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RESUMO

Vibrios sdo Gamaproteobactérias amplamente distribuidas no meio marinho.
Algumas espécies estdo associadas com o processo de branqueamento de corais.
Neste estudo foi realizada a caracterizagdo da diversidade de isolados de
Vibrio shiloi associados a espécimes de coral Madracis decactis e ao poliqueta
Hermodice carunculata, do Arquipélago de Sdo Pedro e Sao Paulo (ASPSP).
Obteve-se uma colecdo de 46 isolados sendo que 43 provenientes do poliqueta e
3 isolados de espécimes saudaveis do coral, cuja posicdo taxondmica foi obtida
através da analise de sequéncias dos genes RNAr 16S e pyrH. As 46 sequéncias
do gene pyrH obtidas se distribuiram em 14 haplétipos e trés grupos distintos.
Em conjunto, todos os haplétipos encontrados juntamente com todas as
sequéncias do gene pyrH de linhagens de V. shiloi/V. mediterranei disponiveis
no banco de dados Genbank formaram quatro populagbes distintas. Estas
populagcbes pertencem & espécie V. shiloi/V. mediterranei, através de analises
taxonbmicas de hibridizacdo de DNA-DNA. Isolados representativos de V. shiloi
das populacbes foram  selecionados para a realizacdo de testes de
patogenicidade utilizando artémias. Os isolados 203 e 354 correspondem a
populagdo n° 3, enquanto que os isolados 328 e 384 correspondem a populagéo
n°® 4. Houve variagdo intra e interpopulacional no potencial patogénico dos
vibrios. Pelo menos parte desta variacdo pode ser explicada pelo potencial
patogénico de cada isolado. Os genomas dos isolados 203 e 354 apresentaram
tipos diferentes de genes de Vviruléncia. Este trabalho ampliou o conhecimento
sobre a diversidade de V. shiloi/ V. mediterranei assim como o entendimento
das relacbes ecolégicas entre essa espécie e o0s hopedeiros M. decactis e H.

carunculata.

Palavras chave: Vibrio shiloi, Vibrio mediterranei, taxonomia, popula¢des, ecétipos,

patogenicidade e viruléncia
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ABSTRACT

Vibrios are Gammaproteobacteria widely spread in marine environment. Some species
of vibrios are associated with the bleaching process in corals. In this study, the diversity of
isolates of Vibrio shiloi associated with the coral Madracis decactis and the polichaete
Hermodice carunculata from the Saint Peter and Saint Paul Archipelago (ASPSP) was
characterized. A collection of 46 isolates was established, being 43 isolated from the polichaeta
and 3 isolated from health specimens of corals. The taxonomic position of the isolates was
determined by means of sequencing of RNAr 16S and pyrH genes. The 46 sequences of pyrH
from our isolates were distributed in 14 haplotypes being these grouped in 3 different groups.
The haplotypes were analysed together with sequences of pyrH from all the strains of V. Shiloi
and V. Mediterranei available in the Genbank, and we observed the formation of 4 distinct
populations being all part of the V. Shiloi /V. Mediterranei specie due to the results of the DNA-
DNA hybridization analyses. Representative isolates, from two different populations, were
selected for the pathogenic bioassays using artemis. The isolates A-203, A-16 and A-180 are
from population 4 while the isolates A-328, A-354 and A-384 are from population 1. We
observed a variation in the pathogenic potencial between and inside populations. The genome
from the strains A-203 and A-354 showed different types of virulent genes. This work advanced
the knowledge in the diversity of the specie V. shiloi/V. mediterranei as well as the
understanding in- the ecological relations between this specie and the host M. decactis and H.

carunculata.

Key words: Vibrio shiloi, Vibrio mediterranei, taxonomy, population, ecotypes, pathogenicity
and virulence
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INTRODUCAO

1.1 Arquipélago Sao Pedro e Sao Paulo
O arquipélago de Sdo Pedro e Sdo Paulo (ASPSP) esta localizado a 1.010 Km da costa

brasileira, a 520 km do arquipélago de Fernando de Noronha e a 1.872 km da costa Africana
entre as coordenadas 00°55,01'N e 029° 20,70° O. E constituido por dez ilhotas que
representam o afloramento do manto superior oceanico na superficie devido a forgas
tectonicas, sendo o Unico ambiente conhecido que possui esta caracteristica (AMARAL et al.,
2002, ARRAIS, 2012). E considerado um lugar inabitavel devido & violéncia dos mares, os
possiveis abalos sismicos, a auséncia de dgua doce e vegetacdo, a abundancia de tubardes e as
muitas aves que povoam o lugar (CASAGRANDE et al., 2003). Porém no ano de 1998 foi
instalada a primeira estacdo cientifica na sua maior ilha (5.380 km?) e Unica passivel de
ocupacdo, a llha Belmonte. A regido vem se mantendo isenta da influéncia antrépica sofrida
pela maioria dos ambientes costeiros (ARRAIS, 2012). Dessa forma o Arquipélago se tornou um
laboratério de pesquisa privilegiado devido ao alto grau de endemismo, conservacdo do
ecossistema local e isolamento. Além disso, devido ao seu posicionamento geografico exerce
uma grande influéncia no ciclo de vida de espécies migratérias, principalmente peixes,
crustaceos e aves, sendo considerado uma area de reflgio, descanso, reproducdo e alimentacao
para muitos organismos, incluindo espécies de interesse comercial (CAMPQS, 2004).

Além da importancia ecoldgica e econ6mica devido a pesca nos seus arredores, o
Arquipélago possui uma funcdo estratégica para o territorio brasileiro. No ano de 1958 as
Nacdes Unidas firmaram a Convencdo de Genebra sobre a Plataforma Continental, a Pesca, a
Conservacdo dos Recursos Bioldgicos do Alto Mar e Mar Territorial, que estabelecia: “O Estado
ribeirinho exerce direitos soberanos sobre a plataforma continental com vistas a sua explora¢do
e utilizagéo de seus recursos naturais”. Com essa Convengao o oceano foi divido em zonas as
guais estao associados direitos e deveres das na¢des. Em 1969 um decreto aumentou a Zona de
Mar Territorial ou Zona EconOGmica Exclusiva (ZEE) brasileira para 200 milhas. No ano de 1982, a

Convencdo de Direitos do Mar estabelecia o “regime de ilhas” que “os rochedos que por si
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préprios ndo se prestam a habitacdo humana ou a vida econ6mica ndo devem ter ZEE nem
Plataforma Continental”. Nesta conveng¢ao foram acordadas as regras para a conservagao do
ASPSP como parte do territério brasileiro anexando assim 450.000km? de area marinha
exclusiva ao territério brasileiro (ARRAIS, 2012). Deste modo o Brasil passaria a ter 4,5 milhdes
de km? de territdrio marinho exclusivo, sendo estes divididos em area de plataforma continental
— que é a extensdo natural de um territdrio que fica submersa — e ZEE. Este territério marinho
recebeu o nome de Amazonia Azul devido ao seu tamanho ser similar aquele ocupado pela
Floresta Amazonica. Para satisfazer as exigéncias da ONU e anexar o territorio do ASPSP e a area
marinha ao seu redor ao territério marinho brasileiro, foi construida em 1998 a primeira
Estacdo Cientifica do ASPSP (CASAGRANDE et al., 2003), que é mantida permanentemente
ocupada por pesquisadores e/ou pessoas ligadas a Marinha Brasileira.

Nos quinze anos de estagao cientifica, foram realizados levantamentos da fauna e flora
local. Foram catalogadas 31 éspecies de algas Rodophyta (BURGOS et al., 2009), 52 espécies de
peixes recifais e 64 espécies de peixes pelagicos (VASKE et al., 2005), duas espécies de aves
(BENCKE et al., 2005) e 13 éspecies de cniddrios (AMARAL et al., 2002). Entre os cniddrios, trés
espécies de corais estdo presentes, sendo que duas sdo classificadas como hermatipicas
(construtoras de recife), Madracis dedactis e Scolymia wellsi (LUBBOCK and EDWARDS, 1981,
EDWARDS and LUBBOCK, 1983, AMARAL et al., 2002)..

1.2 Estado dos ambientes coralineos

Ambientes coralineos estdo entre os ecossistemas mais diversos e importantes
economicamente do planeta, sendo comparados em biodiversidade com a Floresta tropical
(SEBENS, 1994) e tendo seu valor econdmico avaliado em aproximadamente US$375 bilhdes por
ano (COSTANZA et al., 1997) . Sdo responsaveis em grande parte, pela manutencdo de
atividades da industria pesqueira e de turismo, fonte de novos compostos quimicos além de
terem importante papel na protecdo da erosdo dos ambientes costeiros e serem considerados
areas de refugio e bercario para diversas espécies de vertebrados e invertebrados (MOBERG

and FOLKE, 1999, HOEGH-GULDBERG et al., 2007) . Esse ambiente recobre aproximadamente



17

0,1- 0,5% da plataforma continental com a area total variando entre 255.000 Km? (SPALDING
and GRENFELL, 1997), 617.000 Km? (SMITH, 1978) e 1.500.000 Km?” (COPPER, 1994), estando
presente na zona costeira de mais de 100 paises, sendo que somente 18,7% encontram-se
dentro de Areas Marinhas Protegidas (AMPs). Destas AMPs 5,3% s3o consideradas reservas
extrativistas, 12% reservas com diferentes usos econémicos e somente 1,4% areas de protecao
permanente. No Atlantico Sul aproximadamente 20% das areas coralineas encontram-se dentro
de Areas Protegidas, sendo a maior parte dessas dreas na costa brasileira (MOURA, 2006)

Apesar de toda importancia econ6mica e ecoldgica, a saude dos ambientes coralineos
vem sendo ameacada por uma série de fatores estressantes tanto de escala local quanto global.
Em escala local podemos citar a influéncia antrdpica afetando diretamente os ambientes
costeiros. Com o aumento populacional nessas regides (cerca de 23% da populagdo mundial
vive a no maximo 100Km da costa e a uma altitude inferior que 100 m acima do nivel do mar)
(SMALL and NICHOLLS, 2003), aumentou o esforco pesqueiro, o despejo de esgoto, de
fertilizantes e de poluentes no oceano além do aumento de obras que modificam o
hidrodinamismo do local (PARRY et al., 2007, HAAPKYLA et al., 2011). A escala global pode ser
entendida como o sinergismo das pequenas escalas locais ndo s6 nos ambientes costeiros mas
também nos terrestres, que vem provocando o aumento da temperatura global (0,6°C no
ultimo século), a acidificacdo dos oceanos(diminuicdo de 0,1 no pH da superficie do oceano
desde 1975) e o aumento nivel dos oceanos (1,7+/- 0,05mm/ ano no século 20) (BINDOFF,
2007). A maioria dos estudos sdo realizados em ambientes préximos a dreas costeiras, havendo
assim uma necessidade crescente de entender como os recifes de areas isoladas se comportam
diante de todas as mudancas globais.

Por ser considerado um local pouco impactado ASPSP representa uma importante area
para estudo da vitalidade dos corais. Porém ha uma auséncia de estudos da microbiota
associada aos Unicos corais hermatipicos da regido. Apesar de ndo ser um ambiente recifal ou
coralineo tipico, a distancia da costa e a presenga de corais, faz deste local um importante

ponto de estudo para determinar estressores independente da influéncia costeira.
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1.3 Ameacgas Globais
O aumento de CO, no oceano leva a uma reducdo direta no pH. Aproximadamente 25%

do CO, liberado na atmosfera é incorporado aos oceanos (PARRY et al., 2007), onde interage
diretamente com a dgua para produzir o acido carbbnico. O acido carboOnico se dissocia
formando bicarbonato na forma de ions e prétons que interagem com carbonatos gerando mais
ions bicabornatos e reduzindo assim a disponibilidade de carbonato para organismos
calcificantes (HOEGH-GULDBERG et al., 2007). Uma diminuicdo da calcificacdo afeta
diretamente a estrutura dos corais devido a uma alteracao na densidade do seu esqueleto e na
sua taxa crescimento. As consequéncias sdo aumento da erosdo provocada por animais
pastadores, diminuicdo da complexidade dos recifes e maior susceptibilidade ao
hidrodinamismo diminuindo assim sua capacidade de protecdo da costa (KLEYPAS et al., 1999).

O aumento da temperatura da superficie dos oceanos pode modificar a susceptibilidade
dos organismos a determinados patdogenos, devido ao alto gasto energético para manter o
sistema imune em pleno funcionamento e lidar com a nova caracteristica ambiental (LAFFERTY
and HOLT, 2003). Eventos de anomalia térmica podem ter um efeito drastico sobre os recifes
coralineos desencadeando branqueamento e o aumento da incidéncia de doencas infecciosas.

O aumento de temperatura juntamente com a acidificacdo dos oceanos também leva a
uma queda na captacdo de nitrogénio inorganico da dgua. Apesar do aumento da temperatura
sozinho aumentar a captacdo de fdésforo, este ndo pode ser utilizado sem a presenca de
nitrogénio para a realizacao de funcGes metabdlicas essenciais para os corais (GODINOT et al.,

2011).

1.4 O Holobionte
Os corais escleractineos ou corais duros sdao os formadores dos recifes. Os corais sao

considerados holobiontes devido a sua associacdo com as zooxantelas (dinoflagenalados
unicelulares do género Symbiodinium) e a um diverso consdrcio de micro-organismos
metabolicamente ativos, que provavelmente coevoluiram com o hospedeiro (RESHEF et al.,
2006, ROSENBERG et al., 2007, ROSENBERG et al., 2008). As zooxantelas ocorrem em uma

densidade de 0.5a 5 milhc")es/cm2 no tecido dos corais e fornecem cerca de 95% do suprimento
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de energético didrio necessario para o hospedeiro através da liberacdo de aminodcidos, glucose,
glicerol, agucares, acidos organicos e lipideos (MUSCATINE, 1967, MUSCATINE, 1990, SUTTON
and HOEGH-GULDBERG, 1990, SEBENS, 1994, GATES et al., 1995, GRANT et al., 1997, SMITH et
al., 2005).

Os corais albergam uma diversa comunidade de micro-organismos, composta
principalmente por bactérias. Essa microbiota fornece inimeros beneficios ao seu hospedeiro,
entre elas podemos citar o aumento da fixacdo de nitrogénio e carbono (LESSER et al., 2004,
CHIMETTO et al., 2008). Segundo a Hipdtese Probidtica a abundancia relativa dos grupos que
compde a microbiota mudaria com uma alteracdo ambiental a fim de auxilar na adaptacdo a
nova situacdo. Outra funcdo da microbiota seria atuar como um sistema imune ocupando os
nichos e espagos disponiveis no holobionte, impedindo assim, estabelecimento de bactérias
patogénicas, oportunistas e de organismos incrustantes (KELMAN et al., 2006, RESHEF et al.,
2006, RITCHIE, 2006, KVENNEFORS et al., 2012). Entender como ocorre essa dindmica
populacional na comunidade microbiana é uma importante ferramenta de avaliacdo do estado
de salde dos corais, ja que existe uma mudanca tanto quantitativa quanto qualitativa na
estrutura da populacdo de um coral saudavel comparado a um doente (RITCHIE and SMITH,
2004, THURBER et al., 2009).
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Figura 1 — Esquema da es-trutura do tecido do coral Oculina Patagonica, demonstrando a associagdo e
localizagdo das bactérias associadas ao muco, ao esqueleto e a cavidade gastrodérmica e das
zooxantelas (Modificada de Rosenberg et al., 2007).
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1.5 Branqueamento
O branqueamento é definido como a perda de coloracdo do tecido do coral devido a

eliminagdo parcial ou total da zooxantela ou pela degrada¢ao do pigmento desta. O tecido de
um coral branqueado é transltcido ou transparente e com a perda da zooxantela, o esqueleto
calcareo esbranquicado fica a mostra (DOUGLAS, 2003). Os mecanismos celulares pelos quais
ocorre esta perda podem ser: mudanca na fosforilagdo de proteinas promovendo o
desacoplamento das células endodérmicas do coral, necrose, apoptose, autofagia, dano ao
fotossistema Il e quebra do Ciclo de Calvin no Symbiodinium (JONES et al., 1998, SAWYER and
MUSCATINE, 2001, DUNN et al., 2002, WARNER et al., 2002, DOUGLAS, 2003). Além de ser o
resultado de uma mudanca ambiental (estresse abidtico) o branqueamento pode ser
desencadeado por uma infeccdo bacteriana (KUSHMARO et al., 1996, BEN-HAIM and
ROSENBERG, 2002).

