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RESUMO

As comunidades microbianas desempenham um papel fundamental na salde do coral, e suas
alteracdes podem levar ao aparecimento de doencas. Muitas doencgas afetam os corais dos recifes em
varias partes do mundo, entretanto pouco se sabe sobre os agentes patogénicos e os fatores que
desencadeiam o processo patoldgico. Nos recifes costeiros da praia de Carapibus, Conde (Paraiba,
Brasil), uma doenca necrosante afeta o zoantideo Palythoa caribaeorum. Em virtude disso, neste
trabalho objetivou-se comparar a diversidade de bactérias cultivaveis nas amostras do tecido sadio e
necrosado coletadas da coldnia de P. caribaeorum dos recifes de Carapibus. Objetivou-se também
analisar a producdo de enzimas proteoliticas por bactérias isoladas. A densidade de bactérias
heterotréficas totais no tecido necrosado foi maior que no tecido sadio. A analise filogenética dos
isolados bacterianos realizada na base das sequencias parciais do gene RNAr 16S revelou que o maior
numero de isolados de bactérias pertenceram a classe Bacilli do filo Firmicutes (65,2%), seguida pela
classe Gama-Proteobacteria (34,7%) do filo Proteobacteria. O género Bacillus foi predominante
entre os isolados do tecido sadio de P. caribaeroum, enquanto entre as bactérias do tecido necrosado
0s géneros Bacillus e Vibrio foram dominantes. Um nimero maior de isolados pertencentes ao género
Vibrio foi encontrado no tecido necrosado (42,1%) em relacdo ao tecido sadio (9,6%) de P.
caribaeorum. Foram encontradas também as bactérias Staphylococcus sp. no tecido sadio,
Marinobacter spp. e Alteromonas spp. no tecido necrosado. Dentre os isolados do tecido sadio de P.
caribaeorum, apenas o género Bacillus apresentou a atividade proteolitica, enquanto os isolados
proteoliticos do tecido necrosado pertenceram aos géneros: Bacillus, Vibrio, Alteromonas e
Marinobacter. Os dados obtidos sugerem que as bactérias do género Vibrio e as bactérias proteoliticas
podem desempenhar um papel no desenvolvimento da doenca necrosante do zoantideo estudado.

Palavras chave: Palythoa caribaeorum. Bactérias cultivaveis. Necrose. Enzimas proteoliticas.



ABSTRACT

The microbial communities play a fundamental role in the health of coral and their changes can lead
to the onset of disease. Many diseases affect coral reefs in several parts of the world, however, little is
known about the pathogenic agents and the factors that trigger the pathological process. In coastal
reefs of Carapibus Beach of Conde (Paraiba state, Brazil), a tissue necrosis affects the zoanthid
Palythoa caribaeorum. This study aimed to compare the diversity of culturable bacteria in the samples
of healthy and necrotic tissue from the P. caribaeorum colony collected from the Carapibus reefs. The
present work aimed also to analyze the production of proteolytic enzymes by isolated bacteria. The
density of total heterotrophic bacteria in the necrotic tissue was higher than in healthy tissue of P.
caribaeorum. Phylogenetic analysis of isolated bacteria based on the partial 16S rRNA gene
sequences revealed that the majority of bacterial strains belonged to the Bacilli class of Firmicutes
phylum (65.2%), followed by the Gamma Proteobacteria class (34.7%) of Proteobacteria phylum.
The genus Bacillus was dominant among the strains of healthy tissue of P. caribaeroum, while among
the bacteria of necrotic tissue the Bacillus and Vibrio were the most abundant. The higher number of
strains belonged to the Vibrio genus were found in necrotic tissue (42.1%) in comparison with healthy
tissue (9.6%). Among bacteria from healthy tissue were found also Staphylococcus sp. isolate and
from necrotic tissue Marinobacter spp. and  Alteromonas spp. isolates. Among the isolates from
healthy tissue only Bacillus spp. showed proteolytic activity, while proteolytic isolates from necrotic
tissue belonged to the genera: Bacillus, Vibrio, Alteromonas and Marinobacter. The data suggest that
bacteria of the genus Vibrio and proteolytic bacteria may play a role in the development of tissue
necrosis of zoanthid studied.

Keywords: Palythoa caribaeorum. Culturable bacteria. Necrosis. Proteolytic enzymes.
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1 INTRODUCAO
1.1 OS RECIFES DE CORAIS

Os recifes de corais sdo ecossistemas de aguas rasas que apresentam uma grande
riqueza e abundancia de espécies, formados por carbonato de célcio, depositado por corais
zooxantelados e algas coralineas. Ocupam menos do que 0,1% da superficie da terra mas
estima-se que abrigam um terco de todas as espécies marinhas conhecidas, desempenhando
multiplos papéis importantes nos ambientes tropicais marinhos (KNOWLTON, 2008).

Os recifes de corais sd@o importantes por desempenhar varias funcdes no ambiente
bentbnico, entre eles temos as barreiras de prote¢do contra a acao das ondas do mar na regido
costeira, apresentam grande riqueza e diversidade de organismos associados, sdo fontes de
matérias-primas com fins farmacoldgicos (MMA, 2003). Esses organismos apresentam
também alta complexidade de substratos, sendo importantes para 0s organismos sésseis
(DENOVARO; FRASCHETTI, 2002).

Dentre os principais organismos presentes em ambientes recifais estdo macroalgas,
esponjas, crustaceos, cnidarios, poliquetas, planéarias, moluscos, equinodermos, peixes,
répteis, aves e mamiferos marinhos (SPALDING; RAVILIOUS, 2001). Embora apresentem
uma grande diversidade de organismos de diferentes grupos, os principais organismos
bioconstrutores dos recifes de coral sdo os invertebrados do Filo Cnidaria, particularmente os
pertencentes a classe Anthozoa e Hydrozoa. A descoberta de uma imensa diversidade de
microrganismos, além de dinoflagelados endossimbiontes (zooxantelas), levou a descri¢do do
conjunto do coral hospedeiro e diversos microrganismos (eucariontes, bactérias e arqueas)
associados ao coral como holobionte (ROHWER et al., 2002; ANITHAJOTHI et al., 2013).

Os recifes de corais brasileiros, correspondem a menos de 1% dos recifes de corais do
mundo, e possuem extensdo de 3000 km do Maranh&o até o sul da Bahia (LEAO, 1986),
sendo as formacodes do litoral sul do estado da Bahia as maiores e mais ricas do Brasil e de
todo o Atlantico Sul Ocidental, em destaque para o complexo recifal de Abrolhos (LEAO,
1994). Contudo, nos estados do Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, e Alagoas
também ha bancos recifais de formatos e dimensdes variadas (LEAO; DOMINGUEZ, 2000).

Na costa sudeste do Brasil, os recifes rochosos predominam, engquanto no Nordeste
predominam os recifes de arenito (FLOETER et al., 2001). A distribuicdo e composi¢édo das
comunidades bentonicas da costa brasileira estdo fortemente correlacionadas com as variaveis

ambientais e geograficas gerais (FERREIRA et al., 2004).
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Os recifes de corais brasileiros representam uma area de grande importancia para a
biodiversidade e conservacdo do Oceano Atlantico devido a sua alta taxa de endemismo
(cerca de 30% para corais Scleractinios e 25% de peixes), concentrados em uma area pequena
de recife (5% dos recifes do Atlantico Ocidental) (MOURA, 2002). Os recifes costeiros
brasileiros sdo cobertos principalmente por zoantideos (FLOETER et al., 2007) e uma das
espécies dominantes é Palythoa caribaeorum (FRANCINI-FILHO et al., 2013).

Nas Ultimas décadas, os recifes de coral tém experimentado declinio significativo
devido a interacdo de varios fatores e alteracdo de diversas variaveis (WEIL et al., 2006),
entre elas podemos citar 0 aquecimento global, destruicdo da camada de ozbnio, 0 aumento
das radiacdes UV, a sobrepesca, a eutrofizacdo, as praticas de uso da terra e aumento da
contaminag&o relacionada com as atividades humanas (HARVELL et al., 1999).

O declinio de recifes de coral vem aumentando e um fator que pode proporcionar isso
é o surto de doencas que com o passar dos anos vem acometendo os recifes, causados em sua
grande maioria por patdgenos bacterianos (BARASH et al., 2005).

H& uma massiva degradacdo de ecossistemas de recifes de coral, particularmente no
Oceano Atlantico, provocado em parte pelas doencas que acometem 0S corais € outros
organismos dos recifes (FRANCINI-FILHO et al., 2013). Para a maioria das doencas
conhecidas atualmente ndo foram ainda identificados os agentes patoldgicos
(RICHARDSON, 1998).

