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RESUMO

Bactérias desempenham um papel fundamental na saude dos corais. Devido a confirmacédo de que
elas podem ser patogénicas ou mutualistas, aumentou o interesse no estudo de microrganismos
associados aos corais. Nos recifes costeiros do Estado da Paraiba observam-se casos de alteragao
de pigmentacdo no escleractineo Siderastrea stellata, que provavelmente ocorre no processo de
branqueamento de corais. Neste trabalho objetivou-se analisar a quantidade e diversidade de
bactérias cultivaveis associadas ao coral S. stellata sadio e com coloracéo alterada (roxo) dos recifes
de corais de Cabo Branco, Jodo Pessoa — PB, bem como os parametros fisico-quimicos e
microbiolégicos de agua do mar da area estudada durante um ano. Entre as varidveis ambientais
(temperatura, salinidade, pH, oxigénio dissolvido, turbidez) da agua dos recifes e da praia de Cabo
Branco apenas a turbidez apresentou maiores diferencas entre os locais estudados. Na base das
andlises de coliformes termotolerantes, Escherichia coli e enterococos foi constatado que a dgua dos
locais analisados se enquadra dentro dos parametros para aguas salinas de classe | (CONAMA
274/00). Em geral, os valores da densidade de bactérias totais e Vibrio spp. foram
significativamente maiores em agua do mar nos meses de dezembro, janeiro e fevereiro. Na base de
dados de sequenciamento parcial do gene RNAr 16S foi constatado que as bactérias isoladas de S.
stellata sadia e roxa pertenceram as classes de Alfa-proteobactéria e Gama-proteobactéria, sendo
que a variedade dos géneros de bactérias foi bastante distinta entre os isolados das duas coldnias.
Os isolados da colbnia roxa apresentaram um alto percentual de Vibrio spp., que sdo bactérias
geralmente relacionadas com as doengas de corais.

Palavras-chave: Siderastrea stellata, corais, diversidade bacteriana, gene RNAr 16S.
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ABSTRACT

Bacteria play a fundamental role in the health of corals. The interest in the study of microorganisms
associated with corals has increased since the confirmation that they can be pathogenic or mutualistic.
In the coastal reefs of the State of Paraiba the cases of the pigmentation changes of scleractinian
Siderastrea stellata, that probably occurs in the process of coral bleaching, are observed. The aim of
this work was to analyze the density and diversity of culturable bacteria associated with healthy and
with pattern pigmentation altered (pink) colonies of coral S. stellata of coral reefs of Cabo Branco,
Jodo Pessoa - PB, as well as the physico-chemical and microbiological parameters of seawater in the
study area over one year. Among the environmental variables (temperature, salinity, pH, dissolved
oxygen, turbidity) of the reefs and beach water of Cabo Branco, only turbidity showed higher
differences among the sites studied. The thermotolerant fecal coliforms, enterococci and Escherichia
coli of seawater at the study sites were within the limits recommended for saline water class |
(CONAMA 274/00). In general, the values of density of total heterotrophic bacteria and Vibrio spp.
were significantly higher in the seawater during the months of December, January and February.
According to the results of the partial sequencing of the 16S rRNA gene was found that bacteria
isolated from healthy and pink S. stellata belonged to the classes Alpha-Proteobacteria and Gamma-
Proteobacteria, and the variety of genera of bacteria were very different among the isolates from the
two colonies. The high percentage of Vibrio spp., bacteria that are usually related to the diseases of
corals, were observed among the isolates from pink colony.

Keywords: Siderastrea stellata, corals, diversity of bacteria, 16S rRNA gene.
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1. INTRODUCAO

1.1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS AMBIENTES RECIFAIS

Os recifes de corais sdo considerados ecossistemas altamente biodiversos, sendo
um rico banco genético, além de participarem da reciclagem da matéria organica
contribuindo assim para o equilibrio bioquimico da natureza. Os recifes sdo formacdes
compostas por uma espessa camada calcaria recoberta por uma camada de organismos
vivos (VILLACA, 2009). Sua composicao calcaria é bastante resistente a acdo das ondas
funcionando como uma barreira natural, protegendo os sistemas costeiros (MUSCATINE,
1990; LEAO, 1994). O principal grupo construtor dos corais s&o os escleractineos, os quais
conseguem se desenvolver gracas a relacdo simbiodtica que possuem com as zooxantelas.
Zooxantelas é um termo genérico usado para as microalgas, dinoflageladas do género
Symbiodinium, sdo capazes de viver livremente, porém sdo endossimbiontes de diversos
organismos dos recifes de corais, a maioria dos corais construtores de recifes é dependente
dessas microalgas (CORREIA, 2005; BERKELMANS; OPPEN, 2006).

Séo considerados ecossistemas antigos por apresentaram uma taxa de crescimento
muito lenta, tanto o crescimento longitudinal como, e principalmente, o aumento da altura do
coral, sendo medida em escala de tempo geoldgica. As taxas mais rapidas de aumento da
altura da estrutura coralinea sdo de 9 a 15 metros em 1000 anos, isso ocorre devido as
atividades erosivas, sejam elas fisicas como a acdo das ondas, biolégicas como a mordida
de um peixe, ou quimicas quando algum ser vivo secreta substancias que possam dissolver
ou enfraquecer o coral, porém o entulho gerado das erosfes ajuda na cimentacao do recife
de corais. Além disso, os corais tém um crescimento intercalado, periodo no qual o coral
para de crescer e periodo que retoma o crescimento, tal fenbmeno acontece quando ha
variagles drasticas dos niveis dos mares durante eras geoldgicas (SPALDING; RAVILIOUS;
GREEN, 2001).

Geralmente os recifes se formam em regides tropicais com uma rapida deposicdo de
carbonato de célcio, sendo um ecossistema cosmopolita da faixa térmica que varia de 20°C
do Hemisfério Norte a 20°C do Hemisfério Sul, em profundidade de até 40 metros com
salinidade alta e constante, tendo uma maior ocorréncia em lugares de aguas rasas,
guentes e claras (THURMAN, 1997; CORREIA, 2005; VILLACA, 2009). As principais
extensdes recifais séo a Indopacifica e a Atlantica; a Atlantica possui 5.900 km de extens&o
descontinua partindo da regido das Bermudas (32°30’N) até o Rio de Janeiro (23°00’S)
(CORREIA, 2005). Segundo Spalding, Ravilious e Green (2001), os recifes de corais da

costa brasileira representam apenas 0,6% da totalidade dos recifes de corais da Terra.
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Os ambientes recifais sdo considerados ecossistemas marinhos com maiores indices
de biodiversidade estando entre as comunidades bentonicas mais complexas (CONNELL,
1978). Os recifes de corais sé@o verdadeiras florestas tropicais em ambiente marinho, ricos
em diversas espécies, como peixes, algas, crustdceos, moluscos além dos cnidarios
(MOREIRA; REUSS-STRENZEL, 2009). Porém diferentemente do que acontece na
extensdo Indopacifica que possui uma alta diversidade, os recifes de corais do Atlantico
apresentam uma diversidade bem menor devido as extingbes que ocorreram nas glaciacdes
dos periodos Plioceno e Pleistoceno que foram mais severas no Atlantico, eliminando
diversas espécies que antes eram comuns nas duas extensdes. Hoje os recifes do
Indopacifico e Atlantico compartilham apenas sete géneros e cerca de um décimo das
espécies de Esclaractineos (CORREIA, 2005).

Os recifes brasileiros por estarem localizados na extensdo do Atlantico tém por
caracteristica uma baixa diversidade na fauna coralinea com apenas 18 espécies, mas
destas, seis sdo espécies endémicas: Mussismilia braziliensis (Verrill, 1868); Mussismilia
hipida (Verrill, 1868), Mussismilia hartti (Verrill, 1868); Favia leptpphylla (Verrill, 1868), Favia
gravida (Verrill, 1868) e Siderastrea stellata (Verrill, 1868) (LEAO; KIKUCHI; TESTA, 2003).
Recentemente Nunes, Norris e Knowlton (2011), relataram em seu trabalho que s&o
encontradas no Brasil 23 espécies de corais construtores de recifes, das quais cinco sédo
endémicas (Favia leptpphylla, Meandrina braziliensis, Mussismilia braziliensis, Mussismilia
hartti, Mussismilia hipida). Segundo os mesmos autores S. stellata é encontrada também no
Caribe e Atlantico Oriental, contudo a sua ocorréncia compartilhada entre Brasil e essas
regides ainda é debatida entre taxonomistas e biogedgrafos.

Sao ambientes com muita importancia ambiental, mas também econbémico-social.
Eles oferecem acédo contra erosdo provocada pelo hidrodinamismo, sdo considerados
bioindicadores da temperatura global, potencial fonte de farmacoterapicos, sdo areas de
ecoturismo, também sdo ambientes explorados pela atividade pesqueira, devido a sua
grande ictiofauna. Apesar de sua importancia ecologica e econdmica, os corais de recifes
tém sofrido ameacas a sua vitalidade e diversidade provocada principalmente pelas
atividades antropicas, como desenvolvimento urbano, escoamento superficial na zona
costeira, turismo marinho, exploragdo descontrolada de recursos naturais, e poluicdo
industrial (LEAO, 1999). Dentre as diversas atividades humanas que podem afetar os recifes
de corais a drenagem pode ser considerada uma das mais prejudiciais, pois ela arrasta
consigo sedimentos que aumentam a turbidez dificultando a passagem da luz necessaria
para algumas espécies de corais, também aumenta a sedimentacdo que em muitos casos
contribuem para o aterramento do coral (ERFTEMEIJER et al., 2012).
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1.2 ASPECTOS GERAIS DO ESCLERACTINEO Siderastrea stellata

Segundo Brusca e Brusca (2007) a Ordem dos Scleractinia pertencente ao Filo
Cnidaria é formada por mais de 1.300 espécies divididas em 24 familias, conhecidos como
corais verdadeiros ou pétreos devido a formacdo de esqueleto calcario que formam septos.
A maioria dos representantes desta ordem vive em coldnias e cerca da metade das
espécies apresentam uma relagdo simbidntica com zooxantelas. Segundo Costa et al.
(2004), os escleractineos apresentam uma densa populacdo dessas microalgas e por isso
ela sugeri que as zooxantelas tenham diversos papéis importantes no desenvolvimento do
coral. Um desses papéis € o de fornecimento de oxigénio; o oxigénio liberado da
fotossintese das zooxantelas é em parte utilizado na respiracdo do coral hospedeiro e a
outra parcela na prépria respiracdo (KUHL et al., 1995).

A calcificagdo do esqueleto dos escleractineos se da por um mecanismo controlado
pelo epitélio calicoblast o qual secreta uma matriz orgénica fluida e por processos
extracelulares bastante organizados que proporcionam a deposi¢do de carbonato de calcio,
porém a esqueletogénese depende também de outras varidveis como pH da agua,
concentracdo de aragonita e calcita (MARUBINI et al.,, 2008; CROOK et al.,, 2012). O
sucesso das estruturas de carbonato de célcio é em parte atribuida ao beneficio que a
simbiose fornece aos corais construtores de recifes (GOMEZ-CABRERA et al., 2008), pois
segundo Allemand et al. (1998), Furla et al.(1998) e Furla et al. (2000) as zooxantelas
podem controlar a calcificagdo e o aumento da matriz organica provocando modificacdes
fisicas no microambiente interno dos corais.

Dentre o género Siderastrea, a espécie S. stellata € um coral escleractineo
amplamente distribuido no Brasil, estando presente nos corais que se estendem desde
Maranhdo até o Rio de Janeiro ocupando geralmente substratos horizontais de até 10m de
profundidade, sendo considerada uma espécie relativamente resistente a a¢cdes de ondas,
temperatura, sedimentacédo e variacoes de salinidades (LABOREL, 1970; CASTRO; PIRES,
2001; SEGAL; CASTRO, 2000). Atualmente, S. stellata € sugerida como uma espécie
resultante da hibridizacdo de duas outras: S. siderea e S. radians (NUNES; NORRIS;
KNOWLTON, 2011).

