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ORGANIZAÇÃO MORFOLÓGICA E AVALIAÇÃO ULTRAESTRUTURAL DO 

PACOTE E GAMETAS DO CORAL Mussismilia harttii1 

Autor: Wanderson Valente dos Santos 

Orientador: Leandro Cesar de Godoy  

 

RESUMO: O declínio crescente das espécies construtoras de recifes em todo o 

mundo reforça a urgência de mais informações sobre a biologia reprodutiva em corais. 

Levando em consideração que metade das espécies de corais existentes na natureza 

nunca tiveram sua biologia reprodutiva investigada, a lacuna no conhecimento acerca 

do tema é realmente preocupante. Nesse estudo nós investigamos a ultraestrutura 

dos pacotes, oócitos e espermatozoides do coral endêmico do Atlântico Sul 

Mussismilia harttii. Nossos resultados mostraram que os pacotes são compostos por 

muco amorfo, sem constituição estrutural e com densidade de elétrons semelhante 

aos grânulos presentes no citoplasma dos oócitos. Não existe um padrão de 

distribuição de espermatozóides e oócitos no pacote. Os espermatozóides estão 

localizados em estruturas de formato hexagonal. Os oócitos são arredondados, 

recobertos por muco e apresentam microvilosidades por toda a sua superfície. Eles 

apresentam vesículas corticais próximas ou fundidas à membrana oocitária. Grânulos 

de lipídios esféricos, corpos de vitelo, um material fino granular disperso no citoplasma 

e inúmeras mitocôndrias foram identificadas no citoplasma. A presença das células 

Symbiodinium-like. Os espermatozoides possuem comprimento total de 6,25 ± 1,34 

núcleo está localizado na região central da cabeça e os axonemas exibem o arranjo 

dos microtúbulos (9+2). Vesículas elétron densas (semelhantes às do complexo de 

Golgi) foram observadas próximas à membrana plasmática. Abaixo de cada complexo 

de Golgi há uma única e grande mitocôndria, que parece ter se formado a partir da 

fusão de outras menores. Os achados aqui detalhados darão suporte para futuros e 

necessários estudos que buscam compreender melhor a gametogênese, a formação 

do pacote de gametas e a fecundação em corais escleractíneos.  
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MORPHOLOGICAL ORGANIZATION AND ULTRASTRUCTURAL EVALUATION 

OF THE BUNDLES AND CORAL GAMETES Mussismilia harttii1 

Author: Wanderson Valente dos Santos  

Advisor: Leandro Cesar de Godoy  

 

ABSTRACT: The growing decline in reef-building species worldwide reinforces the 

urgency for more information on coral reproductive biology. Taking into account that 

half of the species of coral existing in nature have never had their reproductive biology 

investigated, the gap in knowledge on the subject is worrying. In this study, we 

investigated the ultrastructure of the bundles, oocytes and spermatozoa of the South 

Atlantic endemic coral Mussismilia harttii. Our results showed that the bundles are 

composed of amorphous mucus, without structural constitution and with an electron 

density similar to the granules present in the cytoplasm of oocytes. There is no pattern 

of distribution of sperm and oocytes in the bundle. Sperm are located in hexagonal 

shaped structures. Oocytes are rounded, covered with mucus and have microvilli 

throughout their surface. They have cortical vesicles close to or fused to the oocyte 

membrane. Spherical lipid granules, yolk bodies, a fine granular material dispersed in 

the cytoplasm and numerous mitochondria have been identified in the cytoplasm. 

There is a presence of Symbiodinium-like cells. The spermatozoa have a total length 

of 6.25 ± 1.34 m, have an oval head (0.40 ± 0.11 m) and a long flagellum (5.53 ± 

1.25 m). The nucleus is located in the central region of the head and the axonemes 

exhibit the arrangement of the microtubules (9 + 2). Dense electron vesicles (similar to 

those of the Golgi complex) were observed close to the plasma membrane. Below 

each Golgi complex is a single and large mitochondria, which appears to have formed 

from the merger of smaller ones. The findings detailed here will support future and 

necessary studies that seek to better understand gametogenesis, the formation of the 

gamete package and fertilization in scleractine corals. 

 

Keywords: Sexual reproduction, Bundles, Gametes and Ultrastructure. 
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1. INTRODUÇÃO 

Os recifes de coral estão entre os ecossistemas de maior biodiversidade e 

produtividade do planeta. Ainda que ocupe uma área inferior a 1% do oceano, estima-

se que pelo menos um quarto de toda a vida marinha depende diretamente deste 

ambiente para sobrevivência (Mulhall, 2007; Wilkinson, 2008). Portanto, os recifes de 

coral exercem um importante papel na renovação dos estoques pesqueiros, gerando 

alimento e fonte de renda para milhares de comunidades em todo o mundo. Além 

disso, os corais têm grande potencial farmacológico e servem como barreiras de 

proteção para as regiões costeiras (Hoegh-Guldberg, 2007). 

Os corais são metazoários e possuem uma estreita relação simbiótica com 

organismos unicelulares chamados de zooxantelas. As zooxantelas são 

dinoflagelados do gênero Symbiodinium, apresentam forma esférica das suas células, 

exibindo com frequência a coloração dourada (Rohwer et al., 2002). Vivem livres e 

dispersas no interior da gastroderme onde estão protegidas e recebem suprimentos e 

nutrientes fundamentais para a realização da fotossíntese (Costa et al., 2005; Cairns, 

2007). Em contrapartida, as zooxantelas fornecem ao seu hospedeiro substratos 

provenientes da fotossíntese como oxigênio, glicose, glicerol e aminoácidos.  

Os corais apresentam um ciclo de vida simples que compreende duas fases: a 

fase larval (vida livre) e a de pólipo, que se fixa ao substrato (Ventura e Pires, 2009), 

e sua reprodução pode ocorrer de forma assexuada ou sexuada. A forma mais comum 

de reprodução assexuada ocorre através do brotamento de um pólipo que se 

desprende do pólipo parental ou através da fragmentação da colônia (Rohwer et al., 

2002). Esse processo continua durante toda a vida do animal, sendo que os novos 

corais são clones da colônia parental. A reprodução sexuada consiste na produção de 

gametas (espermatozoides e oócitos), promovendo a diversidade genética por meio 

da fecundação cruzada entre indivíduos (Harrison, 2011; Huang, 2012). Os corais 

podem desenvolver colônias ou pólipos de um único sexo (masculino ou feminino), ou 

hermafroditas. Nos hermafroditas, o animal desenvolve ambos os sexos, podendo 

ocorrer colônias de pólipos hermafroditas, ou colônias de pólipos machos e fêmeas 

(Pires et al., 2016). Os gametas masculinos e femininos são formados no mesmo 

pólipo, dentro de regiões do mesentério. Desse modo, quando maduros, a parede do 

mesentério se rompe, liberando oócitos e espermatozoides para o interior da cavidade 

gastrovascular, onde são envoltos por uma camada de muco formando um pacote 

compacto. No período da desova os pacotes com os gametas são liberados pelas 
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bocas dos pólipos. Quando eliminados na água, os pacotes boiam até atingir a 

superfície do mar. Na superfície eles se rompem e os espermatozoides e oócitos se 

dissociam uns dos outros. A fecundação cruzada, onde o oócito de uma colônia é 

fecundado pelo espermatozoide de outra colônia ocorre livremente na água, formando 

embriões que ficam à deriva no mar. Em poucos dias esses embriões se desenvolvem 

em larvas. Essas larvas se fixam ao substrato, sofrem metamorfose, tornando-se 

pólipos juvenis, que irão começar a produzir em sua base o esqueleto de calcário. 

Esses pólipos juvenis então se multiplicam de forma assexuada por divisão, e assim 

se dá o crescimento das colônias (Pires et al., 2016). 

Atualmente, o ecossistema recifal vem sofrendo grande ameaça decorrente dos 

impactos provocados pelo homem, como o lançamento de resíduos urbanos e 

pesqueiros (Bender, 2014), a acidificação das águas (Hoegh-Guldberg, 2007) e o uso 

de substâncias químicas nocivas presentes em protetores solares (Danovaro, 2008), 

além da mudança do clima do planeta (Baker et al., 2008). O estresse térmico 

provocado pelo aumento da temperatura do oceano faz com que a simbiose entre as 

microalgas (zooxantelas) e os corais se desfaça, levando ao desenvolvimento de um 

fenômeno chamado branqueamento. Dependendo da intensidade do branqueamento, 

os corais não conseguem se recuperar e acabam morrendo. Dados de monitoramento 

no ano de 2016 mostraram que a mortalidade média foi de 22% para toda Grande 

Barreira de Corais na Austrália (Cressey, 2016). Estima-se que cerca de 40% dos 

recifes de coral do planeta já morreram, e as previsões apontam que esses eventos 

se tornarão ainda mais frequentes, limitando sua recuperação e podendo levar ao 

colapso de todo esse ecossistema (Godoy, 2018). 

O Oceano Atlântico Sul abriga 16 espécies de corais pétreos (verdadeiros) de 

águas rasas, sendo cinco delas endêmicas do Brasil (Castro e Zilberberg, 2016). O 

coral-couve-flor (Mussismilia harttii) está entre as principais espécies responsáveis 

pela construção dos recifes brasileiros, porém já está sofrendo com eventos 

constantes de branqueamento, decorrente do aumento da temperatura do oceano nos 

últimos anos, doenças (Castro e Pires, 1999; Leão et al., 2016) e encontra-se sob 

ameaça de extinção (ICMBIO, 2018). Anomalias térmicas potencializadas pelo El Niño 

ocorreram no primeiro semestre de 2019 e causaram o branqueamento de cerca de 

80% das colônias de M. harttii no Parque Marinho do Recife de Fora (Porto Seguro, 

BA), sendo que a extensão desse dano ainda é desconhecida.  
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A preservação in situ, como unidades de conservação marinha, pode colaborar 

na redução dos impactos locais, mas a influência antrópica na mudança do clima no 

planeta ainda continuará provocando o decréscimo da biodiversidade do ecossistema 

coralíneo. Com o desaparecimento dos corais, a diminuição drástica dessa 

biodiversidade afetará a pesca e poderá deixar 275 milhões de pessoas em situação 

de fome extrema (FAO, 2018), acarretando em um prejuízo econômico de quase U$ 

7 bilhões de dólares (Bruno e Valdivia, 2016). Somado a isso, têm os impactos 

ecossistêmicos decorrentes do avanço de tempestades vindas diretamente do mar 

aberto, e eventos de erosão e sedimentação nas regiões costeiras. 

Algumas técnicas seguras para preservar a existência dos corais estão 

relacionadas ao conhecimento básico da biologia dos seus gametas 

(espermatozoides e oócitos) e de como ocorre a fertilização. Conhecer os gametas 

em nível ultraestrutural dá subsídios para sua manipulação adequada a fim de garantir 

o sucesso em técnicas de reprodução in vitro e de estocagem em baixa temperatura 

(criopreservação). Estudos detalhados sobre a ultraestrutura dos gametas de corais 

se limitam à poucos relatos na literatura. Alguns trabalhos avaliaram a ultraestrutura 

para identificar os processos de gametogênese em duas espécies (Pocillopora 

darnicornis e Pocillopora elegans) do Pacífico - Oriental (Glynn et al., 1991) e 

comparação filogenética em 35 espécies de Anthozoários do Oceano Atlântico  

Mediterrâneo (Schimidt et al., 1979). Nosso grupo de pesquisa tem desenvolvido 

diversos estudos voltados à conservação do coral M. harttii, no entanto, nos 

deparamos com uma lacuna no conhecimento básico acerca da biologia dos seus 

gametas. A avaliação ultraestrutural nunca foi realizada para qualquer espécie de 

coral brasileiro.  

Essa proposta traz uma abordagem inédita. A caracterização ultraestrutural 

permitirá conhecer a morfologia dos gametas de forma detalhada e dará subsídios 

para entender as estruturas que podem estar relacionadas ao processo de 

fecundação e manutenção da sua viabilidade. Além de, gerar um conhecimento 

básico, sólido e crucial que servirá de referência para futuros estudos de reprodução 

in vitro, fisiologia e congelamento de gametas. A associação desses conhecimentos 

somará esforços para a conservação dessa espécie endêmica da costa Brasileira.   

 

2. Revisão Bibliográfica  

2.1. Biologia e Morfologia 
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Os recifes de coral são formados por estruturas rochosas e rígidas, resistentes 

a choques provocados pela ação mecânica das ondas e correntes marítimas. São 

compostos por organismos marinhos (vegetais e animais) constituídos de esqueleto 

de calcário. Sua constituição envolve um conjunto de organismos, formando uma teia 

de associações e eventos em constante progressão (Castro e Zilberberg, 2016). 

Os corais são animais cnidários da classe Anthozoa, formam esqueletos 

hematípicos da ordem Scleractinia (construtores de recifes) e são responsáveis pela 

deposição de carbonato de cálcio, dando um aspecto firme a sua estrutura (Vilaça, 

2002). Outra particularidade importante sobre os corais está na sua relação 

simbiôntica, associação que surgiu na era mesozoica logo após uma quase extinção 

(Stanley, 1988). Fato curioso foi que após o período triássico, as microalgas se 

diferenciaram, próximo aos corais simbiônticos (Wells, 1954; Frankowiak et al., 2016; 

Marcelino e Verbruggen, 2016). A associação simbiótica com os corais ocorre com 

uma microalga denominada zooxantela. As zooxantelas são um conjunto de 

organismos unicelulares que vivem em endossimbiose com os corais. São 

responsáveis pela fotossíntese possibilitando o desenvolvimento dos recifes. Além de 

dar coloração ao animal, as zooxantelas vivem no interior de células específicas 

chamados de simbiossoma, onde estão protegidas e recebem suprimentos e 

nutrientes fundamentais para a realização da fotossíntese. Em contrapartida, elas 

fornecem ao seu hospedeiro substratos provenientes da fotossíntese que são 

utilizados pelos corais para nutrição e crescimento (Fonseca et a.l, 2017). 

2.2. Recifes Brasileiros 

O Brasil é o único país onde se encontram os recifes de coral verdadeiros do 

Oceano Atlântico Sul. Sendo esse denominado scleractínios, ou seja, construtores de 

recifes. A reprodução e renovação dos recifes de coral são processos necessários 

para que essas comunidades sejam mantidas. Dados sobre a biologia e métodos 

reprodutivos são importantes para o desenvolvimento de práticas de manejo, 

conservação desses ambientes e recuperação de áreas degradadas (Castro & 

Zilberberg, 2016). 

