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RESUMO

Os ecossistemas recifais do Atlantico Sul Ocidental vém sofrendo significativas
alteragcdes em decorréncia da invasdo dos corais-sol, sendo Tubastraea tagusensis uma das
duas espécies conhecidas popularmente por esse nome. Na Ilha dos Buzios, litoral norte do
Estado de Sao Paulo, onde h4 abundancia desta espécie invasora, diversas colonias foram
visualizadas apresentando necrose tecidual, sendo este o primeiro relato de doenca
acometendo essa espécie de coral. Nesse contexto, o presente estudo buscou compreender a
relagdo de 7. tagusemsis com micro-organismos simbioticos, através de sequenciamento
parcial do gene bacterial 16S rDNA de corais saudaveis e doentes, e em um vetor em
potencial, o peixe Abudefduf saxatilis. Foram identificadas grande diversidade de bactérias e
arquéias, sendo possivel a determinacdo do core microbiano, micro-organismos persistentes
associados as colonias saudaveis, que se mantiveram parcialmente presentes nas colonias
doentes. Comparando a diversidade de micro-organismos, a comunidade de simbiontes
associados aos corais doentes ¢ mais diversa do que a associada aos corais saudaveis. Apesar
disso, os micro-organismos com maior frequéncia relativa, cerca de 75% do total de
simbiontes associados aos corais doentes, ¢ composto pelos mesmos géneros presentes nas
colonias saudaveis. A comunidade microbiana associada as colOnias sauddveis nao sofrem
alteracdes significativas em relacdo aos espécimes examinados, sendo possivel verificar a
sucessdo da comunidade microbiana associada ao coral 7. tagusensis em seu estado saudavel
e durante diferentes estagios de infec¢do (i.e. inicial, intermediario e avangado). A
comparagao da microbiota associada a corais saudaveis com a de espécimes em estagio inicial
de necrose tecidual, permitiu a identificagdo de 17 micro-organismos potencialmente
patogénicos, que podem ser os promotores dessa doenca. Além disso, sugerimos um vetor em
potencial para essa doenca, o peixe Abudefduf saxatilis, e indicamos que a contaminagdo da
area por hidrocarbonetos ou subprodutos deste, podem também ser um facilitador desta

doenga.

Palavras-chave: coral sol, micro-organismos, simbiose, core microbiano, potenciais

patogenos.



ABSTRACT

Southwestern Atlantic reef ecosystems are undergoing significant changes due to sun
corals invasion - Tubastraea tagusensis is one of the two species popularly known as sun
coral. Along Buzios Island, northern Sao Paulo State coast, a locality where the abundance of
T. tagusensis 1is particularly high, some colonies were displaying tissue necrosis, a
phenomenon never reported for this coral species. Herein, using next generation sequencing,
we sought to understand the relationship between 7. fagusensis and its microbiota. Thus,
using universal bacterial primers, partial 16S rDNA gene was sequenced from healthy and
diseased corals, and in a potential vector, the fish Abudefduf saxitilis. Results indicate a wide
variety of bacteria and archaea associated with healthy and an even higher diversity associated
to those corals with tissue necrosis. Further analyses enabled the identification of the
microbiome core - microorganisms that were identified in all samples examined. The
microbiota associated to unhealthy corals was more diverse than that associated to healthy
colonies. Despite of that, nearly 75% of the microorganisms identified in healthy corals are
the same as those from colonies with tissue necrosis. In addition, as the microbial community
associated to the six healthy colonies sequenced did not alter composition significantly, it was
possible to verify the microbiome succession during different necrosis stages (i.e., initial,
intermediate and advanced). The comparison between the microbiome from healthy corals to
those in early tissue necrosis suggests 17 potential pathogens, which might act as the
promoters of this disease. In addition, we suggest a potential vector for the studied tissue
necrosis, the fish Abudefduf saxitilis, and indicate that hydrocarbon contamination might also

act as a factor increasing the propensity for this coral disease.

Key words: Sun coral, microorganisms, symbiosis, core microbiome, pathogens
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INTRODUCAO

Os corais escleractineos sao os principais arquitetos dos recifes de corais de aguas
rasas e profundas, sendo ambos considerados ecossistemas extremamente complexos e
figurando entre os mais biodiversos do planeta (DOWER; IAN PERRY, 2001; REED, 2002;
ROGERS, 1999). Parte desta complexidade esta atrelada a capacidade destes organismos em
estabelecer relagdes de simbiose, sendo considerados como metazoarios com maior
diversidade de micro-organismos associados (BLACKALL; WILSON; VAN OPPEN, 2015).
Entretanto, atualmente, estes ecossistemas vém atraindo grande atencdo publica,
especialmente devido ao destino incerto dos recifes de corais em face aoss crescentes desafios
de origem antrépica. Em 2004 e 2008, no Status of Coral Reefs of the World, foram
relacionadas as 10 principais ameagas/estressores dos recifes de corais, das quais destacam-se
o fendmeno do branqueamento (ANTHONY et al., 2008; BEN-HAIM; ZICHERMAN-
KEREN; ROSENBERG, 2003; ROSENBERG; FALKOVITZ, 2004), a acidificagdo dos
oceanos (ANTHONY et al., 2008; CRAWLEY et al., 2010), as atividades extrativistas (p.ex.,
pesca), aumento de sedimentacdo, de nutrientes e de poluentes quimicos, o desenvolvimento
ndo planejado de areas costeiras (WILKINSON, 2004), bioinvasdes (MIRANDA; CRUZ;
BARROS, 2016) e doencas decorrentes destes estressores (GARCIA et al., 2013; LUNA et
al., 2010; SAKOWSKI, 2015; SERE et al., 2013; WELSH et al., 2015).

Apesar de pouco diversos ao longo do Atlantico Sul Ocidental (ASC), os corais
escleractineos exercem diversas fungdes ecossistémicas impares ao largo da costa do Brasil,
onde ¢ encontrada a unica formagao de atol do ASC, vastas extensdes recifais de aguas rasas
(p.ex., Arquipélago dos Abrolhos - Bahia, Parcel do Manuel Luis - Maranhdo) e profundas
(p.ex., Bacia de Campos, Santos e Pelotas), além de formagdes unicas como os chapeirdes
(CASTRO; PIRES, 2001). Entretanto, nas ultimas décadas, os recifes brasileiros vém
sofrendo com as diversas ameagas/estressores supracitados. Como exemplos, temos o
branqueamento das colonias de Madracis decactis (MOREIRA et al., 2013), Siderastrea
stellata (LINS-DE-BARROS et al., 2013) a doenga do coral endémico Mussismilia
braziliensis (GARCIA et al., 2013), a pesca predatdria e a invasdo dos corais-sol, Tubastraea
coccinea e Tubastraea tagusensis (Castro & Pires, 2001).

Nativos do Indo-Pacifico, 7. coccinea e T. tagusensis foram primeiramente
registrados em aguas brasileiras na década de 1980, incrustando plataformas de petrdleo ao
largo do Estado do Rio de Janeiro (CASTRO; PIRES, 2001), e desde entdo veem se

espalhando pela costa do Brasil (CREED, 2006). De forma geral, os corais invasores tém sido
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os protagonistas de mudangas significativas nas comunidades bentonicas de aguas rasas
(Lages et al., 2011; Miranda et al., 2016; Silva et al., 2019), principalmente devido as suas
caracteristicas reprodutivas/oportunistas (DE PAULA, 2007). Mais especificamente, 7.
tagusensis possui grande repertorio de estratégias reprodutivas e colonias adultas liberam
grande quantidade de larvas sem a necessidade de fertilizacdo cruzada (AYRE; RESING,
1986; CAPEL et al., 2016), sendo assim, consideradas hermafroditas simultaneas, com
habilidade de autofecundagdo. Além disso, possuem grande sucesso no recrutamento (DE
PAULA; CREED, 2005; MIZRAHI, 2008), rapido crescimento (VERMEIJ, 2006), estratégias
alternativas de crescimento quando em contato com predadores (VERMEIJ, 2005) e elevada
plasticidade fisiologica para “ajustamento” a diferentes condi¢cdes ambientais como turbidez,
salinidade, entre outras. Em adicdo, outras caracteristicas facilitadoras da colonizacao,
estabelecimento e expansdo destas espécies sdo a producdo de metabolitos secundarios com
propriedades anti-depuracdo e anti-predacdo (KONTIZA et al., 2006; LAGES et al., 2010), o
que provavelmente estd associado a auséncia de predadores e/ou competidores nas areas
invadidas.

Nao obstante, mesmo nado estabelecendo relagao de simbiose com dinoflagelados
fotossintetizantes (i.e., sdo azooxantelados), ¢ observada tanto em locais com grande
intensidade luminosa, quanto em sombreados, possuindo ampla distribui¢do na costa
brasileira, incluindo areas de relevante interesse ecologico (SILVA et al., 2011). Atualmente,
T. tagusensis ¢ registrada em substratos naturais e artificiais dos estados de Sao Paulo, Rio de
Janeiro, Espirito Santo, Bahia e Ceara (COSTA et al., 2014; CREED et al., 2008; DE
PAULA; CREED, 2004; FERREIRA; GONCALVES; COUTINHO, 2004; SAMPAIO et al.,
2012; SILVA et al., 2014), sendo que nos dois primeiros, alguns pontos de ocorréncia desta
espécie indicam que a mesma pode chegar a cobrir 100% do substrato consolidado (DE
PAULA; CREED, 2004; MANTELATTO et al., 2011), mudando as comunidades bentonicas
e, consequentemente a ictiofauna.

Em 2014, cerca de 40 anos ap6s o primeiro relato da presenca de 7. tagusensis em
aguas brasileiras, foram observadas colonias deste coral aparentemente doente na Ilha dos
Buzios, litoral norte do Estado de Sao Paulo. Mesmo que em diversos graus de
desenvolvimento (i.e., desde pequenas lesdes/necrose tecidual a polipos aparentemente sem
tecido (Fig. 1), inicialmente, as colonias necrosadas eram encontradas em uma unica

localidade desta ilha. Entretanto, a necrose se espalhou ao longo dos recifes rochosos desta
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ilha, sendo que atualmente ¢ possivel encontrar colonias doentes em quase todas as suas

localidades. Atualmente, este fendmeno ¢ o primeiro relato de um coral azooxantelado doente.

Figura 1. Colonias de Tubastraea tagusensis apresentando necrose em diversos estagios de evolucdo. A - estagio
inicial de necrose. B - colonia em estagio intermediario de necrose. C - colonia em estagio avangado de necrose

com diversos polipos aparentemente sem tecido.

Apesar de diversas questdes biologicas e ecoldgicas terem ou estarem sendo
estudadas acerca desse coral, seu microbioma (i.e., sua relacdo com micro-organismos) ainda
nao havia sido explorada, como ja& ocorreu para 7. coccinea (CARLOS; TORRES;
OTTOBONI, 2013). Neste contexto e especialmente focados em corais zooxantelados,
inimeros trabalhos vém relatando a existéncia de bactérias e arquéias associadas de forma
especifica a cada espécie de coral, conceito conhecido como core microbiano
(HERNANDEZ-AGREDA; GATES; AINSWORTH, 2017). Entende-se que o core
microbiano ¢ estabelecido por processos co-evolutivos (FRAUNE; BOSCH, 2010), sendo esta
associacao crucial ao hospedeiro, uma vez que exerce papel fundamental para sua
adaptagao/adequagdo ao meio.

