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Resumo

Sabendo que a osmolalidade € um fator importante na iniciacdo da motilidade em
espermatozoides de peixes, e considerando a auséncia de conhecimento nesse
campo para os corais brasileiros, esse trabalho objetivou avaliar se alteragdes na
osmolalidade da agua do mar poderiam influenciar na motilidade e viabilidade
espermatica do coral-couve-flor (Mussismilia harttii). A espécie foi escolhida por ser
endémica do Brasil e ja estar ameacada de extingdo. No primeiro experimento, 0s
espermatozoides foram expostos a quatro osmolalidades: 1035, 905, 776 e 646
mOsmol/kg, e em seguida avaliados quanto a motilidade e integridade de membrana.
Apos identificarmos 776 mOsmol/kg como a osmolalidade mais eficiente em suprimir
a motilidade, os espermatozoides foram estocados em temperatura ambiente e
avaliados por 24 horas (experimento 2). Quando mantidos em 776 mOsmol/kg, 45%
dos espermatozoides ainda estavam moveis 19h apds a desova. Esse achado
pode ser util em estratégias para conservacdo da espécie. A manipulacdo na
osmolalidade da 4gua marinha permitiu que os espermatozoides ficassem iméveis
e viaveis por mais tempo, tornando possivel seu transporte por grandes distancias
sem a necessidade de uso de qualquer técnica de resfriamento ou

criopreservacao.

Palavras-chave: Recifes de coral;, Espermatozoides; Motilidade espermaética;

Conservacgao; Oceano.



Abstract

Knowing that osmolality is an important factor in the initiation of motility in fish sperm,
and considering the lack of knowledge in this field for Brazilian corals, this study aimed
to evaluate whether changes in seawater osmolality could influence sperm motility and
viability in the cauliflower coral (Mussismilia harttii). The species was chosen because
it is endemic to Brazil and is already threatened with extinction. In the first experiment,
sperm were exposed to four osmolalities: 1035, 905, 776 and 646 mOsmol/kg, and
then evaluated for motility and membrane integrity. After identifying 776 mOsmol/kg as
the most efficient osmolality in suppressing motility, sperm were stored at room
temperature and evaluated for 24 hours (experiment 2). When maintained at 776
mOsmol/kg, 45% of the spermatozoa were still motile 19 h after spawning. This finding
may be useful in strategies for the conservation of the species. Manipulating the
osmolality of seawater allowed the sperm to remain immobile and viable for longer
period, making it possible to transport them over great distances without the need to

use any cooling or cryopreservation technique.

Keywords: Coral reefs; Spermatozoa; Sperm motility; Conservation; Ocean.
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1. Introducéo

Corais sdo animais cnidarios da classe Anthozoa, formados por
esqueletos calcarios e corpos individuais chamados de pdlipos (Timothy
Richard Parsons; Lalli, 2010). Cada pdlipo possui uma boca cercada de
tentaculos, e é por essa boca que o coral se alimenta, excreta residuos e
desova (Figura 1). Uma das principais caracteristicas dos corais € a sua
coloracgdo, a grande maioria dos pélipos séo translucidos, tendo sua coloracao
de fato definida pela associacdo com microalgas popularmente chamadas de
zooxantelas, as quais sdo responsaveis por grande parte do alimento do coral
via fotossintese (Pires et al., 2016). Tal interacédo é conhecida como simbiose,
pois o coral serve de abrigo e protecdo em troca de auxilio na sua nutricdo. Os
recifes de coral sdo um dos ecossistemas biol6gicos mais biodiversos da
Terra, possuindo cerca de 1400 espécies identificadas e suportando mais de
4000 espécies de peixes, totalizando aproximadamente 25% de toda a

