
intensa col oracao restritaao citoplasmaentcleo evidentelocalizado naregido central de cadatetrésporo (setas). 10. Tetrasporangio
corado com PAS com reacdo fortemente positiva restrita ao citoplasma, evidenciando os humerosos gréos de amido (setas).
11. Tetrasporangio corado com amarel o dealcido com reacdo positivaparaaparedetetrasporangia e parao contelido citoplasmético
(seta). 12. Tetrasporéngio corado com azul de alcidio com reacéo fortemente positiva paraaparede celular (seta).

Figures 8-12. Mature tetrasporangium of Hypnea musciformis (Wulfen) J. V. Lamour. submitted to different histochemical
reactions. 8. Toluidine blue-stained tetrasporangium with intense reaction at the cell wall. Fine granulations at the cytoplasm of
tetraspores are shown (arrows). 9. Tetrasporangia stained with coomassie brilhant blue showing intense reaction restricted to
the cytoplasm and evident nucleus |located in the central region of each tetraspore (arrows). 10. PAS-stained tetrasporangium
with strongly positive reaction restricted to the cytoplasm, indicating numerous starch grains (arrows). 11. Alcian yellow-
stained tetrasporangium with positive reaction at the tetrasporangia wall and in the cytoplasmic content (arrow). 12. Alcian
blue-stained tetrasporangium with strongly positivereaction at the cell wall (arrow).
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Figuras 13-18. Estagios de maturagéo de tetrasporangios de Hypnea musciformis (Wulfen) J. V. Lamour. observadosno MET.
13. Cortelongitudinal dacélula-mae do tetrasporangio com nicleo (N) e a gunscloroplastos (C). Granul os el étron-densos no
vactolo (setas). 14. Nucleo da célula-mae do tetrasporangio com nucléolo (Nu) bem desenvolvido e reticulo endoplasmético
perinuclear (setas). 15. Conexdo intercelular entre a célula-mée do tetrasporangio e a célula-basal. 16. Clivagem inicial do
tetrasporangio com processo de invaginagdo centripeta da membrana plasmética (seta) e presencade gréosde amido (A). 17.
Cloroplastos de tetrasporangios destacando a reducéo de tilacides (setas). 18. Citoplasma do tetrasporangio com graos de
amido (A) em associagdo com dictiossomos (seta).

Figures 13-18. Maturation stages of tetrasporangia of Hypnea musciformis (Wulfen) J. V. Lamour. observed under TEM.
13. Longitudinal section of tetrasporangial mother cell with nucleus (N) and some chloroplasts (C). Electron-dense granulesin
thevacuole (arrows). 14. Nucleusof tetrasporangia mother cell with well-devel oped nucleolus (Nu) and perinuclear endoplasmic
reticulum (arrows). 15. Pit connection between the tetrasporangial mother cell and the basal cell. 16. Initial cleavage of the
tetrasporangium by centripetal invagination of the plasma membrane (arrow) and starch grains (A). 17. Chloroplasts of
tetrasporangium with reduced number of thylakoids (arrows). 18. Starch grains associated with dictyosomes within the
tetrasporangial cytoplasm (arrow).
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um numero reduzido de tilacéides. Essa reducéo no
nuimero de tilacoides deve ser decorrente do processo
rapido de reproducdo dessas organelas.

Na fase final de maturacdo dos tetrasporangios,
indmeras vesiculas com contetdo osmiofilico séo
observadas proximas a membrana plasmética. Essas
vesiculas sao produzidas pel os di ctiossomos nafase fina
de maturacgéo dos tetrasporos (Alley & Scott 1977,
Tsekos et al. 1985, Delivopoulos 2004) e ocorrem
especia mente nasregides deinvaginacdo damembrana,
durante os processos de citocinese. Estas vesiculas
devem contribuir com material para a formagdo da
mucilagem que envolve cada tetrasporo. A deposicao
dessa mucilagem deve ocorrer por exocitose apos a
fusdo das vesiculas com a membrana plasmatica
formando uma camada espessa em torno de cada
tetrésporo. Natetrasporogénse de H. musciformis, essa
mucilagem deve estar relacionada com aliberacéo de
tetrésporos, considerando que a liberagcdo das células
reprodutivas nas algas vermelhas esta associada a
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hidratacéo do envoltdrio mucilaginoso presente entre a
membrana plasmética e aparede celular (Bouzon et al.
2000). Em H. musciformis a liberagdo dos tetrasporos
ocorre apos a ruptura da parede celular que envolve o
tetrasporangio maduro, ficando o remanescente da
parede como uma cavidade vaziano estiquidio.

