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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Os recifes de coral estdo entre os ecossistemas de maior biodiversidade e produtividade do planeta.
Ainda que ocupe uma drea inferior a 1% de todo o oceano, estima-se que pelo menos um quarto de toda
a vida marinha depende diretamente deste ambiente para sobrevivéncia (Mulhall, 2007; Wilkinson,
2008). Portanto, os recifes de coral exercem um importante papel na renovagao dos estoques pesqueiros,
gerando alimento e fonte de renda para milhares de comunidades em todo o mundo. Além disso, os
corais tém grande potencial farmacoldgico e servem como barreiras de protecao para as regides costeiras
(Guldberg, 2007). Os corais sdo eucariontes e possuem uma estreita relacdo simbidtica com organismos
unicelulares chamados de zooxantelas (Rohwer et al.2002). As zooxantelas vivem dentro de células
especificas (simbiossoma) onde estdao protegidas e recebem suprimentos e nutrientes fundamentais para
a realizacdo da fotossintese (Costa et al. 2005; Cairns, 2007). Em contrapartida, elas fornecem ao seu
hospedeiro substratos provenientes da fotossintese como oxigénio, glicose, glicerol e aminoédcidos que
sdo utilizados pelos corais.

Os corais apresentam um ciclo de vida simples que compreende duas fases: a fase larval (vida
livre) e a de pdlipo, que se fixa ao substrato (Ventura e Pires, 2009), e sua reproducio pode ocorrer de
forma assexuada ou sexuada. A forma mais comum de reproducdo assexuada ocorre através do
brotamento de um pdlipo que se desprende do pdlipo parental ou através da fragmentacdo da colonia
(Highsmith, 1982). Esse processo continua durante toda a vida do animal, sendo que os novos corais sao
clones da coldnia parental.

A reprodugdo sexuada consiste na producdo de gametas (espermatozoides e odcitos), promovendo
a diversidade genética por meio da fecundag@o cruzada entre individuos (Harrison, 2011). Os corais
podem desenvolver coldnias ou pélipos de um tinico sexo (masculino ou feminino), ou hermafroditas.
Nesta ultima situacdo, o animal desenvolve ambos os sexos, podendo ocorrer colonias de pdlipos
hermafroditas, ou coldnias de polipos machos e fémeas. (Pires et al., 2016). Os gametas masculinos e
femininos sdo formados no mesmo pdlipo, dentro de regides do mesentério. Desse modo, quando
maduros, a parede do mesentério se rompe, liberando odcitos e espermatozoides para o interior da
cavidade gastrovascular, onde sdo envoltos por uma camada de muco formando um pacote compacto.

No periodo da desova os pacotes com os gametas sdo liberados pelas bocas dos pdlipos. Quando
eliminados na dgua, os pacotes boiam até atingir a superficie do mar. Na superficie eles se rompem e 0s
espermatozoides e odcitos se dissociam uns dos outros. A fecundagdo cruzada, onde o odcito de uma
colonia € fecundado pelo espermatozoide de outra coldnia ocorre livremente na dgua, formando
embrides que ficam a deriva no mar. Em poucos dias esses embrides se desenvolvem em larvas. Essas

larvas se fixam ao substrato, sofrem metamorfose, tornando-se pdlipos juvenis, que irdo comecgar a
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produzir em sua base o esqueleto de calcério. Esses polipos juvenis entdo se multiplicam de forma
assexuada por divisdo, e assim se da o crescimento das coldnias (Pires et al. 2016).

Atualmente, o ecossistema recifal vem sofrendo grande ameaca decorrente dos impactos
provocados pelo homem, como o lancamento de residuos urbanos e industriais nos corpos d’agua, a
superexploracdo dos recursos pesqueiros, a acidificacdo das dguas e o uso de substincias quimicas
nocivas presentes em protetores solares, além da mudanca do clima do planeta (Baker et al., 2008). O
estresse térmico provocado pelo aumento da temperatura do oceano (NOAA, 2016) faz com que a
simbiose entre as microalgas (zooxantelas) e os corais se desfaca, levando ao desenvolvimento de um
fenomeno chamado branqueamento. Dependendo da intensidade do branqueamento, os corais nao
conseguem se recuperar € acabam morrendo. Dados de monitoramento no ano de 2016 mostraram que
a mortalidade média foi de 22% para toda Grande Barreira de Corais na Australia (AIMS, 2016; Hughes
et al., 2016). Estima-se que cerca de 40% dos recifes de coral do planeta ja morreram, e as previsoes
apontam que esses eventos se tornardo ainda mais frequentes, limitando sua recuperacdo e podendo levar
ao colapso de todo esse ecossistema (Godoy, 2018).

