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RESUMO

Os tunicados pertencem ao filo Chordata, sdo organismos exclusivamente
marinhos, sendo encontrados em coldénias, ou na forma solitaria. Sendo
Ascidiacea o taxon mais representativo em nimero de espécies. As ascidias sdo
animais sésseis, filtradores, hermafroditas, € podem habitar desde regides entre
marés até grandes profundidades. As ascidias podem ser encontradas em
associagao de simbiose com algas Prochloron, que séo algas procariéticas, de cor
verde, esféricas, possuem clorofila a e b e ndo possuem ficobilinas. Foram
analisadas quatro colénias de ascidias da familia Didemnidae para verificar essa
associacao, sendo elas: Didemnum galacteum, Didemnum ligulum, Didemnum
psammatodes e Polysyncraton sp. A metodologia utilizada foi de analises
histolégicas em microscépio e disseccdo sob lupa. Duas dessas espécies,
Didemnum galacteum e Didemnum ligulum, apresentaram células simbiontes na
superficie externa da colénia. Didemnum psammatodes e Polysyncraton sp nao
apresentaram células simbiontes. Uma descricdo da estrutura das colbnias, das
tiinicas dos animais e das células de Prochloron é apresentada. Neste trabalho &
possivel conhecer a ecologia desses organismos. Na costa cearense ndo se
conhece nada a respeito dessa associacdo, levando-se em consideragdo a
caréncia de estudo, o objetivo deste trabalho foi conhecer quais espécies de
ascidias da familia Didemnidae no litoral do Ceara apresentam esses organismos
simbiontes, onde eles estdo localizados e quais sdo esses simbiontes.
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CARACTERIZACAO DOS DIDEMNIDAE (CHORDATA:TUNICATA) EM
SIMBIOSE COM MICROALGAS NO LITORAL DO CEARA

Francisca Andréa da Silva Oliveira

1. INTRODUGAO

Os tunicados pertencem ao subfilo Tunicata do filo Chordata e
compreendem organismos exclusivamente marinhos, que vivem em col6nias ou
sdo solitarios (MILLAR, 1971). Dentre os tunicados, o taxon mais representativo
em numero de espécies & Ascidiacea (BARNES, 1990). As ascidias sdo animais
sésseis, filtradores, podem viver desde regiées entre marés até grandes
profundidades, sendo bastante comuns em regides costeiras.

Normalmente os tunicados s&o hermafroditas, podendo apresentar
reproducdo assexuada (brotamento) ou reproducdo sexuada (MONNIOT et al.,
1991). Na reproducdo sexuada, a fecundagdo pode ser interna com os ovos
incubados no atrio ou em outras cavidades, ou externos com o desenvolvimento
planctonico, resultando em larvas (VILLEE et al.,1984). As larvas séo girin6ides,
fixando-se ao substrato com a regido anterior. De acordo com Ruppert e Barnes,
(1996), ocorre uma tor¢do de 180° na regido antero-posterior, na qual possibilita
gue o sifao branquial fique do lado oposto ao local de fixacao da larva.

No estagio larval ocorre a presenca de notocorda, de um tubo nervoso e de
fendas faringeas, caracteristicas que incluem as ascidias no filo Chordata.

A familia Didemnidae se destaca dentre os Ascidiacea em termos de
nimero de espécies. As Didemnidae sdo ascidias coloniais da ordem
Aplousobranchia (KOTT, 2001), apresentando individuos simétricos, que possuem
uma cavidade cloacal comum onde sdo liberadas suas excretas (VILLEE et al
.,1984). Cada colonia é formada por pequenos zodides, divididos em térax e



abdémen, e geralmente estdo na extensdo da cavidade cloacal comum (KOTT,
2001).

Alguns organismos necessitam manter uma associacéo intima com outros,
na qual denominamos de simbiose, onde existe o hospedeiro que é o organismo
maior e o simbionte que € o organismo menor, no caso, o simbionte sempre
recebe algum beneficio, diferente do hospedeiro que nem sempre é beneficiado
(VILLEE et al., 1984).

