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RESUMO

(Organização estrutural e ultra-estrutural das células vegetativas e da estrutura plurilocular de Hincksia

mitchelliae (Harvey) P. C. Silva (Ectocarpales, Phaeophyceae)  O presente estudo tem por objetivo contribuir

para o estudo de caracteres sub-celulares que poderão ser utilizados na taxonomia das Phaeophyceae

filamentosas, fornecendo dados sobre a estrutura e ultra-estrutura das células vegetativas e do estágio

reprodutivo plurilocular de H. mitchelliae. Para tanto, estudos de microscopia de luz e eletrônica de transmissão

foram realizados. As células vegetativas e reprodutivas de H. mitchelliae são uninucleadas, revestidas por

uma parede celulósica, outros polissacarídeos e proteínas. A presença de um núcleo por célula, a organização

dos tilacóides nos cloroplastos, formando bandas com três tilacóides, dispostos longitudinalmente ao eixo

maior da organela e ausência de tilacóide no pirenóide foram similares a outras Phaeophyceae. H. mitchelliae

também exibiu características ultra-estruturais que estão geralmente associadas a outras espécies, de ordens

menos avançadas de Phaeophyceae como a presença de um proeminente pirenóide, dictiossomos perinucleares

e plasmodesmos. A morfologia e a organização dos cloroplastos, bem como a presença ou ausência de

pirenóide são características importantes dentro das Phaeophyceae. A formação de um novo pirenóide, em

estágio de diferenciação, foi observada nos cloroplastos das células vegetativas. Ambas as células

apresentaram núcleo com um grande nucléolo, sugerindo uma alta atividade metabólica. Muitos corpos

osmiofílicos, os fisóides, foram vistos no citoplasma das células vegetativas e reprodutivas. As células da

estrutura plurilocular madura de H. mitchelliae diferiram das células vegetativas por apresentar tamanho

reduzido, citoplasma denso e desprovidas de vacúolos.
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ABSTRACT

(Structural and ultrastructural organization of the vegetative cells and plurilocular structure of Hincksia

mitchlelliae (Harvey) P. C. Silva (Ectocarpales, Phaeophyceae) This study aims to contribute to the suty

of sub-cellular characters that may be used in the taxonomy of filamentous Phaeophyceae.  Studies of light

and electron microscopy transmission provided data on the structure and ultrastructure of the cells in the

vegetative stage and plurilocular reproductive structures of H. mitchelliae. Vegetative and reproductive

cells of H. mitchelliae are uni-nucleated, coated with a cellulose wall, other polysaccharides and proteins.

The presence of a single nucleus, organization of thylakoids in the chloroplasts forming three thylakoids

per band, longitudinally arranged at the major axis of the organelles, and absence of thylakoids in the

pyrenoid  are similar to those of other Phaeophyceae. H mitchelliae also exhibits ultrastructural characteristics

that are generally associated with other species from less advanced orders of Phaeophyceae: the presence

of a prominent pyrenoid, perinuclear dictyosomes and plasmodesmatas. The morphology and the organization

of chloroplasts as well the presence or absence of pyrenoid are important features in the Phaeophyceae.

The formation of a new pyrenoid during differentiation periods was observed in chloroplasts of vegetative

cells. Both cells presented a nucleus with a large nucleolus, suggesting an intense metabolic activity. Many

osmiophilic bodies called physodes were observed in the cytoplasm of the vegetative and reproductive

cells. Cells of matured plurilocular structure of H. mitchelliae differed from vegetative cells due to its

reduced size, dense cytoplasm, and absence of vacuoles.

Key words: Hincksia mitchelliae, structural organization and ultrastructure.
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INTRODUÇÃO

Os membros da classe Phaeophyceae

são classificados em diferentes ordens de

acordo com a organização do talo, tipo de

crescimento, tipo de reprodução sexuada,

padrão de histórico de vida e organização dos

cloroplastos (Bold & Wynne 1985). Os membros

desta ordem apresentam os talos formados por

tufos frouxos com filamentos unisseriados

ramificados, organização heterotríquia, nunca

unidos em um tecido pseudoparenquimatoso. O

crescimento do talo é do tipo difuso. O ciclo de

vida é diplobionte e isomórfico e a sexualidade

é isogâmica ou anisogâmica (Rousseau &

Reviers 1999). Entre as algas pardas, as

estruturas reprodutivas podem ser denominadas

de ‘órgãos’ pluriloculares e uniloculares. As

células produzidas na estrutura plurilocular são

móveis e derivadas de mitose. A estrutura

plurilocular pode ocorrer tanto no gametófito

quanto no esporófito, enquanto que a estrutura

unilocular ocorre apenas no esporófito e é o

centro da meiose (Bold & Wynne 1985; van

Den Hoek et al 1995). Dentro da ordem

Ectocarpales, Hincksia mitchelliae (Harvey)