O Oceano Atlantico Sul abriga 16 espécies de corais pétreos (verdadeiros) de dguas rasas, sendo
cinco delas endémicas do Brasil (Castro e Zilberberg, 2016). O coral-cérebro (Mussismilia harttii) esta
entre as principais espécies responsaveis pela construcdo dos recifes brasileiros, porém ja estd sofrendo
com eventos de branqueamento e doencas (Castro e Pires, 1999; Ledo et al., 2016) e encontra-se sob
ameaca de extingao (IBAMA, 2018). Anomalias térmicas potencializadas pelo El Nifio ocorreram no
primeiro semestre desse ano (2019) e causaram o branqueamento de cerca de 80% das coldnias de M.
harttii no Parque Marinho do Recife de Fora (Porto Seguro, BA), sendo que a extensao desse dano ainda
¢ desconhecida.

A preservagdo in situ, como unidades de conservacdo marinha, pode colaborar na reducdo dos
impactos locais, mas a influéncia antrépica na mudanca do clima ainda continuard provocando o
decréscimo da biodiversidade do ecossistema coralineo. Com o desaparecimento dos corais, a
diminui¢do dréstica dessa biodiversidade afetard a pesca e poderd deixar 275 milhdes de pessoas em
situagdo de fome extrema (FAO, 2018), acarretando em um prejuizo econdmico de quase U$ 7 bilhdes
de dodlares (Bruno e Valdivia, 2016). Somado a isso, t€m os impactos ecossistémicos recorrentes do
avango de tempestades vindas diretamente do mar aberto, e eventos de erosdo e sedimentacdo nas regides
costeiras.

Algumas técnicas seguras para preservar a existéncia dos corais estdo relacionadas ao
conhecimento bédsico da biologia dos seus gametas (espermatozoides e odcitos) e de como ocorre a
fertilizacdo. Conhecer os gametas em nivel ultra estrutural da subsidios para sua manipulagdo adequada

a fim de garantir o sucesso em técnicas de reprodugdo in vitro e de estocagem em baixa temperatura
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(criopreservagdo) (Hagedorn et al., 2006; 2012; 2018; Ohki et al., 2014). Estudos detalhados sobre a
ultraestrutura dos gametas de corais se limitam a poucos relatos na literatura. Alguns trabalhos avaliaram
a ultraestrutura para identificar os processos de gametogénese em duas espécies (Pocillopora
darnicornis e Pocillopora elegans) do Pacifico - Oriental (Glynn et al., 1991) e comparacgao filogenética
em 35 espécies de Anthozodrios do Oceano Atlantico — Mediterraneo (Schimidt et al. 1979). Nosso
grupo de pesquisa (Projeto ReefBank) tem desenvolvido diversos estudos voltados a conservacdo do
coral M. harttii, no entanto, nos deparamos com uma lacuna no conhecimento bésico acerca da biologia
dos seus gametas. A avaliagdo ultra estrutural nunca foi realizada para qualquer espécie de coral
brasileiro.

Essa proposta traz uma abordagem inédita no Brasil. O conhecimento ultra estrutural permitird
entender como ocorre a fecundacdo e quais as estruturas responsdveis pela viabilidade dos gametas,
gerando assim um conhecimento bésico, s6lido e crucial que servird de referéncia para o estabelecimento
de estudos de reproducgdo in vitro, fisiologia e congelamento de gametas. A associacdo desses

conhecimentos somard esforcos para a conservacao dessa espécie endémica da nossa costa.

2. OBJETIVOS
Objetivo geral:
Caracterizar a ultraestrutura dos gametas do coral-cérebro (Mussismilia harttii) e dar subsidios

para o estabelecimento de técnicas para conservacao da espécie.

Objetivos especificos:

- Caracterizar a ultraestrutura dos espermatozoides de M. harttii utilizando microscopia eletronica
de varredura (MEV) e microscopia eletronica de transmissao (MET);

- Caracterizar a ultraestrutura dos odcitos de M. harttii utilizando MEV e MET;

- Identificar as estruturas transmembrana nos odcitos de M. harttii;

- Identificar e localizar as organelas presentes nos odcitos e espermatozoides de M. harttii;

- Realizar um comparativo entre gametas de diferentes invertebrados marinhos.
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3. METODOLOGIA A SER UTILIZADA E ATIVIDADES PREVISTAS

3.1 Local e autorizacoes legais

Os experimentos serdo realizados na Base de Pesquisas do Projeto Coral Vivo, localizada em
Arraial D’ Ajuda, Porto Seguro (BA).

