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Maura Watan

RESUMO

Grande parte da rica diversidade genética e metabdlica marinha ainda ndo explorada
encontra-se nos recifes de coral. Aléem da macrodiversidade, os recifes de coral
suportam diversos micro-organismos que desempenham um importante papel na salde
do hospedeiro, provendo uma fonte de alimento e ocupando nichos especificos,
formando uma complexa comunidade hoje denominada coral holobionte. A espécie
Palythoa caribaeorum € um zoantideo zooxantelado apontado como espécie-chave nos
recifes do nordeste brasileiro, e que até entdo ndo possuia sua comunidade bacteriana
caracterizada. Nosso trabalho visou a descricdo do inventario taxonémico das bactérias
associadas ao coral P. caribaeorum através do pirosequenciamento parcial do gene
rRNA 16S. As coletas foram realizadas em marco de 2015, em dois locais: recife de
coral da Ponta Verde e recife de arenito da Sereia, ambos em Macei6 - AL. Fragmentos
de seis colbnias saudaveis diferentes de P. caribaeorum tiveram seu DNA genbmico
total extraido e sequenciado através de um pirosequenciador. As sequéncias obtidas
foram analisadas de acordo com o protocolo proposto pelo Projeto Microbioma
Brasileiro. Foram obtidas no total 26.166 sequéncias, reduzidas para 8.988 apo0s o
controle de qualidade, gerando um total de 459 OTU’s com identidade de 97%. Em
todos os niveis taxonémicos a diversidade encontrada foi maior no recife da Sereia,
como também a quantidade de sequéncias classificadas como “n&o-cultivadas”. No total,
21 filos foram encontrados, sendo 10 exclusivos do recife da Sereia e apenas 1 da Ponta
Verde. Em geral, Proteobacteria (média de 57,4%) foi o filo mais abundante, enquanto a
representatividade de outros grupos predominantes, como Actinobacteria, Acidobacteria
e Chloroflexi, foi bastante variavel entre as amostras, corroborando com estudos
anteriores com outras espécies de Palythoa. Além disso, andlises de diversidade
demonstraram que no recife da Sereia a microbiota associada ao coral foi mais similar e
diversa do que a encontrada na microbiota dos corais da Ponta Verde, que
demonstraram estar passando por alteracbes na composicao, apresentando cerca de
25% das sequéncias classificadas como pertencentes a géneros potencialmente
patogénicos de humanos, como Streptococcus, Staphylococcus e Propionibacterium,
provavelmente introduzidos pela descarga de esgoto que ocorre na regido. NosSsos
resultados corroboram trabalhos anteriores que também encontraram variacoes,
principalmente na abundancia dos grupos compartilhados entre a microbiota de corais
coletados de um ambiente ndo impactado quando comparado com um ambiente afetado
por descarga de esgoto. Nossos resultados estendem para os zoantideos o que ja é dito
sobre os corais escleractineos, que espécies diferentes de corais saudaveis possuem
comunidades bacterianas distintas e aparentemente especificas em condi¢bes normais.
Concluimos que a espécie P. caribaeorum possui uma rica e diversa comunidade
microbiana associada, havendo variacdo entre os dois pontos coletados, possivelmente
causada por fatores antropicos.

Palavras-Chave: Pirosequenciamento; cnidarios; coral holobionte.



ABSTRACT

Much of the rich genetic and marine metabolic diversity not yet exploited is found in coral
reefs, which also support several microorganisms that play an important role in host
health, providing a source of food and occupying specific niches, forming a complex
community currently called holobiont coral. The species Palythoa caribaeorum is a
zooxantellated zoanthid identified as a key species in the Brazilian Northeast reefs, and
that until then did not have its bacterial community characterized. Our work aimed at
describing the taxonomic inventory of bacteria associated with coral P. caribaeorum
through the partial pyrosequencing of the 16S rDNA gene. The collections were carried
out in March of 2015, in two places: coral reef of Ponta Verde and sandstone reef of
Sereia, both in Macei6 - AL. Fragments from six different healthy colonies of P.
caribaeorum had their total genomic DNA extracted and sequenced through a
pyrosequencer. The sequences obtained were analyzed according to the protocol
proposed by the Brazilian Microbiome Project. A total of 26,166 sequences were
obtained, reduced to 8,988 after quality control, generating a total of 459 OTU's with 97%
identity. At all taxonomic levels the diversity found was greater in the Sereia reef, as well
as the number of sequences classified as "uncultured”. In total, 21 phyla were found,
being 10 exclusive of the reef of the Sereia and only one of Ponta Verde. In general,
Proteobacteria (average of 57.4%) was the most abundant phylum, whereas the
representativity of other predominant groups, such as Actinobacteria, Acidobacteria and
Chloroflexi, was quite variable among the samples, corroborating previous studies with
other species of Palythoa. In addition, diversity analyzes have shown that in the Sereia
reef, the microbiota associated with coral was more similar and diverse than that found in
the microbiota of the Ponta Verde corals, which showed to be undergoing changes in
composition, presenting about 25% of the sequences classified as belonging to genera
potentially pathogenic of humans, such as Streptococcus, Staphylococcus and
Propionibacterium, probably introduced by the sewage discharge that occurs in region.
Our results corroborate previous work that also found variations, mainly in the abundance
of the groups shared between the coral microbiota collected from an unconfined
environment when compared to an environment affected by sewage discharge. Our
results extend to zoanthids what has already been said about scleractin corals, which
different species of healthy corals have distinct and apparently specific bacterial
communities under normal conditions. We conclude that the species P. caribaeorum has
a rich and diverse microbial community associated, having variation between the two
points collected, possibly caused by anthropic factors.

Key-word: Pyrosequencing; cnidarians; coral holobiont.
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Parte 1: Diversidade de bactérias nao-cultivaveis



1. Introducao

Os recifes de corais formam o mais produtivo e diverso dos ecossistemas
marinhos. Estima-se que, apesar de ocuparem apenas 0,2% dos oceanos em todo
mundo, os recifes possuam 25% de toda a diversidade marinha (Davidson, 1998). Além
disso, fornecem uma fonte fundamental de recursos para muitas nacdes através da
pesca e gerando renda através do turismo (Moberg e Folke, 1999). No Brasil, os recifes
de corais sdo considerados uma area prioritaria para a conservacdo da biodiversidade
no Oceano Atlantico, pois embora apresentem um pequeno tamanho (5% dos recifes do
Atlantico), possuem uma alta taxa de endemismo de suas espécies de corais (Moura,
2000). Contudo, apesar de sua importancia, muitos recifes de corais tém diminuido nas
Ultimas décadas devido a muitos estresses locais, como polui¢do, superexploracéo,
turismo desgovernado, entre outros fatores.

Em Alagoas, os recifes estdo localizados na costa ou perto de areas urbanas,
como é o caso do recife de coral da Ponta Verde e arenito de Sereia, que além de
sofrerem com alteracbes ambientais diarias, caracteristicas dessas formacfes, ainda
estdo sujeitos a influéncia antrépica. Nestes casos, a descarga direta de esgoto € uma
importante fonte de poluicAo que pode elevar as concentracfes de nutrientes do
ambiente (Reopanichkul et al., 2009). Dentre as centenas de compostos diferentes que
podem ser encontrados nessas aguas, 0S mais comuns sdo agua doce, nutrientes
inorganicos, agentes patogénicos, sélidos em suspensao, sedimentos, metais pesados e
outras toxinas (Thurber et al., 2009). Juntos, estressores climaticos e antropicos levam a
mudancas na composicdo das comunidades bacterianas dos recifes de coral,
comprometendo o funcionamento normal das espécies de coral e predispondo-as a
infecgbes oportunistas (Harvell et al., 1999; Lesser et al., 2007).

Dentre os principais corais encontrados nos recifes do Brasil estdo o género
Palythoa, que apresenta 92 espécies e Zoanthus spp.. Juntos, constituem os géneros de
zoantideos mais comumente encontrados em aguas rasas ao longo da costa brasileira
(Boscolo e Silveira, 2005). A espécie P. caribaeorum (Duchassaing & Michelotti, 1860) é

um zoantideo zooxantelado conhecido por formar extensos "tapetes" localizados nas
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areas submersas (Silva et al.,, 2015). Geralmente dominante onde ocorre, essa
caracteristica é facilitada por diversos fatores, que incluem sua elevada tolerancia a
estresses ambientais, plasticidade colonial (De Santana et al., 2014), alta taxa de
crescimento e reproducdo (continua ao longo do ano, sexuada e assexuadamente)
(Gleibs et al., 1995), pela producéo, através de seus polipos, de um muco que protege a
colénia contra o acumulo de sedimento e também dessecacdo quando ha exposicao
durante a maré baixa (Soares et al., 2006), além de produzirem palitoxina, considerada
uma das mais complexas e potentes toxinas marinhas (Habermann e Chhatwal, 1982).

ApOs varios estudos, 0s corais passaram a ser reconhecidos como seres
holobiontes, por formarem uma complexa associacdo com diversos micro-organismos
que habitam seus tecidos, como bactérias, virus, arquéias e fungos (Rohwer et al.,
2002). Varios estudos mostram que estes micro-organismos podem desempenhar um
importante papel sobre a saude do hospedeiro, provendo uma fonte de alimento,
ocupando nichos especificos (Ritchie, 2006) e auxiliando no combate de possiveis
patdgenos para o hospedeiro, jA que 0s corais carecem de sistema imunoldgico
adaptativo (Rosenberg et al., 2007).

Com o avanco da biologia molecular, a microbiologia ganhou novas ferramentas
que vieram a suprir diversas caréncias metodolégicas, ampliando dramasticamente
nossa visdo sobre o mundo microbiano. Dentre as diferentes novas técnicas, a
metagendmica, que consiste no estudo do material genético de populacées microbianas
recuperado diretamente a partir de amostras ambientais, vem emergindo como um
poderoso método para pesquisas de ecologia microbiana (Handelsman, 2004). Aliada ao
surgimento de sequenciadores de nova geracado capazes de realizar o sequenciamento
massivo e em paralelo de milh6es de sequéncias a cada corrida, que passaram a
permitir a realizacdo de grandes projetos antes inviaveis, grandes progressos foram
obtidos na determinac&o dos organismos que estao presentes em um determinado local,
sua distribuicdo no espaco e no tempo e também sua fungdo no ambiente (Fuhrman et
al., 2015).



Desde entdo, os pesquisadores identificaram uma ampla gama de grupos
microbianos associados a corais (Bourne e Munn, 2005; Sweet et al., 2011), sendo
interessante notar que as comunidades bacterianas sao distintas entre as diferentes
espécies de invertebrados marinhos e consideravelmente diferentes da agua e
sedimento ao redor, sugerindo que a composi¢cdo da microbiota dos corais é fruto de
uma relacdo espécie-especifica (Frias-Lopez et al., 2002; Rohwer et al., 2002). As
variacfes ambientais que ocorrem no ambiente recifal influenciam tanto o organismo
hospedeiro quanto a microbiota associada (Ulstrup et al., 2006), e baseado nessa e
outras observacdes, Reshef e colaboradores (Rosenberg et al., 2007) propuseram a
hipétese probiotica, sugerindo que a comunidade microbiana respondia a essas
flutuacBes ambientais, garantindo assim a adaptacéo do coral holobionte. Mudancas na
microbiota normal, geralmente observadas antes de sinais de estresses visiveis nas
colénias, podem ser usadas como bioindicadores de doencas ambientais (Pantos et al.,
2003).

No Brasil, a primeira caracterizacdo da microbiota de uma espécie de coral foi
realizada utilizando bibliotecas de 16S rDNA de bactérias do muco da espécie endémica
Mussismilia brazilienses e da agua circundante (Reis, 2009). Em relacdo a espécie P.
caribaeorum, apesar de toda importancia e abundancia desta espécie nos recifes
brasileiros, apenas um trabalho explorou a microbiota associada ao seu muco (Carlos et
al., 2013), e apesar da diversidade encontrada, acredita-se que esta seja muito maior

qguando somada aos outros micronichos ainda n&o explorados do coral.



2. Objetivos

Objetivo geral

e Caracterizar taxonomicamente a microbiota associada ao coral Palythoa

caribaeorum baseado em sequéncias do gene 16S rDNA de dois locais do litoral
de Maceid, Alagoas.

Objetivos especificos

Analisar a diversidade de comunidades bacterianas associadas ao coral Palythoa
caribaeorum presente nos dois locais amostrados.

Comparar a diversidade da comunidade bacteriana encontrada em cada um dos
locais amostrados.



3. Revisao de literatura

3.1 O ambiente marinho e os recifes de corais

Os mares e 0s oceanos se estendem por cerca de 363 milhdes de km2, ocupando
aproximadamente 70% da superficie terrestre e possuindo profundidade média de 3.800
metros (Costanza, 1999). Estima-se que 0S oceanos sejam responsaveis por mais de
35% da producdo primaria do planeta, além de fornecerem cerca de 300 vezes mais
espaco para a vida do que os ambientes terrestres e de agua doce juntos (Lalli, 2013)
De acordo com a Avaliagcdo Global da Biodiversidade, produzida pelo Programa das
Nacdoes Unidas para o Meio Ambiente, existem 178 mil espécies marinhas,

compreendendo 34 filos (Diversity, 2010).

As condi¢cbes extremas desse ambiente, com suas grandes variagdes em fatores
ambientais como temperatura, salinidade, disponibilidade de matéria orgéanica e pH, por
exemplo, impulsionaram os micro-organismos marinhos a desenvolverem uma grande
diversidade biologica e genética (Sogin et al., 2011). Devido as complexas condi¢cfes de
vida e diversidade de espécies, o metabolismo secundario de micro-organismos
marinhos apresenta grandes novidades, constituindo uma potencial fonte para
descoberta de novos micro-organismos e também de compostos bioativos de interesse

biotecnolégico (Baharum et al., 2010).

Grande parte dessa diversidade é encontrada nos recifes de coral, que séo a
base de um ecossistema produtivo e sustentavel, fornecendo uma fonte fundamental de
recursos para muitas nacoes através da pesca e gerando renda através do turismo
(Moberg e Folke, 1999). Apesar de ocuparem apenas 0,2% dos oceanos em todo
mundo, sua complexidade topografica e producdo primaria Unica sustentam
aproximadamente 25% de todas as espécies marinhas conhecidas (Knowlton e Jackson,

1999). Além da rica biodiversidade que abrange desde pequenos invertebrados até



grandes mamiferos, os recifes suportam uma grande gama de micronichos onde h&
dominéancia de micro-organismos (Bourne e Munn, 2005).

No Brasil, os recifes de corais ocorrem principalmente na costa do Nordeste,
sendo Abrolhos, na Bahia, o maior banco de recifes do Brasil (Wilkinson, 2004). Os
recifes brasileiros sdo considerados uma &rea prioritaria para a conservacdo da
biodiversidade no Oceano Atlantico, porque embora possuam um pequeno tamanho (5%
dos recifes do Atlantico), possuem uma alta taxa de endemismo de suas espécies de
corais (Moura, 2000). A costa do estado de Alagoas possui numerosas formacdes
recifais, representadas por recifes de coral e arenito, que se estendem desde o litoral até
alguns metros de profundidade (Cedro et al., 2007). Alguns estdo localizados na costa
ou perto de areas urbanas, como € o caso do recife de coral da Ponta Verde e arenito de
Sereia, que além de sofrerem com alteracBes ambientais diarias caracteristicas dessas
formacdes podem ainda estar sujeitos a influéncia antrépica (Correia e Sovierzoski,
2005).

