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RESUMO

Através de analises histolégicas foi verificado o padrdo reprodutivo de Mussismilia
hispida, espécie zooxantelada de coral, endémica na costa brasileira. Fragmentos
provenientes de 2 coldnias fixas, as quais foram marcadas no campo para que pudessem ser
repetidamente amostradas, e de 10 coldénias escolhidas ao acaso foram mensalmente obtidos
no periodo de abril/89 a margo/90, na Praia da Tartaruga, Buzios, Rio de Janeiro. Os
resultados mostraram que M. hispida é uma espécie hermafrodita sequencial, cujo modo de
reproducdo envolve a liberagdo de gametas para fertilizagdo e desenvolvimento externos.
Células femininas surgiram antes das masculinas e foram inicialmente observadas em
abril/89. O tamanho dos ovécitos de Estagio |, parciaimente imersos na camada mesogleal,
variou de 13,04um a 19,56um. Entre fevereiro/90 e margo/90, ovécitos alcangaram o maximo
de amadurecimento e estavam aptos para fertilizagdo. O maior ovécito de Estagio llI
encontrado no periodo, possuia 521,76um. Desencadeamento do ciclo espermatico ocorreu
em dezembro/89 e prosseguiu até margo/90. Ovécitos e cistos maduros ocorreram
concomitantemente sopre os mesmos mesentérios férteis, durante o verdo, e desapareceram
em algumas amostras entre fevereiro/90 e margo/90. Amadurecimento das génadas
prosseguiu sob influéncia da elevagdo da temperatura da agua, fornecendo evidéncias de
sincronia sazonal no ciclo reprodutivo. Histologicamente, observou-se uma assincronia
intercolonial no desenvolvimento dos gametas durante a estagdo reprodutiva. Sob este
aspecto, foi possivel deduzir que diferentes colénias da populagdo reproduziram-se em
momentos distintos ao longo do periodo de desova. Ndo foram encontradas zooxantelas no
interior dos ovécitos de pré-desova, os quais caracteristicamente apresentavam grande

acumulo de material vitelinico e vesicula germinativa periférica.



ABSTRACT

Through histological analysis the reproductive pattern of Mussismilia hispida, a
zooxanthellate coral species endemic to the Brazilian coast was verified. Fragments from 2
tagged colonies, which were marked in the field in order to be repeatedly sampled, and 10
others haphazardly chosen were collected monthly, from April/89 to March/90, at Praia da
Tartaruga, Buzios, Rio de Janeiro. The results showed that M. hispida is a sequential
hermaphroditic species with a broadcast-spawning mode of reproduction, and external
fertilization and development. Female cells developed prior to male cells, and were first
observed in April/89. Size of Stage | oocytes partially immersed into mesogleal layer ranged
from 13,04um to 19,56um. Between February/90 and March/90, oocytes reached maximum
ripeness and were ready for fertilization. The largest Stage |ll oocyte found in this period had
521,76um. The spermatic cycle began in December/89 and continued through March/90.
Mature oocytes and cysts occurred concomitantly on the same fertile mesenteries during
summer, and disappeared from some samples between February/90 and March/90. Gonad
maturation occurred with increasing sea-water temperature, evidencing seazonal synchrony in
the reproductive cycle. Histologically, an intercolonial asynchrony in the development of the
gametes during the breeding season was observed. From this, it was possible to infer that
different colonies of the population reproduced at different times throughout the spawning
period. No zooxanthellae were found in pre-spawning oocytes, which characteristically had a

large amount of vitelline material and a peripheral germ vesicle.
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1. INTRODUCAO

Recifes de corais representam comunidades biologicamente diversas, compostas por
numerosos organismos que exibem uma ampla faixa de adaptagao e interagdo (Richmond,
1983).

O crescente interesse pela ecologia, principalmente devido as alteragdes ambientais
que atualmente comprometem a estabilidade de uma grande variedade de sistemas
ecolégicos, implica no conhecimento mais profundo da biologia e dos mecanismos que
regem as relagdes faunisticas em cada ambiente.

Desta forma, além de fornecer um dos mais significantes e interessantes caminhos
para a compreensdo da evolugdo e funcionamento da propagagdo sexual e assexual
(Campbell, 1974), o conhecimento da biologia reprodutiva dos corais e os processos
associados a dispersdo e recrutamento, constituem requisitos essenciais ao estudo da

ecologia das comunidades e populagdes coralineas (Harrison & Wallace, 1990).

1A. REPRODUCAO ASSEXUADA EM CORAIS

Novas colénias ou corais solitarios podem originar-se através da reprodugdo
assexuada. Um aspecto importante relacionado a este mecanismo inclui a proliferagdo e
manuteng¢do de genétipos bem sucedidos dentro de uma populagdo através da formagéo de
clones (Harrison & Wallace, 1990).

Boschma (1923), Wells (1966) e Krupp et al. (1992) observaram brotamento em
algumas espécies de Fungia. O pequeno antocaule sobre o qual comumente desenvolve-se
o polipo é capaz de produzir diversos brotos; por outro lado, sobre sua superficie oral ou
aboral, cada pélipo destacado pode similarmente gerar novos individuos. Além disso,
através de estudos experimentais, Boschma (1923) e Krupp et al. (1992) inferiram que

qualquer pequena amostra do tecido poderia potencialmente desenvolver-se num organismo



completo, sugerindo que fragmentos remanescentes no antocaule seriam responsaveis pela
origem de novos brotos.

Rosen & Taylor (1969) encontraram pequenas massas esféricas sobre coldnias
adultas de Goniopora stokesi, as quais eventualmente se destacavam. Estas estruturas
referidas pelos autores como “polyp-balls” foram descritas como uma forma ou fase de
reprodugdo assexuada provavelmente derivadas do método de brotamento extratentacular.

Fadlallah (1982) observou brotos em pélipos da borda da colénia de Astrangia
lajollaensis, numa pequena area do tecido marginal, comumente em contato com o
substrato. Segundo o autor, o espago gastrovascular do broto era independente, originando
p6lipos sem vinculos, embora bem préximos uns dos outros.

Highsmith (1982) forneceu evidéncias de que a produgcdo de novas colénias a partir
da fragmentagdo de colénias pré-estabelecidas poderia ser o0 modo predominante de
propagagado de diversos corais construtores de recifes. O autor mencionou a baixa taxa de
mortalidade e a alta taxa de crescimento, como uma das principais vantagens deste modo
de reproducdo assexuada. Por sua vez, DeVantier & Endean (1989), mencionaram a
dispersdo de fragmentos pela agdo das ondas, como um fenémeno de extrema importancia
para a colonizagdo de substratos arenosos, geralmente in6spitos para o recrutamento das
planulas.

Sammarco (1982) verificou que colénias de Seriatopora hystrix mantidas em
laboratério sob condigées ndo favoraveis liberavam poélipos, alguns dos quais com planulas.
Os pélipos destacavam-se de seus calices, e apés um curto periodo de deslocamento na
agua, fixavam-se e secretavam um novo esqueleto. Este processo foi denominado pelo
autor “polyp bail-out”. Mais recentemente, Kramarsky-Winter et al. (1997) observaram
expulsdo de poélipos em colénias de Favia favus e Oculina patagonica. Ao contrario do
processo descrito por Sammarco (1982), as condigdes ambientais eram normais e todo o

polipo, incluindo o calice, foi expelido pela colbnia.



Estudos sobre o desenvolvimento de planula realizados por Stoddart (1983) e Martin-
Chavez (1986) provaram que larvas de Pocillopora damicomis poderiam ser produzidas
assexuadamente por partenogénese. Por sua vez, Muir (1984, apud Harrison & Wallace,
1990) sugeriu que corpos lipidicos originados na faringe seriam responsaveis pela produgao
assexuada de larvas. Segundo o autor estas estruturas assemelhavam-se em forma e
organizagao histologica aos primeiros estagios da planula.

Harrison & Wallace (1990) salientaram que “a diversidade dos métodos reprodutivos
empregados pelos corais e outros antozoarios é testamento da extraordinaria plasticidade
dos tecidos em cnidarios; e & provavel que outros modos de propagagdo assexuada sejam

ainda desconhecidos”.

1B. REPRODUCAO SEXUADA EM CORAIS

Reprodugdo sexuada em corais escleractineos pode envolver fertilizagdo interna e o
desenvolvimento de uma larva planula dentro da cavidade gastrovascular (Stimson, 1978;
Rinkevich & Loya, 1979a; Kojis & Quinn, 1981a, Fadlallah & Pearse, 1982a), ou a liberagdo
de esperma e 6vulos no mar, com fertiizagdo extema e subsequente desenvolvimento
planctdnico da larva (Szmant-Froelich et al., 1980; Kojis & Quinn, 1981ab; Fadlallah &
Pearse, 1982b). A diferenga entre os dois modos de reprodugdo (incubagdo de planula vs.
liberagdo de gametas) tem influéncia em muitos aspectos da ecologia do coral, incluindo a
transferéncia da alga simbiética para a larva, habilidade e sobrevivéncia da larva durante o
periodo de fixagdo e metamorfose, dispersdo, padrdes de distribuicdo biogeograficos,
variabilidade genética, e até mesmo, taxas de especiagdo e evolugdo (Richmond, 1990).

Os estudos realizados por De Lacaze-Duthiers (1873, apud Duerden, 1902)
trouxeram luz sobre o conhecimento do comportamento sexual dos membros da Ordem
Scleractinia. Ocasionalmente, o autor verificou a liberagdo de planulas através das pontas

dos tentaculos dos pélipos de Astroides calycularis. Um processo similar foi observado por



Von Koch (1897, apud Duerden, 1904) em Caryophyllia cyathus. Posteriormente, Wilson
(1888, apud Duerden, 1902) e Duerden (1902) registraram a liberagdo de gametas e larvas
em colénias de Manicina areolata e Favia fragum, respectivamente. Nao obstante, Duerden
(1902) considerou ambos os eventos incomuns, pois tanto em Manicina quanto em Favia,
larvas muito desenvolvidas encontravam-se nos espagos gastrovasculares. Segundo o
autor, todos os corais eram indubitavelmente viviparos.

Estudos subsequentes designados para detectar planulagao, reforcaram o dogma da
viviparidade, e até o final da década de 70 a incubagdo de planulas era considerada o
principal padrdo no comportamento reprodutivo dos corais escleractineos (Marshall &
Stephenson, 1933; Atoda 1951a,b; Lewis, 1974; Stimson, 1976, 1978; Rinkevich & Loya,
1979a).

O crescente interesse na biologia reprodutiva destes organismos proporcionou a
obtengdo de informagdes mais precisas a respeito do ciclo gametogénico e reprodugdo dos
corais. Consequentemente, como primariamente observado por Wilson (1888, apud
Duerden, 1902), Duerden (1902) e Marshall & Stephenson (1933), verificou-se que ao invés
de incubar a larva internamente, padrdao até entdo considerado dominante, a maioria das
espécies liberava gametas para fertilizagcdo externa e desenvolvimento planctdnico (Szmant-
Froelich et al., 1980; Kojis & Quinn, 1981a,b, 1982; Fadlallah & Pearse, 1982b; Harrison et
al., 1984; Babcock et al., 1986; Szmant, 1986; Oliver et al., 1988).

Estudos recentes tém revelado que as espécies que liberam gametas na agua
apresentam um longo ciclo gametogénico, com um breve periodo reprodutivo a cada ano;
ao contrario, aquelas que incubam as larvas possuem ciclos gametogénicos curtos,
eventualmente sobrepostos, e multiplas planulagdes anuais (Richmond & Hunter, 1990;
Harrison & Wallace, 1990; Fan & Dai, 1995). Em relagdo ao primeiro caso, embora existam
evidéncias de que a acentuada variagdo sazonal da temperatura do mar pode desencadear
um segundo ciclo gametogénico (Szmant-Froelich et al., 1980), at¢ o momento, Stobart et

al. (1992) foram os unicos a documentar um fendmeno de desova bianual.



Espécies gonocéricas e/ou hermafroditas cujos modos de desenvolvimento envolvem
incubagédo de larvas e/ou liberagdo de gametas na agua, constituem os padrdes basicos da
reprodugdo sexuada em corais escleractineos (Harrison & Wallace, 1990). Entretanto,
segundo Richmond & Hunter (1990), a maioria das espécies &€ hermafrodita e ha registros

de populagdes estéreis, principalmente préximas aos limites de sua distribuigdo geografica.

1C. ESPECIES QUE LIBERAM GAMETAS VERSUS ESPECIES QUE INCUBAM PLANULAS

Diversos autores tém mostrado que a fertilizagdo e o desenvolvimento externos
claramente constituem o modo dominante de reproducdo entre corais construtores de
recifes (Harrison et al. 1984; Shlesinger & Loya, 1985; Willis et al., 1985; Babcock et al.,
1986; Szmant, 1986; Soong, 1991; Stobart et al., 1992; Harrison, 1993; Fadlallah, 1996).

N&o obstante, comparado as outras caracteristicas reprodutivas, como por exemplo,
0 sexo e a distribuicdo das gébnadas nos mesentérios férteis, 0 modo de reprodugdo parece
ser uma tendéncia relativamente plastica no ciclo de vida destes organismos (Harrison,
1985).

A distribuigdo de espécies que incubam, dentro de familias e géneros nos quais o
comportamento de liberagdo de gametas & predominante, indica que o processo de
incubagdo evoluiu independentemente em diversos taxa de corais (Harrison & Wallace,
1990).

Primariamente, Stimson (1978) propés que o modo de reprodugdo poderia estar
relacionado ao habitat. Sua hipétese assegurava que as espécies de A4aguas rasas
‘planulavam’ para facilitar o recrutamento, enquanto que aquelas de areas mais profundas
liberavam gametas para desenvolvimento externo, contribuindo, assim, para a dispersdo das
planulas. Posteriormente, Kojis & Quinn (1982) sugeriram que as espécies com ampla faixa
de distribuicdo, ou seja, aquelas que concomitantemente ocupavam partes rasas e

profundas do recife, caracteristicamente liberavam 6vulos e esperma na agua. A incubagio



seria, desta forma, o principal modo de reprodugdo das espécies restritas a uma unica faixa
de distribuigao.

Estudos subsequentes, contudo, revelaram que as espécies que caracteristicamente
liberavam gametas pareciam constituir a grande maioria dos corais encontrados em aguas
rasas; além disso, a flutuosidade de grande parte dos embrides e larvas durante o periodo
de desenvolvimento planctdnico, consideravelmente contribui para sua capacidade de
dispersdo (Harrison et al., 1984; Babcock, 1984, Williams et al., 1984; Babcock & Heyward,
1986; Babcock et al. 1986; Oliver and Willis, 1987; Willis & Oliver, 1988).

Somando-se a estes fatos, alguns autores tém obtido evidéncias de que as espécies
que incubam planulas n3o encontram-se restritas as baixas profundidades (Gerrodette,
1981; Fadlallah & Pearse, 1982a; Van Moorsel, 1983; Kojis & Quinn, 1984).

Em 1983, Van Moorsel sugeriu que incubar as larvas seria um processo associado a
previsibilidade do habitat. Baseando-se neste principio, Szmant (1986) propds que
incubagdo havia evoluido nas espécies sujeitas a alta taxa de mortalidade, que ocupavam
ambientes instaveis, a fim de potencializar o recrutamento.

Embora Szmant-Froelich et al. (1980) tenham inicialmente contestado a existéncia de
uma relagdo universal entre o tamanho do pélipo, o tamanho do 6vulo e o modo de
reprodugdo, tem-se observado que espécies com colbnias adultas e pélipos grandes,
costumam liberar os gametas para fertilizagdo e desenvolvimento da larva no mar;, enquanto
que, espécies com coldnias adultas e pélipos pequenos, submetem-se a fertilizagdo interna
e incubam as larvas (Szmant 1986; Glynn et al., 1994).

Rinkevich & Loya (1979a) sugeriram que as espécies que liberavam gametas eram
altamente fecundas, ao passo que aquelas que incubavam produziam algumas poucas
larvas bem desenvolvidas. Os autores também verificaram que corais coloniais macigos,
com poélipos bem desenvolvidos, tais como Favia doreyensis e F. favus, produziam 6vulos

relativamente grandes, os quais posteriormente eram liberados na agua. Ao contrario,



colénias ramificadas, com pélipos de reduzido tamanho, tal como Stylophora pistillata,
comumente possuiam 6vulos pequenos e incubavam as larvas.

Padrdo similar ndo foi encontrado nas colénias de P. lutea e P. australensis
estudadas por Harriott (1983a). Ambas as espécies, apesar de possuirem pélipos pequenos,
foram observadas liberando gametas para fertilizagcdo externa. Kojis & Quinn (1981a) ja
haviam registrado significativa variagdo no modo de reprodugdo entre espécies de Porites.
Em suas analises, os autores verificaram que colénias adultas com didmetro superior a dois
metros (P. andrewsi, P. lobata e P. lutea) liberavam pequenos Ovulos, enquanto que
colénias adultas de tamanho reduzido (P. murrayensis) incubavam planulas na cavidade
gastrovascular.

Em relagdo as espécies solitarias, generalizagdes sdo ainda mais improvaveis.
Fadlallah & Pearse (1982a,b) encontraram avantajados embrides, nas largas camaras
incubadoras da espécie solitaria Balanophyllia elegans; e centenas de pequenos 6vulos em
Paracyathus steamnsii. Wells (1966), citou a incubagdo das larvas como o principal modo
reprodutivo entre os solitarios fungiideos. Entretanto, Krupp (1983) observou a liberagdo de
esperma e numerosos Ovulos de tamanho diminuto em Fungia scutaria, espécie gonocoérica
de pélipo bem desenvolvido.

O estabelecimento de padrdes no comportamento reprodutivo dos corais
construtores de recifes tem sido frequentemente contestado. A despeito das evidéncias de
variabilidade, existem tendéncias consistentes na reprodu¢cdo que podem reforgar a
taxonomia atual dos corais, primariamente estabelecida pelos caracteres esqueléticos
(Harrison, 1985). Segundo Veron (1993), os corais sdo reprodutores criativos e &€ bem

provavel que muitos dos mecanismos empregados ainda sejam desconhecidos.



ID. SISTEMA REPRODUTIVO, DESENVOLVIMENTO GONADAL E FERTILIZACAO

Colénias de corais frequentemente levam anos até alcangar maturidade sexual
(Marshall & Stephenson, 1933; Rinkevich & Loya, 1979b; Kojis & Quinn, 1981b, 1985;
Harriott, 1983a). Embora a idade e estresse sejam sugeridos como fatores relacionados a
producdo de gametas (Kojis & Quinn, 1985), diversos estudos tém demonstrado que o
tamanho primariamente determina quando a colénia esta apta a se reproduzir (Connell,
1973; Kojis & Quinn, 1985, Szmant-Froelich, 1985).

O sexo em corais escleractineos ndo pode ser distinguido por caracteristicas
externas mas, as vezes, pode ser identificado quando as génadas estdo maduras no interior
da cavidade gastrovascular (Fadlallah, 1983). As estruturas referidas como génadas sdo na
realidade areas gametogénicas que se desenvolvem como espessamentos nos mesentérios
reprodutivos (Fautin & Mariscal, 1991). Mais precisamente, estdo localizadas entre os
musculos retratores longitudinais e os filamentos mesentéricos (Szmant-Froelich et al.,
1980).

