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Homenc laturas

e

aD =z goetinomicineg

o =z gloroplasbos

B = pitooalasina ¢

Oz = complexn de Gol

o4 T OTOnOEELNOs

o1 = carons inferior

o = eibtopiasms

oH = oyomatina

st T OOTOnA SUDerior

B = dictiossomos

DAPI = 47 8~-dismidinoe, 2-fenilindo]

dpm = desintegracic por minuto

[l =z mitoocdndris
My = micrcfilamnentos
MP = membrana plasmatics

mbhA = RHNA mensagsirs

MTa = microtibulos
H = onaeiac

?‘}‘?f — 2’;“’:‘}{:’ }M@S”} ?Eiﬁéi‘lﬁ
WP = picliacplasmns
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Pl = “'phass combining
o = miCcOErams

P = poro puclsar
rDRA = DHA vibossfmico

REL = reticule sndoplasmiatico lisc
FEER = reticulo sndoplasmétics rugoso

REA = Acido rvibomucleloo
RHP complaxe = oomplexo rivonuclsoonyrobtelos

rREHA = BHA ribocszémico

505} = micre Curie
¥ = vacholo

4
i

E = vesiculs ssocratora
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01. INTRODUGAC

A alge marinha Aoetabularis calyoulus {Quoy e
Gaimard) pertence & familia Dasycladaceas, ordem Sifonales,
classe Chlorophveeae. Estas alges 380 senconitradas nas regiles
cosheiras de mares itropicais e subtropicalis, dessenvolvendo-ze
apbhre conchas de animais marinhos (AHASAKL, 18886; BANO ef al.,
LE81Y.

As wéarias espéciss do g8nsro deoeizbularia sio o8
membros mals conhecidos da familia Daesvoladscess devido so uso
extensive oomo modelos bisnldgicos nas dress de sgtudos da
binlogia celunlar {(SUHWEIGEER, 18885).

Hiémmerling {19310 nes meus  brabalhos tonsiros
descreven a algsa como sends uma Gnica célula gue, durante =
fame vegetabiva. possul um nico ndclec localizedo no rizdide.
REsss proprisdade, Sduntaments com s tamanho anormnsl
{alcancando até alguns centimetros de comprimento dependendo da
sepécie) permitiv a fragmsniscHc da célula em parte nucleada e
anucleads e isolamento do nicles para estudos ds interrelagio
nticleos-olboplasmns (HEAMMERLING, 1940, 19583,

A=z investizeclss sobre interacles nidclec-citoplasms
estio principalmente relacionadas com & influéneis do nidcleo
zobrs o olitoplasma e vwvice-versa. Entretante o mecanlismos

reguladores podem também operar exclusivamente dentro do niclec

ou do citoplasma {(FHANKE e ai,, 1874).
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& morfoginese distintas & a visbilidede de técnicas
para snuclieacic e troca de ndclecs entre as células foram as
bases para o uso da alga Acetabuliaria calyoulus pars estudos
detaihadrs sobre o mecanismo de regulacis da morfogéness
(YAMAOKEA, 19B0; SHIHIBA-ISHIXKAWA £ ai., 19UBZ).

A pesguisa =cobre o micles primdris em Acetagbularia
vrogredin mito nos éltimﬁé 3¢ anos. hanto fisiclogicaments
gquanto citologicamente., Us estudos fisiclégicos originaram-se a
partir do conceibto de "substincis morfogenéiica’” slaborados por
Hammerling {(1840). Hode & aceito por todos gue a substiéncis
morfogenética postulads por HEmmerling £ uma femilis de RHis
mensageiros sintetizados no ndcles, manifestando wne  grands
satahilidade no citoolaams em contrastes com oz EHAs bacterianos
{BRACHET, 1987).

0 génerc Acstabularia sxibe azoc longo de sua fase
vegetativa um desenvolvimento dristico no seu nicleo primarioc.
0 resultadoe deste processe ¢ 2 formacico de um nicleo gigante @
ssse aunsnto nuclear sstid relacionado com o desenvelvimsnto ds
um agregado de estruturas nucleolsres (FRANKE =¢ al., 1874).

RBecentements, =8 ochservacic visual do ocomportamsnto
nuclesr desta alga tornou-se possivel com o emprego  do
microscdpio de fluorescénoia e o corante flucrescente DAPI
(4 8-diamidino~2-fenilindol) [BHIHIRA-IDHIEAWA, 18982y, Esta
tEonics foi extrenaments GLAl TRTE oY ohaasprvacio o

comportamento dos  cromosscomeos no ntcleo  primdrio  (SHIHIRA-




IoHIEAWA, 19845,

Hp presente btrabalho, variacles estruturais do niclec
foram acompannadas durante © ciclo de wvida da dcetabularia
calyoulug, usando-sms o metode de colsraciBo com DAPI.  Foram
observadas correlacfes entre a diferanciacio celular e
transicdo estruturzl do ndcslc com especial stenclBo para o
degenvolviments nucleclar.

Escolheu-se a sspécle A, calrculus {Guoy =2 Gaimard)
poraus 0 geu cliclo de vida em condicliss de lahoratdrico & obitido
esm oum periodo de bempo menor gue a espécie A, mediterranss
{ Lamouroux ), aEpérie  geralmente usada nas pesguisas  oom
Aostabulsris [YAMAGELS, 1880,

Estudos citoldgicos revelsram gue o BNA nas cédiulas
da dAcetabularia & distribuidec ao longo de um gradiants Apico-
passl {(WERZE, 1880). Postulou-se gue ssate gradients poderia ser
resultado de uma transferéncis polar do RBHA  do nmiclsos &
consagiente actmulo ne zons de orescimento {PUISEIL-DAO, 187065,

Mo presente trabalho ssgtudou-se possiveis fatores gue
conbribuern paras a formscl8o de um gradisnts Aplco-bamal dos
HHAs, a smaber: transferéncia do BHA nuclear paras o clitoplasma,
migragio e concentracio na zona de crescimento. Pars tanto, foil
esgtudads a incorporacio do [SHl-uridina a fim de elucidarmos se
o nhcles desepvolve mydancas na capacidade de formacic de RNA
ribossfimics 2 mensageiro durante a diferenciacio.

izados aeatudos nltra-

3..«.,.3

Paraleslsmente, foram ren




estruturais do clitoplasma de regifes apicails, intermedisrias e
bagpais das ssbtrubturas nuclisares. O afseito de inibidores de

branscrisio fol tambénm estbudadsa.
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01.1., RevisBo da Literaturs

921.1.31. Bistemdtics ¢ Ueorrdocia

A classificaeio silstemidtics do género Acetzbularia
nis estd bam determinada. Mulios autores considersran como
sendo uma subfamilia da fmmilia Dasyocladacesns, ordem
Syphonales, olasse (hlorophyeoeas [(SCHWEIGER, 18883,

Atuslmente, o critérico de classificacic estd basseado
nos asbudos ulitra-estruturalis da slgs & testes bloguimicos como
a ocarscterizaciBo da ispenzima desidrogenase malica {(RERGER ef
al., 1874%.

ilpa dasg caracteristioss importantes da Ffamilis € &
inorustacie de carbonato de cdlolio. Bendo algss calcireas,
participaram cono elementos importantes nos depbSsitos de rochas
caleofdreas na litosfsra.

Com s descobseita de esbruturas calodreasn, a Lldade
cronoligics da Adostabularis f£ol determinsds em torno ae 500
milhOes de anos. Assim, estruturas calcificadas de diferentes
tdades revelaran inforsmacles sobre a svolucBo das subfamilizs,
Existem atualmente dez subfamilias de Dasycledaceas com 43
eapécies (BERGER =t al., 1887;).