Apesar dos diversos recursos ecossistémicos oferecidos servirem como fonte de
renda para aproximadamente meio bilhdo de pessoas, os recifes de coral sofreram um
declinio significativo ao longo das ultimas quatro décadas, apresentando perda global de
19% de cobertura total (Wear e Thurber, 2015). No Caribe, por exemplo, estima-se que
80% da cobertura dos recifes tenha sido perdida, grande parte devido a doencas
causadas por micro-organismos em resposta a variacdes climaticas e ambientais
(Wilkinson, 2004; Rosenberg et al., 2007; Bourne et al., 2008). Monitoramentos de longo
prazo sugerem que o declinio global da cobertura dos corais é causado principalmente
pela pesca excessiva, mudancas climaticas e distirbios devido ao escoamento de rios
enriquecidos com nutrientes e sedimentos (Pandolfi et al., 2003). Em aguas costeiras
(Figura 1), a descarga direta de esgoto € uma importante fonte de poluicdo que pode
elevar as concentracdes de nutrientes do ambiente (Reopanichkul et al., 2009). Dentre
as centenas de compostos diferentes que podem ser encontrados nessas aguas, 0S
mais comuns sdo agua doce, nutrientes inorganicos, agentes patogénicos, solidos em

suspensao, sedimentos, metais pesados e outras toxinas (Wear e Thurber, 2015).



Figura 1: Mapa com os principais pontos costeiros ao redor do mundo afetados por

descarga de esgoto.
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Fonte: Adaptado de Reopanichkul et al., 2009.

Como consequéncia do despejo de esgoto, estd o crescimento acelerado de
micro-organismos limitados pela disponibilidade de nutrientes, r-estrategistas e
potencialmente patogénicos dentro da camada mucosa dos corais, perturbando assim a
composicdo do microbioma e levando a mortalidade dos hospedeiros (David et al.,
2006). Indiretamente, um mecanismo de feedback de matéria organica dissolvida
envolvendo o crescimento reciproco de macroalgas e micro-organismos € responsavel
por desequilibrar a comunidade do coral holobionte, resultando no declinio do fithess do
hospedeiro. Neste caso, exsudatos ricos em acucares dissolvidos liberados pelas algas
podem estimular o crescimento microbiano, resultando em hipoxia localizada e uma
comunidade dominada por micro-organismos oportunistas, incluindo agentes
patogénicos facultativos (Barott e Rohwer, 2012; Nelson et al.,, 2013). Juntos,
estressores climéticos e antrépicos levam a mudangas na composicédo das comunidades
bacterianas dos recifes de coral, comprometendo o funcionamento normal das espécies
de coral e predispondo-as a infec¢cdes oportunistas (Harvell et al., 1999; Lesser et al.,
2007).



3.2 Ofilo Cnidaria e o zoantideo Palythoa caribaeorum

Os cnidéarios sdo membros fundamentais de comunidades epibentdnicas,
especialmente em aguas tropicais rasas, onde atuam como principais formadores dos
recifes de corais (Insel et al.,, 1995). O termo Cnidaria tem origem do grego knidos
(urticante), por todos os integrantes do grupo apresentarem organelas chamadas cnidas,
dispostas de um longo filamento com espinhos retrateis e substancias toxicas, utilizadas
para sua defesa e captura de presas (Mcfadden e Collins, 2007). O filo Cnidaria
apresenta aproximadamente 13000 espécies, quase todas consideras toxicas de alguma
maneira (Lazcano-Pérez et al., 2014), e compreende dois clados bem definidos por
aspectos morfolégicos e caracteristicas relacionadas ao ciclo de vida: Anthozoae e
Medusozoa. O clado Anthozoa € representado por duas subclasses: Octocorallia e
Hexacorallia. Esta ultima compreende 0s corais escleractinios (principais formadores de
recifes), os corais negros, as anémonas-do-mar e os zoantideos (Mcfadden e Collins,
2007).

7

A ordem Zoantharia é cosmopolita e seus representantes sdo exclusivamente
marinhos, muito semelhantes aos corais escleractineos por serem coloniais, sésseis e
bentbnicos. O grupo compreende espécies que se desenvolvem em coldnias de pélipos
clonais desprovidos de esqueleto de carbonato de calcio (Sinniger et al., 2005) capazes
de cobrirem acima de 50% do substrato em determinadas localidades, sendo
comumente usadas por varios vertebrados e invertebrados como protecdo, abrigo ou
fonte de alimento (Pérez et al., 2005). Como a maioria das espécies sdo coloniais e
carecem de esqueleto, o tAxon é muitas vezes considerado como intermediario entre
corais duros (Scleractinia) e anémonas do mar (Actiniaria) (Reimer et al., 2008). Como
muitos corais escleractineos construtores de recifes, os zoantideos estdo em simbiose
com espécies de dinoflagelados fotossintetizantes pertencentes ao género
Symbiodinium (conhecidos como zooxantelas), encontrados geralmente no tecido
gastrodérmico do hospedeiro (Reimer et al., 2012), sdo responsaveis por conferir cor ao

coral, realizar fotossintese e disponibilizar aos corais fontes de carbono. Produzem ainda



grande parte do oxigénio utilizado na respiracdo do coral e dos micro-organismos
associados (De Santana et al.,, 2014; Radecker et al.,, 2015). Os zoantideos séao
conhecidos por dominarem regifes que apresentam condicdes estressantes para corais
escleractineos, como observado em algumas 4guas da Jamaica e do Brasil (Silva et al.,
2015). O ultimo levantamento realizado sobre o grupo em aguas brasileiras registrou a
ocorréncia de 13 diferentes espécies, incluindo dois novos registros (Santos et al.,
2015). A ultima reclassificacdo da ordem Zoantharia, feita com base em sequéncias dos
genes mitocondriais 12S e 16S rDNA, apresenta 4 familias: Epizhoantidae,
Parazoanthidae, Zoanthidae e Sphenopidae (Sinniger et al., 2005).

O género Palythoa (Lamouroux, 1816) é um dos dois géneros pertencentes a
ordem Sphenopidae. O grupo abriga 92 espécies, e junto com Zoanthus spp.,
constituem os géneros de zoantideos mais comumente encontrados em aguas rasas ao
longo da costa brasileira (Boscolo e Silveira, 2005). A espécie P. caribaeorum
(Duchassaing & Michelotti, 1860) é um zoantideo zooxantelado comum nos recifes do
Caribe e do Brasil, e provavelmente em grande parte da costa oeste africana. Colonial,
P. caribaeorum forma extensos "tapetes" localizados nas areas submersas (Silva et al.,
2015). A presenca das zooxantelas em seus tecidos e sua dependéncia por luz limita a
profundidade onde a espécie pode ser encontrada em até no maximo 15 metros
(Sebens, 1982). Geralmente dominante onde ocorre, essa caracteristica € facilitada por
diversos fatores, que incluem sua elevada tolerancia a estresses ambientais,
plasticidade colonial (De Santana et al., 2014), alta taxa de crescimento e reproducdo
(continua ao longo do ano, sexuada e assexuadamente) (Gleibs et al., 1995) e pela
producdo, através de seus pélipos, de um muco que protege a coldnia contra o acumulo
de sedimento e também dessecacgdo quando ha exposicdo durante a maré baixa, uma
caracteristica que da a espécie o nome popular de "baba-de-boi" (Soares et al., 2006).
Além disso, produzem palitoxina, considerada uma das mais complexas e potentes
toxinas marinhas, atuando através da Na+/K- ATPase (Habermann e Chhatwal, 1982),
componente crucial das membranas celulares, induzindo a formacé&o de poros e

resultando na degradacédo do potencial transmembranar (Seemann et al., 2009).
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Figura 2: Exemplo de col6nia de Palythoa caribaeorum.

Fonte: http://www.medemaatjes.nl/

A espécie P. caribaecorum é apontado como um organismo chave no
funcionamento dos recifes de coral do nordeste brasileiro, atuando como um link de
transferéncia de energia e apresentando papel similar aos corais escleractineos ao redor
do mundo (De Santana et al., 2014). A espécie ocorre por quase toda a costa ocidental
atlantica, tendo Bermuda como limite de distribuicdo ao norte do Oceano Atlantico
(Kemp et al., 2006). Outros registros sdo reportados para o Sul da Florida, passando
pelo Caribe (Reimer et al., 2008). Este zoantideo acompanha praticamente toda a
distribuicdo dos ambientes recifais ao longo da costa brasileira, podendo ser encontrado
desde a costa do Ceara até Santa Catarina (Bouzon, 2012). A espécie também ocorre
em llhas Oceénicas, como no Arquipélago de Sao Pedro e Sao Paulo (Amaral, 2000),
Fernando de Noronha e na llha Trindade (Amaral, 2009). Na Costa Atlantica Oriental, P.
caribaeorum foi registrado em Cabo Verde (Reimer, 2010) e na Republica Democratica
de Sdo Tomé e Principe (Wirtz, 2008), entretanto, existem indicios de que sua
distribuicdo seja mais ampla na costa oeste africana, baseando-se na distribuicdo de

organismos provavelmente sinonimizados (Reimer et al. 2010).
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3.3 Biologia Molecular e Ecologia Microbiana

A microbiologia tem passado por uma grande evolu¢ao ao longo dos ultimos 30
anos, e isso tem alterado como 0s micro-organismos sao vistos e como podem ser
estudados (Handelsman, 2004). Um importante passo hesse sentido foi o
reconhecimento de que a grande maioria dos micro-organismos ainda n&do s&o capazes
de serem cultivados em meios de cultura. No estudo dos solos, por exemplo, estima-se
que apenas 0,1% da diversidade microbiana possa até entdo ser inventariada atraves
dos métodos que envolvem o cultivo destes micro-organismos (Handelsman et al.,
1998). Diversos fatores estdo envolvidos no cultivo de micro-organismos, muitos dos
quais dificeis de serem recriados em laboratério, como combinacfes ideais de
temperatura, presséo e gases atmosféricos, auséncia de simbiontes ou nutrientes, entre
muitos outros (Simu e Hagstrém, 2004). Percebeu-se que apesar de permitir um estudo
mais completo, que incluia os aspectos morfolégicos, bioquimicos e fisiolégicos, os
métodos dependentes de cultivo ndo eram suficientes para explorar a enorme

diversidade que permanecia desconhecida.

No passado, os avanc¢os na area de diversidade microbiana eram limitados pela
caréncia de técnicas apropriadas. Uma nova era para a ecologia e taxonomia microbiana
foi iniciada quando Woese (Woese, 1987) demostrou que a analise da subunidade
ribossomal DNA (16S rDNA) fornecia informacdes valiosas para a classificacdo e o
estudo das relacdes filogenéticas de bactérias, e com Lane e colaboradores (Lane et al.,
1986) demonstrando ser possivel gerar essa informacgéo rapida e diretamente a partir de
amostras ambientais, ignorando o0s passos de cultivo ou clonagem dos micro-
organismos associados e permitindo o acesso a diversidade microbiana até entéo

inexplorada.

O gene 16S rDNA em bactérias possui aproximadamente 1,5 kb e sua estrutura
consiste de regides de sequéncias conservadas intercaladas com 9 regides

hipervariaveis (V1-V9) (Figura 3). Os comprimentos destas regides hipervariaveis variam
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entre cerca de 50 a 100 bases, e as sequéncias diferem em relacdo a variacdo e na sua
utilidade correspondente para a identificacdo microbiana universal (Petrosino et al.,
2009), ja estando demonstrado diferentes eficacias em relacdo a identificacdo de
especies em géneros diferentes, entretanto, as regides V2 e V3 sdo mais eficazes para
a identificacdo universal de géneros (Chakravorty et al., 2007). O gene 16S rDNA logo
foi aceito como um oOtimo marcador molecular para procariontes, ja que além de
apresentar alto contetdo informativo, possui uma natureza conservativa e distribuicdo
universal, sendo também abundante no interior das células de procariontes (Delong,
1997). A nocao de que genes rDNA poderiam identificar um organismo reconstruindo
sua filogenia, juntamente com a possibilidade de armazenar essas sequéncias em
bancos de dados, resultou na rapida ado¢édo do gene 16S rDNA como o "padrdo ouro”
nao so6 para filogenia bacteriana, mas também em estudos de ecologia microbiana (Case
et al., 2007).

Figura 3: Esquema da estrutura do gene 16S rDNA em procariotos.

Fonte: Adaptado de Petrosino et al., 2009

A adocao de métodos moleculares se tornou cada vez mais comum, e técnicas
como a amplificacdo direta do gene 16S rDNA a partir de amostras ambientais,
hibridizacdo de fluorescéncia in situ (Fluorescence in situ hybridization - FISH), e
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métodos de fingerprinting passam a fazer parte de grande parte dos trabalhos em
ecologia microbiana (Case et al., 2007). Cada metodologia consegue atingir diferentes
aspectos das comunidades, mas todas utilizam principalmente o gene 16S rDNA para
diferenciar Unidades Taxondmicas Operacionais (OTU’s) entre procariotos. Diversos
trabalhos demonstram que diferentes fatores inerentes aos proprios micro-organismos e
aos processos de manipulagdo das amostras podem alterar o resultado dos
sequenciamentos (Pylro et al., 2014), e para corrigir possiveis viéses, a comunidade
passou a adotar o indice de 97% de identidade para classificar as sequéncias obtidas
como pertencentes ao mesmo OTU (Gevers et al., 2005). Estas novas abordagens
permitem estabelecer relacdes entre 0s processos ecolégicos no ambiente com
populacdes microbianas especificas e responder a questdes importantes para a ecologia
microbiana, tais como quais fatores e recursos governam a enorme diversidade genética
e metabdlica em um ambiente. Geralmente estes métodos apresentam limitacdes, como
o alto-custo, taxa de cobertura, tamanho dos fragmentos de DNA utilizados e
complexidade metodoldgica, por exemplo (Ahmad, 2011; Rincon-Florez et al., 2013).

3.4 Metagenbmica

Dentre as novidades tecnoldgicas, a metagenémica, que consiste no estudo do
material genético de populacbes microbianas recuperado diretamente a partir de
amostras ambientais ou complexas, vem emergindo como um poderoso método para
pesquisas de ecologia microbiana (Handelsman, 2004). A técnica possui duas
abordagens principais, que apresentam diferentes vantagens e limitagcdes, mas que
juntas fornecem informac¢des complementares igualmente valiosas. Uma possui como
alvo a composi¢do ou dindmica das comunidades microbianas através de marcadores
filogenéticos, como as sequéncias do gene 16S rDNA (Ainsworth et al., 2007), enquanto
a outra foca no potencial metabdlico dos grupos presentes, baseando-se na identificacao
de sequéncias de genes codificadores de proteinas para verificar as potenciais vias
metabdlicas disponiveis na comunidade (Tseng e Tang, 2014). Desde entdo, grandes

progressos foram obtidos na determinacdo dos organismos que estdo presentes em um
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determinado local, sua distribuicdo no espaco e no tempo e também sua funcdo no
ambiente (Rosenberg et al., 2007; Ainsworth, T. et al., 2010; Bourne et al., 2016).

Dois fatores foram chave no aprimoramento da metagénomica. O primeiro € um
maior reconhecimento da importancia da associacdo das comunidades microbianas com
0s mais diversos substratos e hospedeiros (Petrosino et al., 2009), e da importancia
ecolégica dos micro-organismos. O segundo é o emprego de sequenciadores de nova
geracdo capazes de realizar o sequenciamento massivo e em paralelo de milhdes de
sequéncias a cada corrida, que garantiram a automacao desses processos e permitiram
a realizacdo de grandes projetos antes inviaveis usando o método de sequenciamento

de Sanger.

3.5 Sequenciadores de Nova Geracao e Pirosequenciamento

ApGs os principios basicos do sequenciamento de DNA por terminacdo de cadeia
terem sido estabelecidos por Sanger nos anos 70, a técnica vem sofrendo diversos
avancos (Sanger et al, 1977). Nos anos 1990, por exemplo, surgiram o0s
sequenciadores automaticos de DNA, que passaram a usar também
dideoxirribonucleotideos marcados com fluorescéncia para otimizar o processo (Xu,
2006). Desde entdo, novos métodos foram propostos e novos aparelhos surgiram. As
chamadas tecnologias de sequenciamento de nova geragdo (Next-generation
sequencing - NGS) tém revolucionado as pesquisas em gendmica e genética por
estenderem o0 processo de eletroforese capilar através de milhdes de reacbes de um
modo paralelo e em grande escala, em vez de ser limitado a um Unico ou alguns
fragmentos de DNA (Gilles et al., 2011). Este avanc¢o permite o sequenciamento rapido
de grandes extensOes de pares de bases de DNA, abrangendo genomas inteiros, com
0S mais recentes instrumentos capazes de produzir centenas de gigabytes de dados em

uma Unica corrida de sequenciamento (Bomar et al., 2011).