Segundo Harrison (1985), a disposicdo das gbnadas nas espécies hermafroditas é
geralmente consistente dentro de cada familia. O autor verificou trés padrdes basicos:
gbnadas femininas e masculinas entremeadas sobre o mesmo mesentério, como por
exemplo em Faviidae, Pectinidae e Merulinidae; desenvolvidos separadamente, mas
adjacentes sobre 0 mesmo mesentério, como observado em Mussidae; ou ainda, génadas
desenvolvendo-se separadamente sobre mesentérios distintos, como em Acroporidae e
Pocilloporidae. Nas espécies gonocéricas as gdénadas comumente desenvolvem-se no
interior dos mesentérios, como o caso de Dendrophyllidae, Flabellidae, Poritidae e
Siderastreidae, ou menos frequente, projetam-se para fora do plano dos mesentérios, como
em Caryophylliidae e Fungiidae (Harrison, 1985).

Ovécitos e cistos testiculares originam-se de células gemminativas, derivadas de

células-tronco intersticiais, situadas primariamente na endoderme; posteriormente, estas



células aglomeram-se e movem-se em diregdo a mesogléia, onde amadurecem (Delvoye,
1988). A maior parte do crescimento e diferenciagdo dos gametas ocorre enquanto estdo
circundados pela camada mesogleal (Larkman, 1983).

Dados sobre a produgdo de vitelo em corais escleractineos sdo escassos.
Entretanto, alguns autores como Kessel (1968) Larkman (1983) e Eckelbarger (1994)
mencionaram o processo para outros grupos de cnidarios.

Durante o periodo caracterizado pela vitelogénese, a maioria dos ovécitos acumula
consideravel quantidade de glicogénio, proteina e lipidio no interior de vesiculas, ou
granulos (Larkman, 1983). O reticulo endoplasmatico associado ao complexo de Golgi
parece coordenar a produgédo dos corpos vitelinicos (Kessel, 1968; Eckelbarger, 1994). O
material granular é frequentemente encontrado préximo a superficie extena dos ovécitos,
formando uma membrana vitelinica (Kessel, 1968, Larkman, 1983). A incorporagdo de
produtos provenientes de células endodérmicas, através da mesogléia para o interior do
ovécito (produgdo de vitelo “extra-ovécito”), foi citada por Kessel (1968) em medusas de
Hydrozoa, Larkman (1983) em Actinia fragacea (Anthozoa) e Eckelbarger (1994) em
Scyphozoa.

A reabsorgdo de ovécitos maduros e imaturos tem sido observada e discutida por
alguns autores (Rinkevich & Loya, 1979a; Szmant-Froelich et al, 1980; Harriott, 1983a;
Kojis, 1986a; Harrison & Wallace, 1990; Glynn et al., 1994, Sier & Olive, 1994). Harrison &
Wallace (1990) sugeriram que o fenémeno poderia ser induzido por estresse. Sier & Olive
(1994) contestaram esta hipétese e verificaram que, apés periodo de liberagdo de gametas,
absorgao de ovoécitos remanescentes era um processo inerente e gradual em coldnias de
Pocillopora verrucosa. Em estudos anteriores, Rinkevich and Loya (1979a) verificaram que
durante o desenvolvimento dos ovécitos, em génadas de Stylophora pistillata, somente
alguns alcangavam os estagios finais da maturagdo, enquanto que os outros desapareciam.

Os autores citaram evidéncias de que aqueles que tinham sucesso, obtinham nutrientes nao
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s6 pelas células endodérmicas vizinhas, mas também através da fagocitose de outros
ovaocitos.

Harrison (1985) demonstrou haver uma correlagdo entre a morfologia do
espermatozéide e o padrdo sexual em cada espécie. Espécies das familias Acroporidae,
Pectiniidae, Mussidae e alguns faviideos possuem espermatozéides em forma de péra, ou
ovéides, com um nucleo anterior arredondado. Ja as espécies da familia Agariciidae,
Fungiidae, Poritidae, Caryophyllidae, Dendrophyllidae e também alguns faviideos
apresentam espermatozéides codnicos com uma zona nuclear anterior mais alongada.
Espermatoz6ides em forma de péra ou ovéides estariam associados as espécies
hermafroditas, enquanto que aqueles de forma cdnica seriam mais comuns entre as
espécies gonocodricas.

A fertilizagdo € um evento critico e possiveimente limitante no ciclo de vida dos
organismos que liberam seus gametas no ambiente. Em relagdo ao meio aquatico, a diluigao
dos gametas pode resultar em taxas de fertilizagdo relativamente baixas. Sendo assim,
estratégias de agregagéo e sincronia na liberagdo dos gametas potencializam o sucesso
reprodutivo, aumentando as chances de encontros entre 6vulos e espermatozéides (Oliver &
Babcock, 1992). Harrison et al. (1984) presumiram que a atragdo quimica viabilizaria o
encontro e o reconhecimento dos gametas co-especificos. De fato, a quimiotaxia foi pela
primeira vez demonstrada em esperma de Montipora digitata por Coll et al. (1994). Segundo
os autores, propriedades atrativas equilibrariam os efeitos da diluigdo, aumentando a
probabilidade de fertilizagdo em invertebrados que liberam gametas na agua.

Nas espécies incubadoras, embrides e larvas desenvolvem-se livremente no interior
dos pélipos, sugerindo que a fertilizagdo dos ovécitos maduros ocorra internamente, dentro
da cavidade gastrovascular (Szmant-Froelich et al., 1985; Chornesky & Peters, 1987).
Contudo, Fadlallah & Pearse (1982a) observaram que tanto a fertilizagdo quanto os estagios
primarios do desenvolvimento embriogénico poderiam ocorrer quando os ovécitos ainda se

encontravam na camada mesogleal. Semelhante mecanismo foi posteriormente descrito por
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Kojis (1986a) em coldénias de Acropora cuneata e A. palifera. A autora verificou que os
o6vulos foram fertilizados antes de serem liberados para o espago gastrovascular, e
permaneceram ligados ao mesentério por uma estrutura em forma de pedunculo, até o

amadurecimento da larva.

IE. PERIODOCIDADE E INFLUENCIA DE FATORES AMBIENTAIS NA REPRODUGCAO

SEXUADA

Nas diferentes classes de cnidarios, cada espécie parece apresentar uma
temperatura ideal para 0 desencadeamento das atividades sexuais, incluindo alteragdes
morfolégicas e funcionais das estruturas reprodutivas até entdo ausentes ou inativas
(Campbell, 1974). A variagdo sazonal da temperatura do mar tem sido amplamente aceita
como o fator mais importante no controle dos ciclos gametogénicos e/ou nos periodos de
reprodugdo em corais escleractineos (Szmant-Froelich et al. 1980; Van Moorsel, 1983;
Harrison et al. 1984, Babcock, 1984; Fadlallah, 1985; Willis et al. 1985; Babcock et al. 1986;
Harrison & Wallace, 1990).

Babcock (1984) sugeriu que a temperatura poderia regular o periodo de liberagdo de
gametas por meio do controle do desenvolvimento dos cistos testiculares. Por outro lado,
Kojis (1986a) propds que a mudanga sazonal no comprimento do dia forneceria um padrdo
mais consistente para a ovogénese em recifes de aguas rasas. Soong (1991), verificou que
o valor adaptativo da reprodugdo sazonal poderia estar relacionada a disponibilidade de
substrato para fixagdo, inapropriado por exemplo, nos periodos de dominio de algas.
Segundo a autora, a iniciagdo da gametogénese nas espécies que liberam gametas na agua
poderia ocorrer devido ao aumento da temperatura na primavera, enquanto que a liberagao

dos gametas provavelmente seria controlada por outros fatores, como o fotoperiodo.



12

Evidéncias indicam que os ciclos sazonais ambientais associados as variagées de
latitude podem influenciar nos padrdes de desova, embora hajam algumas contradigdes
(Richmond & Hunter, 1990; Babcock et al., 1994). Em Papua-Nova Guiné (Oliver et al.,
1988) e Micronesia (Richmond & Hunter, 1990), onde a variagdo da temperatura e da maré
é minima, ha uma queda evidente na sincronia reprodutiva nas popula¢gées de corais. Por
outro lado, as andlises realizadas por Szmant (1991) mostraram que duas espécies do
Caribe (Montastrea annularis e M. cavernosa) exibiam forte sincronia reprodutiva a despeito
da pequena variagdo na amplitude, tanto da temperatura quanto da maré. Mais
recentemente, Fadlallah (1996) registrou uma desova sincronizada em colénias de Acropora
clathrata no Golfo Arabe, e atribuiu o fenémeno as flutuagdes diarias da temperatura do mar
e as estagdes bem definidas da regido.

Os padrdes reprodutivos sazonais, principalmente entre as espécies que liberam
gametas para fertilizagdo extena, prevalecem nas regides tropicais onde as mudang¢as na
temperatura, irradiagdo e qualidade da agua, apresentam flutuagdes marcantes (Babcock et
al.,1986). Embora a reprodugdo ocorra predominantemente entre a primavera e o verdo,
quando a temperatura do mar alcan¢a valores maximos, existem registros de espécies que
reproduzem-se nos perlodos mais frios do ano, durante o outono, invemno ou inicio da
primavera (Fadlallah, 1982; Fadlallah & Pearse, 1982b; Harrison et al., 1984). Ao contrario,
segundo Harrison & Wallace (1990) ndo é possivel distinguir uma tendéncia sazonal nos
individuos que incubam as larvas, pois a esta¢do e duracdo do periodo reprodutivo varia
significativamente entre as espécies incubadoras.

Independente do modo de reproducdo (incubagdo de planulas vs. liberagcdo de
gametas), periodicidade no desenvolvimento das génadas e no periodo de reprodugao
também tem sido estabelecida e associada ao ciclo lunar (Marshall & Stephenson, 1933;
Stimson, 1978; Harriott, 1983b; Jokiel, 1985; Stoddart & Black, 1985; Szmant-Froelich, 1985;
Babcock et al., 1986; Kojis, 1986a; Martin-Chavez, 1986; Chomesky & Peters, 1987; Soong,

1991; Dai et al., 1992; Babcock et al., 1994; Glynn et al. 1994; Kinzie lll, 1996).



13

Jokiel (1985) mencionou a irradiagdo noturna, causada pela iluminagdo da lua, como
o principal fator ambiental controlador da sincronizagdo e momento Je liberagdo das larvas
nos ciclos mensais de planulagdo em Pocillopora damicomis. Diversos estudos tém
ressaltado a previsibilidade do processo de maturagdo e desova durante a lua cheia, ou num
periodo logo ap6s esta. Alguns exemplos podem ser citados para a Grande Barreira de
Recife da Australia (Kojis & Quinn, 1981a; Harrison et al., 1984; Willis et al., 1985; Babcock
et al., 1986), Havai (Heyward, 1986), Caribe (Szmant, 1986) e Mar Vermelho (Shlesinger &
Loya, 1985). Entretanto, tem-se observado que dentro de uma Unica espécie, sincronia lunar
na reproducdo pode variar em relagdo a distribuicdo geografica, sazonalidade ou aos
morfotipos. Somando-se a tais divergéncias, espécies distintas de um mesmo recife podem
planular em diferentes fases da lua (Stimson, 1978; Rinkevich & Loya, 1979b; Richmond &
Jokiel, 1984; Jokiel, 1985; Shlesinger & Loya, 1985; Soong, 1991).

Um segundo aspecto foi proposto por Babcock et al. (1986), segundo os quais, 0s
corais poderiam utilizar a luz da lua como sinal ambiental para prever o regime de maré.
Observagdes prévias realizadas por Simpson (1985), na Grande Barreira de Recife da
Australia, forneceram indicios de que a reprodugdo poderia ser sincronizada pela variagao
da maré seguida a lua cheia.

Estudos experimentais tém demonstrado a importancia da variagdo luminosa,
referente a extensdo dos ciclos circadianos e lunar, durante a estagdo reprodutiva (Jokiel et
al., 1985; Hunter, 1988). Segal (1970) propés a presenga de células epidérmicas ou
gastrodérmicas fotossensiveis, e a possibilidade da luz agir diretamente sobre as células
reprodutivas. Posteriormente, Babcock et al. (1994) sugeriram que o fotoperiodo seria tao
relevante quanto a temperatura na gametogénese e reprodugdo. Embora ndo possuam
fotorreceptores especializados, os corais escleractineos estariam aptos a perceber
mudancas na irradiagdo solar, através das atividades fotossintéticas das zooxantelas (algas

simbiéticas que vivem nos tecidos dos corais hermatipicos) (Harrison & Wallace, 1990).
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Apesar das evidéncias de que os mecanismos regulatérios dos ciclos reprodutivos
em invertebrados marinhos envolvem a interagdo de fatores exégenos (ambientais externos)
e endbgenos (biolégicos, ligados provaveimente a produgdo de horménios), os estudos
desenvolvidos até o momento com corais referem-se exclusivamente a discussdo da

influéncia dos fatores ambientais sobre a reprodugdo (Harrison & Wallace, 1990).

1IF. SINCRONIA

Estudos recentes tém sugerido que a gametogénese é comumente sicronizada
dentro de cada colbénia, e pelo menos parcialmente sincronizada entre membros de uma
mesma populagdo (Richmond & Hunter, 1990).

Nas espécies que liberam gametas na a4gua e possuem ciclos gametogénicos anuais,
o desenvolvimento dos ovécitos e espermatozéides é frequentemente variavel nos estagios
iniciais, alcangando simultaneamente o amadurecimento pouco antes do periodo de
reproducdo (Kojis & Quinn, 1981b; Fadlallah & Pearse, 1982b; Harriott, 1983a; Szmant,
1986).

Fadlallah & Pearse (1982b) observaram uma alta sincronia na ovogénese e
espermatogénese do coral gonocérico e solitario Paracyathus steamsii. A partir da
observacdo de um fendmeno de reprodu¢cdo em massa, incluindo 25 espécies de corais,
Willis et al. (1985) verificaram que a maturagdo final dos ovécitos e espermatozéides
ocasionalmente poderia sofrer um atraso, resultando em pelo menos duas liberagdes de
gametas durante a estagdo reprodutiva. Os autores também sugeriram que a fase da lua
associada a temperatura do mar poderia determinar os intervalos entre um evento e outro.
Longe de ser um acontecimento isolado, eventos consecutivos de liberagdo de gametas e
planulas durante o pico reprodutivo tém sido observados com relativa frequéncia (Kojis &

Quinn, 1981a,b, 1982; Harrison et al, 1984, Babcock et al., 1986; Shimoike et al., 1992).
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Mais recentemente, Szmant (1991) e Acosta & Zea (1997) encontraram assincronia intra e
intercolonial no desenvolvimento das génadas em Montastrea cavemosa, espécie
caracteristicamente gonocérica que libera gametas na agua.

Em relagdo as espécies incubadoras, com ciclos multiplos e sobrepostos, gametas e
larvas em varios estagios de desenvolvimento tém sido encontrados nos poélipos férteis
(Szmant-Froelich et al. 1985; Kojis, 1986a, Chornesky & Peters, 1987).

A sincronia intracolonial e a alta assincronia intercolonial, durante o periodo de
planulagéo, foram observadas em coldnias de Stylophora pistillata, por Rinkevich & Loya
(1979a), e em Acropora palifera, por Kojis (1986a). A assincronia intra e intercolonial, foram
por sua vez verificadas em col6nias de Porites astreoides e P. porites, por Chornesky &
Peters (1987) e Tomascik & Sander (1987), respectivamente. Ao contraro, analises
realizadas por Szmant-Froelich et al. (1985) em colbnias de Favia fragum, demonstraram
haver sincronia intra e intercolonial na maturagdo das génadas.

Coma et al. (1995) sugeriram que a sincronia € um relégio interno regulado por
estimulos externos, principalmente associados a variagdo da temperatura do mar e dos
ciclos lunar e de maré. Campbell (1974) enfatizou que a sincronia na reprodugdo é uma das
estratégias mais importantes, através da qual espécies que liberam O6vulos e
espermatozéides na agua asseguram o sucesso da fertilizagdo e reduzem o desperdicio de

gametas.

1G. RECIFES DE CORAIS E O HISTORICO DOS ESTUDOS DE MUSSIDAE NO BRASIL

Segundo Veron (1995), os recifes de corais da Australia representam os maiores e
mais complexos sistemas de todo o0 mundo, estendendo-se por 2000 km ao longo da costa
norte-oriental de Queensland. Praticamente todas as 800 ou mais espécies de corais

construtores de recifes pertencem a ordem Scleractinia (Maragos, 1977). No Havali
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encontram-se 40 destas espécies, enquanto que as llhas Samoa e Marshall apresentam
cerca de 200. Em alguns recifes na costa ocidental da Australia foram registrados 283
espécies de corais zooxantelados e nha Grande Barreira de Recife foi estimado um total de
330 espécies (Veron, 1995). Comparado a outras regiées do mundo, o Brasil possui uma
pequena variedade de corais-pétreos formagores de recifes, apenas 15, sendo que 7 sdo
endémicos (Castro, 1994). Apesar de sua grande importancia ecolégica, a presenga e
localizagdo de todos os recifes brasileiros ainda é pouco conhecida (o trabalho mais
abrangente foi realizado em 1970 por Laborel).

Dois géneros de Mussidae, Mussismilia Ortmann, 1890 e Scolymia Haime, 1852,
ocorrem na costa brasileira. O género Mussismilia € endémico para o Brasil e possui trés
espécies: M. braziliensis (Verrill, 1868), M. hartti (Verrill, 1868) e M. hispida (Verrill,1902).
Segundo Laborel (1970), M. hispida divide-se em duas sub-espécies geograficas com
distribuicdo parapatrica: M. hispida hispida, com distribuicdo do Rio Sdo Francisco até Séo
Sebastido (SP) e M. hispida tenuisepta, com distribuicdo de Fernando de Noronha e Atol
das Rocas até o norte de Salvador (BA).

M. hispida ocorre em areas bem iluminadas, frequentemente em locais rasos, no
topo ou na orla dos recifes. As colénias sdo macigas e hemisféricas, geraimente baixas
(normalmente as bases representam seu maior didmetro). A espécie &€ comumente
conhecida como coral-cérebro, pois além de apresentar forma arredondada, sua superficie
encontra-se coberta por p6lipos de contorno irregular. Foram registradas colénias de M.
hispida com mais de um metro de didmetro na Praia da Tartaruga, em Buzios, Rio de
Janeiro (0 didmetro maximo dessas col6nias costuma ser de cerca de 40 cm - Hetzel &

Castro, 1994).