diversidade de peixes marinhos (Spalding et al., 2001).
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Figura 1. Esquema mostrando a estrutura basica do coral (Adaptado de LEITAO
et al., 2020)
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Embora ocorram ao redor do planeta e estejam presentes em todos os
oceanos (Figura 2), os corais recifais cobrem uma &rea de apenas 0,17% do fundo
do oceano e estdo presentes em apenas 1,2% das costas continentais (Leite et al.,
2003). Sua estrutura é construida por organismos calcificantes que sao capazes de
secretar esqueletos carbonaticos através do processo de biomineralizagdo. Por
contribuem com grande parte da producdo global de carbonato de calcio séo
essenciais para a construcdo e manutencao dos recifes em todo o mundo (Bizarre
et al., 2020). Tal acréscimo na producdo de esqueleto associado a presenca das
zooxantelas é considerado um dos principais fatores a restringirem a presenca de
recifes de coral tropicais a baixas profundidades, pois as algas necessitam de
luminosidade para realizar a fotossintese (Spalding et al., 2015).
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Figura 2. Distribuicdo global dos corais (CARDINI, 2014)

Os corais podem se reproduzir de maneira sexuada (Figura 3), produzindo
espermatozoides e odcitos de forma simultanea, ou seja, produzindo gametas de
forma simultanea ou de forma alternada, com a producdo de um tipo de gameta por
cada individuo de coral, sendo esses liberados na &agua. Quando ocorre a
fecundacdo, uma larva de coral € formada e posteriormente assenta no substrato
marinho, dando inicio a um novo polipo que pode formar uma nova colénia (Pires et
al., 2016). Outra forma de reproducéo € a assexuada (Figura 3), que ocorre de duas
maneiras, por brotamento, onde um novo polipo surge de um individuo ou por
fragmentacao da col6nia (Pires et al., 2016), e em ambos 0S casos 0S NOVOs corais

sao clones do coral de origem.
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1. Reprodugao assexuada: Formacdo de
policos de coral no mesmo coroo coralineo.

2. Fragmentagao: Fragmentos do coral sdo
dispersos na agua e formam novas coldnias.

Figura 3. Esquemas representando a Reproduc¢éo Sexuada (Pires et al. 2016) e a Reproducdo Assexuada
(adaptado de ISLAM, 2020) dos corais.

A enorme diversidade e abundéancia de organismos recifais geram bilhdes de dolares
em atividades relacionadas ao turismo (Spalding et al., 2017) e a pesca. Além disso,
os recifes sdo importantes em termos fisicos pois promovem a protecdo costeira da
acdo das ondas e tempestades (Eliff et al., 2016). Hoje, a maioria dos corais
encontram-se ameacados de extingédo (Burke, 2011). Estima-se que 27% dos recifes
de coral do mundo ja tenham sido degradados irreversivelmente, e a costa Brasileira
possui 0s unicos recifes de coral do Atlantico Sul, tornando a importancia da sua
conservacgao ainda maior (Padovani e Maida, 2006).

O desenvolvimento acelerado das zonas costeiras e 0 excesso de exploracéo
dos recursos marinhos podem ser causas de degradacao dos recifes Brasileiros. No
Brasil, mais de 18 milhdes de pessoas vivem na zona costeira, especialmente no
Nordeste, sendo assim uma das regiées mais povoadas do pais (Marengo e Scarano,
2016) e essa parte da populacdo depende diretamente de seus servigos
ecossistémicos. Alguns dos fatores importantes na diminuicido da populagéo de corais
brasileiros sédo a pesca e o avan¢o do turismo marinho. Em relagéo a pesca, se trata
de uma das atividades mais importantes para as zonas costeiras, e devido ao seu
impacto social, econémico e cultural para as regides, tornou-se responsavel por parte
dos impactos sobre os recifes. JA o avanco do turismo marinho, € uma ameaca
considerando principalmente o aumento da populacdo costeira nos meses de férias o
gue torna o turismo descontrolado (Pires et al, 2016). Os danos aos recifes vao desde

a ancoragem em local indevido dos barcos turisticos, vazamento de oleo, lixo,
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pisoteamento dos corais e utilizacdo de protetores solares de efeito quimico (Downs
et al., 2015).

