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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo monitorar o fenémeno do branqueamento e as
alteragdes no padrdo de cor do coral Siderastrea stellata dos recifes do Picaozinho, Jodo
Pessoa, PB, bem como caracterizar o ciclo anual das zooxantelas de exemplares sadios
coletados durante o periodo de setembro de 2008 a maio de 2009. Procurou-se ainda
estudar os aspectos taxonOmicos e de cultivo das diatomaceas hospedadas por
exemplares S. stellata coletados nos anos de 2007, 2008 e 2009, nos recifes do Cabo
Branco, Jodo Pessoa- PB. Das 560 colénias monitoradas ao longo do periodo de estudo,
foram observadas colonias nas condigdes sadia, palida, branqueada e roxa, sendo a
maior freqiiéncia de ocorréncia registrada para as colonias palidas (44.5%) e a menor
para as colonias roxas (5,4%). Os dados revelaram que o branqueamento e as alteragdes
nos padrdes de cores observados em S. stellata sdo recorrentes nos recifes do
Picdozinho, e esses fendmenos desestabilizaram a associa¢do simbibtica entre os corais
e suas zooxantelas. Foi constatado que mais de uma variavel ambiental influencia no
comportamento das zooxantelas associadas a S stellata, uma vez que esses
dinoflagelados exibiram padrdes distintos de variagdo sazonal em termos de densidade
populacional, indice mitético e didmetro celular, demonstrando com isso que as
condi¢des hidrolégicas e climatologicas da area influenciam no comportamento do
simbionte, S. stellata abriga uma exuberante diversidade de diatomaceas vivendo como
organismos epibiontes, tendo-se computado 1.136 espécimens dessas microalgas,
pertencente a 39 géneros, com 28 espécies identificadas. Os géneros mais freqiientes
foram Amphora, Cocconeis, Cyclotela, Diploneis, Grammatophora, Paralia, Navicula,
Nitzschia, Synedra, Surirella e Trachyneis. Diferengas sazonais foram encontradas, com
maior nimero de espécies registradas no periodo chuvoso. Os experimentos
laboratoriais efetuados com as diatoméceas Cylindroteca closterium e Entomoneis alata
em cultivo demonstraram um elevado potencial de crescimento dessas espécies, que
atingiram densidades populacionais consideraveis em poucos dias de cultivo. Os dados
laboratoriais somados aos estudos taxonomicos demonstram que os epibontes de S.
stellata sdo oportunistas, aproveitando rapidamente as condi¢des nutricionais oferecidas
pelo hospedeiro disponiveis no muco por ele excretado. Foram observadas diferengas
sazonais na popula¢do desses microorganismos quando os periodos de seca e chuva
foram analisados, sendo que no periodo de seca houve uma consideravel reducdo na
quantidade das espécies encontradas associadas ao coral. Esses achados confirmam a
importancia desses simbiontes como bioindicadores de qualidade ambiental. O
entendimento do padrdo de crescimento e o rendimento maximo de diatoméaceas
isoladas de cnidarios poderdo trazer novas luzes a ecologia do hospedeiro,
principalmente durante periodos de perturbagdes ambientais.



ABSTRACT

The main purpose of this work was to study the bleaching phenomenon and the seasonal
changes of color patterns in colonies of Siderastrea stellata of the costal reefs of
Picdozinho in the State of Paraiba, northeastern Brazil, from September, 2008 to May,
2009, as well as to characterize the seasonal cycle of the zooxanthellae hosted by health
colonies of this scleractinian during this period. We also study the microsymbionts
hosted by this coral species, emphasizing the taxonomy and culture of the diatoms
(bacilariophyceans). in samples collected in the coastal reefs of Cabo Branco, Jodo
Pessoa, PB, in the years 2007, 2008, and 2009. For the study of the zooxanthellae the
tissues of four healthy fragments of S. stellata collected during low tides were water
picked and processed in the laboratory using a Fuchs-Rozenthal counting chamber and
an optical microscope. Unialgal cultures of epibiont diatoms hosted by S. stellata were
obtained by inoculating aliquots of the extracted coral tissue in culture media. The
remaining material were submitted to the oxidation process for cleaning the diatoms
frustules and mounted on permanent slides. Examinations of these materials were
conducted in an optical microscope. Of the 560 colonies monitored was found healthy,
pale, bleached, and purple colonies, with the highest frequency of pale colonies (44.5%)
and the lowest for the purple colonies(5.4%). The data show that the bleaching and
changes in color patterns seen in S. stellata are applicants on the reefs of Picdozinho,
and these phenomena have destabilized the symbiotic association between corals and
their zooxanthellae. It was found that more than one of the environmental variable
studied affects the seasonal dynamics of the zooxanthellae of S. stellata, since these
dinoflagellates exhibited distinct patterns of seasonal variation in terms of population
density, mitotic index and cell diameter. We also demonstrate that S. ste/lata host a high
diversity of epibiont diatoms. It was computed in the studied materials a total of 1.136
specimens of diatoms belonging to 39 genera with 28 species identified. The most
frequent genera were Amphora, Cocconeis, Cyclotela, Diploneis, Grammatophora,
Paralia, Navicula, Nitzschia, Synedra, Surirella and Trachyneis. Seasonal differences
were found in diatoms assemblages, with the highest number of species recorded in the
rainy season. The laboratory experiments performed with cultures of Cylindroteca
closterium and Entomoneis alata has demonstrated a high growth potential of these
species, which reached considerable densities in a few days of cultivation. The culture
data and taxonomic results showed that the diatoms hosted by S. stellata are
opportunistic; taking advantage of the nutritional conditions provided by the mucus
secreted mucus the coral species. Laboratory data added to the taxonomic studies show
that the epibionts of S. stellata are opportunistic, taking advantage of rapid nutritional
conditions provided by the host available in the mucus secreted by it. Seasonal
differences were observed in the population of these microorganisms when periods of
drought and rainfall were analyzed, and in the dry season there was a considerable
reduction in the number of species found attached to coral. These findings confirm the
importance of symbionts as biological indicators of environmental quality.
Understanding patterns of growth and maximum yield of diatoms isolated from
cnidarians may bring new light to the ecology of the host, especially during periods of
environmental perturbations.
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1- INTRODUCAO

Os recifes de corais estdo entre os ecossistemas de maior produtividade
do planeta, o que permite as comunidades humanas que habitam a zona costeira terem
suas economias baseadas nos recursos oriundos desses ambientes. A oferta dos
inameros servigos gratuitos por eles oferecidos a sociedade humana inclui entre outros a
obten¢do de alimentos, atividades de recreacdo, de educagdo e pesquisa cientifica, de
extragdo de produtos comerciais diversos, e desenvolvimento urbano e turistico
(COSTA et al., 2007). Muitas dessas atividades usualmente perturbam o equilibrio
dindmico dessas areas, com prejuizos que ndo sdo somente de natureza ambiental, mas
que também se estendem pelos compartimentos econdmicos, sociais e politico-
institucionais.

Recifes costeiros e outros ecossistemas litoraneos como estudrios € mangues,
podem se tornar em zonas de conflitos, exigindo, por conseguinte, preocupagdes
constantes. Por se constituirem em areas de interesses difusos, tais ambientes podem
experimentar conflitos de uso do solo, degradag@o da paisagem, exaustdo de recursos
pesqueiros, perda de valores dos ecossistemas, e até mesmo rupturas de vinculos
tradicionais com a natureza (COSTA et al., 2007; MARCELINO et al., 2005). Em
particular, as agdes humanas sobre os recifes merecem atengdo especial porque muitas
delas tém promovido diferentes tipos de estresse nas comunidades coralineas (PHILIPP;
FABRICIUS, 2003), resultando em episodios locais de doengas e branqueamento,
potencializando os efeitos maléficos em larga escala do aquecimento global.

Da fauna coralinea encontrada nos ambientes recifais, destacam-se os corais
pétreos (Filo Cnidaria, Classe Anthozoa, Ordem Scleractinia), que possuem como
principais caracteristicas um exoesqueleto calcario, formado por carbonato de calcio —
CaCO; — e um tecido constituido por duas camadas celulares: epiderme e gastroderme,
ambas separadas por uma camada de tecido conjuntivo denominada mesogléia, que ¢
composta por mucopolissacarideos, colageno e outras células (MUSCATINE, 1974). E
no interior das células da gastroderme que se abrigam as zooxantelas, dinoflagelados, do
género Symbiodinium, que vivem em simbiose com diversos invertebrados marinhos,
sendo entdo os principais responsaveis pela nutri¢do autotrofica de seus hospedeiros

(MULLER-PARKER; D’ELIA, 1997; TRENCH, 1987, 1997).
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A microssimbiose, em particular aquela que ocorre entre invertebrados bénticos
e as zooxantelas, ¢, de longe, o mais importante tipo de simbiose nos ambientes recifais,
entretanto, ela ndo € Unica, pois outros microorganismos como diatomaceas,
microcrusticeos, vermes, protozoarios € cianobactérias (COSTA et al.; 2001a, 2004a;
PIYAKARNCHANA et al., 1986; TRENCH, 1993) também s3o encontrados vivendo
em associagdo com invertebrados marinhos bénticos, contribuindo com a elevada
produtividade dos recifes.

