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RESUMO

Os corais construtores de recifes possuem simbiose com dinoflagelados fotossintetizantes
pertencentes ao género Symbiodinium. Com o aumento da temperatura dos oceanos, devido ao
excesso de CO2 na atmosfera, esta simbiose é quebrada, acarretando na expulsdo dos seus
simbiontes. O excesso de CO, também tem reduzido o pH da agua que afeta na formacéo de
carbonato de calcio (CaCOs3), enfraquecendo o esqueleto dos corais, 0 que propicia a um
maior risco de erosdo dos recifes e vulnerabilidade a fortes tempestades. Para avaliar os
efeitos do aumento da temperatura e da acidificacdo da &gua do mar na fisiologia do coral
endémico Mussismilia harttii em conjunto com seus simbiontes, foi realizado um experimento
de aumento de temperatura (2°C) e reducéo do pH (0,3), além da interacdo temperatura/pH no
Mesocosmo Marinho do Projeto Coral Vivo, Porto Seguro, BA. Fragmentos de M. harttii
foram distribuidos em tanques, permanecendo inicialmente por 10 dias para aclimatacéo.
Fragmentos foram coletados apds a aclimatacdo (TO), sete (T1), 15 (T2) dias ap6s o
experimento ligado e apos trés meses de recuperacdo no recife. Foi amplificado o gene 18S
rDNA e realizada a analise de polimorfismo de tamanho de fragmento de restricdo. O estado
fisiologico das zooxantelas foi acompanhado por meio de mensura¢cdes do rendimento
fotoquimico méximo. A taxa de calcificacdo de M. harttii ao longo dos 15 dias de
experimento foi quantificada por meio de andlises de anomalias de alcalinidade. Os
fragmentos foram fotografados para observacdo de mudanca de cor utilizando um padrédo de
coloragédo (Coral Health Chart). Foi observada a presenca do clado C de zooxantelas como
clado dominante in situ e nos tanques controle e pH. Nos tanques de temperatura e
pH+temperatura, foi encontrada a ocorréncia do clado A, em dominancia e em mistura com o
clado C. Apo6s recuperacdo, os ramos tenderam a retornar ao estado inicial contendo o clado
C. Nas anélises de estresse fotossintético e de calcificacdo, foram encontrados valores
reduzidos para os tanques de temperatura e pH+temperatura, indicando que o0 aumento da
temperatura teve um efeito negativo no coral e nos simbiontes. Além disso, os poélipos
expostos ao estresse térmico (Temperatura e pH+Temperatura) apresentavam sinais
avancados de branqueamento no T1 que se intensificaram no T2. Apos a trés meses no recife,
0s corais tenderam a recuperar a sua coloracdo original, exceto alguns individuos que se
mantiveram branqueados. Estes resultados mostram que os efeitos causados pelo aumento na
temperatura podem ter uma resposta mais imediata na fisiologia do coral que a reducgéo no pH
marinho e a curto prazo uma diminuicdo do pH néo parece afetar negativamente a fisiologia

de Mussismilia harttii e suas zooxantelas.



ABSTRACT

Reef-building corals have symbiosis with photosynthetic dinoflagellates from the genus
Symbiodinium. With the increase in ocean temperature due to the excess in atmosphere, this
symbiosis is broken, leading to the expulsion of their symbionts. The excess of CO2 has also
reduced the pH of water that affects the formation of calcium carbonate (CaCO3), weakening
the coral skeleton, which propitiates a greater risk of erosion of the reefs and vulnerability to
strong storms. To assess the effects of temperature increase and acidification of sea water in
the physiology of the endemic coral Mussismilia harttii in conjunction with its symbionts, an
experiment of temperature increasing (2° C) and pH reduction (0.3) was conducted, in
addition to the interaction temperature/pH on the marine mesocosm of Coral Vivo Project,
Porto Seguro, BA. Fragments of M. harttii were distributed in tanks, initially for 10 days, to
acclimatization. Fragments were collected after acclimatization (TO0), 7 (T1), 15 (T2) days
after the experiment start and after three months of recovering at the reef. The 18S rDNA
gene was amplified and an analysis of Restriction Fragment Length Polymorphism was made.
The physiological state of zooxanthellae was accompanied by means of measurements of
maximum photochemical yield. The calcification rate of M. harttii along 15 days of
experiment was quantified via analysis of alkalinity anomalies. The fragments were
photographed for color change observation using a coloring pattern (Coral Health Chart). It
was observed the presence of clade C zooxanthellae as dominant in situ and in control tanks
and with reduced pH. In temperature and pH+temperature tanks, occurrence of clade A was
found, in dominance and in combination with the clade C. After recovery, the branches tended
to return to the initial state, containing the clade C. On the analysis of photosynthetic stress
and calcification, reduced values were found for temperature and pH-+temperature tanks,
indicating that the rise of temperature had a negative effect on coral and symbionts. In
addition, the polyps exposed to thermal stress (temperature and pH+temperature) showed
advanced signs of bleaching in T1, that were intensified in T2. After three months on the reef,
corals have tended to recover their original coloration, except some individuals which
remained bleached. These results show that the effects caused by the increase of temperature
can have a more immediate response in physiology of coral that the reduction in marine and,
in short-term pH, decrease does not seem to negatively affect the physiology of Mussismilia

harttii and their zooxanthellae.
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1. Introducéao

1.1. CO, e as mudancas climaticas

O gés carbonico (CO,) esta presente em diversos processos vitais (Efeito estufa,
ciclo do carbono, respiracdo, fotossintese, entre outros) para a existéncia de vida. Este
gas é um dos principais gases formadores do efeito estufa (cerca de 55% de toda a
camada é formada por CO,), um fenomeno natural e vital para a vida na Terra, servindo
como um “cobertor” retendo parte da radiacao emitida pelo sol, aquecendo o planeta em
cerca de 33°C em comparacdo ao que seria a Terra sem esta camada (Boyes &
Stanisstreet, 1993). O sol emite uma radiacdo eletromagnética que passa por uma
camada contendo estes gases e parte desta radiacdo é repelida enquanto outra parte
penetra a atmosfera terrestre e atinge a crosta. A crosta, quando aquecida, emite uma
radiacdo eletromagnética em direcdo ao espaco que € retida pela camada de gases,
aquecendo assim o planeta (Boyes & Stanisstreet, 1993).

O CO; atmosférico também tem grande importancia para o ciclo do carbono que
¢ guiado por dois processos independentes. No primeiro, o CO, atmosférico é
solubilizado a aguas profundas em altas latitudes, onde sdo encontradas as menores
temperaturas e esta agua, rica em CO,, € transportada para baixas latitudes pelas dguas
profundas (Gruber & Sarmiento, 2002). Outra forma de integracdo do carbono ao
ambiente marinho é através de vias bioldgicas que agem de diferentes formas (Gruber &
Sarmiento, 2002). Uma delas é pela fixacdo de CO, por organismos fotossintetizantes
que reduzem o CO, da zona eufdtica acarretando na solubilizacdo do CO, atmosférico
pela diferenca de pressdes (Riebsell & Tortell, 2011). A outra via bioldgica para o

bombeamento de carbono em ambientes marinhos é pela formacdo de carbonato de
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calcio (CaCOs3) (Riebsell & Tortell, 2011). Para a formacdo de CaCOs, ocorrem as
seguintes reacoes:

CO; + H,0 < H,CO4

H,CO3z <> H" + HCO3

HCO3 «» H' + CO5”

Ca”" + CO3” «» CaCO;

O CO, quando solubiliza na dgua do mar forma o &cido carbdnico (H,CO3) que
por ser instavel acaba por se dissociar em ions bicarbonato (HCOj3'), liberando prétons
de hidrogénio (H"). Dois fons bicarbonato reagem com o calcio formando o carbonato
de calcio (CaCO3), CO, e &gua. Este processo diminui a quantidade de carbono
inorganico dissolvido e aumenta a acidez da agua (Orr et al., 2005; Zeebe & Ridgwell,
2011). O CaCOj3 é um composto utilizado para construcdo de estruturas de sustentacao e
protecdo para diversos organismos (corais, moluscos, foraminiferos, equinodermos,
algas calcérias, entre outros) (Villaga, 2009), e pode ser encontrado em trés formas
minerais (Calcita, Aragonita e Vaterita). A vaterita é a forma menos instavel e pouco
encontrada de maneira natural (Bessler & Rodrigues, 2008). A calcita é a forma mais
abundante, menos densa e menos resistente que a aragonita, sendo encontrada em
foraminiferos, cirripédios, rodoficeas e equinodermas (Bessler & Rodrigues, 2008;
Villaga, 2009). A ultima forma mineral, a aragonita, € comumente encontrada em corais
escleractineos e moluscos (Villaga, 2009). Esta forma é propensa a formacdo de
conjuntos entrelagcados o que Ihe confere maior durabilidade e resisténcia em relagéo a
calcita (Bessler & Rodrigues, 2008).

Estes sistemas (efeito estufa e ciclo do carbono) ocorrem de maneira natural e em
equilibrio, contudo, desde o século XVIII, com a ocorréncia da Revolugéo Industrial, a

queima de combustiveis fésseis tem aumentado a concentracdo de CO, na atmosfera
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(Stocker e Schmittner 1997; Freitas et al., 2012). A grande emissdo deste gas tem
aumentado a camada de gases do efeito estufa, acarretando no aumento da temperatura
no planeta e, consequentemente, 0 aumento da temperatura no mar que € um dos fatores

que tem causado o branqueamento de corais (Kikuchi et al., 2003).

1.2. Simbiose coral-zooxantela

Os corais sao responsaveis pela formacao de grandes estruturas recifais, devido
a alta taxa de calcificagdo que estes organismos podem apresentar. Esta capacidade de
formar recifes é geralmente associada a simbiose dos corais com dinoflagelados
fotossintetizantes pertencentes ao género Symbiodinium (Alveolata, Dinophyceae -
Freudenthal, 1962), conhecidos como zooxantelas (Allemand et al., 2004). Estes
dinoflagelados sdo endossimbiontes presentes em diversos grupos taxondmicos
(cnidarios, Hoegh-Guldberg et al., 1987; Rowan & Knowlton, 1995; moluscos, Trench
et al., 1981; platelmintos, Nakamura et al., 1993; foraminiferos, Pawlowski, et al.,
2001) e esta relacdo é altamente vantajosa tanto para o hospedeiro quanto para 0s
simbiontes, uma vez que o hospedeiro disponibiliza CO, e metabdlitos nitrogenados
para as zooxantelas e estas disponibilizam O, e nutrientes essenciais para o hospedeiro
(acUcares, proteinas, carboidratos, entre outros) (Muscatine, 1980; Antonelli et al.,
2016). No coral, estes organismos vivem dentro de células da gastroderme e sdo
responsaveis por até 90% dos nutrientes que sdo utilizados pelo coral, grande parte
destinada para a deposi¢do de carbonato de calcio (Stanley, 2006).