1.2 CARACTERIZACAO DO FILO CNIDARIA

O filo cnidéria é um filo muito diversificado que abrange um ndmero elevado de
animais pluricelulares que incluem as anémonas-do-mar, aguas-vivas, caravelas-portuguesas,
hidrozoarios, corais e leques-do-mar. Sdo conhecidas 11.000 espécies dos cnidarios, a maioria
marinhas e umas poucas de agua doce, solitarios ou coloniais (BRUSCA; BRUSCA, 2007).

A origem do termo Cnidaria vem do grego knidos (urticante), pelo fato de todos os
integrantes do grupo apresentarem cnidas, organelas dispostas de um longo filamento com
substancias toxicas e espinhos retrateis, utilizadas para captura das presas e defesa
(MARQUES; COLLINS, 2004). Sado animais relativamente simples, com apenas dois
epitélios (epiderme e gastroderme) separados por uma camada denominada mesogléia
(SPALDING; RAVILIOUS; GREEN, 2001). Os membros deste filo podem se apresentar em

duas formas estruturais distintas: medusa, a qual é de vida livre, e pélipo que vive fixo em
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substratos (rochas, conchas), utilizando estas duas formas em sua fase reprodutiva e levando
em consideracdo a forma dominante, este filo compde as diferentes classes (MARQUES;
COLLINS, 2004).

A classe Hydrozoa corresponde a um nimero elevado de espécies de cnidarios. Os
organismos mais estudados sdo a Hydra (polipoide) que é de agua doce, a Obelia (medusoide
e polipoide) e a caravela portuguesa -Physalia (medusoide e polipoide) (MARQUES;
COLLINS, 2004).

Na classe Scyphozoa, seus representantes apresentam, predominantemente o estagio
medusoide em seu ciclo de vida. As aguas-vivas sdo 0s cifozoédrios mais conhecidos,
incluindo o género Aurelia (ARAUJO; BOSSOLAN, 2006).

Os organismos pertencentes a classe Cubozoa possuem a fase medusoide
predominante em seu ciclo, e sdo representados por Chironex fleckeeri, Tamoya e
Chiropsalmus (ARAUJO; BOSSOLAN, 2006).

Os organismos da classe Anthozoa sdo representados por octocorais e anémonas-do-
mar, a fase medusdide é ausente em seu ciclo de vida. Estes organismos apresentam um corpo
cilindrico com um anel de oito tentaculos circundando a boca, os quais sdo usados na captura
de alimento. Um grande nimero de corais, conhecidos como escleractinios, desenvolve a
capacidade de formar colénias e construir um esqueleto comum de carbonato de célcio na sua
base, com coldnias em formato de cUpula ou formando ramificagfes. Os corais escleractinios
caracterizam-se por apresentarem crescimento muito lento, mesmo em condigdes ideais, com
taxas de apenas alguns milimetros por ano (SPALDING; RAVILIOUS; GREEN, 2001). Os
corais normalmente apresentam em seus tecidos dinoflagelados fotossintéticos simbiontes
conhecidos como zooxantelas que estdo intimamente envolvidos na fisiologia do hospedeiro
(BAKER, 2003). Dentro da classe Anthozoa, sub classe Hexacorallia, ordem Zoantharia,
temos a familia Sphenopidae onde esta enquadrado o género Palythoa, o qual foi o objeto de

estudo.

1.3 ZOANTIDEOS DO GENERO PALYTHOA

Zoantharios sdo amplamente distribuidos, sendo o0s principais componentes
bentbnicos dos recifes de corais. Algumas espécies contém substancias quimicas Unicas, como
palitoxina ou norzoanthamina (RAMOS; VASCONCELOS, 2010). A ordem é cosmopolita e

divide-se em duas subordens, a Macrocnemina e Brachycnemina, 0os quais compreendem as
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espécies que se desenvolvem em colbnias de pélipos desprovidos de esqueleto carbonético
(SINNIGER et al., 2005). Esses organismos ficam sujeitos a subida e a decida da maré
podendo permanecer por muitas horas emersos. Os zoantharianos da subordem
Macrocnemina estdo presentes em varios habitats nas profundidades abissais de dguas polares
e tropicais (RYLAND et al., 2000). Além disso, muitos zoantharianos desta subordem vivem
em associacdo com outros organismos, como por exemplo, as esponjas e os hidrozoarios
(SINNIGER et al., 2010), ou em conchas habitadas por caranguejos eremitas (REIMER,
2010). Por outro lado, Zoantharianos da subordem Brachycnemina habitam &guas rasas
subtropicais e tropicais e a maioria das espécies tém relagdes simbidticas com Symbiodinium
spp (REIMER et al., 2006a).

Os zoantideos do género Palythoa (Cnidaria: Hexacorallia) sdo comuns em &guas
rasas tropicais e subtropicais no mundo inteiro. FAUTIN (2006) apontou inicialmente 93
espécies, e como o passar dos anos, Appeltans et al., (2010) afirmaram que este género
abrange 92 espécies. Como muitos outros zoantideos de dguas rasas, a maioria das espécies
desse género sdo zooxanteladas, hospedando espécies de algas dinoflageladas
endosimbidticas do género Symbiodinium (REIMER et al., 2006b). Palythoa spp. tém seus
tentaculos dispostos em duas fileiras em torno de seu disco oral, e apresentam as incrustagdes
de areia e detritos, equivalendo até 65% de seu peso corporal (HAYWICK; MUELLER,
1997).

Ao longo das ultimas duas décadas, técnicas moleculares tém trazido uma
reavaliacdo das espécies de zoantideos (BURNETT et al., 1997) com isso, acrescentando
novos taxons através do surgimento de novas espécies (REIMER et al., 2012).

Palythoa caribaeorum (familia Sphenopidae, ordem Zoantharia, classe Anthozoa) tem
ampla distribuicdo no Atlantico ocupando grandes extensdes com baixa exposicdo e alta
luminosidade (ACOSTA, 2001). Em recifes brasileiros as colonias de P. caribaeorum séo
bem desenvolvidas e ocupam grandes areas (FLOETER et al., 2007). Por exemplo, em ilhas
na Baia de Ilha Grande (Sudeste) P. caribaeorum é o organismo mais abundante, depois de
macroalgas, chegando a recobrir mais de 25% do substrato (MANTELATTO et al., 2013).

A distribuicdo ampla e alta cobertura da P. caribaeorum é provavelmente o resultado
de vérios fatores, como a plasticidade da coldnia (COSTA et al., 2011), a tolerancia
fisiologica, estratégias de reproducdo sexuada e assexuada (ACOSTA et al., 2005), o
crescimento rapido, forte capacidade competitiva (BASTIDA; BONE, 1996), e mecanismos

anti-predadores. Além disso, P. caribaeorum produz palitoxina que juntamente com os fatores
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mencionados acima, faz com que esta espécie seja um concorrente agressivo para 0 espago em
recifes (ACOSTA et al., 2001, MENDONCA NETO; GAMA, 2009).

A palitoxina (PTX) possui peso molecular de 3300 daltons, e foi isolada pela primeira
vez do zoantideo Palythoa toxica, por Moore e Sheuer (1971). Em contraste com a maioria
das citotoxinas, a PTX exerce a sua atividade extracelular alterando equilibrio de ions nos
sistemas biologicos. Exibe também um extraordinario nivel de atividade citotoxica sobre uma
variedade de linhagens celulares e desenvolve um amplo espectro de efeitos farmacoldgicos,
tais como rompimento celular, a ligacdo da toxina ao seu receptor (HABERMANN, 1989), e a
modulacdo de sinalizagdo de cascatas de proteina cinase. A substancia é tida como a toxina
ndo proteica mais potente do meio marinho, age danificando a bomba de Na'/K" - ATPase e
provoca in vitro lise de diversos tipos de células (MUNDAY, 2011).

As colbnias de P. caribaeorum (Figura 1) sdo de cor bronze, marrom ou marrom claro,
podendo também adquirir a coloragdo branca depois de perderem zooxantelas (KEMP et al.,
2006; AMARAL et al., 2009).

Figura 1. Palythoa caribaeorum nos recifes de Carapibus-PB.

6 4ollel Sty ‘_’t 2 NS i
Fonte: Krystyna Gorlach Lira (2014).

