ISABELLA CANHA DOS SANTOS

ASPECTOS MORFOLOGICOS E ULTRAESTRUTURAIS DE TRES CILIADOS DE

MUSGOS DA LOCALIDADE DE CORREAS, PETROPOLIS, RIO DE JANEIRO.

DISSERTAGAO APRESENTADA A COOR-
DENAGAO DO CURSO DE POS-GRADUA-
GCAO EM ZOOLOGIA DO MUSEU NACIO-
NAL DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO
RIO DE JANEIRO COMO PARTE DOS
REQUISITOS NECESSARIOS A OBTEN-
GAO DO GRAU DE MESTRE EM CIEN-

CIAS BIOLOGICAS - ZOOLOGIA

RIO DE JANEIRO
1991



ISABELLA CANHA DOS SANTOS

ASPECTOS MORFOLOGICOS E ULTRAESTRUTURAIS DE TRES CILIADOS DE

MUSGOS DA LOCALIDADE DE CORREAS, PETROPOLIS, RIO DE JANEIRO.

s

DISSERTACAO APRESENTADA A COOR-
DENAGAO DO CURSO DE POS-GRADUA-
CAO EM ZOOLOGIA DO MUSEU NACIO-
NAL DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO
RIO DE JANEIRO COMO PARTE DOS
REQUISITOS NECESSARIOS A OBTEN-
CAO DO GRAU DE MESTRE EM CIEN-

CIAS BIOLOGICAS - ZOOLOGIA

RIO DE JANEIRO
1991



ISABELLA CANHA DOS SANTOS

ASPECTOS MORFOLOGICOS E ULTRAESTRUTURAIS DE TRES CILIADOS DE

MUSGOS DA LOCALIDADE DE CORREAS, PETROPOLIS, RIO DE JANEIRO.

Banca Examinadora:

Profa. Ina Nilce da Silva Brum

(Presidente da Banca)

Prof. Monir Ragel Kattar

Profa. Lycia de Brito Gitirana

Rio de Janeiro, 14 de novembro de 1991.

ii



Trabalho realizado no Setor de Microscopia
Eletrénica do Instituto de Microbiologia

da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Orientador: Prof. Dr. Milden Rodrigues de

Santa Rosa.

iii



iv

FICHA CATAILOGRAFICA

SANTOS, Isabella Canha dos
Aspectos morfolégicos e ultraestruturais de trés cilia-
dos de musgos da localidade de Corréas, Petrépolis, Rio
de Janeiro. Rio de Janeiro, UFRJ, Museu Nacional, 1991.
xiv, 103f.
Tese: Mestre em Ciéncias Biolégicas (Zoologia)
1. Ciliados Muscicolas 2. Morfologia
3. Ultraestrutura 4, Teses
I. Universidade Federal do Rio de Janeiro

II. Titulo



"E necessdrio olhar-se para uma colheita
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RESUMO

Exemplares de alguns dos ciliados mais repre-
sentativos e abundantes foram selecionados da massa d'agua
obtida, a partir da coleta e hidratagdo em laboratério de do-
is musgos, Sematophyllum subsimplex e Barbula sp., da locali-
dade de Corréas (Petrépolis, Rio de Janeiro). Para seu estudo
langamos mao de observagdes dos organismos vivos, assim como
de preparagdes para microscopia fotbénica (Protargol de Bodian
e Reagao Nuclear de Feulgen) e microscopia eletrénica de var-
redura e de transmissdo convencionais. Foram analisados e
descritos caracteres morfolégicos e alguns aspectos ultraes-
truturais, sendo estes entdo comparados com os j& expostos na
literatura. Com os resultados assim alcangados, trés espécies
de ciliados puderam ser reconhecidas: Epispathidium
amphor iforme (Greeff, 1888); Urostyla grandis Ehrenberg, 1838

e Steinia quadrinucleata Dragesco & Njiné, 1971.
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ABSTRACT

Specimens of some of the most representative
and abundant ciliates were selected from the water mass obta-
ined through the collection and hydration 1in laboratory of
two mosses, Sematophyllum subsimplex and Barbula sp., found
in Corréas (Petrépolis, Rio de Janeiro, Brazil). Observations
of life organisms, as well as of preparations for 1light
microscopy (Bodian's Protargol and Feulgen's Nuclear Reac-
tion), standard scanning and transmission electron microscopy
wvere employed. Morphological characteristics and some
ultrastructural aspects have been analised, described and
compared with those already presented in the 1literature. 1In
this way, the results obtained brought us the recognition of
three ciliate species: Epispathidium amphoriforme (Greeff,
1888); Urostyla grandis Ehrenberg, 1838 and Steinia

quadrinucleata Dragesco & Njiné, 1971.
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INTRODUCAO

1 - Consideragdes Gerais:

Excetuando-se um nUimero comparativamente peque-
no de formas grandes, os protistas ndo podem ser observados a
simples vista. Devido a este fato, estes organismos sé vieram
a ser conhecidos posteriormente a invengao do microscépio fo-
ténico (KUDO, 1985). Muitos foram os pesquisadores que se em-
brenharam no estudo da protistologia. Autores como Antoni van
Leeuwenhoek, que a partir de 1674 1investigou os primeiros
protistas livres de &gua doce entre os quais muitos ciliados
(KUDO, 1985), foram pioneiros em trabalhos elaborados com fi-
guras e descrigbdes validas até a atualidade.

Tendo aparecido sobre a superficie de nosso
planeta aos 2 bilhbdes de anos e nela permanecido durante pelo
menos mais 1 bilh&o de anos sozinhos com as Dbactérias, os
protistas puderam diversificar suas formas, seus ciclos e
seu metabolismo e ocupar todos os nichos ecolégicos possiveis
de se encontrar. Posteriormente, com o surgimento e o desen-
volvimento dos organismos pluricelulares novos nichos foram
criados e puderam ser explorados. Os protistas atuais sao re-
presentantes de diferentes grupos de seres unicelulares que
ndo evoluiram para formas pluricelulares. (PUYTORAC et al.,

1987).

1.1 - Ccondigdoes de Vida:



Os ciliados constituem um notédvel grupo de or-
ganismos protistas com quase 8.000 espécies que, como tais,
estdo dotados de uma estrutura eucaridtica, unicelular e mi-
croscépica. Encontrados nos mais variados tipos de habitat e
com ampla distribuigao geogrdfica, desde as regides polares
até as equatoriais e do nivel do mar até as altas montanhas,
parecem possuir uma ampla toleré&ncia e intensa potencialidade
para adaptar-se as impostas mudangas dos fatores ambientais.
Abundantes sao os ciliados que vivem nas massas de &gua doce,
dgua salobra e 4agua salgada, onde participam como seres
plancténicos, epibentdénicos ou intersticiais. H& os que habi-
tam meios inbéspitos como as fontes termais e as salinas. Des-
tacam-se ainda os edaficos e os saprébios, tendo outros por
moradia a manta das florestas, a casca de arvores, Os musgos,
os liquens e as turfas.

Possuidores de uma incrivel diversidade evolu-
tiva (CORLISS, 1979a), seus representantes sdo na grande ma-
ioria seres de vida livre vageis, somente alguns vivendo fi-
xados a corpos inertes. Ndo sdo poucas as espécies que resi-
dem sobre ou no interior dos corpos de outros organismos sob
a condigao de comensais, simbiontes e até mesmo parasitas.
Estas, como formas epizbicas e epifiticas, podem ter natagao
prépria ao modo sedentdrio e prender-se a seu substrato por
meio de botdes, discos ou ventosas adesivas. Ainda podem fi-
xar-se permanentemente de maneira séssil ou utilizando-se ha-
bitualmente de pedinculos Gnicos ou ramificados, contrateis
ou rigidos, de sorte que desfrutam de estdgios larvares mi-
gratérios livre natantes. Muitas das uUltimas s&o 1individuos

solitdrios, contudo héd aquelas que estabelecem colfnias mono-



mérficas ou polimérficas nas quais pode-se evidenciar a divi-
sdo de tarefas. Alojam-se em invertebrados e vertebrados per-
tencentes a variados grupos 2zoolbégicos como: turbeldrios,
cniddrios, moluscos, anelideos, crustdceos, insetos, equino-
dermos, protocordados, peixes, anfibios e numerosos mamiferos
(cobaias, capivara, anta, cavalo, porco, hipopétamo, ovelha,
boi, elefante, gorila , homem etc.). Algumas foram observadas
vivendo como endoparasitas de outros ciliados, enquanto ou-
tras em relagdes de hiperparasitismo. Os conhecidos como pa-
rasitas podem possuir estruturas desenvolvidas para a fixagao
e para a nutrigao, e ter um ou mais hospedeiros que servem as
diferentes etapas de seu ciclo de vida. Notadamente, certos
ciliados abrigam bactérias endobiontes ou epibiontes e clore-
las ou xantelas simbiontes.

Sendo heterétrofos e frequentemente predadores
vorazes, diversificaram suas fontes de obtengdo de alimento
onde assinalam-se: os carnivoros, vez por outra canibais; os
fité6fagos; os histiéfagos; os bacteridéfagos e os saprozdicos.
A captura do alimento manifesta-se por ingestdo direta do nu-
triente através da boca, por endocitose (fagocitose ou pino-
citose) ou, a feigao osmotréfica, mediante a simples absorgao

das particulas alimentares dissolvidas no meio.

1.2 - Aspectos Morfoldgicos:

Usufruem os ciliados de uma célula-corpo intei-
ro que efetua todas as fungdes comumente insepardveis da con-
cepgdo de vida. Andlogas aos ©6rgaos dos demais organismos

pluricelulares viventes sdo suas organelas. Estas se diferen-



ciaram e aperfeigoaram-se através de um longo processo de
evolugado orgénica, culminando em um estdgio de organizagao
corporal excepcional.

Ostentando inumeras formas (CORLISS, 1979b;
DRAGESCO & DRAGESCO-KERNEIS, 1986; KAHL, 1930 - 1935 e SMALL
& LYNN, 1985), seu corpo pode estar comprimido dorsoventral-
mente ou lateralmente; ser cilindrico, elipsbéide, ovbdide, es-
férico, piriforme, reniforme, vermiforme, campanuliforme en-
tre outros; exibir tentdculos apreensores e suctoriais, ora
digitados ou fasciculados; desenvolver ligeira ou forte "ce-
falizagao" e ter colorido caracteristico produzido pela pre-
senga de corpusculos pigmentares. Usualmente ocorrem revesti-
mentos de natureza proteica ou gelatinosa, como tubos e lori-
cas, ou carapagas de placas calcareas que podem estar orna-
mentados e se modificar com o decorrer do ciclo de vida. Sur-
gem, também, membranas exteriores a plasmalema e endoesquele-
tos de placas polissacaridicas ou de espiculas calcdareas.

Os cilios, caracteristica do grupo, constituem
estruturas de fungado locomotora, captadora de alimentos e re-
ceptora de estimulos. Raros sado aqueles ciliados destituidos
deles na superficie de seu corpo. Ainda assim os individuos
glabros s6 o sado durante determinadas fases de seu ciclo de
vida, quando nestas tornam-se imdéveis e nutrem-se, entre ou-
tras maneiras, gragas ao uso de organelas suctoriais.

O conjunto de cilios do corpo compde a chamada
ciliatura somdtica. Esta, sempre refletindo a conformagao
distintiva de cada espécie, pode se diferenciar em menor ou
maior grau. Pode ser densa e uniforme, revelando a presenga

de fileiras longitudinais, as cinécias, que recobrem toda a



extensdo da célula (Figura 1). Pode ser desigualmente distri-
buida e com marcada tendéncia a redugdo do seu quantitativo,
seja pela sua fragmentagado a pequenos agregados ciliares de
estrutura bem definida, os cirros, que consistem de pequenas
placas de véarias fileiras curtas e paralelas de cilios que
funcionam como uma unidade, ou pela simples restrigao de seu
panorama a diminutas e esparsas cerdas sensitivas. Por conse-
guinte hd o surgimento de amplas areas desnudas e uma ineren-
te delimitagdo das porgdes ciliadas (Figura 2).

Para a melhor compreensdo do alto grau de com-
plexidade estrutural alcangado pela ciliatura, devemos consi-
derar que cada cinécia ou cirro nado abrange somente os cilios
que os compdem, mas também estruturas subpeliculares (a in-
fraciliatura) como o cinetosomo, dito corpo basal do <cilio,
(Figuras 1, 3 e 4) e seus derivados fibrilares (Figuras 1 e
4). De cada um dos varios cinetosomos, estrutura cilindrica
formada por 9 triplets longitudinais de microtibulos numera-
dos no sentido hordrio (na sua extremidade proximal) ou an-
ti-horédrio (na sua extremidade distal) (Figura 1), partem, de
modo geral, 3 tipos bdsicos de derivados. Dos triplets 3 e 4
(até o 5) saem as fibras transversas; do 5 ao 8 parte a fibra
cinetodesmal; e do 9 as fibras pés-ciliares (CORLISS, 1979b;
GRAIN, 1969 e PUYTORAC, 1970) (Figura 1). Estes se espalham
em caminhos definidos através do cértex (ectoplasma) da célu-
la formando, abaixo da pelicula (membrana plasmdtica), uma
rede ou sistema fibrilar ectoplasmatico (Figura 4). Nas Va&-
rias espécies estes derivados podem se desenvolver diferente-
mente, classificando o tipo de sistema fibrilar encontrado.

Por exemplo, a presenga de um sistema do tipo cinetodesmal ou



de um tipo pés-ciliar é registrada quando hdé o desenvolvimen-
to de um destes derivados longitudinais (SERAVIN & GERASSIMO-
va, 1978).

A ciliatura oral tende a aperfeigoar-se com o
incremento de sua eficdcia para a apreensao do alimento. Po-
dendo ser em alguns casos inexistente, é, em verdade, pouco a
pouco diferenciada a partir da ciliatura somdtica (Figura 1).
Ocorre dos cilios proximais a drea oral se arranjarem de modo
mais ou menos distinto daquele de suas cinécias (Figura 1),
quando entdo promovem o estabelecimento de muitas varidaveis
que estendem-se desde a criagao de uma ou mais cinécias pe-
riorais (Figura 1), por sua simples compactagdo ou por sua
diferenciagdo a nivel estrutural, até a formagao, em estdgios
mais complexos, de organelas ciliares altamente elaboradas
que tornam nitida e indubitdvel a presenga de um singular
aparato de ingestao (Figura 2).

De quando em vez ausente, a boca ou citéstoma
expbe-se como uma estrutura apical superficial, permanente-
mente aberta, também virtual, ou, de outro modo, disposta ao
fundo de uma invaginagao de uma parte da porgao anterior do
corpo, o vestibulo. Propensa a ventralizagdo, desenvolveu-se
até compor uma cavidade bucal verdadeira, bem configurada, o
peristoma. Seguindo-se a ela, em umas tantas espécies, toma
lugar uma cavidade adornada com elementos esqueléticos, a ci-
tofaringe. Da mesma forma, em determinados grupos, foi assi-
nalada a existéncia de um tipo de trato digestivo portador de
es6fago, saco digestivo e diverticulo retal. Este conectaria
o citéstoma ao citoprocto (PUYTORAC et al., 1987). E através

do citoprocto, o &nus celular, que os ingestos sao expelidos



ao meio circundante.

Habitualmente, acham-se, subjacentes a plasma-
lema, um grande numero de organelas secretoras, o0s extruso-
mas. Estes, de papel e estrutura diversificados, produzem e
eliminam, entre outras, substé@ncias paralizantes e citoliti-
cas (como nos toxicistos) para protecao, defesa e captura de
presas, e muco (nos mucocistos) cuja agdo parece 1igualmente
contribuir para a elaboragao de cistos (CORLISS, 1979b e PUY-
TORAC et al., 1987). Seus tipos e distribuigdo tém um valor
potencial na sistemdtica e filogenia dos ciliados (CORLISS,
1979a).

Sendo, em geral, heterocariéticos, os protistas
ciliados exibem a coexisténcia de dois tipos de nicleo, o ma-
cronicleo e o micronicleo, que podem estar separados ou reu-
nidos em um envoltério comum. O macronicleo (nicleo somatico
ou vegetativo) mostra-se tipicamente como uma estrutura de
grande proporgdes dentro da célula, constituindo uma massa
anica ou multipartida. Algumas das muitas feigbes adotadas
por ele sao: a forma esférica; de fita; de rosdrio; de ferra-
dura; de coroa; de foice; de X ou de H. Rico em RNA, gragas a
uma sintese ativa, tem configuragdao heterémera ou hombémera,
podendo haver ou ndo a formagdo de bandas de reorganizagao
durante a replicagao do DNA. Sua guarnigao cromossfémica é di-
pléide ou poliplbéide. Atua sobre a vida vegetativa do ciliado
e estabelece seus caracteres fenotipicos. Dividi-se em alguns
grupos por uma falsa mitose (com a repartigao desigual do
DNA) enquanto, em outros, origina-se a partir da diferencia-
cdo de certos micronicleos. Ainda que existam espécies ami-

cronucleadas, o micronicleo difundiu-se copiosamente por en-



tre os ciliados, sempre como uma ou mais pequeninas esferas
parcas em RNA. De constituigdo hereditdria dipléide, incomu-
mente polipléide, o micronicleo (nicleo gamético ou reprodu-
tor) se divide por criptomitose acéntrica ou por meiose. Tem
assinalado valor no decorrer da reprodugao sexuada, quando
garante a perpetuacao do patriménio genético original. Por
outro lado, serve em diferentes graus a reprodugdao assexuada
e ao desenrolar da vida vegetativa.

