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RESUMO

Recifes de corais sdo ecossistemas de grande diversidade biolégica e de extrema relevancia
ecoldgica. Alguns animais que compde os recifes de coral apresentam uma associa¢cdo dinamica
entre o animal hospedeiro e uma diversidade de micro-organismos associados. De maneira geral,
esses micro-organismos estdo envolvidos na fisiologia do hospedeiro, gerando beneficios como a
troca de nutrientes e producdo de compostos bioativos utilizados na defesa contra predacdo e
competicdo por espaco. O conhecimento limitado sobre a diversidade de simbiontes de zoantideos
e a hipotese de que eles estdo envolvidos em estratégias competitivas do hospedeiro e na
resisténcia a fatores adversos justificam a relevancia deste estudo. Nesse contexto, esse estudo
teve por objetivo estudar a diversidade e estrutura da comunidade de bactérias e zooxantelas
associadas aos zoantideos Palythoa caribaeorum, Zoanthus sociatus e Protopalythoa variabilis,
encontrados no nordeste do Brasil. Para tal, amostras dos tecidos dos zoantideos e da agua do mar
foram utilizadas para extracdo de DNA e amplificacdo dos genes ribossomais. A estrutura das
comunidades foi analisada por eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) e a
diversidade taxonO6mica por bibliotecas gendmicas. Os resultados demonstraram perfis microbianos
altamente diversificados e a microbiota parece ser espécie-especifica. De acordo com as bibliotecas
de rDNA 16S, os principais filos associados aos corais foram Proteobacteria, Bacteriodetes e
Cyanobacteria. A classe Gammaproteobacteria foi dominante em P. caribaeorum, enquanto
representantes da classe Alphaproteobacteria foram majoritariamente encontrados na dgua do mar
e nos zoantideos Z. sociatus e P. variabilis. Essas duas espécies de zoantideo também apresentaram
as maiores diversidades de bactérias simbiontes. A maioria das bactérias identificadas foi
relacionada com a producdo de compostos bioativos, o que sugere um papel de defesa para o
hospedeiro. A presenga de grupos especificos de bactérias nos zoantideos sugere aquisicdo por
transferéncia vertical. O estudo da diversidade de zooxantelas indicou a ocorréncia dos clados A, e
C de Symbiodinium nas trés espécies de zoantideos. O clado A foi identificado apenas em Z
sociatus, enquanto o clado C foi identificado nas trés espécies. Os clados A e C sdo
reconhecidamente relacionados a resisténcia contra o branqueamento. Estes dados indicam que a
diversidade de simbiontes é alta e deve ser considerada sob o ponto de vista da conservacao de

ambientes marinhos.

Palavras-chave: Simbiose, zoantideos, bactérias, zooxantelas, recifes de coral.
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ABSTRACT

Coral reefs are ecosystems of great biological diversity and ecological relevance. Some animals on
coral reefs have a dynamic association between the animal host and a diversity of associated
micro-organisms. These micro-organisms are directly envolved on their fisiology, generating
benefits as the exchange of nutrients and production of bioactive compounds used in defense
against predation and competition for space. The importance of coral-microbial interactions is
increasingly being recognized, with studies demonstrating the active role that the associated
microbial communities play in maintaining coral health and resilience. The limited knowledge on
the diversity of zoanthids” symbionts and the hypothesis that symbiotic micro-organisms are
involved in competitive strategies of defense to adverse factors justify the relevance of this study,
which aimed to access the diversity and community structure of bactéria and
zooxanthellae  associated with  Palythoa caribaeorum, Zoanthus sociatus and
Protopalythoa variabilis, commonly found on the northeast coast of Brazil. The structure of
the communities was assessed by denaturing gel gradient electrophoresis (DGGE) and 16S
cloning library. Tissues from corals and seawater were collected and used for extraction and
amplification of 16S or 28S rDNA genes by polymerase chain reaction. The results showed diverse
microbial communitie associated with the zoanthid species and sea water. The microbiota appears
to be species-specific. According to the 16S rDNA libraries, the phyla Proteobacteria,
Bacteriodetes and Cyanobacteria were predominant. The class Gammaproteobacteria was
characteristically found associated to P. caribaeorum whereas Alphaproteobacteria was dominant
in Z. sociatus and P. variabilis, which were also the most diverse hosts. Most of the identified
bactéria were related to bioactive compound production which can be benefic to the host. The
presence of exclusive bacteria in the zoanthids suggests that some species might be transmitted
vertically to the host. The study of zooxanthellae diversity indicates the occurrence of the clades A
and C of Symbiodinium in the studied zoanthids. The clade A was identified only in Z. sociatus
whereas the clade C was present in all studied zoanthids. These clades are related to bleaching
resistance and can confer more resistance to adverse environmental factors. This is the first study
to examine the diversity and community structure of bactéria and zooxanthellae of Brazilian
zoanthids. These data indicate that symbiont diversity is high and must be considered regarding

the conservation of marine habitats.

Key-words: Symbiosis, zoanthids, bacteria, zooxanthellae, coral reef.
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INTRODUCAO GERAL
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1. Os Ambientes Recifais

Os recifes de corais sdo um dos ecossistemas mais espetaculares e complexos do
mundo e s3o caracterizados pela mais alta densidade de animais de todos os ambientes do
planeta, além de apresentarem uma diversidade comparavel aquela encontrada em florestas
tropicais (SPALDING; RAVILIOUS; GREEN, 2001).

Os ambientes recifais correspondem a cerca de 15% do fundo marinho entre 0 e 30
metros de profundidade, cobrindo cerca de 0,2% da drea oceanica mundial, o equivalente a

aproximadamente 600.000 Km? (VILLACA, 2002)(Figura 01).

Figura 1: Distribuicdo mundial dos recifes de coral. Fonte: Institute for Marine Remote Sensing, University of South
Florida.

De acordo com Spalding; Revilious; Green (2001) Charles Darwin foi provavelmente o

primeiro a preparar um mapa global dos recifes de coral e comentaram que esses
ambientes sdo restritos a regides tropicais, circulando a maior parte do globo, embora ndo
sejam uniformemente distribuidos. Ainda de acordo com esses autores, a maioria dos recifes
de coral é encontrada no Indo-Pacifico e menos de 8% deles sdo encontrados no Caribe e no
Atlantico.

Pode-se destacar a importancia dos recifes sob os aspectos fisico — como barreiras de

protecdo de regides costeiras contra a acdo do mar; bioldgico — devido a grande riqueza e
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abundancia de organismos associados; e bioquimico — como fontes de matérias-primas para
fins farmacoldgicos (MMA, 2003). Além disso, esses ambientes marinhos consolidados sdo
geralmente caracterizados por uma alta complexidade de substratos, importantes
principalmente para organismos sésseis (DENOVARO; FRASCHETTI, 2002). Segundo Spalding;
Ravilious; Green (2001), os recifes de coral oferecem uma série de nichos ecoldgicos, talvez
mais do que qualquer outro bioma. A grande complexidade de habitats proporciona um
ambiente ideal para inUmeras espécies de invertebrados dos quais muitos peixes se
alimentam, além de ser uma darea de bercgdrio e abrigo, apresentando uma complexa cadeia
alimentar e um fluxo constante entre os diversos niveis troficos.

Os recifes de coral brasileiros estdo limitados a regido Nordeste, com extensao de 3000
km do Maranh3do até o sul da Bahia (LABOREL, 1969; LEAO, 1986), sendo as formacdes do
litoral sul do estado da Bahia as maiores e mais ricas do Brasil e de todo o Atlantico Sul
Ocidental (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).

No nordeste do Brasil destacam-se também os recifes de arenito, formados por
afloramentos rochosos decorrentes de um processo de calcificacdo de sedimentos in situ.
Esses recifes desempenham um papel de fundagao sobre os quais podem se desenvolver um
recife coralino. No Brasil aparecem principalmente na regidao entre o Cabo de Sao Roque e a
desembocadura do Rio S3o Francisco, com algumas formacgdes nos litorais do Ceard, Bahia e
do Espirito Santo (VILLACA, 2002).

No Estado do Ceard ha amplas formacdes de recifes de arenito que interrompem a
faixa arenosa, predominantemente na regido entre marés, possuindo formato tabular,
ligeiramente inclinado em direcdo ao mar e sao formados por areia cimentada por carbonato
de calcio e 6xido de ferro (MORAIS, 1967).

O ambiente de recifes de arenito é caracterizado pelo aparecimento de pocas de maré
facilmente acessiveis durante a maré baixa e geralmente abrigam uma fauna mais rica do que
praias arenosas, pois 0s animais conseguem tolerar o hidrodinamismo das ondas fixando-se
firmemente a um substrato estavel (MATTHEWS-CASCON; LOTUFO, 2006).

Dentre os principais organismos presentes em ambientes recifais estdo macroalgas,

esponjas, cnidarios, poliquetas, nemertineos, planarias, crustaceos, moluscos, briozoarios,
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equinodermos, ascidias, peixes, répteis, aves e mamiferos marinhos (SPALDING; RAVILIOUS;
GREEN, 2001)

Embora apresentem uma grande diversidade de organismos de diferentes grupos, os
principais organismos bioconstrutores de recifes de coral sdao os invertebrados do Filo

Cnidaria, particilarmente os pertencentes a classe Anthozoa e Hydrozoa.

2. Caracteristicas do Filo Cnidaria

2.1 Ecologia

O filo Cnidaria é um conjunto bastante diverso que inclui as dguas-vivas, anémonas-do-
mar, corais, hidrozoarios, gorgonias, etc., compreendendo cerca de 11.000 espécies
existentes separadas em quatro classes: Hydrozoa, Anthozoa, Scyphozoa e Cubozoa (BRUSCA,;
BRUSCA, 2007). Sdo animais relativamente simples, com apenas dois epitélios (epiderme e
gastroderme) separados por uma camada denominada mesogléia. Possuem apenas uma
cavidade corpérea denominada cavidade gastrovascular com uma abertura para o ambiente,
a boca. Os cniddrios sdo em sua grande maioria marinhos, com excec¢ao das hidras e de alguns
poucos hidrozodrios dulcicolas. A maioria habita dguas rasas e as formas sésseis sdao
abundantes nas costas rochosas ou nas formacgdes coralinas de aguas tropicais (RUPPERT;
FOX; BARNES, 2003).

A presenca de cnidas é caracteristica exclusiva do filo Cnidaria sendo tais estruturas
produzidas em células especializadas denominadas cnidécitos que apresentam diferentes
funcbes de acordo com o tipo de cnida (espirocistos, nematocistos e pticocistos), sendo os
nematocistos o tipo mais conhecido devido sua ag¢do urticante. Os cniddcitos tém diferentes
fungdes e muitos possuem potentes toxinas que sao injetadas na presa ou no agressor através
de filamentos ejetaveis em decorréncia de um estimulo quimico ou mecanico (BRUSCA;
BRUSCA, 2007; RUPPERT; FOX; BARNES, 2003).

Os cnidarios bentbnicos sdo de grande importancia ecoldgica nos ambientes recifais
por apresentarem associacdes com uma variedade de invertebrados, além disso, os
ambientes de substratos consolidados contruidos por esses animais provém maior

estabilidade e protecdo para muitos individuos sésseis (BAYER, 1961).
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Os corais (filo Cnidaria, classe Anthozoa) sdao organismos muito simples normalmente
apresentando um corpo cilindrico com um anel de tentaculos circundando a boca, os quais
sao usados na captura de alimento. Além disso, um grande nimero de corais desenvolve a
capacidade de formar colonias e construir um exoesqueleto de carbonato de cdlcio na sua
base, com colénias em formato de cupula ou formando ramificacOes. Esses corais sdo
conhecidos como escleractinios. De acordo com esses autores, mesmo em condi¢des ideais
os corais escleractinios apresentam crescimento muito lento, com taxonss de apenas alguns
milimetros por ano. Mesmo os corais de crescimento mais rdpido (os que foram ramificacées)
crescem a uma taxons de apenas 150 milimetros por ano.

Os corais normalmente apresentam em seus tecidos dinoflagelados fotossintétizantes
simbiotes, conhecidos como zooxantelas, que estdo intimamente envolvidos na fisiologia do
hospedeiro (BAKER, 2003). Schuhmacher e Zibrowius (1985) caracterizaram dois tipos de
corais de acordo com a presenca ou auséncia de zooxantelas simbiontes: corais zooxantelados
e azooxantelados, respectivamente.

Os corais zooxantelados prosperam em aguas tropicais claras e pobres em nutrientes
(LEAO, 1986). A temperatura da 4gua deve ser na faixa entre 16° C e 36 °C, sendo o 6timo
entre 23° C e 25 °C, além disso, a turbidez deve ser baixa devido a necessidade de luz para a
fotossintese das zooxantelas, necessarias a vida da maioria dos corais e que participam
ativamente na formacao dos recifes (COUTINHO, 2002; SMITH, 1971).

No Brasil a fauna de corais é caracterizada por uma baixa diversidade de espécies e um
elevado grau de endemismo. Apenas 19 espécies de corais escleractinios sdao conhecidas, das
guais pelo menos seis (incluido todas as espécies do género Mussismilia) sao endémicas
(SPALDING; RAVILIOUS; GREEN, 2001).

Na costa cearense predominam os corais zooxantelados conhecidos como corais moles
ou zoantideos. Esses organismos tém essa denominacao devido ao fato de ndo apresentarem
deposicdo de carbonato de cdlcio em sua base. Zoantideos sdo invertebrados comumente
encontrados em todos os oceanos do mundo, geralmente formando grandes col6nias
incrustadas sobre as formacdes recifais da faixa entre marés (SEBENS, 1982). Na costa
cearense os zoantideos formam densas colonias sobre o substrato rochoso de recifes de
arenito onde competem por espaco (RABELO, 2007).

A presenca de espécies de corais construtores de recifes na costa cearense é pouco

significante, ocorrendo como coldnias isoladas ou agregadas, formando manchas ou sitios.
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Apesar disso, o seu papel no ecossistema local é bastante semelhante ao que desempenham
guando formam recifes, pelo menos ao atuarem como “produtores primadrios”, devido as
zooxantelas, como fonte de alimento para animais especializados na sua preda¢dao ou como
substrato e abrigo para uma fauna de comensais, perfurantes e oportunistas dos mais
variados grupos (KAPLAN, 1988).

Os zoantideos sdo organismos sésseis abundantes nas regides tropicais,
particularmente em formacgdes recifais. Esses organismos ficam sujeitos a subida e a decida
da maré podendo permanecer por muitas horas emersos (MUIRHEAD; RYLAND, 1985). Os
cnidarios pertencentes a esta familia sdo componentes bastante difundidos e geralmente
abundantes em comunidades marinhas de ecossistemas tropicais, mas, apesar de sua
importancia, seu conhecimento ainda permanece restrito (BABCOCK; RYLAND, 1990).
Zoantideos reproduzem-se de maneira assexuada, por fragmentacdo dos pélipos e por
reproducdo sexiada com fertilizacdo externa (BOSCOLO; SILVEIRA, 2005; FADLALLAH,
KARLSON; SEBENS, 1984; KARLSON, 1983).

2.2 Taxonomia e Sistematica dos Zoantideos da Costa Cearense.

No estado do Ceara sao encontradas trés espécies de zoantideos, que seguem a

seguinte classificagcdao taxondmica:

Cnidaria Verrill, 1865
Anthozoa Ehrenberg, 1833
Hexacorallia
Zoanthidea (HYMAN 1940)
Brachycnemina Haddon e Shackleton, 1891
Zoanthidae Gray, 1840
Palythoa Lamouroux, 1816
Palythoa caribaeorum (DUCHASSAING; MICHELOTTI, 1860)
Protopalythoa Verril, 1900
Protopalythoa variabilis (DUERDEN, 1898);
Zoanthus Lamarck, 1801

Zoanthus sociatus Ellis, 1767


http://species.wikimedia.org/w/index.php?title=Haddon&action=edit
http://species.wikimedia.org/w/index.php?title=Shackleton&action=edit
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A ordem Zoanthidea (também reconhecida como Zoantharia por alguns autores) é a
terceira maior ordem de Hexacorallia e é caracterizada por formas coloniais com duas coroas
de tentaculos e um sifonoglifo (SINNIGER et al., 2005). A ordem Zoanthidea é caracterizada
por uma tendéncia a formar colénias de podlipos e um arranjo distinto de septos radiais
internos. Os septos sdo pareados, cada par geralmente com um septo perfeito ou completo e
um imperfeito ou incompleto (RYLAND; LANCASTER, 2003).

A sistemdtica corrente da ordem Zoanthidea é baseada na organizacdo dos septos e
segue a divisdo do grupo em duas subordens: Brachycnemina e Macrocnemina, cada uma
formada por muitos géneros e espécies pobremente definidas. Essas subordens diferem pelo
quinto par de septos o qual é completo em Macrocnemina e incompleto em Brachycnemina.
Essa separacdo entre duas subordens também tem sido confirmada por caracteristicas da
reproducdo sexuada. Brachycnemina produz larvas plancténicas, enquanto que larvas ndo
plancténicas tém sido observadas em individuos da subordem Macrocnemina. Brachycnemina
sdo zooxantelados e tém, assim como corais escleractinios, uma distribuicdo essencialmente
tropical e em zona sublitoral rasas de recifes de coral. Macrocnemina tende a ocorrer em
regidoes fundas e comumente com auséncia de zooxantelas (RYLAND; LANCASTER, 2003).
Segundo Sinniger et al. (2005), Brachycnemina parece ser um grupo monofilético, enquanto
Macrocnemina aparece como grupo parafilético.

A identificacdo de espécies de zoantideos tem mostrado algumas dificuldades devido a
diferentes critérios taxondmicos usado pelos autores. Muirhead e Ryland (1985) e Ryland e
Lancaster (2003) propdéem o uso dos nematocistos para a identificacdo das espécies. Ja
Sinninger et al. (2005) usam genes miticondriais como um critério alternativo para a
identificacdo taxonOmica. Nos ultimos anos, houve certa confusdo no que se diz respeito aos
géneros Palythoa e Protopalythoa, os quais eram unidos em um sé género: Palythoa.
Entretanto, Ryland e Lancaster (2003) afirmaram que Palythoa e Protopalythoa constituem
géneros separados.

Segue uma breve diagnose das trés espécies encontradas na costa cearense (segundo

SEBENS, 1982 e ROHLFS; BELEM, 1994) as quais s3o objeto da presente pesquisa:
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Palythoa caribaeorum (DUCHASSAING; MICHELOTTI, 1860)

Apresentam pdlipos marrom-claros externamente e verde-brilhante na face interna do
disco oral. P caribaeorum desenvolve colbnias com as paredes dos podlipos unidas por um
cenénquima comum ao longo do seu comprimento, formando uma cobertura continua sobre
0 substrato. As col6nias podem ser removidas do substrato como pedacos intactos. A
espessura da col6nia é variavel (entre 5-30 mm ou mais) assim como o diametro do pdlipo ( 6-
10mm na regido do disco oral). O tamanho do pdlipo é geralmente uma caracteristica da
coldnia e pode ser relacionado ao habitat. P. caribaeorum é comum na zona entre marés rasa
e na regido sublitoral. P. caribaeorum alimenta-se ativamente de zooplancton, primariamente
na escuriddo, quando hd a expansdo da cavidade pré-oral. Zooxantelas contribuem
substancialmente na nutricdo dessa espécie.

A identificacdo de espécies incrustantes de Palythoa é dificil e o grupo ndo tem sido
revisado usando métodos modernos de taxonomia. E possivel que P. caribaeorum seja

sindnima de P. mamillosa.

Protopalythoa variabilis (DUERDEN, 1898)

Apresentam poélipos largos (8-14 mm de diametro oral, 15-40 mm ou mais de
comprimento) com extensa abertura do disco oral. A coluna estreita em diregao a base e as
jungdes entre os pdlipos sdo estoldes filamentosos dos quais os pélipos sdao facilmente
separados. A longa coluna permite a essa espécie viver enterrada na areia geralmente até a
base do disco oral, com a base da coluna ligada a rocha abaixo da camada de areia. P.
variabilis € comumente encontrada formando grupos ou com pdlipos separados. Alimenta-se

de zooplancton embora também dependa da nutricdao autotroéfica.

Zoanthus sociatus Ellis, 1767

Apresentam polipos verde-brilhantes azulados com diametro do disco oral de
aproximadamente 5 mm. Apresenta altura do pdlipo entre 3 e 30 mm. Ocorre do médio ao
infralitoral. As colOnias grandes se fixam a substratos bastante variaveis como blocos

rochosos, pedras soltas, conchas de moluscos, esqueletos de madreporarios e Millepora spp.
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Colonias de polipos alongados, frequentemente afilados no sentido da base pela qual se
encadeiam, formando col6nias com algumas centenas de individuos interligados por estoldes
entrelagados. Tentdculos filiformes, em nimero de 48 a 57.

Embora bastante abundantes na costa brasileira, trabalhos com zoantideos no Brasil
sao escassos. Apenas Longo; Arias e Schlenz (2000) realizaram um estudo da sistematica do
zoantideo Z soaictus, entretanto, de maneira geral, estudos sobre a ecologia desses animais

sao escasso na literatura.

3. A Simbiose entre Cnidarios e Micro-organismos

Segundo Townsend; Begon; Harper (2010) o termo simbiose (“viver junto”) foi cunhado
para as associacles fisicas estreitas entre espécies nas quais um “simbionte” ocupa um
espaco fornecido por um “hospedeiro” e onde, muitas vezes, ha beneficio mdtuo. Munn
(2004) acrescenta que a simbiose é uma relagdo mutualista permanente onde ambas as
partes se beneficiam. Esse autor comenta ainda que os simbiontes apresentam especial
adaptacdo para a essa condicdo e em alguns casos eles podem perder a habilidade de existir
independentemente de seu hospedeiro (simbiose obrigatéria), embora alguns micro-
organismos sejam capazes de viver fora de seus hospedeiros (simbiose facultativa).

A simbiose em corais é caracterizada por uma associacao fechada e dinamica entre o
animal (hospedeiro) e uma diversidade de micro-organismos associados (simbiontes)
incluindo, protozodrios, fungos, arquéias, bactérias e virus (WEGLEY et al., 2007; LINS-DE-
BARROS et al., 2010; RYPIEN; WARD; AZAM, 2010). Juntos, hospedeiro e simbionte compdem
um conjunto de organismos conhecido como Holobionte.

Durante muito tempo os dinoflagelados fotossintéticos do género Symbiodinium,
conhecidos como zooxantelas, foram considerados o0s Unicos endossimbiontes de
invertebrados marinhos (OLSON et al., 2009). No entanto, recentes avancos em biologia
molecular revelaram uma comunidade diversificada e altamente dindmica de bactérias
(ROHWER et al., 2002), além da descoberta de outros simbiontes como fungos (WEGLEY et al.,
2007), arquéias (LINS-DE-BARROS et al., 2010; SIBONI et al., 2008) e virus (MARHAVER;
EDUARD; ROWER, 2008). Com essas descobertas sabe-se agora que os corais apresentam
multiplos simbiontes, formando um sistema complexo e altamente dinamico (KNOWLTON;

ROHWER, 2003), embora as zooxantelas e as bactérias sejam os simbiontes mais estudados.
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Os corais provém varios microhabitas para bactérias (simbiontes extracelulares) e
zooxanteas (simbiontes intracelualres): a camada de muco superficial, o tecido que forma a
gastroderme e a epiderme e o esqueleto calcario, onde cada microhabitat pode ter uma

comunidade distinta (ROSENBERG et al., 2007) (Figura 2).

Figura 2: Habitats possiveis para os micro-organimos associados aos cnidarios. A parte superior da figura
corresponde ao coral Oculina patagonica. Modificado de Rosenberg et al. (2007).
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Goémez-Cabrera et al. (2008) comentaram que os cnidarios podem adquirir seus
simbiontes de vdrias maneiras. Os simbiontes podem ser passados de uma geragao para a
proxima através dos ovos (transmissdo fechada ou vertical) ou cada geracdo pode adquirir
simbiontes de seu ambiente (transmissdo aberta ou horizontal)

Independente do modo de aquisicdo, muitos micro-organismos simbiontes estdo
envolvidos na fisiologia do hospedeiro, gerando beneficios como a troca de nutrientes e a
formacgao do esqueleto calcario (WEGLEY et al., 2007).

Estudos pretéritos consideravam os fungos como parasitas em corais e que esses micro-

organismos seriam capazes de atacar os podlipos e as zooxantelas. Entretanto, atualmente
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acredita-se em um papel benéfico desses organismos. Wegley et al. (2007) encontraram
fungos associados ao coral Porites asteroides e verificaram que esses simbiontes estdo
envolvidos no metabolismo do carbono e nitrogénio, sugerindo que esses micro-organismos
sdo mais importantes para o coral do que previamente se pensava. Esses autores acreditam
que os fungos estao envolvidos em, pelo menos, dois processos do ciclo de nitrogénio nos
corais, incluindo reducdo de nitrato/nitrito a aménia e assimilagdo da amdnia para uso na
biossintese.

Diversas espécies do dominio Archaea também sdo encontradas em corais e
aparentemente geram beneficios para o hospedeiro. Siboni et al. (2008) observaram que
arquéias oxidantes de amoénia, encontradas no muco de corais, participam ativamente da
reciclagem de nitrogénio no holobionte.

Lins-de-Barros et al. (2010) também encontraram arquéias associadas a corais. Esses
pesquisadores verificaram que a maioria das sequéncias do gene RNAr 16S de arquéias
encontradas nos corais brasileiros Siderastrea stellata e Mussismilia hispida eram
desconhecidas, demonstrando a necessidade de mais estudos sobre a identificacdo desses
micro-organismos associados a corais.

Os constituintes menos estudados no holobionte sdao os virus. Muitos dos virus
encontrados em corais sdo fagos, isto é, virus que infectam bactérias (WEGLEY et al., 2007).
Por exemplo, Marhaver; Eduard; Rower (2008) encontraram fagos de cianobactérias e de
vibrios, os quais foram abundantes tanto em corais saudaveis como branqueados. Os virus
associados ao coral podem infectar todos os componentes do holobionte: coral, zooxantelas e
bactérias. Assim, os virus parecem ter importante influéncia na saude de todo o holobionte.

Os simbiontes sdo componentes criticos de ecossistemas recifais e a simbiose entre os
corais e 0os micro-organismos é a chave da sobrevivéncia dos ecossistemas recifais e de toda a
fauna associada a eles (BAKER, 2003). Entretanto, embora de grande importancia na
sobrevivéncia do holobionte, os micro-organismos associados aos corais sdo extremamente

sensiveis a impactos de origem antrdpica.

4. Corais x Impactos Antrdpicos

Nas ultimas duas décadas houve um aumento do numero de trabalhos documentando

as dramdticas mudangas e o declinio de recifes de coral no mundo e estima-se que cerca de
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3% ou mais desses ambientes se encontrem severamente impactados (WILKINSON, 2002).
Segundo o mesmo autor, dentro de poucos anos acredita-se que 60% dos recifes de corais do
mundo estejam completamente danificados, particularmente devido a agdo humana

As principais causas da destruicdo dos recifes de corais sdo o estresse gerado pela
poluicdo organica e inorganica de origem agricola e industrial; a sedimentag¢do devido ao
desmatamento de dareas costeiras; a sobre-pesca, principalmente devido a métodos
destrutivos de captura; o turismo e o aquecimento global (WILKINSON, 2002; SPALDING;
RAVILIOUS; GREEN, 2001).

Garren et al. (2009) mostraram que a poluicdo costeira oriunda da piscicultura
intensiva é uma das grandes ameacas para os recifes de coral. Segundo esses autores a
piscicultura é uma provavel fonte de patdégenos com potencial para proliferar em corais,
ressaltando a necessidade de praticas de aquicultura melhoradas que possam atingir os
objetivos da industria sustentdvel e de longo prazo.

Outro impacto de origem antropogénica nos recifes de coral é o turismo (HARDIMAN;
BURGIN, 2010, LUNA; PEREZ; SANCHEZ-LIZASO, 2009). Impactos gerados por atividades
recreacionais vém declinando as popula¢des de recifes de coral no mundo. Spalding;
Revilious; Green (2001) discutiram que o mergulho recreacional em recifes de corais é
atualmente uma industria global. Esses autores citam que o numero de visitantes da Grande
Barreira de Corais da Austrdlia aumentou dez vezes (de 1 para 10 milhdes de pessoas) em
apenas 10 anos. Recifes de coral que sdo explorados pelo turismo muitas vezes apresentam as
colonias quebradas ou doentes, devido ao contato manual e impacto das nadadeiras de
mergulhadores. Além disso, a sedimentacdo devido ao sedimento do fundo inconsolidado que
é revolvido durante a atividade de mergulho, prejudicam a fotossintese das zooxantelas e
consequentemente causando a morte dos corais.

Outro impacto que tem levado ao declinio dos recifes de coral é a acidificacdo dos
oceanos. Os recifes de coral constroem seus esqueletos a partir dos ions carbonato presentes
na agua do mar, processo dependente das zooxantelas. A concentracdo desses ions, no
entanto, estd relacionada ao pH da agua e, com o processo de acidificacdo dos oceanos, essa
concentracdo pode se reduzir a metade até 2100, o que comprometera a sobrevivéncia dos
corais. Isso é devido ao fato de que o gas carbonico absorvido pela agua se transforma em
acido carbobnico, tornando a agua menos alcalina (o oceano é naturalmente basico, com pH

entre 7,5 e 8,5). Assim, quando o meio esta mais acido, hd menos carbono inorganico
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dissolvido na forma de carbonato e mais na forma de bicarbonato, o que dificulta seu uso
pelas zooxantelas e consequentemente pelos corais, fazendo com que sua calcificacdo seja
inibida (BARBOSA et al., 2006).

Atualmente é amplamente aceito que as doencgas de corais podem ter uma significante
contribuicdo na degradagdo dos recifes e recentes surtos de novas doengas em corais tém
gerado epidemias nesses ambientes, levando ao declinio de muitas espécies de corais
(COONEY et al., 2002). Embora essas doencas sejam um problema ecoldgico importante, suas
causas e patogéneses sdo pobremente conhecidas. A doenca da banda negra (Black Band
disease ou BBD) estd entre as mais importantes, (EDMUNDS; GATES; GLEASON, 2001). E
aredita-se que a BBD seja ocasionada por micro-organismos oportunistas como bactérias e
fungos, embora ainda pouco seja conhecido sobre o causador exato dessa doenca (COONEY et
al., 2002).

Alguns estudos demonstram que a comunidade bacteriana de toda a col6nia é afetada
mesmo quando somente uma pequena parte da colénia mostra sinais de doenca e, muitas
vezes, as mudancgas na microbiota normal acontecem antes mesmo de serem visualizados sinais
de estresse nas col6nias. O aumento da atividade humana na regido costeira adjacente aos
recifes de coral e aquecimento das aguas oceanicas podem levar a mudancgas na comunidade
bacteriana associada com efeitos adversos na saude do coral. Em alguns casos, as doengas tém
sido diretamente relacionadas a espécies de bactérias que aumentam sua viruléncia em altas
temperaturas. Em particular as doencas sdo resultantes de infeccGes provocadas por bactérias
do género Vibrio onde muitas vezes o fator de viruléncia é produzido somente em elevadas
temperaturas (BANINN et al., 2001; BANINN et al., 2003; TOREN et al., 1998).

Vibrios associados com corais podem ser patégenos oportunistas. Luna; Biavasco;
Denovaro (2007) verificaram que a abundancia de vibrios em corais doentes é
significantemente maior do que em corais saudaveis, indicando que esses micro-organismos
estdo, provavelmente, associados a doencas nos corais.

A presenca de corais doentes ja pode ser observada no Brasil. Francini-Filho et al.,
(2008) relataram que muitas espécies de corais em Abrolhos, Bahia ja apresentam sinais de
doengas e que esses corais podem entrar em declinio em poucos anos.

Outro impacto que vem prejudicando o holobionte é a floracdo de algas nocivas.
Bauman et al. (2010) verificaram que nos meses de Outubro e Novembro de 2008, um grande

evento de floragdo de microalgas no Golfo Pérsico causou a perda total dos corais das
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espécies Pocillopora sp. e Acropora sp., além de uma redugdo substancial na abundancia,
riqueza e diversidade da comunidade associada a esses recifes, incluindo as comunidades de
peixes recifais. Embora os agentes causadores desta floragdo sejam desconhecidos, os autores
acreditam que o enriquecimento das aguas costeiras devido ao aporte de matéria organica de
origem continental, descargas de aguas de lastro, além de mecanismos naturais sejam as
principais causas. Dentre os efeitos nocivos das floragdes estdo a producdo de toxinas que
podem envenenar os animais e anoxia. Com as rapidas mudangas no clima oceanico, grandes
eventos de floraces estdo previstos, afetando significativamente as comunidades marinhas.

Outro problema que afeta os corais refere-se a sua capacidade natural de mudar a
comunidade de simbiontes e esse balanco pode ser alterado por impactos antrépicos. Os
simbiontes podem ser dispersos facilmente a longas distancias pelo oceano através de
correntes ou carreados através da dgua de lastro em navios de carga (LAJEUNESSE; LOH;
TRENCH, 2009). Assim, espécies exoticas introduzidas poderiam ser uma fonte para novas
combinag¢bes de simbiontes, prejudicando o padrdo natural de simbiose de muitas espécies.

Contudo, o impacto que tem causado maior preocupacao em relacdo a sobrevivéncia
dos recifes de coral e que vem ocorrendo a nivel global é o fenbmeno conhecido como
branqueamento. O branqueamento de corais é caracterizado pela despigmentacdo da colbnia
em consequéncia da desestabilizacdo da relagdo simbidtica entre o coral e as zooxantelas,
resultando em perda desses simbiontes e/ou dos seus pigmentos fotossintetizantes
(FAGOONEE et al., 1999; FITT et al., 1993). Disturbios ambientais podem interromper essa
delicada simbiose, causando dissociacao entre as zooxantelas e os corais e, neste caso, o coral
perde sua cor, exibindo o esqueleto calcario branco, o que originou o nome branqueamento
(LEAO; KIKUCHI; OLIVEIRA, 2008).

De acordo com Glynn (1990), os efeitos fisiolégicos e ecoldgicos do branqueamento de
corais incluem declinio na taxons de crescimento, jd& que as zooxantelas auxiliam nesse
processo; declinio no metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas; regressdo de
gonadas e necrose do tecido do coral.

O branqueamento tem como causa principal o estresse térmico devido ao aumento da
temperatura da agua superficial, mas ha outros fatores que causam esse fendmeno, tais
como alta incidéncia de luz ultravioleta, variagdes de salinidade, polui¢ao e soterramento das
colonias em consequéncia de altas taxonss de sedimentacdo (HUGHES et al., 2003). Shakun et

al. (2012) discutiram que a temperatura da terra tem se elevado em consequéncia da alta
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concentragdo de CO, atmosférico. No ambiente marinho, um aumento de apenas 0,5 °C acima
do limite de temperatura que um coral pode tolerar pode levar ao estresse e ao
branqueamento (MAYAL; FERREIRA; SIAL, 1997; MAYAL; SIAL; FERREIRA, 1995). O
branqueamento é uma resposta a essas mudancas, podendo ser um bioindicador importante
de impactos ambientais nesses ambientes.

Weis (2008) discutiu os cinco diferentes mecanismos celulares de perda de simbiontes
de tecidos do hospedeiro em consequéncia do branqueamento: 1)Perda de simbiontes por
degradacdo in situ, onde as zooxantelas morrem dentro da célula do hospedeiro e sdo
digeridas ou expulsas; 2) Simbiontes sdo perdidos via exocitose e sdo expulsos dentro da
cavidade gastrovascular e eliminados para o meio externo; 3)Desprendimento de células do
hospedeiro quando seus simbiontes ainda residem no meio intracelular, nesse caso as células
do hospedeiro se destacam da mesogléia e sdo liberados na cavidade gastrovascular; 4)
Células do hospedeiro sofrem apoptose, liberando os simbiontes na cavidade gastrovascular
onde sdo degradados; 5) Células do hospedeiro morrem por necrose e explodem langando seu
conteudo, incluindo simbiontes vidveis ou degradados, na cavidade gastrovascular de onde
sao eliminados.

No Brasil o fen6meno de branqueamento vem sendo estudado desde 1995 por Mayal;
Sial; Ferreira. Migotto (1997) observou o branqueamento de uma espécie de coral apés um
evento de anomalia térmica na 4dgua superficial. Posteriormente, Castro e Pires (1999); Costa;
Amaral; Sassi. (2001); Dutra; Kikushi; Ledo (2000); Ledo; Kikuchi; Oliveira (2008) e Kikuchi et
al. (2004) verificaram o branqueamento de varias espécies de corais no litoral do Nordeste,
fendmeno que, segundo esses autores, foi relacionado ao aumento da temperatura superficial
da agua.

No estado do Ceard, Soares e Rabelo (2012 in press) relataram o branqueamento do
zoantideo Zoanthus sociatus e dos corais Favia gravida e Siderestrea stellata, ocorrido em
2009. Esses autores observaram um efeito de branqueamento severo com morte das col6nias
de Z sociatus e, desde entdo, as colonias desse zoantideo ndo mostraram sinais de
recuperacdo, enquanto F. gravida e S. stellata recuperaram suas colOnias pds-
branqueamento. Os autores relacionaram o evento de branqueamento dos corais no Ceard
com um aumento da radiagao solar nesse periodo e um aumento da temperatura superficial

da dgua do mar.



Diversidade de Micro-Organismos Associados a Zoantideos Emanuelle F. Rabelo 33

Os humanos dependem dos recifes de coral. Esses ambientes sdo criticos para a
sobrevivéncia de milhdes de pessoas ao redor do mundo e os impactos que os recifes vém
sofrendo sdo uma ameaca a biodiversidade e a economia de muitos paises. Segundo Spalding;
Ravilious; Green (2001) as causas desta ameaca ou a falha para reagir a elas podem na maioria
dos casos ser relacionadas a dois problemas principais: a falta de conhecimento sobre os
recifes e uma falta de propriedade ou responsabilidade sobre eles. Ainda de acordo com esses
autores, felizmente o conhecimento detalhado sobre recifes estd melhorando rapidamente e
atualmente ja se conhecem as consequéncias de acles antrépicas e um grande numero de
programas de monitoramento foi criado tanto por cientistas como por amadores treinados,
acumulando grande quantidade de informagdes sobre o estado atual dos recifes de
coral e como eles mudam ao longo do tempo frente aos impactos humanos.

De acordo com Spalding; Ravilious; Green (2001) varias estratégias podem ser
desenvolvidas para atenuar os impactos causados pelo homem em recifes de corais, dentre
eles: estudos sobre a situacdo atual e monitoramento dos recifes de corais no mundo; a
criacdo de dreas protegidas, que regularizem as atividades de pesca e turismo; restricées
sazonais da pesca e turismo, protegento o ciclo reprodutivo de algumas espécies; restricdes
dos apretechos de pesca, com fiscalizacdo intensiva das atividades mais impactantes e maior
protecdo de algumas espécies, com a completa proibicao da captura de animais para diversos
fins, como o aquarismo.