O avango destes e outros estudos acerca da microbiota dos corais foi ponto
importante para a proposicao da Teoria Hologendmica (TH) (ROSENBERG et al., 2007), a
qual estabelece dois termos: holobionte — hospedeiro e os micro-organismos que vivem em
simbiose; e hologenoma — somatoéria das informagdes genéticas do hospedeiro e dos micro-
organismos simbiontes. Atualmente, a TH possui grande apelo evolutivo e ecologico, e se
baseia nas premissas de que: (1) todas as espécies de animais e plantas possuem relacdes
simbidticas com diversos e abundantes micro-organismos; (2) a agrega¢do entre micro-
organismos simbiontes ¢ o seu hospedeiro, reflete diretamente na aptiddo e adequacao do
hospedeiro; (3) a varidncia genética do hologenoma pode ser aprimorada através das

mudancgas no genoma do hospedeiro ou no genoma dos simbiontes; e que (4) essas variagdes
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podem influenciar na evolugao do holobionte, visto que as variagdes genéticas do microbioma
e do hospedeiro podem ser transmitidas verticalmente com fidelidade, de uma geragao para a
outra (ROSENBERG; ZILBER-ROSENBERG, 2011).

Dessa forma, o desbalanco do microbioma pode ser deflagrador de intimeros
impactos em seu respectivo hospedeiro, incluindo mudangas fisioldgicas, branqueamento ou,
em casos extremos, a morte. Por exemplo, efeitos sinérgicos do aumento de temperatura e
contaminagao pela bactéria Vibrio shiloi foram reportadas como causadora do branqueamento
em Oculina patagonica em aguas mediterraneas (ROSENBERG; FALKOVITZ, 2004).
Aparte do branqueamento de O. patagonica, mais de 20 doengas de corais sdo atualmente
conhecidas, sendo que para a vasta maioria nao sdo conhecidos o0s 0o(s) patdgeno(s)
deflagradores, ou mesmo o(s) vetor(es). Este hiato se deve principalmente a complexidade
encontrada no ambiente marinho, sendo que grande parte dos estudos foca em descrever como
a comunidade microbiana ¢ afetada e na proposi¢cdo de patdégenos em potencial (GIGNOUX-
WOLFSOHN; VOLLMER, 2015; SWEET; BYTHELL, 2012; SWEET; CROQUER;
BYTHELL, 2014).

Assim, com o objetivo de verificar ndo apenas se as necroses teciduais observadas
em 7. tagusensis sdo decorrentes de infeccdes por bactérias patdogenas, mas também se existe
alguma sucessdao da comunidade de micro-organismos com o desenvolvimento das mesmas, o
presente trabalho disserta sobre andlises das microbiotas associadas as colonias saudaveis e
em trés estagios de necrose (i.e., inicial, intermediaria e avangada) associados a 7. tagusensis.
Em resumo, por¢des da borda do célice (regido inicialmente afetada pela doenga) de coldnias
saudaveis e doentes contendo tecido e esqueleto, tiveram DNA genomico total extraido e uma
porcao do gene 16S foi amplificado utilizando iniciadores universais de bactérias (LANE,
1991; TURNER et al., 1999). Posteriormente, os amplicons foram determinados através de
sequenciamento paralelo massivo (plataforma MiSeq — Illumina), sendo as sequéncias
resultantes classificadas até o menor nivel taxonomico possivel (normalmente género).
Seguindo o mesmo procedimento, uma amostra de larvas de 7. tagusensis, assim como o
microbioma presente na boca de Abudefduf saxatilis (popularmente conhecido como
“sargentinho” e vetor em potencial da doenga estudada) também foram sequenciadas.
Destaca-se que, com o intuito de verificar adequacdes da microbiota de 7. tagusensis frente a
diferentes profundidades, o sequenciamento das coldnias saudaveis contou com espécimes

amostrados em trés profundidades (3, 5 ¢ 8 m).



13

Com essas amostras, os objetivos do presente trabalham foram: i) descrever a
comunidade de bactérias e arquéias associados ao coral 7. tagusensis; ii) verificar adequagdes
da microbiota de corais coletados em diferentes profundidades; iii) identificar o core
microbiano de 7. fagusensis; iv) verificar se existe transmissao vertical da microbiota (colonia
mae para larvas recém liberadas) e, caso positivo, se 0 core microbiano ¢ transmitido; v)
comparar o core microbiano da 7. tagusensis com demais corais, zooxantelados e
azooxantelados, que ja tiveram seu core microbiano identificado; vi) identificar a comunidade
de micro-organismos associados a trés estidgios de desenvolvimento de necrose tecidual; vii)
comparar a microbiota das colonias saudaveis com as doentes; viii) analisar possivel sucessao
da comunidade de micro-organismos conforme avango dos estagios de necrose; ix) identificar
se 0 core microbiano ¢ persistente em coldnias doentes; x) identificar micro-organismos com
potencial patogénico; e xi) verificar se o peixe Abudefduf saxatilis pode ser considerado um

vetor em potencial desta doenca.
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CAPITULO 1

MICROBIOMA ASSOCIADO AO CORAL SOL, Tubastraea tagusensis

INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, ao longo da costa do Brasil, as comunidades marinhas costeiras
vém sofrendo rapidas mudangas em decorréncia da invasdo dos corais-sol, Tubastraea
coccinea e T. tagusensis (DE PAULA; CREED, 2004; LAGES et al., 2011). Primeiramente
registrados em aguas brasileiras no inicio da década de 1980 (CASTRO; PIRES, 2001), estas
espécies de corais escleractineos sdo nativas do Oceano Pacifico, e tem como localidade tipo
os arquipélagos de Fiji e de Galapagos, respectivamente. Atualmente, ambas sdo consideradas
como as primeiras espécies de corais escleractineos que invadiram a costa ocidental do
Atlantico Sul (SILVA et al., 2014) e, destas, T. tagusensis ja € reportada para as costas dos
estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Bahia e Ceara (COSTA et al., 2014;
CREED et al., 2008; DE PAULA; CREED, 2004; FERREIRA; GONCALVES; COUTINHO,
2004; SAMPAIO et al., 2012; SILVA et al., 2014). Entretanto, ao largo dos estados do Rio de
Janeiro e Sao Paulo, ¢ possivel encontrar areas onde estas espécies saturam os substratos
naturais (i.e., costdes rochosos) e artificiais (e.g. marinas), chegando a 100% de cobertura
(MANTELATTO et al., 2011). Consequentemente, existem diversas evidéncias da capacidade
destas espécies de competirem e até mesmo eliminarem do ambiente, corais nativos como a
Mussismilia hispida, gerando mudangas significativas nos servigos ecossistémicos locais.

Os corais tém sido amplamente estudados, em funcdo de sua ampla relagdo
simbiodtica com bactérias, arquéias, fungos, algas e virus (BLACKALL; WILSON; VAN
OPPEN, 2015). De forma geral, este microbioma ¢ um dos mais complexos ja estudados
(BAYER et al., 2013), e existem hipoteses de que a relagdo de simbiose microbiana com
corais pode ser um processo co-evolutivo. Neste sentido o microbioma auxilia em diversos
mecanismos relacionados a aptidao e “funcionamento” do coral hospedeiro. Entretanto, as
vias metabdlicas e os respectivos beneficios oriundos desta simbiose sdo pouco
compreendidos ou ainda nao foram investigados. Com o intuito de identificar na comunidade
de simbiontes os micro-organismos cruciais para suas espécies hospedeiras, o conceito “core

microbiano” foi adotado, tratando-se dos grupos de simbiontes persistentes nas associagdes
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com seu hospedeiro independente das condi¢des ambientais. (HERNANDEZ-AGREDA;
GATES; AINSWORTH, 2017).

Em vista de limita¢des tecnoldgicas os micro-organismos estiveram por muito tempo
desvinculados da teoria da evolugao (BORDENSTEIN; THEIS, 2015). Atualmente, a relacao
simbidtica entre eucariontes e bactérias tem se mostrado uma constante para as espécies
estudadas (BURGER, 2009; MCFALL-NGAI, 2002; ROSENBERG et al., 2007; SAFFO,
20006), sendo diretamente relacionada a evolug¢do (GILBERT et al., 2010), e se tornado um
principio central da biologia (GILBERT; SAPP; TAUBER, 2012). Os membros do dominio
Eukarya, ndo figuram como entidades autdonomas, mas como holobiontes - hospedeiro e
micro-organismos que vivem em simbiose (ROHWER; EDWARDS, 2002). Esta relacdo vem
sendo considerada um dos pontos da teoria hologenomica (ROSENBERG et al., 2007), a qual
sugere o hologenoma - somatdria das informagdes genéticas do hospedeiro e dos micro-
organismos simbiontes - como um dos pontos centrais da evolugdo. De forma resumida, esta
teoria baseia-se nas premissas de que a simbiose entre micro-organismos e seu hospedeiro
reflete diretamente na aptiddo e adequacao do hospedeiro ao ambiente. Neste sentido, o
hologenoma pode se adequar a diferentes variantes ambientais através de mudancas no
genoma do hospedeiro e/ou no genoma dos simbiontes (ROSENBERG; ZILBER-
ROSENBERG, 2011). Essas variagdes podem influenciar na evolugdo do holobionte, sendo
transmitidas verticalmente de uma geracdo para a seguinte (ROSENBERG; ZILBER-
ROSENBERG, 2011). Assim, visando adicionar ao conhecimento acerca do hologenoma dos
corais invasores, analises metagenomicas em 7. tagusensis foram realizadas com o intuito de:
1) ampliar o conhecimento acerca de sua relagdo com micro-organismos; ii) identificar
possiveis respostas ambientais na comunidade microbiana simbionte, em espécimes de 7.
tagusensis coletadas em diferentes profundidades; e iii) verificar se existe transferéncia da

comunidade bacteriana das colonias adultas para suas respectivas larvas.

MATERIAL E METODOS

Trinta e duas colonias de 7. tagusensis de quatro faixas batimétricas (3, 6, 8 e 11m)
foram coletadas em um costao vertical da Ilha dos Buzios, litoral norte de SP, nos dias 09 de
outubro de 2017 (20 coldnias) e 30 de novembro de 2017 (12 coldnias). ApoOs a coleta, as
colonias foram congeladas em sacos plasticos individuais (sem agua), com excecdo de seis

coldnias da segunda coleta (30/11/2017), as quais foram mantidas em aquério de fluxo aberto
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para obtengao de larvas. Para cada colonia, uma por¢ao de aproximadamente 25mg da regido
da borda do calice, contendo tecido e esqueleto, foram amostrados, € um pool de 10 larvas
compds a amostra utilizada para verificagdo de transmissdo vertical da microbiota. DNA
gendmico total de cada amostra foi extraido utilizando o DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen)
seguindo as orientagdes do fabricante. A qualidade e quantidade do DNA de cada amostra
foram verificadas através de eletroforese em gel de agarose (1,5%) e espectrofotometro de
microvolumes (NanoDrop 2000). Posteriormente, utilizando os primers universais, 27F
(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) e 519R (GWATTACCGCGGCKGCTG) (LANE, 1991;
TURNER et al., 1999), para amplificacio do gene 16S, foram realizadas reagdes de
polimerase em cadeia utilizando o kit Advantage®-HF 2 PCR. Cada reagdo continha: 16ng de
DNA; 2,5ul de Buffer; 2,5ul de dNTP Mix; 0,5ul de cada primer (10uM); 0,5ul de enzima e
agua ultrapura até completar o volume de 25ul. Cada reagdo foi realizada de acordo com a
ciclagem a seguir: desnaturacdo inicial 94°C por 60s, seguida por 30 ciclos a 94°C por 30s,
56°C por 40s e 68°C por 33s, sendo finalizado por extensdo final a 68°C por 33s.