Estes dinoflagelados apresentam duas fases de vida. Na fase movel, eles
apresentam cloroplastos em baixa densidade e dois flagelos, sendo utilizado para
locomogdo na coluna d’agua. Em contrapartida, em sua fase cocOide, os dinoflagelados
perdem os flagelos, junto com outros caracteres secundarios, e aumentam a densidade

de cloroplastos dentro da célula. Esta segunda fase é dominante no ciclo de vida destes
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organismos e € nela que eles permanecem quando vivem em endosimbiose
(Freudenthal, 1962). Quando em sua fase cocoide estes organismos perdem grande parte
dos seus caracteres descritivos e, por isso, se torna de dificil identificacdo (LaJeunesse,
2001).

No estudo de Freudenthal (1962) estes organismos foram inicialmente descritos
como sendo Symbiodinium microadriaticum, contudo, na década de 80 foram realizados
0s primeiros estudos genéticos com aloenzimas e hibridizagdo de DNA que observaram
divergéncias genéticas entre individuos desta espécie (Schoenberg & Trench, 1980;
Blank & Huss, 1989). Posteriormente uma grande diversidade de linhagens foram
encontradas através da analise de DNA nuclear ribossomal (18S e 28S rDNA) e de
cloroplasto (23S) (Lenaers et al., 1991; Rowan & Powers, 1991a, 1991b, 1992; Mcnally
et al., 1994; Baker & Rowan, 1997; Wilcox, 1998). Até o momento sdo reconhecidas
nove linhagens moleculares do género Symbiodinium denominadas por nomenclatura
alfanumérica como clados A a | (Pochon & Gates, 2010). A partir da utilizacdo de
marcadores moleculares mais variaveis, como a regido do espacador interno transcrito
(ITS) e a regido ndo codificante do minicirculo do cloroplasto (psbA) (LaJeunesse,
2001; Thornhill et al., 2014), foi possivel acessar uma imensa diversidade de linhagens
dentro destes clados, denominados subclados (Baldwin et al., 1995; LaJeunesse, 2001).

Dos nove clados citados acima, quatro sdo comumente encontradas em
associacao com corais escleractinios (clados A, B, C e D). Estes clados apresentam
caracteristicas fisiologicas distintas que podem conferir ao hospedeiro certa resisténcia a
estresses ambientais (Baker 2003). O clado A é comumente encontrado em ambientes
rasos, onde tem alta incidéncia luminosa (Banaszak et al., 2000). Esta resisténcia a
luminosidade estaria relacionada com o aminoacido micosporina que € produzido pelo

simbionte e o protege contra radiacdo UV (Banaszak et al., 2000). Os clados B e C
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podem ser encontrados em ampla distribuicdo de profundidade (desde 1 metro até mais
de 10 metros de profundidade). Por fim, o clado D, geralmente est4d associado a
ambientes que sofreram impactos térmicos recentes, podendo apresentar certa tolerancia
ao aumento de temperatura (Glynn et al., 2001). Esta capacidade de sobreviver em
diferentes ambientes esta relacionado com as diferentes caracteristicas fisiologicas que
0s subclados apresentam (Finney et al., 2010). Um mesmo coral pode apresentar clados
distintos, dependendo das condi¢Ges ambientais, assim, a variabilidade da comunidade
simbionte pode auxiliar na sobrevivéncia do coral frente a mudancas climaticas (Baker
2003). Contudo, os efeitos da reducdo de pH na relacdo simbidtica entre o coral e as

zooxantelas ndo sdo bem conhecidos.

1.3. Efeitos das mudancas climéticas no coral e em seus simbiontes

Como mencionado anteriormente (Topico 1.1 - CO, e as mudancas climéticas),
0 aumento nas concentragdes de CO, tem acarretado no aumento da temperatura que
provoca sérios danos ao coral e a sua comunidade simbionte.

O aumento da temperatura no ambiente pode provocar a destruicdo da proteina
D1, principal proteina do fotossistema Il (Ohad et al., 1994). Localizada dentro do
cloroplasto das zooxantelas, esta proteina é a primeira afetada pelas altas temperaturas e
luminosidade (Warner et al., 1999). Quando a D1 é danificada, e seu reparo ndo for
maior que a destruicdo, acarreta em fotodano ao fotossistema Il (Warner et al., 1999;
Weis, 2008), e, consequentemente, afeta a acdo da carboxilizagdo primaria da enzima
ribulose bifosfato carboxilase oxigenase (RuBisCO), que fornece a energia inicial na
auséncia de ATP (Lesser, 1996; Weis, 2008). Com a interrupcdo da RuBisCO, a
formacgéo de ATP é parada, porém os aparatos fotossintéticos continuam o transporte de
elétrons que se ligariam ao ATP formado (Weis, 2008). Sem ATP os eletrons se ligam

ao Oy, reduzindo o O, disponibilizado para o fotossistema I, formando superdxidos (O,
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) (Tchernov et al., 2004; Weis, 2008). O O, ¢é reduzido pela enzima superédxido
dismutase em um composto menos reativo, mais estavel porém ainda danoso peroxido
de hidrogénio (H,0,) que pode reagir com ferro (Fe**) formando o radical hidroxila (-
OH) (Jones et al., 1998; Lesser, 2006; Weis, 2008). Os elétrons em excesso também
podem se ligar a pigmentos e formar oxigénio singlete (*O.). Estas espécies reativas de
oxigénio (ROS) podem passar por difusdo ao tecido do hospedeiro causando danos
tanto no simbionte quanto no hospedeiro (Venn et al., 2008; Weis, 2008). Outra
situacdo que pode ocorrer é do aumento de temperatura acarretar no aumento no
metabolismo dos simbiontes que, consequentemente, aumenta a densidade de
zooxantelas e a demanda de metabdlitos secundarios excretados pelo coral,
principalmente CO, (Cunning & Baker, 2012; Wooldridge, 2013). Quando esta
demanda ndo é suprida também tem grande potencial para prejudicar a cadeia
transporadora de eletrons, criando as ROS. Como forma de protecdo, o coral expulsa

seus simbiontes expondo a coloracdo branca do seu esqueleto (Lesser, 1997)(Figura 1).

D1
Reparo Excesso de luz ou calor
Degradagdo da D1 ROS

Fotoda\no\‘> Interrupgdo da RuBisCO /Produgéo de ATP parada

Figura 1: Esquematizacdo da degradacdo da proteina D1 e formacdo de espécies

reativas de oxigénio (ROS).
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O excesso de CO, também tem reduzido o pH da agua, aumentando a formacéo
de bicarbonato, que acaba reduzindo os ions carbonato e, consequentemente a formacgéo
de carbonato de célcio (Orr et al., 2005). Organismos formadores de aragonita (em
especial corais péetreos) tendem a ser os primeiros a sofrer com a acidificagdo pois, por
ser um cristal mais denso que a calcita tem um estado de saturacdo maior e por isso
depende de uma maior quantidade de ions carbonato para sua formacao (Feely et al.,
2009). Para a formacdo da aragonita a concentracdo de ions carbonato devem ser de 66
umol kg™ enquanto que a calcita necessita de uma concentracio de 42 pmol kg™ de ions
carbonato para saturacdo (Feely et al., 2009). Projecdes futuras indicam que em 2050
ocorrera uma subsaturacdo completa de aragonita nos oceanos articos, enquanto que
para calcita a subsaturacdo ocorrerd em 2095 (Feely et al., 2009). Nos corais, a falta de
CaCOj; da agua acarreta no enfraquecimento do esqueleto, propiciando maior risco de

erosdo dos recifes e vulnerabilidade a fortes tempestades (Guinotte e Fabry 2008).

1.4. Simbiose coral-zooxantela no Brasil

Os corais zooxantelados apresentam uma ampla distribuicdo pela costa
brasileira, estendendo-se do Parcel do Manoel Luis (Maranhdo) até Santa Catarina,
incluindo também as ilhas oceénicas de Atol das Rocas, Fernando de Noronha, Sdo
Pedro e Sdo Paulo e Trindade, sendo um total de 3000km de extensdo pela costa (Castro
e Pires, 2001; Capel et al., 2012). Apesar de ampla distribuicdo, o Brasil apresenta baixa
diversidade de espécies (apenas 26 espécies, sendo dois invasores) que pode ser
explicada pela alta sedimentacdo e turbidez das aguas que seria um limitante para a
permanéncia e sobrevivéncia de outras espécies. Embora tenha baixa diversidade, a
costa brasileira tem um alto grau de endemismo (das 26 espécies, seis destas sdo
endémicas da costa brasileira) (Ledo et al., 2003). No Brasil também sdo encontrados 0s

unicos recifes coralineos do Atlantico Sul, localizado no Sul do Estado da Bahia (Castro
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& Pires, 2001) que, em conjunto com o alto grau de endemismo, reforcam a necessidade
de conservacao destes ambientes.

Devido a suas caracteristicas Unicas, os recifes brasileiros estdo tendo grande
visibilidade e a quantidade de estudos sobre os corais e sua relacdo simbidtica com as
zooxantelas tém aumentado consideravelmente, e ainda esti crescendo o nimero de
publicacGes (Costa et al., 2005; Costa et al.,2008; Suggett et al., 2012; Miranda et al.,
2013; Duarte, 2015; Garrido, 2015; Picciani-de-Souza et al., 2016; Fonseca et al.,
2017). Contudo, estudos manipulativos que verifiguem os efeitos do aumento da
temperatura nos corais brasileiros ainda séo escassos (Duarte, 2015; Garrido, 2015) e
n&o existe estudos sobre os efeitos da acidificacdo nos corais brasileiros. A utilizagdo de
estudos manipulativos, como por exemplo através da utilizacdo de mesocosmos
marinhos, tem sido bastante comum e vem se mostrando bastante eficaz para a
investigacao das respostas dos corais frente as mudancas climaticas globais (Luckett et
al., 1996; Leclercq et al.,2002; Jokiel et al., 2008; Pandolfi et al., 2011; Bahr et al.,
2016).