No Ceara, mais estudos sobre a fauna de ambientes costeiros sdo imprescindiveis, de
modo a se conhecer a real situacdo da biodiversidade costeira gerando informagdes
importantes para a criacdo de futuros planos de manejo. Além disso, uma legislacdo mais
rigida e programas de educacdo ambiental conscientizando a popula¢do costeria sobre a
importancia dos recifes sdo importantes ferramentas para a preservacao deses ambientes.
Estudos sociais e econdmicosnas comunidades humanas adjacente aos recifes
cearenses também sdo indispensaveis, para uma clara compreensdo de como gerenciar
e utilizar os recifes de maneira sustentavel, visando a convivéncia mais parcimoniosa de seres
humanos e meio ambiente.

As ameacas aos recifes de coral em todo o mundo ddo cardter de urgéncia as
pesquisas nesses ambientes e o conhecimento da comunidade microbiana associada a corais
e como essas associagdes mudam ao longo do tempo é uma das principais ferramentas para o

conhecimento da saude dos recifes (BOURNE; MUNN, 2005). O monitoramento da
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comunidade de simbiontes ao redor do mundo é essencial para o conhecimento da resposta a
longo prazo dos recifes de coral frente as mudancas climdticas (YELLOWLEES; REES; LEGGAT,
2008).

As relagdes intimas entre simbiontes e hospedeiros sugere uma evolucdo paralela de
cnidarios e simbiontes (FURLA; ALLEMAND; SHICK, 2005) e o conhecimento dos micro-
organismos associados aos corais é critico para o entendimento sobre a evolu¢do passada,
distribuicdo presente e futuro destino de recifes de coral e dos ecossistemas que eles
suportam (MUSCATINE; PORTER, 1977).

A grande sensibilidade dos ambientes recifais frente a impactos antrdpicos e a
auséncia de trabalhos no Brasil que descrevam a diversidade de simbiontes em corais,
particularmente em zoantideos, justifica a relevancia dessa pesquisa. Além disso, a
observagdo prévia sobre o comportamento de zoantideos na costa cearense motivou o
desenvolvimento da presente pesquisa. Em 2007 foram observadas diferencas na habilidade
competitiva e na resisténcia desses animais a diferentes situacées ambientais (RABELO, 2007).
Em virtude disso, optou-se por continuar a pesquisa com esses animais de modo a se
conhecer a influéncia de micro-organismos simbiontes no padrao comportamental observado
e na sua fisiologia.

Diante do exposto, esse trabalho objetiva levantar dados sobre a simbiose entre
bactérias, zooxantelas e zoantideos, focando em aspectos da diversidade e estrutura de
comunidades desses simbiontes. Além disso, a partir dos dados levantados discutiremos sobre
o papel biolégico desempenhado pelos simbiontes objetivando entender a importancia desses
micro-organismos na sobrevivéncia de seus hospedeiros.

Para tal, o trabalho foi dividido em dois capitulos: O primeiro abordara a comunidade
bacteriana associada aos zoantideos e o segundo trata da simbiose entre zooxantelas e

zoantideos.
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CAPITULO |
Bactérias Associadas a Zoantideos
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1. INTRODUCAO

As bactérias sdao conhecidas como simbiontes abundantes em muitas espécies de
corais e representam o componente mais diverso do holobionte (ROHWER et al., 2002;
BOURNE E MUNN, 2005).

Nos ultimos anos muitas pesquisas tém revelado que os corais podem abrigar uma
microbiota bacteriana diversa (BOURNE; MUNN, 2005; CHIMETTO et al., 2009; CHIU et al.,
2012; COONEY et al., 2002; JENSEN et al., 2008; LAMPERT et al., 2006, 2008; OLSON et al.,
2009; ROHWER et al., 2002; SCHMITT et al., 2011; SHARON; ROSENBERG, 2008; WEGLEY et
al., 2007).

Diversos outros invertebrados também sdo hospedeiros de bactérias, dentre eles
esponjas (LI et al., 2011; TURQUE et al., 2007) e ascidias (MARTINEZ-GARCIA et al., 2007;
MARTINEZ-GARCIA; DIAS-VALDES; ANTON, 2010; MENEZES et al., 2010; MEZITI et al., 2007;
OLIVEIRA, 2010; PEREZ-MATOS; ROSADO; GOVIND, 2007; TAIT; CARMAN; SIEVERT, 2007).

Em corais, as bactérias sdo abundantes dentro dos tecidos e na camada superficial de
muco e assim como nas esponjas, pouco ainda é conhecido sobre a diversidade e estrutura
dessas comunidades (LAMPERT et al, 2006; 2008; RAINA et al, 2009; SWEET;
CROQUER; BYTHELL, 2011).

O muco produzido por corais € um meio propicio para o desenvolvimento bacteriano e
o principal local de crescimento desses micro-organismos (LAMPERT et al., 2008; SHARON;
ROSENBERG, 2008). Foi sugerido que o muco de diferentes espécies de coral abriga diferentes
espécies de bactérias e a composicdo da comunidade bacteriana estd relacionada com a
composicao quimica do muco de cada espécie de coral (SHARON; ROSENBERG, 2008; WEGLEY
etal., 2007).

O muco é composto de polissacarideos e proteinas e apresenta varias funcdes, como
auxiliar na adesao e captura de alimento, defesa contra patdgenos, resisténcia a dessecacao,
protecdo contra radiacdo e contra mudancas de temperatura e salinidade, impede o
crescimento epilitico e epizdico, além de auxiliar na reproducdo facilitando o assentamento
das larvas (LAMPERT et al, 2006; SHARON; ROSENBERG, 2008). Essa substancia é
periodicamente sintetizada pelos corais e liberada na dgua circundante, onde atua como fonte
de nutrientes para diversas espécies de animais. Algumas espécies de coral, como Acropora

sp. produzem cerca de 4,8 litros de muco por metro quadrado de colGnia por dia. Parte desse
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muco se dissolve rapidamente na dgua enquanto que o restante eventualmente precipita no
fundo de pocas de maré, funcionando posteriormente como alimento para espécies
heterotroficas (SHARON; ROSENBERG, 2008)

O muco é um meio de cultura para diversas bactérias, as quais utilizam os corais como
abrigo e em troca beneficiam seus hospedeiros de diversas maneiras, como serd comentado
posteriormente.

As populagbes do muco e do tecido do coral podem ser diferentes, evidenciando que
as bactérias sdo adaptadas a diferentes micro-habitats dentro de um unico pélipo de coral
(SHARON; ROSENBERG, 2008). A diversidade de bactérias em uma unica col6énia de coral é
claramente muito maior que a de zooxantelas (2 a 3 tipos zooxantelas versus, pelo menos, 30
espécies de bactérias) (ROHWER et al., 2002). Esses mesmos autores verificaram que
diferentes espécies de corais tém distintas espécies de bactérias, mesmo quando fisicamente
adjacentes, enquanto que a comunidade de bactérias de uma determinada espécie de coral é
sempre a mesma, mesmo separada pelo tempo e espago. A diversidade de bactérias
associadas aos corais é tdo pouco conhecida que Lampert et al. (2006) afirmaram que 30%
das bactérias isoladas do muco de um coral estudada correspondem a novas espécies e novos
géneros.

A maioria dos trabalhos envolvendo a identificacdo de bactérias associadas a corais
evidenciou que as bactérias do filo Proteobacteria sdo as mais abundantes nos tecidos de
muitos corais (APPRILL et al., 2009; BOURNE; MUNN, 2005; GARTNER et al., 2011; HUNTER;
MILLS; KOSTKA, 2006; KALIMUTHO; AHMAD; KASSIM., 2007; KOOPERMAN et al., 2007,
NEULINGER et al., 2008; PACHIADAKI et al., 2011; ROWHER et al, 2002; SUNAGAWA,;
WOODLEY; MEDINA, 2010). De acordo com Madigan et al. (2010) o filo Proteobacteria é o
maior e metabolicamente mais diverso filo bacteriano e exibe uma diversidade
excepcionalmente ampla de mecanismos de producdo de energia, além de ampla diversidade
morfoldgica e fisioldgica. Filogeneticamente, com base em sequéncias do gene RNAr 16S, o
filo Proteobacteria divide-se em cinco classes: Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Gammaproteobacteria, DeltaProteobacteria e Epsilonproteobacteria, cada uma contendo
muitos géneros e espécies.

No Brasil, pesquisas envolvendo a diversidade de bactérias associadas a corais tem
evidenciado uma grande diversidade de Filos bacterianos. A primeira pesquisa envolvendo a

identificacdo de bactérias presentes em corais brasileiros foi realizada por Lins-de-Barros et al.
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(2007). Posteriormente, outros trabalhos envolveram a identificagdo molecular de bactérias
em corais e zoantideos brasileiros (CHIMETTO et al., 2008, 2009, 2010; FRANCINI-FILHO et al.,
2008). Entretanto, conhecimento sobre a microbiota associada a corais e zoantideos

brasileiros ainda é escasso.

1.1 Fungoes bioldgicas e adaptacoes fisioldgicas entre cniddrios e bactérias simbiontes

Rohwer et al. (2002) discutiram que ndo se tem uma clara definicdo sobre o papel
ecoldgico das bactérias associadas aos corais. Segundo os mesmos autores, embora comuns
em relagdes simbidticas, as bactérias também sdo encontradas na forma livre na agua do mar.
Um beneficio indireto das bactérias marinhas de vida livre é o suprimento de nutrientes para
os corais. Bactérias marinhas de vida livre representam um recurso alimentar de alta
qgualidade para flagelados. Esses organismos servem de alimento para ciliados que por sua vez
sdo ingeridos por copépodos os quais sao eficientemente capturados pelos corais.

Em daguas oligotroficas, como nos oceanos, 0s micro-organismos assimilam nutrientes
essenciais dentro da alca microbiana (AZAM et al., 1983) e, em virtude do seu sistema de
transporte de alta eficiéncia e sua grande area de superficie em relacdo ao volume,
procariontes sao muito mais eficientes na captacdo de nutrientes em concentracdes baixas
quando comparados as células eucaridticas (NISSEN; NISSEN; AZAM, 1984). Dessa forma, os
procariontes tém maior probabilidade de assimilar a maioria dos nutrientes limitantes. Neste
contexto, os corais podem adquirir os nutrientes necessarios ao seu metabolismo por diversas
formas, dentre elas através da captura de bactérias da coluna d’agua por meio do muco e
incorporacao dos nutrientes aos tecidos e indiretamente, por meio da ingestdo de
protozodrios que se alimentam de bactérias (BAK et al., 1998; FERRIER-PAGES et al., 1998).
Assim, as bactérias desempenham uma funcdo chave na teia alimentar marinha, sendo os
corais indiretamente beneficiados por esses procariontes de vida livre (JENSEN et al., 2008).

Importante destacar que ndo apenas as bactérias de vida livre mas também as
simbiontes apresentam relevante participacdo na ecologia dos corais (JENSEN et al., 2008). As
bactérias simbiontes que vivem nos tecidos e no muco superficial dos corais também tém um
papel importante na sobrevivéncia dos recifes e consequentemente da biota presente nesses

ambientes. Por exemplo, de acordo com uma pesquisa de Rohwer et al. (2002) muitos
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ribotipos bacterianos associados a corais sdo estreitamente relacionados a bactérias fixadoras
de nitrogénio, além de atuarem na producado de antibidticos.

O nitrogénio dissolvido sob a forma de dinitrogénio (N,) ¢é a
forma mais abundante de nitrogénio no ambiente marinho. No entanto, o dinitrogénio sé esta
disponivel para os organismos que podem, através de um processo conhecido como fixagdo
de nitrogénio, converter dinitrogénio a amdnia, a qual posteriormente pode ser assimilada em
diversas formas de nitrogénio organico (OLSON et al., 2009). Este processo é completado pela
nitrogenase, uma enzima produzida por varios grupos de Bactéria e Archaea (ZEHR et al.,
2003).

Pesquisas tém revelado que algumas bactérias simbiontes tém a capacidade de
assimilar N, beneficiando o coral hospedeiro com o nitrogénio fixado. Bactérias fixadoras de
nitrogénio foram primeiramente encontradas em associacgdo com o coral Favia favus
(SHASHAR et al., 1994). De acordo com os resultados desses autores, a atividade da
nitrogenase evidenciou a presenca de bactérias envolvidas no processo de fixacdo de
nitrogénio nos tecidos do coral.

Wegley et al. (2007) encontraram uma grande densidade de cianobactérias na
superficie de algumas espécies de coral e verificaram a presenca da enzima nitrogenase,
sugerindo que esses micro-organismos podem realizar fixacdo de nitrogénio. Segundo esses
autores, a analise dos genes bacterianos mostrou que muitas bactérias encontradas no coral
Porites astreoides estdo associadas também ao metabolismo do carbono, fornecendo
compostos necessarios para a sobrevivéncia do coral.

Interessantemente, a presenca de bactérias simbiontes fixadoras de nitrogénio em
corais fornece uma fonte adicional de nitrogénio para a simbiose de dinoflagelados simbiontes
contribuindo substancialmente na produtividade primdaria (OLSON, et al. 2009). De acordo com
Wegley et al. (2007), devido ao crescimento das zooxantelas ser limitado pela presenca de
nitrogénio, tem sido sugerido que a simbiose entre zooxantelas e coral é dependente da
simbiose entre bactérias e coral. Esses autores também verificaram que bactérias associadas
aos corais possuem um grande numero de genes relacionados ao processamento de aglcares e
proteinas, evidenciando a grande importancia desses micro-organismos na sobrevivéncia de
seu hospedeiro.

Embora os corais sejam incapazes de se beneficiar diretamente de substancias

dissolvidas na coluna d’agua, os membros da microbiota associada podem
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degradar estes compostos e disponibilizar parte desses compostos para o coral. De acordo
com Neulinger et al. (2008), muitos grupos bacterianos associados ao coral Lophelia pertusa
sao capazes de utilizar a celulose do fitoplancton que foi ingerido pelo coral. Segundo esses
autores, mesmo a quitina presente no exoesqueleto de presas como crustaceos pode ser
degradada por bactérias simbiontes e cita bactérias da familia Rhodobacteraceae como um
dos responsdveis por essa degradacdo. Isso oferece uma contribuicdo significativa para a
demanda de carbono e nitrogénio requerido pelo coral hospedeiro.

Outro beneficio da simbiose diz respeito a bactérias especializadas que podem ser
importantes para a protecdo do coral contra patégenos, através da competicdo e/ou
producdo de metabdlitos secundarios (ROHWER et al., 2002). Muitas bactérias marinhas
antagonistas sdo conhecidas por aumentar a producdo de antibidticos na presenca de
bactérias competidoras que possam entrar em contato com o coral, sugerindo que o
antagonismo tem um papel critico na prevencdo contra bactérias patogénicas (RYPIEN;
WARD; AZAM, 2010). Estes autores verificaram que 11,6% das bactérias simbidticas isoladas
de corais foram capazes de inibir o crescimento de Vibrio shiloi, um patégeno tipico de corais.
Esses dados demonstraram que ha um antagonismo entre micro-organismos simbiontes e
patégenos, o que pode contribuir na resisténcia do coral evitando, consequentemente, as
doencas.

Uma perturbacdo que poderia interferir na resisténcia de corais contra patégenos é a
variacdo da temperatura da agua. Muitas das bactérias associadas a corais sdo estreitamente
relacionadas a producao de antibidticos e a temperatura pode interferir indiretamente nessa
producdo. Rypien; Ward; Azam (2010) mostraram que 70% das bactérias isoladas do coral
Montastrea annularis apresentam atividade antibacteriana 6tima a 25 °C, eliminando
bactérias oportunistas ou patogénicas. Com um aumento de temperatura algumas bactérias
parecem perder sua capacidade antagonista, permitindo assim o crescimento de bactérias
patogénicas.

Uma vez que corais saudaveis sdo expostos a varias bactérias patogénicas do meio, é
importante continuar explorando o papel da comunidade microbiana em prover uma primeira
linha de defesa contra a invasdo de patdgenos. Nesse sentido, o conhecimento acerca das

bactérias associadas pode ser usado como bioindicador da saude dos corais.
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Muitos dos estudos para identificagdo e entendimento do papel biolégico dos micro-
organismos associados aos corais fazem uso de técnicas moleculares, substituindo ou

apoiando técnicas tradicionais de estudo.

1.2 Métodos moleculares aplicados ao estudo da simbiose entre corais e

bactérias

Estima-se que os métodos tradicionais dependentes de cultivo permitem o acesso de
apenas 1-10% da diversidade microbiana existente no planeta. Essa limitacdo vem sendo
superada com a utilizacdo da metagendmica, abordagem molecular que faz uso da extracao e
analise do DNA gendmico total de uma amostra, independentemente de cultivo.

Atualmente, a metagendmica tem sido utilizada como uma importante ferramenta
para estudos ecolégicos. Gilbert e Dupont (2011) definem metagenémica como a analise do
DNA gendmico de toda uma comunidade, o que diferencia de genbmica, a qual se refere a
andlise do DNA de um individuo ou célula. Novas tecnologias utilizadas em estudo
metagenomicos baseadas em clonagem, sequenciamento, expressdo génica e genbmica
comparativa tornaram-se aliadas valiosas para decifrar as informacdes bioldgicas necessarias
para a conservacao e monitoramento de corais. A metagendmica funcional, por exemplo, tem
sido usada em grande gama de pesquisas, mais frequentemente para analisar mudangas
simultdneas na expressdao de genes em resposta a variacdes do ambiente. Outras técnicas,
algumas delas discutidas a seguir, tém sido usadas como ferramentas para o estudo da
biologia da simbiose entre cnidarios e micro-organismos (FORET; KASSAHN; GRASSO, 2007).

Varios genes sdo utilizados como marcadores moleculares nos estudos da filogenia e
taxonomia de procariotos simbiontes. O mais amplamente utilizado para esse fim é o gene
codificador para o RNA ribossomico (RNAr). O gene RNAr 16S é um marcador molecular
amplamente utilizado por ser universalmente distribuido nos dominios Bactéria e Archaea, ser
funcionalmente constante, suficientemente conservado e de tamanho adequado, isto é,
permite uma visdao ampla da evolucdo desses micro-organismos. Muitos autores utilizam
marcadores moleculares como o gene RNAr 16S no sentido de conhecer a diversidade de
bactérias associadas a corais e as relagdes entre hospedeiro e simbionte (BOURNE; MUNN,

2005; BRUCK et al., 2007; KOOPERMAN et al., 2007)



Diversidade de Micro-Organismos Associados a Zoantideos Emanuelle F. Rabelo 42

Varias técnicas podem ser utilizadas para estudar os genes ribossomais, dentre elas:
clonagem e sequenciamento e eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE).

A técnica de clonagem e sequenciamento baseia-se na amplificacdo de genes
marcadores especificos (como por exemplo, o gene RNAr 16S para procariotos e os genes
RNAr 18S, 28S e as sequéncias nucleotidicas do espaco intergénico (ITS) 18S-28S para
eucariotos) por PCR e clonagem em uma bactéria hospedeira para que esse gene seja
expresso e posteriormente sequenciado. As sequéncias sdao analisadas e comparadas com
sequéncias depositadas em bases de dados publicos como o GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).

A técnica de DGGE, descrita por Muyzer; Waal; Uitterlinden (1993), baseia-se na
separacdao de fragmentos de fitas de DNA de mesmo tamanho, mas com diferentes
sequéncias de pares de bases nitrogenadas e na mobilidade diferencial de fitas duplas e fitas
parcialmente desnaturadas de DNA em uma matriz de poliacrilamida. O ambiente
desnaturante do DNA é criado pela combinac¢do uniforme de temperatura de 60 °C e de um
gradiente desnaturante linear de ureia e formamida. As migracdes diferenciais baseiam-se no
numero de pontes de hidrogénio estabelecidas entre as bases nitrogenadas complementares.
Como as bases guanina e citosina (GC) se ligam mais firmemente devido as trés pontes de
hidrogénio que estabelecem entre si, sequéncias com maior conteddo GC migram por
distancias maiores no gel antes de sofrerem desnatura¢des. Quanto mais as fitas de DNA se
separam, mais lenta é a sua migracdo pelo gel. A fim de evitar a completa separacdo das fitas
de DNA, um “grampo” rico em bases nitrogenadas GC é adicionado ao final de um dos
iniciadores da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em uma das por¢des terminais das fitas.
Nesta técnica, variacdes nas sequéncias de RNAr sdo exploradas para inferir relagdes
filogenéticas entre micro-organismos e para determinar geneticamente, por meio de provas
nucleotidicas, tdxons microbianos individuais em seus ambientes naturais. Cada ribotipo ou
UTO (Unidade TaxonO6mica Operacional) representa um tédxon especifico, e dd uma idéia
guantitativa da diversidade. Essa técnica é amplamente utilizada para determinar a
diversidade microbiana em corais, sendo uma técnica capaz de revelar que diferentes
espécies de coral apresentam especificidade e relacdo aos seus simbiontes (COONEY et al.,

2002; BOURNE; MUNN, 2005; SWEET; CROQUER; BYTHELL, 2011).


http://www.springerlink.com/content/?Author=A.+Croquer
http://www.springerlink.com/content/?Author=J.+C.+Bythell
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Existem outras técnicas utilizadas para estudo de simbiontes de corais, entretanto as
técnicas apresentadas anteriormente s3ao as mais citadas na literatura cientifica, pela
confiabilidade e praticidade.

Embora métodos independentes de cultivo fornecam detalhes da diversidade e
biogeografia de organismos associados a corais, a contribuicdo metabdlica desses simbiontes
para o funcionamento do holobionte é pouco conhecida. Através de técnicas de
metagendmica funcional é possivel saber em que processos metabdlicos as sequéncias estao
envolvidas. E agora claro que a metagendmica, associada a ferramentas mais robustas como
0 pirosequenciamento podem ser usadas para predizer que papéis os micro-organismos
associados aos corais desempenham e como isso auxilia na sobrevivéncia do coral hospedeiro.

Além da importancia dos estudos moleculares na identificacdo das relacées simbidticas
entre corais e bactérias, as técnicas moleculares sdao extremamente importantes no estudo de
doencas em corais.

Doengas em corais, causando a morte de grandes colbnias, sdo muitas vezes dificeis de
serem identificadas. Aspectos da biologia molecular de vetores de doencgas em corais sdo Uteis
na identificacdo dessas enfermidades. Em um trabalho de Cooney et al. (2002), pode-se
identificar, através técnicas moleculares como DGGE e sequenciamento, uma bactéria que
causa doenca da banda negra (Black Band Desease ou BBD), que causa a necrose dos tecidos e
morte de muitas espécies de corais. Luna; Biavasco; Denovaro (2007) utilizaram sequéncias
de RNAr 16S e puderam associar uma doencga que causa necrose em corais a presenca da
bactéria Desulfovibrio spp. A identificacdo desse vibrio usando a sequéncias de RNAr 16S
mostrou uma similaridade de 99% com Vibrio harveyi, bactéria tipicamente conhecida por
causar necrose em corais. Reis et al. (2009) verificaram a diferenca entre a microbiota
associada em coldnias sadias e doentes do coral brasileiro Mussismilia brasiliensis através da
analise de sequéncia do gene RNAr 16S e compara¢do com sequéncias contidas no GenBank.
Esses autores verificaram que a composicdao da microbiota associada a corais varia entre as
colonias sadias e doentes, sugerindo que bactérias oportunistas colonizaram o coral doente.
Assim, técnicas moleculares no estudo de patdgenos associados as doencas em corais sao
importantes ferramentas para a conservagao dos recifes de corais.

As técnicas moleculares contribuem ainda na elucidacdo de diferentes aspectos

relativos a fisiologia e ao comportamento competitivo dos corais. Por exemplo, Rabelo (2007)
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verificou diferentes estratégias competitivas entre os zoantideos da costa cearense e esse fato
pode estar relacionado aos micro-organismos associados.

Assim, sabendo-se que muitas espécies de bactérias sao relacionadas a producdo de
compostos usados pelos hospedeiros na defesa contra patdgenos e contra predacdo, o
conhecimento sobre a diversidade desses simbiontes pode ajudar a explicar o
comportamento observado.

A auséncia de trabalhos que reportem a comunidade bacteriana associada aos
zoantideos e a observacdo pretérita de diferencas nas estratégias competitivas e de
sobrevivéncia desses animais em habitat natural motivou a presente pesquisa, gerando as
seguintes hipdteses: 1)Os zoantideos apresentam uma alta diversidade de bactérias
simbiontes; 2)Cada espécie de zoantideo apresenta uma comunidade especifica de bactérias;
3) A comunidade bacteriana da agua do mar circundante as colonias é semelhante a dos
zoantideos e 4) As bactérias associadas aos zoantideos sdo conhecidas pelo seu papel
bioldgico, estando intimamente envolvidas na fisiologia do hospedeiro.

Sabendo-se que os recifes de corais sdo ambientes extremamente ameacados,
compreender as complexas interacdes entre os micro-organismos e seus hospedeiros ird
fornecer dados importantes para o entendimento da diversidade e funcdes dos simbiontes e
esse conhecimento sera extremamente relevante para agdes de monitoramento e

conservagao dos corais.
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2. OBIJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Descrever a estrutura de comunidades de bactérias associadas a trés espécies de

zoantideos, visando comparar os simbiontes e detectar possiveis padrées que possam ser

usados no monitoramento e conservacado desses animais.

2.2 Objetivos Especificos

- Descrever a estrutura das comunidades bacterianas associadas aos zoantideos Palythoa

caribaeorum, Zoanthus sociatus e Protopalythoa variablis;

- Verificar a presenca de bactérias espécie-especificas nas trés espécies de zoantideos;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de coleta:

As amostras foram coletadas nos recifes areniticos na praia de Paracuru, situada no
litoral oeste do Estado do Ceard a 90 km da Capital Fortaleza (03°23’53,0”’S, 39°00’38,8""W)
(Figura 3).

Figura 3: Mapa de localizagdo da area de estudo (Praia de Paracuru — Ceard, Nordeste do Brasil).

039:5:0.0 039:0:0.0 038:55:0.0

Oceano Atlantico

$3:25:0.0

Essa drea é caracterizada pela extensa faixa de recifes de arenito com cerca de 3 km
de extensdo. O local apresenta pogas de maré e bancos de areia interrompendo a
continuidade dos mesmos, gerando um ambiente de grande heterogeneidade (Figura 4). Ha
uma grande abundancia de zoantideos na darea, principalmente nas pocas de maré, as quais s6

sdo acessiveis durante a maré baixa (Rabelo, 2007).



Diversidade de Micro-Organismos Associados a Zoantideos Emanuelle F. Rabelo 47

Figura 4: Afloramentos rochosos que formam os recifes de arenito da praia de Paracuru-Ce. As setas
indicam as pogas de maré que se formam durante a maré baixa.

RTINS

3.2 Coleta e armazenamento das amostras

As trés espécies estudadas foram: Palythoa caribaeorum, Protopalythoa variabilis e
Zoanthus sociatus (Figuras 5 e 6). Essas espécies sdo bastante comuns e abundantes na area
de coleta, formando grandes col6nias sobre o substrato. A coleta foi realizada durante a maré
de sizigia na regido rochosa de mesolitoral, regido entre a faixa de areia e a zona de

batimento das ondas.

Figura 5: Colonias de zoantideos em habitat natural (Praia de Paracuru — Ce). (A): Zoanthus sociatus, (B):
Protopalythoa variabilis e (C): Palythoa caribaeorum
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Figura 6: Detalhe das col6nias de (A) Palythoa caribaeorum; (B): Protopalythoa variabilis; (C): Zoanthus
sociatus em habitat natural. Escala: 2 cm.

As coletas foram realizadas em marco de 2010. Foram escolhidas aleatoriamente 15
coldnias sadias de cada espécie. As coldnias escolhidas encontravam-se separadas fisicamente
uma das outras de maneira a evitar a coleta e clones. Para cada col6nia de zoantideo, foram
removidos cuidadosamente de seus substratos fragmentos de 5 cm? com o auxilio de bisturi
(Figura 7). Sabendo-se que a microbiota associada pode estar presente tanto na camada
superficial do muco como no tecido, as colonias foram raspadas até a base da coluna. As
amostras foram armazenadas em recipientes de vidro previamente esterilizados e
transportadas em caixa térmica até o Laboratério de Ecologia Microbiana e Biotecnologia da
UFC, onde foram imediatamente congeladas. Concomitantemente a coleta dos fragmentos
dos zoantideos, duas amostras de 5 litros de agua do mar também foram coletadas para

analise da microbiota.
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Figura 7: Procedimento de coleta das amostras de tecido dos zoantideos.

3.3 Extragcdao do DNA total

Imediatamente antes do procedimento de extracdo de DNA, as amostras da mesma
espécie foram transferidas para um mesmo recipiente, homogeneizadas, centrifugadas para
retirada do o excesso de agua e maceradas com nitrogénio liquido. Esse procedimento foi
realizado com o objetivo de se aumentar a drea de atuacdo do detergente utilizado na
extracdao do DNA. O procedimento de extra¢do foi realizado de acordo com o protocolo de
extracdo de DNA utilizando Brometo de Cetil-Trimetilamonio (CTAB) descrito por Roger e
Bendich (1985), com modificacGes. Apds a maceracdo, amostras de 0,5g de cada espécie de
zoantideo foram colocadas em microtubos e acrescidos 750 pL de CTAB contendo 0,2% de B-
mercaptoethanol (v/v) pré-aquecido a 60 °C. Os tubos foram mantidos em banho maria por 12
h, e posteriormente foram acrescentados 500 pL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1 v/v) a
cada tubo e a mistura agitada por 10 segundos. Os tubos foram centrifugados a 12.000 g
durante 5 minutos, para separar a fase organica (inferior) da fase aquosa (superior). Essa
etapa foi repetida para uma melhor recuperacdo da fase superior. O sobrenadante resultante
foi coletado e transferido para um novo tubo eppendorf, onde foram adicionados 330 uL (2/3
do volume de sobrenadante coletado) de isopropanol absoluto. Essa solucdo foi armazenada
em freezer a -20 °C por 15 min e posteriormente centrifugada a 12.000 g durante 5 minutos.

Apds a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o pellet resultante foi lavado com 400
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pL de etanol 70% gelado e centrifugado durante 5 minutos a 12.000 g. O sobrenadante foi
descartado e o pellet exposto a temperatura ambiente para a evaporacao do etanol. O DNA
contido no pellet foi ressuspenso em tampao contendo RNAse e armazenado a - 20 °C.

Para a extracdo de DNA da microbiota da agua as amostras foram filtradas em
membrana de 0,45 um (Millipore) e os filtros macerados e submetidos ao mesmo

procedimento de extracdo de DNA como descrito previamente.

3.4 Eletroforose em Gel de Gradiente Desnaturante (DGGE)

DGGE foi usado neste estudo com o objetivo de se comparar os perfis das comunidades
de bactérias das trés espécies de zoantideos. O método foi realizado de acordo com o
protocolo descrito por @vreas et al. (1997).

Inicialmente foi feita a amplificacdo do gene ribossomal 16S utilizando os iniciadores
338F (5" GCC CGC CGC GCG CGG CGG GCG GGG CGG GGG CAC GGA CTC CTA CGG GAG GCA GCA
3’) e 518R (5’ATT ACC GCG GCT GCT GG 3’), especificos para a regido V3 do RNAr 16S. A reagao
de amplificacdo foi realizada utilizando-se a enzima goTag DNA polimerase (Promega) com
seu respectivo tampao de reagdo como recomendado pelo fabricante. Cada reacgdo teve um
volume final de 20 pL, contendo 0,2 mM de cada desoxinucleotideo, 2,5 mM de MgCl,, 5 pmol
de cada iniciador, 1 unidade de Tag DNA polimerase e 10 a 20 ng/ul de DNA total. A
amplificacdo foi realizada em termociclador Eppendorf modelo 5341, seguido das seguintes
etapas: desnaturacao inicial a 95 °C por 5 minutos, 30 ciclos de 1 minuto a 92 °C, 1 minuto a
55°Ce 1 minutoa 72 °C e extensdo final a 72 °C por 10 minutos.

Os géis de acrilamida foram preparados com gradientes desnaturantes de 30 a 65%,
usando uma solucdo desnaturante 100% (7M uréia e 40% formamida) e uma solucdo 0% (sem
uréia e formamida). A eletroforese foi realizada a 60 °C e a 200V constantes por 4h, em um
sistema DCode (BioRad), utilizado a solucdo tampdo TAE 50x (Tris base 2M, acido acético
glacial 1M e EDTA 50mM com pH 8). Apds a eletroforese, o gel foi imerso em solucdo de SYBR
Green (Invitrogen) na concentracdo de 1:10.000 (v/v) por 1h. Em seguida, o gel foi visualizado
sob luz violeta em fotodocumentador e analisado pela plataforma GelCompar Il do programa
BioNumerics (Applied Maths, Bélgica) para normalizagdo, comparagdo e agrupamentos das

imagens.
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3.5 Construgao de Bibliotecas do gene RNAr 16S

3.5.1 Amplificagdo do gene RNAr 16S

A regido relativa ao 16S do DNA foi amplificada por PCR utilizando os iniciadores
especificos 63F (5' CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTC 3') e 1389 R (5' ACG GGC GGT GTG TAC
AAG 3'). A reagao foi realizada utilizando-se a enzima GoTaq DNA polimerase (Promega) com
seu respectivo tampdo de reacdo 10x como recomendado pelo fabricante. Cada 25 ul da
reacao continha DNA total, 0,5 uM de cada iniciador, 2,5 mM de dNTP, 25 mM de MgCl, e 0,2
U de Tag DNA polimerase. As condi¢ées de amplificacdo incluiram um passo de desnaturagao
inicial a 94 °C por 3 min, seguido de 30 ciclos a 94 °C por 1 min; 56 °C por 1 min; 72 °C por 2
min, e um passo de extensao final por 10 min a 72 °C. O controle negativo foi formado por
todos os constituintes, exceto o DNA. A amplificacdo ocorreu em um termociclador Eppendorf
modelo 5341. Os produtos da reacao foram analisados em gel de agarose a 1% e revelados
com SYBR safe DNA (Invitrogen). Os produtos foram visualizados sob iluminagao ultravilota
em fotodocumentador. As bandas foram excisadas e transferidas para tubo de 1,5 mL. Os
fragmentos de DNA contidos no gel foram eluidos e o DNA amplificado foi purificado
utilizando o kit comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean Up System (Promega) seguindo as
instrucdes do fabricante. A quantificacdo de DNA foi feita em espectrofotémetro Nanodrop

(Nanodrop Technologies).

3.5.2 Ligag¢do, Transformagdo e Clonagem

A reacdo de ligacdo foi realizada utilizando-se o Kit pGEM-T Easy (Promega) de acordo
com as instrucdes do fabricante. Os fragmentos de DNA foram inseridos no vetor e a solucdo de
ligacdo foi usada para transformar células de Escherichia coli TOP 10 F’ por eletroporacao.

A reacdo teve um volume final de 15 pL, contendo 7,5 uL do tampdo, 1 uL do vetor,
4 uL do DNA, 1 pL de T4 DNA Ligase (30U/uL) e 1,5uL de agua estéril. A reagdo foi incubada
por 16 horas a 4 °C. Apds esse periodo, 2 plL da reagao de ligagdo foram misturados a 50 uL de
suspensdo celular de Escherichia coli TOP 10 F* e esta mistura foi transferida para uma cubeta
previamente resfriada e submetida a eletroporacdo (Eletroporador BTX modelo 399). O
produto foi misturado a 1 mL do meio SOC. Essa mistura foi agitada a 150 rpm, por 1,5 hora,

a 37 °C. As culturas foram semeadas em placas de Agar LB, suplementado com 0,5 mM de
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IPTG, 80 ug/mL X-gal e 100 ug/mL de ampicilina e incubada a 37 °C por 24 horas. Colonias
brancas contendo os plasmideos recombinantes foram coletadas utilizando-se palitos de
madeira previamente esterilizados e transferidas para microplacasde de 96 pogos contendo
meio de cultura Circle Grow com ampicilina e incubadas a 37 °C por 24 horas sob agitacdo a
200 rpm. Apos crescimento, os clones foram armazenados em glicerol 15% e armazenados a
-80 °C. Para cada amostra, foram coletados 288 clones, dos quais 96 clones de cada amostra
foram utilizados para o sequenciamento do gene 16S. Os demais clones permanecem
depositados na colecdo microbiana do Lembiotech. Os clones utilizados para o
sequenciamento do gene 16S foram submetidos a extracdo plasmidial seguindo

o protocolo de lise alcalina com SDS (SAMBROOK; MANIATIS, 2001).

3.5.3 Sequenciamento

Apds o procedimento de extracdo plasmidial, 30 pL dos plasmideos foram transferidos
para uma placa multipogos a qual foi selada e enviada para sequenciamento. Os clones foram
sequenciados pela empresa Macrogen, através do sequenciador ABI 3730
(www.macrogen.com). Para a reacdo de sequenciamento foi utilizado o Kit BigDye TM — ABI

PRISM, seguindo as instrugdes do fabricante.

3.6 Analise dos Dados

3.6.1 Andlise do Gel de DGGE

As imagens dos géis de DGGE foram analisadas pelo programa BioNumerics
(Applied Mathematics, Bélgica). Este programa foi utilizado na normalizacdo, conversdo e
comparacdo entre as bandas. O programa gerou matrizes de auséncia (0) e presenca (1) que
foram utilizadas para verificacdo de bandas exclusivas e compartilhadas e para o calculo do

coeficiente similaridade de Jaccard, com tolerdncia ao posicionamento das bandas de 1%.

3.6.2 Andlise das Bibliotecas do gene RNAr 16S

As sequéncias obtidas foram submetidas ao Ribosomal Data Project (RDP)
(http://www.rdp.cme.msu.edu) para remogdo de vetor, andlise de qualidade e classificagdo
taxondmica utilizando um indice de confiabilidade de 80%. As sequéncias obtidas foram

classificadas em unidades taxonOGmicas operacionais (UTOs) usando o programa MOTHUR
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(SCHLOSS et al., 2009) o qual foi utilizado para construgdao das curvas de rarefacdo,
considerando uma similaridade de 98%.