A quebra da interagdo simbidtica entre os cnidérios e sua microbiota hospedeira,
promove desestabilizagdo nos recifes de corais com o surgimento de doengas, sindromes
e o aparecimento do fendmeno do branqueamento registrado nos recifes de corais de
todo o globo, podendo resultar na morte massiva de diversos invertebrados marinhos
(GLYNN et al., 2001), e desequilibrar todo o ecossistema recifal.

O branqueamento tem sido freqiientemente relacionado tanto com o aumento,
como com a redugio brusca da temperatura superficial da dgua do mar, mas o
aquecimento global tem sido considerado a principal causa do fenémeno (COSTA,
2006: FITT et al., 1993, 2000; GLYNN et al., 2001). Todavia, fatores oriundos de
estresses locais, principalmente de atividades antrépicas (poluigdo. uso de agrotoxicos,
assoreamento, eutrofizacio na zona costeira, etc.) e sedimentagdo por erosdo costeira
tém sido considerados causadores desses eventos (PHILIPP; FABRICIUS, 2003).

Juntamente com o branqueamento, as doengas estdo entre as principais causas de
destruigdo dos recifes de corais e nos tltimos anos o nimero de publicagdes a respeito
tem aumentado expressivamente (RAYMUNDO et al., 2003; RICHARDSON, 1998;
RICHARDSON; ARONSON, 2002). Tais perturbagdes provocam sérias implicagdes a
economia tréfica desses ecossistemas e a produtividade marinha, visto que durante esses
eventos os cnidarios, tornam-se visivelmente palidos, ficam propensos a doengas e
infecgdes por parasitas, reduzem sua taxa de crescimento e reprodugdo e o ecossistema
recifal se torna fragil e vulneravel (GLYNN et al., 2001; RICHARDSON; ARONSON,
2002).

Apesar de constituirem um dos ecossistemas mais ricos em biodiversidade, os
recifes de corais também estdo entre os ecossistemas mais ameagados de sofrerem

interferéncias multiplas decorrentes das pressdes humanas. A despeito de sua
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importancia, existe uma escassez muito grande de informagdes sobre os servigos

ecoldgicos e sobre o estado de conservagdo e saude dos mesmos.
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2- OBJETIVOS
2.1- Objetivo geral

Este trabalho teve por objetivo monitorar os recifes do Picdozinho, Jodo Pessoa -
PB, quanto ao branqueamento e a altera¢des na coloragdo do coral Siderastrea stellata,
e estudar as zooxantelas e os outros microssimbiontes associados a esse cnidario, nos
recifes do Cabo Branco, Jodo Pessoa — PB, levando-se em conta aspectos quantitativos

para os primeiros e quali-quantitativo e fisiolégico para os segundos.

2.2 Objetivos especificos

a)- Verificar a existéncia de sazonalidade no branqueamento e alteragdes na coloragdo
em coldnias no coral Siderastrea stellata nos recifes do Picdozinho, Jodo Pessoa — PB,

b)- Comparar as variagdes sazonais das zooxantelas de colonias sadias e branqueadas do
coral S stellata quanto a densidade, didmetro celular e indice mitdtico, nos recifes do
Picdozinho, Jodo Pessoa — PB,

¢)- Correlacionar os dados bioldgicos obtidos com as varidveis ambientais (temperatura
superficial da dgua do mar, salinidade, oxigénio dissolvido, material em suspensdo e indice
pluviométrico) da area de estudo,

d)- Caracterizar a diversidade taxondémica dos principais componentes da microbiota
associada a exemplares sadios de S. stellata do Cabo Branco, Jodo Pessoa - PB,

e)- Obter e manter culturas monoespecificas e unialgais de diatoméceas associadas ao
coral S. stellata dos recifes do Cabo Branco, Jodo Pessoa — PB, mediante o uso de técnicas de
isolamento e purificagdo, caracterizando as curvas de crescimento dessas espécies em meio de

cultivo selecionado.
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3- REFERENCIAL TEORICO

Os recifes de coral estdo entre os mais produtivos e biologicamente mais
diversificados ecossistemas do planeta (MORBERG; FOLKE, 1999), apesar de que,
paradoxalmente, encontram-se edificados em dguas tropicais oligotroficas
(ATINKSON, 1988; ODUM; ODUM, 1955; SMITH et al., 2005; SOUTER; LINDEN,
2000). Participando da construgdo dos recifes encontram-se, além dos corais, varios
moluscos vermetideos e algas calcarias, os quais mantém uma intricada rede de
interages ecoldgicas com outros organismos, resultando em elevada complexidade e
biodiversidade. Dessas interacdes, a simbiose reveste-se como a de maior importancia,
uma vez que ¢ ela que propicia a manuteng¢do do equilibrio ecologico necessario para
garantir um suporte de recursos suficiente 4 manutencdo desses ecossistemas em aguas
aparentemente pobres em nutrientes.

Conforme ressalta Costa (2006), a elevada produtividade dos recifes de corais €
atribuida principalmente as zooxantelas (dinoflagelados endossimbiéticos do género
Symbiodinium) que vivem no interior dos tecidos de varios invertebrados bénticos,
incluindo cnidarios, moluscos, foraminiferos, etc. (MUSCATINE, 1974). No entanto, é
sabido que recifes de corais e outros ambientes recifais que se caracterizam por serem
pobres em nutrientes (oligotréficos) sdo extremamente beneficiados por essa associagéo
(MUSCATINE, 1974) que ¢ de fato, uma relagdo simbio6tica mutualistica.

Em corais, é a simbiose com as zooxantelas que garante a deposi¢do de
carbonato de calcio de seus esqueletos € o suprimento energético que eles necessitam
(MUSCATINE, 1990; SCHWARZ; WEIS; POOTS, 2002). Ainda, tém-se considerado
que eles sdo coadjuvantes importantes na adaptagdo e sobrevivéncia de seus hospedeiros
em periodos de perturbagdes ambientais (BUDDEMEIER; FAUTIN, 1993;
DIEKMANN et al., 2002; DOUGLAS, 2003; FITT et al., 2000).

Além das zooxantelas outros microorganismos fototroficos também ocorrem
em associagdo com invertebrados marinhos bénticos, como cloroficeas, cianobactérias,
diatoméaceas e crisoficeas, contribuindo com a elevada produtividade dos recifes.
Também ¢é freqiiente encontrar-se na composi¢do da microbiota simbidtica desses
animais muitas bactérias, ciliados, neméatodas e microcrusticeos, entre outros

organismos (COSTA et al., 2005). Em escleractinios, por exemplo, tém-se documentado
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a presenca de muitas diatomaceas e cianobactérias, e tém-se verificado que a
diversidade das diatomaceas ¢ elevada em hospedeiros sadios e diminui em espécimes
acometidos pelo fendmeno do branqueamento (COSTA et al., 2001b, 2004b).

O entendimentodo dos mecanismos de libera¢do das zooxantelas dos tecidos
dos corais ¢ ainda pequeno, porém a compreensdo destes mecanismos ¢ essencial para o
conhecimento de como o aumento ou declinio da temperatura da agua do mar, ou outros
estresses ambientais, desestabilizam as zooxantelas do tecido do hospedeiro (GATES et
al.. 1992) resultando em sua expulsdo, 0 que se pode traduzir em redugdo da
produtividade marinha, mudangas metabolicas como alteragdes nas taxas fotossintéticas
e respiratorias para o hospedeiro, e perdas de pigmentos fotossintetizantes para o
simbionte, podendo em casos extremos levar a morte dos corais.

Dentre 0s outros componentes da microbiota simbionte dos corais, destacam-se
as diatomaceas (Diatomoficeas ou Bacilarioficeas), que ocorrem em praticamente todos
os corpos d’agua (doce, salobra ou marinha), em lugares imidos, sobre o substrato de
praias areno-lodosas adjacentes a rios, lagos, estudrios ¢ 0 mar; muitas vivem como
epifitas de outras dguas e macrofitas aquaticas e outras como epizdicas, ou seja, vivendo
sobre animais.

A classificagio geral das diatomaceas bénticas inclui as seguintes categorias:
epifitas, que crescem sobre outras plantas; epipsamicas, que crescem nos intersticios dos
grios de areia; epipélicas, que crescem sobre sedimentos lodosos; endopélicas, que
crescem no interior de sedimentos lododos; epiliticas, que crescem aderidas a
superficies rochosas; endoliticas, que crescem dentro de cavidades rochosas; epizdicas,
que crescem sobre animais e “fouling”, que crescem aderidas a objetos colocados no
mar. As diatomaceas apresentam dimensdes que variam desde alguns micrometros, até
cerca de 2mm, sendo que a menor diatomacea conhecida é Cylindropyxis profunda, com
1.8 um e a maior é Ethmodiscus rex, com cerca de 2mm (CUPP, 1943).

A quebra da estabilidade entre os corais e as zooxantelas, afeta ambos os
parceiros da interagdo, mas pressupde-se, também, que a relagdo com as outras
microalgas também ¢é afetada quando em situagdes de estresses. O exemplo mais
classico deste fato é o evento do branqueamento que vem acometendo recifes de todo o
globo. O branqueamento é um fenémeno lesivo que vem desestabilizando os recifes de

corais do mundo todo, e muitos esforgos tém sido dispensados para tentar elucidar seus
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efeitos e caracterizar suas causas. Quando acometidos por este fendmeno, os corais
tornam-se visivelmente palidos, propensos a doengas e infecgdes por parasitas, reduzem
sua taxa de crescimento e reprodugdo e o ecossistema recifal como um todo se torna
mais fragil e vulneravel (COSTA et al., 2001b; GLYNN, 1993; GLYNN et al., 2001).