O coral utilizado neste estudo é a Mussismilia harttii (Verrill, 1868), espécie
endémica do Brasil, encontrada desde o Rio Grande do Norte até o Espirito Santo. Esta
espécie forma grandes col6nias ramificadas, com pélipos isolados no topo dos ramos e
célices irregulares com coloracdo variando entre cinza, amarelo e verde. E uma das
principais construtoras dos recifes brasileiros (Hetzel e Castro, 1994), entretanto, foi
classificada recentemente como em perigo de extingdo (EN) (Portarias MMA n°

444/2014 e n°445/2014) (Figura 2).
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Figura 2: Imagem do coral Mussismilia harttii (Verrill, 1868). Foto: Fabio Negrao.

Apesar do numero de estudos sobre a relacdo coral-zooxantela estar
aumentando no Brasil, s6é existe um Unico estudo que avalia a composicdo de
Symbiodinium em M. harttii (Picciani-de-Souza 2013), sendo este estudo bastante
restrito, analisando somente um recife na Bahia. Picciani-de-Souza (2013) observou que
M. harttii se associa somente a Symbiodinium do clado C no Recife de Fora, Porto
Seguro (BA). Neste mesmo estudo foi relatada a diversidade de M. hispida e M.
braziliensis para a mesma localidade. Assim como M. harttii, M. hispida também s6
apresentou associa¢do com o clado C de Symbiodinium no Recife de Fora, enquanto que
M. braziliensis teve associagdo com clados A e C nas mesmas proporcoes.

Este trabalho, que posteriormente foi publicado como artigo, analisou a
diversidade de Symbiodinium associado a M. hispida por toda a sua distribuicdo pela
costa e nas ilhas oceénicas brasileiras. Além do que ja foi exposto acima, M. hispida
também apresentou associacao exclusiva com clado C no Parque Nacional Marinho dos
Abrolhos (BA) e na Baia de Todos os Santos, Salvador (BA) enquanto que em outras

localidades amostradas ao norte e ao sul das ja citadas, M. hispida apresentou



23

associacdo somente com os clados A e B (Picciani-de-Souza, 2013; Picciani-de-Souza
etal., 2016).

Apesar de ja existir conhecimento sobre a relacdo exclusiva de M. harttii com
clado C no Recife de Fora, ndo se sabe se esta relagdo simbidtica é estavel (apenas com
clado C) ou flexivel dependendo das condi¢fes ambientais, como foi observado nas
outras duas espécies (Picciani-de-Souza 2013; Picciani-de-Souza et al., 2016). Além
disso, as respostas fisiologicas do coral M. hartti e de seus simbiontes frente a

mudancgas climaticas globais ainda ndo sdo conhecidas.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do aumento da temperatura e da acidificacdo da agua do mar na
fisiologia do coral endémico Mussismilia harttii e de seus simbiontes, e na comunidade

de Symbiodinium associada ao coral.

2.2. Objetivos especificos

. Acompanhar as possiveis variagcdes na comunidade de Symbiodinium associada a
M. harttii ao longo de um experimento de acréscimo de temperatura e acidificacdo da
agua do mar e ap0s a sua recuperacdo do estresse imposto.

. Avaliar os efeitos do aumento da temperatura e da acidificacdo da dgua do mar
nas taxas de calcificacdo do coral M. harttii.

. Avaliar os efeitos do aumento da temperatura e da acidificacdo da dgua do mar

na atividade fotossintética da comunidade de Symbiodinium associada a M. harttii.
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3. Material e Métodos

3.1. Areade estudo e coleta:

O Recife de Fora € um ambiente recifal localizado a 7,2 km de distancia de Porto
Seguro (BA) entre as coordenadas 16° 23’ 30” - 16° 25’ 06” S ¢ 38° 58” 30” - 38° 59’
18” W, com cerca de 3,2 km de distancia da costa. O recife tem aproximadamente 17,5
km? de area e a profundidade no entorno pode chegar a 20 m (Bruno et al., 2009)
(Figura 3C). Da é&rea total do recife, cerca de 97% é destinada a preservacao e 0s outros
3% e destinada para visitagdo (PMPS, 2017).

Neste ambiente foram coletados fragmentos de quatro colénias de Mussismilia
harttii em quatro pontos distintos do Recife de Fora, Porto Seguro, BA com uma
distdncia minima aproximada de 1 km entre elas para reduzir as chances de coletar
clones. Estas coletas foram realizadas em abril de 2015, através mergulho autbnomo a
quatro metros de profundidade. Os quatro pontos de coletam foram: Labirinto,
localizado a sudoeste do recife (16°25'9.40"S 38°59'43.40"0); Funil, na parte sul do
recife (16°25'2.90"S 38°58'57.30"0); Enseada do Mourdo, na costa oeste do recife
(16°24'45.40" S38°59'10.90"0); e Enseada do Taquarugl, na costa leste do recife
(16°24'29.40" S38°58'36.10"0) (Figura 3D). No campo, um fragmento/col6nia foi
fixado para as analises de composi¢do taxondmica de Symbiodinium (Verdade de
Campo - VC). Os demais fragmentos foram transportados para a Base de Pesquisa do
Coral Vivo, em Arraial D’Ajuda (Porto Seguro, BA) em quatro caixas, separados pelas
localidades, e foram distribuidos em 16 tanques (seis fragmentos/coldnia/tanque) no
Mesocosmo Marinho do Projeto Coral Vivo (Duarte et al., 2015), permanecendo por 10

dias para aclimatagéo.
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Figura 3: Localizagdo dos pontos de coleta no Recife de Fora, Porto Seguro (BA). A)
Brasil; B) Porto Seguro, BA; C) Parque Municipal Marinho do Recife de Fora; D)
Mapa do Recife de Fora, indicando os locais de amostragem: Labirinto, Funil, Enseada

do Mour&o e Enseada do Taquarucu.

3.2.  Mesocosmo Marinho:

O Mesocosmo Marinho é um sistema experimental aberto (alimentagdo
intermitente da 4gua do mar) onde a agua utilizada é captada diretamente do recife. Este
experimento tem por finalidade simular os impactos futuros causados pelas mudancas
climaticas, usando como base as previsdes descritas pelo relatério do Painel

Intergovernamental sobre Mudancas Climaticas (IPCC) da ONU (Duarte et al., 2015).

s

s
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Neste sistema, a &gua do mar é bombeada para quatro cisternas subterraneas onde foram
adicionados os tratamentos: 1) A agua foi aquecida até aumentar em 2°C (temperatura),
2) Adicdo de CO; na agua para reducdo em 0,3 do pH (acidificacdo), 3) Interagédo
temperatura e pH (+2°C e -0,3, respectivamente) e 4) controle (sem tratamento). Desta
forma, a temperatura e o pH do sistema flutuaram de acordo com a temperatura e o pH
no recife, ou seja, se no recife a 4gua estivesse a 26°C e o pH em 8,2, nos tanques de
temperatura a 4gua estaria a 28°C, nos tanques de pH a agua estaria com 7,9 de pH,
enquanto que nos tanques-controle os valores seriam 0 mesmo encontrado no recife.
Das cisternas, as aguas foram bombeadas para os tanques onde estavam 0s corais para 0
experimento. Posteriormente, a dgua tratada foi enviada a um pogo com calcério para
recuperacdo da temperatura e pH pré-experimental e retornada para o mar (Figura 4).

Os valores dos tratamentos seguem as previsdes feitas pelo IPCC para daqui a 50
anos. Em Duarte (2015), haviam sido testados diferentes acréscimos de temperatura
(+1°, +2° e +4,5°C) e 0 acréscimo de 2°C se mostrou 6étimo para observacdo do

branqueamento sem que ocorra a morte dos corais.

f gﬁ:ﬂzj Q‘H‘
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Figura 4: Esquematizacdo do sistema aberto de circulacdo de agua do Mesocosmo
Marinho. (A) Poco de entrada de agua com bombas de captacdo, (B) cisternas
subterraneas para o tratamento de agua, (C) sala de controle com os quatro tanques de

agua tratada de 310 litros no so6tdo, (D) mangueiras de distribuicdo da agua para os



28

tanques, (E) tanques onde ocorrem os experimentos, (F) tela para filtragem da luz, (G)

poco de retorno de agua com calcério. (Modificado de Duarte et al., 2016)

3.3.  Coleta das amostras no experimento:

Os fragmentos foram aclimatados por 10 dias em um mesmo tanque com ligagéo
direta com o mar e ap6s a aclimatacdo foi coletado e fixado um fragmento de cada
tanque de cada colonia (TO) e iniciados os tratamentos (quatro tanques/tratamento e
cada tanque com pelo menos quatro fragmentos de cada colbnia). Apo6s 7 (T1) e 15 (T2)
dias um fragmento/col6nia/tanque foi retirado do experimento e fixado para as analises
de composicdo taxonémica de Symbiodinium. Apdés 15 dias, pelo menos dois
fragmentos de cada tratamento foram colados em placas de ceramica com resina epoxi e
devolvidos ao Recife de Fora para a recuperagdo ap0s 0 estresse imposto pelos
tratamentos. Os fragmentos recuperados foram retirados do recife apds trés meses, a
eficiéncia fotossintética méaxima foi medida e os fragmentos fixados para as analises de
composicdo taxondmica de Symbiodinium. Alguns fragmentos ainda estavam
branqueados ap0s o0s trés meses e, com isso, eles foram coletados e incluidos nas
analises. Amostras de mais quatro col6nias de M. harttii do local da recuperacdo foram
coletadas para comparacdo com os resultados do experimento. O numero total de
amostras analisado foi de 270 fragmentos.

Cada fragmento foi fixado na solucdo salina de lise CHAOS (solucédo de lise:
tiocianato de guanidina 4M, N-laurilsarcosil 0,5%, Tris pH 8,0 25uM, 2-mercaptoetanol
0,1M; Fukami et al 2004), que iniciou a lise celular da extracdo do DNA total para a
realizacdo das analises moleculares, buscando identificar as linhagens de Symbiodinium
presentes nas amostras. Ao longo do experimento, o fluxo de agua foi mantido
constante e foram registradas diariamente as variacdes de temperatura, pH, salinidade,

O, dissolvido, luminosidade e turbidez. Também foram feitas fotografias dos
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fragmentos utilizando uma escala de variacdo de cor para a comparagdo visual dos

estados de branqueamento das amostras ao longo dos tratamentos.

