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RESUMO

Morfologia, anatomia e histoquimica de Noteroclada confluens Taylor ex Hook.
& Wilson (Pelliaceae, Marchantiophyta). Noteroclada confluens Taylor ex Hook. &
Wilson é uma hepética de aparéncia folhosa, pertencente a familia Pelliaceae
(Marchantiophyta). Ocorre predominantemente em regides montanhosas, declives e
locais proximos a cérregos, em solos argilosos. O presente estudo teve por objetivo
descrever a morfologia, anatomia e histoquimica das estruturas do gametéfito e
esporofito de N. confluens, coletados no estado do Rio Grande do Sul, Brasil, sob
microscopia O6ptica, eletrbnica de varredura e confocal de varredura a laser
fornecendo, especialmente, dados sobre as estruturas relacionadas com a
reproducdo sexuada e assexuada, contribuindo para uma melhor caracterizacao do
género e da familia. O gametéfito de N. confluens apresenta-se na forma de um talo
profundamente lobado, com lobos predominantemente com uma Unica camada de
células. Os lobos sao conectados a regido mediana, mais espessada, rica em graos
de amido. Na regido mediana ventral do gametéfito, conectam-se inUmeros rizoides
unicelulares. Todo o talo é constituido por um parénquima formado por células de
paredes delgadas, de constituicdo pectoceluldsica, sem espessamentos angulares.
Cada célula apresenta um Uunico e grande vacuolo e diversos oleocorpos. Os
oleocorpos formam grupos de corpos esféricos ou ovalados, constituidos por
sesquiterpenoides. Pigmentos flavondides foram encontrados constituindo as
paredes de algumas células do talo. A partir da face ventral, podem emergir tubers
de formato arredondados, com um parénquima contendo grdaos de amido,
funcionando como um érgao armazenador de substancias de reserva. Nas coletas
realizadas no Rio Grande do Sul, foram identificados dois morfotipos: morfotipo 1,
com poucos oleocorpos por célula e sem tubers; morfotipo 2, com muitos olecorpos
por célula e presenca de tubers. Os gametangios estao distribuidos em fileiras na
regiao mediana, na face dorsal, sendo normalmente duas fileiras, de anteridios, e
uma, de arquegbnios. Os arquegbnios apresentam um material polissacaridico na
regidao do canal do ventre, o que pode facilitar a entrada dos anterozoides. Os
anteridios sao pedunculados e ovais, apresentam uma Unica camada de células
estéreis protetora e estao inclusos, individualmente, em uma camara anteridial, com

poro apical. Apds a fecundacao da oosfera, forma-se um esporéfito que permanece
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circundado pela caliptra e pelo celocaule, até a maturacao dos esporos. O esporofito
€ formado pela capsula, seta e pé. A parede da cépsula € biestratificada e apresenta
espessamentos angulares na epiderme e anelares ou helicoidais, no estrato interno
ou subepidérmico. Na base da capsula, ocorre formagcao de um denso elateréforo. A
capsula se abre através de quatro fendas longitudinais de deiscéncia, os estémios,
as quais resultam na formacdo de quatro valvas. A seta é cilindrica, hialina e
levemente estriada, apresentando graos de amido nas células parenquimaticas da
regiao cortical e epiderme. A elevacdo ocorre por expansao celular. O pé tem
formato de “taca” e apresenta diversos graos de amido. Na juncdo gametdfito-
esporofito (placenta) ocorre um espaco placental. Nao foram encontradas células de
tranferéncia na zona da placenta, tanto no gametéfito como no esporoéfito. O tecido
esporogénico apresenta células com paredes pectocelulésicas delgadas, a partir do
qual se diferenciam dois tipos celulares: os esporécitos, arredondados e com uma
parede espessada hialina, e os elaterdcitos, mais alongados e com parede
espessada de natureza péctica. As células- mae de esporos sao tetralobadas e se
individualizam. Nesse estadio apresentam uma parede espessada mais delgada e
de natureza hemicelulésica. A meiose leva a formacdo de quatro esporos
unicelulares. Ao redor de cada esporo, deposita-se uma delgada primexina. O
desenvolvimento dos esporos é endospérico, e os protonemas jovens, envolvidos
ainda pela esporoderme, sao esferoidais ou subesferoidais, com células de paredes
pectocelulésicas delgadas, muitas vezes repletas de grdos de amido. A
esporoderme esta estratificada em uma intina, de composicdo pectocelulésica, e
uma exina, impregnada constituida por esporopolenina. A exina forma uma escultura
do tipo rugulada. Os elatérios morrem na maturidade e apresentam de duas a trés
bandas de espessamentos helicoidais, de pigmentacdo amarronzada e natureza
fendlica e polissacaridica. Na exina, a esporoderme apresenta uma regido de

escultura reduzida.

Palavras- chave: esporogénese, gametangios, hepaticas, ontogénese.



ABSTRACT

Morphology, anatomy and histochemistry of Noteroclada confluens Taylor ex
Hook. & Wilson (Pelliaceae, Marchantiophyta). Noteroclada confluens Taylor ex
Hook. & Wilson is a liverwort with a leafy appearance which belongs to the
Pelliaceae (Marchantiophyta) family. This species occurs mostly in mountainous
regions, descending slopes and places near streams. In this study, the morphology,
anatomy and histochemistry of the structures of the gametophyte and sporophyte of
N. confluens are described. This species was collected in Rio Grande do Sul state,
Brazil. The study in light microscopy, scanning electron microscopy and confocal
laser scanning provides, especially, data about structures related to sexual and
asexual reproduction, contributing to a better understanding of the genus and family.
The gametophyte of N. confluens presents a form of a deeply lobed stem, the lobes
predominantly with a single layer of cells. The lobes are connected to a central
region, denser, rich in starch grains. Numerous unicellular rhizoids are connected in
the ventral surface of the central region. The entire stem is composed by a
parenchyma formed by thin-walled pectin and cellulose cells, with no angular
thickening. Each cell has a single large vacuole and several oil bodies. The oil bodies
form groups of spherical or oval bodies and present sesquiterpenes in its
constitution. Flavonoid pigments were found forming the walls of some cells of the
stem. In this ventral surface, round shaped tubers may emerge with a parenchyma
containing starch grains, acting as a storage organ for substances. Two morphotypes
were identified in a collection in Rio Grande do Sul: morphotype 1, with few oil bodies
per cell and without tubers; and morphotype 2, with many oil bodies per cell and the
presence of tubers. The gametangia are distributed in rows in the central region on
the dorsal surface. Usually there are two rows of antheridia and one of
archegonia. The archegonia have a polysaccharide material in the channel region of
the venter, which may facilitate the entry of antherozoid. The antheridia are stalked
and oval. They have a single protective layer of sterile cells and are included
individually in a single antheridial chamber, with apical ostiole. After the fertilization of
the egg cell, there is the formation of a sporophyte that remains surrounded by
calyptra and the caulocalyx until the maturation of the spores. The sporophyte is
formed by the capsule, seta and foot. The capsule wall has two layers of cells and
presents angular thickening in the epidermis and annular or helical thickening in the



internal layer. At the base of the capsule there is a formation of a dense
elaterophore. The capsule opens in four longitudinal dehiscence cracks, the stomion,
which result in the formation of four valves. The seta is cylindrical, hyaline, slightly
striated, showing starch grains in parenchyma cells of the cortical region and
epidermis. The increase happens by cell expansion. The foot is cup-shaped and it
presents several starch grains. In the gametophyte-sporophyte junction (placenta)
there is a placental space. Both gametophyte and sporophyte.do no present transfer
cells in the placenta. The sporogenic tissue has cells with pectin and cellulose walls,
which are differentiated in two types: the sporocytes, rounded with a thick hyaline
wall, and the elaterocytes, more elongated and presenting a wall of pectin. The
spore mother cells are tetralobed and become individualized. On this stage, they
have a thinner thickened wall cell and it is made of hemicelluloses. After meiosis,
four unicellulars spores are formed. Around each spore a thin primexina is
deposited. The spore development is endosporic and the young protonemas are
spheroidal and still involved by sporoderm. The cells of young protonema have thin
cell walls with pectin and cellulose, often presenting many starch grains. The
sporoderm presents an intine with pectin and cellulose composition, and an exine,
consisting of impregnated esporopolenina. The exine sculpture is rugulate. The
elaters die at maturity and have two or three bands of spiral thickening, which have
brown pigmentation and a phenolic and polysaccharide composition. In the exine, the
sporoderm presents a region of small sculpture.

Keywords: gametangia, liverworts, ontogeny, sporogenesis.
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1. INTRODUCAO

1. 1. Caracterizagao geral das hepaticas

As hepaticas constituem um filo de pequenas plantas terrestres avasculares
com cerca de 5.000 espécies incluidas em aproximadamente 391 géneros e 74 familias
(Crandall-Stotler et al. 2005; Crandall-Stotler et al. 2009a). Estao distribuidas em todos
os continentes, incluindo a Antartica, sendo mais diversificadas em florestas das regides
montanhosas do Hemisfério Sul. Para o Brasil, sdo citadas cerca de 750 espécies
(Gradstein & Costa 2003). Com relagédo a diversidade de hepaticas no Rio Grande do
Sul, até o momento sdo conhecidas cerca de 200 espécies de hepaticas (Yano 2008;
Bordin & Yano 2009).

As hepaticas estdo agrupadas dentro do filo Marchantiophyta, apresentando
como caracteristicas diagndsticas: gametofito achatado dorsiventralmente que, se
folhoso, esta diferenciado em duas fileiras laterais de filidios dorsais (nunca com
filotaxia helicoidal), uma fileira ventral de filidios (anfigastros, os quais podem ser
ausentes); rizoides unicelulares, geralmente hialinos e com paredes finas; associagao
endossimbiéntica com fungos. Além disso, os esporofitos maduros permanecem
inclusos no gametofito, a seta é parenquimatosa e se alonga preferencialmente por
expansao celular (a divisdo celular da seta € mais incomum) e a capsula nado apresenta
estdbmatos, cuticula ou columela (Crandall-Stotler et al. 2009b).

O crescimento das hepaticas ocorre de tal forma que o gametdfito se
desenvolve ao longo de um substrato horizontal ou vertical, apresentando trés padrdes
distintos: folhoso, taloso simples e taloso complexo. O habito folhoso consiste de trés
fileiras de filidios ou formas dorsiventrais de duas fileiras laterais, com ou sem uma
fileira de reduzidos filidios ventrais, os anfigastros. A sobreposi¢ao nos filidios laterais é
sucuba (porgao superior do filidio € recoberta pela porgéo basal do filidio subsequente e
mais apical) ou incuba (porg¢do superior do filidio recobre a porg¢do basal do filidio

subsequente e mais apical). Segundo Smith (1955), a circulagdo ascendente de agua é



muito mais rapida em espécies sucubas do que em incubas, onde o movimento
descendente de agua € mais rapido. Isto estaria relacionado com o habitat das formas
sucubas, que tendem a crescer em ambientes com abundancia de agua no solo ou na
superficie onde se fixam. Ja as formas incubas desenvolvem-se em ambientes onde a
agua vem de cima, como em superficies verticais como troncos de arvores. As
hepaticas talosas simples apresentam talo simplificado, normalmente com uma regiao
central pluriestratificada e dois lobos laterais uni ou biestratificados. As talosas
complexas tém um talo dorsiventralmente distinto. Na regi&o dorsal ocorre uma camada
de células clorofiladas com camaras aeriferas que se abrem por poros. Na regido
ventral, ocorre um tecido de reserva de nutrientes (Gradstein & Costa 2003). Ressalva-
se que essas trés categorias ndo necessariamente envolvem um grupo natural, mas
sim uma simples forma de referenciar os padrdes de crescimento (Crandall-Stotler et al.
2009b).

Tradicionalmente, as hepaticas sdo divididas em duas classes:
Jungermanniopsida Stotl. & Crand- Stotl. e Marchantiopsida Cronquist, Takht. & e W.
Zimm. (Crandall-Stotler & Stotler 2000). Esses dois grupos s&o separados
principalmente pelo padrao do desenvolvimento dos anteridios, pelos padrdes iniciais
do desenvolvimento embrionario, pelo numero de camadas celulares da parede da
capsula e a presenca ou auséncia de lobos no espordcito durante a meiose. A classe
Jungermanniopsida apresenta uma maior diversidade taxondémica e é dividida em duas
subclasses: Jungermanniidae Engl e Metzgeriidae Barthol- Began. Tais subclasses
foram separadas por inUmeros caracteres, dentre eles padrées anatdomicos da capsula
e ontogenia dos gametangios. As hepaticas folhosas s&o as representantes da
subclasse Jungermanniopsida e, juntas, representam em torno de 85% das espécies de
hepaticas conhecidas. Ja a subclasse Metzgeriidae compreende as hepaticas talosas
simples. Mesmo sendo diferenciadas pelo padrdo de crescimento, ocorrem hepaticas
talosas simples em Jungermanniidae e folhosas em Metzgeriidae. Na classe
Marchantiopsida estdo agrupadas as hepaticas talosas complexas.

Com relagédo a filogenia do grupo, evidéncias a partir da morfologia e da
gametogénese masculina, suportam a monofilia das hepaticas (Garbary et al. 1993).

Segundo Qiu et al. (1998), evidéncias baseadas na distribuicdo de introns mitocondriais



indicam que as Marchantiophyta sdo o grupo irméo de todas as plantas terrestres.
Aspectos do metabolismo de auxinas corroboram que as hepaticas foram as primeiras
plantas terrestres: as Charophyta e as Marchantiophyta sdo incapazes de conjugar o
acido indol- acético (AlA), enquanto que Bryophyta, Anthocerophyta e as plantas
vasculares conjugam AIA em compostas de amidas e ésteres (Sztein 1995). Sob este
ponto de vista, os estdbmatos seriam entdo considerados uma inovagdo nas
Anthocerophyta, Bryophyta e em todas as plantas vasculares (Judd et al. 2002),
suportando um clado “estomatophyto”. Em trés andlises cladisticas, combinando
caracteres  morfoldgicos, ultraestruturais (especialmente  ultraestrutura  dos
anterozoides), moleculares e de desenvolvimento, suportam uma hipétese alternativa:
as Anthocerophyta seriam o grupo irm&o de todas as plantas terrestres e um clado
contendo as hepaticas e 0os musgos seriam o grupo irmao de todas as plantas
vasculares (Renzaglia et al. 2000). Essa hipotese implicaria a perda ou evolugéo
independente dos estdmatos (Judd et al. 2002).