Disseminada entre todos os ciliados e condigao
anica para alguns, a reproducgdo assexuada processa-se por bi-
partigédo igual ou desigual através de uma constrigao perpen-
dicular ao eixo antéro-posterior do corpo que marca O apare-
cimento de um tomito anterior, o proter, e outro posterior, o
opisto, homotéticos ou heterotéticos entre si. Outrossim, ma-
nifesta-se por palintomia, estrobilagdo ou brotamento. A re-
producdo sexuada, efetuada por muitos, se dd& por autogamia e,
mais frequentemente, por conjugagao.

H4, com elevada frequéncia, um vacuolo contré-
til, na maioria das vezes posterior, que rejeita os liquidos
corporais através de um ou mais poros vacuolares. Os aspectos
ultraestruturais destas organelas podem ter significéncia na

taxonomia dos ciliados (CORLISS, 1979a).
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Figura 1:

Figura 2:

Figura 3:

Figura 4:

Esquema geral da organizagao da ciliatura em um ci-
liado. Vista geral do percurso das cinécias (no al-
to) e dos sistemas fibrilares associados aos cine-
tosomos (embaixo). AV - anterior; DR - direita; G -
esquerda; Kd - fibra cinetodesmal; Pc fibras
pbs-ciliares; T - fibras transversas. (PUYTORAC et

al., 1987).

Designagado e caracterizagao da ciliatura de um Hi-
potrichida. I - VI: caracterizagdo e numeragao da
disposigao dos cirros. 1 - 4: numeragao dos cirros
em cada disposigao. Lé-se de cima para baixo e da
esquerda para direita: cirros frontais; cirros ven-
trais; cirros transversais; fileira marginal direi-
ta; cirros caudais; zona adoral de membranelas;
cirros bucais; membranas ondulantes (parorais);
cirros pés-orais; fileira marginal esquerda. (HEM-

BERGER, 1982).

Corte longitudinal do cilio e do cinetosomo. AL
alvéolo cortical; Ax - axosomo; Ci - cilio; CW
zona do cartwheel; DP - diplet periférico; Ep
epiplasma; Ks - cinetosomo; M - capa densa; Mb
membrana celular; R - placa em roseta; S septo;
TC - tabulos centrais; Tr - triplet; Z zona de

transigao. (PUYTORAC et al., 1987).

Reconstituigado espacial dos sistemas fibrilares ci-

netosomianos de Tetrahymena piriformis. AL - alvéo-



los; AV - anterior; DR - direita; Ep epiplasma; G
- esquerda; Kd - fibra cinetodesmal; M - capa den-
sa; Pc - fibras pés-ciliares; T - fibras transver-

sas. (PUYTORAC et al., 1987).

10
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2 - Méritos:

Os ciliados demonstram sob os olhos mais desa-
percebidos uma ficticia simplicidade que dissimula sua verda-
deira complexidade estrutural. Conhecer apropriadamente sua
biologia ndo é um fim por si s6, mas, muito além disto, é um
meio de se alcangar o discernimento mais amplo em muitas ou-
tras dreas da pesquisa cientifica.

Em uma percepgao mais clara vemos que o préprio
conhecimento da histéria evolutiva da vida na Terra e da ori-
gem dos organismos pluricelulares pode ser apoiado, em dife-
rentes graus, no estudo dos protistas. Através de pesquisas
no campo das relagdes entre epibiontes e endobiontes comuns a
espécies hospedeiras diferentes, muitas vezes de distintos
habitats, sdo reunidas informagdes sobre as possiveis rela-
coes filogenéticas existentes e caracteristicas ambientais do
planeta no passado (KUDO, 1985).

Dentro das comunidades vivas a importéncia dos
ciliados tem se refletido sobre as cadeias tréficas onde ser-
vem de alimento a inumerdveis grupos, contribuindo, entre ou-
tras maneiras, para a manutengdo da din&mica de variados
ecossistemas e para o incremento de seus recursos. Sua utili-
zagado como indicadores biolégicos dos solos (FOISSNER, 1987),
da poluigdo das &guas (BICK, 1972; FOISSNER, 1987 e PUYTORAC
et al., 1987), do pH-e umidade de ambientes muscicolas (WEN-
ZEL, 1953); sua ampla distribuigdo nos corpos de agua doce
fontes de abastecimento de &gua potédvel ao homem; assim como
o seu papel indireto na purificagdo de 4&guas estagnadas,

quando controlam a densidade das bactérias sapréfagas, impe-
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dindo que altos niveis populacionais cessem a reprodugao des-
tas e gerem o consequente aumento das taxas de matéria orgéa-
nica em decomposigado (KUDO, 1985), comprovam algumas das

aplicagbdes prdaticas das investigagdes sobre estes organismos.

Por manifestarem em sua célula-corpo toda a ga-
ma de fendmenos inerentes a vida, pelo seu rdapido ciclo bio-
légico, pelo breve espago de tempo entre geragdes subsequen-
tes e por sua facil manipulagao e conservagao em laboratério,
prestam-se como modelos experimentais em miniatura de densa
amostragem populacional.

Ao imaginar-se que alguns ciliados sdo causado-
res de doengas, nado se deve descartar o indispensédvel conhe-
cimento daqueles que vivem livremente. Para KUDO (1985) no
ambito da parasitologia faz-se necessdrio o entendimento do
contexto global em que se inserem os protistas, uma vez que
se cré serem as formas parasiticas origindrias das formas li-
vres.

Finalmente, a lembranga das palavras de PUYTO-
RAC (1988) nos faz repensar nos caminhos da protistologia no
Brasil: " Indispensable est donc l'étude des Protistes dans
toutes les disciplines de la biologie ... . Le protistologue
a pour tache premiére de connaitre ce que sont les Protistes
et de prendre conscience de ce qu'ils représentent par rap-
port aux organismes pluricellulaires, dans 1l'évolution du
Monde vivant. Il a a rechercher les milliers d'espéces qui
sont encore a découvir, a multiplier le nombre d'espéces cul-
tivables in vitro, a observer les particularités de telle ou

telle espéce qui peuvent la rendre intéressante pour facili-



ter l'analyse de tel phénoméne ou tester 1l'universalité de
tel modéle. Molécularistes, physiologistes, généticiens, éco-
logistes ont ensuite a en tirer parti ... . A 1l'occasion de
certaines 'catastrophes naturelles' telles que 1la récente
prolifération en fleur d'eau du Protiste Chrysochromulina
polylepis sur les cbtes de la mer du Nord, on n'aura pas
alors la surprise de constater qu'il n'y a en France que
'deux ou trois spécialistes seulement' capables de le déter-

miner et qu'on ignore tout de sa biologie”.

13
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3 - O Trabalho:

Longe de ser o presente trabalho um levantamen-
to pormenorizado e extensivo dos grupos de ciliados encontra-
dos em musgos, e muito menos uma andlise sistemdtica que sem
sombra de davida é talento para bem poucos, desejamos apenas
estabelecer um reconhecimento de alguns individuos. Em verda-
de, eles representam uma pequena parcela do universo de pro-
tistas ciliados viventes em musgos. Nao houve o intento de se
limitar a este ou a aquele grupo, mas sim reunir informacgdes
sobre a morfologia e a ultraestrutura de algumas das espécies
mais representativas e abundantes em nossas amostras. Procu-
ramos alcangar a compreensao, se possivel, de parte da tota-
lidade das bases da existéncia destes organismos téo ricos em
caracteristicas e o aprendizado de algumas das metodologias
empregadas em sua investigagao.

Neste espago estaremos melhor compondo umas
tantas informagdes, acrescentando novos elementos e atenuando
quaisquer deficiéncias expressas anteriormente em notas pre-
liminares (CANHA et al., 1988 e SANTOS & SANTA ROSA, 1989),
elaboradas durante o desenvolver desta dissertagdao. Julgamos
que uma vasta quantidade de frutiferos resultados s&o ainda
vidveis, e sob nossa consideragado estard a busca dos diversos
outros aspectos da biologia dos ciliados aqui apresentados.

O conhecimento sobre os protistas, e em espe-
cial sobre os ciliados, é ainda bastante incompleto e obscuro
nas muitas partes do mundo e mais particularmente no Brasil.
Sabemos que inUmeros sao aqueles habitats colonizado por ci-

liados e que muitos se mantém ainda inexplorados pela cién-
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cia. A perscrutagdo destes ambientes, varios dos quais consi-
derados inabitdveis, pode depender do entusiasmo e dedicagao
de cada pesquisador. Estamos convencidos de que um grande vo-
lume de espécies antes ignoradas poderao ser descobertas e
servirao como objeto de estudos, os mais variados, abrindo o
caminho para novas fronteiras do conhecimento. H4 a potencia-
lizagdo de se revolucionar dreas como a citologia, a citoqui-
mica e a biologia molecular. Poder-se-a reconsiderar muito do
que foi feito no passado, principalmente apés o avango de
técnicas como a microscopia eletrénica de transmissao, quando
os ganhos alcangados se tornaram tao significativos que
transformaram numerosos conceitos.

Durante longo tempo e fundamentalmente na atua-
lidade, quando a maioria dos recursos financeiros tém sido
concedidos as ciéncias ditas aplicadas, o interesse dos estu-
diosos tem permanecido sob a 6tica dos méritos das pesquisas
sobre protistas parasitas causadores de doengas ao homem e
aos seres dos quais ele tira proveito. Esta concepgao tem
freado a curiosidade e o gosto por outros dominios da protis-
tologia, e por que nado dizer de quase todos os campos das
ciéncias basicas. Porém, é fato 1indubitdvel que h& neste
imenso planeta uma extraordindria diversidade taxondmica a
aflorar e com ela a compreensao de insb6litas feigbOes morfolé-
gicas, fisiolégicas, ecolbébgicas ou etoldébgicas que jamais po-
deria supor a mente humana.

Nos anos vindouros a investigagao no campo dos
ciliados mostrard o quanto haverd de se revelar dados e de se
instituir hipbéteses, aplicando-os na inovagao ou aprimoramen-

to de técnicas e métodos ou na simples aquisigdo de conclu-
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sbes inéditas.

Nunca cessard a adigao do novo aos conceitos jé
avaliados. Talvez seja esta a razado por que continuamente
querem os cientistas saber mais quando comegam a conhecer um

pouco. A briga serd sempre contra o tempo.



MATERIATLT, E METODOS

1 - Material:

O material de nosso estudo consistiu em trés
espécies de ciliados dulcicolas que vivem em musgos (Tabela
1l). Varios representantes de cada espécie foram coletados,
submetidos a variadas técnicas, analisados, caracterizados e
entdo identificados.

Os musgos obtidos a partir de 12 coletas reali-
zadas entre agosto de 1987 e dezembro de 1990 e reconhecidos
como Sematophyllum subsimplex (familia Sematophyllaceae) e
Barbula sp. (familia Pottiareae), foram encontrados na loca-
lidade de Corréas (Petrdépolis - RJ) sobre uma pedra protegida
e sobre uma superficie acimentada ao nivel do chéao, respecti-
vamente. O primeiro de coloragdo pouco viva, verde oliva,
mostrou-se por muitas vezes bastante ressecado e pouco desen-
volvido. O segundo, ao contrdrio, verde brilhante e frequen-
temente Umido, espalhava-se abundantemente formando um reves-
timento mais extenso.

O emprego de musgos como fonte de coleta de ci-
liados nao foi prerrogativa nossa. Predecessores desta idéia
foram CHACHARONIS (1956), DRAGESCO (1970), DRAGESCO & DRAGES-
CO-KERNEIS (1986), FOISSNER (1986), FRYD-VERSAVEL et al.
(1975), GROLIERE (1974-1975, 1975, 1975-1976, 1977 e 1978),
GROLIERE & NJINE (1973), KAHL (1930), MERMOD (1914), PENARD
(1922) e WENZEL (1953). Muitos outros jad haviam se dedicado,
desde meados do século passado, a observagao de ciliados em

musgos do género Sphagnum constituintes das turfeiras (Ehren-
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berg, 1838; Claparede & Lachmann, 1858; Stein, 1859 e 1867;
Stokes, 1888; Dalla Torre, 1891; Levander, 1900; Godet, 1900
e 1901; Thiebaud & Favre, 1906; Schlenker, 1908 e Kleiber,

1911 apud GROLIERE, 1975-1976).

2 - Métodos:

2.1 - Coleta e Estocagem dos Musgos:

Vadrias porgdes dos musgos eram adquiridas des-
prendendo-as de seu substrato, cuidadosamente, com o auxilio
de uma espatula pequena, sendo acondicionadas em sacos plas-
ticos devidamente fechados ao término de cada coleta.

Os musgos trazidos ao laboratério eram entéao
acomodados em recipientes plasticos numerados e posteriormen-
te lacrados com filme tansparente de PVC. Este procedimento
tinha por finalidade propiciar a estocagem dos musgos pelo
espago de algumas semanas.

Dois nUmeros eram expressos a seguir da letra M
(indicativa da palavra musgo). O primeiro identificava a es-
pécie do musgo (M20 = Sematophyllum subsimplex e M21 =
Barbula sp.) e o segundo a data de sua obtengao, determinando
com precisdao o tempo de sua estocagem no laboratério. Todos
os dados referentes a cada numero constam de uma caderneta de

coleta.

2.2 - Desencistamento e Triagem dos Ciliados:

Sempre que necessdrio pequenas partes dos mus-
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gos estocados eram retiradas e distribuidas no interior de
diversos jogos de placas de Petri enumerados seguindo o mode-
lo respectivo ja estabelecido para o recipiente de estoque.
Assim depositadas, a elas era acrescentado um pouco de &gua
mineral (marca Petrépolis) suficiente para embebé-las e for-
mar um filme de dgua com cerca de 5mm de altura. Estes jogos
eram datados na ocasido da embebigdoc para se determinar o pe-
riodo exato do surgimento e permanéncia da biocenose na massa
d'agua. Mantidos constantemente tampados (para evitar conta-
minagdes por cistos contaminantes), sé eram abertos para per-
mitir novos acréscimos de &gua mineral (& fim de preservar o
volume inicial) ou durante as observagdes e triagens dos ci-
liados.

Apbés o decorrer de algumas horas os primeiros
organismos podiam ser evidenciados. Procuramos continuamente
acompanhar a evolugdo da comunidade muscicola para nos bene-
ficiar do surgimento gradativo de novos ciliados e de seus
"blooms" populacionais. Objetivamos otimizar o trabalho de
triagem dos ciliados e possibilitar a apreensao do maior na-
mero possivel de individuos. Obtinhamos um quantitativo ex-
pressivo de exemplares que dariam o respaldo e a validade
diagnéstica aos caracteres encontrados, uma vez que aumenta-
vamos a probabilidade da evidenciagdo das diferentes regides
do corpo do organismo estudado. Compensavamos, desta maneira,
a grande perda inerente ao preparo dos espécimes para as téc-
nicas de microscopia foténica e eletrbénica e o 1insucesso na
maioria das tentativas de estabelecimento de meios de cultu-
ra. Estes foram elaborados com misturas de agua mineral fer-

vida durante alguns minutos com grdos de arroz com casca ou
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de &gua mineral acrescida de: pedagos de alface causticado;
flocos de aveia; arroz integral; ou um pouco de meio Eagle
estéril (sem soro, sem antibiético e com glutamina). Apenas
com a dltima mistura obtivemos resultados razodaveis.

Muito embora o aproveitamento dos periodos de
maior abundéncia de individuos representasse o que se consi-
derava como o ideal para o melhor desenvolvimento de nosso
trabalho de triagem, isto nédo invalidou o estudo daqueles que
se apresentavam ocasionalmente pouco numerosos. Esta situagao
pbde ser facilmente contornada através do langamento de va-
rias porgdes dos musgos coletados em diferentes jogos de pla-
cas de Petri e sua imersao em dgua mineral em uma mesma épo-
ca. Embora houvesse considerédvel acréscimo de tempo para que
se processassem as muitas triagens ora necessdrias, aumenta-
vamos assim o numero de fontes dos organismos desejados.