Uma vez confirmada a amplificagdo do gene de interesse foi realizada sua purificagao
utilizando esferas magnéticas (Agencourt AMPure XP), seguindo o protocolo do fabricante e
eluicdo final em 50ul de 1X TE (10mM de Tris-HCI, pH 8, ImM de EDTA). A concentragdo
das purificagdes foi mensurada através do Qubit® dsDNA BR Assay Kit e todos seus
respectivos volumes foram reajustados para 50ul, volume necessario para dar inicio a
montagem das bibliotecas, adicionando 1X TE. As bibliotecas foram montadas utilizando o
kit NEBNext Ultra Il FS DNA Library Prep. e mantidas congeladas. A fim de mensurar a
quantidade e qualidade das bibliotecas, estas foram submetidas a anélises de concentra¢do no
Qubit® dsDNA HS Assay Kit e, posteriormente, a distribuicdo de tamanho da biblioteca foi
mensurada utilizando eletroforese capilar (Bioanalyzer High Sensitvity DNA chip). O
sequenciamento foi realizado na plataforma MiSeq (Illumina), utilizando os reagentes MiSeq
Nano kit v2 (500 ciclos), no Centro de Facilidades de Apoio a Pesquisa — Universidade de
Sao Paulo (CEFAP-USP).

Bioinformatica

As sequéncias de cada amostra passaram por um conjunto de tratamentos até as
analises estatisticas. As pontas de baixa qualidade de cada sequéncia, assim como as
sequéncias curtas (<50pb) foram removidas com o programa SolexaQA++ (COX;

PETERSON; BIGGS, 2010). Sequéncias idénticas foram agrupadas utilizando o programa
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Swarm (MAHE et al., 2014) e posteriormente classificadas na plataforma Mothur (SCHLOSS
et al., 2009) utilizando o banco de dados 168 Silva- 132 (BDS) (MITROVIC et al., 2011).

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software STAMP — Statical
Analysis of Metagenomic Profiles (PARKS et al., 2014), removendo as sequéncias
provenientes de eucariotos. Os testes estatisticos foram realizados para multiplos grupos
através de analises de varidncia (ANOVA), com os testes post-hoc Turkey-Kramer e de
correcdo de testes multiplos Benjamini-Hochberg FDR, sendo 0,01 o filtro de p-valor
corrigido utilizado. Whites’s non-parametric t-test, tipo two-side, CI method (DP bootstrap,
corre¢do de testes multiplos Benjamini-Hochberg FDR e filtro de p-valor de 0,01) foram

aplicados para comparacdes de grupos.

RESULTADOS

Independente do protocolo utilizado, parte das 32 colonias amostradas e que tiveram
seus respectivos DNAs gendmicos totais extraidos nao resultaram na amplificagdo do
ribossomo 16S. Assim, os resultados abaixo representam esfor¢o de sequenciamento de seis
amostras de colonias adultas, das quais duas para cada uma das profundidades (3, 6 ¢ 8 m), e
uma referente a amostra de larvas.

A média de leituras geradas por amostra de coral foi de 25.223, variando de 15.917 a
30.147 sequencias oriundas de Bacteria, Archaea, Eukarya, cloroplastos e mitocondrias. A
comparagdo das sequéncias obtidas junto ao BDS resultou na identificagdo de 386 géneros e
54 filos como sendo de eucariotos, sendo que estas, assim como as identificadas como
procedentes de cloroplastos ou mitocondrias, foram excluidas das analises posteriores. Das
sequéncias restantes, foi identificada uma meédia de 600 OTUs (Bacteria e Archaea) por
amostra de coral (Fig. 1.1), sendo que os mesmos foram classificados até o nivel de género,
com raras exce¢des em que a classificacdo ficou limitada a niveis taxondmicos superiores

(Material Suplementar 1).
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Figura 1.1. Comparagdo entre o numero se sequéncias e géneros de Bactérias e Archaeas para cada colonia de

coral Tubastraea tagusensis. Colonias A-8m, B-6m, C-3m, D-6m, E-3m e F-8m.

Apo6s a identificacdo das sequéncias, os dados foram agrupados de acordo com a
profundidade de coleta dos espécimes (i.e.: 3; 6; e 8m), e assim aplicados os testes
estatisticos. De forma geral, foram identificados 25 filos de Bacteria ou Archaea, dos quais
nove (Proteobacteria, Cyanobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, Firmicutes,
Nanoarchaeaeota, Euryarchaeota, Planctomycetes e Halanaerobiaeota — Tab. 1.1) estdo
presentes em todas as amostras analisadas. Apesar dos 435 géneros de bactérias e arquéias
associados aos corais (Fig. 1.2), um grupo de 30 géneros sdao mais abundantes e responsaveis
por cerca de 60% da microbiota identificada (Fig. 1.3). Destes, 20 géneros estdo presentes em

todas as colonias analisadas, sendo consideradas como "core microbiano" (Fig. 1.4).



cada uma das profundidades amostradas. Asterisco (*) representa Archaca.

Tabela 1.1. Frequéncia relativa dos filos de Bacteria e Archaea presentes em todas as amostras de corais, para

interativa (Material Suplementar 2).

Figura 1.2. Composicao dos micro-organismos, bactérias e arquéias, associados ao coral T. fagusensis. Figura

Frequéncia Relativa (%)
Filo 3m 6m 8m
Proteobacteria 39,95 53,95 30,67
Cyanobacteria 39,63 21,76 44,47
Bacteroidetes 9,82 8,54 8,00
Actinobacteria 1,63 4,33 4,19
Firmicutes 0,88 2,07 5,64
Planctomycetes 0,65 1,33 1,35
Halanaerobiaeota 1,04 0,84 0,92
Nanoarchaeaeota*® 1,68 3,87 1,03
Euryarchaeota™ 2,38 0,87 1,33
Total 97,66 97,56 97,6

andidatus_Magnetomorum
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Figura 1.3. Média da frequéncia relativa dos 30 géneros mais abundantes associados as colonias de coral T.

tagusensis, coletadas nas profundidades de 3, 6 ¢ 8m.

Apesar de haver diferenga da abundancia dos filos de Bacteria e Archaea com

fundidades de ocorréncia das coldnias de corais, a comparagao da comunidade

\

a0 as pro

relag

resultou na verificagdo de que ndo existem adequagdes significativas da comunidade

microbiana entre as profundidades (3, 6 e 8m - ANOVA) ou mesmo entre grupos referentes a

profundidades (3 e 6m, 3 e 8m, 6 e 8m - Whites’s non-parametric t-test).
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Figura 1.4. Numero de géneros de Bactérias e Archaeas, descritos associados a cada conjunto de coldnias, 3m,
6m e 8m, e o nimero de géneros que estdo presentes em comum em todas as amostras analisadas de corais T.

tagusensis.

Dos 20 géneros de Bacteria e Archaea identificados nas colOnias das trés
profundidades coletadas, dois representam arquéias (Candidatus nanosalinarum e
Methanomicrobiaceae ge), e correspondem a 3,5, 43 e 1,63% de toda a comunidade
microbiana das colonias amostradas aos 3, 6 ¢ 8m de profundidade respectivamente. Os
demais géneros (18) representam bactérias e compdem cerca de 40% de toda a comunidade de

micro-organismos identificados no core microbiano (Tabela 1.2).

Desta forma, o "core microbiano" de 7. tagusensis, além de representar quase metade
de toda a microbiota associada a este coral, compdem parcela similar do total de micro-
organismos presentes nas amostras: 43,18% nas colonias coletadas aos 3m; 43,58% na
profundidade de 6m; e 44,4% nos corais dos 8m de profundidade. Entretanto, apesar da
abundancia relativa dos géneros serem similares, foram identificadas alteracdes nas
frequéncias dos micro-organismos de acordo com a profundidade amostrada (Fig. 1.5). Os
casos mais discrepantes em relagdo a frequéncia relativa sdo dos géneros: Candidatus
cryptoplasma; Cylindrospermum (NQAIF308); Fortiea (HA4221-MV?2); Foliisarcina
(CENA33); e Candidatus magnetomorum. Apds a identificagdo do core microbiano e a
deteccdo de sua persisténcia (inclusive na frequéncia dos géneros) nas colonias coletadas em
profundidades distintas, o microbioma associado as colonias de diferentes profundidades foi
novamente comparada, excluindo da andlise os 20 géneros formadores do core. Apesar da
auséncia do core microbiano, ndo houve diferenca significativa entre as trés profundidades
quando submetidas a ANOVA de maltiplos grupos (3, 6 ¢ 8 m) ou no teste Whites’s non-

parametric t-test de dois grupos (3x6 m, 3x8 m e 6x8 m).
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Figura 1.5. Frequéncia relativa dos géneros que formam o core microbiano em cada uma das trés profundidades.

Asterisco (*) representa Archaea.



viog

6L°0 18 €G'1 4 WNADUIIDSOUDN SNIDPIPUD,)  2DIIDIDYIIDOIDYOUDN  SI]DIDYIADOIDYOUDN DI2DYIUDOIDYOUDN  DIOdDIDYIADOUDN
760 610 SO°‘1 23 2D22DP10.1210DqOIDE] aD20OVP10.412]10DGOIDE] $2]D1GOLPVUDIDE] DIGOLIVUDIDE]  DJOIDIGOLdDUDIDE]
780 610 €0 % 23 dD2IDIQOLIIUMOUDYIdP — dDIIDIGOLITUMOUDYIDPN — S2IDIQOLIIUOUDYIIIN D1GOAIIUOUDYII N DJ0DYIADAANT]
881 S0 AN wnj1foan) 2D20DIGDIIULID I Sajpp10.4210Dg DIp10.4210Dg Sajop10.42)oDg
S8l 90 6€0 WNLIDIODQINY)  dDIDV1I2JODGIU0IAOA] sajp142300q1U01dOAJ D142]ODGOUIIO Y D142JoDqOULIY
LT 61 VTl 206600 $122020Y22Ulg avaoviqound’) §2]D22020Y22UAG
IS e L0 9.0 9E7IN ovaovdq3udjoyday sappdq3udjoyday
L €8°1 9€°0 SECYNAD DUI2ADSINO] 2D20DI2020UIY
€0°1 9Z°0 80°1 SI01gDIY pipadowsiiopy — apIDLIIIDGOUDA)
76T 9Z°0 6€0 €099-2Dd uoydisavuvy) avaovuoydisapuy?) p142JoDqO10YdAX() D112]ODGOUDL)
68°0 S¥°0 81°1 811 DYS wnuadsoipund) $2]P20JSON
79°1 ST'T SH'T 6ST- W WVI Xiyroddjog
— 2D20DI0ISON
pI°l 6°0 98°11 TANW-ITZPVH Vo404
St°6 Tl €1°9  SOEAIVON wnutidsopuid)
LS0 90 Q0T DLidpUL7  SIIDPIPUD)) aV2oVLIdPIOYYING  SIV1I2JODq02]04dDIdg  D1I21ODGO2]0LdDUIUDE)
9.0 969 80°C WNAOWOJUSDI SIIDPIPUD)) 2D20D.1210DqOJNSI(J §2]p.1210DqOJINsa(J D112]0Dq0230.1dDI]2(
€50 61°0 620 wnl21o0q1ds
2aD20D.1210DGOPOYY $a]D.1210DGOPOYY
960 €0 8L0 D1I23oNY D1LI2]ODGO2]OAJ
890 90 161 SH# - paangnoun aD20D1S1I2YI1Y D142J0DqO2104dDYd]
S2]D15132Y o1
719 L6°ST GLE vusvydoyddiry snppipun)) avaovIpuLsv]dpuy
(%) wg (%) w9 (%) wg 019u3D eljue,| wap10 asse) ong