As associacdes simbidticas com algas procariéticas sdo bastante comuns e
estdo presentes na maioria dos grandes taxons animais, como esponjas,
moluscos, entre outros (HIROSE e HIROSE, 2007). Em praticamente todos os
casos a associacdo & estabelecida com o dinoflagelado Symbiodinium
microadriaticum, mas no caso das ascidias a associagdo que ocorre com as
Prochioron é tnica (MONNIOT et al.,1991). NEWCOMB e PUGH (1975) foram os
primeiros a descrever a associagéo de simbiose de ascidias com algas do género
Prochloron.

As ascidias podem abrigar algas unicelulares dos géneros Prochloron e
Synechocystis. Prochloron sa@o aigas procariéticas, esféricas, que apresentam
clorofila 2 e b e ndo possuem ficobilinas (MONNIOT et al., 1991). Encontram-se
divididas em duas camadas, a regido periférica onde estéo os tilacéides e a regido
central com os vactolos. Alguns géneros préximos, como Prochlorothrix e
Prochlorococcus sdo algas procariéticas que também apresentam clorofila b,
porém n&o sdo simbiontes (HIROSE et al., 2006).

O registro de simbiose com essas algas ocorre em muitas espécies da
familia Didemnidae, incluindo os géneros Trididemnum, Didemnum, Lissoclinum,
entre outros (KOTT, 2001). O nimero de Trididemnum simbiontes com Prochloron
é maior do que no género Didemnum apesar da diversidade deste ultimo género
ser muito maior (KOTT, 1984).

Algumas espécies adquirem os fotosimbiontes do meio ambiente o que
denominamos de transmissd@o horizontal (HIROSE e HIROSE, 2007). Essas
células vivem livres no plancton, tornando a associacdo simbiética facultativa,
tanto para o simbionte como para o hospedeiro (MONNIOT et al., 1991). Ja nas



simbioses obrigatérias a larva carrega consigo as células de simbiontes (KOTT,
2001). Neste caso, as larvas herdam as células algais das colénias maes durante
0 processo de reproducdo, a que chamamos de transmisséo vertical (HIROSE e
HIROSE, 2007).

As células de Prochloron podem ser encontradas tanto na superficie da
tinica da coldénia, como embutidas na matriz da tinica ou dentro da cavidade
cloacal (COX, 1986).

Inimeros trabalhos foram feitos em outros paises para registrar a
associagdo de simbiose das Prochloron com ascidias, como também para
descrever a importancia da transferéncia de carbono para o hospedeiro (KUHL et
al., 2002), assim como a reciclagem de nitrogénio (KOIKE et al.,1993).

Mesmo assim, as ascidias ainda s&o pouco estudadas em grande parte do
planeta, e o litoral nordeste do Brasil representa uma lacuna importante nesse
sentido. No Ceard as ascidias estdo presentes em grande parte do litoral,
crescendo também sobre os afloramentos de arenito na regido enire marés.
Atualmente ha o registro de 27 espécies de ascidias no litoral cearense (LOTUFO
e SILVA, 2006).

Na costa cearense ndo se conhece nada a respeito dessa associacao,
levando-se em consideracdo a caréncia de estudo, o objetivo deste trabalho foi
conhecer quais espécies de ascidias da familia Didemnidae no litoral do Ceara
apresentam esses organismos simbiontes, onde eles estdo localizados e quais

sdo esses simbiontes.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 - Coleta em campo

As coletas foram realizadas em regides entremarés, durante as baixamares
de sizigia, nas praias do Pacheco e Taiba (Figura 1), regido oeste do estado do
Ceara, em 20/04/07 e 31/08/2007, respectivamente. As colbnias foram
fotografadas e removidas do substrato com o auxilio de uma espatula metalica,
colocadas em sacos plasticos com agua do mar, vedados e levados ao
laboratério.




2.2 — Atividades de laboratério

No laboratério, as amostras foram observadas em lupa e fotografadas,
sendo em seguida, anestesiadas com metanosuifonato de tricaina (marca
Finquel). Apés relaxadas, uma parte da coldnia foi fixada em fixador Davidson no
qual passou 24 h, e a outra parte fixada com formol salino a 4%. A parte da
coldnia fixada em Davidson foi lavada em agua corrente para retirada do excesso
do fixador, sendo depois colocada em EDTA 10% para retirada das espiculas e
em seguida, transferidas para alcool 70%.