3.4. Analises Moleculares de Symbiodinium:

Apos a lise inicial das células utilizando a solugdo CHAOS (como descrito no
parégrafo anterior), o restante da extracdo do DNA total foi realizada pelo método de
fenol-cloroférmio de acordo com Fukami et al. (2004). Este método de extragdo se
inicia com a adicdo de 250yl da solucdo de CHAOS que contém a amostra em um novo
microtubo com 250ul de PEB (Phenol Extraction Buffer: 200 mM Tris pH 8.0, 10 mM
EDTA, 1% dodecil sulfato de sodio) e 500ul de fenol:cloroférmio:éalcool isoamilico
(24:24:1) e vortexado por cerca de 5 minutos. O produto vortexado foi centrifugado a
14.000 rpm por 5 minutos para a separar o0 DNA das proteinas e polissacarideos. A fase
superior foi retirada e colocada em um novo microtubo com 500ul de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico e repetida a etapa anterior para a limpeza maior do
DNA. O produto restante é adicionado em um microtubo com 500ul de isopropanol
gelado para precipitacdo do DNA e deixado a -20°C durante pelo menos 12 horas. Apds
a precipitacdo, o microtubo foi centrifugado a 14.000 rpm por 10 minutos e o
sobrenadante descartado. Foi adicionado 500ul de etanol gelado a 70%, para a lavagem
do DNA, depois foi novamente centrifugado a 14.000 rpm por 5 min, o sobrenadante foi
descartado e depois seco a temperatura ambiente por aproximadamente duas horas. O
processo de extraco é finalizado com adicdo de 100ul de H,O MilliQ™ (H,OMQ) com
RNAse (10mg/ml) a 1% e conservado a -20°C até a realizacao das analises moleculares.
Apos a extragdo, a qualidade e quantidade de DNA extraido foi comparado com o A
bacteri6fago molecular (212 ng/ul) e visualizado sob iluminacdo UV em uma
eletroforese em gel de agarose a 0,8% coradas com Gel Red™ e corrido em tampao

TBE 1X (4,45 mM Tris base pH 8,0; 4,45 mM 4&cido boérico; 0,1 mM EDTA). As
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amostras foram diluidas oito vezes (oito partes de H,OMQ e 1 parte de DNA) para a

realizacéo das amplificacdes.

Do DNA total foi amplificado o gene 18S rDNA (de aproximadamente 1,600
pb) de Symbiodinium via reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando os
iniciadores ss3Z (5'-AGCACTGCGTCACTCCGAATAATTCACCGG-3) e ssbZ
(mistura de 5-GCAGTTATAATTTATTTGATGGTCACTGCTAC-3' e 5-
GCAGTTATAGTTTATTTGATGGTTGCTGCTAC-3) (Rowan e Powers, 1991a).
Cada reacéo foi realizada através da mistura de 1l do DNA total extraido com Tampéo
de PCR 1X (“Green GoTaq Flexi Buffer”, Promega), 200 uM de uma mistura de
dideoxinucleotideos (dNTP mix), 1 mg ml-1 de albumina do soro bovino (BSA), 2,5
mM de MgCl,, 0,5 uM de cada iniciador, 1 U de polimerase GoTaq (Promega) e
H20MQ™ até completar 15ul de volume final. Para as reacBGes foi utilizado um
termociclador Mastercycler® nexus gradient (Eppendorf) com as seguintes condicdes: 1
ciclo de 5 minutos a 94°C; 1 ciclo de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C e 2 minutos a
72°C; 29 ciclos de 1 minuto a 92°C, 1 minuto a 55°C e 2:30 minutos a 72°C; e por fim 1
ciclo de 10 minutos a 72°C. Para visualizacdo do produto amplificado foi feito uma
eletroforese em gel de agarose a 1% com tampdo TBE 1x e corado em GelRed™, o
tamanho dos fragmentos foi quantificado em comparagdo com um marcador de peso
molecular de DNA (GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus, Fermentas) e visualizado sob
iluminacdo UV.

Posteriormente o fragmento amplificado foi digerido pela enzima de restricdo
Tag | (Promega) para a anélise de polimorfismo de tamanho de fragmentos de restrigdo
(RFLP). Cada reacdo foi feita com 4pl de produto de PCR, 1X tampédo da enzima, 5 U
de Taq | e H,OMQ™ até completar 20pl e deixado durante 12 horas em banho-maria a

65°C. Os produtos da digestdo foram visualizados por eletroforese em gel de agarose
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2% com tampao TBE 1x, corado em GelRed™

sob iluminagdo UV e comparados com
o0s padrdes de bandas obtidos de culturas puras dos clados A, B, C e D (doado pelo Prof.
Mark Warner da Universidade de Delaware, Estados Unidos) (Figura 5). A técnica de
PCR/ RFLP néo tem poder para mostrar uma diversidade de clados presentes no coral,

mas sim exp0e o clado que tem em maior abundéancia (90%), sendo considerado o clado

dominante.

Figura 5: Eletroforese em gel de agarose 2% mostrando os padrdes de bandas obtidos
pela analise de PCR/RFLP da regido do 18S rDNA de Symbiodinium das culturas puras
dos clados A, B, C e D, digerida pela enzima de restricdo Taq I. Os valores indicam 0s
tamanhos de cada banda e o total de cada clado. Os valores sublinhados s&o dos

fragmentos terminais da sequéncia.

3.5. Analise de Estresse Fotossintético:

O estado fisioldgico das zooxantelas ao longo do experimento e apds recuperacao
foi acompanhado por meio de mensura¢cdes do rendimento fotoquimico méximo
(Fv/Fy) utilizando um fluorémetro portatil DIVING-PAM Underwater Fluorometer

(Heinz Walz GmbH, Alemanha) com as seguintes configuracdes: Intensidade de luz de
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medida = 6, Intensidade de luz actinica= 3, Ganho = 2, Fator de transferéncia de
elétrons = 1 e Intensidade de pulso de saturacdo = 8. Um fragmento de cada coldnia foi
distribuido pelos tratamentos de forma aleatéria (4 fragmentos de cada colénia - 16
fragmentos no total) (Figura 6). As medidas de Fv/Fm foram realizadas em todos o0s
tempos de coleta (TO, T1, T2 e apos recuperacgdo), sempre uma hora apds o por do sol.

O rendimento fotoquimico maximo analisa 0 maximo de luz que é absorvida
pelas antenas dos fotoreceptores do fotossistema Il em um pulso de luz quando
incubados no escuro. Com esta andlise é possivel avaliar o estado fisioldgico e a
eficiéncia dos fotossistemas e foram utilizadas para acompanhar a saude dos corais e
seus simbiontes ao longo dos tratamentos. Estas medidas sdo feitas atraves do seguinte
calculo: (Fm-Fo)/Fm, onde Fo é a fluorescéncia inicial (medida assim que abrem os
estdbmatos para captacdo da luz), Fy é a fluorescéncia méaxima (quantidade maxima de
luz absorvida antes da inibicdo dos fotossistemas) e a funcdo ‘Fu-Fo’ equivale a
fluorescéncia variavel (Fy) que é a diferenca entre a fluorescéncia méaxima e a
fluorescéncia inicial (Ralph & Gandemann, 2005).

O tratamento dos dados obtidos e a elaboracdo de graficos foram feitos pelo
programa Microsoft Excel 2010. Foram feitos testes de normalidade e
homoscedasticidade para avaliar se os dados estavam de acordo com as premissas da
analise de variancia (ANOVA) nos programas Past 3 (Hammer et al., 2001) e Statistica
12 (STAT SOFT, 2004), respectivamente. Uma ANOVA com medidas repetitivas foi

realizada seguido do teste de pos hoc de Newman-Keuls pelo programa Statistica 12.

3.6.  Analise de Calcificacéo:

Para avaliar se os tratamentos afetaram a capacidade de calcificacdo de M.
harttii, a taxa de calcificagdo ao longo dos 15 dias de experimento foi calculada por

meio de andlises de anomalias de alcalinidade. Esta técnica estima as taxas de
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calcificagdo por meio da incubacéo, em curto periodo de tempo, com volumes de &gua
pré-definidos (Smith & Key, 1978; Gazeau et al., 2014). Como ja explicado (Topico
1.1), o ciclo do carbono na agua forma carbonato de célcio e neste processo libera ions
de hidrogénio que acidificam a agua e atraves desta diferenca de pH que é estimado o

quanto de carbonato de célcio é formado e incorporado pelo coral.

Um fragmento de cada coldnia foi distribuido pelos tratamentos de forma
aleatoria (Figura 6) e em cada tempo de coleta (TO, T1 e T2) foram incubados por trés
horas (Figura 7). A alcalinidade da &4gua foi mensurada pelo método de titulacdo antes e
depois da incubacédo pelo técnico da Rede de Pesquisa do Coral Vivo, Téarcio Mangelli.
Neste método, os fragmentos foram colocados dentro de recipientes estéreis com 200g
de 4gua do mar filtrada a temperatura constante de 24-26°C. Foram tomadas medidas
antes e ap6s serem incubados por 3 horas em agitacdo constante e a partir desta
diferenca de alcalinidade foi estimada a taxa de calcificacdo de cada fragmento. A
diferenca de alcalinidade obtida foi padronizada pela area total de tecido vivo dos
fragmentos incubados que foi calculada a partir das medidas feitas das fotografias de

vistas superior e laterais de cada fragmento através do programa ImageJ.
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Disposicao das colonias nos tanques

16 12 8 4
pH+T T T C
MhaC1 MhaC2 MhaC1 MhaC4

15 11 7 3

pH C pH+T pH
MhaC4 MhaC3 MhaC2 MhaC3

14 10 6 2

C T T pH
MhaC1 MhaC3 MhaC4 MhaC1

13 9 5 1
pH+T pH pH+T C
MhaC4 MhaC2 MhaC3 MhaC2

Figura 6: Esquema com a disposi¢cdo das quatro col6nias e suas réplicas nos tanques.
C- Controle; pH — reducdo no pH; T- aumento na temperatura; pH+T — Concomitante

de pH+Temperatura. MhaC- Colonia de Mussismilia harttii.

Figura 7: Sistema de incubag¢do com os fragmentos do coral M. harttii para as anélises

de calcificagéo.



35

O tratamento dos dados obtidos e a elaboragdo de graficos foram feitos pelo
programa Microsoft Excel 2010. Foram feitos testes de normalidade e
homoscedasticidade para avaliar se os dados estavam de acordo com as premissas da
analise de variancia (ANOVA) nos programas Past 3 (Hammer et al., 2001) e Statistica
12 (STAT SOFT, 2004), respectivamente. Assim como nas andlises do estresse
fotossintético, uma ANOVA com medidas repetitivas foi realizada seguido do teste de

pos hoc de Newman-Keuls pelo programa Statistica 12.