A espécie Siderastrea stellata foi descrita por Verrii em 1868 e tem como
caracteristica morfoldgica apresentar colénias relativamente esféricas e macicas, podendo
também mostrar-se com formato achatado e hemisférico ou ainda alongado, essas
variagdes no formato sofrem influéncia da profundidade das &guas; em aguas mais rasas as
colénias geralmente sdo pequenas (diametro até 10 cm) e arredondadas, enquanto em
aguas mais profundas os exemplares sdo maiores (diametro maior que 20 cm) (LABOREL,
1970; SANTOS, 2003; LEAO, 1986). No recife de coral do Cabo Branco-PB s&o
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encontradas colénias de S. stellata que possuem diametro variando de 1 a 28 cm de
pigmentacdo amarronzada e hemisférios achatados que se ficam expostos durante as
mareés baixas (COSTA, 2006).

S. stellata nos recifes do Nordeste do Brasil apresenta colénias marrons (Health
Coral Chart; D5, D6, pigmentacdo normal para S. stellata), bem como varios tipos de
branqueamento, com diferentes tipos de alteracbesde padrdo normal de pigmentacéo,

apresentando manchas rosas ou brancas nas colénias marrons, bem como colbnias roxas e
coldnias branqueadas (Figura 1) (COSTA, 2006).

Figura 1. Coldnias de corais S. stellata sadia e roxa nos recifes de corais de Cabo Branco. Fonte:
Gilmara Henriques e Krystyna Lira, 2010.

1.3 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS E INDICADORES MICROBIOLOGICOS NA AGUA
DO MAR

Mudancas nas caracteristicas quimicas, fisicas e biolégicas no sistema aquatico
podem levar ao desequilibrio da fauna e flora, diminuicdo dos seres vivos e até mesmo
substituicdo por espécies mais resistentes (CARVALHO; SCHLITTLER; TORNISIELO,
2000). Por isso é necessario o monitoramento dos diversos fatores fisico-quimicos como,
por exemplo, temperatura, pH, salinidade, oxigénio dissolvido, turbidez para que se possa
verificar a intensidade dos impactos antropicos no ecossistema dos recifes.

A temperatura € um dos principais parametros a ser monitorado, pois 0 aumento da
temperatura pode contribuir para expulsdo das zooxantelas, o que caracteriza o fenbmeno
de branqueamento que dependendo da intensidade pode provocar queda da biodiversidade
de simbiontes, reducdo da taxa de calcificacdo e consequentemente reducdo do
crescimento linear das col6nias de corais (GLYNN, 1993; ALLEMAND et al., 1998; FURLA
et al., 1998; FURLA et al., 2000; SPERLING, 2005; GOMEZ-CABRERA et al., 2008;
LINAN-CABELLO et al., 2010).
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O pH mede a concentracdo de ions de hidrogénio (H"), mostrando o nivel de acidez,
alcalinidade ou neutralidade. A agua dos recifes de corais € alcalina, caso venha ocorrer a
diminuicdo do pH, esse fenomeno pode acarretar em uma diminuicdo da diversidade de
espécies construtoras de recifes de corais, selecionando espécies mais tolerantes as
mudancas de pH, como espécies de Siderastrea e Porites (SPERLING, 2005; CROOK et
al., 2012).

A salinidade é um fator que também influéncia na saude dos corais. As chuvas e
enchentes de plumas de rios costeiros podem provocar reducdes significativas na salinidade
principalmente em recifes rasos; o evento € agravado quando coincide com a maré baixa.
Essa queda nos niveis de salinidade pode provocar o branqueamento das coldnias de corais
(KERSWELL; JONES, 2003).

Além do monitoramento fisico-quimico, o microbiolégico também é necessario. A
preocupacdo com a transmissao de doencas através da agua do mar usada para recreacao
e balneabilidade levou ao desenvolvimento de normas e critérios de qualidade da agua. A
determinacédo da potencialidade da a4gua transmitir doencas pode ser feita indiretamente por
meio de micro—organismos indicadores de contaminagédo fecal pertencentes principalmente
ao grupo dos coliformes. Ao mesmo tempo, essa preocupacao nos tras informacéo sobre se
um determinado local esta ou ndo sofrendo descarga de contaminantes que possam afetar a
biota local e 0 uso da agua, pois a presenca de coliformes fecais (também chamados de
coliformes termotolerantes) na agua do mar é um forte indicio de que houve descarga de
esgoto doméstico (KAMIZOULIS; SALIBA, 2004; SPERLING, 2005).

No Brasil a Resolugédo do Conama de n° 274 de 29 de novembro de 2000 define os
critérios de balneabilidade da agua, os quais se baseiam na quantidade de coliformes
termotolerantes, Escherichia coli e Enterococos (BRASIL, 2000). O grupo das coliformes é
caracterizado por apresentarem [-galactosidase e pela capacidade de fermentar lactose
com producdo de gas no periodo de 24 horas em temperaturas em torno de 44°- 45°C
quando inoculadas em meios contendo sais biliares. Bactérias do tipo E. coli s&o
caracterizadas pela presengca das enzimas B-galactosidase e B-glicuronidase, fermentam
lactose e manitol e produzindo acido indol a partir do triptofano. Entre as bactérias capazes
de suportar e multiplicar-se em condi¢cdes adversas estdo enquadrados 0s Enterococos,
pertencente ao grupo dos estreptococos fecais, exibindo a capacidade de crescimento em
pH basico (9,6), temperaturas que variam entre 10° C e 45° C (BRASIL, 2000).
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1.4 DIVERSIDADE DE BACTERIAS ASSOCIADAS AOS CORAIS

As bactérias possuem a capacidade de ocupar os mais diversos nichos ecoldgicos,
sdo abundantes no solo, ar, &gua e no interior de outros organismos. As bactérias também
séo encontradas nas aguas dos mares e oceanos e até mesmo associadas aos corais, 0S
guais apresentam uma microbiota bastante biodiversa (ROHWER et al., 2002).

O interesse no estudo de microrganismos associados aos corais aumentou diante da
confirmacdo que eles podem ser patogénicos ou mutualistas, quando utilizam os restos de
alimento do coral, realizam fixagdo de nitrogénio, producdo de vitaminas e substancias
antimicrobianas (MARHAVER; EDWARDS; ROHWER, 2008).

Existem evidéncias de que a microbiota dos corais possui fun¢des na ciclagem de
nutrientes e na resisténcia a patégenos (MOUCHKA; HEWSON; HARVELL, 2010). Como
mostra Rohwer et al. (2001) em seu trabalho, no qual identificaram uma associacdo entre a
espécie construtora de recifes de corais Montastraea franksi e bactérias, onde evidenciaram
que as bactérias estavam relacionadas com a ciclagem de nitrogénio, sugerindo que essa
relagdo pode ser importante para o desenvolvimento dessa espécie.

O estudo de associacfes entre seres vivos € bastante interessante sob o ponto de
vista evolutivo, pois a evolucdo permitiu que esses seres seguissem caminhos semelhantes
para poderem interagir entre si, como acontece com as interagbes bactéria-coral
(MOUCHKA; HEWSON; HARVELL, 2010). Uma questdo crucial para o entendimento das
associacdes de microrganismos é se eles apresentam nichos bem definidos, redundantes
ou neutros dentro de uma comunidade (FUHRMAN et al., 2006).

No caso da associagdo bactéria-coral, foi observado que existem bactérias vivendo
Nno muco e na coluna de agua que se encontra em contato com a superficie do coral. Esses
organismos podem exercer um papel especifico na biologia dos corais ou podem ser apenas
oportunistas, pois muitas bactérias que estdo na coluna de 4gua podem ficar presas ao
muco dos corais e serem consideradas, de forma errbnea, como residente daquele
organismo (ROHWER et al., 2001; RITCHIE, 2006). Além disso, 0 muco € uma substancia
rica em nutrientes tornando-o um ambiente propicio para proliferacdo das bactérias, fazendo
com que a densidade bacteriana seja maior quando comparada com a da coluna de 4gua
(BROWN; BYTHELL, 2005).

Entretanto, foi observado que algumas espécies de bactérias sdo hospedeiras
especificas do coral, mas a estabilidade espaco-temporal dessas associacdes ainda vem
sendo discutida (AZAM 2001; ROHWER et al., 2001; ROHWER et al., 2002; FRIAS-LOPEZ
et al., 2004; BOURNE; MUNN, 2005; KLAUS et al., 2005; LONG; AZAM, 2001; HEWSON et
al., 2006a, 2006b; SEKAR et al., 2006; LAMPERT et al., 2008; REIS et al., 2009).
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As bactérias fornecem vantagens ao coral como a producdo e secrecdo de
substancias antibiéticas que impedem a proliferacdo de organismos patogénos e, da mesma
forma que acontece com as zooxantelas, mudancas no clima global podem afetar essas
associacdes provocando a troca de comunidades mutualisticas por comunidades que
possam afetar a saude do coral (ROHWER et al., 2002; RESHEF et al., 2006; RITCHIE,
2006; ROSENBERG et al., 2007; LITTMAN et al., 2009).

Nos corais ja& foram encontrados diversos microrganismos associados como
eucariontes heterotroficos, archea, virus e bactérias. Segundo Lins-de-Barros et al. (2010),
0s corais apresentam um alto nivel de diversidade taxondmica de bactérias.

As bactérias encontradas nos corais geralmente pertencem aos taxons das
Alfa-protebactéria, Beta-proteobactéria e Gama-proteobactéria, com a maioria das bactérias
fazendo parte do grupo das Gama-proteobactéria, no qual se destaca a familia Vibrionacea
(BOURNE; MUNN, 2005; ROHWER et al., 2001). Dentre as bactérias associadas aos corais
diversos géneros sdo conhecidos: Azospirillum, Hirschia, Fabibacter, Blastocholoris, Stella,
Vibrio, Arcobacter, Staphylococcus, Paenibacillus, Pseudoalteromonas (ROHWER et al.,
2001; CASTRO et al., 2010; MOUCHKA; HEWSON; HARVELL, 2010).

Levantamentos mostram que tipos de bactérias especificas sdo encontrados em
determinadas regidoes, mas também espécies semelhantes de corais sdo habitadas por tipos
semelhantes de bactérias mesmo que estes corais estejam em localizacdo geografica
distinta (ROHWER et al., 2002; KLAUS et al., 2005; GUPPY; BYTHELL, 2006; LITTMAN et
al., 2009).

1.5 DOENCAS DOS CORAIS

Nas ultimas décadas os ecossistemas de recifes de corais vém sendo degradados
em ritmo acelerado, em parte devido as doencas, das quais a gravidade e a ocorréncia tém
sido cada vez maiores (HARVELL et al., 1999; HUGHES et al., 2003; BAKER; GLYNN;
RIEGL, 2008; HARVELL, 2004; WEIL; SMITH; GIL-AGUDELO, 2006; HARVELL et al., 2007,
RIEGL, 2008).

Os corais de recifes apresentam intensidade e coloracdo de tecidos bem variados,
sendo que a cor acastanhada é devido a presenca de zooxantelas (PORTER et al., 1984).
Acredita-se que a coloragdo dos corais pode ser causada pigmentos do proprio tecido do
coral ou por pigmentos dos simbiontes que se espalham homogeneamente por todo tecido
conferindo a cor ao coral (DOVE; TAKABAYASHI; HOEGH-GULDBERG, 1995;
TAKABAYASHI; HOEGH-GULDBERG, 1995; VAN WOESIK, 1998; RINKEVICH; SAKAI,
2001).
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A mudancga de pigmentacao dos corais é uma caracteristica bastante utilizada para o
monitoramento da saude, que também sofre influéncia das mudancas climaticas. Isso é
possivel devido a correlacdo existente entre branqueamento e as variagdes climatoldgicas
(SZMANT; GASSMAN, 1990; FAUTIN; BUDDEMEIER, 2004).

