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RESUMO

As comunidades de recifes de corais sdo ecossistemas de extrema relevancia em termos de
recursos biologicos, apresentando grande diversidade e importancia para o equilibrio dos
ambientes marinhos. A espécie coralinea Siderastrea stellata ¢ endémica do Brasil, sendo
comumente encontrada desde os estados do Maranhdo até o Rio de Janeiro. Assim como as
outras comunidades de corais, S.stellata tem sofrido perdas significativas devido a agéo
combinada de fatores naturais e antropogénicos, como o aparecimento de doencas, que podem
estar sendo ocasionadas por bactérias. Os microrganismos pertencentes ao género Vibrio sdo
patdgenos oportunistas, proeminentes como causadores de doencas nos corais. Altas
temperaturas podem levar a proliferacdo desses individuos, além de induzir fatores de
viruléncia relacionados a motilidade, degradacdo dos tecidos do hospedeiro, secrecdo de
enzimas e resisténcia a antimicrobianos. Diante disso, 0 objetivo da pesquisa foi verificar e
comparar abundancia de espécies de vibrio em amostras de agua, e coral Siderastrea stellata
branqueado e saudavel, no recife de arenito entremarés situado na praia do Meireles, litoral de
Fortaleza-CE. Foi utilizado o meio seletivo TCBS para quantificacdo e isolamento das cepas
suspeitas de Vibrio, sendo também submetidas a técnica de coloracdo de Gram e identificacdo
genotipica. Em geral, a temperatura e a salinidade ndo apresentaram variagdo nos meses
amostrados. A densidade dos microrganismos estudados foi significativamente maior no
periodo de estiagem em todas as amostras, sendo mais abundante na dgua, quando comparada
as amostras de corais. Na estacao seca, 0 corais saudaveis apresentaram maior abundancia de
vibrios em comparacdo com os afetados, j& na estacdo chuvosa, a contagem de corais
branqueados foi mais elevada. Por meio de técnicas moleculares, o género Vibrio foi
confirmado em todas as amostras. A espécie Vibrio parahaemolyticus foi identificada em uma
cepa de coral saudavel, e Vibrio coralliilyticus ndo foi detectado nas estirpes. Portanto, ndo

foram identificadas espécies relatadas na literatura como patégenas de corais.

Palavras-chave: Género Vibrio. Vibrio coralliilyticus. patogenos.



ABSTRACT

Coral reef communities are extremely important ecosystems in terms of biological resources,
presenting great diversity and importance for the balance of marine environments. The coral
species Siderastrea stellata is endemic to Brazil and is commonly found from Maranhé&o to Rio
de Janeiro. Like other communities, this species has suffered significant losses due to the
combined action of natural and anthropogenic factors, such as the appearance of diseases, which
may be caused by bacteria. Bacteria of the genus Vibrio are opportunistic pathogens, prominent
as causing disease in corals. High temperatures can lead to the proliferation of these bacteria,
in addition to inducing virulence factors related to motility, degradation of host tissues,
secretion of enzymes and resistance to antimicrobials. Therefore, the objective of the research
was to verify and compare the abundance of vibrio in water samples, and the whitened and
healthy coral Siderastrea stellata, in the intertidal sandstone reef located at Meireles beach,
coast of Fortaleza-CE. The TCBS selective medium was used to quantify and isolate suspicious
Vibrio strains, and were also subjected to the gram staining technique and genotypic
identification. In general, temperature and salinity did not change in the sampled months. The
density of Vibrio ssp. was significantly higher in the dry season in all samples, being more
abundant in water compared to coral samples. Bleached corals showed higher Vibrios density
in the rainy season and healthy corals in the dry season. The Vibrio genus was confirmed in all
samples using molecular techniques, and potentially pathogenic coral species were not
identified.

Keywords: Genus Vibrio. Vibrio coralliilyticus. pathogens.
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1 INTRODUCAO

Os recifes de corais sdo estruturas rochosas resistentes a acdo mecanica das correntes
marinhas. Nessas estruturas sdo encontrados organismos de origem animal e vegetal que possuem
esqueleto calcario (CASTRO; HUBER, 2012). Sdo ecossistemas de extrema relevancia em
termos de recursos biologicos, apresentando grande diversidade de organismos, como: peixes,
moluscos, crustaceos, entre outros (VILLACA, 2009).

Os corais dispdem de uma complexa assembleia simbidtica formada por pélipos,
algas unicelulares e microrganismos (KREDIET et al., 2013). A relacdo simbidtica mais comum
é entre as zooxantelas e os corais. As zooxantelas, residem dentro das células especializadas de
polipos contribuindo na nutricdo dos corais por meio dos pigmentos fotossintéticos, ja os corais
garantem abrigo a estes microrganismos unicelulares. Quando expostos a estresse de temperatura
e irradiacdo solar, os corais ejetam as zooxantelas, resultando na descoloracéo do tecido, o que
pode torna-los susceptiveis a desnutricdo, doencas e infecgdes (CASTRO; HUBER, 2012).

Os corais escleractineos possuem estreita relagdo com uma gama de bactérias que
estdo presentes no muco, esqueleto e tecidos desses organismos. Sendo a microbiota um
importante agente na manutencdo de mecanismos gque beneficiam o coral, como a fotossintese,
fixacdo de nitrogénio, digestdo de macromoléculas e a prevencdo de enfermidades. Por outro
lado, alguns microrganismos podem causar sindromes e doencas sob condi¢des estressantes do
ambiente (ROSENBERG et al., 2007). Uma delas € o branqueamento, que pode estar relacionada
com a infeccdo por bactérias do género Vibrio (MUNN, 2015).

Dentre as espécies desse género, destaca-se Vibrio coralliilyticus como um
importante agente etiologico de doencas nos corais. Sendo relacionado a patogenia da especie de
Pocillopora damicornis (BEN-HAIM; ROSENBERG, 2002; BEN-HAIM et al., 2003).
Acredita-se que a espécie seja uma das causas do branqueamento. Foi demonstrado,
experimentalmente, que a infeccdo por V. coralliilyticus causa uma diminuic¢éo na densidade das
zooxantelas simbioticas e do contetdo de clorofila, além disso, ocasionam eventos liticos que
levam a morte do hospedeiro, sendo a infeccéo e a regulacdo de um grande nimero de fatores de
viruléncia, dependentes de altas temperaturas (KIMES et al., 2012; VIDAL-DUPIO et al., 2011,
ZHOU et al., 2019).

Nesse contexto, considerando os impactos das mudancas climaticas, 0 aumento da
temperatura da superficie do mar (TSM) é o efeito mais imediato, podendo promover a
proliferacdo e surtos de doengas em organismos marinhos relacionados a patégenos oportunistas
(VEZZULLI et al., 2012).
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Segundo Cheng e colaboradores (2020), o ano de 2019 foi o ano recorde de
temperatura média dos oceanos ja registrada. A anomalia de calor do oceano foi de 288 Zetta
Joules, acima da média dos valores obtidos entre os anos de 1981 e 2010. Além disso, segundo
0 Relatorio Especial Sobre o Oceano e a Criosfera em uma Mudanca Climética do IPCC (Painel
Intergovernamental sobre Mudancas Climéticas) os oceanos ja absorveram mais de 90% do calor
gerado pelo aquecimento do planeta. De acordo com as projecdes climaticas deste relatério, o
oceano continuara a aquecer ao longo do século XXI, e no final de 2100 a superficie oceanica
absorvera entre duas e quatro vezes mais calor se o aguecimento global estiver limitado a 2°C e
até sete vezes mais, considerando cenérios de altas emissdes. (ABRAM et al., 2019).