Entre as espécies construtoras de recifes está a Mussismilia harttii da família 

Mussidae, esse gênero apresenta cálices separados com aspecto dicotômico, sem 

disposição de ramos laterais. Apresentam três diferentes tipos de alterações 

morfológicas descritas, as formas laxas com os cálices muito separados são 
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encontradas em águas lentas, a forma confertifolia com os cálices pouco separados 

são encontrados em águas mais agitadas e a forma intermediária, que envolve todas 

as outras formas que não apresentam características semelhantes as dos outros dois 

tipos.  A colônia exibe coloração heterogênea em tons de marrom, cinza, amarelo e 

verde e apresentam traços primitivos que remetem o período terciário da bacia 

sedimentar do Atlântico. 

A M. harttii é encontrada naturalmente no ambiente marinho, desde o Norte do 

Espirito Santo, Pernambuco e até o Rio Grande do Norte. Encontra-se em águas rasas 

de 2 a 3 m de profundidade, turbidez intermediária e também encontrada em águas 

mais profundas de 15 a 30 m e eventualmente a 80 m de profundidade. É considerada 

construtora primária nos recifes no estado de Pernambuco. Sua reprodução ocorre 

todos os anos ditada pelas fases da lua, especificamente na lua nova, sendo assim 

bem previsível o período de desova (Castro & Zilberberg, 2016). 

De acordo com Pires et al., (2016) os dois gametas, masculino e feminino se 

formam no mesmo mesentério, no entanto sua formação ocorre em épocas distintas. 

Os cistos espermáticos que englobam os espermatozoides aparecem no oitavo mês 

do desenvolvimento dos oócitos e, logo, seu desenvolvimento tem um período de 

aproximadamente três meses (Pires et al., 2016). Deste modo, os dois gametas 

adquirem maturidade no mesmo período de tempo, podendo acontecer a desova no 

mesmo período. Ao alcançar a maturidade, as paredes do mesentério se rompem e 

os gametas são expelidos para a cavidade gastrovascular dos pólipos, onde são 

revestidos por muco ficando oócitos e espermatozoides próximos no mesmo pacote. 

No período da desova, os pacotes são liberados pelos pólipos que migram para a 

superfície da água.  Espermatozoides e oócitos se separam com a movimentação da 

água e depois de um tempo inicia a fecundação cruzada, onde o espermatozoide de 

uma colônia fecunda o oócito de outra colônia (Godoy et al., 2018).     
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Figura 1. Ciclo de vida dos corais liberadores de gametas (Projeto Coral Vivo). 

2.3. Influências Antrópicas Nos Recifes De Coral do Mundo  

Os recifes de coral estão correndo sérios riscos de desaparecimento, atualmente o 

planeta já perdeu 50% dos corais em um período de 30 anos. Por influência das 

atividades antrópicas em 2014, 59 espécies de peixes que utilizam o recife para a 

sobrevivência desapareceram na costa da Filipinas e o mesmo está ocorrendo no 

Quênia, registrado no ano de 2019 (Baker et al., 2008; Veron et al., 2009; Cressey, 

2016;). Esses impactos podem trazer sérias consequências para muitos organismos 

marinhos, que vão desde os próprios corais até grandes mamíferos que dependem 

deste ecossistema para sobrevivência. 

O estresse térmico provocado pelo aumento da temperatura da superfície do 

oceano rompe a simbiose entre os corais e microalgas (zooxantelas), tornando-os 

brancos   fenômeno denominado de branqueamento. Conforme a intensidade do 

estresse, os corais não conseguem se recuperar e acabam morrendo. Previsões 

indicam que os eventos de branqueamento se tornarão mais frequentes (Heron et al., 

2016), reduzindo a resistência dos corais e ameaçando os ecossistemas recifais em 

todo o mundo. 
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2.4. Influências Antrópicas Nos Recifes De Coral do Brasil

No Brasil, já existem casos de branqueamento em corais da espécie zoantídeos 

em diferentes localidades ao logo do litoral brasileiro analisados desde o ano de 1990, 

onde foi observado o primeiro registro de branqueamento (Castro e Pires, 1999). 

Atividades antrópicas estão cada vez mais prejudicando as espécies de corais 

brasileiros, em especial a M. harttii, espécie endêmica que já se encontra em ameaça 

de extinção por ocupar áreas de águas rasas, na qual a interferência humana pelo 

turismo marinho, exploração dos recursos naturais e poluição costeira estão entre os 

principais agentes responsáveis pelo desaparecimento dessa espécie, mostrando um 

decréscimo de 50% de sua população em um período de 30 anos (Pires et al., 2016). 

Altas taxas de mortalidade sem recuperação aumentam a níveis alarmantes, levando 

a redução da variabilidade genética das comunidades de corais e a possível extinção, 

uma vez que a constância de uma espécie ou população depende da sua diversidade 

genética (Laikre et al., 2010). 

Uma maneira de assegurar a existência e conservação dos corais está ligada 

a compreensão da biologia reprodutiva dos seus gametas (espermatozoides e 

oócitos) e de como ocorre a fertilização. Compreender a ultraestrutura dos gametas 

irá auxiliar na utilização correta a fim de conseguir o êxito nas técnicas de reprodução 

in vitro e de armazenamento dos gametas em baixas temperaturas (criopreservação) 

(Godoy et al., 2013; Ohki et al., 2014 Hagedorn et al.,2018; 2012; 2006). 

 2.5. Ultraestrutura de Gametas e Padrões Reprodutivos em Corais 

Estudos detalhados sobre a ultraestrutura dos gametas dos corais se limitam à 

poucos relatos na literatura, decorrente da falta de técnicas e equipamentos que 

auxiliam esse tipo de trabalho. Apesar do conhecimento atual a respeito da utilização 

da microscopia eletrônica, as análises das ultraestruturas podem proporcionar dados 

sobre a formação e maturação dos gametas, e auxiliar na descoberta da fisiologia 

relacionada a adaptações ambientais (Glynn et al., 1991; Fautin, 1991). Relatos 

mostram a utilização da ultraestrutura para inferir relações filogenéticas entre espécies 

de corais (Schmidt et al., 1979). De acordo com Stanley et al., (1988) ao verificar a 

ultraestrutura nos processos de gametogênese de duas espécies diferentes 

Pocillopora damicornis e Pocillopora elegans pertencentes a família Pocilloporidae 

pode verificar inúmeras características semelhantes na disposição estrutural das 

células. Do mesmo modo, foi utilizado a comparação filogenética em 35 espécies de 
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Anthozoários do Oceano Atlântico Mediterrâneo (Schimidt et al., 1979). Pesquisas 

também têm utilizado a ultraestutura dos pacotes de oócitos-espermatozoides 

liberados durante reprodução (Richmond et al., 1997). Essa técnica pode inferir o 

tempo nescessário para abertura dos pacotes, o que tem consequências para o êxito 

durante a reprodução (Wolstenholme et al., 2004). 

A ultraestrutura é avaliada com o auxílio da microscopia eletrônica que permite 

a obtenção de informações sobre a morfologia e identificação de elementos químicos 

(Fautin, 1991). A microscopia eletrônica proporciona a observação do material de 

estudo com alta resolução. Existem algumas técnicas de microscopia eletrônica onde 

se destacam a microscopia eletrônica de varredura e a microscopia eletrônica de 

transmissão como as mais importantes (Fautin, 1991). Feixes de elétrons são emitidos 

na amostra e ao atingir o material ocorre uma interação entre elas gerando padrões 

excitatórios. Na microscopia eletrônica de varredura o contato entre os elétrons com 

a amostra tem como resultado elétrons secundários retroespalhados que será 

coletado pelo detector de sinais. Além do que, esse processo provocará na ionização 

do átomo atingido pelos elétrons primários. Essa instabilidade de carga produzirá raios 

X na amostra. 

Na microscopia eletrônica de varredura ocorre a desaceleração total dos 

elétrons, possibilitando somente a visualização da superfície do material. Já na 

microscopia eletrônica de transmissão, pelo fato das amostras sofrerem cortes 

ultrafinos, os elétrons conseguem atravessar com maior facilidade, gerando imagens 

mais detalhadas. A ultraestrutura mostra-se como uma importante ferramenta para o 

conhecimento da biologia dos gametas do coral M. harttii possibilitando o 

conhecimento que será utilizado na reprodução in vitro, fisiologia e congelamento dos 

gametas. Essas técnicas permitirão estabelecer protocolos que ajudarão na 

conservação dessa espécie.  
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3. HIPÓTESES E OBJETIVOS 

 

Hipótese:  

O conhecimento da ultraestrutura dos espermatozoides e oócitos do coral Mussismillia 

harttti permite entender sobre a viabilidade e fecundação dos gametas, e assim 

estabelecer técnicas para conservação da espécie. 

   

 

Objetivo geral: 

Caracterizar a ultraestrutura dos pacotes e gametas do coral Mussismilia harttii e dar 

subsídios para o estabelecimento de técnicas para conservação da espécie. 

Objetivos específicos: 

- Caracterizar a ultraestrutura dos espermatozoides de M. harttii utilizando microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) e microscopia eletrônica de transmissão (MET); 

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

- Identificar e localizar as organelas presentes nos oócitos e espermatozoides de M. 

harttii; 

- Caracterizar a ultraestrutura dos pacotes de M. harttii utilizando MEV e MET.  
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CAPÍTULO II* 

Organização morfológica e avaliação ultraestrutural dos pacotes de oócitos-

espermatozoides do coral pétreo Mussismilia harttii 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
*Artigo elaborado seguindo modelo de estrutura e formatação do periódico Coral Reefs. 
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Resumo

Embora os corais escleractinianos possam se reproduzir sexuadamente e 

assexuadamente, a maioria das espécies com características reprodutivas 

conhecidas são liberadoras de gametas, com cerca de 65% sendo 

predominantemente hermafroditas. Esses corais envolvem seus gametas em uma 

espécie de muco e os expelem em um pequeno pacote flutuante, que é chamado de 

pacotes de oócitos-espermatozoides. Embora esses pacotes sejam cruciais para a 

dispersão de gametas permitindo uma fertilização cruzada bem-sucedida, pesquisas 

que avaliem em detalhes sua estrutura são extremamente raras na literatura. No 

presente estudo, investigamos a composição do pacote e o arranjo e organização dos 

gametas dentro, antes e depois da dissociação, usando análises histológicas e 

ultraestruturais. Foi utilizado o coral endêmico Mussismilia harttii, por ser um dos 

principais construtores de recifes do Brasil e listado como espécie em extinção. 

Nossos resultados mostraram que os pacotes são compostos por muco amorfo, sem 

constituição estrutural e com densidade de elétrons semelhante aos grânulos 

presentes no citoplasma dos oócitos. Não existe um padrão de distribuição de 

espermatozóides e oócitos no pacote, embora existam regiões de altas concentrações 

que podem chegar a 91 espermatozóides por mm². A dissociação do pacote promove 

importantes diferenças morfológicas para os oócitos. Os espermatozóides estão 

localizados em estruturas de formato hexagonal, semelhantes aos alvéolos de uma 

colmeia de abelhas. Dada a complexidade estrutural observada, acreditamos que a 

liberação de espermatozóides em M. harttii ocorre por meio da ruptura completa das 

paredes dos cistos espermáticos, e que a estrutura hexagonal é um componente dos 

espermatócitos. Uma vez liberados na cavidade gastrovascular, os espermatócitos 

são envolvidos por muco, mantendo os espermatozóides na mesma organização. 

Este relatório inicial lança luz sobre uma área pouco explorada que pode auxiliar em 

um melhor entendimento da fertilização de corais de transmissão hermafrodita e 

fornecer suporte para estudos futuros sobre biotecnologias reprodutivas para a 

conservação de corais. 

Palavras-chave: Reprodução sexuada, Hermafrodita, Pacotes, Gametas, Morfologia 

e Ultraestrutura.  
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1. Introdução

Embora os corais escleractinianos possam se reproduzir sexuadamente e 

assexuadamente (Wallace 1985; Ayre e Resing 1986; Baird et al. 2009), cerca de 86% 

das espécies com características reprodutivas conhecidas são liberadoras de 

gametas (Baird et al. 2009). Esta estratégia é ancestral dos métodos de fertilização 

interna (Gallego et al. 2014), é prevalente em muitas espécies aquáticas de vários 

filos (Levitan 1998) e envolve a liberação de gametas na coluna de água, onde ocorre 

fertilização externa e embriogênese (Szmant 1986; Giese e Kanatani 1987; Wray 

1995). 

Os corais podem ser gonocóricos, apresentando colônias ou pólipos de um 

único sexo (masculino ou feminino), ou hermafroditas. Neste último caso, uma única 

colônia apresenta ambos os sexos, que podem ocorrer pólipos hermafroditas em uma 

colônia inteira ou em colônias com uma mistura de pólipos masculinos e femininos 

(Richmond 1997; Harrison e Wallace 1990; Harrison, 2011). Estudos mostram que 

cerca de 65% das espécies conhecidas de corais escleractíneos são 

predominantemente hermafroditas (Guest et al. 2008; Baird et al. 2009). A maioria das 

espécies envolve seus gametas com um tipo de muco e os expele como pequenos 

pacotes flutuantes (Kinzie 1996). Esses pacotes de oócitos-espermatozoides têm um 

papel importante no transporte de gametas para a superfície do oceano, o que 

minimiza a diluição do esperma e aumenta a chance de espermatozóides e oócitos 

de diferentes colônias se encontrarem. Como resultado, a estratégia permite a 

fertilização cruzada com sucesso e promove a diversidade genética para a prole de 

coral (Harrison e Wallace 1990, Richmond 1997; Baird et al. 2009; Harrison, 2011). 

Existem poucos estudos publicados que descrevem a morfologia dos gametas 

para corais escleractinianos (Wallace 1985; Richmond 1997; Steiner 1991, 1993; 

Goffredo et al. 2000; Wolstenholme 2004; Vargas-Ángel et al. 2006; Kawaroe et al. 

2007; Padilla- Gamiño et al. 2011; Tsai et al. 2016; Lin et al. 2018). No entanto, apenas 

cinco deles apresentaram detalhes sobre os pacotes de oócitos-espermatozoides e 

apenas um estudo (Padilla-Gamiño et al. 2011) avaliou especificamente a morfologia 

dos pacotes por meio de análises histológicas e ultraestruturais. Assim, nos 

deparamos com uma lacuna no conhecimento básico sobre a morfologia e a 

ultraestrutura dos pacotes de oócitos-espermatozoides de corais escleractíneos. 