A primeirvs descricio da algas Acetabularia fol com A
esgpécis mediterranes {Lamouroux, 1818} por Hary & Strasbursser

(1877).




oy

O neme  dAecetabularis mediterranss  {Lamouroux}  fol
umada por Bary e Btrasborger & tambén em litersturas mals
recenbes {(PUISEUXE-DAD, 1570; BONOTTO &t &i.. 1580, Entrebanio,
sob o Obodigo Internscionsl de Nomenclatura Hoténica o none
corrato & Acetabularis acetsbulum (L)) Silve (BILV 1882,

Com & publicacBo da Monografis de Aeosisbuleris pels
Linnean Bocisty de Londres. Solms-Laubach (1885 descreveu pela
primeira vez o npicleo da alga. Heste trabalho, o nficles foi
degeorito como “pontos brancos” que coorrem nos clsbos dentros
dos ralos 4o chapdu {(gametdngliosy, sendo aque a descricgio
correta sobre o mhcles ocorreu com o bSrabsine de HiEmmerling
{1831},

O botinice  Joaschim Himmerling recshbeun em 1028
amaatras da espécle medifsrranea coletadas por Max Hariman na
baia de Hapoles, pedning & Hovigno D latria, italia,
egtabelecends pels primsira vez culbtura das alges em condicles
artificiails no laboratdric = iniciando o braballos wmorfo-
fimicldgicos {GUHWEIGER, 1870).

tm  warics mepbros da familias Dasvoelsdaceae aio
sncontrados  em  regiles costeiras  de  marss  tropleasis e
subtroplicais em profundidades wvariadas (DAND ef al., 1878) e

amelamnente Alstribuidas geograficamente (ARAZSAKT, 1804Z2; VALET,

18969 ARASAKI & SHIHIRA-TZDHIKAWA, 1679: CINELLI, 1878}
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01.1.2. Interaclo Nicleo-Citoplasma

- Regulacio da Morfogdnse ~

O emprego da Acetabulariz pars  investigacDes na
biclogia celular resultoun de uma importante descoberts por
Hmmerling (1831). Iurasnte a fase vegsetativa do ciclo de vida
easta algs & unicelular & n micles., localizasdo na reglico bassel
da célula.

A condigBo unicelulsr & & localizasciBo do nlcleo em
uma parte bem definids da célula possibilitou o dessnvolvimento
de uma técnica simples de remoclBo do ntcles por simples
amputacio da parte basal da odlula.

As células anuclesadas foram capazes de sobreviver por
varias semanas nsstas  condigles e  alnda apresentaram &
capacidade de=msnvolver s morfogénese (HEMMERLING, 1832, 1834,

0 megundo experimento cldssico envolveu a enxertis da
parte basal de uma célula em wma anucleada de uma outra océlula.
Este processc resulitou numa combinacio do citoplasma e rizdide
{nhclec) de células diferentes. Tails combinacles sobreviveram &
desenvolveram a capacidade morfogenédticas com s formacio do
chapéu especifico da espéoie do rizdide. As snxzertias podsm ser
hombGlogee oun heterdlogas (HEMMERLING, 1932, 1935, 1843,

No terceiro experimento o rizdide fol removido & o
ndcies da céluls isoladeo (HEMMERLING, 18583, 1883a). 0= niclecs

imolados lmplantados nas célulss amaclsadas de Adcetabularia




resultaram no sucesso  da operacho, signiflicandn que o
citoplasma = o nicleos zobrevivem permanecendo fancionais,

O mistema de membrans do mbcleo, nessas situacles,
era altamente resistente, provavelmente devido & uma fina
pcamada citoplaspdtics gue encobria o wicles guando das operacko
no procadinento do isolamento.

A partir desses trés trabalhos clissicos Himmerling
antecipou ums beoa parte dog conhecimentos  socbre biclogis
m@l&@ular a pogtulon a exigténcia de vm gradiente intracelular
de substincias responsdvels pels morfogéness.

Sobre & capacidads moricgendtica das célulasg
anuclisadas, Himmerling concluiu gue deveria haver estidio
intermedidrios sntre a atividade nuclesr (via informacio
genétics do nlcles da oélula) & movicgénese (via expresgic da
informacBo genética no ciboplasmsy. Mals tarde oconcluiv gue
sptes sstidios intermaedisdrios STam repregentados Do
aubstincias guimicamente definidams que foram chamadaz de
substinciass morfogenéticas, A  regensrvacdc dosz fragmentos
anucleados  estavs nm  dependénois da  distribuicio desss
substincis moriogendtics.

Ho citoplasna da célula foi encontrada 1EnE
distribuicio gradusl da substéncia porfogengtics, ocom alita
concentracic no dpice da célula & baixa concentracio na base.
Schweiger (19688 demonstrou que células mentidas por um periodo

de 10 dias no escoure apregentavamn wra diminuicio no oonteido do




BHA. Estas células apds o tratamento no escuro foram anucleadas
2 cultivadas na presenca de luz. A parte anucleads spresenton
um awpento no copievds do BNA. Pelos dados HBmmerling conclulun
gue durante © tratamento no sscuro, precursores do BHNA devem
ser liberados do nicleo & acumulados no citoplasma das células.
Eotes oprecurscores, guando na presenca Jde luz. transformaram—se
em RENA clitoplasmidtico. Como eate RNA apresentave as mesnas
atividades gus & substincias moricgendtica, Himmerling (1983n)
chegon & conclusio gus a substinels morfogenédtics era um tipo
de RMA.

Segundc Brachet {1870) a substiéncia norfogendtica
deve seyr uwn tipo de HEA estdvel de longs vida, Hegundo
Schweliger (18977), as informacles genéticas podiam permanscer no
citoplasmsa das células de Adostabularia até por trds neses.

Hos Gltimos anos, vériop processces morfogenéticos
estdo sendo reexaminados ou estudados com maiores deitalhes
{BRACHET, 1887). Hovas evidéncilas foram reveladas mostrando a
importéncia da  Iluz  =szul no  controle  do crescimento &
morfogénese segundo trabpalhos inlciasdos por Clesuss {18703,
{(VARDEN-DRIESGCHE & CAUBERGE, 138R).

Sobre © nicleo da algs. importantes revelacDes foram
obtidas sobre a organizacBo do nicleo primdric gigante, seus
cromoasomos plumesos, nicleos sscundarios (PUISEUX-DAG, 1970
EPRING ef al., 1974; THENDELENRUIRG ef al., 1874}

Pesguisas scoldgicas gque refletem interesss gesral
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para oom o meilo ambiente marinho tambdén tém sido revelsdsas
racentemente (BANNWARTH e¢ =71.., 1885; BONOTTC et 2l., 1985:
BONOTTC, 19535 PEREZ-HUZAFA =¢ a1., 18085; S08A, 18985




Colsta = ounlbure de dcetabularia calyoulus
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(%2 3. Hiétodo de preperacis ds odélulas  vegetativas de

Avetabularia calivouing  parva ohaervacho ultra-

estrubural {MARKAYWA ‘¢ al., 18883,
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0.4, HMétodo de

Aostabularia

praparacic ds=

calyouius
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estrutural (modificads)

A, FizscBo:

- 2 b con solugio Y de glutaraideido + 2% de Acide
@i 100 mM Lanpio cacodilats M 7.0 e
parafornaldeids puma proporoic de Bl &
ambiente {20% « ZE2(),
B, Loavagem:
- 4 = 1% min & 40 am BO mM de tamrpio cacodilats b
£, Pag-fixacio:
- L D com smolucHs BY tetrdxide de Ssmioc sm 100 mM
cacodilato ol 7,0 8 450,
Ui, Lavegem:
-~ £ oz 1% min a 40 am 30% de Alcool stilico
E. Contrastacio:
~ “in bloco” em 5% de scstato de uranila e 9o,.5%
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Tabela 3) Formacic de chapéus nas oélulas nucleadas =
anucleasdas de 12 mp de comprimento apds tratamento

com actinomicinse D,
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BE.F. Gltrasstrutura das gélulas vegesiatives de

Aratabularia calyouius.
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GE.B. Incorporaciio do smercador redicostive [PFHl-uridinae nas

réElulas vegetastivas de fAcosiabularia caivoulus,
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A eliminacBo do rizdide nas Acetabularia produz
celulas anucleadaz, Estas podem  sobreviver por um  longo
paricdo, de Semanas até mEseE, n&o 25 apresentando
sobrevivéncia mas Lambém  exibindo grandes  variscUseg  nas
caparidades morfopenéticas. A posigfo do locasl da anucleacioc
influl largaments na regensracgic da célula. Uz Iragmenios
préoximos ac aplece da células apresentaran malor capacidads
morfogenética do que fragmentos proéximos ao rizdide.