A parede celular externa que envolve os
tetrasporangios maduros de H. musciformis mostrauma
texturamicrofibrilar, com microfibrilas estruturadasem
camadas de diferentes graus de compactacdo. Essa
organizacdo estrutural foi descrita em varias outras
rodoficeas (Chamberlain & Evans 1973, Konrad-
Hawkins 1974, Borowitzka & Vesk 1978, Young 1980,
Mariani et al. 1990), mas 0 mecanismo da deposi¢éo
sequencia das camadas da parede ndo é conhecido.
Em Enteromorpha intestinalis (L.) Link, a formacdo
de camadas pode ser conseqiiéncia das diferencas de
concentracdo do material fibrilar que é possivelmente
originado dos dictiossomos (McArthur & Moss 1977).
Young (1980) e Ramm-Anderson & Wetherbee (1982)
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Figuras. 19-21. Tetrasporangio deHypnea musciformis (Wulfen) J. V. Lamour. 20 MET. 19. Divisdo detetrasporos ndo sincronizada.
Segunda citocinese meidtica (setas). 20. Vesiculas osmiofilicas (setas) proximas amembranaplasmética. 21. Parede celular (PC)
do tetrasporangio com camadas de aspecto reticulado, envolvidas por microfibrilas paralelas.

Figures. 19-21. Tetrasporangium of Hypnea musciformis (Wulfen) J. V. Lamour. under TEM. 19. Tetraspores with non-
synchronized division. Second meiotic division (arrows). 20. Cored vesicles (arrows) closeto the plasmamembrane. 21. Cell
wall (PC) of thetetrasporangium with layers of reticulated aspect surrounded by parallel microfibrils.
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sugerem também que as vesiculas provenientes dos
dictiossomos estdo envolvidas na formacéo da parede
celular de Antithamnion defectum Kylin e Nemalion
helminthoides (Velley) Batters, respectivamente. Os
dictiossomos mostram uma marcada atividade que
envolve a producéo e secrecdo de carboidratos
complexos. Considerando que nas algas vermelhas a
polimerizagdo dos gréos de amido € externa aos
cloroplastos, nos tetrasporéngios de H. musciformis,
esses graos sdo observados proximos as cisternas dos
dictiossomos, sugerindo que essas organel as contribuem
para a formagdo dos gréos de amido das florideas.
Segundo Kugrens & West (1972), os dictiossomos
parecem também estar relacionados com a formagéo
dos gréos de amido nos tetrasporos de Erythrocystis
saccata Agardh. Nos estégios finais da maturacdo dos
tetrasporéngios, o niumero de gréos de amido aumenta
consideravel mente e essa producdo macica de material
de reserva deve ser utilizada nos eventos relacionados
com as fases iniciais da germinacéo dos tetrasporos
(Ourigues & Bouzon 2003).

O nlcleo inicialmente parece envolto por reticulo
endoplasmatico granular, sugerindo intensa atividade
metabolica nos tetrasporangios em maturagéo. As
atividades de sintese sdo reforgadas pela presenca de
grandes nucléolos durante toda a tetrasporogénese.
Porém, a divisdo nuclear ndo foi observada durante a
maturagdo dos tetrasporangios de H. musciformis
sugerindo que esse evento ocorra rapi damente quando
comparado com as demais atividades citoplasméticas.
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