A superficie da coldnia é coberta por um muco Vviscoso que, no Brasil, Ihe conferiu o
nome popular de “Baba-de-boi” (PEREZ et al., 2005). O muco produzido protege a colbnia
do ressecamento durante a maré baixa, podendo também abrigar varios microrganismos
marinhos (AINSWORTH et al., 2010). O muco de P. caribaeorum ¢é utilizado na medicina
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tradicional como um agente analgésico e anti-inflamatorio e no tratamento de contusdes e
reumatismo, sendo que estas propriedades foram parcialmente comprovadas pelas pesquisas
cientificas (SOARES et al., 2006).

No nordeste do Brasil desde ano 2008 esta sendo registrada uma doenca necrosante
que acomete as coldnias de P. caribaeorum em recifes dos estados do Rio Grande do Norte,
Paraiba e Pernambuco (comunicacdo pessoal)*. A doenca manifesta-se pelo aparecimento de
manchas pretas, as quais se desenvolvem em uma ferida que apresenta tecido mole em

decomposigéo.

1.4 DIVERSIDADE DE MICRORGANISMOS ASSOCIADOS AOS CNIDARIOS E SUA
IMPORTANCIA

Nas Ultimas décadas varios estudos vém ressaltando a importancia das comunidades
bacterianas associadas aos corais e a complexidade das relagbes entre microrganismos e
corais, e outros organismos recifais (JENSEN et al., 2008; CHIMETTO et al., 2009).
Entretanto pouco se sabe sobre 0s mecanismos que governam esta associa¢do do coral com
populacbes de microrganismos. A urgéncia para definir as funcdes da saide da microbiota do
coral esta crescendo a cada ano, em virtude do rapido declinio dos recifes de coral do mundo
inteiro (KREDIET et al., 2013).

As relacGes entre os microrganismos e coral dependem de fisiologia do hospedeiro,
sua resisténcia a patdgenos, bem como dos ciclos do carbono e enxofre (FERRIER-PAGES et
al., 2000; HARVELL et al., 2010; KIMES et al., 2010). Estudos tém mostrado que mudancas
no meio ambiente, como diminuicdo do pH ou aumento de temperatura e matéria organica
podem refletir também na composicdo do coral holobionte (LITTMAN et al., 2010).

Varios fatores podem causar um desequilibrio da relacdo coral-microrganismo. Entre
eles podemos citar impactos antropogénicos, tais como, polui¢do por derramamento de dleo,
contaminacgéo por efluentes domésticos, reducdo na salinidade, acimulo de sedimentos sobre
os recifes (MOUCHKA et al., 2010).

Outro fator importante é aumento na temperatura da agua do mar, que pode alterar
diretamente a estrutura e a funcdo das comunidades bacterianas associadas ao coral e é
considerado como um dos principais fatores que desencadeia o processo das doengas de corais

(HERON et al., 2010). As mudancas climaticas podem aumentar a abundéncia ou viruléncia
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de patdgenos (ROSENBERG; BEN-HAIM, 2002), ou a susceptibilidade de corais as doengas
(AINSWORTH; HOEGH-GULDBERG, 2008).

O branqueamento do coral é a quebra da relacdo simbiotica entre corais e suas algas
intracelulares, que conduz a perda de algas e/ou seus pigmentos fotossintéticos. Pode ser
causada por uma variedade de fatores, por exemplo, metais pesados, sedimentos, patégenos

(COI EQ RPAW/NE 2NN mae & maiec ramiimante causada pelo aumento das temperaturas da

tese das algas (HOEGH-GULDBERG, 1999;
! Cristiane F.C. Sassi, 2015

vanus cowuus win usimuouauu uina nJagado entre 0s eventos de branqueamento e
surtos posteriores de doenca (GUZMAN; GUEVARA 1998; HARVELL et al.,, 2001;
MULLER et al., 2008; BRANDT; MCMANUS, 2009).

Ao longo das ultimas decadas, os ecossistemas de recifes de corais sofreram
degradacdo a um ritmo alarmante (HUGHES et al., 2003). Esta degradacéo, em parte, é uma
consequéncia dos surtos de doencas que ao longo dos tempos tém so aumentado (HARVELL
et al., 2004). Existem ultimamente mais de 20 tipos de doencas que afetam os corais
(ROSENBERG et al., 2007). No entanto, devido as dificuldades de isolamento e cultura,
torna-se dificil identificar o agente causador (ROSENBERG et al., 2007; BOURNE et al.,
2009).

Uma doenca conhecida é a Black band disease (BBD), que acredita-se seja causada
por um complexo de microrganismos. Recentes progressos em técnicas moleculares vem
caracterizando a comunidade bacteriana associada a BBD, na qual foram encontradas as
cianobactérias filamentosas, numerosas bactérias heterotroficas, bactérias sulfato redutoras e
fungos (FRIAS-LOPEZ et al., 2002)

As bactérias do género Vibrio estdo presentes em uma fracdo consideravel da
microbiota do muco de diferentes espécies de corais (LUNA et al., 2007). Elas pertencem a
classe Gama-Proteobacteria, sendo importantes e ubiquas no meio marinho, compreendendo
cerca de 10 % das bactérias marinhas facilmente cultivaveis (EILERS et al., 2000).

Os Vibrios podem viver livremente ou em associacdo com 0s animais, em relacfes
simbiodticas ou como patogenos (THOMPSON et al.,, 2004). Acredita-se que eles
desempenhem um papel-chave na saide dos corais (ROSENBERG et al., 2007). Por um lado,
estas bactérias podem fornecer protecdo contra patdgenos atraves de substancias quimicas
secretadas, ou contribuindo com a fixagdo de nitrogénio dentro do holobionte (RITCHIE,

2006; OLSON et al., 2009). Por outro lado, o género Vibrio apresenta varias espécies
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patogénicas (V. campbellii, V. alginolyticus, V. harveyi, V. shiloi, V. coralliilyticus) para
corais e outros organismos marinhos (THOMPSON et al., THOMPSON et al., 2004; 2007;
SUSSMAN et al., 2008; KIMES et al., 2011). Uma das mais importantes espécies patogénicas
é V. coralliilyticus, a qual possui distribuicdo global, ampla gama de hospedeiros e
patogenicidade dependente da temperatura (KIMES et al., 2011; TOUT et al., 2015). A
espeécie Vibrio harveyi atua como agente patogénico das doencas (necrose e white syndrome -
WS) que acometem o coral Pocillopora damicornis (LUNA et al., 2007; LUNA et al., 2009).

Como os Vibrios dominam a microbiota de ambientes aquéaticos com altas taxas de
nutrientes e elevadas temperaturas, fatores como o aquecimento global e a polui¢do induzem a
proliferacdo de vibrios potencialmente patogénicos (EILERS et al., 2000). Por exemplo, a
patogenicidade da espécie V. coralliilyticus, isolado de organismos marinhos em vérias partes
do mundo, depende do aumento da temperatura (BEN-HAIM, 2002)

Com relacdo ao aparecimento de sindromes e doencas em zoantideos no Brasil, e
sobre microrganismos associados ao zoantideo Palythoa caribaeorum, existem poucos
trabalhos. Alem do mais, ndo existem os trabalhos sobre as bactérias cultivaveis isoladas do
tecido de Palythoa caribaeorum acometido pela necrose.

Migotto (1997) registrou um evento de branqueamento em P. caribaeorum no canal de
Sdo Sebastido em S&do Paulo-SP. Richardson (1998) apontou em seu estudo uma doenca de
Palythoa caribaeorum no litoral de Sdo Paulo-SP causada por um patégeno desconhecido; no
tecido das col6nias doentes foram observadas numerosas bactérias do género Vibrio e um
fungo néo identificado. Acosta et al. (2001) descreveram uma doenca necrosante acometendo
P. caribaeorum do litoral norte do Estado de Sdo Paulo, em Angra dos Reis (Rio de Janeiro) e
na cidade do Recife (Pernambuco).

O Connor-Sanchez et al. (2014) observaram com base nos dados obtidos pelo
pirosequenciamento que a comunidade bacteriana associada ao zoantideo Palythoa sp. foi
dominada pelos filos Acidobacteria e Proteobacteria. Chimetto et al. (2011) indentificou
duas espécies novas de Vibrio (V. variabilis e V. maritimus) isoladas de tecidos da Palythoa
caribaeorum.