O estudo da reprodugdo envolvendo outros géneros de Mussidae foi realizado por
Duerden (1902) (/sophyllia dipsacea), Marshall & Stephenson (1933) (Lobophyllia sp.,
Symphyllia recta), Harriott (1983a) (Lobophyllia corymbosa), Willis et al. (1985)

(Acanthastrea echinata, Lobophyllia corymbosa, L. hemprichii, Scolymia vitiensis, Symphyillia
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recta), Babcock & Heyward (1986) (Lobophyllia corymbosa, L. hemprichii), Babcock et al.
(1986) (Acanthastrea echinata, Lobophyllia corymbosa, L. hemprichii, Symphyllia radians, S.
recta), Szmant (1986) (Mycetophyllia ferox), e Heyward et al. (1987) (Lobophyllia
corymbosa). Segundo Harrison (1985) os mussideos sdo predominantemente hermafroditas
com gdénadas desenvolvendo-se separadamente, mas adjacentes sobre o mesmo
mesentério. Richmond & Hunter (1990) sugeriram que, além do hermafroditismo, a liberagao
de gametas na agua para fertilizagdo e desenvolvimento externos, aparentemente constitui
uma caracteristica estavel no modo de reprodugdo da familia em questao.

Embora visasse, principalmente, o conhecimento da microanatomia dos mussideos
brasileiros, as observagdes realizadas por Pitombo (1992) proporcionaram algumas
indicagdes sobre as estratégias adotadas pelos corais estudados na reproducao,
constituindo desta forma, a Unica referéncia ao tema. Corroborando os resultados obtidos
por Harrison (1985) e Richmond & Hunter (1990), Pitombo (1992) observou um padrdao
hermafrodita em pélipos de M. hispida. Segundo o autor, as génadas continham tanto
células femininas quanto masculinas, em diferentes estagios de maturagdo, ocupando
espagos distintos em um mesmo mesentério. Os cistos testiculares se encontravam na
porcdo mais interna, voltada para a cavidade gastrovascular, situavam-se acima dos
ovécitos e proximos a faringe, enquanto que os ovécitos encontravam-se na por¢ao mais
periférica, voltada para a parede do corpo polipar, situavam-se abaixo dos cistos, na regido
basal do pélipo.

Estudos especificos sobre a biologia reprodutiva dos corais brasileiros sdo escassos,
sendo inexistentes. O presente trabalho vem portanto somar novos conhecimentos sobre os
corais zooxantelados, principalmente a familia Mussidae; além de representar o primeiro
registro sobre o ciclo reprodutivo de uma importante espécie construtora de recifes da costa

brasileira.
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2. OBJETIVOS

Utilizando o exame histolégico das estruturas citolégicas e tissulares relacionadas a
reproducdo, este trabalho tem como principais objetivos:
(1) Determinar o sexo e o arranjo das génadas em M. hispida.
Questdes:
M. hispida é gonocérica ou hermafrodita?
O desenvolvimento das génadas é simultaneo ou sequencial?
A distribuicdo das gébnadas nos mesentérios férteis de M. hispida segue o
padrao descrito por Harrison (1985) para os mussideos?
(2) Descrever a gametogénese e averiguar o padrao temporal do ciclo reprodutivo
de M. hispida em Buzios.

Questdes:

Como se caracterizam os estagios da ovogénese e espermatogénese em M.
hispida?
O ciclo reprodutivo de M. hispida é anual?
(3) Verificar a sincronia inter e intracolonial no desenvolvimento gonadal e o periodo
reprodutivo de M. hispida em Buzios.
Questdes:
Ha sincronia no desenvolvimento das génadas entre as diferentes colénias
de M. hispida?
Ha sincronia entre os p6lipos de uma mesma colénia?
Qual é a estagao reprodutiva?
(4) Caracterizar o modo de reprodugdo de M. hispida.

M. hispida incuba larvas ou libera gametas na agua para fertilizagao externa?
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3.MATERIAL EMETODOS

O estudo do ciclo reprodutivo de Mussismilia hispida foi realizado em colbnias
coletadas na Praia da Tartaruga, Armagao de Buzios, no norte do estado do Rio de Janeiro
(Fig.1).

Utilizando-se um martelo e uma ponteira, fragmentos contendo um minimo de cinco
pélipos foram retirados mensalmente de 12 coldnias, no periodo de abril de 1989 a margo
de 1990. Duas coldnias, codificadas com as letras B e C e denominadas de coldnias fixas,
foram individualmente marcadas para que pudessem ser repetidamente amostradas. As
coldénias B e C encontravam-se a dois metros de profundidade e possuiam mais de um
metro de didmetro. As dez outras colfnias, embora ndo tenha sido empregado nenhum
critério metodoloégico na amostragem, foram designadas de coldnias aleatérias. Estas
situavam-se proéximas as fixas e estavam relativamente 8 mesma profundidade. Todas as
amostras permaneceram conservadas em formol 4%, por cerca de sete anos.

A média semanal da temperatura da superficie do mar ('SST’) durante os anos de
1898 e 1990 foi obtida pelo National Metereological Center (NMC), National Oceanographic
and Atmospheric Administration (NOAA), através do FTP andnimo para nic.fb4.noaa.gov e
dos arquivos no directory/pub/ocean/clim1.

O material estudado no presente trabalho encontra-se depositado e tombado na

Colegdo de Cnidarios do Museu Nacional/UFRJ (MNRJ).

Relagéo dos lotes de M. hispida - local de coleta: Praia da Tartaruga, Buzios, Rio de Janeiro (RJ),
coletor: Claudio Continentino Ratto (em negrito nimero de registro da colegfo, entre parénteses
cédigo do laminario):

- Coldnia FixaB -

MNRJ 3241- data de coleta: 22/ABR/89 (lam. 2011B1); MNRJ 3242- 15/MAI/89 (lam. 2012B8); MNRJ
3243- 15/JUN/89 (lam. 2013B8); MNRJ 3244-16/JUL/89 (lam. 2014B7); MNRJ 3245- 15/AGO/89 (lam.
2015B5); MNRJ 3246- 15/SET/89 (lam. 2016B1); MNRJ 3247- 16/0UT/89 (lam. 2017B1); MNRJ
3248- 27/NOV/89 (lam. 2018B1); MNRJ 3249- 16/DEZ/89 (lam. 2019B1, 2019B2); MNRJ 3250-
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Figura 1. Mapa da regido de Buzios (RJ) indicando a Praia da Tartaruga, local onde foram

realizadas as coletas mensais das coldnias de M. hispida no periodo de abril/89 a margo/90.
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Figura 2. Média semanal da temperatura da superficie do mar (SST-°C), durante os anos de

1989 e 1990, na regido de Buzios.
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15/JAN/90 (lam. 2020B2, 2020B3); MNRJ 3251- 15/FEV/90 (lam. 2021B5, 2021B6); MNRJ 3252-
15/MAR/90 (lam. 2022B1, 2022B2).

- Coldnia Fixa C -

MNRJ 3253- data de coleta: 22/ABR/89 (lam. 2011C6); MNRJ 3254- 15/MAI/89 (lam. 2012C6); MNRJ
3255-15/JUN/89 (lam. 2013C3); MNRJ 3256- 16/JUL/89 (lam. 2014C7); MNRJ 3257- 15/AGO/89 (lam.
2015C8); MNRJ 3258- 15/SET/89 (lam. 2016C7); MNRJ 3259- 16/0UT/89 (lam. 2017C1); MNRJ
3260-27/NOV/89 (lam. 2018C2); MNRJ 3261- 16/DEZ/89 (lam. 2019C1, 2019C2); MNRJ 3262-
15/JAN/90 (lam. 2020C1, 2020C2); MNRJ 3263- 15/FEV/90 (lam. 2021C4, 2021C5); MNRJ 3264-
15/MAR/90 (lam. 2022C1, 2022C2, 2022C3, 2022C4).

- Col6nias Aleatdrias -

MNRJ 3265- data de coleta: 22/ABR/89 (col. al. 1); MNRJ 3266- 15/MAI/89 (col. al. 2); MNRJ 3267-
15/JUN/89 (col. al. 3); MNRJ 3268- 16/JUL/89 (col. al. 4); MNRJ 3269- 15/AGO/89 (col. al. 5), MNRJ
3270- 15/SET/89 (col. al. 6), MNRJ 3271- 16/0OUT/89 (col. al. 7); MNRJ3272- 27/NOV/89 (col. al. 8);
MNRJ 3273- 16/DEZ/89 (col. al. 9, lam. 3500, 3501a, 3502b, 3503); MNRJ 3274- 15/JAN/90 (col. al.
10, lam. 3510a, 3512b, 3515a, 3516b, 2860); MNRJ 3275- 15/FEV/90 (col. al. 11, lam. 2871, 3520a,
3522b, 3523a, 3524b); MNRJ 3276- 15/MAR/90 (col. al. 12, lam. 3531a, 3532b, 3539, 2880).

3A. HISTOLOGIA E ANALISE QUALITATIVA

Os procedimentos utilizados para a preparagdo de cortes histolégicos seguem a
metodologia descrita em Winsor (1946) e Davenport (1960).

Nem todos os fragmentos foram descalcificados a época de sua coleta. Alguns foram
mantidos com esqueleto calcario em formol 4%. No processo de descalcificagdo utilizou-se
solugdo de acido formico a 10% e formol a 5§%. Dependendo do tamanho das amostras,
levava-se cerca de trés a cinco dias consecutivos para se eliminar o esqueleto calcario dos
tecidos. Durante o periodo em que permaneceram imersos em solugdo Aacida
descalcificadora, diariamente os fragmentos eram retirados, lavados em agua corrente por
1h, e recolocados nos recipientes plasticos utilizados exclusivamente para este fim. Neste
processo, efetuava-se a troca diaria da solugdo acida. Apés completa descalcificagdo, os
tecidos foram deixados em agua corrente por 24h. Este procedimento visa a remogdo dos

residuos de acido, evitando assim a continua agdo destes nos tecidos e a provavel
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contaminagdo dos reagentes utilizados nos tratamentos subsequentes. Ao término desta
etapa, as amostras foram transferidas para frascos com formol a 4% e mantidas vedadas,
por pelo menos 48h, antes de serem novamente processadas.

Os critérios utilizados para a escolha dos poélipos incluiram o tamanho e a localizagdo
destes nos tecidos descaicificados. Pélipos pequenos e/ou marginais ndo foram analisados,
ao contrario, aqueles mais desenvolvidos provenientes da parte mais central das amostras
foram cortados e separados para os procedimentos histolégicos.

Uma vez que a selegdo dos poélipos foi obtida através de cortes realizados no plano
longitudinal, em algumas ocasides, antes do emblocamento das amostras, verificou-se que
a pressdo da navalha no tecido relativamente mole do pélipo causava um deslocamento dos
mesentérios ora para uma banda, ora para outra. Consequentemente, a parte emblocada
poderia ndo apresentar a metade correspondente dos mesentérios, sendo portanto dificil
encontrar os ovécitos, principalmente nos estagios mais iniciais quando eram pouco
abundantes. Para evitar tais artificios, optou-se por emblocar ambas as partes do pélipo.

A primeira etapa do processo histolégico incluiu desidratagdo dos tecidos, realizada
por meio de banhos em uma série sucessiva de alcoois: 70° (30min), 80° (30min), 90°
(30min), 100° I (30min) e 100° Il (30min). Ap6s desidratagdo, procedeu-se a diafanizagéo,
obtida através de dois banhos em xilol (30min cada). Finalmente, as amostras foram
embebidas em trés banhos de parafina (1h cada) em estufa a 58°C. Os dois primeiros
banhos sdo de extrema relevancia, pois o xilol retido nos tecidos durante o processo de
diafanizagdo deve ser completamente eliminado. Os residuos comprometem o resultado
final, seja na montagem do bloco ou durante os cortes. No Ultimo banho o tecido foi
depositado na forma de inclusdo e apés um periodo de 24h, tempo com boa margem de
seguranga para o completo esfriamento e enrijecimento da parafina, o bloco foi retirado para
o corte.

Séries de cortes histologicos longitudinais, com espessura de 6-7um, foram obtidos

em micrétomo rotativo e montados sobre Iaminas de vidro.
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A desparafinizagdo, a re-hidratagdo e a coloragdo dos cortes compreenderam as trés
ultimas etapas metodolégicas de preparo do material. Coloragdo das laminas foi realizada
com tricromico de Mallory (Pantin, 1948), o qual possibilitou uma maior distingdo entre os
processos musculares e a mesogléia (Belém, 1976).

A contracoloragdo dos nucleos com Hematoxilina de Weigert (da Silveira & Migotto,
1984, Belém, 1987), foi testada. Entretanto, o contraste alcangado na maioria das laminas
ndo foi satisfatorio, pois apesar dos nucleos se destacarem pela coloragdo mais intensa,
todas as demais estruturas inclusive a mesogléia uniformizaram-se em tons de rosa.
Somando-se a este fato, os testes realizados com amostras contendo génadas em diversos
estagios de desenvolvimento ndo contribuiram para a individualizagdo das etapas da
vitelogénese, uma vez que ndo houve variagdo significativa entre a coloragdo dos ovécitos
maduros e imaturos. Desta forma, prosseguiu-se a utilizagdo exclusiva do tricrémico de
Mallory.

As laminas obtidas foram minuciosamente analisadas com intuito de se estabelecer o
sexo da espécie, a posicdo das gbnadas nos mesentérios, o padrdo temporal da ovogénese
e espermatogénese, classificar os est.?gios de desenvolvimento das gbnadas, verificar a
sincronia intra e intercolonial no ciclo gametogénico e deduzir o momento de liberagdo dos
gametas. Todas as medidas foram realizadas através de ocular micrométrica, e as
fotomicrografias dos cortes selecionados foram obtidas em microscépio 6ptico Olympus
BH2.

Os estagios de desenvolvimento das células reprodutivas foram comparados aqueles

propostos por Szmant-Froelich et al. (1980, 1985) e Wourms (1987).
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3B. ANALISES CITOMETRICAS

Métodos citométricos similares aqueles aplicados por da Silveira (1980, 1986) e
Belém (1987) foram utilizados na analise quantitativa do comportamento reprodutivo de M.
hispida.

Entre abril/89 e novembro/89, um pélipo foi mensalmente amostrado nas coldnias
fixas B e C. A partir de dezembro/89, data significativa por representar o inicio da estagcado
reprodutiva, incluindo o desencadeamento do ciclo espermatico, amadurecimento das
gbnadas e processo de liberagdo de gametas (histologicamente inferido pelo subito
desaparecimento das células reprodutivas maduras), dois pélipos passaram a ser
mensalmente analisados.

Devido a importancia dos eventos ocorridos nas coldnias fixas no periodo de
dezembro/89 a margo/90, e a fim de se averiguar o grau de sincronia intercolonial no
desenvolvimento das génadas durante a estagdo reprodutiva, um a dois poélipos
provenientes de trés colnias aleatérias diferentes foram processados e analisados. E
importante ressaltar, que as colénias aleatérias foram exclusivamente estudadas no
intervalo de dezembro/89 a margo/90, ao passo que as fixas o foram ao longo de todo
periodo amostral, precisamente a partir de abril/89 até margo/90.

Para cada po6lipo emblocado foram medidos 50 ovécitos, escolhidos ao acaso nos
mesentérios férteis. Como procedimento padrdo, a primeira Idamina de cada série histologica
foi minuciosamente analisada. Entretanto, frequentemente o numero de ovécitos presentes
nos cortes era insuficiente para cobrir todas as analises em uma unica lamina. Desta forma,
as contagens e mensuragdes prosseguiram pelas laminas seguintes até que o namero total
estipulado de células fosse alcangado.

Os diametros foram obtidos pelas medidas dos maiores eixos dos ovécitos (Szmant
1986; Soong, 1991). As medigdes foram realizadas com aumento de 156,25x, que

representava para cada divisdo da micrométrica um valor equivalente a 6,522um.
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Para evitar que o mesmo ovécito fosse repetidamente medido, a presenc¢a de nucleo
e nucléolo, ambos com os contornos bem definidos, foi utilizado como critério para as
medi¢gdes. Embora, ocasionalmente, tenha-se observado que estas estruturas poderiam
permanecer por mais de um corte huma mesma série, a partir do segundo corte, nucleo e
nucléolo progressivamente tornavam-se menores e menos nitidos, saindo da condigdo
adequada de mensuragdo. A fim de afastar qualquer possibilidade de duvida, nestas
ocasides foram montados esquemas com a distribuicdo dos ovécitos nos mesentérios, nos
quais todas as células medidas eram marcadas.

Ao contrario dos ovécitos, cada cisto possui centenas de células reprodutivas, cujo
reduzido tamanho dificulta sua contagem e medigdo. Além disso, cistos maduros ou
imaturos frequentemente apresentam uma ampla variagdo no tamanho. Neste caso, a
sobreposi¢cdo dos diametros ndo se restringe exclusivamente aos limites entre um estagio e
outro, como observado nos ovécitos, mas torna-se constante ao longo de todo
desenvolvimento. Somando-se a caréncia de referéncias metodologicas e estatisticas
empregadas a este tipo de analise em cnidarios, tais fatos suportaram a decisdo de se
direcionar maior atengdo a exposi¢do qualitativa do ciclo espermatico em M. hispida.

Dando prosseguimento ao tratamento quantitativo da ovogénese, calculou-se a
média, a varidncia e o desvio padrdo dos didmetros dos ovécitos (n=50) obtidos em cada
polipo-amostra das coldnias fixas e aleatérias. Para o calculo da média aritmética simples

(X) empregou-se a férmula

a variancia (s foi obtida por

§%= B - (2X)2
n
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e finalmente, para o calculo do desvio padrao (s) utilizou-se:

-— -
s= | Ix*- (EX)?
n

n-1

Durante os meses em que foram amostrados 2 pélipos por colénia (de dezembro/89
a margo/90), aplicou-se o teste de distribuicdo F, ao nivel de probabilidade 2,5% e com
graus de liberdade (n-1)= 49, para verificar a existéncia de diferengas significativas entre as
varidncias dos didmetros dos ovécitos (n=50) das duas amostras. Para proceder ao teste F
foi calculado:

F= 321

2
S

onde, s?; e s% correspondem respectivamente ao maior € menor valor da varidncia. Quando
a razdo da varidncia obtida era maior do que o valor calculado para F ¢,02s 4e4e= 1,77 (Rohlf
& Sokal, 1969; da Silveira, 1980; Belém, 1987), a hipdtese nula (Ho:6% = 6%) era rejeitada.
Consequentemente, considerava-se inadequada a reunido das medidas das duas amostras
em um unico poligono de frequéncia. Caso a hip6tese nula ndo fosse descartada ou seja, o
valor obtido para F era menor que 1,77, passava-se a uma segunda etapa: comparar as
médias das medidas de cada pélipo e verificar se estas diferenciavam significativamente
uma da outra. A comparagéo foi obtidé através do teste de distribuicdo de Student, ou teste

t, cuja formula se expressa nos seguintes termos:

t= 6(1 '3(2)

1+ s
Ny n:
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onde p, - 2= 0 e n,y = Ny, ao nivel de probabilidade de 5%, com graus de liberdade 2(N-1)=
98. A hipétese nula (Ho: py = py) foi rejeitada quando o valor de t observado era maior do que
o valor calculado de to05 (9= 1,984 (Rohlf & Sokal, 1969; da Silveira, 1980; Belém, 1987),
sendo portanto, definitivamente inapropriada a reunido das medidas de cada p6lipo em um
unico poligono de frequéncia.