O Brasil é o único país onde se encontram os recifes de coral verdadeiros do 

Oceano Atlântico Sul. Abrigam 16 espécies de corais pétreos de águas rasas, sendo 
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cinco delas endêmicas a costa brasileira (Castro e Zilberberg, 2016). Os corais do 

gênero Mussismilia são encontrados desde o norte do Espírito Santo até o Rio Grande 

do Norte. Os principais construtores de recifes pertencem ao gênero Mussismilia 

Ortmann 1890, endêmico do Brasil (Leão et al. 2016) e teve suas características de 

reprodução descritas pelos estudos pioneiros de Pires et al. (1999). O coral-couve-flor 

(Mussismilia harttii) é uma espécie hermafrodita simultânea, liberando ambos os 

gametas juntos em pacotes de oócitos-espermatozoides flutuantes durante as noites 

de lua nova entre setembro e novembro (Pires et al. 1999; Neves e Pires 2002; Pires 

et al. 2016). A espécie já está na lista vermelha de espécies ameaçadas de extinção 

no Brasil (ICMBio 2018). 

Com o avanço das alterações climáticas no planeta, eventos de 

branqueamento e mortalidade estão se tornando cada vez mais extremos, ameaçando 

o futuro dos recifes de coral (Hughes et al. 2018, 2019). Assim, a reprodução sexuada 

terá um papel fundamental, pois a prole de indivíduos mais resistentes terá 

características genéticas inerentes que podem auxiliar na adaptação do coral a um 

ambiente em mudança. Uma maior compreensão deste complexo chamado de 

pacotes de oócitos-espermatozoides e suas possíveis relações com fertilização 

cruzada pode ser vantajoso em programas de conservação, uma vez que o 

recrutamento bem-sucedido da reprodução sexual é o principal responsável pela 

manutenção da cobertura de coral (Cameron e Harrison 2020). 

Neste estudo inédito no Oceano Atlântico Sul, avaliamos a composição dos 

pacotes de oócitos-espermatozoides de M. harttii e o arranjo e organização dos 

gametas, antes e após a dissociação, usando análises histológicas e ultraestruturais. 
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2. Material e Métodos

2.1. Coleta das colônias e autorizações legais 

Quarenta colônias do coral Mussismilia harttii foram coletadas no entorno do 

semanas antes do período de desova previsto para a espécie (Pires et al. 1999; 2016). 

As colônias foram levadas para a Base de Pesquisa do Projeto Coral Vivo, 

identificadas e acondicionadas em viveiros (1000 L), com renovação periódica da 

água captada do mar. A execução dessa pesquisa foi aprovada pelo Instituto Chico 

Mendes de Conservação da Biodiversidade (ICMBio - SISBIO Nº 63368-1) e pela 

Secretaria Municipal de Meio Ambiente da Prefeitura de Porto Seguro (Autorização N° 

01/2019). 

2.2. Coleta e separação dos gametas 

No momento da desova, os pacotes contendo oócitos e espermatozóides foram 

coletados da superfície da água dos tanques. Três pacotes foram coletados de cada 

colônia (n = 6) e imediatamente transferidos para tubos de 10 mL contendo soluções 

fixadoras (n = 18). Outros 15 pacotes foram coletados em tubos de 50 mL (três pacotes 

por tubo) contendo água do mar, onde permaneceram até sua completa dissociação 

com a separação dos oócitos e espermatozóides. Os oócitos flutuaram e ocuparam a 

superfície do tubo, enquanto o sêmen denso permaneceu no fundo. Os oócitos foram 

então removidos do tubo com uma pipeta Pasteur, lavados em água do mar filtrada 

para remover qualquer vestígio de sêmen e transferidos para uma solução fixadora. 

Alíquotas (± 1 mL) de sêmen contendo espermatozóides foram coletadas do fundo do 

tubo e transferidas para a solução fixadora. 

2.3. Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

Para a microscopia eletrônica de varredura as amostras foram fixadas em 

glutaraldeído 25% com solução tampão fosfato 0,2 M, de acordo com a metodologia 

descrita por Morris (1965). Os materiais fixados foram lavados 3 vezes (30 minutos 

cada) no mesmo tampão. A desidratação foi realizada em séries crescentes de 

acetona (30% a 100%) por 10 minutos e a dessecação dos materiais ocorreu em 

aparelho de Ponto Crítico (Critical Point Dryer, Leica EM CPD030, Alemanha). Para a 

metalização o material recebeu a condução por meio de ouro e platina, utilizando 

Super Cool Sputter Coater, (Leica EM SCD050, Alemanha) e em seguida levado para 
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observação em microscópio eletrônico de varredura (Joel JSM 6060, EUA e Zeiss Evo 

50, Alemanha).  

2.4. Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

Para as análises de microscopia eletrônica de transmissão, as amostras foram fixadas 

em solução contendo glutaraldeído 25%, paraformaldeído 8% e tampão fosfato 0,2 M 

(Morris 1965). O material pré-fixado foi lavado 3 vezes (30 minutos cada) no mesmo 

tampão. A pós-fixação foi realizada em 2% de OsO4 em tampão fosfato 0,2 M (45 

minutos) seguida por 3 banhos no mesmo tampão (15 minutos cada). A desidratação 

foi realizada em séries crescentes de acetona (30% a 100%) por 10 minutos e a pré-

embebição realizada em banhos, misturando o desidratante com resina (Kit Epoxy 

Embedding) em proporções gradativas e crescentes, com tempo mínimo de 2 horas 

em cada banho. A embebição foi realizada com banho de resina (100%) durante 24 

horas e a inclusão foi realizada em moldes de silicone com resina pura, em estufa 

(60°C) por 72 horas. Cortes ultrafinos (80 nm) foram depositados em grids e 

contrastados com solução aquosa de acetato de uranila 2% e citrato de chumbo, e 

observados em microscópio eletrônico de transmissão (FEI COMPANY, Tecnai G2 20 

S-TWIN, USA). 

2.5. Microscopia Óptica (MO) 

Para as análises histológicas, as amostras foram fixadas e desidratadas da 

mesma maneira descrita nas amostras para MET. Após a desidratação as amostras 

foram incluídas em glicol metacrilato (Historesin, Leica, Alemanha) e realizados cortes 

Alemanha), utilizando-se navalhas de vidro. Os cortes foram aderidos em lâminas de 

vidro e corados com azul de toluidina e Hematoxilina-eosina (HE). As amostras foram 

montadas com Entellan (Merck, Frankfurt, Alemanha), fotodocumentadas em 

fotomicroscópio Olympus BX53 (Tóquio, Japão) com câmera Olympus DP73 

acoplada. 

 

2.6. Análises preliminares  

As imagens obtidas por MEV, MET e MO foram avaliadas por meio do software de 

análise digital ImageJ (Microsoft Java 1.1.4.). 
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3. Resultados 

3.1. Desova e dissociação dos pacotes de oócitos-espermatozoides 

 

  A desova de Mussismilia harttii ocorreu entre 17:30h e 19:30h ao longo de três 

dias (28-30 de setembro de 2019) durante a lua nova. Aproximadamente 5 minutos 

antes do início da desova, foi possível observar um aumento no tamanho do disco oral 

e encurtamento dos tentáculos dos pólipos desovadores (Fig. 1a). Cerca de 30s antes 

da desova, o pacote de  oócitos-espermatozoidestozoide tornou-se visível sob o disco 

oral (Fig. 1b) e foi então liberado na água (Fig. 1c).  

Depois de serem liberados, os pacotes flutuaram para a superfície. A 

dissociação total dos pacotes ocorreu após cerca de 10 min, marcada inicialmente 

pela presença de oócitos visivelmente isolados e positivamente flutuantes. Quando 

dentro dos pacotes, os oócitos eram de forma irregular e mediam 90,5 ± 0,02 µm de 

diâmetro (Fig. 2a - b). Após a dissociação do pacote, os oócitos tornaram-se 

arredondados e mediram 155,8 ± 0,02 m de diâmetro (Fig. 2c - d). Porém, mesmo 

Figura   1. Sequência de liberação do pacote oócitos-espermatozoides durante a desova de 

Mussismilia harttii. (a) Pólipos com tentáculos encurtados e disco oral aumentado. (b) Pólipos de com 

o pacote de gametas visível no disco oral. (c) Pacote lançado na água. 
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após a dissociação do pacote foi possível observar que alguns oócitos apresentavam 

morfologia ovoide, medindo 260 ± 1,21 µm de diâmetro (fig. 2e-f). 

 

 

Figura   2. Organização e morfologia dos oócitos de M. harttii. (a) Estereomicroscopia (Stm) do 

agrupamento de oócitos com morfologia irregular quando contido dentro do pacote. (b) Microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) mostrando o arranjo dos oócitos e sua forma irregular dentro do pacote. 

(c) Stm mostrando a morfologia arredondada dos oócitos após a dissociação do pacote. (d) MEV 

mostrando a forma arredondada do oócito após a dissociação do pacote. (e) Stm destacando a 

presença de oócitos de morfologia ovóide mesmo após a dissociação do pacote (seta branca). (f) Stm 

ampliado para destacar a presença de um oócito ovóide após a dissociação do pacote (seta branca). 
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3.2. Morfologia e ultraestrutura dos pacotes de oócitos-espermatozoides

 

Os pacotes de gametas liberados por Mussismilia harttii mediam 3 mm e continham 

296 ± 264 oócitos. Não houve padrão de distribuição observado para espermatozóides 

e oócitos nos pacotes (fig. 3).  

 

As observações de microscopia de luz indicam que as regiões periféricas do 

pacote, bem como os espaços entre os oócitos, estão envoltos por muco (Fig. 4a, b). 

Este muco é amorfo e não apresenta composição estrutural. As análises de 

microscopia eletrônica de transmissão indicaram que o muco (Fig. 4c, d) apresenta 

densidade eletrônica semelhante à dos grânulos presentes no citoplasma dos oócitos. 

 

 

 

 

 

Figura   3. Disposição dos gametas nos fpacotes de M. harttii. (a) Microscopia de luz destacando as 

áreas cheias de muco onde os espermatozóides podem ser encontrados (triângulo branco). (b) 

Microscopia de luz do pacote mostrando a disposição dos gametas. Os espermatozóides (triângulo 

branco) estão localizados nas áreas mais densamente coradas. Os elementos menos corados e 

arredondados são os oócitos (triângulo preto). 
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Figura   4. Análise morfológica dos pacotes de gametas de M. harttii mostrando a localização da 

mucosa. (a) Microscopia de luz (ML) mostrando a presença de muco (mc) na área periférica do pacote 

e próximo aos espermatozóides (spz). (b) ML destacando a camada de muco ao redor dos oócitos no 

pacote. (c-d) Microscopia eletrônica de transmissão (TEM) da mucosa. Também é possível observar 

dentro dos oócitos a presença de células semelhantes a Symbiodinium (sym), vesículas corticais (va), 

corpos vitelinos (yb) e, próximo ao oócito, estão os espermatozóides. 

A área de interação entre os espermatozoides e oócitos no pacote apresentou-

se variável. Eram visíveis regiões em que espermatozoides e oócitos eram vistos bem 

próximos sem qualquer aparato delimitador entre eles (Fig. 5a), e regiões em que uma 

grande quantidade de muco isolava os gametas (Fig. 5b).  
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 Observamos diferenças morfológicas nas microvilosidades superficiais dos 

oócitos antes e depois de sua dissociação do pacote (Fig. 6). Enquanto os oócitos 

estavam associados ao pacote, as microvilosidades estavam próximas umas das 

outras e eram espessas (Fig. 6a). Uma vez dissociados do pacote, os oócitos 

apresentam microvilosidades menos densas e finas (Fig. 6b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

Figura   5. Imagens de microscopia eletrônica de transmissão mostrando os diferentes arranjos de 

espermatozóides e oócitos no pacote. (a) Pequena quantidade de muco (mc) delimitando os oócitos e 

espermatozóides (spz). (b) Grande quantidade de muco separando os espermatozóides dos oócitos. 
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Os espermatozoides estavam distribuídos por todo o pacote, porém de maneira 

desuniforme. Em algumas regiões com altas concentrações de espermatozoides 

organizados em fileiras era possível encontrar até 91 espermatozoides/mm2 (Fig. 7 a-

b), enquanto que em regiões de menor concentração (38 células/mm2) estavam 

dispersos e desorganizados (Fig. 7 c-d). 

  

Figura   6. Morfologia das microvilosidades superficiais nos oócitos de M. harttii antes (a) e após (b) a 

dissociação do pacote de gametas. 
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Figura   7. Distribuição e organização dos espermatozóides de M. harttii no pacote. (a-b) Microscopia 

de luz (ML) e microscopia eletrônica de transmissão (MET) mostrando espermatozóides organizados 

em arquivos dentro dos pacotes. (c-d) ML e MET mostrando espermatozóides desorganizados no 

pacote. 

Os espermatozoides são encontrados unidos e cobertos por muco semelhante 

ao que reveste todo o pacote (Fig. 8), as vezes distribuídos próximos dos oócitos (Fig. 

8a) e às vezes isolados (Fig. 8b). Os espermatozoides estão localizados dentro de 

estruturas em formato hexagonal similares a alvéolos de uma colmeia de abelha (Fig. 

8c  f).  
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Figura   8. Localização e orientação dos espermatozóides no pacote de M. harttii. (a) Microscopia 

de luz (ML) do pacote mostrando espermatozóides desorganizados na mucosa. (b) Detalhe (ML) 

dos espermatozóides em arquivo na mucosa com seus flagelos estendidos lateralmente, 

promovendo organização em arquivos. (c-f) Regiões em formato hexagonal que contêm os 

espermatozóides. 
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Os espermatozoides de M. harttii

que representa 88,38% do seu comprimento total (Fig. 9a - b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura   9. Detalhe dos espermatozóides de M. harttii observados por (a) microscopia de luz e por 

(b) microscopia eletrônica de varredura. 
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4. Discussão

O presente estudo traz novas informações sobre a morfologia dos pacotes de 

espermatozoides do coral Mussismilia harttii. Avaliamos a composição desses 

pacotes, o arranjo e a organização dos gametas, antes e depois de sua dissociação, 

usando análises histológicas e ultraestruturais. Os pacotes desempenham um papel 

importante no transporte de gametas para a superfície do oceano, o que minimiza a 

diluição dos espermatozoides e aumenta as chances de espermatozóides e oócitos 

de diferentes colônias se encontrarem. Esse fenômeno permite a fertilização cruzada 

(Richmond, 1997; Harrison, 2011), na qual espermatozóides de uma colônia fertilizam 

oócitos de outras colônias (Harrison e Wallace, 1990). O tempo de pré-dissociação de 

um pacote de oócitos-espermatozoides é geralmente curto, com a dissociação 

ocorrendo minutos depois que os pacotes são liberados na água (Padilla-Gamiño et 

al. 2011). Segundo Wolstenholme (2004), para os corais Acropora samoensis e 

Acropora digitifera o tempo máximo de dissociação dos pacotes foi de 

aproximadamente 30 min após o contato com a água do mar. 