Diversos tipos de doencas vém acometendo os recifes do mundo todo, inclusive do
Brasil. Mais de 35 doengas encontradas em corais j4 foram descritas, mas apenas uma
parte dos patégenos foi identificada, contudo ja foi percebido que tanto em corais
branqueados quanto em corais doentes ocorre uma mudanca na comunidade microbiana na
camada de muco que envolve o coral. Foi observado que geralmente o surgimento de
bactérias do género Vibrio, frequentemente ocorre concomitantemente ao aumento de
temperatura da agua e que esses patdgenos podem persistir por um longo tempo mesmo
com a volta da normalidade das condigbes ambientais (RICHARDSON, 1998; MAO-JONES
et al., 2010).

A pigmentacdo ou sua mudanga podem estar relacionadas com incidéncia de
doencas. Dentre as doengas agressoras dos corais que podem ser percebidas devido a
mudanca de coloragéo estdo: Black-band disease (BBD), White-band disease (WBD), White
plague disease (WPD) e o fendmeno Pink blue spot syndrome (PBSS).

Black-band disease (BBD) é uma das primeiras doencas descobertas, descrita
pioneiramente por Antonius (1973), € ocasionada por bactérias sulfatos-redutoras e
cianobactérias formando uma faixa sobre a col6nia de coloracdo que varia do preto ao
vermelho. A coldnia do coral doente morre, restando apenas o esqueleto descoberto o qual
€ colonizado por algas e isto dificulta uma possivel recuperacdo subsequente
(RICHARDSON; KUTA, 2003; RICHARDSON, 2004; MULLER; WOESIK, 2011; FRIAS-
LOPEZ et al., 2004).

White-band disease (WBD), é uma infec¢ao bacteriana dos corais Acropora spp. que
provoca o aparecimento de fracdes de esqueleto nu as vezes acompanhado de tecido
desintegrado ou até necrosado. A doenca se espalha pelos ramos a partir da base do coral,
sendo identificada pela primeira vez por Gladfelter em 1977. (RICHARDSON, 1998;
ARONSON; PRECHT, 2001; LENTZ; BLACKBURN; CURTIS, 2011).

White plague disease (WPD) foi vista pela primeira vez em recifes de corais da
Flérida ocorrendo em dois surtos, o primeiro surto foi chamado White plague disease tipo |
(WPDI) e o segundo chamado White plague disease tipo Il (WPDII) devido & semelhanca
dos sintomas da doenca dos surtos, mais tarde foi descoberto que ambos os surtos foram
causados pela mesma bactéria patdgena, até entdo, pertencente a um género e espécie
novos, da ordem Rhizobiales e da classe a-proteobactéria sendo chamada de Aurantimonas
coralicida. A doenca causada por A. coralicida pode levar toda colbnia do coral a morte
(CROQUER; PAULS; ZUBILLAGA, 2003; DENNER et al., 2003).
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O fendbmeno Pink Blue Spot Syndrome (PBSS) se caracteriza pelo surgimento de
manchas rosa-azul no tecido de corais, principalmente dos géneros Acropora, Porites e
Goniastrea sendo predominante em aguas mais profundas com prevaléncia na profundidade
de 9 metros, porém a sindrome ndo se mostra letal (BONGIORNI; RINKEVICH, 2005).
Ainda segundo Bongiorni e Rinkevich (2005), as manchas de cor rosa azuladas sao mais
frequentes em partes do coral injuriados ou em alguma parte do esqueleto que esta exposta
sem a cobertura do tecido, sugerindo que essas manchas sdo marcadores locais de
estresse.

Os trabalhos sobre a diversidade da microbiota dos cnidarios do Nordeste do Brasil
sdo ainda escassos, sobretudo no contexto da saude e doenca desses organismos. Nos
recifes costeiros do Estado da Paraiba observam-se casos de branqueamento em corais,
hidréides calcéarios e zoantideos, bem como as doengcas que acometem zoantideo P.
caribbaeorum e o escleractineo S. stellata (COSTA; SASSI; AMARAL, 2005; COSTA,;
SASSI; GORLACH-LIRA, 2008).

Além de ser acometida pelo branqueamento, a espécie S. stellata pode apresentar
um fenbmeno interessante, o qual tem por caracteristica o aparecimento de manchas roxas
no tecido do coral (COSTA, 2006; FARIAS; SASSI; COSTA, 2012). Segundo Costa (2006),
durante sua pesquisa nos recifes de corais do Cabo Branco-PB, percebeu que o fenbmeno
era massivo devido ao grande namero de colénias de S. stellata com coloragéo roxa, Costa
(2006) sugere que talvez essas coldnias roxas possam ter sido acometidas por alguma

doenca e que a evolucédo do fendmeno podera resultar no branqueamento.

1.6 CARACTERIZACAO MOLECULAR DAS BACTERIAS

As técnicas tradicionais para identificacdo de géneros e espécies de bactérias
utilizavam os testes morfofisiologicos e bioquimicos que se baseavam em cultivos de
bactérias nos meios de culturas ndo-seletivos e seletivos e testes bioquimicos diferencias,
principalmente os que indicam producdo de enzimas especificas para cada grupo
bacteriolégico (GANDRA et al., 2008).

Os testes bioquimicos podem se mostrar varidveis devido ao efeito que os fatores
ambientais podem exercer sobre a expressdo génica em bactérias. Outras desvantagens
dessas técnicas sdo o0 baixo poder diferencial para com microrganismos de pouca
variabilidade genética podendo levar a um resultado final errbneo, sobretudo quando séo
utilizados poucos testes, porém a utilizagdo de um alto numero de avaliacbes
microbiologicas acarreta em uma pesquisa de alto custeio como também demanda varios

dias para obtencao dos resultados (FABER et al., 2001).
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Nos ultimos anos as técnicas moleculares vém se desenvolvendo bastante e sendo
cada vez mais utilizadas como uma das ferramentas fundamentais na identificacdo de
bactérias. Testes que tém como base a analise dos &cidos nucléicos - DNA e RNA - estdo
sendo aplicados com sucesso por apresentarem vantagens como o tempo de resposta mais
curto, maior sensibilidade e especificidade (GLYNN et al., 2006). As técnicas moleculares se
desenvolveram de maneira mais acelerada com o advento da técnica conhecida como PCR
— Polimerase Chain Reaction (MALORNY et al., 2003). Tais técnicas também permitiram
maior conhecimento de novas espécies bacterianas que vivam em ambientes pouco
explorados (VELAZQUEZ et al., 2001).

As andlises filogenéticas sdo realizadas por meio do estudo das sequéncias do gene
de RNAr 16S, uma vez que esse gene possui uma alta taxa de fragmentos conservados
evolutivamente utilizados para identificar espécies, tracar filogenia, mesmo em organismo
com uma distancia evolutiva consideravel, além de ser uma molécula onipresente (WOESE,
2000). E foi com base no RNAr 16S (procariontes) e 18S (eucariontes) que foi criada a
arvore filogenética universal (Figura 2), que resume a histéria evolutiva dos seres vivos
(WOESE, 2000).

Bacteria Archaea Eucarya
Acemals

Eurrvarchaesta
! Flands

Cremarchaeora

Figura 2. Arvore Filogenética Universal. Fonte: Woese, 2000.

A principio o dominio Bacteria foi subdividido em 12 filos por Woese em 1987
(WOESE, 1987), posteriormente Hugenholtz e colaboradores em 1998 dividiram o dominio
em 36 filos, dos quais, algo em torno de 12 desses 36 filos, ndo possuiam representantes
em culturas (HUGENHOLTZ; GOEBEL; PACE, 1998). Rappé e Giovannoni (2003)
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distinguiram 52 filos de bactérias, dos quais 26 filos sdo constituidos por sequéncias génicas
clonadas do ambiente.

Os filos bacterianos mais representativos sdo as Proteobactéria, Firmicutes,
Actinobactérias, Bacteroides. Dentre esses filos, o qual apresenta um maior nidmero de
representantes que se associam com espeécies de corais construtores de recifes sdo as
Proteobactérias, sendo o maior filo na atualidade, onde est4 reunida a maiorias das
bactérias gram-negativas e heterotréficas ja identificadas (BOURNE; MUNN, 2005;
ROHWER et al., 2001; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Firmicutes sdo representados por bactérias gram-positivas, formadoras de
endosporos (Bacillus) além de possuir géneros com grande importancia na microbiologia
médica como 0s Enterococcus e Streptococcus e na microbiologia industrial com os
Lactobacillus. O filo Actinobactéria é formado por bactérias gram-positivas, varias espécies
de bactérias pleomoérficas e com alto indice de G + C, enquanto que 0S micro-organismos
pertencentes as Bacteroidetes sdo anaerdbios com espécies que habitam o trato intestinal
humano e outras que vivem no solo (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar os aspectos fisico-quimicos e microbiol6gicos da agua dos recifes de corais
e da praia de Cabo Branco, Jodo Pessoa — PB, e avaliar a densidade e diversidade de
bactérias associadas as colénias sadias e roxas do coral Siderastrea stellata dos recifes de

Cabo Branco.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a agua dos recifes e da praia de Cabo Branco com relagdo aos parametros

fisico-quimicos e indicadores microbioldgicos de qualidade de agua;

e Quantificar as bactérias heterotréficas totais e Vibrio spp. na agua dos recifes e da

praia de Cabo Branco e no tecido de S. stellata;

e [solar e identificar as bactérias associadas ao coral S. stellata;

e Analisar e comparar a diversidade de bactérias cultiviveis no tecido de S. stellata

sadia e roxa.
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3. MATERIAS E METODOS

3.1 AREA DE ESTUDO

A area de estudo situa-se na Praia de Cabo Branco localizada no litoral sul da cidade
de Jodo Pessoa do Estado da Paraiba, Brasil. A pesquisa foi realizada em dois locais: nos
recifes costeiros (7°08’50”S; 34°47°51"W) e na praia (7°08'55”S; 34°47°'46”"W) de Cabo
Branco (Figuras 3, 4, 5 e 6).

A praia de Cabo Branco possui aproximadamente 10 km de extensao e caracteriza-
se por apresentar os terracos de abrasdo compostos por aglomerados de rochas arenito-
ferruginosas margeados por uma falésia marcada por uma intensa erosdo marinha.

Os recifes de Cabo Branco séo formados por grande quantidade de rochas. A erosdo
das ondas sobre as rochas as fragmentam recobrindo uma vasta area da praia e se
estendendo também por centenas de metros mar adentro. As rochas juntamente com as
estruturas calcarias dos seres vivos formam a base do recife, bem como delimitam as pocas
de maré que favorecem a formacao de habitats bastante complexos além de beneficiar a
alta biodiversidade (SASSI, 1987; ROSA; ROSA; ROCHA, 1997; GONDIM et al. 2008). As
pocas de maré ficam expostas durante a maré baixa e a intensa acdo das ondas faz com
gue o concerne do substrato se mostra irregular (Figura 4).

Nos recifes de Cabo Branco é possivel encontrar protozodrios loricados do
microplancton, esponjas, tunicados, uma consideravel diversidade de peixes recifais, além
de do zoantideo Palythoa caribaeorum e corais construtores de recifes como F. gravida,
Porites astreoides e S. stellata, esse Ultimo em maior quantidade (COSTA, 2006; SASSI;
MELO, 1989; ROSA; ROSA; ROCHA, 1997; GAMA, 2003).

No limite entre a praia de Seixas e a praia da Penha desagua o Rio Cabelo (7°08’53”
e 7°11°02” de latitude sul e 34°47°26” e 34°50’33” de longitude oeste), o qual, segundo
Farias et al. (2008), sofre poluicdo e contaminagcdo por esgotos domeésticos e industriais,
residuos solidos da exploragdo da atividade mineradora e agropecuaria (Figura 7). O Rio
Cabelo tem um alto potencial de contaminacdo dos recursos hidricos superficiais e

subterraneos (Farias et al., 2008).



Figura 3. Vista geral dos recifes de corais de Cabo Branco, Jodo Pessoa-PB.
Henriques, 2012.