1.6 Vibrios e a saude dos corais
O género Vibrio juntamente com outro seis géneros, pertence a Familia Vibrionaceae,

Classe Gammaproteobacteria. Os vibrio sdao abundantes em ambientes aqudticos sendo
encontrados principalmente em estudrios, aguas costeiras, sedimentos e em sistemas de
aquicultura. Compreendem cerca de 10% das bactérias facilmente cultivaveis provenientes de
ambientes marinho (EILERS et al., 2000). Podem ser de vida livre ou podem viver como
simbiontes ou parasitas associados a invertebrados e vertebrados marinhos (THOMPSON et al.,
2004). Estudos dependentes e independentes de cultivo demonstraram que vibrios apresentam
altas densidades quando associados a organismos marinhos, por exemplo corais (CHIMETTO et
al., 2008), peixes (ESPINEIRA et al., 2010), moluscos (BEAZ-HIDALGO et al., 2010), esponjas
(HOFFMANN et al.,, 2010) e crustaceos. Os vibrios tendem a dominar a microbiota de
organismos em ambientes com alta concentracdo de nutrientes, temperatura elevada e baixa
salinidade (EILERS et al., 2000).

Apesar de integrarem a microbiota de organismos sauddveis, algumas espécies sao
consideradas patdgenas, principalmente de organismos marinhos. Algumas espécies
apresentam importancia clinica como por exemplo, V. parahaemolyticus causador de

gastroenterites e V. cholerae responsavel por epidemias de célera (ALBERT et al., 1993, DANIELS
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et al., 2000). Diversos estudos demonstram a participacdo de vibrios na saude dos corais,
realizando fungdes como a fixacdo de nitrogénio, a degradacdo de compostos organicos
sulfatados, degradacdo de quitina (DUCKLOW and MITCHELL, 1979) producdo de substancias
antimicrobiana (RITCHIE, 2006) e proporcionando alimento (KOOPERMAN et al., 2007). Porém
o enriquecimento de vibrios no muco e na coluna d’dgua no entorno dos corais indicam
degradagao ambiental (DINSDALE et al., 2008). Fatores abidticos, principalmente o aumento da
temperatura, podem favorecer variacbes de Vibrio spp., com impacto sobre a salude do
holobionte (CHIMETTO et al., 2008, RAINA et al., 2009, THURBER et al., 2009). Estudos sugerem
que a temperatura tem um papel primordial na regulacdo ndo sé da densidade populacional
mas também na viruléncia dos vibrios, V. shiloi e V. coralliilyticus, que foram descritos e
caracterizados como agentes etioldgicos do branqueamento dos corais Oculina patagonica e
Pacillopora damicornis, respectivamente. Ambos apresentam fatores de viruléncia regulados

por temperatura (KUSHMARO et al., 2001, ROSENBERG et al., 2007, SUSSMAN et al., 2008).

1.7 Modelo de branqueamento Vibrio shiloi/Oculina patagonia
Aproximadamente 18 doencas de corais foram descritas, porém o agente etioldgico de

apenas seis foi identificado (BOURNE et al., 2009). Dentre estes, o caso melhor compreendido é
do branqueamento do coral O. patagonica pelo patégeno V. shiloi, no Mar Mediterraneo, costa
de Israel. Esta infec¢cdo ocorre nas estacbes de primavera e verdo, quando a temperatura da
dgua do mar aumenta. Em condicBes experimentais V. shiloi AK1" é capaz de causar
branqueamento na faixa de temperatura de 20-32°C (KUSHMARO et al., 2001). Os pré requisito
para infeccdo sdo zooxantelas fotossintéticamente ativas e a presenca de um receptor B-D-
galactopiranosideo no muco dos corais (KUSHMARO et al., 1997, KUSHMARO et al., 1998,
BANIN et al., 2001). V. shiloi ¢é atraido por quimiotaxia pelo muco do coral, se liga aos
receptores galactosideos na superficie e rapidamente penetra no tecido (TOREN et al., 1998). Ja
dentro das células do coral, V. shiloi se multiplica chegando a concentracdo de 10® CFU/ cm? e
se diferencia, passando ao estado “viavel-mas-nao-cultivavel (VBNC)” (estado no qual as células
estdo metabolicamente ativas mas incapazes de divisdo celular e crescimento nos meios de

cultura nos quais normalmente cresceriam), come¢ando a produzir a Toxina P, inibidora de
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fotossintese, resultando em perda da zooxantela (OLIVER, 1993, BANIN et al., 2000). A Toxina P
(PYPVYAPPPVVP) é um dodecapepitideo rico em prolina que se liga na membrana da zooxantela
e funciona como um canal para a passagem de amonia, reconhecido inibidor de fotossintese,
pois destrdi o gradiente de pH ao longo das membranas tilacdides (VELTHUYS, 1980, BANIN et
al., 2001, BANIN et al., 2002). Outra importante proteina produzida pelo V. shiloi é a superéxido
dismutase (SOD) que neutraliza as espécies reativas de oxigénio, sendo por isso um fator chave
para a sobrevivéncia dentro do coral durante durante a realizacdo da fotossintese pelas
zooxantelas (BANIN et al.,, 2003). A expressdao da SOD é regulada pela temperatura. Em
condicBes experimentais a enzima é produzida a 30°C, mas nao a 16°C. Células mutantes SOD~
foram capazes de aderir, infectar e se multiplicar intracelularmente nos corais. Porém apds 50h
nao puderam mais ser detectadas. A impossibilidade do V. shiloi de sobreviver nas células dos
corais nos meses de outono/inverno permite a recuperacdo das zooxantelas pelos corais.
Também em condi¢des experimentais foi verificado que os demais fatores de viruléncias sao
regulados por temperatura (BANIN et al., 2002, BANIN et al., 2003).

Israely et al., 2001 utilizaram anticorpos para demonstrar a presenca de V. shiloi nos
tecidos de todos os corais branqueados durante o verdo, mas a bactéria ndo foi detectada nos
corais saudaveis e branqueados durante o inverno. Ainda em laboratdrio foi verificado que apds
a infeccdo por V. shiloi , a temperatura de 28°C, a redugdo gradual da temperatura aos valores
observado no inverno (16°C) resultava em morte e/ou lise celular. Este resultado indica que é
necessario uma nova infeccdo a cada primavera, ndo uma ativacao das células em estado de
dorméncia ainda presentes no tecido (SUSSMAN et al., 2003). Depois de analisar amostras de
agua do mar, sedimento e organismos marinhos, durante o inverno, foi descoberta a presenca
de V. shiloi no poliqueta Hermodice carunculata (verme-de-fogo), que é um predador de corais
com preferéncia por juvenis e larvas (WOLF and NUGUES, 2013). A utilizacdo da andlise de FISH
(Fluorescent In Situ Hybridization), com oligonucleotideos especificos para V. shiloi permitiu a
verificagdo da discrepante diferenga entre contagens obtidas através de cultivo (CFU/mL) e
aquelas identificadas pela sonda, indicando que a maioria das bactérias dentro do poliqueta
(~99,9%) estariam no estado VBNC. O V. shiloi seria capaz de penetrar no tecido do poliqueta

no periodo de temperaturas mais elevadas e em condigdes ambientais desfavoraveis, entraria
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no estado VBNC. Mas diferentemente do que ocorreu em corais, as bactérias seriam capazes de
se manter durante as estagdes mais frias associadas ao poliqueta. O aquecimento promoveria a
ativacdo dos fatores de viruléncia do V. shiloi e o poliqueta, durante a predacdo, por contato
direto, favoreceria a migragao das bactérias para os corais (SUSSMAN et al., 2003). Deste modo
ficou esclarecido o papel do verme-de-fogo como reservatério e vetor do patégeno V. shiloi.

Porém desde o ano de 2004 V. shiloi nao vem mais sendo encontrado associado com
corais branqueados e sauddaveis durante o verdo no Mar Mediterraneo, costa de Israel. No ano
de 2006, Reshef e colaboradores repetiram os mesmos experimentos de infeccdo em
laboratério realizados anteriormente por Banin e colaboradores (2001) e observaram que o V.
shiloi mantinha a capacidade de aderir a superficie do coral e penetrar na exoderme, mas ndo a
de se manter nos tecidos do coral. Apds 24 horas de experimento era possivel observar um
declinio na concentracdo de células bacterianas nos tecidos e apds 96 horas ndo era mais
possivel detectar a presencga da bactéria. As conclusdes retiradas desse experimento resultaram
na geracdo da Hipdtese Probidtica. Devido a uma modificacdo da composicdo da microbiota de
O. patagonica, a nova estrutura populacional de micro-organismos seria capaz de produzir
compostos que provocariam a lise das células do V. shiloi impedindo assim seu estabelecimento
no coral (RESHEF et al., 2006).

No ano de 2005, Ainsworth e colaboradores, utilizaram FISH e ndao detectaram V. shiloi
nos corais sauddveis e branqueados durante o branqueamento anual de O. patagonica no
Mediterraneo (AINSWORTH et al., 2008) . A principal critica deste trabalho ao modelo de
branqueamento V. shiloi/ O. patagonica é a continuidade dos eventos de branqueamentos
anuais, independente da presenca de V. shiloi, demonstrando que a causa do branqueamento é
a temperatura. Também criticaram o modelo por haver sido formulado com base em
experimentos de laboratdrio, carecendo de observacdes de campo. Porém no primeiro trabalho
no qual foi descrito o processo de branqueamento do coral O. patagonica, Kushmaro e
colaboradores (1997) sugeriram que os corais poderiam desenvolver resisténcia especifica a
infeccdo e o branqueamento provocado por esta bactéria seria um estagio intermedidrio entre a

perda da zooxantela sensivel ao novo impacto ambiental (V. shiloi) e a aquisicdo de um grupo



24

mais resistente (KUSHMARO et al.,, 1997). A Hipdtesse Probidtica endereca essa questdo

descrevendo a aquisi¢do de resisténcia via microbiota (RESHEF et al., 2006).

1.8 Taxonomia bacteriana
A taxonomia ( tdxis — arranjo; nomia — método) é a ciéncia de identificar, classificar e

nomear os seres vivos. Um dos primeiros taxonomistas de que temos registros foi o fildsofo
grego Aristoteles (384- 322 A.C.) e ainda hoje usamos alguns dos agrupamentos propostos por
ele (ex: grupos vertebrados e invertebrados). A taxonomia utilizada atualmente é baseada na
proposta de Carl Linneus (1707- 1078) responsavel pelo desenvolvimento da nomenclatura
binomial, onde cada nome é composto por um género e um epipeto especifico. A classificacdo é
a descricdo dos novos taxa, com o ordenamento de organismos em grupos taxonémicos com
base na semelhanca entre eles. A nomenclatura é a definicdo do nome do organismo seguindo
as regras da nomenclatura binomial. A identificacdo é a alocacdo de organismos dentro de taxa
previamente classificados (SILVA, 2012).

A taxonomia bacteriana inicialmente era baseada nos caracteres morfolégicos
observados ao microscépio. Para isso, foi necessdrio primeiramente o cultivo de micro-
organismos em culturas puras. O passo se deu principalmente devido ao trabalho publicado por
Koch em 1881 no qual descrevia o cultivo de isolados em meio sdlido, foi o pioneiro. A partir
deste trabalho, foram desenvolvidos diversos testes fenotipicos para melhor descrever esses
organismos, fazendo com que a taxonomia de micro-organismos fosse baseada principalmente
nos caracteres morfoldgicos e fisioldgicos.

O numero de testes que estavam sendo realizados e a falta de regras comuns para a
realizacdo das analises taxondmicas resultava em confusdo. A Taxonomia Numérica surgiu em
seguida, com a era computacional, e objetivava facilitar a analise das grandes tabelas geradas a
partir dos resultados dos iniUmeros testes, a fim de gerar uma taxonomia padronizada. No inicio
dos anos 60 com o aumento de informacdes sobre o DNA e o surgimento de técnicas
moleculares foi aventada a possibilidade de as bactérias serem melhor classificadas através da
analise do seu genoma (ROSSELLO-MORA and AMANN, 2001). Porém somente nos anos 70,

com o trabalho de Rita Colwell (COLWELL, 1970), ocorreu a consolidacdo de uma taxonomia que
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ndo levava em conta somente caracteres morfoldgicos e fisiolégicos, mas assimilava todos os
niveis de informacao, desde o ecolégico até o molecular. A esta nova abordagem deu-se o nome

de Taxonomia Polifasica , tendo sido uma divisora de dguas na taxonomia dos procariontes.

1.8.1 Taxonomia Molecular

Inicialmente as andlises moleculares levavam em conta o conteldo de guanina e citosina
dos genomas (%mol G+C). Apesar desta andlise ser uma ferramenta importante para a
separacdo de grupos, a separacdo obtida ndo necessariamente indica uma relagdo entre os
organismos (ROSSELLO-MORA and AMANN, 2001). Nesse contexto surgia a técnica de
hibridizacdo DNA-DNA que era capaz de fazer agrupamentos bem definidos e, juntamente com
os testes morfoldgicos e bioquimicos gerava uma taxonomia robusta e homogénea, acabando
assim com muitas duvidas em relagdao a classificagdo de determinados grupos. Rapidamente
esta técnica tornou-se padrdo para a descri¢cdo de espécies bacterianas. Em meados dos anos 80
Carl Woese (WOESE, 1987) discutiu a eficiéncia do uso de cronémetros filogenéticos para a
identificacdo bacteriana. Estes crondmetros sdao genes que evoluem em taxa similar a taxa de
surgimento de novas espécies. Um bom cronémetro molecular para Woese, é o gene RNAr 16S
gue codifica a menor subunidade ribossomal (16S) de procariotos. Este gene estd presente em
todas as bactérias, sua estrutura secundaria é formada por diferentes dominios que evoluem a
diferentes taxas, alguns mais rapidamente e outros mais conservados, permitindo assim que as
relacdes filogenéticas possam ser medidas, incluindo as mais distantes.

Ainda nos anos 80 cientistas se reuniram com o intuito de gerarem uma definicdo para
uma espécie de procariotos. Com base nos dados experimentais gerados até entdo, definiram
gue linhagens da mesma espécie tém uma similaridade de 70% ou mais na hibridizacdo DNA-
DNA (HDD) e 5°C ou menos na diferenca entre as temperaturas médias de desnaturacdo
térmica dos DNAs de referéncia e hibrido (AT,,). As caracteristicas fenotipicas devem estar de
acordo com esta definicio (WAYNE et al., 1987). O trabalho de Stackebrandt e Goebel
(STACKEBRANDT and GOEBEL, 1994) definiu a relagdo entre a similaridade de sequéncias do
gene RNAr 16S e os valores de HDD, também com base nos dados experimentais disponiveis até
entdo: linhagens que possuem similaridade de 70% ou menos de HDD apresentam menos que

97% de similaridade nas suas sequéncias do gene RNAr 16S e sdo condideradas espécies
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diferentes. No entanto, devido a alta conservagao da estrutura primdria do gene RNAr 16S, sua
resolucdao é limitada quando necessitamos diferenciar espécies intimamente relacionadas
(STACKEBRANDT and GOEBEL, 1994), por isso o sequenciamento de outros marcadores
moleculares vem sendo adotado. Geralmente é utilizado o sequenciamento de genes “house
keeping”, aqueles que codificam proteinas essenciais para o metabolismo celular. Dentre esses
genes podemos citar: recA - recombinagao e reparo aos danos do DNA; pyrH — uridilato quinase
(envolvido na sintese de nucleotideos); gapA — gliceraldeido 3-fosfato desidrigenase e ftsZ- gene
envolvido na divisdo celular. Estes genes estdo amplamente distribuidos nos genomas,
apresentam somente uma copia e possuem boa resolugao taxébnomica em nivel de espécie
(SAWABE et al., 2007, THOMPSON et al., 2007).