A principal causa tem sido associada ao aquecimento global (COSTA et al.,
2001b; FITT et al., 1993; GATES et al., 1992; GLYNN, 1983). Entretanto, tem-se
sugerido, também, que o fendmeno pode resultar do aumento e da redug¢do brusca da
temperatura superficial da dgua do mar (COSTA, 2006; COSTA et al., 2001b; FITT et
al.,1993; GATES et al., 1992; GLYNN, 1993), bem como varia¢cdes na intensidade
luminosa. na salinidade, poluigdo (GOREAU; MACFARLANE, 1990; SAXBY et al.,
2003) e na carga de material em suspensdo na dgua que pode resultar em soterramento
de col6nias em areas de intenso hidrodinamismo (COSTA, 2006).

A partir do aumento do branqueamento no mundo, esforcos foram dispensados
para tentar elucidar os efeitos lesivos desse fendmeno, bem como suas possiveis causas.
E sabido que durante a exposi¢io a altas temperaturas o hospedeiro perde seus
simbiontes por destacamento total de suas células da gastroderme, bem como pela perda
parcial de seus tecidos (GATES et al., 1992; WARNER et al., 1996). As pesquisas t€ém
relacionado essas perdas como resposta do hospedeiro e/ou do simbionte frente as
condi¢oes adversas do ambiente (WARNER, op. cit.).

Desde os primeiros relatos no inicio de 1970, tem havido um aumento constante
na documentacdo de doengas nos corais, sobretudo no oeste tropical do Oceano
Atlantico (WORK; AEBY, 2006; GREEN; BRUCKNER, 2000; SUTHERLAND,
PORTER; TORRES, 2004; WARD:; LAFFERRTY, 2004, WEIL, 2004). Muitas destas
doengas tém sido descritas muito grosseiramente com poucos esfor¢os na aplicagdo de
ferramentas padronizadas para determinar suas causas. Algumas exceg¢des incluem a
doenca da banda preta (Blach Band Disease) a primeira doencga registrada para coral no
Caribe (ANTONIUS, 1988; GARRETT; DUCKLOW, 1975; RICHARDSON 1998,
2004; RUTZLER et al., 1983), e branqueamento por vibrio-associados que ocorreu em
corais do mar Mediterrdneo e Mar Vermelho, as quais tém sido amplamente
caracterizadas a nivel da morfologia macroscopica, microscopica, fisiopatologia e

etiopatogenia (WORK; AEBY, 2006).
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Algumas das descrigdes existentes sdo ambiguas, abrindo margens para
interpretagdes subjetivas, gerando problemas de comparagdes geograficas. Devido as
descricdes de muitas doengas em corais ndo avangarem além de uma descri¢do
morfologica grosseira, estes autores chamam a atengdo para a necessidade de uma
abordagem sistematica a descri¢do das lesdes nos corais, de forma que possam ser
utilizadas em comparagdes geograficas.

Desde a descoberta da Black Band Disease (BBD), a primeira doenga registrada
para coral (ANTONIUS, 1988; GARRETT; DUCKLOW, 1975; RICHARDSON 1998,
2004; RUTZLER et al., 1983), mais de 35 tipos diferentes de doengas de corais foram
descritas nos recifes ao redor do mundo. E a quantidade de trabalhos publicados sobre o
assunto tem aumentado consistentemente nos ultimos 10 anos (WARD; LAFFERTY,
2004). A manifestagdo das doengas leva a desequilibrios na relagdo simbidtica que os
corais mantém com as suas zooxantelas (ANTONIUS, 1981; KACZMARSKY, 2006;
WEIL et al., 2006), resultando em intimeros maleficios ao ambiente recifal. Diversos
autores tém relacionado esses eventos com elevag@o da temperatura superficial da agua
do mar (ALKER et al., 2001; ANTONIUS, 1981, 1988; BORGER, 2005; CERVINO et
al., 2004; MARTINEZ; BAQUERO, 2002) e com impactos antropogénicos (LESSER,
2004), mas a etiologia da grande maioria delas ainda permanece obscura
(RICHARDSON, 1998; RICHARDSON: ARONSON, 2002; SUTHERLAND et al.,
2004).

A “Pink Blue Spot Sindrome™ (PBSS) — Sindrome da Mancha Rocha, foi
referida pela primeira vez para o coral Acropora eurystoma no Golfo de Eylat, Mar
Vermelho, onde se manifestou provavelmente em coldnias de dguas profundas, sem, no
entanto, ser letal, e sem inferir nos niveis de estocagem de lipideos. A sindrome
caracteriza-se pelo aparecimento de manchas de coloragdo roxa, principalmente em
areas das colonias susceptiveis a disturbios como em zonas de regeneragdo, dreas de
interagdo e zonas de crescimento, bem como na base da colonia. A mudanga na
coloragdo foi atribuida a um pigmento da familia de compostos das pociloporinas, com
peso molecular de 28,7 kD e pico maximo de absorgdo a 580 nm (BONGIORNO;
RINKEVICH, 2005).

A PBSS provavelmente ndo se trata de outro tipo de doenga de coral
(RICHARDSON, 1998; RICHARDSON; ARONSON, 2002), mas um sintoma induzido
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por condigdes locais de estresse. Todavia, mesmo ndo sendo letais, fendmenos como
esses chamam a ateng¢do, visto que podem ser interpretados como mecanismos de alerta
para indicar que perturbagdes ambientais consistentes estdo ocorrendo, a ponto de
provocar visiveis alteragdes em colonias sadias. Assim, essas sindromes mostram-se
como eficientes marcadores de qualidade ambiental, e precisam ser investigadas visto
que os recifes de coral sdo hoje foco de preocupa¢do mundial em decorréncia da
acentuada degradag¢do que vem acometendo esses ecossistemas. E por essa razdo que
Work; Aeby (2006) alertam que embora o estudo das doengas em corais seja recente,
tém implicagdes importantes para a conservagdo e saude dos recifes de coral

No que concerne ao estudo dos microssimbiontes associados a invertebrados
marinhos, no Brasil, as investigagdes a respeito s3o ainda recentes. Foi iniciado pelos
trabalhos pioneiros de Costa (1998), Costa (2001) e Costa (2006), que enfatizaram o
estudo das zooxantelas de corais escleractinios dos estados de Pernabuco e da Paraiba,
sob distintos aspectos: ecoldgico, fisiologico e molecular. Entretanto, apenas dois
trabalhos (COSTA et al., 2001a, 2004b) tem enfocado essencialmente as diatomaceas
epibiontes de corais como objeto de estudo.

O uso de técnicas de cultivo de microalgas associados aos corais representam
atualmente uma importante linha de investigagdo, tanto em pesquisa basicas
(bioquimica, fisiologia, ecologia, taxonomia, morfologia e genética), como aplicadas
(processos biotecnoldogicos), fatos que sdo suficientes para ressaltar a importincia
desses estudos. No Brasil, os estudos com microalgas em culturas vem se intensificando
e a maioria deles geralmente tem procurado esclarecer alguns mecanismos que
governam o crescimento e a fisiologia de espécies selecionadas, ou determinar os
fatores que condicionam o crescimento das espécies nas populagdes naturais.

Dentre os estudos ambientais realizados em dguas brasileiras usando culturas de
microalgas, detacam-se os trabalhos sobre decomposi¢do de algas de arribadas como
fontes de nutrientes para o crescimento das espécies (MELO et al., 1993; SASSI;
MOURA, 1988) e o efeito de detergentes (AIDAR et al., 1995), a atividade da nitrato
redutase na diatomacea marinha Bilddulphia longicruris (AIDAR et al., 1995), a
variagdo na composi¢do bioquimica de microalgas marinhas em cultivos, com énfase
nos efeitos da disponibilidade do elemento nitrogénio (LOURENCO, 1996). entre

outros. Mas o cultivo de microalgas associadas a corais, e o estudo de suas necessidades
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metabolicas e respostas fisiologicas a situagdes de estresse que podem ser importantes
para explicar a relagdo que elas mantém com seus hospedeiro e também a natureza

taxondomica dessas microalgas ndo foram amplamente abordadas.
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4- ESPECIE DE CORAL ESTUDADA

Atualmente no mundo cerca de 11.000 espécies de cnidarios ja foram descritas,
enquanto que para a costa brasileira, cerca de 470 espécies foram registradas
(MIGOTTO et al., 1999). No Brasil, os corais sdo pertencentes a trés Subordens
(Astrocoeniina, Fungiina e Faviina) e a 9 familias (Astrocoeniidae, Seriatoporidae,
Agariciidae, Siderastreidae, Poritidae, Faviidae, Astrangiidae, Meandriniidae e
Mussidae) (LABOREL, 1970).

A espécie de coral estudada nesta pesquisa, Siderastrea stellata, esta agrupada na
suborden Fungiina, a mesma € considerada endémicas do Brasil e ¢ encontrada com grande

facilidade na 4rea de estudo. Abaixo seguem as descrigdes caracteristicas desta espécie.

