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Biologia só têm sentido 

se nos ajudar a ver o mundo melhor 

e se nos mostrar 

que o conhecimento sobre tudo que é vivo 

não está limitado 

no que é passível de fazer sentido 



Maura Watan  

 

RESUMO 

Grande parte da rica diversidade genética e metabólica marinha ainda não explorada 
encontra-se nos recifes de coral. Além da macrodiversidade, os recifes de coral 
suportam diversos micro-organismos que desempenham um importante papel na saúde 
do hospedeiro, provendo uma fonte de alimento e ocupando nichos específicos, 
formando uma complexa comunidade hoje denominada coral holobionte. A espécie 
Palythoa caribaeorum é um zoantídeo zooxantelado apontado como espécie-chave nos 
recifes do nordeste brasileiro, e que até então não possuia sua comunidade bacteriana 
caracterizada. Nosso trabalho visou a descrição do inventário taxonômico das bactérias 
associadas ao coral P. caribaeorum através do pirosequenciamento parcial do gene 
rRNA 16S. As coletas foram realizadas em março de 2015, em dois locais: recife de 
coral da Ponta Verde e recife de arenito da Sereia, ambos em Maceió - AL. Fragmentos 
de seis colônias saudáveis diferentes de P. caribaeorum tiveram seu DNA genômico 
total extraído e sequenciado através de um pirosequenciador. As sequências obtidas 
foram analisadas de acordo com o protocolo proposto pelo Projeto Microbioma 
Brasileiro. Foram obtidas no total 26.166 sequências, reduzidas para 8.988 após o 
controle de qualidade, gerando um total de 459 OTU’s com identidade de 97%. Em 
todos os níveis taxonômicos a diversidade encontrada foi maior no recife da Sereia, 
como também a quantidade de sequências classificadas como “não-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 variável entre as amostras, corroborando com estudos 
anteriores com outras espécies de Palythoa. Além disso, análises 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 alterações na composição, apresentando cerca de 
25% das sequências classificadas como pertencentes à gêneros potencialmente 
patogênicos de humanos, como Streptococcus, Staphylococcus e Propionibacterium, 
provavelmente introduzidos pela descarga de esgoto que ocorre na região. Nossos 
resultados corroboram trabalhos anteriores que também encontraram variações, 
principalmente na abundância dos grupos compartilhados entre a microbiota de corais 
coletados de um ambiente não impactado quando comparado com um ambiente afetado 
por descarga de esgoto. Nossos resultados estendem para os zoantídeos o que já é dito 
sobre os corais escleractíneos, que espécies diferentes de corais saudáveis possuem 
comunidades bacterianas distintas e aparentemente específicas em condições normais. 
Concluímos que a espécie P. caribaeorum possui uma rica e diversa comunidade 
microbiana associada, havendo variação entre os dois pontos coletados, possivelmente 
causada por fatores antrópicos. 

Palavras-Chave: Pirosequenciamento; cnidários; 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 Maceió - 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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1. Introdução 

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 nações através da 

pesca e gerando renda através do turismo (Moberg e Folke, 1999). No Brasil, os recifes 

de corais são considerados uma área prioritária para a conservação da biodiversidade 

no Oceano Atlântico, pois embora apresentem um pequeno tamanho (5% dos recifes do 

Atlântico), possuem uma alta taxa de endemismo de suas espécies de corais (Moura, 

2000). Contudo, apesar de sua importância, muitos recifes de corais têm diminuído nas 

últimas décadas devido a muitos estresses locais, como poluição, superexploração, 

turismo desgovernado, entre outros fatores.  

Em Alagoas, os recifes estão localizados na costa ou perto de áreas urbanas, 

como é o caso do recife de coral da Ponta Verde e arenito de Sereia, que além de 

sofrerem com alterações ambientais diárias, características dessas formações, ainda 

estão sujeitos a influência antrópica. Nestes casos, a descarga direta de esgoto é uma 

importante fonte de poluição que pode elevar as concentrações de nutrientes do 

ambiente (Reopanichkul et al., 2009). Dentre as centenas de compostos diferentes que 

podem ser encontrados nessas águas, os mais comuns são água doce, nutrientes 

inorgânicos, agentes patogênicos, sólidos em suspensão, sedimentos, metais pesados e 

outras toxinas (Thurber et al., 2009). Juntos, estressores climáticos e antrópicos levam à 

mudanças na composição das comunidades bacterianas dos recifes de coral, 

comprometendo o funcionamento normal das espécies de coral e predispondo-as à 

infecções oportunistas (Harvell et al., 1999; Lesser et al., 2007). 

Dentre os principais corais encontrados nos recifes do Brasil estão o gênero 

Palythoa, que apresenta 92 espécies e Zoanthus spp.. Juntos, constituem os gêneros de 

zoantídeos mais comumente encontrados em águas rasas ao longo da costa brasileira 

(Boscolo e Silveira, 2005). A espécie P. caribaeorum (Duchassaing & Michelotti, 1860) é 

um zoantídeo zooxantelado conhecido por formar extensos "tapetes" localizados nas 
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áreas submersas (Silva et al., 2015). Geralmente dominante onde ocorre, essa 

característica é facilitada por diversos fatores, que incluem sua elevada tolerância a 

estresses ambientais, plasticidade colonial (De Santana et al., 2014), alta taxa de 

crescimento e reprodução (contínua ao longo do ano, sexuada e assexuadamente) 

(Gleibs et al., 1995), pela produção, através de seus pólipos, de um muco que protege a 

colônia contra o acúmulo de sedimento e também dessecação quando há exposição 

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). 

Após vários estudos, os corais passaram a ser reconhecidos como seres 

holobiontes, por formarem uma complexa associação com diversos micro-organismos 

que habitam seus tecidos, como bactérias, vírus, arquéias e fungos (Rohwer et al., 

2002). Vários estudos mostram que estes micro-organismos podem desempenhar um 

importante papel sobre a saúde do hospedeiro, provendo uma fonte de alimento, 

ocupando nichos específicos (Ritchie, 2006) e auxiliando no combate de possíveis 

patógenos para o hospedeiro, já que os corais carecem de sistema imunológico 

adaptativo (Rosenberg et al., 2007).  

Com o avanço da biologia molecular, a microbiologia ganhou novas ferramentas 

que vieram a suprir diversas carências metodológicas, ampliando dramasticamente 

nossa visão sobre o mundo microbiano. Dentre as diferentes novas técnicas, a 

metagenômica, que consiste no estudo do material genético de populações 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 geração capazes de realizar o sequenciamento 

massivo e em paralelo de milhões de sequências à cada corrida, que passaram a 

permitir a realização de grandes projetos antes inviáveis, grandes progressos foram 

obtidos na determinação dos organismos que estão presentes em um determinado local, 

sua distribuição no espaço e no tempo e também sua função no ambiente (Fuhrman et 

al., 2015). 
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Desde então, os pesquisadores identificaram uma ampla gama de grupos 

microbianos associados à corais (Bourne e Munn, 2005; Sweet et al., 2011), sendo 

interessante notar que as comunidades bacterianas são distintas entre as diferentes 

espécies de invertebrados marinhos e consideravelmente diferentes da água e 

sedimento ao redor, sugerindo que a composição da microbiota dos corais é fruto de 

uma relação espécie-específica (Frias-Lopez et al., 2002; Rohwer et al., 2002). As 

variações ambientais que ocorrem no ambiente recifal influenciam tanto o organismo 

hospedeiro quanto a microbiota associada (Ulstrup et al., 2006), e baseado nessa e 

outras observações, Reshef e colaboradores (Rosenberg et al., 2007) propuseram a 

hipótese probiótica, sugerindo que a comunidade microbiana respondia a essas 

flutuações ambientais, garantindo assim a adaptação do coral holobionte. Mudanças na 

microbiota normal, geralmente observadas antes de sinais de estresses visíveis nas 

colônias, podem ser usadas como bioindicadores de doenças ambientais (Pantos et al., 

2003).  