Tendo em vista 0 avanco nas pesquisas para a conservacao dos corais, a
inibicdo da motilidade pode ser mais uma alternativa nesses esforgos, visto que ao
inibir a movimentacado dos espermatozoides estes estariam mantendo sua reserva
energeética intacta por mais tempo. As possibilidades de utilizagdo dos gametas séo
muitas, podendo ser criopreservados para a formacdo de um banco genético,
utilizacao na fertilizac&o ex situ ou in situ, restauracao de areas ja degradadas ou até
a utilizacdo de espermatozoides ou o00citos de corais mais resilientes para
melhoramento da resisténcia de outros recifes. Sabendo de sua importancia, tanto
financeira quanto ambiental e social (Spalding et al., 2014), visando as alteracfes
climaticas e as interferéncias antropicas ja em andamento e futuras, este trabalho teve
como objetivo estudar se a alteracdo na osmolalidade da agua do oceano afeta a
motilidade dos espermatozoides do coral endémico brasileiro Mussismilia harttii.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

O objetivo desse trabalho foi identificar, analisar e descrever se as alteracdes
da osmolalidade na agua marinha podem ser fatores determinantes na alteracdo da

motilidade dos espermatozoides do coral endémico brasileiro Mussismilia harttii.

2.2  Objetivos especificos

o Analisar a motilidade e a integridade da membrana em diferentes
osmolalidades;

o lIdentificar qual a osmolalidade em que ocorre a inibigcdo da
motilidade dos espermatozoides;

o Avaliar o efeito do tempo na motilidade espermaética.
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3. Revisao Bibliogréfica

Os corais fazem parte da base da cadeia tréfica oceénica, exercendo
importante papel para saude dos mares (Houk e Musburguer, 2013). A diminuicdo da
sua populacdo ou extincdo afetaria de maneira catastrofica o oceano, uma vez que
cerca de 25% da vida marinha perderia seu habitat natural, a pesca seria altamente
prejudicada, e o turismo costeiro diminuiria significativamente (Reefcause Team,
2021). Além disso, a zona costeira sofreria com erosdes e aumentos constante das
marés, visto que os recifes de coral servem de barreira fisica para o controle de
tamanho e intensidade das ondas. Haveria perda de pesquisas para tratamento de
doencas nos humanos, pois inUmeras substancias estdo sendo testadas para criacdo
de novos farmacos (NOAA, 2014). Ainda, provocaria um excesso de algas no fundo
do oceano, pois com a diminuicdo da populacdo de corais toda fauna herbivora
associada desapareceria, fazendo assim como que a multiplicacdo das algas ndo
fosse controlada (Pandolfi et al., 2005), afetando a producéo de oxigénio (Hesford,
2021) e gerando eutrofizacdo (Thomann e Mueller, 1987).

Segundo a Ultima atualizacdo da Lista Oficial das Espécies Ameacadas de
Extincdo, realizada pelo ICMBIo, o coral endémico brasileiro Mussismilia harttii consta
como “Em Perigo” (Brasil, 2022). No entanto, algumas populacfes ja apresentam
declinio acentuado e até extingdo local, como em Porto de Galinhas-PE (Lima, 2017).
Esta categorizacdo € grave, visto que a Mussismilia harttii ja foi descrita como uma
das espécies mais abundantes nos recifes brasileiros (Laborel, 1967) e apresenta
diminuicdo de 50% da populacdo em 30 anos (Pires et al., 2016). Por ser um
importante construtor recifal (Mazzei et al., 2017) e ocorrendo desde o Ceara até o
Espirito Santo (Laborel, 1967) a sua conservacao se faz muito necessaria.