Os presentes achados mostram que os oócitos de M. harttii apresentam formas 

irregulares quando dentro dos pacotes, provavelmente devido à força de compressão 

exercida pelos pólipos durante a liberação do mesentério e na formação dos pacotes 

em suas cavidades gastrovasculares. A liberação de oócitos irregulares também foi 

observada para a poliqueta marinha Sabellaria vulgaris, em que oócitos recém-

liberados apresentavam formas irregulares devido à pressão exercida pelas cavidades 

celomáticas das fêmeas (Waterman, 1934). Após a dissociação do pacote e contato 

com a água do mar, os oócitos de M. harttii apresentaram formato arredondado. 

Observamos oócitos irregulares em menor quantidade, provenientes de 

diferentes colônias, após a dissociação dos pacotes. Essa observação pode estar 

associada ao estresse ambiental de origem humana, como o aumento da temperatura 

do mar. No primeiro semestre de 2019, aproximadamente 80% das colônias de M. 

harttii sofreram intenso branqueamento no Parque Marinho do Recife de Fora 

(Lacerda et al. Em prep.), que durou seis meses. Ao estudar os potenciais efeitos do 

branqueamento na reprodução dos corais Fungia scutaria e Montipora capitata, 

Hagedorn et al. (2016) observaram que 5,2% dos oócitos de F. scutaria apresentavam 

formato irregular, podendo chegar a 50% em algumas situações. Estudos sobre o 

efeito do branqueamento em massa na Grande Barreira de Corais australiana em 

1998 (Ward et al. 2000) mostraram que as colônias das espécies Acropora aspera, A. 

palifera, A. pulchra e Montipora digitata que sofreram branqueamento tiveram uma 
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diminuição significativa em seu número de oócitos. Estes eram menores em tamanho 

quando comparados aos oócitos de colônias saudáveis. Além disso, também foi 

observada uma diminuição no número de mesentérios masculinos para essas 

espécies. 

As análises histológicas do muco mostraram que ela desempenha um 

importante papel estrutural na manutenção do pacote, protegendo os gametas até que 

sejam liberados na água. O muco envolve completamente os gametas, mantendo um 

padrão desorganizado nos pacotes, com oócitos intercalados com agrupamentos de 

espermatozóides. As observações do MET revelaram que as vesículas corticais nos 

oócitos parecem liberar grânulos do citoplasma para a região extracelular, uma vez 

que era possível ver as vesiculas fusionados à membrana plasmática dos oócitos ou 

próximo à membrana. Outra característica que reforça essa informação está 

associada à semelhança da densidade eletrônica nos grânulos presentes no 

citoplasma, na região interna das vesículas corticais e na camada mucosa 

(extracelular). Dessa forma, acreditamos que a formação do pacote pode consistir em 

parte na liberação de grânulos dos oócitos através das vesículas corticais. A liberação 

de grânulos corticais foi observada em oócitos de crustáceos marinhos. Para os 

camarões Penaeus monodon (Pongtippatee-Taweepreda et al. 2004) e Penaeus 

aztecus (Clark et al. 1980), as secreções corticais produzidas dentro dos oócitos são 

liberadas para a região extracelular assim que o oócito entra em contato com a água 

do mar. 

Observações de MET das áreas de interação entre gametas mostraram regiões 

de proximidade e regiões de distância entre espermatozóides e oócitos, que foram 

separadas por uma espessa camada de muco. Testes preliminares realizados por 

nosso grupo de pesquisa mostraram até agora que os gametas contidos no pacote 

permanecem inativos, sugerindo que bloqueios bioquímicos podem estar envolvidos 

e mantidos pelo microambiente criado dentro do pacote. Segundo Oliver e Babcock 

(1992), os espermatozóides dos corais hermafroditas Montipora digitata, Favites 

pentagona e Platygyra sinensis permanecem inativos quando ainda estão 

concentrados dentro dos pacotes, incapazes de realizar qualquer movimento nos 

estágios iniciais após a dissociação dos pacotes. Investigações sobre a desova 

síncrona de 13 espécies de corais rochosos conduzidas por Babcock et al. (1986), 

mostrou que nenhum sinal de fertilização foi observado antes da dissociação dos 

pacotes de oócitos-espermatozoides. Os primeiros sinais de fertilização só foram 
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observados 2,5 h após a dissociação total. Esta informação reforça nossa descoberta 

anterior de inatividade do gameta quando contido dentro do pacote. 

Observações por MEV na superfície dos oócitos (livres ou contidos nos 

pacotes) revelaram diferenças morfológicas nas microvilosidades. Essas diferenças 

podem estar associadas à ativação dos filamentos de actina presentes nas 

microvilosidades. As características de extensão nas microvilosidades de ovos do 

ouriço-do-mar Strongylocentrotus purpuratus (Burgess e Schroeder, 1977) foram 

controladas por filamentos de actina presentes em sua estrutura. Estudos também 

mostraram que as actinas estão envolvidas no processo de fertilização das estrelas 

do mar. De acordo com observações feitas com os ovos da estrela do mar Astropecten 

scoparius, os microvilosidades se estendem após a actina auxiliar na sustentação dos 

blastômeros (Matsunaga et al. 2002). No presente estudo, as microvilosidades de 

oócitos dentro do pacote eram próximas e espessas. É provável que as actinas 

estivessem inativas e os oócitos não emitissem estímulos intracelulares para gerar 

alterações na conformação das microvilosidades. Por sua vez, os oócitos que ficam 

livres na água apresentam microvilosidades longas e finas, sugerindo que as actinas 

sofreram alterações em sua conformação devido aos sinais bioquímicos ativados 

pelos oócitos. Compreender o papel das actinas presentes nas microvilosidades de 

oócitos pode fornecer informações importantes para compreender a dinâmica da 

fertilização de corais. 

Em um estudo sobre os padrões reprodutivos de três espécies hermafroditas 

do gênero Mussismilia, Pires et al. (1999) mostraram que os espermatozóides 

imaturos estavam concentrados na área periférica dos cistos espermáticos, enquanto 

os espermatozóides maduros estavam localizados nas regiões centrais, organizados 

em fileiras com seus flagelos estendidos em direção à extremidade estreita dos cistos 

espermáticos, formando arranjos em forma de buquê. Dados semelhantes foram 

apresentados em estudos considerando os corais negros Cupressopathes pumila e 

Antipathella subpinnata, nos quais espermatozóides maduros foram encontrados nas 

regiões centrais dos espermatocistos, organizados em fileiras, enquanto os 

espermatozóides imaturos estavam nas áreas periféricas em uma distribuição 

desordenada (Gaino e Scoccia 2009; Gaino e Scoccia 2010). Além da posição dos 

espermatozóides nos cistos espermáticos, foi descrita a identificação do seu grau de 

maturidade em relação à organização das organelas. Espermatozóides imaturos 

apresentavam axonemas livres, seu citoplasma era rico em pequenas mitocôndrias e 

o núcleo apresentava cromatina descondensada (Gaino et al. 2008; Gaino e Scoccia 
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2009). As análises histológicas e ultraestruturais do interior dos pacotes de gametas 

de M. harttii permitiram a identificação de regiões com alta concentração de 

espermatozóides organizados em arquivos e regiões com espermatozóides dispersos 

e desorganizados, demonstrando padrões semelhantes aos descritos anteriormente. 

A análise dos aspectos ultraestruturais mostrou, nos espermatozóides localizados nas 

áreas mais periféricas, a presença de mais de duas mitocôndrias, possivelmente 

indicando imaturidade celular. Por sua vez, os espermatozóides de regiões mais 

centrais apresentavam duas mitocôndrias separadas, o que poderia indicar 

maturidade (Fig. 7 d - detalhe). Portanto, com base na organização das organelas e 

na posição das células semelhante ao anteriormente encontrado para os 

espermatócitos do gênero Mussismilia e em corais negros, acreditamos que essa 

distribuição dos espermatozóides nos pacotes esteja relacionada à maturidade 

celular. Isso implica que os pacotes liberados por M. harttii podem apresentar 

espermatozóides em diferentes estágios de maturação. Entretanto, futuros estudos 

histológicos e ultraestruturais do mesentério masculino da espécie podem trazer 

informações sobre a organização e maturidade dos espermatozóides nos cistos 

espermáticos. 

 A avaliação dos padrões de desova dos corais negros Cirrhipathes sp. e 

Cupressopathes pumila demonstraram que os cistos espermáticos foram liberados 

para a cavidade da gastroderme através da ruptura das paredes do mesentério, com 

células mesentéricas identificadas nos cistos espermáticos presentes na gastroderme 

(Gaino et al. 2008; Gaino e Scoccia 2009). Esta informação pode justificar as 

observações feitas usando MEV nos pacotes de M. harttii. Os espermatozóides foram 

identificados no presente estudo dentro das estruturas hexagonais, que são 

semelhantes aos alvéolos de uma colmeia. Dada a complexidade estrutural 

observada, acreditamos que a liberação de espermatozóides em M. harttii ocorre por 

meio da ruptura completa das paredes dos cistos espermáticos, sendo a estrutura 

hexagonal um componente dos cistos espermáticos. Quando liberados na cavidade 

gastrovascular, os cistos espermáticos são envolvidos por muco, mantendo os 

espermatozóides nessa organização. Segundo Wallace (1985), a formação de 

pacotes oócitos-espermatozoides ocorre poucas horas antes do período de desova. 

Com base nessas informações, acreditamos que a liberação de cistos espermáticos 

pode ser uma estratégia adaptativa que permite reduzir o tempo gasto na formação 

dos pacotes oócito-espermatozoides nas cavidades gastrovasculares. 
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Aqui, investigamos a composição dos pacotes de M. harttii avaliando seu 

arranjo e organização dos gametas usando análises histológicas e ultraestruturais de 

uma maneira muito detalhada. Este relatório inicial lança luz sobre uma área pouco 

explorada que pode auxiliar em um melhor entendimento da fertilização de corais por 

transmissão hermafrodita, bem como fornecer suporte para estudos futuros sobre 

biotecnologias reprodutivas para a conservação de corais. 
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Resumo

O declínio crescente das espécies construtoras de recifes em todo o mundo reforça a 

urgência de mais informações sobre a biologia reprodutiva em corais. Levando em 

consideração que metade das espécies de corais existentes na natureza nunca 

tiveram sua biologia reprodutiva investigada, a lacuna no conhecimento acerca do 

tema é realmente preocupante. Nesse estudo nós investigamos a ultraestrutura dos 

oócitos e espermatozoides do coral endêmico e ameaçado do Atlântico Sul 

Mussismilia harttii. Os oócitos são arredondados, recobertos por muco e apresentam 

microvilosidades por toda a sua superfície. Eles apresentam vesículas corticais 

próximas ou fundidas à membrana oocitária que aparentam liberar grânulos para a 

região extracelular, os quais podem auxiliar na formação do pacote de gametas. 

Grânulos de lipídios esféricos, corpos de vitelo, um material fino granular disperso no 

citoplasma e inúmeras mitocôndrias foram identificadas no citoplasma. A presença 

das células Symbiodinium-like atesta que os simbiontes são transferidos verticalmente 

úcleo está localizado na região central da cabeça e os axonemas exibem 

o arranjo dos microtúbulos (9+2). Vesículas elétron densas (semelhantes às do 

complexo de Golgi) foram observadas próximas à membrana plasmática. A ausência 

de um poro germinativo (micrópila) nos oócitos nos faz acreditar que tais vesículas 

desempenham uma função acrossômica no espermatozoide. Abaixo de cada 

complexo de Golgi há uma única e grande mitocôndria, que parece ter se formado a 

partir da fusão de outras menores. Os achados aqui detalhados darão suporte para 

futuros e necessários estudos que buscam compreender melhor a gametogênese, a 

formação do pacote de gametas e a fecundação em corais escleractíneos. Além disso, 

biotecnologias reprodutivas como criopreservação de gametas e fecundação in vitro 

farão bom uso das informações aqui contidas. 

 

Palavras-chave: Reprodução sexuada, Gametas, Fecundação, Microscopia 

eletrônica. 
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1. Introdução

Apesar da reprodução sexuada em corais escleractíneos ser estudada por mais de 

200 anos, desde Cavolini (1790, citado em De Lacaze-Duthiers 1873) e informações 

substanciais tornaram-se disponíveis a partir dos estudos de Fadlallah (1983), 

Harrison e Wallace (1990), Richmond e Hunter (1990), Richmond (1997), Harrison e 

Jamieson (1999), Kolinski e Cox (2003), Guest et al. (2005), Harrison e Booth (2007) 

e Baird et al. (2009), ainda há informações muito limitadas na literatura, levando-se 

em consideração que praticamente metade das espécies de corais existentes na 

natureza nunca tiveram sua biologia reprodutiva investigada (Harrison, 2011). 

A reprodução sexuada consiste na produção de gametas (espermatozoides e 

oócitos), permitindo a recombinação genética e a produção de novos genótipos que 

podem melhorar a resiliência e a sobrevivência das espécies (Harrison e Wallace 

1990; Harrison 2011). O declínio crescente das espécies construtoras de recifes em 

todo o mundo (Hughes et al. 2018, 2019) reforça a necessidade de mais informações 

sobre sua biologia reprodutiva e ecologia. As pesquisas em andamento fornecem 

evidências crescentes de que os processos reprodutivos sexuados em corais são 

altamente sensíveis a uma ampla gama de estressores naturais e antropogênicos que 

causam estresse subletal, reduzem a fecundidade e prejudicam o sucesso reprodutivo 

(Loya e Rinkevich 1980; Harrison e Wallace 1990; Richmond 1993, 1997; Fabricius 

2005; Drury et al. 2019). 

Embora a morfologia dos gametas de 31 espécies de corais escleractíneos tenha 

sido descrita (Wallace 1985; Steiner 1991, 1993; Goffredo et al. 2000; Vargas-Ángel 

et al. 2006; Kawaroe et al. 2007; Padilla-Gamiño et al. 2011; Tsai et al. 2016; Lin et al. 

2018), somente cinco desses estudos apresentaram detalhes ultraestruturais para os 

espermatozoides e oócitos (Steiner 1991, 1993; Goffredo et al. 2000; Padilla-Gamiño 

et al. 2011; Tsai et al. 2016), evidenciando que existe uma lacuna no conhecimento 

básico acerca da biologia dos gametas de corais por meio de análises ultraestruturais.  