No Brasil, a primeira caracterização da microbiota de uma espécie de coral foi 

realizada utilizando bibliotecas de 16S rDNA de bactérias do muco da espécie endêmica 

Mussismilia brazilienses e da água circundante (Reis, 2009). Em relação a espécie P. 

caribaeorum, apesar de toda importância e abundância 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 

quando somada aos outros micronichos ainda não explorados do coral. 
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2. Objetivos 

Objetivo geral 

• Caracterizar taxonomicamente a microbiota associada ao coral Palythoa 

caribaeorum baseado em sequências do gene 16S rDNA de dois locais do litoral 

de Maceió, Alagoas. 

 

Objetivos específicos 

• 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. 
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3. Revisão de literatura 

3.1 O ambiente marinho e os recifes de corais 

Os mares e os oceanos se estendem por cerca de 363 milhões de km², ocupando 

aproximadamente 70% da superfície terrestre e possuindo profundidade média de 3.800 

metros (Costanza, 1999). Estima-se que os oceanos sejam responsáveis por mais de 

35% da produção primária do planeta, além de fornecerem cerca de 300 vezes mais 

espaço para a vida do que os ambientes terrestres e de água doce juntos (Lalli, 2013) 

De acordo com a Avaliação Global da Biodiversidade, produzida pelo Programa das 

Nações Unidas para o Meio Ambiente, existem 178 mil espécies marinhas, 

compreendendo 34 filos (Diversity, 2010). 

As condições extremas desse ambiente, com suas grandes variações em fatores 

ambientais como temperatura, salinidade, disponibilidade de matéria orgânica e pH, por 

exemplo, impulsionaram os micro-organismos marinhos a desenvolverem uma grande 

diversidade biológica e genética (Sogin et al., 2011). Devido às complexas condições de 

vida e diversidade de espécies, o metabolismo secundário de micro-organismos 

marinhos apresenta grandes novidades, constituindo uma potencial fonte para 

descoberta de novos micro-organismos e também de compostos bioativos de interesse 

biotecnológico (Baharum et al., 2010).  

Grande parte dessa diversidade é encontrada nos recifes de coral, que são a 

base de um ecossistema produtivo e sustentável, fornecendo uma fonte fundamental de 

recursos para muitas nações 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 topográfica e produção primária única sustentam 

aproximadamente 25% de todas as espécies marinhas conhecidas (Knowlton e Jackson, 

1999). Além da rica biodiversidade que abrange desde pequenos invertebrados até 
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grandes mamíferos, os recifes suportam uma grande gama de micronichos onde há 

dominância 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 são considerados uma área prioritária para a conservação da 

biodiversidade no Oceano Atlântico, porque embora possuam um pequeno tamanho (5% 

dos recifes do Atlântico), possuem uma alta taxa de endemismo de suas espécies de 

corais (Moura, 2000). A costa do estado de Alagoas possui numerosas formações 

recifais, representadas por recifes de coral e arenito, que se estendem desde o litoral até 

alguns metros de profundidade (Cedro et al., 2007). Alguns estão localizados na costa 

ou perto de áreas urbanas, como é o caso do recife de coral da Ponta Verde e arenito de 

Sereia, que além de sofrerem com alterações ambientais diárias características dessas 

formações podem ainda estar sujeitos a influência antrópica (Correia e Sovierzoski, 

2005). 

Apesar dos diversos recursos ecossistêmicos oferecidos servirem como fonte de 

renda para aproximadamente meio bilhão de pessoas, os recifes de coral sofreram um 

declínio significativo ao longo das últimas 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 à doenças 

causadas por micro-organismos em resposta à variações climáticas e ambientais 

(Wilkinson, 2004; Rosenberg et al., 2007; Bourne et al., 2008). Monitoramentos de longo 

prazo sugerem que o declínio global da cobertura dos corais é causado principalmente 

pela pesca excessiva, mudanças climáticas e distúrbios devido ao escoamento de rios 

enriquecidos com nutrientes e sedimentos (Pandolfi et al., 2003). Em águas costeiras 

(Figura 1), a descarga direta de esgoto é uma importante fonte de poluição que pode 

elevar as concentrações de nutrientes do ambiente (Reopanichkul et al., 2009). Dentre 

as centenas de compostos diferentes que podem ser encontrados nessas águas, os 

mais comuns são água doce, nutrientes inorgânicos, agentes patogênicos, sólidos em 

suspensão, sedimentos, metais pesados e outras toxinas (Wear e Thurber, 2015). 
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Figura 1: Mapa com os principais pontos costeiros ao redor do mundo afetados por 

descarga de esgoto. 

 

Fonte: Adaptado de Reopanichkul et al., 2009. 

Como consequência do despejo de esgoto, está o crescimento acelerado de 

micro-organismos limitados pela disponibilidade de nutrientes, r-estrategistas e 

potencialmente patogênicos dentro da camada mucosa dos corais, perturbando assim a 

composição do microbioma e levando à mortalidade dos hospedeiros (David et al., 

2006). Indiretamente, um mecanismo de feedback de matéria orgânica dissolvida 

envolvendo o crescimento recíproco de macroalgas e micro-organismos é responsável 

por desequilibrar a comunidade do coral holobionte, resultando no declínio do fitness do 

hospedeiro. Neste caso, exsudatos ricos em açúcares 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 climáticos e antrópicos levam à mudanças na composição das comunidades 

bacterianas dos recifes de coral, comprometendo o funcionamento normal das espécies 

de coral e predispondo-as à infecções oportunistas (Harvell et al., 1999; Lesser et al., 

2007). 
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3.2 O filo Cnidaria e o zoantídeo Palythoa caribaeorum 

Os cnidários são membros fundamentais de comunidades epibentônicas, 

especialmente em águas 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 retráteis e substâncias tóxicas, utilizadas 

para sua defesa e captura de presas (Mcfadden e Collins, 2007). O filo Cnidaria 

apresenta aproximadamente 13000 espécies, quase todas consideras tóxicas de alguma 

maneira (Lazcano-Pérez et al., 2014), e compreende dois clados bem definidos por 

aspectos morfológicos e características relacionadas ao ciclo de vida: Anthozoae e 

Medusozoa. O clado Anthozoa é representado por duas subclasses: Octocorallia e 

Hexacorallia. Esta última compreende os corais escleractínios (principais formadores de 

recifes), os corais negros, as anêmonas-do-mar e os zoantídeos (Mcfadden e Collins, 

2007).  

A ordem Zoantharia é cosmopolita e seus representantes são exclusivamente 

marinhos, muito semelhantes aos corais escleractíneos por serem coloniais, sésseis e 

bentônicos. O grupo compreende espécies que se desenvolvem em colônias de pólipos 

clonais desprovidos de esqueleto de carbonato de cálcio (Sinniger et al., 2005) capazes 

de cobrirem acima de 50% do substrato em determinadas localidades, sendo 

comumente usadas por vários vertebrados e invertebrados como proteção, abrigo ou 

fonte de alimento (Pérez et al., 2005). Como a maioria das espécies são coloniais e 

carecem de esqueleto, o táxon é muitas vezes considerado como intermediário entre 

corais duros (Scleractinia) e anêmonas do mar (Actiniaria) (Reimer et al., 2008). Como 

muitos corais escleractíneos construtores de recifes, os zoantídeos estão em simbiose 

com espécies de dinoflagelados fotossintetizantes pertencentes ao gênero 

Symbiodinium (conhecidos como zooxantelas), encontrados geralmente no tecido 

gastrodérmico do hospedeiro (Reimer et al., 2012), são responsáveis por conferir cor ao 

coral, realizar fotossíntese e disponibilizar aos corais fontes de carbono. Produzem ainda 
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grande parte do oxigênio utilizado na respiração do coral e dos micro-organismos 

associados (De Santana et al., 2014; Rädecker et al., 2015). Os zoantídeos são 

conhecidos por dominarem regiões que apresentam condições estressantes para corais 

escleractíneos, como observado em algumas águas da Jamaica e do Brasil (Silva et al., 

2015). O último levantamento realizado sobre o grupo em águas brasileiras registrou a 

ocorrência de 13 diferentes espécies, incluindo dois novos registros (Santos et al., 

2015). A última reclassificação da ordem Zoantharia, feita com base em sequências dos 

genes mitocondriais 12S e 16S rDNA, apresenta 4 famílias: Epizhoantidae, 

Parazoanthidae, Zoanthidae e Sphenopidae (Sinniger et al., 2005). 