Has culturas sincronizadas, onde as potencislidades
das células =80 hoooglneas, & anucleacdo de células 1 omm aclins
do rizdéide dentro de virios estidios de crescimento demonstrou
diferencas evidentes na capacidade de formacic de chapéu.

Os resultados obtidos demonstraram que 2 capacidade
morfogenética esitd na dependénoiaz 4da  idade celular ou do
tamanho da célula no momento da anucleacHo. Quanto malor a
parte mnucleada, mais rapida fol a resposta na diferenciacio
morfoldgica {(figura 3a & tabela 25,

Experimentos cléssicos de Himmerling (13863a) com A,
wittsteinii, as algsas oguandeo snucleadas sobreviveram em Ltorno
de 7 meses: com 4. mediterransa {acetabulum (LY Bilva) porgles
anucleadas com 10 mm de comprimentc permansceram vivas por 70
dias, com células crescends de 3 a & mm apde anuclesclo & T7%

das partes asmuclesdas foram capazes de formar chapédus.




g4

A manuntencio das partes anucleadas no escuro diminula
s pericdo de schrevivéncia demonsbrande gque a Ifotoassintese
continuava apds a anucleaglo e determinava s extensic da
sebrevivéncia da  oédlula, com 3 realizacice de  todas as
atividades de uma célula normal. 4 razio pars esta diferenga

+

far
Josed

consideridvel no periodo de sobrevivénciz deveria zer a

s

susceptibilidade da parte anucleads & influénecia do e h

£

]

sxherns.

Hos nosasos  exserimentos  (YAMAOKA, 18803, células
anucisadas podiam sobreviver por um periocdoc longo ou curto, nag
sempre dentro de um pericde limitado. enguanto que células
nucleadas podiesm manter—se vivas por um periocdo  ilimitado,
desde que as condicles de cultura fossenm adeguadas.

Segundc Himmerling (1883a), s=m condigles normals de
luz (2000 lux}), células anucleadas com 10 mm de cowmprimento ndoc
manifestavam atividade morfogendticsa, no entanto, oflulas
nucleadss de mesmo comprimento mantidas no sscuro por & dias =
depsis anucleadas & transeferidas para a luz exiblram alia
capacidade morfogenética, conduzinde 3 formecio de chapéua_ Mo
sscurs o crescimento celular € interromplido e além disso a
célula & o material nuelear entravam em degradacBo com redugio
do nicleo, sspscialments dos nucléclos. Entretanto. a supressio
da fobtoseintese nBo resultava na supressic da atividade
fundamental do nicleo, que & & transferéncis pava o citoplasma

da gubsténcia nuclear gue induzis a morfogénese guando a célula
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ears exposta na presenga de luzs,  Assim,  ssgundo Himmerling
(19683a), a2 capacidads morfogendtice des células anucleadas
dependia da guantidade das subsitinciass morfogsnédticas presenies
no nicles no momenio da anucleacho; da extensio do pericdo no
sscuro onde essas substincias sram liberadas do nolicleo pars o
citoplasms e posterior actmulo na regidc apical da célula. Isto
tornou  svidente gue precursores da substincia morfogenébica
aram libevados no szcuro e gue no citoplasme eran convertidos
ne presenca de luz para a forma abiva,. ocorrendo a sintese da
proteinas mesme na auséneia do micles. A parte essencizl da
capacidade wmorfogendtica porteanto localizava-se na parte apical
da céluls, onde se substénciss morfogendticas eram acumiladas,

arpuclesdss ndo

bt
e
£

NMos nossos eyxperimsntos, as oéliuy
foram mantidas & nem submetidas a2 um pré-tratamentc no escuro
antes da anuclescio, mas apresentaram resultados semelhantes
guante &  capacidade morfogendticsa. Do resuliados tambén
concluiu-se que quanto mals Jjovem a céluls {(menor comprimento)
menoy a capacidade morfogendtica, sendo gue teods o processo da
morfogénese estd fortemesnte relacionado com o desenvolvimento
nuclear e gue variacles na capacidade morfogenédtica das partes
anucleadas n¥o eram devidas &s mudancas nas atividades do
suhstrato protoplasmdtics, mas a uma conseglfncisz de mudancas
na atividade do nidcleo durante o desenvolvimento normal da
ceélula. Hazsazs variaples n8¢ eram auténomas, dependiam das

condicCfer do sistema celular. sends que nas células idosas o




nhclec £ menog atlive gue nas célulss Jovens.

A durscio de vida de uma cofluls anuclsads pods ser
caleoulada pegunds o bempo do gual o fragmento amuclieado mantém
sua capacidads para formar chepéu = sintetizar proteinas. Ests
paricde pode dursr de 2 a8 2 semanas.

& nidcles da  Aoetabularis controls o padrico  de
organizacico celular, sspecialmenite do chapdu, via producio de

substinclia norfogendtica,

[£EN

Uma céluls ldoss £ definids como uma cédlula agque
formou e difesrenciou um chapdu com didmetro méximo, enguanto
gus uma odlulas & Jovem guendo sme encontra no estddio antes da
formaclo do chapéu {em A.calpouius sstéd em torno de 10 a 12 mm
de comprimento}. Ao ladeo degsas modificacles macroscdpicas um
pamers diferente de varizcles esitruturals do nhclsc foi
obeervado Junto ao microsodpio eletrdnico e de flucrescéncias.
Epsas variaoles morfcldgicas foram mals svidentes nocs nuclénios
e ag observacles foram Fizadas nessas sstruturas.

J8 fol observado por Spring et al, (1874 & Shihira-
Iishikawae e ERuroiwa (1584} gue durants a5 Iase vegstativa o
niacles primédric da Acefsbulasria passa por uma  séris  de
modificaciles estrubturalis.

O aumsnto a0 tamanihio nuclear correspondia ABO
desenvolvimente dos nucléclos, gue resuliavae num auvmento na
gintese doz riboessomeos. Por oubre lado, a degensrac8c dos

nucléoios & & ooorrénciz da divisio meidbica oorrespondla A
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ceszacio da atividade nuclear do nielen primdrio.

Trendelenburg oFf al. {18974 ¢ SBpring ef s, {19783,
nos ssus eatudos com nloroscdnlio sletednice usandos a téonles ds
gapalhamento da cromatina, observaram gue o8 nucléolos no
sstiddio de maximo desenvolvimento do nliclec primirio contém um
pamers grande de genes pré-rREA dispostos um apds outro, em
“"tandem” {cabsoa—cauda}, demnnatrando & atividads de
transcricdo do DHA, que contém cistrons para precursores do
rREA {(rDNAY.

A taxa de smintese de rREA 2 o fluxmc de informaclss do
nicles parae o citoplosms eram afetsdos pelo "esnvelheciments™ da
céluls, revelados pelae mudancas nucleclares.