A triagem dos ciliados se deu por micropipeta-
gem (com o uso de micropipetas, pipetas capilares, confeccio-
nadas por nés pouco antes do uso) feita sob o microscédpio es-
tereoscédpico American Optical 570. Os exemplares eram aspira-
dos do interior da placa de Petri e transferidos a uma gota
de &gua mineral contida em uma pequena saleira.

A medida que os exemplares de uma mesma espécie
iam sendo micropipetados e presumiamos ter o nimero de espé-
cimes almejado, a saleira era entao colocada sob o microscé-
pio estereoscépico para que procedessemos a quantificagao e
observacao do estado geral dos organismos apreendidos, e a
certificagao da auséncia de dejetos ou de individuos perten-
centes a outras espécies. Caso existissem corpos indesejéave-

is, efetuavamos a sua imediata retirada. Assim, repetidas ve-
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zes os ciliados eram passados e repassados para novas salei-
ras com agua mineral, até a total isengdao de quaisquer impu-
rezas.

Ao final, estando de posse de uma amostra bas-
tante abundante em ciliados e livre das particulas inconve-
nientes, procuravamos concentrd-la ao maximo reduzindo o vo-
lume de &gua mineral disponivel. Somente desta forma poderia-
mos podr em execugdo as variadas formas de fixagdo inerentes
as técnicas de preparagdo de léminas permanentes para a mi-
croscopia fotbnica ou técnicas de microscopia eletrbénica de
varredura e de transmissao.

Devemos assinalar que todo o material empregado
na coleta e estocagem dos musgos, assim como no desencista-
mento e triagem dos ciliados (micropipetas, peras de aspira-
cdo, saleiras e outros) eram conservados bem limpos, livres
de residuos orgdnicos que naturalmente pudessem dificultar o
bom empreendimento destas etapas. Considerando-se que os ci-
liados s&o organismos muito suscetiveis ao contato com subs-
tédncias quimicas téxicas, cada utensilio foi separado segundo
o seu devido uso: para amostras vivas ou para amostras a se-

rem fixadas.

2.3 - Observagdo dos Organismos Vivos:

Se concretiza cada vez mais o fato de que pre-
cisam ser evitadas descrigdes baseadas unicamente na utiliza-
cado de preparagdes fixadas e coradas. A pesquisa sistemdtica
atual deve se fundamentar também em observagdes sobre o vivo

(BERGER & FOISSNER, 1987), complementadas e precisadas por
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consideragdes citolbégicas, biolégicas, ecolbgicas e fisiblo-
gicas (DRAGESCO, 1962).

Nossas observagdes sobre os exemplares vivos
foram realizadas sob o microscépio estereoscédpico através do
uso direto das placas de Petri portadoras dos musgos e de sua
comunidade ou pela triagem dos ciliados para uma saleira.
Quando da necessidade de uma prévia observagdo mais acurada
com a ampliagdo do microscépio fotdnico (Wild Leitz HM-Lux),
um exame prolongado podia ser realizado utilizando-se o mi-

croaquario de TUFFRAU (1959).

2.4 - Técnicas Empregadas:

Durante muitos anos os especialistas que se
consagraram a descrigdo dos ciliados basearam seus estudos
unicamente na observagao do material vivo. Apesar de ser re-
lativamente mais dificil, devido a mobilidade desses seres e
da grande transparéncia de certas estruturas, é a esta técni-
ca que devemos a enorme soma de conhecimentos que sdo hoje a
base de toda a protistologia. Os processos de fixagao geravam
inseguranga, pois alteravam consideravelmente a forma de es-
pécies particularmente delicadas. As preparacgdes definitivas
vieram complementar as observagdes sobre o organismo vivo e
destinavam-se a precisar certos elementos estruturais e con-
servar indefinidamente as imagens, mesmo que incompletas, de
uma espécie rara ou nova. Algumas destas preparagdes eram in-
suficientes e foram substituidas por outras mais precisas que
tornaram possivel a visualizagdo, com nitidez, de detalhes

frequentemente ndo visiveis no organismo vivo. Este aumento
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da precisao permitiu a evidenciagao dos problemas de sistemé-
tica sob um novo angulo e gerou o entusiasmo cada vez maior
pelo estudo dos organismos com o uso de preparagdes fixadas e
coradas. (DRAGESCO, 1962).

Estamos certos de que os proficuos resultados
sdo, em sua maioria, produto de uma coletdnea de exaustiva e
morosa dedicagao as experimentagdes e a execugdo fiel das re-
comendagdes expressas em cada técnica a ser desenvolvida. Ha-
bitualmente nos defrontamos, mesmo que munidos de grande pre-
caugao, com fatores que suscitam diferentes respostas ao tér-
mino de cada ensaio, exigindo sua repetigdo intensiva (como
em um método de tentativa e erro) e uma constante adequagao
de algumas de suas etapas.

O aprimoramento da qualidade final da prepara-
cdo ou o seu fracasso total podem advir da influéncia de ele-
mentos como a quantidade de liquido livre na amostra a ser
processada, o método de fixagdo, a proporcionalidade entre o
tamanho e o namero de exemplares e o volume da substdncia de
inclusao utilizada, o tempo de impregnagao ou revelagao dos
corantes e contrastantes, a osmolaridade, e mesmo da qualida-
de da fabricagao dos produtos empregados. Somam-se a estes oOs
capazes de dissimular os mais esmerados procedimentos como o
estado fisiolbégico dos organismos, seu tamanho e forma, e a
variabilidade individual dentro da espécie.

De forma geral, as técnicas aqui empregadas sao
caprichosas e raramente objetivam a visualizagdo dos mesmos
aspectos. Foram entdo usadas em associagao, complementando e
esclarecendo informagdes, que adicionadas formaram o conjunto

de dados apresentados.
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Todas as técnicas ora descritas foram postas em
prdtica através da micropipetagem dos ciliados sob o micros-
cépio estereoscédpico American Optical 570 . Comuns foram as
ocasides onde necessitamos siliconizar as micropipetas e sa-
leiras empregadas nas etapas posteriores a fixagdo dos espé-
cimes. De outro modo estes eram perdidos ao se aderirem vigo-
rosamente a superficie daqueles objetos.

A mistura das substdncias necessdrias ao cum-
primento de cada uma das etapas constituintes das véarias téc-
nicas foi confeccionada por nés seguindo os <critérios pres-
critos na literatura para um melhor aproveitamento de suas
propriedades. A medida que, para cada espécie, muitas l&minas
deviam ser processadas nas diversas técnicas, apenas as subs-
tdncias de alto custo financeiro, de dificil obtengao ou de

eficdcia prolongada eram reutilizadas ao maximo, sendo as de-

mais descartadas a cada passagem de no maximo trés léminas.

a) Em Microscopia Fotdnica:

a.l) Protargol de Bodian:

* Consideragdes Gerais:

"La technique au Protargol n'est pas destinée a
remplacer les imprégnations argentiques classiques. Le pro-
téinate d'argent met en valeur des structures trés diverses.
C'est certainement 1la technique de coloration 1la plus
compléte, la seule méme qui mérite le nom d'universelle"

(DRAGESCO, 1962).
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Embora frequentemente mostre com clareza orga-
nelas como o aparelho nuclear, vaclolos contrateis e digesti-
vos, variadas inclusdes citoplasmaticas e até cinetosomos,
esta técnica evidencia como um todo a ciliatura somatica e
oral dos ciliados.

Desenvolvida por BODIAN (1936 e 1937) para im-
pregnagao pela prata do tecido nervoso, ela foi modificada
por KIRBY (1950) para sua aplicagao em protistas e, mais tar-
de, por diversos autores para ciliados. Foi estabelecido um
maior nuimero de substéncias fixadoras, a inclus&o de células
livres em gelatina, albumina ou gelose e um tratamento de
clarificacgaéao.

Compreendemos que é dificil controlar completa-
mente o curso da impregnagado assim como obter resultados
constantes (BODIAN, 1937), embora consideremos que estes sao,
antes de tudo, dependentes da maneira pela qual o experimen-
tador pode adaptar uma técnica ao caso de cada espécie, da
qual as diretrizes permanecem constantes, mas as variantes
autorizam uma flexibilidade de aplicagao inegédvel (TUFFRAU,
1967).

Basicamente as alteragdes realizadas por DRA-
GESCO (1962) e TUFFRAU (1964 e 1967), foram amplamente execu-
tadas em nossos ensaios. Do primeiro, mantivemos o método de
clarificagao pelo permanganato de potdssio e 4&cido ox4alico.
Do segundo, o recurso simplificado de suprimir etapas criti-
cas e onerosas como o emprego do proteinato de prata a quente
ou ativado com cobre metdlico e o banho em cloreto de ouro.

Pudemos alcangar alguns bons resultados, pois

tal escolha é para certos casos um tratamento répido, sim-



. 26

ples, eficiente e com menor risco de escurecimento irreversi-
vel mesmo que, para outros, seja insuficiente, por nao clari-
ficar devidamente, e impréprio por diminuir o contraste e a

evidenciagao de detalhes finos (TUFFRAU, 1964 e 1967).

* Procedimento:

Fixamos os ciliados vertendo a solugao fixadora
rapidamente e de uma s6 vez sobre a amostra. O volume de fi-
xador utilizado era cerca de 5 vezes maior que o volume de
dgua da amostra contida na saleira. Como solugbes fixadoras
foram empregadas o Bouin aquoso, o Bouin alcoélico, o Champy,
tetré6xido de 6smio a 2% (seus vapores) ou glutaraldeido a
2,5% em tampao fosfato de s6dio ou cacodilato de sédio a 0,1M
PH 7,2 (concentragdes finais). Este Ultimo, em casos do uso
de parte da amostra, também no preparo de exemplares para a
microscopia eletrénica de varredura. Deixamos fixando por 5 a
10 minutos.

Retiramos os ciliados, pipetando-os e repassan-
do-os para nova saleira contendo dgua destilada. Este proce-
dimento foi repetido por mais duas vezes, ou até que todo a
solugdo fixadora fosse eliminada.

Os exemplares foram entdo aspirados com um mi-
nimo de liquido, e depositados ao centro e sobre uma lamina
de vidro bem limpa, desengordurada e atritada.

Apbs a retirada do excedente de &gua que cir-
cundava os ciliados na gota entdo formada, acrescentamos a

ela uma a duas goticulas de albumina glicerinada. Homogenei-
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zamos a mistura promovendo (com a ajuda de um estilete £fino)
movimentos circulares e agitando a l&mina durante algum tem-
po. Suprimimos possiveis bolhas de ar e qualquer excesso da
albumina glicerinada, inclinando ligeiramente a l&mina e sor-
vendo-os cuidadosamente.

Para a coagulagdo da albumina a l&mina foi 1li-
geiramente aquecida em uma placa térmica por uns 10 minutos.
Por sobre a amostra foi adicionada uma pequena gota de uma
solugdo de etanol 70°GL com formol P.A. (8:2).

Sem deixar secar completamente, mantivemos a
lamina por mais algum tempo sobre a placa térmica, propician-
do a evaporagao da mistura etanol-formol. Imediatamente a se-
guir, ela foi colocada em um Borrel com etanol 95°GL, ai po-
dendo permanecer por varios dias, ou promovemos uma reidrata-
¢ado da amostra através da retirada de todo o etanol-formol
com um banho de 5 minutos em &gua destilada.

Posteriormente iniciamos a etapa de clarifica-
¢ao com um banho em uma solugdo aquosa de permanganato de po-
tadssio a 0,5% por 2 a 5 minutos ou até que a amostra adqui-
ri-se uma coloragdo amarelo ouro. Depois lavagem em agua cor-
rente durante 10 minutos e em dgua destilada com duas imer-
sdes de 2 minutos cada. Demos continuidade & clarificagao com
um banho em acido oxdlico a 5% por de 1 a 3 minutos ou até
atingir a descoloragdo da albumina, quando esta tornava-se
esbraquigada. Nova lavagem em agua corrente por 10 minutos e
em dgua destilada com duas imersdes de 2 minutos cada.

A impregnagado com sais de prata foi feita com a
permanéncia da lamina em proteinato de prata a 1% (marca Ro-

gues) a temperatura ambiente e na obscuridade por um periodo
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de 12 horas a 16 horas. Depois de breve passagem em dgua des-
tilada, iniciamos a redugé&o da prata (etapa de revelagao),
com um banho rdpido em hidroquinona em solugadao aquosa a 1%
com sulfito de s6dio a 5%, e sua interrupgé&o pela imers&o em
dgua destilada. Com o acompanhamento, ao microscépio fotdni-
co, a coloragao desejada pdde ser alcangada pela repetigao do
processo de revelagao (para uma cor mais escura) ou pelo uso
de tiosulfato de s6dio a 5% durante de 5 a 10 minutos ou mais
(para a obtengao de uma cor mais clara).

Ao final processamos a desidratagdo por uma sé-
rie crescente de etanéis (30°GL, 50°GL, 70°GL, B0°GL, 90°GL,
95°GL, 100°GL, 100°GL), por 5 minutos em cada um. Levamos a
lémina a dois banhos consecutivos de xilol ou toluol por 2
minutos cada. Montamos a amostra entre l&8mina e laminula com
bdlsamo do Canadd, e secamos a preparacao na estufa a 60°C

durante 2 dias.

a.2) Reagdao Nuclear de Feulgen:

* Consideracgdes Gerais:

Completando as informagbes oferecidas pelas
preparagdes para morfologia externa, que mascaram frequente-
mente o aspecto do aparelho nuclear, a técnica de FEULGEN
(1926) evidencia-o claramente. Através da reagao com a fucsi-
na basica do reativo de Schiff (&cido fucsinico sulfuroso) héa
a coloragao do acido ribonucleico constituinte da cromatina
fazendo a massa nuclear adquirir uma tonalidade intensa, ver-

melho violeta.
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Nossa metodologia baseou-se naquela narrada por
BEGAK & PAULETE-VANRELL (1970) adaptando-a e controlando o
tempo ideal da hidré6lise &cida para o uso em células isoladas
fixadas e aderidas pelo método de NISSENBAUM (1953).

Para o preparo do reativo de Schiff procedemos
segundo o modo exposto por FERNANDES (1949). Excetuou-se o
fato de acrescentarmos mais um grama de metabissulfito de po-
tédssio e de utilizarmos carvado ativado, como em BEGAK & PAU-

LETE-VANRELL (1970).

* Procedimento:

Uma gota da amostra concentrada de ciliados foi
depositada sobre uma ldmina de vidro limpa e desengordurada.
Diretamente sobre ela, utilizando uma pipeta Pasteur, despe-
jamos uma farta gota do fixador de Nissenbaum preparado pouco
antes do uso. Ao iniciar a movimentagdo do fixador vertemos o
restante deste, agora com a pipeta disposta rente a superfi-
cie da laémina, até inundd-la completamente. Deixamos secar de
um dia para outro a temperatura ambiente.

Apbés um banho em etanol 70°GL iodado por de 3 a
4 minutos e lavagem em etanol 70°GL durante 5 minutos, reali-
zamos a hidrélise branda. Esta foi feita imergindo-se a lé&mi-
na por 12 minutos em &cido cloridrico a 1N pré-aquecido em
estufa a 60°C.

Interrompemos a hidrélise mergulhando a 1l&mina
em dgua destilada fria, depois esta foi deixada por 3 horas
no reativo de Schiff na obscuridade e a temperatura ambiente.

Com um banho em &gua destilada eliminamos o ex-
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cesso do reativo e prosseguimos com 3 banhos consecutivos em
dgua sulfurosa recém-preparada por 2 minutos em cada passa-
gem.

Posteriormente a uma lavagem prolongada (10 mi-
nutos) em &gua corrente e outra rédpida em d&gua destilada (2
minutos), desidratamos através de uma série crescente de eta-
néis (30°GL, 50°GL, 70°GL, 80°GL, 90°GL, 95°GL, 100°GL,
100°GL) mantendo a lamina por 2 minutos em cada banho.

Finalizamos com duas passagens no xilol ou to-
luol durante 3 minutos cada, montagem entre l&8mina e laminula
com bdlsamo do Canadd e secagem da preparagdo em estufa a

60°C durante 2 dias.

b) Em Microscopia Eletrdnica:

b.1l) Microscopia Eletrénica de Varredura:

* Consideracgdes Gerais:

A microscopia eletrdnica de varredura, com sua
imagem estereoscépica e informagbées detalhadas sobre a super-
ficie do material estudado, acrescentou acuidade a anélise
dos caracteres morfolbégicos externos, ressaltando aspectos
antes nao evidenciados ou simplesmente confirmando a presenga
daqueles jé& conhecidos. Propiciou resultados rdapidos, efi-
cientes e bastante precisos facilitando a interpretagao de
figuras artefactuais criadas pela microscopia fotbénica, como
superposigdes e sombreamentos que podem confundir o observa-

dor.