 O gênero Palythoa (Lamouroux, 1816) é um dos dois gêneros pertencentes à 

ordem Sphenopidae. O grupo abriga 92 espécies, e junto com Zoanthus spp., 

constituem os gêneros de zoantídeos mais comumente encontrados em águas rasas ao 

longo da costa brasileira (Boscolo e Silveira, 2005). A espécie P. caribaeorum 

(Duchassaing & Michelotti, 1860) é um zoantídeo 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 áreas submersas (Silva et al., 

2015). A presença das zooxantelas em seus tecidos e sua dependência por luz limita a 

profundidade onde a espécie pode ser encontrada em até no máximo 15 metros 

(Sebens, 1982). Geralmente dominante onde ocorre, essa característica é facilitada por 

diversos fatores, que incluem sua elevada tolerância a estresses ambientais, 

plasticidade colonial (De Santana et al., 2014), alta taxa de crescimento e reprodução 

(contínua ao longo do ano, sexuada e assexuadamente) (Gleibs et al., 1995) e pela 

produção, através de seus pólipos, de um muco que protege a colônia contra o acúmulo 

de sedimento e também dessecação quando há exposição durante a maré baixa, uma 

característica que dá à 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 formação de poros e 

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

 

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

A espécie P. caribaeorum é apontado como um organismo chave no 

funcionamento dos recifes de coral do nordeste brasileiro, atuando como um link de 

transferência de energia e apresentando papel similar aos corais escleractíneos ao redor 

do mundo (De Santana et al., 2014). A espécie ocorre por quase toda a costa ocidental 

atlântica, tendo Bermuda como limite de distribuição ao norte do Oceano Atlântico 

(Kemp et al., 2006). Outros registros são reportados para o Sul da Flórida, passando 

pelo Caribe (Reimer et al., 2008). Este zoantídeo acompanha praticamente toda a 

distribuição dos ambientes recifais ao longo da costa brasileira, podendo ser encontrado 

desde a costa do Ceará até Santa Catarina (Bouzon, 2012). A espécie também ocorre 

em Ilhas Oceânicas, como no Arquipélago de São Pedro e São Paulo (Amaral, 2000), 

Fernando de Noronha e na Ilha Trindade (Amaral, 2009). Na Costa Atlântica Oriental, P. 

caribaeorum foi registrado em Cabo Verde (Reimer, 2010) e na República Democrática 

de São Tomé e Príncipe (Wirtz, 2008), entretanto, existem indícios de que sua 

distribuição seja mais ampla na costa oeste africana, baseando-se na distribuição de 

organismos provavelmente sinonimizados (Reimer et al. 2010). 

Fonte: http://www.medemaatjes.nl/ 
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3.3 Biologia Molecular e Ecologia Microbiana 

A microbiologia tem passado por uma grande evolução ao longo dos últimos 30 

anos, e isso tem alterado como os micro-organismos são vistos e como podem ser 

estudados (Handelsman, 2004). Um importante passo nesse sentido foi o 

reconhecimento de que a grande maioria dos micro-organismos ainda não são 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 então ser inventariada através 

dos métodos que envolvem o cultivo destes micro-organismos (Handelsman et al., 

1998). Diversos fatores estão envolvidos no cultivo de micro-organismos, muitos dos 

quais difíceis de serem recriados em laboratório, como combinações ideais de 

temperatura, pressão e gases atmosféricos, ausência de simbiontes ou nutrientes, entre 

muitos outros (Simu e Hagström, 2004). Percebeu-se que apesar de permitir um estudo 

mais completo, que incluía os aspectos morfológicos, bioquímicos e fisiológicos, os 

métodos dependentes de cultivo não eram suficientes para explorar a enorme 

diversidade que permanecia desconhecida. 

No passado, os avanços na área de diversidade microbiana eram limitados pela 

carência de técnicas apropriadas. Uma nova era para a ecologia e taxonomia microbiana 

foi iniciada quando Woese (Woese, 1987) demostrou que a análise da subunidade 

ribossomal DNA (16S rDNA) fornecia informações valiosas para a classificação e o 

estudo das relações filogenéticas de bactérias, e com Lane e colaboradores (Lane et al., 

1986) demonstrando ser possível gerar essa informação rápida e diretamente à partir de 

amostras ambientais, ignorando os passos de cultivo ou clonagem dos micro-

organismos associados e permitindo o acesso à diversidade microbiana até então 

inexplorada.   

O gene 16S rDNA em bactérias possui aproximadamente 1,5 kb e sua estrutura 

consiste de regiões de sequências conservadas intercaladas com 9 regiões 

hipervariáveis (V1-V9) (Figura 3). Os comprimentos destas regiões hipervariáveis variam 
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entre cerca de 50 à 100 bases, e as sequências diferem em relação à variação e na sua 

utilidade correspondente para a identificação microbiana universal (Petrosino et al., 

2009), já estando demonstrado diferentes eficácias em relação à identificação de 

especies em géneros diferentes, entretanto, as regiões V2 e V3 são mais eficazes para 

a identificação universal de gêneros (Chakravorty et al., 2007). O gene 16S rDNA logo 

foi aceito como um ótimo marcador molecular para procariontes, já que além de 

apresentar alto conteúdo informativo, possui uma natureza conservativa e distribuição 

universal, sendo também abundante no interior das células de procariontes (Delong, 

1997). A noção de que genes rDNA poderiam identificar um organismo reconstruindo 

sua filogenia, juntamente com a possibilidade de armazenar essas sequências em 

bancos de dados, resultou na rápida adoção do gene 16S rDNA como o "padrão ouro" 

não só 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 adoção de métodos moleculares se tornou cada vez mais comum, e técnicas 

como a amplificação direta do gene 16S rDNA a partir de amostras ambientais, 

hibridização de fluorescência 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 Taxonômicas Operacionais (OTU’s) entre procariotos. Diversos 

trabalhos demonstram que diferentes fatores inerentes aos próprios micro-organismos e 

aos processos de manipulação das amostras podem alterar o resultado dos 

sequenciamentos (Pylro et al., 2014), e para corrigir possíveis viéses, a comunidade 

passou a adotar o índice de 97% de identidade para classificar as sequências obtidas 

como pertencentes ao mesmo OTU (Gevers et al., 2005). Estas novas abordagens 

permitem estabelecer relações entre os processos ecológicos no ambiente com 

populações microbianas específicas e responder a questões importantes para a ecologia 

microbiana, tais como quais fatores e recursos governam a enorme diversidade genética 

e metabólica em um ambiente. Geralmente estes métodos apresentam limitações, como 

o alto-custo, taxa de cobertura, tamanho dos fragmentos de DNA utilizados e 

complexidade metodológica, por exemplo (Ahmad, 2011; Rincon-Florez et al., 2013). 

3.4 Metagenômica 

Dentre as novidades tecnológicas, a metagenômica, que consiste no estudo do 

material genético de populações 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 limitações, mas que 

juntas fornecem informações complementares igualmente valiosas. Uma possui como 

alvo a composição ou dinâmica das comunidades microbianas através de marcadores 

filogenéticos, como as sequências do gene  16S rDNA (Ainsworth et al., 2007), enquanto 

a outra foca no potencial metabólico dos grupos presentes, baseando-se na identificação 

de sequências de genes codificadores de proteínas para verificar as potenciais vias 

metabólicas disponíveis na comunidade (Tseng e Tang, 2014). Desde então, grandes 

progressos foram obtidos na determinação dos organismos que estão presentes em um 
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determinado local, sua distribuição no espaço e no tempo e também sua função no 

ambiente (Rosenberg et al., 2007; Ainsworth, T. et al., 2010; Bourne et al., 2016). 