Nos nossos sxperimentos em células Jjovens com 12 mm
de comprimento, o mabteriazl nuclsolar apresentou um arranic de
varias unlidades rucleclares ocom  aspecto  caractaristics  de
Tsausage-like noclecius”, observados por Spring et al, (18974)

O nmimere de unidadss nucleclares por nficleos primdaric
foi dificil ds determinar devido &4 sua associaclc formando uma
eatrutura conhecids como Tssusasge-like-~shapes” intrinsicesments
agragadas. Batudos feitos por Spring ef al. {18974) revelaram a
média de nuoléclos en A, mediterransa {acetabulum (LY Silva) em
torne de 37 unidades. Alnda, =zegundo Soring et oal. {18974, em
A. calyoulug fol caleoulads uma wmédia de 20 wnidades.

Células  idosase apresentavam  somente  un  nuclécolo

egpecifico e wvacuclado, sends o nicleo envolto por uma
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propunciada camads citoplasmitica & asusénois  de  vaolholos
snguanbo  gqus océluls Jdoven com  minime  desenvolvimento dos
nucléolos exibe ums alta atividades na producico de precursacrss
de r»RENA. O envelops rnuclear & snvolbto por ume fina camads
citoplasmatica altamente vacuonlizads (Bohwelger et &l., 18745,

& partir dessss chasyvacles oélulass dovens e idosas
poden ser facilmente distinguidas com bass na eshrutura do
nucleo.

A texa de sintese de proteinas oltoplasmiticas
atrevés do nGcleo & nucléolos satd primariamente reguladsa pela

producido de snergis cliorlasmdbica. A células mantendo-ze ativa,

G

sto &, crescendo & diferenciando, a producsio de snergia também
val aumsnitando, porém o guse ze ohssrva apde 0 alcance do médzimo
dagenvolvimento do nidclec, a cé£iuvia  enbra  gun sstado
sgtaciondrio, isto &, ums vezr formado o chapdu o volume rnuolear
ndo zofre malz aumento, mesme oom oo tokal  de  atividade
fotossintética aumsnitando. HBo £ féaclil de compreender esta
situagio, uma wver gque um aumento de energis clitoplasmdtica
certamente tenderiz a aumsntar o metabolismo celular (BRACHET,
18987y,

A observacio dos nucléolos nos nicliso primdricos com
100 a 120 mm de dismetro regultaram gue estes Fformanm agregados
de numerosas subunidades ocupsndo wsae boa  parte do ovolume
nuclesr. Cade uma degsas subunidades & caracterizads por zonasg

favilnente ldentificévels (figura Ba).




Evidéncias de  asutorradiografis wmostraram  gus o8
nucldéolos s8c locais de  intensa sintese de rHHA.  Estudos
citoguinicos e de fracionamento celular indicam gue pelo menos
10% do nucléclio & RHA, o restante € principalments proteina.
Preparaclies de nucléclos isolados contém algum DHA dsrivado
principalmente da cromatina associada ap nucléolo. Quando os
cromopsomos se tornam visiveis na divisBc celular, og nucléolos
s8o vistos freglentemente associades com especificas regiles
organizadoras do nucléclos (HOLTZAMANN & NOVIEOFF, 1885).

Vistos A& wmicroscopis eletrfnica, o0s pucléclo =

o

dividem em zonas de sstruturss diferentes {(figura 8). Além de
filamentos de cromatina, existem arveas vicas em grénulos =
regiles ove asfc filbhrilares ou amorfas {A). Alguns pesguimadores
sugerem gue o DHA da cromatinag pode ze estender até algumss das
zonas fibrilares {(SPRING & ai.. 18743,

Zonas fibrilares (A) s80 locais onde o HHA estd sendo
transcrito a partir dos moldes especificos de DHA 2 am zonas
granulosas {B)} contém produtos desta transcrigfoc gue formam
complexos com profteinas  formando grénulos {complexo  rHHA-
proteinal. Zona A conbém grandes moléculas precursoras de riNa,

recém-transcritas do »DHA & gue &4 medida que estas 830

e

odificadas possam pars A8 ZO0NA8 granulossas.
Hobora ndo hajae umas membrana gue dslimite o nucléolo,
28s vistos contatos entre estes g og envelibdrics pucleares,

provaveimente facilitando a passagen dos produtos nucleclares
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para o oitoplasma. O complexcs rENA-probeina assinm fovmados
si0 exportados do nfeleo via poro nuclear {figurs 100,

O egtudo dos nuclécios possibiliton a identificaciEo
do momento da produgdo atliva de rRHA gue coincidia também com o
periodo de dntensa transcricdo do HA na producic de mBNA
sugerindo Tue 03 Croncssonos ohservados nesta stapas fosssn
genslhantes sog cromoBsomos plumnsos,

Humerosos esbudos com o  enprege  de  snicroscopls

T3
o
ok
sk
s
&
o
it
w
&

eletrinica revelaram ue a sintese de BHA =std loo
cromating  disperss nos  ocomparbimentos  nucleslsres & ndo
nucleclares (MILLER E HAMEALO, 1872y,

Spring et =al. {[(1375) oobseyvaran oo maclzoplasms do
nicles Drimario de 4. mediterrénea {acetasbulum (L)Y Silva)
estruturas semelhantes a umse organizacio  de cromossonos
wlumoses connscidos no estidio meldticn de algumass células
animaiz. EHstes coromossomos  spresenbaven algumss  variacDes
morfoidgicas como diferencas ne tamsnho {(comprimsnta) & no grao
de dispesrsio dag aloas laterals.

Cromossomos plumosos tipicos com um eixs cocromossomal
definido, ocromdmeros e extenelfes de slcss lateraiz foram
descritas de maneirs convincente somente no estddic melidético de
céinlas animals am particulsr nos ofolitos de zlsuns peixes,
moluscos, insetoms e anfibileos (MILLEE & HAMEALO, 187%; MUOLLER,
1874 & SPRIRBG ef gl1., 18975,

Grun (1958 descreveu a ooorpéncia de  sstruturas
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semelhantss a oromossonos plumosos no estéadio de dinldtens da
cebola Allium cermusira & In = Hajdn (1870 neos fungos
hasidiomlicston. Entretanto, sstss trabalbhos nBo revelaram ums
satroturs clara & definids dos ocromoasonos plusosos,

£ aparscimsnto de satruturss zemalhantes -3
cromossaomnes plumcscs durante um periodo ourts no cicleo de vida
da Aecetabularia, vermansce objeto de intsrvesse multo amplo.

Nacleos isclados de células com 12 mm de comprimento
marcados ocom DAPI & observados s micromcfplo fluorescentes,
apregentaramn FTilamenitos oromossimicos emaranhados aparentands
fios levemente soliocs com projecles latersais semelhantes =
alcas {figura 2). e estes cromossonos 230 realmente plumosos
ou se 8o artefatos no preparo do material n8o hia evidénclas
concretas pols no aspecto geral sio bem menores do gue Agueles
ohasrvados nop odcitos de certos anfibios. Apszar disso existen
grandes possiblilidades de gue zgejam meance do tipo plumosos ums
ver gue Sring et al. {(1875) descreveram a sestruturs dos
cromossones de 4. medifsrransa como do Tipe plumosos.

Om  cromessomnos observades noe  sstddico de miximo
degenvolvimento nucleolar comparados oonm o oubtros sstadlios sio
mels grossos & solios talvez pela formacic de dobraduras de DHA
para permitir maior taxe de transcoricio de mREA.

A seme Lhanoa desnng sstruturas de CrOmOSBOnos
onservados no naolse de deosdabularia com oz des oélulas de

varios tipos animsisz todos exclusivaments na préfass meidtica




podse sey descritas ocome a posaivel relscio despes CromoSSOomOs
com as fases de crescimente vegetivo definida da alga,
sugerindo gus a Tormscio de um micleo gigante na dcetsbularia é
correlaciconada oom 2 enorme ampliacBo ds atividade do DHA na
formacio dop precursores rde miENA mendo gQue & nesme sstddic gue
o nphaclecs  deve estar franscrevendo  informacles genéticas
necessarias para a dlferenciacio do chapéu reprodutivo.