Portanto, devido as mudancas climaticas globais, 0 aumento da degradacao dos corais
e considerando que os vibrios sdo patdgenos oportunistas capazes de atacar o sistema de defesa
e causar doencas nos corais sob condi¢des de estresse ambiental, essa pesquisa se justifica por
meio da andlise da diversidade de espécies do género Vibrio em uma espécie de coral
(Siderastrea stellata), presente na costa do Ceara, que vem sofrendo com eventos de
branqueamento. Obtendo uma compreensdo mais profunda dos motivos subjacentes a origem
deste fendmeno e as acGes que devem ser tomadas para prevenir, controlar ou reduzir seus

impactos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar a abundéncia e a presenca de membros do género Vibrio na dgua e na
microbiota do coral Siderastrea stellata, branqueado e saudavel, presente em um recife de arenito

situado na praia do Meireles, faixa litoranea da cidade de Fortaleza, estado do Ceara.

2.2 Objetivos Especificos

I.  Comparar a diversidade do género Vibrio na agua, no tecido de corais saudaveis e
branqueados.
Il.  Comparar a diversidade do género Vibrio mostrado em periodos de estio e chuva.
I1l.  Identificar as espécies isoladas nas amostras por meio de genotipagem.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Ecossistemas Recifais

Os recifes de corais sdo estruturas rochosas constituidas por carbonato de célcio
(CaCO3) que apresentam grande diversidade de organismos marinhos, dentre os quais destacam-
se as comunidades de corais bioconstrutores que apresentam papel fundamental na formacéo
desses ambientes (SHEPPARD et al., 2018).

Esses organismos sdo cnidarios, pertencentes principalmente ao grupo dos
escleractineos (classe Anthozoa) e dos hidrocorais (classe Hydrozoa) (HICKMAN JR. et al.,
2016). Predominam em regides tropicais e subtropicais, onde a temperatura média anual oceanica
seja igual ou superior a 20°C (CASTRO; ZILBERBERG, 2016). E suportam temperaturas que
variam em torno de 30° a 35°C, dependendo da regido geogréafica (CASTRO; HUBER, 2012).

Uma das principais caracteristicas desses corais € a presenca das zooxantelas, as
quais sao algas unicelulares que estdo inseridas em seus tecidos e contribuem na nutricdo e
producdo de carbonato de célcio (MARANGONI et al., 2016). Nessa associacao de simbiose,
enquanto o coral fornece gas carbdnico e produtos inorganicos para as algas, estas, garantem 0s
produtos provenientes da fotossintese, como também intensificam a taxa de calcificacdo dos
corais, auxiliando na formacéo dos recifes. Os demais corais que ndo possuem zooxantelas sao
denominados de azooxantelados e ndo formam recifes (MARANGONI et al., 2016; VILLACA,
2009).

A maior diversidade de espécies de corais estdo presentes em aguas rasas, pois
necessitam de luz solar para sobreviver, visando aproveitar a fotossintese das zooxantelas
(SHEPPARD et al., 2018). Além disso, outros fatores cruciais para a sobrevivéncia desses
animais sdo a temperatura, a quantidade de sedimento e a salinidade. As aguas turvas,
comumente, impedem a penetragéo de luz e os sedimentos podem dificultar a fixa¢do de novas
larvas para determinadas espécies. Ademais, muitos corais sdo sensiveis a reducdo da salinidade
(CASTRO; HUBER, 2012).

Quando exposto a estresse de temperatura e irradiacdo solar, o coral expele grandes
quantidades de muco visando proteger-se da insolagdo, como também, o organismo pode sofrer
com o evento de branqueamento, causado pela ejecdo da zooxantela, tornando-se suscetivel a
desnutricdo, doencas e infeccBes. Apds esse evento, o coral é capaz de se recuperar, contanto que

as condi¢des ambientais (como a temperatura) se normalizem. No caso de eventos sucessivos de
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branqueamento ou estresse cronico os corais ficam suscetiveis a ter uma alta taxa de mortalidade
(HUGHES et al., 2018; LEAO; KIKUCHI; OLIVEIRA, 2008; LEAO et al., 2016).

Os ambientes recifais apresentam grande diversidade biologica e importancia para o
equilibrio ambiental das zonas costeiras e oceanos, como também, trazem beneficios sociais,
econdmicos e culturais para a sociedade. Estes ambientes equivalem as florestas tropicais
terrestres e apresentam uma elevada biomassa e produtividade priméria, abrigando cerca de 25%
do total das espécies marinhas (ADEY, 2000).

Sendo assim, engloba alta diversidade genética, riqueza e abundancia de organismos,
fornecendo alimentos e contribuindo para uma teia alimentar bastante complexa, incluindo seres
humanos que usufruem da pesca. Estima-se que mais de 500 milhdes de habitantes de regides
costeiras tropicais fazem uso dos servicos ambientais que os recifes proporcionam (HUGHES et
al., 2018). Além disso, os recifes funcionam como barreira natural contra a erosdao em
consequéncia do elevado hidrodinamismo, e oferecem um alto potencial nas pesquisas de novos
produtos biotecnologicos e farmacéuticos (VILLACA, 2009).

Por serem ambientes Unicos e que necessitam de condi¢cBes ambientais especificas,
os recifes sofrem bastante com a degradacdo por fatores naturais (por exemplo, tsunamis) e
principalmente antrépicos. Estima-se que 19% do total dos recifes j& foram perdidos em todo o
planeta e que nos proximos 10 a 40 anos, cerca de 35% possam estar em situacao critica, e até o
final do século, cerca de 80% (HUGHES et al., 2018; WILKINSON, 2008).

Os impactos negativos das acOes antropicas, cada vez mais, refletem na saude dos
ambientes recifais. A queima de combustiveis fosseis e o desmatamento aumentam as
concentracdes de gases do efeito estufa, intensificando o fendmeno do aquecimento global, as
ondas de calor, 0 aumento do nivel do mar e a acidificagdo dos oceanos que afetam diretamente
a taxa de mortalidade desses organismos. Além disso, impactos locais tais como, contaminagao
quimica das aguas por agrotoxicos e quimicos industriais; despejo de efluentes; recebimento de
grandes quantidades de sedimentos, devido ao assoreamento provocado pelo desmatamento,
invasdo de espécies exoticas, plasticos e a sobrepesca intensificam a degradacéo dos corais e dos
ambientes recifais (CASTRO; ZILBERBERG, 2016).
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3.2 Recifes no Brasil e no Cearé

Os recifes brasileiros se concentram na costa tropical nordestina, sendo o ecossistema
de maior extensdo e mais rico de todo sudoeste do Atlantico. Estendem-se por 3.000 km desde o
litoral oeste do Amapa até o litoral de Sdo Paulo. Neste contexto, apresentam recifes de
formagdes bastante diversas, incluindo recifes de arenito, atois, recifes de barreira, “chapeirdes”,
entre outras formacdes (LEAO et al., 2016; LEAO; KIKUCHI; OLIVEIRA, 2019).

No estado do Ceara os recifes sdo0 pouco numerosos, em sua maioria Sdo apenas
simples rochas costeiras ou bancos de areia. A alta turbidez, sedimentacdo e temperatura, séo
importantes fatores para a ndo formacéo de recifes de corais verdadeiros (biogénicos) na costa
semiarida, sendo esta constituida basicamente de comunidades de corais e organismos bentdnicos
sobre ambientes recifais, como os recifes de arenito, os quais apresentam destaque ao longo da
costa (FECHINE, 2007; LEAO et al., 2016; LEAO; KIKUCHI; OLIVEIRA, 2019; SOARES et
al., 2017).