A parte mais critica da investigagao com o mi-
croscépio eletrdnico de varredura é a preparacao adequada dos
espécimes que, frequentemente, representa o fator 1limitante
da qualidade da micrografia (POSTEK et al., 1980). De forma
geral o procedimento escolhido seguiu a metodolegia e as re-
comendagbes empregadas rotineiramente em nosso laboratério,
as quais somamos aquelas apregoadas por SILVEIRA (1989).

Servimo-nos no decorrer da preparagao das amos-
tras do aparelho de ponto critico CP-D 020 e do sputtering FL

9496, ambos da Balzers Union.

* Procedimento:

Os ciliados foram fixados em saleira com gluta-
raldeido a 2,5% em tampao fosfato de s6dio ou cacodilato de
s6dio a 0,1M pH 7,2 (concentragdes finais) durante 30 minu-
tos a fim de tornar os exemplares bem resistentes. Um volume
abundante do fixador foi derramado de uma s6 vez sobre a
amostra.

Sendo nosso material de estudo células 1isola-
das, apb6s trés lavagens com um dos tampdes j& mencionados,
utilizamos como seu substrato definitivo um fragmento de 1la-
minula de vidro cortado com ldpis de diamante. Este foi limpo
e desengordurado com acetona comercial, seco por evaporagao
natural. Em seguida sobre ele foi colocada e espalhada uma
gota de uma solugdo aquosa de poli-l-lisina a 0,1% (MARCHANT
& THOMAS, 1983). Apbés o excesso da solugado ter sido retirado
e devolvido ao frasco de estoque, depositamos uma gota reple-

ta em ciliados sobre o fragmento e por 30 minutos aguardamos



a sedimentagdo e a adesdo dos exemplares. Para evitar qual-
quer dessecagado do liquido circundante ou deposigao de parti-
culas de poeira, ele foi mantido no interior de uma pequena
placa de Petri, a qual foi acondicionada dentro de uma cémara
umida (confeccionada com porgdes de algodao embebido em &gua
cobertas por uma pequena campénula de vidro).

Quando aleatoriamente nédo foi permitido o as-
sentamento dos espécimes em diversas orientagdes, estes eram
entdo posicionados a nossa vontade com o uso de um estilete
feito com pestana.

Passado o perfiodo de sedimentagdo sorvemos,
cuidadosamente, o excesso de liquido da amostra com uma mi-
cropipeta e recobrimos toda superficie do fragmento com uma
solugdo aquosa de tetréxido de 6smio a 1%, deixando agir este
fixador por 5 minutos na obscuridade.

Com uma pipeta Pasteur e cautelosa sucgao lava-
mos por 3 vezes com tampdo fosfato de sé6dio ou cacodilato de

2

sédio 0,IM pH 7,2 e desidratamos com uma série crescente de

(o113

etandéis (30°GL, 50°GL, 70°GL, 80°GL, 90°GL, 95°GL, 100°GL,
100°GL) passando por duas vezes durante 10 minutos em cada um
para uma completa remogdo da &gua.

Seguimos com a secagem pelo método do ponto
critico, adesdo do fragmento com cola condutora de prata ao
suporte porta-amostra ("Stub") e metalizagdo com ouro pelo

processo de "sputtering".

b.2) Microscopia Eletrdnica de Transmissdo:

* Consideragdes Gerais:



O uso da microscopia eletrénica de transmissao
teve impacto sobre as propostas filogenéticas e sistematicas
dos protistas, incrementou o conhecimento de sua estrutura e
gerou o crescimento e a sofisticagd8o do nimero de elementos a
serem considerados. E um complemento & microscopia de luz,
ndo substituindo-a. Confirma e amplifica aspectos jé sabidos,
mostrando seus detalhes com uma precisdo antes impossivel de
se obter, ou, em certos casos, detecta novos caracteres e
produz a compreensao efetiva de outros. (CORLISS, 1979a).

A microscopia eletrbnica de transmissao legou-
nos o conhecimento de parte da estrutura formadora dos orga-
nismos estudados. A técnica aqui apresentada constitui o pro-
cedimento de rotina realizado em nosso laboratério para os
protistas ciliados, acrescida de algumas recomendagdes para a
feitura efetiva de cada etapa e o uso ideal das substéncias
empregadas dadas por MACHADO (1989), MEEK (1976) e SESSO
(1989) . Utilizamos uma variagado do método de fixagao por
mistura de tetréxido de 6ésmio com glutaraldeido descrito em
SHIGENAKA et al. (1973) e do de pré-inclusdo em &agar-agar pa-
ra células isoladas demonstrado no trabalho de HALLER et al.
(1961). Para sua inclusédo definitiva langamos m&o, segundo a
disponibilidade, inicialmente da resina Polylite (COIRO et
al., 1972) de grande dureza e dificil microtomia e, mais tar-
de, do Epon de melhor textura e infiltragdo no material.

Servimo-nos durante o processamento de nossas

amostras do piramitome 11800 LKB e do ultramicrétomo 2088 LKB

munido de navalha de diamante.
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* Procedimento:

Fixamos na saleira uma amostra abundante dos
exemplares estudados, utilizando para tal uma mistura volume
a volume de tetréxido de 6smio em solugdo aquosa a 2% com
glutaraldeido a 2,5% em tampao fosfato de s6édio ou cacodilato
de s6dio a 0,1M pH 7,2 (estes UGltimos em concentragdes finais
anteriores a mistura com o tetréxido de 6smio). Esta foi pre-
parada no momento do uso e deixado um grande volume dela
agindo sobre os ciliados por de 3 a 5 minutos na obscuridade.
Passado este periodo o fixador foi retirado e desprezado,
sendo nova mistura preparada e adicionada mais uma vez, por
cerca de 30 minutos, também na obscuridade.

Retiramos entdo a mistura fixadora e lavamos a
amostra repetidamente com tampdo fosfato de sédio ou cacodi-
lato de sédio a 0,1M pH 7,2, deixando ao final uma pequena
porcao de liquido compondo a amostra.

Uma pré-inclusdo dos exemplares foi feita em
dgar-agar a 1,5%. Para tal fizemos uso de uma placa de vidro
bem limpa sobre a qual acomodamos uma quantidade de &gar-agar
liquefeito, por aquecimento em banho-maria, suficiente para
que obtivessemos uma camada extensa e espessa ap6s sua geli-
ficagcdo. Micropipetando sob o microscépio estereoscépico o
maior numero de individuos que conseguissemos apreender em um
minimo de liquido, retiramos os exemplares da saleira e os
depositamos sobre a camada de agar-agar. Sem deixar secar to-
talmente o material, e munidos de uma alga de cabelo presa a
um pequeno bastdo de madeira, reunimos, cuidadosamente, os

organismos até formar uma massa esférica, compacta e quase
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que desprovida de &gua. Sobre esta, depois de acomodada no
interior de uma pequena cavidade escavada com a ajuda de um
estilete na superficie do agar-agar, foi depositada uma farta
gota de &gar-4agar liquefeito. Com um escalpelo pequenino re-
cortamos o agar-agar em torno da amostra para que obtivesse-
mos um cubo bem reduzido. Este imediatamente foi transferido
para o interior de um frasco contendo etanol 50°GL, ai perma-
necendo por 5 minutos. Iniciamos assim a desidratagéo.

Demos continuidade a desidratagdo trocando o
etanol do frasco, a cada 5 minutos, em uma série crescente
(60°GL, 70°GL, 80°GL, 90°GL, 95°GL, 100°GL). O etanol 80°GL
foi obtido a partir de uma mistura de 2,7ml de acetato de
uranila, em solugdo aquosa saturada, com 10ml de etanol abso-
luto. Assim, fizemos uma contrastagao prévia durante 15 minu-
tos na obscuridade e aprimoramos a fixagdo da amostra.

Passamos por dois banhos em acetona absoluta de
5 minutos cada. Apbés completa retirada da é&gqua, infiltramos
por uma noite, na geladeira, o material com uma mistura volu-
me a volume de resina recém-preparada com acetona absoluta
(resina 50%). Ao final desta etapa, transferimos o cubinho de
dgar-agar contendo o material pré-incluido para ser embebido
em resina pura (100%) durante 4 horas, no minimo, & tempera-
tura ambiente, mantendo o frasco bem fechado sobre uma placa
giratéria.

Para o emblocamento definitivo, acomodamos uma
cdpsula de gelatina em um suporte de cortiga, alojamos ao re-
dor de sua borda uma fita estreita de papel vegetal com a
identificagdo respectiva do material e depositamos uma gota

farta de resina ao fundo. Com um palito de madeira, em forma
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de espdtula delicada, transferimos cuidadosamente o material
para dentro da cédpsula de gelatina, procurando deposité-lo
bem ao centro da concavidade. Preenchemos entdo com resina
3/4 da capacidade da cépsula e, sempre nos certificando da
manutengdo do bom posicionamento do material (ao fundo e ao
centro da cépsula de gelatina), levamo-la & estufa a 60°C por
48 horas para a polimerizagao.

Apb6s resfriamento total e retirada da cépsula
de gelatina, obtivemos um bloco cilindrico no qual confeccio-
namos a pirémide e os cortes ultrafinos. Estes, presos a gra-
des de cobre de 200 mesh, foram contrastados, na obscuridade
durante 15 minutos, com uma solugdo aquosa saturada de aceta-
to de uranila misturada volume a volume com etanol absoluto.

Depois de repetidas lavagens em agua destilada
e secagem em papel filtro, contrastamos com citrato de chumbo
de REYNOLDS (1963) por 1 minutos e novas lavagens e secagem

foram efetuadas.

2.5 - Andlise e Registro das Preparacgdes:

Todos os aspectos morfolégicos e biométricos em
exposigdo, assim como fotomicrografias, micrografias eletr6-
nicas e desenhos representam o resultado final de uma coleté-
nea de dados obtidos e selecionados a partir dos exemplares
melhor preservados nas diferentes técnicas empregadas. Nenhum
carater foi negligenciado embora, certamente, uns poucos nao
sejam figurados. Estes assim o foram por sua auséncia total
em algumas de nossas preparagdes ou deficiéncia em sua ideal

evidenciagao.
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Os numeros citados ao longo da caracterizagao
de cada espécie foram o resultado dos totais contabilizados
em nossas mensuragdes. Comprimento e largura foram assim me-
didos com régua milimetrada nas micrografias eletrénicas de
varredura e com ocular micrométrica nas preparagbes em mi-
croscopia foténica, dando-se sempre os menores e O0OSs maiores
valores alcangados e considerando-se os devidos indices de
ampliagdo para a convers&o dos resultados a micrémetros.

Das técnicas utilizadas, as que conferiram-nos
o maior contingente de bons resultados foram a reagdo nuclear
de Feulgen e a microscopia elétronica de varredura. A técnica
do Protargol foi particularmente elucidatéria para o estudo
morfolégico de Urostyla grandis (Tabela 2).

Utilizamos o microscépio fotbnico Wild Leitz
HM-LUX para parte do estudo morfolégico das espécies, o Zeiss
III RS munido de filme Kodacolor Gold ASA 100 e o American
Optical Spencer com filme Kodak T-MAX ASA 100 ou PLUS-X ASA
125 para o seu registro fotomicrogrédfico. O restante da ana-
lise dos caracteres morfolégicos e o estudo ultraestrutural
dos espécimes ocorreram a nivel de microscopia eletrfnica de
varredura e transmissdo, respectivamente. Serviram-nos os mi-
croscépios eletrbnicos JEOL SM-25SII munido de filme FUJI-
NEOPAN SS 120 e PHILIPS EM-301 com o Kodak 4489 Electron Mi-

croscope Film.
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O AMBITENTE MUSCICOLA

Os musgos sado plantas herbdceas pequenas des-
providas de raizes, caules e folhas verdadeiros ou de tecidos
condutores diferenciados. Largamente difundidos em todo o
mundo, sdo organismos terrestres que comumente habitam locais
protegidos, sombreados, quentes e Umidos. Embora o desseca-
mento seja-lhes frequentemente um perigo fatal, alguns estao
capacitados a colonizar ambientes adridos como pedras expos-
tas, barrancos escalvados e mesmo desertos. Formando densos e
extensos revestimentos, agrupamentos de vdarios individuos,
podem forrar, a guisa de um tapete macio e aveludado, quase
todo o substrato a que se fixam. Além das formas epifitas,
amplamente encontradas nos troncos de arvore, o solo abriga
vasta densidade de musgos. Estes, gragas a sua habilidade de
armazenar agua absorvendo-a, por capilaridade, diretamente
através de seu corpo e funcionando como um reservatério,
constituem excelentes regquladores da umidade evitando a eva-
poragao excessiva e atuando como agentes antierosivos.

Representam um biétopo vivo, de estrutura e
funcionamento peculiares, que contém os recursos necessdarios
para abrigar e assegurar a continuidade de uma biocenose bas-
tante diversificada. Os inUmeros constituintes desta comuni-
dade, que incluem provavelmente protistas do solo uma vez que
os musgos sdo contaminado com suas particulas (FOISSNER,
1987), estdo assim reunidos em face da atragao exercida pelos
muitos fatores que o ambiente muscicola proporciona. Eles
agem sobre os musgos transformando-os e, indiretamente,

transformando a si mesmos. Foram selecionados para suportar a
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alterndncia entre regimes de embebigao pela &gua das chuvas e
de dessecagao pela estiagem, e manifestam uma gama de comple-
xas interagdes onde a dependéncia reciproca promove a reper-
cuss&o sobre o todo da comunidade quando da alteragado de um
de seus componentes.

Em principio as falGnulas dos musgos coletados
diferenciavam entre si. Em nosso estudo foram assinaladas em
Sematophyllum subsimplex todas as trés espécies de ciliados
estudadas e em Barbula sp. apenas uma delas (Tabela 1). Vez
por outra fomos premiados com a ocorréncia de gastrotriquios,
tardigrados, colémbolos e copépodes. Eram numerosos os roti-
feros e os nematéddeos costumavam abundar nos ensaios mais an-
tigos. Estaria provavelmente estabelecida uma composigao es-
pecifica jd modificada desde o momento da coleta, subordinada
as variagdes anuais das populagdes muscicolas, como bem ca-
racterizaram GROLIERE (1977 e 1978) e GROLIERE & NJINE
(1973). Além disto as biocenoses ndao mostraram-se estdveis em
nosso experimento, elas se transformavam no decurso de uma
escala de tempo mutdvel em consondncia, ao Qque presumimos,
com as distintas circunstdncias estabelecidas pelo meio que
as envolvia. Ainda que o exame desta diné&mica e dos parame-
tros que a conduziam ndo estivessem entre os objetivos de
nosso estudo, pudemos constatar, passadas algumas horas da
imersao dos musgos em agua mineral (menos de 24 horas), a
existéncia de espécies mais representativas e a gradativa
substituigdo desta representatividade com o passar dos dias.
Supunhamos haver a interferéncia de muitos fatores que gera-
vam os fendémenos de surgimento e de supressdo dos diferentes

organismos, patenteando uma clara sucessado ecolégica. O con-
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junto destes agia sobre os ciliados muscicolas impondo condi-
¢des que atuavam sobre seu ciclo de vida determinando dife-
rentes frequéncias de aparecimento das espécies estudadas,
variagdes na abunddncia dos individuos e o modo de distribui-
cdo espacial de suas populagdes. A adaptabilidade de certas
espécies e sua capacidade de fabricar cistos de resisténcia
devem ter tornado exeqliivel sua permanéncia na biocenose du-
rante as alteragdes do meio.

O ambiente iluminado artificialmente no labora-
tério emitia a luz, fonte de energia, necessédria a fotossin-
tese. Realizada pelos musgos e por possiveis protistas cloro-
filados que estivessem presentes na massa d'dgua, ambos agin-
do como produtores, constituia uma das bases de sustentagao
da rede alimentar na biocenose muscicola.

Simultaneamente, estamos convencidos da presen-
ca de uma rede alimentar fundamentada nos organismos detriti-
voros que tem, em detrimento ao processo de assimilagao clo-
rofiliana, sua importéncia gradativamente acentuada com a de-
gradagao dos musgos, morte natural de parcela da comunidade e
md penetragao da luz devido ao aumento das particulas em sus-
pensao.

A ocorréncia de periodos féticos e aféticos,
estes muitas vezes prolongados por finais de semana e feria-
dos, deve ter criado fases de maior e menor atividade (com-
portamento desencadeado pela provavel excitagado de receptores
fotossensiveis), influindo no ritmo de crescimento e reprodu-
cado das espécies.

Talvez a luz seja um atrativo para certos ci-

liados, mas de forma geral pareceu afugentd-los quando obser-
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vados sob o intenso feixe luminoso do microscépio estereoscéd-
pico. Refugiavam-se entre os musgos e em detritos. Porventura
ai estariam a procura de suprimentos alimentares ou, de outro
modo, como fugitivos ao estimulo mecé&nico produzido pela per-
turbagao da camada de agua durante a manipulagdo das placas
de Petri. Quigd fosse uma resposta ao somatério destes trés
fatores.