Vinte colonias do coral Mussismilia harttii serdo coletadas no entorno do Parque Municipal
Marinho do Recife de Fora (16°24°31"S; 038°58°39"W) cerca de trés semanas antes do periodo de
desova, e levadas para a Base de Pesquisa. Essas colonias serdo identificadas e acondicionadas em
viveiros (1000 L) de circulagdo aberta, com renovagao constante de dgua captada do mar.

A execucdo dessa pesquisa foi aprovada pelo Instituto Chico Mendes de Conservacio da
Biodiversidade - ICMBio (SISBIO N° 63368-1) e pela Secretaria Municipal de Meio Ambiente da
Prefeitura de Porto Seguro (Autorizagao N° 01/2019).

3.2 Coleta dos gametas

No momento da desova, os pacotes contendo odcitos e espermatozoides serdo coletados na
superficie da dgua dos viveiros diretamente em tubos conicos de 50 ml. Trés pacotes de cada coldnia
serdo rapidamente coletados e aderidos a laminulas redondas (18 mm) com auxilio da cola polilisina,
secando em temperatura ambiente. Os demais pacotes (que permaneceram nos tubos) se romperao,
ocorrendo a separagao dos odcitos e espermatozoides. Os odcitos flutuam e ocupam a superficie do
tubo, enquanto o sémen permanece no fundo. Os odcitos serdo coletados com o auxilio de uma pipeta
de Pasteur, lavados para remover qualquer vestigio de sémen e entdo presos as laminulas redondas
contendo cola polilisina. Aliquotas (£ 1 ml) de s€men contendo os espermatozoides também serao
aderidas as laminulas com cola polilisina. Serdo coletadas trés amostras (ambos os gametas) de cada

colonia que desovar. Posteriormente, todas as amostras serdo transferidas para a solucdo de fixagao.

3.3 Microscopia Eletronica de Transmissao

Os gametas e pacotes serao fixados em solucio contendo glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2%
e solugdo tampao preparada com agua marinha (pH 7,5-7,8), permanecendo nessa solucdo até o
momento das andlises. O material pré-fixado passard por lavagens de trés banhos (30 minutos) com
solu¢do tampdo de dgua marinha. A pos-fixacdo serd realizada em tetroxido de 6smio 2% + solucao
tampdo (30-45 minutos) e em seguida realizados 3 banhos no mesmo tampao (15 minutos). A
desidratagdo serd realizada em séries crescentes de acetona PA (30% a 100%) por 10 minutos e a pré-
embebicdo realizada em banhos, misturando o desidratante com a resina em propor¢des gradativas

crescentes de resina, com tempo minimo de 2 horas em cada banho. A embebi¢do serd realizada com
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banhos de resina (100%) durante 24 horas em rotetor. A inclusao sera realizada em moldes de silicone,
com resina pura, em estufa (60°C) por 72 horas. Cortes ultra-finos serdo depositados em grids e
contrastados com solu¢do aquosa de acetato de uranila 2% e citrato de chumbo, e observados em

Microscoépio Eletronico de Transmissao (Philips, MET 200).

3.4 Microscopia Eletronica de Varredura

O material biolégico serd fixado em solu¢do tampao de dgua marinha (7,5-7,8) contendo
glutaraldeido 2,5%, onde permanecerd até o momento das andlises. O material pré-fixado passara por
lavagens de trés banhos (30 minutos) com solu¢do tampao de dgua marinha. A desidratacdo serd
realizada em séries crescentes de acetona (30% a 100%) por 10 minutos. A dessecacdo do material
ocorrerd em aparelho de Ponto Critico (Critical Point Dryer - Balzers cpd030). Apds o ponto critico,
as pecas serdo colocadas em Stub, com o auxilio de uma lupa, para facilitar a visualizacdo do ponto
critico ou drea de interesse. Para a metalizacdo o material receberd a condu¢do por meio de ouro e
platina, utilizando Sputter Coater - Balzers SCDO050 e levado para observacdo em Microscopio

Eletronico de Varredura (Fesem, MEV 6060).