O ugoe do microscdpic elstrfnico de transmissic de
alta volbagem velo reforgar a identificacBEs dos cronossomns
coms  eendo de configuraclo plumosa pois reflebte um estado
relativamente descondensado dos cropoagomnos ¢ exbensa ativacoBo
dos geneg {figuras 12 = 13).

A ddentificsacBo dos oromossomnos cono sendo plumosos
indics também gue ¢ nlclse primaéric gigante esztid ns fasse

diplidide & representa um sstado andlogo & maburagio do zigoto.
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neasionalmente no nicleoplasma de A, mediterranes, ETUpce

semaelhantes a hastes felpudas de (“rodlike fuzzy”) filamentos
finos. Estas estruturas assens lhavamn & imagens de sinapsss

alga. Tikhomirdva et al. {(1878) asugerem gue a ocorréneia da

cromesscncs  plumoscs no  estddio de méxime desenvolvimento

De ascordo oom Soring &8 =1, (1978) oz gamestas & <
znigoto de Acetabularis esntédm 0.8 = 1.8 pg e DHA
respactivamente, enguanto gue o nuicles vegstativo glgants

contém 2.8 vz de DHA. Assim, apesar do tamsnho anormal o nidcleo
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3 aumento moderado em contstde do DHA do zigoto
comparado so do ntelec de méximo desenvolvimento provavelmente

& devido a aumento dos genes extrscromossomals {(nuclsoclarses).
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Oz resultados obtido sobre o =sfeite da AD na
formacico de chapéus com algas de 12 o 1B mm de comprimento
demonstraram novamente uma relaclo restritz entre a capscidade
morfogenética e a producfo da substincia morfogenética pelo
ntclieo.

Actinomicinag DI, inibidor dea HNE molimerase, portanio

nibicio s

o
e

gnox«,

inihe a transcricfho do DHA pars BHA & consagliente

sintese proteica apenss retardou a2 manifestacio da capacidads

morpfogendtica nag céliulas pré-tratasdas.
t

P

{1 emprego do antibidético AD nos experimentos trouxe
resultados semelhantss aos dos experimentos scbre 3 anuclsacic

beracio das substincis morfogesnética

st
e

des cdlulss. A producioc s
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sstava relacionads oom &2 & ldade celulsr =2 pars a fo
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chapdu hi a necessidade de sintese de proteinss esps
eodificadas no nicleo.

Celulas com 12 e 15 mm de comprimento gus nio

aofreran wm vré-tratamento O Al guande  amicleadas
damonstraran s rcapacidads de diferenciacico morfoldgica com a
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com 10 ug/ml de AD. guando asnucleadas & transferidss para meio
ae cultura normal, apresentaran um afalitc revarsivael

manifeatando, apds um periodo de recupsrsacio. a capacidade
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mélulas tambem apresentzram 0o afsito da idsds os

e}

foram obssrvadeos nas células controle, porém o tempo Que assas

0

células levaram para manifestar & iniciacBo da formacio d
rchapdy fol mais longs, ou =2eis, houve wre atraso de alguns dias
sm relacic ao conbrols.

Oom relacie &z células nuclieadas pré-tratadas com AD
o efeite foli também resversivel, apresantands também un atraso
na  inicisgBs dosz  chapdus  oue foi maiocr do gus células
anunlieadas pré-tratadss com &2 AD. Porédm., analisando-se o total

o o de ohapéus no decursoe de Z1 dias chessrvemnns gue nio

§1§€

formeso

£

& - o

morfogénese na  parte amacleads, portants & habllidads pars
regeneracio e producic de chapdus & devido aos mENAs estavels
prasentes no citoplasms das célulass antes deo tratamsnic com AD

O efeits retardatiric das células nucleadas sugsre

gue gradients de sintese de proteinas é dependente em paris

e

sintese "de nove' de moléculas de mBNA, posterior libneracio
para o citoplasma e distribuiglo dpico-bazal. Uradiente Spico-
hasal também pods resulisr da andlise de proteinas do clhtosel =

daz orgasnelas porém trabzlhos ocom emprego da puromicina e
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fegundo PBrachet (1887 fragmentos anuclesados podenm
sintetizar vproteinss especificas codificadas pelc miclsos
durante ¥ 3 3 semsnas = reds de sintess de protsinas eshavs

correlacionads com a iniciacBo = dasenvolvimesnto do chapéu.

5,

Tento DNA come BHNA sumentavam até 2 vezes nos Ifragmentos

anucleados com chapdus. A explinasico pers isto era gus o DHA do
cloroplasto podis plicar na ausfnols do ndcleo.

i

Inibidores da transcoricic do THA & EEA do oloroplasto

i3

e da =intess de proteinas nio afetavam 2 iniciacio e formascd

de chapdus nos Ffragmentoz anuclesados somente retardavam &
completa difersnciacis do chapdn. Enguantc gus inibhidor da
mintsse do BHA nuclsar, AD. impedis 2 regeneracic zomente da
rarts nuclieads, tendo poucc efeito ns parte anucleads (BRACHET,
1987y,

Varios esxtudos indicam  gue clorvoplagtos  coniém

313‘»
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informacles suflcisntss e todo o mescanismo para bransceri
traducic, dsterminande wn cesrto grau de autonomis (CBAIG &
GIBOR, 1870; LOTTEE. 1881; BERGER % ai.. 1887).

Yanden Driesmsches et 2. {1970} obssyvaram gu a
adiclic de 20 wug/ml de AD no meio de cultura progressivaments

inibis o ritmo da fotossintese nas cocelulas intsgras no decorrsy

de ume ssmansg, enguante nas  océdluvlas  anucliseadss ndEo ers
ohssrvado o efeito do inibidor. O sfeite ds AD fol interpretado

comn 1 & tadoe da inibiclo da sintesss do mBNA de longa vida.
comne o rasultade ds inib ds sintsoss 4 BHA de long ida

Tambén, Mergenhsagen e Schweilger {1875} wverificaran gue o




ratamento das célulass nuclsadse & asnuclssdas com 5 ug/ml ds AD

fes

cauznou a inibicio da expreszis deo ritmo circediano da esvoluch

de Oz apenas nas células nuoleadss.

guh

A interpretacico doz  resultados  zobra o afeito
retardatidric na formacico do chapdu cossionado pelo Lratamenic

com AD possivelments fol devideo & ums diminuiecio da atividads

fotossintética,. Ssgundoe Cralg s Gibor (1870), o tratamento com

devendéncis am parte de novas moléculasz de RHA sintetizadas.
Titocalassinag B foi  usada como o um inibidor  ds

movimentos intracsliulares nums grande variedads de orgsnlismos

az {CAHRTEE, 1967; WEGSSELD ef al., 1871%.
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chservaram gue uma concentracio de 100 wg/ml de CB inibla
reversivelmente a corrente citoplasmdtica. O mesmos efelios
foram obseprvados nos nossos srxperimentos com a Acefebularia,
sugerindo que nas células de dostabularia, tal como em outros

oyganismos, nicrofilamentos devem estar envolvidos ne movimentio

tratamento com CB, recuperavam os novimentos citoplasmiéticos
mae nio foram capszes ds prosssgulr com a diferenciacio normal
do chapédu, ocorrends um nova slongacfo do taleo e formacio ds
verticilos sstérels {(figura Z1).

Zhihira—-lahikawa st al, {1985, ohEervaran aus
dependende das condicles de cultura, uma alga qgque asta
iniciands a formscfo deo chapdu, num dado momento pode retornar
so estade de morfogdnese anterior ou ssjiz a difervenciscio dos
verticilos sstéreis ou mesmo o alongasmento do talo, comscando
de novo a norfogéness seguinds o processo normal.