J& foi comprovado por experimentagdo que muitos
protistas acostumam-se as temperaturas elevadas quando a in-
tensidade de calor amplifica-se paulatinamente. Todavia, a
despeito do registro de espécies habitantes naturais de &guas
com até 58°C (PUYTORAC et al., 1987), as altas temperaturas
parecem ser mais nocivas do que as demasiadamente baixas,
consistindo a porgado entre 36° a 40°C como a faixa fatal para
a maioria dos protistas de vida 1livre na natureza (KUDO,
1985).

Acreditamos que no verao, estagdo mais critica,
a quantidade de calor no interior das placas de Petri se con-
servava a niveis suportdveis gragas ao sistema de refrigera-
cado do laboratério. Em razao do pouco volume de &gua, uma
grande oscilagao na temperatura deve de ter ocorrido entre o
dia e a noite, atingindo maiores valores nos dias de auséncia
do resfriamento induzido do ambiente.

O aumento da temperatura foi, ao nosso ver, a
razdo primordial para os encistamentos e as citbélises eviden-
ciadas em muitos individuos, principalmente quando confinados
a limitadas fragdes de &gua e submetidos a delongada ilumina-
cado incandescente.

Consideramos que todos os seres vivos suportam
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um determinado nivel de variagado dos diferentes fatores eco-
l6gicos que sobre eles agem. Este obedece aos limites de to-
lerdncia e estabelece, segqundo cada espécie, o ponto 6timo
para o seu desenvolvimento. E neste ponto que o espago de
tempo entre sucessivas multiplicagbdes dos individuos de- uma
populacao é abreviado e héd, concomitantemente, um acréscimo
no numero de ocorréncia de novas multiplicagdes. Segundo KUDO
(1985) o 6timo térmico na natureza para a maior parte dos
protistas de vida livre estaria entre 16° e 25°C. PUYTORAC et
al. (1987) estabelece-o como de 20° a 35°C para os protista
do solo, e de 12° a 22°C para os ciliados aquiticos. Um me-
lhor progresso na manutengdo de nossos ensaios poderia estar
subordinado, em muitos casos, a observéncia desta idéia.

Na realidade sabemos que a temperatura ndo en-
contra-se dissociada dos demais fatores que com ela coexistem
no ambiente, podendo os limites de tolerdncia relativos a ela
para uma dada espécie serem alterados pela influéncia das mu-
dangas de outros fatores, como por exemplo o fornecimento de
alimento. Por outro lado, o volume de nutrientes consumidos e
a velocidade de seu consumo tendem também a variar com o es-
tado térmico local.

Invaridvel é a predilecao especifica por pH de-
finido, porém numerosos ciliados suportam indices de até 9,0
e raros sao os Qque resistem aos excessivamente reduzidos
(PUYTORAC et al., 1987).

O pH em nossos ensaios foi balanceado pelo uso
continuo da mesma &gua mineral (pH = 5,9), se bem que durante

a decomposigao ativa devesse sofrer alteragodes.

A oferta de nutrientes no meio é um dos condi-
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cionadores das particularidades da comunidade viva que nele
reside. Nos sistemas de aguas doces tém grande valor sais co-
mo os carbonatos, os sulfatos e os cloretos de cdlcio, magné-
sio, s6dio e potédssio (PUYTORAC et al., 1987). A avaliagdo de
sua presenga ou auséncia poderia influir decisivamente na
compreengao da domindncia de um dado modelo fisiondémico em
nossas populagdes. Cremos na manutengdo de boas taxas destes
sais com a utilizagdao de &gua mineral como meio de embebigao
dos musgos.

A certeza de que o oxigénio se estabelece como
fator limitante nos diversos ambientes aquaticos devido a sua
baixa solubilidade e a indispensédvel necessidade de manter as
concentragdes que permitam o sustento dos processos biolégi-
cos, nos fez considerar que sua existéncia era o resultado do
intercambio ar - &gua (de sua propagagao pela pelicula super-
ficial) ou, antes de qualquer outra forma, da agadao fotossin-
tetizante dos seres clorofilados, em especial o préprio mus-
go. Sua disponibilidade na coluna d'dgua estava relacionada
com a demanda respiratéria, os niveis de decomposigdo da ma-
téria orgénica, a intensidade luminosa, a pressao atmosféri-
ca, a proporgdo dos diversos outros gases coexistentes e as
alteragdes da temperatura.

Compreendemos ser a variagao do oxigénio inver-
sa ao aumento da temperatura, que por sua vez intensifica o
metabolismo dos organismos causando uma ainda maior queda no
percentual de dissolugdo deste gds e o incremento dos niveis
de didéxido de carbono. Embora a este mostram-se bastante con-
descendentes os ciliados de solo (PUYTORAC et al., 1987), co-

gitamos se decorrida intensa fase de degradagao orgdnica seus



valores seriam sustentéveis.

A luz, a temperatura, o pH, a disponibilidade
dos nutrientes, as taxas de oxigénio e de di6éxido de carbono,
e, em se tratando de um habitat aqudtico, o préprio volume
disponivel de &gua circundante foram alguns daqueles elemen-
tos aqui observados. Provavelmente, sobrepdem-se a estes, na
natureza, uns tantos outros ndo indagados por nés nesta ten-
tativa de depreender as origens dos acontecimentos que subme-
tiam~se a nossa apreciagao.

Seja como for, ao final de algumas semanas Os
aspectos fisico-quimicos e biolégicos sofreram um conjunto
tal de modificagdes que retrocederam nossos ensaios ao pano-

rama despovoado dos primeiros instantes da embebig&o dos mus-

gos.
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Para os organismos aqui estudados foi utilizada

a sistemdtica proposta por PUYTORAC et al. (1987). A

disto eles estdo inclusos na citagdo que ora se segue.

Filo Ciliophora Doflein, 1901
Subfilo Prostomata Schewiakoff, 1896
Classe Prostomatea Schewiakoff, 1896
Subclasse Probosciphoria Puytorac et al., 1987
Ordem Probosciphorida Puytorac et al., 1987
Familia Spathidiidae Kahl, 1929

Género Epispathidium Foissner, 1984

Epispathidium amphoriforme (Greeff, 1888)

Subfilo Polyhymenophora Jankowski, 1967
Classe Spirotrichea Biitschli, 1889
Subclasse Hypotrichia Stein, 1859
Ordem Euhypotrichida Fleury et al., 1985
Subordem Urostylina Jankowski, 1979
Familia Urostylidae Biitschli, 1889
Género Urostyla Ehrenberg, 1838
Urostyla grandis Ehrenberg, 1838
Subordem Oxytrichina Jankowski, 1979
Familia Oxytrichidae Ehrenberg, 1838

Género Steinia Diesing, 1886

vista
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Steinia quadrinucleata Dragesco & Njiné, 1971
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ESTUDO MORFOLOGICO

1 - Epispathidium amphoriforme (Greeff, 1888)

l.1 - Descrigao:

Os espécimes de Epispathidium amphoriforme exa-
minados possuiam um corpo saculiforme, bastante flexivel. A
regido anterior estava comprimida lateralmente e bastante ex-
pandida dorsoventralmente, obtendo desta maneira um aspecto
espatulado. A regido mediana posterior era arredondada e com-
parativamente mais estreita e extensa que a anterior. Enquan-
to que a margem dorsal apresentava-se alongada, a margem ven-
tral estava diminuida e truncada anteriormente. (Figuras 5, 6
e 7).

As dimensdoes dos exemplares fixados variavam de
95 a 110pum de comprimento por de 40 a 55um de largura.

A ciliatura somatica, simples e quase uniforme
em ambos os lados direito e esquerdo do corpo, se constituia
por cerca de 38 a 48 cinécias de cilios finos e pequenos dis-
postas como linhas paralelas ao longo do eixo &ntero-poste-
rior do corpo, ditas cinécias meridianas ou somidticas (Figu-
ras 5 e 6).

O citbéstoma revelou-se como uma estrutura api-
cal superficial em forma de uma fenda virtual que se estendia
ao longo de toda a extremidade anterior do organismo, esta
medindo de 60 a 75um (Figura 5). Contornando o citéstoma um
distinto rebordo bucal era avistado, abaixo do qual «cilios

circumorais (mais longos que os somdticos) se assentavam (Fi-



gura 6).

O macronucleo ocupava a regiao central do corpo
e tinha a forma de um cordel comprido e convoluto, frequente-
mente, enodado (Figuras 7, 9 e 10). Os micronicleos eram nu-
merosos, podendo ser avistados na periferia do macronicleo
(Figuras 7 e 8).

Em observagdes in vivo e ao Protargol, consta-
tou-se, caracteristicamente, a presenga de um expressivo va-
ciolo contrédtil sempre no extremo posterior do corpo (Figura
7).

A microscopia eletrénica de transmissdo confe-
riu-nos a visualizagao de um cértex somatico com clara deli-
mitagdao do ectoplasma que, com numerosos mucocistos e raros
alvéolos (Figuras 11 e 12), encontrava-se separado do endo-
plasma por uma zona de transigado bem marcada (Figura 11). No
endoplasma estavam presentes muitas mitocéndrias (Figuras 11
e 13) e, particularmente na regido proximal ao rebordo bucal,
abundavam os toxicistos (Figuras 12 e 13). Mais interiormente
grandes vesiculas mostravam provaveis toxicistos em formagao
(Figura 16); o aparelho nuclear exibia suas numerosas massas
de cromatina espalhadas por todo nucleoplasma e seus muitos
nucléolos (Figura 17); e eram comuns as figuras de mielina e
um reticulo endoplasmdtico rugoso bem caracterizado (Figura
18).

Também uns poucos pares de cinetosomos foram
evidenciados. Nos pertencentes a ciliatura circumoral, que
dispbde-se logo abaixo do rebordo bucal, cada par era composto
por um cinetosomo cilifero e outro nu. Do primeiro partiam

fibras pés-ciliares (Figura 13) e do Ultimo originavam-se es-



truturas formadoras da armadura citofaringea: as <fibras
transversas (Figura 13), que constituiam, na altura do rebor-
do bucal, as véarias cortinas de microtibulos (Figura 12); e
os nemadesmos (Figura 19). Nos cinetosomos somdticos via-se
partirem fibras transversas que interligavam cinécias adja-
centes (Figura 20).

Os representantes de Epispathidium amphoriforme
nadavam preferencialmente junto ao fundo, com movimentos ras-
tejantes bastante lentos. Ao se deslocarem na coluna de &agua
realizavam movimentos circulares, iniciados sempre pela mar-
gem dorsal anterior, em torno do eixo longitudinal de seu
corpo. Poucos individuos eram observados nadando junto a su-

perficie.

1.2 - Discussdo e Conclusado:

O género Epispathidium foi criado por FOISSNER
(1984) e agrupou certo nimero de espécies algumas antes per-
tencentes ao género Spathidium Dujardin, 1841, entre elas S.
amphor iforme Greeff, 1888. Foi com o auxilio de seu trabalho,
onde descreveu e diferenciou com precisdao 6 géneros da fami-
lia Spathidiidae, que pudemos elucidar as dividas a respeito
de nossas observagbdes. Este dita com mindcias, nao antes vis-
tas nos trabalhos de DRAGESCO & DRAGESCO-KERNEIS (1986),
FRYD-VERSAVEL et al. (1975), KAHL (1930) e PENARD (1922), - as
caracteristicas do género Spathidium distinguindo-o de seu
novo género Epispathidium. No primeiro, o rebordo bucal com
formas diversas é pouco inclinado para a margem ventral e as

porgdes anteriores encurvadas das cinécias somdticas, provi-
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das de cilios normais ou pouco engrossados, parecem se conti-
nuar com a cinécia circumoral, confundindo-se com esta. No
segundo, o rebordo bucal de forma ortogonal é inclinado para
a margem ventral do corpo e as porgdes anteriores encurvadas
das cinécias somaticas se distinguem claramente da cinécia
circumoral e possuem cilios grossos préximos uns aos outros
que correm paralelamente a esta Ultima, quase duplicando-a,
na face esquerda e tangencialmente na face direita. Em ambos
Oos géneros as porgdoes anteriores das cinécias somdticas es-
querdas encurvam-se para a margem ventral e as das cinécias
somidticas direitas encurvam-se para a margem dorsal. E carac-
teristica também distintiva a presenga de um encurtamento da
cinécia 3 que compde a escova, encurtamento este equivalente
a metade da extensdo encontrada nas cinécias 1 e 2 em
Epispathidium e, nao bem definido em Spathidium. (Figuras 21
e 22).

Salientou FOISSNER (1984) ter sido o género
Spathidium inseguramente classificado devido a incompleta
descricdo de sua espécie tipo, S. spathula (0.F. Miller,
1786), tendo se somado, até a atualidade, cerca de 100 espé-
cies que sao certamente inclassificdveis para muitos pesqui-
sadores, uma vez que o conjunto de exemplares reunidos como
membros deste género sao resultado, na sua maioria, de obser-
vagdes superficiais, e poucas foram aquelas espécies classi-
ficadas com modernos métodos taxondémicos.

Por exemplo, PENARD (1922) descreveu seus exem-
plares de Spathidium amphoriforme sem quantificar o namero de
cinécias somaticas e de cinécias da escova embora, as mencio-

ne e caracterize, assim como a forma e a disposigdao da boca,
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do rebordo bucal, dos toxicistos, do macroniicleo e do vacuiolo
contratil. Nao observou a cinécia circumoral ou a curvatura
das porgdes anteriores das cinécias somdticas, contudo se re-
fere a presenga, também verificada por nés (Figura 6), de ci-
lios particularmente longos na base do rebordo bucal. Através
de suas observagdes, constatou a existéncia de 5 ou 6 varie-
dades, duas das quais figurou. Sua representagdo do que chama
ser a forma tipica de S. amphoriforme é comparével a varieda-
de rectitoratum de KAHL (1930). As dimensbes dadas por ele,
de 90 a 140um de comprimento, estdo de acordo com as nossas
observagdes e aquelas feitas por FOISSNER (1984) e KATTAR
(1986) (Tabela 3).

Segundo a vis&o de KAHL (1930), a determinagao
de novas espécies estaria subordinada a atengdo a forma do
corpo, dos cilios, das cinécias, bem como ao tamanho natural
dos individuos. Sem ater-se a representagdes elaboradas dos
exemplares encontrados, o que obscureceu a interpretagao de
parte de suas citagdes, discriminou em suas 1investigagdes a
presenga diferenciada da curvatura das porgdes anteriores das
cinécias somidticas em relagdo aos lados direito e esquerdo,
as margens ventral e dorsal, e aos cilios circumorais, com os
quais ela estaria mais ou menos compactada. Como PENARD
(1922) nao definiu a existéncia de cinetosomos duplos na ci-
nécia circumoral ou na escova. Para esta UGltima relatou sua
organizagdo em 3 cinécias dorsais, sem distingui-las por ex-
tensdo. Caracterizou a conformagdo de suas cerdas com pontas
engrossadas e comprimento de cerca de 6um, bem préximo daque-
le visto por FOISSNER (1984). Nossas medigbes para o numero

de cinécias somaticas (Tabela 3), do mesmo modo que, o con-
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torno do corpo, a inclinagao e dimensao da regiado oral (Figu-
ras 5, 6 e 7) concorrem para assemelhar nosso material com
aquele definido por KAHL (1930) como pertencente a variedade
securiforme, ainda que esta apresente o percurso de suas ci-
nécias somdticas prematuramente encurvado.

Da mesma forma mais tarde DRAGESCO & DRAGESCO-
KERNEIS (1986) e FRYD-VERSAVEL et al. (1975) quantificaram o
nimero de cinécias somdticas (Tabela 3) assinalando a presen-
¢a da curvatura de suas porgdes anteriores nas proximidades
do rebordo bucal. Como para KAHL (1930), para estes autores
seria ela forte e voltada para a margem ventral no lado es-
querdo e suave e voltada para a margem dorsal no lado direi-
to, o que produziria a ilusao da existéncia de uma cinécia
circumoral autonéma. Esta descrigdo nédo foi aceita por FOISS-
NER (1984) para os géneros Spathidium e Epispathidium, para
quem a cinécia circumoral é sempre autonéma. Ademais, os ou-
tros caracteres apresentados e o tipico trajeto realizado pe-
las cinécias somaticas figurado concorreram para que FOISSNER
(op. cit.) conclui-se se tratar, em verdade, de um espécime
do género Epispathidium mal determinado por erro na interpre-
tagdo da infraciliatura.