Dois fatores foram chave no aprimoramento da metagênomica. O primeiro é um 

maior reconhecimento da importância da associação das comunidades microbianas com 

os mais diversos substratos e hospedeiros (Petrosino et al., 2009), e da importância 

ecológica dos micro-organismos. O segundo é o emprego de sequenciadores de nova 

geração capazes de realizar o sequenciamento massivo e em paralelo de milhões de 

sequências à cada corrida, que garantiram a automação desses processos e  permitiram 

a realização de grandes projetos antes inviáveis usando o método de sequenciamento 

de Sanger. 

 

3.5 Sequenciadores de Nova Geração e Pirosequenciamento  

Após os princípios básicos do sequenciamento de DNA por terminação de cadeia 

terem sido estabelecidos por Sanger nos anos 70, a técnica vem sofrendo diversos 

avanços (Sanger et al., 1977). Nos anos 1990, por exemplo, surgiram os 

sequenciadores automáticos de DNA, que passaram a usar também 

dideoxirribonucleotídeos marcados com fluorescência para otimizar o processo (Xu, 

2006). Desde então, novos métodos foram propostos e novos aparelhos surgiram. As 

chamadas tecnologias de sequenciamento de nova geração (Next-generation 

sequencing - NGS) têm revolucionado as pesquisas em genômica e genética por 

estenderem o processo de eletroforese capilar através de milhões de reações de um 

modo paralelo e em grande escala, em vez de ser limitado a um único ou alguns 

fragmentos de DNA (Gilles et al., 2011). Este avanço permite o sequenciamento rápido 

de grandes extensões de pares de bases de DNA, abrangendo genomas inteiros, com 

os mais recentes instrumentos capazes de produzir centenas de gigabytes de dados em 

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

Em 2005, o lançamento 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 é um método de 

sequenciamento de DNA, baseado no princípio do sequenciamento por síntese (Figura 

4). A detecção da incorporação das bases difere do sequenciamento de Sanger, pois é 

baseada na detecção da liberação do pirofosfato, em vez de terminação da cadeia com 

dideoxinucleotídeos (Nyrén, 1987). A técnica utiliza placas contendo milhares de poços 

(PicoTiterPlate™), onde cada poço contém, no máximo, uma esfera carregando uma 

cópia de um único fragmento de DNA fita simples a ser sequenciado (Ronaghi, 2001). O 

método é baseado na detecção do pirofosfato (PPi) liberado durante a síntese do DNA 

quando cada nucleotídeo é naturalmente incorporado à sequência. O pirofosfato lançado 

é usado em uma reação com a enzima sulfurilase, o que acarreta na liberação de ATP, 

que reage com outra enzima, a luciferase, convertendo luciferina em oxiluciferina e 

liberando luz. Em uma cascata de reações enzimáticas, a luz visível gerada é 

proporcional ao número de nucleotídeos incorporados e detectada por uma câmera de 

CCD acoplada ao sequenciador e convertida em picos (Marsh, 2007). Posteriormente, a 

incorporação da enzima catalítica apirase ao processo eliminou os passos de lavagem, 

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

Figura 4: Esquema com as reações enzimáticas que ocorrem durante o processo de 

pirosequenciamento. 

 

Fonte: Adaptado de Ronaghi, 2011. 
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Anos depois, a Roche lançou a tecnologia 454 GS-FLX Titanium, capaz de gerar 

1.000.000 de sequências em uma única corrida de 10 horas, formando sequências 

maiores que 500 pb (Gilles, 2011). A qualidade e precisão da informação gerada pela 

plataforma já foi alvo de discussão entre os pesquisadores, e estudos realizados 

utilizando a região V6 do gene 16S rDNA demonstraram que a taxa de precisão da 

plataforma é de em média 99,54%, e que 82% das sequências obtidas não continham 

erros (Huse e Welch, 2011). Desde então, outras três plataformas de sequenciamento 

ainda mais poderosas foram lançadas no ano de 2011: Ion Torrent’s PGM, Pacific 

Biosciences’ RS e o Illumina MiSeq (Quail et al., 2012). 

O pirosequenciamento, aliado ao aumento da capacidade computacional e a 

bioinformática, permitiu o desenvolvimento substancial das ciências genômicas (Rogers 

e And Venter, 2005), sendo amplamente aplicado junto com outras técnicas ao estudo 

da diversidade microbiana (Riesenfeld et al., 2004), incluindo genotipagem, detecção de 

polimorfismos em apenas um nucleotídeo (SNP’s) e identificação de micro-organismos. 

Hoje, a forma mais comum de se acessar a diversidade microbiana de diversos 

ambientes o mais próximo possível de sua totalidade baseia-se no uso de sequências de 

marcadores filogenéticos (amplicons), como por exemplo, o gene de 16S rDNA, obtidas 

graças à sequenciadores de alto rendimento (Simon e Daniel, 2011). O emprego dessas 

ferramentas permitiu um poder exploratório muito maior do que se era possível até então 

com a aplicação de outros métodos com finalidades semelhantes, como eletroforese em 

gel de gradiente desnaturante (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis – DGGE) e 

polimorfismo do tamanho e composição de bases de fragmentos terminais de restrição 

(Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism - T-RFLP) (Muyzer et al., 1993). 

Além disso, a formação de grandes bancos de dados de sequências de referência, tais 

como Greengenes, SILVA, ou Ribossomic Database Project II (RDP II), fornecem um 

recurso importante para a classificação de micro-organismos baseada no gene 16S 

rDNA. 

 



18 

 

3.6 Bactérias marinhas e suas associações com corais 

As bactérias representam um grupo taxonomicamente diverso, biologicamente 

ativo e que coloniza todos os habitats marinhos, das profundezas dos oceanos aos 

estuários de águas rasas (Sogin et al., 2011). Os aproximadamente 3,5 bilhões de anos 

de evolução fizeram com que uma notável diversidade fisiológica 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 milhão de espécies eucarióticas descritas (Konstantinidis et al., 

2006).  

Em conjunto com outros micro-organismos, como fungos, arquéias, protozoários e 

vírus, as bactérias formam uma complexa comunidade associada aos corais, com 

densidades estimadas de 1×10² a >1×106 células por centímetro 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 saúde do hospedeiro, provendo uma fonte de alimento e ocupando nichos específicos 

(Ritchie, 2006). A competição por espaço e nutrientes entre os micro-organismos é ainda 

uma força seletora que estimula a produção de metabólitos secundários, 

consequentemente auxiliando no combate de possíveis patógenos para o hospedeiro e 

mantendo a comunidade microbiana estável (Rosenberg et al., 2007). Entre estes 

antagonistas de patógenos de corais, algumas espécies de Vibrio, Photobacterium, 

Bacillus e Halomonas já foram recentemente identificadas (Ritchie, 2006).  

Trabalhos recentes demonstram a influência de micro-organismos no 

desenvolvimento e resiliência de corais hospedeiros, onde, por exemplo, a combinação 

de biofilmes e compostos produzidos por populações específicas de bactérias 

funcionariam emitindo múltiplos sinais que coordenam o estabelecimento e metamorfose 

de estágios larvais (Hadfield, 2011). Em outro caso, o tratamento de culturas de larvas 

de corais com antibióticos foi suficiente para impedir seu estabelecimento e 
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metamorfose, sugerindo que a ação das bactérias associadas às 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 composição das 

comunidades microbianas associadas à esses organismos era muito mais complexa do 

que 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 

não refletiam de forma precisa a composição e diversidade das comunidades 

microbianas, já que a grande maioria das bactérias marinhas requerem condições 

nutricionais e físico-químicas até então não replicáveis em laboratório. Além disso, de 

acordo com o grau de associação entre micro-organismo e hospedeiro, a ausência de 

fatores chaves para o crescimento inibe o cultivo microbiano (Ainsworth et al., 2007). 