-

Figura 4. Recifes e corais de Cb 0, Jodo Pes
2012.
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Fonte: Gilmara

soa-PB. Fonte: Gilmara Henridues Araujo,
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Figura 5. Vista da Praia de Cabo Branco, Jodo Pessoa — PB. Fonte: Gilmara Henriques Araujo, 2012.

Figura 6. Praia de Cabo Branco, Jodo Pessoa — PB. Locais de pesquisa: (*) praia de Cabo Branco;
(**) recifes de cabo Branco. Fonte: www.skyscrapercity.com
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Figura 7. Vista aérea do litoral de Jodo Pessoa - PB (Praia de Cabo Branco, Praia de Seixas, Praia
de Penha). O Rio Cabelo desagua no limite das praias de Seixas e da Penha. Locais de pesquisa: (*)
praia de Cabo Branco; (**) recifes de Cabo Branco. Fonte: Google Earth (acesso em 10. abril. 2013).

3.2 COLETA DAS AMOSTRAS DA AGUA DO MAR E DO CORAL Siderastrea stellata.

A coleta de agua do mar foi realizada na margem dos recifes de Cabo Branco e na
praia de Cabo Branco mensalmente no periodo entre outubro de 2011 a setembro de 2012.
As amostras foram coletadas em garrafas de 500 ml esterilizadas, levada para o laboratorio
e mantida em 4°C até a realizacdo das andlises microbiolégicas (no maximo 24 horas).

As colbnias de S. stellata com diametro inferior a 12cm foram coletadas nos recifes
de Cabo Branco. Para analise de densidade de bactérias foram coletadas colonias de S.
stellata sadia nos meses: de junho e novembro de 2011, janeiro, junho, julho, agosto e
setembro de 2012. No més de junho/2011 além de ter sido coletada uma coldnia sadia
também foi coletada uma roxa, das quais foram isoladas as bactérias para a analise da
diversidade.


http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&docid=Xd8msoH4e_eAYM&tbnid=oci2O47Z20lDYM:&ved=0CAQQjB0&url=http%3A%2F%2Fwww.skyscrapercity.com%2Fshowthread.php%3Ft%3D1154243%26page%3D75&ei=o1NfUbubH5K89gTz-oD4CQ&psig=AFQjCNH62BM_PKBa_j-bw6SDcnnUwDDiTQ&ust=1365288156490510
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3.3 MONITORAMENTO DOS PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS E MICROBIOLOGICOS
DA AGUA DO MAR

Foram efetuadas medidas dos seguintes parametros fisico-quimicos na agua dos
recifes de Cabo Branco e da praia de Cabo Branco: temperatura, salinidade, pH, oxigénio
dissolvido por meio de uma sonda mutiparamétrica HANNA® modelo HI 9828. A turbidez das
amostras de agua foi medida usando o Turbidimetro Plus Microprocessado da ALFAKIT.

Os seguintes indicadores microbioldgicos foram utilizados para avaliar a qualidade
de 4gua do mar dos recifes de Cabo Branco e da praia de Cabo Branco: coliformes totais e
termotolerantes, presenca de Escherichia coli e estreptococos fecais. As enumeragdes de
coliformes totais e termotolerantes em amostras de agua foram realizadas através da
técnica dos tubos multiplos ou Numero Mais Provavel (NMP), de acordo com APHA (1995),
utilizando-se os seguintes meios de cultura: o caldo Lauril Sulfato de Sodio (presuntivo para
coliformes totais); o caldo Lactose Bile 2% Verde Brilhante (confirmativo para coliformes
totais e presuntivo para coliformes termotolerantes) e o caldo Escherichia coli (EC)
(confirmacgé&o para coliformes termotolerantes). Determinou-se presenca de E. coli utilizando
o meio fluorogénico Agar MUG Nutriente (Himedia).

A quantificacdo de estreptococos fecais (enterococos) foi feita através da técnica
NMP utilizando o meio caldo dextrose azida (APHA, 1995). A confirmacdo da presenca de
enterococos foi determinada no meio Enterococos Seletivo de Pfizer (PSE, Himedia)
seguindo a metodologia de Eaton; Clesceri; Greenberg (1995).

A precipitacdo mensal do periodo estudado foi obtida junto ao site da AESA-PB

(www.aesa.pb.gov.br) segundo os dados coletados pelo posto Jodo Pessoa/DFAARA.

3.4 QUANTIFICACAO DE BACTERIAS NO TECIDO DE Siderastrea stellata E NA AGUA
DO MAR

Foram realizadas contagens de bactérias heterotréficas totais e Vibrio spp. nas
amostras de agua coletadas nos recifes de Cabo Branco e da praia de Cabo Branco, bem
como no tecido de S. stellata.

O tecido das colbnias de corais foi extraido por meio de jatos de compresséo
de ar utilizando agua filtrada e autoclavada no aparelho “waterpik”, de acordo com Dustan
(1979).

As diluicdes decimais seriais de amostras da agua do mar e do tecido extraido foram
realizados adicionando 10mL da amostra a 90mL de agua do mar filtrada e autoclavada
(diluicdes de 10 a 10™).


http://www.aesa.pb.gov.br/
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Apos a preparacdo das diluicbes foi retirado 1mL de cada diluicdo e colocado em
placas de Petri estéreis, onde foi adicionado de 15 a 20mL dos respectivos meios de cultura.
As contagens de bactérias heterotréficas totais foram feitas nas placas com meio Agar
marinho (Himedia) incubadas a 30°C por 5 dias. As contagens de Vibrio spp. foram
realizadas nas placas com o meio TCBS (Himedia) incubadas a 35°C por 24 horas.

As contagens de bactérias foram expressas em UFC (Unidades Formadoras de
Colénias) por mL de agua ou cm? da coldnia do coral.

3.5 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO FENOTIPICA DE BACTERIAS DO TECIDO DE

Siderastrea stellata.

As cepas bacterianas isoladas das colénias de S. stellata sadia e roxa foram
cultivadas no meio Agar marinho (Himedia) e escolhidas aleatoriamente para serem
purificadas. As linhagens puras foram estocadas em Agar marinho semissélido e em agua
destilada estéril.

A caracterizacdo das linhagens foi feita por meio da coloracdo de Gram seguindo
Gerhardt et al. (1994). As laminas coradas foram visualizadas no microscopio Leica ICC50 e
as bactérias foram classificadas com Gram-positivas ou Gram-negativas, bem como foi

analisada a forma de células bacterianas.

3.6 CARACTERIZA(;AO MOLECULAR DAS BACTERIAS ISOLADAS DO TECIDO DE
Siderastrea stellata.

3.6.1 Extracdo de DNA

Para obter o DNA genbmico total, as cepas foram cultivadas em Caldo marinho por a
30°C. O volume da cultura foi centrifugado a 6.000 rpm durante 10 minutos. As células
bacterianas foram ressuspensas em tampao TE, pH 8,0(Tris-HCL 1M; EDTA 0,5M) e
congeladas a -20°C.

O DNA gendmico total das linhagens de bactérias foi extraido seguindo o método de
Cheng e Jiang (2006) com algumas modificagBes. Para extracao foi utilizada uma centrifuga
refrigerada da marca eppendorf, modelo 5490R. A extracao iniciou-se com adicdo de 400puL
de tampéo STE, pH 8,0 (Tris-HCL 1M; EDTA 0,5M; NaCl 5M) e centrifugacao das células
bacterianas por 5 minutos a 13.000g, em seguida o pelet foi ressuspenso em 200uL de
tampdo TE, pH 8,0 e em seguida foram adicionados 200uL de pérolas de vidro (J425-

600um) e 200uL de fenol saturado (pH 8,0). Os microtubos foram colocados no vortex por
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90 segundos e centrifugados por 5 minutos a 13.000g em 4°C. Posteriormente foi removido
160uL da fase superior da amostra e adicionou-se 40uL de TE e 100pL de cloroférmio. Apos
centrifugacdo de amostras (5 min., 13.000g, 4°C) removeu-se 160uL da fase superior e
adicionou 40uL de TE e 5uL de RNAase (10mg/mL). Apds a incubacdo da amostra a 37°C
por 10 minutos em banho-maria acrescentou-se 100pL de cloroférmio/alcool isoamil (24:1),
misturou e colocou-se para centrifugar a 13.000g por 5 minutos a 4°C. O volume de 150puL
da fase superior contendo DNA foi colocado em um microtubo e congelado a -20°C.

A concentracdo e pureza do DNA extraido foi determinada utilizando um NanoDrop,
modelo ND-1000 Uv/Vis.

3.6.2 Amplificacdo do gene RNAr 16S e purificagdo dos produtos de PCR

As sequéncias RNAr 16S foram amplificadas no termociclador (Primus, EUA)
utilizando 2uL do primer universal 26F (5- GAGTTTGATCMTGGCTCAG) e 2uL do 1492R
(5’ -ACGGCTACCTTGTTACGACTT- 3) com a concentragao de 50pmol/uL, 13uL tampao
de PCR (Ludwig Biotech), 2uL de dNTP a 10Mm (Ludwig Biotech), 0,5uL de Tag Polimerase
a 5U/pL (Ludwig Biotech), 4uL de DNA extraido com concentragdo aproximada de 50ng/pl.
Amplificagdo do gene RNAr 16S foi realizada nas seguintes condi¢Oes: temperatura de
desnaturacdo inicial a 94°C; 25 ciclos: 94°C por um minuto, 57°C por dois minutos e 72°C
por dois minutos; extenséo final a 72°C por 10 minutos

Foi realizada a eletroforese dos produtos da PCR em gel de agarose a 0,8% com
GelRed™ (Biotium) sob uma voltagem de 100 volts. O gel foi observado e fotografado no
transluminador de UV para verificar a presenca da banda de 1500 pb correspondente ao
gene de RNAr 16S.

Em seguida a banda do produto da PCR foi recortada do gel e purificada utilizando o
kit de purificacdo da AxyPrep™ DNA Gel Extraction (AxiGen Biosciences, EUA) conforme
recomendacdes do fabricante. A concentracdo e pureza do DNA purificado foi determinada

utilizando um NanoDrop, modelo ND-1000 Uv/Vis.

3.6.3 Sequenciamento do gene RNAr 16S e andlise filogenética das bactérias isoladas do
tecido de Siderastrea stellata.

O sequenciamento das amostras foi realizado na empresa ACTGene Analises
Moleculares Ltda. (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) utlizando o
sequenciador automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer armado com capilares de 50
cm e polimero POP6 (Applied Biosystems). Os DNA-moldes (30 a 45 ng) foram marcados
utilizando-se 3,2 pmol do primer 26F (5- GAG TTT GAT CMT GGC TCA G - 3') e 3 uL do
reagente BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 (Applied Biosystems) em um

volume final de 10 ulL. As reacdes de marcagdo foram realizadas em termociclador
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GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) com uma etapa de desnaturacao inicial a
96°C por 3 min seguida de 25 ciclos de 96°C por 10 seg, 55°C por 5 seg e 60°C por 4 min.
Uma vez marcadas, as amostras foram purificadas pela precipitagdo com isopropanol a 75%
e lavagem com etanol a 60%. Os produtos precipitados foram diluidos em 10 puL de
formamida Hi-Fi (Applied Biosystems), deshaturados a 95°C por 5 min, resfriados em gelo
por 5 min e eletroinjetados no sequenciador automatico. Os dados de sequenciamento
foram coletados utilizando-se o programa Data Collection v 1.0.1 (Applied Biosystems) com
os parametros Dye Set “Z”; Mobility File “DT3100POP6{BDv3}v1.mob”; BioLIMS Project
“3100_Project1”; Run Module 1 “StdSeq50 POP6_50cm_cfv_100"; e Analysis Module 1
“BC-3100SR_Seq_FASTA.saz"."