Os trabalhos cladisticos de Crandall-Stotler & Stotler (2000), Forrest et al.
(2006), He-Nygrén et al. (2006) e Qiu et al. (2006) suportam a monofilia das
Marchantiopsida e das Jungermanniidae e resolvem Metzgeriidae como sendo um
agrupamento parafilético. Esses trabalhos corroboram as idéias de Qiu et al. (1998),
sugerindo que as hepaticas ocupam uma posicao critica na evolugao das plantas
terrestres, sendo o grupo irmao de todas as outras espécies terrestres. Evidéncias
moleculares sugerem que as Marchantiophyta surgiram no periodo Ordoviciano
Superior. Crandall-Stotler et al. (2005) sugeriam que o ancestral comum das hepaticas
provavelmente seria uma planta prostrada, com simetria bilateral, folnosa e com
caracteristicas das estruturas reprodutivas e de desenvolvimento das hepaticas do

clado das talosas simples.



1. 2. Morfologia e anatomia das hepéaticas

Todas as células do gametdfito das hepaticas tém origem a partir de unica
célula apical. Sdo reconhecidos quatro diferentes tipos de células apicais: piramidal,
cuneada, lenticular e hemidiscoide (Crandall-Stotler 1981 apud Crandall-Stotler et al.
2009b). Células apicais tetraédricas estao tipicamente associadas com o habito folhoso,
as lenticulares com talos muito achatados e as cuneadas ou hemidiscoides com as
demais formas de crescimento taloso (Renzaglia et al. 2000). Dentro das bridfitas, as
hepaticas apresentam a maior diversidade de células apicais dentro de um mesmo
clado. Por exemplo, em Pellidae, a célula apical pode ser tetraédrica, cuneada ou
hemidiscoide (Crandall-Stotler et al. 2009b). Muitos taxons desenvolvem modificagdes
ao longo da vida na morfologia da célula apical, com a transformacdo de células
tetraédricas para lenticulares (ou vice-versa), tetraédrica para cuneada ou cuneada
para hemidiscoide (Renzaglia 1982 apud Crandall- Stotler et al. 2009b). Essas
mudancgas na morfologia podem estar relacionadas com mudangas na orientagdo do
crescimento ou mudangas morfolégicas abruptas. A célula apical tetraédrica é
considerada uma pleisiomorfia entre as hepaticas e s&o caracteristicas de
Haplomitriopsida, Jungermanniidae e em Pellidae. A suposi¢cdo, proposta por He-
Nygrén et al. (2004, 2006) de que a geometria cuneada é uma carater pleisiomorfico e
que as geometrias tetraédricas derivaram independentemente em varias linhagens néo
foi suportada em analises da evolugao desse carater (Crandall-Stotler et al. 2005).

Uma caracteristica marcante de Marchantiophyta e que as distingue das
outras embridfitas é a presenga de oleocorpos, que ndo sao encontrados em todas as
hepaticas, porém sdo amplamente distribuidos entre os diversos taxons do grupo. Essa
estrutura celular armazena uma série de terpenoides e outros compostos aromaticos e,
aparentemente, ndo serve como reserva de nutrientes (Shaw & Renzaglia 2004). O
interior dos oleocorpos apresenta pequenas goticulas osmofilicas suspensas em um
estroma granular rico em proteinas e carboidratos. Nas Jungermanniopsida, a forma,
tamanho, coloracédo, numero e distribuicdo dos oleocorpos sao caracteres taxonédmicos

importantes. Devido aos componentes volateis dos 6leos que os compdem, 0s



oleocorpos desaparecem rapidamente em individuos desidratados. Nas reconstrugoes
filogenéticas, a presenga de oleocorpos é uma sinapomorfia de Marchantiophyta e o
tipo Massula é pleisiomorfico (Crandall-Stotler et al. 2005). Sugere-se que esses
compostos presentes nos oleocorpos, derivados do metabolismo secundario, possam
atuar durante periodos de dorméncia vegetativa, em secas prolongadas e para deter
herbivoros (Perry et al. 2008). Alguns desses terpenoides s&o biologicamente ativos e
podem causar reagdes alérgicas (Asakawa 2008), enquanto outros sao citotoxicos, com
atividades anti-tumorais em ratos (por exemplo, em leucemia linfocitica), além de
atividades vasopressoras e antifungicas (Asakawa et al. 2003, Asakawa 2008, Shahid
et al. 2009).

Os gametangios das hepaticas sao exdgenos, superficiais, e estao
protegidos por uma camada de células externas. Nas hepaticas folhosas, os
gametéangios estdo associados aos filidios e/ou circundado por eles. Nas hepaticas
talosas, ocorre uma série de estruturas e mecanismos para proteger os gametangios,
incluindo ramificagbes ventrais enroladas, camaras secundarias e formas lamelares
crescendo do talo (Renzaglia et al. 2000).

O desenvolvimento do arquegbnio ocorre a partir do alongamento de uma
célula inicial que se divide acima da superficie do talo. O processo envolve trés divisdes
longitudinais, formando um centro axial triangular circundado por trés células periféricas
(Renzaglia et al. 2000). As células da periferia formam o pescogo ou colo, enquanto as
células internas formam as células do canal do pescogo (as quais originardo um tubo
“gelatinoso” por onde passara o gameta masculino), o ventre e, no seu interior, a
oosfera (gameta feminino). As estruturas sexuais multicelulares femininas das hepaticas
nao servem apenas para proteger os frageis gametas, mas também protegem o
embrido apos a fecundagdo. A sua evolugdo provavelmente envolveu complexos
processos histéricos correlacionados com fatores genéticos, fisiologicos e ambientais
(Renzaglia et al. 2000).

A ontogénese dos anteridios envolve desenvolvimento de estruturas
globosas ou alongadas. O padrdo de divisdo caracteriza os diferentes clados das
hepaticas. Os anterozoides, biflagelados em todas as hepaticas, sdo estruturalmente

formados para obterem uma eficiente natagdo no ambiente terrestre (Renzaglia et al.



2000). Durante a espermatogénese, células parenquimaticas indiferenciadas sé&o
progressivamente transformadas, envolvendo a produgdo do aparelho locomotor
(flagelos).

O esporofito das hepaticas estd parcialmente ou totalmente incluso no
gametofito e € dependente fisiologicamente dele até a liberagdo dos esporos. Na sua
fase adulta, o esporofito apresenta um pé, em contato com as células do gametdfito e
um esporangio terminal, a capsula, elevada pela seta. A seta pode ser clorofilada ou
hialina quando jovem, mas sempre é esbranquicada quando madura (Glime 2007). Em
muitas hepaticas, apds a esporogénese ser completada, as células da seta se alongam
até vinte vezes seu comprimento original, elevando a capsula para longe do gametofito.
Esse processo envolve captagcdo de agua e é mediado por auxinas, podendo envolver
sintese de novas substancias na parede celular (Thomas & Doyle 1976).

O embrido, a fase juvenil do espordfito, pode estar protegido apenas pelos
tecidos originados do arquegébnio (formando uma caliptra verdadeira) ou por tecidos
originados a partir gametofito e do arquegdnio (caliptra vestigial). Na caliptra verdadeira,
grande parte do tecido tem origem apenas do ventre do arquegdnio, ocorrendo pouca
penetragao do pé no talo gametofitico. Ja na caliptra vestigial, apos a fecundagéao, as
células do talo sdo estimuladas a se dividir, fazendo com que o pé e a parte basal da
seta fiquem inclusos no tecido gametofitico. A parte superior da seta e a capsula serao
circundadas por células derivadas do ventre do arquegébnio (Crandall-Stotler et al.
2009b). Outro tipo de protegao para o embrido € o celocaule, estrutura gametofitica, a
qual se desenvolve apos a fecundacao. Neste tipo, o esporofito esta completamente
imerso no tecido gametofitico. Estruturas adicionais como o perianto (originado a partir
de filidios modificados que circundam o arquegbnio na maioria das hepaticas folhosas)
e o pseudoperianto (involucro mais interno dos dois involucros que envolvem o
arquegobnio de algumas hepaticas talosas) desenvolvem-se externamente a caliptra ou
caliptra vestigial, envolvendo o arquegdnio fecundado.

No interior da capsula sdo produzidos os esporos e os elatérios. O formato
da capsula, a estrutura das paredes celulares e as propriedades de deiscéncia sao
caracteres de valor taxonémico. O formato varia de oval, esférico, elipséide ou cilindrico

alongado. Em todas as Jungermanniopsida, a capsula apresenta duas ou mais



camadas celulares, onde ocorre a formagao de paredes secundarias, que contribuem
para a deiscéncia do esporangio, com liberagdo dos esporos apdés alongamento da
seta. A deiscéncia ocorre, geralmente, por suturas longitudinais, dividindo a capsula em
valvas. A natureza quimica dos espessamentos secundarios € 0s mecanismos de
regulacdo dessa deposicdo sdo desconhecidos (Crandall-Stotler et al. 2009b), porém
sua autofluorescéncia e sua aparéncia, em microscopia 6ptica, sugerem que sejam
constituidos por compostos fendlicos.

Os elatérios separam os esporos e facilitam a sua dispersdo. Os seus
movimentos higroscopicos auxiliam na deiscéncia da capsula e auxiliam na liberagao
dos esporos (Ingold 1939). Os elatérios sdo unicelulares e apresentam finos e
alongados espessamentos secundarios helicoidais constituindo as suas paredes
celulares. A sua origem se da a partir de divisbes mitéticas do tecido esporogénico
durante a esporogénese. Essas divisbes iniciam-se logo apos a delimitacédo das
células-mae de elatérios e, na maturidade, apresentam morte celular. A proporgao de
elatérios frequentemente é fixa para cada taxon e, na maioria das hepaticas, é de
quatro elatérios para cada esporo (Crandall- Sotler & Stotler 2000). Nas Pelliaceae, os
elatérios organizam-se em um “tufo” de células ligadas a células estéreis na base da
capsula, formando o elaterdéforo.

A esporogénese e a morfologia dos esporos sao caracteres conservados nas
embriofitas e fornecem dados filogenéticos importantes (Brown & Lemmon 1990). O
esporocito  (célula- mae de esporo) das hepaticas Haplomitriopsida e
Jungermanniopsida apresenta formato tetralobado durante a meiose. Ja nas
Marchantiidae, eles ndo apresentam lobos e sdo esféricos. Essa diferenca na
morfologia do espordcito € muito utilizada para separar as marchantioides do restante
das hepaticas (Schuster 1984). Quanto aos plastidios, as Marchantiidae apresentam
um unico plastidio durante a meiose, enquanto as demais hepaticas apresentam muitos
plastidios nessa fase do desenvolvimento.

Os esporos variam muito quanto ao seu tamanho, formato e ornamentagao,
sendo menores e mais ornamentados nas Jungermaniidae e Metzgeriidae do que nas
Pellidae e Marchantiopsida (Schuster 1984). A parede do esporo das hepaticas

apresenta, em sua estrutura, uma intina geralmente péctico-celulésica e uma exina



ornamentada e impregnada com esporopolenina (Blackmore & Barnes 1987). Em
muitos taxons, a exina esta relacionada com a deposicao de calose na fase de profase
do esporécito (Brown & Lemmon 1986). Ocorre uma primexina durante a citocinese
meidtica e esta camada fornece um molde para a deposi¢do das camadas posteriores.
As hepaticas sdo isosporadas e a maioria libera seus esporos na forma de ménade.
Cada esporo contém abundantes substancias de reserva, tipicamente amido e 6leos.

A germinagao dos esporos resulta na formagao de um simples gametofito por
esporo. Ela tem inicio com a divisdo celular do esporo, formando um protonema
multicelular. No crescimento exosporico, o protoplasto rompe a parede do esporo antes
de iniciar a mitose (normalmente apos sair da capsula). O crescimento endosporico é
muito comum em hepaticas e ocorre em todas as ordens de hepaticas, com excecao de
Sphaerocarpales (Crandall-Stotler et al. 2009a). Neste tipo, as divisdes celulares
comegam antes da deiscéncia da capsula. Os padrées de germinagéo ou crescimento
de esporos podem ser relacionados com o ambiente em que vivem. Normalmente,
espécies de bridfitas xerdfitas (epifitos ou saxicolas) tendem a apresentar um
desenvolvimento endospdrico. Excegdes ocorrem, por exemplo, nos géneros Pellia e
Conochepalum, uma vez que apresentam desenvolvimento endosporico e crescem em
locais com muita umidade (Nehira 1987 apud Crandall-Stotler 2009b).

Com relagédo a importancia ecolégica do grupo, as hepaticas participam do
processo de sucessao vegetacional dos ecossistemas, uma vez que desenvolvem-se
agrupadas, formando extensos tapetes que recobrem determinadas areas. Esses
tapetes evitam a erosdao do solo e servem de substrato para o desenvolvimento de
outras plantas. Além disso, Lisboa & llkiu-Borges (1995) citam a importancia das
hepaticas nos ciclos do carbono e nitrogénio, formagdo do solo e como componentes
importantes da biomassa. Muitos estudos médicos evidenciam o uso de hepaticas para
o tratamento de doencas cardiovasculares e da pele. Elas podem possuir propriedades
antissépticas, diuréticas, antibidticas e antitumorais (Ando & Matsuo 1984).

Algumas espécies de hepaticas sado utilizadas como bioindicadoras ja que
sdo sensiveis as variagdes ambientais (Lisboa & llkiu-Borges 1995). Em determinadas
regides, sao apreciadas na horticultura como aditivos no solo, meio para germinagao de

sementes, em vasos de bonsai para retengcdo da umidade e estabilidade do solo, em



jardinagem e em aquarios, por proporcionarem oxigénio aos peixes e substrato para a

deposigao dos ovos (Ando & Matsuo 1984).

1.3. Posicionamento taxondmico e caracterizacdo de Noteroclada confluens

O género Noteroclada Taylor ex Hook. f. & Wilson € monoespecifico, sendo
representando apenas por Noteroclada confluens (Hook. f. & Taylor) Spruce. O género
esta posicionado na classe Jungermanniopsida, subclasse Pellidae, ordem Pelliales,
familia Pelliaceae (Crandall- Stotler et al. 2009a) e, atualmente, possui suas relagbes
filogenéticas bem estabelecidas. Entretanto, ao longo do estudo do grupo existiram
divergéncias quanto ao posicionamento taxondmico e o esclarecimento das relagdes de
parentesco.

No século XIX, o género Noteroclada apresentava um grupo bem maior de
espécies. Estudos taxondmicos posteriores, reposicionaram muitas dessas espécies,
sendo trés inseridas no género Fossombronia. Na América Latina, Noteroclada é ainda
muito confundida com Fossombronia. Todavia, esses géneros sao facilmente
diferenciados pelas caracteristicas do gametofito: Noteroclada apresenta o talo mais
largo e os rizoides hialinos; os rizoides de Fossombronia sdo avermelhados ou em tons
de roxo. Com relagcdo ao esporofito, a abertura da capsula de Noteroclada ocorre
sempre por quatro valvas e, em Fossombronia, a abertura € irregular (Freire 2002).