Em 2005, o lancamento pela empresa Roche da plataforma 454, baseada em

pirosequenciamento, foi um marco para o sequenciamento de genomas em termos de
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custo e performance (Balzer et al., 2011). O pirosequenciamento € um método de
sequenciamento de DNA, baseado no principio do sequenciamento por sintese (Figura
4). A deteccao da incorporacdo das bases difere do sequenciamento de Sanger, pois é
baseada na deteccédo da liberacdo do pirofosfato, em vez de terminacdo da cadeia com
dideoxinucleotideos (Nyrén, 1987). A técnica utiliza placas contendo milhares de pocos
(PicoTiterPlate™), onde cada po¢o contém, no maximo, uma esfera carregando uma
copia de um unico fragmento de DNA fita simples a ser sequenciado (Ronaghi, 2001). O
meétodo € baseado na deteccdo do pirofosfato (PPi) liberado durante a sintese do DNA
quando cada nucleotideo é naturalmente incorporado a sequéncia. O pirofosfato lancado
€ usado em uma reacado com a enzima sulfurilase, o que acarreta na liberacao de ATP,
gue reage com outra enzima, a luciferase, convertendo luciferina em oxiluciferina e
liberando luz. Em uma cascata de reacdes enzimaticas, a luz visivel gerada é
proporcional ao numero de nucleotideos incorporados e detectada por uma camera de
CCD acoplada ao sequenciador e convertida em picos (Marsh, 2007). Posteriormente, a
incorporacdo da enzima catalitica apirase ao processo eliminou os passos de lavagem,

permitindo que os nucleotideos fossem incorporados sequencialmente (Ronaghi, 2001).

Figura 4: Esquema com as rea¢fes enzimaticas que ocorrem durante o processo de

pirosequenciamento.
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Fonte: Adaptado de Ronaghi, 2011.
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Anos depois, a Roche langou a tecnologia 454 GS-FLX Titanium, capaz de gerar
1.000.000 de sequéncias em uma unica corrida de 10 horas, formando sequéncias
maiores que 500 pb (Gilles, 2011). A qualidade e precisdo da informacédo gerada pela
plataforma ja foi alvo de discussdo entre os pesquisadores, e estudos realizados
utilizando a regido V6 do gene 16S rDNA demonstraram que a taxa de precisao da
plataforma é de em média 99,54%, e que 82% das sequéncias obtidas ndo continham
erros (Huse e Welch, 2011). Desde entdo, outras trés plataformas de sequenciamento
ainda mais poderosas foram langadas no ano de 2011: lon Torrent's PGM, Pacific

Biosciences’ RS e o lllumina MiSeq (Qualil et al., 2012).

O pirosequenciamento, aliado ao aumento da capacidade computacional e a
bioinformética, permitiu o desenvolvimento substancial das ciéncias gendmicas (Rogers
e And Venter, 2005), sendo amplamente aplicado junto com outras técnicas ao estudo
da diversidade microbiana (Riesenfeld et al., 2004), incluindo genotipagem, deteccado de
polimorfismos em apenas um nucleotideo (SNP’s) e identificagdo de micro-organismos.
Hoje, a forma mais comum de se acessar a diversidade microbiana de diversos
ambientes 0 mais proximo possivel de sua totalidade baseia-se no uso de sequéncias de
marcadores filogenéticos (amplicons), como por exemplo, o gene de 16S rDNA, obtidas
gracas a sequenciadores de alto rendimento (Simon e Daniel, 2011). O emprego dessas
ferramentas permitiu um poder exploratorio muito maior do que se era possivel até entao
com a aplicacéo de outros métodos com finalidades semelhantes, como eletroforese em
gel de gradiente desnaturante (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis — DGGE) e
polimorfismo do tamanho e composicdo de bases de fragmentos terminais de restricdo
(Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism - T-RFLP) (Muyzer et al., 1993).
Além disso, a formacdo de grandes bancos de dados de sequéncias de referéncia, tais
como Greengenes, SILVA, ou Ribossomic Database Project Il (RDP II), fornecem um
recurso importante para a classificacdo de micro-organismos baseada no gene 16S
rDNA.
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3.6 Bactérias marinhas e suas associagcfes com corais

As bactérias representam um grupo taxonomicamente diverso, biologicamente
ativo e que coloniza todos os habitats marinhos, das profundezas dos oceanos aos
estuarios de aguas rasas (Sogin et al., 2011). Os aproximadamente 3,5 bilhdes de anos
de evolugdo fizeram com que uma notavel diversidade fisiolégica e funcional fosse
acumulada dentre esses micro-organismos (Delong, 1997). Dados compilados da
literatura revelam que apenas 4500 espécies de bactérias foram descritas, contrastando
com as mais de um milhdo de espécies eucaridticas descritas (Konstantinidis et al.,
2006).

Em conjunto com outros micro-organismos, como fungos, arquéias, protozoarios e
virus, as bactérias formam uma complexa comunidade associada aos corais, com
densidades estimadas de 1x102 a >1x10° células por centimetro quadrado de tecido
hospedeiro, hoje denominada coral holobionte (Rohwer et al., 2002). Diversos estudos
mostram que esses micro-organismos podem desempenhar um importante papel sobre
a saude do hospedeiro, provendo uma fonte de alimento e ocupando nichos especificos
(Ritchie, 2006). A competicao por espaco e nutrientes entre 0s micro-organismos € ainda
uma forca seletora que estimula a producdo de metabdlitos secundarios,
consequentemente auxiliando no combate de possiveis patdégenos para o hospedeiro e
mantendo a comunidade microbiana estavel (Rosenberg et al., 2007). Entre estes
antagonistas de patdégenos de corais, algumas espécies de Vibrio, Photobacterium,
Bacillus e Halomonas ja foram recentemente identificadas (Ritchie, 2006).

Trabalhos recentes demonstram a influéncia de micro-organismos no
desenvolvimento e resiliéncia de corais hospedeiros, onde, por exemplo, a combinacao
de biofilmes e compostos produzidos por populacbes especificas de bactérias
funcionariam emitindo multiplos sinais que coordenam o estabelecimento e metamorfose
de estagios larvais (Hadfield, 2011). Em outro caso, o tratamento de culturas de larvas

de corais com antibioticos foi suficiente para impedir seu estabelecimento e
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metamorfose, sugerindo que a acdo das bactérias associadas as larvas é fundamental
para que o ciclo de vida desses corais continue (Vermeij et al., 2009).

Os primeiros estudos de microbiologia de corais ultilizaram métodos dependentes
de cultivo e se concentraram na microbiota associada ao muco, encontrando uma
grande diversidade bacteriana (Ducklow e Mitchell, 1979). Posteriormente, estudos
ultilizando técnicas independentes de cultivo revelaram uma diversidade ainda maior,
incluindo uma maioria de novas espécies, revelando que a composicdo das
comunidades microbianas associadas a esses organismos era muito mais complexa do
gue se imaginava (Rohwer et al., 2001; Rohwer et al., 2002). Posteriormente, Bourne e
Munn (2005) utilizaram ambas as abordagens, dependentes e independentes de cultivo,
para investigar a diversidade de bactérias associadas ao coral Pocillopora damicornis e
encontraram diferentes grupos dominando os resultados de acordo com a técnica
utilizada. Esses estudos serviram para demonstrar que os métodos baseados em cultivo
nao refletiam de forma precisa a composicdo e diversidade das comunidades
microbianas, ja que a grande maioria das bactérias marinhas requerem condicées
nutricionais e fisico-quimicas até entdo néo replicaveis em laboratorio. Além disso, de
acordo com o grau de associacao entre micro-organismo e hospedeiro, a auséncia de
fatores chaves para o crescimento inibe o cultivo microbiano (Ainsworth et al., 2007).

Desde entdo, técnicas independentes de cultivo com base na analise do gene
16S rDNA permitiram que os pesquisadores identificassem uma ampla gama de grupos
microbianos associados a corais (Bourne et al., 2005; Sweet et al., 2011). Os principais
grupos de bactérias marinhas associadas ao muco e ao tecido de corais identificados
até o momento através dessas técnicas sdo: Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes,
Planctomycetes, Actinomycetes e Cyanobacteria (Bourne et al., 2016). E interessante
notar que as comunidades bacterianas sdo distintas entre as diferentes espécies de
invertebrados marinhos e consideravelmente diferentes da agua e sedimento ao redor,
sugerindo que a composi¢cao da microbiota dos corais € fruto de uma relacdo espécie-
especifica (Frias-Lopez et al., 2002; Rohwer et al., 2002), aléem de aparentemente néo

estarem relacionadas com a variagdo geogréfica, ja sendo demonstrado que individuos
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da mesma espécie cultivam comunidades semelhantes mesmo quando coletados em

diferentes areas (Garren e Azam, 2012).

Um dos pontos determinantes da composi¢cao da microbiota é a propria estrutura
corporal dos corais, que apresenta trés possiveis diferentes habitats para micro-
organismos. O primeiro é representado pela camada mucosa superficial, composta
principalmente por proteinas, lipidios, polissacarideos e glicoproteinas, o que difere em
composicdo e abundancia de recursos da agua do mar ou do sedimento marinho
(Tremblay et al., 2011). O muco fornece protegéo contra UV, dessecagao e aumento da
carga de sedimentos, além de aumentar a resisténcia do organismo através de varios
mecanismos: incluindo a formacdo de uma barreira fisica entre o coral e o ambiente, o
transporte mucociliar de micro-organismos para remocdo via ingestdo pelo coral
hospedeiro, evitando assim a colonizacdo por micro-organismos invasores, e atuando
como um meio para difusdo de compostos com propriedades antimicrobianas (Brown e
Bythell, 2005). Apds, temos os tecidos (incluindo a cavidade gastrodérmica e epiderme)
e 0 esqueleto de carbonato de célcio (Figura 5). Cada um desses compartimentos atua
como uma espécie de micronicho, apresentando variacdes na disponibilidade de
nutrientes, oxigénio e na forma como interagem com 0 meio circundante, por exemplo
(Bourne et al., 2016), sendo habitados por diferentes espécies de bactérias (Rosenberg
et al., 2007) e afetados de forma diferente por fatores abidticos, como o grau de
penetracdo da luz solar e acidificacdo dos oceanos, capazes de determinar a presenca
de distintos tipos de Symbiodinum e bactérias endoliticas presentes no esqueleto, por
exemplo (Blackall et al., 2015). Além disso, acredita-se que substancias inibidoras de
crescimento e/ou adesao bacteriana produzidas tanto pelo coral quanto pela sua
microbiota podem ser responsaveis pela selecdo das bactérias marinhas aptas a

colonizar os tecidos dos corais (Sweet et al., 2011).
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Figura 5: Estrutura dos zoantideos. O grupo difere dos corais escleractineos por
ndo apresentarem esqueleto de carbonato de calcio.
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Fonte: Adaptado de Rosenberg et al., 2007

Os micro-organismos associados aos corais ndo sao apenas cruciais para o
fithess, mas também sdo sensiveis a perturbacées ambientais e ao estado fisiolégico do
seu hospedeiro. Diversos fatores ambientais, como temperatura, intensidade da luz e
fluxo da agua, conhecidos por variar diaria e sazonalmente, influenciam tanto o
organismo hospedeiro quanto a microbiota associada (Ulstrup et al., 2006). Baseado
nessas observacfes, Rosenberg e colaboradores (2007) propuseram a hipétese
probidtica, sugerindo que mudangas nas comunidades microbianas sob diferentes
condi¢cdes ambientais permitiam uma rapida e versatil adaptagdo do coral holobionte.
Um dos fatos apresentados para sustentar a hipdtese consiste que apesar de nao
apresentarem um sistema imune adaptativo, os corais podem desenvolver resisténcia a
patébgenos. Mudancas na microbiota normal, geralmente observadas antes de sinais de
estresses visiveis nas coldnias, podem ser usadas como bioindicadores de doencas
ambientais (Pantos et al., 2003).
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Sharp & Ritchie (2012) descreveram um modelo do efeito das mudangas
climaticas sobre o sistema holobionte. Nesse modelo, quando ha aumento de
temperatura na superficie do mar, os compostos antimicrobianos presentes no muco do
coral desaparecem e a microbiota, que € normalmente dominada por micro-organismos
benéficos, passa a ser predominantemente patogénica. Além disso, acredita-se que o
aguecimento global vai aumentar a dispersdo, o crescimento e a persisténcia de
bactérias patogénicas em ambientes aquaticos, como as bactérias pertencentes ao

género Vibrio (Vezzulli et al., 2013).

A primeira espécie de coral brasileira a ter sua microbiota caracterizada foi
Mussismilia brazilienses, endémica no pais, sendo esse trabalho realizado utilizando
bibliotecas de 16S rDNA de bactérias do muco de exemplares do coral e da agua
circundante. Foram identificadas cerca de 170 espécies de bactérias em cada um dos
ambientes, mostrando ainda uma certa especificidade da microbiota (Reis, 2009). Desde
entdo, poucos trabalhos foram realizados, e apesar de sua dominancia e importancia
ecologica para os recifes brasileiros, apenas a microbiota associada ao muco da espécie
P. caribaeorum foi explorada (Carlos et al., 2013), demonstrado que, apesar da
diversidade encontrada, ainda hd muito a ser analisado quanto ao coral em sua

totalidade.
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4. Metodologia

4.1 Coleta de amostras

As amostras de P. caribaeorum foram coletadas durante o verdo (marco de 2015)
em dois locais em dias consecutivos: recife de coral da Ponta Verde (9 ° 66'32 "S 35 °
69'82" W), que consiste de uma construcdo calcaria constituida principalmente de
esqueletos de corais que podem ser encontrados associados a crostas de algas
calcérias e residuos de carbonato de calcio de outros invertebrados, localizado em uma
area urbana constantemente afetada por esgoto ndo tratado despejado a partir de
conexdes ilegais na rede de escoamento de aguas pluviais, e o recife de arenito da
Sereia (9 ° 56'52 "S 35 ° 64'49" W), uma formacdao resultante da consolidacao de antigas
praias, a custa de sedimentacdo com carbonato de calcio ou 6xido de ferro, posicionado
paralelamente a linha de costa e um ponto menos exposto aos efluentes; ambos no
Estado de Alagoas, Brasil (Figura 6). Apesar da curta distancia entre os dois pontos, 0
sentido da corrente maritima que percorre a costa da regido flui em sentido norte-sul,
impedindo que a agua contaminada pelo esgoto da Ponta Verde alcance o recife da
Sereia (Figura 6) (IBGE, 2011). Em cada local, fragmentos com cerca de 10 cm foram
amostrados a partir de trés col6nias diferentes e aparentemente saudaveis de P.
caribaeorum, colocados em sacos de plastico estéreis, armazenados em gelo durante o
transporte para o Laboratério de Diversidade Molecular - UFAL e congelados a -20°C até
a extracdo de DNA ser realizada. Todas as amostras foram coletadas no periodo da
manha, durante a maré baixa e estavam localizadas dentro de pocas d"agua, sem

exposicao a atmosfera.
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Figura 6: Mapa situando no Brasil os dois recifes onde foram coletados os exemplares
de Palythoa caribaeorum.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os parametros fisico-quimicos (pH, temperatura e salinidade) das pocgas foram
medidos com uma sonda multiparametros (modelo Hanna HI 9828) e informagdes sobre
condi¢cBes de banho com base na contagem de coliformes termotolerantes foram obtidas
através do IMA (Instituto do Meio Ambiente, Brasil). A permisséo foi concedida pelo
orgéo regulador IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente), através da licenca L.
32723-1. 6.