O Oceano Atlântico Sul abriga 16 espécies de corais escleractíneos de águas 

rasas, sendo cinco delas endêmicas do Brasil (Castro e Zilberberg, 2016). O coral-

couve-flor (Mussismilia harttii) está entre as principais espécies construtoras dos 

recifes brasileiros, porém os frequentes e intensos eventos de branqueamento 

decorrentes do aumento da temperatura do oceano nos últimos anos (Castro e Pires 

1999; Leão et al. 2016), além da ocorrência de doenças (Francini-Filho et al. 2008) 

colocaram a espécie sob ameaça de extinção (IBAMA, 2018). O conhecimento a 

respeito da reprodução sexuada dos corais escleractíneos do Atlântico Sul se limita 
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aos estudos pioneiros conduzidos por Pires et al. (1999, 2016) e Neves e Pires (2002), 

os quais descreveram o padrão reprodutivo, a gametogênese e a desova para os 

corais do gênero Mussismilia usandio técnicas histológicas e microscopia de luz. 

Algumas técnicas seguras para a conservação dos corais estão relacionadas ao 

conhecimento da biologia dos seus gametas (Tsai et al. 2016). Conhecer os gametas 

em nível ultraestrutural por meio da microscopia eletrônica possibilita compreender 

sua morfologia de forma detalhada, entender sobre as organelas envolvidas no seu 

desenvolvimento, atração, fecundação e manutenção da sua viabilidade (Harrison, 

2011; Tsai et al. 2016). Nesse estudo nós trazemos uma visão minuciosa dos gametas 

do coral M. harttii em nível ultraestrutural, dando subsídios para melhor compreender 

a gametogênese, a formação do pacote de gametas e a fecundação em corais 

escleractíneos.  

 

2. Material e Métodos 

2.1. Coleta das colônias e autorizações legais 

Quarenta colônias do coral Mussismilia harttii foram coletadas no entorno do 

semanas antes do período de desova previsto para a espécie (Pires et al. 1999; 2016). 

As colônias foram levadas para a Base de Pesquisa do Projeto Coral Vivo, 

identificadas e acondicionadas em viveiros (1000 L), com renovação periódica da 

água captada do mar. A execução dessa pesquisa foi aprovada pelo Instituto Chico 

Mendes de Conservação da Biodiversidade (ICMBio - SISBIO Nº 63368-1) e pela 

Secretaria Municipal de Meio Ambiente da Prefeitura de Porto Seguro (Autorização N° 

01/2019). 

2.2. Coleta e separação dos gametas 

No momento da desova, os pacotes contendo oócitos e espermatozóides foram 

coletados da superfície da água dos tanques. Três pacotes foram coletados de cada 

colônia (n = 6) e imediatamente transferidos para tubos de 10 mL contendo soluções 

fixadoras (n = 18). Outros 15 pacotes foram coletados em tubos de 50 mL (três pacotes 

por tubo) contendo água do mar, onde permaneceram até sua completa dissociação 

com a separação dos oócitos e espermatozóides. Os oócitos flutuaram e ocuparam a 

superfície do tubo, enquanto o sêmen denso permaneceu no fundo. Os oócitos foram 

então removidos do tubo com uma pipeta Pasteur, lavados em água do mar filtrada 
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para remover qualquer vestígio de sêmen e transferidos para uma solução fixadora. 

Alíquotas (± 1 mL) de sêmen contendo espermatozóides foram coletadas do fundo do 

tubo e transferidas para a solução fixadora. 

2.3. Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

Para a microscopia eletrônica de varredura as amostras foram fixadas em 

glutaraldeído 25% com solução tampão fosfato 0,2 M, de acordo com a metodologia 

descrita por Morris (1965). Os materiais fixados foram lavados 3 vezes (30 minutos 

cada) no mesmo tampão. A desidratação foi realizada em séries crescentes de 

acetona (30% a 100%) por 10 minutos e a dessecação dos materiais ocorreu em 

aparelho de Ponto Crítico (Critical Point Dryer, Leica EM CPD030, Alemanha). Para a 

metalização o material recebeu a condução por meio de ouro e platina, utilizando 

Super Cool Sputter Coater, (Leica EM SCD050, Alemanha) e em seguida levado para 

observação em microscópio eletrônico de varredura (Joel JSM 6060, EUA e Zeiss Evo 

50, Alemanha).  

2.4. Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

Para as análises de microscopia eletrônica de transmissão, as amostras foram fixadas 

em solução contendo glutaraldeído 25%, paraformaldeído 8% e tampão fosfato 0,2 M 

(Morris 1965). O material pré-fixado foi lavado 3 vezes (30 minutos cada) no mesmo 

tampão. A pós-fixação foi realizada em 2% de OsO4 em tampão fosfato 0,2 M (45 

minutos) seguida por 3 banhos no mesmo tampão (15 minutos cada). A desidratação 

foi realizada em séries crescentes de acetona (30% a 100%) por 10 minutos e a pré-

embebição realizada em banhos, misturando o desidratante com resina (Kit Epoxy 

Embedding) em proporções gradativas e crescentes, com tempo mínimo de 2 horas 

em cada banho. A embebição foi realizada com banho de resina (100%) durante 24 

horas e a inclusão foi realizada em moldes de silicone com resina pura, em estufa 

(60°C) por 72 horas. Cortes ultrafinos (80 nm) foram depositados em grids e 

contrastados com solução aquosa de acetato de uranila 2% e citrato de chumbo, e 

observados em microscópio eletrônico de transmissão (FEI COMPANY, Tecnai G2 20 

S-TWIN, USA). 

2.5. Microscopia Óptica (MO) 

Para as análises histológicas, as amostras foram fixadas e desidratadas da 

mesma maneira descrita nas amostras para MET. Após a desidratação as amostras 

foram incluídas em glicol metacrilato (Historesin, Leica, Alemanha) e realizados cortes 
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Alemanha), utilizando-se navalhas de vidro. Os cortes foram aderidos em lâminas de 

vidro e corados com azul de toluidina e Hematoxilina-eosina (HE). As amostras foram 

montadas com Entellan (Merck, Frankfurt, Alemanha), fotodocumentadas em 

fotomicroscópio Olympus BX53 (Tóquio, Japão) com câmera Olympus DP73 

acoplada. 

 

2.6. Análises preliminares  

As imagens obtidas por MEV, MET e MO foram avaliadas por meio do software de 

análise digital ImageJ (Microsoft Java 1.1.4.). 

 

3. Resultados 

3.1. Ultraestrutura do oócito 

As análises realizadas por microscopia eletrônica de varredura (MEV) mostraram que 

os oócitos possuem um formato arredondado (Fig. 1 a-b), sendo recobertos por uma 

camada de muco. Sob essa camada de muco, microvilosidades estão presentes por 

toda a superfície do oócito (Fig. 1 c-d), e em alguns pontos foi possível identificar entre 

os microvilos uma estrutura similar à escamas (Fig. 1 e-f). 
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 Figura  1. Microscopia eletrônica de varredura dos oócitos de M. harttii (a) Oócito 

arredondado com uma densa camada de muco aderida à sua superficie. (b) Oócito 

arredondado com uma fina camada de muco sobre sua superfice. (c) Micovilosidades 

distribuídas por todo o oócito e a presença de muco aderido à elas. (d) Detalhe dos microvilos 

por toda a superfície do oócito. (e) Presença de estrutura similar à escamas na superfície do 

oócito. (f) Detalhe das estruturas similares à escamas. 

 

Nos oócitos avaliados por MET foram observadas microvilosidades, vesículas 

corticais, grânulos de lipídios, corpos de vitelo variando em tamanho, forma e 

densidade de elétrons e um material fino granular disperso no citoplasma. Além disso, 

nós encontramos mitocôndrias e células denominadas de Symbiodinium-like (Fig. 2 

a). As microvilosidades foram observadas na porção mais externa da membrana 

plasmática. Em decorrência do formato esférico dos oócitos e do ângulo em que foi 

realizado o corte, as microvilosidades, que frequentemente aparecem como projeções 
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alongadas em forma de dedos, apresentaram-se aqui como uma série de pontos ao 

redor da periferia do oócito (Fig. 2 b). Os grânulos de lipídeos eram esféricos e 

continham faixas claras (Fig. 2 c) e um grande número de corpos de vitelo ao seu 

redor (Fig. 2 d). As vesículas corticais apresentavam, na maioria das vezes, formato 

ovoide, conteúdo filamentoso homogêneo e se localizavam próximas (Fig. 3 a) ou 

fundidas à membrana plasmática (Fig. 3 b). Foi possível observar mitocôndrias 

distribuídas por todo o citoplasma do oócito (Fig. 3 c). Além disso, células menores 

descritas como Symbiodinium-like (veja Leite et al. 2017) foram identificadas na região 

periférica do oócito (Fig. 3 d). 

 Figura  2. Microscopia eletronica de transmissão mostrando os constituintes internos dos 

oócitos de M. harttii. (a) Visão geral: Observe a presença de microvilosidades (mic), 

mitocôndrias (mit), vesículas corticais (vc), celulas Symbiodinium-like (sym), corpos de vitelo 

(cv), grânulos lipídicos (gl) e material fino granular (mfg). (b) Microvilosidades em formato de 

pontos devido ao ângulo do corte histológico. (c) Grânulos lipídicos (gl) com faixas claras. (d) 

Detalhe dos corpos de vitelo (cv) variando em tamanho, forma e densidade eletrônica. 
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 Figura  3. Microscopia eletrônica de transmissão detalhando os constituintes do interior dos 

oócitos de M. harttii. (a) Vesículas corticais (vc) homogêneas e ovóides próximas à membrana 

plasmática do oócito (setas pretas). (b) Vesícula cortical (vc) fundida à membrana e 

possivelmente liberando material extracelular (seta preta). (c) Presença de mitocôndrias (mit) 

distribuidas no citoplasma do oócito. (d) Célula Symbiodinium-like (sym) próxima a periferia 

do oócito. 

 

3.2. Ultraestrutura do espermatozoide 

Os espermatozoides da M. harttii 

que representa 88,38% do seu tamanho total (Fig. 4 a-b).  
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O núcleo ocupa a região central da cabeça do espermatozoide, exibindo 

formato ovoide e material genético elétron denso variado (Fig. 5 a-b). Abaixo do núcleo 

pode-se observar o ligamento dos centríolos (Fig. 5 c-d) com os axonemas, exibindo 

o padrão conhecido para vertebrados e invertebrados (veja Inaba 2003) no arranjo 

dos microtúbulos (9+2), juntamente com sua membrana flagelar estendida 

lateralmente (Fig. 6 a-b). Nas regiões periféricas, próximo a membrana plasmática, 

foram observadas vesículas elétron densas delimitadas por lamelas, semelhantes às 

encontradas nos complexos de Golgi (Fig. 6 c-d). Nos lados direito e esquerdo do 

núcleo foram observadas lamelas empilhadas em disposição paralela, denominadas 

de complexo de Golgi (Fig. 7 a-b), e abaixo de cada Golgi foi observada uma 

mitocôndria (Fig. 7 c-d). Com base nas análises ultraestruturais dos espermatozoides 

de M. harttii nós criamos uma representação esquemática do espermatozoide com 

suas principais organelas (Fig. 8).   

 Figura  4. Microscopia eletrônica de varredura dos espermatozoides de M. harttii (a) 

Espermatozoide com flagelo estendido e com muco aderido à sua cabeça. (b) Detalhe 

da cabeça ovoide dos espermatozoides. 
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 Figura  5. Microscopia eletrônica de transmissão dos espermatozoides de M. harttii. (a) 

Visão geral: Observe o núcleo (n), conectados a ele os centríolos (ct),  as vesículas 

elétron densas (v), duas regiões com complexos de Golgi (gc), abaixo de cada Golgi 

existe uma única mitocondria (mit), e o flagelo (fg). (b) Detalhe do núcleo (n) exibindo 

regiões mais elétron densas que outras. (c) Os centríolos (ct) penetram no fundo do 

núcleo (n). (d) Os centríolos (ct) distais dão origem a matriz microtubular do flagelo (fg). 
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 Figura  6. Microscopia eletrônica de transmissão dos espermatozoides de M. harttii 

mostrando (a) Os axonemas (ax) dos microtubulos 9+2 do flagelo (fg). (b) Detalhes da posição 

dos centríolos (ct) e a matriz flagelar (fm). (c) Vesículas (v) na região periférica. (d) Detalhes 

das vesículas (v) mostrando uma borda semelhante as encontradas nos complexos de Golgi 

(gc). 
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 Figura  7. Microscopia eletrônica de transmissão dos espermatozoides de M. harttii. (a) 

Complexo de Golgi (gc) paralelos e empilhados. (b) Detalhes do complexo de Golgi (gc) 

mostrando as lamelas semelhantes às encontradas nas vesiculas (v). (c) Mitocôndria (mit) 

única abaixo de cada Golgi (gc). (d) Detalhes da mitocôndria (mit) mostrando as cristas e a 

dupla membrana.  
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 Figura  8. Representação esquemática do espermatozoide de M. harttii com suas organelas. 

Vesículas elétron densas (v), núcleo (n), complexos de Golgi (gc), duas mitocôndrias (mit), 

centríolos (ct), flagelo (fg) e matriz flagelar (fm). 

 

Alguns espermatozoides apresentavam mitocôndrias aparentemente fundidas, 

formando uma única organela (Fig. 9 a-b). Além das mitocôndrias fundidas, alguns 

espermatozoides também apresentavam a cromatina descondensada (núcleo). Nós 

também observamos espermatozoides com diferentes estruturas mitocondriais, 

fundidas ou individualizadas, próximos uns aos outros (Fig. 9 c). 
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 Figura  9. Microscopia eletrônica de transmissão dos espermatozoides de M. harttii. (a) 

Espermatozoides com mitocôndrias fundidas (mf). (b) Detalhes das miticôndrias fundidas 

formando uma única organela (mf).  (c)  Espermatozoide com mitocôndrias unidas e cromatina 

descondensada (seta preta), próximos a espermatozoides com mitocôndrias individualizadas 

e cromatina condensada (seta branca). 
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4. Discussão 

4.1. Ultraestrutura do oócito 

Este trabalho traz informações inéditas sobre a morfologia dos gametas do coral 

Mussismilia harttii. Nós realizamos uma descrição morfológica ultraestrutural 

detalhada, avaliando as organelas presentes no interior dos gametas bem como suas 

funções associadas. O formato arredondado do oócito, que observamos nas imagens 

de MEV, é esperado para aqueles dissociados do pacote de gametas, ou seja, que já 

haviam entrado em contato com a água marinha e estavam aptos para serem 

fecundados. As microvilosidades dos oócitos da M. harttii se assemelham àquelas 

encontradas em oócitos de outras seis espécies de corais pétreos (Tsai et al. 2016) e 

aos corais moles Junceella juncea (Benayahu et al. 1989) e Heteroxenia fuscescens 

(Tsai et al. 2014). Essas microvilosidades apresentavam estrutura delgada e 

espaçada, e estavam distribuídas por toda a superfície dos oócitos. A presença 

dessas microvilosidades atesta a maturidade dos oócitos e corrobora os achados de 

Padilla-Gamiño et al. (2011) em oócitos maduros do coral Montipora capitata.  