Na classificacdo proposta por Crandall-Stotler & Stotler (2000), Noteroclada
pertence a Fossombroniales, na subordem Pelliineae, Pelliaceae, que também inclui o
género Pellia.

Desde os estudos morfologicos de Schiffner (1911), muitos autores
relacionam os géneros Noteroclada e Pellia. Segundo Crandall-Stotler et al. (2005),
Noteroclada € considerada grupo irmao de Pellia, com suporte de 85% de bootstrap.
Pelliaceae é resolvida como monofilética apresentando cinco sinapomorfias: pé do
esporoéfito com formato conico, elatérios com mais de duas bandas de espessamentos,

germinagao precoce e endosporica e espéecies mondicas.
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Frey & Stech (2005), baseados em caracteres morfolégicos e moleculares,
inserem Noteroclada dentro da familia Noterocladaceae. Contudo, seus resultados
evidenciam que essa familia apresenta uma posicdo ambigua dentro de uma
superclasse maior (Super classe ).

Noteroclada foi resolvida como grupo irméo de Metzgeria Raddi e Pleurozia
Dumort. (He-Nygrén et al. 2004). Todavia, analises posteriores indicaram que as
sequéncias de genes do GenBank tiveram o nome incorreto associados e por isso as
analises nédo estavam corretas (Forrest et al. 2006). Posteriormente, He-Nygrén et al.
(2006) nao incluiram Noteroclada em suas analises, justamente pela incerteza da
sequéncia de dados dessa espécie. Com relacado a familia Pelliaceae, esses autores
sugerem que ela tenha um arranjo sistematico independente dentro do clado das
hepaticas talosas simples.

Segundo Forrest et al. (2006), Pellia e Noteroclada formam um clado bem
sustentado. Este clado € um dos primeiros a divergir dentro das Talosas Simples |
sendo, de acordo com essa analise filogenética, grupo irmao de Fossombroniineae.
Essa topologia difere de Heinrichs et al. (2005) principalmente na posi¢céao das linhagens
iniciais. Nesse estudo, Makinoa Miyake é primeira linhagem a divergir dentro das
talosas simples | e Noteroclada esta inserida em Fossombroniineae. Esse resultado
pode ser explicado pela auséncia de Pellia nas analises. Trabalhos anteriores explicam
que a auséncia de grupos bem caracterizados como, por exemplo, Pellia, podem alterar
drasticamente a estrutura dos agrupamentos com divergéncia evolutiva precoce
(Crandall-Stotler et al. 2005).

A classe Jugermanniopsida caracteriza-se por apresentar hepaticas talosas
ou folhosas, com oleocorpos normalmente presentes em todas as células e rizoides
monomorficos, com paredes lisas. Além disso, sdo caracteristicas desta classe a
origem dos anteridios, a partir de duas células androgoniais iniciais, o colo (ou
“pescogo”) arquegonial normalmente formado por cinco fileiras de células, o embrido
filamentoso, a seta do espordfito com alongamento pronunciado, a parede da capsula
formada por dois ou mais estratos celulares, os espordcitos lobados e os esporos com

variacao criptopolar a apolar, raramente polares (Crandall-Stotler et al. 2009a).
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As hepaticas da subclasse Pellidae sao principalmente talosas simples e, se
folhosas, com filidios organizados em duas fileiras. As ramificacbes sdo terminais ou
intercalares, laterais ou ventrais. Os anteridios localizam-se no meio do talo (na
superficie dorsal) ou no caulideo e podem, ou n&o, possuir perigbnio. Os gametangios
femininos normalmente sdo anacrogineos (arquegbnios formados a partir de células
iniciais superficiais, sem a perda da funcao da célula apical) e posicionam-se no meio
do talo, na superficie dorsal ou no caulideo (Crandall-Stotler et al. 2009a).

A ordem Pelliales apresenta hepaticas talosas ou folhosas, estando os
filidios inseridos de modo sucubo. A célula apical pode ser tetraédrica, cuneada ou
hemidiscoide. Podem ocorrem papilas ou pélos unisseriados na face ventral
(distribuidos um duas fileiras). Os rizoides variam de hialinos a acastanhados ou tem
coloracdo vermelho palido. Sdo raras as ramificagdes ventrais. Os anteridios estao
organizados em duas fileiras, espalhados ou agrupados no talo, cada um dentro de
uma camara cOnica com um ostiolo apical. Os arquegbnios estdo desprovidos de
protecdo e arranjam-se normalmente em duas fileiras ao longo do meio do talo ou em
aglomeragbes anacrogineas protegidos pelo periquécio. O esporofito esta envolvido
pela caliptra, pseudoperianto ou celocaule. As capsulas sido esféricas, com um
elateroforo basal, e abrem-se por quatro valvas. A germinagao do esporo € endosporica
(Crandall-Stotler et al. 2009a).

A familia Pelliaceae esta formada pelos géneros Noteroclada e Pellia.
Embora o esporofito seja muito semelhante, esses dois géneros s&o facilmente
distinguidos pela morfologia do gametofito. Pellia € claramente talosa e Noteroclada
apresenta habito folhoso (Crandall-Stotler et al. 2009b).

. Noteroclada confluens distribui-se principalmente nas regides montanhosas
da América do Sul e Central (do México até a Terra do Fogo na Argentina), crescendo
em solos umidos, declives ou proximas a corregos (Gradstein & Costa 2003). No Brasil,
N. confluens é descrita para areas de Mata Atlantica e Cerrado nas regides sul, sudeste
e centro-oeste. Individuos de N. confluens ja foram coletados nos estados do Espirito
Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo (Yano 2008) e Rio Grande do Sul
(Bordin & Yano 2009). No Rio Grande do Sul, é encontrado em beira de estradas de

chéo, ocorrendo em areas de desniveis elevados, como barrancos (Fig. 1A e B).
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O gametofito € considerado folhoso (Fig. 1C), ramificando-se por extensas
regides sobre os solos umidos. Prevalecem os talos mondicos, sendo os didicos (ou
unisexuados) raros. Os anteridios e arquegdnios estdo dispostos em fileiras na
superficie dorsal. Os rizoides apresentam coloracdo marrom claro ou sao hialinos. O
esporofito apresenta uma seta longa e delgada (2-10 cm) com uma capsula esférica
(Fig. 1D) que se abre por quatro valvas. Os esporos sdo verdes, multicelulares e
grandes, com cerca de 50 a 100 pym, sendo o seu desenvolvimento endospdrico
(Grandstein & Costa 2003; Bordin & Yano 2009).

Esta dissertacdo de mestrado foi motivada pelos escassos dados a respeito
da anatomia de Noteroclada confluens, de outras espécies de hepaticas e mesmo das
briofitas latu sensu. Através de estudos de cunho anatbmico, € possivel resolver
diversos problemas taxondmicos e filogenéticos, contribuindo para um melhor

entendimento do grupo como um todo.

Figura 1. A- B. Habitat de Noteroclada confluens. C. Detalhe do gametdfito, em vista dorsal. D. Detalhe

do espordfito.
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2. OBJETIVOS

A presente dissertagao teve por objetivos: descrever a morfologia e anatomia
do gametdfito de Noteroclada confluens, especialmente o desenvolvimento dos
gametangios, no que diz as suas caracteristicas citologicas; descrever a morfologia e
anatomia do esporofito de Noteroclada confluens; caracterizar os principais estadios de
desenvolvimento do espordfito e a esporogénese; descrever a estrutura e citoquimica
dos esporos; caracterizar a esporoderme (exina e intina); fornecer dados morfolégicos

que possam ser utilizados em analises filogenéticas posteriores.
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3. MATERIAL E METODOS

Gametofitos e esporofitos de Noteroclada confluens, foram coletados em
terrenos umidos nos municipios de Porto Alegre (30°04'09”S 51°08'18,4"W) e Caxias do
Sul (29°0822,76"S 51°09°06,88"W), estado do Rio Grande do Sul, Brasil, entre os
meses de margo de 2008 a outubro de 2009. Em laboratério, o material coletado foi
analisado em microscépio estereoscopico Leitz M7 e fotografado com camera digital
Canon EOS 300D, equipado com lente Sigma 150 APO Macro DG. A identificagao do
material seguiu Grandstein & Costa (2003). O material testemunho foi depositado no
Herbario ICN do Instituto de Biociéncias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
sob numeros 163043 e 188555.

A classificagdo taxondmica adotada seguiu Crandall-Stotler et al. (2009a). A
terminologia das estruturas estd de acordo com Magil (1990) e Crandall-Stotler et al.
(2009Db).

3.1. Microscopia 6ptica

Por¢cdes dos gametofitos foram seccionadas com auxilio de lamina de
barbear e fixados em uma mistura de glutaraldeido 2,5% e formaldeido 2%, em tampao
fosfato de sédio 0,05M, pH 7,2 a temperatura ambiente, sob baixa pressédo (Roland &
Vian 1991). As amostras fixadas foram lavadas em tampao fosfato de mesma
osmolaridade e pH (trés lavagens, 15 minutos cada) e desidratadas em série crescente
de etanol. Iniciou-se a desidratacdo com etanol 10%, seguido da adi¢cdo gradual de
etanol 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100%, com intervalos de 15 minutos, mantendo-
se metade do volume anterior, com objetivo de realizar uma troca mais gradual. Para a
inclusdo em resina acrilica a base hidroxietilmetacrilato (Technovit® 7100, Kulzer), as
amostras foram transferidas para uma solugédo de pré-infiltragdo, uma mistura (1:1) de

etanol absoluto e resina, por 8 horas, em constante agitacao e, apds, para resina pura,
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por mais 8 horas, seguido de polimerizagdo com adi¢do de catalizador (Gerrits & Smid
1983).

Esporéfitos em diferentes estadios de desenvolvimento foram dissecados
sob microscopio esteroscopico e fixados em solugdo fixadora idéntica a empregada
para a fixagdo do gametofito. Em muitos casos, tecidos gametofiticos foram
preservados juntamente com os esporofiticos, quando o esporofito apresentou
dimensdes muito reduzidas. Os esporéfitos permaneceram estocados no fixador, a
pressao ambiente, por um periodo que variou de 24 horas a quatro meses. As amostras
foram lavadas em tampao fosfato de mesma osmolaridade e pH (trés lavagens de 15
minutos cada). Apds, o material foi desidratado em série crescente de etanol (10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100%, 15 minutos cada). Na sequéncia, as amostras foram
tratadas em série de etanol-cloroférmio (3:1, 1:1, cloroférmio puro, 1:1, 3:1 e etanol
absoluto, 20 minutos cada). O material foi transferido para solugéo de pré- infiltragao,
permanecendo por 8 horas. Finalmente, as amostras foram incluidas em resina acrilica
pura, a qual foi polimerizada com adi¢cao de catalizador.

Secdes semifinas de 2 a 4 um de espessura foram obtidas em micrétomo de
rotacao Zeiss, Microm HM 340 E, equipado com navalha de vidro, e em micrétomo de
guias Leitz 1400, equipado com navalha de acgo perfil “D”.

As secdes foram distendidas em agua e montadas em Iaminas histoldgicas
de vidro sobre placa aquecedora, a aproximadamente 50°C.

Como corante geral, isoladamente, foi utilizado o Azul de Toluidina O (C.I.
52040) 0,05% em solugdo aquosa, pH 4,4 (O’Brien & McCully 1981), também
empregado em secgdes submetidas a reacdo de PAS (acido periddico-Reagente de
Schiff, O'Brien & McCully 1981). Alternativamente, foi empregada, a combinagdo de
Azul de Astra (C.l. 34195) 0,05% em solugcdo aquosa, seguido de reacdo de PAS e
Fucsina Basica (C.l. 42500) 0,05%, em solugdo aquosa (Kraus et al. 1998, modificado) .

Para os testes histoquimicos, em se¢des histologicas de 3 ym de espessura
(em resina acrilica), cortes a mao livre ou material ndo seccionado, foram empregados
0s seguintes corantes/técnicas: Coomassie Blue Brilhante R-250 (C.l. 42660), com
concentragdo de 0,25% em solugdo acética 7%, para proteinas totais (Southworth
1973); Alcian Blue 8GX 1% (C.I. 74240), em solugdo acética 3%, para
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mucopolissacarideos acidos (Lillie 1965); Acido Periédico-Reagente de Schiff (PAS),
para polissacarideos totais (O'Brien & McCully 1981); Auramina O (C.l. 41000), em
concentragao 0,01% em tampéao Tris HCI, seguido de excitagdo sob luz ultravioleta
(340-380 nm), para identificacdo de esporopolenina (Heslop-Harrison 1977; Nepi &
Franchi 2000); Calcofluor White (C.l. 40622), seguido de excitacdo sob luz ultravioleta
(340-380 nm), para celulose (Hughes & McCully 1975); Fucsina Basica (C.l. 42500)
0,05%, em solugao alcodlica 2,5%, para a identificagdo de compostos de natureza
fendlica e exina (Faegri & Iversen 1964; Punt et al. 2007); floroglucinol-HCI (Sass 1940),
teste de Maule (Johansen 1940) e ou Acridine Orange, sob luz ultravioleta de 502 nm
(Stockert et al. 1984), para localizagdo de lignina; Azul de Astra (C.I. 34195) 0,5%, em
solugédo aquosa, para pectinas (Gerlach 1984); reacao de Schiff modificada (a base de
iodeto de propidio), seguido de excitagdo sob luz ultravioleta (488nm), para compostos
polissacaridicos (Truernit et al. 2008); Sudan Black B (C.I. 26150), saturado em solugao
alcoodlica a 70%, para identificacdo de compostos de natureza lipidica (Jensen 1962);
acido sulfurico concentrado, para detecgao de sesquiterpenoides (Geismann & Griffin
1971); Azul de Anilina (C.l. 42755), em concentracédo 0,1% em tampéo fosfato pH 8,5,
sob luz ultravioleta (395 nm), para calose (Martin 1959).

Secgdes de 3 um de espessura, montadas em laminas histolégicas, foram
tratadas com hemicelulase 2%, (Guerra & Souza 2002), por 40 min, lavadas em agua
destilada e submetidas a reacdo de PAS. O resultado de coloragdo nas paredes
celulares foi comparado ao resultado de coloragdo das mesmas estruturas, em sec¢des
nao tratadas com hemicelulase. Auséncia de coloracao (reagdo negativa) nas paredes
celulares, simultdnea a uma reacao positiva (presenga de coloragdo) no controle,
permitiu identificar a composi¢cao hemicelulésica das paredes celulares.