Os esforgcos para a conservacao dos corais sdo muitos, e variam desde a
criopreservacdo dos gametas, reproducéo in situ e ex situ e até reproducdo por
microfragmentagédo. Todas técnicas vem apresentando bons resultados, seja na
recuperacdo de areas ja degradas com a utilizacdo da aquacultura de corais,
popularmente conhecida como jardinagem de corais, que utiliza a microfragmentacao
como principal tecnologia (Schopmeyer et al., 2017); na formacdo de bancos de
gametas com a criopreservacao, formando bancos genéticos de inUmeras espécies,
seja para manter a variabilidade genética ou para evitar a extingdo (Toh et al., 2022);

ou na utilizacdo de tecnologias e protocolos para a criagdo de mesocosmos,
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permitindo com que corais criados ex situ consigam desovar varias vezes ao ano
(Craggs et al., 2017).

A motilidade é comumente utilizada como sendo um parametro fundamental de
avaliacdo da qualidade espermatica. Essa avaliacdo € importante pois o0s
espermatozoides necessitam estar moveis para conseguir se deslocar, encontrar o
odcito e fecunda-lo (Chauvaud et al., 1995). Nosso grupo de pesquisa tem observado
gue nas espécies de corais hermafroditas liberadoras de gametas, os espermatozoides
sdo iméveis enquanto mantidos dentro do pacote. A motilidade do espermatozoide é
iniciada apds a dissociagao do pacote e liberacdo dos gametas na dgua marinha. Para
que essa ativagao seja feita, a presenca e concentracao de certos ions € necessaria,
assim como oscilacdes sutis no pH e a osmolalidade parecem estar envolvidos no
processo (Godoy, comunicacao pessoal). Espermatozoides de animais de agua doce
e agua salgada possuem mecanismos diferentes de ativacdo da motilidade
espermética, sendo o choque osmotico um deles (Morisawa e Suzuki, 1980). Em
peixes marinhos, um dos gatinhos para ativacdo da motilidade espermatica é ocorre
por choque hiper osmotico, quando o sémen é liberado na agua. Como exemplo, o
Halibute do Atlantico (Hippoglossus hippoglossus) possui sémen com osmolalidade
que varia de 900 a 1100 mOsmol/kg. Ja em peixes de agua doce a ativacao da
motilidade se da& por choque hipo osmaético, sendo que a osmolalidade do sémen
dessas espécies, como exemplo o Robalo-legitimo (Dicentrarchus labrax) fica em
torno de 300 mOsmol/kg (Dumorné et al., 2018).

Sabendo que a osmolalidade é um fator importante na iniciacdo da motilidade
em espermatozoides de peixes (Alavi e Cosson, 2006), e considerando a auséncia de
conhecimento nesse campo para 0s corais brasileiros, esse trabalho objetivou avaliar
se alteracdes na osmolalidade da agua do mar poderiam influenciar na motilidade e
viabilidade espermatica do coral-couve-flor (Mussismilia harttii). A espécie foi
escolhida por ser endémica do Brasil e ja estar na lista vermelha do IBAMA como em

perigo de extingao.
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4. Material e Métodos

4.1 - Coleta e Manutencéao das coldnias

O seguinte trabalho foi realizado através de uma parceria do Projeto Reefbank
com o Coral Vivo, que monitora a desova de corais desde 2004. Colonias de
Mussismilia harttii foram coletadas no Parque Marinho de Recife de Fora, duas
semanas antes da desova, e mantidas em caixas tanque de 1000 L conectadas ao

mar na Base de Pesquisa do Coral Vivo em Arraial d’Ajuda, Porto Seguro, Bahia.

4.2 - Coletadas Amostras

O estudo foi realizado com sémen coletado da colonia denominada “Caio”, no
decorrer de trés noites de desova. Para evitar contaminagédo, quando a colonia
comecava a liberar pacotes era retirada do tanque e colocada em um balde plastico e
entdo monitorada.

Os pacotes contendo os gametas foram coletados logo apds sua liberacdo e
colocados em tubos Falcon de 50 mL com 10 mL de 4gua marinha filtrada (AMF), com
trés pacotes por tubo. Verificando-se o rompimento dos pacotes os odcitos flutuantes
eram separados utilizando uma pipeta Pasteur. Os espermatozoides depositados no

fundo eram transferidos para microtubos de 2 mL.