P.C. Silva é uma espécie amplamente distribuída

em mares tropicais, subtropicais e temperados

(van den Hoek et al. 1995; Ouriques & Cordeiro-

Marino 2004; Wynne 2005). Cresce na região

entre marés sobre rochas, molusco (Perna

perna Linnaeus), craca (Tetraclita stalactifera

Lamarck), gastrópode (Fissurela sp.) e

também sobre algumas algas maiores (Ouriques

& Cordeiro-Marino 2004).

A ultra-estrutura das células vegetativas

tem sido utilizada para distinguir não somente

as Phaeophyceae de outras algas, mas também

ordens menos avançadas das mais avançadas,

dentro da classe (ex. Cole 1970; Galatis et al.

1977).

A parede celular das Phaeophyceae é

composta por microfibrilas de celulose, dois

principais polissacarídeos ácidos (alginato e

fucoidina), várias proteínas e compostos

fenólicos (Lee 1989, van den Hoek et al. 1995,

Schoenwaelder 2002, Salgado et al. 2007).

Nos vegetais a formação da parede celular é

acompanhada com o marcador para celulose,

o calcofluor white, corante fluorescente que

tem sido introduzido para a identificação de

material da parede celular de diferentes

espécies de plantas inclusive algas. Esse corante

reage especificamente com polissacarídeos

fibrilares, e.g. celulose (Sengbusch et al. 1982,

Sengbusch & Müller 1983).

As Phaeophyceae apresentam

cloroplastos geralmente de forma discóide com

tilacóides arranjados em grupos de três,

formando uma banda, e o conjunto de bandas

é envolvido por uma banda periférica circular

(Lee 1989, van den Hoek et al. 1995).

As células das Phaeophyceae são

uninucleadas e o material nuclear (DNA) tem

sido estudado em preparações histológicas com

o uso do corante fluorescente, o fluorocromo

4’6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). Com a

utilização desse corante foi possível mostrar a

ocorrência de uma divisão coordenada entre o

núcleo e o cloroplasto durante o processo de

formação de unisporos, no esporângio

unilocular de Laminaria angustata Kjellmann

(Motomura et al. 1997).

A análise ultra-estrutural das células

reprodutivas das Phaeophyceae evidencia as

alterações sub-celulares durante o processo de

desenvolvimento dos zoósporos no esporângio

unilocular antes do amadurecimento celular

(Markey & Wilce 1976a; Katsaros & Galatis

1986). As características ultra-estruturais da

tetrasporogênese de Dictyota dichotoma

(Hudson) Lamouroux evidenciaram que

algumas células epidérmicas podem se

diferenciar em células mãe do tetrasporângio

(Katsaros & Pentaris 1994). Essas células

apresentam intensa atividade metabólica,

expressa pelo citoplasma denso e numerosos

vacúolos pequenos. As diferenças estruturais

e funcionais entre os gametas masculino e

feminino de Scytosiphon sp. foram caracterizadas,

especialmente pela presença de um tipo de

vesícula derivada do complexo de Golgi,

específica no gameta feminino (Clayton 1984).

Os estudos sobre à ultra-estrutura da estrutura

reprodutiva das Phaeophyceae filamentosas

são escassos. Esses incluem a ultra-estrutura
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da mitose e citocinese no gametângio

plurilocular de Pylaiella littoralis (L.) Kjellm.

(Markey & Wilce 1975), e a ultra-estrutura da

formação do esporângio unilocular de

Ectocarpus sp. (Baker & Evans 1973) e do

gametângio plurilocular de P. littoralis (Markey

& Wilce 1976b).

Com os resultados deste estudo busca-se

contribuir com informações adicionais a

respeito de caracteres morfológicos sub-

celulares que poderão ser utilizados na

taxonomia das Phaeophyceae filamentosas,

fornecendo dados relativos àestrutura e ultra-

estrutura das células vegetativas e do estágio

reprodutivo plurilocular de H. mitchelliae.