As formacGes de recifes de arenitos, conhecidas como beachrocks, sdo corpos
rochosos alongados e estreitos, dispostos paralelamente a linha costeira estendendo-se na dire¢cdo
do mar, constituidos por areias de praia cimentadas por carbonatos podendo conter seixos e restos
de conchas (CEARA, 2006). Geralmente, apresenta espessura de dois metros e age como
anteparo natural para dissipacdo das ondas, evitando a erosdo das praias. No caso de elevagéo do
nivel do mar e submersao desses recifes, podem desempenhar um papel de fundacédo de recifes
coralineos (VILLACA, 2009).

Os beachrocks sdo ambientes bastante dindmicos que formam microcosmos da vida
marinha nas pocas de marés, as quais apresentam altas taxas de salinidade, sedimentacéo,
turbidez e temperatura, principalmente nas marés baixas (BARROS, 2019; GURGEL, 2019;
LEGRAND et al., 2018; LOIOLA et al., 2019). Além disso, nesses ambientes, pode-se encontrar
biodiversidade significativa de espécies adaptadas a essas condi¢Ges, predominando animais e
algas endémicas do litoral brasileiro (LEAO et al., 2016). Alguns téaxons significativos sdo as
macroalgas marinhas, moluscos, crustaceos e cnidarios (GURGEL, 2019; PORTUGAL, 2016;
RABELO et al., 2015).

Os beachrocks estdo presentes na faixa litoranea do Ceara, nos municipios de
Amontada, Aquiraz, Barroquinha, Camocim, Cascavel, Caucaia, Fortaleza, Itapipoca, Itarema,
Paracuru e Trairi (SEMACE, 2016). No municipio de Fortaleza, ocorrem na desembocadura dos
rios Coco e Ceard, nas praias do Titd, Volta da Jurema, Pogo da Draga e Leste Oeste (FECHINE,
2007).
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Além dessas rochas de praia entremarés, a 10 milhas nauticas do Porto do Mucuripe,
situa-se o Parque Estadual Marinho da Pedra da Risca do Meio (PEMPRIM), um ecossistema
recifal submerso, com profundidades variando entre 16 e 30 m, constituido por areia e cascalho
com agregacao de algas, esponjas, corais e afloramentos rochosos (SOARES et al. 2011).
Algumas espécies de corais relevantes, que ocorrem nos ecossistemas recifais, na costa cearense
séo Siderastrea stellata, Montastraea cavernosa, Favia gravida, Mussismilia hispida, Palythoa
caribaeorum e Zoanthus sociatus (GURGEL, 2019; SOARES; TAVARES; CARNEIRO, 2018).

3.3 O coral Siderastrea stellata

A espécie de coral escleractineo zooxantelado Siderastrea stellata ¢ endémica do
Brasil, e é considerada uma das principais construtoras de recifes brasileiros. Estende-se desde
os recifes da regifo Norte até o litoral do Rio de Janeiro (LEAO et al, 2016). Pode ser encontrada
em recifes de arenito, nos ambientes de guas rasas nas pog¢as de marés, como também em aguas
de profundidade mesofotica até cerca de 110 m de profundidade, dependendo da penetracdo da
luz (SOARES et al., 2017; SOARES et al., 2019). Sendo estes fatores relacionados ao formato
das coldnias, pois em aguas mais rasas as coldnias geralmente apresentam-se arredondadas e em
pequenos diametros (10 cm), enquanto em agua mais profundas podem alcancar didmetros
maiores que 20cm (BARROS; PIRES, 2006).

Os individuos dessa espécie sdo considerados bastante resistentes as variacdes de
temperatura, salinidade, turbidez e a forte acdo das ondas, sendo um importante indicador de
estresse ambiental. Mesmo apds eventos de branqueamento, apresentam rapida recuperacéao, o
que faz dos recifes do Atlantico Sul (onde a espécie ocorre) um grande refugio dos impactos das
mudancas climaticas. (LONGO; CORREIA; MELLO, 2020; OIGMAN-PSZCZOL; CREED,
2011).

Dentre as estratégias para a rapida recuperacao, estd a associagdo com a zooxantela
Clado C (género Symbiodinium), cujo grupo € considerado um dos mais resistentes ao
branqueamento. Além disso, estratégias populacionais e reprodutivas, pois a espécie tende a
formar colénias de pequeno didmetro, em areas sujeitas ao estresse, como também, tende a se
reproduzir de forma precoce e incubar suas larvas (COSTA; SASSI; GORLACH-LIRA, 2008;
SOARES et al., 2019; TUNALA et al., 2019).

No nordeste do Brasil, a espécie S. stellata apresenta col6nias marrons, além de
varios tipos de alteragdes na coloracdo desde o branqueamento até manchas brancas, rosas e roxas

(Figura 1). Sendo geralmente causadas por estresse ambiental que afetam os individuos
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(BARROS, 2019; NASCIMENTO, 2019; SANTANA; COSTA, 2009; SOARES; RABELO,
2014).

Figura 1 - A: Coldnia do coral S. stellata sadia. B: Coldnia palida. C: Col6nia branqueada. D: Col6nia roxa.

Fonte: Santana e Costa (2009).
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3.4 Caracterizacao do género Vibrio e seu papel nas doengas de corais

As espécies que constituem o género Vibrio sdo microrganismos presentes nos
ambientes marinhos e estuarinos. S8o caracterizados como bacilos Gram negativos, nédo
esporogénicos, anaerobios facultativos e méveis, possuindo um flagelo polar (FARMER et al.,
2015; MADIGAN et al., 2016). Geralmente apresentam ocorréncia em aguas quentes, sucedendo
um aumento da abundancia durante as estagdes mais quentes (VEZZULLI et al., 2012).

As bactérias desse género exibem duas importantes estratégias de crescimento,
podendo ser bacterioplancton de vida livre ou viver em associa¢@es simbioticas com diversos
organismos marinhos, tais como, corais, camarfes, peixes, moluscos, esponjas e algas
(THOMPSON; POLZ, 2006). Séo consideradas patdgenos oportunistas, pois podem causar
infeccBes em organismos que se encontram com o0 sistema imune abalado (DEROME et al.,
2016; FRYDENBORG et al., 2013; MUNN et al., 2015; TOUT et al., 2015).

As comunidades de vibrios desempenham um relevante papel na manutencdo e
ruptura da satde dos corais. Sabe-se que os corais sdo simbiontes formados por poélipos, algas
unicelulares e microrganismos, portanto o tecido, o esqueleto e 0 muco formam uma comunidade
simbidtica complexa denominada de “halobionte” (KREDIET et al., 2013; BOURNE et al.,
2009). Além da associacdo dos dinoflagelados fotossintéticos que residem nos polipos, ha uma
gama de microrganismos relacionados a manutencdo da saude, fornecimento de nutrientes,
metabolismo de substancias toxicas e coibicdo de patdgenos (KREDIET et al., 2013).

Porém, associagdes com bactérias do género Vibrio tém causado sindromes e doencas
em diversas espécies de corais ao redor do mundo. Dentre as espécies do género que afetam os
corais, destacam-se: Vibrio shiloi, Vibrio coralliilyticus, Vibrio harveyi, Vibrio owensii, Vibrio
alginolyticus, Vibrio carchariae, Vibrio rotiferanus e Vibrio proteolyticus. Algumas doencas
relacionadas a esses microrganismos ja foram descritas envolvendo diversas espécies de corais
(MUNN et al., 2015) (Quadro 1).
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Quadro 1 - Principais doengas de corais relacionadas a espécies do género Vibrio.