Do alcool 70%, as amostras sofreram um processo de desidratacédo, o qual
consiste em cinco etapas onde o tecido é imerso em alcool 80%, 95%, 95%, 100%
e 100% durante 30 minutos cada. Posteriormente foram transferidas para alcool e
xilol em uma proporc¢éo de 1:1, fechando o ciclo de desidratacao.

Em seguida, foi feita a diafanizacdo, que consiste em duas imersées em
xilol 100% durante 30 minutos cada. Logo apés foi feito o 1° banho em parafina
histolégica a 60°C em 1 h, dentro da estufa, depois o 2° banho, na mesma
temperatura e mesmo periodo de tempo. Em seguida, cada pedaco da colbnia foi
colocado em uma caixa de papel onde foi coberto por parafina histolégica,
realizando assim o emblocamento.

Os blocos de parafina foram levados ao LOE — Laboratério de Oncologia
Experimental da UFC, onde foram feitos os cortes em um micrétomo, com uma
espessura de 5 um. Apés realizacdo de cada corte, ele & colocado em banho-
maria para preparagdo das laminas. Depois das laminas estarem feitas elas foram
levadas a estufa para retirada da parafina. Depois de todos esses procedimentos,
as laminas foram coradas, mas antes disso, elas passam por um processo de
hidratagdo, com xilol 100%, alcool em diversas concentragdes, sendo depois
coradas com hematoxilina e lavadas em agua corrente, em seguida com eosina e
lavadas em agua corrente, depois a seqiiéncia foi feita inversamente até chegar



novamente no xilol 100%. Apds esta etapa de coloragido das laminas, elas foram
montadas com balsamo do Canada, ficando assim prontas para serem analisadas
em microscopio composto.

Os cortes histoloégicos foram analisados quanto & estrutura da tiinica e

presenca de células simbiontes.

2.3 - Anélises das colonias

As coldénias foram identificadas com o auxilio do guia de identificacdo de
(RODRIGUES et al., 1998). Os aspectos internos foram descritos de acordo com
os da literatura. Ja para verificacdo das espiculas foi necessaria a retirada de um
pedaco pequeno da colbnia, onde foi queimado, para retirada da por¢ao organica,
ficando apenas as espiculas. Em seguida, foi adicionado ao material queimado
alcool etilico para dissolugéo e preparagao das laminas. O material foi colocado na
lamina e ap6s a evaporagdo de todo o alcool, foram montadas com o balsamo do
Canada. Essas laminas foram levadas a microscépio, onde foi possivel descrever

e caracterizar as espiculas.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Espécies encontradas e auséncia ou presenca de organismos
simbiontes

Nas coletas foram encontradas ascidias Didemnidae de quatro espécies;
Didemnum galacteum (LOTUFO e DIAS, 2007), Didemnum ligulum (MONNIOT
F.1983), Didemnum psammatodes (SLUITER, 1985) e Polysyncraton sp, sendo
que as duas primeiras eram encontradas com maior abundancia no ambiente.
Algumas dessas espécies apresentavam células simbiontes na superficie externa
da tdnica, ja em outras espécies, ndo era perceptivel a presenca das células
simbiontes. Isso ocorreu mesmo em algumas colbnias da mesma espécie onde
eram encontradas as células simbiontes. No quadro 1 consta a listagem das
espécies de ascidias coletadas, destacando os locais de coleta e a presenca ou
auséncia de células simbiontes observadas no momento da coleta.

Quadro 1 - Espécies de ascidias coletadas, destacando os locais de coleta e a
presencga ou auséncia de células simbiontes observadas no momento da coleta

Espécies Locais de coleta Presenca de simbiontes
Pacheco Taiba

Didemnum galacteum X X X

Didemnum ligulum X X X

Didemnum psammatodes X

Polysyncraton sp X




3.2 - Localizacédo de Prochloron nas colonias de ascidias

As células simbiontes foram encontradas na superficie externa da ttinica
das col6nias de ascidias Didemnum galacteum e Didemnum ligulum (Figuras 2 e
3) respectivamente. Na andlise dos cortes histolégicos se procurou observar a
presenca de células simbiontes nos locais onde geralmente elas podem ser
encontradas, no entanto, ndo foi encontrado nenhum regisiro de células
simbiontes na matriz da tinica e nem na cavidade cloacal. Porém para Didemnum
psammatodes, observou-se que o fixador tornou-se esverdeado, o que pode

indicar a presenca de clorofila na coldnia.