MATERIAL E MÉTODOS

H. mitchelliae foi coletada no mesolitoral,

na praia da Lagoinha, Ilha de Santa Catarina,

Florianópolis, SC. As coletas foram feitas

durante as marés baixas, na região entre marés,

com auxílio de espátula; em seguida, as amostras

foram acondicionadas em sacos plásticos e

triadas no laboratório. Para a observação da parede

celular, as porções vegetativas e reprodutivas

foram fixadas em solução de paraformaldeído

2,5%, em tampão fosfato 0,2M, pH 7,2, por

aproximadamente 4–6 h, à temperatura de 4°C

e coradas com Calcofluor White M2R 10

mmg.mL-1 por 30 min. Logo após, as amostras

foram lavadas no mesmo tampão por 15min

(Kim & Fritz 1993). No procedimento para a

marcação do núcleo com o uso de DAPI, o material

foi fixado em Carnoy’s por aproximadamente

6h (Ruzin 1999) e, logo após, lavado em tampão

Tris-(hidroximetil)-aminometano 0,2M, por 20 min.

Em seguida, as amostras foram colocadas em

Triton-X-100 (0,2%), por 40min e corados com

DAPI (4’6-diamidino-2-phenylindole) na

concentração de 0,5 mmg ml-1 (Terui et al. 1995

modificado), por aproximadamente 50 min. O

material foi analisado e fotografado em

microscópio fotônico modelo Olympus BH,

equipado com câmara fotografica modelo Olympus

C-35AD. As observações com o uso dos corantes

fluorescentes foram feitas em microscópio

Olympus BX 41 epifluorescente com o filtro

de comprimento de onda U-MWB2 ‘excitação

no azul’, excitação em 360 nm e emissão 460If

nm, apropriado para DAPI e Calcofluor e

fotografados com ISO 400.

Para observação em microscopia eletrônica

de transmissão, as amostras foram fixadas em

solução de glutaraldeído 2,5%, paraformaldeído

2,0%, cloreto de cálcio (CaCl
2
) 5 mM, em

tampão cacodilato de sódio 75 mM e pH 7,2, por

aproximadamente 5h a temperatura ambiente.

A fixação foi seguida por 3 lavagens, de 30min

cada, no mesmo tampão. Logo após, o material

foi pós-fixado em tetróxido de ósmio a 2,0%,

ferrocianeto de potássio [K
4
Fe(CN)

6
.3H

2
O]

0,8% e 5 mM de CaCl
2
 por 2h. Após serem

lavadas novamente no mesmo tampão, as

amostras foram desidratadas em uma série

crescente de acetona (30 min. em cada

concentração), infiltradas em séries graduais

de acetona-resina Spurr durante 3 dias, seguido

de duas infiltrações em resina pura (12h) e

polimerizadas em estufa a 70°C por 24h. Os

cortes ultrafinos foram feitos com navalha de

diamante em ultramicrotómo Porter-Blum, e

posteriormente contrastados com acetato de

uranila 1% e citrato de chumbo 1% (Bozzola

& Russell 1992). Os cortes ultra-finos foram

observados e fotografados no microscópio

eletrônico de transmissão Zeiss EM 900.

RESULTADOS

Hincksia mitchelliae  apresenta

organização filamentosa unisseriada com

crescimento heterotríquio formando tufos. Os

filamentos prostrados estão presos ao substrato

por filamentos rizoidais compactos, dotados

de células pouco pigmentadas (Fig. 1a). Os

filamentos eretos são abundantes e ramificados

de forma irregular (Fig. 1a), com células mais

longas que largas com 30 × 70 µm (Fig. 1b).

O crescimento do talo é do tipo difuso, com

zonas meristemáticas de células curtas

distribuídas ao longo dos filamentos eretos (Fig.

1a, e). Todas as células do talo quando tratados

com Calcofluor White revelaram uma intensa

fluorescência azul evidenciando o componente

celulósico da parede celular (Fig. 1c).