3.5 Detalhamento das leituras, registro fotografico e interpretacao

Feixes de elétrons serdo emitidos e ao atingir as amostras (pacotes, espermatozoides e odcitos),
ocorrendo uma interacdo entre elas e gerando padrdes excitatorios. Essa interagdo terd como
consequéncia elétrons secunddrios e elétrons retroespalhados que serdo absorvidos pelo detector de
sinais. Além disso, esse processo desencadeard na ionizacdo do dtomo atingido pelos elétrons
primdrios. Esse desequilibrio de cargas causard a geragdo de raios X (radiacdo de desaceleracdo) no
material.

Na microscopia eletronica de transmissdo, pelo fato de a amostra ser extremamente fina, os
elétrons conseguem facilmente atravessa-la e interagir com ela, possibilitando gerar imagens mais
detalhadas sobre a ultraestrutura do material analisado. J4 a microscopia eletronica de varredura, pelo
fato de o material ser mais espesso, ocorre a desaceleracao total do elétron, possibilitando a observagdo
apenas da superficie da amostra. Os registros e as andlises fotograficas serdao realizados no Centro de

Microscopia e Microandlise da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, em Porto Alegre.
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4. DETALHAMENTO DA INFRAESTRUTURA FiSICA E TECNOLOGICA A SER
UTILIZADA

- Base de Pesquisas do Projeto Coral Vivo:

O Projeto Coral Vivo (http://coralvivo.org.br/) por meio de sua Base de Pesquisas localizada

em Arraial D’Ajuda (Porto Seguro — BA) dard o apoio logistico e de infraestrutura. A base conta
com um mesocosmo marinho capaz de simular as condi¢des do mar, viveiros de circulacdo aberta
para manutengdo das coldnias de corais, data loggers para monitoramento dos parametros fisico-

quimicos da dgua, equipamentos de mergulho e de microscopia dptica.

- Laboratério de Aquacultura — UFRGS:

O Laboratério de Aquacultura da UFRGS conta com 150 m? equipados para realizagio de
pesquisas com reproducdo e larvicultura de organismos aquaticos. Dispde de sala de microscopia
equipada com dois (3) microscépios opticos, um (1) microscépio de fluorescéncia (1), dois (2)
estereomicroscopios € uma (1) camera de captura de imagens. Possui uma sala para comportar o
banco de germoplasma, contendo quatro (4) botijoes de nitrogénio liquido e um botijao Dry shipper.
Uma sala para manipulacdo de amostras biol6gicas contendo uma camara de fluxo laminar e uma
estufa para cultura celular com controle de CO». Possui ainda uma sala para permanéncia dos alunos

com mesas de trabalho e 2 computadores desktop.

- Centro de Microscopia Eletronica — UFRGS

O Centro de Microscopia Eletronica e Microandlise oferece condicoes efetivas para o
uso dos recursos da microscopia eletrOnica e outras técnicas de caracterizacdo micro € nano
estrutural em atividades relacionadas ao ensino, pesquisa e extensdo. Dispondo em sua unidade
um laboratorio para preparagdo de amostras com 1 ultramicrétomo com navalha de vidro, 1
ultramicrétomo com navalha de diamante, 1 crioultramicrétomo, 1 Sputtering com alvo de ouro
para metalizagdo de amostras, 1 ponto critico e 1 Freeze-drying. Além de uma sala contendo
quatro microscopios para andlise de varredura sendo 1 EVO 50, 1 EVO MA10, 1 FEG — Auriga,
1 JSM 6060 e uma sala com trés microscopios de transmissao contendo 1 JEM 1200 e 1 JEN

2010.


http://coralvivo.org.br/
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5. CRONOGRAMA A SER CUMPRIDO

ATIVIDADES PREVISTAS 2020 2021
Reunides mensais da equipe
Coleta das amostras no Recife de Fora

Preparo das amostras: Microscopia Eletronica de Transmissao
Desidratacdo e inclusdo das amostras

Ultramicrotomia
Contraste pos corte
Registros e andlise no microscépio eletrdnico

Preparo das amostras: Microscopia Eletronica de Varredura
Dessecag@o em ponto critico
Metalizacao
Registros e andlise no microscépio eletronico

Relatérios Parciais
Participagdo em eventos técnico/cientificos -
Redacdo de artigo cientifico
Submissdo de artigo cientifico
Treinamento e qualificacdo de recursos humanos
Interacdo com a sociedade via redes sociais do projeto
Relatério final
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6. ORCAMENTO COM ESTIMATIVA DOS GASTOS PREVISTOS