As sequéncias de gene rRNA 16S das cepas isoladas do tecido de Siderastrea
stellata foram comparadas com as sequéncias depositadas no banco de sequencias do
National Center for Biotechnology Information (NCBI) usando-se BLASTn (Basic Local
Alignment Search Tool), disponivel no site (http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/genbank/). Foram
analisadas as similaridades das sequéncias obtidas com as sequéncias presentes no banco
de dados e as sequéncias que apresentaram similaridade = 97% foram consideradas. O
alinhamento mdltiplo das sequéncias e a constru¢cao das duas arvores filogenéticas foram
realizados através do programa MEGA versédo 5.05 (TAMURA et al., 2011).

As sequéncias iguais foram agrupadas em 13 filotipos da colénia sadia e 11 da
colénia roxa. As sequéncias representativas de cada filotipo foram utilizadas para
construcao das arvores filogenéticas e também foram depositadas no banco de dados de
sequéncias do NCBI (cédigos de acesso: KF784847 - KF784870).

3.7 ANALISE DE DADOS

Calcularam-se as médias, medianas e os desvios-padrdo das varidveis (densidade
de bactérias, parametros fisico-quimicos) utilizando o programa Statistica 7.0., com 5% de
nivel de significancia. Para analisar os dados da densidade de bactérias totais e Vibrio spp.
foi utilizada analise de variancia (ANOVA one-way) e para detectar possiveis diferencas
entre os meses de coleta das amostras, foi utilizado o teste de Tukey (p< 0,05). Foi
estimado o coeficiente de correlagdo de Pearson para avaliar a relagdo entre os parametros
fisico-quimicos e a densidade de grupos de bactérias analisadas (bactérias heterotroficas
totais, Vibrio spp., coliformes totais e termotolerantes, estreptococos fecais), considerando o

nivel de significancia de 5%.


http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/genbank/
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 MONITORAMENTO DOS PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DA AGUA DO MAR

Agua dos recifes de Cabo Branco

O monitoramento dos parametros fisico-quimicos (temperatura, pH, salinidade,
oxigénio dissolvido e turbidez) foram realizados na agua dos recifes de corais de Cabo
Branco e na agua da praia do Cabo Branco. De acordo com a Resolugdo 357/05 do
Conama agua dos locais analisados se enquadra na classe |, pois em ambos locais a agua
é destinada a recreacao primaria e a prote¢do das comunidades aquaticas (BRASIL, 2005).

Os corais construtores de recifes sdo bastante sensiveis e influenciaveis por fatores
quimicos, fisicos e biol6gicos; temperatura, salinidade e a incidéncia de luz influenciam
fortemente na distribuicdo dos recifes de corais (HOEGH-GULDBERG, 1999). Os fatores
abioticos néo so influenciam na distribuicdo, como também na fisiologia dos organismos,
pois a intensidade e o tempo de variacdo de algum desses fatores pode deixar os corais
mais vulneraveis ao surgimento de doencas.

Os valores da precipitacdo pluviométrica no periodo de estudo foram maiores nos
meses de maio/12 (216 mm), junho/12 (540 mm) e julho/12 (290 mm), e os menores indices
ocorreram nos meses de outubro/11l, dezembro/ll e setembro/12 (Figura 8). Estacdo
chuvosa foi representada por trés meses com valores de precipitagdo maior que 200 mm e a
estacdo seca por os meses com indice pluviométrico abaixo de 200 mm. A quantidade de
precipitacdo pode acarretar na diminui¢cdo da salinidade da 4gua do mar provocar estresse
hipo-osmético nos corais (KERSWELL; JONES, 2003).
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Figura 8. indice pluviométrico mensal no periodo de outubro/2011 a setembro/2012. Fonte: AESA,
dados referente ao Posto Pluviométrico Jodo Pessoa/DFAARA (acesso em 01. margo. 2013).
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A temperatura média da agua dos recifes de Cabo Branco no periodo analisado foi

de 28,6°C, sendo que a maior temperatura registrada foi no més de outubro de 2011,
atingido 29,8°C, (Tabela 1 e Figura 9).

Tabela 1. Média, mediana, minima e maxima dos parametros fisico-quimicos da agua dos recifes de

corais do Cabo Branco-PB.

Desvio

Parametro Média Mediana Min — Max
padrédo

Temperatura (°C) 28,6 11 28,7 26,3 -29,8

pH 9,2 0,6 91 7,9 -10,2

Salinidade 33,8 1,3 33,8 33,9-35,0

Oxigénio dissolvido OD (mg/L) 6,6 2,9 5,9 3,1-125

Turbidez (UNT) 10,6 14,9 3,3 0,0-47,7
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Figura 9. Temperatura superficial da dgua dos recifes de corais de Cabo Branco no periodo de

outubro de 2011 a setembro de 2012.

Dentre os parametros fisicos, a temperatura € um fator que as espécies de corais

sdo extremamente sensiveis. A elevacao de um grau Celsius em relacdo a média de

temperatura maxima de verdo pode ser considerada como limite para o surgimento de
branqueamento (GLYNN, 1993; HOEGH-GULDBERG, 1999). Pesquisas realizadas nos

recifes de corais costeiros de Cabo Branco no estado da Paraiba (COSTA et al., 2004), e
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nas praias de Gaibu e de Tamandaré, no estado de Pernambuco (COSTA; AMARAL, 2000),
evidenciaram que quando a temperatura atingia valores entre 29 e 30°C, as col6nias de
corais de S. stellata branquearam, mas quando a temperatura ficava entre 26 e 28°C as
colbnias retomavam sua colorag&o original.

A temperatura podera, de maneira indireta, modificar as comunidades bacterianas
associadas ao coral, pois ela altera a producdo bacteriana de antibiéticos e, portanto
modifica as interacdes entre as bactérias (RYPIEN; WARD; AZAM, 2010). Porém, colbdnias
que conseguem sobreviver ao branqueamento e ao aquecimento das aguas superficiais
oceénicas poderdo provavelmente aumentar sua resisténcia em relacdo aos efeitos pos-
branqueamento a exemplos das doencas infecciosas (LEAO; KIKUCHI; OLIVEIRA, 2008).

Os valores de pH da &gua do recifes de Cabo Branco-PB apresentaram um carater
alcalino, variando de 7,99 a 10,24 durante o periodo de estudo, com uma média anual de
9,2 (Figura 10 e Tabela 1).
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Figura 10. Os valores de pH da agua dos recifes de corais de Cabo Branco no periodo de outubro de
2011 a setembro de 2012.

Segundo Zirino et al. (1986) o pH das aguas oceanicas esta em torno de 8,23 a
25°C, sob a pressdo de 1 atm e salinidade entre 34-36 ppt, isso na auséncia de processos
biol6gicos. A Resolucdo 357/05 do Conama estabelece que em aguas salinas da classe | o
pH deve ser em torno de 8,5 sem mudanca maior do que 0,2 unidades (BRASIL, 2005).

A acidificagdo da agua diminui o estado de saturacdo da calcita e da aragonita,
enquanto que o pH alcalino ndo prejudica os processo de calcificacdo dos esqueletos

(esqueletogénese), assim ndo retarda o crescimento dos escleractineos, caso contrario
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acarretaria grande impacto ambiental, j& que o0s escleractineos sdo extremamente
importantes para formacéo dos recifes de coral (FINE; TCHERNOV 2007; ANTHONY et al.,
2008; MARUBINI et al. 2008; DONEY et al. 2009).

Em um estudo realizado por Makkaveev (2009) no norte do Mar Caspio foram
encontrados valores de pH superiores a 9. Por ser uma area protegida, descartou-se como
causa desse aumento a poluigdo antropica, levando a concluir que o fator responséavel pelo
elevado pH seria a intensa atividade fotossintética. Os recifes de corais também séo
ambientes com alta atividade fotossintética devido a um rico plancton fotossintetizante, fato
que pode contribuir para os elevados valores de pH nas aguas dos recifes de corais de
Cabo Branco.

A salinidade de agua dos recifes de Cabo Branco apresentou uma média anual de
33,73 (Tabela 1). Todas as medicdes de salinidade realizadas na &agua dos recifes

apresentaram valores superiores a 30, como exposto na Figura 11.

Salinidade
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Figura 11. Salinidade da agua dos recifes de corais de Cabo Branco no periodo de outubro de 2011
a setembro de 2012.

s

A manutengdo do nivel de salinidade é importante, pois segundo Coles e Jokiel
(1978), caso venha ter uma elevacdo na temperatura, por um curto prazo, o coral resistira se
o nivel ideal de salinidade for mantido sem sofrer quedas.

Xiubao et al. (2009), evidenciou que a espécie de coral Galaxea fasciculares,
pertencente & ordem Scleractinia mostrou-se adaptado aos efeitos de baixa salinidade
combinado com temperatura elevada, isso devido a complexos mecanismos de adaptacéo,

0S quais permitem que certas espécies resistam a fatores de estresses combinados.
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Em um estudo realizado com o escleractineo Stylophora pistillata coletado da
Grande Barreira de Coral da Austrdlia, foi mostrado que a baixa salinidade pode por si sO
provocar alguns sintomas antes atribuidos as anomalias da temperatura, pois os efeitos
osmaoticos ocasionados pela diminuicdo da salinidade podem reduzir a eficiéncia da
fotossintese das zooxantelas levando ao branqueamento (KERSWELL; JONES, 2003).

O valor médio de oxigénio dissolvido na agua dos recifes de Cabo Branco foi de 6,6
mg/L, com os valores maximo e minimo de 12,54 mg/L no més de fevereiro/2012 e 3,10
mg/L em setembro/2012, respectivamente (Figura 12 e Tabela 1). Segundo a Resolugéo
357/05 do Conama, a concentracdo de OD em qualquer amostra de agua salgada destinada
a protecdo das comunidades aquéticas néo deve ser inferior a 6mg/L de oxigénio (BRASIL,
2005). Dentre dos valores de OD obtidos neste trabalho 50% foram acima do limite

estabelecido pela resolugéo (Figura 12).
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Figura 12. Oxigénio dissolvido da agua dos recifes de corais de Cabo Branco no periodo de outubro
de 2011 a setembro de 2012.

O agente oxidante primordial em &guas naturais é o oxigénio dissolvido (OD) que
provem da atmosfera e da fotossintese, porém o seu consumo é causado pela respiracao,
perdas para atmosfera e oxidagdo da matéria organica (BAIRD, 2002), sendo um elemento
indispensavel para manutencédo da vida aquética.

Conforme Fiorucci e Benedetti Filho (2005), a temperatura bem como a salinidade
influenciam na capacidade da agua dissolver oxigénio; a solubilidade do oxigénio na agua

diminui com o aumento da temperatura e com 0 aumento da salinidade.
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No periodo de estudo o més de janeiro/2012 foi o qual apresentou a maior
temperatura (29,84°C), um dos valores mais altos da salinidade (35,06) e mais baixos da
concentracao de OD (3,39 mg/L) (Tabela 1).

A turbidez é causada devido as particulas que se encontram em suspensdo na
coluna de 4gua, nessas particulas também estéo inclusos os microrganismos e particulas no
estado coloidal. Com a medicdo da turbidez podemos calcular o nivel de interferéncia que o
feixe de luz sofre ao passar pela &gua (SPERLING, 2005).

A turbidez da agua dos recifes de Cabo Branco apresentou grande variacdo, com 0s
valores de 0 a 47,78 UNT (Figura 13 e Tabela 1).

Abrahamas e Kattenfeld (1997) afirmam que grande a turbidez da &gua sofre
influéncia dos sedimentos em suspenséo, do nivel de proliferagéo das algas e da ag¢éo dos

ventos sobre o0 material em suspensao.
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Figura 13. Turbidez da 4gua dos recifes de corais de Cabo Branco no periodo de outubro de 2011 a
setembro de 2012.

A disponibilidade de luz para os corais depende da profundidade, marés, turbidez e
padrdo de irradiacdo na superficie da agua (KLEYPAS, 1996; MUMBY et al., 2001; van
DUIN et al., 2001; ANTHONY; CONNOLLY, 2004; BROWNE; SMITHERS; PERRY, 2012).
Caso nivel de luz que incide sobre a superficie da agua diminua, a energia disponivel para
0s corais também diminui, ja que estes dependem dos simbiontes fotossintetizantes que
necessitam de uma quantidade minima de luz para realizar processos fisiolégicos.