Todas as preparagdes histolégicas foram analisadas e fotomicrografadas em
microscopico Optico de campo claro, polarizacdo e epifluorescéncia Leica DM R,
equipado com camera fotografica digital Leica DFC 500.

Para analises das dimensdes dos protonemas, capsulas do esporofito, em
inicio de deiscéncia, foram esmagadas em agua destilada, entre laminula e laminas de

vidro. Foram medidos os diametros de 300 protonemas, em dez capsulas.
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Para analise da densidade de gametangios na superficie ventral do
gametofito, sob microscopio, foram analisados 450 individuos, coletados entre os

meses de abril a outubro de 2009.

3.2. Microscopia confocal de varredura a laser

Para as analises em microscopia confocal de varredura a laser, por¢cdes do
gametdfito ou esporofito foram tratadas segundo protocolo descrito por Truernit et al.
(2008). As amostras foram fixadas em uma mistura de metanol 50%, acido acético 10%
e agua, a temperatura de 4°C, por 12h. Apés, o material foi transferido para etanol 80%,
a temperatura de 80°C, por 1 minuto, e recolocado no fixador por mais uma hora. As
amostras foram lavadas em agua destilada e transferidas para acido periddico 1%, a
temperatura ambiente, durante 40 min. Apds nova lavagem, o material foi transferido,
por duas horas, para reagente de Schiff modificado (a base de iodeto de propidio). O
material foi montado em lamina histoldgica escavada e observado e fotomicrografado
em microscoépio confocal de varredura a laser Olympus FV1000. No caso da captura de
uma sequéncia de segdes Opticas (ao longo do eixo Z), a reconstrugéo das segdes foi

feita no programa Bitplane Imaris v. 6.3.1..

3.3. Microscopia eletrénica de varredura

Para a analise em microscopia eletronica de varredura (MEV), por¢des do
gametofito e do espordfito foram fixadas segundo o protocolo descrito para preparagao
em microscopia optica. As amostras foram lavadas em solu¢ao tampao fosfato de sodio
0,05M, pH 7,2, desidratadas em série crescente de etanol, transferidas para acetona
100% e secadas em secador de ponto critico Balzers CPD 030. Sob microscopio

esteroscopico, o material foi montado sobre fita adesiva condutora de carbono, sob
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suportes de aluminio (“stubs”). Capsulas foram manualmente rompidas, sob
estereomicroscopio e com o auxilio de pinca de aco de ponta fina, para liberacdo dos
protonemas e elatérios. Todo material foi recoberto com uma camada de 10 a 15 nm de
platina, em metalizador tipo “sputerring” Balzers SCD 050. As amostras foram
observadas em microscoépio eletrénico de varredura Jeol JSM 6060, sob 20 kV.
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4. RESULTADOS

4.1. Morfologia e anatomia do gametofito

O gametdfito de Noteroclada confluens caracteriza-se por ser um talo de
aparéncia folhosa (Figs. 2A-C), achatado dorsiventralmente, crescendo sempre
prostrado ao solo, em terrenos inclinados ou totalmente verticais, de natureza
geralmente argilosa. O talo apresenta coloracao verde intensa, podendo variar do claro
ao escuro. Ocasionalmente, pode possuir cor avermelhada ou amarronzada nas
margens ou junto aos gametangios (Fig. 3A). O comprimento do talo ndo ultrapassa
cinco centimetros e a largura pode variar de 0,4 a 0,9 centimetros. Morfologicamente, o
gametofito apresenta-se profundamente lobado, constituindo-se em uma sequéncia
longitudinal de lobos sucubos, planos ou levemente convexos, ovados, com margens
inteiras (Figs. 2A-C e 3B). Os lobos mostram-se conectados a uma faixa plana central,
mais clara, com até 1mm de largura. Os individuos sdo mondicos, podendo ser
identificados gametangios masculinos e femininos distribuidos, frequentemente, em trés
fileiras dorsais e longitudinais, ao longo da regidao mediana do talo (Figs. 2A, 2D, 3A e
3B). Também podem ser encontrados talos totalmente desprovidos de gametangios,

assim como apresentando somente fileiras de anteridios.

Figura 2. O gametdfito de Noteroclada confluens. A. Aspecto geral do talo, em vista dorsal, mostrando a
distribuicdo suicuba dos lobos (lo), os gameténgios (ga) ao longo da regido mediana e um tuber (tb) ligado
a face ventral do talo por um pedunculo sinuoso. B. Vista lateral do talo mostrando o celocaule (cc),
proximo ao apice, recobrindo o espordfito (es) em desenvolvimento. C. Vista lateral do talo, mostrando o
celocaule (cc) rompido pelo espordfito (es), os rizoides (rz) emergindo da face ventral e um tuber (tb). D.
Esquema de uma segéao transversal do talo. Estdo representadas duas fileiras de anteridios (an) e uma
de arquegobnios (ar). Nota-se a espessura dos lobos (lo), uniestratificados na sua maior extensao, e da
regido mediana (zc) do talo, de se ligam os numerosos rizoides (rz). E. Detalhe de base e apice de um
rizoide. F. Células da margem de um lobo. G. Detalhe de uma célula do talo, mostrando os cloroplastos

(cl) e os oleocorpos (ol). Em A, B e C, todos na mesma escala (em A).
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O talo é totalmente constituido por células que formam um tecido
parenquimatico clorofilado. A regido mediana do talo é formada por um parénquima
com varias camadas de células (Fig. 2D), contendo plastidios que armazenam graos de
amido de dimensdes relativamente grandes (Fig. 3C). Pode possuir até 15 camadas de
células poligonais, as vezes alongadas, com paredes celulares primarias bastante
delgadas, sem espessamentos angulares visiveis. Algumas células podem alcancar até
150 ym, no seu eixo maior.

Nos lobos, as células sao poliédricas, de paredes sempre delgadas, retas ou
levemente curvadas (Figs. 2F, 2G e 5A). Apresentam dimensbdes médias de 62 um, em
seu eixo maior, € 35um, em seu eixo menor, podendo alcancar um comprimento
maximo de 90 uym. De forma similar a regido mediana, as células dos lobos nao
apresentam espessamentos angulares. Na maior parte dos lobos, incluindo as
margens, ocorre apenas uma unica camada de células. Contudo, nas regides mais
centrais lobos e nas de conexdo com a regiao mediana do talo, o parénquima pode
apresentar até duas camadas de células (Fig. 2D). A cuticula € sempre lisa (Fig. 3D).
Cloroplastos, com grédos de amido relativamente diminutos, sdo abundantes e
distribuidos junto a todas as paredes celulares (Figs. 2G, 3D e 5A), comprimidos por um
unico vacuolo central, sem qualquer tipo de pigmentos ou outro tipo de substancia
ergastica.

As paredes celulares do talo tém constituicdo polissacaridica,
especificamente pectinas e celulose (Fig. 3E, Tab. 1) Nao foi detectada a presenca de
ligninas. Quando submetidos a luz ultravioleta (340-380nm), as paredes celulares de N.
confluens mostraram uma autofluorescéncia azul-esverdeada (Fig. 3F). Identificou-se,
em alguns individuos de ambientes mais ensolarados, nas células dos lobos (Fig. 3G),
uma coloracado purpura nas paredes celulares, presente também nas células dos
gametangios. Esta coloragdo n&o se estendia a todo o lobo, mas apenas em algumas
regioes.

A maior parte das células parenquimaticas do talo possui oleocorpos. Estes
tém formato esférico a oval e séo localizados em agrupamentos junto a parede celular,
raramente isolados (Figs. 2G, 5A e 5B). Internamente, apresentam uma clara

granulosidade (Fig. 2G). Testes para determinar a composigao dos oleocorpos foram
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Figura 3. Morfologia e anatomia do gametofito de Noteroclada confluens. A. Aspecto geral do talo, em

vista dorsal, onde nota-se uma pigmentagédo purpura nas paredes das cadmaras anteridiais (setas). B.
Vista dorsal do talo, em microscopia eletrébnica de varredura (MEV), mostrando as camaras anteridiais
(ca) e arquegbnios (ar), distribuidos em fileiras. C. Secéo transversal do talo, na regido mediana,
contendo células com diversos grdos de amido (PAS-Azul de Astra). D. Vista frontal da superficie do talo,
nos lobos, em MEV, mostrando as células recobertas por uma cuticula lisa. Cloroplastos podem ser
identificados pela delgada espessura da parede celular. E. Detalhe das células parenquimaticas do talo,
em microscopia confocal de varredura a laser, evidenciando a parede celular de constituicao celuldsica
(seta). A autofluorescéncia da clorofila evidencia os cloroplastos, de cor avermelhada. F.
Autofluorescéncia das paredes celulares das células do talo (seta), em microscopia de fluorescéncia. G.

Células dos lobos com parede celular contendo pigmentagao purpura (seta).
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negativos para substancias de natureza lipidicas e polissacaridicas. Porém, foi
comprovada a sua natureza sesquiterpenoide (Tab. 1).

Os rizoides sdo encontrados na superficie ventral do gametofito, originando-
se na regido mediana e mais espessa do talo (Figs. 2C, 2D e 4A). Os rizoides sao
abundantes e se entrelagcam. Sdo sempre unicelulares (Figs. 2D, 2E e 4B), hialinos ou
levemente amarronzados, com paredes celulares lisas e delgadas (Figs.2E e 4C). A
base dos rizoides € levemente dilatada, enquanto o apice é arredondado (Figs. 2E e
4B). Possuem comprimento variavel, podendo alcancgar até 3 mm, com didmetro médio
de 20 pm.

Figura 4. Morfologia e anatomia dos rizoides em Noteroclada confluens. A. Visdo geral dos rizoides, na
face ventral do talo, em microscopia eletronica de varredura (MEV). B. Secéo transversal do talo, na
regido medianal, evidenciando a base de um rizoide unicelular (PAS- Azul de Toluidina). C. Detalhe dos

rizoides, em MEV, mostrando a parede celular lisa.

Tubers foram identificados emergindo de alguns gametofitos.
Morfologicamente, estes constituem-se em estruturas globosas, com até 0,7 mm de
diametro, de cor amarelo-esverdeado. Os tubers sao ligados a face ventral do talo,
entre os rizoides, através de um longo pedunculo cilindrico e sinuoso (Figs. 2A e 2C).
Geralmente, foram encontrados imersos em solo bastante umido. O pedunculo é
formado por células parenquimaticas contendo poucos grédos de amido. Possui sempre
menor didmetro que o tuber e comprimento variavel (até 1 cm). O tuber é constituido
por um parénquima de reserva, com paredes celulares delgadas, rico em grandes graos
de amido (Fig. 5C e 5D). Graos de amido estdo presentes, também, nas células

epidérmicas do tuber. O meristema apical € arredondado, sendo recoberto
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Figura 5. Oleocorpos, tuber e meristema apical de Noteroclada confluens. A. Oleocorpos (ol) em célula
do talo, no Morfotipo 1. B. Oleocorpos (ol) em célula do talo, no Morfotipo 2. C. Segao longitudinal do
tuber, evidenciando a grande quantidade de grdos de amido. A regido apical e meristematica do tuber
esta indicada por uma seta (PAS- Azul de Toluidina) D. Detalhe de células do tuber, com graos de amido
(PAS) E. Meristema apical, com célula inicial (ci) com formato cuneiforme (seta) (Azul de Astra- PAS). F.

Detalhe dos primérdios dos lobos (Azul de Astra- PAS).
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por camadas laminares uniestratificadas, originadas no meristema apical. Estas
camadas uniestratificadas formam uma cobertura que reverte todo o tuber (Fig. 5C).

O meristema apical do talo contém uma unica célula inicial apical, cuneiforme
nas secgdes histologicas obtidas (Fig. 5E). Da célula apical, originam-se células
derivadas que, progressivamente e a poucos micrdmetros da inicial, diferenciam-se e
comegam a acumular pequenos graos de amido. Nas se¢des do meristema apical,
podem ser identificados primordios curvados, de uma unica camada de células (em
secao, similares a tricomas), os quais se diferenciardo nos lobos do talo (Fig. 5E). Estes
parecem se alongar mediante sucessivas divisdes anticlinais das células que compdem
cada priomordio (Fig. 5E). Mesmo ainda muito proximo ao apice, os lobos em
diferenciagéo, ainda curtos em extensao, ja apresentam cloroplastos que comegam a
armazenar pequenos graos de amido (Fig. 5F). Estes mesmos lobos, também, mantém-
se curvados sobre o meristema apical. Nao foram identificados, no apice meristematico,
quaisquer tipos de tricomas secretores ou idioblastos.

Na analise do gametdfito, foram identificados dois morfotipos, diferenciados
quanto as variagdbes no numero e distribuicdo de oleocorpos e a presenga ou a
auséncia de tubers. No morfotipo 1, o mais frequente nas populacdes estudadas, os
oleocorpos ndo estdo presentes em todas as células e, quando presentes, estdo em
numero de 1 a 4 por célula (Fig. 5A). Neste morfotipo, ndo ocorrem tubers. No morfotipo
2 (Fig. 5B), os oleocorpos estdo presentes na maioria das células do talo, sdo bastante
numerosos € ultrapassam mais de 20 unidades por célula, tendo menor tamanho que
os oleocorpos presentes nas células do morfotipo 1. Ainda, no morfotipo 2, ocorrem
tubers. Outras variagdes morfolégicas ou anatdmicas nédo foram encontradas. Além
disso, todos os gametdéfitos analisados (morfotipo 1 ou 2) foram coletados em solo
umido.

No talo, foram encontradas gemas, contendo meristemas, préximo ao
meristema apical e ao longo da superficie ventral. A partir destes meristemas que se
originam as ramificagdes ventrais do talo que, apés maturidade, podem fragmentar-se,
formando um novo individuo.

Os gametéangios estao distribuidos na face dorsal do talo (Figs. 2D e 6A), ao

longo da regido mediana. Geralmente, quando presentes (ja que em alguns talos nao
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foram encontrados gametangios), distribuem-se ao logo de todo o talo, desde a zona
apical até as mais distais. Estdo organizados em trés ou quatro fileiras longitudinais:
uma ou duas centrais, formadas exclusivamente por arquegdnios, e duas mais externas
(uma de cada lado), formada apenas por anteridios (Figs. 2D e 6A). Em alguns talos, os
arquegobnios formam grupos de trés ou quatro ou, entdo, se concentram na regido
apical do talo. Em talos mondicos, no final da fileira de arquegénios, os anteridios n&o
se organizam em apenas duas fileiras, mas em trés ou quatro ou, ainda, distribuem-se
de modo ndo uniforme na regido mediana do talo. Em talos que ndo apresentam
arquegbnios, ndao ha uma distribuicdo uniforme de anteridios. Os anteridios
normalmente estdo presentes nos primeiros dois tercos do talo (a partir do apice),
enquanto a distribuicdo de arquegbnios ocorre, preferencialmente, até o meio do talo.