4.2 Extracdo de DNA das comunidades microbianas

Todas as amostras foram lavadas com agua do mar estéril antes da extracdo de
DNA, a fim de remover as bactérias frouxamente ligadas a superficie da amostra. As
amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e maceradas utilizando gral e pistilo.
Em seguida, 600 uL de tampéao de extracdo CTAB (4 g de CTAB, 16,4 g de NaCl, 20 mL
de 1 M de Tris-HCI, 8 ml de 0,5 M de EDTA, 200 ml de 4gua destilada) foi adicionado ao
material macerado, seguido por agitagdo em vortex. Apds incubacdo a 65 °C durante
uma hora, os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm durante 10 min. Os sobrenadantes
foram entdo transferidos para tubos em gelo e extraidos com um volume igual de
fenol/cloroformio. O DNA gendmico foi precipitado com acetato de sédio (0,3 M; pH 5,2)
e isopropanol e recolhidos por centrifugacédo a 14.000 rpm durante 15 min. O DNA foi re-
suspenso em agua Milli-Q ultrapura e armazenado a -20 °C.

4.3 Purificacao e quantificacdo do DNA extraido

Apos a extracdo, o DNA genbmico foi purificado utilizando o Kit DNA
PowerClean® (Mobio Laboratories, Inc., C), seguindo as instrucbes do fabricante. A
pureza e a concentracdo da preparacdo de DNA foi verificada com o Espectrofotdmetro
L-2 Quant (Loccus do Brasil Ltda.; comprimento de ondas OD260nm). O DNA genbmico
extraido foi enviado para o laboratério Molecular Research (Shallowater, TX),

responsavel por executar o pirosequenciamento.
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4.4 PCR para preparacao da biblioteca de amplicons para pirosequenciamento

O gene 16S rDNA foi amplificado utilizando os oligonucleotideos iniciadores 27F
(3'- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) e 1492R (5' - TACCTTGTTACGACTT). Depois dos
25 ciclos iniciais, mais 5 ciclos foram realizados de modo que cada sequéncia barcode
das amostras e os adaptadores A e B foram adicionados. Apés o PCR, os produtos de
amplificagdo produzidos a partir de diferentes amostras foram misturados em
concentracfes iguais e purificados utilizando esferas Agencourt Ampure (Agencourt
Bioscience Corporation, MA, EUA). As bibliotecas de amplicons foram ligadas as esferas
sob condi¢des favoraveis para apenas um fragmento por esfera, que foram entdo
emulsionadas numa mistura de PCR em 0leo. Os produtos da amplificagdo foram
sequenciados utilizando a tecnologia e reagentes 454 GS FLX, da empresa Roche, de

acordo com as orientacfes do fabricante.

4.5 Analise das sequéncias de amplicons 16S rDNA

As sequéncias obtidas foram analisadas de acordo com o protocolo UPARSE +
Qiime (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) proposto pelo Projeto Microbioma
Brasileiro (BMP), com algumas alteracdes (Pylro et al., 2014). Brevemente, as
sequéncias foram atribuidas as respectivas amostras de acordo com o0s seus barcodes,
que foram entdo removidos junto com as sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores
na etapa de demultiplex. As sequéncias foram filtradas de acordo com a qualidade (erro
maximo esperado = 1,0) e ajustadas para 250 pb. Nenhuma base ambigua foi admitida.
As sequéncias foram de-replicadas e, simultaneamente, verificadas quanto a presenca
de quimeras utilizando uma abordagem de novo e, mais tarde verificadas novamente
usando o UCHIME (Edgar et al., 2011) contra o banco de dados “Gold” de sequéncias
de 16S (banco de dados de referéncia do Broad Microbiome Ultilities). Sequéncias com
semelhanca maior ou igual a 97% foram agrupadas em unidades taxondmicas
operacionais (OTUS) com o algoritmo USEARCH. A classificacdo taxonbémica foi
implementada com o BLAST (e-value = 10-5) contra 16S rDNA de banco de dados
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SILVA (SILVA verséo 119, disponivel em http://www.arb-silva.de/) (Pruesse et al., 2007).

Todos os singletons foram removidos de analises posteriores.

As sequéncias mais abundantes para cada OTU foram escolhidas como
representantes e depois alinhadas usando o método PyNast, tendo sequéncias do
banco de dados SILVA como referéncia, e rastreados com mascara Lane para construir
uma arvore filogenética usando FastTree (Price et al., 2009). Para avaliar a estrutura da
comunidade, a média da quantidade de sequéncias por amostra foi estabelecida por
varias rarefacdes a menor profundidade do sequenciamento. A diversidade de OTU’s foi
examinada usando os indices de biodiversidade realizadas pelo pacote Quantitative
Insights Into Microbial Ecology (QIIME v.1.9) (Caporaso et al., 2011). Para comparar a
composicdo da comunidade através das amostras, avaliou-se a beta-diversidade usando
o método Unifrac de forma ponderada e ndo-ponderada (Lozupone e Knight, 2005), que
consiste de uma métrica filogeneticamente informativa. Andlises de coordenadas

principais (PCoA) foram usadas para visualizar as diferengas entre amostras.
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5. Resultados e Discussao

5.1 Classificagao taxon0mica das sequéncias

Trés amostras do zoantideo P. caribaeorum foram obtidas em marco de 2015 em
cada um dois pontos do litoral de Macei6-AL estudados. O pirosequenciamento das
amostras resultou num total de 26.166 sequéncias do gene 16S rDNA, reduzidas apos o
controle de qualidade para 8.988 sequéncias de alta qualidade. No total, 459 OTU’s
foram gerados a identidade de 97%. Todos os dados de sequéncias brutas encontram-
se depositados no NCBI Sequence Read Archive e podem ser acessados sob Bioproject
com numero de acesso PRINA327692.

Entre os parametros ambientais analisados, as medidas de coliformes
termotolerantes a agua apresentaram médias significativamente diferentes entre os
recifes (Tabela 1). As demais variaveis ambientais, temperatura e salinidade, ndo
mostraram diferenca significativa na média entre os dois pontos estudados. Juntamente
com espécies do género Streptococcus, 0s coliformes termotolerantes séo
tradicionalmente utilizados como indicadores microbiol6gicos de qualidade da agua
(Stabili et al., 2013), apesar de possuirem limitacBes. Especificamente, as flutuacbes
temporais nas condicbes ambientais, combinadas com a rapida biodegradacdo em
ambientes marinhos tropicais, tornam dificil avaliar com precisao e quantificar o impacto
das alteracbes da qualidade da agua na salude do ecossistema marinho (Kriwy e
Uthicke, 2011) e, por extensdo, como esses influenciam na composicdo da microbiota
dos invertebrados marinhos. No entanto, coliformes termotolerantes sdo um forte
indicador da presenca de esgoto doméstico e um indicio da presenca de outros grupos
microbianos ndo reconhecidos, alguns dos quais podendo ser patogénicos (Neill, 2004),
ja sendo relacionada a proximidade de esgotos e a prevaléncia de doencas de coral,
como Black Band Disease e White-Plague Tipo Il (Post, 2005).
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Tabela 1: Média dos parametros ambientais aferidos junto com cada amostra de
Palythoa caribaeorum.

RECIFE PH SALINIDADE (%) TEMPERATURA (°C) COLIFORMES
TERMOTOLERANTES (MPN)

PONTA 8.04 37.22 29.54 2.400

VERDE

SEREIA 8.71 37.07 30.75 <18

A classificacdo taxonOmica das sequéncias retidas no controle de qualidade
mostraram um alto nivel de diversidade bacteriana associada com o zoantideo P.
caribaeorum (Grafico 1). Entretanto, essa diversidade ndo foi igualmente distribuida
entre os dois pontos estudados, sendo possivel observar em todos os niveis
taxdnomicos uma diversidade superior no recife da Sereia em relacéo ao recife da Ponta
Verde.

Gréfico 1. Numero de téxons identificados em cada nivel hierarquico dentre as
sequéncias de bactérias obtidas através do pirosequenciamento das amostras de

Palythoa caribaeorum coletadas nos recifes da Ponta Verde e da Sereia.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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No total, quinze filos formalmente descritos (Acidobacteria, Actinobacteria,
Armatimonadetes, Bacteroidetes, Chlorobi, Chloroflexi, Cyanobacteria, Firmicutes,
Gemmatimonadetes, Nitrospira, Planctomycetes, Proteobacteria, Spirochaetes,
Tenericutes e Verrucomicrobia) previamente relatados em associa¢do a corais, e mais
seis grupos candidatos a filo (BD1-5, NPL-UPA2, OP8, OP11l, TM6 e TM7) foram
encontrados (Grafico 2). Vinte filos foram encontrados no recife da Sereia, enquanto
apenas onze foram observados no recife da Ponta Verde. No geral, a este nivel
taxondmico, a composicdo das comunidades bacterianas encontradas foi diferente,
principalmente no que diz respeito a abundancia e nimero de grupos compartilhados
entre os dois recifes. Apenas um filo foi exclusivo do recife da Ponta Verde, enquanto
dez ocorreram apenas no recife da Sereia e outros dez grupos foram partilhados entre
os dois pontos. Proteobacteria foi o filo mais abundante (média de 57% do total de
sequéncias) nos dois pontos amostrados, enquanto a proporcdo dos demais filos variou
entre recifes. Na Ponta Verde, 17% das sequéncias foram classificadas como
Actinobacteria, seguido por Firmicutes (12,4%) e Bacteroidetes (5,5%), enquanto que na
Sereia o0 principal grupo presente foi Cyanobacteria (9,7%), seguido de Bacteroidetes
(9%) e Actinobacteria (7%).

30



Gréfico 2: Abundancia dos principais filos de bactérias encontradas em associa¢cdo com

as amostras de Palythoa caribaeorum coletadas nos recifes da Ponta Verde e da Sereia.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A classificagdo taxonémica a nivel de classe das OTU’s formadas revelou um total
de 48 grupos, sendo observadas grandes variacdes entre os dois pontos (Gréafico 3). O
recife da Ponta Verde apresentou duas classes como exclusivas do local, enquanto 25
foram presentes nos dois locais amostrados e vinte e uma classes ocorreram apenas no
recife da Sereia (Fig. 5). As amostras coletadas na Sereia exibiram uma alta abundancia
de Alphaproteobacteria (40,2%), seguido por Gammaproteobacteria (9,4%) e
Cyanobacteria (8,9%). Em contraste, o recife da Ponta Verde apresentou a classe
Gammaproteobacteria (40,1%) como grupo mais abundante, seguido por Actinobacteria
(17%) e Bacilli (12%).
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Gréafico 03: Abundancia das principais classes de bactérias associadas com as

amostras de Palythoa caribaeorum coletadas nos recifes da Ponta Verde e da Sereia.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A nivel de ordem, 103 diferentes grupos foram encontrados, e novamente foi
possivel observar que diferentes taxons foram mais prevalentes em cada um dos dois
pontos (Gréfico 4). O recife da Sereia exibiu uma alta prevaléncia de Rhodobacterales
(17,5%). Duas outras ordens, Rhodospirillales (8,7%) e Rhizobiales (7,1%), também

exibiram uma abundéancia significativa. Na Ponta Verde, o grupo marinho E01-9C-26 foi
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a ordem dominante (37,4%), seguido por Propionibacteriales (8,9%), Bacillales (7,9%) e
Burkholderiales (7,3%).

Gréfico 4. Abundancia das principais ordens de bactérias associadas com as amostras

de Palythoa caribaeorum coletadas nos recifes da Ponta Verde e da Sereia.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Posteriormente, as sequéncias foram identificadas a nivel de familia, resultando

em um total de 151 grupos nos dois locais. Rhodobacteraceae (17,4%) foi o grupo mais
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abundante no recife da Sereia, seguida por Rhodospirillaceae (7,5%) e Rhodobiaceae
(4,3%). Na praia Ponta Verde, um grupo de bactérias ainda ndo-cultivadas pertencente
ao grupo marinho E01-9C-26 (43%) representou a familia mais abundante, seguido por
Propionibacteriaceae  (8,9%), Comamonadaceae (5,6%), Bacillaceae (4,4%),

Corynebacteriaceae (4,1%) e Streptococcaceae (3,7%).

Em seguida, a classificacdo taxondmica das sequéncias resultou na identificacao
de 256 géneros (Grafico 5). Nesse caso, 169 géneros foram exclusivos do recife da
Sereia, enquanto 39 ocorreram apenas na Ponta Verde e 48 foram compartilhados entre
os dois pontos. Uma bactéria ndo cultivavel pertencente ao grupo marinho E01-9C-26
(37,4%) foi o género mais prevalente na Ponta Verde, seguido por Propionibacterium
(8,9%), outra bactéria ndo cultivada pertencente a divisdo candidata TM7 (4,3%) e
Corinebacterium (4,1%). No recife da Sereia pudemos observar uma microbiota
composicionalmente mais semelhante, com mais amostras compartilhando os mesmos
taxons. Uma Rhodobacteraceae nao-cultivavel (5%) representou 0 género mais
prevalente, seguido por Stappia (3,7%), Rhodobium e Planktothricoides (2,9% das

sequéncias cada), e Acaryochloris (2,4%).
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Gréfico 5: Abundancia dos principais géneros de bactérias associadas com as amostras

de Palythoa caribaeorum coletadas nos recifes da Ponta Verde e da Sereia.
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Apesar da ampla distribuicdo e importancia ecoldgica do género Palythoa, poucos
trabalhos até entdo exploraram a microbiota associada a outras espécies desses
zoantideos, e o que foi encontrado indica que cada espécie apresenta uma microbiota

distinta, principalmente em termos de dominancia dos principais grupos bacterianos
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encontrados, sendo importante analisar a comunidade em todos os niveis taxondmicos
para melhor comparagdo. A analise de sequéncias obtidas a partir de amostras do muco
de P. caribaeorum, coletadas em dois pontos brasileiros, Sdo Sebastido e Buzios,
mostraram que Proteobacteria, mais especificamente a classe Gammaproteobacteria, foi
0 grupo mais representativo dentre as sequéncias obtidas. Além disso, a comunidade
microbiana pareceu ser estavel e resistente as variagbes sazonais, ndo sofrendo
também influéncia da localizacdo geogréafica (Carlos et al., 2013). Trabalhando com o
pirosequenciamento de amostras de P. australiae coletadas no sul da China, Sun e
colaboradores (Sun et al., 2014) encontraram 22 filos bacterianos, sendo Proteobacteria
o filo mais abundante, representando 58,6% do total das sequéncias obtidas, seguido
por Chloroflexi (12%), Actinobacteria (10,2%) e Acidobacteria (6,2%). Em outro estudo,
esse na area mexicana do mar do Caribe, Acidobacteria dominou a comunidade bacteria
associada a Palythoa sp., e junto com Proteobacteria representaram cerca de 2/3 das
sequéncias obtidas, enquanto Chloroflexi foi o terceiro filo mais abundante (O'connor-
Sanchez et al., 2014). Com excec¢bes, o filo Proteobacteria tende a ser o grupo
dominante da comunidade bacteriana associada a esses corais, entretanto, a
representatividade de outros grupos, como Actinobacteria, Acidobacteria e Chloroflexi, &
bastante variavel. Além disso, esses resultados estendem para os zoantideos o que ja é
dito em estudos anteriores, que espécies diferentes de coral possuem comunidades
bacterianas distintas e aparentemente especificas em condi¢cdes normais (Rohwer et al.,
2001; Frias-Lopez et al., 2002; Rohwer et al., 2002; Bourne e Munn, 2005).