3.7. Avaliacdo da coloracdo das colbnias

Durante o experimento, os fragmentos foram fotografados para observacao da
aparéncia ao decorrer dos tratamentos a qual foram expostos. Para esta etapa foram
utilizados os mesmos fragmentos das anélises de fotossintese e calcificacdo que foram
fotografados antes do inicio do experimento e apds 7 e 15 dias do experimento iniciado
(TO, T1 e T2), antes de levados para a incubacdo (3.4. Anélise de Calcificacdo).
Também foram fotografados os fragmentos que foram recuperados apos trés meses no
recife. Todas essas fotografias foram comparadas com o padrdo de coloracdo proposto
pelo Coral Watch, o Coral Health Chart (Figura 8). Este cartdo dispde de gradientes de
coloracdo que auxilia na identificacdo de corais saudaveis e branqueados. Por isso,
através do Coral Health Charth foi possivel avaliar os estagios de branqueamento

causado pelos tratamentos.



Coral mai:i;o branqueado

Codigo de cor: Bl
Tipode Corzl: BO

Coral macico saudavel
Codigo de cor: E4
Tipo de Coral: BO

WATCH
CORAL HEALTH CHART

Coral Ramoso ra'nqueado
Codigode cor: E1
Tipode coral: BR

lal

Coral ramoso saudavel
Codigode cor: D4
Tipode coral: BR
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Figura 8: Exemplo de Coral Health Chart para comparacdo e avaliacdo do

branqueamento. Foto: http://www.coralwatch.org.
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4. Resultados

4.1. Dados abioticos do Mesocosmo Marinho

No decorrer do experimento, foram medidas a temperatura e o pH de cada tanque de
15 em 15 minutos para observar cada oscilacdo nos valores, desde a aclimatacdo até o
encerramento do experimento 15 dias depois e realizadas contraprovas sempre no mesmo
horario para confirmagdo dos valores registrados. Durante o periodo de aclimatacdo, a
temperatura ambiente foi tdo alta quanto a observada nos tanques com tratamento de
temperatura durante o experimento (Figura 9). Como todo o sistema funciona de acordo com
as flutuacdes na temperatura ambiental, as temperaturas elevadas no recife em frente a base de
pesquisa do Coral Vivo, no local de captacdo da agua para 0 experimento e a auséncia de
chuvas na regido durante este periodo, foi refletida nos tanques.

Dando inicio ao experimento, os valores de temperatura nos tanques com tratamento
de temperatura e pH+temperatura aumentaram e se mantiveram similares durante todo o
experimento (Figura 9). As temperaturas variaram entre 25°C e 29,4°C na aclimatacao; entre
25,6°C e 28°C nos tanques controle e com tratamento de pH; e entre 27,3°C e 31,4°C nos
tanques com tratamento de temperatura e pH+Temperatura (Figura 9). Em determinados
momentos do experimento, houve quedas nas temperaturas dos tanques expostos a tal
estresse, devido a falhas na resisténcia que é responsavel pelo aquecimento da agua. As
quedas ocorreram durante o periodo da noite, quando nao havia supervisdo, porém ao
amanhecer o equipamento era religado e as temperaturas voltavam ao estado anterior. O
problema foi sanado com a substitui¢do do sistema de aguecimento.

Durante todo o periodo experimental, as variacbes de pH eram constantes ao longo do
dia, tendo atingido o valor maximo de 8,7 e minimo de 8,0 na aclimatacdo e nos tanques
controle e de temperatura. Enquanto isso, nos tratamentos de pH e pH+Temperatura 0s

valores foram sempre inferiores que os outros tanques (Controle e Temperatura), variando



38

entre 8,3 e 7,4. Em uma medida tomada durante o 3° dia de experimento (05/05) mostrou
valores de pH muito inferior ao esperado, incluindo os tanques que ndo tinham tratamento de
pH (Controle e Temperatura). Na medida tomada 15 minutos depois, 0s valores se
reestabeleceram o que pode levar a crer que houve uma falha na medicéo e, por isso, esta

medicdo ndo foi levada em conta (Figura 10).
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Figura 9: Gréafico com os valores de temperatura durante o periodo de aclimatagdo e durante todos o0s
tempos de experimento. Eixo Y — Temperaturas em graus Celsius; Eixo X — Dias de experimento; A

linha vermelha separa a aclimatacao (a esquerda) do experimento (a direita).
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Figura 10: Gréafico com os valores de pH durante o periodo de aclimatacdo e durante todos os tempos
de experimento. Eixo Y — Valores de pH da agua; Eixo X — Dias de experimento; A linha vermelha
separa a aclimatacdo (a esquerda) do experimento (a direita).
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4.2. Avaliacéo da coloracéo das col6nias

Durante todo o experimento (TO, T1 e T2 e ap0s a recuperacdo) foi avaliada a satde
aparente dos pdlipos através de acompanhamento visual e fotogréfico dos estagios de
branqueamento decorrente da exposicdo ao estresse térmico. Ao observar as fotografias é
possivel notar que os fragmentos que estiveram nos tanques-controle e expostos aos
tratamentos de pH aparentavam leve descoloracdo (Figura 11), enquanto que os fragmentos
expostos ao estresse térmico (Temperatura e pH+Temperatura) apresentavam sinais

avancados de branqueamento no T1 que se intensificaram no T2 (Figura 11).

C pH T pH+T B1 B2 B3 B4 .. 2,
“ 0™

8
\
8
WATCH
11 7 Lahet CORAL HE:\LTH CHART .
y
Oibck  GCe -
T2 :

Figura 11: Acompanhamento dos estagios de branqueamento dos fragmentos de M. harttii durante os
tempos de experimento. C — Controle; pH — Tratamento com redugdo do pH da agua; T — Tratamento

com aumento da temperatura da 4gua; pH+T — Tratamento misto de pH e temperatura.

Ap0s o periodo de trés meses de recuperacdo, 98% dos fragmentos sobreviveram e
destes, 96% dos fragmentos aparentaram ter recuperado sua coloragdo original (Figura 12).
Diferente destes, alguns individuos ainda se mantinham branqueados em diferentes niveis

(e.g., os que estdo circulados em vermelho na Figura 13).
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Figura 12: Porcentagem de salde dos p6lipos pés-recuperagdo. C — Col6nias.
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Figura 13: Fragmentos apos trés meses de recuperagdo no Recife de Fora, Porto Seguro, BA.

4.3. Andlises Moleculares de Symbiodinium
Conforme os resultados obtidos através das analises de PCR/RFLP da regido do gene
18S rDNA, foi observado que no ambiente (verdades de campo), todas as quatro colénias
apresentaram em sua composi¢cdo Symbiodinium pertencente ao clado C, como sendo o clado
dominante (Tabela 1). Os tanques controle e o tratamento de pH também apresentaram
somente o clado C em todas as amostras ao longo de todo o experimento. Ja no tratamento de

temperatura foi observada a ocorréncia de mistura dos clados A e C em uma amostra na
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coldnia 2, cinco amostras na colbnia 3 e duas amostras da colonia 4 em todos 0s tempos
amostrados, inclusive na coleta apos a aclimatacdo antes do experimento comecar (TO)
(Tabela 1). Em particular, as amostras do TO que apresentaram mistura de clados estavam
arranjadas no mesmo tanque (Tanque 6 — Figura 6). Este tanque, juntamente com os tanques
1, 2 e 5 estavam dispostos em uma posi¢do onde os filtros de luz (sombrites) ndo os cobriam
durante algumas horas da manha. Quanto ao T1, apenas um rameto da col6énia 3 e um rameto
da col6nia 4 tiveram mistura de clados, enquanto que no T2, duas amotras da col6nia 3 e uma
amostra da colbnia 4 tiveram a presenca dos clados A+C (Tabela 1). A colbnia 1, diferente
das demais, apresentou somente clado C em sua composicdo em todos os tempos do
experimento de temperatura e apds recuperacao.

No tanque com tratamento concomitante de pH e temperatura foi observada a
prevaléncia do clado C (79,7%), porém algumas amostras de todas as col6nias apresentaram
um padrao de bandas similar ao clado A em dominancia (7,8% - cinco amostras) e em mistura
com clado C (12,5% - oito amostras) (Tabela 1). De forma detalhada, as colonias 2, 3 e 4
apresentaram mistura de clados no tempo inicial e no mesmo tanque, assim como no tanque 6
(Tanque 7— Tabela 1). O tanque 7, diferente do tanque 6, permaneceu coberto pelo filtro de
luz durante todo o periodo de sol. No T1, a colénia 3 apresentou uma amostra com clado A
em dominancia e uma amostra com misturas entre os clados A e C, enquanto que a colonia 4
tinha uma amostra em mistura de clados (Tabela 1). Por ultimo, no T2, todas as col6nias
tiveram mudanca de clado em pelo menos uma amostra. A colonia 1 apresentou uma amostra
com clado A em dominancia e uma amostra com mistura de clados. A colonia 2 teve uma
amostra com clado A em dominancia e duas amostras em mistura de clados, enquanto que as
colonias 3 e 4 tiveram uma amostra cada com a presenca do clado A dominante (Tabela 1).

Depois de recuperados os ramos tenderam a retornar ao estado inicial contendo o

clado C como dominante, sendo somente observada mistura de clados em apenas uma
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amostra que ainda se mostrava totalmente branqueada da colénia 3 (Tabela 1; Circulado em

vermelho - Figura 13).



43

Tabela 1: Resultados obtidos a partir da identificacdo dos clados de zooxantelas associadas a Mussismilia harttii pela anélise de PCR/RFLP do gene 18S
rDNA digerido pela enzima de restricdo Taqg I. A e C indicam os clados encontrados; + indica a presenca de mistura de clados em uma mesma amostra; /
indica a andlise de duas amostras de uma mesma col6nia sendo um saudavel e outro branqueado, respectivamente; X indica amostras que nao puderam ser
identificadas. C — Col6nia; R — Rameto ou réplica da colbnia; Verdade de campo — Coletado antes da aclimatagdo; TO — ap6s 10 dias de aclimatacdo; T1 —

apos 7 dias de experimento; T2 —ap6s 15 dias de experimento; Recuperacéo — devolvidos ao recife e re-coletados apds 3 meses.