Foram encontrados, em média, 18 anteridios por cm? com até 93
gametangios masculinos num mesmo talo (com comprimento médio de 2,7 cm). Quanto
aos arquegdbnios, a meédia foi de 6 por cm? e, em um mesmo individuo, o numero
maximo de gametangios femininos foi igual a 58. (Tab. 2). O numero de gametangios
sobre os gametodfitos variou ao longo do periodo de trabalho, sendo que um maior
nuamero de gametangios masculinos foi encontrado em talos coletados no més de
agosto, enquanto um maior numero de arquegbnios foi encontrado em talos coletados
no més de outubro.

Os arquegbnios apresentam duas regides distintas: ventre e colo ou pescogo
(Fig. 6B). O ventre é ovalado e apresenta de duas a quatro camadas de células que
protegem a oosfera. Cada arquegénio liga-se ao talo sem a presenga de um pedunculo.
As células do ventre, em sec¢do longitudinal do arquegdnio, sdo retangulares e tém
delgadas paredes de composicdo pectocelulésca (Figs. 6C e 6D). O colo tem
aproximadamente 300 um de comprimento, com até 10 células de altura. A dissolucéo
das células centrais do colo origina um canal, o qual € preenchido por substancias que
coram com o Azul de Astra (Fig. 6E, Tab.1). Apds a fecundagdo, as células do
arquegobnio proliferam-se e formardo a caliptra que envolvera o embrido (Fig. 6F).
Externamente a caliptra, observa-se a base de um invoélucro curto e clorofilado, o
celocaule, o qual que protegera o embrido até o rompimento da caliptra apos

alongamento da seta (Fig. 6F). O arquegbnio que contém uma oosfera fecundada, e
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que originard& um esporofito, € predominantemente apical. Raramente, foram

observados esporofitos desenvolvendo-se distantes do apice do talo.

oo |

Figura 6. Morfologia e anatomia dos arquegbnios de Noteroclada confluens. A. Distribuicdo dos
arquegonios na face dorsal do talo (seta), em microscopia eletrénica de varredura (MEV). B. Arquegonio,
mostrando a regido do ventre (ve) e colo (co). C-E. Segbes longitudinais do arquegdnio. C. Canal do colo,
com substancia PAS-positiva (seta) (PAS-Azul de Toluidina). D. Arquegdnios, em microscopia eletrénica
de fluorescéncia, mostrando a composigao celuldsica das paredes celulares. E. Detalhe do canal do colo
(seta), mostrando substancias coradas com o Azul de Astra (Azul de Astra—Fucsina Basica). F. Espordfito

em desenvolvimento (capsula) circundado pela caliptra (cp) e celocaule (cc).

Os anteridios sao ovais, sempre isolados e ligados ao talo através de um
curto pedunculo (Fig. 7A e 7E). Sao originados de células do talo, préximas a célula
apical. Apresentam uma coloracdo amarelada (Fig. 7B). Individualmente, cada anteridio
esta envolvido por uma camara anteridial, com cerca de 200 pm de altura, com formato

de cone e que apresenta um poro (ostiolo) apical (Fig. 7C). Cada camara anteridial
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possui uma unica camada de células. As células que circundam e delimitam o poro sao
mais alongadas que as demais células que forma a camara, mais curtas e globosas. A
camara anteridial tem cuticula lisa (Fig. 7C).

Durante a ontogénese dos anteridios, uma célula inicial anteridial emerge do
talo e divide-se periclinalmente, formando uma célula interna ou proximal (célula basal)
e uma externa ou distal, que emerge um pouco acima da superficie do talo (Fig. 7D). A
célula externa originara o “corpo” do anteridio, enquanto que a interna formara a ligagao
entre este e as demais células do talo, na forma de um curto pedunculo. A célula distal
divide-se mitoticamente varias vezes e forma uma camada protetora uniestratificada, a
qual envolve um conjunto de células androgoniais primarias (Fig. 7E). Por sucessivas
divisdes celulares, ocorre um aumento no numero de células androgoniais, poliédricas,
e que se tornam menores a cada divisdao (Fig. 7F). A ultima geracdo de células
androgoniais formara as células-mé&e de androcito (Fig. 7G). Cada célula-mae de
androcito divide-se em duas, formando dois andrdcitos, envolvidos por uma espessa
parede PAS-positiva (Fig. 7H). Esta parede também apresenta composi¢céo celulésica
(Fig. 7A). O anteridio maduro contém centenas de anterozoides, os quais formam uma
compacta massa celular (Fig. 71). Com o rompimento do estrato parietal e liberagao dos
anterozoides para o meio, restos de paredes celulares permanecem no interior da

camara anteridial (Fig. 7J).
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Figura 7. Morfologia, anatomia e ontogénese dos anteridios de Noteroclada confluens. A. Segao
longitudinal do anteridio, em microscopia 6ptica de fluorescéncia, mostrando uma espessa parede celular
celuldsica ao redor dos andrdcitos. B. Pigmentagdo amarelada de um anteridio. C. Camara anteridial, em
microscopia eletrbnica de varredura, mostrando o poro formado por células alongadas (seta). D-J.
Ontogénese dos anteridios. D. Célula basal (cb) e célula apical (ca), apresentando diviséo periclinal (Azul
de Astra-PAS-Fucsina Basica). E. Camara anteridial em formagao e anteridio com estrato parietal (cp)
uniestratificado e células androgonais primarias (cap) (Azul de Astra-PAS-Fucsina Basica). F. Células
androgonais primarias (seta) em um estadio posterior que em 4E. A camara anteridial ja recobre todo o
anteridio (Azul de Astra-PAS-Fucsina Basica). G. Células-mae de andrécito (PAS). H. Andrécitos com
paredes espessadas, PAS-positivas (Azul de Astra-PAS-Fucsina Basica). |. Massa de anterozoides no
interior de anteridio maduro (Azul de Astra-PAS-Fucsina Basica). J. Vestigios do anteridio apos liberagéao
dos anterozdides (PAS-Azul de Toluidina).
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4.2. Morfologia e anatomia do esporofito

Noteroclada confluens apresenta um unico esporofito sobre o talo. O
espordfito desenvolve-se, predominantemente, préximo ao apice do gametofito (Figs.
2C, 8A e 8B), embora, em raras vezes, possa estar presente em zonas mais medianas
do talo. Durante o seu desenvolvimento, quando ainda bastante jovem e reduzido, o
esporéfito ndo apresenta orientagcédo perpendicular a superficie dorsal do talo, mas tem
acentuada inclinagdo, sempre tendo o seu eixo longitudinal voltado para o meristema
apical do gametofito (Figs. 8A e 9A). Quando muito jovem, o espordfito esta totalmente
envolvido pelos tecidos do gametdfito, como a caliptra e o celocaule (Fig. 6F), ambos
clorofilados. O celocaule, também, mostra-se inclinado em dire¢céo ao apice do talo (Fig.
8A), acompanhando a orientagdo do esporofito.

O espordfito € composto por uma capsula apical, uma seta e um pé (Figs. 8C
e 9A). No topo do esporofito maduro, encontra-se o esporangio na forma de uma
capsula esférica, de cor verde escura, superficie lisa e brilhante (Figs. 8E e 9B). O

diametro que pode variarde 0,7 a 1,3 mm. Externamente, podem ser distinguidas

Figura 8. O espordfito de Noteroclada confluens. A. Vista dorsal do talo, mostrando a posi¢do do
esporofito em desenvolvimento (es) no interior do celocaule (cc). B. Arquegdnios (ar) fecundado e nao
fecundado, contendo um esporofito em diferenciagdo. O celocaule (cc) envolve dois arquegdnios. C.
Desenho esquematico de uma segéo longitudinal do esporofito jovem, durante a esporogénese. O
esporofito, formado pela capsula (ca), seta ainda curta (st) e um pé (pe), esta recoberto pela caliptra (cp)
e pelo celocaule (cc), cuja base esta representada. A placenta (pl) esta destacada com um tom de cinza
mais escuro. D. Esporoéfito rompendo o celocaule (cc), expondo a capsula (ca), devido ao inicio do
alongamento da seta (st). E. Espordfito com seta mais alongada (st), elevando a capsula (ca). Uma faixa
longitudinal de deiscéncia ou estdmio (et) estda sendo indicada. Sob o celocaule (cc), base da seta
apresenta uma curvatura. F. Capsula do esporangio em inicio de deiscéncia. G. Capsula aberta,
mostrando as valvas (va), o elatoréforo (el) e inimeros protonemas. H. Capsula totalmente desidratada,
mostrando a mudanga no aspecto das valvas (va) e o elateréforo (el) ainda com elatérios. Figs. A, D e E,
todas na mesma escala (em A). Figs. B e C, na mesma escala (em B). Figs. F, G e H, todas na mesma

escala (em F).
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quatro linhas longitudinais de deiscéncia (Fig. 8E), equidistantes e que se encontram no
topo do esporangio. A elevagdo da capsula ocorre pelo alongamento de uma seta
cilindrica (Figs. 8E e 11A), hialina ou levemente esverdeada, finamente estriada (Fig.
11B), com cerca de 0,6 mm de didmetro e comprimento médio de 4,5 cm (3 a 5,6 cm).
O alongamento da seta, inicialmente, ocasiona a ruptura da extremidade distal do
celocaule (Fig. 8D). A base da seta sempre permanece escondida pelo celocaule (Fig.
8C). Pode-se observar, pela leve transparéncia do celocaule, que a seta apresenta, na
base, uma curvatura, resultante do seu alongamento sempre perpendicular a superficie
do talo (Fig. 8E).

A deiscéncia da capsula madura € um processo bastante rapido e ocorre,
quase sempre, no maximo alongamento da seta. A abertura leva a formagao de quatro
valvas (Figs. 8F-H), de forma e dimensao similares (Fig. 9E), que permanecem unidas
pela base. A deiscéncia expde um denso conjunto de protonemas e elatérios (Fig. 9F),
0S quais permanecem reunidos, em sua maioria, na forma de um denso elateréforo
central, ligado a base da capsula (Figs. 8G e 9F). Apos a dispersdo dos protonemas,
ocorre uma rapida e progressiva redugdo no tamanho das valvas e o elateréforo
permanece, ainda visivel, no centro da capsula aberta (Fig. 8H).

A capsula madura possui dois estratos parietais, um externo formado por
uma epiderme geralmente uniestraficada (podendo ser bi- ou triestratificada em
algumas regides), e um interno, subepidérmico, geralmente uniestratificado (Fig. 10A).
Ambos os estratos apresentam graos de amido. As células da epiderme possuem
espessamentos angulares na parede celular (Fig. 10B e 10E), de cor amarelado-
alaranjado. No estrato subepidérmico, no entanto, os espessamentos sdo anelares e
helicoidais (Figs. 10C e 10D). Quimicamente, os espessamentos da parede celular
reagem positivamente para Acridine Orange, Fucsina Basica, Azul de Toluidina (verde-
azulado) e para o teste de Maule (Tab. 3). As células que compdem os estratos
parietais da capsula possuem de 1 a 3 oleocorpos, sempre dispersos e nunca

agrupados (Fig. 10E), diferentemente do que ocorre nas células do gametdfito.
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Figura 9. Morfologia e anatomia do esporofito de Noteroclada confluens. A. Segao longitudinal do
esporofito, ainda recoberto pela caliptra (cp), evidenciando a capsula (ca), seta (st) e pé (pe) (PAS-Azul
de Toluidina). B. Detalhe da capsula, mostrando quatro linhas de deiscéncia (setas). C. Segao transversal
da capsula madura, mostrando as quatro zonas de deiscéncia ou estObmios (setas) (PAS-Azul de
Toluidina). D. Detalhe de estdmio (PAS-Azul de Toluidina). E. Secéo transversal da capsula madura,
mostrando as quatro valvas separadas pelos estdmios (setas). Os protonemas e elatérios foram
removidos durante o processamento da amostra (PAS-Azul de Toluidina). F. Capsula madura, deiscente,

com as quatro valvas abertas, expondo o denso conjunto de protonemas e elatérios.

As células da epiderme originam-se da diferenciacdo da protoderme (Fig.
10F), a qual circunda uma camada subdérmica, de citoplasma mais denso, originado de
um conjunto de células iniciais que formarao o tecido esporogénico do esporangio. Em
estadio posterior, durante a esporogénese, a epiderme (ainda uniestratificada)
apresenta uma maior expansao celular que a camada subepidérmica, tornando-a 3 a 4
vezes maior em espessura (Fig. 10G). Quanto a camada interna, apresenta-se
comprimida pelas células-mé&e de esporo e elatérios. Ambos os estratos parietais, nesta

etapa, ja apresentam graos de amido (Fig. 10G).
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Figura 10. Anatomia da capsula do espordfito de Noteroclada confluens. A. Detalhe dos estratos
parietais da capsula madura, mostrando a epiderme (ep) e o estrato subepidérmico ou interno (ei) (Azul
de Toluidina). B. Espessamentos angulares na epiderme (Acridine Orange). C. Espessamentos anelares,
em microscopia Optica de luz polarizada, no estrato subepidérmico. D. Espessamentos helicoidais, em
microscopia optica de luz polarizada, no estrato subepidérmico. E. Oleocorpos (setas) na epiderme. F.
Protoderme (pd) e estrato subdérmico (es) no esporéangio no espordfito em desenvolvimento (PAS-Azul
de Astra-Fucsina Basica). G. Epiderme uniestratificada (ep), durante a esporogénese, contendo graos de
amido (PAS-Azul de Astra).

Cada uma das quatro zonas de deiscéncia da capsula (Fig. 9C) sao
delimitadas por duas células epidérmicas mais estreitas, de paredes curvadas, as quais
formam quatro distintos estdmios (Fig. 9D), regularmente espagados. A deiscéncia
ocorre pela separacao destas células epidérmicas, provavelmente a partir da dissolucao
da sua lamela média. Esta separacéo inicia-se na epiderme e, posteriormente, estende-
se as ceélulas do estrato parietal interno (Fig. 9D). Nao foram observadas variagbes nos
espessamentos da parede celular da epiderme ou estrato interno préximo aos
estémios.

A seta é formada por células parenquimaticas, de paredes delgadas e
pectoceluldsicas (Figs. 11C e D). Na base da seta, apdés o seu alongamento, ocorre

ruptura da parede celular de algumas células da regido medular (Fig. 11E). Na regiao
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cortical as células apresentam graos de amido, os quais s&o encontrados, também, na
epiderme (Fig. 11F). E comum a presenca de material PAS-positivo nos espagos
intercelulares (Fig. 11G), tanto em células da regido cortical como nas da regiao
medular.