As bactérias, junto com outros micro-organismos, desempenham importantes
funcdes que contribuem para a saude do coral hospedeiro, sendo possivel atribuir um
papel ecoldgico potencial para essas bactérias através de dados prévios encontrados na
literatura (Tabela 2). O grupo Actinobacteria pode ser encontrado associado a diversas
fontes biologicas, tais como peixes, moluscos e esponjas (Dharmaraj, 2010), sendo
aceito como onipresente em corais e conhecido por produzir uma grande variedade de
metabolitos secundarios, incluindo varios compostos com atividade antibacteriana

provavelmente responsaveis por desempenhar um papel na defesa quimica do
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hospedeiro (Khan, 2010; Kuang et al., 2015). Neste estudo, 17 géneros desse filo foram
encontrados, sendo oito classificados como néo-cultivados. Cianobactérias sé&o
conhecidas pelo papel na fixacdo de nitrogénio e na translocagao para o hospedeiro dos
produtos resultantes do processo oxi-fotossintético, contribuindo para sua nutrigéo.
Alphaproteobacteria constitui um dos principais grupos dominantes encontrados em
associacdo com corais (Mckew et al.,, 2012; Michelou et al., 2013). Pesquisas
filogenéticas anteriores demonstram que, junto com Gammaproteobacteria e
Cyanobacteria, estes trés grupos aparentam ser residentes simbiontes dominantes
associados a corais (Bourne et al.,, 2016). Além de Cyanobacteria, outros taxons
conhecidos por seu papel na ciclagem de nitrogénio e realizacdo da fotossintese foram
encontrados em associacdo a P. caribaeorum. Chlorobi e Chloroflexi sdo dois filos de
bactérias fotossintetizantes previamente encontradas em associacdo com outros
espécies de coral, e sugere-se um papel na nutricdo do hospedeiro através da
translocacdo de parte dos produtos produzidos no processo. O grupo Rhizobiales é
previamente conhecido por ser um fixador de nitrogénio comumente associado a
diversas espécies de cnidarios (Radecker et al., 2015), incluindo outro zoantideo, P.
australiae (Sun et al., 2014). Burkhoderiales possui membros associados com a fixacao
de N2 e degradacdo de poluentes (Morrow et al., 2012), incluindo a familia
Comamonadaceae, cujo papel na desnitrificacdo e ciclagem de enxofre ja foi mostrado
(Schmalenberger et al., 2008). Além dos grupos comensais ou mutualistas, foi possivel
observar a presenta de taxons relacionados a patogenias de corais. Por exemplo,
Rhodobacterales € uma ordem de bactérias associada a White Plague Disease, uma
doenca que afeta corais (Cardenas et al., 2012; Morrow et al., 2012). O grupo
Rhodobacteraceae € conhecido como um agente patogénico oportunista de corais,

associado a doenca White Plague (Roder et al., 2014).
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Tabela 2: Potenciais papéis ecoldgicos de alguns dos grupos bacterianos encontrados

em associacao a Palythoa caribaeorum, atribuidos com base na literatura.

Grupo Potencial papel em associacéo ao coral Ponta Verde Sereia (%)
(%)
Chlorobi Fotossintese e fixacao de nitrogénio 0.0 0.1
Chloroflexi Fotossintese e liberagdo de produtos de carbono. 0.4 1.7
Cyanobacteria Fotossintese e fixacdo de N2 15 9.8
Nitrospira Fixacdo de N2 0.0 0.7
Rhizobiales Fixacéo de N2 3.0 7.1
Rhodobium Fixacdo de N2 0.0 2.9
Acidobacteria Reducéo de nitrato e nitrito 0.8 2.3
Actinobacteria Liberagdo de compostos antimicrobianos 17.2 7.0
Planctomycetes Degradadores de polimeros carbdnicos 1.6 55
sulfatados
Proteobacteria Principais constituintes de corais 55.1 59.8
Bacteroidetes Degradacéo da matéria organica complexa na 55 9.0
biosfera, especialmente sob a forma de
polissacéridos e proteinas
Firmicutes Principais constituintes de corais/Nesse caso, 124 1.8

possiveis membros da microbiota humana

Ambos os pontos apresentaram uma grande quantidade de micro-organismos

classificados como “né&o-cultivados”, indicando que grande parte da microbiota

associada ao P. caribaeorum ainda € desconhecida (Gréafico 6). Nesse ponto, o recife da

Sereia apresentou uma maior diversidade dessas bactérias, com 98 grupos classificados

como “nao-cultivados” (cerca de 40,1% do total), enquanto que no recife da Ponta Verde
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esse numero foi reduzido para 37, equivalendo a 53,4% do total de grupos encontrados.
Esse dados refletem o vasto potencial biotecnoldgico que ha para ser explorado no
ambiente marinho, pois provavelmente varios novos compostos estdo associados a essa

diversidade ainda ndo conhecida.

Grafico 6: Numero de OTU'’s classificados como n&o-cultivados encontrados dentre as
sequéncias de bactérias associadas ao coral Palythoa caribaeorum coletados nos
recifes da Ponta Verde e da Sereia.

Ponta Verde Sereia
= Cultivaveis = N&o-Cultivadas = Cultivaveis = Nio-Cultivadas

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2 Anélises de Diversidade

Analises de Alfa (a) e Beta () diversidade foram realizadas apos rarefagdo das
amostras de acordo com a menor biblioteca de sequéncias encontrado dentre as
amostras (581, pertencente a uma das amostras coletadas na Ponta Verde). A taxa de
cobertura variou entre 98,7% no recife da Ponta Verde e 93,3% no recife da Sereia,
sugerindo que o esfor¢co amostral foi suficiente para conseguir representar a microbiota
associada a P. caribaeorum praticamente em sua totalidade. De acordo com o valor do

indice de Shannon (H'), uma maior diversidade de OTU’s foi encontrada no recife da
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Sereia (H' = 6,5) do que a encontrada na Ponta Verde (H '= 3,35). Cinco das seis
amostras exibiram uma baixa dominancia e altos indices de equitabilidade entre as

comunidades bacterianas associadas (Gréfico 7).

Gréfico 7. Média dos indices de dominancia e equitatividade observados nas

comunidades bacterianas nos recifes da Ponta verde e Sereia.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Relacionando os dados, notamos nos corais localizados na Ponta Verde uma
comunidade bacteriana compreendendo menos OTU’s e uma maior dominancia do que
o recife da Sereia (Fig. 5), 0 que pode ser relacionado com a presenca mais abundante
no local de grupos associados a patogenias em humanos. Além de conter menos OTU'’s,
a microbiota das amostras coletadas no recife da Ponta Verde contiveram uma
proporcao elevada de grupos associados com doengas humanas entre 0s géneros mais
abundantes: Propionibacterium (8,9%), Corynebacterium (4,9%), Streptococcus (3,9%),
Staphylococcus (2,4 %), Bacillus (2,1%) e Pseudomonas (1,5%). Além disso, 0 nhiumero
de OTU’s compartilhados entre os recifes foi relativamente baixo, sendo apenas 3

OTU’s. Também foram encontrados OTU’s que parecem ser especificos de cada local
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de coleta. Na praia de Sereia, as 3 amostras compartilharam entre si 21 OTU’s, com a
maioria das sequéncias (158) pertencentes aos géneros Propionibacterium, enquanto na
Ponta Verde apenas trés OTU’s, sendo duas das quais classificadas como
Propionibacterium e um como Staphylococcus, estavam presentes em todas as trés
amostras analisadas. Estudos anteriores demonstraram uma relagcéo espécie-especifica
entre algumas espécies de bactérias e seus corais hospedeiros, incluindo alguns grupos
de bactérias e o0 muco do P. caribaeorum (Carlos et al., 2013). A presenca de grupos
potencialmente patogénicos para humanos dominando a microbiota do recife de Ponta
Verde é um forte indicativo de um desequilibrio na composicdo da comunidade
bacteriana ao que tudo indica causado pelo aporte de matéria organica no ambiente,
agravado principalmente nos periodos de chuva. Ja foi demonstrado que corais
saudaveis tendem a apresentar uma maior diversidade e heterogeneidade, enquanto a
diversidade microbiana tende a diminuir em corais doentes (De Castro et al., 2010;
Cardenas, 2012; Kellogg et al.,, 2013). Em condicdes ideais, ha a predominancia de
relacbes mutualisticas e comensais, porém, durante o estresse, ha uma perturbacao
dessas relacfes e a microbiota muda de benigna e/ou benéfica para estresse-resistente,
potencialmente patogénica e oportunista. Um aumento em bactérias e fungos
associados com doencas em animais tem sido notado anteriormente em corais em
aguarios submetidos a pH reduzido, temperaturas elevadas e maiores niveis de
nutrientes (Thurber et al., 2009). Apesar de aparentemente saudaveis, é possivel que as
amostras coletadas de P. caribaeorum coletadas no recife de coral da Ponta Verde
esteja passando por mudancas na composicdo da microbiota que possam estar
associadas com o adoecimento desses corais, além de estarem atuando como possiveis

reservatorios para varias bactérias patogénicas de humanos.

As diferencas entre as comunidades bacterianas associadas a cada coral foram
avaliadas com uso do software QIIME usando as métricas UniFrac ndo-ponderadas e
ponderadas. A andlise de coordenadas principais (PCoA) da matriz de distancia UniFrac

(Gréfico 8) facilmente distingue entre as comunidades bacterianas de dois locais,
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demostrando uma maior similaridade entre as microbiotas das amostras coletadas no

recife da Sereia do que na Ponta Verde.

Gréfico 8: Analise de Coordenadas Principais (PcoA) da matriz de distancia UniFrac de
forma ponderada e nao-ponderada das comunidade bacterianas associadas as

amostras de Palythoa caribaeorum obtidas nos recifes da Ponta Verde e Sereia.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Dentre os fatores ambientais observados no trabalho, a introducdo de matéria
organica na praia de Ponta Verde devido a descarga de esgoto, e que pode ser
justificada pela maior contagem de coliformes termotolerantes nesta regidao, aparenta ser
o principal agente afetando a composicao da microbiota dos corais analisados. Em um
estudo semelhante, realizado ao longo de um gradiente de poluicdo proveniente da
ocupacgdo urbana da costa de Jeddah — Arabia Saudita com amostras de duas espécies
de corais escleractineos, Pocillopora verrucosa e Acropora hemprichii, revelou que em
ambos 0s corais 0s principais taxons associados encontrados em um ambiente néo

impactado diminuiram em abundancia quando comparado com um ambiente afetado por
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descarga de esgoto, onde também foi possivel observar um aumento da presenca de
grupos oportunistas e potenciais patégenos (Ziegler et al., 2016). Diferencas entre
comunidades bacterianas associadas a corais também foram observadas entre
amostras de Montastraea annularis coletadas em diferentes pontos de Curacao,
principalmente em aguas mais rasas e expostas a poluentes de origem urbana (Klaus et
al., 2007). A microbiota de diferentes espécies de corais coletadas no Mar Vermelho
apresentou maior semelhanca entre si em amostradas coletadas em regides que
recebem continuamente descarga de esgoto de fontes antropogénicas e domeésticas ao
longo de seus dois lados (Lee et al., 2012). Em outro caso, com amostras de diferentes
espécies de coral coletadas em quatro pontos da China, indicaram que as comunidades
bacterianas de um local mais influenciado por atividades humanas foram
significativamente diferentes dos demais pontos. Neste caso, 0os autores propdem que
os resultados corroboram com a hipétese probiotica (Zaneveld et al., 2015). O aumento
da urbanizagcdo junto com as populagbes humanas acarretam consequéncias
duradouras aos ecossistemas costeiros (Wu et al., 2010). Estressores ambientais que
alteram a fisiologia do hospedeiro também afetam a microbiota associada, e mudancas
na diversidade microbiana tém sido relacionadas com a proximidade dos corais a
populacdes humanas (Morrow et al. 2012). Uma vez que estas mudancas ocorrem
dentro do coral hospedeiro resposta a pressées do ambiente, as interacdes hospedeiro

micro-organismos também poderao ser alteradas (Ainsworth et al., 2010).
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6. Consideragdes finais

O recife da Ponta Verde esta localizado dentro de uma area urbana e sofre com
despejo de esgoto constante ao longo de sua costa, e a abordagem utilizada por
agéncias governamentais para monitorar seu impacto é a contagem de coliformes
termotolerantes. Este método sofre com algumas restricbes, como a flutuagéo temporal
e biodegradacdo rapida em ambientes marinhos tropicais, além de ignorar diversos
outros grupos bacterianos possivelmente prejudiciais aos corais, como 0s encontrados
gracas a aplicacdo da metagendmica neste trabalho, o que torna dificil avaliar e
quantificar o impacto das alteracdes da qualidade da agua na salde dos ecossistemas
marinhos (Kriwy e Uthicke, 2011) e como ela influencia a microbiota associada ao coral.
Ambos os recifes apresentaram um grande numero de bactérias classificadas como
ainda nao-cultivadas, tornando esses corais uma potencial fonte para novas espécies e
compostos bioativos. A presenca em alta abundéancia de diferentes géneros associados
a doencas humanas € uma forte evidéncia de que despejo de esgoto ndo tratado pode
ter alterado a composicdo das comunidades bacterianas associadas com P.
caribaeorum, tornando 0s corais possiveis reservatérios desses grupos bacterianos. Em
segundo lugar, trabalhos anteriores reforcam a ideia de que o sedimento possui uma
ampla gama de bactérias associadas e pode influenciar a composicdo da microbiota
associada com organismos bentbnicos, agindo como um "banco de sementes" para
corais e um reservatério de patdgenos oportunistas (Schttner, 2009; Carlos, Torres e
Ottoboni, 2013). A medida que a composicdo dos recifes é diferente, isto pode ser um
dos fatores que explicam as diferencas observadas entre as comunidades, entretanto,
essa condicao precisa ser melhor elucidada. Finalmente, sugere-se que o efeito das
mares pode afetar a composi¢do da microbiota de corais. O coral de arenito da praia da
Sereia encontra-se mais elevado em relagdo ao nivel do mar, ficando mais tempo
exposto durante as marés baixas. Sua disposicao horizontal em direcdo a praia também
pode influenciar as mudancas rapidas da comunidade microbiana em relacdo ao

estresse causado por variagdes ambientais diarias, conforme demonstrado em estudos
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anteriores (Ainsworth, Thurber e Gates, 2010). Como todo o coral seria influenciado
simultaneamente, a microbiota associada tenderia a tornar-se mais homogénea. O
arranjo vertical do recife na Ponta Verde pode afetar o modo como os invertebrados séo
influenciados pelo efeito da maré, em conformidade com a profundidade que se

encontram.
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Corals harbor abundant and diverse prokaryotic communities that may be strongly influenced by human activi-
ties, which in turn compromise the normal functioning of coral species and predispose them to opportunistic in-
fections. In this study, we investigated the effect of sewage dumping on the bacterial communities associated
with the soft coral Palythoa caribaeorum at two sites in the Brazilian coast. We observed a dominance of bacterial
species classified as human patt at sites exposed to d sewage discharge. The microbial diversity of
Keywords: undisturbed sites was more homogeneous and diverse and showed greater abundance. In addition, bacterial
Cnidarian communities differed substantially between the exposed and undisturbed areas. The microbial community asso-

Organic matter ciated with the samples collected from the exposed sites revealed the anthropogenic effect caused by organic
Environmental effect

Next generation sequencing
Microbial community
Sewage dumping

matter from untreated sewage dumping, with an abundance of pathogenic bacterial species.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Corals of the Zoantharia order is particularly common in tropical and
subtropical regions, where they constitute the most abundant benthic
component of coral reefs. They belong to the class Anthozoa and sub-
class Hexacorallia and are sessile marine cnidarians. Because most spe-
cies are colonial and lack skeleton, the taxon is often considered as an
intermediate between hard corals (Scleractinia) and sea anemones
(Actiniaria) (Irei et al., 2015).