€¢

“BORYOIY BIUasaIdal () 00sLI0)SY opepipunjoid epeo wo serougnbaly seanoadsar sens 9 OUBIGOIOIW-O100 OP 0BILOIISSR])) 7" B[OqR



24

Metagenomica de larvas de 7. tagusensis

Os micro-organismos associados a 10 larvas foram analisados como se fosse uma
unica amostra. O niimero de sequéncias geradas e identificadas utilizando o BDS contendo
bactérias, arquéias, cloroplastos e mitocondrias foi de 49.120. Destas, cerca de 14.300
representam eucariotos, cloroplastos ou mitocondrias e foram excluidas das analises. Assim,
cerca de 31.000 sequéncias obtidas das 10 larvas foram utilizadas nas comparagdes com as
amostras das colonias de corais adultos.

No geral, as larvas possuem microbioma diverso, sendo encontrados 19 filos, dos
quais dois representam Archaea (2) e Bacteria (17). A maior parte do microbioma ¢ formada
por bactérias do filo Bacteroidetes (97%), seguido por Proteobacterias (1,5%) e
Cyanobacterias (0,7%). As arquéias compoem apenas 0,022% do microbioma associado as
larvas, sendo representadas por apenas dois géneros, Thermoproteaceae e
Methanomicrobiaceae. Dentre os 19 filos, foram identificados 198 géneros, sendo que 95%
de toda a comunidade de simbiontes sdo formados por representantes da familia
Flavobacteriaceae, mais especificamente pelos géneros Spongiiferula (58%), Polaribacter
(32%) e Spongiivirga (4%).

Em comparacao com as colonias adultas, as larvas de 7. tagusensis compartilham 16
géneros de micro-organismos, sendo o0s uUnicos ausentes as bactérias Candidatus
Cryptoplasma, Uncultured #3 e Ruegeria, e a arquéia Candidatus nanosalinarum. Apesar da
presenca do core microbiano nas larvas, a frequéncia relativa de seus géneros ¢ menor se
comparada as colonias adultas. Em adicao, além do core microbiano, larvas e colonias adultas
compartilham 130 géneros de bactérias/arquéias, que no total representam 66,65% e 56,32%

da microbiota das larvas e adultos respectivamente.

DISCUSSAO

Os corais sdo ricos em inibidores de PCR, encontrados no tecido e no esqueleto
desses animais, como 4cidos humicos e os fons de Ca’" (MATHESON et al., 2014;
SCHRADER et al., 2012; WEBER; DEFORCE; APPRILL, 2017). Dessa forma,
compreende-se a dificuldade da amplificacdo de 100% das colonias coletadas, mesmo com as
insistentes alteracdes do protocolo de PCR realizadas em busca do sucesso de todas as
amplificacdes.

Entendendo que varidveis ambientais (e.g.: luz; temperatura; nutrientes; etc.) regem a

distribuicdo da fauna e flora incrustante de costdes rochosos, € que as mesmas diferem
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conforme o gradiente batimétrico (NYBAKKEN, 1982), a microbiota associada ao coral
invasor Tubastraea tagusensis foi analisada em busca de potenciais mudancas na sua
composi¢do que pudesse indicar “adaptacdes” co-evolutivas (coral/microbiota) em tempo
ecoldgico. Contudo, as coldnias de corais das profundidades amostradas (3, 6 ¢ 8m) ndo
apresentaram diferengas significativas nas comunidades microbianas (Bacteria e Archaea)
associadas. De acordo com CAIRNS (1991), a abundancia e distribui¢ao de 7. tagusensis em
sua localidade tipo sdo restritas, e ao longo da costa do Brasil, onde esta espécie ¢ invasora,
sua diversidade genética ¢ baixa, sendo a maioria das “populagdes” composta por clones
(CAPEL et al., 2017). Dessa forma, a auséncia de diferenca significativa entre o microbioma
das colonias de diferentes profundidades pode ser resultado da elevada taxa clonal de T.
tagusensis em aguas brasileiras. Esse quadro corrobora com a teoria hologendmica, mais
especificamente com a premissa: a microbiota simbionte € transmitida por geragdes
consecutivas (ZILBER-ROSENBERG; ROSENBERG, 2008). Entretanto, essa semelhanca
também pode indicar que o gradiente batimétrico amostrado pode ndo ser uma condicionante
fundamental capaz de alterar significativamente a microbiota associada aos corais.

Apesar da alteracdo pouco significativa com relagao a profundidade, a comunidade
microbiana associada com 7. fagusensis ¢ diversa, sendo composta por 26 filos, dentre os
quais Proteobacteria, Cyanobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria e Firmicutes sao os mais
abundantes (Tab. 1.1). Esse perfil de filos abundantes foi observado para o coral cérebro,
Mussismilia braziliensis (GARCIA et al., 2013). Em adi¢do, analises metagenomicas
realizadas nas aguas dos costdes ao largo da Ilha dos Buzios, sugerem que os principais filos
presentes na regido sdo os mesmos citados acima (CARLOS; TORRES; OTTOBONI, 2013).
A presenga desses filos também foi verificada em outras espécies de corais (Mussismilia
hispida; Madracis decactis; e Tubastraea coccinea) e zoantarios (Palythoa caribaeorum) da
ITha dos Buzios (Carlos et al., 2013), no coral Acropora millepora (LITTMAN; WILLIS;
BOURNE, 2011), e em Porites astreoides, exceto pela auséncia do filo Bacteroidetes, nesse
caso (WEGLEY et al., 2007). Blackall e colaboradores (2015) corroboram a frequéncia e
abundancia dos mesmos filos nos estudos metagenomicos de corais.

O filo de Bacteria mais abundante associado aos corais 7. fagusensis (i.e.
Proteobacteria), também ¢ o mais abundante no meio marinho (AMARAL-ZETTLER et al.,
2010), e além de ser reportada para as espécies citadas acima, também ja foi registrada em
diversos outros antozoarios, como Siderastrea stellata (LINS-DE-BARROS et al., 2013),
Mussismilia hispida (CARLOS; TORRES; OTTOBONI, 2013; LINS-DE-BARROS et al.,
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2010) de recifes brasileiros, e Porites astreoides (WEGLEY et al., 2007), Porites lutea
(SERE et al., 2013), Pocillopora damicornis (YOKOUCHI et al., 2006) ¢ Platygyra carnosa
(NG et al., 2015) para outras regides.

A similaridade entre os principais filos que compde a microbiota ocorrente na dgua e
associada aos corais sugere duas hipoteses a serem estudadas: 1) parte dos micro-organismos
simbiontes nao ¢ especifica dos corais, mas eles a obtém do meio e essa associacdo 0s
auxiliam na adequacdo as condi¢des fisicas do ambiente, uma vez que esses micro-
organismos (diversidade e frequéncia relativa) se adaptam mais rapidamente as condicdes
locais; e/ou 2) que a associagdo com 0s micro-organismos mais abundantes do local ¢
“antiga” e evolui junto com o hospedeiro, sendo entdo necessarias classificagdes taxondmicas
da microbiota em niveis de géneros ou espécies para se verificar a real similaridade. Este
ultimo poderia indicar a evolugdo do holobionte ao longo de dezenas de milhares de anos.

A diversidade de géneros associada ao tecido e esqueleto de 7. tagusensis é elevada
e, além de ser amplamente conhecido que os corais possuem diversos micro-organismos
associados (BAYER et al., 2013), existe uma distingdo na abundancia e diversidade entre
muco, tecido e esqueleto e foi observado que os ambientes mais diversos sdo tecidos e
esqueleto (APPRILL; WEBER; SANTORO, 2016). Entretanto, esta distingdo ndo foi
estudada no presente trabalho.

Dentre a diversidade de géneros recuperada no presente estudo (c.a. 400), 20 foram
identificados em todos os espécimes (sugerindo um core microbiano), e totalizam 43% dos
simbiontes desta espécie de coral para a localidade de estudo. A verificagdo do core
microbiano sugere que existem bactérias e arquéias cruciais para o hospedeiro. Em adi¢ao,
essa relagdo sugere também que a simbiose entre corais e bactérias/arqueias ¢ uma relacao
minimamente comensalista, pois pelo menos um dos envolvidos (micro-organismos ou
corais) € beneficiado. Entretanto, apesar de intmeros estudos dissertarem acerca da
microbiota dos corais, nem todos buscaram identificar o core microbiano. Segundo
Hernandez-Agreda et al. (2017), apenas 16 espécies de corais foram exploradas nessa
perspectiva, todos zooxantelados (i.e., corais que também possuem relagdo simbidtica com
dinoflagelados fotossintetizantes). Dentre os cores microbianos estudados até 2015, dois
géneros de bactérias foram reportados para todos os corais hospedeiros: Ralstonia
(Burkholderiaceae) e Propionibacterium (Propionibacteriaceae) (vide Ainsworth et al.,
2015). No core microbiano de 7. tagusensis, foram encontrados representantes das duas

familias, Burkholderiaceae e Propionibacteriaceae, mas pertencentes a géneros diferentes
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daqueles observados por Ainsworth et al. (2015) (Candidatus Zinderia e Cutibacterium -
Tab. 1.2).

Entretanto, diferente dos corais analisados por Ainsworth e colaboradores ( 2015), T.
tagusensis nao possui zooxantelas, sendo a presenga de representantes das familias
Burkholderiaceae e Propionibacteriaceae, ou entao de suas respectivas ordens, detectada
apenas no core microbiano de outras espécies de corais azooxantelados, como os Scleractinia
Dendrophyllia sp. e Eguchipsammia fistula (ROTHIG et al., 2017), ou no Octocorallia
Paramuricea placomus (KELLOGG; ROSS; BROOKE, 2016). Assim, a presenca das
mesmas familias de bactérias, mas géneros diferentes, em relacdo aos demais corais
zooxantelados analisados, pode ser uma adequagdo dos corais azooxantelados, incluindo 7.
tagusensis, em resposta a auséncia de microalgas comumente utilizadas para obtencdo de
energia, ou ainda serem géneros/espécies de Bactérias que estdo associadas diretamente as
zooxantelas. Em adicdo, destacamos que o género Propinibacterium teve recentemente sua
filogenia reconstruida, sendo que trés novos géneros (Acidipropionibacterium, Cutibacterium
e Pseudopropionibacterium) foram propostos (SCHOLZ; KILIAN, 2016). Nesse contexto, ha
a possibilidade de ao nos referirmos a Propinibacterium e Cutibacterium, estejamos falando
do mesmo género.