4.3 — Analise da Motilidade e Integridade de Membrana

As amostras foram entdo analisadas quanto a motilidade, sendo colocadas em
laminas histologicas de vidro e a taxa de motilidade foi avaliada por microscépio
optico. A porcentagem de espermatozoides moveis no campo 6ptico foi registrada
(Godoy et al., 2021), e para avaliar a integridade de membrana os espermatozoides
foram expostos ao corante eosina, que colore apenas células com a membrana

danificada, e nigrosina, responsavel pelo contraste do fundo da lamina.

4.4 — Experimento 1: supressao da motilidade espermatica por meio da variacao
na osmolalidade da agua marinha

Como os espermatozoides da espécie sao coletados jA& com motilidade, o
objetivo desse primeiro ensaio era manipular a osmolalidade da agua marinha

buscando manter os espermatozoides imoveis, e assim poupar sua energia e
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prolongar seu tempo de vida.
Os espermatozoides foram expostos a quatro osmolalidades: 1035, 905, 776 e
646 mOsmol/kg. Para atingir as respectivas osmolalidades, agua destilada foi

adicionada a AMF, conforme o exemplo:

40 mL (volume total) - 1035 mOsmol/kg
30 mL 2> X
X =776 mOsmol/kg

Os espermatozoides ficavam aproximadamente 5 minutos em contato com a
solucéo teste, e em seguida AMF era utilizada para que a motilidade fosse ativada e
entdo analisada. Para amostras com alta concentracdo espermatica foram
micropipetados 2 pL de sémen fresco diluidos em 14 pL de Agua Marinha Filtrada.
Para amostras com baixa concentracéo espermatica, 10 puL de Agua Marinha Filtrada

foram usados para ativacao.

4.5 — Experimento 2: avaliagdo do efeito da osmolalidade no tempo de vida dos
espermatozoides

Apoés a selecdo da melhor osmolalidade para o controle da motilidade, as
amostras foram estocadas em temperatura ambiente e observadas em microscopio

optico nos tempos 0, 15, 19 e 24h.

4.6 — Analise Estatistica

Para saber se houve diferenca significativa de motilidade nas amostras, foram
calculados no software BioEstat, os resultados utilizando a ANOVA simples e os testes
T de Student e Tukey, utilizando o valor de significancia de 5%.
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5. Resultados e Discussao

Visto a importancia dos recifes de coral para o ecossistema marinho e o
preocupante decréscimo da sua populacéo, este estudo visou investigar se possiveis
alteracdes na osmolalidade da agua marinha podem interferir na motilidade e
integridade dos espermatozoides de coral Mussismilia harttii. Cessar a motilidade dos
espermatozoides pode ser util como mais uma técnica para auxiliar na sua reproducéo
in situ ou ex situ.

Os resultados encontrados no primeiro experimento mostraram que O0S
tratamentos de 1035 e 905 mOsmol/kg ndo obtiveram sucesso desejado na inibicao
da motilidade, enquanto o tratamento 646 mOsmol/kg causou choque osmético nas
células, matando a totalidade dos espermatozoides (Figura 4 e Tabela 1). Dessa forma
a osmolalidade que melhor inibiu a motilidade espermatica foi a de 776 mOsmol/kg

(Figura 4), ao conseguir manter 92,33% dos espermatozoides imoveis.

mOsmol/kg

1035 |’
905 |’

776

646 8

Figura 4 - Teste da inibicdo da motilidade dos espermatozoides do coral M. Harttii utilizando diferentes
osmolalidades.
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Tabela 1. Teste de inibicdo da motilidade dos espermatozoides do coral M. Harttii

utilizando diferentes osmolalidades.