Compreende-se que, desta maneira, FRYD-VERSAVEL
et al. (1975) mencionem ndo haverem observado qualquer cine-
tosomo duplo formando a suposta cinécia circumoral e propo-
nham que os longos, muito finos e retos nemadesmos que
abundam na regiao citofaringea em feixes isolados em S.
amphor iforme tenham como ponto de partida os Gltimos cineto-
somos anteriores de cada cinécia somdtica. E interessante

ressaltar que apesar de FRYD-VERSAVEL et al. (op. cit.) terem

.
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visto nemadesmos projetando-se de cinetosomos ciliferos que
ndo possuiam qualquer continuidade com as cinécias somdticas
em S. cultriforme (hoje Arcuospathidium cultriforme nova com-
binagado proposta por FOISSNER, 1984), mantiveram sua inter-
pretacao de uma cinécia circumoral nao autbénoma para as Qqua-
tro espécies de Spathidium estudadas. Parece-nos que o local
de onde emergem os numerosos nemadesmos nao foi bem caracte-
rizado, uma vez que estes autores figuram em sua representa-
¢do alguns poucos adentrando o rebordo bucal. De fato, longos
nemadesmos partem do cinetosomo nu que compde os pares de ci-
netosomos da infraciliatura circumoral (BOHATIER et al.,
1978; FOISSNER, 1984; PUYTORAC & GRAIN, 1976 e PUYTORAC et
al., 1987) (Figura 19).

Toxicistos foram observados por BOHATIER et al.
(1978), DRAGESCO & DRAGESCO-KERNEIS (1986), FOISSNER (1984),
FRYD-VERSAVEL et al. (1975), KAHL (1930) e PENARD (1922) sem-
pre adornando o rebordo bucal, tendo os dois Gltimos autores
imprecisamente delimitado a sua localizagdo, superestimando-
a, em alguns dos exemplares figurados. Como KAHL (op. Cit.) e
PENARD (Op. Cit.) nado relataram a presenga de nemadesmos,
talvez tenham expandido demasiadamente, para a regiao citofa-
ringica, os toxicistos ("tricocistos") por confundi-los, em
suas preparagdes, com os nemadesmos.

Ultraestruturalmente, a presenga de dois tipos
de toxicistos foi demonstrada por BOHATIER et al. (1978).
Classificados segundo o seu tamanho, um curto e um longo, tal
caracterizagao tem sido aplicada usualmente (HAUSMANN, 1978,
HAUSMANN & HAUSMANN, 1973 e HOVASSE & MIGNOT, 1975). Em nos-

sos estudos, embora tenhamos observado os toxicistos sob di-
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versos aspectos (Figuras 13, 14, 15), houve considerével di-
ficuldade na evidenciagao destes tipos (Figura 13).

Claramente a escova foi descrita por BOHATIER
et al. (1978), DRAGESCO & DRAGESCO-KERNEIS (1986) e FRYD-VER-
SAVEL et al. (1975) como uma estrutura dorsal, sempre dispos-
ta longitudinalmente no tergo anterior do lado esquerdo do
corpo, formada por 3 cinécias de cilios claviformes que emer-
gem de cinetosomos duplos. Estas continuavam a partir das ci-
nécias somaticas, encurvando-se e terminando préximo ao re-
bordo bucal.

O importante papel da escova na estomatogénese
foi salientado por FRYD-VERSAVEL et al. (1975) quando ao sur-
gir antecipadamente ao restante da ciliatura mostrava, prova-
velmente, ter a fungao de esbogar a curvatura das porgdes an-
teriores das cinécias somdticas esquerdas ao longo do futuro
rebordo bucal. Igualmente tem-se conferido a ela um papel
sensorial nao comprovado (Fauré-Fremiet, 1961 apud FRYD-VER-
SAVEL et al., 1975).

Ainda que nao tenhamos observado ao Protargol a
ciliatura e infraciliatura somdtica e circumoral, a presenga
destas foi-nos parcialmente comprovada pelas preparagdes em
microscopia eletrénica (Figuras 6, 13, 19 e 20). Nas cinécias
somaticas, formadas por cinetosomos solitdrios, e nas da es-
cova, com seus cinetosomos duplos ciliferos, além dos trés
derivados cinetosomianos habituais aos ciliados, hd um deri-
vado suplementar, estabelecido como uma segunda cortina de
fibras transversas (BOHATIER et al., 1978 e PUYTORAC et al.
1987). Tal peculiaridade pode ser constatada ao nivel das ci-

nécias da escova (Figura 19), que revelaram uma estrutura
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atipica em torno do axonema de seus cilios claviformes (Figu-
ra 19) a qual nao foi mencionada pela literatura perscrutada.
Para a infraciliatura circumoral ficou-nos evidente a descri-
cdo feita por BOHATIER et al. (1978), PUYTORAC & GRAIN (1976)
e PUYTORAC et al. (1987) dos cinetosomos duplos, dos quais
saem fibras pés-ciliares no membro cilifero e fibras trans-
versas e nemadesmos no membro nu, inexistindo fibra cineto-
desmal (Figuras 13 e 19). Sao as fibras transversas que se
alongam para formar as cortinas de microtibulos na periferia
da zona bucal (BOHATIER et al., 1978) (Figura 12), comuns
também a outros Prostomatea (HAUSMANN & HAUSMANN, 1973 e RO-
DRIGUES de SANTA ROSA & DIDIER, 1975).

O macronicleo tem sido mostrado como uma estru-
tura em forma de corda ou fita longa, distendida e tortuosa
ou entrelagada, frequentemente preenchendo a maior parte da
regido mediana do corpo. Também a forma de rosédrio é emprega-
da por DRAGESCO & DRAGESCO-KERNEIS (1986), FRYD-VERSAVEL et
al. (1975) e KAHL (1930), a qual contempla parte de nossas
observagdoes (Figuras 7 e 10). Numerosos micronicleos adjacen-
tes ao macronicleo foram visualizados por estes autores. In-
ferimos que o macronlicleo, sempre mais ou menos enovelado,
por vezes apresenta constrigdes (Figura 8) e nodosidades des-
continuas (Figuras 7, 8 e 10) que ressaltam o seu contorno
criando em alguns pontos a idéia de um rosdrio. Esta também
pareceu ser a interpretagao dada por FOISSNER (1984) que, co-
mo nés, também destacou a presenga de muitos nucléolos (Figu-
ra 17).

A existéncia de muitos poros de excregao (FO-

ISSNER, 1984) pareceu-nos ser a explicagdo para a detecgao de
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mais de um orificio junto a porgao posterior do corpo de al-
guns exemplares observados por nés.

Outro item passivel de desvirtuar os caminhos
de uma boa interpretagao morfolégica é a capacidade da espé-
cie de aumentar suas dimensdes, triplicando-as, durante a
aquisigao do habito alimentar canibal (KATTAR, 1986). Soma-se
a isto o fato de ser o comprimento da boca varidvel em con-
formidade com o estado alimentar dos organismos, quando os
menos alimentados sao possuidores de uma boca maior que a di-
mensdao da area pés-bucal e aqueles mais alimentados apresen-
tam-na diminuida em relagdo a esta area (FOISSNER, 1984). Com
efeito a partir desta consideragdo torna-se inconsistente
qualquer andlise distintiva dos dados biométricos da 1litera-
tura (DRAGESCO & DRAGESCO-KERNEIS, 1986; FRYD-VERSAVEL et
al., 1975 e KAHL, 1930) com os aferidos por nés em nossa in-
vestigagao (Tabela 3).

Em verdade, um polimorfismo tem sido sempre re-
lacionado ao género Spathidium e suas espécies (FRYD-VERSAVEL
et al., 1975; Greeff, 1888 apud PENARD, 1922; PENARD, 1922 e
MERMOD, 1914), e claramente concorre para o falseamento da
verdade pelo desconhecimento profundo das caracteristicas
diagnésticas que separam os representantes da familia Spathi-
diidae. A grande maioria das publicagbdes realizadas envolven-
do estes organismos possuem descrigdes superficiais e figura-
coes pouco permenorizadas que por muitas vezes se repetem sem
a adigao de novas particularidades que delineiem as andlises
determinantes de uma identificagdo consistente e 1inequivoca.
Assim, quando declarou DRAGESCO (1970): "... presque chaque

fois qu'un chercheur trouve un Spathidium il est extrémement
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difficile de l'identifier (d'ou la création, continuelle, de
nouvelles espéces)" compreendemos a importdncia do trabalho
de FOISSNER (1984) e seu destaque para a necessidade da ela-
boragao de uma grande revisadao com suas consequentes profundas
modificagdes sistemdticas.

Desde o inicio de nosso estudo comparativo dos
exemplares aqui descritos com aqueles dispostos na literatu-
ra, as caracteristicas afins sempre nos colocaram como certa
a sua identificagao dentro de Spathidium amphoriforme. Nao
obstante nao termos conseguido evidenciar nas preparagdes re-
alizadas estruturas da maior significéncia para a diferencia-
Gao genérica proposta por FOISSNER (1984), o trabalho deste
autor veio a fortalecer e concretizar, através de seus exce-
lentes desenhos, a similaridade por nés até entao admitida.
Seria injustificdvel excluirmos desta dissertagdo sua nova
combinagao, uma vez que estamos convictos da substancialidade
de sua argumentagao. Estudos ulteriores poderao ampliar os
aspectos concordantes, nao deixando lugar a dividas sobre a
validade do reconhecimento de nossos espécimes como perten-

centes a Epispathidium amphor iforme.
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Epispathidium amphoriforme (Greeff, 1888)

Figuras 5 e 6 - Micrografias eletrb6nicas de varredura das fa-
ces esquerda e direita, respectivamente. CiC -
cilios circumorais; CiS - cilios somaticos; Cs
- citéstoma; CSD - cinécias somdticas direi-
tas; CSE - cinécias somaticas esquerdas; RB
rebordo bucal; RD - regido dorsal; RV - regiao
ventral.

Aumentos: 2.175X e 2.100X, respectivamente.

Figura 7 - Fotomicrografia da face direita ao Protargol. Ma -
macronicleo; Mi - micronicleo; RD - regiao dorsal;
RV - regiao ventral; VC - vacdolo contréatil.

Aumento: 900X.

Figura B - Fotomicrografia ao Protargol. Close das constri-
¢oes do macronucleo (setas) e dos muitos microna-
cleos (Mi) que o circundam.

Aumento: 1.875X.

Figuras 9 e 10 - Fotomicrografias do aparelho nuclear em rea-
¢do nuclear de Feulgen e ao Protargol, res-
pectivamente. Diferentes aspectos adquiridos
pelo macronicleo (Ma).

Aumentos: 1.350X e 1.465X, respectivamente.



12
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- Epispathidium amphoriforme (Greeff, 1888)

Figura 11 - Micrografia eletrfnica de transmissdo de um corte

Figura 12 -

transversal do cértex somatico de duas células.
Observar o ectoplasma com numerosos mucocistos
(Mu); a 2zona de transigao ecto-endoplasmédtica
(setas); as mitocdbndrias (M), os nemadesmos (NA4)
e os toxicistos (To) no endoplasma.

Aumento: 18.460X.

Micrografia eletrbénica de transmissdao de um corte
transversal ao nivel do rebordo bucal. Notar as
cortinas de microtibulos (setas); os alvéolos
(Al); os mucocistos (Mu) e os muitos toxicistos
(To).

Aumento: 21.230X.






Epispathidium amphoriforme (Greeff, 1888)

Figura 13 - Micrografia eletrbénica de transmissdo de um corte
transversal ao nivel da cinécia circumoral. Ob-
servar as mitocéndrias (M), os toxicistos longos
(To,) e os toxicistos curtos (To,) no endoplasma.
Notar o par de cinetosomos formado por um membro
cilifero com as fibras pés-ciliares (PC) e outro

nu do qual partem as fibras transversas (FT).

Aumento: 26.715X.

Figuras 14 e 15 - Micrografias eletrénicas de transmissdo de
toxicistos em corte transversal (setas) e
longitudinal, respectivamente.

Aumentos: 50.665X e 65.215X, respectivamen-

te,

Figura 16 - Micrografia eletrénica de transmissdo de um corte
transversal de uma vesicula contendo em seu inte-
rior um provavel toxicisto (seta) em formagéao.

Aumento: 28.285X.






Epispathidium amphoriforme (Greeff, 1888)

Figura 17 - Micrografia eletrdénica de transmissdao mostrando

Figura 18 -

aspectos do aparelho nuclear. Cr - cromatina; Ma
- macrondcleo; Mi - micronicleo; Nu - nucléolo.

Aumento: 8.750X.

Micrografia eletrfnica de transmissdao mostrando
aspectos do endoplasma. FM - figura de mielina;
RER - reticulo endoplasmdtico rugoso.

Aumento: 30.470X.
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Epispathidium amphoriforme (Greeff, 1888)

Figura 19 - Micrografia eletrfnica de transmissao de um corte

Figura 20 -

transversal ao nivel da cinécia circumoral e da
escova. Observar no par de cinetosomos, o cineto-
somo cilifero (CC) e o nu (CN) sob o qual partem
os nemadesmos (Nd); o cilio claviforme da escova
com uma estrutura atipica (seta grande) em torno
de seu axonema; e o derivado cinetosomiano suple-
mentar (setas).

Aumento: 24.270X.

Micrografia eletrénica de transmissdao de um corte
transversal ao nivel das cinécias somdticas. Ob-
servar as fibras transversas (FT) que saem dos
cinetosomos e interligam as cinécias adjacentes.

Aumento: 40.000X.



21
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Epispathidium amphoriforme (Greeff, 1888)

Figura 21 - Representagdo esquemética das caracteristicas do

Figura 22 -

género Spathidium com aspectos da infraciliatura
da regiao anterior do corpo. a vista lateral
esquerda; b - vista lateral direita; c vista
superior do rebordo bucal. CC - cinécia circumo-
ral; CS - cinécia somdtica; Es - escova. (FOISS-

NER, 1984).

Representagao esquemdtica das caracteristicas do
género Epispathidium com aspectos da infracilia-
tura da regido anterior do corpo. a - vista late-
ral esquerda; b - vista lateral direita; o

vista superior do rebordo bucal. CC cinécia
circumoral; CS - cinécia somdtica; Es escova.

(FOISSNER, 1984).
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2 - Urostyla grandis Ehrenberg, 1838.

2.1 - Descrigao:

Os organismos estudados apresentavam um CcOrpo
bastante flexivel, de forma elipséide, comprimido dorsoven-
tralmente e com suas extremidades anterior e posterior arre-
dondadas. (Figuras 23, 24, 25, 26 e 29).

Os exemplares fixados observados mediam de 102
a 253um de comprimento por de 33 a 75um de largura.

A ciliatura somdtica ventral, pouco diferencia-
da, estava representada por pelo menos 18 cinécias de cirros
finos e pequenos (8,8um), que se estendiam continuamente da
margem direita a margem esquerda do ciliado (Figuras 23, 25 e
26). Em um trajeto diagonal estas cinécias tornavam-se mais
curtas nos lados esquerdo superior e direito inferior do cor-
po (Figuras 23 e 25) e algumas destas adentravam a face dor-
sal (Figuras 24 e 29). Medianamente, a direita e abaixo do
peristoma, duas cinécias (cinécias médio-ventrais) se desta-
cavam por interromperem precocemente o seu percurso (Figuras
23 e 25). Seus cirros nao posicionavam-se lado a lado como
nas demais, porém em ziguezague (Figuras 23 e 25). Estavam
particularmente mais préximos uns dos outros a medida que
suas cinécias se dirigiam para a regiao anterior e contorna-
vam o peristoma inferiormente, terminando a altura dos prime-
iros cirros frontais (Figuras 23 e 25).

Os cirros frontais mostraram-se abundantes, 26,
e excetuando um leve engrossamento, principalmente daqueles

mais anteriores, apresentavam-se pouco distintos dos outros



cirros que compunham a face ventral (Figuras 23, 25 e 26).
Eles tendiam a acompanhar o encurvamento, em diregdo a margem
esquerda, da regido anterior do corpo, jamais ultrapassando o
limite superior da membrana paroral (Figuras 23, 25 e 26). A
primeira cinécia era formada por 3 cirros adjacentes ao lébio
peristomdtico (Figuras 23 e 28). A segunda por outros 3 bem
afastados entre si, dois bem mais grossos e anteriores e um
terceiro mais delgado e posterior. A terceira e a quarta ci-
nécias possuiam respectivamente 8 e 12 cirros, e representam
nitidamente uma continuagao das duas cinécias médio-ventrais,
mantendo o posicionamento em ziguezague de seus cirros (Figu-
ra 23).

Eram 11 os cirros transversais, bem posterio-
res, pouco expressivos, porém algo mais longos (13pm) que os
demais (Figuras 23, 25, 26 e 27).