Para sumarizar os padrdes de diversidade bacteriana nas diferentes espécies de
zoantideos foram calculados os indices de diversidade alfa e beta. Para a diversidade alfa
foram calculados a riqueza, os indices de diversidade de Shannon e Simpson e a equabilidade.
O cdlculo da riqueza e dos indices de diversidade e equabilidade das bactérias simbiontes
foram realizados apenas para bactérias classificadas ao nivel de género, uma vez que nao foi
possivel classificar todos os organismos em resolucbes taxondOmicas especificas. Para
comparar os valores dos indices de diversidade genérica das bactérias presentes nos
zoantideos e agua do mar foi utilizado um procedimento de reamostragem (bootstraping
approach) através do programa Past. Para todos os testes foram consideradas significativas
as diferengas com P < 0,05. Para comparar diferengas na composicdao de géneros de bactérias
entre as espécies de zoantideos e agua do mar foram calculados os indices de diversidade
beta de Jaccard e de Morisita-Horn. O indice de similaridade de Jaccard quantifica o grau de
sobreposicdo de géneros bacterianos entre as amostras, independente da abundéancia relativa
de cada género, enquanto que o indice de Morisita-Horn considera a importancia da
distribuicdo de abundancia de cada género bacteriano. Dessa forma, a combinacdo do uso de
ambos os indices ajudam a explorar a importancia relativa de diferentes componentes de
diversidade beta.

Para verificar estatisticamente as diferencas entre as bibliotecas foi utilizado o
programa S-Libshuff 1.22 (SINGLETON et al., 2001). Essa analise compara a semelhanca entre
as sequéncias em diferentes amostras e indica se ha diferencas (P<0,05) ou semelhanca
(P>0,05) entre as amostras. Além disso, todas as sequéncias foram comparadas com
sequéncias depositadas no NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando a ferramenta BLAST

para analise filogenética.
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4. RESULTADOS
4.1 Estrutura das comunidades bacterianas associadas aos zoantideos

Os perfis das comunidades de bactérias das trés espécies de zoantideos e da agua do

mar obtidos por DGGE estdo mostrados na figura 8.

Figura 8: Estrutura das comunidades bacterianas associadas aos zoantideos Palythoa caribaeroum,
Zoanthus sociatus, Protopalythoa variabilis e agua do mar revelados por DGGE. Setas destacam as bandas mais
intensas de cada uma das amostras. M: marcador.

Agua do
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'l A 'l A

O resultado da DGGE apresentado na figura 8 revela claramente que as amostras
apresentam comunidades bacterianas diferentes. Esse resultado aponta para um alto grau de
especificidade entre bactérias e hospedeiros.

A Figura 9 mostra a riqueza de UTOs gerada a partir da andlise do gel de DGGE.



Diversidade de Micro-Organismos Associados a Zoantideos Emanuelle F. Rabelo 55

Figura 9: Riqueza de Unidades Taxondmicas Operacionais (UTOs) detectadas por DGGE para as amostras de
zoantideos e 4gua do mar.
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Embora aparentemente espécie-especificas, algumas UTOs bacterianas foram
compartilhadas entre as amostras. A figura 10 revela a quantidade de UTOs dunicas e

compartilhadas entre as amostras.

Figura 10: Diagrama de Venn baseado na quantidade de UTOs uUnicas e compartilhadas entre as espécies
de zoantideos e a 4gua do mar.
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O diagrama de Venn ilustra claramente que a comunidade bacteriana é especifica para

cada amostra com algumas UTOs exclusivas. De acordo com os resultados, 28% das UTOs de
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P. caribaeorum foram exclusivas, para Z. sociatus e P. variabilis, 27% e 25% das UTOs foram
exclusivas, respectivamente. Para agua do mar, 50% das UTOs foram exclusivas.

Observa-se que apenas 1 UTO é compartilhada pelos zoantideos. As comunidades
bacterianas dos zoantideos também s3do bastante diferentes das encontradas na agua, com
apenas 1 UTO em comum entre as amostras.

A figura 11 revela a baixa similaridade entre as amostras, com P. caribaeorum sendo a
espécie de zoantideo que mais diferiu das demais em relagdo a sua composicdo de bactérias.
Os dados de similaridade baseados nas UTOs bacterianas por DGGE indicam mais uma vez a

grande diferenca entre as comunidades bacterianas presentes nos hospedeiros.

Figura 11: Similaridade entre as amostras baseada no compartilhamento de UTOs revelada por DGGE.
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4.2 Diversidade das comunidades bacteianas através da anadlise da biblioteca do gene RNAr

16S.

A diversidade bacteriana nas amostras de zoantideos e agua do mar foi analisada
através de bibliotecas do gene RNAr 16S. No total, 384 clones foram sequenciados, sendo 96
clones para cada amostra. Apds o sequenciamento foram obtidos 94, 74, 70 e 90 sequencias
para P. caribaeorum, Z. sociatus , P. variabilis e dgua do mar, respectivamente. O tamanho
das sequéncias com qualidade Phred > 20 variou de 300 a 800 pares de bases. A tabela 1
mostra o numero de UTOs obtidas para cada biblioteca sequenciada, de acordo com as
analises realizadas pelo programa Mothur.

Observa-se de acordo com a tabela 1 que os clones de bactérias associadas aos
zoantideos corresponderam a muitas UTOs Unicas, demonstrando uma grande riqueza. Para
P. caribaeorum, por exemplo, dos 94 clones sequenciados, 94 deles corresponderam a UTOs

Unicas.
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Tabela 1: Numero de clones e UTOs associados as amostras de zoantideos a agua do mar.

Amostra N°. de clones N°. de UTOs
Palythoa caribaeorum 94 94
Zoanthus sociatus 74 70
Protopalythoa variabilis 70 62
Agua do Mar 90 89

Entre as sequéncias classificadas, o Filo Proteobacteria foi dominante em todas as
amostras, sendo a classe Alphaproteobacteria a mais abundante em Z. sociatus, P. variabilis e
agua do mar. Ja em P. caribaeorum a classe Gammaproteobacteria foi a mais abundante,
refletindo uma diferenca na composicdo da comunidade bacteriana entre as amostras. A
classe Betaproteobacteria foi detectada somente em P. variabilis e Deltaproteobacteria
ocorreu somente em P. caribaeorum e Z. sociatus.

O filo Bacteriodetes foi o segundo mais abundante, ocorrendo em todas as amostras,
seguido do filo Cyanobacteria que ocorreu em todas as amostras, exceto em Z. sociatus.

Os filos Actinobacteria e Firmicutes foram mais comuns em Z. sociatus e P. variabilis e
os filos Terneticutes e Chloroflexi foram detectados somente em Z. sociatus. O filo TM7 foi
identificado apenas em P. variabilis.

A Figura 12 mostra a abundancia relativa dos filos e classes bacterianas classificadas
em cada uma das amostras. As amostras apresentaram uma diversidade de filos bastante
distinta. Palythoa caribaeorum e agua do mar apresentaram o menor numero de filos, com
apenas 3 e 4 filos, respectivamente, enquanto que em Z. sociatus e P. variabilis foram

identificados 6 filos bacterianos.
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Figura 12: Abundancia dos grupos bacterianos associados a P. caribaeorum, Z. sociatus, P. variabilis e
dgua do mar. Os circulos correspondem a classificagdo ao nivel de filo e as barras representam as classes de
Proteobacteria.
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Ao todo, foram identificados 32 géneros, pertencentes a 8 filos e as 35 familias. A
maioria dos taxons apresentou baixa abundancia. De todos os taxons identificados, 70%
foram exclusivos para determinada espécie de zoantideo ou agua do mar amostrados. De
caribaeorum, 9 deles foram

todos os géneros bacterianos identificados para  P.

exclusivamente detectados nesse zoantideo (tabela 2).

Tabela 2: Taxons bacterianos identificados em Palythoa caribaeorum. O simbolo * indica tdxon
exclusivo. Nc: ndo classificada.

Filo Classe Familia Género
Bacteriodetes - Flavobactériaceae Nc
Bacteriodetes - Saprospiraceae* Nc
Proteobacteria a Rhodobactériaceae Nautella*
Proteobacteria a Rhodobactériaceae Jannaschia
Proteobacteria a Rhodobactériaceae Shimia*
Proteobacteria a Rhodobactériaceae Loktanella
Proteobacteria o Hypomonadaceae Ponticaulis*
Proteobacteria Y Legionallaceae Legionella*
Proteobacteria v Enterobactériaceae Enterobacter*
Proteobacteria Y Alteromonadaceae Haliea
Proteobacteria Yy Moraxellaceae Enhydrobacter*
Proteobacteria Y Moraxellaceae Acinetobacter*
Proteobacteria Yy Pseudomonadaceae Pseudomonas*
Proteobacteria Y Xanthomonadaceae Stenotrophomonas*
Proteobacteria o Polyangiaceae* Nc

De todos os géneros bacterianos identificados para Z sociatus, 5 deles foram

exclusivamente detectados nesse zoantideo (tabela 3).

Tabela 3: Taxons bacterianos identificados em Zoanthus sociatus. O simbolo * indica taxon exclusivo. Nc:
nao classificada.

Filo Classe Familia Género
Bacteriodetes - Flavobactériaceae Nc
Bacteriodetes - lamiaceae lamia
Bacteriodetes - Sphingobactériaceae* Nc
Firmicutes - Enterococcaceae Bavariicocus*
Terneticutes - Spiroplasmataceae Spiroplasma*
Chloroflexi - Caldilineaceae Caldilinea*
Proteobacteria a Rhodobacteraceae Loktanella
Proteobacteria a Rhodobacteraceae Silicibacter
Proteobacteria a Rhodobacteraceae Roseovarius
Proteobacteria a Halomonadaceae Oceanicola
Proteobacteria vy Nc Arenicella*
Proteobacteria v Ferrimonadaceae Ferrimonas*
Proteobacteria 6 Cystobacteraceae* Nc
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Protopalythoa variabilis apresentou 9 géneros exclusivos ndao havendo dominancia

entre eles (tabela 4).

Tabela 4: Taxons bacterianos identificados em Protopalythoa variabilis. O simbolo * indica taxon

exclusivo. Nc: ndo classificada.

Filo Classe Familia Género
Bacteriodetes - Flavobactériaceae Nc
Bacteriodetes - Flavobactériaceae Actibacter*
Bacteriodetes - Rhodothermaceae Nc
Bacteriodetes - Rhodothermaceae Salisaeta*
Bacteriodetes - Flammeovirgaceae Nc
Actinobacteria - Acidimicrobineae lamia
Cyanobacteria - Familia Il Gplla
Cyanobacteria - Familia VIII GpVIIl*
Firmicutes - Nc Nc

Firmicutes - Clostridiaceae* Nc
Terneticutes - Spirolasmataceae * Nc

TM7 - Nc TM7 genera incertae sedis*
Proteobacteria a Rhodobacteraceae Loktanella
Proteobacteria a Rhodobacteraceae Silicibacter
Proteobacteria a Rhodobacteraceae Oceanicola
Proteobacteria a Rhodobacteraceae Roseovarius
Proteobacteria a Rhodobacteraceae Ruegeria*
Proteobacteria a Brucellaceae Ochrobactrum*
Proteobacteria a Hyphomicrobiaceae Filomicrobium*
Proteobacteria B Burkholderiaceae Cupriavidus*
Proteobacteria Y Alteromonadaceae Haliea
Proteobacteria " Coxiellaceae Aquicella*

Somente 3 géneros fora exclusivos para a agua do mar: Alteromonas, Enterovibrio e

Propionibacterium (tabela 5).

Tabela 5: Taxons bacterianos identificados na agua do mar. O simbolo * indica tdxon exclusivo. Nc: ndo

classificada.

Filo Classe Familia Género
Bacteriodetes - Flammeovirgaceae nc

Actinobacteria - Propionibactériaceae Propionibacterium*
Cyanobacteria - Familia Il Gplla
Proteobacteria a Rhodobacteraceae Jannaschia
Proteobacteria a Rhodobacteraceae Roseovarius
Proteobacteria v Alteromonadaceae Alteromonas*
Proteobacteria vy Vibrionaceae Enterovibrio*

A figura 13 revela que, apesar da grande diversidade de géneros, poucos foram

dominantes em relagdo a abundancia. Palythoa caribaeorum apresentou a dominancia apenas
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do géneros Acinetobacter e Stenotropomonas que, como citado anteriormente, foram
exclusivos para esse zoantideo. Z sociatus e P. variabilis ndo apresentaram géneros
dominantes. A amostra da dgua do mar a presentou dois géneros mais dominantes: Gplla e

Roseovarius.

Figura 13: Abundancia dos géneros nas amostras de zoantideos e agua do mar. A: Palythoa
caribaeorum, B: Protopalythoa variablis; C: Zoanthus sociatus; D: Agua do Mar. O simbolo * acima das barras
indica os géneros exclusivos.
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A tabela 6 mostra a equabilidade e os valores dos indices de diversidade alfa dos

géneros bacterianos presentes nas amostras de zoantideos e dgua do mar.

Tabela 6: Riqueza, equabilidade e indices de diversidade de géneros bacterianos associados aos
zoantideos e 4gua do mar.

Amostras Riqueza Equabilidade Shannon Simpson (1-D)
Palythoa caribaeorum 13 0,4682" 1,201" 0,5011" %
Zoanthus sociatus 10 0,9826' 2,043' 0,8642'
Protopalythoa variabilis 16 0,9552™ 2,648 0,9161 7
Agua do Mar 7 0,7091 * 1,380Y 0,6505%"

t* P x simbolos representam diferencas significativas entre as amostras (P < 0,05). Para o indice calculado, a
presenca do mesmo simbolo em diferentes amostras indica que as mesmas sao estatisticamente diferentes.
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Apesar da riqueza dos géneros bacterianos associados a P. caribaeorum ter sido maior
gue a riqueza de bactérias encontradas em Z. sociatus, sua equabilidade foi menor, o que
pode, baseado nos indices de diversidade calculados, refletir em uma menor diversidade. Os
resultados revelaram que ndo ocorreram bactérias dominantes em Z. sociatus e P. variabilis.
A comunidade bacteriana para esses zoantideos apresentaram a distribuicdo da abundancia
relativa mais homogénea, conferindo maiores valores de equabilidade. Associada aos dados
de riqueza, a maior equabilidade de P. variabilis e Z. sociatus gerou uma maior diversidade,
como demonstrado pelos trés indices de diversidade da tabela 6.

De acordo com os indices de diversidade alfa calculados, péde-se inferir sobre a
similaridade entre as amostras. Levando-se em consideracdo a riqueza, abundancia e
equabilidade entre os taxons de bactérias encontrados, os zoantideos P. variabilis e Z
sociatus, sao mais semelhantes entre si e diferem de P. caribaeorum e da agua do mar (Figura
14). Esses dados corroboram com os apresentados anteriormente para a DGGE que apontou

maior semelhanga entre Z. sociatus e P. variabilis.

Figura 14: Ordenac¢do ndo métrica (NMDS) das amostras de zoantideos e agua do mar.
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Os resultados das analises de similaridade de Jaccard demonstraram baixos valores de
indice (<27%) entre as espécies de zoantideos e a 4gua do mar, indicando que cada espécie de

zoantideo apresentou uma composicdo de bactérias distinta Entretanto, quando considerada
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a abundancia relativa dos géneros de bactérias de cada espécie de zoantideo (indice de
Morisita-Horn), P. variabilis foi mais similar a 4gua do mar do que as demais espécies de
zoantideo. Ainda, P. caribaeorum apresentou valores menores de similaridade em relagao as
demais espécies de zoantideos, indicando que a composi¢cdo de géneros de bactérias foi mais

distinta para essa espécie. Os indices de diversidade beta sdo mostrados na tabela 7.

Tabela 7: indices de Jaccard (matriz triangular inferior) e Morisita-Horn (matriz triangular superior)
calculados para as amostras de zoantideos e agua do mar.

P. caribaeorum Z. sociatus P. variabilis Agua do Mar
P. caribaeorum - 0,013 0,007 0,008
Z. sociatus 0,115 - 0,3765 0,339
P. variabilis 0,090 0,269 - 0,549
Agua do Mar 0,136 0,100 0,160 -

Fazendo a comparacdo entre os tdxons compartilhados, observou-se que um taxon
(género Loktanella) foi exclusivo apenas para as espécies de zoantideos, sendo ausente na
agua do mar, enquanto outros foram compartilhados em uma das espécies de zoantideo e na
agua, como por exemplo, Gplla (filo Cyanobacteria) que ocorreu na agua e em P. variabilis e
Jannaschia, que foi detectada em P. caribaeorum e na agua. Somente 1 tdxon (familia
Flavobactériaceae, a qual ndo pode ser classificada no nivel de género) foi comum a todas a
todas as espécies de zoantideos e dgua do mar (Figura 15). Dentre os géneros compartilhados
entre Z. sociatus e P. variabilis estdo os géneros lamia, Silicibacter e Oceanicola. A figura 15

sumariza a quantidade de géneros compartilhados e exclusivos nas amostras.
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Figura 15: Diagrama de Venn baseado nas UTOs bacterianas Unicas e compartilhadas entre as espécies

de zoantideos e a 4gua do mar.
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Esses resultados denotam que hd uma diversidade de géneros bacterianos bem
definida e tipica sobrevivendo no habitat conferido pelos zoantideos. Esses resultados
também foram confirmados utilizando o programa S-LIBSHUFF 1.22, onde foi observada uma
diferenga significativa entre as bibliotecas, apresentando um valor de P = 0,001 para um
intervalo de confianga de 95%.

As curvas de rarefacdo ficaram longe de alcancar a assintota da curva, tendendo a um
aclive, indicando que o numero de sequéncias analisadas ndo cobriu completamente a riqueza

de filotipos das comunidades bacterianas (Figura 16).

Figura 16: Curvas de rarefacdo obtidas pelo MOTHUR para as bibliotecas de RNAr 16S de zoantideos e
agua do mar.
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Adicionalmente, as sequéncias foram classificadas usando a ferramenta BLAST para
uma afiliagdo filogenética mais detalhada. As tabelas A, B, C e D (APENDICE) apresentam a
classificagdo obtida no NCBI, juntamente com as classificadas no RDP, para as bibliotecas de P.
caribaeorum, Z. sociatus, P. variabilis e adgua do mar, respectivamente. Muitas UTOs foram
classificadas pelo NCBI como bactérias ndo cultivadas. As tabelas apresentam a classificagao
das sequéncias ao menor nivel taxondmico possivel gerado pelo RDP, e foram consideradas
apenas as classificagdes que atingiram, pelo menos, 80% de confiabilidade.

No geral, as sequéncias obtidas foram afiliadas a clones de bactérias encontradas em
varios ambientes, como bactérias associadas a diversas espécies de invertebrados marinhos,
aguas oceanicas a sedimentos marinhos e estuarinos, evidenciando que as mesmas bactérias
presentes nos zoantideos e na dgua do mar amostrados nesse trabalho estdo presentes em

varios outros organismos e habitats.
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5.DISCUSSAO

Apds vasta revisao bibliografica constatou-se que existem poucos estudos sobre a
diversidade bacteriana associada a zoantideos. Chimetto et al. (2008, 2009, 2010) e Lins-de-
Barros et al. (2007) foram os Unicos que estudaram a diversidade de bactérias em zoantideos
no Brasil e, atualmente, a maioria dos dados publicados sobre microbiota associada a

cnidarios refere-se a corais escleractinios.

5.1 Diversidade e papel das bactérias associadas aos zoantideos

A estrutura da comunidade bacteriana revelada por DGGE pressupde que ha
diferencas na estrutura da comunidade bacteriana entre as amostras. Os resultados
revelaram que hd um alto grau de especificidade entre a microbiota e seu hospedeiro, com
apenas 1 UTO compartilhada entre as amostras e UTOs Unicas e exclusivas.

De acordo com os resultados obtidos pela técnica de DGGE, os zoantideos P. variabilis
e Z. sociatus tiveram maior numero de UTOs, evidenciando a maior riqueza bacteriana nessas
amostras.

A técnica de DGGE foi utilizada por Bourne e Munn (2005) e Garren et al. (2009) para
identificacdo de bactérias associadas a corais. Esses autores discutiram que essa é uma
técnica importante na deteccdo de diferencas entre as comunidades simbiontes de
invertebrados, sendo util para inferir sobre a especificidade entre hospedeiro e simbionte.
Essa especificidade ficou clara nos resultados aqui apresentados e foi corroborada pelos
dados do sequenciamento do gene RNAr 16S.

Os resultados do sequenciamento do gene RNAr 16S revelaram uma grande
diversidade de sequéncias. Para P. caribaeorum, por exemplo, todas as sequéncias foram
classificadas como Unicas, sem repeticoes, o que demonstra a grande variedade de taxons
bacterianos existentes nessa amostra (Tabela 1, pag. 56). As outras amostras de zoantideos
também apresentaram grande riqueza de sequéncias e consequentemente grande riqueza de
taxons bacterianos, demonstrando a capacidade desses organismos de abrigar bactérias de
diferentes grupos.

A identificacdo das sequéncias revelou que poucos taxons foram dominantes. Além

disso, muitos géneros bacterianos foram exclusivos, identificados apenas nos zoantideos e
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ausentes na agua do mar. Esses dados corroboram com os encontrados por Sunagawa;
Woodley; Medina (2010) os quais discutiram que comunidades bacterianas marinhas sao
comumente compostas por uma grande diversidade de tdxons, mas com baixa abundancia e
poucos tdxons dominantes. Além disso, esses autores verificaram que bactérias raras ou
ausentes na agua do mar foram dominantes em algumas espécies de corais do Caribe,
sugerindo que corais provém um habitat altamente especializado essa microbiota.

A diversidade dos filos e classes bacterianos encontrados nas amostras dos zoantideos
foi semelhante a encontrada por outros autores em vdrias espécies de corais escleractinios ao
redor do mundo (APPRILL et al., 2009; BOURNE; MUNN, 2005; CEH; KEULEN;BOURNE, 2011;
GARTNER et al., 2011; HUNTER; MILLS; KOSTKA, 2006; KALIMUTHO; AHMAD; KASSIM., 2007;
KOOPERMAN et al., 2007; NEULINGER et al., 2008; PACHIADAKI et al., 2011; ROWHER et al.,
2002; SUNAGAWA; WOODLEY; MEDINA, 2010). O filo Proteobacteria foi o mais abundante em
todas as amostras com a dominancia das classes a e y-Proteobacteria. a-Proteobacteria foi
dominante na agua do mar e nos zoantideos Z sociatus e P. variabilis. A classe y-
Proteobacteria foi dominante em P. caribaeorum.

De acordo com Kooperman et al. (2007) a camada de muco do coral estd em
constante associacdo com a coluna de agua circundante e as bactérias podem se deslocar a
partir da coluna de agua para o muco e vice-versa, o que explicaria ribotipos semelhantes no
zoantideos e amostras d’agua do mar. Esse fato pode explicar a dominancia de a-
Proteobacteria nas amostras dos zoantideos P. variabilis e Z. sociatus uma vez que esse grupo
bacteriano é predominante na dgua do mar. Esse resultado foi semelhante ao encontrado
para o coral brasileiro Mussismilia braziliensis onde a-Proteobacteria foi o grupo dominante
seguido de y-Proteobacteria e Cyanobacteria (REIS et al., 2009).

Por outro lado, embora também em contato direto com a dgua do mar, P. caribaeorum
parece ser uma espécie de zoantideo com maior especificidade por bactérias da classe y-
Proteobacteria. Resultado semelhante foi encontrado por Sweet; Croquer; Bythell (2011) os
guais compararam a comunidade bacteriana do muco, tecido, e esqueleto do coral Acropora
muricata, além de identificar a comunidade bacteriana do sedimento e da agua do mar. Os
autores encontraram a dominéancia de y-Proteobacteria no tecido e a-Proteobacteria na agua
do mar, resultado também encontrado por Bourne e Munn (2005) para o coral Pocillopora
damicornis. Esse resultado foi corroborado no presente estudo, onde P. caribaeorum

apresentou dominancia de y-Proteobacteria (principalmente bactérias do género
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Acinetobacter) em contraste com Z Sociatus, P. Variabilis e agua do mar, os quais
apresentaram dominancia de a-Proteobacteria.

Resultado também semelhante ao encontrado em P. caribaeorum foi verificado por
Santiago-Vazquez et al. (2007) que estudaram a comunidade bacteriana do coral negro
Cirrhipathes Iutkeni. Os resultados desses autores revelaram que também houve
predominancia do filo Proteobacteria, com a classe y-Proteobacteria a mais abundante
seguida por a-Proteobacteria. Para o coral Montastrea carvernosa Frias-Lopez et al. (2002)
descobriram que a classe y-Proteobacteria também apresentou maior abundancia.

Esses dados indicam a alta especificidade ente bactérias e hospedeiro, pois mesmo
que o ambiente circundante seja dominado por bactérias de um determinado grupo, algumas
espécies de corais apresentam especificidade para os grupos bacterianos raros ou ausentes na
agua do mar.

Raina et al. (2009) verificaram que duas espécies de corais que apresentam colOnias
adjacentes podem ter diferencas na dominancia das classes de bactérias. Por exemplo, ha a
domindncia de y-Proteobacteria em Acropora millepora, enquanto Montipora
aequituberculata, coletada na mesma regidao, apresentou dominancia de a-Proteobacteria,
indicando que, mesmo com coldnias préximas ou até mesmo em contato direto no ambiente
natural (como no caso dos zoantideos estudados) cada espécie pode ter especificidade
diferente para seus simbiontes.

Além das classes a-Proteobacteria e y-Proteobacteria, as classes 6-Proteobacteria e B-
Proteobacteria parecem ser especificas para as espécies de zoantideos estudadas. Bactérias
da classe 6-Proteobacteria foram identificadas somente em P. caribaeorum e Z. sociatus e
B-Proteobacteria foi identificada somente em P. variabilis, evidenciando um certo grau de
especificidade entre simbionte e hospedeiro.

Fortalecendo a hipdtese da especificidade, Ceh; Keulen; Bourne (2011) construiram
bibliotecas bacterianas a partir de clones do gene RNAr 16S de trés espécies de corais
australianos: Pocillopora damicornis, Acropora tenuis e Fungia abdita e encontraram a
dominancia de a-Proteobacteria em P. damicornis (73%), embora essa classe tenha
representado apenas 15,9% e 17,3% de abundancia em A. tenuis e F. abdita,
respectivamente. Além disso, somente F. abdita continha a classe B-Proteobacteria.

O filo Bacteriodetes foi o Unico que apresentou representantes em todas as amostras.

Provavelmente essas bactérias sao generalistas, hipdtese reforgada por dados das tabelas A-D
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(APENDICE) que mostram resultados de pesquisas que identificaram esse filo tanto na forma
livre como em simbiose com diversos invertebrados.

O filo Actinobacteria também esteve presente nas amostras de zoantideos e agua do
mar, ndo ocorrendo apenas em P. caribaeorum. Segundo Munn (2004) Actinobacteria é um
dos grupos mais comuns em ambiente marinho. Menezes et al. (2010) discutiram que
membros do filo Actinobacteria tém considerdvel valor como produtores de metabdlitos
secunddrios biologicamente ativos, tais como antibidticos e outros compostos terapéuticos,
além da capacidade de producdo de diversas enzimas e proteinas (SURAJIT; WARD; BURKE,
2008) o que pode ser de fundamental importancia para a sobrevivéncia do seu hospedeiro. A
presenca dessas bactérias nos tecidos dos zoantideos provavelmente confere alguma
vantagem aos hospedeiros, principalmente em relacdo a defesa contra bactérias patogénicas.
Rohwer et al. (2002) e Rypien; Ward; Azam (2010) discutiram que bactérias produtoras de
antibidticos atuam de maneira antagonista com a producdo de antibiéticos frente a bactérias
potencialmente patogénicas para o coral ou através da ocupacgdo fisica do espaco e/ou
competi¢ao por nutrientes com bactérias nao residentes.

Em relacdo ao Filo Cyanobacteria, Munn (2004) discute que bactérias desse grupo sao
conhecidas como as maiores contribuintes na produtividade primaria dos oceanos, além de
atuarem na fixacdo do nitrogénio. A presenca desse filo em zoantideos leva a crer que,
provavelmente, essas bactérias beneficiam seu hospedeiro através da assimilagdao de
nitrogénio, utilizado para o metabolismo do coral, bem como a translocacio e
aproveitamento do excesso de carbono proveniente da fotossintese.

Os filos Terneticutes e Chloroflexi, que ocorreram apenas em Z. sociatus, foram
identificados também em sedimento marinho por Mills; Huntrer; Humphrys (2008). Esses
autores utilizaram marcadores moleculares especificos e relacionaram membros do filo
Chloroflexi ao processo de nitrificacdo e desnitrificacdo, sendo importantes no ciclo do
nitrogénio dos oceanos. O Filo também foi encontrado em associacao simbidtica com larvas
de esponjas (WEBSTER et al.,, 2011) e em corais escleractinios coletados na Noruega
(NEULINGER et al., 2008).

Mills; Huntrer; Humphrys (2008) discutiram que o filo Firmicutes (encontrado em Z
sociatus e P. variablis), também estd relacionado ao ciclo do nitrogénio, pois apresentam

genes relacionados aos processos de nitrificacdo e desnitrificacdo.
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O filo TM7 (exclusivo para P. variabilis) foi encontrado por Neulinger et al. (2008) no
coral Lophelia pertusa e em simbiose com a esponja Chondrilla nucula (THIEL et al., 2007),
sugerindo que esse filo pode ser comum em associa¢gdes com invertebrados. Nao ha dados na
literatura que apontem o papel biolégico de bactérias desse filo, contudo, a sobrevivéncia
delas em tecidos de invertebrados provavelmente deve conferir alguma vantagem para esses
micro-organimsos.

Assim, embora no presente estudo tenham encontrados exclusivamente em
zoantideos, dados pretéritos revelam que esses filos sdo comuns em amostras ambientais e
em associacdo com outros invertebrados.

O sequenciamento do gene RNAr 16S revelou um resultado semelhante ao encontrado
através da técnica de DGGE ou seja, maior diversidade de bactérias em Z sociatus e P.
variabilis. Apesar da riqueza de P. caribaeorum ter sido maior que a de Z. sociatus (Tabela 6,
pag. 60) sua equabilidade foi menor, o que pode, baseado nos indices de diversidade
calculados, refletir em uma menor diversidade. A equitatividade foi maior para Z. sociatus e P.
variabilis que ndo apresentaram géneros bacterianos dominantes, tendo a distribuicdo das
abundancias dos géneros mais uniforme. Associada aos dados de riqueza, a maior
equitatividade de P. variabilis e Z. sociatus gerou uma maior diversidade de Shannon, como
demonstrado na tabela 6. Os resultados corroboraram com o indice de Simpson, que também
mostrou maior diversidade para esses zoantideos.

Os indices de Jaccard e Morisita revelaram que ha uma baixa similaridade entre a
comunidade bacteriana dos zoantideos. Resumidamente, a baixa similaridade observada entre
os zoantideos indica que a diversidade beta de bactérias é elevada, em parte pela aparente
especificidade das bactérias por determinadas espécies de hospedeiro. Do ponto de vista de
conservacdo essas informacdes sdo muito importantes e precisam ser consideradas.

As diferencas na diversidade bacteriana entre as amostras demonstram que cada
espécie de zoantideo tem seu conjunto de simbiontes especifico o qual difere das bactérias da
agua do mar. A selecdo de bactérias simbiontes é um fenédmeno ainda pouco estudado, sendo
necessarias pesquisas que abordem, a nivel bioquimico, os mecanismos de reconhecimento e
selecdo de bactérias pelos seus hospedeiros.

No entanto, a explicacdo mais plausivel para as diferencas na composicdo das
bactérias entre as espécies de zoantideos é que cada hospedeiro tem seu requerimento

nutricional especifico, bem como necessidades intrinsecas de certos compostos produzidos



Diversidade de Micro-Organismos Associados a Zoantideos Emanuelle F. Rabelo 71

por seus simbiontes e, ao longo da evolugao do holobionte, esses animais selecionaram
algumas bactérias e se adaptaram a um conjunto caracteristico desses micro-organismos que
mais lhes conferem vantagens. Além disso, as propriedades do muco produzido por cada
espécie de zoantideo poderia servir como meio de cultura especifico para determinados
grupos bacterianos. Tem sido sugerido que o muco de diferentes espécies de corais sao
enriquecidos de maneira diferente, favorecendo o crescimento de determinadas cominidades
bacterianas e beneficiando alguns grupos de bactérias adaptadas as condi¢des especificas
dageuele meio (RICHIE; SMITH, 1995). Outra explicacdo é que, ndo somente os corais
selecionam as bactérias que abrigardo em seus tecidos, mas as bactérias também podem
selecionar as espécies de hospedeiros que mais Ilhes confere vantagens, sugerindo uma co-
evolucdo. Entretanto, somente estudos detalhados de filogenia e biogeografia entre
hospedeiros e simbiontes poderiam responder a essas questdes.

Foi discutido anteriormente que os filos bacterianos foram diversos e muitos deles e
maneira geral, a maioria dos géneros bacterianos identificados foi detectada apenas em uma
das espécies de zoantideo ou dgua do mar amostrados.

A classe y-Proteobacteria, dominante em P. caribaeorum apresentou muitos géneros
exclusivamente identificados nesse zoantideo, dentre eles o género Acinetobacter o qual,
interessantemente, foi um dos mais abundantes nesse zoantideo. Mason et al. (2010)
relataram esses géneros em rochas da crosta oceanica e verificaram a presenca de genes
funcionais em Acinetobacter relacionados a degradacdo de hidrocarbonetos. Segundo os
mesmos  autores, muitas bactérias marinhas tém genes que codificam
para respiracdo anaerdbia, o que os permite sobreviver em grandes profundidades através da
reducdo de nitrato e sulfato. Raina et al. (2009) discutiram sobre o papel de bactérias do
género Pseudomonas presentes nos corais Acropora millepora e Montipora aequituberculata
no ciclo do enxofre, indicando que bactérias desse género atuam nos ciclos biogeoquimicos
dos oceanos e, quando simbiontes, podem atuar beneficiando os corais na assimilacdo de
compostos inorganicos.

Curiosamente, Shnit-Orland e Kushmaro (2009) isolaram bactérias com intuito de
conhecer a capacidade de producdo de antibidticos e constataram que 89,5% dos géneros
bacterianos isolados que apresentaram atividade antimicrobiana pertenciam a classe y-

Proteobacteria, o que pode estar relacionado ao papel de defesa contra patdgenos.
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O género Stenotropomonas (também pertencente a classe y-Proteobacteria), foi outro
género exclusivo para P. caribaeorum e também associado a producao de substancias com
atividade antimicrobiana. Segundo Minkwitz e Berg (2001), Stenotropomonas é um grupo
bacteriano conhecido por produzir antibidticos, proteases e quitinases. A presenca dessas
bactérias em zoantideos provavelmente contribui na defesa contra micro-organismos
patogénicos e na alimentacdo do hospedeiro, auxiliando na digestao de presas com contém
quitina em sua composicgao.

Dessa forma, a presenca de bactérias relacionadas aquelas capazes de degradar
hidrocarbonetos, fixar nitrogénio, metabolizar enxofre e produzir enzimas e substancias com
atividade antimicrobiana sugere que o zoantideo P. caribaeorum abriga uma comunidade
microbiana que o beneficia através da assimilacdo de compostos usados em seu metabolismo,
provavelmente contribuindo com os ciclos biogeoquimicos dos oceanos, além de
possivelmente defender o hospedeiro contra patégenos e auxiliando na sua alimentacao.

Os géneros Acinetobacter e Pseudomonas também foram identificados em varias
espécies de corais de diferentes regides do mundo (KALIMUTHO; AHMAD; KASSIM, 2007;
LUNA et al., 2010; SANTIAGO-VAZQUEZ et al., 2007; SEKAR et al., 2006) e em ascidias
(MENEZES et al., 2010; MEZITI et al., 2007; OLIVEIRA, 2010). A presenca desses géneros em
zoantideos e em varios grupos de invertebrados, como citado na literatura, sugere que esses
géneros sdo generalistas e capazes de sobreviver sob diferentes situagdes ambientais.

O género Acinetobacter é conhecido por sua resisténcia a antibidticos (BERGOGNE-
BEREZIN; TOWNER, 1996) e pelo seu potencial em aplicacdes biotecnolégicas como
biodegradacdo e biorremediacdo, engenharia enzimatica e producdo de biosurfactantes e
biopolimeros (CARVALHO; FERNANDES, 2010). Nesse sentido, devido a grande abundancia
de Acinetobacter em P. caribaerum, esse zoantideo poderia ser usado como fonte promissora
de bactérias para pesquisas sobre as aplicacdes biotecnolégicas de Acinetobacter.

A presenca de bactérias relacionadas a producdo de diferentes compostos nos tecidos
de P. caribaeorum provavelmente pode estar relacionada a sua conhecida capacidade de
producdo de toxinas. Inclusive, o grande interesse em estudos de corais moles,
principalmente membros do género Palythoa, deve-se a producdo dessas toxinas quimicas,
conhecidas como palytoxinas, as quais sao de consideravel interesse por suas propriedades
fisiologicas e farmacologicas. Essa toxina é considerada a molécula biologicamente ativa de

origem marinha mais potente e a mais téxica conhecida, sendo apenas menos venenosa que a
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toxina botulinica (KAUL; FARMER; CIERESZKO, 1974) e especula-se que essa toxina é
produzida por microorganismos simbiontes (MOORE; HELFRICH; PATTERSON, 1982; SOARES
etal., 2006).

Rabelo (2007) verificou que P. caribaeorum foi o zoantideo que apresentou maior
capacidade competitiva frente aos outros zoantideos estudados em ambiente natural,
crescendo entre os pélipos e matando as colbénias de P. variabilis e inibindo o crescimento de
Z. sociatus. Provavelmente, essa maior capacidade de competicdo por espaco deve-se a
producdo de metabdlitos secundarios de origem bacteriana. Estudos abordando a genémica
funcional de bactérias encontradas em P. caribaeorum poderiam ajudar a elucidar o papel
dessas bactérias na producdo da palytoxina ou de outros compostos de interesse biolégico.

Os géneros de bactérias exclusivos para Z sociatus e P. variablis ndo apresentaram
papel bioldgico indicado na literatura o que revelam a necessidade de pesquisas envolvendo
aspectos da fisiologia dessas bactérias. Essa caréncia de trabalhos pode ser resultado da
dificuldade de cultivo de muitas bactérias em laboratério, sendo necessario o uso de técnicas
moleculares que independam do cultivo. De fato, as tabela B e C (APENDICE) mostram que a
maioria das bactérias encontradas nesses zoantideos é classificada como nado cultivaveis.

Dentre as bactérias identificadas em P. variabilis, apenas bactérias do género
Ruegeria, apresentam papel conhecido na literatura. Essas bactérias sao amplamente
conhecidas pelo seu potencial para produzir compostos bioativos que sdo utilizados pelos
seus hospedeiros para sua propria defesa (MITOVA et al., 2004; HENTSCHEL et al., 2001),
refletindo na importancia desse grupo como simbionte.

Embora a maioria dos taxons tenha sido exclusiva para as espécies de zoantideos e para
a dgua do mar, alguns tdxons foram comuns entre as amostras, como os géneros Roseovarius,
Jannaschia, Loktanella e Silicibacter.