Desde então, técnicas independentes de cultivo com base na análise do gene 

16S rDNA permitiram que os pesquisadores identificassem uma ampla gama de grupos 

microbianos associados à 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 são: Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, 

Planctomycetes, Actinomycetes e Cyanobacteria (Bourne et al., 2016). É interessante 

notar que as comunidades bacterianas são distintas entre as diferentes espécies de 

invertebrados marinhos e consideravelmente diferentes da água e sedimento ao redor, 

sugerindo que a composição da microbiota dos corais é fruto de uma relação espécie-

específica (Frias-Lopez et al., 2002; Rohwer et al., 2002), além de aparentemente não 

estarem relacionadas com a variação geográfica, já sendo demonstrado que indivíduos 
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da mesma espécie cultivam comunidades semelhantes mesmo quando coletados em 

diferentes áreas (Garren e Azam, 2012). 

Um dos pontos determinantes da composição da microbiota é a própria estrutura 

corporal dos corais, que apresenta três possíveis diferentes habitats para micro-

organismos. O primeiro é representado pela camada mucosa superficial, composta 

principalmente por proteínas, lipídios, polissacarídeos e glicoproteínas, o que difere em 

composição e abundância de recursos da água do mar ou do sedimento marinho 

(Tremblay et al., 2011). O muco fornece proteção contra UV, dessecação e aumento da 

carga de sedimentos, além de aumentar a resistência do organismo através de vários 

mecanismos: incluindo a formação de uma barreira física entre o coral e o ambiente, o 

transporte mucociliar de micro-organismos para remoção via ingestão pelo coral 

hospedeiro, evitando assim a colonização por micro-organismos invasores, e atuando 

como um meio para difusão de compostos com propriedades antimicrobianas (Brown e 

Bythell, 2005). Após, temos os tecidos (incluindo a cavidade gastrodérmica e epiderme) 

e o esqueleto de carbonato de cálcio (Figura 5). Cada um desses compartimentos atua 

como uma espécie de micronicho, apresentando variações na disponibilidade de 

nutrientes, oxigênio e na forma como interagem com o 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 abióticos, como o grau de 

penetração da luz solar e acidificação dos oceanos, capazes de determinar a presença 

de distintos tipos de Symbiodinum e bactérias endolíticas presentes no esqueleto, por 

exemplo (Blackall et al., 2015). Além disso, acredita-se que substâncias inibidoras de 

crescimento e/ou adesão bacteriana produzidas tanto pelo coral quanto pela sua 

microbiota podem ser responsáveis pela seleção das bactérias marinhas aptas a 

colonizar os tecidos dos corais (Sweet et al., 2011). 
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Figura 5: Estrutura dos zoantídeos. O grupo difere dos corais escleractíneos por 

não apresentarem esqueleto de carbonato de cálcio. 

 

Fonte: Adaptado de Rosenberg et al., 2007 

Os micro-organismos associados aos corais não são apenas cruciais para o 

fitness, mas também são sensíveis à perturbações ambientais e ao estado fisiológico do 

seu hospedeiro. Diversos fatores ambientais, como temperatura, intensidade da luz e 

fluxo da água, conhecidos por variar diária e sazonalmente, influenciam tanto o 

organismo hospedeiro quanto a microbiota associada (Ulstrup et al., 2006). Baseado 

nessas observações, Rosenberg e colaboradores (2007) propuseram a hipótese 

probiótica, sugerindo que mudanças nas comunidades microbianas sob diferentes 

condições ambientais permitiam uma rápida e versátil adaptação do coral holobionte. 

Um dos fatos apresentados para sustentar a hipótese consiste que apesar de não 

apresentarem um sistema imune adaptativo, os corais podem desenvolver resistência a 

patógenos. Mudanças na microbiota normal, geralmente observadas antes de sinais de 

estresses visíveis nas colônias, podem ser usadas como bioindicadores de doenças 

ambientais (Pantos et al., 2003). 
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Sharp & Ritchie (2012) descreveram um modelo do efeito das mudanças 

climáticas sobre o sistema holobionte. Nesse modelo, quando há aumento de 

temperatura na superfície do mar, os compostos antimicrobianos presentes no muco do 

coral desaparecem e a microbiota, que é normalmente dominada por micro-organismos 

benéficos, passa a ser predominantemente patogênica. Além disso, acredita-se que o 

aquecimento global vai aumentar a dispersão, o crescimento e a persistência de 

bactérias patogênicas em ambientes aquáticos, como as bactérias pertencentes ao 

gênero Vibrio (Vezzulli et al., 2013).  

A primeira espécie de coral brasileira a ter sua microbiota caracterizada foi 

Mussismilia brazilienses, endêmica no país, sendo esse trabalho realizado utilizando 

bibliotecas de 16S rDNA de bactérias do muco de exemplares do coral e da água 

circundante. Foram identificadas cerca de 170 espécies de bactérias em cada um dos 

ambientes, mostrando ainda uma certa especificidade da microbiota (Reis, 2009). Desde 

então, poucos trabalhos foram realizados, e apesar de sua dominância e importância 

ecológica 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 há 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 verão (março 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 construção calcária constituída principalmente de 

esqueletos de corais que podem ser encontrados associados a crostas de algas 

calcárias e resíduos de carbonato de cálcio de outros invertebrados, localizado em uma 

área urbana constantemente afetada por esgoto não tratado despejado à partir de 

conexões ilegais na rede de escoamento de águas pluviais, e o recife de arenito da 

Sereia (9 ° 56'52 "S 35 ° 64'49" W), uma formação resultante da consolidação de antigas 

praias, à custa de sedimentação com carbonato de cálcio ou óxido de ferro, posicionado 

paralelamente à linha de costa e um ponto menos exposto aos efluentes; ambos no 

Estado de Alagoas, Brasil (Figura 6). Apesar da curta distância entre os dois pontos, o 

sentido da corrente marítima que percorre a costa da região flui em sentido norte-sul, 

impedindo que a água 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 à partir de três colônias diferentes e aparentemente saudáveis de P. 

caribaeorum, colocados em sacos de plástico estéreis, armazenados em gelo durante o 

transporte para o Laboratório de Diversidade Molecular - UFAL e congelados a -20ºC até 

a extração de DNA ser realizada. Todas as amostras foram coletadas no período da 

manhã, durante a maré baixa e estavam localizadas dentro de poças d´água, sem 

exposição à atmosfera. 
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Figura 6: Mapa situando no Brasil os dois recifes onde foram coletados os exemplares 

de Palythoa caribaeorum. 

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Os parâmetros físico-químicos (pH, temperatura e salinidade) das poças foram 

medidos com uma sonda multiparâmetros (modelo Hanna HI 9828) e informações sobre 

condições de banho com base na contagem de coliformes termotolerantes foram obtidas 

através do IMA (Instituto do Meio Ambiente, Brasil). A permissão foi concedida pelo 

órgão regulador IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente), através da licença L. 

32723-1. 6. 

4.2 Extração de DNA das comunidades microbianas 

Todas as amostras foram lavadas com água do mar estéril antes da extração de 

DNA, a fim de remover as bactérias frouxamente ligadas à superfície da amostra. As 

amostras foram congeladas em nitrogênio líquido e maceradas utilizando gral e pistilo. 

Em seguida, 600 uL de tampão de extração CTAB (4 g de CTAB, 16,4 g de NaCl, 20 mL 

de 1 M de Tris-HCl, 8 ml de 0,5 M de EDTA, 200 ml de água destilada) foi adicionado ao 

material macerado, seguido por agitação em vórtex. Após incubação à 65 °C durante 

uma hora, os tubos foram centrifugados à 14.000 rpm durante 10 min. Os sobrenadantes 

foram então transferidos para tubos em gelo e extraídos com um volume igual de 

fenol/clorofórmio. O DNA genômico foi precipitado com acetato de sódio (0,3 M; pH 5,2) 

e isopropanol e recolhidos por centrifugação à 14.000 rpm durante 15 min. O DNA foi re-

suspenso em água Milli-Q ultrapura e armazenado à -20 °C. 