Para a montagem dos poligonos de frequéncia, os ovécitos foram primeiramente
distribuidos em 6 classes de tamanhos com intervalos de 100 pm (valor escolhido
arbitrariamente): 0-100, 100-200, 200-300, 300-400, 400-500 e 500-600 ym. A seguir foram
calculados os pontos médios para cada classe de tamanho, respectivamente: 50, 150, 250,
350, 450 e 550 ym. Os pontos plotados nos intervalos do poligono de frequéncia
correspondem ao ponto médio obtido para cada classe.

Finalizando os procedimentos metodol6gicos empregados na presente dissertagdo,
dados de média, desvio padrdo e os valores extremos dos didmetros dos ovocitos (n=50)
obtidos nas amostras das coldnias fixas B e C foram plotados em graficos. Tal procedimento
foi empregado para a andlise do grau de sincronia no desenvolvimento intracolonial das

gdnadas ao longo do periodo amostral (Grant & Tyler, 1983).
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4. RESULTADOS

4A.SEXUALIDADE

Através das analises histoloégicas, M. hispida foi caracterizada como uma espécie
hermafrodita sequencial, com as células femininas desenvolvendo-se primeiro que as
masculinas, € o amadurecimento de ambas culminando num mesmo periodo de liberagdo
de gametas (hermafroditas sequenciais co-sexuais, segundo terminologia de Policansky,

1982 apud Harrison & Wallace, 1990).
4B. DISPOSICAO DAS GONADAS

As génadas foram encontradas tanto nos mesentérios imperfeitos quanto nos
perfeitos, no espago restrito entre o musculo retrator e o filamento mesentérico. Com o
desencadeamento do ciclo espermatico, as gébnadas masculinas ocuparam a regido médio-
superior dos mesentérios, mais préxima a faringe, situando-se acima das células femininas,
as quais progressivamente se aglomeram na regido basal do corpo polipar (Fig. 3). Como
observado por Pitombo (1992), a proliferagdo e o aumento no didmetro dos cistos e ovécitos
geraram um deslocamento das células femininas para face mais externa do mesentério, em
direcdo a parede do pélipo, e das células masculinas para face mais interna, junto a

cavidade gastrovascular.

4C. GAMETOGENESE (ASPECTOS GERAIS)

Células-tronco intersticiais (sensu Delvoye, 1988), encontradas na endoderme dos

mesentérios adjacente a mesogléia, diferenciaram-se



Figura 3. A, B. Disposicdo das gbnadas masculinas e femininas nos mesentérios. A. Seta
esta indicando a base do pdlipo. C= cisto testicular, CV= cavidade gastrovascular, E=
endoderme, M= mesogléia, O= ovécito. A= MN2020B2, lam. 36 (janeiro/90)/B= MN2020B2, lam. 27

(janeiro/90).
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em células sexuais. Posteriormente, migraram em diregdo a mesogléia onde ao longo da
gametogése alcangaram o amadurecimento final. Uma vez maduras, as células reprodutivas
foram liberadas para o interior da cavidade gastrovascular e em seguida expelidas pela
abertura oral, para fertilizagdo e desenvolvimento externos.

Na ovogénese, as células intersticiais diferenciadas primariamente apresentavam um
nucleo esférico ou elipsdéide bem desenvolvido. Durante a fase de ‘ancoragem’, nem todas
as células alcangaram a mesogléia e foram incorporadas ao citoplasma dos ovécitos
primarios mais desenvolvidos. Ocasionalmente verificou-se que a camada mesogleal
préxima sofria algumas alteragées locais, ora tornando-se mais espessa ou levemente
ramificada.

Na espermatogénese, as células intersticiais diferenciadas inicialmente formavam
aglomerados celulares difusos, delimitados por um invélucro fino e azulado de provavel
origem mesogleal. Uma vez imersos na mesogléia, formavam os cistos testiculares. Como
observado na ovogénese, os cistos primarios primariamente tornaram-se maiores através da
incorporagdo de novas células. Ndo foram encontradas modificagdes locais na mesogléia
relacionadas a proximidade dos aglomerados celulares.

Baseando-se nas alteragdes morfocitométricas descritas por Szmant-Froelich et al.
(1980, 1985) e Wourms (1987) para os ovécitos ao longo de seu desenvolvimento, a
ovogénese foi dividida em trés etapas.

A diferenciagdo das cél_ulas intersticiais aparentemente ocorreu na camada
mesogleal, onde deram origem as ovogdnias. As ovogéfnias distinguiam-se pelo tamanho
reduzido e pela presenga de um nucleo central bem desenvolvido, caracterizando a primeira
etapa da ovogénese, ou Estagio I. Ao término do Estagio |, as ovogdnias diferenciaram-se
em ovécitos primarios dando prosseguimento a segunda etapa, ou Estagio Il. Durante o
Estagio Il foi registrado um progressivo crescimento do nucleo e do citoplasma, este ultimo
principalmente devido a proliferagdo das vesiculas lipidicas. Uma concentragdo de granulos

ao redor do ovécito, sob a camada mesogleal, e no interior do citoplasma foi detectada
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nesta etapa. No desenvolvimento dos ovécitos primarios em ovécitos secundarios, houve
uma intensa produgdo de vitelo e o deslocamento da vesicula germinativa (=nucleo) para
uma posigdo mais periférica, prbxima & membrana celular. Tais transformagdes resultaram
na diferenciagdo de um ovo maduro apto a fertilizagdo, caracterizando desta forma, a
terceira e ultima etapa do processo de desenvolvimento das células reprodutivas femininas.

A produgcdo de vitelo constituiu um dos principais fendmenos relacionados ao
amadurecimento dos ovécitos de M. hispida. Aparentemente, tanto as vesiculas lipidicas
quanto o material granular, foram possivelmente utilizados como fonte de nutrientes para
manutengdo da célula, e posteriormente da larva.

Representando um dos processos de sintese de vitelo intra-ovécito, a diferenciagao
das vesiculas lipidicas foi & principio observada quando as células imaturas ja se
encontravam imersas na camada mesogleal, e prosseguiu ao longo de toda ovogénese.
Além da sintese intra-ovécito, foram detectadas evidéncias de sintese de nutrientes extra-
ovécito. Granulos provenientes de células endodérmicas vizinhas pareciam difundir-se
através da mesogléia, e em seguida pela membrana celular, para o interior dos ovécitos. A
concentragdo de material granular sob a camada mesogleal formou um invélucro conspicuo,
o qual sofreu alteragdes de cor e espessura a medida em que as etapas da ovogénese
prosseguiam. No estagio final de amadurecimento, houve um intenso deslocamento dos
granulos para a regido citoplasmatica, através do qual difundiram-se até alcangarem o
interior da vesicula germinativa. As diferengas observadas na forma e na cor dos granulos
provavelmente estariam associadas a natureza do conteudo transportado por estas
estruturas.

Apesar do periodo de coleta ndo ter se sobreposto, ou seja, ndo houve uma réplica
na amostragem do primeiro més no qual se detectou células primarias (no caso, abril), a
ovogénese em M. hispida caracterizou-se por um ciclo anual. Células reprodutivas
femininas desenvolveram-se primeiro que as masculinas e levaram muito mais tempo até

alcangarem pleno amadurecimento. Corroborando os resultados obtidos com as colénias
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fixas, as analises das colénias aleatérias ressaltaram a presenga de uma reduzida sincronia
intra e intercolonial. Além disso, forneceram evidéncias relevantes da existéncia de pelo
menos dois picos de desova durante a estagao reprodutiva.

A despeito da variagdo temporal no desenvolvimento final das gb.nadas, verificou-se
que o amadurecimento dos cistos e ovoécitos prosseguiu, ao longo da gametogénese,
concomitantemente ao aumento da temperatura da agua do mar (a liberagado dos gametas
ocorreu durante o pico de temperatura).

O fenémeno de reabsorgdo foi verificado em alguns estagios da ovogénese. Os
ovécitos aparentavam um estado geral de desintegragdo, com perda do contetdo
citoplasmatico. Comumente a liberagdo de granulos e vesiculas ocorria marginalmente junto
a membrana celular, ou menos frequente, num ponto central do citoplasma, préximo ao
nucleo. A camada mesogleal encontrava-se bastante comprometida, ndo sendo mais
possivel distingui-la integralmente ao redor da célula. A presenga de estruturas arroxeadas
junto as células em degeneragado foi detectada, principalmente nos estagios finais. Tais
elementos foram identificados como fagécitos, e sua fungdo foi relacionada ao processo de
reabsorgao.

Finalizando, o evento de desova foi inferido por um conjunto de caracteristicas
peculiares que incluiram, dentre as mais relevantes, o desaparecimento das células
reprodutivas maduras nos mesentérios férteis e a aparéncia relativamente fragilizada e

vacuolada da endoderme.

4D. OVOGENESE

As anadlises histologicas possibilitaram avaliar as mudangas nas génadas femininas
ao longo da ovogénese. Tais alteragdes foram utilizadas como parametros basicos na

caracterizagao e classificagdo dos estagios de desenvolvimento gonadal.
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-Estagio | (ou primdrio)-

As células em desenvolvimento primario, ou de Estagio I, marcaram o inicio do ciclo
reprodutivo nas amostras do més de abril/89, quando entdo foram observadas pequenas
ovogdnias, com nucleo e nucléolo distintos, parcialmente imersas na mesogléia (Fig. 4).

Primariamente na endoderme, as células reprodutivas femininas possuiam entre
13,04 e 19,57um e coravam em tons de rosa, purpura ou azul-acinzentado claro. Uma vez
imersos na mesogléia, os ovécitos primarios mais desenvolvidos aparentemente
incorporavam em seu citoplasma algumas células menores que ainda se encontravam na
endoderme.

Embora tenham alcangado tamanhos relativamente superiores, os ovécitos de
Estagio | ndo ultrapassaram 100um de didmetro.

Conferindo com a descricdo de Wourms (1987) para as células pré-meiéticas e com
Szmant-Froelich et al. (1985) para a classificagdo dos ovécitos de Estagio |, uma das
principais caracteristicas das células analisadas ao longo do primeiro estagio de
desenvolvimento envolvia a reduzida diferenciagdo das vesiculas lipidicas no citoplasma.
Ovécitos imaturos possuiam uma aparéncia mais densa, contrastando com o aspecto
esponjoso daqueles mais maduros.

Outras caracteristicas envolviam a presenga de um nucleo elipséide central, purpura
claro, bem desenvolvido e eventualmente circundado por um halo branco. Em seu interior,
distinguia-se um nucléolo esférico alaranjado, situado marginalmente préximo a membrana
nuclear. A mesogléia azul-transparente pouco espessa e sem ramificagbes (exceto pelas
suaves projegdes junto as células recém-ancoradas) formava uma capa fina e conspicua ao

redor dos ovécitos em desenvolvimento primario.
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Figura 4. A, B. Ovocitos de Estagio |. M= mesogléia, O= ovocito. A= MN2012C6, lam. 36

(maio/89)/B= MN2012B8, lam. 41 (maio/89).
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Durante a primeira fase da ovogénese, ndo foi verificado processo de reabsorgdo
celular. As células de Estagio |, imersas na mesogléia, apresentavam contornos bem
definidos, sem sinal de desintegragdo ou perda de conteudo citoplasmatico.

Nas amostras de abril/89 e maio/90, os ovécitos eram pouco abundantes (ndo mais
que oito células em cada mesentério fértil), e assemelhavam-se morfologicamente,
aparentando desta forma, estarem todos no mesmo estagio de desenvolvimento.

Junto ao aparecimento dos ovécitos de Estagio |, os supostos indicios de um periodo
de desova recente foram inferidos histologicamente. Os mesentérios, apesar de
apresentarem espessamentos na regido gonadogénica, encontravam-se ligeiramente
retraidos com a camada mesogleal pouco ramificada e a endoderme adjacente visivelmente
comprometida. Na Figura 4A observa-se que o tecido ao redor das células recém-ancoradas
na mesogléia, encontra-se bastante fragilizado, com aspecto vacuolado. A foto foi obtida de
uma amostra de abril/89, e fornece evidéncias de que o p6lipo passou por um curto periodo
de recuperagdo antes do reinicio do ciclo reprodutivo. Somando-se a tais fatos, ovécitos
aparentemente imaturos, com tamanhos variando entre 45,65um e 52,18um (n=4) e de cor
arroxeada, foram encontrados no mesmo periodo soltos na cavidade gastrovascular,

préximos ao disco oral e, ocasionalmente, na regido basal do corpo polipar (Fig. 5A).

-Estagio Il (ou intermediario)-

As células em desenvolvimento intermediario, ou de Estagio ll, foram primariamente
observadas nas amostras de junho/89. Duas das transformagdes mais notaveis, em relagdo
ao estagio anterior, consistiram na nitida diferenciagéo e proliferagdo das vesiculas lipidicas
citoplasmaticas, bem como, na sintese de granulos associados a vitelogénese.

Ovogénias diferenciaram-se em ovécitos primarios dando origem as células de

Estagio Il, presentes praticamente até o final do ciclo reprodutivo. Inicialmente, os ovécitos
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60um

Figura 5. A, B. Ovdcitos soltos na cavidade gastrovascular. CV= cavidade gastrovascular,

O= ovécito. A= MN2012B8, lam. 42 (maio/89)/B= MN2019C2, lam. 17 (dezembro/89).
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encontravam-se dispostos como um corddo de pérolas, separados uns dos outros por um
espago na camada mesogleal. A medida que tornavam-se maiores, gradativamente
ocupavam toda a mesogléia, eliminando os espagos e causando uma consideravel dilatacdo
da camada endodérmica adjacente (Fig. 6).

Uma relativa sobreposi¢cdo dos Estagios | e Il foi observado em células cujos
diametros situavam-se entre 60-100um.

Corroborando os parametros basicos definidos por Szmant-Froelich et al. (1980,
1985) a deposicéo de citoplasma ao redor do nucleo ocorreu progressivamente acarretando
um grande aumento do volume e uma alteragdo na cor das células, que de purpura claro
passaram a purpura escuro, podendo apresentar variagdes em vermelho ou rosa. Embora
Wourms (1987) tenha sugerido que o processo vitelogénico possa ser sutiimente observado
neste estagio, diversos granulos de vitelo, formavam um invélucro conspicuo sob a camada
mesogleal em tons variando de purpura a vermelho claro. A presenga destas estruturas no
interior do citoplasma tornou-se mais evidente nos ovécitos de Estagio Il, encontrados nas
amostras de outubro/89 e novembro/89. Eventualmente verificou-se uma pequena
quantidade de material granular corado de rosa ao redor da vesicula germinativa (Fig. 7).

A principio elipséide e mais claro, o nucleo arroxeado assumiu uma forma mais
esférica com margens eventuaimente denteadas. Inicialmente observada ao redor do nucleo
das células de Estagio I, uma sombra branca em forma de meia-lua (ou ‘halo’) tornou-se
relativamente comum junto & uma das margens do nucléolo, 0 qual apresentava-se
perfeitamente esférico em tons variando do laranja ao vermelho. A mesogléia pouco mais
espessa e ramificada na parte superior, pr6xima ao musculo retrator, ndo apresentou
nenhuma alteragao significativa na regido de proliferagdo das células reprodutivas.

Células de Estagio Il, em provavel processo degenerativo, 0 qual incluia a expulsdo
de granulos e vesiculas, € uma profunda palidez tanto do citoplasma, quanto do nucleo,

foram observadas com relativa frequéncia e associadas ao processo de reabsorgao.
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Figura 6. A, B. Ovécitos de Estagio Il. CV= cavidade gastrovascular, E= endoderme, M=

mesogléia, N= nucleo, Nu= nucléolo. A= MN2017B1, lam. 48 (outubro/88)/B= MN 2017B1, lam. 48

(outubro/89).
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Figura 7. A, B. Ovécitos de Estagio |l. As setas estdo indicando areas de concentragdo dos

granulos vitelinicos. Observa-se na figura A os granulos préximos ao nucleo. A= MN2018C2,

lam. 15 (novembro/89)/B= MN2018B1, lam. 7 (novembro/89).
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A provavel participagdo de elementos fagocitarios foi detectada através da presencga
de estruturas esféricas e arroxeadas, ao redor e no interior das células em degeneracgao.
Aparentemente, os ovécitos que fracassaram em alcangar os estagios posteriores de
desenvolvimento foram reaproveitados como fonte de energia e nutrientes pelo tecido
parental (Fig. 8).

A endoderme do filamento mesentérico visivelmente mais compacta, contrastava
com o aspecto um tanto fragilizado observado nas amostras de abril/89. O sutil aumento no

numero de zooxantelas foi detectado na camada endodérmica préxima ao disco oral.

-Estagio lll (ou final)-

As células em desenvolvimento final, ou de Estagio Ill, foram primariamente
observadas nas amostras do més de dezembro/89 e caracterizaram o inicio da estagao
reprodutiva, que culminou com o evento de liberagao de gametas.

Células maduras, em estado de pré-desova, tornaram-se abundantes nas amostras
de fevereiro/90. A sobreposigédo dos Estagios Il e lll em ovécitos com valores entre 200um e
300um foi relativamente comum. A predominancia do Estagio lll foi verificada principalmente
nas células cujos didmetros ultrapassavam 300um. Por outro lado, ndo foram observados
ovécitos plenamente maduros com tamanho inferior a 100pm.

As transformagdes observadas nos ovocitos das amostras deste periodo sdo
consistentes com aquelas descritas por Wourms (1987), para os ovécitos vitelogénicos, e
por Szmant-Froelich et al. (1980, 1985), para os ovécitos de Estagio IV (a autora classificou
as etapas da ovogénese em cinco estagios, embora os dois ultimos sejam similares, o
Estagio V difere do Estagio |V devido principalmente a condensagao da cromatina ).

Os numerosos e volumosos ovécitos de Estagio Il por pouco n3o acarretaram uma

completa obliteragdo do espacgo gastrovascular. Na regido proliferativa, a camada mesogleal
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Figura 8. A, B. Ovdcitos de Estagio I em degeneragdo. As setas estdo indicando as

estruturas identificadas como supostos elementos fagocitarios. A= MN2019C2, lam. 23

(dezembro/89)/B= MN2020B3, lam. 18 (janeiro/90).
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progressivamente tornou-se menos espessa até praticamente desaparecer, excetuando-se
por um invélucro extremamente delgado presente ao redor das células maduras. Ao
contrario dos estagios anteriores, nos quais situava-se na regido mais central do citoplasma,
0 nucleo adquiriu uma posigdo marginal, préximo @ membrana celular. O nucléolo periférico
sofreu uma pequena deformacgao, apresentando-se com frequéncia em forma de ‘feijao’ ou
‘meia-taga’. Eventualmente uma sombra em ‘meia-lua’ distinguiu-se em seu interior.
Somando-se as demais alteragdes, cores mais intensas distinguiram as estruturas celulares:
o citoplasma em rosa ou vermelho escuro, 0 nucleo em roxo médio ou roxo escuro, € por
fim, o nucléolo em laranja escuro (Fig. 9A).