O género Roseovarius foi bastante representativo em todas as amostras, exceto em P.
caribaeorum, onde esse taxon foi ausente. O género Roseovarius pertence a subclasse
Roseobacter (classe a-Proteobacteria) e foi o taxon dominante na dgua do mar.

Kan et al. (2008) esturaram bactérias em amostras de dgua de estudrio discutiram que
bactérias do género Roseovarius sao resistentes a variacdes de salinidade a que o ambiente
estuarino esta sujeito. Assim, a presenca desse género em Z sociatus e em P. variablis
provavelmente poderia de alguma forma ainda desconhecida auxiliar na resisténcia desses

animais frente as mudangas de salinidade a que o ambiente entre marés estd sujeito. Esses
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dados corroboram com os resultados de Rabelo (2007) que verificou que Z. sociatus e P.
variabilis sdo as espécies de zoantideos mais resistentes a dessecacdo e aumento de
temperatura, e que P. caribaeorum apresenta menor resisténcia. Assim, a presenga de
bactérias do género Roseovarius em Z. sociatus e P. variabilis pode estar, dentre outros
fatores, relacionada a maior resisténcia desses zoantideos a fatores ambientais adversos.

Buchan; Moran (2005) afirmam que o género Roseovarius (um dos cinco géneros
pertencentes a subclasse Roseobacter) e € um dos maiores grupos de bactérias de ambiente
marinho. Além disso, os membros desse clado podem ser encontrados na forma livre,
compondo o bacterioplancton ou mantendo rela¢gdes de simbiose com invertebrados e
vertebrados (ALLGAIER et al., 2003). Baseado em estudo moleculares usando o gene RNAr
16S, o grupo tem sido identificado em muitos ambientes marinhos, sendo prevalente na agua
do mar e sedimento de varios ambientes marinhos do Pacifico (SCHMIDT; DELONG; PACE,
1991), Mediterraneo (BENLLOCH; RODRIGUEZ-VALERA; MARTINEZ-MURCIA, 1995), Caribe
(FRIAS-LOPES et al., 2002) e Atlantico Norte (FUHRMAN; OUVERNEY, 1998). Nao ha registros
desse género para aguas do Altantico Sul, nem como bactérias de vida livre nem como
simbiontes.

O género Roseovarius é conhecido por sua capacidade de produzir metabdlitos
secunddrios que sao utilizados para sinalizacdo quimica e defesa do hospedeiro (BRINKHOFF;
BACH; HEIDORN, 2004). Nissimov; Rosenberg; Munn (2009) verificaram que a incubacdo das
bactérias do género Roseobacter contra Vibrio shiloi (bactéria relacionada a doencas em
corais) levou a uma reducdo da contagem desses patdgenos vidveis em apenas 3 horas,
reforcando o conceito de um efeito probidtico de certas espécies de bactérias associadas aos
corais.

Ressalta-se ainda que essas bactérias sdo extremamente importantes em ambientes
marinhos planctoénicos pelo seu papel critico no ciclo do carbono e nitrogénio do oceano
(KOLBER et al., 2001).

Gonzalez; Kiene; Moran (1999) e Gonzalez et al. (2000) discutiram sobre o papel de
Roseobacter na degradacdo de Dimetilsulfoniopropionato (DSMP) em dimetilsulfido (DMS). O
DMS degradado pelas bactérias € oxidado na atmosfera em acido sulfirico e acido
matanosulfonico, dois componentes quimicos que atraem moléculas de agua influenciando o
clima global através do seu efeito na formacdo de nuvens. Raina et al. (2009) confirmaram a

importancia de Roseobacter no ciclo do enxofre, encontrando bactérias desse grupo em
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associagao com corais. Além disso, Apprill et al. (2009) discutiram que é possivel que bactérias
do clado Roseobacter associadas a corais podem ser atraidas pela disponibilidade de DMSP o
qual é produzido por zooxantelas simbiontes. Acredita-se assim que o DMSP, produzido pelas
zooxantelas, atraia novas bactérias que colonizarao os tecidos do hospedeiro.

Além de atuar no ciclo do enxofre, bactérias do clado Roseobacter apresentam
atividade bactericida contra muitos patdgenos de peixes e invertebrados (HJELM; BERGH,;
RIAZA, 2004) e, interessantemente, um dos antibidticos produzidos por Roseobacter pode ser
derivado da degradacdo de DMSP por essas bactérias (WAGNER-DOBLER; RHEIMS; FELSKE,
2004).

A associacdo dessas bactérias com zoantideos e seu potencial para produzir compostos
bioativos pressupde que bactérias da subclasse Roseobacter é potencialmente importante
para a saude desses animais, confirmando o importante papel dos simbiontes na
sobrevivéncia de seu hospedeiro e na manutencao do equilibrio dos oceanos.

O género Loktanella também é conhecido pela producdao de metabdlitos secunddrios,
dentre eles terpenos, embora seu papel na fisiologia da bactéria seja desconhecido
(CARVALHO; FERNANDES, 2010).  Outros taxons que foram comuns entre amostras foram
bactérias pertencentes ao filo Cyanobacteria, indicando que cianobactérias podem ocorrer
ndao somente na forma livre, mas também em associacdes com hospedeiros invertebrados,
contribuindo na assimilagcdo de carbono pelo hospedeiro através da fotossintese da bactéria
simbionte.

Embora Chimetto et al. (2008) tenham identificado bactérias do género Vibrio em
zoantideos coletados em S3o Paulo, esse género ndo foi detectado na presente pesquisa. Mais
tarde, Chimetto et al. (2010) encontraram bactérias do género Photobacterium em col6nias
de P. caribaeorum. Esse género também ndo foi detectado nos zoantideos na presente
pesquisa. Os resultados desses autores e os apresentados na presente pesquisa indicam que a
mesma espécie de zoantideo pode apresentar diferencas na composicdo de suas bactérias
simbiontes, provavelmente em resposta as caracteristicas ambientais de cada regiao.

Com base nos resultados apresentados, sugere-se que a maioria das bactérias
encontradas nos zoantideos esta relacionada aos ciclos biogeoquimicos dos oceanos e a
producdo de compostos biologicamente ativos. Baseado nesse fato, bactérias associadas aos

zoantideos poderiam servir como um recurso em potencial para o isolamento de compostos
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bioativos, podendo ser usadas como fontes promissoras para a pesquisa e o desenvolvimento
de novas drogas.

Recentes pesquisas tém demonstrado o potencial de zoantideos na industria
farmacoldgica. Wilke et al. (2009) analisou o potencial de substancias obtidas de zoantideos
coletados na costa cearense e concluiu que esses animais sdao uma fonte de compostos com
potencial farmacolégico. Assim, a pesquisa com esses animais tende a aumentar muito o
conhecimento sobre o potencial biotecnoldgico desses animais, evidenciando que a resposta
para muitos dos nossos problemas estd na natureza, embora o homem hesite em preserva-la.

Além da importancia biotecnoldgica, pesquisas envolvendo a diversidade de
bactérias simbiontes podem ser importantes na detec¢ao de doengas em corais, funcionando
como bioindicadoras. Sekar et al. (2006) compararam a comunidade bacteriana de col6nias de
Siderastrea siderea sadias e acometidas com a doenga da banda negra (BBD) e verificaram
gue a composicdo da comunidade microbiana era diferente entre as amostras. As col6nias
sadias eram dominadas por y-Proteobacteria, seguido de [-Proteobacteria e a-
Proteobacteria, em contraste, as colénias com BBD eram dominadas por a-Proteobacteria
seguida &-Proteobacteria, Bacteriodetes, Firmicutes e Cyanobacteria, evidenciando que corais
podem mudar a composicdo da comunidade bacteriana frente a uma doenca. Nesse sentido,
a informacdao sobre a diversidade da microbiota de corais saudaveis pode ser util para

detectar doengas em corais, muitas vezes nao detectadas visualmente.

5.2 Mas, de onde os zoantideos adquiriram as bactérias simbiontes?

A deteccdo de tdxons ausentes na amostra de dgua e ao mesmo tempo presentes nos
zoantideos gerou um questionamento: Se muitas bactérias foram Unicas para cada espécie de
zoantideo e as mesmas nao foram encontradas na dgua do mar, de onde os hospedeiros
adquiriram esses simbiontes? Nesse caso, a hipdtese da transmissdo horizontal das bactérias,
ou seja, a partir do ambiente circundante deve ser refutada?

Pesquisas prévias sugerem que a comunidade bacteriana em corais é distinta daquela
gue habitam a agua do mar circundante (BOURNE; MUNN, 2005; FRIAS-LOPEZ et al., 2002) e
praticamente n3ao ha sobreposicdo de ribotipos bacterianos com poucas bactérias sendo
compartilhadas entre aos corais e dgua (FRIAS-LOPEZ et al., 2002). Por outro lado, de acordo

com Sunagawa; Woodley; Medina (2010) os corais podem adquirir bactérias espécie-
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especificas raras a partir do ambiente sem a necessidade de qualquer modo de transmissao
vertical. Nesse caso os corais podem representar habitats especializados para bactérias raras
nos quais os micro-organismos tém evoluido ao longo de gera¢des levando ao beneficio
mutuo caracteristico dessas associagdes.

De fato, Aprill et al. (2009) excluiram a possibilidade de transmissdo vertical de
bactérias raras na dgua em Pocillopora meandrina, o que leva a crer que alguns corais
necessitam somente da transmissao horizontal como alternativa para aquisicao dos seus
simbiontes bacterianos ao longo de sua vida.

As bactérias encontradas somente nos zoantideos e ausentes na agua do mar
circundante foram as bactérias dos filos Chloroflexi, Firmicutes, Terneticutes, TM7 e algumas
bactérias das classes a-Proteobacteria e y-Proteobacteria, além de todas as bactérias das
classes B-Proteobacteria e 6-Proteobacteria identificadas nessa pesquisa.

Bactérias do filo TM7, Chloroflexi e Terneticutes foram exclusivos para apenas uma
espécie de zoantideo amostrada e, embora tenham sido detectadas por outros autores em
varios ambientes e hospedeiros (Tabelas A-D, APENDICE), provavelmente essas bactérias
colonizam os zoantideos através da transmissdo vertical, uma vez que estavam ausentes na
agua do mar amostrada naquele momento.

Ressalta-se ainda que a auséncia de membros da classe y-Proteobacteria na agua do
mar amostrada sugere que P. caribaeorum provavelmente adquire os membros dessa classe
de maneira vertical, via ovos ou durante o brotamento. Sweet; Croquer; Bythell (2011)
discutiram que, como o muco esta com contato direto com a dgua do mar circundante, a
presenca de bactérias semelhantes na agua e no muco é esperada. Por outro lado, P.
caribaeorum parece ter maior especificidade para bactérias que n3ao sao abundantes ou
ausentes na agua circundante adquirindo-as provavelmente por transmissdo materna.

De acordo com a tabela A (APENDICE) houve grande similaridade entre sequéncias
identificadas como Acinetobacter e Pseudomonas obtidas das bibliotecas disponiveis no NCBI
com bactérias encontradas na agua e sedimento marinhos. A tabela revela ainda a alta
similaridade entre as bactérias identificadas nessa pesquisa com as bactérias encontradas em
simbiose com esponjas, bivalves e cefalépodes.

O género Stenotrophomonas, outro membro da classe y-Proteobacteria foi
encontrado por outros autores em varias amostras de ambiente marinho. Gartner et al.

(2011), por exemplo, encontraram esse género em amostras de sedimento. Além disso, o
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género Stenotrophomonas foi identificado na ascidia Microcosmus sp. (MEZITI et al., 2007),
em Artemia spp. (TKAVC et al., 2011) e no coral Turbinaria mesenterina.

Os resultados da tabela A (APENDICE) indicam que varios géneros bacterianos
pertencentes a classe y-Proteobacteria e detectados somente em P. caribaeorum podem ser
encontrados na forma livre, assim como em simbiose com diversos invertebrados, embora
ndo tenham sido encontrados na agua da drea de estudo. Provavelmente, para o ambiente
estudado essas bactérias apresentam simbiose obrigatéria, ndo sendo aptas a sobrevier fora
de seus hospedeiros. Entretanto, dados de varias pesquisas sugerem que esse grupo
bacteriano é comum em outros invertebrados, os quais provavelmente adquiriram essas
bactérias do ambiente circundante, contrariando a hipdtese de transmissdo vertical das
bactérias da classe y-Proteobacteria proposta nesta pesquisa.

Alguns membros da classe o-Proteobacteria foram também exclusivamente
encontrados em zoantideos, embora tenham sido identificadas por outros autores em
amostras ambientais como agua do mar, dgua de estudrio, sedimento marinho e em simbiose
com varias espécies de invertebrados (Tabelas A-D, APENCIDE).

A partir desses dados, conclui-se que muitas bactérias encontradas nos zoantideos sao
encontradas também em diversos outros ambientes e hospedeiros. Essas informacoes
corroboram com a hipdtese da transmissdao horizontal, uma vez que as bactérias exclusivas
nos zoantideos também foram encontradas por outros autores em varias amostras de agua do
mar, sedimento marinho e estuarino e em varios outros invertebrados. Esses dados sugerem
uma distribuicdo global desses géneros nos oceanos e em diferentes ambientes e
hospedeiros. Entretanto, a auséncia desses géneros na agua amostrada pressupGe que a
transmissao pode ter sido de maneira vertical.

A partir desses dados, trés hipéteses podem ser levantadas para explicar a presenca de
bactérias exclusivas nos zoantideos e ausentes na dgua do mar: 1) As bactérias presentes nos
zoantideos podem estar dispersas e diluidas na dgua do mar e ndo puderam ser coletadas
através da amostragem realizada; 2) essas bactérias sdo raras na agua do mar circundante
aos corais e ndao puderam ser detectadas pelas técnicas de identificagdo molecular
empregadas e 3)Essas bactérias sdo ausentes na dgua do mar e foram transmitidas de geracdo
a geragao através dos ovos ou durante a reprodugao assexuada. Nesse ultimo caso,
provavelmente essas bactérias perderam a habilidade de viver independentemente de seu

hospedeiro e passaram a ser transmitidas exclusivamente de maneira vertical.
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Embora a maioria das bactérias tenha sido detectada somente nos zoantideos
sugerindo a transmissao vertical, algumas bactérias foram compartilhadas entre os zoantideos
e a agua do mar, como as pertencentes aos filos Bacteriodetes, Actinobacteria e
Cyanobacteria. Sweet; Croquer; Bythell (2011) encontraram o filo Bacteriodetes em amostras
de corais e relataram que esse filo é comumente encontrado também em d4gua do mar.
Segundo esses autores, essas bactérias sdo temporariamente aprisionadas no muco do coral,
podendo ser transitorias no hospedeiro. De fato, no presente estudo, bactérias do filo
Bacteriodetes estavam presentes em todas as amostras de zoantideos e na dgua do mar,
sendo o taxon mais abundante na agua (Figura 12, pag. 57 ).

Bactérias do filo Cyanobacteria foram identificadas em todas as amostras de
zoantideos e agua do mar e informacdes de outros autores confirmaram a presenca de
cianobactérias de vida livre e em associacdo com vdrios invertebrados (tabela A-D,
APENDICE).

De posse dessas informacOes sugere-se que as bactérias dos filos Bacteriodetes,
Actinobacteria e Cyanobacteria sdo, provavelmente, adquiridas pelos zoantideos por
transmissao horizontal a partir da dgua circundante.

A suposicdo de que essas bactérias foram adquiridas através do ambiente (dgua do
mar e/ou sedimento) ndo exclui a possibilidade de que algumas dessas bactérias sejam
também transmitidas verticalmente através dos gametas ou diretamente, durante o
brotamento. Estudos detalhados envolvendo gametas e larvas dos zoantideos e
acompanhamento de seu comportamento em laboratdério poderiam elucidar a real maneira
de transmissdo dessas bactérias tdo importantes na sobrevivéncia dos corais.

A figura 17 sintetiza as provaveis formas de transmissdo dos diferentes grupos

bacterianos sugeridas pela presente pesquisa.
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Figura 17: Provaveis formas de transmissdo dos diferentes grupos bacterianos identificados nos zoantideos. Os
simbolos a, y, B e & representam as classes a-Proteobacteria, y-Proteobacteria, B-Proteobacteria e 6-
Proteobacteria, respectivamente.

Agua do Mar

@ Bacteriodetes
@ Actinobacteria

O Cyanobacteria <:> Transmiss3o Vertical
@ Terneticutes

@ Chloroflexi
O Firmicutes
O TM7

— > Transmissdo Horizontal

A auséncia de algumas bactérias encontradas exclusivamente nos zoantideos nado
exclui a possibilidade da existéncia desses tdxons bacterianos na dgua marinha da area
amostrada. De fato, Rosenberg et al. (2007) afirmam que a dgua do mar em volta dos corais
pode conter de 100 a 1000 vezes menos bactérias do muco dos corais o que dificultara o
aceso a real diversidade bacteriana. Provavelmente, um maior esforco amostral com a coleta
de maior quantidade de agua representaria melhor a comunidade bacteriana da dgua marinha
do local. As curvas de rarefacao (figura 16, pag. 63), entretanto, apontam que ndo somente a
agua do mar, mas também uma melhor amostragem dos zoantideos é necessaria, para uma

melhor cobertura da real diversidade bacteriana do local.
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No entanto, mesmo com todas as limitagGes da técnica empregada, esses dados sao
suficientes para mostrar a grande diversidade bacteriana presente nos zoantideos, gerando
dados importantes, até entdao ausentes na literatura cientifica.

Esse estudo aponta ainda que, de acordo com os dados da literatura levantados,
algumas bactérias simbiontes identificadas parecem ser geograficamente bem distribuidas em
diferentes ambientes e em diferentes hospedeiros, sugerindo que essas bactérias se
comportam, provavelmente, como generalistas.

Um dado interessante levantado pela pesquisa da similaridade entre os tdxons aqui
identificados e as sequéncias depositadas em bancos de dados, revelou que hd muitas
espécies de bactérias nao cultivaveis e ndo classificadas, com provaveis novos géneros ou até
grupos taxonOmicos mais elevados, o que reflete na necessidade de mais estudos
relacionados a identificagcdao desses taxons.

O fato de algumas bactérias presentes nos zoantideos serem também encontradas
em amostras ambientais como agua do mar, sedimento e tecido de varios invertebrados,
levanta a hipdtese de que essas bactérias apresentam um mutualismo ndo obrigatdrio. A
colonizagao de tecidos animais nao parece ser obrigatdria para a sobrevivéncia desses micro-
organismos.

Importante ressaltar que essa pesquisa revelou dados inéditos sobre a microbiota
bacteriana de trés espécies de zoantideos, preenchendo muitas lacunas sobre o
conhecimento  desses animais abundantes na costa brasileira, embora pobremente
estudados. Técnicas mais robustas de metagendmica associadas ao sequenciamento por
métodos high-throughput, como pirosequenciamento e barcode, poderdao futuramente
revelar outros detalhes interessantes da simbiose entre zoantideos e seus simbiontes.

De qualquer modo, perturbacdes ambientais, como poluicdo e alteraces climaticas
poderiam comprometer seriamente a composicdo de bactérias que estdo associadas aos
zoantideos, prejudicando diretamente a fisiologia e sobrevivéncia desses animais.

Além do beneficio ecoldgico e ambiental discutido aqui, os micro-organismos
marinhos sdao considerados um recurso promissor na busca de novas drogas e cura de

doencas, devido a sua enorme diversidade, embora ainda em fase de exploracao.
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6. CONCLUSOES

- Os zoantideos apresentam uma grande diversidade de bactérias associadas e embora

altamente diversas poucas bactérias foram dominantes;

- Os zoantideos apresentam comunidades bacterianas distintas, as quais diferem daquela

presente na dgua do mar circundante;

- Os zoantideos diferem na diversidade se seus simbiontes bacterianos, com Zoanthus sociatus

e Protopalythoa variabilis apresentando a maior diversidade bacteriana.

- Muitas bactérias associadas aos zoantideos provavelmente estdo relacionadas a assimilacdao

de compostos importantes na sobrevivéncia do hospedeiro;
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CAPITULO Il

Zooxantelas Associadas a Zoantideos




Diversidade de Micro-Organismos Associados a Zoantideos Emanuelle F. Rabelo 84

1. INTRODUCAO

Protozodrios dinoflagelados sdao comuns e abundantes em ambientes aquaticos,
podendo ser fotossintetizantes ou heterdtrofos e sao particularmente diversos no plancton
marinho, com algumas espécies exclusivamente tropicais (TAYLOR; HOPPENRATH;
SALDARRIAGA, 2008).

Muitos dinoflagelados sdo de vida livre, mas alguns, como as zooxantelas
fotossintetizantes, sdo dinoflagelados simbiontes. O nimero de espécies de dinoflagelados
marinhos de vida livre foi estimado por Gomez (2005) em 1.500 espécies e cerca de 90% delas
sdo encontradas em ambiente marinho e 10% em 3agua doce (TAYLOR; HOPPENRATH;
SALDARRIAGA, 2008).

A distribuicdo desses protozodrios é baseada em zonas, sendo relacionada a
temperatura e sistema de correntes. Em oceanos tropicais, por exemplo, os dinoflagelados
sdo o grupo de protistas mais abundante e onde mostram sua maior diversidade (TAYLOR;
HOPPENRATH; SALDARRIAGA, 2008).

Desde a década de 50 é reconhecido que diversos invertebrados tém dinoflagelados
simbiontes. Em corais, a presenca destes simbiontes é relacionada a restricdo desses animais
a dguas rasas e a tendéncia desses organismos de crescerem em dire¢ao a luz (SMALL; ADEY,
2001). Essa simbiose combina organismos heterétrofos (animal hospedeiro) e autétrofos
(dinoflagelado simbionte) que contribuem substancialmente para a produtividade primaria
em ambientes recifais (ROWAN, 1998). A associacdo simbidtica é muitas vezes obrigatdria,
mutualista e envolve troca regulada de nutrientes e energia entre as partes (MUSCATINE;
PORTER, 1977).

Os dinoflagelados do género Symbiodinium, conhecidos como zooxantelas, estdo entre
0S micro-organismos eucarioticos mais abundantes encontrados em aguas rasas em ambientes
marinhos tropicais, além disso, sua habilidade para proliferar e manter densas populacdes em
muitos recifes de coral e em invertebrados que habitam recifes tem resultado na dominancia
ecolégica dos hospedeiros em muitos oceanos (BAKER, 2003; LAJEUNESSE et al., 2009).

Diversas espécies de invertebrados marinhos sdo hospedeiras de um grupo
excepcionalmente diverso de protozodrios dinoflagelados do género Symbiodinium (BAKER,

2003; DIMOND; CARRINGTON, 2008; TOLLER; ROWAN; KNOWTON, 2001)
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O género Symbiodinium forma simbiose com uma variedade de grupos de cnidarios,
incluindo representantes das classes Anthozoa (como anémonas, corais, zoantideos e
gorgonias), classe Scyphozoa (como aguas-vivas) e Hydrozoa (incluindo individuos do género
Millepora) (BAKER, 2003; YELLOWLEES; REES; LEGGAT, 2008), além de formar simbiose com
moluscos nudibranquios (BURGHARDT; STEMMERA; WAGELE, 2008; MOORE; GOSLINER,
2011), bivalves (CARLOS et al., 1999; KINKERDALE, 2009), foraminiferos (FAY; WEBER; LIPPS,
2009; POCHON et al., 2001) e esponjas (ANNENKOVA; LAVROV; BELIKOVA, 2011; HILL et al.,
2011)

O sucesso da simbiose entre cnidarios e dinoflagelados é demonstrado pela
dominancia de recifes de coral em aguas rasas tropicais, com uma estimativa de cerca de 700
espécies de corais que apresentam simbiose com dinoflagelados (YELLOWLEES; REES; LEGGAT,
2008), com cada uma dessas espécies podendo hospedar milhares de zooxantelas por
centimetro quadrado de tecido (WEIS, 2008).

Os beneficios mais importantes compartilhados por essa associagcdo sdao nutricionais,
pois os dinoflagelados mantém sua capacidade fotossintética quando em simbiose e
transferem para o hospedeiro muito do carbono organico produzido, contribuindo
substancialmente no suprimento de carbono e energia para o hospedeiro (MUSCATINE, 1990).
As zooxantelas provém aos animais hospedeiros 95% do requerimento didrio de energia
necessario a sobrevivéncia do coral (EDMUNDS; DAVIES, 1986; FALKOWSKI et al., 1984;
MUSCATINE; PORTER, 1977). Reciprocamente, o hospedeiro contribui com o metabolismo do
endosimbionte, transferindo nutrientes essenciais (tais como nitrogénio, fésforo e compostos
sulfurosos) produzidos pelo catabolismo de macromoléculas derivadas de particulas de

alimento ou absorvidos do meio (COOK; D’ELIA, 1987).

1.1 Diversidade e Distribuicao das Zooxantelas

Ao longo da evolucdo, a relacdo de beneficio mutuo entre dinoflagelados e corais
gerou uma grande diversidade de simbiontes e de modos como esses simbiontes interagem
com o hospedeiro. E atualmente impossivel estimar quantas espécies de dinoflagelados
simbiontes existem, mas o principal género de dinoflagelado simbionte encontrado em corais

e em outros invertebrados marinhos é o género Symbiodinium.
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A principio, as zooxantelas eram classificadas como Symbiodinium microadriatum,
uma espécie pandémica. Atualmente, estudos de biologia molecular tém indicado que o
género Symbiodinium é altamente diverso. A identificagdo molecular das zooxantelas revela
que existem diferentes subgéneros ou subgrupos, conhecidos como clados. Atualmente
reconhece-se 6 clados diferentes de Symbiodinium: A, B, C, D, E e F (BAKER, 2003; ROWAN;
POWERS, 1991b; VISRAM; DOUGLAS, 2006) que podem, assim como as bactérias simbiontes,
ser espécie-especificos.

A distribuicdo de Symbiodinium em corais varia em diferentes partes do mundo, com
alguns amplamente distribuidos entre diferentes hospedeiros e em diferentes regides
geograficas enquanto outros mostram ter especificidade para um determinado hospedeiro ou
endemismo para certas regides geograficas (BAKER, 2003). Além disso, mudancas sazonais
podem criar variacdes ambientais que favorecem diferentes simbiontes (COSTA; SASSI;

AMARAL, 2004).

1.2 Fungoes Bioldgicas e Adaptacoes Fisioldgicas entre Cnidarios e Zooxantelas

A associacdo simbidtica entre dinoflagelados unicelulares e invertebrados existe, pelo
menos, desde o Tridssico (225 milhdes de anos) (ROSEN, 2000) e atualmente especula-se
como esses animais adquiriram seus simbiontes ao logo da evolugdo dessa relagdo simbidtica.

Como comentado no capitulo 1, os cniddrios podem adquirir seus simbiontes através
da  transmissdo fechada ou vertical, quando os simbiontes podem ser passados
maternalmente de uma geracdo para a préoxima através dos ovos ou de maneira aberta ou
horizontal onde cada geracdo pode adquirir simbiontes do ambiente circundante (GOMEZ-
CABRERA et al., 2008). Nesse ultimo caso, a larva planula, carente de zooxantelas, depende de
reservas armazenadas para sua nutricao (GAITHER; ROWAN, 2010).

Embora os cnidarios com sistema aberto (ou horizontal) de transmissdo de simbiontes
possam ser suscetiveis a colonizacdo por todos os simbiontes disponiveis no ambiente
circundante, ha um grande grau de especificidade entre simbionte e hospedeiro (BAKER,
2003; LAJEUNESSE, 2002). Ambos os modos de aquisicdo de simbiontes (horizontal ou
vertical) tem suas vantagens e desvantagens: a transmissdo vertical assegura que a larva do
coral ja esteja equipada com seus simbiontes, enquanto na horizontal as larvas tém de

adquirir esses simbiontes do ambiente. Todavia, a transferéncia horizontal tem a vantagem de
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permitir que as larvas capturem zooxantelas que podem ser adaptadas as especificidades do
ambiente (TRENCH, 1987).

Ainda segundo Trench (1987), na transmissdo horizontal ou aberta, as zooxantelas
podem ser capturadas: 1) pelo ovo ou embrido em desenvolvimento; 2) pela ectoderme do
coral adulto, migrando posteriormente para a endoderme, e 3) as zooxantelas podem ser
capturadas diretamente pela endoderme. Neste Ultimo modo, os simbiontes entram pela
boca do hospedeiro e sdao captados pelas células que revestem a cavidade gastrovascular ou
endoderme do pdlipo. Esse ultimo modo de captura foi encontrado no coral Fungia scutaria,
um coral que habita as dguas do Indo-Pacifico. Schwarz; Weis; Potts (2002) concluiram que as
larvas de F. scutaria captura ativamente zooxantelas em aqupario através da boca e que a
aquisicao de zooxantelas auxilia no processo de assentamento lerval e desenvolvimento do
polipo. Segundo esses autores, o fato das larvas de F. scutaria serem capazes de se beneficiar
com as zooxantelas antes do assentamento pode ter permitido a disseminacdo através das
aguas do Indo-Pacifico.

Mas, conhecendo-se agora as diferentes formas de captura das zooxantelas pelos
corais, ainda surge uma questdo: qual é o préximo passo apds a captura dessas zooxantelas?
Como estas larvas reconhecem e introduzem as zooxantelas em suas células e como esses
corais retém os simbiontes em seus tecidos?

Na transmissdao aberta, os simbiontes sdao indiscriminadamente ingeridos de uma
maneira similar a qualquer outra particula de alimento. Todavia, os vacuolos digestivos
reconhecem o simbionte correto e evitam a fusao dos lisossomos e posterior digestdao pelo
hospedeiro (CHEN et al., 2003).

Apds o reconhecimento as zooxantelas migram entdo para o meio intracelular do
hospedeiro. Fitt e Trench (1983) verificaram que um mecanismo comum chamado endocitose
é responsavel pela introducdo dos simbiontes nas células do hospedeiro. Esses pesquisadores
observaram que, apds a absorcdo, as zooxantelas residiam no interior de um vacuolo,
pequenos compartimentos destinados exclusivamente para os simbiontes. L3, as zooxantelas
produziam acgulcares por meio da fotossintese e, provavelmente, comecam a beneficiar as
larvas antes mesmo do assentamento.

Segundo Yellowlees; Rees; Leggat (2008), apds entrar em contato com o coral, o
simbionte é envolto por uma membrana produzida pelo hospedeiro, conhecida como

simbiossomo. Apds a entrada na célula hospedeira a membrana plasmatica e a parede celular
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da célula simbidtica sdo envoltas por um complexo de camadas derivadas do hospedeiro, que
por sua vez é envolto pela membrana plasmatica do hospedeiro. Esta arquitetura multi-
membrana exige que os metabolitos que passem entre o simbionte e o hospedeiro devam
atravessar essas membranas celulares multiplas. Todos os nutrientes trafegam entre o
simbionte e o hospedeiro através das multiplas camadas do simbiossomo, permitindo a
interacdo entre eles. Assim, os simbiontes sdo encontrados dentro de um vacuolo produzido
pelo animal hospedeiro e esse arranjo celular permite ao cnidario hospedeiro algum controle
sobre o metabolismo de transferéncia entre ele a seu simbionte.

Apds a entrada do simbionte, formacdo do simbiossomo e estabelecimento do
dinoflagelado nos tecidos do hospedeiro, hd uma clara interacdo metabdlica entre eles. As
zooxantelas requerem nutrientes que sdo derivados do hospedeiro ou do ambiente em volta,
e o hospedeiro em troca adquire produtos da fotossintese do simbionte autotréfico
(YELLOWLEES; REES; LEGGAT, 2008).

A simbiose entre invertebrados e dinoflagelados constitui uma fonte de pressdes
seletivas que tem modificado profundamente a fisiologia do hospedeiro ao longo da evolucao.
As relagdes simbidticas ndo sdao simples soma de organismos e suas atividades metabdlicas
sdo intimamente integradas e dindmicas (YELLOWEES; REES; LEGGAT, 2008). O estilo de vida
simbidtico envolve adaptacdes ecoldgicas, fisiolégicas, estruturais e moleculares em
simbiontes e hospedeiros, modificando ou adquirindo novas capacidades metabdlicas,
algumas delas discutidas a seguir.

Para que o processo fotossintético funcione de forma adequada, o simbionte tem
alguns requerimentos nutricionais, dentre eles a necessidade de nitrogénio. Contudo, muitos
hospedeiros vivem em ambientes pobres em nitrogénio. Assim, a aquisicdo e retencdo de
nutrientes € um problema para os organismos que vivem nesses ambientes. Porém, os
cnidarios tém desenvolvido estratégias para assimilar e conservar nitrogénio, mesmo em
ambientes pobres nesse composto.

Animais marinhos em geral ndo sdo capazes de assimilar nitrogénio inorganico do
ambiente externo e geralmente excretam amoénia ou uréia na dgua circundante. Em contraste,
em simbiose com corais, as zooxantelas sdo capazes de absorver, reter e incorporar nitrogénio
inorganico da agua do mar em concentragdes consideraveis (YELLOWEEES; REES; LEGGAT,
2008). Segundo Muscatine et al. (1989), o nitrogénio inorganico pode ser assimilado de duas

varias formas principais: primeiro, o amoénio resultante do metabolismo do animal e digestao
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das presas pelo hospedeiro ndo é excretado na agua do mar circundante, ao contrdrio, é
imediatamente re-assimilado pelas zooxantelas e reciclado minimizando as perdas de
nitrogénio via excre¢ao e segundo, cniddrios em simbiose com zooxantelas sdo aptos a
absorver diversas formas de nitrogénio inorganico do meio tais como aménio e nitrato por um
processo luz-dependente. A luz captada pelas zooxantelas estimula a captacdo de amoénio
com o envolvimento da enzima glutamato sintase, encontrada em muitos outros sistemas
fotossintéticos. As zooxantelas correspondem, provavelmente, ao principal sitio de
assimilacdo de nitrogénio inorganico do meio, transformando-o em compostos organicos e
transferindo, pelo menos, uma parte desses compostos para o hospedeiro. O animal
hospedeiro pode assim ter conquistado uma capacidade metabdlica complexa geralmente
ausente no reino animal (FURLA; ALLEMAND; SHICK, 2005). A habilidade de assimilar amoénio
da dgua do mar é a principal razdo para sucesso da simbiose em oceanos tropicais pobres em
nutrientes (YELLOWLEES; REES; LEGGAT, 2008).

Outro requerimento para a fotossintese dos simbiontes é o carbono. Yelowlees; Rees;
Leggat et al. (2008) discutiram que a quantidade de CO, na dgua do mar é demasiadamente
baixa para permitir a fixacdo 6tima de carbono durante a fotossintese das zooxantelas.
Consequentemente, inimeros organismos marinhos fotossintetizantes tém que desenvolver
mecanismos para concentrar carbono. A fotossintese liquida medida em cniddrios que
apresentam simbiontes fotossintéticos indica a presenca de uma fonte externa de carbono
inorganico, o que implica no transporte de carbono inorganico exdégeno através do
simbiossomo (ALLEMAND; FURLA; BENAZET-TAMBUTTE, 1998). Assim, apesar das atividades
metabdlicas de todas as células animais envolverem elimina¢do do carbono inorgénico, o
anfitrido coral deve constantemente absorver o carbono inorganico de volta para fornecer os
seus simbiontes com CO, suficiente para a fixacdo pela Rubisco a fim de manter o elevado
nivel de produtividade primaria liquida. A absorcdo do carbono inorganico dissolvido (CID) da
agua do mar, portanto, implica em um transporte desde o meio externo através das multiplas
camada do simbiossomo, até chegada aos dinoflagelados simbidticos. CO, e HCO3™ da dgua do
mar sdo fontes potenciais de CID. Enquanto o primeiro é livremente difusivel na bicamada
lipidica das membranas celulares, o segundo é um ion carregado, incapaz de difundir através
desta barreira e necessitando de uma proteina transportadora (FURLA; ALLEMAND; SHICK,
2005).
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O modelo atualmente aceito para aquisicao de CID a partir de HCO3 foi descrito por
Yelowlees; Rees; Leggat (2008) e Furla; Allemand; Shick (2005) e envolve a formacdo de
vesiculas de membrana e o processo depende da secrecio de uma enzima chamada H'-
ATPase. Essa enzima acidifica a camada externa da célula onde bicarbonato é convertido em
CO, por uma anidrase carbodnica. Esse CO, é subsequentemente difundido para dentro da
célula do hospedeiro seguindo o gradiente de concentracdo onde é convertido e entdo
transportado para dentro do simbiossomo por uma via desconhecida e entdo utilizado na
fotossintese. Portanto, as células do hospedeiro desempenham um papel ativo principal na
captacdo da CID para a o funcionamento da fotossintese do simbionte em niveis ideais.

Com a fotossintese funcionando adequadamente, o animal hospedeiro passa a se
beneficiar através da incorporacdo de carbono proveniente do processo fotossintético de seu
simbionte. Em condi¢cdes normais, as zooxantelas podem produzir cerca de 100 vezes mais
carbono no que eles necessitam para seu proprio crescimento e reproducdo e muito desse
excesso é transferido para o coral hospedeiro (MUNN, 2004).

A fixacdo de carbono pelos recifes de coral é seis vezes maior do que em ambientes
oligotréficos vizinhos, permitindo a formacao de um complexo ecossistema o qual prové
nichos pra diversos tipos de organismos (REEF; KANIEWSKA; HOEGH-GULDBERG, 2009).

Atualmente é reconhecido o papel benéfico das zooxantelas também na regulacao
osmotica do hospedeiro. Mayfield; Gates; Ruth (2007) demonstraram que zooxantelas
simbidticas vivem dentro de um ambiente osmoticamente diferente daquele onde vivem
como dinoflagelados de vida livre. Segundo esses autores, as zooxantelas podem ajudar na
osmorregulacdo do hospedeiro durante sua prépria hosmorregulacdo por meio do fluxo de
compostos através do simbiossomo levando ao equilibrio de sais entre os compartimentos
externo e interno.

Além da vantagem nutricional e da regulagdo osmodtica, a simbiose de cnidarios com
zooxantelas também beneficia os corais através da formacdo do esqueleto de carbonato e
calcio, caracteristico de corais escleractinios. De acordo com Reef; Kaniewska; Hoegh-
Guldberg (2009), 15% da energia de um coral é utilizada para a produgdo de seu esqueleto de
carbonato de calcio. Esse esqueleto tem multiplos papéis no recife, tal como protecado e forca
estrutural. O esqueleto é extracelular e encontra-se na base do tecido da coldnia. E formado
de CaCOs; cristalizado em aragonita, matéria organica e metais traco (REEF; KANIEWSKA;

HOEGH-GULDBERG, 2009). Em 1959 Goreau descreveu o mecanismo de calcificacdo dos corais
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e reconheceu o papel das zooxantelas durante o processo. Posteriormente, foi estabelecido e
aceito que o papel das zooxantelas na calcificacdo é transferir para o coral hospedeiro a
maior parte do excesso de carbono que sera utilizado nesse processo (SMALL; ADEY, 2001).