Um exemplo da limitagdo do gene RNAr 16S ocorre na familia Vibrionaceae, onde o gene
RNAr 16S é informativo até o nivel de género. Entre as espécies irmas dentre as que compdem o
“Vibrio core group” (Vibrio harveyi, V. communis, V. campbellii, V. rotiferanus e V. alginolyticus)
a similaridade entre as sequéncias do gene RNAr 16S é maior que 97.6%, e em alguns casos a
similaridade de HDD chega proximo aos 70% (PASCUAL et al., 2010). Para melhor definigdo
taxondbmica deste género, Thompson e colaboradores, utilizaram o gene pyrH (uridilato
quinase) e obtiveram uma melhor resolucdo entre as espécies altamente relacionadas em
comparagdo com os resultados obtidos com as sequéncias do gene RNAr 16S (99%). Além de ser
discriminatorio a similaridade deste gene também possui uma correlacdo positiva com analises
de HDD. Para uma mesma espécie a similaridade das sequéncias do gene pyrH deve ser maior
gue 94% e estas devem formar um ramo filogenético independente, agrupando com a linhagem
tipo (THOMPSON et al., 2005, THOMPSON et al., 2009).

No ano de 2002 o Comité Internacional para a Sistematica de Procariotos se reuniu afim
de avaliar as novas técnicas que haviam sido propostas em diversos trabalhos para uso na
taxonomia bacteriana. Apesar das inova¢des que contribuiram para o avanco da taxonomia, a
técnica de HDD, que vem sendo utilizada nos ultimos 40 anos, continuou sendo o padrao ouro
para a identificacdo de espécies bacterianas, uma vez que é boa sua amplitude para revelar as
relacGes entre os mircroorganismos (WAYNE et al., 1987, STACKEBRANDT et al., 2002). A analise

que orienta a escolha das linhagens a serem comparadas nos ensaios de HDD é a filogenia
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baseada no gene RNAr 16S completo. A técnica de HDD consiste na fixacdo de DNA de fita
simples de alta massa molecular em um suporte sdélido, para posterior incubagdo na presenca
de DNA fita simples de baixa massa molecular marcado. Quanto maior a semelhanga entre o
DNA fixado e o DNA marcado, maior serd a hibridizacao entre eles e maior sera o sinal da
marcacao utilizada. Linhagens de uma mesma espécie possuem 70% ou mais de hibridizacdo
DNA-DNA (WAYNE et al., 1987). As desvantagens desse método sdo o tempo gasto, a
complexidade para o preparo do DNA marcado, além do alto custo. Segundo Willems e
colaboradores (WILLEMS et al., 2001) sdo necessarios no minimo duas semana para o preparo
dos testes para 4 linhagens.

Uma alternativa para o método classico de hibridizacdo DNA-DNA é o uso da plataforma
de PCR em tempo real (rtPCR) para a avaliacdo fluorimétrica da similaridade entre genomas
completos, com base na desnaturacdo térmica do DNA. O método de desnaturacao é utilizado
para medir a instabilidade térmica do DNA heterdlogo versus o DNA homdlogo. Sob condi¢des
estdveis e controladas a desnaturacdo do DNA dupla fita ocorre principalmente devido a
temperatura (GONZALEZ and SAIZ-JIMENEZ, 2005). A temperatura na qual ocorre a
desnaturacdo (passagem de fita dupla a unica) de 50% do DNA dupla fita inicial é chamada de
temperatura média de desnaturacao (T,,). O parametro utilizado para relacionar os DNAs é a
diferenca entre as T, do DNA homodlogo de referéncia e do hibrido construido com o DNA de
referéncia e o da amostra, denominada AT,, (LEY et al., 1970). Para a medicdo do grau de
desnaturacdo, os DNAs sdo marcados com o fluoréforo Syber Green | (SYBR) que possui
afinidade especifica por DNA dupla fita. Desta forma o valor de fluorescéncia maximo é medido
a temperatura ambiente, e este valor decai proporcionalmente ao aumento da temperatura
conforme a desnaturacdo vai ocorrendo. A fluorescéncia, atinge o valor nulo quando todo o
DNA se encontra na forma de fita Unica. O valor de 50% de fluorescéncia indica o valor da T,,, do
DNA estudado (GONZALEZ and SAIZ-JIMENEZ, 2005). O DNA hibrido contém um nimero menor
de bases pareadas que o DNA homdlogo (menor nimero de pontes de hidrogénio), por isso tem
menor estabilidade térmica atingindo sua T, mais rapidamente que o DNA homodlogo
(ROSSELLO-MORA and AMANN, 2001). O método foi implementado no Brasil (Lab. De

Microbiologia — UFRJ) e padronizado para distingdo de Vibrio spp. Por Moreira e colaboradores
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(2013) e vem sendo aplicado para a descricdo de novas espécies com sucesso: V. maritimus, V.
variabilis e V. alfacsensis (CHIMETTO et al., 2011, GOMEZ-GIL et al., 2012)

A plataforma de PCR em tempo real também pode ser utilizada para a medicdo do
contetdo de GC (%mol G+C) do DNA, que é um dos parametros taxon6micos empregados na
descricdo de espécies de procariotos (ROSSELLO-MORA and AMANN, 2001). A porcentagem de
GC é também essencial para a determinagdo da temperatura de renaturagdao térmica,
importante para a construcdo dos hibridos (ZAHA, 2003) usado nos experimentos de AT,,.
Quanto maior o conteido GC maior a energia (temperatura) necessaria para a abertura das
duplas fitas, devido as trés ligacdes existentes entre as bases Guanina e Citosina enquanto entre
as bases Adenina e Timina existem somente duas. E possivel determinar a %mol G+C a partir das
Tms obtidas pela desnaturacao térmica do DNA marcado, com SYBR, em plataforma rt PCR, com
a formula [%GC=(1,98XT,) — 106,91] (GONZALEZ and SAIZ-JIMENEZ, 2002). Moreira e
colaboradores (MOREIRA et al., 2011) redefiniram esta equacdo para a determinacdo do
conteudo GC de linhagens do género Vibrio: [%GC=(1,5617xTm)-77,841] (R,= 0,9441). O
conteudo GC em procariotos varia de 20% a 80%. A variagdo maxima esperada para o conteudo
GC no ambito de género é de 15%, no ambito de espécie é de 5% (ROSSELLO-MORA and
AMANN, 2001).

Uma mesma espécie, entdo, seria definida por linhagens que apresentassem mais de
70% de HDD entre si ou diferenca menor que 5°C na temperatura média de desnaturacdo do
DNA hibrido das duas espécies para o homdlogo de cada uma (WAYNE et al, 1987,
STACKEBRANDT et al., 2002) sendo este valor equivalente a uma similaridade maior que 97%
nas sequéncias do gene RNAr 16S (STACKEBRANDT and GOEBEL, 1994).

1.8.2 Conceitos de espécie

A delimitacdo de espécies bacteriana é baseada principalmente nas caracteristicas
genotipicas, que vém sendo utilizada como principal forma de agrupamento (COHAN, 2001,
VOS, 2011). Porém mesmo as técnicas moleculares apresentam limitacdes, e em algumas
situacOes ndo conseguem diferenciar espécies intimamente relacionadas (FRASER et al., 2009).

Por exemplo: para V. cholerae e V. mimicus o valor determinado de HDD foi de 79% e a
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similaridade na sequéncia do gene RNAr 16S foi de 99,6%, portanto valores ndo discriminatérios
(THOMPSON et al., 2003).

Segundo o conceito ecolégico de espécie, estas iriam além de somente grupamentos de
organismos intimamente relacionados ou organismos muito similares. Espécies diferentes
seriam capazes de explorar nichos ecoldgicos diferentes e a diversidade ecolégica entre as
populagdes seria controlada por uma ou mais for¢as de coesao (MEGLITSCH, 1954, VAN VALEN,
1976, COHAN, 2001). Espécies diferentes seriam separadas por diferentes histérias evolutivas
sendo assim livres para divergir sem que as forcas coesivas de outras espécies interferissem na
sua evolucdo ecoldgica.

A partir da teoria ecolégica de espécie surgiu o conceito de ecétipo, que seria um grupo
de linhagens utilizando o mesmo (ou similar) nicho ecolégico e que poderiam ser identificadas
como um grupo monofilético. Um novo ecdtipo resultaria de um mutante, portador de uma
vantagem adaptativa, capaz de extinguir por competicdo todas as demais linhagens da
populacdo original (ecétipo original), o que ndo ocorreria com linhagens de ecdtipos diferentes
(COHAN, 2002). Essa vantagem pode ser capacidade de metabolizar um recurso diferente, por
exemplo. Um ecétipo expandiria sua diversidade através do acimulo de mutagdes e recebendo
genes de outros ecétipos, porém a divergéncia se torna permanente, quando o novo mutante
consegue escapar dos eventos de selecdo periodicos que incidem sobre o ecétipo ancestral.
Apds esta etapa cada ecdtipo poderia ser considerado uma possivel espécie ja que estes seriam
unidades evolutivas irreversivelmente separadas e que possuiriam suas préprias tendéncias e

historia evolutiva (COHAN, 2001).

1.8.3 Taxonomia da espécie V. shiloi
A bactéria V. shiloi foi descrita por Kushmaro e colaboradores (2001) como sendo o
patdgeno responsdavel pelo branqueamento do coral O. patagonica no Mar Mediterrdaneo em
Israel. A espécie irma de V. shiloi é V. mediterranei, sendo 72% o valor determinado de HDD
entre ambas, e 99,4% a similaridade nas suas sequéncias do gene RNAr 16S. Apesar do valor de
HDD ser >70%, , o nome, V. shiloi foi validado com base na composicdo de acidos graxos e por

haver sido caracterizado como patdégeno intracelular do coral O. patagonica, condigdo singular
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dentre vibrios (KUSHMARO et al., 2001). Porém neste mesmo ano Thompson e colaboradores
contestaram este estudo afirmando que V. shiloi é sinonima de V.mediterranei, pois nao
observaram a diferenca na composicdo de acidos graxos descrita por Kushmaro e colaboradores
e por julgarem que a viruléncia ndo é parametro taxonémico para descrever uma nova espécie,
além de mencionarem que em diversas espécies de Vibrio é possivel verificar a presenca de

linhagens virulentas e ndo virulentas (KUSHMARO et al., 2001, THOMPSON et al., 2001)

1.9 Estrutura populacional e Evolugao ecolégica
Populagdes bacterianas possuem uma discreta variacdo na diversidade de sequéncias de

genes “house keeping” (codificadores de fungbes essenciais). Geralmente a média de
divergéncia entre as sequéncias de uma mesma populacdo é de 1% ou menos e a divergéncia
entre sequéncias de populagdes diferentes seria em média 2% ou mais (PALYS et al., 1997). Essa
baixa diversidade encontrada é moldada principalmente pelos eventos de selecao periddicos.
De tempos em tempos a selecdo atuaria purgando a diversidade de todos os loci tornando assim
a populacdo homogénea e sempre selecionando o genétipo melhor adaptado as condigdes
(COHAN, 2001, FRASER et al., 2009).

Na literatura podemos encontrar diversos modelos que explicariam a evolucdo das
populacdes bacterianas, dentre eles podemos citar: (1) O modelo de ecétipo estavel:, onde uma
Unica linhagem de bactéria se diferencia em duas sublinhagens, que se diferenciam em alguns
aspectos da sua ecologia. A selecdo natural periddica, em determinado momento elimina toda a
diversidade que surgiu desde a ultima selecdo (a diversidade é purgada pela selecdo) e como as
populacdes que se originam das duas sublinhagens sdo ecologicamente distintas, a selecdo
periddica de uma populagdo ndo influencia na outra e vice versa, fazendo com que cada ecdtico
possa se diferenciar e divergir para se tornar uma nova espécie; (2) metapopulacdo:
determinado nicho ecoldgico estd vazio ou aleatoriamente é ocupado por determinada
linhagem proveniente de outro nicho. Com isso esta linhagem pode coloniza-lo e por fim
diversifica-se. Uma caracteristica desse tipo de populacdo é que o novo nicho colonizado
rapidamente ndao consegue mais suportar a populacdo crescente e toda a populagio é
eliminada. Esse tipo de evolucdo é comum entre patdégenos, pois invadem um hospedeiro

porém sdo forgcados a ir embora ou morrem devido ao desenvolvimento do sistema imune do
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hospedeiro; (3) modelo neutro em uma populacdo pequena: diferentes gendtipos surgem por
recombinagdo e mutagdao e aumentam ou diminuem sua densidade de acordo com a deriva
génica; e por fim (4) dindmica de predador — presa/ populacdo “bottleneck” : uma populacio
pode diminuir drasticamente seu tamanho. Neste caso fagos podem provocar oscilagdes
aleatdrias ou periddicas no tamanho populacional de bactérias. Neste modelo a populacdo que
surge logo apds a diminui¢do drastica pode ser formada por descendentes de uma sé linhagem
(FRASER et al., 2009).

Um dos maiores desafios dos modelos que envolvem a estrutura de ecétipos é a evolucado
bacteriana provocada pela recombinagdo homdloga. Recombinacdo ocorre em arquéias e
bactérias e envolvem a troca de pequenos pedacos de DNA com o seguimento homdlogo de
outra linhagem. A recombinacdo se torna menos provavel com o aumento da divergéncia das
sequéncias do doador e receptor, porém bactérias podem realizar recombinacdo com
sequéncias que divergem em até 25% (COHAN, 2001). Ao mesmo tempo que a recombinagdo é
um importante meio de adaptacdo, esta pode atuar homogeneizando a diversidade de
gendtipos de linhagens que ocupam nichos diferentes. Porém os eventos de recombinacdo sao
raros e promiscuos fazendo com que esta ndo consiga esconder por completo a diversidade
ecolégica de populagdes intimamente relacionadas (RETCHLESS and LAWRENCE, 2007,
WIEDENBECK and COHAN, 2011). Didaticamente, o genoma bacteriano pode ser classificado
como, o genoma “core”, que codifica fungbes fundamentais compartilhadas entre todas as
linhagens de uma mesma espécie, e o genoma auxiliar ou acessério que é composto por genes e
operons que ndao necessariamente estdo presente em todas as linhagens e podem ser
responsaveis por determinar propriedades ecoldgicas especificas de cada organismo. Estima-se
gue 40% dos genes de determinado organismo sdo adaptativos (FRASER et al., 2009).

Hunt e colaboradores (2008) desenvolveram o software ADAPTML para verificar se existia
uma particdo de recursos na coluna d’agua para o género Vibrio, utilizando sequéncias do gene
hsp60. Observaram que algumas populacdes apresentavam altos niveis de especializacdo, como
o V. ordalii que apresentou habito de vida somente livre e outras extremamente generalistas
colonizando a coluna d’agua e uma variedade de superficies, incluindo particulas organicas e

zooplancton. Também se verificou que a maioria das populagdes preditas pelo modelo, seriam
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divergentes hd um longo periodo evolutivo, indicado pela profundidade dos ramos, que e os
grupos filogenéticos formados geralmente condizem com a divisdo de espécies dentro desse
género. No entanto V. splendidus parece ser uma excecao, pois suas linhagens se dividem em
inimeros grupos intimamente relacionados com preferéncias ecoldgicas distintas, indicando
possivel recente radiacdo ecoldgica de uma populacdo simpdtrica ancestral.