Granulos avermelhados e réseos, concentravam-se em volta dos ovdcitos sob a
camada mesogleal. Dando prosseguimento a sintese de nutrientes, primariamente
desencadeada no Estagio Il, houve uma profusa produgdo de vitelo e o deslocamento dos
granulos vitelinicos em dire¢do a parte central do citoplasma. Difundindo-se por entre as
vesiculas lipidicas, estas pequenas estruturas alcangaram o interior da vesicula germinativa,
onde ocasionalmente se fusionavam originando granulos maiores. A principio, ndo foi
registrado nenhum sistema ou estrutura responsavel pela entrada e dispersdo de nutrientes.
Entretanto, em algumas células maduras, uma area extremamente densa com grande
concentragdo de material granular, foi identificada num pequeno espago situado entre o
nucleo periférico e a membrana celular. Esta regido assemelhava-se a um ‘corredor’, através
do qual os granulos infestavam o citopiasma (Fig. 9B).

A presenga de granulos no interior do nucleo, pode também estar relacionado a
espiralagdo da cromatina (visivel ao microscépio 6ptico na forma de granulos grosseiros
fortemente corados).

Nas amostras de fevereiro/90 e margo/90, a camada mesogleal tornou-se
extremamente fina, formando uma bolsa no interior da qual os ovécitos encontravam-se

parcialmente aderidos. Dentre os ultimos eventos que precederam a liberagdo dos ovécitos



Figura 9. A, B. Ovécitos de Estéagio Ill. A. Nucleo marginal com nucléolo em forma de

‘feijdo’. A seta esta indicando a presenga de material granular no interior do nucleo. B. Seta

esta indicando a area denominada de ‘corredor devido a concentragdo de granulos no

espago entre o nucleo e a membrana celular. N= ndcleo. A= MN2020B2, lam. 34 (janeiro/S0)/B

MN2860, lam. 8 (janeiro/S0).
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Figura 10. A, B. Ovécitos de Estagio Il soltos no interior do invélucro mesogleal. A=

MN2022B1, lam. 3 (margo/90)/B= MN2022B1, lam. 1 (margo/80).
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para o espago gastrovascular, o descolamento das células e a ruptura do invélucro
mesogleal consistiram nos mais relevantes (Fig. 10).

Como verificado no periodo anterior, o processo de reabsorgado prosseguiu durante a
estacdo reprodutiva, afetando tanto os ovécitos de Estagio Il quanto aqueles mais maduros
de Estagio Ill. Mais uma vez foram verificados elementos fagocitarios proximos ou no interior
das células em degeneragéo (Fig. 11).

Inicialmente encontradas junto aos ovécitos de Estagio |, nas amostras de abril/89 e
maio/89, células imaturas e de coloragdo intensa, com tamanhos variando entre 52,18um e
78,26um (n=8), foram novamente observadas soltas na cavidade gastrovascular, préximas
ao disco oral.

A aquisi¢cdo de algas simbiéticas ndo foi verificada durante a ovogénese. Ovécitos

maduros caracteristicamente ndo possuiam zooxantelas.

4E. ESPERMATOGENESE

As gdnadas masculinas s3o compostas por numerosos cistos testiculares, os quais
possuem diversas células reprodutivas. A medida em que vdo amadurecendo assumem a
forma de um ‘bouquet’, devido a peculiar disposi¢do dos espermatozéides. Similarmente a
ovogénese, alteragdes morfolégicas ocorridas ao longo do ciclo espermatico resultaram na

classificagdo de trés estagios de desenvolvimento.

-Estagio | (ou primario)-

Os cistos testiculares desenvolveram-se acima das células femininas na parte

superior do mesentério fértil, caracteristicamente mais convoluto devido ao espessamento

da regido gonadogénica.
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Figura 11. A, B. As setas estdo indicando ovécitos de Estagio lll em degeneragédo. A=
MN2021BS, lam. 3 (fevereiro/90)/B= MN2860, lam. 4 (janeiro/90).
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O primeiro estagio detectavel na espermatogénese foi caracterizado por conjuntos de
células-tronco intersticiais diferenciadas localizados na endoderme, proximos a mesogléia.
Inicialmente observados nas amostras de dezembro/89, nos p6lipos da coldnia fixa C e em
algumas coldnias aleatoérias, cistos de Estagio | foram encontrados ao longo de toda
espermatogénese ora ainda na endoderme, ora ja na camada mesogleal.

Medindo cerca de 7 a 30 ym, cistos de Estagio | coravam em tons de rosa e purpura,
e pareciam aumentar em didmetro pela incorporagdo de novas células ao conjunto de
espermatogdnias. Envolvidos por uma camada extremamente delgada de mesogléia, os
cistos em desenvolvimento primario possuiam um numero razoavel de espermatogdnias.
Cada célula era individualizada por sua forma perfeitamente esférica, nucleo e nucléolo
distintos (Fig. 12). Ao contrario dos ovoécitos de Estagio |, pouco abundantes no primeiro més
em que foi detectada atividade gametogénica, numerosos cistos de Estagio | encontravam-

se presentes no inicio do ciclo espermatico.

-Estagio Il (ou intermediario)-

Todas as amostras analisadas em janeiro/90, tanto das colénias fixas B e C quanto
das colbnias aleatérias, apresentavam cistos em diversos estagios de desenvolvimento e
tamanhos. Com cerca de 30 a 100pum e caracteristicamente mais numerosos, os cistos de
Estagio Il possuiam liumens centrais, em forma de fendas e coloragdo em tons de purpura

ou avermelhado (Fig. 13).

-Estagio Il (ou final)-

Na ultima etapa do desenvolvimento das génadas masculinas, as espermatides
diferenciaram-se em espermatozéides através de um longo processo que envolveu a
condensagao do citoplasma e da cromatina nuclear, bem como o surgimento de um longo

flagelo.
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Figura 12. A, B. Cistos testiculares de Estagio I. E= endoderme, M= mesogléia. A=

MN202185, lam. 3 (fevereiro/90)/B= MN2020C1, lam. 57 (janeiro/S0).
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Figura 13. A, B. As setas estdo indicando os cistos testiculares de Estagio Il. A= MN 2871, lam.

13 (fevereiro/90)/B= MN 2871, lam. 12 (fevereiro/90).
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Agregados de espermatozéides conferiram aos cistos de Estagio lll o aspecto de um
‘bouquet’, com as longas caudas rosa-transparentes agrupadas de um lado e as cabegas
ovoéides densamente coradas do outro (Fig. 14).

Cistos maduros com cerca de 100 a 320um foram primeiramente observados nas
amostras de janeiro/90. Nas amostras de fevereiro/90 tornaram-se mais abundantes,
situando-se bem proéximos aos ovoécitos de Estagio lll. A despeito da eventual variagdo na
coloragdo, ndo muito incomum as cores dos cistos de Estagio Il e lll uniformizaram-se em
tons de purpura e vermelho intenso, este ultimo mais frequente entre aqueles de Estagio Il

Contrastando com os ovécitos maduros, ao redor dos quais formava um invélucro
relativamente conspicuo, a mesogléia gradativamente tornou-se imperceptivel até quase
desaparecer em volta dos cistos de Estagio lll.

Cistos vazios ou parcialmente desovados ndo foram encontrados, aparentemente
todos os espermatozéides foram liberados para o espago gastrovascular apés ruptura dos

tecidos, permanecendo apenas uma cicatriz na endoderme em forma de vacuolo.



52

Figura 14. A, B. Cistos testiculares de Estagio lll. As setas estdo indicando as caudas dos
espermatozdéides. A= MN2021, lam.11 (fevereiro/90)/B= MN2021, lam. 11 (fevereiro/S0).
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4F. ANALISE CITOMETRICA

As medidas dos didmetros dos ovdcitos foram reunidos em trés graficos de poligonos
de frequéncia. As Figuras 15, 16 e 17 expressam, respectivamente, a frequéncia das
diferentes classes de tamanho dos ovécitos nas coldnias fixas B e C e nas colbnias
aleatorias.

Inicialmente foi verificada a varabilidade das medidas dos ovdcitos entre os dois
polipos amostrados, no periodo de dezembro/89 a margo/90, utilizando-se um teste de
razdo de variancia (teste de distribuicdo F). Quando o resultado indicava que as varidncias
eram significativamente diferentes (heterocedasticas), imediatamente descartava-se a
possibilidade de reunir os didmetros dos ovécitos sob um unico poligono. Ao contrario,
quando as varidncias eram iguais (homocedasticas), aplicava-se o teste t .

Na coldnia fixa B a hipétese nula (Ho) foi rejeitada para os pélipos de janeiro/90 e
margo/90, pois para Fopxs4e49= 1,77, 0s valores obtidos F=3,81 (janeiro/90) e F=2,01
(margo/90) mostraram haver diferengas significativas entre as varidncias. Por outro lado, Ho
foi aceita para os poélipos de dezembro/89 (F=1,63, p=0,025) e fevereiro/90 (F=1,05,
p=0,025), as varidncias eram homocedasticas. Entretanto, de acordo com o teste t o
tamanho médio dos ovécitos variaram significativamente entre um pélipo e outro nos meses
de dezembro (t=4,46, p=0,05) e fevereiro (t=3,11, p=0,05). Logo, a reunido dos didmetros
sob uma unico poligono n3o seria aconselhavel, uma vez que os poélipos poderiam
encontrar-se em estagios de desenvolvimento diferentes (Fig.15).

Em relagdo a coldnia fixa C verificou-se que os pélipos de dezembro/89 possuiam
variancias heterocedasticas (F=2,13, p=0,025), enquanto que os po6lipos de janeiro/90 e
fevereiro/90 apresentavam varidncias homocedasticas (F=1,23 e F=1,39, respectivamente).
Aplicando-se o teste t para comparagdo das médias, Ho foi aceita para os pélipos de

janeiro/90 (t=0,40, p=0,05) e rejeitada para os de fevereiro/90 (t=7,63, p=0,05). Portanto, o
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de dezembro/89 (lam. 3500 e 3503) referem-se a colbnias distintas, nas quais apenas um
pélipo foi analisado, sendo portanto desnecessaria a utilizacdo de qualquer teste estatistico.
Os pélipos analisados de uma das coldnias de janeiro/90 (lam. 3515 e 3516) igualmente
possuiam varidncias homocedasticas, mas ao contrario do caso anterior, as médias nao
eram significativamente diferentes (t=0,78, p=0,05) e as medidas foram reunidas num
mesmo poligono. Em relagdo as duas outras categorias de janeiro/90, uma refere-se aos
pélipos 3510 e 3512 cujas varidncias eram heterocedasticas (F=1,95,p=0,025) e a outra
representa as medidas de uma terceira coldénia da qual foi amostrado apenas um pé6lipo
(lam. 2860). As amostras provenientes de duas colénias de fevereiro/90 apresentaram
variancias homocedasticas (lam. 3520 e 3522, 3523 e: 3524). Entretanto, de acordo com o
teste t, apenas em uma colénia (lam. 3523 e 3524), as médias ndo diferiam
significativamente (t=0,62, p=0,05). A outra amostra (lam. 2871) refere-se as medidas
obtidas de um Unico pélipo proveniente de uma terceira colénia. Finalmente, os poélipos
amostrados em uma das coldénias analisadas de margo/90 (lam. 3531 e 3532) também
possuiam variancias homocedasticas. Utilizando-se o teste t, verificou-se que as médias
eram iguais (t=1,10, p=0,05). Os outros dois poligonos de margo/90, representam os
didmetros obtidos de poélipos (lam. 3539 e 2880) provenientes de colbnias distintas (Fig.17).

Uma vez realizados os testes estatisticos, prosseguiu-se a construgdo dos graficos
de frequéncia utilizando-se todas as amostras obtidas durante os meses de coleta. Picos no
tamanho e desenvolvimento ocorreram em momentos distintos durante o verdo. Dados
citométricos mostraram que os valores de didmetros mais baixos situaram-se no periodo
abril/89 a novembro/89 enquanto que os mais altos entre dezembro/89 e margo/90,
caracterizando um ciclo reprodutivo anual para M. hispida (Figs. 15 e 16).

Analisando-se os poligonos de frequéncia das colnias fixas B e C, observou-se que
de abril/89 a junho/89 (outono/inverno) as medidas dos ovécitos concentraram-se no
intervalo de classe de 0 - 100um. Histologicamente, verificou-se que houve uma grande

ocorréncia de ovécitos imaturos de Estagio |, principalmente em abril/89 e maio/89, cujas
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medidas ndo ultrapassaram 100um de didmetro. No periodo de julho/89 a novembro/89
(inverno/primavera) surgiram duas novas classes compostas pelos ovécitos cujos didametros
situavam-se no intervalo de 100 - 200um e 200 - 300um - esta ultima representada apenas
na amostra de setembro/89 da colénia B. Analises histol6gicas ressaltaram a presenga de
inOmeras células de Estagio Il, particularmente dentre aquelas com medidas superiores a
100um. A unica excegdo foi observada na amostra de agosto/89 da colénia C - nesta os
ovécitos ndo ultrapassaram 100um, maioria dos quais aparentava pouco desenvolvimento,
sendo portanto caracterizada como célula de Estagio |. Nos ultimos meses de amostragem,
no periodo de dezembro/89 a margo/90 (verdo/outono), os ovocitos entraram na fase final
de amadurecimento e atingiram seu maior didmetro. Embora, células menores que 100pum
tenham ocorrido em praticamente todo o ciclo, excetuando-se nos dois ultimos meses antes
da desova, ou seja, até janeiro/§0 na colénia B e até dezembro/89 na colénia C, os
intervalos de classe de 200 - 300um e 300 - 400ﬁm passaram a ser 0os mais representativos
(alguns ovécitos significativamente maiores, situados no intervalo de 400 - 500um, foram
encontrados na colbénia B).

Em relagdo as coldnias aleatérias, similarmente verificou-se a presenga de células
menores que 100um, em quase todas as amostras, com exce¢do de uma colénia em
janeiro/90 (lam. 3516), duas em fevereiro/90 (pélipos lam. 3520 e 3522 de uma coldnia e
lam. 3523 e 3524 de outra) e uma em margo/90 (lam. 3531 e 3532, ambos os pélipos de
uma mesma coldnia). Como nas colénias fixas, houve uma concentragdo dos diametros nos
intervalos de 200 - 300um e 300 - 400um e a ocorréncia de alguns ovécitos com mais de
400um (estes ultimos observados, principalmente , numa colénia de margo - lam. 3539). Em
uma unica amostra (lam. 2880 - margo) foram encontrados exclusivamente ovécitos

menores que 100um.
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4G. SINCRONIA

A sincronia no desenvolvimento das goénadas entre as col6nias fixas e aleatérias foi
avaliada no periodo de dezembro/89 a margo/90.

Apesar de ter sido verificada uma tendéncia no padrao temporal de desenvolvimento
dos ovdcitos, durante a estagdo reprodutiva observou-se uma assincronia intercolonial no
periodo de liberagdo de gametas. A maturagao final ocorreu em margo/90 para a coldnia fixa
B, e em fevereiro/90 para a col6nia fixa C (em margo/90, os pélipos ndo apresentavam mais
células maduras e os tecidos encontravam-se fragilizados, sugerindo um aparente estado de
pbés-desova). Quando observamos os poligonos referentes as coldnias aleatérias (Fig. 17),
principalmente aqueles do més de margo/90, a variagdo nos estagios de desenvolvimento
entre diferentes coldnias torna-se mais evidente. Analisando detalhadamente cada poligono
(da esquerda para direita), encontramos trés situagées distintas. A primeira delas, seria
aquela mais ou menos esperada, se compararmos com as colénias fixas B e C, para o
desfecho do ciclo reprodutivo: auséncia de células imaturas menores que 100um, e
concentragdo dos ovocitos em valores superiores a 200um. A segunda aparentemente
caracteriza uma situacdo de sobreposicdo de ciclos. Ou seja, observa-se a presen¢a de
células maduras que alcangaram diametros superiores a 400um e um numero significativo
de ovdcitos pequenos, menores que 100um. Por sua vez, o terceiro poligonb claramente
representa o inicio de um novo ciclo reprodutivo (como verificado nos poligonos de abril/89 a
junho/89 das coldnias fixas B e C) com todas as células apresentando valores inferiores a
100um.

Em dezembro/89, os mesentérios férteis da coldnia fixa B ndo apresentavam indicios
de espermatogénese, embora ovécitos de Estagio lll fossem abundantes. Ao contrario, os
dois pélipos amostrados da col6nia fixa C possuiam numerosos cistos imaturos de Estagios |

e |l. Similar assincronia foi encontrada entre as coldonias aleatérias, sendo que em
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dezembro/89 duas das trés colbnias analisadas nao tinham ainda cistos testiculares (lam.
3500 e 3503) e em margo/90 uma das colbnias s6 apresentava ovécitos imaturos de Estagio
1 (lam. 2880).

Através de analises histolégicas foi possivel inferir sobre o provavel periodo de
desova, o qual pode ter ocorrido entre 0 més de fevereiro/90 e margo/90 na coldnia fixa C,
ou logo apés a ultima coleta de margo/90 na colénia fixa B. Os maiores diametros obtidos
nas coldnias aleatérias foram encontrados nas amostras de janeiro/90, fevereiro/90, e
margo/90. A auséncia de células menores que 100um e a presenga de células maiores que
300pum em um poligono de janeiro/90, dois de fevereiro/90 e um de mar¢o/90 sugere que
para algumas colénias aleatérias a liberagdo de gametas foi efetuada entre fevereiro/90 e
mar¢o/90 (seguindo o padrdao da coldnia fixa C) ou logo apdés a coleta de margo/90
(conforme observado na col6nia fixa B).

Os valores da média dos didmetros dos ovécitos, nas coldnias fixas B e C,
aumentaram a medida que o amadurecimento progrediu e o evento de desova se aproximou
(Figs. 18 e 19).

Nas figuras 18 e 19 observa-se que as medidas obtidas nos Ulltimos meses de
amostragem (de dezembro/89 a margo/90 para colénia B e de dezembro/89 a fevereiro/90
para a colonia C) se distanciaram das médias. Os valores de desvio padrdo neste periodo
foram maiores que nos meses anteriores sugerindo que, embora houveésem células
significativamente maiores e provavelmente mais desenvolvidas, um grupo c.:om tamanho

relativamente inferior ndo havia alcangado o mesmo estagio de maturagao.
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Figura 18. Grafico com os valores da média, desvio padrdo e os didmetros maximo e
minimo para a populagdo de ovécitos analisados (n=50) na col6nia fixa B, entre abril/89 e

margo/90.
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Figura 19. Grafico com os valores da média, desvio padrdo e os didmetros maximo e
minimo para a populagdo de ovécitos analisados (n=50) na coldnia fixa C, entre abril/89 e

fevereiro/90.
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4H. REPRODUCAO ASSEXUADA

Durante a sele¢do dos pélipos nos tecidos descalcificados encontrou-se evidéncias
de reprodugdo assexuada. Os pélipos em processo de divisdo caracteristicamente
apresentavam mais de uma faringe no interior do disco oral convergindo para uma cavidade
gastrovascular comum. Tanto as aberturas orais quanto a base dos pélipos encontravam-se
interconectados por partes do tecido. Pélipos recém-formados, sexualmente imaturos, com
abertura oral, faringe e cavidade gastrovascular distintas também foram observados com
relativa frequéncia junto aqueles mais desenvolvidos. Aparentemente, a reprodugao
assexuada em M. hispida & primariamente empregada para o crescimento da colbnia,

enquanto que a reprodugdo sexuada é utilizada para a formagao de novas coldnias.
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5. DISCUSSAO

5A. METODO HISTOLOGICO

O aprimoramento das técnicas histolégicas tem permitido detalhar e acompanhar o
desenvolvimento gonadal e embrionario de diversas espécies de corais (Szmant-Froelich et
al., 1980; Kojis & Quinn, 1981a,b; Fadlallah & Pearse, 1982a,b; Harriott, 1983a,b; Krupp,
1983; Szmant-Froelich et al., 1985; Kojis, 1986; Chornesky & Peters, 1987; Harrison, 1988;
Delvoye, 1988; Kenyon, 1992; Glynn et al., 1991,1994,1996; Sier & Olive, 1994). Embora a
histologia tenha desvantagens que incluem alteragdes no tamanho das génadas,
enrrugamento dos tecidos e falhas técnicas durante o corte dos poélipos (Harriott, 1983a;
Harrison & Wallace, 1990), indubitavelmente foi uma importante ferramenta para a analise e
compreensdo do comportamento reprodutivo de M. hispida.