Observou-se que a parede celular entre as
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Figura 1 – Hincksia mitchelliae, microscopia de luz convencional e microscopia de fluorescência – a. aspecto geral da planta

mostrando as células meristemáticas (cabeças de seta) e as estruturas pluriloculares (setas); b. detalhe das células vegetativas

mostrando numerosos cloroplastos (setas); c. parede celular fluorescente com o uso de calcofluor (seta); d. células vegetativas

tratadas com DAPI mostrando um só núcleo por célula; e. detalhe da região meristemática; f. região meristemática tratada com

calcofluor; g. células meristemáticas coradas tratadas com DAPI mostrando um núcleo por célula; h. porção de um filamento

ereto mostrando as estruturas pluriloculares nos ramos laterais; i. detalhe da estrutura plurilocular cilíndrico mostrando uma

intensa pigmentação pela presença de numerosos cloroplastos; j. porção superior de filamento ereto mostrando as estruturas

pluriloculares em diferentes estágios de maturação tratados com DAPI; l. detalhe das estruturas pluriloculares com células

uninucleadas indicadas pela reação positiva ao DAPI. Observe a presença de lócus vazios indicando a liberação de gametas

(seta); m. estrutura plurilocular corado com calcofluor, mostrando uma parede mais espessa envolvendo toda a estrutura.

a

b c d

e f g j

h i

l m
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células é mais delgada quando comparada à

parede externa do filamento. Quando tratadas

com DAPI as células vegetativas mostraram

um único núcleo central, destacado pela reação

positiva ao DNA (Fig. 1d). As células da região

meristemática reagiram similarmente às outras

regiões quando tratadas com DAPI e

Calcofluor White (Fig. 1f-g). As células

vegetativas apresentam cloroplastos discóides,

individualizados, numerosos e distribuídos por

todo o citoplasma periférico (Figs. 1b e 1e).

As estruturas pluriloculares são cilíndricas

e distribuídas na parte interna dos ramos

laterais (Figs. 1a, h). Dividem-se em vários

lóculos constituídos por células cúbicas (Fig.

1i-l). Essas células são uninucleadas, indicado

pela marcação com o uso de DAPI (Fig. 1j-l).

Estruturas pluriloculares em diferentes estágios

de maturação foram distinguidas pelo número

de lóculos, evidenciado pelos núcleos marcados

com DAPI (Fig. 1j). Uma delgada parede

celular reveste cada célula que constituí a

estrutura plurilocular, as quais foram marcadas

com calcofluor evidenciando a composição

celulósica (Fig. 1m).

As células vegetativas tanto em cortes

transversais quanto em longitudinais

apresentaram o citoplasma entrecortado por

vacúolos, numerosos fisóides e cloroplastos

(Fig. 2). Esses vacúolos são elétron-transparentes,

de tamanhos variados, preenchem considerável

porção do volume citoplasmático (Fig. 2).

Nestas células, os dictiossomos estão

distribuídos na região perinuclear e numerosas

mitocôndrias são observadas próximos aos

cloroplastos. As células são uninucleadas, com

um núcleo interfásico grande com 4–6 µm de

diâmetro, localizado na região central. Esses

núcleos apresentam contorno irregular, e são

limitados por uma dupla unidade de membrana

Figura 2 – Células vegetativas de Hincksia mitchelliae observadas no microscópio eletrônico de transmissão (MET) – corte

transversal do talo mostrando o núcleo central (N) com nucléolo proeminente. Os dictiossomos estão distribuídos na

região perinuclear e os cloroplastos (C) no citoplasma periférico. Observe vacúolos (V) de tamanhos variados ocupando

uma grande parte do volume celular e grânulos elétron-densos fisóides (Ph).
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(Fig. 2). Nesses núcleos observou-se uma

cromatina difusa, predominando a forma de

eucromatina. Um grande nucléolo elétron-

denso, medindo até 2 µm de diâmetro, foi

observado na maioria das células ocupando

uma parte considerável do volume nuclear

(Figs. 2 e 3a). O envelope nuclear aparentemente

é interrompido por numerosos complexos

de poros (Fig. 3b). A membrana externa do

envelope nuclear está em íntima associação

com os dictiossomos que se localizam na região

perinuclear (Fig. 3a-b). Entre as cisternas da

região de maturação dos dictiossomos e a

membrana externa do envelope nuclear existe

uma área de transição ocupada por pequenas

vesículas que parecem brotar do envelope

nuclear e se fundem na região de maturação

dos dictiossomos. Como a face cis dos

dictiossomos está voltada para a membrana

externa do envelope nuclear, essas vesículas

seriam incorporadas às cisternas em

crescimento (Fig. 3b). Esses dictiossomos são

constituídos por pilhas de 6–8 cisternas. As

cisternas da face cis apresentam a região

central mais delgada, sendo as extremidades

dilatadas preenchidas por conteúdo elétron-

transparente (Fig. 3b). Entretanto, as cisternas

localizadas na região trans são uniformemente

dilatadas (Fig. 3b).