A presenca do core microbiano, mesmo que incompleto, nas larvas recém-liberadas
na coluna d’adgua e a semelhanca da comunidade microbiana das larvas em relacdo a
comunidade de micro-organismos presentes nas colonias adultas, corrobora a existéncia de
transferéncia vertical destas em 7. fagusensis, como proposto na teoria hologenomica
(ROSENBERG et al., 2007) e como visto no coral caribenho Porites astreoides (SHARP;
DISTEL; PAUL, 2012).
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CAPITULO 11

SUCESSAO DA COMUNIDADE DE MICRO-ORGANISMOS ASSOCIADOS A
DIFERENTES ESTAGIOS DA DOENCA DO CORAL, Tubastraea tagusensis

INTRODUCAO
Os corais escleractineos sdo os principais formadores dos recifes de corais de dguas

rasas e profundas, sendo ambos considerados ecossistemas extremamente complexos e
figurando entre os mais biodiversos do planeta (DOWER; IAN PERRY, 2001; REED, 2002;
ROGERS, 1999). Entretanto, devido aos crescentes desafios de origem antrdpica, nas ultimas
décadas, os ambientes coralineos vém sendo impactados por poluigdo, sobrepesca
(WILKINSON, 2004), branqueamento (ANTHONY et al., 2008; BEN-HAIM;
ZICHERMAN-KEREN; ROSENBERG, 2003; ROSENBERG; FALKOVITZ, 2004) e
doengas associadas a mudancas na comunidade simbionte dos corais (BEN-HAIM;
ROSENBERG, 2002; DENNER et al., 2003; GARCIA et al., 2013; LUNA et al., 2010;
PANTOS et al., 2003; SEKAR; KACZMARSKY; RICHARDSON, 2008; SERE et al., 2013).
Desta ultima, de acordo com BLACKALL e colaboradores (2015), existe intrinseca relagao
espécie-especifica entre corais e micro-organismos, como Bactérias, Archaeas, Eucariotos e
virus.

Assim, com o intuito de aprimorar o conhecimento acerca dos fatores que podem
influenciar na saude dos corais e, consequentemente, no desbalanco ou mudanca da
comunidade simbionte, diversos estudos buscaram determinar a microbiota associada a corais
saudaveis (AINSWORTH et al., 2015; HERNANDEZ-AGREDA; GATES; AINSWORTH,
2017; ROTHIG et al., 2017) e doentes (APPRILL; HUGHEN; MINCER, 2013; GARCIA et
al., 2013; MEYER et al, 2017; SERE et al, 2013). Estes e outros trabalhos (p.ex.
HERNANDEZ-AGREDA; GATES; AINSWORTH, 2017), sugerem que existem micro-
organismos fundamentais para o hospedeiro, e que o balango da comunidade microbiana ¢
resultado co-evolutivo e também ecoldgico. Consequentemente, condi¢des bidticas ou
abidticas que resultem em estresse para os corais, podem ocasionar o desbalango dessa
relacdo, o que por sua vez, pode desencadear inimeras doencgas no hospedeiro (ROSENBERG
et al., 2007). Atualmente, apesar de mais de 20 doengas associadas a corais serem conhecidas
(RAYMUNDO et al, 2008), apenas uma minoria teve os patogenos identificados
(ROSENBERG et al., 2007). Os demais estudos descrevem as mudangas na microbiota,

indicando que o aumento da abundancia do género Ruegeria ¢ compartilhado por diversas
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espécies de corais doentes (APPRILL; HUGHEN; MINCER, 2013; CASEY; CONNOLLY;
AINSWORTH, 2015; NG et al.,, 2015; SATO et al.,, 2017; SEKAR; KACZMARSKY;
RICHARDSON, 2008; SERE et al., 2013).

Em 4guas brasileiras, analises metagenomicas ja foram realizadas aos corais
endémicos Mussismilia braziliensis (GARCIA et al., 2013; REIS et al., 2009), Mussismilia
hispida (CARLOS; TORRES; OTTOBONI, 2013; LINS-DE-BARROS et al., 2010), além de
outras espécies com distribuicdo mais ampla, como Madracis decactis (CARLOS; TORRES;
OTTOBONI, 2013; MOREIRA et al., 2013), Siderastrea stellata (LINS-DE-BARROS et al.,
2013) e ao coral invasor Tubastraea coccinea (CARLOS; TORRES; OTTOBONI, 2013).
Nestes trabalhos, além da microbiota associada a espécimes saudaveis, a comunidade
microbiana associada a corais branqueados e doentes também foi descrita. Assim, devido ao
elevado endemismo de corais zooxantelados na costa brasileira, associada a baixa diversidade
geral deste grupo para o Atlantico Sul Ocidental (CASTRO; PIRES, 2001; WILKINSON,
2008), de forma geral, esses trabalhos abrangeram uma grande por¢ao dos corais brasileiros,
enfatizando a importancia da conservagao dos recifes brasileiros. No entanto, além de
doencas, os ambientes recifais brasileiros vém sendo impactados com a invasao dos corais sol,
T. tagusensis ¢ T. coccinea oriundos de Galapagos (Pacifico Oriental) e Fiji (sul do Oceano
Pacifico), respectivamente. Atualmente, 7. fagusensis possui ampla distribui¢do no Brasil,
sendo registrado nos estados de Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Bahia e Ceara
(COSTA et al.,, 2014; CREED et al.,, 2008; DE PAULA; CREED, 2004; FERREIRA;
GONCALVES; COUTINHO, 2006; SAMPAIO et al., 2012; SILVA et al., 2014). Destes,
algumas localidades no Estado de Sao Paulo os costdes rochosos estdo saturados (100%) por
corais invasores, como a Ilha dos Buzios, que antes da bioinvasdo era uma regido composta
por Madracis decactis, Mussismilia hispida, Palythoa caribaeorum, turf e esponjas
(MANTELATTO et al., 2011). Ao que tudo indica, o sucesso da invasdo de 7. tagusensis
pode estar relacionado com as caracteristicas reprodutivas — alta producao de odcitos, idade
precoce para reproducdo (FENNER; BANKS, 2004) e rapida incuba¢ao — condi¢do de
espécies oportunistas (DE PAULA, 2007).

Em 2014, durante mergulhos autonomos ao largo da Ilha dos Buzios, colonias de 7.
tagusensis com necrose tecidual foram observadas. Inicialmente as colonias afetadas eram
vistas em um Unico ponto, sendo que atualmente ¢ possivel encontrar colonias doentes sempre
que se mergulha nesta localidade. De forma geral, a necrose tecidual se inicia pela borda do

calice, como um pequeno ponto marrom (Fig. 2.1A e 2.1B) e se expande pelo pdlipo (Fig.
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2.1C e 2.1D), podendo atingir diversos individuos, levando-os a morte (Fig. 2.1D e 2.1E). Ao
manejar essas colonias, observou-se que o esqueleto da regido doente ficou fragilizado e mais
quebradico. Em adicdo, polipos apresentando necrose tecidual foram observados em maior
abundancia na margem dos locais de deposicdo de ovos do peixe Abudefduf saxatilis,
conhecido como sargentinho, sugerindo a possibilidade de haver uma relagdo entre a doenga

desse coral e esses peixes.

Figura 2.1. Registros de colonias de Tubastraea tagusensis, na Ilha de Buzios, SP apresentando sinais de doenga,
(A) em estagio inicial, (B) com um unico pélipo apresentando pequeno ponto de necrose tecidual, (C, D), em
estagio intermediario, quando a necrose avanga pelo poélipo e (E, F) em estagio avangado, com poélipos tomados

pela doenga e sem vida.



36

Com o intuito de verificar se a necrose tecidual possui relagdo com outras doengas
observadas em corais escleractineos, o presente trabalho buscou, com base em analises
metagendmicas, descrever e investigar possiveis sucessdes na comunidade de bactérias e
arquéias das porg¢des doentes. Buscando aprofundar o conhecimento acerca da evolugdo da
doenca, classificamos as colonias doentes por estagios, a saber: inicial, intermediario e
avangado. Os resultados obtidos foram comparados com o perfil da microbiota de coldnias
saudaveis coletadas na mesma localidade e com a mesma regido do polipo amostrada. Em
adi¢do, o mesmo procedimento foi realizado para verificar o perfil da comunidade de micro-

organismos associados a boca do peixe Abudefduf saxatilis.

MATERIAIS E METODOS
Dezoito espécimes do coral invasor Tubastraea tagusensis, ¢ um espécime do peixe

Abudefduf saxatilis, foram coletados na Ilha dos Buzios, litoral norte do Estado de Sao Paulo,
entre 5 ¢ 7 m de profundidade e prontamente congeladas. Parte das amostras de corais
representam colonias sauddveis (n=7) e o restante sdo colonias apresentando diferentes
estagios de necrose tecidual, sendo dividida entre necrose tecidual inicial (n=6), intermediaria
(n=2) e avancada (n=3). A amostra de peixe representa um potencial vetor. A classificacao
dos estagios de necrose tecidual foi realizada usando a por¢ao do pélipo afetada: colonias com
pequenos pontos de necrose na borda calicular foram consideradas como estagio inicial;
colonias com mais de 50% da borda do calice afetada foram consideradas como estagio
intermediario; e colonias que continham polipos completamente necrosados, estagio avangado
(Fig. 1). Em todas as colonias examinadas (sauddveis e doentes), um fragmento de
aproximadamente 25mg (~5mm?) da borda do célice contendo tecido e esqueleto foi utilizado
para a extracdo de DNA gendmico total. No peixe, foi realizada uma raspagem suave do
interior da boca para a extragdo de sua comunidade microbiana. O DNA dos corais foi
extraido utilizando o DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen), seguindo as orientagdes do
fabricante, enquanto que durante a extracdo de DNA do esfregaco da boca do sargentinho
foram realizadas duas lavagens de 500ul do buffer AW2. A qualidade e pureza do DNA
extraido foram verificadas através de eletroforese em gel de agarose (1,5%) e
espectrofotometria (NanoDrop), respectivamente.

Usando 0s iniciadores bacterianos universais 27F

(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) e 519R (GWATTACCGCGGCKGCTQG) (regidao V1-V3)
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do gene 16S rDNA desenvolvidos por LANE (1991) e TURNER e colaboradores (1999),
respectivamente. Um fragmento de aproximadamente 600pb foi amplificado utilizando o kit
Advantage®-HF 2 PCR, seguindo concentragdes proposta pelo fabricante e ciclagem de dois
passos para as colonias doentes, nas seguintes condi¢des: 94°C por 1 minuto seguido por 38
ciclos a 94°C por 30 segundos e 68°C por 1 minuto. Para colonias saudaveis e esfregaco da
mucosa bucal do peixe, a PCR seguiu as seguintes condi¢des: desnaturagao inicial 94°C por
60 segundos, seguida por 30 ciclos a 94°C por 30 segundos, 56°C por 40 segundos e 68°C por
33 segundos, sendo finalizado por extensao final a 68°C por 33 segundos.