A auséncia de caracteristicas sexuais externas (Fadlallah, 1983) contribui para a
necessidade e importancia do uso da histologia no estudo da biologia reprodutiva dos
corais. Em alguns casos, durante a maturagédo final, as génadas tornam-se visiveis e
frequentemente apresentam cores intensas, sendo portanto possivel observa-las a olho nu
no interior da cavidade gastrovascular (Heyward et al., 1987, Harrison et al., 1984). Contudo,
para andlise da sexualidade e desenvolvimento das gdnadas, a pratica da dissec¢do
restringe-se aos estagios finais (momento em que os ovos e cistos alcangam tamanhos
razoaveis), e fornece melhores resultados com material fresco ou recém-fixado, quando
entdo as cores estdo pouco alteradas e a consisténcia do tecido permite certa manipulagao.

Ja para as amostras de M. hispida, o longo periodo de conservagdo tornou o material
pouco resistente, com grande mucosidade e comprometimento da cor. Sob estas
circunstancias foi extremamente dificil distinguir, por dissecgdo, os mesentérios férteis e no

interior destes as génadas maduras. Ndo obstante, a histologia permitiu definir os estagios
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de desenvolvimento, fornecendo minuciosa informagdo sobre as alteragbes citolégicas e
tissulares, e prever o periodo de desova - caracterizando, desta forma, um padrdo temporal
para o ciclo reprodutivo de M. hispida.

E importante ressaltar que o método de coloragao multi-estagio, ou tricrémico, possui
grande eficacia na diferenciagdo das diversas estruturas celulares (Winsor, 1946) e

portanto, foi particularmente adequado ao estudo da gametogénese.

5B. CARACTERISTICAS REPRODUTIVAS

O hermafroditismo, a liberagdo de gametas para fertiizagdo e desenvolvimento
externos, distribuigdo das génadas nos mesentérios férteis, e a forma ovéide da cabega dos
espermatozédides seguem as descrigdes de Harrison (1985,1990), Willis et al. (1985),
Babcock et al. (1986), Richmond & Hunter (1990) e Pitombo (1992) para a maioria dos
mussideos. Dentre estas caracteristicas a fertilizagdo externa e a produgdo de
espermatozéides ovéides correspondem a condigdo ‘primitiva’ citada por Jagersten (1962)
para os metazoarios.

Tendo os fragmentos sido coletados a uma profundidade relativamente baixa, o
comportamento reprodutivo adotado, envolvendo a liberagdo de gametas na agua, confirma
a tendéncia mencionada por Harrison et al. (1984), Babcock (1984), Williams et al. (1984),
Babcock & Heyward (1986), Babcock et al. (1986), Oliver & Willis (1987) e Willis & Oliver
(1988) para as espécies encontradas em aguas rasas. Além disso, observando-se o volume
citoplasmatico dos ovos maduros e as inumeras vesiculas lipidicas nele contidas, deduz-se
que possuam significativa flutuabilidade, e consequentemente, consideravel capacidade de
dispersdo.

As espécies que liberam os gametas na agua representam cerca de 70% dos
invertebrados marinhos cujos ciclos de vida foram descritos (Giangrande et al., 1994), e

segundo Richmond (1996) esta constitui a estratégia de 85% (mais de 250 espécies) dos
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corais estudados. A auséncia de planulas no interior da cavidade gastrovascular ao longo da
gametogénese, forneceu forte evidéncia do modo de reprodugdo adotado por M. hispida.
Algumas exceg¢des no padrao reprodutivo foram citadas por Duerden (1902) Szmant (1986)
e Pitombo (1992) para outros géneros da familia. Analisando a reprodugdo sexuada em
algumas espécies de corais escleractineos, Duerden (1902) mencionou a presenga de
ovécitos e planulas em Isophyillia dipsacea. Incubagdo também foi observada por Szmant
(1986) em Mycetophyllia ferox. Por sua vez, embora visasse a microanatomia dos
mussideos brasileiros, Pitombo (1992) obteve indicios de gonocorismo e incubagdo de
larvas em Scolymia wellsi. De qualquer forma estas ndo parecem constituir caracteristicas
muito comuns entre os Mussidae (Willis et al., 1985; Babcock et al. 1986; Richmond &
Hunter, 1990)

Nos polipos férteis de M. hispida, cistos testiculares imaturos surgiram em
dezembro/89, quando entdo diversos ovécitos encontravam-se praticamente maduros. Tal
situagdo foi observada por Glynn et al. (1996) em coldnias de Pavona gigantea.
Similarmente, os autores verificaram a presenga de gametas imaturos de um sexo com
gametas maduros de outro durante a estagdo reprodutiva, denominando as colénias de
hermafroditas sequenciais co-sexuais.

Fadlallah (1983), expbs a problematica da terminologia no padrdo sexual dos corais.
A designagédo ‘sequencial co-sexual’ sugerida por Policansky (1982, apud Fadlallah, 1983)
descreve a maturagdo sucessiva das génadas femininas e masculinas durante o periodo de
reproducdo, enquanto que no hermafrodita simultdneo, os gametas masculinos e femininos
surgem ao mesmo tempo e amadurecem simultdneamente pouco antes da desova.

Segundo Harrison & Wallace (1990) o hermafroditismo sequencial ndo havia sido
ainda demonstrado entre os corais escleractineos, embora o houvesse sido para outros
grupos de Cnidaria. Por outro lado, Fadlallah (1983) propés que a maturagdo sequencial,

protogenia ou protandria referiam-se ao mesmo processo sazonal.
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Primariamente, Duerden (1902) enfatizou que os cistos testiculares dificimente
seriam encontrados sozinhos, mas sempre associados a uma significativa quantidade de
ovécitos. Mais recentemente, Richmond & Hunter (1990) mencionaram que a maioria dos
corais hermafroditas exibiam protogenia anual, com as génadas femininas desenvolvendo-
se antes das masculinas.

Exemplo de protogenia foi inicialmente citado por Marshall & Stephenson (1933) para
colénias de Lobophyllia sp. e Symphyllia recta (ambas representantes da familia Mussidae).
Rinkevich & Loya (1979a) afirmaram que em Stylophora pistillata as génadas femininas
surgiram primeiro que as masculinas, caracterizando um padrdo protogénico. Similarmente,
Kojis & Quinn (1981b) verificaram que as génadas femininas em Goniastrea favulus
desenvolveram-se antes das masculinas. A despeito dos primeiros ovécitos terem aparecido
em margo e os cistos apenas no final de setembro e inicio de outubro, os autores definiram
as colénias como hermafroditas simultadneas. Questionando, particularmente, a sexualidade
de Symphyllia recta nos estudos de Marshall & Stephenson (1933), Fadlallah (1983)
ressaltou o cuidado necessario a interpretagcdo dos dados provenientes de amostras
cronolégica ou demograficamente incompletas, as quais poderiam originar definigées
equivocadas.

Os aspectos relacionados a classificagdo do padrdo sexual de M. hispida pareceram
adequar-se a terminologia de Policansky (1982, apud Fadlallah, 1983) para o hermafrodita
sequencial co-sexual, embora ndo tenha ficado muito claro o limite que o separa dos
individuos ditos hermafroditas protogénicos, cujo desenvolvimento ndo envolveu verdadeira
troca de sexo (Rinkevich & Loya, 1979a; Szmant 1986). Os primeiros cistos testiculares
surgiram quando diversos ovocitos ja se encontravam maduros (com as caracteristicas das
células de Estagio Ill). Em todas as amostras o desencadeamente do ciclo espermatico
esteve fortemente associado a presenga de numerosos ovécitos seguindo processo similar

aquele descrito por Duerden (1902).
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A morfologia dos espermatozéides em cnidarios & de particular interesse para os
estudos comparativos devido a sua natureza primitiva, baseada principalmente na auséncia
de um acrossoma verdadeiro (Miller, 1983; Franzén, 1996). Harrison (1985,1990) mostrou
haver dois tipos basicos de espermatozéides entre os corais: aqueles em forma de péra ou
ovébides caracteristicos das espécies hermafroditas, e os conicos associados as espécies
gonocdéricas. Por sua vez, Steiner (1991) comparou a morfologia do esperma entre os corais
e concluiu que nas espécies gonocéricas este seria morfologicamente mais especializado do
que nos individuos hermafroditas. Segundo Harrison (1985,1990), a estrutura do
espermatozéide tende a ser conservativa para a maioria das familias e subordens,
sugerindo que diferengas morfolégicas entre os dois tipos poderiam refletir afinidades
filogenéticas. Desta forma, o aspecto ovéide observado nos gametas masculinos de M.
hispida, além de ser o padrdo comum entre os individuos hermafroditas, confere com a
descricdo de Harrison (1985, 1990) para os Mussidae, Acropondae, Pectinidae e alguns
Faviidae.

Além das tendéncias na morfologia dos gametas masculinos, a forma pela qual as
gbnadas distribuem-se pelo mesentérios férteis foi igualmente citada por Harrison (1985)
como uma caracteristica estavel entre as familias de corais. O arranjo encontrado nos
pblipos hermafroditas de M. hispida (cistos testiculares desenvolvendo-se acima dos
ovécitos sobre os mesmos mesentérios), confere com o padrao descrito por Harrison (1985)

para os Mussidae.

5C. ESTRATEGIAS RELACIONADAS AO SUCESSO REPRODUTIVO: VARIACAO NO

TAMANHO DO OVO E FECUNDIDADE

Nos invertebrados marinhos o modo de desenvolvimento encontra-se intimamente
associado as estratégias de sobrevivéncia e & manutengdo do organismo no ambiente

(Giangrande et al, 1994). Embora dados sobre a fertilizagdo e embriogénese ndo tenham
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sido explorados na presente analise, alguns aspectos sobre o desenvolvimento de M.
hispida puderam ser avaliados através da formagao e maturagdo das gdnadas.

Para os organismos marinhos que desovam na agua, fatores que envolvem diluigdo,
longevidade dos gametas e tempo de contato entre esperma e ovo, sdo determinantes para
o sucesso reprodutivo (Oliver & Babcock, 1992). Corais que submetem-se a fertilizagao
externa alcangam significativa variabilidade genética (Veron, 1993) - mas considerando-se
os fatores supracitados, correm o risco de perderem substancial parte do esforgo
empregado na reprodugdo. Presumivelmente, vasta quantidade de esperma é requerida
para sobrepor os efeitos da diluigdo dos gametas e aumentar as chances de cruzamentos
genéticos (Szmant, 1986; Oliver & Babcock, 1992).

Como em diversas espécies de corais, os ovoécitos de M. hispida alcangaram
dimensdes avantajadas no periodo de pré-desova, devido principaimente ao acumulo de
material vitelinico durante os estagios finais de maturagdo. O maior ovécito encontrado ao
longo da gametogénese foi uma célula de Estagio lll com 521,76uym. Segundo Harrison &
Wallace (1990) Acroporidae e Mussidae tipicamente produzem ovos grandes (400-800um)
enquanto que Agariciidae, Fungiidae e Pocilloporidae normalmente produzem ovos
pequenos (100-250um). O didmetro médio dos ovoécitos obtido por Szmant (1986) em
Mycetophyllia ferox, um mussideo hermafrodita incubador, alcangou 300um. Por outro lado,
a média das medidas dos ovocitos obtida por Heyward et al. (1987) em colénias de
Lobophyillia corymbosa, um mussideo hermafrodita que libera gametas na agua, foi de
538um - analisando a mesma espécie, Harriott (1983a) encontrou um didmetro médio de
600um.

Estudos sobre a importdncia do tamanho do ovo e o sucesso reprodutivo sdo
escassos em cnidarios, embora sejam amplamente abordados para alguns grupos de
equinodermas e ascidias (Atkinson & Yund, 1996; Levitan, 1993,1996; Podoisky &

Strathmann, 1996; Strathmann, 1985; Sewell & Young, 1997).
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De acordo com Levitan (1993), ovos pequenos n3o s3o vantajosos para 0s
organismos que liberam gametas na agua. Ao contrario, ovos grandes representam bons
alvos para os espermatozéides, aumentando a probabilidade de fertilizagdo.

Como mencionado por Sewell & Young (1997), entre os invertebrados marinhos
parece haver uma relagdo entre a fecundidade e a quantidade de energia investida na
producdo dos ovos, de forma que, uma espécie pode gerar centenas de pequenos 0vos,
com desenvolvimento planctotréfico, ou um numero significativamente menor de ovos
maiores, com desenvolvimento lecitotréfico - este ultimo aparentemente adequado ao
comportamento observado em M. hispida.

Segundo Strathmann (1985), o desenvolvimento lecitotréfico parece reduzir a taxa de
mortalidade larval - as larvas seriam independentes dos recursos tréficos externos e
consequentemente gastariam menos tempo nos estagios pré-metamoérficos. Entretanto,
como observado pelo préprio autor a produgdo de uma grande quantidade de pequenos
ovos poderia requerer o mesmo investimento energético empregado para a produgdo de um
numero reduzido de ovos grandes. Nao obstante, Giangrande et al. (1994) fizeram alguns
comentarios sobre a plasticidade observada no comportamento de algumas larvas
lecitotréficas, as quais eventualmente utilizariam os alimentos disponiveis no ambiente.

Levitan (1996) sugeriu que nos invertebrados cuja reprodug¢do ocorre através da
liberagdo de gametas, a eficacia da quimiotaxia poderia estar associada com tamanhos
efetivamente maiores de ovos. Podolsky & Strathmann (1996) verificaram que apesar dos
ovos mais desenvolvidos apresentarem taxas de fertilizagdo significativamente elevadas, a
producdo total de embrides declinava sob determinadas condicdes de concentragdo e
longevidade dos gametas masculinos, causadas pela perda da fecundidade. Somando-se a
este fato, Atkinson & Yund (1996) e Hall & Hughes (1996) afirmaram que uma grande
quantidade de esperma seria um fator determinante para as taxas de fertilizacao.

Sob estes aspectos, embora o desenvolvimento das génadas masculinas em M.

hispida ndo tenha sido analisado quantitativamente, uma estimativa preliminar mostrou que,
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a despeito das restricdes fisicas geradas inicialmente pela proliferagdo e crescimento das
células femininas, os mesentérios apresentavafn uma grande quantidade de cistos
testiculares maduros (as vezes superior a 50 cistos por mesentério). Desta forma, o esforgo
empregado para o sucesso reprodutivo em M. hispida poderia primariamente agir contra os
efeitos da diluicdo, potencializando a fertlizagdo através da intensa producdo de
espermatozéides (em um Unico cisto maduro contam-se centenas de espermatozéides) e no
desenvolvimento de ovécitos grandes.

Em relagdo aos eventos de pés-desova, a presente analise forneceu indicios sobre o
suposto padrdo lecitotrofico. Estudos especificos sdo entretanto necessarios para elucidar
os processos relacionados a fecundagdo e embriogénese, e gerar informagdes precisas e

detalhadas a respeito do desenvolvimento da larva.

5D. PROCESSOS ASSOCIADOS A VITELOGENESE PARA OBTENCAO DE ENERGIA E

NUTRIENTES

A combinagao de atividades na sintese de vitelo extra e intra-ovécito integrou um dos
processos mais importantes observado na ovogénese de M. hispida. O termo ‘vitelo’ provém
de uma unica classe de proteinas chamadas vitelogeninas, a qual normalmente compreende
cerca de 60% a 90% das proteinas soluveis do ovo (Eckelbarger, 1986).

Devido as limitagdes da metodologia empregada, néo foi possivel discernir sobre os
mecanismos relacionados com a produg¢do de vitelo. Entretanto, Kessell (1968), Larkman
(1983), Eckelbarger (1986, 1994) e Eckelbarger & Davis (1996) utilizando técnicas
associadas a microscopia eletronica revelaram a participagdo do complexo de golgi e do
reticulo endoplasmatico rugoso na produgdo autosintética de material vitelinico, sob a forma

de granulos e vesiculas.
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Em diversos invertebrados, proteinas vitelogénicas sdo produzidas pelos ovécitos
através de processos autossintéticos (‘intra-ovécito’) ou por mecanismos heterosintéticos
(‘extra-ovécito’) envolvendo células somaticas (Wourms, 1987).

A presenga de granulos junto as vesiculas lipidicas na regido citoplasmatica e no
interior do nucleo dos ovécitos de Favia doreyensis e Symphillia recta foi iniciaimente citada
por Marshall & Stephenson (1933).

A concentracdo de numerosos granulos foi também detectada por Glynn et al. (1996)
no tecido endodérmico dos mesentérios férteis de Pavona gigantea e Gardineroseris
planulata. Os autores associaram a presenca destas estruturas a nutricdo dos ovécitos
imaturos em desenvolvimento. Além disso, observaram a formagdo de uma densa camada
granulosa ao redor das células maduras sob o invélucro mesogleal, a qual identificaram
como a camada cortical descrita por Harrison & Wallace (1990).

Em M. hispida, associada & sintese intra-ovécito de vesiculas lipidicas, a
incorporagdo de material granular foi observada em profusdo principalmente durante os
estagios finais da ovogénese. Aparentemente oriundos das células endodérmicas vizinhas,
granulos deslocavam-se através da estreita camada mesogleal, em dire¢do ao citoplasma.
Grande parte destas estruturas concentraram-se ao redor dos ovécitos formando uma
camada densa e conspicua, tal como a camada cortical observada por Glynn et al. (1996).
Nos estagios finais houve uma migragdo de material granular em dire¢do ao nucleo, onde
aparentemente se fundiram originando granulos de tamanhos maiores. A variagdo primaria
da cor e do tamanho dos granulos pode a principio refletir a presenga de diferentes tipos de
nutrientes, os quais segundo Kessell (1968), Larkman (1983) e Eckelbarger (1994) sdo
constituidos basicamente por glicogénio, proteina e lipidio.