Anthony e Fabricius (2000) concluiram em seu estudo com duas espécies de corais
escleractineos simbiontes: Goniastrea retiformis e Porites cylindrica, que diferentes espécies
tém respostas diferentes em relacdo a diminui¢cdo do nivel de luz e o aumento da turvacao,

o coral G. retiformis possui uma maior capacidade de fotoaclimatacdo devido a
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compensacao heterotrofica, ou seja, em ambientes com menos luz e mais turvo, essa
espécie consegue usar as particulas em suspensdo como fonte de alimento e assim
completar o déficit na fotossintese, jA a espécie P. cylindrica ndo possui a mesma
plasticidade e consequentemente sofre redugéo de crescimento.

Agua da praia de Cabo Branco
O monitoramento dos parametros fisico-quimicos realizados na praia do Cabo
Branco tiveram de modo geral médias proximas aos encontrados nos recifes de corais, as

mais divergentes foram as médias de oxigénio dissolvido e de turbidez.

Tabela 2. Média, mediana, minima e méaxima dos parametros fisico-quimicos medidos na agua da
praia do Cabo Branco-PB.

Média Desvio Mediana Min - Max
padrédo
Temperatura (°C) 29,3 11 29,7 27,4 -30,9
pH 9,0 0,4 9,0 8,5-9,7
Salinidade 33,5 11 33,5 31,5-35,0
Oxigénio dissolvido OD (mg/L) 5,7 2,6 5,6 2,3-11,2
Turbidez (UNT) 152,0 92,1 121,3 44,8 — 353,6

A temperatura média na praia de Cabo Branco foi de 29,3°C, ndo tendo uma
diferenca consideravel quando comparada com a temperatura média dos recifes que foi de
28,6°C (Tabelas 1 e 2).

Os valores médios de pH da agua da praia e dos recifes foram semelhantes, 9,0 e
9,2, respectivamente. A salinidade de agua nos dois locais analisados também nao
apresentou diferencas (Tabelas 1 e 2).

Nas medicdes de oxigénio dissolvido, a &gua da praia sempre apresentou a
concentracao de oxigénio dissolvido menor do que a agua dos recifes de corais (Figura 12 e
Anexo A). Na metade dos meses a concentracdo de OD foi superior a 6,0 mg/L, estando
dentro das normas da Resolucdo 357/05 do Conama para aguas salinas da classe |
(BRASIL, 2005).

A turbidez foi o parametro que apresentou maior disparidade quando comparadas as
medicdes da agua dos recifes com a agua da praia. Ao longo da pesquisa a turbidez foi bem
maior na agua da praia de Cabo Branco do que na agua dos recifes, sendo que os valores
médios foram de 152 e de 10,65 UNT nos dois locais, respectivamente (Figura 13, Anexo A

e Tabelas 1 e 2). O aumento da turbidez da &gua na praia de Cabo Branco ocorreu
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provavelmente devido a maior quantidade do material ressuspenso na agua resultante do

desgaste da falésia de Cabo Branco, bem como proveniente do sedimento.

4.2 CARACTERIZAGAO BACTERIOLOGICA DA AGUA DO MAR

4.2.1 Coliformes e Enterococos

Segundo o critério estabelecido pela resolugdo do CONAMA 274/00, as praias sao
classificadas quanto a balneabilidade, nas categorias prépria e impropria, de acordo com a
densidade de bactérias fecais (BRASIL, 2000). Entre as aguas consideradas préprias ha
uma subdivisdo de categoria em: excelente (presenca de 250 de coliformes termotolerantes
ou 200 do tipo E. coli ou 25 enterococos presentes em 100 mL de agua); muito boa (500
coliformes termotolerantes ou 400 E. coli ou 50 Enterococos); e por ultimo a categoria
satisfatéria (1.000 de coliformes termotolerantes ou 800 de E. coli ou 100 de Enterococos
presentes em 1000 mL de agua). Porém para as aguas serem consideradas improprias 0s
valores das densidades bacteriolégicas de coliformes devem apresentar-se superiores a
2.500 coliformes termotolerantes ou 2.000 E. coli ou 400 Enterococos em 100 mL de agua.

De acordo com as andlises realizadas, as aguas coletadas nos recifes de Cabo
Branco podem ser consideradas proprias para balneabilidade, pois apresentaram valores
bem inferiores a 2500 coliformes termotolerantes em 100 mL de agua e inferiores a 400
enterococos em 100ml de agua (Tabela 3). Os meses de margco e agosto apresentaram a
maior quantidade de coliformes termotolerantes, ambos com 43 NMP/100mL, e o més de
fevereiro a maior quantidade de enterocoscos, 75 NMP/100mL (Tabela 3). Apesar de
presuntivamente ter sido encontrada a presenca de enterococos em todos os meses
coletados em apenas dois (fevereiro/12 e junho/12) foram confirmada sua presenca
(Tabelas 3 e 4).

Com relagéo a presenca de E. coli na 4gua do recife de Cabo Branco, dentre as doze
amostras coletadas cinco foram positivas (Tabela 4).0s resultados obtidos indicam que a
presenca de coliformes fecais na dgua dos recifes de corais do Cabo Branco esta em niveis
baixos caracterizando assim uma agua de baixa contaminacdo fecal ndo chegando a
prejudicar a salubridade do ambiente (Tabelas 3 e 4).

Ao correlacionar as contagens de coliformes termotolerantes nas amostras de agua
dos recifes de Cabo Branco com os parametros fisico-quimicos analisados, foi evidenciada

uma forte correlacdo positiva com a turbidez de agua (r > 0,7, p < 0,05).
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Tabela 3. Densidade de coliformes totais, coliformes termotolerantes e de enterococos na agua dos
recifes de Cabo Branco.

Coliformes Enterococos
Més (NMP/100mL) (NMP/100mL)
Totais Termotolerantes

Outubro/2011 <3 <3 <30
Novembro/ 2011 <3 <3 <30
Dezembro/2011 <3 <3 <30
Janeiro/ 2012 <3 <3 <30
Fevereiro/ 2012 4.300 15 75
Marco/ 2012 43 43 <3
Abril / 2012 3,6 <3 <3
Maio/ 2012 15 9,2 <3
Junho/ 2012 3,6 <3 43
Julho/ 2012 9,2 <3 <3
Agosto/ 2012 93 43 <3
Setembro/2012 15 9,2 <3

Tabela 4. Ocorréncia de Escherichia coli e de enterococos na agua dos recifes de Cabo Branco.

Més E. coli Enterococos
Outubro/ 2011 - -
Novembro/ 2011 - -
Dezembro/2011 - -
Janeiro/ 2012 - -
Fevereiro/ 2012 + (1 mL)? + (1 mL)
Marco/ 2012 + (1 mL) -
Abril / 2012 - -
Maio/ 2012 + (10 mL) -
Junho/ 2012 - + (1 mL)
Julho/ 2012 - -
Agosto/ 2012 + (1 mL) -
Setembro/2012 + (10 mL) -

+/- = presenga/auséncia
= in6culo direto

De acordo com as analises realizadas, a agua da praia de Cabo Branco apenas no
més de marco apresentou niveis de indicadores microbiolégicos superiores ao nivel

recomendado pela legislacdo brasileira. Com relacdo a densidade de coliformes
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termotolerantes nenhuma amostra de agua apresentou o valor maior do que a 2500
coliformes termotolerantes em cada 100 mL de &gua, porém a densidades de enterococos
fecais ultrapassou o limite de 400 enterococos por 100 mL, chegando a atingir 1.100
enterococos por 100 ml no més de marco, classificando a dgua impropria para o banho
neste periodo (Tabela 5). O maior nimero de coliformes termotolerantes na 4gua da praia
de Cabo Branco foi observado no més de marc¢o, semelhante a 4gua dos recifes, sendo que
a quantidade de coliformes da dgua da praia foi cerca de 6 vezes maior que observada nos
recifes de corais, 43 NMP/100 mL e 240 NMP/100 mL respectivamente (Tabela 3 e 5).

Assim como ocorreu com a agua dos recifes, todos 0s meses apresentaram
presuntivamente enterococos, contudo a presenca foi confirmada em cinco meses:
fevereiro, marco, junho, agosto e setembro de 2012 (Tabelas 5 e 6).

Quanto a presenga de E. coli na dgua da praia do Cabo Branco foi observado que
nove amostras foram positivas (Tabela 6). As amostras de agua coletadas nos meses de
fevereiro, margo, junho, agosto e setembro de 2012 apresentaram os dois indicadores da
contaminacgao fecal simultaneamente, E. coli e enterococos (Tabela 6).

A turbidez foi a variavel ambiental que mostrou forte correlagdo positiva com a
densidade de coliformes termotolerantes e enterococos (r > 0,7, p < 0,05) da 4gua da praia
de Cabo Branco.

Tabela 5. Densidade de coliformes totais, coliformes termotolerantes e de enterococos na agua da
praia de Cabo Branco.

Coliformes Enterococos
Més (NMP/100 mL) (NMP/100 mL)
Totais Termotolerantes
Outubro/2011 23 <3 <30
Novembro/ 2011 23 23 <30
Dezembro/2011 <3 <3 <30
Janeiro/ 2012 43 43 <30
Fevereiro/ 2012 2300 150 15
Marco/ 2012 1100 240 1100
Abril / 2012 9,2 9,2 <3
Maio/ 2012 43 43 <3
Junho/ 2012 240 9,2 93
Julho/ 2012 240 <3 <3
Agosto/ 2012 460 15 9,2

Setembro/2012 43 43 3,6
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Tabela 6. Ocorréncia de Escherichia coli e de enterococos na agua da praia de Cabo Branco.

Més E. coli Enterococos
Outubro/ 2011 - -
Novembro/ 2011 + (10 mL)? -
Dezembro/2011 - -
Janeiro/ 2012 + (10 mL) -
Fevereiro/ 2012 + (10 mL) + (1 mL)
Margo/ 2012 +(1mL) + (10" mL)
Abril / 2012 + (10 mL) -
Maio/ 2012 + (1 mL) -
Junho/ 2012 + (10 mL) + (1 mL)
Julho/ 2012 - -
Agosto/ 2012 + (10 mL) + (10 mL)
Setembro/2012 + (10 mL) + (10 mL)

+/- = presenca/auséncia
®= indculo direto

Os resultados mostram que a agua da praia do Cabo Branco apresentou o grau de
contaminacao fecal maior do que os recifes de Cabo Branco, onde a presenca de E. coli e
enterococos simultaneamente, foi registrada apenas em fevereiro de 2012 (Tabela 4).

Estes dados evidenciam que agua do Rio Cabelo ndo apresentou ser um fator
decisivo na contaminacgéo fecal do ambiente marinho analisado, uma vez que os recifes que
estdo localizados em distancia préxima da desagua do Rio e apresentaram menor
contaminacado fecal que a 4gua da praia distante aproximadamente de 10 km dos recifes.
Ainda sim que de forma geral os locais analisados tenham sido considerados préprios para
a balneabilidade, foram encontrados contaminantes fecais mostrando que, principalmente a

praia tenha outras fontes de contaminagéo.

4.2.2 Bactérias heterotrdficas totais e Vibrio spp.

Os valores da densidade de bactérias totais nas amostras de agua dos recifes de
Cabo Branco variaram de 2,33 x10% a 5,36 x 10* UFC/mL (Tabela 7). As contagens de Vibrio
spp. apresentaram uma variacdo maior ao longo do periodo de estudo (10,00 — 1,14 x 10*
UFC/mL) (Tabela 7).