Doenca/sindrome Patogeno(s) associado(s) Hospedeiro(s) principal(is) | Localizacio Referencias
Branqueamento Vibrio shiloi Oculina patagonica M ROSENBERG E: FALKOVITZ L (2004)
. : o s e Pocillopora damicornis, BEM-HAIM Y: ROSENBERG E. (2002): BEM-HAIM Y.
Clmeaxnenl?o eficede dabrig ija”l,ll",n o Vlb' © Montipora spp., Acropora CIPRS |etal, (2003): USHIUIMAB et al .. (2012): WILSON B et
tecido harveyi, Vibrio owensii : :
: spp.. Pachyseris speciosa al..(2012)
MeseR thpldado Wabrso dlgiaabytions, Vibeig Ampla variedade ACIPRS | LUNAGM:BIAVASCOF;: DANOVAROR. (2007)
tecido harveyi
Faixa branca L ca; 'chantize, Vibrio Acropora spp. (8 RITCHIE KB: SMITH GW. (1998)
harvey:
Vibrio rotiferanus, Vibrio Acropora spp.. Montastrea
Faixa /mancha amarela | harveyi, Vibrio alginolyticus, spp.. Diploastrea spp.. (& CERVINO M et al ., (2004)
Vibrio proteolyticus Fungia spp.

Fonte: Adaptado de Munn (2015).
A: aquarios; C: Mar do Caribe; IP: Oceano Indo-Pacifico; M: Mar Mediterraneo; RS: Mar Vermelho.

As espécies Vibrio shiloi e Vibrio coralliilyticus foram apontadas como agentes
etiologicos dos corais Oculina patagonica e Pocillopora damicornis, respectivamente. Ambos
sdo responsaveis pelo branqueamento de corais, tendo a abundancia de patdgenos e/ou a
viruléncia maior com o aumento da temperatura (BEN-HAIM et al., 2003; ROSENBERG,;
FALKOVITZ et al., 2004).

Foi demonstrado que a espécie V. shiloi se adere a um receptor que contém beta-
galactose no muco do coral, penetrando nas células epiteliais, se multiplicando e produzindo
toxina peptidica extracelular, a qual inibe a atividade fotossintética das zooxantelas. Além disso,
esse vibrido possui fatores de viruléncia, como a adesina, toxina e superdxido dismutase, que séo
produzidos quando as temperaturas estdo elevadas (ROSENBERG; FALKOVITZ, 2004).

V. coralliilyticus foi isolado em diversas regides do mundo, sendo também um
possivel agente causador da Sindrome Branca e surtos em corais de todo o Indo-Pacifico, além
de octocorais no Caribe e corais no Mediterraneo (BALLY et al., 2007; SUSSMAN et al., 2008;
VIZCAINO et al., 2010).

Além disso, as espéecies V. harveyi, V. alginolyticus e V. proteolyticus foram isoladas
de recifes do Caribe afetados pela doenca da Faixa/Mancha Amarela, principalmente em corais
do género Montastraea. Essa enfermidade é caracterizada pelo desenvolvimento de manchas
amarelas ao longo do tecido do coral, as quais se espalham, resultando na perda das zooxantelas,
sendo observado uma maior propagacdo da doenca com o aumento da temperatura (CERVINO
et al., 2004).

Vibrio harveyi se destaca em diversos estudos como possivel agente de infec¢Ges dos
corais. A espécie apresentou abundancia em coldnias de Pocillopora damicornis afetadas pela

Réapida Necrose Tecidual quando comparadas com coldnias saudaveis, podendo estar associado
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a esta doenca, a qual é caracterizada por causar répida degradacdo do tecido que pode levar o
organismo a morte (LUNA et al., 2007). Além disso, a espécie também foi isolada em corais
com sintomas da doenca da Faixa Branca tipo Il, caracterizada por uma faixa linear de rapida
perda de tecido e a Sindrome Branca que consiste no aparecimento de manchas com supressdo
de tecido (GIL-AGUDELO; SMITH; WEIL, 2006; LUNA et al., 2010).

Vale destacar Vibrio parahaemolyticus, isolado nos corais Mussimilia hispida e
Palythoa caribaeorum. Apesar de ser apontada como uma espécie benéfica ao coral na fixacédo
de nitrogénio, foram recomendados estudos para a confirmacdo de uma possivel patogenicidade
(CHIMETTO et al., 2008, 2009; SILVA, 2015).

Essa espécie é comumente relacionada a gastroenterites em humanos, associadas a
ingestdo de frutos do mar crus ou mal cozidos (LETCHUMANAN et al., 2019). Além disso,
apresenta patogenicidade em organismos marinhos, como camardes, sendo relacionada a doenca
da Necrose Hepatopancreatica Aguda (AHPND) (SOTO-RODRIGUEZ et al., 2014).

3.5 Vibrio coralliilyticus e os fatores de viruléncia

Vibrio coralliilyticus € considerado um importante agente etioldgico de doencas nos
corais, e esta relacionado a patogenia da espécie de Pocillopora damicornis (BEN-HAIM;
ROSENBERG, 2002; BEN-HAIM et al., 2003). Caracteriza-se como uma bactéria Gram-
negativa, bastonetes moveis, Unico flagelo polar, com 0,8 um de didmetro e comprimento de 1,2
a 1,5 um e locomocdo em meios solidos e liquidos. Além disso, formam col6nias sacarose
positiva no meio Agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS) com até 48 horas de incubagio
a 30°C, tendo crescimento 0timo a uma faixa de salinidade variando de 1 a 7% de NaCl (BEN-
HAIM; ROSENBERG, 2002; BEN-HAIM; ZICHERMAN-KEREN; ROSENBERG, 2003).

Segundo Vidal-Dupiol e colaboradores (2011), a infeccdo por V. coralliilyticus é
dependente de altas temperaturas, pois foi demonstrado que, em temperaturas abaixo de 25°C
ndo ha nenhum sinal de infeccdo, e que temperaturas entre 25°C até 32,5°C causam o
branqueamento, lise e morte dos corais. Estudos indicaram que a infec¢do diminui significamente
a densidade das zooxantelas simbidticas e da clorofila através da excrecdo de proteases
extracelulares, podendo levar a lise e morte dos hospedeiros (ZHOU et al., 2019).

De acordo com Santos e colaboradores (2011), a espécie V. coralliilyticus possui
repertério de viruléncia diverso. Em algumas cepas estudadas, foram identificadas cerca de 17
metaloproteases, pertencentes a familia de peptidases. Dentre elas, a metaloprotease de zinco

VCpA, descrita em outros estudos como o principal fator de viruléncia na infec¢do bacteriana de
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corais (BEN-HAIM; ZICHERMAN-KEREN; ROSENBERG, 2003; SUSSMAN et al., 2008).
Além disso, foram descritos por aqueles autores, genes que codificam resposta ao estresse, como
qguorum sensing, proteinas flagelares, sistemas de quimiotaxia e formacéo de biofilme.
Ademais, segundo Kimes et al.,, (2012) a espécie V. coralliilyticus, possui
mecanismos potenciais de viruléncia envolvidos na motilidade, degradacdo do hospedeiro,
regulacdo da transcricdo, secrecao e resisténcia antimicrobiana, regulados por temperaturas altas
de 27°C. Porem, esses fatores de viruléncia da espécie, sdo considerados complexos e as doencas
gue acometem os corais sdo o resultado de um conjunto de interacdo de diversos fatores e ndo

somente uma determinante.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Area de estudo

As amostras foram coletadas no ambiente recifal de arenito ferruginoso da Volta da
Jurema, situado na praia do Meireles, faixa litordnea da cidade de Fortaleza, leste do Estado do
Ceara (3°43'23.06"S 38°29'21.98"0) (Figuras 2 e 3). O local apresenta clima quente sub-Umido,
com temperatura média anual de 26 °C e a precipitacdo média anual de 1448 mm. O periodo de
estiagem do municipio ocorre nos meses de junho a dezembro e o periodo de chuvas nos meses
de janeiro a maio (IPECE, 2017). Possui Temperatura Superficie do Mar entre 26°C e 29°C
(INMET, 2020).