Orcamento da Pesquisa

Material sera

. Valor
Categoria de despesa Descricao dos itens cIf;dslt(iitoulera Quantidade | Unidade Unitario Valor Total
cao
(Sim ou Nao) (R$) (R$)
Ponteira micropipeta s/ filtro 0,1-10 pl Sim 8 Pct ¢/ 1000 56,45 451,6
Ponteira micropipeta s/ filtro1-200 ul Sim 8 Pct ¢/ 1000 49,4 395,2
Ponteira micropipeta s/filtro 1000-5000 ul Sim 6 Pct ¢/ 100 39,81 238,85
Estante dupla face p/ 96 microtubos 0,5-2 ml Sim 8 lun 23,82 190,56
Microtubo graduado 1,5 ml ¢/ tampa Sim 10 Pct ¢/ 500 28,31 283,1
Tubo tipo Falcon 15 ml fundo conico Sim 8 Pct ¢/ 100 50,34 402,72
Tubo tipo Falcon 50 ml fundo conico Sim 15 Pct ¢/ 50 33,25 498,75
Uso e consumo Tubo criogénico 2 ml ¢/ tampa rosca externa Sim 3 Pct ¢/ 500 60,32 180,96
Pipeta Pasteur descartavel 1 ml Sim 1 Pct ¢/ 500 52 52
Pipeta Pasteur descartavel 3 ml Sim 1 Pct ¢/ 500 35,25 35,25
Luva de Latex p/ procedimento c/ talco Sim 15 Cx ¢/ 100 33,53 502,95
Lamina lisa p/microscopia 26x76 mm Sim 10 Cx ¢/ 50 10 100
Laminula p/ microscopia 18x18 mm Sim 2 Cx ¢/ 1000 23,77 47,54
Laminula para microscopia redonda 18x18 mm Sim Cx ¢/ 100 62 62
Glutaraldeido 1L Sim 1 Litro 765 765
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Paraformaldeido 1L Sim 1 Litro 500 500
Sal marinho 1kg Sim 1 Kg 23 30
Acetona PA 1L Sim 3 Litro 165 495
Alcool absoluto 1L Sim 2 Litro 112,8 225,6
Resina Histoldgica — Historesina — 500 ml Sim 1 ml 1.335,75 1.335,75
Stub — porta amostra de aluminio Sim 1 Cx ¢/ 100 406,04 406,45
Servi . Design grafico, edi¢do de imagens e videos Nao 1 2.800 2.800,00
ervico de terceiros 5 3 n T " -
Pessoa Juridica reparo das amostras e analise na Microscopia ~
Eletronica (MEV e MET) Nio 22 Horas 250,00 5.500,00
Viagens Hospedagem + Alimentagdo Nao 15 Diéria 300 4.500,00
TOTAL 19.999,28
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7. RESULTADOS ESPERADOS E IMPACTO PREVISTO

Contribuicdo Tecnolégica e de Inovacdo para Conservacao da Natureza:

. Criar um banco de imagens com as principais ultraestruturas dos pacotes,
espermatozoides e odcitos do coral-cérebro;

. Caracterizagao detalhada da ultraestrutura dos gametas, gerando conhecimento basico
e inédito que dard suporte a protocolos de reprodugao in vitro e conservacdo dos gametas do coral-

cérebro.

Contribuicio cientifica:

. Beneficiar a comunidade cientifica por meio da publicacdo de dois artigos cientificos
em periddicos de alto impacto nas dreas de Conservagao, Recifes de Coral e Biologia Reprodutiva;

. Formacgdo de recursos humanos, prezando pela capacita¢do e iniciagdo a ciéncia de
alunos do ensino fundamental, médio e qualificacao em nivel de pds-graduagdo. Serdo fruto desse
projeto: uma dissertacdo de mestrado e um TCC.

. Divulgac¢dao dos resultados em importantes congressos cientificos, promovendo

networking e interacdo dos membros da equipe com a comunidade cientifica da area.

Impactos na sociedade:

. Aproximar da sociedade e falar de ciéncia ambiental e recifes de coral de uma forma
simples e interativa.
. Divulgar as a¢des e resultados do projeto no seu perfil no Instagram (projetoreefbank_)

que conta com mais de 17 mil seguidores, e na fanpage (Projeto ReefBank) no Facebook.
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