As zooxantelas ndo sé auxiliam na construcdo das estruturas de CaCOs que sustentam
o coral, mas também aproveitam os beneficios dessa estrutura calcdria. Os simbiontes podem
utilizar a luz do sol seis vezes mais eficientemente do que plantas e o esqueleto branco
altamente reflexivo pode dispersar a luz para tecidos adjacentes, aumentando a chance dos
fétons fotossinteticamente ativos interagirem com as zooxantelas simbiontes (ENRIQUEZ;
MENDEZ; IGLESIAS-PRIETO, 2005). Essa dispersdao da radiacdo fotossinteticamente ativa
permite que o coral aumente o rendimento fotossintético do simbionte.

Por outro lado, a necessidade da luz para a fotossintese da zooxantela traz alguns
problemas, os quais sao resolvidos de maneira eficaz pelos hospedeiros e simbiontes. Um
deles é o problema gerado pela alta incidéncia da luz solar nas col6nias.

O aumento da radiagao UV-B que atinge a superficie devido ao esgotamento do oz6nio
estratosférico da terra levantou a questdo sobre o efeito dessa radiacdo nos ecossistemas
marinhos. Os tecidos dos corais sdao geralmente expostos a intensa radiagdo solar em aguas
claras tropicais, onde altos niveis de radiacdo ultravioleta representam um problema
potencial causando danos aos tecidos (REEF; KANIEWSKA; HOEGH-GULDBERG, 2009).

Em dguas oceanicas mais claras a radiacdo UV-B pode penetrar varias dezenas de
metros e, mesmo em aguas costeiras, que tém uma forte atenuacdo da radiacdo UV, essa
radiacdo pode causar efeitos prejudiciais para os organismos aqudticos (FURLA; ALLEMAND;
SHICK, 2005). Um dano direto da absorcdao de UV pelo DNA dos tecidos do coral é a formacao
de Dimeros de Pirimidina Ciclobutano (CPDs), os quais podem levar a danos na estrutura do
DNA, podendo induzir a parada da fotossintese, inibicdo do crescimento e finalmente morte
celular (FURLA; ALLEMAND; SHICK, 2005; REEF; KANIEWSKA; HOEGH-GULDBERG, 2009).

Esse fato forgou os corais a se adaptarem para interceptar e aproveitar a radiagdo
fotossinteticamente ativa (RFA). Reef; Kaniewska; Hoegh-Guldberg (2009) mostraram que a
propriedade do esqueleto de carbonato de célcio de refletir radiagdo ultravioleta, enquanto
dissipa RFA para o tecido sobrejacente é uma adaptacdo que evita danos aos seus tecidos, ou
seja, o esqueleto pode servir como uma defesa contra UV protegendo o tecido vivo,
reduzindo os niveis de UV que podem ser prejudiciais. O esqueleto emite radia¢do ultravioleta

como uma fluorescéncia amarela, dissipando a radiacdao nociva. Assim, enquanto a exposi¢do
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a radiacdo solar é importante para o crescimento do coral, evitar danos ao tecido é de vital
importancia para a sobrevivéncia desses animais. Em um experimento no ambiente natural,
Reef; Kaniewska; Hoegh-Guldberg (2009) perceberam que a absor¢do de UV pelo esqueleto e
sua capacidade de refletir essa radiacao pode resultar na reducdo da quantidade de UV a qual
tecido do coral é exposto. Esses autores transplantaram um grupo de anémonas-do-mar para
o topo de um esqueleto de recife de coral e outro grupo para um refletor artificial no mesmo
ambiente e verificaram que os danos causados pela UV foram sete vezes maiores em
anémonas no topo do refletor artificial do que naquelas que estavam no topo de um
esqueleto de coral quando expostas a mesma intensidade de luz UV.

Outra estratégia de tolerancia a UV é a producdo de compostos conhecidos como
microsporinas (MAAs)(AL-UTAIBI; NIAZ; AL-LIHAIBI, 2009). A maioria das espécies eucaridticas
de fitoplancton marinho que sdo conhecidos por acumular MAAs s3do dinoflagelados e
diatomaceas. Zooxantelas associadas a corais estdo entre os primeiros organismos reportados
por conter microsporinas (MMAs) que absorvem radiacdo UV e dissipam a energia dessa
radiacdo como calor, sem formar radicais livres ou compostos toxicos aos corais. Entretanto,
ainda resta a duvida: se as zooxantelas sdo estimuladas a produzir MMAs quando em simbiose
com corais ou se os corais modificam os MMAs que sdo fornecidos naturalmente pelas algas.
Acredita-se que as bactérias associadas também tenham um papel na biossintese de MMA:s,
embora essa informacdo ainda nao tenha sido confirmada (FURLA; ALLEMAND; SHICK, 2005).

Outro problema inerente da fotossintese pelos simbiontes é em relagcdo ao acimulo de
O, produzido durante a fotossintese no tecido do hospedeiro. Furla, Allemand; Shick (2005)
comentaram que a fotossintese dos simbiontes leva ndo somente a fixacdo de CO,, mas
também a liberacdo de O,. Antes do O, ser liberado na dgua do mar, ele causa hiperoxia local,
0 que pode desencadear a producdo de espécies reativas de oxigénio, dentre eles os radicais
livres, causando danos aos hospedeiros. Dentre as consequéncias disso estdo: estresse
oxidativo envolvendo oxidacdo da membrana lipidica, danos ao DNA e as proteinas e
posteriormente envelhecimento celular e morte. Cniddrios que abrigam simbiontes
fotossintéticos desenvolveram um mecanismo para evitar os danos causados pela hiperoxia.
Esses animais produzem substancias anti-oxidativas envolvendo enzimas chamadas
Superoxidos Desmutases (SOD), além de Catalases e Peroxidases que diminuem os efeitos

nocivos da hiperoxia.
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Outro mecanismo que os corais hospedeiros tiveram que desenvolver foi a capacidade
de controlar a populacdo de zooxantelas em seus tecidos. As células hospedeiras tém uma
flexivel, mas finita, capacidade de acomodar zooxantelas, regulando seu nimero (DIMOND;
CARRINGTON, 2008). Hoogenboom, Beraud, Ferrier-Pages (2009) comentaram que ha uma
densidade de zooxantelas 6tima para a fotossintese, o que forga os corais a manter o nimero
de zooxantelas regulado.

Os mecanismos para a regulagdo da densidade de zooxantelas incluem:
retroalimentacdo negativa densidade-dependente via limitacdo de espaco ou nutrientes
(JONES; YELLOWLEES, 1997; YELLOWLEES; REES; LEGGAT., 2008 ); manipulagao do ciclo celular
do simbiontes pelo hospedeiro (SMITH; MUSCATINE, 1986); remocdo das zooxantelas através
da degradacdo ou digestdao de simbiontes (TITLYANOV et al., 1998) e expulsdo de simbiontes
intactos dos tecidos do hospedeiro (HOEGH-GULDBERG; SMITH, 1989). Esse ultimo
mecanismo tem sido descrito para anémonas e corais como mecanismo regulador da
densidade de zooxantelas e acredita-se que seja responsivo as mudancas climaticas (DIMOND;
CARRINGTON, 2008).

As zooxantelas podem beneficiar os corais também através do aumento da resisténcia
a fatores adversos. Atualmente é conhecido que os diferentes clados de Symbiodinium
apresentam diferencas em sua resisténcia ao aumento da temperatura da agua e radiagcao
solar.

Baker (2003) cita que Symbiodinium do clado A e/ou B predominam em corais de
aguas rasas (com alta radiagdo solar). Corais em niveis intermediarios de profundidade podem
hospedar 2 ou 3 clados diferentes em seus tecidos. Em relacdo a distribuicdo geografica,
Symbiodinium do clado C é tipico de baixas latitudes, como na regido tropical, sendo
predominante em muitas espécies de coral. Ja o clado A é tipico de corais de altas latitudes
(LAJEUNESSE, 2001).

O clado D também é considerado como estresse-tolerante (HENNIGE et al., 2011;
PETTAY et al., 2011), ocorrendo geralmente em associacdo com hospedeiros que habitam
aguas turvas com temperatura variavel (OPPEN et al., 2001) e aguas quentes (FABRICIUS et
al., 2004) ou em corais que passaram por eventos e branqueamento (OPPEN et al., 2005).

Ao contrario da associagdo obrigatdria entre muitos corais tropicais e zooxantelas,
muitos corais de regides temperadas apresentam simbiose facultativa. Dimond e Carrington

(2008) discutiram que algumas espécies de corais permitem um aumento na densidade de
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simbiontes quando a fotossintese é vantajosa durante a estacdo quente, seguida por uma
reducdo da populacdo do simbionte durante a estacdo fria. Esses autores sugerem que as
zooxantelas sdo heterotréficas em estagdes de baixa temperatura, assimilando nutrientes
provindos do hospedeiro. A verificacdo da expulsdo das zooxantelas revela que esses corais
provavelmente persistem em um estagio azooxantelado estavel provisério, sugerindo que,
nessas espécies, a simbiose é facultativa.

A composicdo das zooxantelas pode ser modificada por fatores exégenos, como
temperatura e luminosidade. Baker (2003) testou a estabilidade no padrdo de zonacdo de
zooxantelas em corais do Caribe através do transplante de colOnias de 4dguas rasas para aguas
mais profundas e vice-versa. Esse autor verificou que as col6nias transplantadas para aguas
rasas sujeitas a um maior estresse térmico, mudaram a composicdo e a densidade das
zooxantelas, devido ao processo de branqueamento. Esse autor verificou que corais
branqueados foram posteriormente colonizados por novos simbiontes que sdo mais
adaptados a condi¢cdes ambientais adversas.

Rabelo e Matthews-Cascon (2007) verificaram que a espécie de zoantideo Isaurus
tuberculatus, quando submetida a auséncia de luz, perdia suas zooxantelas em poucos dias, e
as mesmas coldnias quando submetidas a luz novamente também tinham a capacidade de
recupera-las, evidenciando a capacidade de recuperacao depois do estresse.

Aparentemente, ao longo dos milhdes de anos de evolugdao dessa relagdao simbidtica,
ambos, hospedeiro e simbionte tiveram que modificar o modo como eles interagem,
adaptando suas fun¢des metabdlicas visando beneficio mutuo.

A principal motivacdo para pesquisar a diversidade, biogeografia e ecologia de
Symbiodinium em recifes de coral é a natureza obrigatdria desse tipo de relacdo para muitos
hospedeiros. O conhecimento de como a diversidade de simbiontes é afetada e sua
susceptibilidade a eventos de branqueamento podem ser aplicados para prever ou entender a
severidade dos processos de aquecimento a nivel global (BAKER, 2003).

A diversidade, ecologia e biogeografia de dinoflagelados, sao comparativamente faceis
de investigar comparado a outros eucariontes unicelulares, devido ao fato desses simbiontes
habitarem primariamente tecidos de hospedeiros sedentarios permitindo a amostragem facil
para estudos moleculares (SHEARER; GUTIERREZ-RODRIGUEZ; COFFROTH (2004) e, com o
advento de métodos moleculares de identificacdo, o conhecimento sobre a ecologia e

biogeografia de simbiontes esta avangado rapidamente.
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1.3 Métodos moleculares aplicados ao estudo da simbiose entre Corais e zooxantelas

A grande dificuldade em identificacdo dos diferentes clados de Symbiodinium por
técnicas morfoldgicas tém levado muitos pesquisadores a utilizar técnicas moleculares de
identificagdao auxiliando na analise filogenética desses clados.

Segundo Shearer; Gutierrez-Rodriguez; Coffroth (2004) o uso de marcadores
especificos contribui de maneira significativa em analises onde padrdes biogeograficos e
filogenéticos de zooxantelas nao refletem necessariamente as do hospedeiro. Através de
estudos moleculares, tém se mostrado que a simbiose é mais flexivel do que se achava, com
diferentes hospedeiros e simbiontes mostrando vdrios graus de especificidade em suas
associacdes (BAKER, 2003).

Atualmente, varios genes sao utilizados como marcadores moleculares nos estudos da
filogenia e taxonomia de simbiontes. Os mais amplamente utilizados e Uteis para a
identificacdo e definicdo das relacdes filogenéticas entre os clados de Symbiodinium sdo os
genes na fita de DNA que codificam para o RNA ribossdmico (RNAr). A figura 18 mostra como
estd arranjada a seqiiéncia de genes que codificam para a formacdo do ribossomo de
Symbiodinium.

Figura 18: Arranjo do gene codificador para o RNA Ribossial de Symbiodinium. Modificado de Wolfgang
Seifarth (2002)
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codificam para o RNAr da subunidade maior do ribossomo (LSU - Large subunit) e o Gene 18S

codifica para o RNAr da subunidade menor (SSU - Small subunit). Os genes 18S e 28S dos
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eucariontes estao separados entre si por regides conhecidas como espagadores transcritos
internos, ou sequéncias ITS (Internal Transcribed Spacer). Os genes ITS ndo participam na
formacgao estrutural do ribossomo, acredita-se, entretanto, que essas sequéncias tém um
papel na maturacdo do mesmo (LALEV; NAZAR, 1998). Os genes ribossomais (28S e 18S) foram
os mais conservados durante a evolu¢dao do genoma dos eucariontes, pois devem codificar
para um ribossomo intacto o qual atuard na sintese protéica. Devido a isso, esses genes
apresentam uma grande similaridade entre os eucariotos. Ja nas regidoes espacadoras de DNA
(ITS) a homologia é menor porque essas regides ndo contribuem para o RNA estrutural, ou
seja, mesmo em espécies muito préximas, pode haver grandes diferencas genéticas nesses
genes.

Os genes que codificam o RNA ribossomico da subunidade menor (18S) sdo
extensamente utilizados em pesquisas moleculares porque apresentam algumas vantagens:
1)sdo distribuidos universalmente em todos os eucariontes; 2)sdo funcionalmente constantes;
3) sdo suficientemente conservados, modificando-se lentamente e 4) apresentam tamanho
adequado. O gene 28S é também altamente informativo em termos filogenéticos, sua
sequéncia mais longa fornece informag¢des adicionais, porém, seu comprimento torna o
sequenciamento desse gene dispendioso e demorado (MADIGAN et al., 2010). Atualmente
muitos pesquisadores tém utilizado as sequéncias espacadoras (ITS) na identificacdo
molecular de dinoflagelados simbiontes. Através do sequenciamento desses genes é possivel
perceber sutis diferencas entre os clados de Symbiodinium, contribuindo para o entendimento
da diversidade e distribuicdo desses simbiontes (BAKER, 2003; LAJEUNESSE, 2001, 2002;
LAJEUNESSE et al., 2003).

As mesmas técnicas utilizadas para a identificacdo molecular de bactérias simbiontes
de corais podem ser aplicadas para a identificacdo de zooxantelas, dentre elas: clonagem e
sequenciamento, RFLP e DGGE, comentadas no capitulo 2.

Um trabalho pioneiro desenvolvido por Rowan e Powers (1991 a, b), realizado ha mais
de 20 anos, ja fez uso de ferramentas moleculares. Através dessa pesquisa, os autores
classificaram 22 tipos de zooxantelas usando reacdes em cadeia da polimerase (PCR) para
amplificar pequenas subunidades de RNA de zooxantelas isoladas de corais. Os resultados da
pesquisa desses autores foram importantes para elucidar as relacdes filogenéticas entre
linhagens de zooxantelas associadas a corais. Desde entdo, muitos trabalhos tém utilizado

ferramentas moleculares para o estudo das relagdes entre zooxantelas e seus hospedeiros.
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A biologia molecular também foi uma ferramenta importante para o estudo das
zooxantelas em anémonas (KUO et al., 2004); foraminiferos (FAY et al., 2009), esponjas (HILL
etal., 2005; HILL et al., 2011) e moluscos (BURGHARDT, 2008; KIRKENDALE, 2009). Embora as
técnicas tenham avancado nos ultimos anos, Apprill e Gates (2007) discutiram que somente
uma técnica ndo responde satisfatoriamente questdes relativas a diversidade, biogeografia e
biologia de corais e simbiontes. Esses autores citam a importancia da unido de varias técnicas
para melhor responder a essas questdes.

Os estudos moleculares ainda irdo avancar muito, e o desenvolvimento de técnicas de
genética aplicada tem se mostrado promissores no estudo de corais e novas tecnologias
deverdo surgir para preencher a grande lacuna que ainda ha sobre o conhecimento da
simbiose entre micro-organismos e animais marinhos.

As técnicas moleculares podem ainda ajudar a elucidar algumas questdes relativas ao
comportamento competitivo e resisténcia dos corais frente a fatores adversos através do
estudo da microbiota associada.

Rabelo (2007) verificou que as espécies de zoantideos estdo sujeitas a fatores
ambientais adversos como alta exposicdo solar e dessecacdao durante a maré baixa.
Observacdes pretéritas sugerem que Z. sociatus é a espécie mais resistente a estes fatores
adversos, uma vez que esse zoantideo é o Unico a sobreviver fixo a rochas elevadas sujeitas a
exposicao solar por mais tempo durante a maré baixa, enquanto as outras duas espécies tém
preferéncia por locais mais Umidos e abrigados.

Sabendo-se que muitos clados de Symbiodinium podem estar envolvidos na
capacidade de resisténcia dos hospedeiros, o conhecimento sobre a diversidade desses
simbiontes nos zoantideos pode ajudar a explicar o comportamento observado. Diante do
exposto, este trabalho levantou as seguintes hipdteses: 1) os zoantideos apresentam uma alta
diversidade de clados de Symbiodinium; 2) as espécies de zoantideos diferem em relacdo a
composicdao dos clados de Symbiodinium; 3) os zoantideos apresentam clados
reconhecidamente resistentes ao aquecimento da 4dgua e dessecacdo; 4) a comunidade de
simbiontes é semelhante a presente na agua do mar; 5) os clados de Symbiodinium presentes
no zoantideos sdao semelhantes aos clados descritos em outros corais da regido tropical.

Sabendo-se da grande importancia das zooxantelas na sobrevivéncia dos recifes de
corais e consequentemente da fauna marinha e levando-se em consideracdo a ameaga

iminente a que esses ambientes estdo sujeitos, compreender a composicdo, diversidade e as
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complexas interagGes entre as zooxantelas e seus hospedeiros irdao fornecer importantes
informacdes sobre a biologia dessas interacdes, gerando conhecimentos para a conservacao
dessas espécies. Além disso, a identificacdo das zooxantelas e a relagdo com seu papel na
resisténcia do coral é o primeiro passo para o conhecimento sobre a capacidade de

sobrevivéncia e a resiliéncia desses animais frente a fendmenos de branqueamento.
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2. OBIETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Descrever a diversidade das zooxantelas associadas a trés espécies de zoantideos,

visando compreender possiveis padrdes que possam explicar a distribuicdo espacial em

ambiente natural e susceptibilidade a fatores ambientais adversos desses animais, gerando

dados para serem usados no monitoramento e conservacado dessas espécies.

2.2 Objetivos especificos

-ldentificar os clados de Symbiodinium presentes nos zoantideos Palythoa caribaeorum,

Zoanthus sociatus e Protopalythoa variabilis;

-Verificar a especificidade entre hospedeiro e simbionte;

- Comparar a diversidade de Symbiodinium nos zoantideos e dgua do mar.
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3. MATERIAIS E METODOS

Para o estudo da diversidade de zooxantelas dos zoantideos foram empregadas as
mesmas amostras de DNA total utilizadas para a identificacdo de bactérias. A metodologia de
coleta das amostras e extragao do DNA foram descritas no capitulo 1.

Para o estudo da diversidade de zooxantelas presentes dos zoantideos usou-se a
regidao ITS do DNA. A regido ITS (Internal Transcribed Spacer) varia de 500 a 600 pares de
bases e consiste nos genes ITS1, 5.8S e ITS2, presente em animais, e protistas, fungos e
macroalgas. Segundo Laleunesse (2001) é o marcador molecular que melhor reflete a

diversidade de zooxantelas do género Symbiodinium em corais.

3.1 Eletroforose em Gel de Gradiente Desnaturante (DGGE)

A composicdo da solucdo de amplificacdo foi a mesma descrita no capitulo 1.
Entretanto, a reacdo de amplificacdo do gene foi realizada utilizando os iniciadores especificos
para a regidao ITS do DNA de Symbiodinium: I1TSintfor2 5'-GAA TTG CAG AAC TCC GTG-3' e
ITS2CLAMP 5'-CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC GTC CCG CCG CCC CCG CCC GGG ATC CAT ATG
CTT AAG TTC AGC GGGT-3'. A amplificacao foi realizada por “Touchdown” como descrito por
LaJeunesse (2002). A metodologia para a corrida do gel de DGGE foi a mesma aplicada ao
estudo da diversidade bacteriana (capitulo 1), no entanto, o tempo de corrida foi de 9h com

voltagem de 200V como sugerido por LaJeunesse (2002).

3.2 Construcdo de Bibliotecas da regiao ITS

Para o estudo da composicao e diversidade das zooxantelas associadas aos zoantideos
e a agua do mar, usou-se como marcador molecular o gene ITS, universal para o Dominio

Eukarya.

3.2.1 Amplificag¢do da Regido ITS

A regido do fragmento relativo ao ITS do DNA foi amplificada por PCR utilizando

iniciadores especificos: ITS for (5-GGGATCGTTTCCGTAGGTGAACCTGC- 3’) e ITS2rev (5'-
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GGGATCCATATGCTTAAGTTCAGCGGGT- 3’). A PCR foi realizada de acordo como descrito por
Smith; Pinzén; Laleunesse (2009). A amplificacdo da rea¢do ocorreu como descrito no capitulo
1. As bandas da eletroforese foram visualizadas, excisadas, purificadas e quantificadas como

descrito no capitulo 1.

3.2.2 lLigagdo, Transformagdo, Clonagem e Sequenciamento do Gene ITS

Os procedimentos de ligacdo, transformacdo, clonagem e sequenciamento foram

realizados da mesma forma que descrito no capitulo 1.
3.3 Analise dos Dados

3.3.1 Andlise do Gel de DGGE

As imagens dos géis de DGGE foram analisadas pelo programa BioNumerics
(Applied Mathematics, Bélgica). Este programa foi utilizado na normalizagdo, conversdo e
comparacdo entre as bandas. O programa gerou matrizes de auséncia (0) e presenca (1) que
foram utilizadas para verificacdo de bandas exclusivas e compartilhadas e para o calculo do

coeficiente similaridade de Jaccard, com tolerdncia ao posicionamento das bandas de 1%.

3.3.2 Andlise das Bibliotecasdo gene ITS

As sequéncias obtidas foram classificadas em unidades taxonOmicas operacionais
(UTOs) usando o programa MOTHUR (SCHLOSS et al., 2009) o qual foi utilizado para calculo dos
indices de diversidade e construcdo das curvas de rarefacdo, considerando uma similaridade de
98%. Os graficos de abundancia para os clados de zooxantelas associadas as amostras de
zoantideos foram gerados pelo programa Excel 2010. Para verificar estatisticamente as
diferencas entre as bibliotecas foi utilizado o programa S-Libshuff 1.22 (SINGLETON et al.,
2001). As sequéncias foram classificadas de acordo com o banco de dados do NCBI, onde cada
sequéncia foi confrontada com o banco de dados e as similaridades acima de 80% foram

consideradas.
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4. RESULTADOS

4.1 Estrutura da comunidade de zooxantelas associadas aos zoantideos

Os resultados da DGGE mostram que ha a presenca de poucas UTOs nas 3 espécies de
zoantideos amostradas e agua do mar e que algumas sao exclusivas (Figura 19). Os resultados
da DGGE revelaram que ha uma certa semelhanga entre a comunidade de zooxantelas entre
as trés espécies de zoantideos embora o padrao de migracdo de algumas bandas tenha disso
diferente, pressupondo que algumas UTOs foram exclusivas. Além disso, os resultados

indicam a presencga de zooxantelas de vida livre.

Figura 19: Estrutura das comunidades de zooxantelas associadas aos zoantideos Palythoa caribaeroum,
Zoanthus sociatus, Protopalythoa variabilis e 4gua do mar. Amostras em triplicata. As setas destacam as bandas
mais intensas de cada uma das amostras.

Palythoa Zoanthus Protopalythoa Agua do
caribaeorum sociatus variabilis Mar

A analise do niumero de UTOs para cada amostra revelou que a dgua do mar apresenta
maior riqueza de UTOs de zooxantelas e Z. sociatus apresenta a menor riqueza de filotipos

(Figura 20).
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Figura 20: Riqueza de UTOs para as amostras de zoantideos e agua do mar.
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O diagrama de Venn, confeccionado a partir dos dados de presenga e auséncia das

bandas no gel revela que apenas duas UTOs foram compartilhadas entre as trés espécies de

zoantideos e a agua (Figura 21), indicando que a comunidade de zooxantelas dos zoantideos

pouco se assemelha com a comunidade desses simbiontes na amostra de agua. Apenas uma

UTO foi exclusiva para cada espécie de zoantideo e nenhuma UTO foi encontrada

exclusivamente na agua do mar. Por outro lado, 2 UTOs foram compartilhadas entre P.

variabilis e agua do mar, pressupondo uma maior semelhanga entre essas amostras.

Figura 21: Diagrama de Venn baseado nas UTOs compartilhadas e Unicas entre as espécies de
zoantideos e a 4gua do mar.

Z. sociatus

P. variabilis

P. caribaeorum

Agua do Mar

De acordo com a analise de similaridade, a comunidade de zooxantelas de P. variabilis

foi semelhante a comunidade de zooxantelas da agua do mar. A comunidade de zooxantelas
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de Z sociatus foi a que apresentou maiores diferengas em relagdo as outras amostras (Figura
22).

Figura 22: Similaridade entre as amostras baseada na composicdo de UTOs de Symbiodinium revelada
por DGGE.
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4.2 Diversidade de Symbiodinium através da analise das bibliotecas do gene ITS

Nao foi possivel a amplificacdo do gene ITS de Symbiodinium presente na amostra de
agua do mar. Assim, somente as amostras de zoantideos foram utilizadas para a comparacdo
da diversidade de Symbiodinium. Os dados gerados pelo Mothur, que analisa a diversidade
das sequéncias indicam que Z sociatus apresenta a maior riqueza de sequéncias Unicas de
Symbiodinium (Tabela 8). Assim, dos 92 clones identificados, 31 corresponderam a sequéncias
Unicas, enquanto nas outras amostras de zoantideos, houve um menor nimero de sequéncias

Unicas.

Tabela 8: Numero de clones e riqueza de UTOs de Symbiodinium para cada zoantideo.

Amostras Numero de clones Numero de UTOs
Palythoa caribaeorum 96 16
Zoanthus sociatus 92 31
Protopalythoa variabilis 92 17

Os dados gerados pelo Libshuff, que compara as sequéncias entre as amostras,
demonstraram que as sequencias de Symbiodinium presentes em Z sociatus sao
estatisticamente diferentes das sequencias encontradas em P. caribaeorum e P. variabilis
(Tabela 9). Essa analise indica também que as sequéncias de P. caribaeorum e P. variabilis sdo
semelhantes. Como citado no capitulo 1 essa andlise indica se as sequéncias sao diferentes

(P<0,05) ou semelhantes (P>0,05) entre as amostras.
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Tabela 9: Comparagdo estatistica (valores de P) entre as amostras em relagdo a composi¢do das
sequéncias de Symbiodinium presentes nos zoantideos.

Amostras P
P. caribaeorum x Z. sociatus <0.0001
P. caribaeorum x P. variabilis 0,6053
P. variabilis x Z. sociatus <0.0001

Os resultados do sequenciamento do gene ITS mostraram que as trés espécies de
zoantideos apresentam baixa diversidade de Symbiodinium em seus tecidos. A comparagao
das sequéncias com sequéncias depositadas no banco de dados do NCBI revelou que 100%
dos clones oriundos de P. caribaeorum e P. variabilis apresentaram alta similaridade com
sequéncias de Symbiodinium do subclado C1.

Os clones de Z. sociatus também tiveram alta similaridade com sequéncias depositadas
no NCBI sendo classificadas como pertencentes ao clado A e C, com 38 (41,8%) e 53 (58,2%)
clones, respectivamente (Figura 23). Apenas duas sequencias foram classificadas como

pertencentes ao subclado C1.

Figura 2317: Diversidade de zooxantelas para as espécies de zoantideos.
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indices de diversidade alfa foram calculados para comparar a diversidade de
sequéncias de Symbiodinium presentes nas amostras de zoantideos.

Em relagdo aos indices de Shannon e Simpson, Z sociatus apresentou a maior
diversidade de zooxantelas, sendo diferente estatisticamente de P. caribaeorum e P. variablis

(Tabela 10).
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Tabela 10: indices de diversidade entre as amostras baseado na diversidade das sequéncias do gene ITS.

Shannon Simpson (1-D)
Palythoa caribaeorum 1,64** 0,357*
Zoanthus sociatus 6,44'" 0,383 "
Protopalythoa variabilis 2,57“’* 0,131 to

Os simbolos t { * representam diferencgas significativas entre as amostras (P<0,05). Para o indice calculado, a
presenga do mesmo simbolo em diferentes amostras indica que as mesmas sao estatisticamente diferentes.

A riqueza de filotipos foi verificada pelo método de rarefagdao ao nivel de 98%
de similaridade (Figura 24). Os resultados mostraram as curvas de P. caribaeorum, Z. sociatus
e P. variabilis tenderam a estabilizacdo, convergindo para uma assintota. Esse resultado
sugere que a amostragem realizada foi suficiente para detectar a diversidade de zooxantelas,

ou seja, o niumero de sequéncias analisadas cobriu a riqueza de filotipos de Symbiodinium.

Figura 24: Curvas de rarefacdo obtidas pelo MOTHUR para o gene ITS de Zooxantelas associadas aos zoantideos. P:
Palythoa caribaeorum, Z: Zoanthus sociatus, V: Protopalythoa variabilis.
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5. DISCUSSAO

5.1 Diversidade e papel biolégico das zooxantelas associadas aos zoantideos

Atualmente, trabalhos envolvendo a diversidade de zooxantelas de diversas espécies
de corais tém ajudado a entender o complexo sistema conhecido como holobionte. Porém, a
grande maioria dos trabalhos envolve o estudo de zooxantelas simbiontes em corais
escleractinios, com uma caréncia de trabalhos envolvendo zoantideos, particularmente no
Brasil. Hoje sabe-se que as zooxantelas desempenham um papel importante na sobrevivéncia
do hospedeiro e que sdo diretamente envolvidas em sua fisiologia. Além disso,
aparentemente muitos corais apresentam especificidade quanto aos seus simbiontes. Neste
contexto, o presente trabalho teve por objetivo estudar a diversidade de zooxantelas do
género Symbiodinium de trés espécies de zoantideos da costa cearense através de técnicas
moleculares e inferir sobre seu papel na simbiose, de acordo com dados da literatura. Além
disso, este trabalho pretendeu discutir como esses dinoflagelados foram adquiridos pelos
hospedeiros e qual a importancia deles na sobrevivéncia dos zoantideos.

Os dados revelados por DGGE mostram que apenas duas UTOs foram compartilhadas
entre as trés espécies de zoantideos e a agua, sugerindo que a comunidade de zooxantelas
dos zoantideos difere da comunidade das zooxantelas de vida livre. Uma UTO foi exclusiva
para cada espécie de zoantideo e nenhuma para agua do mar, embora 2 UTOs tenham sido
compartilhadas entre P. variabilis e dgua do mar, revelando uma maior semelhanca entre
essas amostras.

Esses resultados apontam para certo grau de especificidade entre simbionte e
hospedeiro com cada espécie de zoantideo apresentando uma comunidade de simbiontes
distinta, com poucas UTOs compartilhadas.

Zoanthus sociatus apresentou a menor riqgueza de UTOs e interessantemente, foi a
espécie de zoantideo que mais diferiu das demais amostras em relacdo a composicdo das
UTOs. Os resultados do sequenciamento corroboraram com a dissemelhanca entre Z. sociatus
e as outras espécies de zoantideos em relacdo a composicdo de seus simbiontes.

Os dados do sequenciamento do gene ITS mostraram que os zoantideos apresentam
baixa diversidade de Symbiodiniuim, com as trés espécies de zoantideos estudadas

apresentando o clado C1. O clado A foi encontrado exclusivamente em Z. sociatus. Os dados
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revelados aqui sugerem que P. caribaeorum e P. variabilis sdo extremamente seletivos para o
clado C, enquanto Z sociatus apresenta maior flexibilidade na selecdo de seus simbiontes.

LaJeunesse (2002) e Laleunesse et al. (2003) comentaram que zoantideos podem
conter uma variedade de clados e subclados de Symbiodinium em suas col6nias. Entretanto,
os resultados apontados aqui sugerem que os zoantideos apresentam uma baixa diversidade
de clados e seus subclados. Esses resultados corroboram com os encontrados por Reimer;
Takashita; Maruyama (2006) para Palythoa tuberculosa e Palythoa mutuki, coletados no
Japao. Esses autores verificaram que, embora Palythoa seja flexivel na sua associacdo com
diferentes clados de Symbiodinium, 35 de 36 col6nias de Palythoa spp. investigados foram
associados somente com o clado C1.

Palythoa caribaeorum foi estudado por outros autores, os quais encontraram o clado C
em coldnias coletadas no Caribe (FINNEY et al., 2010; LAJEUNESSE, 2002) e Malasia (REIMER
etal, 2006) e em col6nias do mesmo género coletadas na Tailandia e Tanzania (LAJEUNESSE,
2010), Australia e México (LAJEUNESSE et al., 2004a), Hawai (LAJEUNESSE et al., 2004b;
ROWAN; POWERS, 1991a) e Japdo (REIMER; TAKASHITA; MARYUAMA, 2006).

Em zoantideos do género Zoanthus o clado C foi identificado em col6nias coletadas no
Japao (REIMER et al., 2007), México (LAJEUNESSE, 2002), Australia (LAJEUNESE et al., 2004a) e
Hawai (LAJEUNESSE et al., 2004b).

O clado C também esta geograficamente distribuido em zoantideos do género
Protopalythoa, sendo encontrado em simbiose com col6nias coletadas no Meéxico
(LEJEUNESSE et al., 2008) e Hawai (LAJEUNESSE et al., 2004b; ROWAN E POWERS, 1991a).

O clado C também foi encontrado em Isaurus tuberculatus, um zoantideo coletado no
Japao (REIMER et al., 2008).

Symbiodinium do clado C tem sido caracterizado com generalista, podendo estar
associado com varias espécies de corais e apto a sobreviver em muitas regides geograficas e
sujeito a diferentes condicdes ambientais (CHEN et al., 2005; COSTA; SASSI; GORLACH-LIRA,
2008; GARREN et al., 2006; POCHON et al., 2010; OPPEN et al., 2001, 2005; YAMASHITA et al.,
2010).

O fato de o clado C ter sido encontrado em zoantideos de diversos ambientes sugere
gue esse clado é adaptado a diferentes condicdes ambientais, como discutido por Reimer et
al. (2006) e sua presenca nos zoantideos estudados na presente pesquisa pressupde que esses

animais desenvolveram uma alta especificidade para esse clado ao longo de sua evolucao.
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Provavelmente, essa adaptacdo facilita sua sobrevivéncia em varios ambientes
diferentes. Assim, o clado C pode ndo ser somente um generalista para seu hospedeiro, mas
também um generalista para diferentes ambientes como sugerido por Reimer; Takishita;
Mruyama (2006) o que pode ter facilitado a grande dispersdo dos zoantideos pelos oceanos.
Esses dados sugerem ainda que, mesmo geograficamente distantes, as espécies de zoantideos
apresentam a mesma composicao de simbiontes, refletindo em sua especificidade.

Em zoantideos o clado A também é geograficamente distribuido ao redor do mundo
(BAUMS et al., 2010; HENNIGE et al., 2011) embora n3o tenha sido registrado ainda para o
Oceano Atlantico.

O clado A ocorreu em zoantideos do género Zoanthus sp. coletados no Japao (REIMER
et al., 2007) México (LAJEUNESSE et al., 2008), Jamaica (LAJEUNESSE, 2001), Bahamas
(LAJEUNESSE, 2002) e Caribe (ROWAN; POWERS, 1991a). Dados da literatura indicam que,
dentre os individuos da familia Zoanthidae, o clado A somente ocorre no género Zoanthus,
informacao confirmada na presente pesquisa.

Baker (2003) cita que vdérios hospedeiros invertebrados exibem especificidade em
relagdo aos seus dinoflagelados simbiontes. Algumas zooxantelas sdo amplamente
distribuidas e encontradas em varios tipos de hospedeiros (generalistas), enquanto outros
parecem endémicos para locais particulares e podem ser restritos a taxons especificos de
hospedeiros (especialistas) (BAKER, 1999; LAJEUNESSE, 2002; ROWAN, 1998).

Embora comuns em corais, Symbiodinium dos clados A e C foram encontrados
também em esponjas (HILL et al., 2011) e foraminiferos (FAY et al., 2009).

No Brasil, ndo ha registros de estudos de zooxantelas associadas a zoantideos, sendo o
primeiro registro da ocorréncia dos clados A e C nesses animais no Atlantico Sul. Para o
Nordeste do Brasil, apenas trabalhos de Costa; Sassi; Gorlach-Lira (2008) e Amaral e Costa
(2008) reportam a diversidade de Symbiodinium em corais Brasileiros. Costa; Sassi; Gorlach-
Lira (2008) verificaram a diversidade de zooxantelas no coral escleractinio Siderastrea stellata
e encontraram somente a presenca do clado C nas col6nias. Esses autores comentaram que
S. stellata, um coral conhecido pela sua resisténcia, pode ter sido favorecido pela presenca de
zooxantelas clado C em seus tecidos, conferindo maior plasticidade e resisténcia ao
branqueamento.

Embora tenha sido encontrado somente o clado A e o clado C em Z sociatus,

LaJeunesse (2002) verificou que colbnias dessa espécie de zoantideo coletadas na peninsula
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de Yucatan (México) apresentou os clados A3, A4, B1, C1. A presenca do clado B, verificada
por Laleunesse (2002) e ausente nas amostras desta pesquisa, pode ser uma consequéncia
da especificidade ao ambiente, uma vez que alguns clados de Symbiodinium sao
estreitamente relacionados a caracteristicas ambientais proprias.

Magalon; Flot; Baudry (2007) discutiram que embora alguns corais apresentem forte
especificidade pelos seus simbiontes, alguns corais podem ter diferentes clados de
Symbiodinium dependendo da regido e das carateristicas de tolerancia de cada clado. Assim,
embora altamente espécie-especificos, corais da mesma espécie podem variar seus
simbiontes dependendo de caracteristicas ambientais. Loh et al. (2001) verificaram que o
coral Acropora longicyanthus coletado na Austrdlia apresenta zooxantelas do clado C,
enguanto col6nias da mesma espécie coletadas na Malasia apresentam zooxantelas do clado
D.