A parede celular que delimita

externamente o filamento é espessa e formada

por agregados paralelos de microfibrilas de

celulose que estão embebidos em uma matriz

amorfa. Externamente, uma camada irregular

de material mucilaginoso, cobre a parede (Fig.

3c). As células são separadas umas das outras

por uma parede delgada interrompida por

pequenos canais, os plasmodesmos, que

permitem a conexão dos citoplasmas das

células adjacentes.

Os cloroplastos das células vegetativas

são discóides e aparecem alongados em corte

transversal, perifericamente distribuídos,

ocupando uma parte significante do volume

celular (Fig. 2). Cada cloroplasto é delimitado

por uma dupla unidade de membrana

preenchida por uma matriz densamente

granular (Fig. 3d). Os tilacóides são agregados

em bandas de três a três, uniformemente

separadas por um espaço interbanda, exceto

na região onde ocorrem alguns glóbulos

elétron-densos, os plastiglóbulos (Fig. 3d). As

bandas são distribuídas paralelamente ao eixo

maior do cloroplasto. Estas bandas podem

sofrer bifurcações resultando num aumento de

tilacóides (Fig. 3d-e). O número de bandas é

variável, pode-se observar até 11 bandas por

cloroplasto. Em alguns cloroplastos, são

identificáveis pequenas regiões elétron-

transparentes, preenchidas por conteúdo

fibrilar, nas extremidades dos tilacóides, as

quais devem corresponder ao genoma

plastidial. Na maioria dos cloroplastos

verificou-se a presença de um pirenóide que

se projeta a partir da região mediana formando

uma grande saliência na superfície do

cloroplasto. Ocasionalmente observa-se um

segundo pirenóide localizado lateralmente ao

pirenóide principal (Fig. 3d).

A estrutura plurilocular é formada por um

aglomerado celular resultante de sucessivas

divisões que ocorrem em vários planos, onde

predominam as divisões transversais e oblíquas.

No final da maturação dessa estrutura, as

células resultantes caracterizam-se por um

citoplasma denso devido à ausência de vacúolos,

sendo preenchido por numerosas organelas

(Fig. 4a). A parede celular com 2,0–3,0 µm de

espessura, que reveste toda a estrutura

plurilocular é formada por microfibrilas elétron-

densas de aspecto compacto. As células são

revestidas individualmente por uma fina parede

com constituição semelhante a que reveste toda

a estrutura (Fig. 4a). Nessas células,

numerosas mitocôndrias aparecem distribuídas

principalmente no citoplasma periférico,

próximas aos cloroplastos (Fig. 4b). Os

dictiossomos são perinucleares, como o

observado nas células vegetativas, entretanto

apresentam um número maior de cisternas que

os torna hipertróficos (Figs. 4c e 4e). Essa

hipertrofia é caracterizada especialmente pela

presença de numerosas cisternas dilatadas com

conteúdo elétron-transparente na região de
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Figura 3 – Células vegetativas de Hincksia mitchelliae observadas no microscópio eletrônico de transmissão (MET) – a. detalhe

do núcleo (N) com forma irregular, mostrando um nucléolo (Nu) proeminente. Observe os dictiossomos (D) perinucleares;

b. porção do núcleo mostrando complexos de poros (cabeças de setas) e dictiossomos (D) perinucleares. Observe

vesículas brotando do envelope nuclear (seta) próximo a região de formação dos dictiossomos; c. detalhe da parede celular

constituída por bandas alternas de material fibrilar embebido em uma matriz amorfa. Externamente à parede celular uma

camada irregular de material mucilaginoso (Mu). Observe que a parede celular externa é mais espessa em relação à parede

entre as células. A parede entre as células é atravessada por números plasmodesmos (setas); d. detalhe do cloroplasto

mostrando o arranjo de bandas de tilacóides convergindo para o pirenóide (Pi). Note a presença de um pirenóide

secundário (cabeça de seta). Alguns glóbulos elétron-densos, os plastiglóbulos, podem ser observados entre os tilacóides.

e. Detalhe dos tilacóides organizados em banda compostas por três tilacóides.

a b

e

c d
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maturação (Fig. 4c). Os cloroplastos são

numerosos, menores que nas células

vegetativas e ocupam a maior parte do

conteúdo citoplasmático. A organização

membranar é semelhante a dos cloroplastos

das células vegetativas onde as três bandas

de tilacóides estão mergulhadas no estroma

plastidial.  Foram observadas 8-10 bandas

paralelas de tilacóides por cloroplasto. O

conjunto de bandas internas paralelas é

envolvido por uma banda circular com

organização semelhante às bandas internas.