Figura 2 - Mapa de localizagdo da faixa litoranea de recifes de arenito entremarés, em Fortaleza — CE.
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Fonte: Autora (2020).
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Figura 3 - Pogas de marés do recife de arenito ferruginoso da Volta da Jurema na Praia do Meireles, Fortaleza-
CE. B: Vista do Recife de arenito a partir da galeria pluvial. C: Galeria pluvial proxima ao recife. D: Galeria
pluvial vista a partir do recife.

Foram realizadas duas coletas, a primeira no més de novembro (2019) sem a
ocorréncia de chuvas no dia da coleta; e a segunda no més de marcgo (2020), tendo ocorréncia de
chuvas no dia (INMET, 2020) (Graficos 1 e 2). As coletas foram realizadas sempre durante as

marés baixas.



Gréfico 1 - Dados pluviométricos, chuva acumulada durante os dias do més de novembro de 2019.
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Fonte: INMET (2020).

Graéfico 2 - Dados pluviométricos, chuva acumulada durante os dias do més de marco de 2020.
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Fonte: INMET (2020).
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4.2 Coleta das amostras

Cada coleta constituiu em duas amostras de agua, duas amostras de tecido do coral
da espécie Siderastrea stellata saudavel e com indicios de branqueamento, perfazendo no final
dos meses de amostragem um total de seis amostras (Figuras 4 e 5).

A coleta dos corais foi realizada retirando uma pequena area do tecido do coral com
auxilio de uma ponteira e martelo, posteriormente os materiais coletados foram armazenados em
sacolas plasticas.

Para a coleta de agua foram coletados cerca de 3 litros com o auxilio de garrafas
ambar e posteriormente filtrados usando sistema de filtro com gaze em varias dobras sobrepostas.
Logo apo6s, as gazes foram armazenadas em recipientes (225 mL) contendo agua peptonada
alcalina (APA) a 20 ppm. Todos os materiais e solugcbes estavam esterilizados.

Em seguida, as amostras foram transportadas em caixas isotérmicas até o laboratério
de Microbiologia Ambiental e do Pescado do Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR) da

Universidade Federal do Ceara, onde foram realizados os procedimentos seguintes.

4.2.1 Determinacdo da temperatura e salinidade da agua

Foi medida a temperatura das amostras de agua utilizando um termémetro
(INCOTERM). E no ambiente de laboratério foi verificada a salinidade com o auxilio de um
refratdbmetro (ATAGOS/MILL).

4.3 Preparo das amostras e suas diluic6es

4.3.1 Amostra de dgua

As gazes estéreis contendo o material de filtragem da agua foram inoculadas e
homogeneizadas em 225mL de agua peptonada alcalina (APA) preparada com agua do mar a 20
ppm, e incubado a 37°C por 24 horas. Decorrido esse periodo, foram feitas dilui¢cfes decimais

(102 a 10%) utilizando-se como diluente 4gua peptonada alcalina (Figura 7).
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Figura 4 - Fluxograma da semeadura das amostras de agua coletadas na praia do Mucuripe, Fortaleza, Ceara.
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Fonte: Autora (2020).

4.3.2 Amostra de coral

A partir das amostras de coral, pesou-se 25 gramas dos fragmentos retirados, 0s quais
foram inoculadas e homogeneizadas em 225 mL de agua peptonada alcalina (APA) preparada
com agua do mar a 20 ppm, e posteriormente incubados a 35°C por 24 horas. Ap6s o periodo de
incubacéo, foram feitas diluicdes decimais (102 a 107°) utilizando-se 0 mesmo diluente (Figura

8).
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Figura 5 - Fluxograma da semeadura das amostras de coral coletadas na praia do Mucuripe, Fortaleza, Ceara.

Amostra de Coral Tml 1ml 1ml

em APA a 20ppm m
(225ml) /\I /\I /\l

APA a 20ppm
(oml)

Agar TCBS
35°C/24h

Identificagao Morfoldgica

Identificacao Genética

Fonte: Autora (2020).

4.4 lsolamento e quantificacdo de Vibrio ssp.

De cada diluicdo foram retiradas aliquotas de 200uL, as quais foram depositadas
sobre a superficie do meio Agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS) com o auxilio de alcas
de Drigalski esterilizadas, pela técnica de spread plate, em duplicata. As placas foram incubadas
invertidas por 24 horas a 35°C (KAYSNER et al., 2004).

Apo6s o periodo de incubacéo, foi realizada quantificacdo de Vibrio total (sacarose
positiva e negativa) atraves do método de Contagem Padrdo em Placas (CPP). Foram
selecionadas para contagem, as placas com crescimento no intervalo de 25 a 250 UFC. Vale
ressaltar que para valores fora deste intervalo, os resultados foram expressos em UFC/ ml /
estimado e/ou UFC/ g / estimado (DOWNES; ITO, 2001).

4.5 Identificacdo Morfologica

Das colnias com crescimento nas placas (sacaroses positivas e negativas) foram
isoladas cerca de 10 coldnias de cada amostra, as quais foram semeadas em tubos de ensaio
contendo meio Agar Triptona Soja (TSA) acrescidos de 1% de NaCl e, em seguida, incubados a
35°C por 24 horas na estufa. Apos o periodo de incubacéo, as cepas foram submetidas ao teste
de coloragédo de Gram (KAYSNER et al., 2004).
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45.1 Coloracéo de Gram

Este teste foi realizado com o intuito de revelar as caracteristicas morfotintoriais das
colonias isoladas. As culturas semeadas em meio de cultura TSA adicionado de 1% de NaCl
foram postas em esfregaco e em seguida coradas de acordo com o metodo de Gram (MADIGAN
et al., 2016). ApoOs a visualizacdo em microscopio Optico, as cepas que apresentaram as
caracteristicas do género Vibrio ssp. (Bacilos Gram-negativos, encurvados ou ndo) foram

encaminhadas as etapas posteriores.

4.6 ldentificacdo genotipica dos isolados

4.6.1 Extracdo de DNA cromossomico

O processo de extracdo de DNA foi realizado usando kit comercial Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega). As culturas bacterianas foram inoculadas em caldo
LB (Luria-Bertani) + 1%Nacl a 35°C/24h. Do material crescido foi retirado 1mL para o processo
de extracdo de DNA descrito no protocolo. A eficiéncia e qualidade do material extraido foram
verificados por eletroforese em gel de agarose, em condic¢des descritas no item 4.6.3.

4.6.2 Amplificacdo por Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) para o género Vibrio.

Para identificagdo dos membros do género Vibrio ssp. foi utilizado o par de
iniciadores do gene Vib-F(727) e Vib-R(1423). E para as espécies foram: V. coralliilyticus
iniciadores (76F e 1019R) e V. parahaemolyticus (L-tl e R-tl) (Tabela 1). As amplifica¢6es do
DNA total extraido foram realizadas pela técnica de PCR (Tabela 2).
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Tabela 1 - Iniciadores e condigdes de termociclagem na investigagdo molecular das cepas para género Vibrio

ssp. e espécies V. coralliilyticus e V. parahaemolyticus.

Genes Iniciadores (5’- 3°)

Condicdes de Amplicons
Termociclagem (Pb)

Fonte

Vibrio

spp. Vib-R(1423): 5-ARA CTACCY RCT TCT TTT GCA GC-3’

Vib-F(727): 5>-AGG CGG CCC CCT GGA CAG A-3’

Desnaturacéo
Inicial:
94°C por 2 min.
30 ciclos:
94°C por 1 min. 696
50°C por 1 min.
72°C por 2 min.
Alongamento
final:
72° por 8 min.

SOUSA et
al.,
(2006)

Vce

76F: 5' GTT RTC TGA ACC TTC GGG GAACG 3’

1019R: 5'CTG TCT CCAGTC TCT TCT GAG G 3

Desnaturacéo
Inicial:
95°C por 5 min.
30 ciclos:
95°C por 30 s.
67°C por 30 s.
72°C por 1 min.
Alongamento
final:
72° por 10 min.