4.3 Purificação e quantificação do DNA extraído 

Após a extração, o DNA genômico foi purificado utilizando o Kit DNA 

PowerClean® (Mobio Laboratories, Inc., C), seguindo as instruções do fabricante. A 

pureza e a concentração da preparação de  DNA foi verificada com o Espectrofotômetro 

L-2 Quant (Loccus do Brasil Ltda.; comprimento de ondas OD260nm). O DNA genômico 

extraído foi enviado para o laboratório Molecular Research (Shallowater, TX), 

responsável por executar o pirosequenciamento. 
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4.4 PCR para preparação da biblioteca de amplicons para pirosequenciamento 

O gene 16S rDNA foi amplificado utilizando os oligonucleotídeos iniciadores 27F 

(3'-  AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) e 1492R (5' - TACCTTGTTACGACTT). Depois dos 

25 ciclos iniciais, mais 5 ciclos foram realizados de modo que cada sequência barcode 

das amostras e os adaptadores A e B foram adicionados. Após o PCR, os produtos de 

amplificação produzidos a partir de diferentes amostras foram misturados em 

concentrações iguais e purificados utilizando esferas Agencourt Ampure (Agencourt 

Bioscience Corporation, MA, EUA). As bibliotecas de amplicons foram ligadas às esferas 

sob condições favoráveis para apenas um fragmento por esfera, que foram então 

emulsionadas numa mistura de PCR em óleo. Os produtos da amplificação foram 

sequenciados utilizando a tecnologia e reagentes 454 GS FLX, da empresa Roche, de 

acordo com as orientações do fabricante. 

4.5 Análise das sequências de amplicons 16S rDNA 

As sequências obtidas foram analisadas de acordo com o protocolo UPARSE + 

Qiime (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) proposto pelo Projeto Microbioma 

Brasileiro (BMP), com algumas alterações (Pylro et al., 2014). Brevemente, as 

sequências foram atribuídas às respectivas amostras de acordo com os seus barcodes, 

que foram então removidos junto com as sequências dos oligonucleotídeos iniciadores 

na etapa de demultiplex. As sequências foram filtradas de acordo com a qualidade (erro 

máximo esperado = 1,0) e ajustadas para 250 pb. Nenhuma base ambígua foi admitida. 

As sequências foram de-replicadas e, simultaneamente, verificadas quanto à presença 

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 sequências 

de 16S (banco de dados de referência do Broad Microbiome Utilities). Sequências com 

semelhança maior ou igual a 97% foram agrupadas em unidades taxonômicas 

operacionais (OTUS) com o algoritmo USEARCH. A classificação taxonômica foi 

implementada com o BLAST (e-value = 10-5) contra 16S rDNA de banco de dados 
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SILVA (SILVA versão 119, disponível em http://www.arb-silva.de/) (Pruesse et al., 2007). 

Todos os singletons foram removidos de análises posteriores. 

As sequências mais abundantes para cada OTU foram escolhidas como 

representantes e depois alinhadas usando o método PyNast, tendo sequências do 

banco de dados SILVA como referência, e rastreados com máscara Lane para construir 

uma árvore filogenética usando FastTree (Price et al., 2009). Para avaliar a estrutura da 

comunidade, a média da quantidade de sequências por amostra foi estabelecida por 

várias rarefações à menor profundidade do sequenciamento. A diversidade de OTU’s foi 

examinada usando os índices de biodiversidade realizadas pelo pacote Quantitative 

Insights Into Microbial Ecology (QIIME v.1.9) (Caporaso et al., 2011). Para comparar a 

composição da comunidade através das amostras, avaliou-se a beta-diversidade usando 

o método Unifrac de forma ponderada e não-ponderada (Lozupone e Knight, 2005), que 

consiste de uma métrica filogeneticamente informativa. Análises de coordenadas 

principais (PCoA) foram usadas para visualizar as diferenças entre amostras. 
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5. Resultados e Discussão 

5.1 Classificação taxonômica das sequências 

Três amostras do zoantídeo P. caribaeorum foram obtidas em março de 2015 em 

cada um dois pontos do litoral de Maceió-AL estudados. O pirosequenciamento das 

amostras resultou num total de 26.166 sequências do gene 16S rDNA, reduzidas após o 

controle de qualidade para 8.988 sequências de alta qualidade. No total, 459 OTU’s 

foram gerados à identidade de 97%. Todos os dados de sequências brutas encontram-

se depositados no NCBI Sequence Read Archive e podem ser acessados sob Bioproject 

com número de acesso PRJNA327692. 

Entre os parâmetros ambientais analisados, as medidas de coliformes 

termotolerantes a água apresentaram médias significativamente diferentes entre os 

recifes (Tabela 1). As demais variáveis ambientais, temperatura e salinidade, não 

mostraram diferença significativa na média entre os dois pontos estudados. Juntamente 

com espécies do gênero Streptococcus, os coliformes termotolerantes são 

tradicionalmente utilizados como indicadores microbiológicos de qualidade da água 

(Stabili et al., 2013), apesar de possuírem limitações. Especificamente, as flutuações 

temporais nas condições ambientais, combinadas com a rápida biodegradação em 

ambientes marinhos tropicais, tornam difícil avaliar com precisão e quantificar o impacto 

das alterações da qualidade da água na saúde do ecossistema marinho (Kriwy e 

Uthicke, 2011) e, por extensão, como esses influenciam na composição da microbiota 

dos invertebrados marinhos. No entanto, coliformes termotolerantes são um forte 

indicador da presença de esgoto doméstico e um indício da presença de outros grupos 

microbianos não reconhecidos, alguns dos quais podendo ser patogênicos (Neill, 2004), 

já sendo relacionada a proximidade de esgotos e a prevalência de doenças de coral, 

como Black Band Disease e White-Plague Tipo II (Post, 2005). 
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Tabela 1: Média dos parâmetros ambientais aferidos junto com cada amostra de 

Palythoa caribaeorum. 

 

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

PONTA 
VERDE 

8.04 37.22 29.54 2.400 

SEREIA 8.71 37.07 30.75 <18 

A classificação taxonômica das sequências retidas no controle de qualidade 

mostraram um alto nível de diversidade bacteriana associada com o zoantídeo P. 

caribaeorum (Gráfico 1). Entretanto, essa diversidade não foi igualmente distribuída 

entre os dois pontos estudados, sendo possível observar em todos os níveis 

taxônomicos uma diversidade superior no recife da Sereia em relação ao recife da Ponta 

Verde. 

Gráfico 1: Número de táxons identificados em cada nível hierárquico dentre as 

sequências de bactérias obtidas através do pirosequenciamento das amostras de 

Palythoa caribaeorum coletadas nos recifes da Ponta Verde e da Sereia. 

 

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 associação à corais, e mais 

seis grupos candidatos à filo (BD1-5, NPL-UPA2, OP8, OP11, TM6 e TM7) foram 

encontrados (Gráfico 2). Vinte filos foram encontrados no recife da Sereia, enquanto 

apenas onze foram observados no recife da Ponta Verde.  No geral, a este nível 

taxonômico, a composição das comunidades bacterianas encontradas foi diferente, 

principalmente no que diz respeito à abundância e número 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 

sequências) nos dois pontos amostrados, enquanto a proporção dos demais filos variou 

entre recifes. Na Ponta Verde, 17% das sequências foram classificadas como 

Actinobacteria, seguido por Firmicutes (12,4%) e Bacteroidetes (5,5%), enquanto que na 

Sereia o principal grupo presente foi Cyanobacteria (9,7%), seguido de Bacteroidetes 

(9%) e Actinobacteria (7%). 
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Gráfico 2: Abundância dos principais filos de bactérias encontradas em associação com 

as amostras de Palythoa caribaeorum coletadas nos recifes da Ponta Verde e da Sereia. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

A classificação taxonômica à nivel de classe das OTU’s formadas revelou um total 

de 48 grupos, sendo observadas grandes variações entre os dois pontos (Gráfico 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 abundância 

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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Gráfico 03: Abundância das principais classes de bactérias associadas com as 

amostras de Palythoa caribaeorum coletadas nos recifes da Ponta Verde e da Sereia. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

À nível de ordem, 103 diferentes grupos foram encontrados, e novamente foi 

possível observar que diferentes táxons foram mais prevalentes em cada um dos dois 

pontos (Gráfico 4). O recife da Sereia exibiu uma alta prevalência de Rhodobacterales 

(17,5%). Duas outras ordens, Rhodospirillales (8,7%) e Rhizobiales (7,1%), também 

exibiram uma abundância 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%).  