The microbial species biodiversity in corals and sponges involved in
symbiosis is very similar; thousands of prokaryotic operational taxo-
nomic units (OTUs) and thousands of viral types have already been de-
scribed (Li et al., 2014). Advances in techniques and methodologies
have provided a great insight into taxonomic inventory surveys, thus
enabling us to determine host specificity between bacterial species
and coral hosts (Sunagawa et al., 2010). However, there is a lack of
knowledge about how variations in temporal, spatial, and mainly, envi-
ronmental conditions and different coral species could affect prokary-
ote-host relationship. There are several possible roles of prokaryotes
in coral and sponges holobionts (host and its associated microbiota),

* Corresponding author at: Setor de Genética - ICBS, Universidade Federal de Alagoas,
Av. Lourival Melo Mota, s/n, Tabuleiro dos Martins, CEP 57072-900 Macei6, AL, Brazil.
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! Equal contributors.
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including immunology (Work and Aeby, 2014), host resilience (Raina
et al,, 2013), host health and disease resistance (Krediet et al., 2013a;
Krediet et al., 2013b), nutrient uptake and cycling (Ceh et al., 2013;
Lemaetal., 2012; Lesser et al., 2004; Yang et al., 2013), and pathogenesis
and disease. Several articles have been published focusing on coral dis-
ease syndromes after the most prominent cause of global reef decline
was related to pathogens (Pratte, 2013; Richardson, 2012; Rosenberg
et al., 2007b).

Several studies report a close association between microorganisms
and zoanthid hosts. The role of zoanthid-associated bacteria in nitrogen
cycling and their nitrogenase activity have already been described.
Nitrogen-fixing bacteria belonging to Vibrionaceae were previously iso-
lated from zoanthids (Shieh and Lin, 1992); in addition, cyanobacteria,
Rhizobiales, Rhodobium sp., and some other bacterial groups involved
in the steps of nitrogen metabolism such as ammonia oxidation
(Nitrospira sp. and Nitrosococcus sp.) were recovered from zoanthids.
The dinoflagellate Symbiodinium has also been found to be associated
with Zoanthidea; this microorganism provides an energy reserve by fix-
ing carbon for the host. Similarly, the isolation of hemolytic bacteria pro-
ducing palytoxin was described; this suggests the participation of this
microorganism in host chemical defense. Diverse actinobacterial genera
have already been described to be associated with zoanthids. Consider-
ing that many of them are antibiotic producers, they produce bioactive
compounds that protect the zoanthid host against pathogens (Sun et
al,, 2014). Some independent cultivation approaches strongly suggest
that the two most dominant bacterial phyla associated with zoanthid

Please cite this article as: Paulino, G.V.B,, et al., Compositional shifts in bacterial communities associated with the coral Palythoa caribaeorum due
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Palythoa samples are Acidobacteria and Proteobacteria (O'Connor-
Sanchez et al,, 2014).

Long-term monitoring suggests that globally declining coral cover is
mainly caused by overfishing, climate change, and disturbances due to
river runoff enriched with nutrients and sediments (D'Angelo and
Wiedenmann, 2014). In coastal waters, sewage discharge is an impor-
tant pollution source that can cause elevated concentrations of nutrients
(Reopanichkul et al., 2009). This in turn favors nutrient-limited, r-se-
lected, and potentially pathogenic taxa, facilitating their establishment
in coral ecosystems (Zaneveld et al.,, 2016). In addition, sewage intro-
duces many microbial taxa that link human pathogens and the coral
bacterial community (Closek et al., 2014). Climatic and anthropogenic
stressors lead to shifts in the composition of the bacterial community
of coral reefs, thus compromising normal functioning of coral species
and predisposing them to opportunistic infection (Bally and Garrabou,
2007; Harvell et al., 1999; Harvell et al., 2002; Lesser, 2007).

Zoanthids often dominate sites where stress conditions lead to a de-
crease in scleractinian corals and may occupy >50% of the reef surface
area. Palythoa caribaeorum is one such zoanthid and a key species in
the functioning of coral reefs in northeastern Brazil (Francini-Filho et
al,, 2013), where it frequently dominates disturbed reefs because of its
physiological tolerance, high reproductive rates (Silva et al., 2015),
and production of mucus that protects it against desiccation (Denny,
1989). Information regarding the composition of the bacterial commu-
nity can help to monitor the health of the host as it tends to change be-
fore noticeable symptoms appear in the host colonies. The present study
aims to assess the effects of direct sewage discharge on the bacterial
community associated with the zoanthid P. caribaeorum by pyrose-
quencing the partial 16S rRNA gene in specimens collected from two
contrasting reef sites.

2. Materials and methods
2.1. Sample collection

Samples of P. caribaeorum were obtained during the summer (March
2015) from two locations in the state of Alagoas, northeast Brazil: Ponta
Verde coral reef (9°66'32"S 35°69'82"W), located in an urban area and
constantly exposed to untreated sewage dumping from illegal connec-
tions to storm sewers, and Sereia sandstone reef (9°56'52"S 35°64'49"
W), an area less exposed to effluent (Fig. 1). At each location, fragments
of approximately 10 cm? from three different and apparently healthy
colonies of P. caribaeorum were sampled, placed in sterile plastic bags,
stored on ice during transport to the laboratory, and frozen at —20 °C
until DNA extraction was performed. All specimens were collected in
the morning during low tide from water-filled pools. Three physico-
chemical parameters (pH, temperature, and salinity) were measured
using a multiparameter probe (model Hanna HI1 9828), and information
about bathing conditions based on thermotolerant coliform counting
was obtained from Instituto do Meio Ambiente, Brazil. Permission for
this study was obtained from the regulatory institution Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente (license no. L. 32723-1).

2.2. DNA extraction

All samples were washed with sterile seawater prior to DNA extrac-
tion to remove loosely attached bacteria from the surface of the sample.
The samples were frozen in liquid nitrogen and grinded using pestle and
mortar. Next, 600 pl of CTAB extraction buffer (4 g CTAB, 16.4 g NaCl,
20 ml 1 M Tris-HCl, 8 ml 0.5 M EDTA, and 200 ml distilled water) was
added to the pellets followed by vortex. After incubation at 65 °C for
1 h, the tubes were centrifuged at 14,000 rpm for 10 min. The superna-
tants were then transferred to tubes on ice and extracted with an equal
volume of phenol/chloroform. Genomic DNA was precipitated with
0.3 M sodium acetate (pH 5.2) and isopropanol and collected by centri-
fugation at 14,000 rpm for 15 min. DNA was resuspended in Milli-Q ul-
trapure water and stored at —20 °C.

2.3. Purification and quantitation

After extraction, the genomic DNA was purified using the
PowerClean® DNA Clean-Up Kit (MoBio Laboratories, Inc.) according
to the manufacturer's instructions. Purity and concentration of the ex-
tracted DNA were verified using the L-Quant 2 spectrophotometer
(Loccus do Brasil Ltda.; wavelength: 230, 260, and 280 nm). Extracted
genomic DNA was sent to Molecular Research DNA Laboratory
(Shallowater, TX, USA) for pyrosequencing.

24. PCR amplicon library preparation for pyrosequencing

Bacterial 16S rRNA gene was amplified using primers 27F (3'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-5') and 1492R (5'-TACCTTGTTACGACTT-
3). After the initial 25 cycles, another 5 cycles were performed so that
each sample's barcode sequences and A and B adapters were included.
After the PCR, all the amplicons produced from different samples were
mixed in equal concentrations and purified using Agencourt Ampure
beads (Agencourt Bioscience Corporation, MA, USA). Amplicon libraries
were bound to the beads under favorable conditions with only one frag-
ment per bead, and the beads were emulsified in a PCR mixture in oil.
The amplicons were sequenced using the GS FLX titanium Roche
platform (454 pyrosequencing technology) and reagents according to
the manufacturer's instructions.

2.5. 16S rRNA amplicon sequence analysis

The sequences obtained were analyzed according to the UPARSE +
Qiime protocol proposed by the Brazilian Microbiome Project (Pylro et
al,, 2014), with some modifications. Briefly, reads were assigned to re-
spective samples according to their barcodes, and primer sequences
were removed in the demultiplex step. The sequences were filtered
according to quality (maximum error expected = 1.0) and trimmed to
250 bp. No ambiguous bases were included. Sequences were dereplicated
and simultaneously checked for chimeras using a de novo approach and
later checked again with UCHIME (Edgar et al.,, 2011) against 16S
“Gold” database (reference database in the Broad Microbiome Utilities).
Reads with 297% similarity were grouped into OTUs using the USEARCH
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Fig. 1. Locations of the metagenomic sampling sites. Black circle indicates Ponta Verde coral reef and red circle indicates Sereia sandstone reef. (For interpretation of the references to colour

in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Fig. 2. The number of taxa found in the two sampled reefs sites. Sereia reef shows a greater bacterial diversity, whereas Ponta Verde reef, which is located in an urban area and exposed to

illegal sewage dumping, shows a lower diversity.

algorithm. Taxonomic classification was implemented with BLAST
(e-value = 10~ °) against 16S rRNA SILVA database (SILVA version
119, available at http://www.arb-silva.de/) (Pruesse et al., 2007). All
singletons were excluded from further analysis.

The most abundant read for each OTU was selected as representa-
tive, then aligned using PyNast with aligned Silva sequences as refer-
ence, and screened with Lane mask to build a phylogenetic tree using
FastTree (Price et al., 2009). To evaluate the community structure,
equal sequencing depth per sample was established by multiple rarefac-
tions to the smallest sequencing depth. OTU diversity was examined
using the biodiversity index by Quantitative Insights into Microbial
Ecology (QIIME v.1.9) package (Caporaso et al., 2010). To compare com-
munity composition across samples, we assessed beta diversity using
weighted and unweighted UniFrac (Lozupone and Knight, 2005), a phy-
logenetically informed metric. Principal coordinates analysis (PCoA)
was used to visualize the differences between the samples.

3. Results and discussion

The pyrosequencing analysis of these samples resulted in a total of
26,166 16S rRNA sequences. After quality control, 8988 high-quality

Sereia

Ponta Verde

sequences were retained, and 459 OTUs were generated at 97% identity.
All raw sequence data were deposited in NCBI Sequence Read Archive
and can be accessed under BioProject accession number PRJNA327692.

Taxonomic assignment of good quality reads showed that a
high level of bacterial taxonomical diversity was associated with
P. caribaeorum samples; however, the number of taxa present at the
two reefs sites were very different (Fig. 2). This observation indicates
a greater anthropogenic effect on Ponta Verde reef than on Sereia reef,
reflecting the continuous discharge of sewage directly on to the former
reef. A recent study of the coast of Jeddah, the largest city on the Saudi
Arabian coast, reported that coral-associated microbial communities
from two distinct scleractinian corals were different between a relative-
ly unaffected area and the affected one (Ziegler et al., 2016). A decrease
in abundance was observed in the main symbiotic taxon, followed by an
increase in abundance of opportunistic families such as Vibrionaceae
and Rhodobacteraceae.

In total, 15 described phyla (Acidobacteria, Actinobacteria,
Armatimonadetes, Bacteroidetes, Chlorobi, Chloroflexi, cyanobacteria,
Firmicutes, Gemmatimonadetes, Nitrospirae, planctomycetes,
proteobacteria, spirochaetes, Tenericutes, and Verrucomicrobia) previ-
ously reported in corals and six more candidate phyla (BD1-5, NPL-

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
' Acic ia ™ Acti i Ar % BD1-5 ® Bacteroidetes
= Candi ivisionOP11 ® Candi ivisionOP8 M C: M7 Chlorobi ® Chloroflexi
® Cyanobacteria & Firmicutes = Gemmatimonadetes = NPL-UPA2 & Nitrospirae
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® Verrucomicrobia
Fig. 3. Stack plot showing the mean proportion of bacterial phyla contributing to the microbial ¢ ity of Palythoa caribi m collected from Sereia sandstone reef and Ponta Verde

coral reef (n = 3 per species and site).
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Fig. 4. Abundance of bacteria from Proteobacteria phylum in both the sampled areas.

UPA2, 0P8, OP11,TM6, and TM7) were recovered (Fig. 3). Twenty phyla
were obtained from Sereia reef samples, whereas only 11 were obtained
from Ponta Verde reef samples. Proteobacteria were the most abundant
phylum (mean = 57%) at both the points, whereas the proportion of
other phyla varied between reefs. In Ponta Verde reef samples, 17% of
the reads were classified as Actinobacteria, followed by Firmicutes
(12.4%) and Bacteroidetes (5.5%), whereas in Sereia reef samples, the
major group was cyanobacteria (9.7%), followed by Bacteroidetes (9%)
and Actinobacteria (7%). Overall, at this taxonomic level, the composi-
tion of bacterial communities associated with zoanthid P. caribaeorum
was different, mainly in the abundance of the shared groups, from
that found in P. australiae, which was collected in southern China. How-
ever, both species shared the occurrence of Chloroflexi, which is rarely
reported to be associated with corals (Sun et al., 2014).

Substantial variations were observed in the OTU classification analy-
ses at the class level (48 in total ). The samples collected at Sereia reef ex-
hibited a high abundance of Alphaproteobacteria (40.2%), a main
dominant group found in association with corals (McKew et al., 2012;
Morrow et al., 2012), followed by Gammaproteobacteria (9.4%) and
cyanobacteria (8.9%). According to previous phylogenetic surveys,
these three groups are known as dominant symbiont residents associat-
ed with corals (Bourne et al., 2016). In contrast, Ponta Verde reef
contained varying proportions of Gammaproteobacteria (40.1%),
followed by Actinobacteria (17%) and Bacilli (12%) (Fig. 4). This high
variability of bacterial communities in coral species across geographic

regions has been previously observed (Morrow et al., 2012; Sunagawa
et al., 2010), though to a lesser degree.

The microbial community composition is presumed to reflect the
metabolic roles of the microorganisms, which may play an important
role in the element cycle in the ecosystem in association with their in-
vertebrate host or produce compounds with antimicrobial activity. In
this study, bacterial groups that are involved in some steps of nitrogen
metabolism such as N, fixation (cyanobacteria, Rhizobiales, and
Rhodobium sp.) were recovered from the zoanthid. Cyanobacteria play
an essential role in modern coral reef ecosystems and are mainly pres-
ent in the coral tissue and skeleton (Lampert et al., 2008), providing ni-
trogen and carbon to the coral reef ecosystems through nitrogen
fixation (Bouvy et al., 2012). Actinobacteria is generally a ubiquitous
major group in corals and contains diverse species that show antibacte-
rial activities and possibly contribute to coral health and provide new
opportunities for natural product search and discovery (Kuang et al.,
2015).

Our results showed that the reef that was directly affected by do-
mestic sewage had a more heterogeneous and less diverse microbial
community among the replicates, which can be attributed to the greater
dominance of groups related to human pathogens. Alpha and beta di-
versity analyses were performed after rarefying the samples to the
smallest library (581 sequences). Good's coverage ratio ranged between
98.7% at Ponta Verde reef and 93.3% at Sereia reef. According to Shannon
index value (H'), a greater diversity of OTUs was found at Sereia reef (H
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Fig. 5. Charts showing the values of dominance and equitability indices for the six collected samples (sample depth = 581).
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Fig. 6. Weighted and unweighted UniFrac principal coordinate analysis plots computed at exactly 581 sequences/sample illustrate the relationship between samples (blue = Sereia, red =
Ponta Verde) showing similarities in bacterial communities. Percentages of variance explained by each principal coordinate (P1 and P2) are shown on the X- and Y-axes (sample depth =
581). (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

' = 6.5) than at Ponta Verde reef (H’ = 3.35). Five of six samples exhib-
ited a Proteobacteria dominance and high equability indices among the
associated bacterial assemblages (Figs. 3 and 5). Several studies have
previously shown changes in the microbial community composition
when comparing healthy and diseased corals. The former tends to ex-
hibit a greater diversity, whereas microbial diversity tends to decline
in diseased corals (Cardenas et al., 2012; de Castro et al., 2010; Kellogg
et al., 2013). Moreover, shifts in microbial diversity have been related
to the proximity of corals to human populations (Morrow et al., 2012).
Thus, there is a strong possibility that the apparently healthy samples
collected from the Ponta Verde reef are in the initial phases of a disease
process.