940

POLSON;
HIGGINS;
WOODLEY
(2008)

tlh

L-tl: 5-AAA GCG GAT TAT GCA GAA GCACTG-3'

R-tl: 5'-GCT ACT TTC TAG CAT TTT CTC TGC-3 '

Desnaturacéo
Inicial:
94 °C por 3 min
30 ciclos :
94 ° C por 1 min.
58 ° C por 1 min
72 ° C por 1 min.
Alongamento
final:
72 ° C por 5 min.

450

BEJetal.,
1999

Tabela 2 - Composiges e concentra¢fes dos produtos utilizados nas reagdes de PCR.

Reagentes da Reagao PCR
Agua ultra-pura 8,775uL
Tampé&o 10x 1,2uL
dNTPs (2,5mM) 0,3uL
Iniciador F (20 pmol) 0,3pL
Iniciador R (20 pmol) 0,3pL
MgCI2 (50 mM) 0,5uL
Taq polimerase (500U) 0,125pL
Amostra 1,0uL
Volume da Reagdo 12,5uL

Fonte: Autora (2020).
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4.6.3 Visualizacdo dos produtos da extracéo e do PCR

Para verificacdo dos produtos da extracdo, foi realizado o método de eletroforese em
gel de agarose 1% com adi¢do do Gel red /Blue Juice. As corridas foram realizadas com voltagem
de 100V, amperagem de 300mA por 60 minutos.

A eletroforese dos produtos do PCR, foram realizadas em gel de agarose 1,5% (p/v)
(Reagem) com voltagem de 120V e amperagem de 300mA por 45 minutos.

O gel foi preparado segundo as recomendac6es do fabricante, ap6s o preparo da
solucdo, foi aquecido e distribuido em uma cuba (150 mL), onde foi inserido um pente com
capacidade para 20 amostras. Logo apds, as amostras de DNA foram preparadas para distribuicdo
nos pocos, sendo utilizado 4 pL de Gel red/Blue Juice (1:1) e 1 pL das amostras de DNA. Foi
utilizado o marcador 1kb (DNA Ladder), sendo usado 0,3 uL + 4 pL de Gel red/Blue Juice (1:1)
e 3,7 uL de TAE, para verificacdo do tamanho dos fragmentos.

A visualizacdo dos produtos tanto de extracdo como de PCR foi realizada em

transluminador (Espectroline — UV) com luz ultravioleta.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo dos ambientes recifais, tem uma importancia relevante para a comunidade
cientifica, devido a varios fatores, dentre eles, a influéncia que sofrem por parte de alguns
microrganismos, como 0s pertencentes ao género Vibrio, que podem estar associados a espécies
especificas, podendo vir a acarretar danos a satde de comunidades como as dos corais (TOUT et
al., 2015).

Nas coletas realizadas os valores de temperatura da agua foram de 30°C e a salinidade
40 ppm (partes por milh&o).

Semelhantemente, Barros (2019) ao fazer as mesmas analises na area de estudo,
obteve média de temperatura de 32,55°C no més de novembro e 32,15°C em marco. E valores
médios de salinidade de 43,1 ppm no més de novembro, e 39,15 ppm em mar¢o, ndo apresentando
variacdo significativa entre a época de estiagem e chuvas para a temperatura, porém foi
observado uma maior variacdo de salinidade.

Esses valores elevados de temperatura e salinidade, mesmo em periodo chuvoso,
acontecem devido as caracteristicas dos ambientes de pogas de marés, principalmente durante as
marés baixas, por conta da existéncia de evaporacdo, fazendo com que assim, exista um aumento
da salinidade (BARROS, 2019; GURGEL, 2019; LEGRAND et al., 2018).

Os valores de temperatura registrados na agua superficial das pocas durante as
analises feitas no recife de arenito da Volta da Jurema, quando comparados com a temperatura
média da Superficie do Mar da regido (26°C a 29°C) sdo considerados elevados, o que pode a vir
influenciar a proliferacdo de microrganismos oportunistas do género Vibrio (VEZZULLI et al.,
2015).

A temperatura e a salinidade sdo os fatores que mais contribuem para a distribuigédo
desses vibrides (TAKEMURA; CHIEN; POLZ, 2014). Com o crescimento da maioria das
espécies sendo possivel a 30°C, porém, é importante lembrar que seu crescimento 6timo esta
entre 35 a 37°C (FARMER et al., 2015). Fato também observado, em diversos lugares ao redor
do mundo, onde apresentam uma maior proliferacdo de espécies do género em ambientes
costeiros, afetados por temperaturas elevadas (BAKER-AUSTIN et al., 2013; HSIAO; JAN;
CHI, 2016; SIBONI et al., 2016; TOUT et al., 2015; VEZZULLI et al., 2015).

De acordo com, Tout et al. (2015) o aumento da temperatura favorece a abundancia
desses microrganismos dentro das comunidades naturais dos corais. Em seu estudo, ressaltam,
que algumas espécies sdo capazes de se desenvolverem nesses ambientes, com destaque para

Vibrio coralliilyticus, espécie isolada de corais sob estresse de temperatura e com sinais de
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branqueamento (VIDAL-DUPIOL et al., 2011). Nesse contexto, com base nos parametros
analisados, ha hipoteses da ocorréncia do branqueamento dos corais por organismos patégenos
oportunistas.

Os resultados das contagens de Vibrio spp. nas amostras de dgua e coral (branqueado

e saudavel) no periodo seco e chuvoso, respectivamente, estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Contagem Padrdo em Placa (CPP) de Vibrio sp. total presente nas amostras de agua, coral branqueado
e saudavel das duas coletas realizadas.

) Siderastrea Siderastrea
Coleta Estacédo Agua stellata stellata
branqueado saudavel
1 Seca 3,82x10’ 1,6x10°UFC/g  1,14x107 UFC/g
(Novembro/2019) UFC/ml/*
2 Chuvosa 8x10° UFC/ml 1,2x10°UFC/g  6,4x10* UFC/g
(Marg¢o/2020)
Fonte: Autora (2020)

*: estimado

Os resultados obtidos das coletas demonstram uma maior ocorréncia dos vibrios nas
amostras de agua, quando comparada as amostras de coral, sendo a maior abundancia no periodo
de seca.

Da mesma forma, as amostras de coral tiveram maior ocorréncia dos microrganismos
no periodo de estiagem, sendo observada uma maior abundancia nas amostras de corais
Siderastrea stellata saudaveis. Ja no periodo de chuvas, as amostras de S. stellata branqueadas
apresentaram valores superiores.

Apesar de ndo ter apresentado uma maior abundancia de Vibrio sp. nas coldnias de
Siderastrea stellata branqueadas em comparagdo com as saudaveis, de forma geral, houve uma
maior ocorréncia desses microrganismos no periodo seco, onde as temperaturas da superficie do
mar permanecem mais elevadas, e houve uma maior incidéncia solar ao longo dos dias, devido a
falta de chuvas. Dessa forma, concordando com Tout et al. (2015) que afirmam que temperaturas
elevadas contribuem para a abundancia de espécies do género Vibrio nas comunidades dos corais.

Araujo e colaboradores (2015) ao analisarem a densidade de Vibrio ssp. em aguas de
recifes costeiros na praia de Cabo Branco em Jodo Pessoa-PB, obtiveram uma variacgao ao longo

do periodo de estudo, na época seca de 1x10* a 14x10* UFC/ml, e no periodo chuvoso de 3,66x10
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a 2,8x102 UFC/ml. Portanto, apresentando valores significativamente maiores no periodo de
estio, assim como ocorreu nas aguas de pocas de maré do recife da Volta da Jurema.