Amplicons resultantes foram purificados com esferas magnéticas (Agencourt
AMPure XP) seguindo o protocolo do fabricante, e eluidos em 50ul de 1X TE (10mM de
Tris-HCI, pH 8, ImM de EDTA). A concentragdo final das amostras foi mensurada utilizando
0 Qubit® dsDNA BR Assay Kit. Bibliotecas foram preparadas com o NEBNext Ultra Il FS
DNA Library Prep. kit e suas respectivas concentragdes e distribui¢do de tamanho verificadas
usando o Qubit® dsDNA HS (High Sensitivity) Assay Kit ¢ o Bioanalyzer High Sensitvity
DNA chip respectivamente. O sequenciamento foi realizado na plataforma MiSeq (Illumina),
utilizando o MiSeq Nano kit v2 (500 cycles), no Centro de Facilidades de Apoio a Pesquisa —
Universidade de Sao Paulo (CEFAP-USP).

Bioinformatica

As sequéncias de cada amostra passaram por um conjunto de tratamentos até as
analises estatisticas. As pontas de baixa qualidade de cada sequéncia, assim como as
sequéncias curtas (<50pb) foram removidas com o programa SolexaQA++ (COX;
PETERSON; BIGGS, 2010). Sequéncias idénticas foram agrupadas utilizando o programa
Swarm (MAHE et al., 2014) e posteriormente classificadas na plataforma mothur (SCHLOSS
et al., 2009) utilizando o banco de dados 16S Silva - 132 (BDS) (MITROVIC et al., 2011).

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o STAMP — Statical Analysis of
Metagenomic Profiles (PARKS et al.,, 2014), removendo as sequéncias provenientes de
eucariotos. Os testes estatisticos foram realizados para multiplos grupos através de analises de
variancia (ANOVA), com os testes post-hoc Turkey-Kramer e de corre¢do de multiplos testes
Benjamini-Hochberg FDR, sendo 0,01 o filtro de p-valor corrigido utilizado. Whites’s non-
parametric t-test, tipo two-side, CI method (DP bootstrap, correcao de testes multiplos
Benjamini-Hochberg FDR e filtro de p-valor de 0,01) foram aplicados para comparacdes de

grupos.
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RESULTADOS
A partir do tecido e esqueleto de corais saudaveis e doentes, foram obtidas 1.190.239

sequéncias (em média 220pb) representando bactérias, arquéias, cloroplastos, mitocondrias e
eucariotos. De forma geral, o nimero de sequéncias obtidas a partir dos corais doentes (média
de 90.065) foi cerca de trés vezes maior do que a dos corais saudaveis (média de 30.160).
Procedente de A. saxatilis, 11.764 sequéncias foram geradas. A classificagdo das sequéncias
junto ao BDS indicou que parte das sequéncias dos corais saudaveis (25%), doentes (13%) e
do peixe (94,7%) era oriunda de eucariotos e, outra parcela de cloroplastos e mitocondrias.
Assim, essas sequéncias foram excluidas das andlises estatisticas. O numero de sequéncias
classificadas como sendo de Bacteria ou Archaea associadas aos corais doentes foi em média
de 41.000 por colonia, ~700 por colonia saudavel e 570 associada a A. saxatilis (Material
Suplementar 3)

Dentre bactérias e arquéias, foram identificados 1.450 géneros (Material Suplementar
2 e 4) dos quais 398 ocorrem em coldonias saudaveis e doentes, a frequéncia desses géneros
representam 96,04% da microbiota associada aos corais saudaveis e 71,7% da comunidade de
micro-organismos associados aos doentes. De forma geral, dos 1.450 géneros, 302 sao mais
abundantes nas colonias saudaveis e todos os demais mais abundantes nas colonias doentes.
Em total, 29,3% da frequéncia dos géneros (n = 1.002) estavam associados exclusivamente
aos corais doentes e 3,96% (50 géneros) estavam associados apenas com as colonias
saudaveis (Figs. 2.2 e 2.3). Dentre os 398 géneros compartilhados entre colonias saudaveis e
doentes, 211 sao significativamente diferentes e destes, 61 foram mais frequentes nas
saudaveis e os demais mais frequentes nas colonias doentes. Associados a A. saxatilis, foram
identificados 84 géneros de micro-organismos, dos quais 13 sdo de Archaea e 71 de Bacteria.
Dentre esses géneros, 57 sdo comuns as colonias saudaveis e 77 as colonias doentes, sendo
que os géneros compartilhados entre o esfregaco bucal de A. saxatilis e as colonias
representam frequéncia relativa de 15% nas colonias saudaveis e 84% na boca do peixe. Para
as colonias apresentando necrose, os géneros de bactérias e arquéias compartilhados com o
esfregago bucal de A. saxatilis totalizam 23%, sendo que esses mesmos géneros perfazem
96% da comunidade de micro-organismos associados a boca do peixe (Material Suplementar

3).
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Figura 2.2. Diagrama de Veen indicando o numero de géneros de Bactérias ¢ Archaeas associadas a
Tubastraea tagusensis. Em cinza a microbiota exclusiva das coldnias saudaveis e em vermelho a microbiota

das colonias doentes. A interse¢do indica o nimero de géneros compartilhados por ambos os grupos.

Em nivel taxondmico de dominio, existem diferencgas significativas entre as colonias
saudaveis e doentes, sendo que as primeiras possuem frequéncia relativa de 4% de Archaea e
96% de Bacteria, enquanto nas colonias doentes apenas 0,5% representam Archaea. Dentre as
bactérias, Alphaproteobacteria, Bacteroidia e Oxyphotobacteria sao as classes que possuem
maior discrepancia nesta comparacao, sendo que as duas primeiras representam cerca de 36%
de todas as sequéncias oriundas das colonias saudaveis e 72% nas colonias de corais doentes.
Entretanto, o numero de leituras de Oxyphotobacteria decresce nas colonias doentes,
totalizando 18,8% enquanto nas colonias saudaveis representam 42%. Duas classes,
Acidobacteria (Subgroup 19) e Rubrobacteria foram detectadas exclusivamente nos corais
saudaveis, enquanto que dezenas de classes fazem parte apenas da microbiota das colonias
doentes. Neste mesmo contexto, 334 ordens foram observadas, das quais Rhodobacterales,
Flavobacteriales, Rhizobiales, Cytophagales e Nostocales representam mais da metade da
microbiota das colonias doentes (~60%), tendo todas, menos Nostocales, aumento da
frequéncia relativa nesta condi¢do. Por sua vez, Nostocales, a ordem de bactéria mais
frequente nas colonias saudaveis, teve acentuado decréscimo de abundancia nas colonias
doentes (de 33,85%% para 7,5%%). As ordens Rickettsiales e Rhodospirillales, que juntas
somam cerca de 18% da microbiota das colonias saudaveis, também apresentaram diminuicao

nos corais doentes, chegando a 1,5%.
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Figura 2.3. Diversidade de micro-organismos associados as coldonias de corais 7. tagusensis saudaveis e doentes.

Em nivel de géneros, a diversidade de micro-organismos associados aos corais em
ambos os estados analisados ¢ alta. Entretanto, apesar de que a maioria apresenta baixa
frequéncia, ¢ possivel observar que existem alguns que sao formadores da maior parte do
microbioma e que o mesmo difere entre os estados dos corais. Nas colonias saudaveis, 22
géneros (Fig. 2.4A) representam 58,1% da microbiota, estando apenas um desses géneros,
Rubrobacter, ausente nas colonias doentes e os demais 21 géneros dessa lista ndo sdo
significativamente abundantes nos corais doentes, representando 4,8% da comunidade
associada. Em contrapartida, dos 22 géneros mais abundantes nas colonias doentes (Fig. 2.4B)
(41,3% da microbiota observada), cinco também foram recuperados nas colonias saudaveis,

sendo que os demais representam 5,06% do microbioma associado as coldnias saudaveis.
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Figura 2.4 — Os 22 géneros com maior frequéncia relativa em: (A) associados aos corais saudaveis e suas

frequéncias nos corais doentes; e (B) associados aos corais doentes e suas frequéncia nos corais saudaveis.

Comparagoes visando verificar se existem diferengas do microbioma com relacao as
colonias sauddveis e aos trés estdgios observados da doenga (inicial, intermedidrio e
avancando — vide Fig. 2.1), sugerem que 15 filos compdem quase toda a microbiota associada
aos corais, independente do estado. Os mais abundantes, Proteobacteria, Cyanobacteria,
Bacteroidetes, Actinobacteria e Firmicutes, tiveram abundancias alteradas quando
comparadas entre colonias saudaveis e doentes (i.e., aumento das Proteobacterias e

Bacteroidetes e diminuig¢ao das Cyanobacterias - Tab. 2.1).
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Tabela 2./. Frequéncia relativa dos principais filos associados aos corais saudaveis (S), e nas fases inicial (DI), intermediaria

(DM) e avangada (DA) de infecgdo. Asterisco (*) indicam filos pertencentes ao dominio Archaea, sendo os demais Bacteria.

Filo S (%) DI(%) DM (%) DA (%)
Proteobacteria 39,97 59,60 40,45 51,93
Cyanobacteria 38,76 16,51 18,99 16,27
Bacteroidetes 8,23 18,50 33,69 24,92
Actinobacteria 3,03 0,81 0,27 1,53
Firmicutes 2,50 0,15 0,08 0,20
Nanoarchaeaeota* 2,03 0,02 0,01 0,02
Euryarchaeota* 1,43 0,12 1,50 0,17
Planctomycetes 1,00 1,67 1,44 1,64
Halanaerobiaeota 0,83 0,03 0,05 0,06
Crenarchaeota® 0,53 0,14 0,07 0,05
Verrucomicrobia 0,42 0,15 0,17 0,46
Chloroflexi 0,32 0,27 0,74 0,41
Fusobacteria 0,26 0,02 0,13 0,09
Lentisphaerae 0,16 0,89 1,87 1,31
Acidobacteria 0,15 0,31 0,14 0,32
Total 99,61 99,20 99,59 99,40

Consequentemente, o acompanhamento da sucessdo dos micro-organismos nos
estagios analisados indica que a vasta maioria dos grupos que compdem o microbioma das
colOnias saudaveis também esta presente nas colonias doentes. Entretanto, apesar de serem
observadas variagdes de frequéncia do microbioma em relacdo a condicdo do coral, uma
parcela correspondente a aproximadamente metade do total de micro-organismos associados
permanece constante mesmo com o avanco da doenca. Ao serem observados os primeiros
estagios de necrose tecidual (estagio inicial), o nimero de géneros de Bacteria ¢ Archaea
quase triplica (2,88 vezes), mas 73,6% (409 géneros) dos micro-organismos identificados nas
colonias saudaveis também foram identificados neste estagio da doenca. No estigio de
infeccdo intermedidria o nimero de géneros duplica em relacdo as saudaveis (Fig. 5), mas
diminui em relagdo ao estagio inicial, correspondendo a 40%. Em estagios de necrose tecidual
avangada ¢ observado aumento da diversidade de micro-organismos se comparado com o

estagio intermediario, mas 73,3% da microbiota (347 géneros) também sdo encontradas nas
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colonias saudaveis. Em comparacgdo entre estagios de infecg¢do, observa-se 492 géneros em
comum entre os estagios intermediario e avancado, os quais representam 24,6% da microbiota
associada as ultimas (Fig. 2.5). Em contrapartida, 658 géneros de Bacteria e Archaea sao
compartilhados entre os estagios iniciais e avangados, mas ausentes nos individuos saudaveis,
e 476 géneros estao presentes em todos os estagios de infecgao.