Corroborando com esses resultados, Cooper et al. (2011) examinaram a influéncia de
fatores ambientais na distribuicdo de Symbiodinium associados ao coral Acropora millepora
coletados em 47 ambientes em uma drea de 1.400 km na grande barreira de corais da
Austrdlia e verificaram que os fatores ambientais de cada area de coleta (como diferencas na
temperatura da dgua) podem influenciar na comunidade de simbiontes. Esses dados podem
explicar o fato de Z sociatus ndo apresentar o clado B, identificado por Laleunesse (2002)
para a mesma espécie.

Segundo Baker (2001), a variacdo da diversidade das zooxantelas de acordo com
caracteristicas ambientais é vantajosa, pois promove um mecanismo para o coral se adaptar a
mudancas nas condicdes ambientais, uma vez que diferentes clados de zooxantelas diferem
em sua termotolerancia (KINZIE et al., 2001) o que consequentemente, pode contribuir para a
termotolerancia do holobionte.

Inclusive, a termotolerancia dos diferentes clados de zooxantelas é conhecida por
muitos autores. Glynn et al. (2001) comentaram que diferentes clados de Symbiodinium
apresentam graus diferentes de resisténcia ao branqueamento (A>B>C>D). O clado A parece
ser adaptado a condi¢Ges ambientais de estresse, como discutido por Kinzie et al. (2001). Esse
clado foi encontrado no coral Pocillopora damicornis em pogas expostas a alta radiacdo solar
e aumento da temperatura da agua durante a maré baixa (MAGALON et al., 2007)

confirmando a resisténcia desse clado a fatores adversos.
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A identificacdo do clado A somente em Z. sociatus corrobora a hipdtese sugerida por
Rabelo (2007) de que essa espécie é a mais resistente a dessecacdo e exposi¢cdo solar,
ocorrendo em locais bastante expostos durante a maré baixa, e onde nenhum outro cnidario
ocorre. A presenca do clado A pode estar provavelmente associada a essa resisténcia.
Atualmente, sabe-se que zooxantelas do clado A, sdo as Unicas capazes de produzir
quantidades consideraveis de mycosporine-like aminoacidos (MAAs) (BANASZAK et al. 2000),
compostos que auxiliam na prote¢ao contra os danos da radiacdo UV (NEALE et al., 1998).
Assim, a proteg¢dao contra raios UV através de sintese MAA pode conferir uma vantagem
competitiva ao hospedeiro sob condicdes de alta irradiancia.

Ressalta-se ainda que zooxantelas que apresentam alta tolerdncia a variacbes de
temperatura, como as pertencentes ao clado A, tém maior capacidade de produzir DMSP em
compara¢do com Symbiodinium com baixa tolerancia a variagdes de temperatura (STEINKE et
al., 2011). A produgao de DMSP é importante no ciclo do enxofre e é normalmente degradado
por bactérias dos géneros Alteromonas e Roseobacter as quais também foram associadas aos
zoantideos, como discutido no capitulo 1.

Além disso, a presencga simultanea dos clados A e C pode garantir a adaptabilidade de
Z. sociatus a situacoes ambientais adversas. Embora muitas col6nias parecam se associar com
um Unico tipo de zooxantela, ha um grande nimero de espécies de corais que apresentam a
habilidade de se associar com diferentes tipos simultaneamente (BAKER, 2003). Essa
combinacdo de zooxantelas pode conferir vantagens ecoldgicas ao hospedeiro em diferentes
situagdes (BERKELMANS; VAN OPPEN, 2006; FABRICIUS et al., 2004).

Karako-Lampert et al. (2004) discutiram que zooxantelas do clado C também mostram
tolerdancia as mudangcas de temperatura e apresentam baixa suscetibilidade ao
branqueamento, embora sua termotolerancia seja menor que a do clado A (Glynn, 1991). De
fato, apds um evento de branqueamento, Visram e Douglas (2006) verificaram que o clado C
estava presente em todas as espécies de corais estudados, demonstrando a resisténcia desse
clado a mudancas ambientais.

Palythoa caribaeorum e P. variabilis ocorrem em dreas de menor estresse comparada
a area de ocorréncia de Z sociatus formando densas colGnias em dreas mais planas,
protegidas e constantemente Umidas devido a formagdao de pequenas pogas de maré.
Aparentemente, essas duas espécies sdo menos resistentes a desseca¢do, ndo ocorrendo na

area de abrangéncia de Z. sociatus, mesmo havendo substrato disponivel para colonizagao. A
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razdo para P. caribaeorum e P. variabilis ndo formarem associacdes com Symbiodinium do
clado A é desconhecida, mas sugere que a auséncia do clado A pode estar associada a menor
resisténcia do hospedeiro a fatores adversos, forgando suas distribuicdes em areas menos
sujeitas a estresse.

Shahhosseiny et al. (2011) também estudaram corais coletados em pogas de maré,
sujeitas a variacoes de temperatura e salinidade no Golfo Pérsico e verificaram a presenca dos
clados C e D conhecidamente resistentes as variagdes ambientais, indicando que esses clados
estdo relacionados a resisténcia dos hospedeiros a condi¢es adversas.

Costa (2006) revelou a grande plasticidade de S. stellata frente ao branqueamento.
Segundo a autora, S. stellata sofre branqueamento facilmente e esse evento se repete varias
vezes. A autora discute ainda que a recuperacdo rapida das colOGnias pode estar associada a
presenca do clado C, unico clado identificado nos tecidos desse coral.

A semelhanga na especificidade de P. caribaeorum e P. variablis pelo clado C pode ser
explicada pela estreita relagdo filogenética entre essas duas espécies. Nos ultimos anos houve
certa confusdo no que se diz respeito aos géneros Palythoa e Protopalythoa os quais eram
unidos em um sé género: Palythoa. Entretanto, a taxonomia corrente ja considera que Palythoa
e Protopalythoa constituem taxons separados (RYLAND; LANCASTER, 2003). Alguns autores
corroboram com a hipdtese de que espécies estreitamente relacionadas podem ter a mesma
especificidade por seus simbiontes (BAKER, 2003) o que explicaria a semelhancga na preferéncia
desses zoantideos apenas pelo clado C.

A seletividade entre simbionte e hospedeiro pode acontecer desde a fase juvenil do
coral, como demonstrado por Santos e Coffroth (2003) que mostraram que podlipos
recentemente assentados tém muitos clados diferentes de zooxantelas comparados a
colonias adultas que apresentam poucos clados. Gémez-Cabrera et al. (2008) também
mostraram que as larvas tém diferentes tipos de Symbiodinium comparadas aos adultos. Das
colonias de adultos analisadas, 5,3% tém os clados A, 86,7% apresentam o clado C e 8,0% das
colonias tém uma mistura dos clados A e C. Em contraste, os juvenis, coletados no mesmo
ambiente apresentavam o clado A, C e D, sugerindo que ha diferencas na seletividade de
Symbiodinium entre as colbnias jovens e adultas, mostrando que algumas espécies tém
preferéncias na aquisicdo de zooxantelas ainda na fase larval. Segundo Little; van Oppen;
Willis (2004) aparentemente ha um grau de especificidade maior entre zooxantelas e adultos,

enguanto em jovens a relacdo é mais dinamica. Um estudo de identificacdo dos simbiontes
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presentes nas larvas de P. caribaeorum e P. variabilis poderia elucidar se esses animais
apresentam diferentes clados de Symbiodinium nessa fase, os quais provavelmente seriam
perdidos na fase adulta.

Little; van Oppen; Willis (2004) verificaram que um juvenil de coral cresce 3 vezes mais
rapido quando em simbiose com o clado C do que aqueles com o clado D mostrando que esse
clado, além de conferir resisténcia ao hospedeiro, auxilia em seu crescimento.

Segundo Rowan (1988), o clado A encontrado comumente em corais juvenis e larvas, é
um clado tolerante a alta radiacdo solar e essa caracteristica pode conferir vantagens para os
recrutas, pois ndo sofreriam com a alta incidéncia luminosa, acompanhada da alta radiacao
UV a que esses estagios sdo submetidos. Em corais adultos, o tecido mais espesso e a
pigmentacdo (ausente em larvas e juvenis) protegem o coral contra os efeitos da radiacdo
solar (GOMEZ-CABRERA et al., 2008).

Uma pesquisa bastante intrigante revela a grande capacidade de reconhecimento e
especificidade entre hospedeiro e simbionte. Coffroth et al. (2010) mantiveram corais
branqueados expostos a zooxantelas atipicas para as espécies de corais estudados e
verificaram que os corais foram capazes de adquirir novas zooxantelas a partir da coluna
d’dgua apds o branqueamento. No entanto, a aquisicdo foi transitéria, indicando que os
simbiontes novos eram instaveis. Apenas o0s simbiontes tipicos da espécie de coral,
presentes antes do branqueamento, mantiveram-se estaveis apds a recuperac¢ao das colonias.
Dados como esses revelam a grande importancia de estudos sobre a diversidade de
zooxantelas simbiontes de corais e zooxantelas de vida livre relacionando-os a efeitos pré e
pds-branqueamento e compreendendo a capacidade de resiliéncia dos recifes de corais frente
a um impacto.

Uma conclusdo que chegamos é que, mesmo Z. sociatus abrigando 2 clados que
conferem resisténcia ao branqueamento, esse fendmeno muitas vezes é inevitdvel. Em
condicGes normais, essa espécie de zoantideo aparentemente é mais resistente a exposicdo
solar e aumento de temperatura (RABELO, 2007). Entretanto, anomalias térmicas ocorridas
em 2009 (SOARES; RABELO, 2012 in press) levaram ao branqueamento completo e morte de
muitas colOnias dessa espécie, o que indica que mesmo os corais com maior resisténcia frente
ao branqueamento, ndo resistem a um estresse acima do limite tolerado, levando ao declinio

desses animais.
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5.2 Mas de onde os zoantideos adquiriram as zooxantelas?

Nao foi possivel o sequenciamento do gene de Symbiodinium de vida livre da dgua do
mar do mesmo local onde os zoantideos foram coletados. Entretanto, os resultados da DGGE
apontaram que houve a presenca de uma comunidade de zooxantelas de vida livre e que essa
comunidade se diferencia da presente nos zoantideos. Baseado nos dados de DGGE verificou-
se uma maior semelhanga entre a comunidade de Symbiodinium no zoantideo P. variablilis e
na dgua do mar reforcando a hipotese de que algumas zooxantelas presentes nesse zoantideo
podem ter sido adquiridas através da dgua do mar circundante.

Por outro lado, a presenca de UTOs exclusivas nos zoantideos e ausentes na agua do
mar reforca a hipdtese de que algumas zooxantelas podem ser transmitidas verticalmente.
Resultados semelhante foi encontrado por Stat et al. (2008) os quais observaram que a
diversidade de Symbiodinium na dgua do mar e no sedimento é diferente daquela dos corais
estudados e que algumas zooxantelas presentes nos corais estavam ausentes nas amostras
ambientais sendo transmitidas verticalmente de geracao a geracao.

Segundo Ryland (1997), zoantideos do género Protopalythoa sdo os Unicos dentre os
zoantideos que apresentam transmissdo vertical, com as zooxantelas sendo transmitidas via
oocistos. Esse autor verificou também que os évulos de zoantideos desse género contém uma
grande quantidade de zooxantelas, suprindo a larva com seu estoque de simbiontes,
auxiliando no estoque de reservas energéticas da larva. Entretanto, contrastando os
resultados de Ryland (1997), de acordo com os resultados apresentados, P. variablis e 4gua
do mar apresentam algumas UTOS compartilhadas pressupondo que a transmissdo de
algumas zooxantelas pode ter ocorrido de maneira horizontal. De qualquer forma, a
transmissdao de zooxantelas a partir da dgua do mar circundante ndo implica que esse seja o
modo exclusivo de transmissdo, sendo possivel que algumas zooxantelas possam ser
transmitidas verticalmente via ovos ou larvas, como observado por Ryland (1997).

Stat et al. (2008) discutiram gque os mecanismos pelos quais os corais adquirem suas
zooxantelas influenciam fortemente na diversidade desses simbiontes. Resultados desses
autores sugerem que genotipos de Symbiodinium de corais com transmissdo vertical sdo
altamente espécie-especificos. Segundo Karako-Lampert et al. (2004), corais com transmissao
materna de zooxantelas apresentam semelhanca na diversidade dos simbiontes e abrigam

preferencialmente zooxantelas do clado C. Além disso, em corais que apresentam
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transferéncia materna de simbiontes, espera-se que haja uma menor diversidade de
simbiontes comparada a corais nos quais as larvas ou juvenis capturam as diversas
zooxantelas do ambiente (DOUGLAS, 1998; GAITHER; ROWAN, 2010). Assim, sugere-se que,
provavelmente, P. caribaeorum e P. variabilis, altamente especificos para o clado C, adquirem
esse simbionte por transmissdao vertical, embora acreditemos que transmissao horizontal
também possa ocorrer.

De acordo com Ryland (1997), a transmissao de zooxantelas em Zoanthus é
exclusivamente horizontal permitindo uma maior diversidade de Symbiodinium em seus
tecidos. Segundo esse autor, as larvas de Zoanthus sao azooxanteladas e os pdlipos adquirem
seus simbiontes a partir do ambiente. Esse resultado foi corroborado na presente pesquisa,
onde Z sociatus apresentou maior diversidade de Symbiodinium. Além disso, uma UTO foi
compartilhada entre agua e esse zoantideo refor¢cando a hipdtese da transmissao horizontal.

A auséncia de UTOs exclusivas na agua do mar e a presenca de algumas UTOs
encontradas somente nos zoantideos levanta a questdo se a simbiose é realmente obrigatéria
para a sobrevivéncia das zooxantelas. Sabe-se que alguns endosimbiontes podem viver fora
de seus hospedeiros por pelo menos um curto periodo de tempo, isso é evidenciado pelo fato
de muitas larvas de corais serem azooxanteladas, adquirindo seus simbiontes do meio externo
(LEWIS; COFFROTH, 2004). Entretanto, atualmente é consenso que os endossimbiontes de
alguns corais estao intimamente envolvidos na fisiologia do hospedeiro e esses simbiontes
ndo podem sobreviver independentemente, sendo simbiontes obrigatérios. Nesse caso, a
transmissao vertical seria 0 modo de aquisicdo dessas zooxantelas. Esse fato poderia explicar
a auséncia de UTOs exclusivas na dgua do mar, e a presenca de algumas UTOs exclusivas nos
zoantideos, levando a crer que essa simbiose seja obrigatéria e esses organismos sejam
passados de geracdo a geracdo por transmissao vertical.

Entretanto, somente estudos aprofundados abordando a diversidade de zooxantelas
desde o estagio larval desses animais e uma comparagdo com as zooxantelas em amostas de
agua do mar poderiam elucidar a real forma de aquisicdo desses simbiontes.

De qualquer modo, essa pesquisa revelou dados importantes sobre a simbiose entre
dinoflagelados e zoantideos, ajudando na compreensdo da ecologia da simbiose de corais
brasileiros. O conhecimento da habilidade dos corais em abrigar zooxantelas de diversos tipos
pode ajudar na compreensao sobre a capacidade de sobrevivéncia desses animais frente ao

aquecimento global.
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6. CONCLUSOES

- Os Zoantideos Palythoa caribaeorum, Zoanthus sociatus e Protopalythoa variabilis

apresentaram o clado C1;

- O zoantideo Zoanthus sociatus foi o Unico que apresentou o clado A;

- Os clados encontrados provavelmente conferem maior resisténcia aos hospedeiros frente a
fatores ambientais adversos, contribuindo com a grande distribuicdo geografica dos

zoantideos.

- As zooxantelas encontradas nos zoantideos sdo semelhantes as encontradas para as
mesmas espécies em diversas partes do mundo, indicando que col6nias geograficamente

separadas da mesma espécie podem apresentar os mesmos simbiontes.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Esse foi o primeiro estudo a revelar a grande diversidade de simbiontes em
zoantideos brasileiros. Estudos como estes ainda sdo escassos no Brasil e merecem atencao,
principalmente frente a atual pressao sofrida pelos ambientes costeiros.

O estudo de micro-organismos associados aos corais tem ajudado a elucidar muitas
guestdes sobre a ecologia desses animais, gerando informagcdes importantes que podem
auxiliar na conservacdo de ambientes recifais em todo o mundo. Os avancos na biologia
molecular, com o desenvolvimento de técnicas modernas para o estudo de diversas areas da
biologia tém contribuido enormemente com esse conhecimento. Esses avangos,
ironicamente, sdo coincidentes com o declinio de muitos ecossistemas, incluindo os recifes de
coral que, mesmo com sua enorme importancia ecolégica e bioquimica, ainda sdo

escassamente estudados.
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Tabela A: Afiliagdo filogenética das UTOs encontradas em P. caribaeorum, classificadas usando os bancos de
dados RDP e Genbank (Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %).Continua.

uTO RDP NCBI Con ID Acesso Origem
Gammaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 99 HM243635 Esponjas Clathria
A01 Moraxellaceae: Acinetobacter rugosa e Clathria
vulpina
Acinetobacter johnsonii 99 99 HQ703952 Aguas termais
Gammaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 100 HQ443388 Agua marinha
Moraxellaceae: Acinetobacter
E07 Acinetobacter sp. 99 100 HQ379140 Crosta oceanica
Gammaproteobacteria: Acinetobacter johnsonii 99 100 HQ703952 Aguas termais
Moraxellaceae: Acinetobacter oceanicas
A02
Bactéria ndo cultivavel 99 100 HQ443388 Agua marinha
Acinetobacter sp. 99 100 HQ379140 Crosta oceanica
co7 Gammaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 100 HM243635 Esponjas Clathria
Xanthomonadaceae: rugosa e Clathria
Stenotrophomonas vulpina
F10 Gammaproteobacteria: Acinetobacter sp. 99 99 GU570643 Agua Marinha
Moraxellaceae: Acinetobacter
Bactéria ndo cultivavel 99 100 HM243628 Esponjas Clathria
F12 Gammaproteobacteria: rugosa e Clathria
Moraxellaceae: Acinetobacter vulpina
Gammaproteobacteria 99 99 EU394575 Agua marinha
nao cultivavel
All Gammaproteobacteria: Gammaproteobacteria 99 99 GQ850554 Agua marinha
Moraxellaceae: Acinetobacter ndo cultivavel
Acinetobacter johnsonii 99 99 HQ703952 Aguas termais
ocednicas
Al12 Gammaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 99 HQ443388 Agua marinha
Moraxellaceae: Acinetobacter
Acinetobacter sp. 99 99 HQ379140 Crosta oceanica
Bactéria ndo cultivavel 99 99 HM243651 Esponjas Clathria
rugosa e Clathria
Gammaproteobacteria: vulpina
H10 Moraxellaceae: Acinetobacter Bactéria marinha ndo 99 99 F1826007 Agua marinha
cultivavel
Gammaproteobacteria 99 99 AB451772 Aguas termais
ndo cultivavel ocednicas
Gammaproteobacteria: Acinetobacter sp. 99 100 JN314436 Agua marinha
cos Moraxellaceae: Acinetobacter
Acinetobacter sp. 99 100 DQ857749 Coral Cirrhipathes
lutkeni
B12 Gammaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 100 HM243651 Esponjas Clathria
Moraxellaceae: Acinetobacter rugosa e Clathria
vulpina
Bactéria marinha ndo 99 100 FJ825911 Agua marinha
cultivavel
FO1 Gammaproteobacteria: Gammaproteobacteria 99 99 GU230304 Agua marinha

Moraxellaceae: Acinetobacter

ndo cultivavel
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Tabela A: Afiliacdo filogenética das UTOs encontradas em P. caribaeorum, classificadas usando os bancos de dados
RDP e Genbank (Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %).Continuagdo.

uTo RDP NCBI Con ID Acesso Origem
Pseudomonas putida 99 99 IN679860 Agua marinha
Pseudomonas sp. 99 99 AMA411620 Agua marinha
profunda
Alphaproteobacteria ndo 99 99 EF471521 Agua de Estuario
cultivavel
Bactéria ndo cultivavel 99 99 GU118445 Varias espécies de
EO8 Gammaproteobacteria: Coral do Caribe
Pseudomonadaceae: Roseobacter sp. 99 99 EF092182 Esponja Axinella
Pseudomonas corrugata
Bactéria ndo cultivavel 99 97 HE574924 Cephalopoda
Euprymna scolopes
Alphaproteobacteria ndo 99 97 EF471645 Agua de Estudrio
cultivavel
Bactéria ndo cultivavel 99 98 FJ202722 Coral Montastraea
faveolata
Rhodobacteraceae ndo 99 98 FM958454 Cavalo-marinho
cultivavel Hippocampus
guttulatus
Thalassobius sp. 99 98 JF895519 Agua marinha
Alphaproteobacteria ndo 99 98 GQ348517 Branquias de
cultivavel Bivalves de zonas
oceanicas
profundas
Bactéria ndo cultivavel 99 98 FJ716880 Polychaeta
Cco9 Alphaproteobacteria: Arenicola marina
Rhodobacteraceae Ruegeria sp. 99 98 AY258078 Dinoflagelado
Gymnodinium
catenatum
Bactéria ndo cultivavel 99 98 FJ203329 Coral Montastraea
faveolata
Bactéria ndo cultivavel 99 98 EU883378 Esponjas
Halichondria sp.,
Haliclona sp.,
e Xestosp.ongia sp.
Alphaproteobacteria ndo 99 98 AF473915 Corais Diploria
cultivavel strigosa,
Montastrea
annularis e
Colpophyllia
natans
Bactéria marinha ndo 99 98 HM100822 Esponja
cultivavel Halichondria okadai
Bactéria ndo cultivavel 99 98 GU584531  Sedimento marinho
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Tabela A: Afiliagdo filogenética das UTOs encontradas em P. caribaeorum, classificadas usando os bancos de dados RDP e
Genbank (Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Continuagdo.

uTo RDP NCBI Con ID Acesso Origem
EO5 Gammaproteobacteria: Acinetobacter johnsonii 99 98 HQ703952 Aguas termais
Moraxellaceae:Acinetobacter oceanicas
Bactéria ndo cultivavel 99 98 HQ443388 Agua marinha
Acinetobacter sp. 99 98 HQ379140 Crosta oceénica
HO3 Gammaproteobacteria: Gammaproteobacteria 99 99 GQ850554 Agua marinha
Moraxellaceae:Acinetobacter ndo cultivavel
Acinetobacter junii 99 99 AY881242 Agua marinha
EO4 Gammaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 99 HM243651 Esponjas Esponjas
Moraxellaceae:Acinetobacter Clathria rugosa e
Clathria vulpina
Gammaproteobacteria 99 99 EU394575 Agua marinha
ndo cultivavel
B11 Gammaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 99 HM243651 Esponjas Clathria
Moraxellaceae:Acinetobacter rugosa e Clathria
vulpina
E09 Gammaproteobacteria: Acinetobacter sp. 99 99 JN314436 Agua marinha
Moraxellaceae:Acinetobacter
Acinetobacter sp. 99 100 DQ857749 Coral Cirrhipathes
lutkeni
HO1 Gammaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 100 EF572540 Agua marinha
Xanthomonadaceae:
Stenotrophomonas
AO3 Gammaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 100 FN824032 Artemia spp.
Moraxellaceae:Acinetobacter
HO8 Gammaproteobacteria: Acinetobacter sp. 99 100 HQ379140 Crosta oceénica
Moraxellaceae:Acinetobacter
Bactéria marinha ndo 99 100 F1825890 Agua marinha
Gammaproteobacteria: cultivavel
Cc02 Moraxellaceae:Acinetobacter Bactéria ndo cultivavel 99 100 HM243651 Eponjas Clathria
rugosa e Clathria
vulpina
Gammaproteobacteria 99 100 JF344342 Sedimento marinho
ndo cultivavel
HO2 Gammaproteobacteria: Stenotrophomonas sp. 99 99 AMA402950  Sedimento marinho
Xanthomonadaceae:
Stenotrophomonas
HO4 Gammaproteobacteria: Stenotrophomonas sp. 99 99 AMA402950  Sedimento marinho
Xanthomonadaceae:
Stenotrophomonas Gammaproteobacteria 99 99 EU780304 Coral Turbinaria
ndo cultivavel mesenterina
co6 Gammaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 100 HM243635 Esponjas Esponjas
Moraxellaceae: Acinetobacter Clathria
rugosa e Clathria
vulpina
B08 Gammaproteobacteria: Bactéria marinha ndo 99 100 FJ826007 Agua marinha

Moraxellaceae: Acinetobacter

cultivavel
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Tabela A:Afiliacdo filogenética das UTOs encontradas em P. caribaeorum, classificadas usando os bancos de dados RDP e
Genbank (Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Continuagdo.

uTo RDP NCBI Con ID Acesso Origem
A06 Gammaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 99 HM243654 Esponjas Clathria
Moraxellaceae: Acinetobacter rugosa e Clathria
vulpina
Bactéria marinha ndo 99 99 FJ826007 Agua marinha
cultivavel
A07 Gammaproteobacteria: Moraxella sp. 99 99 FJ943497 Agua marinha
Moraxellaceae: Enhydrobacter
Bactéria ndo cultivavel 99 99 AB176225 Agua do mar
profundo
Gammaproteobacteria 99 99 AB602427 Agua marinha
Bactéria ndo cultivavel 99 99 GU583975 Solo de manguezal
Bactéria ndo cultivavel 99 99 FJ203223 Coral Montastraea
faveolata
Bactéria ndo cultivavel 99 99 F1717226 Polychaeta
Arenicola marina
Gammaproteobacteria 99 99 AJ633945 Cephalopoda dos
BO9 Gammaproteobacteria: ndo cultivavel géneros Loligo,
Alteromonadaceae:Haliea Photololigo,
Sepioteuthis e
Loliolus
Bactéria ndo cultivavel 99 95 GU451531 Macroalgas
Gammaproteobacteria 99 95 GQ350852 Banquias de
ndo cultivavel bivalves de zona
oceanica profunda
Gammaproteobacteria 99 95 DQ889883 Octocoral
ndo cultivavel Erythropodium
caribaeorum
Haliea sp. 99 95 GU124598  Sedimento marinho
Bactéria ndo cultivavel 99 95 GU119423 Varias espécies de
Corais do caribe
Bacteroidetes nao AM238598 Agua do mar
cultivavel
Bactéria ndo cultivavel 99 95 EU627947 Agua de psicultura
e corais Porites sp.
A04 Bacteroidetes: e Agaricia sp.
Saprospiraceae Bactéria ndo cultivavel 99 95 JN230230 Sedimento marinho
Bacteroidetes ndo 99 95 EU315651 Esponjas, ascidia, e
cultivavel agua do mar
Bacteroidetes nao 99 95 EU246796 Coral Pocillopora
cultivavel sp.
Bacteroidetes ndo 99 95 AMO040132  Sedimento marinho

cultivavel
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Tabela A: Afiliagdo filogenética das UTOs encontradas em P. caribaeorum, classificadas usando os bancos de dados RDP e
Genbank (Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Continuagdo.

uTo RDP NCBI Con ID Acesso Origem
D12 Gammaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 100 FN824032 Artemia sp.
Moraxellaceae: Acinetobacter
Gammaproteobacteria 99 100 GU061292 Agua marinha
ndo cultivavel
Go4 Alphaproteobacteria: Alphaproteobacteria ndo 99 95 EF123311 Coral Siderastrea
Hyphomonadaceae: Ponticaulis cultivavel siderea
Hyphomonas sp. 99 94 FJ425626 Coral Montastraea
faveolata
Flavobactéria ndo 99 94 EU780404 Coral Turbinaria
cultivavel mesenterina
Bactéria ndo cultivavel 99 93 GU118388 Varias espécies de
corais do caribe
Alphaproteobacteria ndo 99 93 DQ269090 Esponja
cultivdvel Cymbastela
concentrica
Bactéria ndo cultivavel 99 93 JN639310 Decapoda
Nephrops
norvegicus
Bactéria marinha ndo 99 93 HQ241770 Esponja
cultivdvel Tsitsikamma sp.
Hyphomonas 99 93 DQ659446  Sedimento marinho
jannaschiana profundo
Hyphomonas sp. 99 93 AY690715 Solo de estudrio
HO6 Cyanobacteria: Cyanobacteria nao 99 93 EU780335 Coral Turbinaria
Bacillariophyta cultivacel mesenterina
Cyanobacteria ndo 99 93 GU119685 Varias espécies de
cultivacel corais do caribe
Bactéria ndo cultivavel 99 93 EU290306 Esponja
Tethya californiana
Bactéria ndo cultivavel 99 93 FJ930841 Corais
Porites compressa e
Porites lobata
Eucarionte fototrofico 99 93 JF835767 Coral Siderastrea
ndo cultivavel stellata
Cyanobacteria nao 99 93 FJ425619 Coral Montastrea
cultivacel faveolata
Cyanobacteria nao 99 93 EU780332 Coral Turbinaria
cultivacel mesenterina
Bactéria ndo cultvavel 99 93 EU346643 Esponja Haliclona
sp.
G01 Gammaproteobacteria: Acinetobacter sp. 99 93 HQ677218 Bivalve Argopecten
Moraxellaceae:Acinetobacter purpuratus
Gammaproteobacteria 99 93 AY770721 Ascidia

ndo cultivavel

Microcosmus sp.
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Tabela A: Afiliagdo filogenética das UTOs encontradas em P. caribaeorum, classificadas usando os bancos de dados RDP e
Genbank (Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Continuagdo.

uTo RDP NCBI Con ID Acesso Origem
G05 Gammaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 99 HM243651 Esponjas Clathria
Moraxellaceae:Acinetobacter rugosa e Clathria
vulpina
GO03 Gammaproteobacteria: Bactéria marinha ndo 99 99 FJ825911 Agua marinha
Moraxellaceae:Acinetobacter cultivavel
Bactéria ndo cultivavel 99 99 JN230103 Sedimento marinho
FO3 Gammaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 99 HQ588502 Sedimeto marinho
Moraxellaceae:Acinetobacter profundo
E11l Gammaproteobacteria: Acinetobacter sp. 99 99 AY588958 Sedimento marinho
Moraxellaceae:Acinetobacter profundo
D10 Gammaproteobacteria: Acinetobacter sp. 99 100 JN314436 Agua marinha
Moraxellaceae:Acinetobacter
Acinetobacter sp. 99 100 HQ379140 Crosta oceanica
FO5 Gammaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 100 GU189010 Crosta oceanica
Xanthomonadaceae:
Stenotrophomonas Stenotrophomonas sp. 99 100 FM992758 Agua marinha
Bactéria ndo cultivavel 99 99 GU119426 Coral Montastraea
faveolata
Rhodobacteraceae nao 99 99 HQ270275 Esponjas
cultivavel Xestospongia muta
e Xestospongia
testudinaria
Rhodobacteraceae 99 99 EF629844 Esponja Mycale
HO5 Alphaproteobacteria: laxissima
Rhodobacteraceae Roseobacter sp. 98 99 JN210841 Larvas da Esponja
Rhopaloeides
odorabile
Bactéria ndo cultivavel 99 98 FJ203135 coral Montastraea
faveolata
Bactéria ndo cultivavel 99 98 DQ117434 Coral Fungia
granulosa
Alphaproteobacteria ndo 98 99 EF123421 Siderastrea siderea
cultivavel
Roseobacter sp. 98 99 AF098493 Agua marinha
Bactéria ndo cultivavel 98 99 FJ952692 Coral Montastrea
annularis
Alphaproteobacteria ndo 98 99 EU780331 Coral Turbinaria
cultivavel mesenterina
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Tabela A: Afiliagdo filogenética das UTOs encontradas em P. caribaeorum, classificadas usando os bancos de dados RDP e
Genbank (Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Continuagdo.

uTo RDP NCBI Con ID Acesso Origem
Bactéria ndo cultivavel 99 99 HQ443388 Agua marinha
E12 Gammaproteobacteria:
Moraxellaceae:Acinetobacter Acinetobacter sp. 99 99 HQ379140 Crosta oceanica
Bactéria ndo cultivavel 76 97 HM177750 Biofilme de alga
coralina
Bactéria ndo cultivavel 76 97 FR851740 Sedimento marinho
Ruegeria sp. 76 97 HQ439525 Larvas de
Pocillopora
damicornis
Loktanella koreensis 76 97 NR_043741  Sedimento marinho
D11 Alphaproteobacteria:
Rhodobacteraceae Bactéria ndo cultivavel 76 97 FJ937716 Sedimento de
estudrio
Rhodobacteraceae nao 76 97 AB470943 Coral Montipora
cultivavel sp.
Bactéria ndo cultivavel 76 96 AY654808 Coral Oculina
patagonica
Bactéria ndo cultivavel 76 96 FJ952683 Coral Montastrea
annularis
Loktanella tamlensis 76 96 DQ533556 Agua marinha
GO08 Bacteroidetes: Bactéria ndo cultivavel 99 92 AY654766 Coral Oculina
Flavobactériaceae patagonica
Flavobactéria ndo 99 91 AB602429 Agua marinha
cultivavel
Bactéria ndo cultivavel 100 91 FJ809333 Corais Montipora

aequituberculata e
Acropora millepora

Bactéria ndo cultivavel 99 91 FJ203426 Coral Montastraea
faveolata
Bactéria ndo cultivavel 99 91 JN639314 Decapoda
Nephrops
norvegicus
Flavobactériaceae nido 98 91 EF092235 Esponja Axinella
cultivavel corrugata
Bactéria ndo cultivavel 92 93 GU185133 Coral Pocillopora
damicornis e agua
marinha
Bactéria ndo cultivavel 99 91 EU491731 Crosta oceanica
Bactéria ndo cultivavel 99 91 DQ416582 Coral Oculina
patagonica
Bactéria ndo cultivavel 97 91 EU290370 Esponja Tethya

californiana
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Tabela A: Afiliagdo filogenética das UTOs encontradas em P. caribaeorum, classificadas usando os bancos de dados RDP e
Genbank (Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Continuagdo.

uTo RDP NCBI Con ID Acesso Origem
B04 Gammaproteobacteria: Bactéria marinha ndo 99 99 JF925027 Corais
Xanthomonadaceae: cultivavel
Stenotrophomonas
A08 Gammaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 99 HQ443388 Agua marinha
Moraxellaceae:Acinetobacter
Acinetobacter sp. 99 99 HQ379140 Crosta oceénica
B05 Gammaproteobacteria: Pantoea agglomerans 99 100 EU590682 Solo de estuario
Enterobactériaceae:
Enterobacter
D02 Gammaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 99 HM243635 Esponjas Clathria
Moraxellaceae:Acinetobacter rugosa e Clathria
vulpina
E10 Gammaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 99 GU189010 Crosta oceénica
Xanthomonadaceae:
Stenotrophomonas Stenotrophomonas sp. 99 99 FM992745 Agua marinha
Bactéria ndo cultivavel 97 99 FR851740 Sedimento marinho
Bactéria ndo cultivavel 99 96 FJ952683 Coral Montastrea
annularis
Ruegeria sp. 98 97 HQ439525 Larvas de
Pocillopora
damicornis
D01 Rhodobacterales: Jannaschia helgoleensis 99 96 AJ534224 Agua marinha,
Rhodobacteraceae diatoméceas e
dinoflagelados
cultivados
Jannaschia helgoleensis 99 96 NR_028976 Agua marinha
Loktanella sp. 99 95 FJ1753162 Polychaeta Nereis
Diversicolor
Bactéria ndo cultivavel 99 95 AY654808 Coral Oculina
patagonica
Rhodobacteraceae 99 95 FJ403088 Coral Montastrea
bacterium faveolata
Rhodobacteraceae ndo 99 95 FN582318 Cavalo marinho
cultivavel Hippocampus
guttulatus
EO2 Gammaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 95 HQ443388 Agua marinha
Moraxellaceae: Acinetobacter
Acinetobacter sp. 99 95 HQ379140 Crosta oceanica
Bactéria ndo cultivavel 99 95 EU181965 Sedimento marinho

e 4gua marinha
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Tabela A: Afiliagdo filogenética das UTOs encontradas em P. caribaeorum, classificadas usando os bancos de dados RDP e
Genbank (Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Continuagdo.

uTo RDP NCBI Con ID Acesso Origem
G1l1 Gammaproteobacteria: Halomonas cerina 99 95 NR_044316 Agua marinha
Halomonadaceae Halomonas sp. 99 95 EU249967 Coral Pocillopora
meandrina
Bactéria ndo cultivavel 99 95 FJ717197 Polychaeta
Arenicola marina
Bactéria ndo cultivavel 99 88 FJ716888 Polychaeta
Arenicola marina
Alphaproteobacterium 99 88 AB377222 Agua marinha
Bactéria ndo cultivavel 99 89 FJ202650 Coral Montastraea
faveolata
Bactéria ndo cultivavel 99 88 EU287341 Sedimento marinho
D04 Alphaproteobacteria Alphaproteobacteria 99 88 AB571945  Larvas de Acropora
Bactéria ndo cultivavel 99 88 AB476180 Caranguejo
Shinkaia crosnieri
Alphaproteobacteria ndo 99 88 DQ860071 Ascidia
cultivavel Cystodytes
dellechiajei
Bactéria ndo cultivavel 99 88 FJ202090 coral Montastraea
faveolata
Bactéria ndo cultivavel 99 88 AY942776 Esponja
Cymbastela
concentrica
Kordiimonas sp. 95 88 DQ917831 Coral Muricea
elongata
Alphaproteobacteria ndo 99 87 JN106649 Coral
cultivavel Mussismilia sp.
Kordiimonas sp. 99 87 EF092170 Esponja Axinella
corrugata
Bactéria ndo cultivavel 97 88 HE574869 Lula Euprymna
scolopes
Bactéria ndo cultivavel 99 87 EU236400 Esponja Haliclona
sp.
Bactéria ndo cultivavel 99 87 FJ202379 Coral Montastraea
faveolata
BO7 Gammaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 99 HM243651 Esponjas Clathria
Moraxellaceae:Acinetobacter rugosa e Clathria
vulpina
A05 Gammaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 99 EF574595 Agua marinha
Moraxellaceae:Acinetobacter
Bactéria marinha ndo 99 99 FJ825890 Agua marinha
Gammaproteobacteria: cultivavel

Moraxellaceae:Acinetobacter Bactéria ndo cultivavel 99 99 HM243651 Esponjas




Diversidade de Micro-Organismos Associados a Zoantideos

Emanuelle F. Rabelo 148

Tabela A: Afiliagdo filogenética das UTOs encontradas em P. caribaeorum, classificadas usando os bancos de dados RDP e
Genbank (Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Continuagdo.