Muito além de uma indicação de maturidade oocitária, acreditamos que as 

microvilosidades observadas possam desempenhar função protetora e nutricional ao 

oócito da Mussismilia harttii. Observações ultraestruturais em oócitos de alguns 

invertebrados aquáticos como os moluscos Lymnaea stagnalis (Eckelbarger e Davis 

1996) e Haliotis varia (Najmudeen 2008), revelaram que as microvilosidades 

funcionam como uma barreira protetora, evitando danos provocados pelo atrito entre 

os gametas femininos durante a oogênese e choques físicos quando liberados para o 

ambiente externo. Os estudos moleculares e histológicos conduzidos por Tan et al. 

(2020) apontam que as microvilosidades participam na captação de nutrientes pelos 

oócitos durante a vitelogênese do coral Acropora tenuis. Além disso, estudos 

revelaram ainda que as microvilosidades podem estar associadas ao processo de 

fecundação. As observações morfológicas e ultraestruturais nos oócitos do ouriço-do-

mar Arbacia punctulata mostraram que as microvilosidades auxiliam na formação do 

cone de fertilização, uma extensão protoplasmática que se forma no ponto de contato 

entre o espermatozoide e o oócito para prevenir a polispermia (Tilney e Jaffe 1980). 

Ao verificarem a estrutura das microvilosidades dos oócitos da estrela do mar Patiria 

pectinifera em diferentes estágios de maturação, Santella et al. (2020) observaram 

que quando os oócitos alcançam o período ótimo para a fertilização, estas tornavam-
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se mais curtas e, iniciava-se uma maturação estrutural, promovendo a migração e 

acúmulo dos grânulos corticais em direção ao córtex do oócito. Portanto, fica claro 

que maior atenção deveria ser dada a esse tema e a necessidade de estudos mais 

aprofundados e específicos, que possam nos ajudar a compreender melhor a função 

das microvilosidades nos oócitos de corais. 

Em algumas regiões foi possível observar entre as microvilosidades uma estrutura 

similar à escamas. Com base nas observações da superfície dos oócitos da M. harttii 

por MEV, acreditamos que essa estrutura semelhante à escamas seja na verdade 

resquícios das estruturas hexagonais onde os espermatozoides são armazenados 

antes da dissociação do pacote (Valente et al. in prep.), as quais devem ter 

permanecido aderidas ao oócito por meio do muco.  

As imagens de MET nos permitiram constatar que a maior parte do volume dos 

oócitos de M. harttii consiste em yolk materials como os yolk bodies (esféricos, elétron-

densos e granulados) e os lipid granules (esféricos, maiores e com faixas claras), os 

quais estão relacionados à reserva de energia para o oócito (Tsai et al. 2016). Em 

adição a esses yolk materials, um grande número de vesículas também pode ser 

encontrado dentro do citoplasma. Essas vesículas podem servir como transportadores 

para a transferência de nutrientes do reticulo endoplasmático para os yolk materials 

(Tsai et al. 2016). A presença de grande quantidade de yolk bodies e lipid granules no 

citoplasma dos oócitos sugere que essas organelas auxiliam na flutuabilidade, 

permitindo que uma vez dissociados do pacote, os oócitos boiem até a superfície do 

oceano.   

Observações do conteúdo lipídico no interior dos oócitos em diferentes espécies 

de corais revelam que os lipid granules também são utilizados como energia para o 

crescimento tecidual, através da reabsorção de oócitos imaturos ao final da oogênese 

(Davies 1991). Além disso, os lipid granules são utilizados como energia metabólica 

(Imbs et al. 2006) e fornecem energia para o desenvolvimento larval após a 

fecundação (Edmunds e Davies 1986). Ao analisarem o conteúdo lipídico no interior 

dos oócitos imaturos dos corais Junceella juncea e Junceella fragilis Lin et al. (2012) 

verificaram que o teor de lipídico total diminuiu durante o desenvolvimento oocitário, 

reforçando que esse componente é utilizado para a produção de energia durante a 

oogênese. 

No presente estudo, as vesículas corticais apresentavam, na maioria das vezes, 

formato ovoide, conteúdo homogêneo filamentoso e se localizavam próximas ou 

fundidas à membrana plasmática dos oócitos. Estudos com invertebrados marinhos 
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como a anêmona do mar Bunodosoma cavernata (Dewel e Clark 1974) e o ouriço do 

mar Arbacia lixula (Monroy 1953) revelaram que as vesículas corticais observadas 

para ambas as espécies estavam fundidas à membrana plasmática e liberavam 

grânulos corticais para a região extracelular do oócito, após o contato com a água 

marinha. Nossas observações realizadas por MET, antes da dissociação do pacote 

de gametas da M. harttii, revelam que as vesículas corticais dos oócitos da espécie 

aparentam liberar grânulos para a região extracelular (Fig. 2 f - detalhe). Nós 

acreditamos que quando os oócitos são liberados dos mesentérios para a cavidade 

gastrovascular, o contato dos gametas femininos com a água presente nesta região 

faz com que reações corticais aconteçam nas vesículas, promovendo a liberação de 

material cortical para a região extracelular. Porém, até o momento nenhum estudo 

ultraestrutural avaliou as possíveis reações corticais em oócitos de corais após o 

contato com a água e subsequente fecundação. Clark et al. (1980) verificaram que o 

contato do oócito do camarão Penaeus aztecus com a água do mar resultou em uma 

grande liberação de grânulos corticais através de suas criptas. Esses grânulos eram 

constituídos principalmente por proteínas e carboidratos (Lynn e Clark, 1987). A 

semelhança na densidade de elétrons dos grânulos presentes na região interna das 

vesículas corticais e na camada mucosa (extracelular) dos pacotes de M. harttii sugere 

que essas vesículas podem ainda auxiliar na formação do pacote de oócitos-

espermatozoides. O estudo de Padilla-Gamiño et al. (2011) também revelou que a 

densidade de elétrons dos grânulos presentes no interior dos oócitos do coral 

escleractíneo Montipora capitata se assemelha ao muco formador do pacote de 

oócitos-espermatozoides na espécie. Contudo, estudos detalhados sobre as 

vesículas corticais devem ser realizados afim de se conhecer suas funções durante a 

oogênese, na formação do pacote e após a dissociação do gameta do pacote. 

Foi possível observar mitocôndrias distribuídas por todo o citoplasma dos oócitos, 

devido ao seu papel principal no fornecimento da energia necessária para o 

desenvolvimento oocitário (Tsai et al. 2016). Estas apresentavam formato ovoide, 

suas cristas eram bem evidentes e estavam próximas aos lipid granules e aos yolk 

bodies. A distribuição das mitocôndrias por todo o oócito parece de fato ser uma 

característica comum em diversos invertebrados marinhos como a ascídea Ciona 

intestinalis (Tosti et al. 2003), o molusco Bolinus brandaris (Pérez et al. 2004) e a 

anêmona Actinio fragacea (Larkman 1984).   

Os corais escleractíneos mantêm uma relação endossimbiótica com 

dinoflagelados do gênero Symbiodinium (Muscatine, 1990). Os compostos orgânicos 
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sintetizados por esses organismos fotossinteticamente ativos são destinados para o 

crescimento, calcificação e produção de gametas do coral (Rinkevich 1989; Muscatine 

1990). A aquisição dos Symbiodinium pelas células gastrodérmicas do coral é 

geralmente via transmissão vertical ou horizontal (Lin et al. 2018). No primeiro 

processo, os Symbiodinium são transferidos do coral ("parent") para o oócito ou para 

a larva. Estes possuem a vantagem de poderem contar com uma fonte adicional de 

alimento durante o seu desenvolvimento. Por outro lado, a transmissão horizontal em 

que os Symbiodinium são adquiridos diretamente da coluna d´água fornece aos 

oócitos e às larvas a chance de absorverem cepas que podem ser mais adequadas 

ao seu novo ambiente (Van Oppen 2004; Coffroth 2005). A prole de certos gêneros 

de corais como Montipora, Porites e Pocillopora (Padilla-Gamiño et al. 2012; Sharp et 

al. 2012; Ceh et al. 2012) herda os Symbiodinium da linhagem parental (transmissão 

vertical), porém, esse fenômeno é mais comum em corais incubadores. As espécies 

liberadoras de gametas usualmente requerem que seus gametas ou larvas obtenham 

os Symbiodinium da coluna d´água (transmissão horizontal). Herdar os Symbiodinium 

através dos oócitos pode influenciar o comportamento de assentamento e sucesso da 

fertilização (Boulotte et al. 2016). Leite et al. (2017) ao avaliarem a ultraestrutura dos 

pacotes de gametas do coral Mussismilia hispida não observaram a presença de 

células do gênero Symbiodinium ou células bacterianas. Contudo, células menores 

denominadas de Symbiodinium-like foram identificadas na região periférica dos 

oócitos. Nossas observações por MET também revelaram a presença das células 

Symbiodinium-like nos oócitos, e acreditamos que a transmissão dessas células em 

M. harttii ocorra de forma vertical (transferidos das colônias parentais para os oócitos). 

Padilla-Gamiño et al. (2012) confirmam que a transmissão de células simbiônticas 

pode ocorrer diretamente de corais progenitores para os oócitos, mesmo em espécies 

de corais liberadores de gametas. 

 

4.2. Ultraestrutura do espermatozoide 

Talvez uma das razões para o pouco conhecimento morfológico acerca dos 

espermatozoides maduros em corais escleractíneos liberadores de gametas seja 

devido a sua rápida diluição e dispersão no oceano. Aqui, nós trouxemos informações 

inéditas sobre a morfologia e ultraestrutura dos gametas masculinos. Os 

espermatozoides da M. harttii apresentam uma cabeça ovoide e inclui um núcleo na 

região central, exibindo material elétron denso evidente. Vesículas elétron densas 
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acima do núcleo foram observadas próximas à membrana plasmática dos 

espermatozoides. Acreditamos que essas vesículas elétron densas desempenham 

uma função acrossômica, uma vez que não observamos a presença de poro 

germinativo (micrópila) nos oócitos de M. harttii. Ao avaliar a ultraestrutura dos 

espermatozoides de quatro espécies de corais escleractíneos do mar do Caribe, 

Steiner (1991; 1993) observou que a espécie Siderastrea siderea apresentava 

vesículas elétron-densas membranosas (chamadas vesículas pró-acrossomais) 

próximas à membrana plasmática. Para os corais negros gonocóricos Cirrhipathes sp. 

(Gaino et al. 2008) e Rhipidipathes reticulata (Gaino e Scoccia 2010), também foi 

constatado a presença dessas vesículas elétron-densas. Abaixo do núcleo pôde-se 

observar o ligamento dos centríolos com os axonemas, num arranjo dos microtúbulos 

(9+2) juntamente com sua membrana flagelar. A presença das vesículas elétron-

densas e o arranjo dos axonemas em conformação (9+2) nos flagelos dos 

espermatozoides são de fato características de espermatozoides primitivos que 

realizam fecundação externa (Reunov 2005).   

A partir das imagens de MET foi possível observar lamelas empilhadas em 

disposição paralela, denominadas de complexos de Golgi. Essas organelas 

apresentam bordas eletrôn-lucente, enquanto que as regiões centrais são eletrôn-

densas. Vesículas semelhantes às encontradas na cabeça dos espermatozoides 

foram observadas bem próximas ao Golgi (Fig. 4 i - detalhe). De acordo com a 

semelhança na densidade de elétrons e na proximidade com o aparelho de Golgi, 

acreditamos que a formação das vesículas elétron densas (pró acrossomais) nos 

espermatozoides de M. harttii ocorra a partir do complexo de Golgi. Nossos achados 

estão em acordo com o estudo de Dewel e Clark (1972), que investigaram a 

ultraestrutura da espermatogênese e dos espermatozoides maduros do cnidário 

Bunodosoma cavernata. Eles verificaram que as pequenas vesículas encontradas na 

cabeça do espermatozoide desempenhavam função acrossômica, e estas tinham de 

fato sua origem dos complexos de Golgi.  

Duas grandes mitocôndrias foram observadas abaixo dos complexos de Golgi 

e próximas aos centríolos. Sua função está associada ao fornecimento de energia 

para o batimento flagelar do espermatozoide durante a desova (Cummins 2009). Além 

das duas mitocôndrias grandes (mais frequentes), as imagens de MET nos permitiram 

observar (com menos frequência) alguns espermatozoides com pequenas 

mitocôndrias distribuídas no citoplasma. Acreditamos que as mitocôndrias pequenas 

tendem a se fundir formando uma mitocôndria maior. Gaino et al. (2008) também 
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observaram a presença de numerosas e pequenas mitocôndrias em espermatozoides 

imaturos do coral gonocórico Cirrhipathes sp., as quais se fundiram durante a 

espermatogênese dando origem a uma mitocôndria maior. Segundo Steiner (1991), a 

fusão parcial ou total das mitocôndrias em corais escleractíneos tem como função 

aumentar a membrana interna e diminuir a membrana externa. Essa estratégia é 

utilizada para diminuir barreiras, promovendo maior movimento do substrato no 

interior da matriz mitocondrial (Baccetti e Afzelius 1976).     

Observações feitas por Gaino et al. (2008) e Gaino e Scoccia (2009) tais como 

a presença de axonemas livres, citoplasma rico em mitocôndrias pequenas e núcleo 

com cromatina descondensada eram características indicativas de imaturidade em 

espermatozoides dos corais negros Cirrhipathes sp. e Cupressopathes pumila. 

Semelhantemente, a presença de células espermáticas com cromatina 

descondensada e pequenas mitocôndrias fundidas em nosso estudo (fig. 9 a - c), pode 

ser indicativo de uma possível imaturidade de alguns espermatozoides durante a 

desova de M. harttii.  