Analisar a relagdo entre filogenia e a diferenciacdo ecolégica é um passo critico para
entender o mecanismo de especiacdo em bactérias (FRASER et al., 2007). Entender qual a
fracdo de determinado gene em que ocorrem variagdes provocadas pelas sele¢cdes adaptativas e
ndao por mutacdes e deriva génica e qual a funcdo que essas variacbes desempenham no
funcionamento do ecossistema é uma das questdes centrais da microbiologia (COLEMAN and

CHISHOLM, 2010).

1.10 Bioensaios de patogenicidade
Bioensaios para investigacdo de patogenicidade sdao amplamente usados para diversas

finalidades incluindo a manutencdo de algumas atividades econdmicas. Um grande
impulsionador da difusdo dos bioensaios é a aquicultura, pois os testes indicam espécies
patogénicas em potencial, que causariam mortalidade em criadouros de peixes, crustdceos e
moluscos (LIGHTNER and REDMAN, 1998). As infec¢des bacterianas em espécies marinhas de
criadouros sdo causadas principalmente por bactérias do género Vibrio (TORANZO et al., 2005).
Alguns organismos modelos sdo usados em experimentos pilotos para a identificacdo de
potenciais patdgenos. Dentre os organismos mais utilizados podemos citar Drosophila sp.
(ALVES JR et al., 2010) e nauplios de Artemia sp. (AUSTIN et al., 2005). Segundo Austin e
colaboradores, 2005, Artemia sp. é um organismo modelo robusto para ensaios de
patogenicidade que envolvem bactérias do género Vibrio devido a sensibilidade de sua larva a
infeccdes provocada por esse grupo. Além de serem um importante modelo para experimentos
de infeccdo artémias sdo importante ferramenta no tratamento das doencas provocadas em
criadouros pois podem ser utilizadas como vetores de substancias probidticas, nutrientes e
antibioticos para larvas de peixes diminuindo assim sua mortalidade por infecgdes bacterianas

(DEFOIRDT et al., 2005, TOURAKI et al., 2013). Cada artémia é capaz de ingerir de 10> a 10* CFU
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de bactéria variando de acordo com a concentracdo (10°a 10°) e linhagem inoculada. Porém o
que determina a patogenicidade de determinada linhagem sdo as substancias extracelulares
que é capaz de produzir (SOTO-RODRIGUEZ et al., 2003).

Diversas espécies do género Vibrio ja foram utilizadas em ensaios de patogenicidade
utilizando artérmias. As principais espécies de vibrios cujas linhagens testadas provocaram alta
taxa de mortalidade nesse modelo foram: V. brasiliensis, V. coralliilyticus, V. azurae, V. fortis, V.
kanaloaei, V. neptunius, V. rotiferanus, V. parahemolyticus, V. alginolyticus e V. proteolyticus
(RICO-MORA and VOLTOLINA, 1995, VERSCHUERE et al., 2000, AUSTIN et al., 2005) . Linhagens
de algumas espécies provocaram danos fisicos causando mortalidade eventual das artémias: V.
campbellii, V. chagasii, V. cyclitrophicus, V. gallicus, V. gigantis, V. hepatarius, V. hispanicus, V.
lentus, V. nereis, V. pacini, V.pomeroyi , V. xuii , V. superstes, V tasmaniensis e V. shiloi (AUSTIN
et al., 2005). No entando, a linhagem de V. shiloi (LMG20977 = AK2) utilizada nos ensaios de
patogenicidade por Austin e colaboradores (2005) , posteriormente foi classificada através de
analises moleculares e fenotipicas como V. harveyi (GOMEZ-GIL et al., 2004, AUSTIN et al.,
2005).

Apds esse primeiro experimento realizado com um organismo modelo de facil acesso e
cujos resultados sdo passiveis de comparagao com aqueles descritos na literatura, o préximo
passo seria utilizar as bactérias que causaram mortalidade significativa nesses organismos para
a realizacdo de bioensaios utilizando como modelo o organismo do qual a bactéria foi isolada.
Para a confirmacdo de que determinado micro-organismo é o agente causador de uma doenga,
€ necessario atender os postulados de Robert Koch (1882). Sdo quatro passos que devem ser
satisfeitos: 1 — O micro-organismo deve ser isolado do organismo debilitado e deve crescer em
culturas puras sob as condicOes laboratoriais; 2 — O micro-organismo isolado deve ser capaz de
iniciar a doencga quando inoculados em organismos saudaveis; 3 — O micro-organismo deve ser
re-isolado do organismo recém infectado e identificado com sendo o mesmo micro-organismo
inoculado previamente e 4 — o micro-organismo deve ser observado com sempre sendo o

agente causador desta doenca .
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2. OBIETIVOS

e Identificar V. shiloi associado ao coral M. decactis (saudavel e branqueado) e ao
poliqueta H. carunculata;

e Caracterizar as populagoes de V. shiloi/ V. mediterranei do ASPSP assim como a
formacgao de possiveis ecétipos;

¢ Analisar o potencial patogénico de isolados representativos de V. shiloi/ V.
mediterranei e

e Analisar genes associados a viruléncia de V. shiloi/ V. mediterranei.

3. MATERIAL E METODOS
A coleta do material e isolamento foram feitas pela doutoranda Ana Paula B. Moreira,
vinculada ao Programa de Pés Graduacdo em Genética, da UFRJ (Moreira et al. 2013). As
linhagens selecionadas para este estudo estdo relacionadas na Tabela 1. A coleta foi realizada
nos dias 18, 19, 20 e 22 de setembro de 2010 em dois pontos da enseada do ASPSP (Figura 2) .
Durante as coletas do ponto 2 foi observado grande numero de poliquetas da espécie H.
carunculata infestando colonias de M. decactis. Também foi observado um rastro de

branqueamento ao longo da sua trajetdria de deslocamento sobre os corais.
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Figura 2 — Mapa do ASPSP, onde 1 e 2 indicam os pontos de coleta relacionados na Tabela 1. (Retirada
de Moreira et al., 2013).

3.1 Identificagdo de V.shiloi

3.1.1 Extracdo do DNA dos isolados bacterianos

Para esta etapa foram realizadas dois tipos de extracdo de DNA; extracdo por fervura e
ou extracdo seguindo o método de Pitcher (PITCHER et al., 1989). O primeiro método é mais
pratico e rapido, consistindo apenas na extracdao do DNA pelo rompimento das células por
fervura em agua estéril. Entretanto a solucdo com o DNA obtida contém muitas impurezas, uma
vez que nenhuma etapa de remocdo dos restos celulares foi realizada. O segundo método é
mais demorado (aprox. 4 horas) porém o DNA obtido é de melhor qualidade devido ao uso de
detergentes que rompem a parede celular das bactérias e suas membranas e solventes
organicos, que separam a fase aquosa (contendo o DNA) da fase organica. Desta forma foi feita
primeiramente a extracdo de DNA por fervura. A extracdo de Pitcher foi utilizadas somente para

os isolados dos quais ndo se obteve DNA suficiente pelo método de fervura.
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3.1.2  Extragdo por fervura:
Uma pequena quantidade de células foi fervida em 100 pL de agua Miliq autoclavada por
15 minutos a 105 °C. Foi utilizado o banho seco contendo dgua nos pocos nos quais os

eppenddorfs foram colocados.

3.1.3 Extragao por Pitcher (PITCHER et al., 1989)

Para as linhagens que obtivemos o DNA pelo método de fervura e que ndo conseguimos
a amplificacdo do gene desejado foi feita a extracdo pelo método de Pitcher. Esta extracado
consiste em: Pegar uma pequena quantidade de célula com uma alca estéril e lava-las com 500
uL de tampado de ressuspensdo (Solugdo 1), centrifugar por 3 minutos a 13.200 rpm e retirar o
sobrenadante. Centrifugar rapidamente novamente (>1minuto) e retirar o sobrenadante.
Ressuspender o material sedimentado em 100 pL de TE 1X 3% NaCl pH 8,0 e vortexar até a
solucdo ficar homogénea. Para as proximas etapas as amostras devem ser mantidas em gelo.
Acrescentar 500 uL de GES (Solugdo 2), homogeneizar suavemente. A solucdo ficara
transparente e viscosa. Nesta etapa ocorre a lise da parede celular. Centrifugar rapidamente
(>1minuto) e acrescentar 250 plL de Acetato de amdnia (Solucdo 3). Homogeneizar suavemente
(verter 10X) e incubar por 10 minutos em gelo. Centrifugar rapidamente (>1minuto) e
acrescentar 500 pL de cloroférmio isoamilico (24:1), para a separacdo das fases organica
(sedimento que contém os restos celulares e protéicos) e aquosa (sobrenadante que contém os
acidos nucléicos) da solucdo. Homogeneizar a solucdo primeiro vertendo suavemente e depois
vigorosamente ate que as fases formadas estejam misturadas. Centrifugar por 30 minutos a
13.200 rpm. Em um eppendorf de 1,5 mL limpo colocar o sobrenadante (em torno de 700 plL) e
acrescentar 400 uL de isopropanol 100% gelado (-20°C) homogeneizar suavemente. Centrifugar
por 30 minutos a 13.200 rpm. Nesta etapa ocorre a precipitacdio do DNA. Retirar o
sobrenadante centrifugar rapidamente (>1minuto) e retirar novamente o sobrenadante
novamente. Lavar o DNA sedimentado com 300 pL de etanol 70% e centrifugar imediatamente
por 1 minuto a 13.200 rpm. Deixar o DNA secar na temperatura ambiente até que o material

sedimentado se torne transparente. Re-hidratar por 12 horas a 4°C com 100uL de TE 1X pH8,0.
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Depois que o DNA entrar em solugdo trata-lo com 25 plL de solugdo RNAse (250ug/ml em TE 1X)
afim de degradar o RNA presente. Apds esta etapa o DNA foi mantido congelado (-20°C).

Para checar a eficiéncia da extracdo, 2uL de DNA foi misturado com 1 uL de Gel Red
(diluido 500X em agua Mili-Q; Invitrogem) e 2 uL de Loading Dye (5X; Promega). Essa mistura foi
aplicada em gel de agarose 1% em TBE 1X (Solucdo 4) sendo submetida a eletroforese a 80V por
60 minutos. Os géis foram fotografadas com o programa Kodak sob luz UV no qual visulaizamos
as bandas de DNA.

Para a identificacdo de V. shiloi, foi selecionado o gene pyrH (Uridilato quinase),
discriminatdrio para espécies de Vibrio (THOMPSON et al., 2005). Para aqueles isolados vibrios
putativos (recuperados do TCBS, Moreira et al., 2013) e para os quais a amplificacdo do gene
pyrH ndo foi observada com os iniciadores preferenciais (ndo degenerados e descritos no item
3.1.2 ), a identificacao foi realizada com o sequenciamento do gene ribossomal 16S (RNAr 16S).
Havendo a confirmacdo de que pertenciam ao grupo V. shiloi/ V. mediterranei, a amplificacdo
do gene pyrH, foi obtida tentativamente pelo emprego de combinacbes de diferentes

iniciadores e pelo ajuste da temperatura de anelamento da PCR, conforme a descri¢do a seguir.

3.1.4 Amplificagdo do gene Uridilato quinase (pyrH).

Os iniciadores preferenciais (ndo degenerados) para a amplificacdo do gene pyrH sao:
80F (direto) (5’- GATCGTATGGCTCAAGAA G-3’) e 530R (reverso) (5'-TAGGCATTTTGTGGTCACG-
3’) (Tabela 2). Porém apesar de seguir o protocolo usado em diversos trabalhos (CHIMETTO et
al., 2008, CHIMETTO et al., 2009, ALVES JR et al., 2010), ndo se obteve o sucesso na amplificacdo
do gene pyrH para um determinado grupo de isolados. Apds obtencdo da confirmacdo de que
pertenciam ao grupo V. shiloi/ V. mediterranei a partir do sequenciamento parcial do gene RNAr
16S, a amplificacdo do gene pyrH foi obtida pelo uso de combinag¢des dos iniciadores: 80F
(direto) 4F (direto) (3’- ATGASNACBAAYCCWAAACC- 5), 2R (reverso) (5'-
GTRAABGCNGMYARRTCCA- 3’), 5R (reverso) (5-AKYGTRCCTTCWKCTTCRCC- 3’) e 530R
(reverso). Todos os iniciadores citados apresentam o mesmo programa para a amplificagdo do
gene pyrH. Dentre as combinacdes testadas, aquela que resultou em melhor resultado foi o par

4F / 530R. Porém, a banda visualizada em gel de agarose para a maioria das linhagens era muito
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fraca, isto é, a amplificacdo foi possivel mas com rendimento baixo. Assim foi necessari
mpregar PCR gradiente, testando cinco temperaturas de anelamento (entre 51 °C e 55 °C). Esta
reacdo foi realizada no termociclador (Mastercycler Gradient Eppendorf). Os iniciadores 4F, 2R
e 5R sdao degenerados, por isso ao se reduzir muito a temperatura de anelamento, aumenta-se a
possibilidade de amplificar uma maior quantidade de fragmentos de DNA inespecificos. Foi
verificado que a melhor temperatura de anelamento para a utilizacdo desses iniciadores
(4F/530R) é de 54 °C. Nesta temperatura a concentracdo de produto foi maior e a amplificagdo
de fragmentos inespecificos foi menor. No entanto, em alguns casos a concentra¢dao de DNA dos
amplicons ainda era insuficiente para a realizacdo do sequenciamento desse gene
(aproximadamente 60 ng de DNA por reacdo de sequenciamento, observado empiricamente).
Desta forma foi necessario aumentar o volume da PCR (50 plL) com posterior concentragao dos

produtos utilizando o aparelho Speedvac (Eppendorf).

3.1.5 Amplificagdo do gene RNAr 16S

Os iniciadores usados para a amplificacdo do gene ribossomal 16S (RNAr 16S) foram: 27F
(direto) cuja sequéncia de nucleotideos é 5’- AGAGTTGATCMTGGCTCAG- 3’e 1492R (reverso)
cuja sequéncias de nucleotideos é 5'- TACGGYTACCTTGTTACGACTT- 3’ (Error! Reference source
not found.). Para cada reacdo da polimerase me cadeia (PCR) com volume final de 25 uL foram
utilizadas: 1 uL de DNA extraido; 15,875 plL de agua Mili-Q estéril; 0,5 pL de dNTPs (10 uM); 5 pL
de tampao PCR Green Buffer (1X); 1,25 de cada nucleotideo (10 uM) desejado (direto e reverso)
e 0.125 pL de GoTag. O controle negativo foi feito com agua Mili-Q estéril no lugar do DNA a fim
de validar o experimento. A PCR foi realizada no aparelho Mastercycler Gradient Applied &
Biosystem seguindo o programa: denaturacdo inicial de 95 °C por 5 min, seguido de 3 ciclos de
95 °C por 1 min, anelamento 55 °C por 2:15 min e 72 °C por 1 min; 30 ciclos de 95 °C por 0:30
seg, 55 °C por 1:15 minutos e 72°C por 1:15 minutos para elongamento e extensdo seguido de
um ciclo de 72 °C for 7 min para extensdo final. As bandas geradas pela amplificacido do
amplicons foram visualizados em gel de agarose 1% (Tris-Borato- EDTA, TBE 1X), onde foram
carregados 2 pL do produto de cada reagdo de PCR juntamente com 1 plL de Gel Red (1/500). Foi

utilizado o padrdo de corrida Low Mass (Invitrogen) afim de quantificar a concentracdo de
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produto em cada banda visualizada no gel de agarose. As corridas foram realizadas com 80 V,
por 45 minutos. O gel foi fotografado sob luz UV utilizando o programa Kodak para visualizar e
guantificar a concentracdo em cada banda visivel. Em alguns casos que a concentracdo de
amplicon foi muito baixa foi realizado uma rea¢do de cadeia polimerase de 50 pL que foi
posteriormente concentrada no aparelho SpeedVac (Eppendorf) para um volume entre 5 e 10 pl
afim de atingirem a concentragdo necessdria para o sequenciamento.