Apesar da parcela de micro-organismos compartilhados, para cada estagio, incluindo
colonias saudaveis, ¢ observado um grupo de bactérias e arquéias exclusivos: 56 para colonias
saudaveis; 229 em coldnias em estagio inicial de necrose; 35 para o estdgio intermedidrio; e
38 exclusivos das colonias em estagio avancado. A comparacao da microbiota de colonias
saudaveis e aquela de diferentes estagios de infecgcdo sdo significativamente diferentes (p-
valor <0,01), apesar de que a diferenga ndo foi significativa entre diferentes estagios da

doenga.

saudaveis
(472)
( ) (409)
366 , .
estagio e,St_afé'l"
avancado (313) inicia
(804) (868)

estagio intermediario
(920)

Figura 2.5. Diagrama de Venn mostrando a microbiota (géneros) de cada estagio analisado, sendo azul para
coldnias saudaveis, verde estagio inicial de necrose, amarelo para colonias em estagio intermedidrio e laranja das
colonias em estagio avancado. Nas intersecgdes estd presentes o numero de géneros compartilhados entre

estagios.

O core microbiano (micro-organismos persistentes em todos os espécimes de uma
determinada espécie de holobionte) de Tubastraea tagusensis ¢ composto por 18 géneros de

bactérias e dois géneros de arquéias (vide Capitulo 1), dos quais apenas Candidatus
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Nanosalinarum e Candidatus Magnetomorum nao foram encontrados nas colonias necrosadas.
De forma geral, o core microbiano ¢ responsavel por uma grande parcela da comunidade
simbionte das colonias saudaveis (42%), mas significativamente menor em relacdo as
colonias doentes, representando 19,6%, 12,7% e 13,3% nas colonias em estagio inicial,
intermediario e avancado respectivamente. Pertencente ao core, apenas Synechococcus
C(C9902 nao diminuiu significativamente sua frequéncia e, apesar da baixa representatividade
geral, Epibacterium e Ruegeria aumentaram sua frequéncia relativa em mais de seis e 23

vezes, respectivamente (Fig. 2.6).

4 Il Candidatus_Cryptoplasma
I Cylindrospermum_NQAIF308
[ Fortiea_HA4221-MV2

I Foliisarcina_CENA333

[ candidatus_Magnetomorum
10 + I Geofilum

[ Candidatus_Nanosalinarum
I Tolypothrix_IAM_M-259

8 o Il Synechococcus_CC9902
Il Chamaesiphon_PCC-6605
I M1Z36

6 - I Merismopedia_AICB1015
[ Methanomicrobiaceae_ge
I uncultured - #3

4 [ Cutibacterium

[ Cylindrospermum_SAG_11.82
[ Candidatus_Zinderia

[ Halobacteroidaceae_ge

2 1 [ Ruegeria

] [ Epibacterium

Média da freq. relativa (%)

Saudaveis DI DM DA
Colbnias

Figura 2.6. Média da frequéncia relativa dos géneros que compde o core microbiano nas colonias saudaveis,

em estagio inicial (DI), intermediario (DM) e avangado (DA) da doenga.

Buscando identificar patégenos potenciais da necrose tecidual de 7. tagusensis,
especial atencdo foi direcionada a comunidade de micro-organismos associados
exclusivamente ao estagio inicial do fendomeno. Dentre esses, foram observadas 102
diferencas significativas, dos quais foram excluidos géneros que ndo apresentam
caracteristicas de patogenos, tais como aqueles frequentes nas colonias saudaveis (48) e os
que ndo estavam presentes em todas as colonias doentes (9). Assim, a lista de potenciais
patogenos foi reduzida para 45 géneros, sendo todos pertencentes ao dominio Bacteria. Em
adi¢do, todos os géneros com menos de 10 leituras por colonia foram excluidos da

caracterizacdo dos potenciais patogenos, restando 17 géneros de Bactérias (Tab. 2.2).
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Consequentemente, além de identificadas em todas as colonias em estagio inicial de necrose,
estes 17 géneros foram encontrados nos demais estadgios analisados e com tendéncia de

aumento da frequéncia relativa por estagio.

Tabela 2.2. Classificagdo dos 17 géneros de Bactérias encontradas em todas as colonias em todos os estagios de
necrose analisados e com tendéncia de aumento da frequéncia relativa durante o “desenvolvimento” da doenga

no coral Tubastraea tagusensis.

Familia Género Saudaveis DI p-valor
Arenicellaceae Arenicella 0,01915 0,311451 0,003819
Aureibacter 0 0,117278 0,003383
Cyclobacteriaceae
Fulvivirga 0 0,196171 0,007614
Spongiibacterium 0 0,312766 0,003638
Flavobacteriaceae Muricauda 0 1,035522 0,00453
Aureitalea 0 0,136383 0,009921

Litorisediminivivens 0,063933  0,505203 0,001041
Aestuariihabitans 0,012801 0,189821 0,00115
Litorisediminicola 0,047247  0,362939 0,002931

Poseidonocella 0 0,10241  0,003026
Xuhuaishuia 0 0,127789 0,004255
Khodobacteraceac Marinovum 0,0383 0,286314 0,005042
Litorimicrobium 0,138488  0,859186 0,005407
Marinibacterium 0,012801  0,133853 0,005797
Oceanobacterium 0,063933  0,332632 0,006388
Rhodobacteraceae ge 0,044783  0,334763 0,008323
Sphingomonadaceae Sphingorhabdus 0,044783  0,860783 0,001011
DISCUSSAO

Mudangas na comunidade de micro-organismos associados as colonias do coral
invasor Tubastraea tagusensis sao significativas desde os primeiros sinais de necrose tecidual,
havendo aumento da diversidade microbiana (i.e., bactérias e arquéias), o que se mostra
consistente com estudos sobre doencas em corais (CLOSEK et al.,, 2014; GIGNOUX-
WOLFSOHN; VOLLMER, 2015; SUNAGAWA et al., 2009). No entanto, parte da

microbiota associada aos corais doentes (>50%) ¢ formada por géneros (~300) também
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identificados nas coldnias saudaveis. Assim, apesar da deteccao de centenas (~1000) de
géneros de micro-organismos nas colonias doentes (ausentes nas colonias saudaveis), esses
ndo substituiram a microbiota associada ao hospedeiro saudavel. Em adi¢do, apesar da
diversidade, a frequéncia relativa dos géneros de Bacteria e Archaea que foram detectadas
exclusivamente em colonias doentes nao ¢ alta, sendo a maior especifica para um género de
cerca de 1,45% da microbiota total (Acrophormium PCC-7375), e média dentre géneros ¢
~0,028%. Consequentemente, essa baixa frequéncia pode indicar que a vasta maioria ¢
composta por espécies oportunistas/colonizadores secundarios, que foram capazes de se
desenvolver no coral apos o desbalanco da microbiota causada pela infec¢do primaria.
Entretanto, o oposto também foi detectado, i.e., g€neros presentes apenas em colonias
saudaveis (50, dos quais 26 possuem p-valor < 0,01 e todos possuem baixa frequéncia relativa
[média de ~0,079]).

Dentre as arquéias, desde os estagios iniciais de necrose tecidual, a frequéncia
relativa desse dominio, que ¢ normalmente baixa em 7. fagusensis (veja Capitulo 1), assim
como em outros corais (CARDENAS et al.,, 2012; WEGLEY et al.,, 2007), decresceu
significativamente, podendo indicar que representantes deste grupo sdo mais susceptiveis a
mudangas no balango da microbiota em geral. Apesar de também sofrerem mudangas nas suas
respectivas frequéncias relativas, os quinze principais filos (12 de Bacteria e trés de Archaea)
ndo mudaram entre colOnias saudaveis a aquelas apresentando necrose tecidual (inicial a
avangada). Dessa forma, nota-se que ha persisténcia desses filos como os principais
formadores da microbiota dos corais 7. tagusensis, independente da condi¢do da colonia
(doente ou saudavel). Além da persisténcia dos filos, muitos géneros, presentes nas colonias
saudaveis também se mantiveram conservados independente do estagio da doenca, indicando
que existe uma relagdo balanceada entre microbiota e hospedeiro (HERNANDEZ-AGREDA;
GATES; AINSWORTH, 2017) Entretanto, derivagdes na diversidade e abundancia da
microbiota entre estdgios de necrose tecidual sugere um processo de colonizagdo secundaria
das regides afetadas do hospedeiro (GIGNOUX-WOLFSOHN; VOLLMER, 2015;
SUNAGAWA et al., 2009), além da relativa “resisténcia” da microbiota primaria (microbiota
das colonias saudaveis) (CLOSEK et al.,, 2014; GARCIA et al.,, 2013; GIGNOUX-
WOLFSOHN; VOLLMER, 2015). Outro fator observado ¢ que a porcentagem da area das
colonias de 7. tagusensis necrosadas nao esta diretamente relacionada com a diversidade de
micro-organismos associados. No estagio inicial, onde ¢ observada necrose de menos de 0,25

2 . L. .. . . . . n .
cm” da borda calicular de um polipo, foi identificada a maior diversidade de géneros de micro-
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organismos, assim como quase todos aqueles detectados nas colonias saudaveis. Ressalta-se
ainda que o estagio inicial de necrose tecidual foi o com maior diversidade exclusiva. No
estagio intermediario, onde se observa aumento da area afetada pela necrose (Fig. 2.1C e
2.1D), o nimero de géneros identificados, além de diminuir, ndo indica a ocorréncia de
micro-organismos “colonizadores” exclusivos desse estagio. Em adi¢cdo, neste estagio foi
detectado um significativo decréscimo em numero e porcentagem de géneros se comparados
com colonias em estdgio inicial, indicando uma possivel resposta do coral a doenga. Em
colonias apresentando avancado estidgio de necrose o numero de géneros identificados
aumenta em relacdo ao estagio anterior, mas nao significativamente perante o estagio inicial.
Nesse estagio a maioria dos micro-organismos sucede a dos outros estagios, sendo apenas 38
géneros pioneiros.

Estas variagdes no microbioma indicam rapida desestabilizagdo da comunidade de
simbiontes durante o processo de infecc¢do inicial do hospedeiro, e subsequente colonizagao
por micro-organismos oportunistas, conforme observado em outras doencas de corais
(GIGNOUX-WOLFSOHN; ARONSON; VOLLMER, 2017, GIGNOUX-WOLFSOHN;
VOLLMER, 2015). Entretanto, apds este estdgio de méxima colonizacdo por espécies
oportunistas, no estdgio de necrose intermedidrio a comunidade de micro-organismos tende a
se estabilizar, sendo este possivelmente o estagio mais critico para o coral uma vez que a
frequéncia dos micro-organismos simbiontes (i.e., aqueles presentes nas colonias saudaveis)
diminui significativamente, indicando importante furn-over do microbioma. No &pice da
necrose, quando praticamente ndo existe mais tecido saudavel no polipo afetado, a microbiota
simbionte aumenta novamente sua frequéncia relativa (~70%), sendo o restante composto por
micro-organismos do estagio médio, além de outros que ndo foram detectados no ultimo, mas
identificados no estagio inicial.