O presente estudo é o primeiro relato sobre a ultraestrutura dos 

espermatozoides e oócitos de um coral escleractíneo endêmico no oceano Atlântico 

Sul. As análises por meio da microscopia eletrônica de varredura e transmissão são 

essenciais para compreendermos em detalhes a biologia e fisiologia dos gametas em 

corais. Nosso estudo fornece uma visão minuciosa dos gametas em nível 

ultraestrutural. Os achados aqui detalhados darão suporte para futuros e necessários 

estudos que buscam compreender melhor a gametogênese, a formação do pacote de 

gametas e a fecundação em corais escleractíneos. Além disso, biotecnologias 

reprodutivas como criopreservação de gametas e fecundação in vitro farão bom uso 

das informações aqui contidas. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos através deste estudo, o presente trabalho 

é o primeiro relato sobre a ultraestrutura dos pacotes, espermatozoides e oócitos de 

um coral escleractíneo endêmico no oceano Atlântico Sul. Investigamos a composição 

dos pacotes de M. harttii avaliando seu arranjo e organização dos gametas usando 

análises histológicas e ultraestruturais de uma maneira muito detalhada. Além disso, 

este estudo fornece uma visão minuciosa dos gametas em nível ultraestrutural.   

 

As análises por meio da microscopia eletrônica de varredura e transmissão são 

essenciais para compreendermos em detalhes a biologia e fisiologia dos gametas em 

corais. Os achados aqui detalhados darão suporte para futuros e necessários estudos 

que buscam compreender melhor a gametogênese, a formação do pacote de gametas 

e a fecundação em corais escleractíneos. 

 

Este relatório inicial lança luz sobre uma área pouco explorada que pode 

auxiliar em um melhor entendimento da fertilização de corais hermafrodita, bem como 

fornecer suporte para estudos futuros sobre biotecnologias reprodutivas para a 

conservação de corais. 
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their manuscript. Authors will be able to check the progress of the review by logging 

on to their account. They will also be notified by e-mail when the review is complete. 

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published 

before; that it is not under consideration for publication anywhere else; that its 

publication has been approved by all co-authors, if any, as well as by the responsible 

authorities  tacitly or explicitly  at the institute where the work has been carried out. 

The publisher will not be held legally responsible should there be any claims for 

compensation. 2020 

Peer review will involve the following steps: 

1. Author submits manuscript. 

2. Editorial Office checks for completeness. 

3. Editor-in-Chief assigns a Topic Editor. 

4. Manuscript is subject to Pre-Review (manuscript may be returned for corrections at 

this stage) 

5. Topic Editor assigns Reviewers. 

6. Reviewers submit reviews. 

7. Topic Editor makes recommendation. 

8. Editor-in-Chief makes final decision. 

9. Where manuscript is recommended for publication, it is sent for copy-editing and is 

checked for formatting (manuscript may be returned for minor edits at this stage). 

10. Author is informed of decision. 

The manuscript and all accompanying tables, figures and supplementary information 

must conform to the style and formatting detailed in these instructions. Editorial Office 

will return improperly formatted manuscripts for correction that may cause serious 

delays in publication. If any data in the manuscript were previously published or are 

used in another manuscript presently under consideration elsewhere, describe the 

extent of the overlap in the cover letter and include copies of the relevant papers. 

Similarly, include PDF copies of related manuscripts  submitted to 

another journal, or that reviewers are likely to have difficulty locating. 

 

Pre-Review 

Manuscripts will be subject to a pre-review on the following criteria: 

1. Does the paper fall within the scope of Coral Reefs? 

2. Does the paper have the potential to make a substantial contribution to the field of 

research? 
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3. Is the subject area of potential interest to a wide readership?

4. Is the paper in the correct style and format for Coral Reefs? 

5. Are the figures appropriate and well presented  is there unnecessary use of color? 

6. Is the manuscript well written? 

7. Authorship should be limited to those that significantly participated in the research 

and/or made a substantial intellectual contribution to the manuscript. In cases of a 

disproportionate number of authors, an explanation of coauthor specific contributions 

will be requested. Na excessive number of authors is not acceptable. 

Either the Editor-in-Chief or a Topic Editor undertakes the pre-review assessment. A 

manuscript may be returned to the authors for revision or rejected without further 

review at this stage. 

 

4. Revisions and Resubmissions 

Requests for revision of a manuscript are common. Coral Reefs normally only allows 

one major revision of any submission. When submitting a revised manuscript authors 

must explain how they have responded to editor and reviewer comments in an 

accompanying cover letter. If the revision of a paper is still not acceptable the 

manuscript may be rejected. Rejection of a manuscript typically arises because of flaws 

in experimental design or methodology, or if the writing is unclear, the manuscript 

poorly organized, incomplete, or deviates significantly from the Coral Reefs style. In 

certain circumstances, the editor may invite an author to resubmit a paper for 

consideration as a new manuscript after further research or analyses have been 

undertaken. Resubmissions must represent a profound rewrite and not merely 

cosmetic changes. 

 

5. Decisions 

The decision to accept or reject a manuscript is made by the Editor-in-Chief. The 

comments and recommendations by the Topic Editors and the reviewers are carefully 

assessed in each case. However, authors should be aware that other considerations 

such as publication space and the relative importance of the work are also factors that 

the Editor-in-Chief will take into account. The Editor-in-Chief may also seek additional 

reviews and defer decision until those reviews are received. The decision by the Editor-

in-Chief is final and appeals will only be considered in exceptional circumstances. 
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6. Manuscript Types

Reports are full length papers that should not exceed 8000 words, including Abstract, 

References, Acknowledgements, and Figure Legends (approximately 10-12 printed 

journal pages). 

Reviews may be invited by the Editor-in-Chief or proposed by authors. Authors who 

wish to write a review must submit a proposal to the Editor-in-Chief for approval. 

Proposals should be limited to 1000 words, and should include the following: a 

provisional title a list of authors and roles, including all institutional affiliations an 

explanation of material to be covered and excluded a statement indicating why the 

review is both timely and needed; an explanation of the approach to be taken; an 

explanation of the overall novelty of the approach and its likely impact on practice or 

the field. The proposal may be sent out to experts in the field for comment before the 

Editor-in-Chief allows submission. The length of Reviews will normally be the same 

length as Reports and any deviation from those. Since a Review is intended to be an 

authoritative statement, a very high standard of presentation will be required both in 

language, style, and figures. 

Notes are short papers up to 2900 words including Abstract, References, 

Acknowledgements, and Figure Legends (2 4 printed journal pages). They should 

combine the results and discussion into a single section, and have an abstract of no 

more than 150 words. 

Perspectives are short papers that present opinions or novel interpretation of existing 

ideas. 

may be chosen to suit the style of the perspective. 

Comments and Responses  Coral Reefs welcomes constructive comments and 

criticism of papers already published in the journal, where these are in the interests of 

science. Such manuscripts should be structured and styled in a manner similar to a 

full-length paper, modified to suit the circumstances. They will be subject to the normal 

review process. Comments and responses concerning papers published elsewhere 

will not be considered, they should properly be sent to the publishing journal. 

 

7. Cover Letter 

Upon submission include a cover letter that identifies the important findings of your 

manuscript and the audience that you believe will find your submission most 

interesting. Any additional information, such as the presence of other relevant 

submissions and in press manuscripts, or other pertinent information should also be 
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discussed in the cover letter. The cover letters are provided to reviewers and material 

that you wish to be seen by the editors alone should be 

field when submitting the manuscript. Cover letters for revisions or resubmissions 

 

 

8. Manuscript preparation 

General remarks  All manuscripts are subject to final copy editing by the publisher, 

after acceptance and thus any deviations from the formatting outlined below will result 

in publication delays. 

Language - Manuscripts should be in English. If English is not your first language we 

suggest that the text is edited before submission, by an English speaker. Poorly drafted 

manuscripts will be returned immediately. 

English Language Editing  For editors and reviewers to accurately assess the work 

presented in your manuscript you need to ensure the English language is of sufficient 

quality to be understood. If you need help with writing in English you should consider: 

 Asking a colleague who is a native English speaker to review your manuscript 

for clarity. 

 Visiting the English language tutorial which covers the common mistakes when 

writing in English. 

 Using a professional language editing service where editors will improve the 

English to ensure that your meaning is clear and identify problems that require 

your review. Two such services are provided by our affiliates Nature Research 

Editing Service and American Journal Experts. Please note that the use of a 

language editing service is not a requirement for publication and does not imply 

or guarantee that the article will be selected for peer review or accepted. If your 

manuscript is accepted it will be checked by our copyeditors for spelling and 

formal style before publication. 

Style  Manuscripts may be written in either first person or third person, but 

manuscripts must be consistent throughout. 

Spelling  Coral Reefs accepts both English and American variants of spelling, but 

manuscripts must be consistent throughout. 

Configuration and Layout 

 Format: Word.doc or Word.docx 

 Font: Times New Roman is preferred as this converts best to the PDF proof. 
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 Line Spacing: double space the abstract, main text, and figure legends. Single 

space and use hanging indents in the reference list. Single space the body of 

Tables. 

 Headers and Footers should not be used in the manuscript. 

 Line and Page Numbering  Use the Line and Page Numbering options. 

 Headings: If you do not use the template, your main headings should be in 

lowercase bold letters using a large font. Use bold normal sized font for sub-

headings; and further subheadings may be used as long as their order is clear 

(e.g., use italics or bold italics). Headings should be kept short. Do not number 

headings and subheadings. 

 Cite each figure and table at the appropriate point, written as Fig. and Table, 

numbered consecutively as they are referenced within the text. 

 Species names must be in italics; the genus is written in full at the first mention 

in the Abstract and again in the main text and the figure and table legends, and 

abbreviated thereafter. Where two genera names are abbreviated with the same 

letter and used prevalently, they should be written out in full throughout. 

 Abbreviations and Acronyms should be defined at first mention in the 

Abstract, and again in the main body of the text, and thereafter use only the 

abbreviation. Do not use a list of abbreviations at the beginning of the 

manuscript. In exceptional cases abbreviations may be included as one of the 

Tables. Appendices: If there is more than one appendix, they should be 

numbered consecutively. 

 Footnotes: In general, avoid the use of footnotes; essential footnotes to the text 

should be numbered consecutively and placed at the bottom of the page to 

which they refer. 

 Units: Use standard SI units. Relations or concentrations (e.g., mg per l) must 

be given as -  labels. 

Units of time should be expressed as s, min, h, d, yr; do not abbreviate 'week' 

or 'month'. Use hhmm for time of day. 

hrs or 2300 hrs, not 9:00 AM or 11:00 PM. 

 Means and standard deviations / standard errors: If you present results as 

means with either the standard deviation (SD) or standard error (SE) make it 

clear which you are reporting, e.g., 300 ± 20.5 cm (mean ± SD). Similarly if you 

are reporting a range or a confidence interval say so. 
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 Date Format: Use English date formats, i.e., 3rd March 2005; 1 3 March2003; 

between 1 and 3 March 1980; 1 March to 1 April (not 1 March 1 April); March 

1980 to August 1981; March  April 1991. 

 Equations: Use the Equation Editor within Word for all equations. 

 

9. Order of Manuscript/ Section Formats 

The Word file must contain ALL of and ONLY the following sections in this order. 

(Information such as Author details, Abstract and Keywords, that you provide on the 

manuscript submission 

below in the manuscript file.) 

Title Page  The first page should contain the following information: 

 A concise and informative title. (Titles should accurately reflect the content of 

the paper. Coral 

 

 Names of the authors 

 Affiliations and addresses of authors 

 E-mail address and/or telephone of communicating author 

 Keywords - 4 to 6 key words are required for indexing purposes. 

 

Abstract - Reports and Reviews must be preceded by a single paragraph abstract 

presenting the most important results and conclusions in no more than 300 words. 

Notes should have a short abstract of up to 150 words. Abstracts should state what 

was explicitly found in the study. Abstracts must not contain literature cited, or 

excessive data. Omit 'introductory' statements that summarize previous work and 

avoid statements that do not identify actual findings. Summarize, rather than advertise 

both the important findings and their significance. 

Introduction -The Introduction should state the purpose of the investigation in the 

context of earlier studies. A short review of the pertinent literature is generally 

appropriate, not a dissertation. The Introduction should conclude with a statement of 

the scientific hypothesis to be tested / purpose of the study. Do not report the findings 

of the study in the Introduction. 

Materials and methods -This section should give sufficient information for the 

methodology tobe critically evaluated. Descriptions of the study site should appear in 

this section. 

Results -The Results should describe the outcome of the study. 
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Discussion - The Discussion should explain and interpret the results in the context of 

other published research and may be used to present concepts or theories based upon 

the findings. 

Do not u . 

Acknowledgements -These should be brief. Any grant that requires 

acknowledgement may be mentioned. The names of funding organizations should be 

written in full. Authors are responsible for ensuring that all persons named in the 

Acknowledgments section know and agree to being identified there (since it may be 

interpreted as endorsement of the data or conclusions). 

Reference List - see below for further details 

Figure Legends  see below for further details 

Tables must be submitted separately from the text in a single Word.DOC file 

containing all of the tables. See below for further details. 

 

10. References 

Citations within the text: In the manuscript text, references should be cited by the 

author and year. References should be separated by semicolons, listed in year order 

first, followed alphabetically for references with the same year. Multiple references by 

the same author are separated by a comma. 

Examples include (Hammer et al. 1993; Hammer 1994; Hammer and Sjöquist 1995; 

Jones 1995a, 1995b; Brown 2000, 2004). Please note the correct punctuation; use 

Where a citation needs to be (Smith et 

al.199  

Reference List -The list of References should only include works that are cited in the 

text and that have been published or accepted for publication. It should be in 

alphabetical order. Where there are multiple papers by the same first author, the 

correct order is; single author papers, followed by two author papers, three author 

papers, etc., and by year within each group. Always show all the namesof the authors 

in the Reference List   

Citations of Abstracts submitted in review

are NOT  

Unpublished data  the citation of unpublished material or data is generally not 

acceptable and will be removed by the Editorial Office during the initial checks. Do not 

use your manuscript to include previous unpublished data unless you are willing to 
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subject it to full peer review. If necessary this can be done by means of ESM (see 

below), where the same standards of reporting and review apply. If an author considers 

that there are sound reasons that the manuscript should be allowed to contain 

unpublished material then a case must be made in the cover letter. The Editor will 

consider this during the pre-review. 

Commercial Software -do not list normal commercial software in the Reference List; 

however, include unusual or specialist software that is otherwise difficult to locate. 