Tabela 1: Iniciadores utilizados para as etapa das Reagoes da Cadeia Polimerase para os genes 16 rRNA
e PyrH e para o sequenciamento destes mesmos genes.

Iniciadores| Gene Sequencias(5'-3') Referéncia

S0F GATCGTATGGCTCAAGAAG (Thompson et al., 2007)

4F ATGASNACBAAYCCWAAACC (Thompson et af., 2005)

2R pyrH GTRAABGCNGMYARRTCCA Thompson et al., 2005)

5R AKYGTRCCTTCWKCTTCRCC Hokx

530R TAGGCATTTTGTGGTCACG (Thompson et al., 2007)

27F AGAGTTGATCMTGGCTCAG Lane, 1991 apud (Bourne and Munn, 2005)
1492R RNAr 165 TACGGYTACCTTGTTACGACTT Lane, 1991 apud (Bourne and Munn, 2005)
536F CAGCAGCCGCGGTAATAC (Thompson et af., 2001)

1092R GTTGCGCTCGTTGCGGGACT (Thompson et al., 2001)

3.1.6  Purificagao dos amplicons obtidos para os genes RNAr e pyrH

Os produtos das amplificacdes por PCR que foram positivos e com quantidade e
tamanho desejdveis ( aproximadamente 1500 nt para RNAr 16S e 750 nt para pyrH) foram
purificados utilizando a enzima EXOSAP-IT (Affymetrix). Na reacdo de purificacdo de fragmentos
de DNA entre 100 nt e 20 knt para cada 5 pl do produto da amplificacdo gerado em cada PCR foi
acrescentado 1 ul da enzima EXOSAP-IT. Essa mistura é levada ao termociclador Mastercycler
Gradient Applied & Biosystem no qual ocorre uma incubacdo de 37 °C por 30 minutos seguida
de outra incubacdo de 80 °C por 15 minutos. A quantidade de produto da PCR utilizada depende
diretamente da concentracdo de cada amplicon. Para o sequencimento do gene RNAr 16S é
necessario aproximadamente 80 ng de produto de amplificacdo por PCR, e para o

sequenciamento do gene pyrH, aproximadamente 60 ng.
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3.1.7 Sequenciamento génico

As reacdes de sequenciamento foram realizadas em placas de 96 pocos, com o kit
BigDye Terminator Big Dye v.3.1 (Applied Biosystems). Cada reac¢do foi feita com 6.3 ul do
produto do PCR, 1.2 ul de oligonucleotideo ( concentracgdo inicial 2.7 pmol/ul), 1.5 pl de tampao
(Big Dye Terminator Buffer). Todas as rea¢des foram montadas a 4°C sob abrigo da luz devido a
fotossensibilidade do Big Dye. O controle dessa reacado é feito com 2 ul do gene 3zf+, 1ul do
primer M12 ambos fornecidos pelo fabricante, 4.5ul de dgua Mili-Q, 1.5 pl do tampao e 1 ul de
Big Dye. Os primers utilizados para o sequenciamaneto do gene 16S rRNA foram 536F (5'-
CAGCAGCCGCGGTAATAC-3’) e 1092R (5'-GTTGCGCTCGTTGCGGGACT-3’) (THOMPSON et al.,
2001), que sequenciam o terco central do gene. Para o sequenciamento do gene Uriditado
guinase foram utilizados os primers 530R (inverso); 80F e 4F (direto) . A reacao foi incubada no
termociclador Mastercycler Gradient Applied & Biosystem com o seguinte programa: 25 ciclos
de 95°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos. Apds a reacdo iniciamos a
etapa de precipitagao acrescentando 80 pl de isopropanol 75% e incubando por 15 minutos a
temperatura ambiente. Apds essa incubacdo a placa foi centrifugada por 45 minutos com a
velocidade de 4000 rpm a temperatura de 21°C. Seguindo a centrifugacdo a placa foi vertida
cuidadosamente em um papel toalha e centrifugada sobre este mesmo papel por 1 minuto com
a velocidade de 900 rpm. A placa foi secada em um termociclador por 5 minutos a temperatura
de 75 °C aberta. Podemos parar nesta etapa e manter a placa congelada por no maximo 1 més
na temperatura de -20 °C. Caso ndo congelamos, continuamos a extracdo adicionando 10 ul de
formamida e posteriormente centrifugamos por 1 minuto a 900 rpm a 21°C. Em seguida a placa
foi incubada por 5 minutos a 95°C sendo colocada imediatamente apds esta incubac¢do no
freezer (-20 °C) por 2 minutos, afim de dar um choque térmico estabilizando assim a
resuspensdo dos produtos na formamida. Apds o choque térmico a placa foi colocada

imediatamente no sequenciador Applied Biosystem 3500.



41

3.1.8 Edicdo e andlise de sequéncias

Apds o sequenciamento, as sequéncias foram analisadas quanto a confiabilidade das
bases obtidas no programa Sequencing Analysis (Applied Biosystem). Estas sequéncias foram
entdo carregadas no programa ChromasPro v1.5 ( Technelysion Pyt LTDA) no qual os picos do
eletroferogama foram visualizados e validados assim como as porc¢des inicias e finais foram
cortadas por serem geralmente ruidosas. As sequéncias consenso foram obtidas pela
sobreposicdo da sequéncia direta com a sequéncia reversa, possibilitando assim a correcao das
bases que apresentavam imprecisdo. Apds esta edicdo, as sequencias foram exportadas sob
formato FASTA e submetidas ao programa on-line “Basic Local Alignment Search Tools”- BLAST
(ALTSCHUL et al., 1997), onde foram comparadas com as sequéncias depositadas no banco de
dados publico mundial GenBank (GENBANK, 2012). Apds a compara¢do os resultados mais
similares aos organismos em estudo guiaram a escolha das espécies tipo mais préximas, cujos
nomes, foram obtidos com base na lista de nomes de espécies validados, publicada em “List of
Prokaryotic names with Standing in Nomenclature”- LPSN (EUZEBY, 2013). As sequéncias tipo
mais similares com as sequéncias estudadas foram obtidas do “National Center for
Biotechnology Information”- NCBI (NCBI, 2013) e estas foram usadas para a construcdo de

arvores filogenéticas, para posterior identificacdao dos isolados bacterianos em estudo.

3.1.9 Alinhamento das sequéncias e constru¢ao das arvores filogenéticas

As sequéncias geradas no estudo juntamente com as sequéncias das linhagens tipo
foram organizadas em um Unico arquivo do tipo FASTA (multi-fasta) e importadas para o
programa MEGA v5, onde foram alinhadas pelo programa CLUSTAL W (THOMPSON et al., 1994).
O alinhamento foi analisado visualmente a fim de checar possiveis erros no sequenciamento,
edicdo e orientacdo das sequéncias. Com o auxilio do programa MEGA foram construidas as
arvores filogenéticas com base no método de distancia génica Neighbour- Joining e modelo de
de distancia génica “Tamura- Nei” (SAITOU and NEI, 1987). A robutez de cada topologia obtida
foi corroborada pela adicdo de réplicas de Bootstrap (1000) (FELSENSTEIN, 1985). No
alinhamento utilizado para a construgao das arvores filonegéticas utilizado o gene RNAr 16S as

sequéncias incluiam 983 pb e para o gene pyrH, 501 pb.
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3.2 Andlise da estrutura populacional e evolugao ecoldgica do grupo V. shiloi
Para analisar a estrutura populacional dentro da espécie V. shiloi foram utilizadas as

sequéncias parciais geradas para o gene pyrH, aplicando inicialmente o programa DnaSP 5.1
(DNA Sequence Polymorphism) (LIBRADO, 2009). O “sofware” DNAsp foi empregado para
avaliar a diversidade e divergéncia de haplétipos dentro desta populagdo e agrupa-los de acordo
com a similaridade da composicdo de nucleotideos. A partir do arquivo gerado pelo Dnasp foi
calculada e construida a rede de haplétipos, utilizando o programa Network 4.6.1.1 (POLZIN,
2004). Este programa contabiliza as mutagdes de nucleotideos ocorridas e calcula as distancias
entre cada haplétipo, assim como sua frequéncia e em quais nucleotideos as mutag¢des foram
identificadas.

Afim de estabelecer uma evolucdo ecoldgica revelando populacdes especificas entre as
linhagens de V. shiloi estudadas, foram analisados padrbes génicos entre V. shiloi/ V.
mediterranei de vida livre (dgua do mar, sedimento e plancton) e associados a diferentes
holobiontes (coral: M. decactis, Mussismilia hispida e O. patagonica; bivalve: Crassostrea gigas,
C. corteziensis, Ruditappes philippinarum, Mytilus edulis, Ostrea edulis, Donax sp. ; poliqueta: H.
carunculata, e Peixe: Sphoeroides anulatus, Lutjanus guttatus e Sparus aurata e salmdo) foi
utilizado o software ADAPTML (HUNT et al., 2008). Este software constréi uma cadeia de
Markov escondida usando as varidveis ambientais dadas e a filogenia baseada nas sequéncias
usadas descrevendo assim a evolucdo das associacdes com os habitats. A probabilidade de
nodos proximos na filogenia dividirem o mesmo habitat é funcdo do comprimento do ramo
separando estes nés e de um parametro que representa a taxa que determinada linhagem pode
transitar entre diferentes habitats. As variaveis observadas (a categoria ambiental de cada
linhagem amostrada) sdo representadas nas folhas da filogenia. O algoritimo utilizado pelo
programa é capaz de inferir habitas para cada nodo de acordo com os dados inseridos no
programa e a taxa de transicdo entre habitats, que inicialmente é 10™ (transi¢Bes por
substituicdo/ sitio que é relativo ao comprimento dos ramos na filogenia). Uma vez designados

os habitats, o programa calcula a probabilidade de todas as linhagens que compartilham o
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mesmo habitat constituirem uma mesma populacdo. Somente os grupos formados com alta
confianga (p<0.0001) sdo considerados popula¢des ecoldgicas (HUNT et al., 2008).

O software ADAPTML constréi um modelo evolutivo para identificar populagdes como
grupos de linhagens relacionadas dividindo um mesmo habitat projetado. Este habitat reflete a
abundancia relativa medida na categoria ambiental escolhida, que no nosso caso é delimitada
pela fonte de isolamento de cada linhagem. Na pratica a entrada do modelo é uma filogenia e a
caracteristica ambiental de cada linhagem. Por fim mudancas na preferéncias ambientais sao
mapeadas na darvore filogenética para cada linhagem existente e ancestral na filogenia. Apesar
de semelhante aos métodos de parcimdnia, verossimilhancas e bayesianos que mapeam
ancestrais filogenéticos nas arvores, o modelo usado pelo ADAPTML leva em conta a
complexidade e as incertezas nas amostragens (HUNT et al., 2008). Devido a diversidade de
fontes de isolamento tentamos identificar preferéncias de microhabitats, j4 que os recursos
disponiveis assim como os fatores estressantes variam de acordo com o estilo de vida que
determinada linhagem possui, o que consequentemente poderia refletir na formacdo de
ecotipos distintos.

Para as analises geradas pelo ADAPTML foram utilizadas sequéncias do gene pyrH de
linhagens de V. mediterranei/ V. shiloi, retiradas do banco de dados NCBI (NCBI, 2013). O
habitat destas linhagens, que eram associadas a diferentes hospedeiros e/ou de vida livre
juntamente com os haplétipos encontrados na analise de estrutura populacional de V. shiloi/ V.
mediterranei, foram relacionados como informa¢des de entrada. A linhagem de Aliivibrio
salmonicida foi utilizada como grupo externo. A tabela a seguir informa as sequéncias do gene

pyrH utilizadas para gerar o modelo de evolugdo ecoldgica para este grupo:

Tabela 2 - Sequéncias do gene pyrH retiradas do banco de dados mundial GenBank com a respectiva
fonte de isolamento, seu nimero de acesso e sigla ecoldgica utilizada para identifica-lo, de modo a
gerar o modelo de evolugdo ecolégica pelo software ADAPTML.



Linhagem Fonte de Isolamento Sigla/ EcologiaNtimero de acesso
Vibrio mediterranei CAIM-1211 Bivalve/ Crassostrea corteztensis BC HF545969.1
Vibrio mediterranei CAIM-1178 Bivalve/ Crassostrea corteztensis BC HF545968.1
Vibrio mediterranei strainG65 Bivalve/ Mytilus edulis BE HF545957 .1
Vibrio mediterranei strainG58 Bivalve/ Mytilus edulis BE HF545956.1
Vibrio mediterranei straind24 Bivalve/ Mytilus edulis BE HF545955.1
Vibrio mediterranei strain343 Bivalve/ Mytilus edulis BE HF545954.1
Vibrio mediterranei strain354 Bivalve/ Mytilus edulis BE HF545941.1
Vibrio mediterranei strain342 Bivalve/ Mytilus edulis BE HF545940.1
Vibrio mediterranei strain333 Bivalve/ Mytilus edulis BE HF545938.1
Vibrio mediterraneistrain328 Bivalve/ Mytilus edulis BE HF545937.1
Vibrio mediterranei strain322 Bivalve/ Mytilus edulis BE HF545936.1
Vibrio mediterranei strain2 61 Bivalve/ Mytilus edulis BE HF545932.1
Vibrio mediterranei CECT 7871 Bivalve/ Ruditappes philippinarum BR HF545973.1
Vibrio mediterranei CECT-7872  Bivalve/ Ruditappes philippinarum BR HF545973.1
Vibrio mediterranei XOM3 Bivalve/ Ostraea edulis BT HF545946.1
Vibrio mediterranei 8OM16 Bivalve/ Ostraea edulis BT HF545945.1
Vibrio mediterranei 20T7 Bivalve/ Ostraea edulis BT HF545944.1
Vibrio mediterranei 110T14 Bivalve/ Ostraea edulis BT HF545943.1
Vibrio mediterranei strain224 Bivalve/ Donax sp. BX HF545951.1
Vibrio mediterranei strain217 Bivalve/ Donax sp. BX HF545950.1
Vibrio mediterranei CAIM-1601 Bivalve/ Crassostrea gigas BZ HF545971.1
Vibrio mediterranei CAIM-1118 Bivalve/ Crassostrea gigas BZ HF545967.1
Vibrio mediterranei CAIM-1056 Bivalve/ Crassostrea gigas BZ HF545966.1
Vibrio mediterranei CAIM-1055 Bivalve/ Crassostrea gigas BZ HF545965.1
Vibrio mediterranei CAIM-1035 Bivalve/ Crassostrea gigas BZ HF545964.1
Vibrio mediterranei CAIM-944 Bivalve/ Crassostrea gigas BZ HF545963.1
Vibrio mediterranei R-638 Bivalve/ Crassostrea gigas CM EU716861.1
Vibrio mediterranei R-639 Bivalve/ Crassostrea gigas CM EU716862.1
Vibrio mediterranei R-660 Bivalve/ Crassostrea gigas CM EU716875.1
Vibrio mediterranei R-661 Bivalve/ Crassostrea gigas CM EU716876.1
Vibrio mediterranei R-685 Bivalve/ Crassostrea gigas CM EU716898.1
Vibrio mediterranei R-686 Bivalve/ Crassostrea gigas CM EU716899.1
Vibrio mediterranei R-720 Bivalve/ Crassostrea gigas CM EU716925.1
Vibrio mediterranei R-713 Bivalve/ Crassostrea gigas CM EU716920.1
Vibrio mediterranel CECT-7873 Bivalve/ Crassostrea gigas co HF545975.1
Vibrio shiloi LMG 19703 (H-1) Coral/Oculina patagonica co JNO39147 .1
Vibrio maritimus R-40493 Coralf Palythoa cp GU929933.1
Vibrio mediterranel R-18 Coralf Palythoa cp EU716811.1
Vibrio mediterranei CAIM-1246 Peixe/ Lutionus guttatus FG HF545970.1
Vibrio mediterranel CAIM-831 Peixe/ Sphaeroides anulatus FN HF545962.1
Vibrio mediterranel CECT7870 Peixe/ Sparus aurata FU HF545972.1
Vibrio mediterranei CECT-622 Aguado Mar MA HF545930.1
Vibrio mediterranel R-14990 Aguado Mar MA AJB42649.1
Vibrio mediterranel R-17 Aguado Mar MA HF545961.1
Vibrio mediterranel R-150-13 Aguado Mar MA HF545960.1
Vibrio mediterranel M8 Aguado Mar MA HF545959.1
Vibrio mediterranel R-150-31 Aguado Mar MA HF545958.1
Vibrio mediterraneistrain318 Aguado Mar MA HF545953 1
Vibrio mediterranei strain316 Aguado Mar MA HF545952.1
Vibrio mediterranei strain205 Aguado Mar MA HF545949.1
Vibrio mediterranei strain203 Aguado Mar MA HF545948 .1
Vibriao mediterranei strain200 Aguado Mar MA HF545947 1
Vibriao mediterranei strain355 Aguado Mar MA HF545942.1
Vibrio mediterranei strain335 Aguado Mar MA HF545939.1
Vibriao mediterranei strain306 Aguado Mar MA HF545935.1
Vibrio mediterranei strain2 84 Aguado Mar MA HF545934.1
Vibrio mediterranei strain263 Aguado Mar MA HF545933.1
Vibrio mediterranei CECT-622 Aguado Mar MA HF545930.1
Vibrio mediterranei CECT-623 Aguado Mar MA HF545929.1
Vibrio mediterranei LMG 11258 { H-2) Plancton marinho ML GU266288.1
Vibrio mediterranei CECT-615 Plancton marinho ML HF545931.1
Vibrio mediterranei CECT-621 Sedimento Marinho Ms HF545928.1
Aliivibrio salmonicida Peixe/ Salmio FJ EU118245.1
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3.3 Taxonomia de potencial espécie nova