Uma unidade de membrana reveste todo o

cloroplasto e o pirenóide que se projeta

lateralmente (Fig. 4d).

As demais regiões do citoplasma são

densamente preenchidas por ribossomos livres

que conferem a essas regiões um aspecto

granular (Fig. 4d). Os núcleos das células do

órgão plurilocular são volumosos com até 10

µm diâmetro, apresentam cromatina bem

difusa e grande nucléolo (Fig. 4e).

DISCUSSÃO

A parede celular de H. mitchelliae

apresenta microfibrililas de celulose evidenciadas

pela reação ao Calcofluor White, como

também observado em outras algas

Phaeophyceae (e.g. Herth & Schnepf 1980;

Sengbusch et al. 1982).

Dentre as características ultra-estruturais

observadas nas células vegetativas de H.

mitchelliae, que são similares às descritas para

as Phaeophyceae, destaca-se a presença de

um núcleo por célula, a organização dos

tilacóides nos cloroplastos, que são agrupados

três a três, formando uma banda disposta

longitudinalmente ao eixo maior da organela e

ausência de tilacóide no pirenóide (Bouck 1965;

Mccully 1968; Cole 1970; Galatis et al. 1977;

Chung et al. 1987). Este padrão de organização

dos cloroplastos pode apresentar pequenas

variações como observado em H. mitchelliae,

onde as bandas dos cloroplastos podem sofrer

bifurcações resultando num aumento de tilacóides,

similar ao observado em Laminaria saccharina

(L.) Lamouroux (Chung et al. 1987).

A morfologia e a organização dos

cloroplastos, bem como a presença ou ausência

de pirenóide são consideradas características

diagnósticas a serem empregadas na delimitação

das ordens das Phaeophyceae (Hori 1972).

Dentro das Phaeophyceae, os pirenóides

estão presentes em certos membros das

Ectocarpales, Chordariales, Scytosiphonales e

Dictyosiphonales, consideradas mais primitivas,

porém os mesmos estão ausentes em espécies

de ordens mais derivadas (Griffiths 1979).

Entre as Phaeophyceae que contêm pirenóides

nos cloroplastos, são encontrados três tipos:

um pirenóide que se projeta da região mediana

do cloroplasto (Hori 1972), um pirenóide não

projetado localizado na região central do

cloroplasto (Delépine et al. 1976; Peter &

Clayton 1998) e pirenóides terminais (Delépine

et al. 1976; Magne 1976; Müller & Parodi 1994;

Müller et al. 1998; Ouriques & Bouzon 2000).

Os cloroplastos de H. mitchelliae apresentam

um pirenóide projetando-se a partir da região

mediana, semelhante a muitas Phaeophyceae.

Somente seis gêneros de Phaeophyceae

filamentosas apresentam cloroplastos com

aspecto estrelado (Peters & Clayton 1998). Os

gêneros Asterocladon Müller, Parodi & Peters

(Müller et al. 1998), Asteronema Delépine &

Asensi (Delépine et al. 1976; Müller & Parodi

1994; Ouriques & Bouzon 2000) e Bachelotia

(Bornet) Kuck. ex Hamel (Magne 1976)

apresentam vários cloroplastos com pirenóides

terminais que convergem para um mesmo ponto

na célula, dando ao conjunto um arranjo

estrelado. Entretanto, os gêneros Splachnidium

Greville, Scytothamnus Hooker f. & Harvey e

Stereocladum Hooker f. & Harvey, possuem

um único cloroplasto com braços que conferem

a organela uma aparência estrelada, com

pirenóide central perfurado por invaginações

citoplasmáticas (Delépine et al. 1976; Peters

& Clayton 1998).