A regido oral ocupava o quarto anterior ventral
do corpo e estava constituida de um pequeno peristoma (de 33
a 5lum) triangular e estreito (Figuras 23, 25, 26 e 28). Os
ladbios peristomdticos externo e interno, assim como a membra-
na paroral revelaram-se pouco acentuados e ligeiramente en-
curvados para a margem esquerda do corpo (Figuras 23, 25, 26
e 28). A zona adoral de membranelas possuia de 60 a 70 para-
membranelas curtas (Figuras 23, 25 e 26). Uma provavel mem-
brana endoral foi assinalada, muito embora seu trajeto nao
tenha sido claramente exposto pelas preparagdes (Figuras 23,
26 e 28).

Na face dorsal pdde-se constatar a presenga de
uma ciliatura mais reduzida, formada por 14 cinécias de cer-

das e de cirros. Estes, caracteristicamente, demostraram se-
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rem as cinécias mais periféricas uma continuagdo das porgodes
de algumas das cinécias ventrais que se expandiam até os do-
minios da face dorsal (Figuras 24 e 29).

O macronicleo estava fragmentado em uma centena
de pequenas porgdes desiquais, muitas vezes de dificil indi-
vidualizagao, que se dispersavam por todo o endoplasma (Figu-
ras 30 e 31). Nao foi possivel distinguir qualquer micronid-
cleo em nossas preparagodes.

Com observagdes in vivo foi possivel evidenciar
a existéncia de um vacutolo contrdatil junto a margem esquerda.
Comumente alguns organismos tinham sua regido posterior escu-
recida e, outros ainda, apresentavam um dilatamento anormal
da parte central de seu corpo.

Ultraestruturalmente, pudemos observar um cér-
tex somdtico rico em mitocébndrias e em vesiculas de conteudo
denso (Figuras 32 e 33). Das organelas ciliares somaticas uns
poucos cirros com seus cinetosomos organizados em alinhamen-
tos paralelos exibiam seus derivados cinetosomianos e os ina-
meros feixes de microtibulos que deles se dispersavam (Figu-
ras 32 e 33). Das organelas ciliares orais visualizamos a zo-
na adoral de membranelas, caracterizando sua conformagédo em
vdrias paramembranelas de trés fileiras paralelas de «cilios,
separadas umas das outras por cristas intermembranelares (Fi-
gura 34).

Os espécimes, em sua maioria, nadavam junto ao
fundo vasculhando vagarosamente qualquer substrato, dobran-
do-se sobre este e contornando-o seguidamente em busca de
alimento. Alguns podiam ser vistos nadando na coluna d'&gua,

quando executavam movimentos circulares em torno do eixo lon-
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gitudinal de seu corpo. Outros poucos flutuavam na superfi-
cie.

Pudemos assinalar a presenga de Urostyla
grandis em musgos embebidos j& a 4 meses e altamente deterio-
rados, o que poderia indicar um hdbito alimentar bacteriéfago

e/ou saprozbico.

2.2 - Discussdo e Conclusado:

Os aspectos diagnésticos do género Urostyla
Ehrenberg, 1838 e de sua espécie tipo Urostyla grandis tém
sido analizados até bem pouco tempo, sendo novos dados fre-
quentemente acrescidos.

Sao bem definidos para o género caracteres como
a presenga de uma ciliatura somdtica ventral formada pelo
conjunto de varias cinécias marginais direitas (BORROR, 1979)
e esquerdas (HEMBERGER, 1982) ou por muitas cinécias de cir-
ros ventrais (BORROR, 1972 e DRAGESCO & DRAGESCO-KERNEIS,
1986); cirros frontais que se continuam a partir dos ventrais
e muitas vezes pouco se diferenciam destes; e macronicleos
comumente numerosos. A possivel auséncia de cirros transver-
sais (BORROR, 1972) parece ser excluida deste género por DRA-
GESCO & DRAGESCO-KERNEIS (1986), HEMBERGER (1982) e KAHL
(1932).

vadlida é hoje para Urostyla a presenga entre a
ciliatura ventral de duas cinécias medianas (as cinécias mé-
dio-ventrais) que expdem marcado padrado de cirros em zigueza-
gue (Figuras 23, 25 e 35). Tal caréter embora tenha sido pri-

meiramente assinalado por JERKA-DZIADOSZ (1964a) para sua
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nova espécie U. cristata, foi afastado por BORROR (1972) para
um novo género Pseudourostyla. U. cristata e mais duas outras
espécies foram assim recombinadas e levadas para fora da fa-
milia Urostylidae. Somente mais tarde, baseando-se na desco-
berta de JERKA-DZIADOSZ (1972) do mesmo padrao ziguezague pa-
ra U. grandis, BORROR (1979) devolveu as espécies de
Pseudourostyla para a familia Urostylidae, mantendo contudo a
validade de seu género. Ainda em 1979 TUFFRAU, e depois HEM-
BERGER (1982) estabelecem Pseudourostyla Borror, 1972 como
novo sinénimo para Urostyla Ehrenberg, 1838.

Definidas todas as caracteristicas para o géne-
ro, umas tantas outras permaneceram confusas para a espécie.
A relativa uniformidade de sua <ciliatura somdtica (Figuras
23, 25 e 26) aliada as descrigbes e representagdes antigas,
na maioria pouco elucidativas e discrepantes entre si, tém
dificultado a ideal determinagao de U. grandis. Ademais, esta
parece nado possuir caracteres estaveis que, como em outros
Euhypotrichida, possam ser utilizados em uma diagnose mais
precisa (Tabela 4).

Por exemplo, muitos dos trabalhos existentes
nem sequer estabelecem o nimero de paramembranelas da zona
adoral ou dos cirros frontais. Apenas JERKA-DZIADOSZ (1972)
quantificou as primeiras (Tabela 4) enquanto, estes Ultimos,
contabilizados a partir dos esquemas propostos pelos autores,
podem variar de 22 (BORROR, 1979) até mais de 40 (Ehrenberg,
1838 apud KAHL, 1932) (Figuras 35 e 36 e Tabela 4).

Os nameros para as cinécias de cirros ventrais
e para os cirros transversais também nao sdo constantes (Fi-

guras 35 a 40 e Tabela 4) e principalmente estas estruturas
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nao foram, por muitos, figuradas de forma fiel. Observando a
obra de KAHL (1932) pudemos nos confrontar com 5 tipos dis-
tintos de U. grandis. O tipo originalmente proposto por
Ehrenberg (Figura 36), aquele visto por Stein (Figura 37) e
outros trés de Stokes (U. trichogaster Stokes, 1885; U.
elongata Stokes, 1891 e U. fulva Stokes, 1891) (Figuras 38,
39 e 40) que cairam em sinonimia (BORROR, 1972 e HEMBERGER,
1982). Todos eles possuiam trajeto retilineo das cinécias
ventrais e cirros transversais notadamente pronunciados.

BORROR (1979) e JERKA-DZIADOSZ (1963, 1964b e
1972) retrataram muito bem estes Gltimos, porém nao confirma-
ram nossa visado de cinécias ventrais em diagonal (Figuras 23
e 25). Ao contrdrio suas cinécias esquerdas estendiam-se con-
tinuamente pela superficie ventral. Para as cinécias médio-
ventrais ainda que bem caracterizadas em seu prolongamento
através dos cirros frontais, jamais pareceu-nos serem tao
longas ou distantes do peristoma (Figuras 23 e 25). Estes au-
tores, assim como HEMBERGER (1982), distinguiram cinécias
marginais, o que efetivamente ndo conseguimos.

Das representagdes para a regido anterior do
corpo, no que diz respeito ao tamanho e a forma do peristoma
e disposigao dos cirros frontais aquela introduzida por
Ehrenberg (apud KAHL, 1932) (Figura 36) é a que melhor se
aproxima da figurada por BORROR (1979) (Figura 35). Ambas,
entretanto, s6 nos contemplaram melhor no primeiro aspecto
morfolégico, sendo menos fidedignas na forma nada encurvada
do labio peristomdtico e da membrana paroral e, mesmo que in-
finitamente melhores que as de Stein e Stokes (apud KAHL,

1932) (Figuras 37 a 40), também na disposigdo das cinécias
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dos cirros frontais. Mostrou-se bastante distinta, por exem-
plo, a figuragao da primeira cinécia ladeando toda a membrana
paroral com seus 8 cirros (BORROR, 1979) (Figura 35) e 10
cirros (Ehrenberg apud KAHL, 1932) (Figura 36).

Mesmo JERKA-DZIADOSZ (1972) reinterpretou o ar-
ranjo das cinécias de cirros frontais por ele anteriormente
descritas (vide JERKA-DZIADOSZ, 1963 e 1964b). Naquela oca-
sido, reafirmou a presenga de dupla membrana paroral e de 3
cinécias de cerdas dorsais dispostas da extremidade posterior
a anterior do corpo do ciliado. Tais caracteristicas, além de
divergirem das observadas por nés, nao foram mencionadas por
outros autores, aumentando ainda mais as discrepéncias das
diagnoses até agora propostas.

A constituigdo ultraestrutural do cértex soma-
tico quanto aos feixes de microtibulos (Figuras 32 e 33) re-
cordou aquelas vistas por FLEURY et al., 1985; JERKA-DZIA-
DOSZ, 1980; PUYTORAC et al., 1976 e WICKLOW, 1981. Este Ulti-
mo encontrou vesiculas eletron-densas perto da superficie ce-
lular de Thigmokeronopsis jahodai, as quais presumiu serem
grénulos amarelo esverdeados observados a luz da microscopia
foténica. Se bem que muito similares as por nbés avistadas
(Figuras 32 e 33), diferentemente nao conseguimos estabelecer
a natureza destas estruturas.

Restaram em nossas comparagdes ainda dois pon-
tos: o tamanho corporal de U. grandis, sempre relatado como
de grandes proporcdes (Tabela 4) e a real presenga de micro-
nicleos referida por JERKA-DZIADOSZ (1963, 1964b e 1972),
KAHL (1932) e RIOS et al. (1985). Embora a andlise de nossas

aferigdes do comprimento de U. grandis tenha revelado resul-



. 73

tados substancialmente inferiores aos jd relatados na litera-
tura (apenas se aproximando aos de Stokes) (Tabela 4) supomos
que, provavelmente, tratavam-se de individuos jovens ou estes
estariam submetidos a condigbes ambientais pouco favoraveis a
seu pleno desenvolvimento. Quanto aos micronicleos, estes de-
viam existir, talvez encontrando-se ocultos entre as indmeras
massas macronucleares ou estando ausentes na etapa do ciclo
de vida em que os exemplares foram capturados.

Finalmente, tendo-se em conta a auséncia de bi-
bliografia portadora de esquemas e descrigdes mais detalhadas
ou boas microfotografias para comparagdes; a indefinigao de
muitos aspectos morfolbégicos importantes (como nuimero de ci-
nécias ventrais e dorsais, de cirros frontais e transversais
e de paramembranelas da zona adoral) e a inexisténcia de
qualquer referéncia a membrana endoral, consideramos que o
conjunto de diferengas aqui abordadas, mesmo que significati-
vas (disposigdo e forma das cinécias ventrais, médio-ventrais
e frontais), devem ser relevadas, por cautela, ao plano de
variedade intraespecifica e, até que se conhega melhor os ca-
racteres diagnésticos que delimitam esta espécie, devemos co-
locar como positiva a identificagado dos exemplares coletados

dentro de Urostyla grandis.






Figura 23 -

Figura 24 -
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Urostyla grandis Ehrenberg, 1838

Representagao mostrando o aspecto geral da face
ventral. CF - cirros frontais; CMV - cinécias mé-
dio-ventrais; CT - cirros transversais; CV - cir-
ros ventrais; LP - labio peristomdtico; ME - mem-
brana endoral; MP - membrana paroral; ZAM - zona

adoral de membranelas.

Representagcdo mostrando o aspecto geral da face
dorsal. CD - cerdas dorsais; CV - cirros ventra-

is; ZAM - zona adoral de membranelas.
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Urostyla grandis Ehrenberg, 1838

Figuras 25 e 26 - Fotomicrografia ao Protargol e micrografia
eletrbénica de varredura mostrando aspectos
da face ventral, respectivamente. CF - cir-
ros frontais; CMV - cinécias médio-ventra-
is; CT - cirros transversais; CV cirros
ventrais; LP - ladbio peristomdtico; ME
membrana endoral; MP membrana paroral;
ZAM - zona adoral de membranelas.

Aumentos: 900X e 1.850X, respectivamente.

Figura 27 - Fotomicrografia de um close dos cirros transver-
sais (CT) ao Protargol.

Aumento: 1.950X.

Figura 28 - Micrografia eletrbénica de varredura da regiao
oral. Notar a presenga de cirros frontais (CF)
bem préximos a membrana paroral (MP); dos 1lébios
peristomdticos externo (LPE) e interno (LPI); e
da membrana endoral (ME).

Aumento: 2.000X.
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Urostyla grandis Ehrenberg, 1838

Figura 29 - Micrografia eletrdnica de varredura da face dor-
sal. Observar o prolongamento de algumas das ci-
nécias de cirros ventrais (CV) que adentram a fa-
ce dorsal e as cinécias de cerdas dorsais (CD).

Aumento: 1.300X.

Figuras 30 e 31 - Fotomicrografia em reagdo nuclear de Feul-
gen e micrografia eletrénica de transmissao
do aparelho nuclear, respectivamente. Ma
Macronucleo.

Aumentos: 560X e 14.540X, respectivamente.
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Urostyla grandis Ehrenberg, 1838

Figuras 25 e 26 - Fotomicrografia ao Protargol e micrografia
eletrbénica de varredura mostrando aspectos
da face ventral, respectivamente. CF - cir-
ros frontais; CMV - cinécias médio-ventra-
is; CT - cirros transversais; CV cirros
ventrais; LP - ladbio peristomdtico; ME
membrana endoral; MP membrana paroral;
ZAM - zona adoral de membranelas.

Aumentos: 900X e 1.850X, respectivamente.

Figura 27 - Fotomicrografia de um close dos cirros transver-
sais (CT) ao Protargol.

Aumento: 1.950X.

Figura 28 - Micrografia eletrdénica de varredura da regiao
oral. Notar a presengca de cirros frontais (CF)
bem préximos a membrana paroral (MP); dos 1lébios
peristomaticos externo (LPE) e interno (LPI); e
da membrana endoral (ME).

Aumento: 2.000X.
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Urostyla grandis Ehrenberg, 1838

Figura 29 - Micrografia eletrdnica de varredura da face dor-
sal. Observar o prolongamento de algumas das ci-
nécias de cirros ventrais (CV) que adentram a fa-
ce dorsal e as cinécias de cerdas dorsais (CD).

Aumento: 1.300X.

Figuras 30 e 31 - Fotomicrografia em reagao nuclear de Feul-
gen e micrografia eletrbénica de transmissao
do aparelho nuclear, respectivamente. Ma
Macronucleo.

Aumentos: 560X e 14.540X, respectivamente.
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Urostyla grandis Ehrenberg, 1838

Figuras 32 e 33 - Micrografias eletrbnicas de transmissao

te.

mostrando aspectos do cértex somdtico. No-
tar no corte transversal a nivel dos cine-
tosomos dos cirros as conexdes intercineto-
somianas (Co); as fibras transversas (FT) e
as fibras pés-ciliares (PC) que partem dos
cinetosomos. M - mitocéndrias; FM - feixes
de microtdbulos; Ve - vesiculas de contetdo
denso.

Aumentos: 15.620X e 12.780X, respectivamen-

Figura 34 - Micrografia eletrénica de transmissdao de uma se-

cdo transversal na base das membranelas da zona
adoral. Observar as trés fileiras paralelas de
cinetosomos (nimeros) que formam cada membranela
e as cristas que as separam (setas).

Aumento: 12.825X.
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Urostyla grandis Ehrenberg, 1838

Figura 35 - Desenho esquemdtico figurado por BORROR (1979).

Comprimento: 360mm

Figura 36 - Desenho esquemdtico figurado por Ehrenberg, 1838
(apud KAHL, 1932).

Comprimento: 300 - 400pmm

Figura 37 - Desenho esquemdtico figurado por Stein (apud
KAHL, 1932).

Comprimento: 350um

Figura 38, 39 e 40 - Desenhos esquemdticos figurados por Sto-
kes (apud KAHL, 1932). Nesta ordem:
Urostyla trichogaster  Stokes, 1885
(comp.: 300um); Urostyla elongata Sto-
kes, 1891 (comp.: 300um); Urostyla fulva

Stokes, 1891 (comp.: 250um).
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3 - Steinia quadrinucleata Dragesco & Njiné, 1971

3.1 - Descricgédo:

Os espécimes de Steinia quadrinucleata examina-
dos possuiam um corpo flexivel de forma elips6ide, onde ambas
as extremidades, anterior e posterior, apresentavam-se arre-
dondadas. A superficie ventral era ligeiramente céncava e a
dorsal convexa. (Figuras 41, 42, 43, 44 e 49).

As dimensdes dos exemplares fixados variavam de
73 a 110pm de comprimento por de 35 a 55um de largura.