3.3.1 AT, pelo método fluorimétrico em plataforma RT PCR.

Para as linhagens de V. shiloi que apresentaram menos de 94% de similaridade na
sequéncia parcial do gene pyrH em comparacgdo com a linhagem tipo (AK1") (THOMPSON et al.,
2005), foi determinado o AT,,. A extracdo de DNA dessas linhagens foi realizada com base no
protocolo de extracao de Willems e colaboradores (WILLEMS et al., 2001), que tem como
resultado um DNA de alta pureza e concentragdo, requeridas para a realizacdo desta técnica.

Este processo consiste trés etapas realizadas em trés dias seguidos.

3.3.1.1 Extracao de alta qualidade em larga escala

A extracdo se inicia com o recolhimento de 1g de célula com auxilio de uma alga
bacterioldgica estéril em tubos de polipropileno de 50mL (Nalgene). Estas células foram
crescidas até dois dias antes do inicio da extragdo em placas de Petri grande (150 X 21 mm) de
meio TSA 2,5% de NaCl (trypticase soy agar- Difco). Ja no tubo as bactérias foram lavadas com 5
mL de tampao de ressuspenssao com NaCl 3%. O sal acrecentado mantém o meio isotonico
para as bactérias marinhas, impedindo que as células se rompam durante o processo. As células
foram centrifigadas 15 minutos a 4000 rpm, o sobrenadante foi descartado e o material
sedimentado foi ressuspendido com 3,75mL de tampao Tris-EDTA ( Solugao 5) e 200uL de
RNAse (10mg/ml). A solucdo formada foi homogeneizada suavemente por inversdo. Adicionou-
se em seguida 1mL de solugdao SDS 10% e homogeneizou-se novamente, posteriormente
acrescentou-se 50uL de proteinase K (20mg/mL) seguida de uma suave homogeneizacdo. Esta
mistura foi incubada a 65°C por 1 hora. Nesta etapa a solugao ficara incolor e viscosa devido a
guebra da parede celular.

Apés a incubacdo adicionou-se 1,5mL de solucdo NaCl 5M, homogeneizou-se
gentilmente a solugdo e acrecentou-se ImL CTAB/NaCl (Brometo de Cetil Trimetil Amoénio)/NaCl
diluido 7,5X e novamente homogeneizou-se manualmente por inversdo. A solugao foi incubada
por 20 minutos a 65°C. Nesta etapa o envelope celular, proteinas desnaturadas e os
polissacarideos formam um complexo com o CTAB enquanto os acidos nucléicos permanecem

em solugdao. Em seguida iniciou-se a primeira extragao organica usando 5ml de cloroférmio-
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isoamilico (24:1, v/v); A solugdo foi homogeneizada inicialmente suavemente por inversdo até
se tornasse homogénea e em seguida misturada vigorosamente até a formacao de uma
emulsdo. A solucdo homogeneizada foi centrifugada por 30 minutos a 11.000 rpm em
temperatura de 20°C. Esta primeira extracdao remove os complexo formado pelo CTAB com as
proteinas e polissacarideos. Apds a centrifugacdo é possivel visualizar uma interfase
esbraquicada entre a fase inferior (clorofémio) e superior (tampao e DNA). A fase superior
(aproximadamente 7mL) foi coletada rapidamente com o auxilio de uma ponteira estéril com a
ponta cortada, afim de evitar a quebra do material genético, para um Becker de vidro de 50ml.
Nesta etapa deve-se tormar cuidado para ndo pipetar a interfase esbranquicada afim de
garantir um DNA mais limpo. Foram adicionados entao 4,2 ml (0,6 volumes) de isopropanol
100% gelado (-20°C) o que tornou o DNA visivel, como se fosse uma nuvem esbranquicada. O
DNA entdo foi enrolado com um bastdo de vidro, com movimentos circulares, suaves e
constantes até que observassemos uma mudanga na coloracdo da solugdo, passasse de
esbranquicada para translicida indicando que todo o DNA estava enrolado no bastdo. Uma vez
o DNA enrolado, este foi lavado, mergulhando-o sucessivamente em solugdes de etanol de 70%,
80% e 90%, para uma total remocdo do CTAB restante. O DNA secou na temperatura ambiente
por serca de 15 a 20 minutos, até que o cheiro do etanol tivesse desaparecido. Em seguida o
DNA foi mergulhado em 5ml de TE 1X pH8,0 até que ele se reidratasse e soltasse do bastao.
Apds 30 minutos o bastdo foi retirado da solucdo suavemente até que a tensdo superficial do
tampao puxasse o DNA para baixo. O DNA foi colocado a uma temperatura de 4°C por
aproximadamente 16 horas para a sua total solubilizacao.

No segundo dia, a solucdo de DNA com TE 1X foi transferida para outro tubo de
polipropileno de 50 mL no qual foi adicionado posteriormente 1,5 mL de NaCl 5M,
posteriormente foi feita uma suave homogeneizacdo, adicionado em seguida 1 mL de
CTAB/NaCl. Apds outra inversdo manual a mistura foi incubada por 20 minutos a 65°C. Seguindo
a incubacdo foi adicionado 5mL de cloroférmio-isoamilico (24:1, v/v) e homogeneizado
suavemente. A solucdo obtida foi centrifugada por 30 minutos a 11000 rpm a 20°C. O
sobrenadante (aproximadamente 7 mL) foi transferido para um Becker de 50 ml no qual foi

adicionado 4,2mL de isopropanol 100% gelado. Novamente o DNA foi recuperado usando um



47

bastdo de vidro, lavado nas solucdes de etanol, secado a temperatura ambiente e dissolvido
novamente em TE 1X no qual foi deixado descansar seguindo os passos descritos na etapa de
recuperacado do DNA do primeiro dia.

No terceiro e ultimo dia, DNA dissolvido em TE 1X foi novamente transferiso para um
tubo de prolipropieno onde foram adicionado 50ul de RNAse (10mg/ml), sendo 10uL para cada
1 mL de tampado em solugdo. A solucdo foi homogeneizada manualmente e incubada por 1 hora
a 37°C. Apds a incubacdo acrescentou-se 560uL de acetato-EDTA pH 7,0 (112ul para cada 1 mL
de solugdo) e homogeneizou-se suavemente por inversao. A solu¢ao entdao recebeu 305ml de
cloroférmio- alcool isoamilico (24:1, v/v) (700uL para cada 1mL de tampdo) misturou-se
suavemente por inversdo. Seguidamente a solucdo foi centrifugada por 20 minutos a 14000
rom a 20°C. O sobrenadante ( entre 1 mL e 3 mL) foi transferido para um novo Becker de 50 mL
no qual foi adicionado 2 mL de isoporpanol 100% gelado para cada 1 mL de sobrenadante
recuperado. O DNA foi novamente enrolado em um bast3do de vidro, lavado em solugdes de
etanol, secado ao ar livre e dissolvido em 500 pL de tampdo SSC 1X e pH 8,0 seguindo os passos
descritos na etapa de recuperacdao do DNA do primeiro dia. O DNA foi solubilizado por 24 horas
ad°C.

A qualidade da extragcdao do DNA foi verificada utilizando o equipamento Nanodrop 3000,
gue nds da como resultado a concentracdao e a pureza do produto obtido da extragdo. A
concentracdo de DNA ideal é entre 400 e 600 ng por pL de tampdo SSC 0.1X. A pureza do DNA
deve resultar em razdes 260/280 (acido nucléico/ proteinas) entre 1.8 e 2.0 e a razdo 260/230
(acido nucleico/ compostos aromaticos, polissacarideos, restos da extracdo de DNA) acima de
1.8. Dependendo da concentracdo obtida foi preciso diluir o DNA serialmente, sendo que, de
uma diluicdo para outra era necessario esperar por 24 horas a 4°C para a total solubilizacdo do
DNA. Tais cuidados aumentam a chance de que as medidas de concentracdo do DNA sejam
acuradas, e por consequéncia, que a confeccao da solucdo equimolar de DNAs (para a formacédo

do hibrido) seja eficaz.

3.3.1.2 Experimentos para a determinag¢ao da %GC e AT,, em plataforma RT PCR
Os experimentos foram realizados no aparelho de RT PCR ABI 7500 (Applied Biosystems)

com o auxilio do programa gerenciador do equipamento (7500 Software v.2.0.1 — Applied
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Biosystems). O protocolo seguido foi de acordo com o descrito em Moreira e colaboradores
(MOREIRA et al., 2011). Durante todo o processo, usaram-se luvas sem talco e um suporte
vazado para a placa dtica de 96 pocos, para impedir que qualquer sujeira pudesse se acumular
sobre o adesivo 6tico ou embaixo da placa. Qualquer manipulagdo sobre o adesivo ou abaixo da
placa pode deixar marcas que podem ser lidas pelo sensor ético do RT PCR, uma vez que este |é
a fluorescéncia através da luz que atravessa o po¢o, causando assim anomalias nas analises.

Para a determinacdo do conteudo de GC (%mol G+C) das linhagens candidatas a espécie
nova e das linhagens tipos de referéncia, foi utilizada uma placa de 96 pogos ABI Prism Optical
Reaction Plates (Applied Biosystems), na qual foram carregados 2 ug de DNA em tampao SSCO0,1
X, adicionado de SYBR a 1:100.000 X, em um volume final de 25 uL. A adicdo do SYBR foi feita ao
abrigo da luz. Cada amostra foi carregada em quadriplicata, adicionando-se também o controle
negativo, sem DNA. A placa foi cuidadosamente selada com o adesivo MicroAmp Optical
Adhesive Fil (Applied Biosystems) sendo inserida no aparelho de RT PCR. Em seguida, foi
realizada a rampa de desnaturacdo térmica, com a cadéncia de 0,2 2C/s, com medida de
fluorescéncia a cada 12 s, durante toda a rampa de desnaturacgdo (de 25 2C até 99,8 2C). AT,, de
cada amostra foi calculada pela média das Ty, obtidas das réplicas, sendo este valor inserido na
curva padrao [%GC = (1,5617 x T,,) — 77,841] (MOREIRA et al., 2011) obtendo-se assim o valor
de % GC do genoma em questao. O experimento de %GC foi reproduzido por trés vezes.

Para o experimento de Delta T,, (AT,,), foram utilizadas as mesmas placas e adesivos
citados no experimento de %GC. O DNA das linhagens candidatas a espécie nova (DNA a) e os
DNA das linhagens tipo (DNA b) de referéncia, mais proximas filogeneticamente a estas, foram
hibridizados na seguinte combinacdo: DNA a x DNA a (homdlogo A), DNA a x DNA b (hibrido),
DNA b x DNA b (homodlogo B). Cada combinacdo foi carregada, em quadruplicata, na placa dtica
de 96 pocos, onde cada pogo continha 5 ug de DNA em 22,5 uL de volume ao todo. A placa
entdo foi incubada em termociclador a temperatura de 99 2C, por 10 min, para a desnaturacao
das duplas fitas. Apds, seguiu-se a incubagao por 8 horas, a temperatura 6tima de renaturagao,
gue é em fung¢do do a %GC (To=0.51%GC+47.0) (LEY et al., 1970). Em seguida doi realizado o
esfriamento gradual, 10 °C a cada hora, até atingir-se a temperatura de 25 °C. Apds o

resfriamento a placa foi mantida a 4 2C até o uso das amostras. O longo tempo de incubagao a
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temperatura 6tima de renaturacdo e o resfriamento vagaroso tem por objetoco a estabilizacao
dos hibridos formados. Apds a formagdo dos hibridos, o SYBR foi adicionado (1:100.000), ao
abrigo da luz, o que elevou o volume final de cada poco para 25 pL. Apds ser coberta
novamente com um adesivo 6tico, a placa foi inserida no RT PCR, para a leitura das T, das
amostras. A rampa de desnaturacdo foi a mesma utilizada para o experimento de % de GC,
gerando assim 375 medidas de fluorescéncia por pogo. Apds a corrida, os dados foram
exportados do aparelho, com o auxilio do programa gerenciador, no formato de uma tabela de
Excel™. Para cada poco, a leitura de fluorescéncia mdxima era identificada, sendo esta o valor
de 100% em relagdo as demais medidas. A temperatura que correspondia a 50% da
fluorescéncia a T,, de todas as réplicas, foi usada para o cdlculo da média aritmética por
amostra. Desta forma, foi calculada a T,, dos homdlogos (a e b) e a do hibrido (ab), cuja
diferenca (ab — a ; ab — b) corresponde aos valores de AT,. Os experimentos de AT, foram

repetidos duas vezes. A medida de erro usada foi o Erro Padrao.

3.4 Patogenicidade de isolados do grupo Vibrio shiloi

3.4.1 Teste de patogenicidade com artémias

Isolados representativos dos grupos observados na filogenia gerada com base no gene
pyrH foram selecionados para testes de patogenicidade. O organismo modelo utilizado para os
ensaios foi o microcrustaceo artémia (Artemia sp.). Este teste é realizado em trés etapas:
crescimentos das linhagens bacterianas a serem testadas e desencapsulagdo das artémias;
preparo das placas experimentais e inoculacdo das linhagens e por ultimo, calculo da taxa de
sobreviventes. O processo tem a duracdo de trés dias, sendo cada etapa citada acima feita em
um dia.