Siderastrea stellata Verrill, 1868

Siderastrea stellata é um coral que pode apresentar-se na forma de colonias de
formatos achatado, esférico (livre) e hemisférico, com didmetros variando de 10,25 mm
a 84,14 mm, sendo as variacdes nos didmetros dos coralitos em torno de 2,0 a 6,5 mm,
podendo estes, ser de formato predominantemente arredondado; no entanto, alguns
espécimes podem apresentar coralitos de formato alongado ou meandréide (SANTOS,
2003; SANTOS et al., 2004), possui muitas semelhangas com as espécies caribenhas,
porém com cdlices maiores, septos mais delicados e espagos interseptais mais largos
(LABOREL,1970; SANTOS et al., 2004).

A morfologia de S. stellata (Fig. 1) apresenta variagdo que distingue colonias de
aguas rasas daquelas de aguas profundas. As que vivem em dguas muito rasas sdo
geralmente pequenas (didmetro de 5-10 cm) e as colonias de dguas mais profundas sdo
maiores (didmetro superior a 20 cm) (LABOREL 1970; LEAO, 1986). As coldnias
apresentam formatos que variam de achatado, esférico (livre) e hemisférico, com
didmetros dos coralitos predominantemente arredondado; no entanto, alguns espécimes

podem apresentar coralitos de formato alongado ou meandréide (SANTOS et al., 2004).
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Fig. 1- Foto submarina do coral Siderastrea stellata nos recifes do Picdozinho, Jodo Pessoa - PB. Fotografia:
Cristiane Costa.

Quanto aos aspectos reprodutivos, tem-se demonstrado que S. stellata ¢ um
organismo gonocorico, que fertiliza e incuba internamente suas larvas, apresenta ciclo
reprodutivo anual e as desovas ocorrem no verdo. Sabe-se que os oocistos de S. stellata se
desenvolvem dentro dos mesentérios férteis sem a presenga de zooxantelas, sendo estas
adquiridas via polipo parenteral durando o estigio de desenvolvimento embrionério
(NEVES; SILVEIRA, 2003). As planulas sdo, portanto, lecitotroficas, sobrevivendo,
durante os primeiros estagios larvais, de suas proprias reservas e dos produtos
fotossintéticos de seus simbiontes (NEVES; SILVEIRA, 2003).

Este coral estd amplamente distribuido na drea de Abrolhos e em toda costa do
Estado da Bahia tendo, entretanto, um papel secundario na construgdo da estrutura dos
recifes desta localidade (LABOREL, 1970). Encontra-se também registrada para os
Estados de Rio Grande do Norte, Pernambuco, Ceara, Alagoas, Espirito Santo, Rio de
janeiro (LABOREL, op. cit.) e, Parcel do Manuel Luiz - MA (AMARAL et al., 2000). S.
stellata ocupa vérios extratos do recife, principalmente pogas entre marés ¢ pogas do
infralitoral (VERON, 2000). Na area de estudo, esta espécie € comumente encontrada entre
0 a 1,5 m de profundidade ficando expostos durante periodos de marés baixas, submetidos
a estresses foticos térmicos e ao soterramento (COSTA, 2006).
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5- METODOLOGIA
5.1- Area de estudo

Os recifes de corais brasileiros, unicos no Atlantico Sul, distribuem-se por cerca
de 2000 km da costa brasileira (CASTRO: PIRES, 1999). Exibem baixa diversidade de
corais (18 espécies de coral) comparado com os recifes do Caribe (LEAO et al., 2003;
SPALDING et al., 2001). De todas as estruturas recifais que ocorrem ao longo da costa
tropical brasileira, a costa da Bahia é a mais rica, tanto em recifes, quanto em fauna
coralinea. A drea recifal da regido do sul da Bahia ¢ a mais rica em fauna coralinea, além
de ser considerada a mais rica 4rea de recifes de corais do Oceano Atlantico (LEAO et al.,
2003; LEAO; KIKUCHL, 2005).

Os recifes do Picdozinho. localizados no litoral Sul de Jodo Pessoa — PB estdo
posicionados entre as coordenadas geograficas: 06° 427 057/7° 07" 30°" de Lat. S e 34°
48 37°°/34° 50" 00” de Long. W, e distam-se aproximadamente 1500 m da costa
(COSTA, 2001a). Possuem aproximadamente 300 m de comprimento e 150 m de
largura em sua maior extensdo e estdo alinhados em diregdo a praia (COSTA, 2001a;
YOUNG, 1984). Durante as marés baixas, estes recifes ficam descobertos o que permite a
formacdo de diversas pogas, que sdo geralmente recobertas por algas e grandes colonias de
zoantideos (Fig. 2). Estes recifes foram escolhidos porque, dentre os outros recifes da
Paraiba, sdo os mais ricos, em numero ¢ tamanho de colonias de corais e também
porque este ecossistema tem sido objeto de estudo de outros pesquisadores, o que

facilita o conhecimento para a descrigdo da area.
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Fig. 2- Recifes do Pic@ozinho, Jodo Pessoa - PB, area selecionada para o estudo. Fotografia: Cristiane
Costa (2001).

Os recifes do Cabo Branco (Fig.3), também localizados no litoral Sul de Jodo
Pessoa - PB estdo posicionados nas imediagdes das coordenadas 07°09°16”S e
34°48°17°W. Na area existe uma falésia ativa, localizada defronte a linha de recifes, e
um extenso terra¢o de abrasdo marinha do tipo arenitico-ferruginoso que se forma na
base da falésia. O hidrodinamismo local ¢ muito intenso e a area apresenta muitas
irregularidades, particularmente no que concerne ao substrato. Esses aspectos criam
uma enorme complexidade de habitat que favorecem a manutengdo de uma elevada
biodiversidade de organismos bénticos, os quais mostram, com freqliéncia, uma
distribuicdio complexa e irregular dependendo das variagdes dos diferentes tipos de
substratos ali existentes (COSTA, 2006; SASSI, 1987).
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Fig. 3- Recifes do Cabo Branco, Jodo Pessoa - PB, drea selecionada para o estudo. Fotografia: Cristiane
Costa (2006).

5.2- Coleta dos dados
5.2.1- Monitoramento do fenomeno do branqueamento ¢ alterag¢des na coloracio
em colbnias de S. stellata

Durante o periodo de setembro de 2008 a maio de 2009 foi monitorado o
fendmeno do branqueamento e alteragdes na coloragdo, em 560 colonias do coral S.
stellata nos recifes do Picdozinho, Jodo Pessoa — PB. A pesquisa de campo consistiu na
anélise da freqiiéncia de colonias sadias, branqueadas, pélidas e roxas do coral S.
stellata. Foram realizadas inspegdes visuais das coldnias, anotando-se os didmetros e o
padrdo de coloragdo das mesmas em prancheta de PVC. Ao mesmo tempo foram
coletados exemplares sadios, branqueados, palidos e roxos (n=4 para cada situagdo)
para andlise das zooxantelas e dos outros microssimbiontes. Em laboratério, o tecido de
cada fragmento coletado foi extraido por jato de compressdo a ar (Water Pick®),
homogeneizado mecanicamente e fixado em Lugol, e posteriormente foi analisado
microscopicamente. Em tais analises foram determinados o indice mitético, a densidade
populacional e o didmetro celular das zooxantelas presentes no tecido do coral,
seguindo o protocolo de Costa et al, (2008). Concomitante aos trabalhos de campo, e
como suporte para a interpretagdo dos dados biolégicos, dados hidrologicos
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(temperatura superficial e salinidade da agua, material em suspensdo e oxigénio
dissolvido) e climatologicos (indices pluviométricos, obtidos junto a EMATER -
Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural da Paraiba - através do site
http://emater.no-ip.org/v2/) da éarea de estudo e do periodo estudado foram

determinados.

5.2.2- Analise da microbiota associada a S. stellata
5.2.2.1- Ciclo anual das zooxantelas de S. srellata

Para o desenvolvimento desta etapa da pesquisa foi coletado mensalmente nos
recifes do Picdozinho, Jodo Pessoa - PB, durante o periodo de setembro de 2008 a maio
de 2009 quatro exemplares sadios do coral S. stellata. utilizando martelo e ponteira. Os
exemplares coletados foram colocados em recipientes de vidro com agua do mar do
local de coleta, e transportados, em condigdes herméticas para o Laboratério de Estudos
Ambientais (LEA/UFPB) onde foram efetuadas extra¢des dos tecidos dos corais por
meio de jatos de compressdo a ar (Water Pick®) para a determina¢do da densidade
populacional, indice mitético e didmetro celular das zooxantelas. O tecido extraido foi
homogeneizado mecanicamente, fixado em Lugol e analisado em microscépio binocular
no laboratorio didatico do Curso de Licenciatura em Biologia da UFCG/CES. As
andalises das zooxantelas foram efetuadas em camara de Fuchs Rosenthal (n= 4 por
exemplar) e expressas em termos de numero de células por centimetro quadrado do

esqueleto do coral, conforme técnica de Marsh (1970).

5.2.2.2- Anilise taxonomica das diatomiceas associadas a S stellata

Amostras (n=30) de tecidos extraidos de coldnias sadias previamente coletadas
nos recifes costeiros do Cabo Branco, Jodo Pessoa - PB durante os anos de 2007, 2008 e
2009 e que se encontravam preservadas em solugdo de formol a 4%, foram submetidas
ao processo de oxidagdo das frastulas das diatomaceas seguindo-se a metodologia de
Hasle e Fryxel (1970), visando andlises das diatomaceas em microscopia oOptica. O
procedimento consistiu em agrupar as amostras por esta¢do climatica (seca e chuva)
para analises posteriores.