Figura 2 — Aspecto externo da colénia Didemnum galacteum com presenca de
células simbiontes em sua superficie.



Figura 3 — Aspecto externo da col6nia Didemnum ligulum com presenca de células
simbiontes.

Das quatro espécies de ascidias da familia Didemnidae, que poderiam
apresentar relacdo de simbiose com Prochloron, apenas duas continham células
simbiontes: Didemnum galacteum e Didemnum ligulum. No entanto, ndo existe
trabalho indicando relagéo de simbiose entre ascidias e Prochloron no Brasil, o
que vém demonstrar a caréncia de trabalhos realizados com a ecologia desses
organismos.

Em outras regibes, como Australia e Japédo, diversos estudos ja foram
realizados mostrando a presenca de algas simbiontes com outras espécies,
principalmente Trididemnum miniatum (KOTT, 1977) e Didemnum molle (HIROSE
e FUKUDA, 2006). Segundo Hirose e Hirose ( 2007), a relacdo de simbiose ocorre
em quatro géneros da familia Didemnidae; Didemnum, Trididemnum, Lissoclinum
e Diplosoma.

No caso de Didemnum galacteum e Didemnum ligulum a simbiose
provavelmente ndo é obrigatéria, pois as células de Prochloron foram encontradas
apenas na superficie da coldnia. Hirose e Hirose (2007) estudando Didemnum
candidum também mostraram que a simbiose dessas ascidia com Prochloron nao
é obrigatéria, ja que as células simbiontes foram encontradas apenas na superficie
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da colénia. Ja Hirose e Fukuda (2006), estudando Didemnum molle registra que a
simbiose €& obrigatéria, com as células de Prochloron encontradas exclusivamente
na cavidade cloacal. Essas células que sdo encontradas na cavidade cloacal
geralmente sdo herdadas da colonia mée, sendo coletadas com a por¢éo posterior
do tronco da larva, antes do momento de saida, ou no momento de saida. Esse
tipo de transmissdo é caracterizado como transmiss&o vertical.

Em Didemnum galacteum e Didemnum ligulum elas possivelmente
adquirem suas células simbiontes do meio ambiente, o que é denominado de
transmissao horizontal. Tal fato € curioso, pois ndo se encontra Prochloron livre no
ambiente, nem foi possivel at¢é o momento cultivar esses organismos em
laboratério, fora de uma colénia de ascidias.

As espécies que adquirem suas células simbiontes através da transmissao
vertical podem utilizar de dois artificios para captura-las, como alguns Diplosoma
sp. e Didemnum molle, que adquirem seus fotosimbiontes de forma muito
semelhante. Oka et al., (2005) mostrou que as larvas de espécies de Diplosoma
que abrigam células simbiontes, adquirem essas células com uma estrutura
denominada de rastrum. Uma caracteristica que é uma sinapormorfia das
Diplosoma, ja que essa estrutura nao esta presente nos outros géneros que
abrigam Prochloron.

Em Didemnum psammatodes nao foi possivel registrar a presenca de
células simbiontes, apenas a presenca esverdeada do fixador que caracteriza a
presenca de clorofila. Kott et al., (1984), por outro lado, quando estudava a
presenca de simbiontes na Australia verificou que Didemnum psammatodes pode
abrigar células simbiontes e que a simbiose ndo é obrigatéria. Dentro da cavidade
cloacal dessa mesma colbnia foi encontrado micro-crustaceo (anfipodo)
provavelmente parasitando a coldnia. Hirose et al., (2005), estudando Diplosoma
virens, espécie que também tém relacao de simbiose com Prochloron, mostraram
gue ocorre parasitismo da coldnia por copépodos que se abrigam dentro da
cavidade cloacal, juntamente com as células Prochloron, e que eles nutrem-se da
matriz da tdnica, raramente ingerindo os zodides das ascidias ou células de

Prochloron.
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3.3 - Descrigdo das caracteristicas da Prochloron

As células simbiontes foram analisadas em microscépio, onde foram
fotografadas, medidas e observadas. Sdo células esféricas, de cor verde, com
diametro em média de 18 um (Figura 4), tilacoides poucos expandidos nas
extremidades da parede celular e grande concentracdo de pequenos vactolos na
regido central, de acordo com as caracteristicas descritas na literatura, e com o
trabalho original de (LEWIN, 1976) onde ele descreve as caracteristicas das
Prochloron propondo uma nova diviséo de algas.