uTo RDP NCBI Con ID Acesso Origem
HO09 Gammaproteobacteria: Acinetobacter sp. 99 99 HQ379140 Crosta oceanica
Moraxellaceae:Acinetobacter
Bactéria ndo cultivavel 97 98 FR851482 Sedimento marinho
Bactéria ndo cultivavel 97 99 FJ203299 Coral Montastraea
faveolata
Alphaproteobacteria ndo 97 99 AJ633989 Cephalopoddos
cultivavel géneros Loligo,
Photololigo,
Sepioteuthis e
EO3 Alphaproteobacteria: Loliolus)
Rhodobacteraceae Bactéria ndo cultivavel 97 98 FJ999598 Esponja Haliclona
simulans
Alphaproteobacteria ndo 99 97 DQ200591 Coral Montastraea
cultivavel annularis
Alphaproteobacteria 97 97 AB302378 Agua marinha
Pseudoruegeria sp. 98 97 EU246829 Corais Porites
compressa e Porites
lobata
Pseudoruegeria sp. 97 97 FJ752798 Polychaeta Nereis
diversicolor
Bactéria ndo cultivavel 99 96 FJ716876 Polychaeta
Arenicola marina
Alphaproteobacteria ndo 99 96 EF123331 Coral Siderastrea
cultivavel siderea
Tateyamaria sp. 98 96 EF657871 Octocoral Eunicea
fusca
Bactéria ndo cultivavel 97 97 JF827547 Bivalve Crassostrea
gigas
Bactéria ndo cultivavel 99 98 AY654835 Coral Oculina
patagonica
Bactéria marinha 99 97 HM100760 Esponja
Hymeniacidon
flavia
B06 Alphaproteobacteria: Ruegeria sp. 99 97 AY576770 Bacterioneuston e
Rhodobacteraceae: Loktanella bacterioplancton
Rhodobacteraceae ndo 99 97 FJ1403075 Coral Montastrea
cultivavel faveolata
Alphaproteobacteria ndo 99 97 AM930449 Echinoidea
cultivavel Tripneustes gratilla
G06 Gammaproteobacteria: Stenotrophomonas sp. 99 97 AMA402950  Sedimento marinho
Xanthomonadaceae: profundo
Stenotrophomonas
co3 Gammaproteobacteria: Gammaproteobacteria 99 97 GQ850554 Agua marinha

Moraxellaceae:Acinetobacter ndo cultivavel
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Tabela A: Afiliagdo filogenética das UTOs encontradas em P. caribaeorum, classificadas usando os bancos de dados RDP e
Genbank (Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Continuagdo.

uTo RDP NCBI Con ID Acesso Origem
Bactéria ndo cultivavel 99 100 DQ985905 Larvas de Lagosta
Bactéria ndo cultivavel 99 99 FJ202114 Coral Montastraea
faveolata
Alphaproteobacteria: Alphaproteobacteria ndo 99 99 EF123387 Coral Siderastrea
D09 Rhodobacteraceae:Nautella cultivavel siderea
Roseobacter sp. 97 100 EF414227 Esponja Clathria
prolifera
Nautella italica 93 99 IN615464 alga, ascidias e
Esponjas
Alphaproteobacteria ndo 98 97 HM593558 Esponja Terpios
cultivavel hoshinota e corais
cobertos por ela
Bactéria ndo cultivavel 99 97 HM768674  Gorgonia ventalina
Alphaproteobacteria ndo 99 97 DQ446102 Coral Siderastrea
cultivavel siderea
G10 Gammaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 99 HM243635 Esponjas Clathria
Moraxellaceae: Acinetobacter rugosa e Clathria
vulpina
Acinetobacter sp. 99 99 JN314436 Agua marinha
Cl1 Gammaproteobacteria: Bactéria marinha ndo 99 99 F1825890 Agua marinha
Moraxellaceae: Acinetobacter cultivavel
Bactéria ndo cultivavel 99 99 HM243651 Esponjas Clathria
rugosa e Clathria
vulpina
C10 Gammaproteobacteria: Stenotrophomonas sp. 99 99 AMA402950  Sedimento marinho
Xanthomonadaceae:
Stenotrophomonas Gammaproteobacteria 99 99 EU780304 Coral Turbinaria
nao cultivavel mesenterina
B10 DeltaProteobacteria: Bactéria marinha ndo 99 86 AM997367  Sedimento marinho
Polyangiaceae:Byssovorax cultivavel
Bactéria ndo cultivavel 99 86 EU488075 Bivalves Lucinisca
nassula e
Phacoides
pectinatus
DeltaProteobacteria ndo 99 86 DQ200431 Coral Montastraea
cultivavel annularis
A09 Gammaproteobacteria: Legionellales sp. 99 94 FJ517674 Hydra
Legionellaceae:Legionella magnipapillata
Legionellales sp. 99 94 EF667907 Hydra
oligactis e Hydra
vulgaris
G12 Gammaproteobacteria: Acinetobacter sp. 99 94 HQ270240 Esponjas

Moraxellaceae: Acinetobacter
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Tabela A: Afiliacdo filogenética das UTOs encontradas em P. caribaeorum, classificadas usando os bancos de dados RDP e
Genbank (Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Conclusdo.

uTo RDP NCBI Con ID Acesso Origem
99 98 FJ809419 Corais Montipora
Bactéria ndo cultivavel aequituberculata e
Acropora millepora
Rhodobacteraceae 99 98 AB470950 Coral Montipora
bacterium sp.
FO7 Alphaproteobacteria: Shimia sp. 99 98 F1976449 Coral Isopora
Rhodobacteraceae palifera
Alphaproteobacteria ndo 99 98 GQ204845 coral Montipora
cultivavel hispida
Shimia sp. 99 98 JN210861 Larvas da Esponja
Rhopaloeides
odorabile
Bactéria ndo cultivavel 99 98 FJ202986 Coral Montastraea
faveolata
bacterium S1cc38 99 98 DQ416585 Coral Oculina
patagonica
Bactéria ndo cultivavel 99 98 HM768402 Gorgonia ventalina
BO1 Gammaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 98 HM243635 Esponjas Clathria
Moraxellaceae: Acinetobacter rugosa e Clathria
vulpina
B02 Gammaproteobacteria: Acinetobacter sp. 99 98 HQ270240 Esponjas
Moraxellaceae: Acinetobacter Xestospongia muta
e Xestospongia
testudinaria
D07 Gammaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 100 HM243651 Esponjas Clathria
Moraxellaceae: Acinetobacter rugosa e Clathria
vulpina
Bactéria marinha ndo 99 99 F1826007 Agua marinha

cultivavel
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Tabela B: Afiliacdo filogenética das UTOs encontradas em Z. sociatus, classificadas usando os bancos de dados RDP e
Genbank (Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %).Continua.

Uto RDP NCBI Con ID Acesso Origem
Gammaproteobacteria 99 82 AY589474 Agua marinha
ndo cultivavel
Gammaproteobacteria 99 82 HQ673542 Agua marinha
ndo cultivavel
B09 Gammaproteobacteria Bactéria ndo cultivavel 99 82 EU491119 Crosta oceénica
Bactéria ndo cultivavel 99 82 GQ391976 Octocoral
Pseudopterogorgia
americana
Bactéria ndo cultivavel 99 82 EU805401 Agua marinha
Bactéria ndo cultivavel 99 82 EU491680 Crosta oceanica
Alphaproteobacteria ndo 99 91 EU005323 Agua e sedimento
cultivavel marinho
Bactéria ndo cultivavel 99 91 GU118141 varias espécies de
corais do caribe e
HO9 Gammaproteobacteria agua do mar
Bactéria ndo cultivavel 98 90 GQ215213 Coral Favia sp.
Bactéria ndo cultivavel 99 90 EU491552 Crosta oceanica
Bactéria ndo cultivavel 98 90 FJ716882 Polychaeta
Arenicola marina
Bactéria ndo cultivavel 99 90 HM768706 Gorgonia ventalina
Bactéria ndo cultivavel 99 95 AMO085464 Sedimento marinho
Bactéria ndo cultivavel 100 94 FJ202842 Coral Montastraea
faveolata
Rhodobacteraceae ACEMC 99 94 FM163091 Bacterioplancton
Alphaproteobacteria: 6-10
HO3 Rhodobacteraceae Bactéria marinha n3o 100 94 GU319262 Coral Acropora
cultivavel eurystoma
Alphaproteobacteria C54 99 94 AB302371 Agua marinha
Rhodobacter maris 99 94 NR_042629 Agua marinha
Bactéria ndo cultivavel 99 98 FR851545 Sedimento marinho
Alphaproteobacteria ndo 99 98 DQ200607 Coral Montastraea
cultivdvel annularis
HO4 Alphaproteobacteria:
Rhodobacteraceae: Bactéria ndo cultivavel 99 97 FJ999598 Esponja Haliclona
Oceanicola SP.
Bactéria ndo cultivavel 99 97 FJ203299 Coral Montastraea
faveolata
Alphaproteobacteria nao 98 97 HM593522 Esponjas e corais
cultivavel
Bactéria ndo cultivavel 99 97 JF835679 Coral Siderastrea

stellata
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Tabela B: Afiliagdo filogenética das UTOs encontradas em Z. sociatus, classificadas usando os bancos de dados RDP e Genbank
(Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Continuagdo.

Uto RDP NCBI Con ID Acesso Origem
Bactéria ndo cultivavel 99 97 HM768378 Coral Gorgonia
ventalina
Bactéria ndo cultivavel 99 97 GU118853 Varias espécies de
corais do caribe e
agua do mar
Bactéria ndo cultivavel 99 97 GU200277 Coral Mussismilia
hispida
Bactéria ndo cultivavel 99 96 FJ202840 Coral Montastraea
faveolata
Alphaproteobacteria ndo 99 95 EU780301 Coral Turbinaria
cultivavel mesenterina
Bactéria ndo cultivavel 99 96 HM768500 Gorgbnia Gorgonia
ventalina
Bactéria ndo cultivavel 91 97 GU185023 Corais Pocillopora
damicornis,
HO5  Alphaproteobacteria Acropora
tenuis e Favites
abdita
Alphaproteobacteria 99 91 AB571945 Larvas do Coral
Acropora sp.
Alphaproteobacteria nao 99 90 EF092208 Esponja Axinella
cultivavel corrugata
Bactéria ndo cultivavel 99 90 FJ716888 Polychaeta
Arenicola marina
Bactéria ndo cultivavel 99 90 EU287341 Sedimento marinho
Thalassospira sp. 2ta2 99 90 FJ952806 Montastrea
annularis
Bactéria ndo cultivavel 99 89 EU236400 Esponja Haliclona
sp.
Alphaproteobacteria nao 99 89 AJ633953 Cephalopoda dos
cultivavel géneros Loligo,
Photololigo,
Sepioteuthis e
Loliolus
Bactéria ndo cultivavel 99 89 EU183893 Esponja
Rhopaloeides
odorabile
Bactéria ndo cultivavel 99 90 DQ312248 Coral Alcyonium
antarcticum
Bactéria ndo cultivavel 73 97 EF206883 Coral Oculina
patagonica
Alphaproteobacteria 99 89 EF629835 Esponja Mycale
N2yML5 laxissima
Bactéria ndo cultivavel 97 89 FJ809395 Corais Montipora

aequituberculata e
A. millepora
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Tabela B: Afiliagdo filogenética das UTOs encontradas em Z. sociatus, classificadas usando os bancos de dados RDP e Genbank
(Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Continuagdo.

Uto RDP NCBI Con ID Acesso Origem
G02 Bactéria ndo cultivavel 99 99 HM768378 Gorgbnia Gorgonia
ventalina
Alphaproteobacteria Alphaproteobacteria ndo 99 99 DQ200437 Coral Montastraea
cultivavel annularis
Alphaproteobacteria ndo 99 99 EU780301 Coral Turbinaria
cultivavel mesenterina
GO05 Tenericutes:Mollicutes: Spiroplasma mirum 99 92 DQ917756 Crustdceos
Entomoplasmatales Eriocheir sinensis,
Procambarus
clarkia e Penaeus
vannamei
EO5 Proteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 100 95 GU185023 Coral Pocillopora
Alphaproteobacteria damicornis e agua
marinha
Bactéria ndo cultivavel 100 95 FJ202840 Coral Montastrea
faveolata
Bactéria ndo cultivavel 100 95 HM768500 Gorgbnia Gorgonia
ventalina
Gammaproteobacteria 100 91 JN106657 Coral Mussismilia
nao cultivavel sp.
Bactéria ndo cultivavel 100 91 EF206883 Coral Oculina
patagonica
G04 Alphaproteobacteria Bactéria ndo cultivavel 92 88 EU803767 Agua marinha
Bactéria ndo cultivavel 99 97 FJ202972 Coral Montastraea
faveolata
Bactéria ndo cultivavel 99 97 EU367128 Abalone Haliotis
Alphaproteobacteria: diversicolor
F02 Rhizobiales supertexta
Bactéria ndo cultivavel 99 97 GQ301244 Juvenis de
Acropora millepora
e A. tenuis
Alphaproteobacteria ndo 99 97 GQ204829 Coral Montipora
cultivavel hispida
G03 Alphaproteobacteria Bactéria ndo cultivavel 98 95 HM768375 Gorgbnia Gorgonia
ventalina
Alphaproteobacteria ndo 98 95 DQ200437 Coral Montastraea
cultivdvel annularis
Alphaproteobacteria ndo 98 95 EU780317 Coral Turbinaria
cultivdvel mesenterina
E09 Gammaproteobacteria Bactéria ndo cultivavel 100 99 EF206893 Coral Oculina
patagonica
Bactéria ndo cultivavel 100 99 EU181873 Sedimento e agua

marinha
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Tabela B: Afiliagdo filogenética das UTOs encontradas em Z. sociatus, classificadas usando os bancos de dados RDP e Genbank
(Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Continuagdo.

Uto RDP NCBI Con ID Acesso Origem
FO1 Chloroflexi: Caldilineaceae: Chloroflexi ndo cultivavel 93 93 EF630214 Esponja Mycale
Caldilinea laxissima
Chloroflexi ndo cultivavel 98 91 DQ289898 Sedimento marinho
Bactéria ndo cultivavel 98 91 FJ203486 Coral Montastraea
faveolata
Bactéria ndo cultivavel 99 97 FJ202840 Coral Montastraea
faveolata
Bactéria ndo cultivavel 99 97 GU185023 Coral Pocillopora
Cco9 Alphaproteobacteria damicornis e agua
marinha
Bactéria ndo cultivavel 99 95 HM768500 Gorgonia ventalina
Gammaproteobacteria 90 98 JN106657 coral Mussismilia
ndo cultivavel sp.
Bactéria ndo cultivavel 99 91 EF206883 Coral Oculina
patagonica
Bactéria ndo cultivavel 99 91 GU185023 Coral Pocillopora
G09 Alphaproteobacteria damicornis e adgua
marinha
Alphaproteobacteria 99 91 AB571945 larvas de Acropora
sp.
Gammaproteobacteria 99 91 JN106657 Coral Mussismilia
nao cultivavel sp.
Bactéria ndo cultivavel 99 91 FJ716888 polychaeta
Arenicola marina
Bactéria ndo cultivavel 99 91 EU287341 Sedimento marinho
Roseovarius sp. 99 98 HQ852039 Ascidia
Halocynthia roretzi
Thalassobius 99 98 AB470946 Coral Montipora
mediterraneus sp.
Fo3 Alphaproteobacteria: Thalassobius sp. 99 98 FJ403072 Coral Montastraea
Rhodobacteraceae:
Thalassobius faveolata
Alphaproteobacteria nao 99 98 EF123426 Coral Siderastrea
cultivdvel siderea
Alphaproteobacteria ndo 99 98 EU780230 Coral Turbinaria
cultivdvel mesenterina
EO3 Alphaproteobacteria Alphaproteobacteria nao 99 98 DQ200437 Montastraea
cultivavel annularis
Bactéria ndo cultivavel 99 95 GU200277 Mussismilia hispida
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Tabela B: Afiliagdo filogenética das UTOs encontradas em Z. sociatus, classificadas usando os bancos de dados RDP e Genbank
(Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Continuagdo.

Uto RDP NCBI Con ID Acesso Origem
G08 Alphaproteobacteria: Roseovarius 99 98 NR_041731 Bivalve
Rhodobacteraceae: Crassostreae sp.
Roseovarius Bactéria n3o cultivavel 99 98 FI203129  Coral Montastraea
faveolata
Roseovarius sp. 99 98 HQ852039 Ascidia Halocynthia
roretzi
D08 Alphaproteobacteria Bactéria ndo cultivavel 99 96 HM768378 Gorgonia ventalina
Alphaproteobacteria ndo DQ200437 Coral Montastraea
cultivavel annularis
FO5 Alphaproteobacteria : Alphaproteobacteria ndo 99 96 AB491819 Litopenaeus
Rhodobacteraceae cultivavel vannamei
99 96 Sedimento de
estuario
Bactéria ndo cultivavel AM176847 Sedimento de
estuario
EO1 DeltaProteobacteria Bactéria ndo cultivavel 99 91 EU925894 Agua marinha
F06 Alphaproteobacteria : Alphaproteobacteria ndo 99 99 EU379566 Coral Turbinaria
Rhodobacteraceae: cultivavel mesenterina
ici
Silicibacter Alphaproteobacteria ndo 99 99 AJ633968 Cephalopoda
cultivavel Euprymna scolopes
Bactéria ndo cultivavel 99 99 JF411471 Agua marinha
Alphaproteobacteria nao 99 99 EF123405 Coral Siderastrea
cultivavel siderea
Ruegeria sp. 99 99 DQY917819 Coral Muricea
elongata
G06 Alphaproteobacteria Bactéria ndo cultivavel 99 97 GU185023 Coral Pocillopora
damicornis e adgua
marinha
Bactéria ndo cultivavel FJ202663 Coral Montastraea
faveolata
Bactéria ndo cultivavel 99 95 HM768500 Gorgonia ventalina
Gammaproteobacteria JN106657 Coral Mussismilia
nao cultivavel sp.
EO8 Bacteroidetes 99 83 FJ203158 Coral Montastraea
faveolata
Bacteroidetes ndo EF471540 Agua marinha

cultivavel
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Tabela B: Afiliagdo filogenética das UTOs encontradas em Z. sociatus, classificadas usando os bancos de dados RDP e Genbank

(Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Continuagdo.

Uto RDP NCBI Con ID Acesso Origem
B04 Alphaproteobacteria Bactéria ndo cultivavel 100 96 HM173258 Gorgobnia
Bactéria ndo cultivavel 100 96 GU200029 Coral Mussismilia
hispida
Bactéria ndo cultivavel 100 96 GU185115 Coral Pocillopora
damicornis e dgua
marinha
BO3 Alphaproteobacteria: Roseovarius sp. 99 98 HQ852039 Ascidia
Rhodobacteraceae: Halocynthia roretzi
Roseovarius Maritimibacter sp. 99 98 EU440991 Agua marinha
Bactéria ndo cultivavel 99 98 EU883374 Esponjas
Halichondria sp.,
Haliclona sp., e
Xestospongia sp.
Bactéria ndo cultivavel 99 98 FJ203019 Coral Montastraea
faveolata
B07 Gammaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 98 F1425593 Coral Montastraea
Arenicella faveolata
Gammaproteobacteria 99 98 GQ204883 Coral Montipora
nao cultivavel hispida
Bactéria ndo cultivavel 99 98 EU236293 Haliclona sp.
Arenicella xantha 99 98 AB500096 Sedimento marinho
B06 Bacteroidetes: Bactéria ndo cultivavel 99 94 GQ301393 Juvenis de
Flavobactériaceae Acropora millepora
e A. tenuis
Bactéria n3o cultivavel 99 94 EF573475 Agua marinha
Flavobactéria ndo 99 94 AM279185 Agua marinha
cultivavel
co4 Alphaproteobacteria Bactéria ndo cultivavel 99 96 HM768378 Gorgonia ventalina
Alphaproteobacteria ndo DQ200437 Montastraea
cultivdvel annularis
D10 Alphaproteobacteria Gammaproteobacteria 99 98 JN106657 coral Mussismilia
ndo cultivavel sp.
Bactéria ndo cultivavel GU185023 Coral Pocillopora
damicornis e agua
marinha
co3 Alphaproteobacteria Bactéria ndo cultivavel 99 96 GU185023 Coral Pocillopora
damicornis e agua
marinha
Gammaproteobacteria JN106657 coral Mussismilia
nao cultivavel sp.
A09 Chloroflexi: Bactéria ndo cultivavel 99 93 FJ203486 Coral M. faveolata

Caldilineaceae:Caldilinea
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Tabela B: Afiliagao filogenética das UTOs encontradas em Z. sociatus, classificadas usando os bancos de dados RDP e Genbank
(Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Continuagdo.

Uto RDP NCBI Con ID Acesso Origem
Bactéria ndo cultivavel 99 93 GU185023 Coral Pocillopora
damicornis e agua
Cco5 Alphaproteobacteria marinha
Bactéria ndo cultivavel 99 92 FJ202967 Coral Montastraea
faveolata
Alphaproteobacteria AB571945 larvas de Acropora
sp.
Bactéria ndo cultivavel 99 86 AM911366 Coral Lophelia
pertusa
D05 Firmicutes Bactéria ndo cultivavel 94 87 HQ189552 Anémona-do-mar
Nematostella
vectensis
Spiroplasma melliferum 95 86 NR_025756 Camardo Penaeus
vannamei
Myxococcales ndo 99 97 FJ418101 Sedimento
cultivavel marinho
D04 Alphaproteobacteria Bactéria ndo cultivavel 99 98 HM768378 Gorgbnia Gorgonia
ventalina
Alphaproteobacteria ndo 99 98 DQ200437 Coral Montastraea
cultrivavel annularis
E12 DeltaProteobacteria Bactéria ndo cultivavel 98 89 FM165238 Polychaeta
vertimentifero
E10 Alphaproteobacteria Bactéria ndo cultivavel 99 92 FJ202840 Coral Montastraea
faveolata
Alphaproteobacteria AB571945 larvas do Coral
Acropora sp.
Bactéria ndo cultivavel HM768500 Gorgonia ventalina
Alphaproteobacteria ndo 99 98 FJ215361 pesquisar!!!
cultivavel
Roseovarius sp. 99 98 HQ852039 Ascidia Halocynthia
D11 Alphaproteobacteria: - I’Ol’el"ZI
Thalassobius 99 98 AB470946 Coral Montipora sp.
Rhodobacteraceae .
mediterraneus
Thalassobius sp. 99 98 FJ403072 Coral Montastre
faveolata
Alphaproteobacteria ndo 99 98 EF123432 Coral Siderastrea
cultivavel siderea
D12 Actinobacteria:lamiaceae: Bactéria ndo cultivavel 99 98 EU236409 Haliclona sp.
lamia Bactéria n3o cultivavel GU061677 Agua marinha
D01 Bacteroidetes Bacteroidetes ndo 99 93 AMO040120 Sedimento marinho

cultivavel




Diversidade de Micro-Organismos Associados a Zoantideos

Emanuelle F. Rabelo 158

Tabela B: Afiliagdo filogenética das UTOs encontradas em Z. sociatus, classificadas usando os bancos de dados RDP e Genbank
(Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Continuagdo.

Uto RDP NCBI Con ID Acesso Origem
F12 Alphaproteobacteria : Bactéria ndo cultivavel 99 98 FJ203030 Coral Montastraea
Rhodobacteraceae: faveolata
Roseovarius Roseovarius sp. 99 98 HQ852039 ascidia Halocynthia
roretzi
Maritimibacter sp. 99 98 EU440991 Agua marinha
profunda
FO7 Gammaproteobacteria Bactéria marinha ndo 99 99 HQ241809 Esponja
cultivavel Tsitsikamma sp.
F11 Alphaproteobacteria Bactéria ndo cultivavel 99 95 FJ041400 Coral Lophelia
pertusa
Alphaproteobacteria nao 99 95 EU780301 Coral Turbinaria
cultivavel mesenterina
Bactéria ndo cultivavel 99 95 GU200277 Coral Mussismilia
hispida
D03 Alphaproteobacteria Alphaproteobacteria nao 99 96 DQ200437 Coral Montastraea
cultivavel annularis
Bactéria ndo cultivavel HM768373 Gorgbnia Gorgonia
ventalina
B02 Alphaproteobacteria Bactéria ndo cultivavel 100 95 EF206883 Coral Oculina
patagonica
Alphaproteobacteria nao JN106657 Coral Mussismilia
cultivavel sp.
G12 Alphaproteobacteria : Roseovarius sp. 99 98 HQ852039 Ascidia Halocynthia
Rhodobacteraceae: roretzi
Thalassobius Thalassobius 99 98 AB470946 Coral Montiporasp.
mediterraneus
D02 Alphaproteobacteria Bactéria ndo cultivavel 92 95 FJ202090 Coral Montastraea
faveolata
BO1 Gammaproteobacteria Gammaproteobacteria 92 95 GU230310 Agua marinha
ndo cultivavel
G1l1 Alphaproteobacteria Alphaproteobacteria nao 99 97 DQ200437 Coral Montastraea
cultivdvel annularis
D06 Alphaproteobacteria: Roseovarius sp. 99 98 HQ852039 ascidia Halocynthia
Rhodobacteraceae: roretzi
Roseovarius Bactéria n3o cultivavel 99 98 EU883374 Sedimento marinho
Roseovarius pacificus 99 98 NR_043564 Sedimento
marinho
D07 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 99 EF207073 Coral Oculina

Rhodobacteraceae

patagonica
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Tabela B: Afiliagdo filogenética das UTOs encontradas em Z. sociatus, classificadas usando os bancos de dados RDP e Genbank
(Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Continuagdo.

Uto RDP NCBI Con ID Acesso Origem
HO2 Tenericutes: Spiroplasma sp. 99 92 DQ917755 Crustaceos
Spiroplasmataceae Eriocheir sinensis,
Procambarus
clarkia e Penaeus
vannamei
B10 Alphaproteobacteria Bactéria ndo cultivavel 99 97 HM768374 Gorgbnia Gorgonia
ventalina
Alphaproteobacteria ndo 99 97 DQ200475 Coral Montastraea
cultivavel annularis
C10 Alphaproteobacteria : Loktanella sp. 99 97 JN885197 Agua marinha
Rhodobacteraceae: Loktanella Ruegeria sp. 99 97 HQ439525 Larvas de
Pocillopora
damicornis
Loktanella koreensis 99 97 NR_043741 Sedimento marinho
All DeltaProteobacteria Bactéria ndo cultivavel 84 97 GU185595 Coral Pocillopora
damicornis e agua
marinha
H10 Alphaproteobacteria Alphaproteobacteria ndo 99 96 DQ200437 Coral Montastraea
cultivavel annularis
Bactéria ndo cultivavel 99 96 HM768378 Gorgbnia Gorgonia
ventalina
co2 Alphaproteobacteria Bactéria ndo cultivavel 99 97 FJ202840 Coral Montastraea
faveolata
Bactéria ndo cultivavel 99 97 GU185023 Coral Pocillopora
damicornis e agua
marinha
Al12 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 99 FJ1809415 Corais Montipora
Rhodobacteraceae: aequituberculata e
Silicibacter Acropora millepora
Alphaproteobacteria nao 99 99 EU379566 Coral Turbinaria
cultivavel mesenterina
Alphaproteobacteria ndo 99 99 EF123300 Coral Siderastrea
cultivavel siderea
Bactéria ndo cultivavel 100 99 DQ416551 Coral Oculina
patagonica
H12 Gammaproteobacteria Bactéria ndo cultivavel 99 84 FJ717258 Polychaeta
Arenicola marina
C12 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 96 FJ748819 sedimento de
Rhodobacteraceae estudrio
Bactéria ndo cultivavel 99 96 FJ809317 Corais M.

aequituberculata e
A. millepora
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Tabela B: Afiliagcdo filogenética das UTOs encontradas em Z. sociatus, classificadas usando os bancos de dados RDP e Genbank
(Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Conclusdo.

Uto RDP NCBI Con ID Acesso Origem
Bactéria ndo cultivavel 99 99 GU981831 Esponja Astrosclera
willeyana
Bacteroidetes ndo FJ529361 Esponja Svenzea
cultivavel zeai
A01 Bacteroidetes
Bactéria ndo cultivavel 99 99 FJ930875 Corais Porites
compressa e Porites
lobata
Bacteroidetes ndo 99 99 EU861204 Coral Acropora
cultivavel palmata
Bactéria ndo cultivavel 99 99 EU283150 Agua marinha
A08 Gammaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 98 EF207102 Coral Oculina
Ferrimonadaceae: Ferrimonas patagonica
Gammaproteobacteria 99 98 DQ446112 Coral Siderastrea
ndo cultivavel siderea
Bactéria ndo cultivavel 99 97 GQ301468 Juvenis de
Acropora millepora
e A. tenuis
Rhodobacteraceae 99 97 FJ403109 Coral Montastre
cos Alphaproteobacteria: ndo cultivavel faveolata
Rhodobacteréceae: Bactéria ndo cultivavel 99 97 EU236334 Esponja Haliclona
Roseovarius sp
Alphaproteobacteria 99 97 AB302380 Agua marinha
Alphaproteobacteria 99 96 AF034934 Cephalopoda
Euprymna scolopes
Alphaproteobacteria ndo 99 96 HMO057760 Agua marinha
cultivavel
F10 Alphaproteobacteria : Bactéria ndo cultivavel 99 98 FJ203019 Coral Montastraea
Rhodobacteraceae: faveolata
Roseovarius Roseovarius sp. 99 98 HQ852039 Ascidia Halocynthia
roretzi
B12 Alphaproteobacteria Bactéria ndo cultivavel 99 96 HM768376 Gorgonia ventalina
B11 Alphaproteobacteria Bactéria ndo cultivavel 99 96 GU185023 Coral Pocillopora
damicornis e agua
marinha
Gammaproteobacteria 99 96 JN106657 Coral Mussismilia

ndo cultivavel

sp.
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Tabela C: Afiliagcdo filogenética das UTOs encontradas em P. variabilis, classificadas usando os bancos de dados
RDP e Genbank (Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %).Continua.

G02 Bacteroidetes: Bacteroidetes ndo 94 93 DQ289924 Sedimento marinho
Rhodothermacea: Salisaeta cultivavel
Bactéria ndo cultivavel 98 90 FJ930703 Corais

Porites compressa e
Porites lobata

Bacteroidetes ndo 99 90 GQ350473 Branquias de
cultivavel bivalves de zona
oceanica profunda
Sphingobacterim sp. 99 89 FJ745114 Agua marinha
Bactéria ndo cultivavel 88 99 GU118579 Coral Montastraea
faveolata
Cytophaga sp. 88 99 DQ889917 Octocoral
Erythropodium
caribaeorum
Sphingobactériales 89 92 EF092187 Esponja Axinella
N3o cultivavel corrugata
Bactéria ndo cultivavel 88 99 FJ900520 Esponjas Ancorina
alata e Polymastia
sp
Bactéria ndo cultivavel 91 83 GU185752 Coral Pocillopora
damicornis e agua
marinha
Bactéria ndo cultivavel 89 92 FM160866 Esponja Aplysina
fulva
Bactéria ndo cultivavel 89 91 FJ809049 Corais Montipora

aequituberculata e
Acropora millepora

G01 Cyanobacteria:VIII:GPVIII Acaryochloris sp. 99 99 DQ917811 Coral Muricea
elongata
Bactéria ndo cultivavel 99 97 GU118090 Coral Montastrea
faveolata
Cyanobacteria nao 96 99 AY701298 Esponjas Aplysina
cultivavel aerophoba e
Theonella
Swinhoei
Candidatus Acaryochloris 96 98 JF506209 Ascidias
bahamiensis Trididemnum spp. e

Lisoclinum spp.

Acaryochloris marina 95 99 AB058298 Cultura de
cianobactérias
marinhas

Bactéria ndo cultivavel 95 99 GQ412920 Agua de psicultura
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Tabela C: Afiliagcdo filogenética das UTOs encontradas em P. variabilis, classificadas usando os bancos de dados RDP e Genbank

(Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Continuagdo.

uTO RDP Ncbi Con ID Acesso Origem
D10 Alphaproteobacteria:Hyphomi Bactéria ndo cultivavel 99 99 FJ203378 Coral Montastraea
crobiaceae: Filomicrobium faveolata
Alphaproteobacteria ndo 98 99 DQ431901 Sedimento marinho
cultivavel
Alphaproteobacteria ndo 98 99 DQ860065 Ascidia
cultivavel Cystodytes
dellechiajei
Bactéria ndo cultivavel 98 98 EF395606 Agua marinha
Bactéria marinha ndo 99 98 GU319318 Coral
cultivavel Acropora
eurystoma
Bactéria marinha ndo 98 98 FJ999608 Esponja Haliclona
cultivavel simulans
Bactéria ndo cultivavel 98 98 GQ301490 Juvenis de
Acropora millepora
e A. tenuis
Alphaproteobacteria ndo 97 99 DQ200503 Coral Montastraea
cultivavel annularis
Bactéria marinha ndo 98 98 GU319294 Coral
cultivavel Acropora
eurystoma
Bactéria ndo cultivavel 97 97 EU488049 Bivalves Lucinisca
nassula and
Phacoides
pectinatus
Alphaproteobacteria ndo 97 98 EU246798 Coral Pocillopora
cultivavel Meandrina
Alphaproteobacteria ndo 98 94 EF414108 Esponja
cultivavel Clathria prolifera
Alphaproteobacteria ndo 97 95 FJ752951 Polychaeta Nereis
cultivavel diversicolor
Bactéria ndo cultivavel 98 90 GU185598 Coral Pocillopora
damicornis e agua
marinha
Alphaproteobacteria ndo 98 88 EF123436 Coral Siderastrea
cultivavel sidereal
Bactéria ndo cultivavel 94 99 JF827394 Bivalve Crassostrea
gigas
D03 Cyanobacteria: VIII:GPVIII Bactéria ndo cultivavel 98 96 FJ203411 Coral Montastraea
faveolata
Bactéria ndo cultivavel 99 96 DQ269125 Esponja
Bactéria ndo cultivavel 99 96 GQ412897 Agua de psicultura
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Tabela C: Afiliagcdo filogenética das UTOs encontradas em P. variabilis, classificadas usando os bancos de dados RDP e Genbank

(Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Continuagdo.

uTo RDP Ncbi Con ID Acesso Origem
EO1 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 99 FJ809542 Corais Montipora
Rhodobacteraceae: aequituberculata e
Roseovarius Acropora millepora
Alphaproteobacteria ndo 99 99 GQ204820 Coral Montipora
cultivavel Hispida
Bactéria ndo cultivavel 99 99 DQ416652 Coral Oculina
patagonica
Bactéria ndo cultivavel 99 99 GU185271 Coral Pocillopora
damicornis e agua
marinha
Roseovarius sp. 99 99 EU742628 Agua marinha
Alphaproteobacteria ndo 99 99 DQ446155 Coral Siderastrea
cultivavel Siderea
Bactéria ndo cultivavel 99 99 AY845242 Esponjas
Bactéria ndo cultivavel 99 99 EU883374 Esponjas
Halichondria sp.,
Haliclona sp.,
e Xestospongia sp.
Bactéria ndo cultivavel 99 99 FJ1489736 Juvenis de
Acropora tenuis
Roseobacter sp. 99 99 EF092221 Esponja Axinella
corrugate
Gammaproteobacteria 99 95 FJ425615 Coral Montastrea
nao cultivavel faveolata
Bactéria ndo cultivavel 99 95 EU488042 Bivalves Lucinisca
nassula e
Phacoides
pectinatus
Bactéria ndo cultivavel 99 99 EU491439 Crosta oceanica
D08 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 99 AY654839 Coral Oculina
Rhodobacteraceae: Ruegeria patagonica
Bactéria ndo cultivavel 99 99 HE574880 Cephalopoda
Euprymna scolopes
Bactéria ndo cultivavel 99 99 HM768674 Gorgonia ventalina
Alphaproteobacteria ndo 99 99 DQ446102 Coral Siderastrea
cultivavel Sidereal
Alphaproteobacteria ndo 99 99 GQ204861 Coral Montipora
cultivavel Hispida
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Tabela C: Afiliagcdo filogenética das UTOs encontradas em P. variabilis, classificadas usando os bancos de dados RDP e Genbank

(Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Continuagdo.

uTo RDP Ncbi Con ID Acesso Origem
EO5 Actinobacteria: Acidimicrobidae nao 99 94 JN596601 Esponjas
Acidimicrobidae cultivavel Xestospongia muta
e Xestospongia
testudinaria
HO8 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 98 AY654831 Octocoral Oculina
Rhodobacteraceae: patagonica
Roseovarius Bactéria ndo cultivavel 99 98 AY845242 Esponjas
Lamellodysidea
herbacea,
Lamellodysidea
chlorea,
Lendenfeldia
chondrodes e
Phyllospongia
papyracea
Alphaproteobacteria ndo 99 98 EF123383 Coral Siderastrea
cultivavel siderea
Bactéria ndo cultivavel 99 98 FJ809542 Corais Montipora
aequituberculata e
Acropora millepora
Bactéria ndo cultivavel 99 98 FJ203288 Coral Montastraea
faveolata
Roseovarius sp. 99 98 FJ999566 Esponja Haliclona
simulans
Roseobacter sp. 99 98 EF092221 Esponja Axinella
corrugata
Roseovarius aestuarii 99 98 FM180527 Esponja
Tedania anhelans
Rhodobacterales ndo 99 98 HM798703 Agua marinha
cultivavel profunda
Alphaproteobacteria ndo 99 98 GQ204820 Coral Montipora
cultivavel hispida
Alphaproteobacteria ndo 99 98 EU246804 Coral Pocillopora
cultivavel Meandrina
G09 Bacteroidetes: Bactéria ndo cultivavel 99 98 FJ202198 Coral Montastraea
Flavobactériaceae faveolata
Bactéria ndo cultivavel 99 98 HQ588489 Sedimento marinho
B10 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 97 FJ809236 Corais Montipora
Rhodobacteraceae aequituberculata e
Acropora millepora
Alphaproteobacteria 99 97 AB330821 Agua marinha
Bactéria ndo cultivavel 99 97 FJ203317 Coral Montastraea

faveolata
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Tabela C: Afiliagcdo filogenética das UTOs encontradas em P. variabilis, classificadas usando os bancos de dados RDP e Genbank
(Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Continuagdo.