Colonias
Tratamentos
Tempo C1 C2 C3 C4
Rameto RIL R2 R3 R4 Rl1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4
Verdade de campo c C C C
T0 C C C C C C C C C C C C X C C C
T1 C C C C C C C C C C C C C C C C
Controle
T2 C C C C C C C C C C C C X C C C
Recuperagao C C C C X C C C C C C C C C C C
T0 C C C C C C C C C C C C X C C C
oH T1 X C C X C X C C C C X C C C C C
T2 C C C C C C C X C C c c C C C C
Recuperagao C ¢/X ¢C C C C C C X C X X C C C C
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4.4. Andlises do Estresse Fotossintéetico

Durante os tempos de coleta foi medido o rendimento fotossintético maximo (Fv/Fm)
de cada pdlipo. Os resultados da RMANOVA mostram que a diferenca entre os tratamentos
foi significativamente dependente dos tempos (Tratamento — F= 29,087; GL=3; p< 0,005.
Tempo — F= 5,063; GL= 2; p> 0,005. Tratamento/Tempo - F = 7,563; GL= 6; p< 0,005).
Apds o periodo de aclimatacgéo (T0), todos os corais apresentaram valores similares de Fv/Fm.
Apds 7 dias de experimento (T1), os valores de Fv/Fm para os corais nos tanques-controle e
sob tratamento de pH foram similares ao TO, enquanto que para corais expostos ao aumento
de temperatura ou temperatura e pH, houve uma reducdo significativa na eficiéncia dos
fotossistemas (Figura 12; Tabela 2; Tabela 3). No T2 (15 dias de experimento), apesar de ndo
ter sido significativamente diferente do TO ou T1, houve uma tendéncia de aumento nos
valores de Fv/Fm nos corais que ndo estavam expostos ao tratamento térmico (Controle e pH),
enquanto que nos corais expostos ao estresse térmico (Temperatura e pH+Temperatura), 0s
valores de Fv/Fm continuaram baixos como em T1 e significativamente diferente de TO
(Figura 12; Tabela 2; Tabela 3). Apds os trés meses no recife para recuperacdo, os fragmentos
apresentaram valores de Fv/Fm similares entre si e superiores aos valores obtidos tanto em TO
quanto durante o experimento, sendo estes resultados estatisticamente diferentes dos demais

(Figura 14).
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0,7
0,65
0,6
0,55
0,5
0,45
04 -
035 -
03 -
025 -
02 -
0,15 -
01 -
0,05 -

H Controle

Hm pH

W Temperatura

M pH+Temp

Fv/Fm

Figura 14: Grafico em barras com as médias dos valores de eficiéncia fotossintética maxima (Fv/Fm)
nos quatro tratamentos nos diferentes tempos de experimento. As diferentes letras simbolizam as
diferencas significativas (p>0,05). TO — ap6s 10 dias de aclimatagdo; T1 — ap0s 7 dias de experimento;

T2 —apds 15 dias de experimento; Rec — apds a recuperagdao.

Tabela 2: Médias e desvio padrdo dos valores de eficiéncia fotossintética por tratamento e em cada
tempo de experimento. Os valores em negrito foram significativamente diferentes dos demais
(p>0,05). TO — apds 10 dias de aclimatacdo; T1 — ap6s 7 dias de experimento; T2 — ap6s 15 dias de

experimento; Rec — Apds a recuperagao.

Fv/Fm
TO T1 T2 Rec
Média 0,397 0,413 0,461 0,619
Controle

dp 0,017 0,040 0,033 0,006

H Média 0,418 0,413 0,478 0,611

P dp 0,032 0009 0,042 0,034
Média 0,409 0,319 0,270 0,595

Temperatura

dp 0,047 0,026 0,066 0,015

Média 0,382 0,294 0,300 0,587

pH+Temperatura

dp 0,029 0,028 0,047 0,030
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Tabela 3: Tabela comparativa dos valores do p6s-hoc Newman-Keuls da eficiéncia fotossintética. Os
valores em negrito foram significativamente diferentes dos demais (p>0,05). TO — apds 10 dias de
aclimatacdo; T1 — apds 7 dias de experimento; T2 — apo6s 15 dias de experimento; Rec — Apés a
recuperacdo. C- Controle; pH — Tratamento de pH; T — Tratamento de temperatura; pH+T —

Tratamento concomitante de pH e temperatura.

Tratamento C C C C pH pH pH pH T T T TpH+T pH+T pH+T pH+T
Tempo TO T1 T2 Rec TO T1 T2 Rec TO T1 T2 Rec TO T1 T2 Rec

C TO 0,91 0,12 0,00 0,91 0,80/ 0,03 0,00 0,55 0,00 0,00 0,00 0,62 0,01 0,00 0,00

C T1 0,91 0,13/ 0,00 0,83 0,99 0,05/ 0,00 0,72/ 0,00 0,00 0,00 0,99 0,00 0,00 0,00

C T2 0,12 0,13 0,00 0,09 0,22 0,50/ 0,00 0,04 0,00 0,00 0,00 0,23/ 0,00 0,00 0,00

C Rec 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,76 0,00 0,00 0,00 0,60 0,00 0,00 0,00 0,57

pH TO 0,91 0,83 0,09, 0,00 0,97 0,05 0,00 0,69 0,00 0,00 0,00 0,98 0,00 0,00 0,00
pH T1 0,80 0,99 0,22/ 0,00 0,97 0,08 0,00 0,60/ 0,00 0,00 0,00 0,89/ 0,00 0,00 0,00
pH T2/ 0,03 0,05 0,50{ 0,00 0,05 0,08 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,08 0,00 0,00 0,00
pH Rec 0,00 0,00 0,00 0,76 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 051 0,00 000 0,00 0,58

T T0 0,55 0,72/ 0,04 0,00 0,69 0,60 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,52 0,01 0,00 0,00

T T1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,82/ 0,00 0,00 0,58 0,34 0,00

T T2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,82 0,00 0,00 0,45 0,46 0,00

T Rec| 0,00 0,00 0,00 0,60 0,00 0,00 0,00 0,51 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,74
pH+T T0 0,62 0,99 0,23/ 0,00 0,98 0,89 0,08/ 0,00 0,52/ 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
pH+T T1 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,58 0,45 0,00 0,00 0,22| 0,00
pH+T T2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,34 0,46 0,00 0,00 0,22 0,00

pH+T Rec 0,00 0,00 0,00 0,57 0,00 0,00 0,00 0,58 0,00 0,00 0,00 0,74 0,00 0,00 0,00

4.5. Analise de Calcificacdo

Com as analises das taxas de calcificacdo, a RMANOVA mostrou que a diferenca
entre os tratamentos foi significativamente dependente dos tempos (Tratamento — F=6,682;
GL= 3; p=0,001. Tempo — F= 0,006; GL= 2; p=0,935. Tratamento/Tempo - F= 3,038; GL= 6;
p=0,016), assim como para fotossintese. E possivel observar valores similares em todos os
tanques ap6s a aclimatacdo (T0). Apds 7 dias, houve a tendéncia de reducdo nas taxas de
calcificacdo para os tratamentos envolvendo o aumento na temperatura (Temperatura e
pH+Temperatura), enquanto que ocorreu um possivel aumento na calcificacdo dos corais que
se encontravam nos tanques-controle e com tratamento de pH. Porém, diferencas de resposta
entre coldnias acarretou em uma grande variancia dos dados ndo sendo possivel detectar

diferencas estatisticamente. Esses resultados se acentuaram apds 15 dias de experimento (T2),
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evidenciando uma reducao significativa das taxas de calcificacdo somente nos tratamentos de

temperatura no T2 (Figura 13; Tabela 4; Tabela 5).
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Figura 15: Grafico em barras com as médias das taxas de calcificagdo nos quatro tratamentos nos

diferentes tempos de experimento. As diferentes letras simbolizam as diferencas significativas

(p>0,05). TO — apds 10 dias de aclimatacdo; T1 — ap6s 7 dias de experimento; T2 — ap6s 15 dias de

experimento;
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Tabela 4: Médias e desvio padrdo das taxas de calcificacdo dos tratamentos em cada tempo de
experimento. Os valores em negrito significam os valores que foram significativamente diferentes
(p>0,05). TO — ap6ds 10 dias de aclimatacdo; T1 — apds 7 dias de experimento; T2 — apds 15 dias de

experimento;

Taxa de Calcificacao

T0 T1 T2
Média 161,7 219,3 247,5
Controle

dp 64,3 43,6 44,7

H Média 178,4 229,3 252,9

P dp 60,0 30,1 31,1
Média 165,5 119,7 83,0

Temperatura

dp 29,0 21,2 48,7

Média 237,8 145,4 139,6

pH+Temperatura

dp 77,4 57,5 71,3

Tabela 5: Tabela comparativa dos valores do pds-hoc Newman-Keuls das taxas de calcificacdo. Os
valores em negrito foram significativamente diferentes dos demais (p>0,05). TO — ap6s 10 dias de
aclimatacdo; T1 — ap0s 7 dias de experimento; T2 — ap0s 15 dias de experimento. C- Controle; pH —

Tratamento de pH; T — Tratamento de temperatura; pH+T — Tratamento concomitante de pH e

temperatura.
Tratamento C C C pH pH pH+T pH+T pH+T T

Tempo TO T1 T2 TO T2 T1 TO T1
C TO 0,53 0,41 0,92 051 o040 048 070 086 093 0,75 0,35
C T1 0,53 0,91 0,34 082 093 09 042 043 042 0,25 0,05
C T2 0,41 0,91 0,48 09 09 08 026 024 039 0,11 0,02
pH TO 0,92 0,34 0,48 046 050 050 08 08 0,76 0,73 0,29
pH T1 0,51 0,82 0,90 0,46 094 084 037 036 044 0,19 0,03
pH T2 0,40 0,93 0,90 0,50 0,94 093 0,24 0,22 0,39 0,10 0,01
pH+T T0 0,48 0,90 0,82 0,50 0,84 0,93 0,33 0,31 0,44 0,15 0,02
pH+T T1 0,70 0,42 0,26 0,86 037 024 0,33 0,89 0,88 0,82 0,46
pH+T T2 0,86 0,43 0,24 0,89 036 022 031 0,89 0,93 0,64 0,38
T T0 0,93 0,42 0,39 0,76 044 039 044 088 093 0,81 0,39
T T1 0,75 0,25 0,11 0,73 019 0,10 015 0,82 064 0,81 0,39
T T2 0,35 0,05 0,02 0,29 003 001 002 046 038 039 0,39
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5. Discussao

O presente estudo mostrou que o0 aumento da temperatura tem um grande efeito
na fisiologia de Musissmilia hartti e de suas zooxantelas simbiontes, ao contrario da
acidificacdo, que mostrou ndo alterar, a curto prazo, a fisiologia do hospedeiro-

simbionte.