T8 resultados obtides com OB sugesrem um envolvimento
dos microfilamentos em todo o movimento intracelular, uma vez

gue Puiseux-Dac (18978), ¥Hoop e Kisrmayer (1880a) sugeriram gue

microfilamentos & microttbulos particivan como slsmentos stivos
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Hos nossos resulitados sobre a nio &if&r&ﬁ@iﬁé%@ do
chapén podsmos congiderar duas aiternativas: o gfelito
irreversivel da o sohre oz microfilsmentos & 0 & ndo
varticipacio dos microfilamentos no citoplasma da alga. Porém a
pragencs  de nmicrofilamentos e micreotidbulos clioplasmaticos
foram observados & descritos para esta =zlge em diferentes
sztédios de dessenvolvimento (WOODCOCE, 1871; MENZEL, 1988).

Menzel {(1888) cbhservou e definiu s prsssnca da actina
na fase wvegetatliva da Acefsbularis seguindo uma distribuicic em

4 % 133

sptruturas como cebos’; o citoplasmas parietal € percorrvids por

feixes macicpos de filamentos de actina correndo regulsrmente
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Bassados sobre evidéncias
Kiermaver {(1580s. b propusseram o senvolvimsnic da achtina no
transports dg oloroplastos. & actins e MTz no ssgundo pecaniamo
de transpote denominsdo "hesded streaming bands” . Esse segundo

sziculas, grupos de grénuice de polifosfato
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a nhclecs sscundérios numa velocidads oalcoulads de 5 a8 11 w3

mag-t
0 mistems de microfilamentos € encontrado dursnts
todo o estiddlios de desenvolvimento 2 sobh asta rede  os

o

cloropliastos movem & ums velooidade de 1 a2 Z um = ssg-t.
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O e participam oom & 2 orincipal funcio de

3

transporte dos niclecs ascunddrios (MENIEL, 1988). HEntrstanto

i

%]

81 oconfiguracBs nic fol encontrads nos estiadics precoces d

Bm nosscs estudos o8 testez ocom imunoflucrescéncis

indireta nio detsctaram 2 pressncae 48 MUz no sstidic ds

iniciacis do chespéu. % possivel gus a odlula expresse fTipos ds
t

tubulinas imunclogicamentes diferentes durante satddios presooces

& desenvolvimento ou que oz MTs no Thsaded sbresaming bands”

ko

{¥O0P & ETERMAYEER, 1280a. 1) es=ztejam presenbtess somente  an
susntidades diminutas sends impossivel s detescglo por sste
mé&todo.

mecanismos de interacBo entre FHis = actinag ns

2
0

Apetabularia ainda z8o desconhecideos. mas sico sugeridos gues o
snvolvimento coordesnado de ambos os slementos do citossgusleto

no movimento de organelas & um aspecto considsrado tipice nas

Suants ac mecanismo dos movimentos cltoplazsmiticos
hem como susa regulacis, Pulseuw-Dao {18972) propos ume reguliacio
weis & provavelmsnis

a membrana
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plasmédtica o local escolhido uma vez gue OB & conhecida como




Hm condicles nornais, a8 composicio ifnios A0
citoplasma deve ser responsavel palo movimsento  normal  do
clitoplasms. O usmo do inibidor possivelmenite alterouw &
momoosicds ifnice gue também intlue nos microfilasmesnios & oomo

congequincia no movimento citoplasmdtico.
Com  es wudancas  hidreodindmicas  do  citoplssma 2

o

construacio & o funcionamento de diferentes nivelies de MF fovan

modificadas influsnciando o transporie intracelular dag
noléoulas gue podsm ss moumular ou ndo ondes foram sintstizadas,

alcancande ou nidc oz alvos, isto &, az orgaenelas ou vesioculas

de Golgl gus contém substinciss necessirias paras o aumento da

Zgtudos citeldégicos revelaram gue HNA nas cédlulas de
Acstebularia sstio distrivuidos num gradisnte dpico-basal & foil
woestulado gue sste gradients pode ssr oum resulitsdo de ums

t Faréneilas polar do BHA do niclso 8 posteriorments asumulo

e zZong  de  oresscimento ong coorre o svenbs moerfogsnético
(HATIMMOVA et al., 18763,

Dazv of al. [(1883) obhservaram gue OB inibe a migragio
do rHENA sugerindo gue pars sste processo hd o envolvimenito dos
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Como nas algss cenociticas gue degenvolveran syemplos
notdveis de movimento intracelulasr spvolvends Mis & setins
(MENZEL & SCHLIWA, 1988a, b)) igualmente no caso da deretabularis

aue  passa  por  ums  difsrenciscBce sltoplasmitics  induzindo
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chapéu. FPortanto mesmo o efeito sendo rsversivel com a retomads

dos movimentos intracelulsrss, uma vez o processo morfogendtic:
sende dessligadeo, a cédlula deve apressnitar algunm mecanisms gus
far com gue ela volte pars processos morfogenéticos anteriares

vgrticlilos

B

mn  chapdu, isto &, crsscimento & formacics d

Desde gus &8 corrente oitoplasmatica pozss smer & chave

do transporte do RNA, o Fluxo dindmico do nitoplesma particips
com umpa Tuncio importants das regulacio da morfogénese celulsar e

o efsitos da OB Fazer umas ligacio sentre 2 corranits
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intracsiular & procsssos norfogen
Morfogénese & o vesultads de um mecanismo regulatdric

complexe. HNa Acstsbularia =sta regulacic ocorre ao nivel

e
f

citoplasmatico embora & informacio genédtica para morfogéness

asteia armazensads no OHNA nuclear HAMMERLING, 1834, 1883,

‘gf‘;
citoplasma a nivel de traducic (WERE, 18707 & isto esté de
soords velo fato de gus a morvicgéness ooorrs AT oM a5




Células anucleadas foram capazes de formar verticilos
gatéreis & chapdus egpécies—-sgpecificos, porhanto Y
poszibilidade de a regulaclo fundamental ocorrer a nivel de
transcrigin pods ey exciuldsa, sonsliderando-ge que o

e

mecanismos reguledores da morfogéness operam no citoplasma.

e

warticipacie do siorvovlastos na morfogéness £

Y

i

indireta pela producBe de monossacaridecs para a sintese da

parede celular (WERZ, 1870a). O citoplasma estd snvolvid
dirsetamente na fabricacBo dos precursorss polissacaridsocs da
pareds cslular & debtsrminando a'f&?ma da célula.

Hag oflulas de Aposrabyplaris s sinteme do msesterisl

da parsde celular para o cresciments do talo
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e & formscio do chapdu  ocorremn  deniro de szitruturss no

citoplasma posszivelmente nas  estruluras  gue  constitusm o
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nrganizades esitdc  intimamente relacicnados com o retiouls

endoplasmatico e =80  responsdveis pela  polimsrizacioc  do
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mutsrial da pared
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&iulas de dcsfabularia szibsm orescimento aploal.