Em funcdo da escasses de trabalhos sobre diversidade de bactérias associadas ao
zoantideo P. caribaeorum, como também devido ao surgimento de uma doenca necrosante
deste zoantideo nos recifes do litoral da Paraiba, o foco desta pesquisa foi a avaliacdo da
diversidade de bactérias cultivaveis provenientes do tecido sadio e tecido acometido pela

necrose, para apontar as possiveis espécies bacterianas envolvidas na doenca necrosante.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Neste trabalho objetivou-se avaliar a diversidade de bactérias cultivaveis isoladas do
tecido sadio e necrosado da col6nia do zoantideo Palythoa caribaeorum dos recifes costeiros

de Carapibus, Paraiba.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Isolar as bactérias do tecido sadio e necrosado de P. caribaeorum.

— Identificar e comparar a diversidade de bactérias isoladas do tecido sadio e necrosado

de P. caribaeorum baseado na analise de sequencias de gene RNAr 16S.

— Analisar a producdo de enzimas proteoliticas por isolados de bactérias oriundos do

tecido sadio e necrosado de P. caribaeorum
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 AREA DE ESTUDO E COLETA DE AMOSTRAS

A coleta do tecido do zoantideo Palythoa caribaeorum (Duchassaing e Michelotti
1861) (familia Zoanthidae) foi realizada em Maio de 2014 nos recifes da praia de Carapibus
(7° 177 59, 14” S x 34° 47> 45” W) localizada no litoral Sul do municipio do Conde, Paraiba
(Figuras 2 e 3).

Foram coletados, com o auxilio de uma faca, 01 fragmento do tecido sadio (volume de
5 mL) e 01 fragmento do tecido necrosado (volume de 5 mL) (Figura 4) da colonia de P.
caribaeorum. As amostras foram transportadas no gelo para o Laboratério de Biologia de
Microrganismos (BIOMICRO/DBM/CCEN/UFPB) em frascos de vidro esterilizados,
devidamente identificados, contendo dgua do mar filtrada estéril, e foram processadas até no
maximo 12 horas apés a coleta.

Figura 5 mostra uma col6nia de P. caribaeorum acometida pela doenca necrosante nos

recifes de Carapibus, PB.

Figura 2. Vista aérea de recifes de corais e da Praia de Carapibus no litoral sul do municipio do Conde
—PB. A seta aponta a localiza¢do da &rea da coleta de P. caribaeorum.
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Figura 3. Vista dos recifes de corais da Praia de Carapibus, Conde-PB.

Fonte: Krystyna Gorlach Lira (2014).

Figura 4. Fragmentos do tecido necrosado (A) e sadio (B) da col6nia do zoantideo P.
caribaeorum nos recifes de Carapibus, Conde — PB.

Fonte: Krystyna Gorlach Lira (2014).
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Figura 5. Col6nia do zoantideo P. caribaeorum acometida pela doenga necrosante nos recifes
de Carapibus, Conde — PB, apresentando locais afetados pela necrose (setas).

~ e

Fnte: Krystyna Grlach Lira (014).
3.2 CONTAGEM E ISOLAMENTO DE BACTERIAS DO TECIDO DE P. CARIBAEORUM

O volume de amostra de zoantideo foi determinado pela técnica de deslocamento de
volume, utilizando uma proveta graduada contendo 60 ml de &gua do mar filtrada. Os
fragmentos de P. caribaeorum foram colocados individualmente na proveta graduada e o
volume deslocado foi observado e considerado como o volume total da amostra expresso em
cm?®.

O tecido do zoantideo foi macerado no cadinho de porcelana esterilizado e, em
seguida, 10mL da amostra macerada (Figura 6) foram adicionados aos 90mL de dgua do mar
filtrada esterilizada (diluicdo de 10 ™). Em seguida as dilui¢des decimais seriais do tecido
foram preparadas utilizando 10ml da amostra da respectiva diluicdo e 90 mL de &4gua do mar

estéril.
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Figura 6. Amostras maceradas dos fragmentos do tecido necrosado (A) e sadio
(B) de P. caribaeorum nos recifes de Carapibus, Conde —PB.

14.05.2014

Fonte: Krystyna Gorlach Lira (2014).

A contagem e isolamento de bactérias foram realizados no meio Agar marinho (pH
7,4) composto de 5,0g de peptona (HiMedia), 1,0g de extrato de levedura (DIFCO), 15,09 de
agar bacteriologico (KASVI), 1000mL de &dgua do mar filtrada. As aliquotas de 1mL de cada
diluicdo foram colocados em placas de Petri estéreis, onde foram adicionados de 15 a 20mL
do meio de cultura. Apds o periodo de incubacdo a 30°C por 5 dias as coldnias de bactérias
foram contadas, e em seguida isoladas. As contagens foram expressas em UFC (Unidades
Formadoras de Coldnias) cm® da coldnia do zoantideo.

Os isolados bacterianos foram purificados no meio Agar marinho e estocados em Agar
marinho semissolido e em microtubos com agua destilada estéril em temperatura ambiente no

€scuro.

3.3 CARACTERIZACAO FENOTIPICA DAS BACTERIAS ISOLADAS DO TECIDO DE
P. CARIBAEORUM.

A caracterizacdo de isolados bacterianos foi realizada através da técnica de coloracdo
de Gram e teste de formacao de enddsporos.
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3.3.1 Coloragdo de Gram

A caracterizacdo dos isolados de bacterias foi feita por meio da coloracdo de Gram
seguindo (GERHARDT et al., 1994). Seguiu-se a metodologia partindo da técnica de
esfregaco e a fixacdo das amostras bacterianas em laminas para microscopia. Apoés a
preparacgéo das laminas, os esfregacos bacterianos foram submetidos ao processo de coloracédo
com as solucdes de cristal violeta (2,0 g de cristal violeta; 20 mL de etanol 95%; 0,8 g de
oxalato de amdnio e 80 mL agua destilada) por 30 seg e solucéo de iodo (0,33 g de 12; 0,66 ¢
de KI e 100 mL de agua destilada) por 1 min; descoloracdo com alcool 95% e re-coloracédo
com solucdo de safranina (2,5 g de safranina; 100 mL de etanol 95%) por 20 seg. As
observagOes das células de bactérias foram feitas no microscépio dptico comum LEICA
ICC50 com objetiva de imersdo (100x). Foi observada a morfologia e a coloragdo (roxa —

bactérias Gram positivas; vermelha — bactérias Gram negativas) de células bacterianas.

3.3.2 Formacao de enddsporos

A formacdo de enddsporos por bactérias foi analisada seguindo a metodologia de
GERHARDT et al. (1994). Os isolados foram incubados por sete dias a 30° C. Apos este
periodo, uma algada da cultura bacteriana foi transferida para tubos de eppendorf de 1,5mL,
contendo 1 mL de agua destilada estéril. A suspensdo de células foi incubada a 80° C em
banho — maria, por 15 minutos. Em seguida, 300 pL da suspensdo de células foi transferida a
placa de Petri, a qual o meio Agar marinho foi adicionado. As placas foram incubadas em
estufa a 30° C por 7 dias. O crescimento indicou a formagdo de enddsporos por bactérias.

3.4 PRODUCAO DE ENZIMAS PROTEOLITICAS POR BACTERIAS ISOLADAS DO
TECIDO DE P. CARIBAEORUM.

Producdo de proteases por isolados de bactérias foi determinada no meio contendo 20g
de gelatina (ROYAL), 15g de agar bacterioldgico (KASVI), agua do mar filtrada (1000mL),
pH 7,0 (SMIBERT e KRIEG, 1994). Apos 3 dias de incubagdo das bactérias a 30°C, foi
adicionada as culturas a solugdo de Frazier contendo 12,0 g de HgCl,, 80 mL de agua
destilada e 16mL de HCI (VETEC) concentrado, segundo SMIBERT e KRIEG (1994) para
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verificar a presenca das proteases através da visualizagdo de halos transparentes em torno das

col6énias. Os halos de hidrolise de gelatina foram medidos em mm.

3.5 CARACTERIZACAO MOLECULAR DAS BACTERIAS ISOLADAS DO TECIDO DE
P. CARIBAEORUM.

3.5.1 Extracdo de DNA gendmico

Para obter o DNA gendmico total, os isolados foram cultivados em tubos contendo 10
mL de Caldo marinho (5,0g de peptona, 1,0g de extrato de levedura, 1000mL de 4gua do mar
filtrada; pH 7,4), no periodo de 24h — 48 horas a 30°C. As culturas foram centrifugadas a
6.000 rpm durante 10 minutos em temperatura ambiente. As células bacterianas foram
ressuspensas em 1 mL de tampé&o TE, pH 8,0 (Tris-HCL 1M; EDTA 0,5M).