uTo RDP Ncbi Con ID Acesso Origem
B11 Bactéria ndo cultivavel 98 89 AM911352 Coral
Gammaproteobacteria: Lophelia pertusa
Ectothiorhodospiraceae: Bactéria ndo cultivavel 88 98 GU567160 Sedimento marinho
Ectothiorhodosinus
Bactéria ndo cultivavel 88 98 JN113080 Esponja
Astrosclera
willeyana
Gammaproteobacteria 87 98 DQ200514 Coral Montastraea
ndo cultivavel annularis
HO09 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 87 98 F1202842 Coral Montastrea
Rhodobacteraceae: faveolata
Donghicola Bactéria ndo cultivavel 87 98 HE574912 Cephalopoda
Euprymna scolopes
Alphaproteobacteria ndo 87 98 GQ204809 Coral Montipora
cultivavel hispida
Alphaproteobacteria ndo 99 95 FJ752925 Polychaeta Nereis
cultivavel Diversicolor
Al12 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 95 AY654839 Octocoral Oculina
Rhodobacteraceae patagonica
Bactéria ndo cultivavel 99 95 EU183950 Larvas da esponja
Rhopaloeides
odorabile
Bactéria ndo cultivavel 99 95 JN694832 Coral Porites
astreoides
Alphaproteobacteria ndo 99 95 EF123383 Coral Siderastrea
cultivavel siderea
Bactéria ndo cultivavel 99 95 HE574923 Cephalopoda
Euprymna scolopes
Bactéria ndo cultivavel 99 95 HM768360 Gorgbnia Gorgonia
ventalina
Roseovarius nubinhibens 95 95 NR_028728 Sedimento marinho
ISM
BO3 Gammaproteobacteria: Gammaproteobacteria 99 92 DQ431905 Sedimento marinho
Coxiellaceae: Aquicella nao cultivavel
D12 Bacteroidetes: Flexibacteraceae ndo 99 92 FJ403089 Coral Montastrea
Flammeovirgaceae: Roseivirga cultivavel faveolata
Bactéria ndo cultivavel 99 92 AY654823 Octocoral Oculina
patagonica
Bacteroidetes ndo 99 92 JN106597 Coral Mussismilia
cultivavel sp.
D11 Bacteroidetes Bacteroidetes ndo 99 97 AMO040120 Sedimento marinho
cultivavel
Bactéria ndo cultivavel 97 96 EU290317 Esponja

Tethya californiana
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Tabela C: Afiliagcdo filogenética das UTOs encontradas em P. variabilis, classificadas usando os bancos de dados RDP e Genbank
(Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Continuagdo.

uTo RDP Ncbi Con ID Acesso Origem
GO08 Firmicutes:Clostridiaceae: Clostridium sp. 99 91 AB470963 Coral Montipora
Clostridium sp.
Clostridium sp. 99 91 EF092243 Esponja Axinella
corrugata
Bactéria ndo cultivavel 99 91 EU236399 Esponja Haliclona
sp.
Bactéria ndo cultivavel 99 91 GU982762 Sedimento marinho
B04 Gammaproteobacteria Bactéria do mar profundo 99 99 AM997897 Sedimento marinho

ndo cultivavel

Bactéria ndo cultivavel 98 99 JF827550 Bivalve Crassostrea
gigas
Bactéria ndo cultivavel 99 98 JF835645 Coral Siderastrea
stellata
Bactéria marinha ndo 98 HQ241792 Esponja
cultivavel Tsitsikamma sp.
A07 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 98 FJ809321 Corais Montipora
Rhodobacteraceae aequituberculata e
Acropora millepora
Bactéria ndo cultivavel 97 99 GQ301294 Juvenis de
Acropora millepora
e A. tenuis
Bactéria ndo cultivavel 97 99 EU488073 Bivalves Lucinisca
nassula e
Phacoides
pectinatus
Bactéria ndo cultivavel 96 99 DQ256654 Sedimento marinho
Rhodobacteraceae ndo 96 99 EU302871 Esponja Topsentia
cultivavel nigrocutis
G06 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 95 FJ202122 Coral Montastraea
Rhodobacteraceae faveolata
Alphaproteobacteria ndo 99 95 GQ204825 Coral Montipora
cultivavel hispida
Bactéria ndo cultivavel 99 95 EU236395 Esponja Haliclona
sp.
Alphaproteobacteria ndo 99 95 DQ811852 Sedimento de
cultivavel estudrio
co7 Alphaproteobacteria Bactéria ndo cultivavel 93 92 GQ163757 Esponjas Hyrtios
erectus e
Amphimedon sp.
Bactéria ndo cultivavel 99 90 EU491704 Crosta oceanica
G11 Gammaproteobacteria Gammaproteobacteria 98 95 Fl425615 Coral Montastrea

ndo cultivavel Faveolata
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Tabela C: Afiliagcdo filogenética das UTOs encontradas em P. variabilis, classificadas usando os bancos de dados RDP e Genbank
(Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Continuagdo.

uTo RDP Ncbi Con ID Acesso Origem
G10 Alphaproteobacteria: Alphaproteobacteria ndo 99 95 GQ204809 Coral Montipora
Rhodobacteraceae: cultivavel hispida
Oceanicola Alphaproteobacteria ndo 99 95 FN582322 Cavalo marinho
cultivavel Hippocampus
guttulatus
Alphaproteobacteria ndo 99 95 DQ200416 Coral Montastraea
cultivavel annularis
Alphaproteobacteria ndo 99 95 FJ752925 Polychaeta Nereis
cultivavel diversicolor
C06 Cyanobacteria Synechococcus sp. 99 98 DQ275599 Agua doce
GO03 Bacteroidetes: Bactéria ndo cultivavel 99 98 DQ416621 Coral Oculina
Flavobactériaceae: Actibacter patagonica
Bacteroidetes nao 99 98 GQ249488 Sedimento marinho
cultivavel
Bactéria ndo cultivavel 97 98 EF125443 Solo de estudrio
Bacteroidetes ndo 97 98 JN662233 Polychaeta Ridgeia
cultivavel piscesae
C05 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 98 98 DQ256654 Sedimento marinho
Rhodobacteraceae
Alphaproteobacteria ndo 98 98 DQ200539 Coral Montastraea
cultivavel Annularis
Bactéria ndo cultivavel 98 98 FJ203480 Coral Montastraea
faveolata
Bactéria ndo cultivavel 97 99 F1638616 Ascidia
Halocynthia roretzi
Alphaproteobacteria 97 99 AB330821 Agua marinha
Bactéria ndo cultivavel 97 99 FJ716872 Polychaeta
Arenicola marina
Go4 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 97 FJ809321 Corais Montipora
Rhodobacteraceae aequituberculata e
Acropora millepora
Proteobacteria ndo 99 97 GU056905 Solo de estudrio
cultivavel
Bactéria ndo cultivavel 99 97 FJ638616 Ascidia Halocynthia
roretzi
Alphaproteobacteria ndo 99 97 FJ912455 Estromatdlitos
cultivavel
D04 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 97 FR851493 Sedimento marinho
Rhodobacteraceae
Bactéria ndo cultivavel 99 97 FJ203299 Coral Montastraea

faveolata
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Tabela C: Afiliagcdo filogenética das UTOs encontradas em P. variabilis, classificadas usando os bancos de dados RDP e Genbank
(Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Continuagdo.

uTo RDP Ncbi Con ID Acesso Origem
A09 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 98 FJ809321 Corais Montipora
Rhodobacteraceae aequituberculata e
Acropora millepora
Bactéria ndo cultivavel 99 97 DQ256654 Sedimento marinho
Rhodobacteraceae nao 99 96 EU302871 Esponja Topsentia
cultivavel nigrocutis
Alphaproteobacteria ndo 99 96 EF123404 Coral Siderastrea
cultivavel siderea
E09 Alphaproteobacteria: Alphaproteobacteria ndo 99 99 AJ633990 Cephalopoda
Rhodobacteraceae: cultivavel Euprymna scolopes
Oceanicola Bactéria ndo cultivavel 99 99 FR851498 Sedimento marinho
Bactéria ndo cultivavel 98 97 FJ930391 Corais Porites
compressa e Porites
lobata
Alphaproteobacteria ndo 97 99 FJ752925 Polychaeta Nereis
cultivavel diversicolor
GO05 Alphaproteobacteria: Alphaproteobacteria ndo 99 97 FJ752925 Polychaeta Nereis
Rhodobacteraceae cultivavel diversicolor
Alphaproteobacteria ndo 99 97 DQ200607 Coral Montastraea
cultivavel annularis
Alphaproteobacteria ndo 99 97 FN582322 Cavalo marinho
cultivavel Hippocampus
guttulatus
Alphaproteobacteria ndo 99 97 DQ289933 Sedimento marinho
cultivavel
Bactéria ndo cultivavel 99 97 GU185225 Coral Pocillopora
damicornis e agua
marinha
Bactéria ndo cultivavel 99 97 JF835679 Coral Siderastrea
stellata
D05 Gammaproteobacteria : Bactéria ndo cultivavel 99 95 FJ545459 Sedimento marinho
Alteromonadaceae: Haliea
Bactéria marinha ndo 98 98 GU319231 Coral
cultivavel Acropora
eurystoma
Bactéria ndo cultivavel 94 99 F1425636 Coral Montastrea
faveolata
Gammaproteobacteria 94 99 FJ999568 Esponja Haliclona
simulans
EQ7 Alphaproteobacteria; Bactéria marinha ndo 99 94 HM100777 Esponja
Sphingomonadaceae cultivavel Hymeniacidon
flavia
Bactéria ndo cultivavel 99 94 FJ809148 CoralAcropora

millepora
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Tabela C: Afiliagdo filogenética das UTOs encontradas em P. variabilis, classificadas usando os bancos de dados RDP e Genbank
(Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Continuagdo.

uTo RDP Ncbi Con ID Acesso Origem
EO6 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 99 FJ952681 Coral Montastrea
Rhodobacteraceae: annularis
Silicibacter
Bactéria ndo cultivavel 99 99 FJ203405 Coral Montastraea
faveolata
Alphaproteobacteria 99 99 DQ107389 Coral
Fungia scutaria
Alphaproteobacteria ndo 99 99 AM930446 Echinoidea
cultivavel Tripneustes gratilla
Bactéria ndo cultivavel 99 99 GQ301324 Juvenis de
Acropora millepora
e A. tenuis
Rhodobacteraceae ndo 99 99 FJ403081 Coral Montastrea
cultivavel faveolata
co1 Alphaproteobacteria: Alphaproteobacteria ndo 99 97 FJ752925 Polychaeta Nereis
Rhodobacteraceae cultivavel diversicolor
Alphaproteobacteria ndo 99 97 DQ200606 Coral Montastraea
cultivavel Annularis
Alphaproteobacteria ndo 99 97 AJ633990 Cephalopoda
cultivavel Euprymna scolopes
Alphaproteobacteria ndo 99 97 FN582322 Cavalo marinho
cultivavel Hippocampus
guttulatus
Alphaproteobacteria ndo 99 97 DQ289933 Sedimento marinho
cultivavel
Bactéria ndo cultivavel 99 97 JF835679 Coral Siderastrea
stellata
G12 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 98 EU491581 Crosta oceénica
Hyphomicrobiaceae
Bactéria ndo cultivavel 96 99 EF125408 Sedimento de
estuario
Bactéria ndo cultivavel 96 99 EU488049 Bivalves Lucinisca
nassula e
Phacoides
pectinatus
Alphaproteobacteria ndo 99 96 EU246798 Coral Pocillopora
cultivavel meandrina
F10 Acidobactéria Bactéria ndo cultivavel 99 97 EU287102 Sedimento marinho
Cco2 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 98 FR851498 Sedimento marinho
Rhodobacteraceae
Alphaproteobacteria ndo 99 99 EF123331 Coral Siderastrea
cultivavel sidereal
Alphaproteobacteria ndo 98 99 AJ633990 Cephalopoda
cultivavel Euprymna scolopes
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Tabela C: Afiliagcao filogenética das UTOs encontradas em P. variabilis, classificadas usando os bancos de dados RDP e Genbank
(Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Continuagdo.

uTo RDP Ncbi Con ID Acesso Origem
H12 Actinobacteria:lamiaceae: Bactéria ndo cultivavel 99 96 AM911370 Coral
lamia Lophelia pertusa
Acidimicrobidaebacterium 99 96 IN596724 Esponjas
Xestospongia muta
e Xestospongia
testudinaria
Actinobacteria ndo 99 96 FJ529275 Esponja Svenzea
cultivavel zeai
Cl1 Alphaproteobacteria: Alphaproteobacteria ndo 99 99 DQ431901 Sedimento marinho
Hyphomicrobiaceae: cultivdvel
Filomicrobium Alphaproteobacteria ndo 99 97 EU350911 Esponja
cultivavel Haliclona simulans
Alphaproteobacteria ndo 98 99 DQ860065 Ascidia Cystodytes
cultivavel dellechiajei
Bactéria ndo cultivavel 98 99 FJ203575 Coral Montastraea
faveolata
Alphaproteobacteria ndo 99 94 EF414108 Esponja
cultivdvel Clathria prolifera
Bactéria marinha ndo 98 98 GU319318 coral
cultivavel Acropora
eurystoma
H11 Betaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 99 EU236274 Esponja Haliclona
Burkholderiaceae: Cupriavidus sp.
C10 Alphaproteobacteria: Alphaproteobacteria ndo 98 98 EF123383 Coral Siderastrea
Rhodobacteraceae: cultivavel sidereal
Roseovarius Mucus bacterium 99 99 AY654831 Coral Oculina
patagonica
Alphaproteobacteria ndo 98 98 EU246804 Coral Pocillopora
cultivavel meandrina
Bactéria ndo cultivavel 99 98 AY845242 Esponjas
A04 Alphaproteobacteria: Alphaproteobacteria ndo 97 99 EU350911 Esponja
Hyphomicrobiaceae: cultivavel Haliclona simulans
Filomicrobium Alphaproteobacteria ndo 99 98 DQ431901 Sedimento marinho
cultivavel
Alphaproteobacteria ndo 94 99 EF414108 Esponja Clathria
cultivavel prolifera
Alphaproteobacteria ndo 98 99 DQ860065 Ascidia Cystodytes
cultivavel dellechiajei
Bactéria ndo cultivavel 98 99 EF125408 Solo de estudrio
Bactéria ndo cultivavel 99 97 EU488049 Bivalves Lucinisca

nassula e
Phacoides
pectinatus
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Tabela C: Afiliagcdo filogenética das UTOs encontradas em P. variabilis, classificadas usando os bancos de dados RDP e Genbank
(Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Continuagdo.

uTo RDP Ncbi Con ID Acesso Origem
Ell Alphaproteobacteria: Alphaproteobacteria ndo 99 99 GU170797 Agua marinha
Rhodobacteraceae cultivavel
Alphaproteobacteria ndo 98 99 GQ204857 Coral Montipora
cultivavel Hispida
Gammaproteobacteria 98 99 JN106655 Coral Mussismilia
nao cultivavel sp.
Alphaproteobacteria 98 99 AB302367 Agua marinha
A03 Gammaproteobacteria: Gammaproteobacteria 98 99 GQ452899 Agua marinha
Alteromonadaceae: Haliea nao cultivavel
Bactéria ndo cultivavel 98 99 GU583975 Sedimento de
estudrio
E12 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 98 GQ301271 Juvenis de
Rhodobacteraceae Acropora millepora
e A. tenuis
Bactéria ndo cultivavel 99 98 FR851683 Sedimento marinho
Alphaproteobacteria ndo 97 99 EF123331 Coral Siderastrea
cultivavel siderea
Bactéria ndo cultivavel 97 99 FJ999598 Esponja Haliclona
simulans
Alphaproteobacteria ndo 97 99 AJ633990 Cephalopoda
cultivavel Euprymna scolopes
Bactéria ndo cultivavel 97 99 FJ809237 Corais Montipora

aequituberculata e
Acropora millepora

A02 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 99 FR851733 Sedimento marinho
Rhodobacteraceae
Bactéria ndo cultivavel 99 99 FJ203275 Coral Montastraea
faveolata
Bactéria ndo cultivavel 97 99 FJ999598 Esponja Haliclona
simulans
Alphaproteobacteria ndo 97 99 EU780367 Coral Turbinaria
cultivavel mesenterina
A01 Cyanobacteria Acaryochloris sp. 91 94 DQ917811 Coral Muricea
Elongata
Bactéria ndo cultivavel 94 94 DQ256642 Sedimento marinho
Cyanobacteria nao 94 94 AY701298 Esponjas Aplysina
cultivavel aerophoba e
Theonella
swinhoei
Candidatus Acaryochloris 89 94 JF506202 Ascidias Ascidias
bahamiensis Trididemnum spp. e

Lisoclinum spp.
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Tabela C: Afiliagcdo filogenética das UTOs encontradas em P. variabilis, classificadas usando os bancos de dados RDP e Genbank
(Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Continuagdo.

uTO RDP Ncbi Con ID Acesso Origem
F12 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 89 94 AY654839 Coral Oculina
Rhodobacteraceae patagonica
Bactéria ndo cultivavel 89 94 JN694832 Coral Porites
astreoides
Bactéria ndo cultivavel 89 94 HE574880 Cephalopoda
Euprymna scolopes
Bactéria ndo cultivavel 89 94 EU183950 Esponja
Rhopaloeides
odorabile
Bactéria ndo cultivavel 89 94 FJ202353 Coral Montastrea
faveolata
Alphaproteobacteria ndo 89 94 EF123384 Coral Siderastrea
cultivavel sidereal
Bactéria ndo cultivavel 99 97 HM768360 Gorgbnia Gorgonia
ventalina
E10 Alphaproteobacteria: Alphaproteobacteria ndo 99 97 EF123331 Coral Siderastrea
Rhodobacteraceae cultivavel siderea
Alphaproteobacteria ndo 99 97 AJ633989 Cephalopoda
cultivavel Euprymna scolopes
Bactéria ndo cultivavel 99 97 EU488073 Bivalves Lucinisca
nassula e
Phacoides
pectinatus
Bactéria ndo cultivavel 99 97 FJ809235 Corais Montipora

aequituberculata e
Acropora millepora

Bactéria ndo cultivavel 99 97 DQ256624 Sedimento marinho
Alphaproteobacterium 97 99 NR_041598 Agua marinha
Bactéria ndo cultivavel 97 99 GU174648 Coral Acropora
tenuis
Bactéria ndo cultivavel 97 99 GQ301455 Juvenis de
Acropora millepora
e A. tenuis
AO6 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 98 DQ416574 Coral Oculina
Rhodobacteraceae patagonica
Phaeobacter sp. 99 98 HM545911 Agua marinha
Bactéria ndo cultivavel 99 98 HE574911 Cephalopoda
Euprymna scolopes
Bactéria ndo cultivavel 99 98 EF123384 Coral Siderastrea
siderea
Alphaproteobacteria ndo 99 98 HM593567 Esponja Terpios
cultivavel hoshinota

BO8 TM7_genera_incertae_sedis TM7 ndo cultivavel 99 98 JN596599 Esponjas
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Tabela C: Afiliagcdo filogenética das UTOs encontradas em P. variabilis, classificadas usando os bancos de dados RDP e Genbank
(Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Continuagdo.

uTO RDP Ncbi Con ID Acesso Origem
A05 Cyanobacteria Acaryochloris sp. Nao 93 95 FJ216171 Coral Siderastrea
cultvavel stellata
Acaryochloris sp. 98 91 DQ917811 Coral Muricea
elongata
F11 Alphaproteobacteria Bactéria ndo cultivavel 95 99 EF206845 Coral Oculina
patagonica
Bactéria ndo cultivavel 99 94 GQ301502 Juvenis de
Acropora millepora
e A. tenuis
Bactéria ndo cultivavel 96 99 FJ203466 Coral Montastraea
faveolata
Bactéria ndo cultivavel 96 99 EU236327 Esponja
Tethya californiana
Bactéria ndo cultivavel 96 99 AY942756 Epsonja
Cymbastela
concentrica
Alphaproteobacteria ndo 99 93 F1425641 Coral Montastrea
cultivavel faveolata
co3 Alphaproteobacteria Alphaproteobacteria ndo 99 93 EF629610 Esponja Ircinia
cultivavel Strobilina
Alphaproteobacteria ndo 99 93 DQ289935 Sedimento marinho
cultivavel
co4 Alphaproteobacteria: Alphaproteobacteria ndo 99 99 EF123383 Coral Siderastrea
Rhodobacteraceae: cultivavel siderea
Roseovarius Bactéria ndo cultivavel 99 99 FJ203288 Coral Montastraea
faveolata
Bactéria ndo cultivavel 99 99 AY654831 Coral Oculina
Patagonica
FO5 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 96 GQ301319 Juvenis de
Rhodobacteraceae Acropora millepora
e A. tenuis
Bactéria ndo cultivavel 100 98 FJ809237 Corais Montipora

aequituberculata e
Acropora millepora

FO4 Cyanobacteria Cyanobacteria 99 98 AB546731 Dinoflagelado
Epithemia sorex
Rhopalodia gibba 99 98 AJ582391 Dinoflagelado
Rhopalodia gibba
Cyanobacteria 100 97 DQ289927 Sedimento marinho
HO7 Alphaproteobacteria Bactéria n3o cultivavel 100 97 FJ202967 Coral Montastraea

faveolata
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Tabela C: Afiliagcdo filogenética das UTOs encontradas em P. variabilis, classificadas usando os bancos de dados RDP e Genbank
(Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Conclusdo.

uTO RDP Ncbi Con ID Acesso Origem
HO4 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 100 97 AY654839 Coral Oculina
Rhodobacteraceae patagonica
Bactéria ndo cultivavel 99 99 JN694832 Coral Porites
astreoides
Alphaproteobacteria ndo 99 97 EF123383 Coral Siderastrea
cultivavel siderea
HO02 Gammaproteobacteria Bactéria ndo cultivavel 99 97 GU056898 Sedimento de
estudrio
HO1 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 100 98 F1644602 Agua marinha
Rhodobacteraceae
Bactéria ndo cultivavel 97 98 FJ809237 Corais Montipora

aequituberculata e
Acropora millepora

Al10 Gammaproteobacteria Bactéria ndo cultivavel 99 91 EU491369 Crosta oceanica
Coxiella sp. 97 91 EF092211 Esponja Axinella
N3o cultivavel corrugata
D01 Alphaproteobacteria: Marine bacterium 99 98 HM100760 Esponja
Rhodobacteraceae: Loktanella Hymeniacidon
flavia
Ruegeria sp. 99 98 HQ439525 Larvas de
Pocillopora
damicornis
Loktanella sp. 99 98 JN885197 Agua marinha
Loktanellakoreensis 99 98 NR_043741 Sedimento marinho
F09 Gammaproteobacteria Bactéria ndo cultivavel 99 98 EU236421 Esponja Haliclona
sp.
Cco9 Alphaproteobacteria: Alphaproteobacteria ndo 99 99 EF123405 Coral Siderastrea
Rhodobacteraceae: cultivavel siderea
Silicibacter Ruegeria sp. 99 99 DQ917819 Coral Muricea
ndo cutivavel elongata
Bacterium slcb31 99 99 DQ416551 Coral Oculina

patagonica
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Tabela D: Afiliacdo filogenética das UTOs encontradas na agua do mar, classificadas usando os bancos de dados
RDP e Genbank (Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %).Continua.

uTO RDP Ncbi con ID Acesso Origem
BO1 Alphaproteobacteria: Alphaproteobacteria nao 99 99 HMO057762 Agua marinha
Rhodobacteraceae: cultivavel
Roseovarius
Flavobacteriia ndo 99 99 AM279180 Agua marinha
cultivavel
coa Alphaproteobacteria: Alphaproteobacteria ndo 99 99 HMO057623 Agua marinha
Rhodobacteraceae cultivavel
Roseobacter sp. ndo 99 99 EF092182 Esponja Axinella
cultivavel corrugata
D07 Alphaproteobacteria: Alphaproteobacteria ndo 99 99 HMO057810 Sedimento marinho
Rhodobacteraceae: cultivavel
Roseovarius
co7 Alphaproteobacteria: Alphaproteobacteria ndo 99 98 EF123421 Coral Siderastrea
Rhodobacteraceae cultivavel siderea
Bactéria ndo cultivavel 99 98 FJ203135 Coral Montastraea
faveolata
Rhodobacteraceae nao 99 98 HQ270257 Esponjas
cultivavel Xestospongia muta
e Xestospongia
testudinaria
Rhodobacteraceae ndo 98 98 FM958454 Cavalo marinho
cultivavel Hippocampus
guttulatus
Bactéria n3o cultivavel 99 100 EF574744 Agua marinha
BO3 Alphaproteobacteria: Alphaproteobacteria ndo 99 100 HMO057811 Agua marinha
Rhodobacteraceae cultivavel
F02 Bacteroidetes: Bactéria ndo cultivavel 99 98 EF573224 Agua marinha
Flavobactériaceae
co6 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 98 EU804497 Agua marinha
Rhodobacteraceae
FO7 Alphaproteobacteria: Alphaproteobacteria ndo 99 99 HMO057762 Agua marinha
Rhodobacteraceae cultivavel
EO8 Cyanobacteria Bactéria ndo cultivavel 99 99 EF575287 Agua marinha
FO8 Alphaproteobacteria: Alphaproteobacteria ndo 99 99 GQ245891 Agua marinha

Rhodobacteraceae

cultivavel
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Tabela D: Afiliagdo filogenética das UTOs encontradas na dgua do mar, classificadas usando os bancos de dados RDP e Genbank
(Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %).Continuagdo.

uTO RDP Ncbi Con ID Acesso Origem
D08 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 99 EF572282 Agua marinha
Rickettsiales: Pelagibacter
FO5 Alphaproteobacteria: Alphaproteobacteria nao 99 99 HMO057762 Agua marinha
Rhodobacteraceae cultivavel
B06 Bacteroidetes Bactéria ndo cultivavel 99 99 EF572305 Agua marinha
FO6 Alphaproteobacteria: Marinovum sp. ndo 99 99 FJ745005 Agua marinha
Rhodobacteraceae: cultivavel
Roseovarius
co1 Alphaproteobacteria: Ruegeria sp. ndo cultivavel 99 100 AY712383 Salt marsh
Rhodobacteraceae:
Roseovarius
A07 Cyanobacteria Cyanobium sp. 99 93 AY172837 Agua marinha
A06 Flavobactéria: Flavobacteriia ndo 99 94 HMO057688 Agua marinha
Flavobactériaceae cultivavel
A08 Alphaproteobacteria: Alphaproteobacteria ndo 99 94 HMO057709 Agua marinha
Rhodobacteraceae: cultivavel
Roseovarius
D05 Alphaproteobacteria: Alphaproteobacteria ndo 99 98 AJ633989 Cephalopoda
Rhodobacteraceae cultivavel Euprymna scolopes
Bactéria ndo cultivavel 98 99 FJ203299 coral Montastraea
faveolata
Tateyamaria omphalii 96 99 NR_041255 Bivalve Omphalius
pfeifferi pfeifferi
Bactéria marinha 96 AJ002565 Agua marinha
A09 Alphaproteobacteria: AplhaProteobacteria ndo 99 99 HMO057810 Agua marinha
Rhodobacteraceae cultivavel
D06 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 97 FJ930437 Coralis Porites
Rhodospirillaceae compressa and
Porites lobata
Bactéria marinha ndo 99 97 HM117570 Agua marinha
cultivavel
Synechococcus sp. 99 99 AY172825 Agua marinha
Cianobacterium sp. 99 99 JN596596 Esponjas

Xestospongia muta
e X. testudinaria
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Tabela D: Afiliagdo filogenética das UTOs encontradas na dgua do mar, classificadas usando os bancos de dados RDP e Genbank
(Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %).Continuagdo.

uTO RDP Ncbi Con ID Acesso Origem
co8 Alphaproteobacteria: Pelagicola litoralis 99 98 NR_044158 Agua marinha
Rhodobacteraceae
A03 Alphaproteobacteria: Ruegeria sp. ndo cultivavel AB294982 Aguas termais
Rhodobacteraceae: oceanicas
Roseovarius
D03 Alphaproteobacteria: Rhodobacteraceae nao 99 97 Fl461471 Agua marinha
Rhodobacteraceae cultivavel
Bactéria marinha ndo 99 97 EU268233 Gastropoda
cultivavel Nassarius
semiplicatus
Roseobacter sp. 95 99 EU907924 Dinoflagelado
A04 Alphaproteobacteria: Alphaproteobacteria ndo 99 99 GQ348049 Branquias de
Rickettsiales:Pelagibacter cultivavel bivalves de zona
oceanica profunda
D04 Alphaproteobacteria: Bactéria marinha ndo FJ826206 Agua marinha
Rhodospirillaceae cultivavel
A05 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 99 GU119325 Varias espécies de
Rhodobacteraceae corais do caribe
B02 Alphaproteobacteria: Rhodobacteraceae ndo 99 99 DQ234107 Sedimento de
Rhodobacteraceae cultivavel estudrio
Rhodobacteraceae ndo 99 99 FN582320 Cavalo marinho
cultivavel Hippocampus
guttulatus
Alphaproteobacteria ndo 98 98 HMO057811 Agua marinha
cultivavel
D10 Flavobactéria: Bacteroidetes ndo 99 95 GQ348753 Branquias de
Flavobactériaceae cultivavel bivalves de zona
oceanica profunda
Flavobacteriia nao AM279180 Agua marinha
cultivavel
Cco5 Alphaproteobacteria: Rhodobacteraceae nado 99 99 DQ234106 Agua de estuario
Rhodobacteraceae: cultivdvel
Roseovarius
G09 Gammaproteobacteria: Vibrionaceae 99 98 GQ391997 Octocoral
Vibrionaceae: Enterovibrio Pseudopterogorgia
americana
Vibrionaceae 99 98 DQO05883 Ourigo-do-mar
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Tabela D: Afiliagdo filogenética das UTOs encontradas na dgua do mar, classificadas usando os bancos de dados RDP e Genbank
(Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %).Continuagdo.

uTO RDP Ncbi Con ID Acesso Origem
G08 Cyanobacteria Synechococcus sp. 9 99 AY664232 Agua marinha
Cyanobacterium 99 99 HMO057799 Agua marinha
B08 Gammaproteobacteria: Bactéria marinha ndo 99 96 EU010181 Agua marinha
Alteromonadaceae cultivavel
B05 Cyanobacteria:Bacillariophyta Cyanobacterium 99 96 GQ347794 Branquias de
bivalves de zona
oceanica profunda
E09 Alphaproteobacteria: Rhodobacteraceae ndo 99 99 DQ234106 Agua de estudrio
Rhodobacteraceae: cultivavel
Roseovarius
EQ7 Alphaproteobacteria: Alphaproteobacteria ndo 99 99 HMO057814 Agua marinha
Rhodobacteraceae cultivavel
Roseobacter sp. EF092182 Esponja Axinella
corrugata
B07 Alphaproteobacteria: Roseovarius pacificus 99 96 NR_043564 Sedimento marinho
Rhodobacteraceae:
Jannaschia Roseovarius sp. 99 96 FJ999566 Esponja Haliclona
simulans
EO6 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 99 EF572977 Agua marinha
Rickettsiales:Pelagibacter
co3 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 99 FJ809133 Corais Montipora
Rhodobacteraceae: aequituberculata e
Roseovarius Acropora millepora
EO5 Alphaproteobacteria: Ruegeria sp. AB294982 Aguas termais
Rhodobacteraceae oceanicas
D01 Alphaproteobacteria: Rhodobacteraceae ndo 98 99 DQ234107 Agua de estudrio
Rhodobacteraceae cultivavel
H10 Alphaproteobacteria: Alphaproteobacteria ndo 99 99 HMO057762 Agua marinha
Rhodobacteraceae cultivavel
Rhodobacteraceae nao DQ234106 Agua de estuario
cultivavel
Roseobacter sp. EF092182 Esponja Axinella
corrugata
EO04 Flavobactéria: Flavobacteriia ndo 99 98 AM279165 Agua

Flavobactériaceae

cultivavel

Marinha
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Tabela D: Afiliagdo filogenética das UTOs encontradas na dgua do mar, classificadas usando os bancos de dados RDP e Genbank
(Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %).Continuagdo.

uTo RDP Ncbi con ID Acesso Origem
F09 Alphaproteobacteria: Alphaproteobacteria ndo 99 96 AJ633989 Cephalopoda
Rhodobacteraceae cultivavel Euprymna scolopes
H11 Alphaproteobacteria: Rhodobacteraceae ndo 99 99 EU010163 Agua de estudrio
Rhodobacteraceae: cultivavel
Roseovarius
B09 Bacteroidetes Bactéria ndo cultivavel 99 99 HMO023426 Agua marinha
D02 Bacteroidetes Bactéria marinha ndo 99 99 JN166135 Agua marinha
cultivavel
EO3 Alphaproteobacteria:Rhodoba Ruegeria sp. 99 99 AB294982 Aguas termais
cteraceae: Roseovarius oceanicas
E02 Alphaproteobacteria: Rhodobacteraceae ndo 99 99 DQ234106 Agua de estudrio
Rhodobacteraceae: cultivavel
Roseovarius
Alphaproteobacteria ndo 99 98 HM057623 Agua marinha
cultivavel
97E10 Alphaproteobacteria: Bactéria marinha ndo 97 99 EU010128 Agua marinha
Rhodobacteraceae: cultivavel
Roseovarius
Al12 Alphaproteobacteria: Rhodobacteraceae ndo 97 99 DQ234107 Agua de estudrio
Rhodobacteraceae cultivavel
HO2 Alphaproteobacteria: Alphaproteobacteria ndo 99 96 EF123331 Coral Siderastrea
Rhodobacteraceae cultivavel siderea
Rhodobacterales ndo 99 96 HM798724 Agua marinha
cultivavel
HO3 Gammaproteobacteria: Gammaproteobacteria 99 93 EF061962 Sedimento de
Alteromonadaceae ndo cultivavel estudrio
HO4 Alphaproteobacteria: Alphaproteobacteria ndo 97 99 HMO057810 Agua marinha
Rhodobacteraceae: cultivavel
Roseovarius
Al10 Gammaproteobacteria: micro-organismo marinho 99 99 EU188196 Agua marinha
Alteromonadaceae: ndo cultivavel
Alteromonas
HO5 Alphaproteobacteria: Bactéria marinha ndo 99 99 EU010128 Agua marinha
Rhodobacteraceae: cultivdvel
Roseovarius
F10 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 92 GU981817 Esponja de estudrio

Rhodobacteraceae
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Tabela D: Afiliagdo filogenética das UTOs encontradas na dgua do mar, classificadas usando os bancos de dados RDP e Genbank
(Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %).Continuagdo.

uTO RDP Ncbi con ID Acesso Origem
HO8 Alphaproteobacteria: Bactéria marinha ndo 99 98 EU010128 Agua marinha
Rhodobacteraceae: cultivavel
Roseovarius
Alphaproteobacteria: Rhodobacteraceae nao 99 99 DQ234106 Agua de estuario
G12 Rhodobacteraceae: cultivavel
Roseovarius
G11 Alphaproteobacteria: Rhodobacter sp. 99 96 FJ997595 Agua marinha
Rhodobacteraceae:
Jannaschia Jannaschia pohangensis 99 96 NR_043910 Sedimento marinho
H12 Alphaproteobacteria: Bactéria marinha ndo 99 98 EU010128 Agua marinha
Rhodobacteraceae: cultivavel
Roseovarius
F11 Alphaproteobacteria: Rhodobacteraceae nado 99 99 DQ234107 Agua de estuario
Rhodobacteraceae: cultivavel
Roseovarius
HO09 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 92 94 EF573683 Agua marinha
Rhodobacteraceae
Roseobacter sp. 98 77 EF092182 Esponja Axinella
corrugata
F12 Alphaproteobacteria: Ruegeria sp. 99 99 AB294982 Aguas termais
Rhodobacteraceae: oceanicas
Roseovarius
HO7 Cyanobacteria Bactéria ndo cultivavel 99 99 GU119491 Varias espécies de
corais do caribe
GO05 Alphaproteobacteria: Pelagibaca sp. 99 99 FJ745173 Agua marinha
Rhodobacteraceae
G04 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 97 GU981846 Esponja de estuario
Rhodobacteraceae
Marinovum sp. 99 97 FJ745134 Agua marinha
G06 Alphaproteobacteria: Rhodobacteraceae ndo 99 99 DQ234107
Rhodobacteraceae cultivavel Agua de estuario
HO1 Alphaproteobacteria: Bactéria marinha ndo 99 99 JN233641 Agua marinha
Rickettsiales: Pelagibacter cultivavel
All Alphaproteobacteria: Bactéria marinha ndo 97 99 EU010163 Agua marinha
Rhodobacteraceae: cultivdvel
Roseovarius
D12 Alphaproteobacteria: Jannaschia pohangensis 99 99 NR_043910 Sedimento marinho
Rhodobacteraceae:
Jannaschia Roseovarius pacificus 99 99 NR_043564 Sedimento marinho
profundo
Roseovarius sp. 97 99 EU742628 Agua marinha

profunda
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Tabela D: Afiliagdo filogenética das UTOs encontradas na dgua do mar, classificadas usando os bancos de dados RDP e Genbank
(Blastn). Con: Confianga (em %), ID: Identidade (em %). Conclusdo.

uTO RDP Ncbi con ID Acesso Origem
D11 Alphaproteobacteria: Rhodobacteraceae 97 99 EU697081 Sedimento de
Rhodobacteraceae bacterium estuario
Rhodobacteraceae ndo 97 99 FJ403088 Coral Montastrea
cultivavel faveolata
FO4 Alphaproteobacteria: Roseobacter sp. 99 99 EF092182 Esponja Axinella
Rhodobacteraceae: corrugata
Roseovarius
FO3 Alphaproteobacteria: Rhodobacteraceae ndo 99 99 DQ234107 Agua de estudrio
Rhodobacteraceae: cultivavel
Roseovarius
GO01 Bacteroidetes Bactéria ndo cultivavel 94 97 HM572105 Agua marinha
Bactéria ndo cultivavel 99 92 EU369119 Ostras
GO03 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 95 GU981847 Esponja de estudrio
Rhodobacteraceae
Bactéria ndo cultivavel 99 95 AY654754 Coral Oculina
patagonica
G02 Alphaproteobacteria: Alphaproteobacteria ndo 99 97 EU780331 Coral Turbinaria
Rhodobacteraceae: cultivavel mesenterina
Roseovarius
Rhodobacteraceae ndo 99 97 FJ403086 Coral Montastre
cultivavel faveolata
Alphaproteobacteria ndo 99 97 EF123421 Coral Siderastrea
cultivavel siderea
Rhodobacteraceae nado 99 97 HQ270275 Esponjas
cultivavel Xestospongia muta
and Xestospongia
testudinaria
Rhodobacterales ndao 99 97 EF215745 Agua marinha
cultivavel
E12 Bacteroidetes: Bactéria ndo cultivavel 99 97 EF573037 Agua marinha
Flavobactériaceae
E11 Cyanobacteria Cyanobacteria ndo 99 100 HMO057705 Agua marinha
cultivavel
C10 Alphaproteobacteria: Bactéria marinha ndo 99 99 EU010128 Agua marinha
Rhodobacteraceae cultivavel
B11 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 99 HM023362 Agua marinha
Rhodobacteraceae
B10 Alphaproteobacteria: Roseobacter sp. 97 99 EF092182 Esponja Axinella
Rhodobacteraceae: corrugata
Roseovarius
C11 Alphaproteobacteria: SAR11 cluster 99 99 IN547477 Agua marinha
Rickettsiales: Pelagibacter Alphaproteobacterium
C12 Alphaproteobacteria: Bactéria ndo cultivavel 99 97 FJ203462 Coral Montastraea

Rhodobacteraceae: Loktanella

faveolata
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