Em seguida, parte das amostras foi utilizada para confec¢do de laminas

permanentes para analise em microscopia Optica. Para tal, foram confeccionadas
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laminas permanentes de cada amostra, usando a resina Cumar-R9 dissolvida em xilol.
Cada amostra assim preparada foi examinada em microscopio binocular em aumentos
de até 400x no laboratério didatico do Curso de Licenciatura em Biologia da
UFCG/CES As imagens obtidas pela microscopia Optica foram arquivadas em
computador. Posteriormente, as mesmas foram identificadas, utilizando como
referéncias basicas os trabalhos classicos de Cupp (1943)., Hendey (1964), Husted
(1930), Pacobahyba (1992), Peragallo (1897-1908), Ricard (1987), Silva-Cunha e
Eskinazi-Lega (1990), entre outros. A nomenclatura das espécies identificadas foi
atualizada usando a base de dados disponivel no catadlogo do WORMS (World Register
of Marine Species), disponivel em http://www.marinespecies.org/about.php.

5.3- Culturas monoespecificas de diatomaceas associadas ao corai S. srellata
Colonias sadias do coral S. stellata foram coletadas durante o periodo de margo
a junho de 2010 nos recifes do Cabo Branco. As amostras foram levadas ao
LEA/UFPB, onde o tecido das mesmas foi extraido com jato de compressdo a ar (Water
Pick®). Gotas do material extraido foram inoculadas em meios de cultura (Meio
Conway; WALNE, 1966 e Meio F2; GUILLARD; RYTHER, 1962), em tubo de ensaio
de 5 ml e mantidos em camara de cultura climatizada, dotada de ldmpadas

fluorescentes, com fotoperiodo de 12 horas (Fig. 4).
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Fig. 4- Camara de cultura de microalgas do Laboratério de Estudos Ambientais da Universidade Federal
da Paraiba (LEA/UFPB). Fotografia Cristiane Costa. (2011).

O material foi examinado sob microscopio e as amostras que apresentaram
crescimento de células foram purificadas usando micropipetas capilares sob
microscopio e repicagens sucessivas, obtendo-se cultivos unialgais. Curvas de
crescimento das espécies isoladas foram elaboradas na cdmara de culturas do
Laboratério de Estudos Ambientais (LEA/UFPB) para caracterizar o potencial de
crescimento das espécies nos meios de culturas usados. O acompanhamento dos
cultivos foi feito através de contagens celulares em cdmara de Fuchs-Rozenthal num

microscopio Leica.

5.4- Tratamento dos dados

As andlises estatisticas foram efetuadas com o programa Statistica 7.0, com 5%
de nivel de significdncia, seguindo as recomendagdes de Sokal e Rohlf (1983). A
homocedasticidade das varidncias de todos os parametros da microbiota associada aos
escleractinios estudados foi confirmada utilizando o teste de Levene. As médias das

variaveis (densidade populacional, didmetro celular e indice mitético das zooxantelas e
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a densidade populacional dos outros microorganismos associados) analisadas ao longo
do periodo setembro de 2008 a maio de 2009 foram comparadas por analise de variancia
(ANOVA) e teste HSD de Tukey. O Teste-f de Student foi aplicado para comparar as
diferengas nas médias dos parametros dos simbiontes analisados entre as esta¢des de
chuva e seca. Andlise de Correlagdo Multipla de Spearman examinou as associagdes
entre os parametros abioticos (temperatura e salinidade da 4gua, oxigénio dissolvido,
material em suspensdo e indice pluviométrico) e as variagdes nos pardmetros das
zooxantelas de colonias de S stellata com alteragbes na cor. Quando a
homocedasticidade das varidveis ndo foi confirmada, analises ndo paramétricas foram

aplicadas.
5.5- Normatizacio do Texto

O texto e as referéncias bibliograficas seguiram a Associa¢@o Brasileira de

Normas Técnicas (ABNT), do ano de 2002.
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6- RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1- Monitoramento do fenémeno do branqueamento ¢ alteracdes na coloraciio em
colénias de S. stellata

As varidveis ambientais dos recifes do Picdozinho — PB, registradas para o
periodo de setembro de 2008 a maio de 2009 estdo apresentadas na tabela 1 e
demonstraram maior valor para a temperatura no més de janeiro de 2009 e menor em
maio de 2009. A salinidade foi maior em novembro e dezembro de 2008 ¢ menor em
maio de 2009, a taxa de material em suspensdo foi maior em outubro de 2008 € menor
em mar¢o de 2009, os teores de oxigénio dissolvido na dgua foram maiores em
setembro de 2008 e menores em abril de 2009 e o indice pluviométrico atingiu seu
maximo de 540mm em abril de 2009 e o minimo de 5,0mm em novembro de 2008.

Tabela 1— Valores médios mensais das variaveis ambientais dos recifes do Picdozinho, Jodo Pessoa - PB,
referente ao periodo de setembro de 2008 a maio de 2009. (T= Temperatura da superficie da agua; [IPM=
indice Pluviométrico Mensal; Sal.= Salinidade; MS= Material em Suspensio e OD= Oxigénio

Dissolvido).
Meses Estagbes T (°C) Sal. MS oD OD (%) IPM
climaticas (mg/l)  (mg/L) (mm)
Set/08 Seca 27,6 36,0 13,23 10,41 161,95 86,7
Out/08 Seca 28,1 37,0 31,0 6.87 108,36 443
Nov/08 Seca 284 38,0 15,57 6,81 108,51 5,0
Dez/08 Seca 28,6 38,0 17,33 5,51 88,12 57,2
Jan/09 Seca 30,2 37,0 10,73 7.38 120,37 57,7
Mar/09 Chuva 28.6 38, 6,10 6,72 107,43 139.0
Abr/09 Chuva 28,0 36,0 11,97 5.48 85,78 5404
Mai/09 Chuva 270 35,0 10,27 7,14 109,27 521,2

Em vermelho = maiores valores e Em azul =menores valores
Das 560 colonias monitoradas ao longo do periodo de estudo foi observado
colonias nas condi¢gdes sadia, palida, branqueada e roxa (Fig. 5). sendo a maior
freqiiéncia de ocorréncia registrada para as colonias palidas (44,5%) e a menor para as
colonias roxas (5,4%) (Fig. 6).
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Fig. 5- Alteragdes na coloragdo das coldnias do coral Siderastrea stellata dos recifes do Picdozinho, Jodo
Pessoa, PB, observadas durante o periodo de setembro de 2008 a maio de 2009. (a= col6nia sadia, b=

colénia pélida, c= colonias branqueada, d= colonia roxa). Fotografia: Cristiane Costa.

B Col Sadia OCol. BR OCol. Palida ®m Col. Roxa

5.4
30,7

Fig.6- Percentual das alteragdes na coloragdo das coldnias de Siderastrea stellata observadas nos recifes
do Picdozinho, Jodio Pessoa — PB, analisadas durante o periodo de setembro de 2008 a maio de 2009.

(Col. = col6nia; BR = branqueada).

Considerando os dados mensais do monitoramento, observou-se que as colonias
palidas ocorreram em todos os meses e tiveram maior freqiiéncia no periodo de outubro

a dezembro de 2008. Colonias branqueadas, por outro lado, foram mais freqiientes no
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periodo de margo a maio de 2009, representando o periodo chuvoso. Col6nias roxas
ocorreram nos meses de dezembro de 2008 e janeiro de 2009 (Fig. 7). Os dados aqui
apresentados corroboram os achados de Costa (2006) que afirma que nos recifes do
nordeste brasileiro o fendmeno do branqueamento nio esté necessariamente relacionado
com o aumento da temperatura da dgua, como tem sido considerado nos trabalhos de
Fitt et al. (2000), Glynn et al. (2001), etc., e sim com caracteristicas particulares da érea
de estudo, alto hidrodinamismo, sedimentagdo, etc..
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Fig. 7- Percentual das alteragdes na colorag@o nas colbnias de Siderastrea stellata dos recifes do
Picdozinho, Jodo Pessoa — PB, observada durante o periodo de setembro de 2008 a maio de 2009.

As analises das colonias em condigdes alteradas revelaram redug@o na densidade
das zooxantelas nas coldnias branqueadas, pélidas e roxas, em relagdo aos valores das
colonias sadias (Fig. 8). Por outro lado, o indice mitotico das zooxantelas foi maior nas
colénias branqueadas e roxas em relagdo as colonias sadias (Fig. 9). Da mesma forma se
comportou o didmetro celular das zooxantelas cujas colonias palidas e branqueadas
detiveram os maiores diametros celulares e as roxas os menores (Fig. 10).

Fitt et al. (1993) ja haviam relatado comportamento inverso entre a densidade
populacional das zooxantelas e o indice mitotico das mesmas, quando as colénias eram
afetadas pelo fendmeno do branqueamento. Esse comportamento pressupde
oportunismo e adaptabilidade, ou seja, as zooxantelas precisam responder rapidamente
as condi¢des do meio, para garantir o carater homeostitico da relagdo com seus

hospedeiros, quer seja aumentando as taxas de divisdo celular e com isso a densidade
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das células, ou as concentragdes de pigmentos fotossintetizantes, como observado por
Costa (2006) para exemplares de S. stellata coletados nos recifes do Cabo Branco, Jodo
Pessoa - PB.

Zooxantelas x 10%/cim?