Extracdo de DNA genémico dos isolados bacterianos foi realizada seguindo o método
de Ausubel et al. (1987) com algumas modificacBes. As células bacterianas foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 1 minuto a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
removido e as células foram ressuspendidas em 540 uL de tampdo TE. Apo6s adi¢do de 25 uL
de lisosima (10mg/mL), 30uL. de SDS (10%) e 2 pL de RNAse (10mg/mL) a amostra foi
misturada suavemente e incubada & 37° C por 1 hora. Em seguida, foram adicionados 3 pL de
Proteinase K (20 mg/mL) e os microtubos foram novamente incubados a 37° C por 1 hora.
Uma aliquota de 100 puL. de NaCl (5M) foi adicionada e o material homogeneizado
suavemente. Em seguida, para a remocdo dos restos de paredes celulares, proteinas e
polissacarideos, foi adicionada uma aliquota de 80 pL de solug¢ao CTAB-NaCl pré-aquecida a
65 °C. Apds a incubacdo a 65 °C por 10 minutos, adicionou-se aos microtubos um volume
igual de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1), misturando suavemente por 5 minutos. Em
seguida, o microtubo foi centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos em temperatura ambiente.
A fase superior aquosa foi transferida para um novo tubo e para a precipitacdo do DNA foi
adicionado 0,6 do volume da amostra de alcool isopropilico gelado. As amostras foram
homogeneizadas suavemente por inversdo e mantidas a overnight a -20 °C e em seguida
centrifugadas a 12.000 rpm por 10 min, 4 °C. Ao pellet foi adicionado 1 mL de etanol gelado
a 80%. Apos a centrifugacdo da amostra (12.000 rpm, 5 min, 4 °C) o sobrenadante foi

desprezado e o precipitado foi submetido a secagem na estufa a 37°C no periodo de 30 a 40
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minutos. Aos tubos contendo DNA gendmico foi adicionada uma aliquota de 20-50 pL de

agua milli-Q estéril e as amostras foram mantidas a -20 °C.
3.5.2 Eletroforese e quantificagdo do DNA gendmico

A qualidade das amostras de DNA foi verificada pelo método de mini gel e por
espectrofotometria (SAMBROOK et al., 2012). A eletroforese foi realizad em gel de agarose
a 0,8% utilizando tampéo Tris-borate-EDTA (TBE), 4uL de DNA, 3 pL de tampé&o de corrida

azul de bromofenol e 1 pL de GelRed™

(Biotium), a 80V. O gel foi fotodocumentado em
transiluminador L- PIX- (Loccus Biotecnologia). As amostras do DNA foram quantificadas
utilizando o aparelho NanoDrop 2000C Uv/Vis (Thermo Scientific). As concentracfes do
DNA foram determinadas em ng/uL por meio da absorbancia das bases no comprimento de
onda de 260 nm, e o grau de pureza das amostras estabelecido pela razdo dos espectros 260

nm/280nm.
3.5.3 Amplificacdo do gene RNAr 16S e purifica¢io dos produtos de PCR

A reacdo de amplificagio do DNAr 16S das amostras foi realizada em aparelho
termociclador (Applied Biosystems® 2720 Thermal Cycler) utilizando para a reacdo um mix
padronizado, composto por 1 pL dos oligonucleotideos universais (50 pmol) 26F (forward)
(5-GAG TTT GAT CMT GGC TCA G-3) e 1492R (reverse) (5’-
ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3") (LANE, 1991), 4 uL de DNA gendmico com
concentragdo de 50ng/uL e o Kit PCR Master Mix (PROMEGA) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. A amplificacdo do gene RNAr 16S foi realizada nas seguintes
condicGes: temperatura de desnaturacdo inicial a 94° C por 5 min.; 25 ciclos de 94° C por 1
min., 57° C por 2 min. e 72° C por 2 minutos; extensao final a 72° C por 10 min. Realizou-se
a eletroforese dos produtos da PCR em gel de agarose a 0,8% como foi descrito no item 3.5.2.
A fotodocumentacdo do gel foi realizada no transiluminador L- PIX- (Loccus Biotecnologia)
para verificar a presenca da banda de 1500 pb correspondente ao gene de RNAr 16S.

A purificacdo das amostras foi realizada utilizando o Kit Wizard PCR Preps DNA
Purification System (PROMEGA), de acordo com a recomendacéo do fabricante.

A concentracéo e pureza do DNA purificado foi determinada utilizando um NanoDrop
2000C Uv/Vis (Thermo Scientific).
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3.5.4 Sequenciamento do gene RNAr 16S e analise filogenética das bactérias isoladas do

tecido de P. caribaeorum

O sequenciamento das amostras de DNA foi realizado no Laboratorio de Gendmica e
Expressdo Génica (Plataforma de Sequenciamento de DNA), do Laboratério Central do
CCB/UFPE.

As sequéncias de gene RNAr 16S geradas foram analisadas usando BioEdit 7.19 e
comparadas com os dados 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/). As sequencias com mais de 97% de
similaridade foram consideradas validas. O alinhamento multiplo das sequéncias e a
construcdo da arvore filogenética foram realizados através do programa MEGA versdo 6
(TAMURA et al., 2013).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO FENOTIPICA DE BACTERIAS ISOLADAS DO TECIDO DE
P. CARIBAEORUM

Apesar da ampla distribuicdo geogréafica de P. caribaeorum, pouco se sabe a respeito
da microbiota associada a seu tecido. Neste trabalho pela primerira vez foi avaliada a
densidade de bactérias heterotroficas no tecido sadio e necrosado desse zoantideo.

O tecido necrosado da coldnia de P. caribaeorum apresentou ndmero maior de
bactérias heterotroficas totais do que o tecido sadio. A contagem de bactérias no tecido das
coldnias sadia e necrosada foi de 9,0 x 10° UFC/cm?® e 5,1 x 10° UFC/cm?®, respectivamente.

Hé alguns estudos em relacdo a outros tipos de corais no Brasil, como por exemplo, o
de Araujo et al. (2015) que avaliou a densidade de bactérias heterotrdficas no tecido sadio e
roxo do coral Siderastrea stellata e verificou maior nimero de bactérias no tecido roxo em
relacdo ao tecido sadio. Sussman et al. (2008) observaram maior densidade de bactérias
cultivaveis presentes nas colbnias afetadas pela doenca White Syndrome (WS) dos corais
Pachynseris speciosa e Montipora aequituberculata dos recifes no Oceno Indo —Pacifico em
comparagdo com as coldnias sadias.

Neste trabalho foram isoladas 69 linhagens de bactérias do tecido de P. caribaeorum,
sendo que 31 linhagens foram obtidas do tecido sadio e 38 do necrosado (Tabela 1). Dentre 0s
isolados da colbnia sadia, 28 foram Gram positivos e 3 Gram negativos. Os isolados obtidos
da coldnia necrosada foram representados por 17 Gram positivos e 21 Gram negativos. Entre

todos os isolados, 49 apresentaram a capacidade de formar enddsporos.

Tabela 1. NUmero de isolados de bactérias obtidos do tecido sadio e necrosado de P. caribaeorum

Amostra NUmero de isolados
Gram positivos Gram negativos Total
Tecido sadio 28 3 31
Tecido necrosado 17 21 38

Total 45 24 69
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4.2 ANALISE FILOGENETICA DE BACTERIAS ISOLADAS DO TECIDO DE P.
CARIBAEORUM

As amostras do DNA gendmico extraidas dos isolados bacterianos apresentaram a
concentragéo entre 56ng/pL e 2528ng/pL e um alto grau de pureza (OD 260-280 €ntre 1,8 e 2,0).
Todos os isolados foram positivos quanto a amplificacdo do gene RNAr 16S, apresentando o
produto de PCR com 1500pb.

Anédlise filogenética dos isolados de bactérias do tecido sadio e necrosado de P.
caribaeorum realizada com base nas sequencias parciais de RNAr 16S revelou que as
bactérias analisadas exibiram uma similaridade igual ou maior que 98% com as sequéncias de
bactérias depositadas no GenBank (Tabela 2).

Os isolados de bactérias pertenceram a dois filos: Firmicutes com 65,2% dos isolados
e Proteobacteria com 34,8%. O filo Firmicutes foi representado pela classe Bacilli, com
isolados pertencentes a duas familias (Bacillaceae e Staphylococcaceae) e 2 géneros (Bacillus

e Staphylococcus) (Tabela 3).