Corroborando a hip6tese de Rinchevich & Loya (1979a), na qual os ovécitos seriam
reabsorvidos como fonte de nutrientes e energia para aqueles que obtiveram sucesso em
seu desenvolvimento, nem todos os ovécitos de M. hispida alcangaram pleno

amadurecimento. Isto ficou evidenciado pelos sinais de desintegragdo e perda do conteudo
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citoplasmatico de alguns ovécitos de Estagio Il e lll. A despeito das observagdes de Sier &
Olive (1994), a absor¢do n3o ocorreu exclusivamente apés periodo de desova, ao contrario,
consistiu num processo gradual, mais intenso durante a estagdo reprodutiva.
Histologicamente foi possivel inferir que os ovécitos em reabsorgdo eram primariamente
fagocitados. Supostos elementos fagocitarios, sob a forma de estruturas esféricas e
arroxeadas, foram observados préximos ou no interior das células reprodutivas em
degeneragao.

A presenga de ovécitos pequenos soltos na cavidade gastrovascular levantou
algumas questdes. Primariamente, ndo foi descartada a possibilidade da preparagdo do
material para analise histolégica ter acarretado o rompimento do tecido endodérmico e o
deslocamento de alguns ovécitos. Entretanto, a ocorréncia destas células, aparentemente
imaturas, junto aquelas plenamente desenvolvidas, poderia indicar que a eliminagdo dos
ovécitos que fracassaram em alcangar a maturidade n3o envolveu exclusivamente
reabsor¢cdo; mas também sua expulsdo para a cavidade gastrovascular, onde podem ter
sido digeridos (digestdo extracelular) ou eliminados pela abertura oral.

O estagio final da gametogénese, durante a estagdo reprodutiva, provaveilmente
caracterizou um periodo de grandes gastos energéticos para as colénias, especiaimente
para os poélipos individuaimente. Seguindo a finalizagdo do processo de vitelogénese, com
os ovécitos aptos a fertilizagdo, e o desencadeamento do ciclo espermatico, prosseguiu-se a

desova e provavel regeneragao dos tecidos, fragilizados pela liberagdo dos gametas.

5E. SAZONALIDADE, SINCRONIA E LIBERACAO DE GAMETAS

Entre os corais escleractineos, a influéncia sazonal no desenvolvimento das génadas
e desova, e a duragdo do periodo reprodutivo parecem variar em relagéo a latitude (Harrison

& Wallace, 1990). Nas regides mais proximas do Equador, como os recifes situados em
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Salamaua e Busama (7°S), em Papua Nova Guiné, o ciclo reprodutivo estende-se por
longos periodos (Kojis, 1986b). Por outro lado, nas altas e médias latitudes dos trépicos
(Lat. 23°-14°S) as condigdes de temperatura sofrem mudangas anuais e muitos organismos
marinhos apresentam curtos periodos de reproducdo (Pearse, 1974; Kojis & Quinn
1981a,b,1982; Harriott, 1983a; Harrison et al. 1984).

Richmond & Hunter (1990) sugeriram que nas altas latitudes os corais encontram-se
em seu limite de distribuicdo, e portanto poderiam ser estéreis. Entretanto, estudos tém
revelado que a reprodugdo sexuada nas espécies subtropicais & extremamente relevante.
Assim, Tanner (1996) citou a latitude e a temperatura da agua como os fatores
determinantes da sazonalidade na planulagdo das coldnias de Pocillopora damicomis,
Senatopora hystrix e Stylophora pistillata situadas em Heron Island (23°S), Austréalia (a
liberagdo das larvas foi observada predominantemente durante o verdo). Wilson & Harrison
(1997) demonstraram que diversos corais (dentre eles duas espécies de Mussidae:
Acanthastrea echinata e A. lordhowensis), provenientes das Solitary Islands (30°S),
Australia, desovaram durante o final do veraol/inicio do outono, quando entdo a temperatura
do mar encontrava-se em seu pico maximo (26°C).

Além disso, associadas ao regime de temperatura em cada regido, variagdes intra-
especificas durante o periodo reprodutivo sdo relativamente comuns (Richmond & Hunter,
1990). Um exemplo pode ser citado para as coldnias de Pocillopora damicomis que ocorrem
em pontos distintos na Grande Barreira de Recife da Australia - aquelas localizadas nas
latitudes mais altas (32°S-Stoddart & Black, 1985 / 23°S-Tanner, 1996) caracteristicamente
reproduzem-se durante a primavera e o0 verdao, enquanto que as colfnias situadas em
latitudes mais baixas (14°S - Harriott, 1983b) liberam planulas ao longo de praticamente todo
0 ano.

As coldnias de M. hispida analisadas no presente trabalho situavam-se na faixa das

médias-altas latitudes (22°S). Na Figura 2, observa-se que existiu uma variagdo entre as
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temperaturas de inverno e verdo na superficie da agua durante o periodo de coleta. O longo
ciclo reprodutivo de M. hispida teve inicio em abril/89, durante o outono, quando a
temperatura da 4gua encontrava-se entre 26°C e 27°C. Nos meses seguintes, até o final do
inverno, a temperatura continou a cair alcangando valor préximo a 22°C. O aparecimento e
crescimento parcial das génadas femininas, prosseguiu durante a queda da temperatura. A
partir de dezembro/89, quando a temperatura ja4 se encontrava em plena elevagdo, os
ovécitos tornaram-se visivelmente maiores e entraram no Ultimo estagio de
desenvolvimento. Concomitante ao aumento da temperatura e amadurecimento das
gdnadas femininas, desencadeou-se a produgédo e maturagdo dos cistos testiculares. O ciclo
reprodutivo culminou em, pelo menos, dois eventos de desova entre o final do verdo e o
infcio do outono, durante a temperatura maxima da agua (27,3-27°C). Eventos muiltiplos de
desova, durante o periodo de reproducgdo, tém sido sugerido por diversos autores como um
comportamento relativamente frequente entre os corais escleractineos (Kojis & Quinn,
1981a,b, 1982; Harrison et al., 1984; Babcock et al., 1986; Shimoike et al., 1992; Willis et al.,
1985). Devido a auséncia de génadas maduras antes do verdo, a hipétese de uma desova
bianual foi a principio descartada.

Observando-se a curva de crescimento dos ovécitos nas colbnias fixas (Figs. 18 e
19) verifica-se que o amadurecimento das células femininas ocorreu lentamente. A diferenga
temporal na liberagdo dos gametas em M. hispida (em margo/90 para a colénia B e em
fevereiro/90 para a colénia C) pareceu estar primariamente associada ao desencadeamento
do ciclo espermatico durante o verdo - os primeiros cistos foram inicialmente encontrados
nas amostras de dezembro/89 da coldnia fixa C. Babcock (1984) inicialmente propbs que a
temperatura poderia regular o periodo de desova através do controle do desenvolvimento
das génadas masculinas.

Segundo Richmond & Hunter (1990), a gametogénese comumente prossegue de
forma sincronizada dentro de cada coldnia, e pelo menos parcialmente sincronizada entre os

membros de uma mesma populagdo. Em M. hispida, uma suposta assincronia intercolonial
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poderia ser considerada para a etapa final do ciclo reprodutivo, principalmente nas amostras
do més de margo/90. Observando-se os poligonos de frequéncia temos situagdes
extremamente distintas, como o desaparecimento das gdbnadas maduras na colénia fixa C
(Fig. 19) e o reinicio da gametogénese em uma das amostras aleatérias (Fig. 17).

Grant & Tyler (1983) sugeriram que uma amostragem mensal seria adequada para
os individuos com ciclo gonadogénico anual e tendéncias sazonais. Além disso,
demonstraram que a sincronia intracolonial no desenvolvimento das génadas poderia ser
avaliada pelo calculo do desvio padrdo dos diametros dos ovécitos. Analisando-se os
graficos 18 e 19, verifica-se que os valores da média e desvio padrdo variaram entre as
amostras, principalmente no periodo de dezembro/89 a margo/90. A presenga de células
imaturas menores que 100um, junto a células maduras de quase 300um (como por
exemplo, na amostra 2020B2 de janeiro/90) denota que o processo de amadurecimento
prosseguiu gradativamente, causando uma relativa assincronia entre os polipos.

Assumindo que o numero de poélipos analisados possam representar o ciclo
reprodutivo de toda a col6nia, uma amostragem insuficiente poderia levar a erros de
interpretagdo, envolvendo por exemplo a existéncia de uma assincronia intercolonial. Desta
forma, considerando o reduzido numero de poélipos amostrados no presente estudo e a
variagdo no desenvolvimento gonadal obtida durante o periodo de liberagdo dos gametas, a
hipotese mais aceitavel seria que todas as coldnias apresentavam pélipos em dois estagios
distintos, o0 que poderia gerar picos de desova dentro de uma populagédo durante a estagao

reprodutiva.

5F. PERSPECTIVAS

Segundo Fadlallah (1985), estudos basicos relacionados aos mecanismos
reprodutivos das diferentes espécies que compdem nossos recifes constituem importantes

ferramentas para que se possa garantir a estabilidade destes sistemas. A reprodugdo, desta
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forma, pode ser um fator de grande relevancia para os programas de monitoramento e
conservacao dos recifes coralineos.

Os resultados obtidos na presente dissertagdo representam o primeiro passo para
elaboragdo de uma série de estudos. A determinacdo do periodo de reprodugédo para a
populagdo de M. hispida na regido de Cabo de Buzios (RJ), dentre outras possibilidades,
permite que novas analises sejam direcionadas exclusivamente para o final do ciclo
gametogénico, minimizando os esforgos amostrais. Aspectos relacionados aos eventos que
sucedem a liberagdo dos gametas tais como fertilizagdo, embriogénese e recrutamento sido

completamente desconhecidos, e portanto merecem atengao.
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6. CONCLUSAO

- M. hispida é caracteristicamente uma espécie hermafrodita sequencial co-sexual, que
libera gametas na agua para fertilizagdo extema e provavel desenvolvimento lecitotréfico da
larva.

- Gametogénese seguiu um padrdo anual com a produgdo de ovécitos grandes, sem
zooxantelas e com consideravel acimulo de vitelo. Células reprodutivas femininas surgiram
primeiro que as masculinas, e 0 amadurecimento de ambas culminou num mesmo periodo

de desova.

- Sintese de vitelo , sob forma de granulos e vesiculas lipidicas, envolveu atividades intra e
extra-ovocito, com a migragdo de material granular para o citoplasma e posteriormente para
o interior do nucleo.

- Ovécitos levaram cerca de 11 meses para alcangarem pleno amadurecimento.
Primariamente observados no outono, possuiam menos de 100um, entre a primavera e 0
verao atingiram valores superiores a 500um - 0 maior ovécito encontrado possuia 521,76um.
- Células de pré-desova possuiam nucleo marginal e encontravam-se soltas no interior do
invélucro mesogleal.

- Nem todos os ovécitos obtiveram sucesso em seu desenvolvimento, sendo reabsorvidos.
Processo de reabsorgao parece ter ocorrido principalmente no final do ciclo, e contou com a
provavel participagdo de elementos fagocitarios.

- Goénadas masculinas desenvolveram-se acima das gdnadas femininas, na regido
gonadogénica dos mesentérios férteis, prerisamente entre o musculo retrator e o filamento

mesentérico.

- Cistos testiculares foram inicialmente observados em dezembro/89, junto aos ovécitos de
Estagio Il e lll. Em janeiro/90 muitos cistos ja apresentavam espermatozbides e em

fevereiro/90 praticamente todos estavam maduros.
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- Desencadeamento do ciclo espermatico e amadurecimento das génadas masculinas e
femininas foram possivelmente regulados pela elevagao da temperatura da agua do mar.

- Suposta assincronia intracolonial no desenvolvimento das gdnadas, principalmente nos
ultimos meses de amostragem entre o final do verdo e o inicio do outono, forneceu indicios
de pelo menos dois eventos de desova durante a estagcido reprodutiva para a populagao de

M. hispida da regido de Cabo de Buzios (RJ).
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Apéndice 1
Ovécitos - Coldnia Fixa B

(n=50)
2011B1(Abr)  2012B8(Mai)  2013B8(Jun)  2014B7(Jul)  2015BS(Ago) 2016B1(Set) 2017B1(Out) 2018B1(Nov)

13,044 13,044 26,088 19,566 32,610 38,132 3,610 S2,176
19,566 13,044 26,088 26,088 45,654 45,654 45,654 52,176
19,566 13,044 32,610 32,610 45,654 52,176 52,176 52,176
19,566 19,566 32,610 32,610 52,176 58,698 52,176 58,698
26,088 19,566 39,132 39,132 52,176 58,698 58,698 65,220
26,088 19,566 39,132 39,132 58,698 71,742 58,698 65,220
32,610 19,566 39,132 39,132 58,698 71,742 58,698 65,220
32,610 19,566 39,132 39,132 65,220 71,742 65,220 71,742
32,610 26,088 45,654 45,654 65,220 71,742 65,220 71,742
32610 26,088 45,654 45,654 65,220 71,742 65,220 71,742
32,610 26,088 52,176 52,176 65,220 71,742 65,220 78,264
32,610 26,088 52,176 58,698 65,220 71,742 65,220 78,264
32,610 26,088 52,176 58,698 65,220 71,742 65,220 78,264
32,610 26,088 52,176 58,698 65,220 78,264 65,220 84,786
32,610 26,088 58,698 58,698 65,220 78,264 65,220 84,786
32,610 26,088 58,698 58,698 65,220 78,264 71,742 91,308
32,610 32,610 58,698 65,220 65,220 78,264 71,742 91,308
32,610 32,610 58,698 65,220 71,742 78,264 71,742 91,308
39,132 32,610 58,698 65,220 71,742 78,264 71,742 97,830
39,132 32,610 58,698 65,220 71,742 78,264 71,742 97,830
39,132 32,610 58,698 71,742 71,742 84,786 71,742 97,830
39,132 32,610 65,220 71,742 71,742 84,786 71,742 97,830
39,132 32610 65,220 71,742 78,264 84,786 71,742 97,830
39,132 32,610 65,220 71,742 78,264 91,308 71,742 104,352
39,132 39,132 65,220 71,742 78,264 91,308 71,742 104,352
39,132 39,132 65,220 71,742 78,264 91,308 78,264 110,874
45,654 39,132 65,220 78,264 78,264 91,308 78,264 110874
45,654 39,132 65,220 78,264 78,264 91,308 78,264 117,396
45,654 39,132 65,220 84,786 78,264 91,308 78,264 117,396
45,654 39,132 65,220 84,786 78,264 97,830 78,264 117,396
52,176 39,132 65,220 84,786 78,264 97,830 84,786 117,396
52,176 39,132 65,220 84,786 78,264 97,830 84,786 123,918
52,176 39,132 65,220 84,786 78,264 97,830 84,786 123,918
52,176 39,132 65,220 84,786 78,264 97,830 84,786 123,918
52,176 39,132 71,742 91,308 78,264 97,830 84,786 123918
52,176 39,132 71,742 91,308 78,264 97,830 84,786 130,440
52,176 39,132 71,742 91,308 84,786 97,830 84,786 130,440
52,176 39,132 71,742 91,308 84,786 104,352 91,308 130,440
52,176 45,654 71,742 97,830 84,786 110874 91,308 130,440
52,176 45,654 71,742 97,830 84,786 110,874 97,830 136,962
58,698 45,654 71,742 97,830 91,308 110,874 97,830 136,962
58,698 45,654 78,264 97,830 91,308 110874 97,830 143,484
58,698 52,176 78,264 97,830 91,308 117,396 97,830 143,484
58,698 52,176 78,264 97,830 97,830 117,396 104,352 150,006
58,698 52,176 78,264 104,352 97,830 123,918 110,874 156,528
58,698 52,176 84,786 104,352 97,830 123,918 110,874 156,528
65,220 58,698 84,786 117,396 97,830 123,918 117,396 156,528
65,220 58,698 84,786 123,918 104,352 130,440 123,918 182,616
71,742 58,698 84,786 130,440 104,352 136,962 130,440 182,616
71,742 71,742 84,786 130,440 110,874 215,226 136,962 189,138

X 43,176 35,871 61,437 74,481 75525 91,960 79,829 108,917

s’ 194,262 167,108 241,486 715,464 255,375 783,453 450,644 1233,124

s 13838 12,927 15,540 26,748 15,980 27,990 21,228 35,116

onde, X= média, s°= varidncia, 8= desvio padro




continuago (Coldnia Foa B)

2019B1(Dez) 2019B2(Dez) 2020B2(Jan) 2020B3(Jan)  2021BS(Fev)  2021B6(Fev)  2022B1(Mar)  2022B2(Mar)

32,610 52,176 36,132 130,440 163,080 136,962 188,138 176,094
39,132 58,698 45,654 143,484 163,050 169,572 228,270 182,616
39,132 97,830 45,654 150,006 176,094 169,572 228,270 202,182
39,132 104,352 52,176 150,006 182,616 176,094 234,792 208,704
58,698 117,396 65,220 156,528 202,182 189,138 234,792 215,226
58,698 117,396 65,220 163,050 202,182 189,138 241,314 221,748
65,220 117,396 65,220 169,572 221,748 195,660 241,314 221,748
65,220 123,918 71,742 169,572 228,270 195,660 241,314 221,748
71,742 123,918 78,264 169,572 234,792 195,660 247,836 228,270
71,742 130,440 84,786 169,572 234,792 195,660 247,836 228,270
71,742 130,440 110874 176,094 241,314 195,660 247,836 234,792
71,742 130,440 136,962 182,616 247,836 202,182 254,358 234,792
71,745 130,440 143,484 182,616 247836 202,182 260,880 234,792
78,264 136,962 150,006 182,616 254,358 202,182 260,880 241,314
78,264 136,962 156,528 189,138 260,880 202,182 260,880 241,314
84,786 143,484 169,572 189,138 260,880 215,226 267,402 254,358
84,786 143,484 176,094 189,138 260,880 215,226 267,402 260,880
84,786 143,484 182,616 185,660 267,402 221,748 273924 260,880
91,308 150,006 195,660 195,660 273924 228,270 273,924 260,880
91,308 156,528 185,660 195,660 273924 228270 280,446 260,880
91,308 156,528 195,660 202,182 273924 234,792 280,446 267,402
97,830 156,528 202,182 202,182 273,924 241,314 280,446 267,402
104,352 163,050 202,182 202,182 273924 241,314 280,446 273,924
110,874 163,050 202,182 202,182 273924 241,314 286,968 273924
117,396 163,050 208,704 202,182 280,446 241,314 286,968 273924
117,396 169,572 208,704 202,182 280,446 247,836 286,968 273924
123,918 169,572 208,704 208,704 280,446 247,836 293,490 273,924
130,440 169,572 208,704 208,704 293,490 254,358 293,490 280,446
136,962 169,572 208,704 208,704 293,490 254,358 293,490 280,446
136,962 169,572 215,226 208,704 300,012 254,358 300,012 280,446
136,962 176,094 221,748 208,704 300,012 254,358 300,012 286,968
136,962 182,616 228,270 208,704 306,534 260,880 300,012 293,490
143,484 189,138 228,270 215,226 306,534 260,880 300,012 293,490
143,484 189,138 228,270 215,226 313,056 260,880 300,012 293,490
143,484 189,138 228,270 215,226 313,056 267,402 300,012 300,012
156,528 189,138 228,270 215,226 313,056 273,924 306,534 300,012
156,528 189,138 234,792 215,226 319,578 280,446 306,534 306,534
163,050 202,182 234,792 221,748 319,578 286,968 313,056 326,100
163,050 202,182 241,314 228,270 326,100 286,968 313,056 326,100
163,050 202,182 241,314 234,792 339,144 293,490 313,056 326,100
169,572 202,182 241,314 241,314 339,144 300,012 319,578 326,100
176,094 202,182 241,314 241,314 339,144 300,012 319,578 332,622
182,616 215,226 247,836 241,314 339,144 313,056 326,100 339,144
195,660 215,226 247,836 247,836 352,188 319,578 326,100 339,144
195,660 221,748 260,880 247,836 352,188 326,100 332622 358,710
195,660 221,748 260,880 260,880 365,232 326,100 339,144 358,710
202,182 221,748 267,402 267,402 365,232 326,100 358,710 365,232
221,748 221,748 280,446 273,924 365,232 358,710 358,710 384,798
228,270 228,270 293,490 286,968 371,754 365,232 358,710 404,364
228,270 228,270 293,490 313,056 410,886 391,320 371,754 417,408
X 120,396 163,702 184,833 205,965 283577 248,749 286577 280,316
s’ 2884,165 1771,341 5287,736 1387,366 3221,036 3066,117 1504,246 3025,282
s S3,704 42,087 72,717 37,247 56,754 55,373 38,785 55,003

onde, X= média, s’= variancia, s= desvio padrio




Ovécitos - Coldnia Fixa C

Apéndice 2

(n=50)