A ciliatura somatica ventral, bastante diferen-
ciada e formada por um conjunto de <cirros fortes, mostrava
duas fileiras de cinécias marginais, separadas posteriormente
perto da regido dos cirros caudais, com cerca de 16 cirros na
cinécia marginal direita e cerca de 14 cirros na cinécia mar-
ginal esquerda (Figuras 41 e 44). Enquanto que os cirros mar-
ginais direitos mantinham-se sempre ao longo do bordo do cor-
po do ciliado, os <cirros marginais esquerdos afastavam-se
gradativamente da margem esquerda, a medida que se aproxima-
vam da regido oral (Figuras 41 e 44). Estavam presentes 8
cirros frontais, sendo mais longos e fortes os 4 mais ante-
riores (Figuras 41 e 44). Existiam 5 cirros ventrais, dos
quais 2 abaixo da regi&o oral, 1 nas imediagdées da regido me-
diana do corpo e os outros 2 dispostos na porg&o posterior,
sendo o Gltimo destes bem vizinho aos cirros transversais
(Figuras 41, 45 e 47). Os cirros transversais em numero de 5,

bem posteriores e longos, estavam 4 deles perfeitamente enfi-
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leirados em uma diagonal e 1 se destacava, elevando-se ligei-
ramente dos restantes (Figuras 41, 46 e 47). O conjunto des-
tes Gltimos, pelo seu posicionamento e longitude excedida por
sobre a extremidade posterior do corpo, deve ter papel impor-
tante na locomog&o, acrescentando-se a eles os movimentos
realizados pelos cirros caudais.

A 8rea oral era bastante evidente, mostrando um
grande peristoma em forma de gota portador de uma zona adoral
de membranelas constitufida por cerca de 28 paramembranelas e
de uma Gnica membrana paroral contornada, a sua direita, por
um l8bio peristomético conspicuo (Figuras 41 e 44). Esta se
arqueava, anteriormente, em direg&o a margem esquerda do cor-
po, aonde se encontrava com a zona adoral de membranelas fe-
chando, desta forma, a parte superior do peristoma (Figuras
41 e 44). Dentro da cavidade bucal foi constatada a presenga
de uma membrana endoral que, em trajeto paralelo ao da zona
adoral de membranelas, encontra-se anteriormente com a extre-
midade final encurvada da membrana paroral (Figuras 41 e 48).

A ciliatura somdtica dorsal, escassa, compu-
nha-se por 6 cinécias de cerdas, dispostas por vezes no inte-
rior de sulcos, sendo a primeira e a segunda bastante curtas
(Figuras 42, 49 e 50) (segundo BERGER & FOISSNER, 1987 e DRA-
GESCO & NJINE, 1971 na vista dorsal a cinécia de numero 1 se-
rd sempre a do extremo direito). Situavam-se na extremidade
posterior 3 cirros caudais notadamente longos e t&o fortes
quanto os cirros transversais da ciliatura somdtica ventral
(Figuras 42 e 51).

Na superficie dorsal esquerda, quase mediana-

mente ao corpo, observou-se por diversas ocasides (ao nivel
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da microscopia eletr6nica de varredura) a presenga de uma es-
trutura que se abria ao exterior ou que, vez por outra, apre-
sentava-se fechada, mostrando sempre o seu contorno proemi-
nente (Figuras 42 e 49). Esta pareceu-nos alojar-se logo aci-
ma da regi&o do vacuolo contrdtil (Figuras 41 e 52).

No endoplasma encontravamos frequentemente ¢
grandes macronicleos dispostos, na maioria das vezes, um apés
o outro (Figura 52) ou, em poucas ocasides, pareados (Figura
53), no eixo &ntero-posterior central do corpo. O aparecimen-
to de um nimero maior, de 5 a 8, ocorreu. As massas macronu-
cleares, imprecisamente arredondadas, possuiam um didmetro
médio de 9um, e comumente mostravam as bandas de reorganiza-
c&o de seus cromossomos (Figura 54). O nimero de microniicleos
variou de 2 a 5 nos quais o didmetro médio era de 2um. Estes
podiam ser vistos, repetidamente, flanqueando as massas ma-
cronucleares (Figuras 52 e 55).

Exemplares de Steinia quadrinucleata vistos in
vivOo sob o microscédpio estereoscédpico demonstraram ser, quan-
do ao fundo, nadadores velozes que executavam frequentes mo-
vimentos de vaivém, tanto na procura pelo alimento como nas
mobilizagbes para escape. Quando deslocavam-se entre o fundo
e a superficie realizavam movimentos giratérios em torno do
eixo longitudinal de seu corpo. Estes mostravam-se mais 1len-
tos do que os efetuados no fundo, aonde a maioria dos exem-
plares permanecia. Poucos mantinham-se flutuando na camada

superficial da agua.

3.2 - Discussdo e Conclusdo:
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Durante a descrigdo original DRAGESCO & NJINE
(1971) destacaram que Steinia quadrinucleata é um ciliado de
facil identificagao gragas a marcante caracteristica genérica
da curvatura anterior de sua membrana paroral e especifica de
suas 4 massas macronucleares. Entretanto, a existéncia do gé-
nero Steinia Diesing, 1866 tem sido discutida e contestada
por alguns autores. KAHL (1932) o disp6s como subgénero de
Oxytricha Ehrenberg, 1838, enquanto BORROR (1972) e HEMBERGER
(1982) questionaram a validade diagnéstica de tal caracteris-
tica. Para este Gltimo o mesmo padrao de curvatura pode ser
observado em variados graus de desenvolvimento em represen-
tantes do género Oxytricha. Igual abordagem é dada por DRA-
GESCO & DRAGESCO-KERNEIS (1986), embora aceitem o género como
vdlido. Ratificaram também sua existéncia CORLISS (1979b) e
FOISSNER (1982 e 1984). Ressaltou este Gltimo o fato de BOR-
ROR (Op. cit.) e HEMBERGER (Op. cit.) darem sinénimos errados
para o género, uma vez que as espécies de Steinia apresentam
um granulo subpelicular tipico e constante (o mucocisto), e
de nado reconhecerem o género injustamente, pois a membrana
paroral e o ldbio peristomdtico encurvados s&o tipicos e
constantes, de modo que Steinia é claramente distinta de Oxy-
tricha.

Apoiando-se na ocorréncia de uma ciliatura so-
matica ventral similar, HEMBERGER (1982) supés ser Steinia
quadrinucleata uma -forma de Oxytricha candens Kahl, 1932 com
4 massas macronucleares. No entanto, consideramos o trabalho
de FOISSNER (1984) com sua nova descrigdo da espécie baseada
em dados biométricos que corroboraram com a descrigdo origi-

nal de Steinia quadrinucleata (Tabela 5) e, sequndo o qual,
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HEMBERGER (1982) classificou inseguramente a espécie, néo
restando a partir de seus resultados mais nenhuma ddvida na
determinagao deste ciliado.

Os exemplares examinados por DRAGESCO & NJINE
(1971) e FOISSNER (1984) eram pouco maiores que os descritos
neste trabalho (Tabela 5). Suas cinécias marginais direita e
esquerda possuiam, proporcionalmente, também um nimero maior
de cirros, sendo os demais cirros que compdem a ciliatura so-
mdtica ventral numericamente iguais aos encontrados em nosso
estudo (Tabela 5). Achamos, entretanto, que a cinécia margi-
nal esquerda afasta-se de sua margem mais pronunciadamente
(Figuras 41 e 44) do que a retratada por estes autores.

O comprimento e a espessura de alguns dos cir-
ros que formam a ciliatura somidtica foram figurados de forma
diversa. Para FOISSNER (1984) dos cirros frontais os 3 mais
anteriores s&o mais fortes e extensos que os demais, assim
como os 3 caudais s&o cirros longos. J& DRAGESCO & NJINE
(1971) assemelharam os caudais ao aspecto dos cirros margina-
is e retrataram uma Steinia quadrinucleata com 3 cirros fron-
tais anteriores mais grossos e longos. Concordamos com a re-
presentagdo do primeiro para os cirros caudais (Figuras 42 e
51) e discordamos com a de ambos para os frontais (Figuras 41
e 44). Estes mesmos autores mostraram 2 fortes cirros ventra-
is proximais ao peristoma. Para nés os 5 existentes sdo simi-
lares entre si (Figuras 41 e 45).

Foram assinaladas aqui em torno de 28 paramem-
branelas compondo a zona adoral de membranelas, para de 35 a
38 paramembranelas citadas na descrigdo original.

O peristoma foi descrito por DRAGESCO & NJINE
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(1971) como possuidor de duas membranas parorais e talvez uma
terceira mais curta e de tragado retilineo. J&4 em seu traba-
lho de 1986 DRAGESCO & DRAGESCO-KERNEIS mostraram-se incer-
tos sobre a existéncia de uma dupla membrana paroral, mas
firmaram a presenga de uma curta membrana endoral. Comprova-
mos a existéncia desta Ultima (Figuras 41 e 48), embora mais
longa que a figurada por DRAGESCO & DRAGESCO-KERNEIS (0Op.
Cit.) e observamos somente uma membrana paroral (Figuras 41,
44 e 48). Justificou FOISSNER (1984) ser comum, pela disposi-
¢do profunda e quase dorsal da membrana endoral no género
Steinia, a sua n&o observagado em seus diversos representan-
tes. Mesmo GROLIERE (1975) n&o mencionou qualquer verificagéo
da presenga de membrana endoral para Steinia candens e
Steinia macrostoma. Claramente definida é a descrigédo de FO-
ISSNER (1984) de uma membrana endoral profunda que anterior-
mente quase encosta na porgdo final encurvada de uma @nica
membrana paroral em S. quadrinucleata. Este aspecto sé nos
foi uma vez evidenciado com clareza, gragas a uma preparagao
em microscopia eletrbénica de varredura de um proter desta es-
pécie (Figura 48).

As cinécias de cerdas dorsais n&o foram eviden-
ciadas por DRAGESCO & NJINE (1971) e, seu trajeto, represen-
tado por FOISSNER (1984), descreveu em parte o de nossas ob-
servagdes (Figuras 42 e 49). Este representou-as com cinetos-
somos duplos, sendo um acilifero e o outro cilifero, aspecto
que ndo pudemos constatar. Também assinalou a presenga de um
vaciolo contrédtil no lado esquerdo superior do corpo, abaixo
da zona adoral de membranelas. Supomos que a ruptura do poro

deste vactolo produziu o aparecimento das estranhas aberturas



dorsais que comumente observamos (Figuras 42 e 49).

Embora tenhamos verificado com frequéncia o
aparecimento de mais de 4 massas macronucleares, de 5 a 8,
consideramos representarem um momento da divis&o nuclear, jJjé
que foi constante e caracteristica a presenga de individuos
com apenas 4 macronicleos (Figuras 52 e 53). Diferentemente
do que descreveu FOISSNER (1984) as massas macronucleares dos
organismos observados n&o se organizavam comumente em pares
ou se disponham ao lado esquerdo do corpo, estando na maioria
das vezes separadas e no eixo central deste, como em DRAGESCO
& NJINE (1971) (Figuras 41, 42 e 52).

Salvo estas poucas diferengas ora expostas, que
certamente constituem pequenas variagdes de ordem individual,
as fortes congruéncias morfolégicas estabelecidas com a con-
frontagdo de nossos resultados aos dos trabalhos de DRAGESCO
& DRAGESCO-KERNEIS (1986), DRAGESCO & NJINE (1971) e, princi-
palmente, FOISSNER (1984), tornaram indubitével o posiciona-
mento de nosso material como pertencente a espécie Steinia

quadrinucleata.
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25 um
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Steinia quadrinucleata Dragesco & Njiné, 1971.

Figura 41 - Representagao mostrando o aspecto geral da face

Figura 42 -

ventral. CC - cirros caudais; CF - cirros fronta-
is; OMD - cirros marginais direitos; CME - cirros
marginais esquerdos; CT - cirros transversais; CV
- cirros ventrais; LP - lédbio peristomdtico; Ma -
macronicleo; ME - membrana endoral; Mi - microna-
cleo; MP - membrana paroral; VC - vacdolo contré-

til; ZAM - zona adoral de membranelas.

Representagdao mostrando o aspecto geral da face
dorsal. CC - cirros caudais; CD - cerdas dorsais;
Ma - macronicleo; Mi - micronicleo; ZAM zona
adoral de membranelas; asterisco - abertura dor-

sal atipica.
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Steinia quadrinucleata Dragesco & Njiné, 1971.

Figura 43 -

Figura 44 -

Figura 45 -

Figura 46 -

Micrografia eletrbnica de varredura de trés indi-
viduos mostrando aspectos gerais das faces ven-
tral (FV) e dorsal (FD).

Aumento: 1.190X.

Micrografia eletrénica de varredura da face ven-
tral. CF - cirros frontais; CMD - cirros margina-
is direitos; CME - cirros marginais esquerdos; CT
- cirros transversais; CV - cirros ventrais; LP -
ldbio peristomdtico; MP - membrana paroral; ZAM -
zona adoral de membranelas.

Aumento: 2.380X.

Micrografia eletrfnica de varredura da regi&o mé-
dio-posterior ventral. CMD - cirros marginais di-
reitos; CME - cirros marginais esquerdos; CT
cirros transversais; CV - cirros ventrais.

Aumento: 2.300X.

Micrografia eletrbénica de varredura da regiao
posterior ventral. Close dos cirros transversais
(CT).

Aumento: 2.530X.






Steinia quadrinucleata Dragesco & Njiné, 1971.

Figura 47 -

Figura 48 -

Figura 49 -

Figura 50 -

Figura 51 -

Fotomicrografia da regiao posterior ao Protargol.
Aspectos dos cirros ventrais (CV) mais posterio-
res e dos cirros transversais (CT).

Aumento: 1.700X.

Micrografia eletrénica de varredura de um proter.
Observar a membrana endoral (ME).

Aumento: 2.670X.

Micrografia eletrénica de varredura da face dor-
sal. Observar o trajeto das cinécias de cerdas
dorsais (CD) e a abertura dorsal atfipica (aste-
risco).

Aumento: 2.050X.

Micrografia eletrénica de varredura de um close
das cerdas dorsais (setas).

Aumento: 7.360X.

Micrografia eletrénica de varredura da regiédo
posterior dorsal. Close dos cirros caudais (CC).

Aumento: 3.655X.
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Steinia quadrinucleata Dragesco & Njiné, 1971.

Figura 52 -

Figura 53 -

Figura 54 -

Figura 55 -

Fotomicrografia em reagdo nuclear de Feulgen. As-
pecto da separagdo das massas macronucleares. Ma
- macronicleo; Mi - microndcleo; VC vaciolo
contratil.

Aumento: 1.800X.

Fotomicrografia ao Protargol. Aspectos do parea-
mento das massas macronucleares. CD - cerdas dor-
sais; Ma - macronicleo.

Aumento: 930X.

Fotomicrografia em reagdo nuclear de Feulgen.
Close das massas macronucleares mostrando as ban-
das de reorganizag&o de seus cromossomos (setas).

Aumento: 1l.650X.

Micrografia eletrénica de transmiss&o com um as-
pecto de um dos macronicleos (Ma) e do seu micro-
nicleo (Mi) adjacente. Seta - nucléolo.

Aumento: 6.940X.
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COMENTARIOS FINAIS

Ao iniciarmos esta dissertagdo partimos da com-
pleta ignordncia a respeito dos ciliados, este grupo de pro-
tista tao evoluido e complexo. Pouco a pouco ampliamos nossa
experiéncia no campo da ciliatologia. A cada passo nos fami-
liarizavamos com algumas das técnicas mais tradicionais em-
pregadas para sua pesquisa, nos inteiravamos da vasta biblio-
grafia especializada e alcangavamos um conhecimento proveito-
so sobre os aspectos da sua morfologia, ultraestrutura e modo
de vida.

Somamos resultados que nos levaram a identifi-
cagado de trés espécies de ciliados que, vivendo nos musgos
Sematophyl lum subsimplex e Barbula sp., tém seu ciclo de vida
dependente das fases de seca e de hidratagdo destes vegetais.
Sdo elas um Prostomata Probosciphorida da famflia Spathidii-
dae, Epispathidium amphoriforme (Greeff, 1888), e dois
Polyhymenophora Euhypotrichida: um da familia Urostylidae,
Urostyla grandis Ehrenberg, 1838, e outro da familia Oxytri-
chidae, Steinia quadrinucleata Dragesco & Njiné, 1971. Para
Urostyla grandis reservamos a necessidade de um parecer espe-
cializado para que nossas argumentagdes possam ser confirma-
das ou retificadas. Salvo isto, no contexto da pesquisa dos
ciliados em nosso pais, ainda em um estagio incipiente, todas
as espécies ora reconhecidas constituem ocorréncias novas pa-
ra o Estado do Rio de Janeiro, sendo as duas 1ltimas também

para o Brasil.
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