O pé do esporofito tem formato de “taca” e aprofunda-se no tecido
gametofitico (Figs. 8C e 12A). No espordfito maduro, tem extensdo de até 800 ym e
diametro maximo de 350 um. O pé envolve parcialmente a base da seta, em até de 600
um. E formado por um tecido parenquimatico, com grdos de amido. A epiderme é
formada por células de cuticula lisa, alongadas no sentido longitudinal, com
extremidades arredondadas (Figs. 12B e 12C), sem grdos de amido. Na juncao
esporofito-gametofito (placenta) ocorre um espaco placental (Fig. 12D). Nesta regiéo,
no gametdfito, algumas células mostram acentuado achatamento (Fig. 12E). Na
placenta, tanto no esporofito como no gametdfito, ndo foram identificadas células de

transferéncia contendo invaginacdes das paredes celulares (Fig. 12E).

Figura 11. Morfologia e anatomia da seta do espordfito de Noteroclada confluens. A. Detalhe, em
microscopia eletrbnica de varredura, da superficie da seta madura. B. Detalhe, mostrando finas
estriagcdes na superficie da seta madura. C. Segao transversal da seta, mostrando a regido cortical com
grédos de amido (PAS-Azul de Toluidina) D. Segéo longitudinal da seta, em microscopia optica de
fluorescéncia, mostrando a extensdo das células e a constituicdo celuldsica das paredes celulares E.
Secéao transversal da regido basal da seta, mostrando ruptura da parede celular na regido medular (PAS-
Azul de Toluidina). F. Detalhe da epiderme e regiao cortical, com graos de amido. G. Detalhe de células

da zona medular, com espagos intercelulares contendo material PAS-positivo (seta).
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Figura 12. Morfologia e anatomia do pé do esporéfito de Noteroclada confluens. A. Sec¢éao longitudinal do
esporofito, mostrando o pé em formato de “taga” e células contendo grdos de amido. B. O pé, em
microscopia eletrdnica de varredura. C. Detalhe da superficie do pé, mostrando as células da epiderme
com formato alongado e extremidades arredondadas. D. Segdo longitudinal da conexdo gametofito-
esporofito (placenta), mostrando o espago placental (seta). E. Detalhe do espago placental (epl),
mostrando células do gametofito (ga) e esporofito (es) sem células de transferéncia (PAS-Azul de

Toluidina).
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4.3. Esporogénese e elaterogénese

Nos primeiros estadios de diferenciacdo do espordfito, ainda recoberto pelos
tecidos gametofiticos (Fig. 8B), o esporangio apresenta um conjunto de células que
compdem uma massa de tecido esporogénico, recoberto por duas camadas de células
estéreis (Fig.13A). As paredes primarias do tecido esporogénico sdo delgadas, de
paredes retas e natureza pectoceluldsica. O nucleo € normalmente central, com um ou
dois nucléolos bem evidentes. Inicialmente, ndo ha o acumulo de grdos de amido nos
plastidios. A medida que o numero de células é incrementado, ha uma diferenciagao do
tecido esporogénico em dois dominios distintos: células- mae de esporos (espordcitos)
e células mae de elatério (elaterdcitos). Simultaneamente, ocorre alteragao no formato
celular. Os esporécitos adquirem formato arredondado, enquanto os elaterdcitos, um
formato mais alongado. Ambos os tipos celulares apresentam grédos de amido e um
estrato de parede espessada, abaixo de parede primaria péctica, contudo né&o

celuldsica (Tab. 3).

Figura 13. Esporogénese em Noteroclada confluens. A. Espordfito jovem, em secado longitudinal,
recoberto pela caliptra, mostrando células iniciais que originardo o tecido esporogénico (PAS-Azul de
Astra-Fucsina Basica). B. Esporécitos (ep) com camada de parede celular hialina (seta) e elaterécito (el)
com parede PAS-positiva (PAS-Azul de Astra).
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Nos elaterocitos, a parede espessada tem composicao péctica (Fig. 13B e
Tab. 3), enquanto que nos espordcitos, o espessamento mostra-se sempre hialino (Fig.
13B e Tab. 3), ndo ocorrendo reagao positiva para nenhum dos testes histoquimicos
utilizados. Em segéo longitudinal do esporangio, os espordécitos formam um tecido
compacto, em formato de “U” invertido, logo abaixo dos estratos parietais. Os
elaterocitos, por sua vez, formam um conjunto central, com espacos intercelulares,
conectado as células da seta. Isso contribuira para a futura formagao do elateroforo.

As células- mae de esporos progressivamente separam-se e adquirem
formato tetralobado (Figs. 14A e 14B), tetraédrico ou tetragonal, com nucleos
volumosos e centrais. A parede celular espessada hialina torna-se mais delgada, pelo
aumento do volume celular e, ao mesmo tempo, adquire composicdo PAS-positiva
(Tab. 3). Foi confirmada a natureza hemiceluldsica deste estrato uma vez que, apds
tratamento com hemicelulase, ndo mais apresentou reagdo PAS-positiva. Nas células
mae de esporos, cada lobo é densamente preenchido por cloroplastos contendo
diversos graos de amido. Ainda neste estadio, as célula mae de elatério adquirem um
formato mais alongado, com parede delgada pectocelulésica (Fig. 14C e Tab. 3),
persistindo os graos de amido. Com a separagao dos esporocitos, ha a formagao de um
fluido locular, PAS-positivo, e as células- mae de elatério sdo encontradas em todas as
partes do esporangio, predominantemente na base.

A meiose leva a formacao de quatro nucleos que, inicialmente, permanecem
na regiao central da célula- mae (Fig. 14D). Cada lobo ainda é recoberto por uma
parede hemiceluldsica, contudo menos espessa. Sob esta, ha a deposi¢cdo de uma fina
parede pectoceluldésica, a primexina (Fig. 14E). Somente apds este evento, ha a
formacdo de uma fina parede pectocelulésica entre os nucleos, que movem-se em
dire¢do a cada um dos quatro lobos (Fig. 14F).

Apos a citocinese, a parede hemiceluldsica das células- mae desaparece,
ocorrendo a individualizagdo de quatro esporos unicelulares, com nucleos centrais, os
quais ainda permanecem adjacentes (Fig. 15A). Em cada esporo, percebe-se uma
delgada exina e, imediatamente, as primeiras divisbes mitoticas, caracterizando o
desenvolvimento endosporico. A primeira divisdo (Fig. 15B) do esporo pode ser

simétrica ou assimétrica. A segunda divisdo mitotica pode ocorrer primeiramente em
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apenas uma das células, perpendicular a primeira (Fig. 15C). Nesse estadio, a estrutura

da exina torna-se mais evidente. Nesta fase do desenvolvimento, os elatérios iniciam

uma deposi¢cao de espessamentos helicoidais, € 0 nimero de graos de amido diminui
(Fig. 15D).

Figura 14. Esporogénese e elaterogénese. A. Célula- mae de esporos (CME) tetralobada e tetraédrica,
em microscopia eletronica de varredura. B. CME com parede celular espessa hemicelulésica (setas)
(PAS-Azul de Toluidina). C. Elatério imaturo, com parede celular primaria delgada e grédos de amido
(seta) (PAS-Azul de Toluidina). D. Final da meiose da CME, resultando em quatro nucleos hapléides na
regido central (setas) (PAS-Azul de Toluidina). E. Primexina celulésica (seta), sob microscopia éptica de
fluorescéncia, ao redor dos esporos recém-formados. F. Nucleo de um dos esporos (seta) migrando para

a regido central do citoplasma, repleto de cloroplastos (Azul de Astra-Fucsina Basica).

A continuidade de diversos ciclos mitéticos ocasiona a formacdo de um
protonema multicelular esferoidal ou subesferoidal (didmetro médio de 65 um). Devido a
grande quantidade de cloroplastidios, os protonemas sao verdes (Fig. 15E). No
citoplasma, em cada cloroplasto sdo encontrados diversos grédos de amido (Fig. 15F).
As paredes que individualizam cada célula do protonema sdo delgadas e tem
constituicao polissacaridica, especificamente péctica e celulésica (Figs. 15F, 15G e

Tab.3). A esporoderme esta diferenciada em intina e exina (Fig. 16A). A intina é
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delgada e apresenta menos de 1um de espessura e € regular em toda sua extensao
(Fig. 15G). Nao foram observados espessamentos em qualquer regido. Possui
constituicdo pectoceluldsica (Tab. 3). A exina (Fig. 16B), com cerca de 6 ym, apresenta
estrutura do tipo rugulada (Fig. 16C). Testes histoquimicos com Auramina O e Fucsina
basica, além da coloragdo com Azul de Toluidina (verde-azulado), demonstraram a
presenca de esporopolenina (Tab. 3). Apos o teste de Maule, a exina adquiriu uma
tonalidade amarelo-ouro. Na exina, a esporoderme apresenta uma regiao diferenciada,

menos espessa e com escultura reduzida (Fig. 16D).

Figura 15. Desenvolvimento do esporo, diferenciagdo dos elatérios o e formagao do protonema em
Noteroclada confluens. A. Esporos unicelulares logo apos separagao da tétrade (Azul de Toluidina). B.
Primeira divisdo mitética do esporo, com formagéao de uma fina parede celular (seta) (Azul de Toluidina).
C. Segunda divisao mitdtica, com formagao de parede celular perpendicular a primeira (seta), originando
um protonema tricelular (Azul de Toluidina). D. Formagao de espessamentos secundarios helicoidais em
elatério, ainda contendo graos de amido (PAS-Azul de Toluidina). E. Protonema, com intensa coloragéo
esverdeada, devido ao grande numero de cloroplastidios, e elatério maduro, desprovido de citoplasma. F.
Protonemas multicelulares com delgadas paredes polissacaridicas e cloroplastos contendo grdos de
amido. Uma exina azul-esverdeada (seta) pode ser identificada (PAS-Azul de Toluidina). G. Intina (seta) e

paredes celulares do protonema com constituigcdo celuldsica, em microscopia 6ptica de fluorescéncia.
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Na capsula madura, os elatérios tém extremidades afiladas (Fig. 17A) e nao
apresentam citoplasma, restando uma fina parede pectoceluldsica e duas ou trés faixas
de espessamento helicoidal (Fig. 17B), de coloragao naturalmente amarronzada (Figs.
15E), ao longo de toda a sua extensdo. Os espessamentos secundarios apresentam
espessura média de 1,4 ym. O seu comprimento variou de 90 ym a 500um (meédia de
231 ym) e o didmetro central tem, em média, 10 ym. Houve reagao positiva aos testes
para compostos fendlicos (Fig. 17C), polissacaridios (Fig. 17A) e negativa para
identificagdo de celulose (Tab. 3). Sob luz polarizada, os espessamentos secundarios
dos elatérios apresentam birefringéncia. Na regido central da capsula esta localizado o

elateroforo (Fig. 17D), o qual permanece conectado as células da parede da capsula.
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Figura 16. A esporoderme de Noteroclada confluens. A. Estratos da esporoderme, em microscopia 6ptica
de fluorescéncia (Calcofluor White-Auramina). A exina (ex) apresenta uma fraca fluorescéncia amarelada.
A intina (in) é celuldsica. B. Exina e espessamentos dos elatérios corados com Fucsina Basica. C. A
esporoderme, em microscopia eletrénica de varredura, mostrando a estrutura rugulada da exina. D.

Exina, com regido com menor deposigao de esporoderme (seta) (Azul de Astra+ Fucinsa Basica).
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Figura 17. Morfologia e anatomia dos elatérios de Noteroclada confluens. A. Reconstrugdo de elatério,
em microscopia confocal de varredura a laser (MCVL), mostrando os espessamentos secundarios
helicoidais da parede celular (PAS usando Reagente de Schiff modificado a base de lodeto de Propidio).
B. Detalhe dos elatérios, em microscopia eletrbnica de varredura, evidenciando os espessamentos
helicoidais. C. Secao optica de elatério, em MCVL, evidenciando a constituicdo fendlica dos
espessamentos helicoidais (Acridine Orange) D. Secao longitudinal da capsula, mostrando conjunto de

elatérios formando um elater6foro conectado a base do esporangio (PAS-Azul de Astra-Fucsina Basica).
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5. DISCUSSAO

5.1. Gameto6fito

O presente estudo apresenta um protocolo de processamento do gametéfito
que se mostrou eficaz para a manutengcdo da morfologia celular mais préxima da
realidade, significando um ganho na interpretagao histolégica. Os protocolos usados
geralmente sdo os mesmos utilizados para as plantas vasculares. Logo, como sao mais
delicadas, as células do gametdfito das bridfitas normalmente ficam alteradas pelo
processamento quimico. O protocolo desenvolvido neste trabalho realiza uma troca
mais gradual do etanol. Isso contribuiu para uma melhor preservagdo das estruturas
celulares do gametdofito.

Segundo He-Nygrén et al. (2006), os filidios das hepaticas folhosas ndo séo
homologos ao talo das hepaticas talosas, ja que os dois grupos tem diferengas nas
caracteristicas das células apicais. Da mesma forma, os filidios das hepaticas folhosas
também ndo sdo homologos aos filidios encontrados nos musgos. Assim, parece
estranho empregar uma mesma terminologia (filidios) para estruturas laminares nao
homologas. Do ponto de vista morfolégico e mesmo evolutivo, isso gera uma certa
confusdo. Noteroclada confluens, em muitos estudos taxondémicos, € descrita como
uma espécie folhosa, apresentando filidios ao longo de um caulideo (Grandstein &
Costa 2003; Bordin & Yano 2009). As ilustracbes do gametéfito mostram, muitas vezes,
um caulideo de simetria radial. Entretanto, este estudo nao identificou um caulideo
cilindrico, mas apenas uma regido mediana mais espessada, na qual se ligam, de
maneira suave, as por¢des uniestratificadas do talo. Sendo Noteroclada considerada
uma espécie talosa, e assim é neste trabalho, o talo deve ser considero de “aparéncia
folhosa” e ndo verdadeiramente folhoso. Portanto, recomenda-se o uso o termo “lobo”,
substituindo o termo “filidio”, ja que o talo é, morfologicamente, profundamente lobado e

nao folhoso de fato. O resultado deste trabalho corrobora com os recentes trabalhos
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filogenéticos (Crandall- Stotler et al. 2005; Frey & Stech 2005; Crandall- Stotler et al.
2009) que inserem N. confluens dentro das hepaticas talosas simples.