Previous studies have shown a species-specific relationship between
some bacteria species and their host coral, and a similar profile of bacte-
rial populations is expected for conspecific corals that are geographical-
ly separated (Bourne and Munn, 2005; Carlos et al., 2013; Rohwer et al.,
2002; Rosenberg et al., 2007a). At Sereia reef, the samples shared 21
OTUs, with most reads (158) belonging to the Propionibacterium genera.
In Ponta Verde reef, there were only three OTUs: two classified as
Propionibacterium and one classified as Staphylococcus. The number of
OTUs shared between the reefs was relatively low: two classified as
Propionibacterium and one classified as Staphylococcus. Our results also
differ from those obtained by Lee et al. (2012) who found that corals
from disturbed areas appeared to share similar bacterial communities.
The PCoA plot of the UniFrac distance matrix (Fig. 6) easily distinguishes
between the bacterial communities of the two sites, showing a greater
similarity between samples from Sereia than those from Ponta Verde.
Coral microbiomes are assumed to be host species specific. However,
this specificity depends on the health state of the coral (Sunagawa et
al,, 2010).

Among the analyzed environmental parameters, the measures of
thermotolerant coliforms in the water showed significantly different
values between the reefs (Table 1). The other environmental variables,
namely temperature and salinity, showed no significant difference be-
tween the two areas. Ponta Verde reef had higher thermotolerant coli-
form levels, which supports the presence of greater anthropogenic
effect at this reef. Together with streptococci, thermotolerant coliforms
are standard microbiological indicators of water quality (Stabili et al.,
2013). However, this indicator has some limitations. Specifically, tem-
poral fluctuations in environmental conditions combined with rapid
biodegradation in tropical marine environments render it difficult to

precisely evaluate and quantify the effect of water quality change on
marine ecosystem health (Kriwy and Uthicke, 2011) and, by extension,
how it influences coral-associated microbiota. Nevertheless, fecal coli-
forms are a strong indicator of the presence of domestic sewage and
an indication that there may be other unrecognized microbial groups,
some of which may be pathogenic (Neill, 2004).

The bacterial community of Ponta Verde reef had less OTUs than that
of Sereia reef (Fig. 7). Moreover, the bacterial community associated
with P. caribaeorum at Ponta Verde contained a high proportion of
groups causing human diseases among the most abundant genera:
Propionibacterium (8.9%), Corynebacterium (4.9%), Streptococcus (3.9%),
Staphylococcus (2.4%), Bacilli (2.1%) and Pseudomonas (1.5%). An in-
crease in bacteria and fungi causing animal diseases has been previously
noticed in corals at aquariums subjected to reduced pH, elevated tem-
peratures, and higher levels of nutrients (Thurber et al., 2009). There
is also evidence of a relationship between proximity to sewage effluent
and the prevalence of coral diseases such as BBD and white plague type
I (Post, 2005).

A better understanding of bacterial communities associated with
zoanthids would help in understanding their prevalence in the Brazilian
coast and physiological characteristics that favor their dominance in dis-
turbed environments, which are usually not supported by scleractinian
corals; this in turn will enable us to monitor biotic and abiotic events
that affect marine community structures, such as pathogen outbreaks.
The least number of taxa and highest indices of dominance found in
Ponta Verde reef indicate a disruption of bacterial community that
may be associated with the sewage dumping that occurs in the region.
Our results suggest that microbial community analyses of apparently
healthy corals will provide an early indicator of disease before the
coral host exhibits any pathological symptoms and serve as a comple-
mentary bioindicator for thermotolerant coliforms; however, this can
only be confirmed by monitoring colony microbiota before and during
the manifestation of the disease.

Table 1
Mean of the environmental parameters measured in each sample from the two reefs.

Reefs pH  Salinity (%) Temperature (°C) Thermotolerant coliforms
(MPN)

PontaVerde 8.04 37.22 29.54 2400

Sereia 8.71 37.07 30.75 <18
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Abstract Candida is a common fungus with the capac-
ity to cause infections in humans. However, most studies
have concentrated on clinical isolates and little is known
about the identity, ecology and drug resistance of free liv-
ing species/strains. Here, we isolate eight strains of Can-
dida haemulonii and four strains of Cutaneotrichosporon
dermatis from three marine cnidarian zoanthids species
(Palythoa caribaeorum, Palythoa variabilis and Zoanthus
sociatus) collected from Brazilian coral reefs. Strains were
identified by sequencing of the D1/D2 domain LSU rDNA
and ITS region. We tested these environmental isolates for
their capacity to grow in media with increasing concentra-
tion of NaCl, capacity to grow in different temperatures,
enzymatic activity and antifungal susceptibility. For C.
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haemulonii, all strains strongly produced gelatinase, ester-
ase and albuminase and were either able to express lipase,
phospholipase and keratinase, but not express urease and
DNase. The strains were able to grow at 37 °C, but not at
39 °C, and except for LMS 40, all of them could grow in a
10 % NaCl medium. All isolates were resistant to all anti-
fungals tested, with exception for ketoconazole and tiocon-
azole (MIC = 2 ug/mL). For C. dermatis, all strains could
grow at 39 °C and could not express phospholipase, kerati-
nase or gelatinase. However, all were capable of expressing
urease, lipase and esterase. Three out of four strains could
grow in a 10 % NaCl medium, but none grew in a 30 %
NaCl medium. The strains showed high values of minimal
inhibitory concentration. LMPV 90 was resistant to tiocon-
azole, terbinafine, fluconazole and posaconazole, and LMS
38 was resistant to all antifungal agents tested. We discuss
the characterization of C. haemulonii and C. dermatis as a
possible emerging pathogen due to its animal-related enzy-
matic arsenal and antifungal resistance.

Keywords Candida haemulonii - Cutaneotrichosporon
dermatis - Invertebrates - Antifungal susceptibility -
Enzyme production - Emerging pathogens

Introduction

Candida is an ascomycetous yeast genus which contains
species that are recognized as some of the most pathogenic
opportunistic yeasts (Diezmann et al. 2004). C. haemulo-
nit, originally Torulopsis haemulonii, was first described
in 1962 from a marine fish gut (van Uden and Kolipinski
1962; Cendejas-Bueno et al. 2012). Recently, Ferreira et al.
(Ferreira et al. 2010) isolated C. haemulonii from cassava
and, based on molecular markers, placed the species into a
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complex: C. haemulonii group I and C. haemulonii group
II. However, Cendejas-Bueno et al. (2012) classified group
II as a new species: Candida duobushaemulonii and a new
variety in C. haemulonii I: C. haemulonii var. vulnera.

C. haemulonii was first reported infecting a patient
in 1984, while in Brazil, the first record was in 2012 in a
blood stream of a 26-year-old immunosuppressed woman
(de Almeida et al. 2012). This yeast has also been impli-
cated in osteitis in a 37-year-old man in addition to blood
stream infection and neonate and senior fungemia (Al-
Sweih et al. 2009; Kim et al. 2009; Crouzet et al. 2011;
Kim et al. 2011). In the Al-Sweih et al. (2009), C. haemu-
lonii was the third most isolated yeast from Candida genus
from the blood culture of neonates.

Indeed, candidiasis has been identified as prevalent
fungal infection causing deaths in hospitals worldwide.
Although most reported cases of candidiasis are caused
by Candida albicans, the number of infections caused by
other Candida species has been increasing (Johnson 2009;
Oberoi et al. 2012; Deorukhkar et al. 2014). Thus, although
C. haemulonii rarely causes infections, it is classified as an
emerging pathogen due to its wide distribution and resist-
ance to the antifungal amphotericin B (Johnson 2009; Kim
etal. 2011; Merseguel et al. 2015).

Trichosporon is a basidiomycetous yeast-like genus that
has been implicated in opportunistic infections. It is wide-
spread in the environment, being found in both tropical and
temperate areas (Colombo et al. 2011). In humans, it can be
found in the gastrointestinal tract and transiently coloniz-
ing respiratory tracts and skin (Hashino et al. 2013; Iturri-
eta-Gonz lez et al. 2014). Trichosporon spp. and Cutane-
otrichosporon comb. nov. can be commonly isolated from
environmental samples such as water, soil and decompos-
ing matter (Colombo et al. 2011; Iturrieta-Gonz lez et al.
2014). However, Cutaneotrichosporon dermatis (formerly
Trichosporon dermatis) first isolated from hydrothermal
fields (Gadanho and Sampaio 2005) and then from deep-
sea sediments of the Pacific Ocean in 2014 (Xu et al.
2014). This species was transferred from the Cryptococcus
humicola complex to the Trichosporon genus as described
by Sugita et al. (2001) and to Cutaneotrichosporon by Liu
etal. (2015). The species has subsequently been reported as
an infectious yeast in skin, blood and nails. It has also been
reported as summer-type hypersensitivity pneumonitis.

Invasive Trichosporon and Cutaneotrichosporon infec-
tions have been increasingly identified during the past
30 years. Most cases occur in patients with hematological
diseases, particularly those with acute leukemia (Miceli
etal. 2011). It is the second most common cause of fungal
infections in these patients, and mortality rate of patients
with hematological diseases and Trichosporon and Cuta-
neotrichosporon is 11 %, despite antifungal therapy
(Polvi et al. 2015). Several case reports around the world
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described its pathogenicity (Fan et al. 2011; Iturrieta-
Gonz lez et al. 2014; Taverna et al. 2014). For example, a
patient developed fatal disseminated C. dermatis infection
after cord blood transplant with aplasia (Fekkar et al. 2009).
Another case describes a 47-year-old woman with Burkitt’s
leukemia who was diagnosed with fungemia caused by C.
dermatis. In this case, the administration of voriconazole at
standard dose was ineffective (Hashino et al. 2013).

In this research, we report the isolation of eight strains
of C. haemulonii and four strains of C. dermatis from
marine soft coral in northeastern Brazil, and discuss their
characterization as possible emerging pathogens. Because
of the potentially pathogenic nature of this species, we also
test potential enzymatic virulence factors and susceptibility
to several antifungal agents.

Materials and methods
Yeasts isolation

The strains were isolated from three marine zoanthids spe-
cies (Palythoa caribaeorum, Palythoa variabilis and Zoan-
thus sociatus). Samples were collected at Ponta Verde coral
reef (9°39/59.15”S, 35°41'46.11"W) and at Sereia’s sand-
stone reef (9°33/54"S, 35°38/39”W), both adjacent to Mac-
ei City, Alagoas State, northeastern Brazil.

The marine soft corals samples were washed with ster-
ile seawater to remove the debris, cut in small pieces and
pounded with a mortar and pestle. We inoculated decimal
dilutions (107!, 1072, 1073, 107 in Wickerham’s YM
medium with seawater, supplemented with 0.04 % chlo-
ramphenicol and incubated samples at 22 °C for up to
28 days. Representatives of each colonial morphotype were
purified twice in YEPD medium (2 % dextrose, 1 % pep-
tone, 0.5 % yeast extract and 2 % agar). For conservation,
the isolates were kept in vials with YEPD media covered
with sterile mineral oil at 4 °C.

Molecular identification

Strains were cultured aerobically in Sabouraud broth at
22 °C. Samples were centrifuged at 8000xg for 5 min to
recover cells. The pellet was then washed with sterile dis-
tilled water and centrifuged again (as above). Samples were
diluted with 500 pL of buffer lysis (0,15 M NaCl, 50 mM
Tris—-HCI, 10 mM EDTA, 2 % SDS pH 8,0) and incubated
at 65 °C for 1 h, after which 200 uL potassium acetate
(5 M, pH 4,8) was immediately added to the tubes and then
placed in an ice bath for 30 min. The samples were then
centrifuged at 14,100x g for 5 min after which the super-
natant was transferred to another tube and centrifuged
again. The supernatant was transferred to another tube,
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600 puL of absolute isopropanol was added and the sample
was incubated at —20 °C for 15 min. After a centrifugation
at 14,100xg for 20 min, the DNA was collected by cen-
trifugation at 13,000x g for 15 min and washed with 70 %
ethanol. The supernatant was discarded and, after dry-
ing, the DNA was resuspended in TE buffer (Tris-EDTA
pH 7.4) and stored at —20 °C. To amplify divergent D1/
D2 domain of LSU rRNA gene and ITS region, universal
primers NL1, NL4 and ITS1, ITS4 were used (Kurtzman
and Robnett 1998). Amplification conditions were: 94 °C
for 5 min, 35 cycles at 94 °C for 15 s, 56 °C for 45 s, and
72 °C for 90 s, and a final extension at 72 °C for 6 min.
Sequencing was performed as described by P ter et al.
(2009) in the ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) according to the manufacturer’s instructions.
Obtained sequences were compared using the BLAST tool
with those deposited at the GenBank database (http:/www.
ncbi.nlm.nih.gov/) (Altschul et al. 1990).

Growth at 37 and 39 °C

Tests of growth at 37 and 39 °C for 5 days were performed
in test tubes containing YEPD broth in triplicate. Wicker-
ham’s card was used to monitor turbidity.

Enzymatic activity assays

Standard suspensions with 1-5 x 10° cells/mL of each
isolate were obtained by cultivation in Sabouraud dex-
trose agar for 48 h at 25 °C, and 10 pL of suspensions was
inoculated on the specific culture media for each enzyme
to be assayed (amylase, cellulase, esterase, lipase, pecti-
nase, albuminase, caseinase, gelatinase, phospholipase,
urease and DNase). Results were obtained after incubation
at 25 °C for 7 days, and the precipitation zone (Pz) was
calculated, unless specified otherwise. Pz was expressed
as the ratio between the average diameter of the colony
and the average diameter of the colony plus the degrada-
tion halo (Hankin and Anagnostakis 1975; Buzzini and
Martini 2002). Amylase, cellulase and pectinase activities
were quantified according to Buzzini and Martini (2002),
and the isolates were inoculated in a medium specific to
each enzyme. Amylase plates were reveled with a solution
of iodine, with clear halos indicating a positive result. An
aliquot of 0.1 % red Congo solution was added to the plates
and washed with 1 M NaCl to assess cellulase production.
The presence of pectinase was confirmed by the produc-
tion of a clear halo around the colony when the plates were
flooded with 1 % hexadecyltrimethylammonium bromide.
Esterase activity was confirmed following protocol
established by (Slifkin 2000). Positive lipase activity was
confirmed by the presence of a degradation halo around the

enzyme producing colonies (Atlas and Parks 1993). DNase
activity was assayed according to Lopez-Martinez et al.
(1994). When a degradation halo was visualized around the
colonies after the addition of 37 % HCI, the assay was con-
sidered positive. Sporothrix schenckii ATCC 201679 was
utilized as positive control.

Phospholipase activity was assayed according to Price
etal. (1982): A medium of 5.73 % sodium chloride, 0.05 %
calcium chloride, 1 % peptone, 2 % glucose and 2 % agar
was autoclaved and cooled to approximately 50 °C before
the addition of sterile egg yolk at a final concentration of
4 %. C. albicans strain ATCC 10231 was used as posi-
tive control. Urease activity was assessed using cultures
inoculated in tubes containing yeast carbon base (YCB)
urea agar and incubated at 37 °C for 72 h. The tubes were
examined every day during 3 days for a change of color to
white (Hagler and Mendon a-Hagler 1991). Cryptococ-
cus neoformans ATCC 24066 was used as positive control,
and Candida albicans ATCC 18804 was used as negative
control.