Gm  concordinecia  opm sate feto esti =& observagic gues o8

siementos ativamenite snvolvidos no orescimento celular.
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Heose locais onde 0o estd  ocorrvsnde  oresciment

ﬂ;

shasrvam—se poucos dictiossomcs e  eéstruturas  vesiculsre

{figura 26a) indicando um relacionamento intimo entre a funcio
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Ohesrvancs  btambém gus as
sstidios muito jovens nio apresentaram a capacidede de formaclo
de chapdus. Com o crescimento blogueasdo, as obassrvacbes

wltrasstrotursisz  revelarsr somenits  szbtruturss do reticulo

Dictimssrmos geraliments sio encontrades relaciconados
com reticulo endoplasmiético. Hate relacionamento sstrutural faz

ramhém com gue exista um interrslacionamentc funcional entre os
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dois sistemas de membranzs. Além disto,
aue  ATraves dog ocanals do reticoulo andoplasnébico, as

informecfez morfogenéticas migram do niiclec para © sistems de

dicticossoncs. Fugers-se  taobhén gus o fluxe de enzimas




0 dnicio do desenvolvimsnto do chaped ainds psrmanscs

pouco eliucidado. Num determinade ponto de crescimento da alga,

i
‘mintomas” da formaclo do chapdu, o citoplasma 34 tenha
racabids a mensagem de parapr oom o orescimento pars dar inicie
4 Tormecio do chapdu. Como podemos cbservar pselas flgurss Z24b e
o, para a célula produzir novas estruturas celulares, deve
haver umna producBs ative de componentes do citoesgusliefto comoe

microttGbulos, estss dandc orientaclss provavsimsnite através ds

habilidads i Llgarem sm Dpolimsacaridsos vré-fahricados
sgpecificanente. No entanto, nas célulazs de dcosfadbularis nssse

orzanizsciBs de novas estruturas niEs £ dirigida pelos
microtibulos, mas certamente por um outre slemento,. similar ao
constituinte citoplasmitico. Pelos nossos rvesultados oom ©

smprege de CB no inicic da formagho do chapéu, podemog dizer

filamentos de actina deven ez
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mer para =& producio de  sintese de precurscres da  parsde
celular. Para a formacBs do chapdu haveris a nscessidade d2
alta producio da paredes celular.

A formacic da pareds celular dependes  de  um

P
A

funcicnamento  ooordsnade de védrios  sistesmas  de nembranas

o

gndoplasmédticas. Hlaes= BED o8 iocmis St mintese &
polissacarideos da parede celular & operam no transportse dos

materisa precursores da parede para aguelas reglifes da célula

Como Foi obssrvads ne figurs Z4b, hé a occorrpdnoia de
intmeras vesiculas & algumas delas wvoltadas para o locel de
formasids da  novs pareds celular. Estase vesgioculas estio

nas =uas especificas deposigles durante a moriogénese. Também
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trabalham oom mito nivel de coo
reticulo endoplasmitico, Golgi, cloroplastos 2 wnitoctHndrias,
durante diferentes estidics de diferenciacis celulesr. Todos

estes processcs sio governados pela agdo nucliear.




Bvidéncias favorscem un modelo (figura 24y do gual o

reticuln sndoplasmético de um lado ssztd conectads dirstamentes

com o nficlsc via membrana nuclesr 2 por oubro lado & capaz de
sontpoiar a sintesse de diferentes sspécies de precursoras 4o

material vtilizade na formecBo da parede celular.
& membrana vlasmitica contém certas enzimas complexas

=

aua podem participar na deposicEo do material da parede celular

devido & sua capacidade de conduzir a ligscBo primidria dos
carboidratos coms o0 20 Trimeire passo na  formacio  das pareds
ocelular (WERZ, 1870sa).

4 composiclo guimica da parsede celular das algas fol

analisada por diversos autcres apresentando certa diversidade

3

nas substinciss constituintes.

am uma océluls da dostebularia {taloc. vertiocileos astéreis s
chapéus' afc difersntes na estrutura e na composigdc de
monossacaridecs (WERZ. 1888, Bm gersal consistem principalmente

de manose e oom og outroz polissscaridecs presentes sm menor

guantidade {(ZETICHE =& a7, 18701,
Miwa 2%  al. {1981 rclassificow o8  principals
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aventualmesnte =substituem & celulose gue ocorre como principal
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Backmann & Zstsche {19797 shssrvaram a relascio sntre

2 smintess ds manose & a atividsde ds gusnosins difcosfato manoes
pircfosforilase & mancse sintetasze. Ambas snzimas sstic com
atividade alta guando ze cédlulass estico em fase de cresscimento.

E com o termino do orescimentc ss atividades de asmbas enzimas

caem, principalments a mances sintetase gue cal para valores

m L
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ot
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nem bhailxEoss. Obssrvaram tambdm gue nas  cgl

o

atividads de manose sintetasse £ alis enguanito gus nas células

anucieadas principaliment guando param ds  orsscer, diminus a
atividade s enzima. No momento, a8 0 localizacio da manocas
sintetasse nBo 6 cerita, mas provavelmente deve asr 008

& interessse espscial do  estudo da  interrelagio
niclec~citopliasma na Acetabuiaria essta dirigido ao controle da
expressio oo gense., U ntolss da algs Q@ﬁ@%m o genoma nuclisar &
todos o2 componsnies pars a replicacBo s ;f&ﬁaﬁfiggﬁ do DHA, aco

paEsc ous o3  produtosz  das  transoricio as mensagens, 85350

-

tradusidas no olitoplasmas zobre o ribossoms BOZ.
MitoofOndrias = oE clovoniazios contém sistemas
sintetizadeores de proteinas gue snvolven ribossomos 708, As

organelas também apressntam DA especifico = ssus priprios
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As primeiras evidéncias gue rRNA do ribozmsomo 705 era

codificado pelos cloroplastos foram demonstradas com as células
de Acetabulariz. Por outro lado, foi demonstrado também qus
varias proteinas dogs ribossonos dos cloroplastos sEo

codificadas pelo nhclse (HLOPPESTECH & SCHWERGER, 1873z, b,
A sintese dos riboseocmos depends altamente do sstédio

de demesnvolvimento das células. A tax da mintsss aumsnta

B

durante a difsrenciazcis da oéluls,

Cimtrons de rRHA de Aecetabulariaz foram apresentados
como sendo altamente redundantes. A redundéncia parece estar
serrelacionads com o 2 ocomprimente da  oélula,  indicando gue
amplificacio tem lugar pelo menos em grande parte da fase
vegstativa (BERGER & SCUHWEIGER, 1875b: KLOPPSTECH & ESCHWEIGER,
1877y,

Mos nosszos  esperimentos as células de B omm de

comprimento aspresentaram valores maiores de incorpeoraglo das

de 12 om de comprimento os wvelores maiores foram observados na

parte do citoplasma. Eztes dados confirmavam a atividade do

Com experimentos de autorradicgrafis, Janowski e
precurscres de RNA marcados =
‘%

que
incorporados no miclsc e entdo tornam-sze dietribuidos ac longo

de um gradisnte de concentragio dpico-basal.
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'mirante o Hesenvolivimento & salgs dScstabularia passa

por uma morfogénese sspécle-esgpecifica. Nog diferentes estiddios

gz morfogéness, me populacio carachteristica e RHas
esspecificeos da espécis reflete a atividads de diferentss genes

edlula gue estd indtcisndc 2 formacdc do chapéu apressntou
quantidades altas de ribossomos ligados a membranzs Iformando
sstruturas tipicas do reticule sndeoplssmitico rugoso e Lambém

a fase de intensa atividade na sintess proteics pars a producio

de substénciss precurscoras do chapén [(figura Z4a). Ubzsrvando-
se o citoplasms da céluls nesse mesmo estadio,. a presssnoa de

mitochndrias, cloroplastos e aparelhos de Golgl. servem de
supsyrte a esga intenss atividade proteics.
Ho sntanto, cdlulas com parads de crescimento, ssam
E 3 ;
Fformacko de shapéu. nio BpTeRsnTAT AN rivossomos, o8
cloraplastos alterados, morfologicaments e egtruturas o

£ o

?etia lo sndoplasmdtine liso, resultando num estidio guaze =em

atividade de sintess protéica {(figurs Zb=si.