No primeiro dia o processo de desencapsulacdo inicia-se com a coleta de
aproximadamente 1 mL de cistos de artémias em um tubo falcon de 50 mlL, seguida de
incubacgdo destes em 20 mL de dgua do mar artificial autoclavada (Red Sea Salt) por uma hora,
em temperatura ambiente com agitacdo e iluminagdo constante. Apds esta incubacdo, os cistos
foram deixados sedimentar naturalmente, sendo a agua retirada quase por completo, com

cuidado para evitar a perda de cistos. Estes foram lavados com 15 ml de agua sanitaria
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(hipoclorito de sédio) por no maximo 5 minutos, sob agitagdo manual constante, até ocorrer
uma mudanga em sua colora¢do, passando de morrons para alaranjados. Os cistos foram
deixados sedimentar naturalmente e a dgua sanitaria foi retirada inicialmente por inversao e,
posteriormente, com uma pipeta para evitar a perda de cistos que ocorre em grande
guantidade nesta etapa. Em seguida os cistos foram lavados com agua do mar autoclava estéril
por 10 vezes. Entre uma lavagem e outra era importante esperar os cistos sedimentarem afim
de evitar a perda destes, ja que entre as lavagens a dgua é retirada por inversdo. Todo o
procedimento descrito foi realizado em um fluxo laminar estéril. Apds as lavagens os cistos sdo
incubados por 36 horas em um tubo falcon de 50 mL com 25 mL de agua no mar autoclava sob
agitacdo, aeracao e iluminacdo constante, a temperatura ambiente afim de que ocorra a
eclosdo das artémias.

Neste mesmo dia foi feito o pré inéculo das linhagens bacterianas a serem testadas.
Estas linhagens foram crescidas até dois dias antes do inicio do experimento em placas de petri
pequenas de Agar Marinho (AM -Difco) ou TSA 2,5 % a partir de um estoque puro (-80°C).
Destas placas foram coletadas uma Unica colénia de cada linhagem, que posteriormente foi
colocada em tubo falcons de 15 mL que continham 5 mL de caldo Marine (CM, Difco) e
incubada por aproximadamente 12 horas sob temperatura de 30°C com agitagao constante.

No segundo dia o pré-inéculo foi diluido 100X em caldo marinho, fazendo assim o
indculo a ser utilizado no processo de patogenicidade, sendo este incubado a 30°C, sob agitacdo
constante até atingir a OD 1.3. Nesta OD as linhagens estavam com a concentragao ideal para a
realizacdo dos testes (1x10° UFC/ mL). Para a verificagdo da concentracio de bactérias , foi feita
a diluicdo seriada de uma aliquota deste indculo, plagueando as dilui¢des de 10 e 10-" cada vez
gue o experimento foi realizado. Parte do indculo foi centrifugada a 4000 rpm por 10 minutos.
As células sedimentadas foram ressuspendidas em dgua do mar autoclavada na mesma
guantidade que foram centrifugadas e posteriormente foram inoculadas no experimento tendo
sua concentragdo final de 10°® UFC/mL. Durante a incubagdo do indculo foi feita a montagem do
experimento, utilizando uma placa de 24 pogos. Parte das artémias recém eclodidas foram
diluidas em um tubo falcon de 50 mL com 20 mL de dgua do mar autoclavada para facilitar a sua

captura e contagem.
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Inicialmente estes testes foram feitos utilizando tubos falcon de 50 mL que eram
matidos sob aeracdo e iluminagdo constantes, nos quais eram colocadas 30 artémias recém
eclodidas em 20 mL de agua do mar artificial estéril. Porém a estrutura para realizar esse
processo era complexa e havia uma dificuldade muito grande na acurdcia do experimento ja que
era dificil visualizar e contar as artémias em um volume de agua tdo grande. N3o havia entdo a
certeza do numero inicial de artémias tampouco do numero final, sempre existindo uma
variagao relativamente grande nestes numero.

Em vista disso, foi necessdrio alterar o protocolo. Como alternativa, o ensaio foi feito em
placas de 24 pocos, sendo que cada pogo tinha capacidade maxima para 2,5 mL de dgua do mar
estéril. Devido a esse pequeno volume foi necessario reduzir o nimero de artémias por réplica,
sendo coladas somente 10 artémias por poc¢o, que eram capturadas com o auxilio de uma
pipeta Eppendorf com capacidade maxima de 200 pl. O volume de agua necessario para
capturar as 10 artémias variou de 100 a 600 pL. O volume de cada pocgo ja contendo as artémias
foi completado para 2,25 mL com agua do mar autoclavada com excecdo do controle, que foi
completado para o volume final de 2,5 mL. Nos testes iniciais verificamos que nao era
necessario aeracdo constante do experimento mas a iluminagcdo constante continuava sendo
necessaria. Em cada pogo foi inoculada 0.25 mL de solu¢do de dgua do mar autoclavada com as
células das linhagens a serem testadas, atingindo-se o volume final de 2,5mL por pogo. Neste
dia também foi feita a verificacdo da concentracdo em que as linhagens foram inoculadas, se
estas tivessem de acordo com a concentragao ideal (10° UFC/ml e 10 no caso da linhagem
354) o experimento era validado.

O desenho do experimento estd esquematizado na Figura 3 . Em cada linha (A, B, Ce D)
foi feito um tratamento com uma linhagem diferente e um controle. Quando um conjunto de
trés pocos (1, 2 e 3; 4, 5 e 6), se comportassem da mesma maneira, eram considerados uma
Unica réplica. Dessa forma em cada placa teria-se trés tratamentos e um controle, cada um com
duas réplicas com 30 artémias. Este esquema foi repetido de duas a quatro vezes de acordo
com a repeticdo do experimento (Figura 4). Desta forma, com o novo método de realizar o
experimento foi possivel verificar a quantidade de artémias por poco com o auxilio de uma lupa

aumentando a acurdcia dos resultados.
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Figura 4 - Ensaio de patogenicidade com 5 placas, testando 4 linhagens diferentes. Trés linhagens com
8 réplicas e 1 linhagem com 6 réplicas. Incubadora com iluminagdo e temperatura constante de 30°C.

Somento no terceiro e ultimo dia, apds 40 horas de incubacdo a 30°C (Figura 4) , foi
verificada a taxa de sobrevivéncia. Com o auxilio de uma lupa foi contabilizado o nimero de
artémias mortas no fundo de cada pog¢o e boiando sem nenhuma movimentacdo. Apds esta

contagem foi adicionado em cada pogo 200 pl de dgua sanitaria afim de matar todas artémias
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restantes e afim de facilitar a contagem uma vez que nos po¢os em que ocorreu a infeccdo a
agua ficava turva. Foi feita uma contagem total do nimero de artémias em cada pogo e foi
descontado o numero de artémias mortas contadas previamente, assim como a média e desvio
padrdao. Caso as amostras se comportassem de maneira similar, cada trés pogcos eram
considerados como uma réplica e o valor da média era considerado o valor final. O experimento
para verificar a patogenicidade foi repetido por 4 vezes e os resultados compilados em uma
Unica figura. Foi realizado um Teste t para comparacao dos resultados obtidos utilizando as
diferentes linhagens.

Também para a realizacdo de experimentos de patogenicidade foi construida uma sala
experimental no biotério do Laboratério de Microbiologia - UFRJ. Foram instalados dois
aquarios com o intituito de permitir bioensaios com organismos que se aproximassem das
fontes de isolamento de micro-organismos das diferentes linhas de pesquisa do Laboratdrio
(Algas, corais e esponjas). No caso das linhagens estudadas nesta dissertacdo, brevemente sera

possivel a realizacdo de experimentos de infec¢do utilizando corais como organismo modelo.

3.4.2 Sala experimental

A sala experimental (Figura 5) é composta de dois tanques com fotoperiodo de 12h/12h
(claro — escuro), lampadas HQl simulam a luz do sol e lampadas Marine Glo que simulam a luz
do entardecer e amanhecer, as luminarias possuem exaustores que retiram o calor produzido
pelas luzes de cima dos tanques. A sala fica em temperatura constante de 23 °C. Os tanques
possuem aquecedores que permitem manter a dgua na temperatura desejada. Ndo so a
temperatura como também a luminosidade podem ser monitoradas constantemente com o
auxilio de um HOBO data logger. Para os experimentos com corais foram adquiridos beckers de
vidro de 2 litros que podem ser posicionados nos tanques de vidro constituindo microcosmos

para bioensaios.
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Figura 5 - Sala experimental do Laboratério de Microbiologia elaborada para a realizagdo de
bioensaios de infeccdo com organismos que se aproximem da fonte de isolamento dos micro-
organismos.

A sala experimental vem sendo utilizada para teste-pilotos de ensaio de infeccdo com
corais e a alga Laurencia sp. (Rodophyta) realizados pela aluna de doutorado Louisi Oliveira
vinculada ao Programa de Pds Graduacdo em Biodiversidade e Biologia Evolutiva. Neste
experimento foi testada a viruléncia das linhagens V. shiloi AK1, V. coralliilyticus e Vibrio
alginolyticus e as linhagens utilizadas neste trabalho A-354, A-203 e A-384 (Moreira et al., 2013)

em duas temperaturas diferentes 25°C e 27°C.

3.5 Analise de genes ligado a viruléncia de V. shiloi (A-203 e A-354)

O genoma completo de duas linhagens de V. shiloi (A-230 e A-354) descritas neste estudo
foi sequénciado e os subsistemas ligados a viruléncia foram encontrados (Dados nado publicados.
Sequénciamento e analises preliminares realizadas por: Milene Dias, Luciane Chimetto e Ana
Paula Moreira — Unidade GenOmica, Laboratdério de Microbiologia, UFRJ). As linhagens
escolhidas foram as representantes das duas populacdes formadas por isolados descritos neste
estudo. A linhagem A-203 representante da populacdo 4 e a linhagem A-354 representante da

populagdo 1.
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4. RESULTADOS
Foi analisado um total de 46 isolados. 43 foram recuperados do poliqueta H.

carunculata e trés de espécimes do coral M. decactis saudaveis.

4.1 Andlise taxon6mica dos isolados de V.shiloi.
Com base na analise da sequéncia do terco médio do gene RNAr 16S foram encontrados
30 isolados com similaridade entre 98% e 100% com a linhagem tipo de V. shiloi/ V.
mediterranei. A figura 6 apresenta a filogenia construida com as sequéncias do gene RNAr 16S
das linhagens estudadas. As trés linhagens provenientes do coral formaram um ramo

independente, com alto valor de bootstrap (99).
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Figura 6 - Arvore filogenética construida com sequéncias do terco médio do gene RNAr 16S (983 pb)
pelo método Neighbor-Joining. Posi¢cbes ambiguas foram analisadas par a par (Parwise deletion).
Foram incluidos 28 isolados e quatro linhagens tipo. O bootstrap esta expresso em porcentagens apds
1000 repeti¢Ges, sendo apresentado somente os valores maiores que 70%. O grupamento apresentado
dentro do colchete vermelho apresenta as sequéncias geradas a partir de isolado associados ao
poliqueta H. carunculata e a linhagem tipo V. shiloi. O grupamento apresentado dentro do colchete
azul apresenta as sequéncias geradas a partir de isolados associados ao coral M. decactis. A barra
representa 0,5% de divergéncia entre as sequéncias. V. cholerae foi usado como grupo externo.
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Com base nas sequéncias geradas do gene pyrH, foi possivel a identificacdo de 46
isolados. A figura 7 apresenta a filogenia construida com as sequéncias do gene pyrH das
linhagens estudadas comparando-as com as sequéncias tipo mais similares. 43 isolados
apresentaram similaridades de 98% a 100% com a sequéncia tipo mais préxima de V. shiloi. Os
trés isolados do coral apresentaram similaridade menor que 94% com a espécie tipo de V. shiloi.
Essas linhagens, assim como na filogenia com o RNAr 16S, formaram um ramo independente,
sustentado por alto bootstrap (100), sugerindo a possibilidade de serem uma espécie nova
(THOMPSON et al., 2005, THOMPSON et al., 2009).

A figura 8 apresenta a arvore concatenada construida a partir das sequéncias do terco
médio do gene RNAr 16S e pyrH. Podemos observar que os isolados do coral, que agruparam
em ramo independente dos demais nas filogenias construidas com os genes pyrH e RNAr 16S,
mantiveram o posicionamento em um ramo independente sustendado por um alto bootstrap,

corroborando que poderiam se tratar de uma espécie nova.
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Figura 7 - Arvore filogenética baseada em sequéncias do gene pyrH (500 pb) incluindo 48 isolados e 20
linhagens tipo. Esta filogenia foi construida pelo método Neighbor-Joining utilizando a distancia
evolutiva definida pelo método Tamura- Nei. Posicdes ambiguas foram analisadas par a par (Parwise
deletion). O bootstrap esta expresso em porcentagens apds 1000 repeticoes, sendo apresentado
somente os valores maiores que 70%. A espécie Alinivibrio salmonicida foi usada como grupo externo.
O grupamento apresentado dentro do colchete vermelho apresenta as sequéncias geradas a partir de
isolado associados ao poliqueta H. carunculata e a linhagem tipo V. shiloi. O grupamento apresentado
dentro do colchete azul apresenta as sequéncias geradas a partir de isolados associados ao coral M.
decactis (A-328, A-354 E A-384) . A barra representa 2% de divergéncia entre as sequéncias.
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Figura 8 - Arvore concatenada construida com sequéncias parciais dos genes RNAr 16S e pyrH
totalizando 1499 pb. Esta filogenia foi construida pelo método Neighbor-Joining utilizando a distancia
evolutiva definida pelo método Tamura- Nei. Posicoes ambiguas foram analisadas par a par (Parwise
deletion). O bootstrap esta expresso em porcentagens apos 1000 repeticOoes, sendo apresentado
somente os valores maiores que 70%. O grupamento apresentado dentro do colchete vermelho
apresenta as sequéncias geradas a partir de isolado associados ao poliqueta H. carunculata e a
linhagem tipo V. shiloi. O grupamento apresentado dentro do colchete azul apresenta as sequéncias
geradas a partir de isolados associados ao coral M. decactis. A barra representa 1% de divergéncia
entre as sequéncias.

4.2 Estrutura Populacional do grupo V. shiloi/V. mediterranei

Analisando a estrutura populacional da espécie V. shiloi verificou-se que as 46
sequéncias do gene pyrH (500pb) geradas se agruparam em 14 hapldtipos (Tabela 4) sendo que
dois hapldtipos foram formados pelas sequéncias das linhagens tipo V. shiloi (H 1) e V.
mediterranei (H_2). O hapldtipo mais frequente foi o H_3 formado por 31 sequéncias ou
aproximadamente 67% de todas as sequéncias. Seguiram-se os haplétipos H_11 formado por 3
sequéncias , H_5 por 2 sequéncias e os haplétipos H 1, H 2, H 4, H 6, H 7, H 8, H_9, H_10,
H 12, H 13 e H_14 formados cada um por uma Unica sequéncia (Tabela 4). Os hapldtipos H 4 e
H_5 foram formados pelas sequéncias geradas a partir de isolados associados ao coral M.
decactis (A-328, A-354 e A-384). Os haplétipos H_ 3, H_6, H_7, H_8, H_9, H_10. H_11, H_12,
H 13 E H_14 foram formados por sequéncias geradas a partir de isolados associados ao
poliqueta H. carunculata.

Analisando a rede de hapldtipos (Figura 9) verificou-se a formacdo de 3 grupos distintos: (1)
haplétipos formados pelas sequéncias geradas a partir de isolados recuperados de espécimes
saudaveis de M. decactis; (2) haplétipo formado pela sequéncia da linhagem tipo de V.
mediterranei; e (3) formado pelos haplétipos composto pelas sequéncias de isolados associados
ao poliqueta juntamente com a sequéncia da linhagem tipo de V. shiloi. Observou-se que a
distancia entre os hapldtipos formados pelas sequéncias de isolados associados aos corais (H_4

e H_5) foi superior as distancias entre os demais hapldtipos; o nimero de mutac¢des em relacdao
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ao hapldtipo formado pela linhagem tipo V. shiloi (H_1) foi de 48 e em relacdo ao haplétipo

formado pela linhagem tipo V. mediterranei (H_2) foi de 51.