Em outro estudo, Aradjo (2013) analisou a densidade de Vibrios em col6nias de
Siderastrea stellata sadias e com coloragdo roxa, no periodo seco e chuvoso. Dessa forma, é
possivel considerar as colonias branqueadas, a fim de realizar uma comparacgdo, pois ambas se
apresentaram afetadas. As col6nias de coral sadias demonstraram maior abundancia no periodo
seco, sendo de 2,7x10* UFC/m?. O que coincide com o presente estudo. Porém, as coldnias roxas
apresentaram maior abundancia de Vibrio spp. no periodo de chuvas, sendo de 8,58x10* UFC/m?.
Vale ressaltar que a presenca de coldnias afetadas se deu somente em um Unico més chuvoso.

E importante lembrar, que o recife de arenito onde se encontra a espécie sofre
demasiadamente com as pressdes antropicas. A presenca de esgotos clandestinos e a galeria
pluvial, presente no local, sdo fatores que podem contribuir com a proliferacdo de bactérias
patogénicas e a transferéncia de genes de resisténcia entre 0s grupos bacterianos. Podendo causar
danos a saude humana, bem como dos organismos marinhos. (BARROS, 2019; PORTUGAL et
al., 2016; RODRIGUEZ et al., 2015).

Barros (2019) observou eventos de branqueamento nas comunidades de corais no
recife de arenito da volta da Jurema, sendo 0 més de marco (periodo chuvoso) com a maior taxa
de branqueamento das colénias, e concluiu que esse efeito é resultado das altas temperaturas e a
contaminacéo dos recifes pelos efluentes recebidos no local.

Soares e Rabelo (2014) relataram a ocorréncia de eventos de brangqueamento em
coldnias do coral Siderastrea stellata em um recife entremarés do Ceard, sendo este relacionado
com as anomalias da temperatura da superficie do mar. Da mesma forma, em diversos lugares ao
redor do mundo, ha ocorréncia do branqueamento em inimeras espécies de corais, relacionados
principalmente, as altas temperaturas dos oceanos (SULLY et al., 2019). Nesse contexto,
considerando os efeitos apresentados nas comunidades coralineas, é de extrema relevancia
estudos que também analisem as mudancas na microbiota das colénias e do seu ambiente ao
entorno.

Partindo para a identificacdo, foram isoladas um total de 21 cepas da primeira coleta,
sendo sete provenientes da agua, sete do coral branqueado e sete do coral saudavel. Na segunda
coleta, foram isolados um total de 30 cepas, sendo 10 oriundas da &gua, 10 do coral afetado e 10
do coral saudavel. Perfazendo um total de 51 cepas isoladas.

Com relacdo as caracteristicas morfotintoriais das estirpes, foram realizadas somente
as andlises referentes a primeira coleta, as quais em sua totalidade, foram bastonetes Gram

negativos e curvados, variando entre médios e curtos (Figura 6), correspondendo com as
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caracteristicas do género estudado. Somente as estirpes da primeira coleta seguiram para as
etapas posteriores, referentes a identificacdo genotipica, devido a pandemia de COVID-19, ndo

foi possivel retornar ao laboratério para finalizar as demais amostras.

Figura 6 - Imagem do microscépio revelando os atributos das estirpes e a variagdo entre A: bastonetes médio e
B: bastonetes curtos.

Fonte: Autora (2019).

Para as etapas seguintes referentes as analises genotipicas, as 21 cepas da primeira
coleta, tiveram resultados positivos, confirmando serem pertencentes ao género Vibrio (Figura
7). Dessa forma, tais microrganismos estavam presentes tanto nas amostras de dgua como de

coral branqueado e saudavel, na area estudada.
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Figura 7 - Eletroforese do PCR das 21 cepas isoladas da primeira coleta para
confirmacdo genotipica de género Vibrio.

M AG1 AG2 AG3 AG4 AG5 AG6 AG7 SID1 SID2 SID3 SID4

N R

M SID5 SID6 SID7 BR1T BR2 BR3 BR4 BR5 BR6 BR7 N

Fonte: Autora (2020).
AG: Agua; SID: Coral saudavel; BRA: Coral branqueado; M: Marcador; N:
Controle Negativo.

Sabe-se que o género Vibrio esta fortemente relacionado a microbiota dos corais
(LUNA et al., 2010; MUNN, 2015; ROSENBERG; FALKOVITZ, 2004; VIDAL-DUPIOL et
al., 2011). Podendo representar uma propor¢do significativa em relacdo as bactérias no
halobionte do coral, por exemplo, o coral Pocillopora damicornis tem uma representatividade de
até 38%, ja o coral Oculina patagonica de até 68% (BOURNE; MUNN, 2005; KOREN;
ROSENBERG, 2006). Sendo a composi¢do das comunidades bacterianas, varidvel dependendo
das espécies analisadas, local de amostragem e os procedimentos realizados (BARROS et al.,
2013).

Araujo (2013) ao caracterizar a microbiota de col6nias roxas e saudaveis do coral
Siderastrea stellata, em recifes costeiros, no litoral Sul de Jodo Pessoa, por meio das mesmas
técnicas moleculares, observaram uma variacdo da diversidade de géneros entre os isolados das

colbnias afetadas e sadias. Os isolados pertenciam as classes Proteobacteria alfa (17%) e
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Proteobacteria gama (85%). No estudo, o género Vibrio foi isolado somente nas coldnias roxas,
sendo o grupo mais significativo, representando 57,5% das linhagens isoladas, cuja espécies
foram: Vibrio harveyi, V. rotiferianus, V. sinaloensis e V. tubiashii.

Semelhantemente, Barros et al. (2013), ao investigarem a diversidade bacteriana
associada a coldnias saudaveis e branqueadas de Siderastrea stellata, em ambientes de costdes
rochosos, no litoral norte estado do Rio de Janeiro, concluiram que as comunidades diferem
bastante entre as sadias e afetadas. Dentre as classes dominantes destacaram-se as Proteobacteria
alfa, Proteobacteria gama e Proteobacteria delta. Enquanto, nos corais saudaveis foram as
Proteobacteria beta, Cyanobacteria e Actinobacteria, ndo sendo observado o género Vibrio entre
as linhagens isoladas.

Diversamente, 0 presente estudo traz resultados positivos para a ocorréncia de vibrios
nas amostras de coldnias da espécie Siderastrea stellata, tanto em coldnias sadias, como afetadas.

Ap0s a aplicacdo da técnica de PCR sobre as estirpes para a detec¢do do gene para o
género Vibrio, as 21 cepas foram testadas para os genes das espécies Vibrio coralliilyticus e
Vibrio parahaemolyticus, porém, nenhuma das amostras foram positivas para a primeira espécie
testada (Figura 8), e apenas uma foi confirmada como positiva para a segunda espécie, oriunda

da amostra de coral saudavel (Figura 9).
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Figura 8 - Eletroforese do PCR das 21 cepas isoladas da primeira coleta para confirmacéo
genotipica da espécie V. coralliilyticus.

- - B - -~

- #i: ! P
M AG1 AG2 AG3 AG4 AG5 AGE AG?7 SID1 SID2 SID3 SiD4 SID5

SID6 SID7 BR1 BR2 BR3 BR4 BR5S BR6 BR7 N

Fonte: Autora (2020). )
M: Marcador; N: Controle Negativo; AG: Agua; SID: Coral saudavel; BRA: Coral
branqueado.

Apesar de ndo ocorrer nas amostras analisadas do presente estudo, V. coralliilyticus
apresenta distribuicéo global, sucedendo uma ampla gama de hospedeiros. O microrganismo foi
isolado em corais da espécie Pocillopora damicorni branqueadas e parcialmente lisadas no
Oceano Pacifico e no Mar Vermelho, estando ausente nos individuos saudaveis (BEN-HAIM;
ROSENBERG, 2002; BEN-HAIM et al., 2003a; BEN-HAIM; ZICHERMAN-KEREN;
ROSENBERG, 2003b).