Gráfico 4: Abundância das principais ordens de bactérias associadas com as amostras 

de Palythoa caribaeorum coletadas nos recifes da Ponta Verde e da Sereia. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Posteriormente, as sequências foram identificadas a nível de família, 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 não-cultivadas pertencente 

ao grupo marinho E01-9C-26 (43%) representou a família mais abundante, seguido por 

Propionibacteriaceae (8,9%), Comamonadaceae (5,6%), Bacillaceae (4,4%), 

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

 

Em seguida, a classificação taxonômica das sequências resultou na identificação 

de 256 gêneros (Gráfico 5). Nesse caso, 169 gêneros foram exclusivos do recife da 

Sereia, enquanto 39 ocorreram apenas na Ponta Verde e 48 foram compartilhados entre 

os dois pontos. Uma bactéria não cultivável pertencente ao grupo marinho E01-9C-26 

(37,4%) foi o gênero mais prevalente na Ponta Verde, seguido por Propionibacterium 

(8,9%), outra bactéria não cultivada pertencente a divisão 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 

táxons. Uma Rhodobacteraceae não-cultivável (5%) representou o gênero mais 

prevalente, seguido por Stappia (3,7%), Rhodobium e Planktothricoides (2,9% das 

sequências cada), e Acaryochloris (2,4%).  
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Gráfico 5: Abundância dos principais gêneros de bactérias associadas com as amostras 

de Palythoa caribaeorum coletadas nos recifes da Ponta Verde e da Sereia. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 

Apesar da ampla distribuição e importância ecológica do gênero Palythoa, poucos 

trabalhos até então exploraram a microbiota associada a outras espécies desses 

zoantídeos, e o que foi encontrado indica que cada espécie apresenta uma microbiota 

distinta, principalmente em termos de dominância dos principais grupos bacterianos 
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encontrados, sendo importante analisar a comunidade em todos os níveis taxonômicos 

para melhor comparação. A análise de sequências obtidas a partir de amostras do muco 

de P. caribaeorum, coletadas em dois pontos brasileiros, São Sebastião e Búzios, 

mostraram que Proteobacteria, mais especificamente a classe Gammaproteobacteria, foi 

o grupo mais representativo dentre as sequências obtidas. Além disso, a comunidade 

microbiana pareceu ser estável e resistente às variações sazonais, não sofrendo 

também influência da localização geográfica (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 sequências obtidas, seguido 

por Chloroflexi (12%), Actinobacteria (10,2%) e Acidobacteria (6,2%). Em outro estudo, 

esse na área mexicana do mar do Caribe, Acidobacteria dominou a comunidade bacteria 

associada a Palythoa sp., e junto com Proteobacteria representaram cerca de 2/3 das 

sequências obtidas, enquanto Chloroflexi foi o terceiro filo mais abundante (O'connor-

Sánchez et al., 2014). Com exceções, 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, é 

bastante variável. Além disso, esses resultados estendem para os zoantídeos o que já é 

dito em estudos anteriores, que espécies diferentes de coral possuem comunidades 

bacterianas distintas e aparentemente específicas em condições 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 

funções que contribuem para a saúde do coral hospedeiro, sendo possível atribuir um 

papel ecológico potencial para essas bactérias através de dados prévios encontrados na 

literatura (Tabela 2). O grupo Actinobacteria pode ser encontrado associado à diversas 

fontes biológicas, tais como peixes, moluscos e esponjas (Dharmaraj, 2010), sendo 

aceito como onipresente em corais e conhecido por produzir uma grande variedade de 

metabólitos secundários, incluindo vários compostos com atividade antibacteriana 

provavelmente responsáveis por desempenhar um papel na defesa química do 



37 

 

hospedeiro (Khan, 2010; Kuang et al., 2015). Neste estudo, 17 gêneros desse filo foram 

encontrados, sendo oito classificados como não-cultivados. Cianobactérias são 

conhecidas pelo papel na fixação de nitrogênio e na translocação para o hospedeiro dos 

produtos resultantes do processo oxi-fotossintético, contribuindo para sua nutrição. 

Alphaproteobacteria constitui um dos principais grupos dominantes encontrados em 

associação com corais (Mckew et al., 2012; Michelou et al., 2013). Pesquisas 

filogenéticas anteriores demonstram que, junto com Gammaproteobacteria e 

Cyanobacteria, estes três grupos aparentam ser residentes simbiontes dominantes 

associados à corais (Bourne et al., 2016). Além de Cyanobacteria, outros táxons 

conhecidos por seu papel na ciclagem de nitrogênio e realização da fotossíntese foram 

encontrados em associação à P. caribaeorum. Chlorobi e Chloroflexi são dois filos de 

bactérias fotossintetizantes previamente encontradas em associação com outros 

espécies de coral, e sugere-se um papel na nutrição do hospedeiro através da 

translocação de parte dos produtos produzidos no processo. O grupo Rhizobiales é 

previamente conhecido por ser um fixador de nitrogênio comumente associado a 

diversas espécies de cnidários (Rädecker et al., 2015), incluindo outro zoantídeo, P. 

australiae (Sun et al., 2014). Burkhoderiales possui membros associados com a fixação 

de N2 e degradação de poluentes (Morrow et al., 2012), incluindo a família 

Comamonadaceae, cujo papel na desnitrificação e ciclagem de enxofre já foi mostrado 

(Schmalenberger et al., 2008). Além dos grupos comensais ou mutualistas, foi possível 

observar a presenta de táxons relacionados à patogenias de corais. Por exemplo, 

Rhodobacterales é uma ordem de bactérias associada à White Plague Disease, uma 

doença que afeta corais (Cardenas et al., 2012; Morrow et al., 2012). O grupo 

Rhodobacteraceae é conhecido como um agente patogênico oportunista de corais, 

associado à doença White Plague (Roder et al., 2014). 
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Tabela 2: Potenciais papéis ecológicos de alguns dos grupos bacterianos encontrados 

em associação a Palythoa caribaeorum, atribuídos com base na literatura. 

Grupo Potencial papel em associação ao coral Ponta Verde 

(%) 

Sereia (%) 

Chlorobi Fotossíntese e fixação de nitrogênio 0.0 0.1 

Chloroflexi Fotossíntese e liberação de produtos de carbono. 0.4 1.7 

Cyanobacteria Fotossíntese e fixação de N2 1.5 9.8 

Nitrospira Fixação de N2 0.0 0.7 

Rhizobiales Fixação de N2 3.0 7.1 

Rhodobium Fixação de N2 0.0 2.9 

Acidobacteria Redução de nitrato e nitrito 0.8 2.3 

Actinobacteria Liberação de compostos antimicrobianos 17.2 7.0 

Planctomycetes Degradadores de polímeros carbônicos 

sulfatados 

1.6 5.5 

Proteobacteria Principais constituintes de corais 55.1 59.8 

Bacteroidetes Degradação da matéria orgânica complexa na 

biosfera, especialmente sob a forma de 

polissacáridos e proteínas 

5.5 9.0 

Firmicutes Principais constituintes de corais/Nesse caso, 

possíveis membros da microbiota humana 

12.4 1.8 

 

Ambos os pontos apresentaram uma grande quantidade de micro-organismos 

classificados como “não-cultivados”, indicando que grande parte da microbiota 

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

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

como “não-cultivados” (cerca de 40,1% do total), enquanto que no recife da Ponta Verde 
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esse número foi reduzido para 37, equivalendo à 53,4% do total de grupos encontrados. 

Esse dados refletem o vasto potencial biotecnológico que há para ser explorado no 

ambiente marinho, pois provavelmente vários novos compostos estão associados a essa 

diversidade ainda não conhecida. 