RegulacBc d= sexpressic do gense a0 nivel de pdae-
transoricin fol demonstrada nas Adeefabylaria durante a formacio

[
o
(]




Li-Weber & Schweiger (1985) analisando ¢ total de RNA
nuclear  Dpor “"Hoprthern  ThibridizaciSo detestaran  variagDes

significantes na guantidade de EFNAs hibridizédveis durante

czlular. A guantidads des
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difa
mensagens especificas  da  espécle pressnte na céelula  era
conatants nos diferentes asstidios des desenvolvimento, mas slas

eram traduzidas nos estédios sapecificos do desenvolvimento, ou

obasrvade =omente no curto periodo gue antecede s formagdo do

chapéy & isto foi mais uma evidéncis gue atividade de sintese

fude

de protsinaz estid relacionada dirstamente com a formacio do
chapéu,
E de grande interesse a andlise dessas proteinas a

nivel molecular parsa verificagio do tipo de proteinas gus estio
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05 Conoluntes

- FPodemos concluir gue:

Has odlulssg com 10 mn de comprimento as infﬁfmagéaﬁ
genédticas libsradas pelo micleo evam sonentse para o oressoimsnto
& oéluls, wma, ver gus guandos estas oélulas sranm
arucleadss, elas nido foram capaszes de diferenciscBo morfoldgios
do chapdu. O nucleclos tsubén alnds se encontravam em fasze de
maturacis oom  pouca produclBo de rRHA.  Portanto az oélulas
anuclaadas neste estadic coresclam um  pouco, Llogo  formando
dvices aryedondados.

Células com 12 mm de comprimento apressnbavan um
nhocles com intensa atividade nucleclar, produzinde precursores
do rENA pecessdrics pars a sintess protelica bem comt & pressnca
de cromogsomos semelhantes s plumoscs indicandce alits taxs na
transcricio dos precurscres do mPERA.  TA medida gus estas
substénciassg vao sende formadas, s8o liberadas para ¢ cltoplasma
e Lransportadas  ewm dirscBo a2 regilc  apical  onds ficam
acumiiadas .

Az eélulas anuclsadsas neste sztéadic congseguiram
reganerar porgue o HEAz formados no oltoplasmas a2 partir dos
precursores sio codificsdos de acords com as informacdses do
ndclies para a sintess especifics de proteinas, conduzindo &

5% 3

atividade celuler gue resulbavae na formacic de chanél




funds
WS
i

gspacifico da espécie.
Com essees dados podemnz estabelescer gue a liberacio
das  informacfes gendiicas nscessirias para a formaclo e

difersnciaclc do chapéu na Acoetabuiaris ocorre num intervalo

mf¢

wito curto, osrea de 1 s 2 dizss do seu oliclo de vida, gue gira
em torng ae 80 dias {(figure 287%.

Az observacfeszs ultrasstruturals confirmaram gus oS
nucléolos no estadic que antecede & formacBo do chapdu,
apresentavam-se altamente desenvolvidos yproduzindo sm grande
esnals o8 precurscres de ribg

A microscopia eletrinins de alta voltagem Lornou malis

evidente s prezencs de cromossomos semelhsnte

b
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ot
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4

aatiglico de diferenciscio morfoldgics.

Cortes ultrafinocs de Adplces de cédlulas com inicio de
formacko d chapé oheervad 5 icroacdpics  eletrdnice
SLNALAa0 & onapau CoREervVAdos a0 BICrosctpio sietrinico
evidenciaram presenca macics de ribosgomos livees & ligados &8
membranas do reticoulo endoplasmitico. mitochndrias e apareliho
de Golgl sugerindo a ocorréncis de sintese abtivae de probsinas

5 g N e 5

gue sio necegsdrias para a diferenciacdo do chapdu.

Foram observadas bLanbén vressnca  de  vesiculas

¥

seorstoras Jus oposaivelments estic encarregadas do fransporis

o B no O em direcBo acs locsis

s
B

de spubstincias sintetizadas

"

de sintese de oovas paredes celulares.
O smprego do iedtops radioativeo [SHi-uridina brouxe

regultados satisfatdrios evidenciando a wmigracio dos produtos




sintetizados no micles & posterior distrivoicio as longo da

1
i

célula. Hasszes resultados wmostrarasm sstar de scovdoe com

ohaervacies ulirassirutursis.




FORMACAO DOCHAPEU

118

APICE ARREDONDADO

- 5 .
sintese de proteinas crescimento
para ) .
formacdo do chapé€u temporario
r 4 _—

P

15mm 12mm 10mm
DEGENERACAQ NUCLEOLOS DESENVOLVIMENTO
NUCLEQLOS DESENVOLVIDOS DOS NUCLEOLQOS

Figura 28) RepresentscBo esquemdtica da relaclo entrs maturacio

do macles 2 a difsrenciacio celular.
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YariacHes morfoldgicas do nicles da algs marinhs

Aoetabularia calyvouluys {Guoy e Gaimsrd) foram anaslissdas con
emprego do marcador fluocrescente DAP] am células de diferentes e

gatidgios de crescimento dentro de uma cultura sincronizads.

s :

Oz resultados indicaram gue o aumento do volume

nuclear correspondis 4 un grands dssenvolvimento dos nucléolos
durante o© crescimento gcelular. No sstiddio gues antsceds a
formacio de chapéu {12 mm de comprimento) oz nucléolos chegsvam

poupsr  gquase gus S0% de micles, apressntandce sesbhruturas

i

tipicas conhecidas como Tsausage-like shapes”: indicands gus
neste estéadic =std occorrendo a zsinteszs de precursores de rHNA
em grande sscals.

FParalelamenite, o8 oronossonos aspresentavam—se mais

o

tos, descondenssdos, asssme hando-se 2 oromossonos plumoacs,

*.»m

£073

i‘%i

gende ous neste eptédlo chssrvou-se alta taxa de sinbtese de
mithiA

Esses resultados foram confirmados com as obssrvacles
uitrasgtruturais de células com apices em crescimento & Spices
com  inicic de diferenciacio do chapéu. Foram obhssrvadas
formacles de ribossomos ligsdes &g membranas do  reticuls
endoplasmitico, ribossonos livres, aparvrelho de Golgi, vesiculas

secratoras, cloroplastos =& mitoctndrias, indicando grands
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proteinas.

i3

necessidade de producBo maciga de substinciass precurscoras da

1

Az observaclss ultrasstruturalis de épicesz de célulass
~om inicio de formacic de chapdu evidencisram a2 presencs de
vemiculas smecretorss volitadas em direcdo aocs locals de sintese

de novas vparedes celulsrea. Hsszgas sgubstinciss precursoras

neceszdrias LRTA sinteaes da novas paredas ceiuiares,
asintetizadas no reticulo endoplasmidtico e no Gelgli, =&

provavelmente transportadas via vesiculss secrstoras

v

A andlise dos RHAs sintetizados oo nfclsoe 2 positerior
transporte ao longo de  céluls, com  emprego do  isétopo
radicative [BHl-uridines., apresentou resulitados gue corroboram

e ttic] otz demalils resultados aobtidos nas shzervacies
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slgae Arstsbulsria calveulus (Quoy 2 Gelimard) were analysed by
T

the uss of ths flucrsscent dye DAPT in calls from differsent

mtages of growth in & synehronized culiture.

great development of nuclecli
during the ce2l] growth., In the stage before toc cap formation
17 mm length) the nuclsoli oocupled almost 20X of the nucle

wresenting characteristic structures known == mausage—1ike

At the sams time, the chronosomes were unpachksd,

vnoondenssad, similar to lampbhrush chromosomss, a3 we ohaesrved a

]

shmarvatione of growing cell  tips and 22ll fips in the

B

7

]
it

heginning of cap differentistion. Endoplasmatic reticulum

e . , o e v
menhbrane~atiached riboszomss structures,. free ribosgones, Golgil
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of new cellulsr walls. For that to happen thevse iz a nesd for
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being transported by mesne of secretion vesiocles.
The =nalvsis of the rvadigachtive [PHi-uridins EEA s

gsynthetised in the nuclsus and transported along thes csll body

presented further support for the ultrastructural
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