Com base na análise ultra-estrutural das

células vegetativas, enfatizando a disposição

dos cloroplastos de Ectocarpus e Hincksia

de Ectocarpales, Müller & Parodi (1994) e

Ouriques & Bouzon (2000) propuseram a
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Figura 4 – Estrutura plurilocular de Hincksia mitchelliae observada no microscópio eletrônico de transmissão (MET) –

a. corte transversal da estrutura plurilocular mostrando que as células são compactas, e que o citoplasma é ocupado

principalmente por cloroplastos (C) e grânulos elétron-densos fisóides (Ph). O núcleo é volumoso com nucléolo proeminente (Nu);

b. detalhe de uma porção citoplasmática mostrando algumas mitocôndrias alongadas (M); c. destaque de um dictiossomo hipertrófico

com cisternas dilatadas. Observe pequenas vesículas entre a região de formação e o envelope nuclear (seta); d. detalhe do cloroplasto

envolvido por uma dupla membrana (cabeças de setas), mostrando bandas de tilacóides paralelos. Note uma unidade de

membrana (seta) revestindo todo o cloroplasto e o pirenóide (Pi). Numerosos ribossomos livres (R) estão presentes no

citoplasma; e. detalhe do núcleo com nucléolo grande e elétron-denso (Nu). Observe os dictiossomos (D) perinucleares.

a

b

c

d e
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transferência desses gêneros para o gênero

Asteronema. Nesses gêneros foi possível, ao

MET e na observação de material vivo, verificar

que vários cloroplastos apresentavam disposição

estrelada pela convergência dos pirenóides. Esses

cloroplastos foram até então, considerados não

agregados, pois haviam sido observados em

microscopia de luz e material fixado.

Nos cloroplastos das células vegetativas

de H. mitchelliae foi observada a formação de

um novo pirenóide em estágio de diferenciação,

localizado também lateralmente. Esta

característica é pouco comum dentro das

Phaeophyceae, visto que, na literatura, somente

duas descrições foram citadas: na célula móvel

de Ectocarpus confervoides (Roth) Le Jolis,

onde o novo pirenóide se originou na base do

primeiro pirenóide (Evans 1960) e no zigoto

de Scytosiphon lomentaria (Lyngbye) Link,

onde o novo pirenóide é formado distante do

primeiro (Nagasato & Motomura 2002),

semelhante ao observado em H. mitchelliae.

Entretanto, S. lomentaria é considerada mais

derivada em relação a H. mitchelliae. Vale

ressaltar ainda, que essas duas descrições já

citadas na literatura se referem às células

reprodutivas. Segundo Nagasato & Motomura

(2002), futuros estudos são necessários a fim de

esclarecer o início da formação do novo pirenóide,

se a partir da base do primeiro pirenóide ou

de forma independente.

No material analisado não foi observado o

retículo endoplasmático envolvendo o pirenóide.

Entretanto, essa característica foi verificada

para outras espécies de algas pardas, como

Chorda filum Stackhouse (Bouck 1965) e

Asteronema rhodochortonoides (Boergesen)

Müller & Parodi (Müller & Parodi 1994).

Uma característica que separa as ordens

mais derivadas das mais primitivas é a presença

de dictiossomos perinucleares como observado

por Bouck (1965) em Giffordia sp.

(Ectocarpales), C. filum (Laminariales) e

Gunning & Steer (1996) em Tribonema sp

(Tribonematales). Entretanto, em Sphacelaria

tribuloides Meneghini os dictiossomos podem

ocupar uma posição perinuclear ou estarem

espalhados pelo citoplasma, característica esta

típica de Phaeophyceae mais avançadas

taxonomicamente (Galatis et al. 1977). Nas

células vegetativas de H. mitchelliae os

dictiossomos foram observados somente na

região perinuclear. A presença de dictiossomos

nessa região está diretamente relacionada

com a produção de vesículas que brotam

da membrana externa do envelope nuclear e

são incorporadas à face de formação dos

dictiossomos, similar ao observado por

Bouck (1965), Cole (1970) e Galatis et al.

(1977). A relação funcional entre o retículo

endoplasmático, incluindo o envelope nuclear,

e o complexo de Golgi é evidenciada em certas

células das algas (Gunning & Steer 1996). O

retículo endoplasmático e a membrana externa

do envelope nuclear são freqüentemente

contínuos. Neste caso, o envelope nuclear é

considerado como uma cisterna especializada

do retículo endoplasmático (Gunning & Steer

1996).