O filo Proteobacteria foi representado por bactérias da classe Gama-proteobacteria,
distribuidos em 2 familias (Alteromonadaceae e Vibrionaceae) e 3 géneros (Vibrio,
Alteromonas e Marinobacter) (Tabela 3).
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Tabela 2. Identificacdo das bactérias isoladas do tecido sadio (PS) e necrosado (PN) de P.
caribaeorum dos recifes de Carapibus —PB tomando como base as analises do BLAST das sequencias

de RNAr 16S.

Isolado Alinhamento mais significativo e
similaridade com a sequéncia do gene
RNAr 16S |codigo de acesso|

PS 11 Vibrio campbellii [NR 119050.1]| - 100%
Vibrio harveyi |[NR 102976.1]| - 99%

PS39 Vibrio natriegens |[NR 117890.1]| - 100%

PS 41 Vibrio alginolyticus |[NR 122059.1]| - 100%

PN5, PN19 Vibrio alginolyticus [NR118258.1| - 99%
Vibrio parahaemolyticus [INR074196.1|
99%

PN28 Vibrio hepatarius |[NR 025491.1] - 99%

PN48 Vibrio owensii INR 117424.1| - 99%

PN49 Vibrio proteolyticus [118095.1| - 100%

PN13, PN18, PN23, PN25, PN27, PN31,
PN35, PN39, PN46, PN47, PN50

Vibrio proteolyticus [NR 118095.1| - 99%
Vibrio vulnificus [NR 118570.1| - 99%

PN12, PN 37, PN43, PN51

Alteromonas macleodii [NR 074797.1|-
99%
Alteromonas simiduii [NR 043978.1| -98%

PN6

Marinobacter santoriniensis |[NR
EU496088.1]| - 99%

PS1, PS2, PS3, PS4, PS5, PS10, PS17,
PS30, PS32, PS34, PS35, PS36, PS37,
PS42, PS43, PS44, PS45, PS46, PS47,
PS56, PS58, PS59, PS63, PS65, PS66,
PS86, PS91

Bacillus aerius [NR118439.1 |- 100%
Bacillus stratosphericus [NR042336.1|-
100%

PN40, PN70, PN71, PN72, PN73, PN74,
PN75, PN77, PN79, PN82, PN85, PN92,
PN94, PN95, PN96, PN99

Bacillus pumilus |NR 04324.1| - 99%
Bacillus safensis [NR 113945.1| - 99%

PN87 Bacillus aerius |118439.1| - 100%
Bacillus stratosphericus |[NR 042336.1| -
99%

PS19 Staphylococcus aureus [NR115606.1] -

100%
Staphylococcus simiae [NR 043146.1] -
99%
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Tabela 3. Os géneros dos isolados de bactérias do tecido sadio e necrosado de P. caribaeorum.

Filo/Classe NuUmero de isolados
Familia/Género

Tecido sadio  Tecido necrosado Total

Proteobacteria/Gama-Proteobacteria/

Vibrionaceae/Vibrio 3 16 19
Alteromonadaceae/Alteromonas 0 4 4
Alteromonadaceae/Marinobacter 0 1 1
Firmicutes/Bacilli
Bacillaceae/Staphyloccocus 1 0 1
Bacillaceae/Bacillus 27 17 44

No nosso trabalho o filo Firmicutes foi representado por maior nimero de isolados
entre as bactérias do tecido sadio e necrosado de P. caribaeorum. Outros trabalhos também
relataram esse filo como um dos dominantes entre as bactérias associadas a algumas espécies
de corais. Nithyanand e Pandian (2009) observaram que a maioria dos isolados bacterianos
obtidos do muco e do tecido do coral Acropora digitifera pertenceram ao filo Firmicutes.
Kuek et al. (2015) pesquisaram a distribuicdo de bactérias cultivaveis no muco de corais dos
recifes Talang-Talang na Malésia e encontraram um numero bastante significativo de
bactérias do filo Firmicutes, sendo que os isolados pertencentes a classe Gama-
Proteobacteria foram dominantes.

Um estudo sobre a composicdo da comunidade bacteriana do coral Orbicella
annularis sadio e doente mostrou maior abundancia do filo Firmicutes no coral sadio em
relacdo ao coral doente com base nos dados obtidos com a técnica de microarranjo de DNA
(KELLOG et al., 2013). Os dados do nosso trabalho revelaram também que o numero de
isolados pertencentes ao filo Firmicutes no tecido sadio foi maior que no tecido necrosado de
P. caribaeorum.

Diferentemente dos dados obtidos no nosso trabalho, Campos (2011), avaliando a
diversidade de bactérias cultivaveis associadas ao muco de colénias saudaveis e branqueadas
do zoantideo P. caribaeorum no litoral de Pernambuco, observou que o filo mais abundante
foi o Proteobacteria (as classes Gama-Proteobacteria e Alfa-Proteobacteria), sequido pelos
filos de Actinobacteria e Firmicutes.

Carlos et al., (2013) também constataram que a classe de bactérias Gram-negativas
Gama-Proteobacteria dominou a comunidade microbiana do muco de P. caribaeorum

presente no canal de S&o Sebastido- SP, o filo Proteobacteria foi o mais significativo dentre
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os filos identificados. Rabelo (2012) mostrou também que o filo Proteobacteria predominava
entre as bactérias associadas ao zoantideo P. caribaeorum, sendo que a classe Gama-
Proteobacteria foi a mais abundante.

Shnit-Orland e Kushmaro (2009) isolaram bactérias do muco de seis corais duros e
dois corais moles no golfo do Eilat com intuito de conhecer a capacidade de producdo de
antibidticos e constataram que 89,5% dos géneros bacterianos apresentaram atividade
antimicrobiana e que pertenciam a classe Gama-Proteobacteria, o que pode estar relacionado
ao papel de defesa contra patdgenos.

Chimetto et al. (2008) isolaram as bactérias associadas ao muco do coral Mussismilia
hispida e de zoantideos Palythoa caribaeorum, Palythoa variabilis e Zoanthus solanderi da
regido de Sao Sebastido-SP e concluiram que a maioria dos isolados obtidos pertenciam a
classe Gama-Proteobacteria, sendo que mais da metade foram identificados como Vibrio spp.
com base em sequéncias parciais do gene rRNAL6S.

Pela primeira vez, através de técnicas de pirosequenciamento, Sun et al. (2014)
analisaram a comunidade microbiana associada ao zoantideo Palythoa australiae, e verificou
que o filo Proteobacteria foi 0 mais abundante em um total de 16 filos.

Existem alguns estudos sobre a diversidade de microrganismos associados aos corais
sadios e doentes realizados no Brasil. Reis et al. (2009), observaram diferencas nas
comunidades associadas a colonia sadias e doentes do coral brasileiro Mussismilia
brasiliensis nos recifes de Abrolhos, sugerindo que bactérias oportunistas colonizaram o coral
doente. Este estudo foi importante por ter sido o pioneiro sobre a microbiota deste coral.
Araujo (2013) isolou bactérias do tecido de coldnias sadias e roxas do coral S. stellata do
litoral Paraibano e verificou a predominancia da classe Gama-Proteobacteria (83%), seguido
pela classe Alfa- Proteobacteria (17%) pertencentes ao filo Proteobacteria.

No presente estudo, dos cinco géneros registrados entre os isolados bacterianos
analisados, o género Bacillus apresentou maior numero (63,8%), seguido pelo género Vibrio
(27,5%), Alteromonas (5,8%), Marinobacter (1,4%) e Staphylococcus (1,4%).

Entre as linhagens de bactérias isoladas do tecido sadio de P. caribaeorum, 87%
pertenceram ao género Bacillus, 9,6 % ao género Vibrio e em menor propor¢do o género
Staphylococcus com 3,2% (Figura 7). Os géneros Bacillus e Vibrio também foram
encontrados no tecido necrosado do zoantideo, correspondendo a 44,7% e 42,1%,

respectivamente. (Figura 7).
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Dois géneros foram exclusivos para os isolados do tecido necrosado de P.
caribaeorum, o género Alteromonas representado por 10,5% de isolados e o género

Marinobacter com 2,6% dos isolados (Figuras 7 e 8).

Figura 7. Percentual dos géneros de isolados de bactérias do tecido sadio e necrosado de P.
caribaeorum.
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O género Bacillus foi representado por um maior niumero de isolados, tanto no tecido
sadio (87%) quanto no necrosado (44,7%) (Figuras 7 e 8).

Todos os isolados obtidos do tecido sadio de P. caribaeorum pertencentes a esse
género apresentaram 100% de similaridade com as espécies Bacillus aerius e Bacillus

stratosphericus (Tabela 2 e Figura 9).
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Kellog et al. (2013) compararam a composi¢do da comunidade bacteriana do coral
Orbicella annularis do Parque Nacional de Tortugas e das Ilhas Virgens. Eles encontraram
maior abundancia do género Bacillus no coral sadio comparado com o coral afetado pela
doenca da white plague. No nosso trabalho o género Bacillus também foi mais frequente entre
os isolados do tecido sadio de P. caribaeorum.