Os valores da densidade de bactérias heterotréficas totais e de Vibrio spp. nas
amostras de 4gua dos recifes de Cabo Branco foram significativamente maiores nos meses

de janeiro e fevereiro de 2012 (p < 0,05), sendo que as contagens de Vibrio spp. foram
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significativamente maiores também em dezembro de 2011. N&o foi evidenciada diferenca
significativa entre os periodos seco e chuvoso (teste de Tukey, p > 0,05) nas contagens de
bactérias totais e Vibrio spp. na agua dos recifes de Cabo Branco.

As amostras de Aagua coletadas na praia de Cabo Branco apresentaram as
contagens de bactérias totais na faixa de 3,00 x 10> UFC/mL a 1,23 x 10° UFC/mL, e de
Vibrio spp. de 15,00 a 5,37 x 10° UFC/mL (Tabela 7). Densidade de bactérias heterotréficas
totais e de Vibrio spp. nas amostras da agua da praia de Cabo Branco foi significativamente
maior nos meses de dezembro de 2011, janeiro e fevereiro de 2012 (p < 0,05). As bactérias
totais apresentaram contagens significativamente maiores também em margo e maio de
2012. Foi constatada diferenca significativa entre os periodos seco e chuvoso (teste de
Tukey, p > 0,05) apenas para as contagens de Vibrio spp. ha agua da praia de Cabo

Branco, apresentando valores maiores no periodo seco.

Tabela 7. Densidade de bactérias heterotréficas totais e Vibrio spp. em amostras de agua coletadas
dos recifes e da praia de Cabo Branco.

Més Estacdo Bactérias Bactérias
heterotréficas ~ Vibrio spp.  heterotréficas  Vibrio spp.
totais (UFC/mL) totais (UFC/mL)
(UFC/mL) (UFC/mL)
Recifes
Outubro/2011 Seca 1,20 x 108 1,33 x 10 3,00 x 102 1,50 x 10
Novembro/2011 Seca 6,03 x 103 1,13 x 102 2,13 x 108 1,66 x 102
Dezembro/2011 Seca 2,30 x 103 2,56 x 102 1,23 X 10° 4,26 x 103
Janeiro/2012 Seca 5,36 x 10* 1,14 x 10* 3,30 x 10* 5,37 x 103
Fevereiro/2012 Seca 2,86 x 10* 1,35 x 103 2,57 x 10* 2,75 x 108
Marco/2012 Seca 3,33 x 103 1,76 x 102 6,06 x 10* 1,35 x 10°
Abril/2012 Seca 2,33 x 102 4,00x 10 8,33 x 103 1,16 x 102
Maio/2012 Chuvosa 3,66 x 103 1,5 x 102 2,73 x 10* 3,7 x 102
Junho/2012 Chuvosa 1,53 x 103 3,66 x 10 4,16 x 103 8,33x 10
Julho/2012 Chuvosa 1,36 x 103 2,8 x 102 3,93 x 103 N.D.
Agosto/2012 Seca 5,56 x 103 1x10 8,66 x 103 5,5x 10
Setembro/2012 Seca 1,60 x 10* N.D. 1,00 x 10* 5,26 x 102

N.D. — Nao Determinado

Os meses de dezembro, janeiro e fevereiro representam o periodo da maior
atividade turistica na regido e aumento do nimero de banhistas nas praias, bem como a
estacdo com baixo indice de chuvas e temperaturas mais altas. Todos esses fatores podem

contribuir para o aumento significativo de densidade de bactérias totais e de Vibrio spp. na
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adgua do mar observado nos meses de verdo no presente estudo. Resultados semelhantes
foram encontrados em uma pesquisa realizada na 4gua do mar Mar Picolo de Taranto, onde
foi observada uma alta densidade de bactérias totais heterotréficas principalmente durante o
verdo (CAVALLO et al., 1999). Em outra pesquisa na zona costeira do Mar Adriatico as
maiores densidade de Vibrio spp. ocorreram durante oS meses mais quentes assim como
ocorreu com a agua da praia de Cabo Branco (MONTANARI et al., 1999).

Quando correlacionado os parametros fisico-quimicos com a densidade de bactérias
heterotroficas totais e com Vibrio spp., ambos da 4gua dos recifes de Cabo Branco, o pH e
oxigénio dissolvido foram os Unicos dos parametros que mostraram forte correlagéo positiva
com a densidade de bactérias heterotroficas totais (r > 0,7, p < 0,05). J& na correlagéo das
variaveis ambientais e microbiolégicas da dgua da praia de Cabo Branco, o pH mostrou forte

correlagéo positiva com a densidade de Vibrio spp. (r > 0,7, p < 0,05).

4.3 DENSIDADE DE BACTERIAS NO TECIDO DE Siderastrea stellata.

Nos anos 2005 e 2007-2008 foram observadas mudancas sazonais na pigmentacao
das colbnias de S. stellata durante eventos de branqueamento nos recifes costeiros de Cabo
Branco e outros locais do Nordeste do Brasil, 0s quais se caracterizaram pelo surgimento de
colbnias pdlidas, as quais se tornavam palidas-roxas e, em seguida, roxas, permanecendo
desta forma geralmente durante os meses da estacao chuvosa (Sassi et al., 2013).

Entretanto, monitoramento da saude de coldnias de S. stellata nos recifes do Cabo
Branco-PB durante o periodo de setembro/2011 a maio/2012 realizado por Farias, Sassi e
Costa (2012) mostrou que ndo houve o aparecimento de colbnias roxas no periodo
estudado.

No presente trabalho as colbnias sadias (pigmentacdo marrom) de S. stellata foram
coletadas e analisadas durante seis meses e as coldnias roxas foram observadas apenas no
més de junho de 2011, sendo assim a colbnia roxa foi analisada apenas neste més (Tabela
8).

Os corais produzem um muco bastante nutritivo ao redor de seu tecido, tornando
esse ambiente propicio para o crescimento de microrganismos e permitindo uma maior
colonizacdo por bactérias (BROWN; BYTHELL, 2005). As contagens de bactérias
heterotréficas totais do tecido das colbnias sadias foram bastante altas, variando de 2,27 x
10* UFC/cm? a 6,88 x 10° UFC/cm?. Enquanto que a densidade de Vibrio spp. oscilou entre
7,28x10t UFC/cm? e 2,7x10* UFC/cm? sendo que no més de agosto ndo foram detectadas

bactérias desse género (Tabela 8).



46

O tecido extraido da colbnia roxa de S. stellata apresentou um maior nimero de
bactérias totais e principalmente de Vibrio spp. em relacdo a coldnia sadia coletada no
mesmo periodo (Tabela 8). Segundo varios autores as bactérias pertencentes ao género
Vibrio, quando presentes no tecido do coral podem causar ou estar associadas a
prevaléncia de diversas doencas, além de serem capazes de diminuir as propriedades
benéficas das zooxantelas durante o branqueamento (KUSHMARO et al, 2001;
ROSENBERG; BEN-HAIM,2002; CERVINO et al., 2004; GIL-AGUDELO; SMITH; WEIL,

2006; RITCHIE, 2006; SUSSMAN et al., 2008).

Tabela 8. Densidade de bactérias totais heterotréficas e Vibrio spp. no tecido de S. stellata sadia e
roxa.

Més Estacdo Siderastrea stellata
SADIA ROXA (UFC/cm2)
Bactérias Vibrio s Bactérias
heterotroficas (UFC lcmgf " heterotréficas Vibrio spp.
totais totais (UFC/cm?)
(UFC/cm?) (UFC/cm?)
Junho/2011 Chuvosa 3,79x10* 3,46x10° 2,61x10° 8,58x10*
Novembro/2011 Seca 3,01x10° 2,70x10* - -
Janeiro/2012 Seca 3,92x10* 7,28x10! - -
Junho/2012 Chuvosa 2,13x10° 7,83x102 - -
Julho/2012 Chuvosa 6,88x10° 8,96x102 - -
Agosto/2012 Seca 2,27x10* N.D. - -
Setembro/2012 Seca 3,12x10° 5,00x103 - -

N.D. — Nao Determinado

Em uma pesquisa realizada com os corais Pachyseris speciosa, espécies de
Acropora (A. cytherea, A. hyacinthus e A. clathrata) e em Montipora aequituberculata
observou-se que a densidade de bactérias cultivhveis associadas aos corais foi
significativamente maior nas colénias afetadas pela White Syndrome do que nas colbnias
sadias; a densidade de bactérias nas col6nias doentes foi 20 vezes maior em relacao as
sadias (SUSSMAN et al., 2008) . As contagens de Vibrio spp. ho meio seletivo 4gar TCBS
foram expressivamente maiores para as colénias doentes sugerindo assim uma possivel
relacdo entre a densidade de Vibrio spp. e a doenca White Syndrome dos corais
(SUSSMAN et al., 2008).
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4.4 DIVERSIDADE DE BACTERIAS ASSOCIADAS AO CORAL Siderastrea stellata.

Foram isoladas 80 linhagens de bactérias do tecido de S. stellata, sendo que 40
linhagens foram obtidas da col6nia sadia e 40 da colonia com pigmentacdo roxa. Todas as
linhagens analisadas foram Gram-negativas.

Os DNAs gendmicos extraidos das 80 linhagens bacterianas apresentaram um
rendimento que variou de 62 ng/pl a 3096 ng/pl e com alto grau de pureza (OD,gg.250 €Ntre
1,6 — 2,0). Com a amplificacdo do gene RNAr 16S obteve-se fragmentos de 1500 pb de
tamanho, porém apenas 71 amostras (38 amostras isolados do coral sadio e 33 do coral
roxo) apresentaram a amplificacdo satisfatdria e foram submetidas ao sequenciamento
(Figura 14).

M GS1 GS2 GS3 GR1 GR3 GR4 GR5

1500pb

Figura 14. Produtos da amplificacdo do gene RNAr 16S de algumas linhagens isoladas do tecido de
S. stellata. M - Marcador do peso molecular 100pb; GS_ e GR_ — linhagens isoladas da colbnia sadia

e roxa, respectivamente.

As 71 sequéncias parciais do gene RNAr 16S foram analisadas no BLAST e exibiram
uma similaridade igual ou maior a 97% com as sequéncias do gene RNAr 16S depositadas
no banco de dados GenBank (Tabela 9). Todas as linhagens isoladas e identificadas s&o
representantes de duas das Classes do filo Protebactéria: Alfa-proteobactéria e Gama-
proteobactéria, distribuidos em 6 familias (Alteromonadacea, Holomonadaceae,
Pseudoalteromonadaceae, Rhodobacteraceae, Rhodospirillaceae e Vibrionaceae) e 11
géneros (Citricella, Labrenzia, Pelagibaca, Thalassospira, Alteronomas, Cobetia, Glaciecola,

Halomonas, Marinobacter, Pseudoalteromonas e Vibrio).
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Tabela 9. Identificac@o das linhagens isoladas do tecido da colénia sadia e roxa do coral S.stellata dos recifes de Cabo Branco, Jodo Pessoa-PB baseada nas andlises do
BLAST das sequéncias de RNAr 16S.