Sd Pa BR Roxa

Fig. 8- Valores médios da densidade populacional das zooxantelas de coldnias sadias e com coloragdes \
alteradas do coral Siderastrea stellata dos recifes do Picdozinho, Jodo Pessoa — PB, analisadas durante o 1
periodo de setembro de 2008 a maio de 2009. (Sd= sadia; Pa= Pélida; BR= Branqueada). 4

Indice mitdtico (%)

Sd Pa BR Roxa

Fig. 9- Valores médios do indice mit6tico das zooxantelas de col6nias sadias e com coloragdes alteradas
do coral Siderastrea stellata dos recifes do Picdozinho, Jofio Pessoa — PB, analisadas durante o periodo de
setembro de 2008 a maio de 2009. (Sd= sadia; Pa= Péalida; BR= Branqueada).
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Fig. 10- Valores médios do didmetro celular das zooxantelas de colénias sadias e com coloragdes
alteradas do coral Siderastrea stellata dos recifes do Picdozinho, Jodo Pessoa — PB, analisadas durante o
periodo de setembro de 2008 a maio de 2009. (Sd= sadia; Pa= Pélida; Br= Branqueada)

Analisando as varidveis ambientais e o comportamento dos simbiontes em
coloénias com alteragdes na cor, percebeu-se que mais de uma variavel influenciou
significativamente no comportamento das zooxantelas (Correlagdo de Spearman,
p<0,05; Tabela 2), a temperatura e a salinidade da agua, chuva e oxigénio dissolvido,
por exemplo, mostraram relagdo com as variagdes mensais registradas para as
zooxantelas de S. stellata para o periodo de setembro de 2008 a maio de 2009,

sugerindo sincronicidade entre tais parametros.

Tabela 2- Correlagdo de Spearman entre as varidveis ambientais mensais e os pardmetros das zooxantelas
das coldnias de S. stellata com alteragdes na coloragéo, coletadas nos recifes do Picdozinho, Jodo Pessoa
— PB, durante o periodo de setembro de 2008 a maio de 2009. (OD= Oxigénio Dissolvido; MS= Material
em Suspensio; Dia= Diametro; Den= Densidade; IM= indice Mitético; Pa.= Pélida; BR= Branqueada;

Rox= Roxa)
Variaveis Varidveis das zooxantelas
ambientais Dia Dia Dia Den Den Den M M ™M

Pa. BR Rox Pa. BR Rox Pa. BR Rox

Temperatura ('C) 0,52 -0,03 -0,18 0,20 039 -0,61 0,14 -0,55% 0,27

Salinidade 0,21 0,27 0,22 0,62* 0,34 -0,16 -0,10 -0,61* 0,11
Chuva (mm) 020 0,12 -0,79%* -0,75 -0,26 -0,79* 0,30 047* 0,22
OD (mg/L) -0,20 -0,38 0,74* 0,76* 0,01 0,83* -0,30 -0,04 -0,24
MS (mg/L) -0,59 -022 -0,18 036 0,01 044 -0,34 0,22 -0,39

*Correlagdo significativa para p<0,05
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A coloragdo roxa observada em S. stellata, provocou perda de zooxantelas e
possivelmente redugdo na biomassa do tecido do coral. Esta alterac@o de cor pode estar
associada a mecanismos fotoprotetivos contra raios ultravioletas, como sugerido por
Dove et al. (1995, 2001), Salih et al. (2000), Roth et al. (2010), entre outros. No entanto,
mesmo ndo sendo letais fendmenos como esses chamam a atengéo, visto que podem ser
interpretados como mecanismos de alerta para indicar que perturbagdes ambientais
consistentes estdo ocorrendo a ponto de provocar visiveis alteragdes em colonias sadias
desse cnidério. Por outro lado, Weil et al. (2006) chama atengdo para o aparecimento de
sindromes e doengas nos cnidérios dos recifes do mundo inteiro, visto que tais eventos
tém sido apontados como as principais causas do declinio da biodiversidade desses
ecossistemas.

Ressalta se, contudo, que alteragdes nos pardmetros das zooxantelas de colonias
branqueada e/ou com alteragdes na cor, influenciadas pelas flutuagdes das varidveis
ambientais tem sido registradas por diversos pesquisadores como Costa et al. (2001a),

Fitt et al. (2000), entre outros.

6.2- Anilise da microbiota associada a S. stellata
6.2.1- Ciclo anual das zooxantelas de S. stellata

As coldnias sadias do coral S. stellata, coletadas no periodo de setembro de 2008
a maio de 2009 apresentaram flutuagdes mensais na densidade populacional, indice
mitético e didmetro celular das zooxantelas ao longo do periodo estudado. As maiores
densidades médias ocorreram em setembro e outubro de 2008 e as menores em janeiro
de 2009 ndo sendo significativas essas flutuagdes (ANOVA, p>0,05: Fig. 11). Da
mesma forma o indice mitético das zooxantelas apresentou variagdes mensais ndo
significativas, com maiores valores médios em novembro de 2008 ¢ menores em margo
e abril de 2009 (ANOVA, p>0.05; Fig. 12). O diametro celular das zooxantelas, no
entanto, apresentou flutuagdes significativas ao longo do periodo estudado, com valores
médios significativamente maiores em margo de 2009 e significativamente menores em

maio de 2009 (ANOVA e Teste HSD de Tukey, p<0.05; Fig. 13).
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Fig. 11- Densidade média das zooxantelas de Siderastrea stellata dos recifes do Picdozinho, Jodo Pessoa

— PB, analisadas durante o periodo de setembro de 2008 a maio de 2009.
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Fig. 12- Indice mitético médio das zooxantelas de Siderastrea stellata dos recifes do Piciozinho, Jodo

Pessoa — PB, analisadas durante o periodo de setembro de 2008 a maio de 2009.
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Fig. 13- Didmetro celular médio das zooxantelas de Siderastrea stellata dos recifes do Picdozinho, Jodo

Pessoa — PB, analisadas durante o periodo de setembro de 2008 a maio de 2009.

Todas as variaveis das zooxantelas de S. stellata analisadas durante as estagdes
climaticas (seca e chuva) apresentaram maiores valores durante a estagdo seca e
menores na chuvosa (Figs. 14, 15 e 16), no entanto diferencas significativas entre as
estacoes climaticas foram observadas apenas para a densidade populacional e o indice
mitotico (Teste-# de Student, p<0.05). Chama-se atengd@o para os dados de temperatura,
salinidade e taxa de material em suspensdo que foram em média maiores nos meses

secos em relacdo aos meses chuvosos (Tabela 1).
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Fig. 14- Densidade média das zooxantelas de Siderastrea stellata dos recifes do Piclozinho, Jodo Pessoa
— PB, analisadas durante as estagdes de seca e chuva do periodo de setembro de 2008 a maio de 2009 (*=
p<0,05; Teste-r de Student).
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Fig. 15- indice mitético médio das zooxantelas de Siderastrea stellata dos recifes do Picdozinho, Jodo
Pessoa — PB, analisadas durante analisadas durante as estagdes de seca e chuva do periodo de setembro de
2008 a maio de 2009 (*= p<0,05; Teste-7 de Student).
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Fig. 16- Diametro celular médio das zooxantelas de Siderastrea stellata dos recifes do Picfiozinho, Jodo
Pessoa — PB, analisadas durante analisadas durante as estacdes de seca e chuva do periodo de setembro de

2008 a maio de 2009.

Dados similares aos encontrados nesta pesquisa foram registrados por Costa et
al. (2005) para varias espécies de corais inclusive S. stellata, durante os anos de 2002 e
2003, e por Amorim (2009) para o hidroide calcario Millepora alcicornis, no mesmo
ambiente. Sassi (1987) também considera que existe uma participagdo efetiva das
varidveis ambientais na dindmica sazonal do fitoplancton dos recifes do Cabo Branco,
Jodo Pessoa — PB, localizado ao sul da area estudada, sendo o mesmo verificado por
Eloy (2005) em zooxantelas hospedadas pela espécie de zoantideo Palythoa
caribbaeorum e por Costa (2006) em S. stellata. Outros autores como Fitt et al. (2000) e
Verde e McCloskey (1998) também ja haviam apontado influéncias dos pardmetros

ambientais no comportamento das zooxantelas dentro dos tecidos de seus hospedeiros.

6.2.2- Analise taxondmica das diatomdaceas associadas a S srellata

O processo de oxidagdo das fristulas das diatomaceas mostrou-se muito

eficiente para as amostras de coral dos anos de 2007, 2008 e 2009, possibilitando a
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identificagdo de diversas diatomaceas representantes das ordens Penales e Centrales,
vivendo como organismos epibiontes do coral S. stellata.

No material oxidado, foram encontradas 1.136 diatoméceas, pertencente a 39
géneros e 28 espécies, entretanto, o nimero de exemplares ndo identificados foi
expressivo, evidenciando com isso a importdncia de trabalhos voltados para a
taxonomia desses organismos associados a corais. Todas as diatomdceas encontradas
sdo representantes comuns na zona litoral, onde ocorrem como organismos
epibentonicos ou no plancton. Os géneros mais freqiientes foram Amphora, Cocconeis,
Cyclotela, Diploneis, Grammatophora, Paralia, Navicula, Nitzschia, Synedra, Surirella
e Trachyneis. Fotografias obtidas em microscopio dptico dos taxa mais representativos

sdo apresentadas na prancha 1.