O género Bacillus € um grupo heterogéneo de bactérias anaerébicas ou aerobicas
facultativas, em forma de bastonetes Gram-positivas, formadoras de endosporos, com ampla
distribuicdo em varios ambientes. Na realidade, em comparacdo com espécies encontradas nos
ambientes terrestres, pouco se sabe sobre sua distribuicdo e ecologia em ecossistemas
marinhos (CONNOR et al., 2010).

Figura 8. Comparacdo dos géneros das bactérias isoladas do tecido sadio e necrosado de P.
caribaeorum.
100% 87
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No nosso trabalho foi observado que quase todos os isolados provenientes do tecido
necrosado para o género Bacillus apresentaram similaridade de 99% com as espécies B.
safensis e B. pumilus (Tabela 2 e Figura 10).

A espécie Bacillus pumillus encontrado neste trabalho no tecido necrosado de P.
caribaeorum, também foi identificada no muco dos corais Pennatula phosphorea e Pteroeides
spinosum do Mar Mediterrdneo e demostrou atividade bacteriana contra Staphylococcus
aureus (PORPORATO et al., 2013).

Uma hipotese a ser levantada para o género Bacillus se apresentar em maior namero
no tecido sadio em relacdo ao tecido necrosado de P. caribaeorum, é que estas bactérias
podem desempenhar um papel de protecdo no coral hospedeiro. Alguns dados mostram que

Bacillus spp. presentes no muco de corais apresentam atividade antibacteriana contra
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patégenos (SHNIT-ORLAND; KUSHMARO, 2009). Dentro da classe Firmicutes, os isolados
do género Bacillus em particular se caracterizam pela producdo de compostos antibacterianos
(WIESE et al., 2009).

No nosso trabalho nota-se que o género Vibrio teve destaque no tecido necrosado da
P. caribaeorum (42% dos isolados) em relacéo ao tecido sadio (9,6%) (Figura 8).

Dentre os isolados do género Vibrio do tecido sadio foram observadas as espécies
Vibrio campbellii, Vibrio rotiferianus e Vibrio alginolyticus com 100% de similaridade
(Tabela 2 e Figura 11) enquanto os isolados do tecido necrosado foram representados pelas
espécies Vibrio proteolyticus, Vibrio hepatarius e Vibrio parahaemolyticus, e Vibrio owensii,
com similaridade de 99% (Tabela 2 e Figura 12).

Vaérios estudos relatam maior incidéncia desse grupo de bactérias nos corais podendo
favorecer o aparecimento de doengas (FRYDENBORG et al., 2014). Todos os membros do
género Vibrio sdo Gram-negativos, aerdbios facultativos, em forma de bastonetes, e
ligeiramente encurvados, encontrados em ambientes marinhos. Este género é conhecido por
algumas espécies que causam doencas em corais e por serem virulentos dependendo da
temperatura (FRYDENBORG, 2014). Estudos utilizando a anélise de metagenémica nos
corais dos recifes do Caribe e do Indo-Pacifico realizados por Cervino et al. (2008) mostrou
que 71% dos isolados presentes no tecido afetado pela YBD (yellow band disease) pertenciam
ao género dos Vibrios, destacando as mesmas espécies encontradas no tecido necrosado do P.
caribaeorum como o Vibrio proteolyticus.

Avaliando a diversidade do género Vibrio nos corais Mussimilia hispida e P.
caribaeorum no litoral do Brasil, Chimetto et al. (2009) identificaram a presenca de Vibrio
alginolyticus e Vibrio campbellii em ambos o0s corais.

As pesquisas sobre o coral Montipora capitata em relacdo aos surtos de WS (White
Syndrome) no Havai, identificaram pela primeira vez o Vibrio owensii como patdégeno desta
doenca nesta regido (USHIJIMA et al., 2012). Em outro estudo, um isolado do coral Styphora
sp. apresentou 99% de similaridade com o V. campbellii, de acordo com o sequenciamento de
gene RNAr 16S (SHNIT-ORLAND; KUSMARO, 2009).

Apesar dos fatos que indicam a patogenicidade de vérias espécies de Vibrio, este
genéro desempenha também fungdes importantes para os corais fornecendo os nutrientes e
metabolitos secundarios, como por exemplo bacteriocinas, para seus hospedeiros (SHNIT-
ORLAND; KUSHMARO, 2009). Por exemplo, a espécie V. alginolyticus, a qual foi
encontrado neste trabalho no tecido sadio de P. caribaeorum, pode exercer relacGes
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mutualisticas importantes com os corais, sendo boas fixadoras de nitrogénio (RITCHIE,
2006). O processo de fixacdo de nitrogénio pode estar relacionado com a desnitrificacdo
mediada pelos organismos presentes no muco dos corais (CHIMETTO et al. 2008).

Por outro lado, o Vibrio alginolyticus foi identificado pela primeira vez como
patégeno da doenca White Syndrome do coral Porites andrewsi, no mar da China (ZHENYU
et al., 2013) e também como patégeno da doenca Yellow Band disease do coral Diploastrea
heliopora do mar do Caribe e Oceano Indo-Pacifico (CERVINO et al., 2008).

Diante dessas observacOes é importante ressaltar, que dependendo de fatores como
temperatura, estado imunoldgico do hospedeiro, as espécies do género Vibrio podem
estabelecer relagbes positivas ou negativas com os corais (CERVINO et al.,, 2008;
CHIMETTO et al., 2008)

No nosso trabalho, dentre as bactérias do tecido sadio de P. caribaeorum foi
encontrado um isolado de Staphylococcus sp., 0 qual apresentou similaridade com S. aureus
(100%) e S. simiae (99%) (Tabela 2 e Figura 9).

O género Staphylococcus também foi encontrado por Menezes et al. (2010) entre as
bactérias associadas as ascidias e esponjas no Norte da costa do estado de Sdo Paulo. Hong et
al. (2009) também observaram a presenca desse género de bactérias no coral Stylophora

pistillata em Taiwan.
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Figura 9. Arvore filogenética de bactérias pertencentes ao filo Firmicutes isoladas do tecido sadio de
P. caribaeorum dos recifes de corais de Carapibus, Jodo Pessoa-PB, e de linhagens de bactérias do
GenBank baseada na comparagao das sequéncias de RNAr 16S utilizando analise neighbour-joining e
o0 modelo Kimura 2. Os valores de bootstrap mostradas na arvore foram obtidos com base de 1.000
replicas. Os numeros de acesso das sequencias do GenBank sdo mostradas em parénteses.
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Figura 10. Arvore filogenética de bactérias pertencentes ao filo Firmicutes isoladas do tecido
necrosado de P. caribaeorum dos recifes de corais de Carapibus, Jodo Pessoa-PB, e de linhagens de
bactérias do GenBank baseada na comparacdo das sequencias de RNAr 16S utilizando analise
neighbour-joining e 0 modelo Kimura 2. Os valores de bootstrap mostradas na arvore foram obtidos
com base de 1.000 replicas. Os nimeros de acesso das sequencias do GenBank sdao mostradas em
parénteses.

Os 4 isolados do género Alteromonas que foram exclusivos para o tecido necrosado,
apresentaram similaridade de 99% com Alteromonas macleodii (Tabela 2 e Figura 12).
Esse género pertence ao filo das Proteobacterias e abrange as bactérias Gram negativas, com
formas retas ou encurvadas, as quais se movem por meio de um Unico flagelo polar. Os
membros desse género sao encontrados em aguas costeiras e em mar aberto (BAUMAN et al.,
1972; BOURNE; MUNN, 2005).

Nos recifes costeiros da Paraiba, Aradjo (2013) identificou a presenca do género
Alteromonas em bactérias isoladas das colbnias roxas do coral S. stellata. Isolados
pertencentes a este género também foram encontrados em tecidos lesionados do coral

Stephanocoenia intersepta com a doenca da Dark Spot Syndrome, no Caribe (SWEET et al.,
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2013). A espécie A. macleodii, encontrada no nosso estudo, foi identificada no muco do coral
Fungia sp. dos recifes da costa do Mar Vermelho (ALLERS, 2008).