Segundo Frey e Stech (2005), o género Noteroclada, juntamente com as
hepaticas pertencentes aos géneros Fossombronia, Haplomitrium, Phyllothallia,
Pleurozia, Sphaerocarpos e Treubia, representariam transi¢ées entre a condicdo talosa
e a folhosa e, assim, seriam reliquias das primeiras diversificacbes das hepaticas. O
aspecto folhoso de N. confluens deve estar relacionado com uma atividade da célula
apical tetraédrica que, segundo Renzaglia et al. (2000), ocorre principalmente em
hepaticas folhosas. A partir do meristema apical, surgem estruturas morfologicamente
laminares (primérdios), de uma uUnica camada de células, que se expandem e se
sobrepdem de forma sucuba. Contudo, ha a auséncia de divisao celular na face ventral
do talo, sem a formacgao de filidios ventrais (anfigastros), como em muitas hepaticas
folhosas, tampouco a formagdo de um caulideo. Logo, ndo se pode considerar a
atividade da célula apical em N.confluens como tipica das hepaticas folhosas.

Empregou-se o termo celocaule para designar o involucro que cobre a
caliptra e o espordfito em desenvolvimento. Essa terminologia foi sugerida por Crandall-
Stotler et al. (2009b) para designar aquelas estruturas de origem talosa que surgem
apos a fecundagdo e circundam a caliptra e o esporéfito. E sugerido que o termo
perianto, usado em descrigdes taxonOmicas de N. confluens, seja restrito aquela
estrutura derivadas do interior do periquécio. O termo perianto deveria, entdo, ser
evitado, ja que N. confluens é uma espécie talosa e o perianto corresponderia a um
conjunto de filidios modificados que circundam o arquegénio.

Como a maiorias das demais hepaticas incluidas dentro do clado talosas
simples (Crandall-Stotler et al. 2005), o talo de N. confluens apresentou-se bastante
homogéneo, sem quaisquer outros tecidos que o parenquimatico. No que se refere a
histoquimica do gametdfito das hepaticas, ainda ha muito a avangar para a identificagao
dos compostos quimicos presentes na parede celular. Os testes para identificagcao de
lignina, usando floroglucinol-HCI foram negativos, porém as células do talo
apresentaram uma autofluorescéncia tipica das ligninas, quando submetidas a luz
ultravioleta. Essa autofluorescéncia amarelo esverdeada ja foi relatada em outras

hepaticas por Ligrone et al. (2008). Tais autores sugerem que essa autofluorescéncia
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esteja relacionada com a presenga de compostos fendlicos, uma vez que a mesma
ocorre em tecidos lignificados das traquedfitas. Kodner & Graham (2001) também
indicam que a autofluorescéncia na parede celular das células de musgos esteja
relacionada a presenga de compostos fendlicos. Atualmente, se aceita que esses
compostos estejam relacionados com a protecdo aos ataques de microorganismos e a
radiacdo UV (Ligrone et al. 2008).

Os gametdfitos de N. confluens, coletados em ambientes mais expostos a
luminosidade, apresentaram uma intensa pigmentagdo purpura na parede celular
primaria. Essa pigmentacado pode estar relacionada com uma maior protecdo contra os
efeitos nocivos da alta irradiagéo solar, garantindo uma maior resisténcia a planta
quando encontrada em ambientes mais expostos a luminosidade. Os dados aqui
apresentados corroboram com os descritos por Hooijmaijers & Gould (2007), que
sugerem que gametdéfitos com coloragao avermelhada tenham maior prote¢ao contra os
efeitos da alta irradiagdo que gametdéfitos com coloracédo verde da mesma espécie.
Gametofitos avermelhados apresentam, proporcionalmente, um maior numero de
carotendides (xantofilas e caroteno) por unidade de cloraplasto. As xantofilas facilitam a
dissipacdo do excesso de energia excitada e assim, protegem os centros do
fotossistema Il em periodos de alta irradiancia. Otero et al. (2008) realizaram um estudo
com diversos géneros de bridfitas e concluiram que N. confluens foi a espécie que
apresentou a maior capacidade de absorver a luz UV. Além disso, sugeriram que a
presenca de compostos na parede celular (provavelmente flavondides) esteja
relacionada com o alto indice de absor¢do UV. Embora o presente trabalho n&o tenha
estudado a natureza quimica desse pigmento presente na parede celular das células do
talo, trabalhos anteriores (Bendz et al. 1962; Kunz & Becker 1995) descrevem
pigmentos similares ao encontrado na parede celular de Noteroclada como sendo
compostos relacionados com antocianinas. Nas plantas superiores, as antocianinas séo
mais comumente encontradas no vacuolo e estdo envolvidas com a protecdo contra
stress hidrico, herbivoria e alta luminosidade. Paras as bridfitas, existem poucas
informacgdes sobre a natureza quimica desses compostos, uma vez que sua extracéo é

dificultada ja que este pigmento estd fortemente impregnado na parede celular.
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Todavia, Kunz et al. (1994) sugere que esses compostos seriam moléculas de
antocianidinas ou compostos estruturalmente similares.

A presencga de tubers em N. confluens foi primeiramente descrita por Zhang
et al. (2005), caracterizando-os como estruturas que emergem ventralmente do
gametdfito, tendo formatos elipsoidal ou esferoidal. Segundo esses autores, os tubers
elipsoidais seriam mais comuns em populagdes provenientes do sul do Brasil, enquanto
as formas esferoidais seriam mais comuns nas demais populagdes (do México a Terra
do Fogo, estudadas nesse trabalho). Tubers também ja foram descritos para o género
Fossombronia (Crandall-Stotler et al. 2009b). Em Noteroclada, foi sugerido que os
tubers teriam como funcdo primaria, o armazenamento de substancias de reserva e,
secundariamente, atuariam como propagulos na reprodugao assexuada (Zhang et al.
2005). A ocorréncia de tubers com um parénquima rico em grédos de amido nas
populacbdes estudadas no presente trabalho, corroboram a ideia de um importante
orgao de armazenamento de polissacaridios insoluveis. Embora os tubers ndo tenham
sido frequentemente encontrados nos talos coletados, quando presentes,
concentravam-se em individuos encontrados em solos argilosos, bastante umidos onde,
teoricamente, o ambiente seria mais propicio para a reprodu¢do sexuada, ja que havia
grande disponibilidade de agua. Tal dado pode indicar que, em N. confluens, os tubers
estdo mais relacionados a reserva de nutrientes, ja que nédo foram observados a
formagao de talos a partir de tubers. Bordin & Yano (2009), em um trabalho recente
acerca da ocorréncia de antéceros e hepaticas do Rio Grande do Sul, ndo descrevem a
presenca de tubers em Noteroclada. Logo, sua ocorréncia pode ser bastante rara e
restrita a determinados ambientes. Assim como nos resultados de Zhang et al (2005),
os tubers analisados possuem um meristema apical arredondado, o qual € recoberto
por camadas laminares uniestratificadas. Estas camadas, aparentemente, parecem ter
como fungao a protecao do tuber dos danos mecanicos decorrentes do seu crescimento
no interior do substrato, minimizando os efeitos do atrito com as particulas do solo.
Diferentemente dos resultados de Zhang et al. (2005), ndo foram observadas a
formacao de tubers a partir do meristema apical do talo.

Os oleocorpos de N. conflues sdo compostos por sesquiterpenoides. Em

Pellia epiphylla (L.) Corda, também sdo conhecidos diferentes tipos de
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sesquiterpenoides para os oleocorpos (Asakawa 2004). Nesse sentido, a presenca
deste composto quimico € um carater que pode ser utilizado para a caracterizagéo da
familia Pelliaceae, uma vez que muitos dados quimicos de hepaticas vém sendo
aplicados na classificagdo taxondmica de géneros e familias. Segundo a classificagdo
morfoldgica dos oleocorpos proposta por Grandstein et al. 1977 apud Crandall- Stotler
(2009Db), os olecorpos de N. confluens sao do tipo Massula, pequenos, homogéneos e
Nao opacos.

Outro aspecto observado nos gametofitos de N. confluens foram as
ramificacdbes que surgem a partir de zonas meristematicas ao longo do talo.
Aparentemente, essas ramificacbes sado produzidas em um periodo de menor
disponibilidade hidrica. Em periodos de muita chuva, a planta investe seus recursos na
reproducédo sexuada. Logo, sugere-se que a propagacgao vegetativa esteja vinculada a
indisponibilidade de acumulo de agua para a reprodugao sexuada. A regeneragdo do
gametofito de N. confluens e Blasia pusilla L. ja havia sido relatada por Allsopp & llahi
(1970), que afirmam que as regeneragdes ocorrem em apices dormentes ao longo do
caulideo. Ressalta-se que as ramificagbes partem da regido ventral, a partir da regiao
mediana mais espessada do talo.

Em N. confluens, foram identificados individuos com gametangios
masculinos e femininos (mondicos ou hermafroditas) e individuos apenas com
anteridios (unissexuados). As analises sugerem que N. confluens seja mondica, ja que
se observou uma separacao temporal na formacado dos gametangios. Os primeiros a
surgir sdo os anteridios. Assim, entende-se que a observacao de um talo didico esteja
relacionada a um estadio de desenvolvimento de um talo mondico. Estes dados
discordam dos descritos por Schiffner (1911), que enfatiza a presenca de individuos
didicos (unissexuada) e monodicos (hermafrodita) para essa espécie. Quanto a
distribuicdo dos gametangios, Schiffner (1911) afirmou que os gametangios de N.
confluens sao relativamente organizados, estando os arquegbnios aleatoriamente
dispersos entre duas fileiras de anteridios. Todavia, observou-se que os arquegbnios
organizam-se em uma ou mais fileiras entre as fileiras de anteridios.

A dissolugao das células do colo do arquegdnio, em N. confluens, ocasiona o

acumulo de substancias polissacaridicas nesta regido. Esse acumulo provavelmente
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facilita a entrada dos anterozoides no arquegénio, visando o encontro com a oosfera. A
presenca de substancias de carater mucilaginoso também ja foram observadas por
Smith (1955).

O estudo dos anteridios de N. confluens evidenciou que estes sao
suportados por um curto pediculo que conecta o anteridio as demais células do tecido
gametofitico. Esse dado é diferente dos apresentados por Smith (1955). Segundo esse
autor, os anteridios de Jungermanniales (antiga ordem onde estavam inseridos os
géneros atualmente inclusos em Pelliaceae) sdo suportados por um longo pediculo. No
entanto, foi estudado apenas o género Pellia, ndo sendo representado o género
Noteroclada. Ja Schiffner (1911) acreditava que Noteroclada nao apresentava pediculo,
uma vez que nao ocorre desenvolvimento de uma estrutura que eleve o anteridio em
relacdo ao talo. Ainda com relagdo aos anteridios, as caracteristicas ontogenéticas
observadas em N. confluens sdo semelhantes as descritos por Smith (1955) para a
ordem Jungermanniales. Em N. confluens, ao longo da ontogénese dos anteridios,
ocorre deposi¢cao de grandes quantidades de substancias polissacaridicas na parede
celular da célula mée de andrécito. Em muitas hepaticas, essa substancia é identificada
como calose (Kazmierczak 2008). Entretanto, para N. confluens, nao foi confirmada a
presenca de calose e sim de celulose. Esse acumulo de celulose também deve estar
relacionado ao isolamento dos andrécitos antes de sofrerem diferenciacdo em
anterozoides.

Embora Pelliaceae seja bem sustentada nas recentes analises filogenéticas
(Crandall-Stotler et al. 2005), o presente trabalho traz grandes contribuicdes sobre a
anatomia e histoquimica do gametdfito de N. confluens. Esses dados poderao contribuir
para futuras analises filogenéticas que envolvam a familia e outros grupos taxonémicos

de Marchantiophyta.
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5.2. Esporofito

Embora ja tenham sido publicados resultados a cerca de algumas
caracteristicas do esporofito de Noteroclada confluens (Crandall-Stotler et al. 2005), os
resultados aqui obtidos com as analises anatbmicas sio inéditos, apresentando a
caracterizacdo do esporofito e sua histoquimica em diferentes estadios do
desenvolvimento. Além disso, traz contribuicbes para um melhor entendimento do
processo de formagao do esporéfito como um todo.

Nos recentes estudos filogenéticos, os géneros Noteroclada e Pellia formam
uma familia bem sustentada (Crandall-Stotler et al. 2005). Os resultados aqui
apresentados confirmaram que muitas caracteristicas do esporéfito de N. confluens
assemelham-se as espécies de Pellia ja estudadas (Watson & Richards 1968), dentre
elas: a deiscéncia da capsula ocorre quando a seta apresenta cerca de 4cm de
comprimento, morfologia da seta, formato globoso da capsula, germinagéo
endosporica, tamanho do protonema ao ser liberado pela capsula (cerca de 60 um).

Em N. confluens, observou-se graos de amido nas células da seta imatura.
Este amido € uma importante fonte de nutrientes para esporofitos em desenvolvimento
(Smith 1955) e ja havia sido relatado para a espécie (Schiffner 1911). Com relagao a
anatomia da seta de N. confluens, esta apresenta espacos intercelulares ricos em
substancias polissacaridicas. Essa caracteristica é inédita e retifica a descrita por
Schiffner (1911), que interpretou os espacgos intercelulares como espessamentos de
parede celular primaria. Espessamentos angulares na parede celular, como observados
em colénquimas, provavelmente dificultariam a expanséao celular durante o processo de
alongamento celular, durante a elevacgéo da seta.

Na capsula de N. confluens, foram observados padrées de espessamentos
da parede celular, diferentes na epiderme e na camada sub-epidérmica (camada
interna) . Os espessamentos helicoidal ou anelar aumentam a rigidez da camada sub-
epidérmica, provavelmente ajudando no dobramento das valvas para fora, levando a
deiscéncia do esporangio. Nao foram avaliadas diferengcas na distribuicdo dos
espessamentos na capsula como um todo e, assim, nao foi possivel avaliar a mecanica

do seu processo de abertura. Embora Schiffner (1911) tenha caracterizado a morfologia
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desses espessamentos, informagdes sobre a composi¢do quimica destes ainda séao
escassos para N. confluens. Os resultados encontrados neste estudo sugerem que os
espessamentos secundarios da parede celular das células da capsula sdo de natureza
fendlica. Culmann et al. (1996), num estudo de Pellia epiphylla, descreveram a
presenca de uma lignana. As lignanas séo compostos fendlicos com a fungao de deter
insetos (Mac Rae & Towers 1984; Vermeris & Nicholson 2008).