Prancha 1- Diatoméceas epibiontes visualizadas nas ldminas permanentes de amostras oxidadas do coral
Siderastrea stellata, coletado nos recifes do Cabo Branco, Jodo Pessoa — PB, durante os anos de 2007,
2008 e 2009. Fotografias obtidas em microscopio optico Leica, em aumento de 400x (1. Coscinodiscus
sp; 2. Actinoptychus campanulifer; 3. Cyclotella meneghiniana; 4.; 5. Diploneis smithii; 6. Surirella
fastuosa; 7. Psammodictyon panduriforme; 8. Amphora eunotia; 9. Amphora sp; 10. Trachyneis aspera;
11. Navicula sp; 12. Synedra formosa; 13. Pinnularia sp; 14. Climacosphenia moniligera; 15. Terpsinoe
musica; 16. Triceratium antediluvianum; 17. Triceratium pentacrinus; 18. Triceratium sp; 19. Odontella
dubia; 20. Triceratium sp; 21. Plagiogramma pulchellum; 22. Grammatophora hamulifera; 23.
Mastogloia splendida; 24. Cocconeis sp; 25. Podocystis adriatica;, 26-32 Diatomaceas ndo identificadas.

I..
s. .
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A andlise dos periodos climaticos revelou maior diversidade e maior percentual

de diatomaceas associadas a S. stellata durante as chuvas e menor na seca (Fig. 17 e
Tabela 3), o que permite deduzir-se que nessa época do ano persistem condi¢des mais
favoraveis ao desenvolvimento desses microssimbiontes em corais, reforgando assim o

seu cardter de bioindicadores de qualidade ambiental. E ainda, a constatagdo de

flutuagdes sazonais na quantidade desses microssimbiontes demonstra que muito ainda
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se faz necessario para entender a ecologia do hospedeiro e suas estratégias para superar

as alteragdes ambientais.

-

888833888
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Percentual das diatomaceas (%)

Chuva

Estagdes climaticas

Fig. 17- Percentual das diatoméceas epibiontes observadas nas ldminas permanentes do coral Siderastrea
stellata coletado nos recifes do Cabo Branco, Jofio Pessoa — PB, durante os anos de 2007, 2008 e 2009.

Tabela 3- Diatoméceas epibiontes encontradas em amostras de Siderastrea stellata dos recifes costeiros
do Cabo Branco,Jodio Pessoa - PB,coletadas nos anos de 2007, 2008 e 2009. O circulo escuro contendo o
nimero | (@) corresponde aos géneros que foram mais conspicuos nas amostras examinadas.

DIATOMACEAS ESTACOES CLIMATICAS
Seca __Chuva
Achnanthes sp X
Actinoptychus campanulifer A. Schmidt, 1875 X
Amphora sp Xe X0
Anorthoneis excentrica (Donkin) Grunow, 1867 X
Coscinodiscus asteromphalus Ehrrenberg, 1844 X
Coscinodiscus obscurus A. Schmidt, 1878 X
Campylodiscus sp X
Caloneis X
Campyloneis grevillei var. argus X
Climascophenia moniligera Ehrenberg, 1841 X X
Cyclotella meneghiniana Kiitzing, 1844 X X0
Cyclotella striata (Kiitzing) Grunow in Cleve & Grunow, 1880 X
Cocconeis scutellum Ehrenberg, 1838 X X
Cocconeis sp X0 X0
Coscinodiscus sp X X
Diatoma hyemalis (Roth) Heiberg, 1863 X
Diploneis crabro Ehrenberg, 1844 X0
Diploneis smithii (Brébisson in W. Smith) P.T. Cleve, 1894 X X0
Frustulia rhomboides (Ehrenberg) De Toni, 1891 X X
Grammatophora hamulifera Kiitz., 1844 X0 Xo
Grammatophora marina (Lyngbye) Kiitzing, 1844 X X
Grammatophora oceanica var. adriatica (Grunow) Cleve-Euler, 1953 X X
Grammatophora oceanica var. macilenta (W. Sm.) Grun., 1862 X
Gyrosigma sp X
Hemidiscus sp X
Hyalodiscus sp X X
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Licmophora abbreviata C.A. Agardh, 1831
Mastogloia splendida (Greg.) Cleve, 1896

Navicula sp

Nitzschia sp

Odontella dubia (Brightw.) Cleve, 1901

Paralia sulcata (Ehrenberg) P.T. Cleve, 1873
Pinnullaria sp

Pleurosigma sp

Plagiogramma pulchellum Greville

Plagiotropis lepidoptera (Gregory) Kuntze, 1898
Podocystis adriatica (Kiitzing) Ralfs, 1861
Psammodictyon panduriforme (Greg.) Mann
Rhaphoneis amphiceros (Ehrenberg) Ehrenberg, 1844
Rhopalodia musculus (Kiitzing) O.F. Miiller, 1900
Skeletonema sp cf S. costatum (Greville) P.T. Cleve, 1878
Surirella fastuosa (Ehrenberg) Kiitzing, 1844
Surirella sp

Synedra formosa Hantzsch, 1863

Synedra sp

Terpsinoe musica Ehrenberg

Thalassiosira sp

Trachyneis aspera Cleve

Triceratium favus Ehrenberg, 1840

Triceratium favus var. quadrata A. Grunow
Triceratium antediluvianum (Ehrenberg) Grunow in Hustedt, 1927
Diatomaceas ndo identificadas

X0
X0

X0

P

Pl i P

o< A

X

X0
X0

X0
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Algumas consideragdes ecologicas das espécies mais representativas sdo

apresentadas a seguir, segundo as obras cldssicas de Peragallo (1897-1908), Husted

(1930), Cupp (1943), Hendey (1964) e Ricard (1987).
1. Actinoptychus campanulifer A. Schmidt, 1875

Espécie marinha neritica planctonica, mesohalobia e eurihalina. Medida: de 30-

63 pm de didmetro.

2. Climascophenia moniligera Ehrenberg, 1841

Marinha, neritica, epifitica e de ampla distribuicdo geografica. Medida: 245 um

de comprimento e 27 pm de largura.

3. Coscinodiscus asteromphalus Ehrrenberg, 1844.

Espécie marinha, pertencente a Ordem Centrales, comumente encontrada em

amostras de plancton, eurihalina e mesohalobia.

4. Coscinodiscus asteromphalus Ehrrenberg, 1844

Espécie marinha, neritica, holoplanctonica e cosmopolita pertencente a Ordem
Centrales, comumente encontrada em amostras de plancton. Euhalobia e eurihalina.

Medida: 130 pm de didmetro.
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5. Coscinodiscus obscurus A. Schmidt, 1878

Espécie marinha neritica, pertencente & Ordem Centrales, comumente
encontrada em amostras de plancton. Medida: 65 pum de didmetro
6. Cyclotella meneghiniana Kiitzing, 1844

Cosmopolita de dguas doces e salobras. Ocasionalmente encontrada no plancton
litoraneo. Oligohalo6bia e hal6fila. Medida: 15 um de diametro.

7. Cyclotella striata (Kiitzing) Grunow in Cleve & Grunow, 1880

Espécie caracteristica das aguas salobras, também marinha desce o estudrio pelo
curso dos rios até as aguas quase doces, mesohalobia, eurihalina e cosmopolita. Medida:
35 um de diametro.

8. Diploneis smithii (Brébisson in W. Smith) P.T. Cleve, 1894

Espécie marinha de ampla distribuicdo geografica nos litorais, lagunas costeiras
¢ estuarios. Também sdo encontradas no sedimento. Eurihalina. Medida: 42 um. de
comprimento ¢ 21 um de largura.

9. Grammatophora marina (Lyngbye) Kiitzing, 1844

Espécie marinha, cosmopolita, litoral, epifita e ocasional no plancton.
Polihaldbia.

10. Grammatophora oceanica var. adriatica (Grunow) Cleve-Euler, 1953

Espécie marinha neritica, cosmopolita, epifitica e ocasionalmente no plancton.
Euhaldbia e eurihalina. Medida: de 35 -105 um de comprimento €16-29 pm de largura.
11. Grammatophora oceanica var. macilenta (W. Sm.) Grun., 1862

Variedade marinha litoral de ampla distribui¢do geografica, geralmente
acompanha a espécie.

12. Mastogloia splendida (Greg.) Cleve, 1896

Marinha epifita em mares tropicais e temperados.
13. Paralia sulcata (Ehrenberg) P.T. Cleve, 1873.

Espécie marinha, neritica bentonica, ocasional no plancton, ticopelagica e de
ampla distribuicdo geografica. Polihalébia e eurihalia. Medida: de 26-35 pum de
didmetro.

14. Psammodictyon panduriforme (Greg.) Mann
Marinha litoral, ocasional no plancton, mesohalébia e eurihalina. Cosmopolita.