Personal communications -should only be mentioned in the text with the initials and 

name of the correspondent e.g., (J Doe pers. comm.). Keep personal communications 

to a minimum. They are the exception rather than the rule. 

Reports, Newsletters, Magazines -Do not cite articles from magazines, newsletters 

(e.g., Reef Encounter, Eos) or newspapers). Reports of Government and International 

Organizations, learned bodies, Non-Governmental Organizations are normally 

acceptable, but these should be readily accessible. 

Theses  Ph.D. theses may be cited, but the inclusion of unpublished data from these 

sources will be carefully reviewed, and may not be acceptable. M.Sc. theses may only 

be cited if they have been subject to external examination and are readily available 

either on the internet on a permanent website or through Inter Library Loan. 

Undergraduate theses are not acceptable. Authors must give full details of the 

availability of any thesis in the covering letter. 

 

11. Reference List Formats 

Following acceptance, the most common delays in publication come from 

improperly formatted and/or missing references. Please review the following 

information in detail, including several examples of properly formatted 

references: 

Correct punctuation is required in References  e.g., no spa

initials, comma between multiple authors, no stops after journal abbreviated names. 

Include a Digital Object Identifier (DOI) in brackets (see formatting below) only for 

manuscripts not yet published in print or where there are no page numbers 

Journals - Coral Reefs uses abbreviated journal titles according to the NLM Catalog, 

which can be searched at http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/journals. Where a 

journal is not listed the name is given in full. Do not include issue numbers in the 

citations unless each issue is paginated separately from the volume. Risk MJ, 

Sammarco PW, Edinger EN (1995) Bioerosion in Acropora across the continental shelf 
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of the Great Barrier Reef. Coral Reefs 14:79 86 Conley DJ, Schelske CL, Stoermer 

EF (1993) Modification of the biogeochemical cycle of sílica with eutrophication. Mar 

Ecol Prog Ser 101:179-192 Goreau TJ (1977) Coral skeletal chemistry: physiological 

and environmental regulation of stable isotopes and trace metals in Montastrea 

annularis. Proc R Soc Lond B Biol Sci 196:291315 Gooseff MN, McKnight DM, Lyons 

HJ, Blum RJ (2002) Weathering reactions and hyporheic exchange controls on stream 

water chemistry in a glacial meltwater stream in the McMurdo Dry Valleys. Water 

Resour Bull 38 [doi: 10.1029/2001WR000834] 

Books, Book Chapters, and Technical Reports - Do not capitalize book titles: i.e., 

nly be used for proper 

names or where convention requires. You should aim to provide sufficient detail to 

enable a reader to locate the book/report. Each publication will have been produced in 

a different way so there can be no hard and fast rule. 

Sorokin YI (1993) Coral reef ecology. Springer, Heidelberg 

Bosence DWJ (1991) Coralline algae: mineralization, taxonomy, and palaeoecology. 

In: Riding R, Jones FR(eds) Calcareous algae and stromatolites. Springer, New York, 

pp 98 113 

Food and Agriculture Organization, FAO (2001) Global forest resource assessment 

2000: Main report. FAO Forestry paper 240, FAO, Rome 

Theses and dissertations (use the term thesis) 

Coppard SE (2002) Morphological and ecological differences between species of the 

echinoidgenera. Ph.D. thesis, University of London, p 82 

International Coral Reef Symposia - The International Coral Reef Symposia are 

treated as a special case by the journal and are shown as follows: 

Steven ADL, Broadbent AD (1997) Growth and metabolic responses of Acropora 

paliferato long-term nutrient enrichment. Proc 8th Int Coral Reef Symp 1:867 872 

Other Conference Proceedings - For conference proceedings other than the Coral 

Reef Symposia, please give the title of the proceedings in full. You should aim to 

provide suficiente detail to enable a reader to locate the proceedings. Each conference 

will have been published in a different way so there can be no hard and fast rule. 

Lough JM (2001). Perspectives on global climate change and coral bleaching: 1997-

1998 sea surface temperatures at local to global scales. Proceedings JAMSTEC 

International Coral Reef. Symposium: Coral Reef Biodiversity and Health as Indicators 

of Environmental Change. Science and Technology Agency, Japan Marine Science & 

Technology Center, Tokyo, pp 215-229 
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Websites -The citing of websites should be avoided because of their temporal nature. 

The Editorial Office will verify that websites are sufficiently permanent as part of the 

reference check carried out after submission. Stewart SR (2005). Tropical cyclone 

report: Hurricane Ivan. National Hurricane Center. 

http://www.nhc.noaa.gov/2004ivan.shtml 

Articles In Press - If a reference does not yet have page numbers, the DOI may be 

added in lieu of volume and page numbers (see above), or the paper should be cited 

follows: 

Authors will be expected to provide the publication details when they receive the 

proofs for correction from the publisher. 

Simberloff D (in press) Flagships, umbrellas, and keystones: is single-species 

management passé in the landscape era? Biol Conserv 

Automated bibliography users  an output style is available for download which can 

be used. 

EndNote files - Please remove EndNote file codes before submission. 

Authors should still check the format of both the in text cites and the Reference List as 

minor errors often occur. 

 

12. Reporting Statistical Results 

Significance and threshold values - A result is significant if the P value is less than 

a preset threshold value . In Coral Reefs  should normally be set at 0.05 or lower. If 

a result is significant, the P value can be reported in the text or a table, together with 

the F-stat, e.g., F1,24=5.6, p=0.001. It is equally acceptable to use p<0.05, or <0.01 

etc. For non-significant P values authors should consider whether a non-significant 

result may have been the result of a lack of statistical power and whether this might 

affect the interpretation of their results. In these circumstances it is acceptable to report 

a P value greater than 0.05, at the same time you must report the power and explain 

the context of the result. In all other cases, simply repor was not significantly 

 

Terminology - do not use terms such as highly and extremely significant where p<0.01 

or 0.001 respectively, it will be for the reader to assess the relative importance of the 

result. Also do not use almost significant or just not significant where p>0.05. 
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13.Figures

General Remarks  Please consult the Springer Artwork page for a more detailed 

guide to figure formats and general information about Artwork submission: 

https://www.springer.com/gp/authors-editors/journal-author/journal-authorhelpdesk/ 

preparation/1276#c1260 

Do not embed your figures in the manuscript. 

Only Figure Legends should be typed at the end of the manuscript, and must be brief, 

selfsufficient explanations of the illustration. Always give any species name or 

acronyms in full 

legend. Be sure that symbols and the use of color are clearly explained. 

Please prepare your figures very carefully; poor figures are a principal source of delay 

and additional work in the review and production process. Each figure will be checked 

by the Editorial Office before the manuscript enters the review process. Obvious errors 

or poor quality will be returned to the author at this stage. Manuscripts will only be 

accepted into review when the Editorial Office is satisfied that they are publication 

quality, this avoids unnecessary work for Editors and Reviewers and unnecessary 

delays for authors. 

Color charges - Coral Reefs does not charge for color figures in either the online or 

printed version of the journal. However, the Editors will assess in each case whether 

the use of color is justified. Figures must be uploaded onto Editorial Manager each in 

its own. Figure file, correctly formatted. 

Graphs and Line Drawings - Prepare as VECTOR format line graphics and store in 

EPS format (with TIF preview). Adobe Illustrator is the preferred program to create 

EPS files. Please do not draw with hairlines; the minimum line width is 0.2 mm (i.e., 

0.567 pt) relative to the final size. Use Open Type fonts or convert fonts to paths or 

outlines. If a line drawing cannot be computer generated it may be captured by 

scanning and inserted as a bitmap into an EPS file. The scan should be composed at 

800 dpi or greater relative to final size, before inserting in the EPS file. Please bear in 

mind that any bitmap images embedded in an EPS file cannot be edited by the journal 

office, or the printer. Any alterations required, however minor, will have to be returned 

to the author. Where possible any text, etc., should be added in vector EPS format. 

Programs such as Adobe Illustrator and Corel Draw can also be used to vector trace 

and vector paint embedded bitmaps, but the end result will depend on the initial bitmap 

quality. Graphs should be prepared using a good scientific graphing program which 

can save/export the graph directly to an EPS file. We cannot accept scanned graphs 
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other than in exceptional circumstances with prior approval from the Editorial Office. 

Figures composed of part photograph and extensive line art (whether color or black 

and white) should be submitted in EPS format where the photograph will be in bitmap 

format (at 300dpi) and the line art/text in vector. If the figure only contains a very small 

amount of line art, e.g., scale bars and labels, it may be prepared as a photograph (see 

below). In EPS figures, the edges of lines and text should be crisp when viewed at high 

magnification  be 

sure that all figure axes are labeled and include the appropriately formatted units. Text 

within the figure should not vary greatly in text size, e.g., subheadings, axis labels, and 

scales should be similarly sized. 

 

 

 

 

Composite Figures 

Where a figure contains several parts, these must always be presented as a single 

composite. Lowercase letters (a, b etc.) must be used to identify figure parts in the 

figure, in the manuscript text, and in the figure legend. If the composite involves both 

halftones (e.g., photographs) and line art (graphs or line drawings) the correct format 

is an EPS file with the halftone as an embedded raster (bitmap) image and the 

remaining line art and text mark up in VECTOR format. Vector drawing programs such 

as Adobe Illustrator and Corel Draw should be used to do this. Composites containing 

halftones with limited additions of text and markers, such as labels, arrows, and scale 

bars, can be prepared in image processing software (e.g., Photoshop) and submitted 

as TIF files. 

Maps 

These should be prepared as for Line Drawings. They should include a scale and a 

compass orientation. Latitude and Longitude should be expressed in degrees, minutes, 

and where necessary, seconds together with N/S and E/W. They must include some 

text mark up to identify important features. 

Photographs 

Black and White, and Color photographs should be saved in TIF format (Color as RGB 

8 bits per channel, B&W as greyscale) Scan/save the image at 300dpi. Use scale bars 

and embedded text and annotations as required. Several figures or figure parts should 

be grouped in a plate on one page. Where there is extensive annotation it is better to 
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use an EPS format (see above) adding the mark up in VECTOR text. TIF figures are 

preferred at the size of one or two column widths (either 8.6 or17.6 cm). The maximum 

printed page height is 23.6 cm. Authors should prepare any TIF figures at the intended 

final size, and view and run a test print prior to submission. If all parts of the figure can 

be clearly seen in the printed version this will be a good indication that the figures will 

be acceptable. 

 

14. Tables 

Tables must be submitted separately from the text in a single Word.DOC file containing 

ALL of the tables. Table legends must be included in the table file, each legend above 

each table to which it refers. Legends should be brief and include any species names 

or acronyms in full together with an explanation of any abbreviation or symbol (e.g., 

asterisks for significance value) used in that table. Footnotes to tables should be 

indicated by superscript lower-case letters. Double line space the legends and single 

space the table content. Care should be taken to produce well designed layouts. 

 

15. Electronic Supplementary Material 

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other 

supplementary files to be published online along with an article or a book chapter. This 

feature can add dimension to the author's article, as certain information cannot be 

printed or is more convenient in electronic form. 

Before submitting research datasets as electronic supplementary material, authors 

should read rch data to be 

archived in data repositories wherever possible. 

Submission 

Supply all supplementary material in standard file formats. 

Please include in each file the following information: article title, journal name, author 

names; affiliation and e-mail address of the corresponding author. 

To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may 

require very long download times and that some users may experience other problems 

during downloading. 

Audio, Video, and Animations 

Aspect ratio: 16:9 or 4:3 

Maximum file size: 25 GB 

Minimum video duration: 1 sec 
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Supported file formats: avi, wmv, mp4, mov, m2p, mp2, mpg, mpeg, flv, mxf, mts, m4v, 

3gp 

Text and Presentations 

Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term 

viability. A collection of figures may also be combined in a PDF file. 

Spreadsheets 

Spreadsheets should be submitted as .csv or .xlsx files (MS Excel). 

Specialized Formats 

Specialized format such as .pdb (chemical), wrl (VRML), nb (Mathematica notebook), 

and tex can also be supplied. 

Collecting Multiple Files 

It is possible to collect multiple files in a .zip or .gz file. 

Numbering 

If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of the 

material as a citation, similar to that of figures and tables. Refer to the supplementary 

"... as shown in the animation (Online Resource 3)", 

Name the files consecutively, e.g. 

 

Captions 

For each supplementary material, please supply a concise caption describing the 

content of the file. 

Processing of supplementary files 

Electronic supplementary material will be published as received from the author 

without any conversion, editing, or reformatting. 

Accessibility 

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your 

supplementary files, please make sure that The manuscript contains a descriptive 

caption for each supplementary material. Video files do not contain anything that 

flashes more than three times per second (so that users prone to seizures caused by 

such effects are not put at risk) 

Support for Research Data Sharing 

Many journals and funding agencies encourage or require data sharing in repositories. 

If you need help organising and sharing your research data (including code, text, raw 

and processed data, video and images) you should consider: 

 Finding a suitable data repository for your data 
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  Uploading your data to Springer Nature Research Data Support 

  

List of recommended data repositories 

Access Research Data Support 

More information on Research Data Support 

Contact the Research Data Helpdesk 

Research Data Support is an optional Springer Nature service available to all 

researchers who have datasets they want to make easier to cite, share and find. The 

service provides a secure portal for data upload, and data and metadata are curated 

and improved by professional Research Data Editors. The publication of datasets is 

coordinated by our Research Data Editors in consultation with the researcher, and a 

DOI is provided to allow the dataset to be cited and shared. 

Checks are carried out as part of a submission screening process to ensure that 

researchers who should use a specific community-endorsed repository are advised of 

the best option for sharing and archiving their data. Use of Research Data Support is 

optional and does not imply or guarantee that a manuscript will be accepted. 

 

16. Proofreading 

Authors will be notified by e- ailable online. Full 

instructions are provided at that time. The author is entitled to formal corrections only. 

Substantial changes in content, e.g., new results, corrected values, title, and 

authorship are not allowed without approval. In such circumstances please contact the 

Editor-in-Chief before returning the proofs to the publisher. 

After online publication, further changes can only be made in the form of an Erratum, 

which will be hyperlinked to the article. 

18. After acceptance 

Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author Query 

Application at 

r Statement online and 

indicate whether you wish to order OpenChoice and offprints. Once the Author Query 

Application has been completed, your article will be processed and you will receive the 

proofs. 

19. Online first 
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The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This is the 

official first publication citable with the DOI. After release of the printed version, the 

paper can also be cited by issue and page numbers. 

20. Offprints 

Offprints can be ordered by the corresponding author. 

21. Open Choice 

Open Choice allows you to publish open access in more than 1850 Springer Nature 
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