De acordo com Polson, Higgins, Woodley (2008) a identificacdo de estirpes de V.
coralliilyticus, por meio de técnicas moleculares, necessita de maior aten¢do quanto a utilizagdo
dos primers (Vc-76F e Vc-1019R), por estes produzirem sequéncias dificeis de serem localizadas
filogeneticamente, mesmo apresentando alto grau de especificidade. Podendo resultar
ocasionalmente em uma amplificacdo de sequéncias homologas a de outras cepas pertencentes
ao género Vibrio, bem como, a erros de registro junto ao banco de dados de anotagdes de
sequéncias de nucleotideos.



40

Devido a esta relativa homogeneidade do gene 16S rRNA em espécies de V.
coralliilyticus, outros alvos de sequenciamento necessitam ser observados como alternativa para
identificacdo, como sugere Wilson et al. (2013) que desenvolveram com sucesso ensaios de PCR
e RT-PCR em tempo real para constatacdo do gene vcpA, implicada na viruléncia de V.
coralliilyticus em corais, e por sua vez, quantificacdo de seu mRNA.

V. coralliilyticus também foi isolado de corais do género Favia sp. que apresentavam
a Doenca da Faixa Negra, no recife de Eliat, Mar vermelho, revelando maior abundancia e
atividade proteolitica com 0 aumento da temperatura (AROTSKER et al., 2009).

Assim como, no Mar Mediterraneo, foi abundante nas amostras de corais
Paramuricea clavata com sintomas de doengas, e maior abundancia observada em temperaturas
elevadas (VEZZULLI et al., 2010).

Além disso, foi relatado em corais com sintomas da Sindrome Branca, em recifes na
regido do Indo-Pacifico, com maior abundéancia nos individuos afetados (SUSSMAN et al.,
2008). E no Caribe, em octocorais da espécie Pseudopterogorgia americana doente (VIZCAINO
etal., 2010).

No Brasil, esse vibrido foi isolado de corais endémicos no Banco de Recifes de
Abrolhos, ndo apresentando diferenca significativa entre organismos saudaveis e afetados
(ALVES JR et al., 2010).

V. coralliilyticus ¢ amplamente encontrado em ambientes costeiros no Ceara. A
espécie foi isolada em amostras de agua e sedimento em quatro estuarios do estado (MENEZES
et al, 2017), além de ocorrer em viveiros de fazendas de carcinicultura (VIEIRA et al., 2010).
Como também, a bactéria foi encontrada em amostras de hemolinfa do camardo Litopenaeus
vannamei (CARVALHO, 2009).

Dessa forma, é importante o estudo da espécie Vibrio coralliilyticus, devido a
presenca em organismos marinhos, ambientes costeiros e a relagdo direta com a temperatura na
viruléncia e na infeccdo que afetam os corais. Estudos apontam que quando submetidos a
temperaturas acima de 25°C, o microrganismo causa branqueamento, lise do tecido e morte de
corais (BEN-HAIM; ROSENBERG, 2002; BEN- HAIM et al, 2003a; BEN-HAIM,;
ZICHERMAN-KEREN; ROSENBERG, 2003b). Além disso, foi observado que a espécie pode
causar a Sindrome Branca e a doenca da Banda Negra nesses organismos (SUSSMAN et al.,
2008; AROTSKER et al., 2009).

Vale ressaltar que isolados de corais doentes da Grande Barreira de Corais
demonstraram possuir repertorio de viruléncia diversos, como a presenca de genes de resposta

ao estresse, formacdo de biofilme, quorum sensing, proteinas flagelares e sistemas de quimiotaxia



41

(SANTOS et al., 2011). Sendo demonstrado que varios fatores de viruléncia, sdo regulados de
forma positiva a temperaturas acima de 27 °C (KIMES et al., 2012).

Figura 9 - Eletroforese das 21 cepas isoladas da primeira coleta para confirmacao
genotipica da espécie V. parahaemolyticus.

M N AG1 AG2 AG3 AG4 AG5 AG6 AG7 SID1 SID2 SID3 SID4

M SID5 SiD6 SID7 BR1 BR2 BR3 BR4 BR5 BR6 BR7

Fonte: Autora (2020). )
M: Marcador; N: Controle Negativo; AG: Agua; SID: Coral saudavel; BRA: Coral
branqueado.

Além do resultado obtido no presente estudo em relacdo a presenca de V.
parahaemolyticus no coral Siderastrea stellata saudavel, a espécie também foi isolada de corais
sadios Mussismilia hispida (endémica do Brasil) e Palythoa caribaeorum na Praia Grande, em
Séo Paulo (CHIMETTO et al., 2008; CHIMETTO et al., 2009).

Em contrapartida, esse vibrido foi encontrado em coldnias necrosadas do zoantideo
Palythoa caribaeorum, nos recifes de Carapibus, Paraiba. Porém ndo foi confirmada atividade
proteolitica da cepa (SILVA,2015).

Segundo Chimetto (2008) espécies do género Vibrio, incluindo V. parahaemolyticus

podem beneficiar os corais na fixagdo de N2, contudo o autor sugere que sejam realizados estudos
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para confirmar se esses microrganismos podem ao mesmo tempo, beneficiar o coral com a
fixagdo do N? e, também causar infecgOes sob condicOes estressantes do ambiente.

Além de espécies de corais, V. parahaemolyticus € naturalmente encontrado em
ecossistemas marinhos e estuarinos, sendo frequentemente isolados de agua, sedimentos e
organismos marinhos (ARAUJO, 2010; CARVALHO, 2009; MENEZES et al., 2017; VIEIRA
et al., 2009)

Menezes et al., (2017) isolaram esse vibrido de amostras de agua e sedimento em quatro
ambientes estuarinos do Ceard, sendo V. parahaemolyticus a espécie mais relevante encontrada.

No mesmo Estado, o microrganismo também foi isolado da hemolinfa de camardes
Litopenaeus vannamei (CARVALHO, 2009; VIEIRA et al., 2009). E em ostras in natura e
congeladas, comercializadas na Praia do Futuro em Fortaleza (ARAUJO, 2010).

Em camardes marinhos, essa espécie ocasiona diversas doencas infecciosas, que causam
a mortalidade e grandes perdas econémicas nos cultivos (SOTO-RODRIGUEZ et al., 2014;
ZHANG et al., 2014). E considerado patdgeno para o camardo branco do Pacifico L. vannamei,
sendo a patogenicidade relacionada a doenca da necrose hepatopancreatica aguda (AHPND)
também conhecida como a sindrome da mortalidade precoce (EMS) (SOTO-RODRIGUEZ et
al., 2014; KUMAR et al., 2014).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo da diversidade e compreensédo dos papéis desempenhados pelo vibrioma na
salde e doenca de corais € um tema que precisa receber mais esforgos de pesquisa. A
caracterizagdo desses isolados quanto ao seu arsenal de viruléncia também sdo informacdes
preciosas para estudos com esse enfoque.

Apesar do namero reduzido de amostras, podemos verificar que a densidade de
vibrios no entorno e nos tecidos dos corais Siderastrea stellata nos recifes de arenito, ndo foi
influenciada pela ocorréncia de chuvas e consequente aporte de agua doce nesse ambiente. Essa
questdo pode ser elucidada com a continuacao das analises, identificacdo e caracterizacdo das
estirpes de Vibrio isoladas dos tecidos coralineos.

A verificacdo visual de descarga de esgoto doméstico clandestino diretamente no
ambiente e a presenca de banhistas circulando sobre o recife, sdo comprovacdes da forte presséo

sofrida por esse ecossistema e consequentemente efeito sobre sua dindmica e microbiota.
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