15. Plagiogramma pulchellum Greville
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Espécie marinha litoral, euhalobia.
16. Rhaphoneis amphiceros (Ehrenberg) Ehrenberg, 1844

Marinha planctonica, em aguas tropicais.
17. Rophalodia musculus (Kiitzing) Muller

Espécie de aguas salobras, nos litorais, em estudrios e lagunas costeiras.
Cosmopolita, mesohalébia e eurihalina. Medida: 26 pm de comprimento e 14 pm de
largura.
18. Surirella fastuosa (Ehrenberg) Kiitzing, 1844

Espécie marinha, neritica, cosmopolita, ocorre também em estuarios e em dguas
salobras. Eurihalina. Medida: 59,5 pym de comprimento e 41 um de largura.
19. Terpsinoe musica Ehrenberg

Espécie de ampla distribui¢do nas aguas salobras e particularmente em zonas
quentes. Mesohaldbia e eurihalina Medida: 132 um de comprimento e 53 pm de
largura, na vista valvar.
20. Triceratium favus Ehrenberg, 1840

Espécie marinha, neritica, planctonica, cosmopolita, euhalébia e eurihalina.
21. Triceratium favus var. quadrata A. Grunow

Variedade marinha neritica, principalmente em aguas salobras. Medida: 90,2 um
de largura, correspondente aos angulos apicais e 47,5 um de largura no nivel médio das
escavagoes.
22. Triceratium antediluvianum (Ehrenberg) Grunow in Hustedt, 1927

Variedade marinha, neritica. epifitica e meroplanctonica. Medida: de 42-52 pm
de largura, ao nivel das escavagdes. De 90-93 pm de largura, correspondendo aos

angulos apicais.

A ocorréncia de grande variedade de outros microssimbiontes associados a
cnidérios ja havia sido destacada na literatura, a exemplo de Piyakarnchana et al. (1986)
em sete espécies de corais do Golfo da Taildndia, Costa et al. (2001b, 2004a) em cinco
espécies de corais do litoral sul de Pernambuco, Brasil; Eloy (2005), no zoantideo
Palythoa caribbaeorum dos recifes costeiros da Ponta do Seixas, Jodo Pessoa, PB, e
Amorim (2009), no hidréide calcario Millepora alcicornis dos recifes do Picdozinho

Jodo Pessoa. PB. Esses autores também observaram a ocorréncia de alteragdes no
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percentual desses microssimbiontes associados as variagdes principalmente da chuva e
da temperatura superficial da dgua do mar, indicando que estes pardmetros interferem
no comportamento sazonal desses microorganismos que vivem associados a cnidarios.
A acdo de variaveis ambientais sobre a dinamica sazonal do fitoplancton dos recifes do
Cabo Branco também foi ressaltado por Sassi (1987).

O papel que esses outros microssimbiontes exercem em seus hospedeiros ainda €
obscuro, visto que a maioria pode ocorrer como organismos epibiontes, possivelmente
oportunistas (COSTA et al., 2001a, 2004b). Entretanto, parece 6bvio que sua presenga €
mais diversificada e abundante em cnidarios que produzem mais muco, como em S.
stellata e P. caribbaeorum. E possivel que esses organismos sejam capturados pelo
muco, juntamente com outras formas de matéria orgdnica particulada. O material
capturado € transportado por sobre a superficie do coral por correntes ciliares e liberado
para a 4agua em tal magnitude que o muco pode ser a forma dominante de matéria
orgénica ao redor dos recifes (WILD et al., 2004).

Desde que os organismos dos recifes de corais podem tolerar limites estreitos de
condigdes ambientais e sdo sensiveis as mudangas do ambiente (MAYAL et al., 2009),
pode-se presumir que esses microssimbiontes sejam eficientes indicadores das
condi¢des de saude dos corais e de outros cnidérios, podendo ser usados juntamente
com as zooxantelas como verdadeiros termometros marinhos para avaliar a saude dos
recifes, fatos que sugerem que os estudos desses organismos necessitam ser mais

difundidos.

6.3 Culturas monoespecificas de diatomaceas associadas ao coral S. srellata

Durante o periodo de margo a junho de 2010 foram obtidas culturas unialgais de
diversas diatoméceas associadas a exemplares sadios de S. stellata, sendo que foram
trabalhadas nesta parte da pesquisa as espécies Cylindrotheca closterium (Ehrenberg)
Reiman & Lewin, 1964 (Fig.18) e Entomoneis alata (Ehrenberg) Ehrenberg, 1845 (Fig.
19), que tiveram suas curvas de crescimento caracterizadas em meio Conway.

Entomoneis alata possui frustula constricta na sua porg¢do mediana, retorcidas
em forma de oito, valvas lineares com &pices agudos, possuindo na érea axial uma
quilha sigméide que inclui a rafe, sendo a superficie da valva estriada. A regido

conectival é composta de numerosas bandas, finamente estriadas (RICARD, 1987).
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Segundo Moreira Filho et al. (1999), a espécie é marinha, cosmopolita, freqiiente em
lagunas e estudrios, rara em lagos salgados continentais, e apresenta as seguintes
dimensdes: 100 um de comprimento e 28 pum de largura, e contém 16 estrias em 10 pum.
Por outro lado, Cylindrotheca closterium é uma espécie solitaria, mével, com a parte
central eliptica-lanceolada, com extremidades filiformes e flexiveis (RICARD,1987).
Trata-se de uma espécie cosmopolita de d4guas marinhas e salobras (CUPP, 1943), e que

tem sido observada vivendo como epifita de algas em dareas litordneas. Apresenta as

seguintes dimensdes: eixo apical: 25 - 91 um, quilha com 7 pontos em 10 um (SILVA-
CUNHA; ESKINAZI-LECA, 1990).

Fig. 18- Cylindrotheca closterium em cultura Fig. 19- Entomoneis alata em cultura unialgal do
unialgal do banco de cultura do LEA/UFPB. banco de cultura do LEA/UFPB. (aumento= 400x).
(Aumento= 400x)

O padrio de crescimento de ambas as espécies, monitorado na cdmara de cultura
do LEA/UFPB, através de contagens celulares, evidenciou que a espécie E. alata
apresentou crescimento exponencial do 3° ao 8° dia e rendimento maximo a partir do
15° dia, ultrapassando 13x10° células/ml (Figura 20), e a espécie Cylindrotheca
closterium também apresentou crescimento exponencial do 3° ao 8° dia, e a cultura
atingiu o rendimento maximo a partir do 15° dia ultrapassando 13x10° células/ml (Fig.
21).
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Fig. 20— Curva de crescimento de Enfomoneis alata extraida do tecido de Siderastrea stellata dos recifes
costeiros do Cabo Branco, Jodo Pessoa — PB, e mantida na cAmara de cultura do LEA/UFPB, sob meio de
cultura F2 (GUILLARD; RYTHER, 1962).
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Fig.21- Curva de crescimento de Cylindrotheca closterium extraida do tecido de Siderastrea stellata dos
recifes costeiros do Cabo Branco, Jodo Pessoa — PB, e mantida na cdmara de cultura do LEA/UFPB, sob
meio de cultura F2 (GUILLARD; RYTHER, 1962).

O rapido desenvolvimento dessas espécies em cultivo evidencia seu carater
oportunista quando condi¢des favoraveis existem. Dessa forma, pode-se presumir que
os corais oferecem as diatomaceas condigdes suficientes a sua nutri¢do, possibilitando
assim que esses microorganismos vivam como epibiontes, colonizando a superficie das
coldnias e utilizando-se dos nutrientes presentes no muco excretado por esses cnidarios.
Entretanto, as variagdes em abundancia e diversidade desses microorganismos sobre os

tecidos do coral nas diferentes condigdes climaticas conforme observado na pesquisa
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denota variagdes na oferta de compostos nutricionais para o crescimento das
diatomaceas, de modo que as redugdes desses simbiontes nos tecidos dos corais
claramente demonstram condi¢gdes de estresse, evidenciando sua importincia como
bioindicadores de qualidade ambiental.

Por outro lado, alteragdes nas condi¢des de saide em cnidarios, resultante de
fendmenos de branqueamento, sindrome e/ou doengas também provocam redugdes nas
quantidades de organismos epibiontes como as diatomaceas, fatos estes previamente
registrados por Simdes (2009), Lima (2009), Furtado e Costa (2009) e Amorim (2009).
Presume-se, a partir desses achados, que o entendimento do padrdo de crescimento € o
rendimento maximo de diatomaceas isoladas de cnidarios poderdo trazer novas luzes a

ecologia do hospedeiro, principalmente durante periodos de perturbagdes ambientais.
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7- CONCLUSOES

a)- O fendbmeno do branqueamento e as alteragdes na coloragdo do coral S. stellata nos
recifes do Picdozinho, Jodo Pessoa — PB mostram-se recorrentes, desestabilizando a
relagdo entre o coral e as zooxantelas.

b)- As maiores taxa de divisio celular das zooxantelas observada em colonias
branqueadas de S. stellata parecem ser uma tentativa do hospedeiro ou dos simbiontes
para reporem suas concentragdes perdidas

¢)- Mais de uma varidvel ambiental influenciou no comportamento das zooxantelas
associadas ao coral S. stellata nos recifes do Picdozinho, Jodo Pessoa — PB.

d)- As zooxantelas do coral S. stellata dos recifes do Picdozinho, Jodo Pessoa - PB
exibem padrdes distintos de variagdo sazonal em termos de densidade populacional,
indice mitético, diametro celular.

e)- As diferencas sazonais das espécies de diatomaceas observadas do coral S. stellata
dos recifes do Cabo Branco, Jodo Pessoa — PB, confirmam a importdncia desses
microorganismos como bioindicadores de qualidade ambiental.

f)- O cultivo das espécies de diatomaceas encontradas em associagdo com o coral S.
stellata dos recifes do Cabo Branco, Jodo Pessoa — PB, evidenciou o carater oportunista

destes simbiontes, desenvolvendo-se rapidamente quando em condigdes favoraveis.
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