2011C6(Abr)__2012C6(Mai) _ 2013C3(Jun) _ 2014C7(Jul) _ 2015C8(Ago) _ 2016C7(Set) _ 2017C1(Out) _ 2018C2(Nov)
13,044 19,566 19,566 32,610 26,088 45,654 26,088 52,176
19,566 19,566 19,566 32,610 32,610 58,698 32,610 65,220
26,088 19,566 19,566 39,132 32,610 58,698 32,610 65,220
26,088 19,566 19,566 39,132 39,132 65,220 39,132 65,220
26,088 19,566 26,088 39,132 45,654 65,220 39,132 71,742
26,088 19,566 26,088 39,132 45,654 66,220 45,654 71,742
26,088 19,566 26,088 45,654 45654 65.220 52,176 71,742
26,088 26,088 26,088 45,654 45654 65,220 52,176 78,264
26,088 26,088 26,088 45654 45,654 65,220 58,698 78,264
26,088 26,088 26,088 52,176 45654 65,220 58,698 78,264
32,610 26,088 26,088 58,698 45654 65,220 58,698 78,264
32,610 26,088 26,088 58,698 52,176 65,220 58,698 84,786
32,610 26,088 26,088 58,698 52,176 65,220 65,220 84,786
32,610 26,088 26,088 58,698 52,176 65,220 65,220 84,786
32,610 26,088 26,088 58,698 52,176 71,742 65,220 91,308
32,610 26,088 26,088 58,698 52,176 71,742 65,220 91,308
39,132 26,088 32,610 58,698 52,176 71,742 65,220 91,308
39,132 26,088 32,610 58,698 52,176 71,742 65,220 97,830
39,132 32,610 32,610 58,698 52,176 71,742 65,220 97,830
39,132 32,610 32,610 58,698 58,698 71,742 65,220 97,830
39,132 32,610 32,610 65,220 58,698 71,742 65,220 97,830
39,132 32,610 32,610 65,220 58,698 71,742 65,220 97,830
39,132 32,610 32,610 65,220 58,698 71,742 71,742 104,352
39132 32,610 32,610 65,220 58,698 78,264 71,742 104,352
39,132 32,610 32,610 65,220 58,698 78,264 71,742 104,352
39,132 32,610 32,610 65,220 58,698 78,264 71,742 104,352
39,132 39,132 32,610 65,220 58,698 78,264 71,742 104,352
39,132 39,132 32,610 65,220 58,698 78,264 71,742 104,352
39,132 39,132 39,132 65,220 58,698 78,264 71,742 104,352
45654 39,132 39,132 71,742 65,220 84,786 78,264 110874
45654 39,132 39,132 71,742 65,220 84,786 78,264 110,874
45654 39,132 39,132 71,742 65,220 84,786 78,264 110874
45654 39,132 39,132 71,742 65,220 84,786 78,264 110874
45654 39,132 45654 71,742 65,220 91,308 78,264 117,396
45654 39,132 45654 71,742 65,220 91,308 78,264 117,396
52,176 45654 45654 71,742 65,220 91,308 84,786 117,396
52,176 45,654 45,654 71,742 71,742 91,308 84,786 123918
52,176 45,654 45,654 78,264 71,742 91,308 84,786 123,918
52,176 45,654 45654 78,264 71,742 91,308 91,308 123918
52,176 45654 52,176 78,264 71,742 97,830 91,308 123,918
58,698 52,176 52,176 78,264 71,742 97,830 97,830 130,440
58,698 52,176 52,176 78,264 71,742 97,830 97,830 130,440
58,698 52,176 58,698 78,264 71,742 97,830 97,830 136,962
58,698 58,698 58,698 84,786 78,264 104,352 97,830 136,962
65,220 58,698 58,698 84,786 78,264 104,352 104,352 136,962
65,220 58,698 58,698 84,786 78,264 104,352 110,874 136,962
65,220 58,698 65,220 84,786 78,264 117,396 110874 143,484
65,220 58,698 65,220 97,830 84,786 117,396 117,396 150,006
71,742 65,220 71742 104,352 84,786 130,440 117,396 150,006
84,786 65,220 71,742 110,874 97,830 136,962 123,918 150,006

X 4654 36,915 38,349 65,611 59,872 81,786 73829 104,352

s? 215,651 176,414 200,772 268,018 207,804 356,282 507,739 626762

s 14,685 13,282 14,169 16,998 14,415 18,875 22,533 25035

onde, X= média, s°= variancia, 8= deqWn padrio




continuago (Coldnia Fixa C)

2019C1(De2) 2019C2(De2) 2020C1 (Jan) 2020C2(Jan) 2021C4(Fev) 2021C5(Fev)
7742 84,786 117,396 110,874 168,572 130,440
71,742 91,308 123918 123,918 182,616 136,962
78,264 97,830 130,440 136,962 221,748 136,962
84,786 104,352 136,962 143,484 221,748 143,484
104,352 104,352 143,484 143,484 241,314 156,528
110874 110,874 169,572 150,006 241,314 163,050
110,874 110,874 169,572 150,006 247,836 163,050
117,396 117,396 176,094 163,050 247,836 163,050
117,396 123,918 176,094 169,572 247836 169,572
123,918 123,918 182,616 169572 247,836 169,572
123,918 123,918 182,616 176,094 247,836 169,572
123,918 130,440 189,138 176,094 260,880 169,572
123,918 130,440 189,138 182,616 267,402 176,094
123,918 130,440 189,138 182,616 267,402 182,616
123,918 130,440 195,660 189,138 267,402 189,138
123918 136,962 195,660 189,138 273924 195,660
130,440 136,962 202,182 189,138 273924 195,660
130,440 136,962 202,182 189,138 273924 195,660
130,440 143 484 202,182 189,138 273,924 195,660
130,440 143,484 208,704 195,660 273924 202,182
130,440 143,484 215,226 195,660 286,968 202,182
136,962 150,006 215,226 195,660 286,968 202,182
136,962 156,528 215,226 195,660 293,490 202,182
143,484 156,528 215,226 195,660 293,490 208,704
143,484 163,050 215,226 202,182 293,490 208,704
143,484 163,050 215,226 202,182 293,490 215,226
143,484 176,094 215,226 208,704 300,012 215,226
143,484 176,094 221,748 215,226 300,012 215,226
150,006 176,094 221,748 215,226 300,012 228270
156,528 176,094 228270 221,748 300,012 228,270
156,528 189,138 228,270 228270 300,012 228,270
156,528 189,138 228,270 228270 306,534 234,792
163,050 189,138 228,270 228,270 306,534 234,792
163,050 195,660 228,270 228270 306,534 234,792
163,050 195,660 234,792 228270 313,056 241,314
169,572 202,182 241,314 234,792 313,056 247,836
176,094 208,704 241,314 234,792 313,056 254,358
176,094 208,704 241,314 241,314 313,056 260,880
176,094 208,704 241,314 254,358 319,578 260,880
182,616 208,704 247,836 254358 319,578 267,402
182,616 215,226 247,836 254,358 326,100 267,402
182,616 215226 247836 260,880 326,100 273924
189,138 228270 254,358 260,880 326,100 273924
195,660 247836 254,358 260,880 326,100 273924
195,660 247,836 260,880 280,446 332622 280,446
195,660 247,836 260,880 286,968 345,666 286,968
202,182 247836 267,402 286,968 345,666 286,968
215,226 254,358 280,446 300,012 345,666 300,012
241,314 313,056 326,100 313,056 358,710 300,012
254,358 365,232 339,144 339,144 384,798 352,188
X 148,441 172572 215226 211,443 288533 217,835
s? 1556592 3318,210 2003555 2470745 1792,713 2496631
s 30454 57,604 44,761 49,707 42,340 49,966

onde, X= média, s‘= variéincia, 8= desvio padréo




Apéndice 3
Ovécitos - Coldnias Aleatérias

(n=50)
3500(Dez) 3X01(Dez)**  302(Dez)*”  3503(Dez) FH10(Jan)*  B12(Jan)*®  3B15(Jan)**  3IB516(Jan)*”
39,132 65,220 32,610 3,132 32,610 110,874 78,264 110,874
91,308 74,742 39,132 39,132 45,654 110,874 136,962 150,006
91,308 71,742 45,654 45,654 45,654 130,440 156,528 169,572
97,830 97,830 58,698 45654 52,176 130,440 163,050 182,616
117,396 104,352 78,264 45,654 52,176 136,962 163,050 202,182
117,396 104,352 78,264 45,654 117,396 143,484 195,660 202,182
130,440 110,874 91,308 45,654 123,918 143,484 202,182 202,182
130,440 110,874 91,308 52,176 123,918 143,484 202,182 208,704
130,440 110,874 97,830 52,176 123,918 143,484 228,270 228,270
130,440 117,396 97,830 52,176 130,440 143,484 228,270 228,270
136,962 117,396 97,830 58,698 130,440 150,006 228,270 234,792
136,962 123,918 97,830 58,698 130,440 150,006 228,270 234792
143,484 123,918 97,830 71,742 130,440 150,006 228,270 241,314
143,484 130,440 104,352 78,264 130,440 150,006 234,792 241,314
143,484 130,440 110,874 91,308 136,962 150,006 234,792 241,314
150,006 130,440 110,874 97,830 136,962 156,528 234,792 247,836
150,006 130,440 117,396 104,352 143,484 156,528 234,792 254,358
150,006 130,440 117,396 117,396 143,484 163,050 234,792 260,880
150,006 136,962 117,396 117,396 150,006 163,050 241,314 260,880
156,528 143,484 117,396 117,396 156,528 163,050 260,880 - 260,880
163,050 143,484 123,918 123,918 156,528 163,050 260,880 267,402
163,050 150,006 123,918 123,918 156,528 169,572 260,880 267,402
163,050 150,006 123,918 123,918 156,528 169,572 260,880 273,924
163,050 163,050 130,440 130,440 156,528 169,572 267,402 273,924
163,050 163,050 130,440 130,440 163,050 169,572 273,924 280,446
163,050 169,572 130,440 136,962 163,050 169,572 286,968 280,446
163,050 169,572 130,440 136,962 163,050 176,094 286,968 286,968
169,572 169,572 130,440 136,962 163,050 176,094 293,490 286,968
169,572 169,572 130,440 136,962 163,050 176,094 293,490 293,490
169,572 176,094 136,962 136,962 163,050 182,616 300,012 293,490
176,094 176,094 143,484 136,962 169,572 182,616 300,012 293,490
176,094 182,616 143,484 136,962 169,572 182,616 306,534 300,012
176,094 182,616 150,006 143,484 169,572 182,616 306,534 313,056
176,094 202,182 150,006 143,484 169,572 182,616 306,534 319,578
182,616 202,182 150,006 143,484 176,094 189,138 313,056 326,100
182,616 202,182 156,528 143,484 176,094 189,138 313,056 326,100
182,616 208,704 156,528 150,006 176,094 195,660 313,056 332622
189,138 215,226 163,050 150,006 176,094 195,660 319,578 339,144
195,660 221,748 169,572 150,006 182,616 195,660 319,578 339,144
195,660 221,748 176,094 150,006 182,616 195,660 319,578 345,666
202,182 228,270 182,616 150,006 182,616 202,182 319,578 345,666
208,704 228,270 182,616 150,006 189,138 202,182 326,100 352,188
208,704 228,270 189,138 150,006 189,138 208,704 352,188 352,188
215,226 241,314 195,660 156,528 195,660 208,704 352,188 352,188
215,226 241,314 208,704 169,572 202,182 215,226 352,188 352,188
241,314 260,880 208,704 169,572 208,704 215,226 352,188 358,710
241,314 267,402 215,226 176,094 215,226 221,748 358,710 358,710
241,314 273,924 241,314 182,616 215,226 247,836 371,754 378,276
260,880 300,012 247,836 182,616 221,748 247,836 378,276 397,842
260,88- 358,710 260,880 189,138 234,792 254,358 378,276 423930
X 166,311 170,616 135,658 116,352 152,876 175529 271,185 281,490
s? 1927597 3865,368 2616,428 2037,168 2052,446 1053,099 4401,380 4311,567
s 43,9804 62,172 51,151 45,135 45,304 32,451 66,343 65,663

onde, X=média, s°= variancia, s= desvio padrio




continuago (Coldnias Aleatérias)

2880(Jan) 2871(Fev) B20(Fev)  B2(Fev)”  3B23(Fev)*®  3H24(Fev)”  3B31(Mar)**  3I532(Mar)*”

45,654 84,786 123,918 123,918 221,748 234,792 150,006 163,050
58,698 84,786 130,440 130,440 228,270 234,792 163,050 189,138
58,698 97,830 130,440 143,484 228,270 241,314 182,616 195,660
65,220 136,962 156,528 156,528 234,792 241,314 195,660 208,704
71,742 150,006 156,528 163,050 241,314 247,836 195,660 221,748
78,264 156,528 169,572 176,094 247,836 254,358 208,704 221,748
156,528 163,050 169,572 189,138 254,358 254,358 208,704 221,748
143,484 169,672 176,004 208,704 260,880 260,880 215,226 228,270
169,572 169,572 176,094 215,226 260,880 260,880 221,748 228,270
182,616 176,094 176,094 221,748 267,402 260,880 221,748 228,270
182,616 176,094 176,094 221,748 273924 260,880 228,270 228,270
182,616 189,138 182,616 228,270 280,446 260,880 228,270 228,270
182,616 189,138 189,138 228,270 280,446 267,402 228,270 228,270
189,138 189,138 189,138 234,792 280,446 267,402 228,270 247,8%
195,660 189,138 189,138 241,314 280,446 267,402 234,792 247836
202,182 195,660 189,138 247,836 286,968 273,924 234,792 254,358
208,704 195,660 189,138 247,836 286,968 280,446 234,792 254,358
228,270 195,660 202,182 247,836 286,968 280,446 234,792 260,880
228,270 195,660 202,182 247,836 293,490 286,968 241,314 260,880
228,270 208,704 202,182 247,836 293,490 286,968 241,314 260,880
228,270 221,748 208,704 247,836 300,012 286,968 247,836 260,880
228,270 228,270 208,704 254,358 300,012 286,968 247,836 260,880
228,270 228,270 215,226 254,358 300,012 293,490 254,358 267,402
234,792 228,270 215,226 254,358 300,012 293,490 254,358 267,402
234,792 234,792 215,226 260,880 300,012 293,490 260,880 267,402
234,792 234,792 221,748 260,880 300,012 300,012 260,880 267,402
241,314 234,792 221,748 267,402 306,534 313,056 260,880 273924
241,314 234,792 228,270 273924 306,534 313,056 260,880 273924
247,836 241,314 228,270 273924 306,534 313,056 267,402 273924
247836 247,836 234792 280,446 313,056 319,578 273924 273924
254,358 247,836 234,792 286,968 313,056 326,100 280,446 280,446
260,880 247,836 241,314 286,968 319,578 326,100 293,490 280,446
260,880 247,836 247,836 293,490 319,578 326,100 293,490 286,968
267,402 247,836 247,836 293,490 326,100 326,100 293,490 286,968
267,402 254,358 254,358 293,490 326,100 332622 293,490 293,490
273924 260,880 267,402 300,012 326,100 332622 300,012 293,490
273924 260,880 267,402 300,012 326,100 332622 300,012 306,534
273924 267,402 267,402 306,534 332622 339,144 300,012 319,578
273924 267,402 273924 306,534 332622 339,144 306,534 319,578
286,968 273924 286,968 306,534 332622 345,666 306,534 319,578
293,490 280,446 286,968 313,056 332622 345,666 313,056 326,100
293,490 286,968 293,490 326,100 339,144 352,188 319,578 326,100
300,012 286,968 293,490 332622 339,144 358,710 319,578 326,100
300,012 293,490 293,490 339,144 339,144 371,754 319,578 332622
300,012 293,490 293,490 339,144 339,144 378,276 326,100 332622
300,012 313,056 306,534 352,188 345,666 378,276 326,100 332,622
306,534 319,578 306,534 352,188 352,188 397,842 326,100 352,188
306,534 319,578 326,100 391,320 358,710 397,842 332622 358,710
313,056 326,100 358,710 397,842 371,754 397,842 352,188 371,754
371,754 352,188 371,754 417,408 391,320 410,886 371,754 391,320
X 223574 225922 227879 265,706 301,708 307,056 263228 274,054
s’ 5786,767 375,015 3325,502 4272,417 1465,009 2275858 2452,810 2395,047
s 7607 60,951 57,667 65,364 38,275 47,706 49,526 48939

onde, X=média, s*= vanidncia, s= desvio padrfio




continuacso (Coldnias Aleatérias)

083(Mar) 2880(Mar)

45,654 26,088
58,698 26,088
58,698 32,610
65,220 32,610
65,220 32610
65,220 32,610
65220 32,610
71,742 32,610
78,264 32,610
78,264 32,610
97,830 32610
97,830 32610
104,352 32,610
104,352 32,610
110,874 32,610
195,660 39,132
195,660 39,132
202,182 39,132
208,704 39,132
215,226 39,132
215,226 39,132
228,270 39,132
228,270 39,132
234,792 39,132
241,314 45,654
241,314 45,654
247,836 45,654
254,358 45,654
254,358 45,654
254,358 45,654
260,880 45,654
260,880 52,176
267,402 52,176
280,446 52,176
280,446 52,176
286,968 52,176
300,012 52,176
313,058 52,176
326,100 52,176
326,100 52,176
326,100 58,698
332,622 58,698
339,144 58,698
345,666 58,698
352,188 58,698
417,408 58,698
423930 58,698
430,452 65,220
450,018 65,220
521,760 91,308
X 228,531 45,002
s 14443,237 158,426
s 120,180 12,586

onde, X=média, s°= variéncia, 8= desvio padréo
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