As células vegetativas de H. mitcheliae

apresentaram o núcleo interfásico com um

grande nucléolo, indicando que essas células

possuem uma alta atividade metabólica,

resultado da intensa síntese de RNA

ribossomal. Corroborando essa suposição,

alguns complexos de poros são observados na

membrana nuclear, sugerindo um intenso

intercâmbio de material entre o núcleo e o

citoplasma. Nessas células, provavelmente

uma grande quantidade de ribossomos livres

deve estar presente reforçando a evidência de

intercâmbio núcleo-citoplasma.

As mitocôndrias estão distribuídas no

citoplasma, próximas aos cloroplastos, diferindo

do observado em Chorda filum, onde as

mitocôndrias tendem a se posicionar ao longo

da margem celular; e das observações feitas

para Giffordia sp. e Fucus vesiculosus L.,

com mitocôndrias espalhadas por todo

citoplasma (Bouck 1965). A associação com

os cloroplastos deve ser resultante de uma

possível interação metabólica entre estas

organelas, como também observado em

Sphacelaria tribuloides Meneghini (Galatis

et al. 1977).
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Muitos corpos osmiofílicos correspondentes

a fisóides foram vistos no citoplasma das

células vegetativas de H. mitchelliae. Os

fisóides são estruturas citoplasmáticas

contendo compostos fenólicos (Clayton &

Beakes 1983; Lee 1989) muito comuns em

Phaeophyceae. Essas estruturas são formadas

pelo retículo endoplasmático e complexo de

Golgi (Schoenwaelder & Clayton 2000;

Schoenwaelder 2002) e tipicamente elétron-

densos na microscopia eletrônica de transmissão.

Nas células das estruturas pluriloculares

de H. mitchelliae, os dictiossomos são

hipertróficos semelhantes aos observadados

em Pylaiella littoralis (L.) Kjellm. durante a

citocinese (Markey & Wilce 1975). Dictiossomos

altamente ativos foram verificados no

esporângio plurilocular de Ectocarpus sp.

(Baker & Evans 1973). Os resultados desse

estudo indicaram que os dictiossomos são

capazes de mudar de função dependendo da

necessidade de cada fase do ciclo de vida da

espécie. Conseqüentemente, durante a

formação do esporângio, os dictiossomos do

esporo em desenvolvimento produzem a matriz

que é secretada dentro do esporângio. Nos

últimos estádios de esporogênese e durante

a fase móvel, os dictiossomos produzem

numerosas vesículas contendo uma substância

fibrilar responsável pela adesão dos esporos.

Posteriormente, essas vesículas presentes nas

células fixadas podem aparentemente

contribuir para a formação de novas paredes

celulares. Estas múltiplas funções desempenhadas

pelos dictiossomos ocorreram também durante

a ontogênese, liberação e fixação de esporos

de algas vermelhas (Bouzon et al. 2005;

Ouriques & Bouzon 2005).

A organização membranar dos

cloroplastos da estrutura plurilocular de H.

mitchelliae foi semelhante ao observado nas

células vegetativas. Entretanto, na superfície

do cloroplasto foi possível observar uma

membrana que pode ser contínua com a

membrana do retículo endoplasmático rugoso

como o observado em outras Phaeophyceae.

Nas Ectocarpales, a camada membranosa

mais externa do retículo endoplasmático rugoso

é geralmente contínua com a membrana

externa do envelope nuclear (Lee 1989). Em

adição, o pirenóide é envolvido por uma

membrane-bound cap, denominado ‘saco do

pirenóide’ (Evans 1960).

As células da estrutura plurilocular

apresentaram numerosos ribossomos livres

espalhados por todo o citoplasma. A presença

dessas partículas deve estar relacionada com

intensa produção de proteínas que deverão ser

utilizadas na biossíntese das organelas

membranosas, durante o processo de

fecundação e germinação.

As múltiplas células presentes na

estrutura plurilocular são delimitadas por uma

parede celular fina, e todas revestidas pela parede

vegetativa original, semelhante ao descrito em

P. littoralis (Markey & Wilce 1975, 1976b).

O núcleo interfásico com um proeminente

nucléolo é semelhante ao observado nas células

vegetativas de H. mitchelliae, sugerindo que

essas células reprodutivas possuem uma alta

atividade metabólica.

Muitos corpos osmiofílicos correspondentes

a fisóides foram também vistos no citoplasma

das células reprodutivas, concordando com o

observado por Baker & Evans (1973) e

Clayton (1984).
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