5.1. Avaliacéo da coloracao das colonias

Com a avaliacdo das fotografias dos fragmentos expostos aos tratamentos foi
observado a evolucdo dos niveis de branqueamento nos corais expostos ao estresse
térmico (tanques com tratamento de temperatura e pH-+temperatura). Estresses térmicos
tendem a demonstrar uma resposta mais imediata ao branqueamento (12 dias de
exposicao - Brown, 1997) do que estresses provocados pela alteracdo do pH (60 dias de
exposicdo - Anthony, et al., 2008). Wall e colaboradores (2013) também ja haviam
verificado que altas concentracdes de CO,, em 21 dias de experimento, ndo provocaram
0 branqueamento no coral Seriatopora caliendrum enquanto que a temperatura de
30,5°C branquearam os corais. No presente estudo o coral M. harttii apresentou
branqueamento severo apds exposicao a temperaturas de até 31,4° C, nos tangques com
estresse térmico, e leve descoloracdo nos tanques controle e de pH que atingiu maximas
de 28° C, contudo, a descoloracao parece estar relacionada com as altas temperaturas a
gue os corais foram expostos do que as altas concentragdes de CO, na agua.

Esta leve descoloracdo nos fragmentos ja havia sido observada ap6s o periodo
de aclimatacdo, o que sugere que 0s corais estavam passando por algum estresse antes
dos experimento. A explicagdo mais provavel sdo as altas temperaturas no recife (de
onde a &gua era coletada para o experimento) registradas durante o periodo de

aclimatacdo, chegando a 29,4°C (Média: 27,6°) nos dois primeiros dias de aclimatacéo
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sendo esta temperatura maior que as registradas para os tratamentos térmicos no T2
(28,3°; Média: 27,6°C). Ap0s os corais serem levados para recuperacdo de trés meses no
recife de origem, os corais foram recoletados e grande parte aparentava ter recuperado a
coloracdo original. Este resultado pode significar que o tempo de trés meses é o tempo
necessario para a recuperacdo do estado de saude do coral e possivel reestabelecimento
de sua comunidade simbionte. Isto também foi observado no coral Acropora aspera que
branqueou quando exposto a temperatura de 34°C e ap0s 2 meses nas mesmas
condigcdes ambientais (recuperacdo) retornou a coloragdo original (Bonesso et al.,

2017).

5.2. Anédlises Moleculares de Symbiodinium

Mussismilia harttii apresentou associacdo com os clados A e C, sendo a
associacdo com clado A somente quando o coral foi exposto a temperaturas elevadas
Estes resultados foram diferentes dos que foram encontrados por Picciani-de-Souza
(2013) que observou, em um estudo in situ, associacdo exclusiva deste coral com o
clado C para a mesma regido (i.e., Recife de Fora, Porto Seguro, BA). Neste mesmo
estudo foi observado, também uma associacdo especifica do clado C em Mussismilia
hispida enquanto que em Mussismilia braziliensis foi observada uma mistura dos clados
C e A (Picciani-de-Souza, 2013). A presenca do clado C nas trés espécies mostra que
esta associacdo parece ser bastante estavel para este género nesta localidade. Porém,
diferente do que foi observado no Recife de Fora, as coldnias de M. hispida
apresentaran associacao especifica com clado A na costa norte do pais enquanto que na
regido sudeste foi encontrada a associagdo com clado A e em algumas colénias uma
mistura entre os clados A e B (Picciani-de-Souza et al., 2016). Como observado para M.
hispida, a relacdo simbiotica entre o coral M. harttii e 0 Symbiodinium pode também

depender das condi¢fes ambientais que o coral esta exposto.
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Quando expostos aos tratamentos de pH e aos tanques controles, o clado C
também se mostrou dominante em todos os tempos de tratamento, sem mudanca para
outros clados. Este resultado era esperado, visto que a mudanca na dominancia de
clados em um hospedeiro estd geralmente relacionada com estresses térmicos (Baker
2003), apesar de que luminosidade também é um fator abiotico que esté correlacionado
com mudancas de clados (Rowan et al., 1997; Baker, 2003; LaJeunesse et al. 2004).
N&o existem estudos que reportem a mudanca de clado em ambientes acidificados,
contudo, j& foi observado branqueamento com queda na concentragao de clorofila o, em
experimentos prolongados (oito semanas em pH <7,8; Anthony et al. 2008). Também ja
foi reportado que diferentes subclados de Symbiodinium respondem de diferentes
formas a mudanca no pH (Branding et al., 2011; Towanda & Thuesen, 2012;
Baghdasarian et al., 2017). Com isso, é possivel levantar a hipotese de que haja
expulsdo de tipos de simbiontes e recolonizagdo de outros mais resistentes dependendo
do tempo de exposi¢do, porém, devido ao curto periodo experimental, isso nao foi
observado em M. harttii.

Quando as colbnias de M. harttii foram expostas ao estresse térmico (tratamento
de temperatura e ao tratamento concomitante de pH e temperatura) foi observada a
presenca do clado A em dominancia ou em mistura com clado C. Em um estudo com o
coral Acropora millepora foi observada também mudanca de clados ap6s um evento de
branqueamento em ilhas na margem sul da Grande Barreira de corais da Austrélia.
Neste estudo foram analisados os clados presentes antes e trés meses apds o0
branqueamento e foi observada prevaléncia do subclado C2 antes do branqueamento e
mudangca para os clados D e C1 ap6s o branqueamento (Jones et al., 2008)

O clado A é encontrado em colonias de aguas rasas, que estdo sob estresse

luminoso, podendo ter maior resisténcia a luminosidade intensa (LaJeunesse, 2002; Loh
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et al. 2006; Finney, et al. 2010). Esta resisténcia pode ser atribuida pela presenca do
aminoacido micosporina que confere a zooxantela protecdo contra a radiagdo UV
(Banaszak et al., 2000). No coral Orbicella (=Montastraea) faveolata j& foi observada
uma maior resisténcia ao branqueamento, e valores maiores de F\/Fy, quando associado
a Symbiodinium dos clados A e D, do que quando associado aos clados B e C (Kemp et
al., 2014).

Além do aparecimento do clado A durante o periodo experimental, este clado
também foi observado no inicio do experimento, logo ap6s o periodo de 10 dias que
ficaram aclimatando (TO). Isso pode estar associado as altas temperaturas durante o
periodo de aclimatacdo, que foi aproximadamente 1°C acima dos valores reportados no
final do experimento nos tanques com tratamento térmico. Entretanto, esta variabilidade
intra-colonial pode estar associada a diferencas de micro-habitats in situ. Este tipo de
variacdo ja foi reportado em espécies do género Orbicella (Montastraea) que
apresentaram diferentes clados em uma mesma coldnia, sendo correlacionado com
incidéncia luminosa (Rowan et al., 1997).

Por hipdtese, o aparecimento deste clado pode ter ocorrido das seguintes formas:
1) Os clados A e C sdo os Unicos clados presentes nas coldnias estudadas e, portanto,
com a reducéo do clado C, o clado A pdde aparecer; 2) outros clados estariam presentes,
além dos clados A e C, porém em baixissima densidade e, com o0 aumento da
temperatura e da forte incidéncia luminosa, devido a pouca profundidade nos tanques do
experimento somente o clado A resistiu; 3) O clado A ndo compunha a comunidade de
M. harttii e, com o estresse térmico, foi adquirido da coluna d’agua. Infelizmente a
técnica da PCR/RFLP néo possui resolucdo suficiente para acessar sequéncias de clados

em baixa densidade (Powell et al., 1996). Uma técnica que tem sido usada recentemente
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para acessar esta diversidade de clados e até subclados € através do Sequenciamento de
Ultima Geragdo (NGS; Thomas et al, 2014).

Comparando os individuos dos tratamentos com os recuperados de uma mesma
coldnia, é possivel observar que houve a recuperacdo da maioria dos individuos ao
clado dominante inicial (Clado C). Contudo, dentre todos os fragmentos que retornaram
ao recife, um fragmento ndo tinha se recuperado e ainda apresentava branqueamento
severo e, quando analisado a composi¢do taxondmica foi encontrada uma mistura dos
clados A e C. Estes resultados mostram que com trés meses de retorno ao seu ambiente
normal ap0s a exposicdo a estresse térmico, héa a retomada do estado original de

simbiontes, na maioria dos pélipos de M. harttii.
5.3. Anédlises do Estresse fotossintético

Os valores obtidos de F\/Fy indicam que o aumento de temperatura pode ter
efeito negativo sobre as zooxantelas, afetando suas taxas fotossintéticas. Os resultados
encontrados neste estudo corroboram com os encontrados por Duarte (2015) que, em
um estudo realizado também no mesocosmo marinho, verificou valores baixos de Fy/Fy
para esta mesma espécie quando associados ao aumento de temperatura de 2°C e 4°C
acima das flutuacdes da temperatura ambiente. Outro estudo, utilizando desta vez um
sistema fechado com temperaturas fixas, observou que temperaturas acima de 31°C
foram prejudiciais para M. harttii tendo quedas nos valores de Fy/Fy, que se acentuou
quando em exposic¢do a luz, sendo a temperatura de 31°C limitrofe para recuperacao dos
polipos expostos (Winter et al., 2016). Em outro estudo, quatro corais (Stylophora
pistillata, Montipora aequituberculata, Acropora sp. € Pavona cactus) foram expostos a
temperaturas entre 27° a 34°C e a irradiancia de 300 + 20 pmol photons m? s*, em
conjunto e isoladamente. Apos a exposicdo foi observado que os valores de F\/Fy das

especies M. aequituberculata e S. pistilata reduziram quando expostos somente ao
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estresse térmico e quando expostos & acdo conjunta da temperatura elevada e radiacéo
UV, todos os corais tiveram reducdo significativa nos valores de Fv/Fy (Ferrier-Pages et
al., 2007). Também foi observada uma redugdo nos valores de F./Fy do coral
Seriatopora caliendrum quando expostos a temperatura de 30,5°C. Juntamente com a
reducdo no F\/Fym 0s corais sofreram branqueamento e redugdes nas concentragcdes de
clorofila a e na densidade de zooxantelas (Wall et al., 2013). Segundo Cunning e Baker
(2012), 0 aumento da temperatura pode provocar um aumento exarcerbado na densidade
de zooxantelas e, consequentemente, aumentando a concentracao de espécies reativas de
oxigénio (ROS) apos sofrerem o fotodano no fotossistema 1l. Apesar de néo ter sido
medida a clorofila a ¢ a densidade de zooxantelas no presente estudo, observou-se 0
branqueamento dos corais e a reducdo nos valores de Fy/Fy, sugerindo que M. harttii
também teria sofrido reducdo nas concentra¢des de clorofila o e de zooxantelas. Para
comprovar esta hipotese seria necessario outro estudo com M. harttii que medissem
tanto os valores de Fy/Fy, assim como quantificar clorofila o e densidade de
zooxantelas.