As células simbiontes enconiradas nesta pesquisa sdo as mesmas
descritas por (COX, 1986), que divide as células de Prochloron em trés grupos, de
acordo com as caracteristicas morfolégicas, sendo estas representadas pelo
grupo |, pois estdo presentes na superficie externa da coldnia, caracterizando que
essa associacdo ndo é obrigatéria para o hospedeiro, no entanto é obrigatéria
para as Prochloron.

Figura 4 - Células de Prochloron removidas da superficie externa de uma col6nia
de Didemnum galacteum.



12

3.4 - Descricdes das colonias examinadas

3.4.1 - Didemnum galacteum (LOTUFO e DIAS, 2007)

Colonias incrustantes com espessura de cerca de 2,0 mm. Cor branca
leitosa, por vezes encontrada com a superficie coberta por algas simbiontes
(Figura 2). Tanica com muitas espiculas, sendo estas pequenas (26 um), esféricas
e com pontas pequenas e conicas (Figura 5). Lotufo e Dias (2007) descreveram
em detalhes as caracteristicas de Didemnum galacteum, indicando gue os zodides
medem 1,3 mm, possuem grande pedunculo eséfagico-retal, sifées branquiais
curtos com 6 Iébulos, saco branquial com 8-9 estigmas por meia fileira.

Figura 5 - Espiculas de Didemnum galacteum.
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3.4.2 - Didemnum ligulum (MONNIOT .,1983)

Colbnias incrustantes, com espessura de cerca de 2,0 mm. Cor alaranjada,
podendo ser encontrada com a superficie da tunica coberta por algas simbiontes
(Figura 3). Apresenta varias cavidades cloacais por colénia. Tanica grande
quantidades de espiculas, pequenas (30 um) e esféricas (Figura 6), principalmente
ao redor das cloacas e sifées inalantes. Lotufo (2002), descreve que os zodides
sdo alaranjados mesmo apés fixacdo, medindo cerca de 1,5 mm (térax, 0,5
mm;abdome, 1,0 mm). Sifao branquial com 6 lobos, de comprimento mediano,
abertura atrial grande, com lingiieta na borda dorsal. Cerca de 8 fendas em cada
meia fileira, sendo a quarta fileira sempre dificil de observar. Apéndice muscular
variando de 0,5 a 1,0 mm. Abdome com pigmento concentrado na regidao das
gbnadas. Estébmago globular esbranquicado, intestino com uma constricdo poés
estomacal e alga dobrada em angulos retos. Apenas um 6vulo em geral, testiculo
pequeno com um Unico foliculo, coberto por espermiduto em espiral anti-horaria

com 7 voltas.

1 LT
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3.4.3 - Didemnum psammatodes (SLUITER, 1985)

Figra - spcto externo a coldnia Didemnum sammatodes

Coldnias incrustantes, com espessura ao redor de 2,0 mm. Cor de lodo,
tinica transparente com a presenca de pelotas fecais por toda tunica (Figura 7).
Apos fixacdo permanece a cor, no entanto o fixador tornou-se esverdeado.
Espiculas pequenas (19 pm), com pontas grossas e pequenas (Figura 8), sendo
sua maior concentracdo ao redor das cloacas e sifées inalantes. Cavidades
cloacais grandes, nas quais observou-se a presenca de micro-crustaceos. Lotufo
(2002), descreveu os zodides como esbranquigados, medindo 1 mm, com sifées
branquiais largos com 6 lobos, abertura atrial expondo grande parte da cesta
branquial. Cesta branquial com 6 estigmas de cada lado na 12 fileira e 7 na
segunda. Apéndice muscular de comprimento variavel (0,5 a 1,0 mm), fixado no
longo pedinculo esofagico-retal. Estdmago globular, alaranjado. Intestino com
ovulo maduro. Testiculo com um foliculo, coberto por espermiduto em espiral
geralmente com 7 voltas anti-horarias.
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Figura 8 - Espicula de Didemnum psammatodes

3.4.4 - Polysyncraton sp.

- 2 8 - "~ - | ta
3 3 P - A ,;.(." -

Figura 9 - Aspecto externo da colénia Polysyncraton sp.