Paralelamente as analises referentes ao microbioma da necrose, atencao foi
direcionada para verificagdo da presenga do core microbiano. Dentre os 20 géneros descritos
como core microbiano, apenas dois, representado um de Bacteria e outro de Archaea, nao
foram identificados em todas as colonias doentes amostradas. De modo geral a frequéncia
relativa desses géneros diminuiu significativamente (>50%) nas colonias apresentando
necrose, seguindo o mesmo padrdo dos colonizadores primarios em cada estagio, como
descrito acima. Entretanto, trés géneros de Bacteria apresentaram padroes diferentes:
Synechococcus CC9902 aumenta sua frequéncia no estagio intermedidrio e nos demais sofre

um decréscimo como a maioria dos géneros; e Ruegeria e Epibacterium foram mais
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frequentes nas colonias doentes do que nas saudaveis - Ruegeria se destaca por ser
responsavel por 14%, 6,7% e 8% da microbiota associada aos estagios inicial, intermediario e
avancado respectivamente. De forma geral, Ruegeria e Epibacterium foram identificados
como géneros mais abundantes dentre os 22 com maior frequéncia relativa nas coldnias
doentes. O género Ruegeria foi descrito associado a diversos corais saudaveis (APPRILL;
HUGHEN; MINCER, 2013; BAYER et al., 2013; HARDER et al., 2003; MULLER et al.,
2017) e doentes (APPRILL; HUGHEN; MINCER, 2013; CASEY; CONNOLLY;
AINSWORTH, 2015; NG et al., 2015; SATO et al., 2017, SEKAR; KACZMARSKY;
RICHARDSON, 2008; SERE et al., 2013), sendo que Apprill e colaboradores (2013) indicam
que Ruegeria aumenta sua frequéncia em tecidos de corais doentes, assim como observado
em 7. tagusensis.

A ocorréncia de Ruegeria no core microbiano de 7. tagusensis, apesar de “funcdao”
ainda desconhecida, deve auxiliar o coral na manutencdo de sua saude/fisiologia, assim como
postulado como “fungdes” do core microbiano (HERNANDEZ-AGREDA; GATES;
AINSWORTH, 2017). Além disso, estudos apontam que o género Ruegeria apresenta
potencial de inibidor de outros géneros e producdo do acido tropodietético, que t€ém agao
antimicrobiana (PORSBY; NIELSEN; GRAM, 2008). Neste contexto, a observagdo que este
género ¢ o mais abundante durante o desenvolvimento da necrose tecidual aqui observada,
pode ser 1) uma tentativa do hospedeiro, ou mesmo desta comunidade microbial em estabilizar
0 microbioma, ou ainda ii) uma resposta do mesmo as novas condi¢des. Neste primeiro caso,
condigdes para a multiplicagao de células de Ruegeria ocorreriam por parte do hospedeiro, ou
como resposta fisiologica microbial do desbalango de sua comunidade. Com o avanco da
doenca pelo pdlipo (estagio intermedidrio e avangado), o género diminui sua frequéncia,
indicando que as condi¢des do hospedeiro, devido a proliferagdo de inimeras espécies de
bactérias até entdo ausentes ou raras (i.e., desbalan¢o microbiano e presenca de espécies
“colonizadoras” e/ou “oportunistas”), ja ndo sustentam sua manutencdo como anteriormente.
No segundo caso, uma vez que o balango do core microbiano (adaptacdo) e demais
simbiontes primarios (aptiddo) ¢ desestabilizado, sdo detectadas intimeras espécies
oportunistas, sendo que Ruegeria se torna oportunista da condicdo, aumentando sua
abundancia como previamente observado em outras doengas de corais € no experimento com
insercao de um agente patogénico conhecido na espécie Pocillopora damicornis (ROSADO et
al., 2019)Apesar de ambas as alternativas serem viaveis, entendemos que Ruegeria ndo possui

perfil de organismo patogénico. No caso de Epibacterium, apesar de nao haver relagdo
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conhecida com corais escleractineos (grupo descrito associado a superficies de algas marinhas
[vide Penesyan et al., 2013]), sua detec¢ao e aumento de abundancia durante a evolucao da
necrose tecidual pode ser relacionada a exposi¢do do esqueleto coralineo ao ambiente que,
uma vez sem tecido, se transforma em substrato para diversos organismos, como por
exemplo, algas filamentosas. Em adigdo, trabalhos recentes reclassificaram algumas espécies
do género Ruegeria como Epibacterium(WIRTH; WHITMAN, 2018), dessa forma podemos
estar falando apenas do género Epibacterium nesse trabalho, para confirmagdo dessas
informagdes ¢ necessaria novas analises. A andlise metagenomica também auxiliou na
identificacdo de 17 géneros de bactérias (Tab. 2.2) como sendo micro-organismos
potencialmente patogenos. Destes, apenas Arenicella ja foi descrita associada a doenga de
corais (“skeletal growth anomalies” em Platygyra carnosa, Ng et al., 2015). Entretanto,
apesar dos géneros restantes ndo terem sido mencionados como patdgenos de corais, as
familias Flavobacteriaceae e Rhodobacteraceae, que englobam 13 dos 16 géneros restantes,
foram previamente associadas as seguintes doencas coralineas: Flavobacterias — Banda
Branca (GIGNOUX-WOLFSOHN; VOLLMER, 2015); Praga Branca (GARCIA et al., 2013;
RODER et al., 2014); e Banda Amarela (APPRILL; HUGHEN; MINCER, 2013); ¢ as
Rhodobacterias— Sindrome Branca (POLLOCK et al., 2017); Sindrome da Mancha Branca
em Porites (SERE et al., 2013); Praga Branca (RODER et al., 2014); e Banda Preta (SEKAR;
KACZMARSKY; RICHARDSON, 2008).

Apesar das caracteristicas supracitadas a respeito desse grupo de bactérias com
potencial patogénico, nao ¢ possivel afirmar causalidade na necrose tecidual em 7. tagusensis.
Com raras excegdes, a identificacdo do(s) agente(s) patogénico(s), assim como os vetores de
doencas coralineas ndo ¢ possivel. Entretanto, esse trabalho propde o peixe A. saxatilis como
um potencial vetor para essa doenca. Mais especificamente, o contato da mucosa bucal de 4.
saxatilis durante mordidas em 7. tagusensis insere micro-organismos exogenos no coral 7.
tagusensis. Consequentemente, esses micro-organismos podem ser capazes de desbalancear a
microbiota associada a parte do tecido que foi lesionada mecanicamente e, por consequéncia,
desencadear a necrose tecidual. Em adi¢do, dentre os géneros com potencial patogénico, trés
foram identificados associados a mucosa bucal de A. saxatilis: Litorisediminivivens;
Aestuariihabitans, e Litorimicrobium. No entanto, destaca-se que apenas uma sequéncia de
cada um desses géneros foi encontrada no sequenciamento da referida mucosa.

Além disso, a andlise do perfil das bactérias identificadas como potenciais patdogenos

(Tab. 2) indica que dois géneros possuem relagdo com derivados de petroleo: Muricauda
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(HWANG et al., 2009) e Sphingorhabdus (JEONG; JIN; JEON, 2016). Consequentemente,
existe ainda a possibilidade de relacdo entre a doenga de 7. fagusensis e contaminacao por
petréleo, uma vez que entre 1974 e 2012, 55 acidentes envolvendo derramamento de petroleo
no Estado de Sdo Paulo foram registrados, sendo Sao Sebastido (municipio proximo a Ilha
dos Buzios), a localidade mais afetada (TREVIZANI et al., 2014). Em adicdo, em 2013 esta
localidade foi vitima de outro grave derramamento de petréleo (PROCURADORIA DA
REPUBLICA NO ESTADO DE S. PAULO, 2016), o que pode ter funcionado como um
facilitador da doenga de duas formas distintas: 1) o ambiente em que coldnias de 7. tagusensis
vém apresentando necrose tecidual vem sendo cronicamente afetado por derrames de petroleo
e/ou outros subprodutos do mesmo, facilitando a presenga e “disponibilidade” de
representantes de Muricauda e Sphingorhabdus; ou i1) corais que vivem em localidades com
aporte constante de petréleo e/ou outros subprodutos do mesmo, estdo bioacumulando esses
contaminantes e, por consequéncia, sua metabolizacdo por Bactérias que normalmente estdo

associadas ao petroleo.
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CONCLUSAO GERAL

Andlises metagenomicas de colonias de 7. fagusemsis, uma espécie de coral
escleractineo azooxantelado invasor na costa brasileira, saudaveis (coletadas em diferentes
faixas batimétricas), de suas larvas e de espécimes apresentando trés estdgios de necrose
tecidual, revela microbioma diverso e estavel. Dentre a microbiota foi identificada a presenga
de géneros de bactérias e arquéias correspondentes ao core microbiano, e a persisténcia desses
micro-organismos com mudancgas de frequéncia nas colonias doentes, sugerindo a existéncia
de intera¢do simbidtica entre os micro-organismos e seu hospedeiro. Em adicao, foi detectada
a transferéncia vertical de mais de 50% da comunidade de micro-organismos para as larvas,
corroborando com uma das premissas da teoria hologenomica (ROSENBERG et al., 2007)
que postula que a origem de parte da microbiota encontrada nos corais ¢ proveniente das
colonias maes. Nas colonias doentes, foi observado que apesar do aumento significativo da
diversidade de micro-organismos associados nos primeiros estagios de necrose tecidual, os
colonizadores primarios, persistentes desde a fase larval, continuam sendo os responsaveis
pela maior por¢cdo do microbioma, sugerindo estabilidade e resisténcia dessa comunidade.
Durante o avanco dos estagios de necrose, foram detectadas as ocorréncias de micro-
organismos até entdo ausentes nas colonias saudaveis, e aqui chamados de colonizadores
secundarios. Essa transicdo ocorre rapidamente, enquanto ha apenas uma pequena por¢ao do
polipo com sinais da doenca. Conforme a doenca se espalha pelo polipo, aumentando a regido
necrosada, exceto por alguns poucos géneros de bactérias, ndo foram detectados novos
colonizadores, sendo os micro-organismos encontrados no estagio inicial recorrentes nos
demais estagios. Assim, foi possivel observar que, apesar de haver um decréscimo nas
frequéncias relativas dos colonizadores primarios, conforme a doenga avanga eles continuam
resistentes nas colonias analisadas, sugerindo a possibilidade de restauragdo da microbiota
saudavel, visto que ndo requer reintroducdo desses micro-organismos. Dentre os
colonizadores secundarios, acreditamos que ha um grupo com potencial patogénico que deve
ser mais estudado. Além disso, propomos que o peixe Abudefduf saxatilis ¢ um vetor em
potencial para essa doenca e que a contaminagao da area por hidrocarbonetos ou subprodutos
deste, pode também ser um facilitador desta doenca que acomete o coral 7. tagusensis na

regido da Ilha de Buzios.
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