 

Gráfico 6: Número de OTU’s classificados como não-cultivados encontrados dentre as 

sequências de bactérias associadas ao coral Palythoa caribaeorum coletados nos 

recifes da Ponta Verde e da Sereia.  

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

5.2 Análises de Diversidade 

Análises de Alfa (α) e Beta (β) diversidade foram realizadas após rarefação das 

amostras de acordo com a menor biblioteca de sequências 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 esforço amostral foi suficiente para conseguir representar a microbiota 

associada à P. caribaeorum praticamente em sua totalidade. De acordo com o valor do 

índice 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 dominância e altos índices de equitabilidade entre as 

comunidades bacterianas associadas (Gráfico 7).  

Gráfico 7: Média dos índices de dominância e equitatividade observados nas 

comunidades bacterianas nos recifes da Ponta verde e Sereia. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 
Relacionando os dados, notamos nos corais localizados na Ponta Verde uma 

comunidade bacteriana compreendendo menos OTU’s e uma maior dominância do que 

o recife da Sereia (Fig. 5), o que pode ser relacionado com a presença 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 

proporção elevada de grupos associados com doenças humanas entre os gêneros mais 

abundantes: Propionibacterium (8,9%), Corynebacterium (4,9%), Streptococcus (3,9%), 

Staphylococcus (2,4 %), Bacillus (2,1%) e Pseudomonas (1,5%). Além disso, o número 

de OTU’s compartilhados entre os recifes foi relativamente baixo, sendo apenas 3 

OTU’s. Também foram encontrados OTU’s que parecem ser específicos 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 sequências (158) pertencentes aos gêneros Propionibacterium, enquanto na 

Ponta Verde apenas três OTU’s, sendo duas das quais classificadas como 

Propionibacterium e um como Staphylococcus, estavam presentes em todas as três 

amostras analisadas. Estudos anteriores demonstraram uma relação espécie-específica 

entre algumas espécies de bactérias e seus corais hospedeiros, incluindo alguns grupos 

de bactérias e o muco do P. caribaeorum (Carlos et al., 2013). A presença de grupos 

potencialmente patogênicos para humanos dominando a microbiota do recife de Ponta 

Verde é um forte indicativo de um desequilíbrio na composição da comunidade 

bacteriana ao que tudo indica causado pelo aporte de matéria orgânica no ambiente, 

agravado principalmente nos períodos de chuva. Já foi demonstrado que corais 

saudáveis 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 condições ideais, há a predominância de 

relações mutualísticas e comensais, porém, durante o estresse, há uma perturbação 

dessas relações e a microbiota muda de benigna e/ou benéfica para estresse-resistente, 

potencialmente patogênica e oportunista. Um aumento em bactérias e fungos 

associados com doenças em animais tem sido notado anteriormente em corais em 

aquários submetidos a pH reduzido, temperaturas elevadas e maiores níveis de 

nutrientes (Thurber et al., 2009). Apesar de aparentemente saudáveis, é possível que as 

amostras coletadas de P. caribaeorum coletadas no recife de coral da Ponta Verde 

esteja passando por mudanças na composição da microbiota que possam estar 

associadas com o adoecimento desses corais, além de estarem atuando como possíveis 

reservatórios para várias bactérias patogênicas de humanos. 

As diferenças entre as comunidades bacterianas associadas a cada coral foram 

avaliadas com uso do software QIIME usando as métricas UniFrac não-ponderadas e 

ponderadas. A análise de coordenadas principais (PCoA) da matriz de distância UniFrac 

(Gráfico 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. 

Gráfico 8: Análise de Coordenadas Principais (PcoA) da matriz de distância UniFrac de 

forma ponderada e não-ponderada das comunidade bacterianas associadas as 

amostras de Palythoa caribaeorum  obtidas nos recifes da Ponta Verde e Sereia. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

Dentre os fatores ambientais observados no trabalho, a introdução de matéria 

orgânica na praia de Ponta Verde devido a descarga de esgoto, e que pode ser 

justificada pela maior contagem de coliformes termotolerantes nesta região, aparenta ser 

o principal agente afetando a composição da microbiota dos corais analisados. Em um 

estudo semelhante, realizado ao longo de um gradiente de poluição proveniente da 

ocupação urbana da costa de Jeddah – Arábia Saudita com amostras de duas espécies 

de corais escleractíneos, Pocillopora verrucosa e Acropora hemprichii, revelou que em 

ambos os corais os principais táxons associados encontrados em um ambiente não 

impactado diminuiram em abundância quando comparado com um ambiente afetado por 
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descarga de esgoto, onde também foi possível observar um aumento da presença de 

grupos oportunistas e potenciais patógenos (Ziegler et al., 2016). Diferenças entre 

comunidades bacterianas associadas a corais também foram observadas entre 

amostras de Montastraea annularis coletadas em diferentes pontos de Curaçao, 

principalmente em águas 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 semelhança entre si em amostradas coletadas em regiões que 

recebem continuamente descarga de esgoto de fontes antropogênicas e domésticas 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, os autores propõem que 

os resultados corroboram com a hipótese probiótica (Zaneveld et al., 2015). O aumento 

da urbanização junto com as populações humanas acarretam consequências 

duradouras aos ecossistemas costeiros (Wu et al., 2010). Estressores ambientais que 

alteram a fisiologia do hospedeiro também afetam a microbiota associada, e mudanças 

na diversidade microbiana têm sido relacionadas com a proximidade dos corais a 

populações humanas (Morrow et al. 2012). Uma vez que estas mudanças ocorrem 

dentro do coral hospedeiro resposta a pressões do ambiente, as interações hospedeiro 

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

O recife da Ponta Verde está localizado dentro de uma área urbana e sofre com 

despejo de esgoto constante ao longo de sua costa, e a abordagem utilizada por 

agências governamentais para monitorar seu impacto é a contagem de coliformes 

termotolerantes. Este método sofre com algumas restrições, como a flutuação temporal 

e biodegradação rápida em ambientes marinhos tropicais, além de ignorar diversos 

outros grupos bacterianos possivelmente prejudiciais aos corais, como os encontrados 

graças a aplicação da metagenômica neste trabalho, o que torna difícil avaliar e 

quantificar o impacto das alterações da qualidade da água na saúde dos ecossistemas 

marinhos (Kriwy e Uthicke, 2011) e como ela influencia a microbiota associada ao coral. 

Ambos os recifes apresentaram um grande número de bactérias classificadas como 

ainda não-cultivadas, tornando esses corais uma potencial fonte para novas espécies e 

compostos bioativos. A presença em alta abundância de diferentes gêneros associados 

à doenças humanas é uma forte evidência de que despejo de esgoto não tratado pode 

ter alterado a composição das comunidades bacterianas associadas com P. 

caribaeorum, tornando os corais possíveis reservatórios desses grupos bacterianos. Em 

segundo lugar, trabalhos anteriores reforçam a ideia de que o sedimento possui uma 

ampla gama de bactérias associadas e pode influenciar a composição da microbiota 

associada com organismos bentônicos, agindo como um "banco de sementes" para 

corais e um reservatório de patógenos oportunistas (Schttner, 2009; Carlos, Torres e 

Ottoboni, 2013). À medida que a composição dos recifes é diferente, isto pode ser um 

dos fatores que explicam as diferenças observadas entre as comunidades, entretanto, 

essa condição precisa ser melhor elucidada. Finalmente, sugere-se que o efeito das 

marés pode afetar a composição da microbiota de corais. O coral de arenito da praia da 

Sereia encontra-se mais elevado em relação ao nível do mar, ficando mais tempo 

exposto durante as marés baixas. Sua disposição horizontal em direção à praia também 

pode influenciar as mudanças rápidas da comunidade microbiana em relação ao 

estresse causado por variações ambientais diárias, 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 homogênea. O 

arranjo vertical do recife na Ponta Verde pode afetar o modo como os invertebrados são 

influenciados pelo efeito da maré, em conformidade com a profundidade que se 

encontram. 
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