Protease activity was assessed using four substrates.
Albuminase assessment followed the protocol of R chel
et al. (1982): The medium consisted of 0.2 % bovine
serum albumin fraction V, 1.17 % YCB, and 2.5 mL of
Protovit in distilled water. We inoculated the isolates on
the plates and incubated them at 30 °C for 7 days. The
plates were then stained with 1.0 % black starch in 20 %
acetic acid solution, and excess stain was washed away
using a 5 % acetic acid solution. Candida albicans ATCC
10231 was used as positive control. The medium for the
casein degradation assay consisted of 0.5 % casein, 0.5 %
glucose, 0.67 % YNB and 2 % agar, pH 7.0, follow-
ing Montville (1983). The presence of degradation halos
around the producing colonies was revealed by addition
of 1 N HCI. Gelatinase activity assessment followed the
methodology of Smith and Goodner (1958): The medium
consisted of 1.2 % gelatin, 0.4 % peptone, 0.1 % yeast
extract and 1.5 % agar. The cultures were washed with a
saturated solution of (NH,),SO, for the visualization of
the degradation halos. Nocardia caviae was used as posi-
tive control keratinase activity assessment followed the
methodology of Scott and Untereiner (2004). Enzymatic
quantification was performed according to Giudice et al.
(2012): A suspension containing 1-5 x 10° CFU/mL
was inoculated into liquid basal medium with 4 mg/mL
of keratin azure and incubated under agitation at 30 °C
for 14 days in triplicate. The cultures were centrifuged,
the supernatant measured in a spectrophotometer at
A = 595 nm, and the variation in absorbance of 0.01 com-
pared to the blank (non-inoculated tube) was considered
1 U of keratinase. A clinical isolate of Microsporum canis
was used as a positive control.
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Table 1 Origin, source and GenBank access number of the yeasts from marine zoanthids

Species Strain

Origin

Source

GenBank access number

(D1/D2% ITS")

C. haemulonii

LMS 03 Sereia’s sandstone reef
LMS 04 Sereia’s sandstone reef
LMS 40 Sereia’s sandstone reef
LMS 54 Sereia’s sandstone reef
LMS 55 Sereia’s sandstone reef
LMS 66 Sereia’s sandstone reef
LMS 60 Sereia’s sandstone reef
LMS 67 Sereia’s sandstone reef
C. dermatis
LMS 02 Sereia’s sandstone reef
LMS 38 Sereia’s sandstone reef
LMPV 90 Ponta Verde coral reef
LMPV 109 Ponta Verde coral reef

Palythoa variabilis
Palythoa variabilis
Palythoa variabilis
Palythoa variabilis
Palythoa variabilis
Palythoa variabilis
Palythoa variabilis

Palythoa variabilis

Palythoa variabilis
Palythoa caribaeorum
Zoanthus sociatus

Palythoa caribaeorum

KU720385*
KU720386"
KU720387*
KU720388"
KU720389*
KU720390*
KU720391*
KU720392*

KT981961% KT981962"
KT981963% KT981964"
KT981957% KT981958"
KT981959% KT981960"

Salinity tolerance experiments

A YEPD agar medium containing 10 and 30 % NaCl was
used, and yeasts cell suspensions were spread on the sur-
face. The plates were incubated for 3 weeks at 25 °C (For-
moso et al. 2015).

In vitro antifungal activity

The microdilution technique was used to determine mini-
mal inhibitory concentrations (MICs), according to the
M27-A3 protocol of the Clinical and Laboratory Stand-
ards Institute (CLSI 2008). The isolates were cultured on
Sabouraud dextrose agar at 35 °C for 48 h. The inoculum
was prepared by suspension of colonies in saline solution
(0.85 %), and the number of cells was measured with a
hemocytometer having been diluted to obtain 5 x 107 to
2.5 x 10° CFU/mL in each well. Fluconazole was tested
in the range 0.125-64 pg/mL, while itraconazole, keto-
conazole, voriconazole, posaconazole, tioconazole, terbin-
afine and amphotericin B were used in the final concentra-
tion range of 0.03-16 pg/mL. The samples were incubated
at 35 °C for 48 h, and the MICs were determined as the
minimal antifungal concentration that no visible growth
(100 % of inhibition) was observed when compared with
the control (wells without antifungal agents). After reading
the MICs, the minimum fungicidal concentration (MFC)
was determined. We transferred a 50 L aliquot from wells
with no observable growth to wells with 800 pL of Sab-
ouraud dextrose broth and incubated for 7 days at 30 °C.
MEFC was defined as the minimum concentration in which
no fungal growth occurred (Stopiglia et al. 2011). These
assays were performed in triplicate, and the quality control
was performed with Candida krusei ATCC 6258.
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Results

We isolated three strains of C. haemulonii from P. variabi-
lis in September 2014, one in March 2015, three in May
2015 and one strain from Z. sociatus in May 2015: All the
isolates were from the Sereia’s sandstone reef (Table 1). We
also isolated two strains of C. dermatis from P. caribaeo-
rum in May 2014 and Z sociatus in September 2014, all
from Ponta Verde coral reef. The other two strains came
from P. caribaeorum in March 2015 and P. variabilis in
September 2014, also collected on the Sereia’s sandstone
reef. All sequences were deposited in the GenBank data-
base (Table 1).

All strains of C. haemulonii were strong producers
of esterase, gelatinase and albuminase and were able to
express lipase, phospholipase and keratinase, but not ure-
ase and DNase (Table 2). Only LMS 40 does not grow in
a 10 % NaCl medium, and all strains grew at 37 °C. All
isolates were resistant to all antifungals tested, with excep-
tion of ketoconazole and tioconazole (MIC = 2 pg/mL)
(Table 3).

All strains of For C. dermatis could express urease,
esterase and lipase and grew at 39 °C (Table 2), but did not
express amylase, gelatinase, keratinase, pectinase or phos-
pholipase. Only strain LMS 02 could produce caseinase.
The strains LMS 38, LMPV 90 and LMPV 109 grew in the
10 % NaCl medium, but not in the 30 % NaCl medium.
Strains LMS 38 and LMPV 109 produced DNase. LMS 02
and LMPV 109 had moderate production of albuminase.
The geometric median MICs of all strains tested were, in
ascending order: ketoconazole, voriconazole, itraconazole,
tioconazole, amphotericin B, terbinafine, posaconazole
and fluconazole (Table 3). The strains LMPV 90 and LMS
38 were less susceptible to almost all antifungals agents
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Table 2 Enzymatic activity for yeasts strains from marine zoanthids

Enzyme  Precipitation zone (PZ)" or result
tested Candida haemulonii strains Cutaneotrichosporon dermatis strains
LMS03 LMS04 LMS40 LMS54 LMS55 LMS60 LMPV ~ LMPV  LMS02 LMS38 LMPV LMPV
66 67 90 109
Lipase 0.60 0.70 0.77 0.68 0.74 0.61 0.64 0.68 0.245 0.36 0.35 0.32
Esterase  0.30 031 0.33 0.31 0.31 0.32 0.93 0.28 0.32 0.35 0.37 0.285
Pectinase Negative Negative Negative Negative Negative Negative Negative Negative Negative Negative Negative Negative
Amylase Negative Negative Negative Negative Negative Negative Negative Negative Negative Negative Negative Negative
Cellulase Negative Negative Negative Negative Negative Negative Negative Negative Negative 0.375 0.375 0.345
Urease Negative Negative Negative Negative Negative Negative Negative Negative Positive Positive Positive  Positive
Phospho-  0.99 0.99 0.96 0.99 0.99 0.99 0.98 0.99 1 1 1 1
lipase
Urease Negative Negative Negative Negative Negative Negative Negative Negative 3 3 3 3
DNase 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0.8 1 0.79
Protease
Caseinase 0.34 Negative 0.38 0.38 Negative 0.38 0.37 0.39 0,22 Negative Negative Negative
Gelati- 0.33 0.35 0.43 0.44 0.40 0.41 0.57 0.41 1 1 1 1
nase
Albumi-  0.51 0.59 0.41 0.49 0.56 0.44 0.63 0.48 0.34 1 1 0.57
nase
Kerati- 0.120 0.172 0.252 0.019 0.101 0.163 0.115 0.084 Negative Negative Negative Negative
nase

* PZ =1 (negative)/PZ < 1 (positive)/PZ < (.5 (strongly positive)

with the exception of itraconazole and amphotericin B, for
which all strains presented similar MICs. Comparing MICs
of LMPV 90 with LMS 38, LMS 38 was less susceptible
to ketoconazole and voriconazole. The MFCs of all anti-
fungal agents were very high (Table 3). The lowest MFC
was amphotericin B with a geometric median equal to 4.0
(range 2.0-8.0).

Discussion

Research about pathogenic microorganisms is often driven
by the perceived need for diagnosis and treatment of infec-
tious pathogens in a specific region. Therefore, patho-
gens are emerging without supervision in poor locations
or developing countries (D vila et al. 2004; Miceli et al.
2011). Systemic fungal infections are generally limited to
immunocompromised individuals, and detecting emerg-
ing fungi species is a slow process (Angelakis and Raoult
2014; Polvi et al. 2015). Colonization by fungi involves
adherence, colonization and penetration, during which
the production of hydrolytic enzymes is of great impor-
tance. Indeed, hydrolytic enzymes play a central role in
infectious processes and the production of proteases and
phospholipases are important virulence factors (Ramos
et al. 2015). To our knowledge, there are no studies that

use environmental isolates of C. haemulonii and C. der-
matis. Furthermore, sensitivity to antifungal drugs within
the different species of the genus Cutaneotrichosporon has
received little interest from the research community (Cha-
gas-Neto et al. 2009). This strongly contrasts with Can-
dida, which is of widely acknowledged medical impor-
tance and for which research has been increasing (Hobson
2003).

The isolates identified in this study display strong Pz val-
ues in enzymatic virulence factors, especially for lipase and
esterase production. Half of the C. dermatis and all of the
C. haemulonii strains were capable to express albuminase.
These enzymes are animal-related substrates commonly
regarded as potential virulence factors for human infec-
tions (Ebert and Bull 2003). In addition to the work done
by (Ramos et al. 2015) on clinical isolates, all of our C.
haemulonii isolates are strong producers of proteases and
are weakly positive for the production of phospholipase.

The relationship between transmission and adaptation
of fungal pathogens is a result of environmental, ecologi-
cal, behavioral and evolutionary factors. High virulence (a
strong enzymatic arsenal) is frequently indicative of a new
host association in which the pathogen has not adapted to
the new host (Chagas-Neto et al. 2008). Yeasts have the
capacity to change their metabolic pathways when envi-
ronmental conditions are not propitious (Hoskisson and
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Trevors 2010): for example, the ability of C. haemulonii
and C. dermatis to grow in conditions of 37 and 39 °C,
respectively. The dynamic nature of host—pathogen inter-
actions means that certain diseases can leave patients
asymptomatic or with severe acute symptoms, depending
on individual hosts and niches (Chagas-Neto et al. 2008;
Hoskisson and Trevors 2010).

Growth at high temperatures is a major component of
pathogenesis (Polvi et al. 2015). Many of the necessary
genes for growth at elevated temperatures are virulence
genes. In addition to the work of (Ramos et al. 2015) on
clinical isolates, all of our isolates of C. haemulonii are
strong producers of proteases and were negative for the
production of phospholipase.

There are no records in the literature regarding the anti-
fungal activity of environmental strains of C. haemulonii.
However, some studies have reported that this yeast can
cause human infection, mainly fungemia (Rodero et al.
2002; Khan et al. 2007; Xess et al. 2007; Kim et al. 2009,
2011; de Almeida et al. 2012; Oberoi et al. 2012; Shin et al.
2012; Silva et al. 2015). Other studies have reported cases
of C. haemulonii infection of the ear (Kim et al. 2009), bone
(Crouzet et al. 2011), peritoneum (Yuvaraj et al. 2014), skin
(Ramos et al. 2015) and isolation of catheter (Giusiano
et al. 2006). Clinical isolates of C. haemulonii are resistant
to many antifungal agents, mainly to amphotericin B and
azoles. Echinocandins had lowers MICs than other classes
of antifungals in some studies (Kim et al. 2009; de Almeida
et al. 2012), although resistance to theirs has already been
cited (Cendejas-Bueno et al. 2012; Muro et al. 2012) and
the treatment of infections caused by this Candida species is
an increasingly important therapeutic problem.

The results of the current study are similar those
reported by authors that evaluated clinical strains, both
being resistant to: amphotericin B (Rodero et al. 2002;
Khan et al. 2007; Kim et al. 2009; Crouzet et al. 2011;
de Almeida et al. 2012; Shin et al. 2012; Melhem et al.
2013; Ramos et al. 2015; Silva et al. 2015); fluconazole
(Rodero et al. 2002; Khan et al. 2007; Kim et al. 2009;
Crouzet et al. 2011; Cendejas-Bueno et al. 2012; Muro
et al. 2012; Oberoi et al. 2012; Melhem et al. 2013; Ramos
et al. 2015); itraconazole (Crouzet et al. 2011; Cendejas-
Bueno et al. 2012; Oberoi et al. 2012); voriconazole; and
posaconazole (Cendejas-Bueno et al. 2012). Some stud-
ies have indicated that clinical isolates are more sensitive
(compared with our environmental isolates) to: ampho-
tericin B (Cendejas-Bueno et al. 2012; Muro et al. 2012);
fluconazole (de Almeida et al. 2012; Silva et al. 2015);
itraconazole (Rodero et al. 2002; Khan et al. 2007; Kim
et al. 2009; de Almeida et al. 2012); voriconazole (Kim
et al. 2009; Crouzet et al. 2011; de Almeida et al. 2012;
Oberoi et al. 2012; Melhem et al. 2013; Silva et al. 2015);
and posaconazole (de Almeida et al. 2012). We observed

that environmental strains of C. haemulonii were resistant
to terbinafine, although no other studies have tested this
antifungal against this species. However, ketoconazole and
tioconazole showed lower MICs compared with the other
antifungal MICs, and once again, no studies testing these
antifungals were found in the literature.

We recorded a high concentration of MFCs. We found
only one study evaluating MFC in the literature, testing
amphotericin B against C. haemulonii (Rodero et al. 2002),
with similar results to those reported in the current study
(MFC > 8 pg/mL). Our MIC and MFC results indicate
that environmental strains of C. haemulonii can be mul-
tiresistant before human infection. Therefore, the correct
identification of Candida species and the evaluation of their
sensitivity to antifungals are necessary steps in the search
for cures for infections caused by this yeast.

For C. dermatis strains, MICs of ketoconazole, vori-
conazole, itraconazole, posaconazole and fluconazole
obtained for LMPV 109 and LMS 02 (the two more sus-
ceptible strains) are similar to the MICs reported in stud-
ies using clinical isolates (Chagas-Neto et al. 2009; Ara-
batzis et al. 2014; Iturrieta-Gonz lez et al. 2014; Taverna
et al. 2014). The MICs of amphotericin B for LMS 02
(Iturrieta-Gonz lez et al. 2014) and terbinafine for LMPV
109 (Taverna et al. 2014) were also similar to other stud-
ies. However, LMPV 90 and LMS 38 were less suscepti-
ble to all antifungals tested as compared to clinical isolates
(Chagas-Neto et al. 2009; Fan et al. 2011; Arabatzis et al.
2014; Itrrieta-Gonz lez et al. 2014; Taverna et al. 2014).
For the strain LMPV 90, the MICs obtained for tiocona-
zole, terbinafine, fluconazole and posaconazole were high
indicating that this isolate is resistant to these antifungals,
although there is no standardization of sensitivity to anti-
fungals for the genus Cutaneotrichosporon. Accordingly,
LMS 38 is resistant to all antifungal agents tested. High
MFCs can indicate that the treatment could be difficult for
immunodeficient patients that may acquire infections from
these environmental samples.

In summary, our study demonstrates that environmental
samples of C. haemulonii and C. dermatis have the potential
to cause an human infections, due their capacity to produce
some important enzymes related to human tissues and their
ability to grow in near human body’ temperature. We also
show that these yeasts may already be resistant to several
antifungal agents commonly used in clinical practice. Due
to this, choice of the treatments infections caused by these
yeasts should be based on antifungal response of the isolate.
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