Osmolalidade Motilidade Integridade de Membrana
(mOsmol/kg) (%) (%)

1035 96.67 +5.77 90 £5.20

905 63.33+7.77 98 £ 2.00

776 7.67 +0.58 98 £1.00

646 0+0.00 68.34 + 10.69

ApoOs obter sucesso na supressdo da motilidade espermética realizamos o

segundo ensaio, no qual os espermatozoides mantidos em 776 mOsmol/kg foram

avaliados por 24 horas. Com os valores encontrados nos diferentes tempos de

amostragem, foi possivel observar que houveram mudancas significativas na

motilidade em trés periodos de tempo, sendo eles 0, 15 e 19h, deixando apenas o

tempo de 24h sem mudancas significativas estatisticamente (Figura 5). Analisando

os resultados podemos observar uma queda na motilidade dos espermatozoides

conforme o tempo avanca, até praticamente perderem a capacidade de se mover

em 24h. A osmolalidade de 776 mOsmol/kg foi eficiente em manter quase 50%

dos espermatozoides viaveis e com a membrana integra por 19 horas.
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Figura 5 — Taxa de motilidade dos espermatozoides de M. harttii guando mantidos em agua com 776
mOsmol/kg antes e apos ativagdo com AMF

e Letras mailsculas distintas em cada tempo indicam diferenca estatistica pelo teste T de Student.
e Letras mindsculas distintas ao longo do tempo indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey.

Outro fator importante descoberto nessa pesquisa foi 0 sucesso no
prolongamento do tempo de vida dos espermatozoides de M. harttii. O tempo de
vida médio do espermatozoide da espécie € de 16 horas no ambiente marinho
(Godoy, comunicagdo pessoal). Aqui, quando mantidos em &agua com 776
mOsmol/kg, apds 19h cerca de 45% dos espermatozoides ainda estavam moveis,
e 3% deles ainda estavam vivos apos 24h.

Esse achado pode ser util em estratégias para conservacao da espécie. A
manipulacdo na osmolalidade da 4gua marinha permitiu que os espermatozoides
ficassem imGveis e viaveis por mais tempo, tornando possivel seu transporte por
grandes distancias sem a necessidade de uso de qualquer técnica de resfriamento
ou criopreservacao. Os resultados aqui encontrados podem complementar as

atuais e futuras biotecnologias reprodutivas aplicadas a conservacéo dos corais.
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6. Consideragdes finais

O presente teve como objetivo avaliar se a diferengca de osmolalidade
pode ser um fator inibitério na motilidade dos espermatozoides de coral. Como
resultado, o trabalho conseguiu observar que alteracbes na osmolalidade da
agua marinha podem afetar a motilidade e a integridade da membrana dos
espermatozoides do coral endémico brasileiro Mussismilia harttii. Tendo em vista
gue sao organismos muito sensiveis a minimas variagbes ambientais, essas
informacdes podem subsidiar acdes favoraveis para conservacao dos recifes de
coral, visto que isto permite que seus gametas sejam transportados sem
desperdicar energia nem destruir sua membrana plasmaética, fatores de suma
importancia para aumento da taxa de fecundacéo.

A descoberta do aumento do tempo de vida do espermatozoide quando
mantido em 776 mOsmol/kg reforca a ideia de que podemos utilizar isso em
favor da conservacéao, visto que novas tecnologias podem ser empregas junto
com a utilizacdo da mudanca na osmolalidade da agua, como criopreservacao
ou fertilizacdo ex situ. Essa associacdo de protocolos e tecnologias é
fundamental para criacdo de um banco genético como alternativa futura para a
repopulacédo de areas ja degradadas.

Mais estudos na area sao necessarios, para avaliar se a utilizacdo de
outras tecnologias aliadas a mudanca da osmolalidade podem ser efetivas e se,
além das caracteristicas quimicas da agua, também as caracteristicas das
colbnias (seu estado de saude, se branqueadas e se em areas protegidas de
acoes antrépicas gerais) afetam a motilidade de seus espermatozoides.
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