Classe Linhagem Alinhamento mais significativo e semelhanca com a
sequencia do gene 16S rRNA (%)

Alfa-proteobactéria

GS27 Citreicella thiooxidans CHLG1 (99%)

GS10 Labrenzia alba CECT5094 (99%)

GS19 Pelagibaca bermudensis HTCC2601 (99%)

GR14, GR16, GR19, GR20, GR29, GR30, GR32, GR40 Thalassospira profundimaris WP0211(97-99%)

GR0O4 Thalassopira xiamenesis M-5 (97%)
Gama-proteobactéria

GR35 Alteromonas macleodii Balearic Sea AD45 (97%)

GR0O3 Alteromonas marina SW-47 (98%)

GS07, GS12, GS39 Cobetia marina DSM 4741 (98%)

GSO01, GS28 Glaciecola agarilytica NO2 (99%)

GS04 Halomonas nitroreducens 11S (98%)

GS06, GS09, GS14, GS17, GS24, GS29, GS30, GS31, GS32, GS40 Halomonas saccharevitans AJ275 (97-99%)

GS08, GS25, GS 36 Halomonas shengliensis SL014B-85 (97%)

GS16, GR24 Marinobacter aquaeolei VT8 (99%)

GS02, GS03, GS05, GS20, GS21, GS22, GS26, GS34, GS35, GS37 Pseudoalteromonas arctica A 37-1-2 (98-99%)

GS11, GS13 Pseudoalteromonas distincta KMM638 (99%)

GR26 Pseudoalteromonas flavipulchra NCIMB2033 (98%)

GS33 Pseudoalteromonas nigrifaciens NCIMB8614 (100%)

GS18, GS23 Pseudoalteromonas paragorgicola KMM3548 (99-100%)

GR12 Pseudoalteromonas prydzensis MB8-11 (98%)

GRO01, GR06, GR08, GR15, GR17, GR21, GR23, GR25, GR27, GR39 Vibrio harveyi NCIMB 1280 (98-99%)

GRO05, GR07, GR11, GR31, GR33, GR37, GR38 Vibrio rotiferianus LMG21460 (97-99%)

GR22 Vibrio sinaloensis CAIM797 (98%)

GR0O9 Vibrio tubiashii Milford 74 (99%)

GS: linhagens isoladas da coldnia sadia de S. stellata
GR: linhagens isoladas da colbnia roxa de S. stellata
As linhagens estéo representadas nas Figuras 17 (GS_) e 18 (GR_).
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As bactérias isoladas de S. stellata sadia e roxa pertenceram as classes Alfa-
proteobactéria (17%) e Gama-proteobactéria (83%) (Tabela 9), sendo que a variedade dos
géneros de bactérias foi bastante distinta entre os isolados da colénia sadia e roxa. A
microbiota associada aos corais € dinamica, autorregulada e tem a capacidade de evitar a
colonizacao de bactérias patogénicas (MOUCHKA; HEWSON; HARVELL, 2010).

Rohwer et al., (2002) e Bourne e Munn, (2005) relataram que as bactérias isoladas
dos corais sdo geralmente representadas por classes Alfa-proteobactéria e Gama-
proteobactéria. Na classe Alfa-proteobactéria estdo as espécies de bactérias que
conseguem sobreviver com baixos niveis de nutrientes e que podem provocar doengas nos
corais, isto ja foi observado, por exemplo, em trabalhos realizados com corais do género
Flavia atingida por black band disease no Mar Vermelho e com colbnias infectadas da
espécie S. stellata no Caribe. Ja as Gama-protoebectérias compdem o0 maior subgrupo em
variedade de tipos fisiolégicos e o segundo mais rico em géneros perdendo apenas para o
filo Firmicutes, também possui bactérias relacionadas com branqueamento e com outras
doencas que acometem os corais (SEKAR et al., 2006; BARNEAH et al., 2007; SUNAGAWA
et al, 2009; LINS-DE-BARROS et al., 2010; WILLIAMS et al, 2010; TORTORA; FUNKE;
CASE, 2012).

Entre as linhagens de bactérias do coral sadio, 39% dos isolados pertenceram ao
género Pseudoalteromonas, 37% ao género Halomonas, 7,9% ao género Cobetia, 5,2% ao
género Glaciecola e 10,4% distribuidas entre os géneros: Citreicela, Labrenzia,
Marinobacter e Pelagibaca, tendo cada um dos géneros com 2,6% de representatividade
(Figura 15).

O género Pseudoalteromonas surgiu a partir de uma subdivisdo das Alteromonas,
sendo composto por 30 espécies de bactérias marinhas gram-negativas, aerobicas,
altamente capacitadas para sobreviver em ambientes pobres de nutrientes (GAUTHIER;
GAUTHIER; CHRISTEN, 1995; IVANOVA et al., 2003; IVANOVA et al., 2004).

Estudo realizado por Shnit-Orland, Sivan e Ariel Kushmaro (2012), onde isolaram
Pseudoalteromonas de véarias espécies de corais e concluiram que essas bactérias
secretam compostos ativos que apresentam atividade bactericida contra potenciais
patdégenos bacterianos Gram-positivos de corais exercendo um papel fundamental na
defesa e conservagdo das coldnias de corais.

As linhagens do género Pseudoalteromonas foram encontradas também entre as
bactérias isoladas da col6nia roxa de S. stellata, mas apenas 6% dos isolados pertenceram
a esse género (Figura 16).

O género Halomonas pertencente a classe de Gama-proteobactérias € representado

por bastonetes gram-negativos, haldfilas e/ou halotolerantes, sendo isoladas
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frequentemente de locais com alta concentracdo de sal (DOBSON; McMEEKIN; FRANZMA,
1993).

m Citreicela

m Cobetia

m Glaciecola

® Halomonas

= Labrenzia
Marinobacter

Pelagibaca

Pseudoalteromonas

Figura 15. Percentual dos géneros das linhagens de bactérias isoladas da colénia sadia do coral
S. stellata.

Das linhagens isoladas do coral roxo 58% foram identificadas como pertencentes ao
género Vibrio, enquanto que as bactérias desse género ndo foram observadas entre as
linhagens isoladas do coral sadio (Figuras 15 e 16). Segundo género mais representativo
entre os isolados da col6nia roxa de S. stellata foi Thalassospira com 27,3% (Figura 16).
Entre as bactérias isoladas da colb6nia roxa foram observadas também os géneros
Alteromonas (6%), Pseudoalteromonas (6%) e Marinobacter (3%) (Figura 16).

Vibrio é um género da ordem Vibronales pertencente a classe Gama-proteobactéria.
Os membros dessa ordem sdo gram-negativos aerébios facultativos e sao classificados
morfologicamente como bastonetes, muitas vezes, ligeiramente curvos e comumente
encontrados em ambientes aquaticos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

O género Vibrio apresenta espécies potencialmente virulentas para os corais (ALVES
et al., 2010), como o caso do Vibrio shiloi, 0 agente causador do branqueamento na espécie
Oculina patagonica do Mar Mediterraneo (RESHEF et al., 2006). Os Vibrios estdo
associados as doencas de corais por ser um grupo bacteriano que tem sua proliferagéo
favorecida pelo aumento da temperatura. Este fator pode provocar a expulsdo dos
simbiontes dos corais enfraquecendo o coral e deixando-o0 mais suscetivel ao aparecimento
de doencas (RITCHIE 2006; BOURNE et al., 2008). Apesar de varias espécies de Vibrio,
como V. alginolyticus, V. harveyi, V. campbellii, V. parahaemolyticus estarem relacionados
com as doencas de corais, essas espécies sao também importantes fixadores de nitrogénio
(Ny), o que pode ter um efeito positivo sobre o coral (CHIMETTO et al., 2008).

Thalassospira (Classe Alfa-proteobactéria), etimologicamente significa organismo

marinho de forma espiral, ou seja, as bactérias desse género sdo aerbbicas estritamente
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marinhas e haldéfilas, além de serem capazes de viver em ambientes pobres em nutrientes e
(LOPEZ-LOPEZ et al., 2002).

B Alteromonas

= Marinobacter

B Pseudoalteromonas
B Thalassospira

= Vibrio

Figura 16. Percentual dos géneros das linhagens de bactérias isoladas da col6nia roxa do coral S.
stellata.

Das 13 linhagens representativas do coral sadio usadas na construcdo da arvore,
nove espécies pertencem as Gama-proteobactéria enquanto apenas trés sdo Alfa-
proteobactéria (Figura 17). Pseudoalteromonas arctica e Halomonas saccharevitans foram
as espécies mais frequentes dentre os isolados do coral sadio, sendo que cada espécie foi
representada por 10 linhagens.

Pseudoalteromonas arctica, isolada pela primeira vez do mar Artico, € uma bactéria
gram-negativa com forma de bastbes curtos e flagelados, aerébia, com temperatura de
crescimento entre 4 e 25°C (KHUDARY et al., 2008).

As espécies do género Halomonas, pertencente a classe de Gama-proteobactéria
foram isoladas de diversos ambientes salinos tais como lagos, areia e solos, ambientes
marinhos, animais, etc. (Xu et al, 2007). Halomonas saccharevitans € uma espécie de cocos
gram-negativos, moveis e aerobios (Xu et al., 2007).

Dentre as 11 linhagens representativas do coral roxo utilizadas na construgédo da
arvore, nove pertenceram a classe Gama-proteobactéria e duas a classe Alfa-proteobactéria
(Figura 18) e da totalidade dos isolados do coral roxo (33 linhagens) 10 apresentaram
similaridade >97% com a espécie Vibrio harveyi. O Vibrio harveyi € um micro-organismo
marinho, gram-negativo que se movimenta utilizando flagelo, anaerobio facultativo e
bioluminescente. E uma espécie patogénica de animais marinhos, sejam eles vertebrados
ou invertebrados, como peixes e corais, conhecida por atacar criacdes de camarfes
economicamente importantes na Asia e na América do Sul (AUSTIN; ZHANG, 2006;
OWENS et al., 2006). Segundo Dinsdale et al. (2008), Vibrios spp. sob condicGes de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=394751
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estresse podem passar a atuar como patégenos oportunistas competindo com as espécies

de bactérias presentes normalmente no muco do coral.
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Figura 17. Arvore filogenética de bactérias isoladas da colonia sadia de S. stellata dos recifes de
corais de Cabo Branco, Jodo Pessoa-PB, baseada nas sequéncias do gene RNAr 16S. A arvore
filogenética foi construida por meio do Maximum Likelihood Method baseado no modelo Kimura 2.
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Figura 18. Arvore filogenética de bactérias isoladas da coldnia roxa de S. stellata dos recifes de
corais de Cabo Branco, Jodo Pessoa-PB, baseada nas sequéncias do gene RNAr 16S. A arvore
filogenética foi construida por meio do Maximum Likelihood Method baseado no modelo Kimura 2
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5. CONCLUSOES

o Os parametros fisico-quimicos (temperatura, pH, oxigénio dissolvido e turbidez) de
agua dos recifes e da praia de Cabo Branco, Jodo Pessoa-PB, apresentaram variacées ao
longo do estudo, com maiores flutuacdes observadas para oxigénio dissolvido e turbidez.

. A 4gua dos recifes de corais do Cabo Branco, Jodo Pessoa-PB, apresentou niveis de
coliformes fecais, Escherichia coli e enterococos dentro dos padrdes recomendados pela
legislacdo brasileira caracterizando assim uma agua de baixa contaminacdo fecal n&o
chegando a prejudicar a salubridade do ambiente.

o Os meses de verdo (dezembro, janeiro e fevereiro) favoreceram o aumento da
densidade de bactérias heterotroéficas totais e Vibrio spp. na dgua do mar.

o As bactérias isoladas de Siderastrea stellata sadia e roxa pertenceram as classes
Alfa-proteobactéria e Gama-proteobactéria, apresentando grande diferenca na composi¢ao
dos géneros de bactérias entre colénia sadia e roxa.

o Maior propor¢cdo de bactérias do género Vibrio observada entre os isolados de
colénia roxa, pode sugerir sua possivel contribuicdo no processo de alteragdo de

pigmentagdo das colbnias de S. stellata.
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ANEXOS

ANEXO A - Valores dos parametros fisico-quimicos medidos na dgua da praia de Cabo Branco no
periodo de outubro/2011 a setembro/2012

Més Parémetros
Temperatura pH Salinidade  Oxigénio dissolvido Turbidez

(°C) (DO mg/L) (UNT)
Outubro/2011 30,9 8,5 34,9 2,3 180,8
Novembro/2011 30,1 9,2 33,5 6,6 1134
Dezembro/2011 29,3 8,7 33,5 7,2 75,9
Janeiro/2012 30,1 9,5 31,9 8,9 129,2
Fevereiro/2012 29,8 9,7 31,5 11,2 219,9
Margo/2012 29,9 8,9 34,4 6,0 353,6
Abril/2012 29,5 8,7 35,0 51 66,5
Maio/2012 29,7 8,8 34,8 6,4 44,8
Junho/2012 27,3 9,2 32,9 52 81,7
Julho/2012 29,0 9,2 32,6 4,1 95,5
Agosto/2012