Assim como ja explicado, com a expulsdo das zooxantelas o coral branqueia e
perde o grande aporte nutricional fornecido pelos simbiontes. Contudo, ja foi relatado
que alguns corais tem capacidade de, durante um evento de branqueamento, compensar
a aquisicdo de carbono fornecida pela autotrofia dos simbiontes através da heterotrofia.
O coral Montipora capitata, por exemplo, é capaz de chegar, através da heterotrofia, a
quantidade de carbono contribuido pelas zooxantelas, enquanto que os corais Porites
compressa e Porites lobata sdo menos resilientes e ndo sdo capazes de equilibrar a
aquisicao de carbono pela heterotrofia quando branqueados, ou seja, P. compressa e P.
lobata seriam mais suscetiveis a mortalidade que M. capitata em eventos de

branqueamento prolongado (Grottoli et al.,, 2006). No entanto, ainda ndo foram
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desenvolvidos estudos que observem a acdo da heterotrofia em M. harttii em periodos
de branqueamento.

Como ja mencionado, a exposicao intensa a luz parece ser um intensificador da
acéo danosa do aumento na temperatura. Em um estudo, o coral Stilophora pistillata foi
exposto a luminosidade consideradas altas (100-120 pumol photons m 2 s %) por tempo
prolongado (27 dias de exposigdo) e apresentou reducdo significativa nos valores de
Fv/Fm  (Nakamura et al.,, 2017). Em contrapartida, no estudo de Schrameyer e
colaboradores (2016) o estresse luminoso, de forma isolada, ndo afetou os valores de
Fv/Fm  nos corais Pocillopora damicornis e Pavona decussata. Os corais teriam sido
expostos a um experimento de 96 horas com densidade de luz de, aproximadamente,
1464 + 22 umol photons m 2 s e s6 mostraram reducéo significativa da Fv/Fy quando
expostos a enzima inibidora da proteina PsbA do cloroplasto — Lincomicina
(Schrameyer et al., 2016). No presente estudo, os corais foram expostos apenas a
luminosidade solar incidente nos tanques do mesocosmos, sendo atenuada por uma tela
de sombreamento que filtrou 70% da luz (Duarte et al., 2015). Ao longo de todo o
experimento a luminosidade na qual os corais estavam expostos variou de ~320 pumol
photons m % s * a ~4 pmol photons m 2 s * (com média de ~76 pmol photons m 2 s ).
Com os valores altos de luminosidade, aliados ao tempo de exposi¢cdo (15 dias de
experimento) é possivel que a luminosidade tenha sido um fator importante na redugéo
do F/Fwm .

Outro ponto a ser mencionado é sobre os valores iniciais (T0) se mostrarem
baixos quando comparados com os valores obtidos durante a recuperacéo, além disso
resultados obtidos para a mesma espécie no inicio de cada experimento em dois outros
estudos (Duarte, 2015; Winter et al., 2016). Assim como o0 presente estudo, 0s corais

foram mantidos durante 10 dias aclimatando e apos isso foi medido o Fy/Fy . Duarte
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(2015) e Winter e colaboradores (2016) apresentavam Fv/Fy ap0s a aclimatacdo de
aproximadamente 0,6 enquanto que no presente estudo os valores iniciais ndo passaram
de 0,4. Uma possivel razdo para esta diferenca talvez esteja nas altas temperaturas
presentes durante o periodo de aclimatacdo do presente estudo. A temperatura no atual
experimento atingiu a maxima de 29,4°C, enquanto que nos experimentos de Duarte
(2015) e de Winter (2016) se manteve em torno de 26,5°C. Apds o periodo de
recuperagéo, foi medido o F/Fy dos corais recuperados e estes apresentaram valores
maiores que 0s encontrados apds aclimatagdo e similares aos valores iniciais
encontrados nos dois estudos acima citados, sugerindo que o aumento de temperatura no
inicio da aclimatacdo pode ter afetado a eficiéncia fotossintética antes do experimento
comecar.

N&o foi possivel correlacionar a ocorréncia do clado A com a eficiéncia
fotossintetica. Como j& explicado, clado A geralmente est4 associado com corais que
estédo sob forte estresse e tem certa resisténcia ao branqueamento e maiores valores de
Fv/Fm quando sob estresse térmico (Banaszak et al., 2000; Kemp et al., 2014). Apesar
disso, os valores de Fy/Fy se mostraram reduzidos para os tratamentos térmicos e 0s
polipos branqueados no presente estudo. Contudo, o fragmento utilizado para as
mensuracdes da eficiéncia fotossintética ndo foi utilizado para a anélise molecular,
portanto é possivel que este fragmento em especifico ndo tenha mudado de clado.
Também € possivel que o coral, por ter branqueado, tenha reduzido a densidade de
zooxantelas e as concentragdes de clorofila a e, como ja mencionado, tenha reduzido o0s

valores de Fy/Fy.

5.4. Analise de Calcificacéo

Os resultados obtidos para calcificagdo mostraram que houve reducéo nas taxas de

calcificacdo apenas para 0s corais que passaram pelos tratamentos térmicos. Estudos ja
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haviam apontado que a reducdo no pH provocaria a redugédo nas taxas de calcificagdo
em diversos organismos (Guinotte e Fabry, 2008). Um exemplo é o coral Porites
compressa que em 40 dias de experimento a pH 7.2 teve metade da taxa de calcificagdo
que a pH 8.0 (Marubini & Atkinson, 1999). Enquanto que em outro estudo o coral
Stylophora pistillata ndo sofreu redugdo em sua calcificagdo durante um experimento de
40 dias sob pH minimo de 7.7 (Nakamura et al., 2017). Nestes dois estudos citados a
queda na calcificacdo pode ter sido influenciado por dois fatores: P. compressa ser um
coral mais sensivel a quedas de pH que S. pistillata; o pH mais préximo de 7.0 afetar
mais as taxas de calcificacdo que proximo de 8.0 ou até mesmo estes dois fatores
conjuntos. Para M. harttii, ainda ndo se sabe 0 quao suscetivel este coral é a reducédo de
pH e, no presente estudo, o tempo de 15 dias de experimento pode ndo ter sido
suficiente para observar mudancas significativas.

Quanto a influéncia da temperatura nas taxas de calcificacdo, este resultado se
mostra correlacionado com as analises de fotossintese. Como ja mencionado o coral,
sob forte estresse térmico, pode ter expulsado grande parte das zooxantelas e como
consequéncia reduziu as taxas fotossintéticas. As zooxantelas, através da fotossintese,
fornecem metabdlitos essenciais para a deposicdo de CaCO3 (Muscatine, 1980; Stanley,
2006; Antonelli et al., 2016). Com a possivel reducdo da densidade de zooxantelas
reduziu também as taxas de fotossintese e com isso os nutrientes utilizados pelo coral
para deposicdo de CaCOs; sdo restringidos. Este tipo de resultado ja havia sido
observado para o coral Siderastrea siderea que apresentou reducdo nas taxas de
calcificacdo quando expostos a temperaturas entre 28° e 32°C (Horvarth et al., 2013).

Apesar da reducdo nas taxas de calcificacdo terem sido associadas as alteracfes
térmicas, 0s corais expostos pela a agdo dos dois estressores (temperatura e pH) tiveram

uma reducdo na calcificagdo menor que somente de temperatura. Uma possivel
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explicacdo é que o CO,, injetado no sistema do mesocosmo para acidificacdo da agua,
pode ter suprido a demanda nutricional exigida pelas zooxantelas. Como ja mencionado,
0 aumento da temperatura pode induzir ao aumento no metabolismo dos simbiontes e,
consequentemente, aumento na densidade de zooxantelas que provoca um aumento na
demanda de nutrientes (Cunning & Baker, 2012; Wooldridge, 2013). Esta demanda,
quando néo atingida, pode provocar a formacgdo de ROS. E possivel que, com a injecéo
de CO, para acidificar a 4gua, a demanda necessitada para a fotossintese tenha sido
atingida e ndo afetado de maneira téo drastica no aporte nutricional fornecido ao coral e,
por consequéncia, na calcificagdo. Outra possivel explicacdo estd relacionada com a
enzima anidrase carbdnica que tem como funcdo catalisar a conversdo reversivel de
HCO3 em CO, (Furla et al., 2000). Em um experimento de acidificagdo com a anémona
Anemonia viridis observou-se reducdo da acdo da anidrase carbonica em altas
concentracdes de CO,. Segundo os autores um ambiente com concentragdes normais de
CO,, 0 HCOj € preferencialmente removido da agua do mar pra aquisi¢cdo de carbono
inorganico (Ventura et al., 2016). Entretanto, um ambiente com alta concentracdo de
CO,, 0 HCOg  é substituido pelo CO, como fonte principal de carbono fazendo com que
tenha um consumo menor de energia para a acao da anidrase carbdnica e esta energia
possa ser utilizada com outros fins (Ventura et al., 2016). E possivel que esta situacio
tenha ocorrido com coral M. harttii nos tratamentos com alta concentracdo de CO,
(tratamentos de pH) e tenha concentrado sua demanda energética para a calcificacao.

Em resumo, estes resultados obtidos mostram que os efeitos causados pelo
aumento na temperatura, previstos pelo IPCC para daqui a 50 anos, podem ter uma
resposta mais imediata na fisiologia do coral que a reducdo no pH marinho e a curto
prazo uma diminuicdo do pH ndo parece afetar negativamente as taxas de calcificacdo

de Mussismilia harttii. Devido essa suscetibilidade de M. harttii a0 aumento de
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temperatura, em conjunto com o seu endemismo, importancia na formagao dos recifes
brasileiros e seu status recente de “em perigo de extingdo” reforgam a necessidade de

medidas para sua conservacao.
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6. Conclusao

e O coral Mussismilia harttii mostrou ser suscetivel ao aumento de 2°C na
temperatura da agua provocando branqueamento, acompanhado pela mudanca
do clado C inicial para o clado A em alguns fragmentos, diminuicdo do

rendimento fotossintetico maximo (F\/Fy) e reducdo nas taxas de calcificagéo.

e N&o foi possivel observar correlagdo entre a presenca do clado A com a redugdo
do rendimento fotossintético pois este clado geralmente € mais resistente a
ambientes sob estresse térmico e mostram maiores valores de Fy/Fy que corais

associados ao clado C.

e A reducdo nas taxas de calcificacdo de M. harttii nos tratamentos térmicos pode

ter sido influenciado pela reducdo nas taxas fotossintéticas de seus simbiontes.

e M. harttii tendeu a recuperacéo da coloragéo, do clado C inicial e valores de

Fv/Fum acima dos observados ap6s o TO.
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