Colodnias incrustantes, com coloracéo vermelha intensa, sendo mais intensa
nas cavidades cloacais e cerca de 3,0 mm de espessura (Figura 9). Ap6s a
fixagdo a coloragédo é perdida. Espiculas esféricas (Figura 10), mais concentradas
ao redor dos sifoes inalantes. Lotufo (2002) cita que os zoodides sdo geralmente
avermelhados, medindo de 1 a 2 mm, dependendo do estado de contracdo. Sifao
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branquial com 6 lobos e abertura atrial com linglieta dorsal, expondo parte da
cesta branquial, na altura da 2* e 3? fileiras de fendas. Estémago globular e
intestino dividido em 3 regiées por 2 constricdes.

Figura 10 - Espicula de Polysyncraton sp

3.5 - Aspectos histolégicos das tunicas
3.5.1 - Didemnum galacteun

Tlnica pouco espessa, sem células pigmentadas, com grande
concentracdo de células “ bladder” (Figura 15) e células “net” (Figura 16) livres por
toda ttnica. Corte demonstrando a regido do abdome e cavidades cloacais (Figura
11).
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Figura 11 — Corte histolégico da col6nia de Didemnum galacteum. AD- Abdome,
CC — Cavidade cloacal.

3.5.2 - Didemnum psammatodes

Tunica de pouca espessura, com grande concentracdo de células “net’, e
uma menor concentracdo de células “bladder”. Corte mostrando a grande
concentracéo de pelotas fecais por toda a tinica e a cavidade cloacal.

Figura 12 — Corte histol6gico da coldnia de Didemnum psammatodes. PF- Pelotas
fecais, CC- Cavidade cloacal.
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3.5.3 - Didemnum ligulum

Tunica pouco espessa, com grande concentracdo de células “bladder”,
poucas células “net’. Corte mostrando térax, pelotas fecais e abdome.

Figura 13 — Corte transversal da colénia Didemnum ligulum. TR — Térax, AD-
abdome, PF — Pelotas fecais.

3.5.4 - Polysyncraton sp

Tanica espessa, grande concentracdo de células “bladder” e células net’,
distribuidas por toda tlinica. Presenca de algumas pelotas fecais distribuidas pela
tanica. Corte transversal da colénia, indicando o térax e abdome zodide (Figura

14).
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Figura 14 — Corte histolégico da coldnia de Polysyncraton sp. TR — Térax, AD-
Abdome.

Figura 15 — Corte histolégico da col6nia de Polysyncraton sp. CB - Células
bladder.
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Figura 16 — Corte histolégico da colénia de Didemnum psammatodes. CN- Células

net.

As células “bladder” foram encontradas em maior concentracdo na colénia
de Didemnum galacteum e Didemnum ligulum . Em Polysyncraton sp elas
encontravam-se com uma concentragdo semelhante as células “net’. Ja em
Didemnum psammatodes a predominancia é de células “net”, sendo as células
“bladder” encontradas em menor concentracdo. Essas células sdo encontradas
livres na tunica. Hirose (2001), as células “bladder” sdo encontradas
exclusivamente nas Didemnidaes, localizadas abaixo da camada da superficie da
tunica. Rottmayr et al., (2001), as células “bladder” contém acido hipocloridrico e
sulfirico, que sdo liberados quando as células sdo destruidas. Essas células
formam camadas acidas ao redor dos zodides, protegendo eles contra
predadores. Hirose (2001) As células “net” ndo sdo encontradas em todas
Didemnidaes. Elas sdo responsaveis pela fagocitose, contragdo e relaxamento da

tdnica.
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4.CONCLUSOES

As colénias de Didemnum galacteum e Didemnum ligulum dentre as
colonias estudadas foram as unicas a apresentarem células de Prochloron, sendo
encontradas apenas na superficie da tinica. A associacdo entre Didemnum
galacteum, Didemnum ligulum e células de Prochloron parece ser ndo obrigatéria,
visto que, foram encontradas na superficie externa da tinica. Em Polysyncraton sp
e Didemnum psammatodes ndo foi encontrado nem uma célula de Prochioron.
Células “bladder” e “net” estdo presentes na tunica das quatro coldénias analisadas,

confirmando os dados da literatura.
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