Embora o teste com floroglucinol-HCI tenha resultados negativos para
lignina, os resultados dos testes histoquimicos de Maule e uso de Acridine Orange
foram positivos para tal componente. Esses dados sugerem que um composto fendlico
muito semelhante a lignina fagca parte da parede celular secundaria dos
espessamentos, como ja relatado por Ligrone et al. (2008). Estes trouxeram as
primeiras evidéncias da presenga de compostos fendlicos imunologicamente
semelhantes as ligninas nas paredes celulares de hepaticas, usando anticorpos
policlonais. O resultado negativo para floroglucinol-HCI, na parede da capsula de N.
confluens e nos resultados obtidos por Ligrone et al. (2008), ndo invalida a presenga de
compostos relacionados com ligninas, ja que o floroglucinol tem especificidade para
outras unidades componentes do polimero de lignina que n&o as unidades
fenilpropanoides mais comumente encontradas (Pomar et al. 2002).

Noteroclada confluens foi descrita como uma espécie de esporéfitos com
capsulas dotadas de quatro valvas, as quais se abrem irregularmente (Bordin & Yano,
2009). Entretanto, nos individuos estudados neste trabalho, observou-se que desde
antes do alongamento da seta, ocorrem quatro linhas de deiscéncia (estdomios)
regularmente espacadas e bem definidas na parede do esporangio. Assim, em N.
confluens, ndo se pode afirmar que a deiscéncia € irregular. Isso pode ter ocorrido pela
observagao de poucos esporofitos ou pela analise de capsulas ja deiscentes. Assim,
conclui-se que a observagdo apenas da estrutura madura do esporangio pode levar a
equivocos de interpretagcdo. Portanto, evidencia-se a importancia de estudos
morfologicos e anatdémicos para a caracterizagcao de estruturas utilizadas como carater
taxondmico no grupo das hepaticas.

Com relagéo a esporogénese, o estudo de N. confluens reforga os resultados

de muitas investigacdes sobre o desenvolvimento do esporo em bridfitas. N. confluens
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apresenta células-méae de esporo tetralobadas, concordando com Schuster (1984) que
postulou uma basica dicotomia entre as hepaticas: as folhosas e talosas simples tém
células-mae de esporos tetralobadas e as talosas complexas nao. Esse aspecto
tetralobado é adquirido logo no inicio da meiose. Um padrdo semelhante ja foi
observado em Pellia epiphylla (Willis 1957) e em Aneura pinguins (Brow & Lemmon
(2004). Diferentemente do que ocorre nas plantas vasculares, a presenca de uma
célula- mée tetralobada nas hepaticas parece abreviar a citocinese, ja que nédo ha a
necessidade de formacdo de grande quantidade de parede celular para separar o
citoplasma que constituira cada um dos esporos. Nesta caso, apenas uma fina parede
pectocelulésica permite a separagdo na regido central da célula mae, logo apds a
formacao dos quatro nucleos haploides.

Embora a calose esteja bem descrita no processo da esporogénese das
hepaticas (Brown & Lemon 1987), a tétrade de esporos de N. confluens é envolvida por
uma parede celular constituida por hemicelulose, sendo a calose ausente. Essa parede
celular, PAS positiva, assim como a calose, é responsavel pelo isolamento das etapas
finais da meiose. A natureza hemicelulésica dessa parede celular, nesse estadio da
esporogénese, foi descrita também para Riccardia pinguis (Horner et al. 1996). A
presenga de hemiceluloses do tipo xiloglucanos também foi detectada em varias
bridfitas (O'Neill 2003 apud Carafa et al. 2005). Carafa et al. (2005), em um estudo
imunocitoquimico, ndo encontraram resultados positivos para os anticorpos LM10
(xilanos) e LM11 (arabinoxilanos) em células do esporofito de hepaticas. Dentre as
estruturas analisadas, estavam tétrades e elatérios maduros de Pellia endiviifolia.
Contudo, a auséncia da marcagao desses anticorpos ndo exclui a possibilidade de
ocorrer estruturas semelhantes a xiloglucanos, ja que LM10 e LM11 s&o anticorpos
especificos para outros tipos de hemicelulose. Embora em N. confluens tenha sido
detectada hemiceluloses, desconhece-se sua composi¢ao quimica mais detalhada.

ApoOs a meiose e a formagao dos quatro esporos unicelulares a partir da
célula- mae tetraédrica, os esporos de N. confluens apresentaram um desenvolvimento
endosporico. Este padrao de crescimento ja havia sido observado em Pellia epiphylla e
P. nessiana (Gottsche) Limpr. (Bartholomew-Began 1996). Contudo, nessas duas

espécies, o padrao ontogenético é caracterizado pela producgao inicial de um protonema
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composto por uma linha de quatro células, enquanto que, em N. confluens, o
protonema é esférico e determinado desde as primeiras divisdes celulares.

Este estudo procurou adotar a terminologia mais condizente com as
estruturas analisadas. Para N. confluens, assim como para muitas outras hepaticas
endosporicas, o termo esporo ou “esporo” multicelular ndo é o recomendado para
referir-se a unidade liberada apds a deiscéncia do esporangio, uma vez o esporo € uma
estrutura unicelular (Punt et al. 2007). Como em N. confluens o desenvolvimento é
precocemente endosporico, sendo os protonemas ja formados no interior da capsula, a
estrutura liberada é pluricelular e a terminologia mais coerente € seria o use de
protonema jovem, tendo em vista que Magil (1990) sugere que este termo corresponda
a estrutura resultante da germinagdo do esporo. Nas hepaticas, o desenvolvimento
endosporico provavelmente estd mais correlacionado com uma adaptagdo ecoldgica
para ambientes secos do que com relagdes filogenéticas, uma vez que tal forma de
desenvolvimento ocorre isoladamente em diversos agrupamentos filogenéticos do
grupo (Nehira 1987). Contudo, N. confluens é uma espécie que cresce,
preferencialmente, em solos bastante umidos. Talvez essa condi¢cdo endospdérica tenha
sido adquirida por N. confluens quando esta ainda ocupava um ambiente mais seco,
assim como ja inferido por Nehira (1987) para os géneros Pellia e Conocephalum.

Ainda com relagédo ao protonema jovem de N. confluens, este apresenta
uma intina pectocelulésica, de espessura regular em toda sua extensdo. Em Pellia
epiphylla, a intina € mais espessa na regidao proximal dos esporos na tétrade, sendo
mais fina e mucilaginosa no restante (Wills 1957). N&o foi identificado a presenga de
calose em nenhuma regido da esporoderme, sendo que, em algumas briéfitas, a calose
estd envolvida na expansdo da abertura durante o desenvolvimento da parede
(Schuette et al. 2009). Quanto a escultura da esporoderme, N. confluens apresenta
esporos com uma escultura densa do tipo rugulada, mantida nos protonemas. Isso é
contrario as observagdes de Schiffner (1911) que, através de estudos apenas em
microscopia optica, concluiu que a superficie da esporoderme de N. confluens continha
verrugas. Em N. confluens, no protonema jovem, ocorre uma zona com menor
deposicao de exina. Essa regido corresponde ao local onde os esporos estavam unidos

na tétrade. Provavelmente, esta relacionada com a regido de germinagdo do
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protonema, apds a deiscéncia da capsula e sua liberagdo para o meio externo. O
crescimento in vitro do protonema globoso seria util para confirmar esta hipotese.

Ainda com relagdo ao protonema, N. confluens apresentou desenvolvimento
endosporico. Ao se liberado, apdés a deiscéncia da capsula, o protonema jovem
apresenta muitas células.

A parede primaria dos elatérios de N. confluens apresenta constituicdo
polissacaridica, especificamente celuldsica e péctica. Esses mesmos componentes ja
foram encontrados em elatérios de Radula buccinifera (Kremer et al. 2004), em analises
imunocitoquimicas, obtendo resultados positivos para diferentes epitopos da molécula
péctica. Nao foi detectada celulose na parede secundaria dos elatérios de N. confluens,
assim como observado em R. buccinifera (Kremer et al. 2004). A presenga de um
pigmento marrom nos espessamentos secundarios helicoidais dos elatérios de N.
confluens pode estar mascarando a marcagao utilizada para a localizagao de celulose,
assim como ja inferido por Kremer et al. (2004). Com relagdo ao numero de bandas de
espessamento dos elatérios, N. confluens apresenta duas ou trés faixas, concordando
com a revisdo de Crandall-Stotler et al. (2009a), que caracterizam a familia Pelliaceae
como apresentando elatérios com duas ou mais bandas de espessamentos
secundarios.

Em N. confluens ocorre um elater6foro basal. Essa caracteristica nao €
comum a todas as hepaticas, sendo um carater de valor taxonémico no grupo (Crandall-
Stotler et al. 2009a). A massa de elatérios presentes no elateroforo apresenta
movimentos induzidos higroscopicamente, que auxiliam na liberacdo do conjunto de
protonemas jovens apos da abertura da capsula (Crandall-Stotler et al. 2009a).

Ainda existem muitas duvidas quanto a natureza quimica de varios
compostos encontrados na parede celular do gametofito e espordfito de N. confluens e
que nao foram possiveis de serem solucionadas com os testes histoquimicos utilizados
durante o estudo realizado. Logo, outras andlises envolvendo técnicas de
imunocitoquimica poderiam contribuir para um melhor entendimento da estrutura

quimica das paredes celulares desta hepatica.
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6. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

O presente trabalho pretendeu ampliar o conhecimento sobre as
caracteristicas do género Noteroclada. Percebeu-se que existem uma série de
caracteristicas anatomicas e histoquimicas que podem ser utilizadas em futuras
andlises filogenéticas, dentre elas a composi¢gdo quimica de oleocorpos e paredes
celulares das estruturas do gametéfito e esporofito. Contudo, os estudos com anatomia
de hepaticas ainda estao restritos a poucas espécies, sendo necessarios estudos com
mais grupos para um bom entendimento da evolugédo dessas caracteristicas dentro das
hepaticas.

De modo geral, as caracteristicas do gametofito e esporofito de Noteroclada
confluens assemelham-se as ja descritas para a classe Jungermanniopsida.
Noteroclada e Pellia apresentam varias caracteristicas em comum no espordofito, o que
justifica a monofilia e o alto valor de bootstrap dessa familia em muitos estudos
filogenéticos.

Alguns pontos desse estudo s&o inéditos para o género Noteroclada:

- Composig¢ao quimica dos oleocorpos;
- Pigmentagao avermelhada na parede celular das células do talo;
- Ontogénese dos anteridios;
- Padrao dos espessamentos da capsula;
- Composigao quimica do estrato que envolve a tétrade;
- Histoquimica do protonema.
Por fim, dentre as caracteristicas descritas no presente trabalho, algumas
geram questionamentos e merecem destaque em abordagens futuras:
- Quais os compostos conferem autofluorescéncia nas células do talo?
- Qual é a composigao quimica dos pigmentos encontrados naqueles individuos mais
expostos a luminosidade?
- Durante a fase inicial da célula mae de esporo, qual € o componente quimico do
estrato hialino?

- Qual o tipo de hemicelulose que envolve a célula mée de esporo na fase tetralobada?
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- Qual é a natureza quimica dos compostos fendlicos dos espessamentos das células
da parede da capsula e dos elatérios?

Para responder tais questionamentos, sugerem-se novos estudos com N.
confluens envolvendo analises de microscopia eletrbnica de transmissao e estudos

imunocitoquimicos.
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Tabela 1. Testes histoquimicos realizados em estruturas do gametofito de Noteroclada confluens.
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) Conteudo Gema Tuber Rizoide | Arqueg6nio Anteridio
Técnica . ) PCP do
) e Microscopia Celular Célula Célula mée de
Histoquimica Talo PCP** PCP PCP PCP PCP
Oleocorpo androgonial andrécito
+
+
PAS cC* + NT** + + NT + NT (parede celular e
i (parede celular)
conteudo interno)
+
Acido Sulfarico CcC NT marrom NT NT NT NT NT NT NT
alaranjado
T
Alcian Blue cC + NT NT NT NT NT + NT
(parede celular)
¥
+ + + + + +
Azul de Toluidina CC - purpur NT
purpura purpura parpura purpura purpura Purpura
a
Azul de Astra CcC + NT + NT NT + NT NT NT
Calcofluor White uv* + NT NT NT NT + NT NT + parede
+ conteudo
Comassie Blue CcC NT NT NT NT NT + NT NT .
interno
Floroglucinol CcC - NT NT NT NT NT NT NT NT
Fucsina Basica CcC - N - NT NT - NT NT NT
Sudan Black B CcC NT - NT NT NT NT NT NT NT

* Microscopia CC: microscopia 6ptica de campo claro; Microscopia UV: microscopia de epifluorescéncia;

** PCP: parede celular primaria; NT: ndo testado.



Tabela 2. Presenca de gametangios em Noteroclada confluens nos meses de marc¢o a outubro de 2009.
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Abril Maio Junho Julho Agosto | Setembro Outubro
NUmero de anteridios por cm” 17,76 9,54 13,26 16,63 17,02 8,31 13,56
Numero de arquegdnios por cm? 3,42 0,76 3,10 4,05 5,91 3,02 6,00
Presenca de esporofito 0% 0% 0% 25% 69% 41% 14%
Presenca de ramificagdes 9% 27% 12% 24% 2% 4% 0%




Tabela 3. Testes histoquimicos realizados em estruturas do esporofito de Noteroclada confluens.
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Elatérios Esporocito . x Protonema Jovem Seta pPé
. . Cépsula Imatur Célula mde de
Técnica Micros- o Maduro esporo tetralobada Intina Exina PCP PCP
Histoquimica copia c Espessa EH** PCP
- spessa- -
pPCP e PCP | PCP mento EH pPCP
Acridine Orange uv* +- * NT** NT + NT NT NT NT - * NT NT
verde verde
PAS ccC* + + + + + - + + - + - + +
Alcian Blue CcC - - - - - - NT - NT + - NT NT
+ +| + + * | + + + + | +
Azul de Toluidina cc par- | 32 1 parpu- | par- azu - azul- - . . azu +azul .
esverde- esverde- purpura purpura | esverde- purpura
pura ra pura esverdeado
ado ado ado
Auramina O uv - - NT NT - - - - - - + NT NT
Azul de Anilina uv - - NT NT NT - - - - - NT NT
Azul de Astra CC + - + + - - + - + NT - + +
Calcofluor White uv + - + + - - NT - +* + - + +
Comassie Blue CC - - - - - - NT - NT - - NT NT
Floroglucinol CcC - - NT NT NT NT NT NT NT NT - NT NT
Fucsina Basica CcC - + NT - + - NT - NT - + NT NT
Teste de Maule CcC - * NT NT * NT NT NT NT NT NT NT NT
marrom marrom

* Microscopia CC: microscopia 6ptica de campo claro; Microscopia UV: microscopia de epifluorescéncia;

** PCP: parede celular primaria; EH: estrato hialino; NT: ndo testado.
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