Outro género encontrado neste trabalho apenas no tecido necrosado de P. caribaeorum
foi Marinobacter, sendo que foi obtido um isolado que apresentou similaridade de 99% com a
espécie Marinobacter santoriniensis (Tabela 2 e Figura 12). As bactérias do género
Marinobacter sdo frequentemente encontradas em ecossistemas marinhos profundos,
habitando aguas frias e quentes (KAYE et al., 2011).

Carlos et al. (2013) avaliaram a diversidade de bactérias heterotroficas presentes no
muco de P. caribaerorum na costa do Sudeste do Brasil, e constataram a presenca do género
Marinobacter no muco deste zoantideo.

Alex et al. (2013) relataram a presenca deste género de bactérias no tecido da

desmoesponja Polymastia penicillus nos recifes de corais na costa do Atlantico de Portugal.
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Figura 11 Arvore filogenética de bactérias pertencentes & classe Gama-Proteobacteria isoladas do
tecido sadio de P. caribaeorum dos recifes de corais de Carapibus, Jodo Pessoa-PB, e linhagens de
bactérias do GenBank baseada na comparacdo das sequencias de RNAr 16S utilizando analise
neighbour-joining e 0 modelo Kimura 2. Os valores de bootstrap mostradas na arvore foram obtidos
com base de 1.000 replicas. Os nimeros de acesso das sequencias do GenBank sdo mostradas em
parénteses.
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Figura 12. Arvore filogenética de bactérias pertencentes a classe Gama-Proteobacteria isoladas do
tecido necrosado de P. caribaeorum dos recifes de corais de Carapibus, Jodo Pessoa-PB, e de
linhagens de bactérias do GenBank baseada na comparacgdo das sequencias de RNAr 16S utilizando
analise neighbour-joining e 0 modelo Kimura 2. Os valores de bootstrap mostradas na arvore foram
obtidos com base de 1.000 replicas. Os nimeros de acesso das sequencias do GenBank sdo mostradas
em parénteses.
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4.3 ATIVIDADE PROTEOLITICA DOS ISOLADOS DO TECIDO SADIO E
NECROSADO DE P. CARIBAEORUM

Dentre as bactérias do tecido sadio de P. caribaeoum, todos os isolados do género
Bacillus apresentaram a atividade proteolitica (Figura 13 e Tabela 4). O isolado PS91 foi o
que apresentou o maior halo de degradacédo (28 mm).

Dentre os isolados bacterianos do tecido necrosado de P. caribaeorum foram
observadas bactérias proteoliticas nos 4 géneros: Bacillus (17 isolados), Vibrio (5 isolados),
Alteromonas (4 isolados) e Marinobacter (1 isolado) (Figura 13.).

Figura 13. Percentual dos isolados de bactérias com atividade proteolitica do tecido sadio e
necrosado da P. caribaeorum.
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Tabela 4. Atividade proteolitica dos isolados de bactérias provenientes do tecido sadio de P.

caribaeorum.

Género Isolados Diametro do halo (mm)
Vibrio PS11 0
PS39 0
PS41 0
Staphylococcus PS19 0
PS1 7
PS2 10
PS3 12
PS4 14
PS5 12
PS10 10
PS17 13
PS30 14
PS32 15
PS34 10
Bacillus PS35 13
PS36 13
PS37 12
PS42 26
PS43 17
PS44 21
PS45 24
PS46 14
PS47 15
PS56 18
PS58 18
PS59 20
PS63 20
PS65 18
PS66 12
PS86 15
PS91 28

Os isolados com maior atividade proteolitica encontrados no tecido necrosado de P.
caribaeorum foram o PN74 (Bacillus pumillus) com halo de 46 mm e PN 49 (Vibrio
proteolyticus) com halo de 40 mm (Tabela 5).

Entre os isolados proteoliticos pertencentes ao género Vibrio, foram encontrados: V.
proteolyticus (PN 39, PN 46, PN 49, PN50) e V. natriegens (PN 48) (Tabela 5). Para o género
Alteromonas todos os 4 isolados apresentaram atividade proteolitica, sendo representados pela
espécie A. macleodii, destacando-se o isolado PN43 com halo de degradacdo de 36 mm
(Tabela 5).
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Tabela 5. Atividade proteolitica dos isolados de bactérias provenientes do tecido necrosado de

P. caribaeorum.

Género Isolados Diametro do halo (mm)
Vibrio PN5 0
PN39 27
PN46 16
PN47 0
PN48 7
PN49 40
PN50 26
Alteromonas PN12 27
PN37 26
PN43 36
PN51 23
Marinobacer PN6 27
PN40 15
PN70 26
PN71 28
PN72 32
PN73 29
PN74 46
Bacillus PN75 33
PN77 33
PN79 37
PN82 38
PN85 33
PN87 22
PN90 26
PN92 20
PN94 20
PN95 25
PN96 25
PN99 24

Vale ressaltar que todas as bactérias isoladas encontradas no tecido necrosado de P.
caribaeorum do género Bacillus foram capazes de produzir proteases e foram identificadas
como Bacillus pumilus (16 isolados) (Figura 14) e Bacillus aerius (1 isolado).

Varios estudos tém mostrado que a atividade proteolitica estd relacionada com a
viruléncia de bactérias patogénicas. Um exemplo classico dessa relacdo € o género Vibrio.
Esse género inclui espécies patdgenicas de corais e outros organismos marinhos (HARVELL
et al., 1999) como o Vibrio coralliilyticus responsavel pelo branqueamento e lise do coral
Pocilopora damicornis (BEN-HAIM et al., 2003).

Estudos mais recentes relacionaram a sua viruléncia com a excre¢do de enzimas
proteoliticas (KIMES et al., 2012; MANN et al., 2014).
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Figura 14. Atividade proteolitica dos isolados da espécie Bacillus pumilus (PN 70- PN 73) do tecido
necrosado de P. caribaeorum.

Sussman et al. (2008) também observaram a atividade proteolitica em 150 isolados de
bactérias provenientes de varios corais onde tiveram surtos de White syndrome (WS) nos
Oceanos Indico e Pacifico. Autores indicaram que a producdo de proteases pode ser
considerada como fator de viruléncia.

Condigdes ambientais de grande impacto afetam a dindmica da relacéo entre patdgeno
e hospedeiro, levando ao surgimento de doengas. Mann et al. (2014) relatou que dentre as
estratégias de ataque de patdgenos, a secrecdo de proteases favorecia a colonizagdo do
hospedeiro por bactérias.

Em pesquisas realizadas utilizando analise metagendmica sobre o efeito de
branqueamento dos corais na Grande Barreira de Recife (GBR), Litmman et al. (2011)
observaram que durante eventos de estresse térmico ocorreu um aumento da proliferacdo de
V. coralliilyticus relacionado a producdo de proteases extracelulares que funcionaram como
fator de viruléncia para a lise do dinoflagelado Symbiodinium presente no coral Acropora
millepora. Os autores concluiram que o aumento da expressao de genes proteoliticos com a
elevacdo da temperatura poderia também ser devido a proliferacdo de organismos causadores
de doencas.

Como ja foi supracitado antes, um dos fatores de viruléncia de organismos

patogénicos é a excrecdo de enzimas proteolitcas, as quais, dependendo do estado do



44

hospedeiro podem acarretar o aparecimento de doengas, devido a vunerabilidade do mesmo,
associados a fatores externos traumaticos.

Em virtudes das pesquisas realizadas por outros autores e comparando com 0S N0SS0S
dados, podemos inferir que, além do género Bacillus, os géneros Alteromonas, Vibrio e
Marinobacter, presentes apenas no tecido necrosado de P. caribaeorum, ambos com alta

atividade proteolitica, podem contribuir para o processo necrotico do tecido desse zoantideo.
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5 CONCLUSOES

A densidade de bactérias heterotrdficas totais no tecido necrosado foi maior que no

tecido sadio do zoantideo P. caribaeorum.

A anélise filogenética de bactérias isoladas do tecido de P. caribaeorum revelou

que a maioria dos isolados pertenceu ao filo Firmicutes.

No tecido sadio foi encontrado maior percentual de bactérias do género Bacillus do
que no tecido necrosado.

O genéro Vibrio apresentou maior numero de isolados entre as bactérias isoladas
do tecido necrosado comparando com as bactérias do tecido sadio, sugerindo que
essas bactérias podem desempenhar um papel no desenvolvimento da doenca

necrosante de P. caribaeorum.

A atividade proteolitica foi mais expressiva nas bactérias do tecido necrosado
quando comparados com as bactérias do tecido sadio, sugerindo que esta atividade

seja importante para o desenvolvimento da doenca necrosante de P. caribaeorum.
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