Tabela 1 - Haplétipos encontrados analisando as sequéncias do gene pyrH geradas a partir dos isolados
associados ao poliqueta H. carunculata e a espécimes de M. decactis , juntamente com as sequéncias
das linhagens tipo de V. shiloi e V. mediterranei.

Haploétipo Sequéncias PyrH
H 1 Vibrio shiloi
H 2 Vibrio mediterranei

60, 59, 33, 30, 274, 264, 26, 24, 23, 228, 203,
H_3 196, 149, 147, 146, 145, 144, 143, 142, 140, 139,

138, 137,136, 135, 134, 133, 132, 130,129,127

H_ 4 384

H 5 354,328
H 6 32

H_7 31

H 8 28

H 9 265
H_10 263

H 11 261,148, 131
H_12 180
H_13 16

H_14 128
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Grupo 2

Grupo 3

41

Figura 9 - Rede de Hapldtipos gerada a partir das sequéncias do gene pyrH utilizando o software
Network 4. 1. 1.2. O tamanho dos icones designados para cada haplétipo tem relagdo direta com a
frequéncia de sequéncias encontradas em cada grupo e sua coloragao com a fonte de isolamento.
Haplétipos em amarelo a fonte foi o poliqueta H. carunculata,; Haplétipos em verde: a fonte foi M.
decactis; Hapldtipo em azul: linhagem tipo de V. shiloi; Haplétipo azul em escuro: linhagem tipo V.
mediterranei. Em vermelho: nimero de muta¢6es em dado intervalo que separam os haplétipos.

Os haploétipos formados na analise do software DNAsp juntamente com linhagens de V.
mediterranei/V. shiloi isoladas de diferentes fontes e retiradas do GenBank, (NCBI, 2013) foram
analisadas em conjunto com a finalidade de entender se as diferencas na composicdao de
nucleotideos encontradas entre as sequéncias de pyrH refletiriam uma diferenca ecoldgica
entre as possiveis populacdes encontradas. Além de tentar elucidar a evolugdo ecoldgica do
grupo V. shiloi/V. mediterranei, principalmente com relagdo a associagdo destas linhagens com

hospedeiros (Figura 10).
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As analises sugerem que de uma linhagem comum, pertencente ao habitat ancestral,
duas populag¢des divergiram ha um longo periodo evolutivo. Durante o periodo de divergéncia
uma dessas populacGes se associou ao coral M. decactis (populacdo 1- habitat A) e outra teria,
preferencialmente, adotado o estilo de vida livre e em associagao com bivalves (populagdo 2 —
habitat B). Deste segundo habitat (B) surgem outras duas popula¢des, uma que possui 0 mesmo
estilo de vida que o ancetral (populagdo 3 — habitat C - vida livre/bivalve) e outra com o estilo
de vida diferente, associada principalmente a corais (M. hispida e O. patagonica) e ao poliqueta

H. carunculata (populagdo 4 — habitats D e E) (Figuras 10 Ae B; 11 e 12).
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Figura 10 — Andlise das populacdes de V. mediterranei/V. shiloi com base em sequencias do gene pyrH
(416pb) e a fonte de isolamento. Fonte de isolamento: CD — Coral; M. decactis/ CM -Coral; M. hispida/
CO- Coral; O. patagonica / PH — Poliqueta; H. carunculata/ ML — plancton marinho/ MS — sedimento
marinho/ MA- dgua do ma/ BC — Ostra; C. cortestensis/ BR — Bivalve; R. philippinarum/ BE - Bivalve;
M. edulis/ BT — Bivalve; O. edulis/ BX — Bivalve; Donax sp./ BZ — Bivalve; C. gigas/ FN — Peixe; S.
anulatus/ FG — Peixe; L. guttatus/ FU - Peixe; S. aurata/ FJ — Peixe; Salm3o — A. salmoniacida- grupo
externo) ; habitats previstos (5) nos nodos parentais e populacdes (4) preditas representadas pelos
circulos grandes dentro da analise de linhagens do grupo V. shiloi / V.mediterranei. As arvores
filogenéticas foram geradas pelo método de verossimilhanga com bootstrap de 1000 repetigGes. Para
os isolados em estudo (Tabela 1) foi utilizada a divisdo de haplétipos (H1 — H14) geradas pelo software
DNAsp. As estrelas destacam os haplétipos dos quais linhagens foram selecionadas para a realizagao
dos bioensaios de patogenicidade. A- Apresentacdo da arvore no formato circular, mostrando o
habitat projetado do ancestral para cada linhagem e as populagdes formadas . B — Apresentacao da
arvore no formato tradicional mostrando o habitat projetado do ancentral para cada linhagem no
nodo parental. A barra representa 1% de divergéncia entre as sequéncias. V. cholerae foi usado como
grupo externo
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Populagdes Composi¢cao de Habitats Preditos

@— O I

' -0- I
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@ HaeiTaTA (H-A) | -

HABITATB (H-B)  Bivalve
@ HABITATC (H-C)  mCoral

@ HABITATD (H-D) Poliqueta
HABITATE (H—E) 0 0.25 0.5 0.75 1

M Peixe

Figura 11 — Arvore ultramétrica sumarizando os habitats e as popula¢des associadas identificadas pelo
modelo e a composicdo de cada habitat predito de acordo com os grupos de isolamento [Vida Livre
(4gua do mar, sedimento marinho e plancton marinho), Bivalve (M. edulis, R. philippinarum, O. edulis,
Donax sp. C. cortestensis e C. gigas), Coral (O.patagonica, M. decactis e M. hispida), Poliqueta (H.
carunculata) e Peixe (S. anulatus, L. guttatus, S. aurata e Salmao — A. salmonicida — grupo extreno)].
As cores dos habitats sao as mesmas dos circulos grandes da Figura 13. A composi¢ao dos habitats
pelos grupos de isolamento foi inferida pelo modelo.
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m BC - Bivalve - Crassostrea corteztensis
BR - Bivalve- Ruditappes philippinarum
T BT - Bivalve - Ostraea edulis
M BX - Bivalve - Donax sp.
o [l I . -
M BZ - Bivalve - Crassostrea gigas
. 4 CD - Coral - Madracis decactis
CM - Coral - Mussislia hispida
. B FG - Peixe - Lutjanus guttatus
M FJ - Peixe - Salmdo
Habitat B - -_ m FN - Peixe - Sphaeroides anulatus
MW FU - Peixe - Sparus aurata
® MA - Agua do Mar

Habitat A - ML - Plancton Marinho

. B MS - Sedimento Marinho

' ' ! ! PH - Poliqueta - Hermodice carunculata
0 0.25 0.5 0.75 1

Figura 12 - Composicdo de habitats encontrados pelo modelo de acordo com as espécies dais quais as
linhagens de V. shiloi/ V. mediterranei foram isoladas. O hospedeiro das linhagens retiradas do
GenBank foi identificado de acordo com a fonte informada no banco de dados ou pelo trabalho citado
como referéncia.

O algoritmo identificou quatro populagdes distintas associadas a cinco habitats
diferentes (Figura 11). O primeiro habitat (H-A) corresponde a popula¢do associada ao coral M.
decactis. O segundo par de habitats (H-B e H-C) corresponde a populagdes associadas
principalmente a bivalves e de vida livre. O terceiro habitat (H —D) corresponde a populacdes
associadas aos corais M. hispida e O. patagonica e ao poliqueta H. carrunculata. O quarto
habitat (H-E) corresponde a linhagens associadas a uma espécie de bivalve M. edulis, porém
estas ndo formaram um populacdo distinta, fazem parte da populagdo composta principalmente

por isolados de corais e poliqueta.
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Analisando os resultados obtidos observamos um alto grau de associacdo entre as
linhagens de vida de livre e aquelas associadas a bivalves. Dois dos habitats preditos
encontrados foram formados principalmente por linhagens com esse estilo de vida (Vida livre e
Bivalves) (H-B e H- C). Esses estilos de vida também foram encontrados no habitat formado
principalmente por isolados associados a corais e poliquetas porém contribuem menos para a
formacao destes habitats (Figuras 11 e 12). Todas as linhagens associadas aos corais M. hispida
e O. patagonica formaram um Unico habitat (H-D) juntamente com as linhagens associadas ao
poliqueta H. carunculata, com excessao do Habitat A, explicado por linhagens associadas ao

coral M. decactis.

4.3 Caracterizagao da potencial espécie nova irma de V. shiloi

A partir das analises tanto taxon6micas quanto populacionais, verificou-se a necessidade
de um aprofundamento na taxonomia das linhagens, A-328, A-354 e A-384, encontradas em
associacao com espécimes de M. decactis. A linhagem A-354 foi escolhida, como representante
deste grupo. Inicialmente foi feito o sequenciamento do gene RNAr 16S completo (Figura 13). A
arvore gerada confirmou o posicionamento observado para essa linhagem nas figuras 7 e 8. A
identidade de nucleotideos de A-354 em relacdo a V. shiloi AK1" foi de 10.2%. Comparando com

V. mediterranei LMG11258 foi de 9.6 %.

i|——\/ ibrio_mediterranei_CIP_103203T
99 Vibrio_shiloi AK1

354
Vibrio_maritimus_R-40493T
Vibrio_cholerae_ CECT-514T

————
0.005

Figura 13 - Anadlise filogenética baseada nas sequéncias completa do gene RNAr 16S (1430 pb).Esta
filogenia foi construida pelo método Tamura-Nei utilizando a distancia evolutiva definida pelo método
Tamura- Nei. Posi¢oes ambiguas foram analisadas par a par (Parwise deletion). O bootstrap esta
expresso em porcentagens apds 1000 repeticoes, sendo apresentado somente os valores maiores que
70%. A barra representa 5% de divergéncia entre as sequéncias. V. cholerae foi utilizado como grupo
externo.
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Em seguida foi realizada a determinacdo do AT,,. A comparacdo incluiu as linhagens V.

shiloi AK1", V. mediterranei LMG 11258', A-203 e A-354.

As concentracdes de DNA obtido e as razdes entre as absorbancias (260, 280 e 230nm),

indicadoras da pureza do DNA, estdo expressas na tabela abaixo.

Tabela 2 - Concentragdo de DNA, valores das razGes entre as absorbancias a 260, 280 e 230nm
(A260/A280; A260/A230) das linhagens utilizadas nos experimentos de ATm.

| Linhagem |11 DNA ng/ul |A260/A280 |n260/A230|
203 461.9 1.88 2.2
354 431.1 1.88 2.1
V. shiloi AKLT 360.5 1.9 2.2
V. mediterranei LMG 11258T 485.6 1.86 1.87

Os valores determinados para o contetdo GC (%GC) estdo descritos na tabela abaixo. Os
valores de contetido GC descritos na literaturatura para as linhagens tipo V. shiloi LMG 19703"

(=AK1") e para V. mediterranei LMG 11258" s3o respectivamente 43.2 e 44.1% (THOMPSON et
al., 2001).

Tabela 3 - Valores de Tm e contetido %GC obtidos para as linhagens foco e linhagens tipo utilizadas
para os experimentos de AT,,. Os valores de %GC foram calculado a partir da férmula %mol G+C=
(1.5617Tm-77.841) (MOREIRA et al., 2011).

Tm %mol Valor

Linhagem médio E.P. G+C Literatura Referéncia
203 78.06 | 0.11 | 44.07 - -
354 78.03 | 0.32 | 44.03 - -
VshiloiAKIT | 77.31 | 0.23 | 42.9 | a3 |(Thompsonetal,
2001a)
V. mediterranei (Thompsonetal.,,
LMG11258T 77.58 | 0.12 | 43.33 441 2001a)

Para a realizacdo dos experimentos de AT,, foram produzidos os seguintes hibridos:A-
203 x A-354; A-203 x AK1": A-354 x AK1 "; AK1" x LMG 11258": 203 x LMG 11258 " e A-354 x LMG

11258".0 experimento foi feito em quadruplicata e o experimento repetido duas vezes.
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A tabela a seguir sumariza os resultados obtidos nos experimentos, informando as T,,,s e
o AT,, obtido. A medida de erro empregada foi o Erro Padrdo. As curvas de desnaturagao estao

apresentadas na figura 11.

Tabela 4- Valores de AT,, obtidos para para as linhagens usadas neste estudo. A esquerda os valores
de AT, em relagdio aos DNAs homodlogos, a direita o ATm (média dos resultados obtidos aos
homoélogos).

Linhagens | Tm | E.P. |
V. shiloi {AKL) X V. shiloi (AK1) 74.00 0.12
Homélogos V. mediterranei {(LMG11258) X V. mediterranei (LMG11258) 73.43 0.23
203 X203 74.60 0.22
354 X354 74.05 0.47
ATm ATm
Hemdélo|Homole N E.P.
gol go2 1
V. shiloi (AK1) X V. mediteranei (LMG 11258) 7425 025 025 082 0.54 0.21
V. shiloi {AK1)X 203 75.00 0.20 1.00 0.40 0.70 0.57
Hibridos V. shiloi (AK1) X354 7458 013 0.58 053  0.55 0.49
V. mediterranei {LMG 11258) X 203 73.33 0.63 0.10 1.27 0.69 0.21
V. mediterranei (LMG 11258} X 354 74.58 0.13 1.15 0.53 0.84 0.71
203 X354 75.25 013 0.65 1.20 0.92 0.02




Fluorescéncia (%)

Fluorescéncia (%)

120

100

80

60

40

20

120

100

80

[=a]
o

£
o

[
[}

71

------- Hibrido (ATm =2.55)

V. shiloi (AK1)

— \/ mediterranei (LMG 11258)

37 41 45 49 53 57 b1 65 69 73 77 81 85 89

Temperatura (°C)

------- Hibrido (ATm = 0.74)

V. shiloi (AK1)

—A-203

37 41 45 49 53 57 61 65 69 73 77 81 85 89

Temperatura (°C)



120

100

80
R

) 60
o
j
«Q
9
wy

Q 40
1S
)
=
[V

20

0

100

80

(=]
Q

72

------- Hibrido (ATm = 0.36)

: V. shiloi (AK1)

— A-354

37 41 45 49 53 57 61 65 69 73 77 81 85 89

Temperatura (°C)

------- Hibrido (ATm = 0.55)
—— V. mediterranei (LMG 11258)

—_—A-203

Fluorescéncia (%)
I
<

(]
Q

37

41 45 49 53 57 61 65 69 73 77 81 85 89

Temperatura (°C)



73

120
------- Hibrido (ATm=0.96)
100 . .
——— V. mediterranei ( LMG 11258)
— A-354
— 80 -
S
i
o
S 60 -
‘@
%]
(2]
[<H)
o
E 40 -
e
20 -
0
37 41 45 49 53 57 61 65 69 73 77 81 8 89
Temperatura (°C)
120 -
100 memm..— e Hibrido (ATm=0.65)
— A-203
80 ——A-354
0
e 60
«Q
%]
wv
]
o
E 40 -
(s
20 -

0

37 41 45 49 53 57 61 65 69 73 77 81 85 89

Temperatura (°C)

Figura 14 - Curvas de desnaturagdo e o respectivo AT, obtido ( A: AK1" X LMG11258" - AT,,= 2.55, B:
AK1" x A- 203 - AT,= 0.74; C: AK1'x A-354 - AT,=0.36 , D: LMG11258'x A-203 - AT,=0.55, E:
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LMG11258'X A-354 - AT,,=0.96 e F: A-203XA-354 - AT,,=0.65). Os homdlogos sio representados com
linhas cheias e os hibridos com linhas tracejadas. A curva paralela ao eixo X, indica a temperatura
na qual foi obsevada % fluorescéncia, e portanto as AT,,..

O AT,, para o par AK1' X A-203 foi de 0,74°C; pora o par LMG11258" X A-203 foi de
0,55°C; para o par AK1" X A-354 foi de 0,36°C; para o par LMG11258" X A-354 foi de 0,96°C; para
o par AK1" X par LMG11258 foi de 2,55°C, sendo todos os valores inferiores ao corte de 5,0°C,

definido para o delineamento de espécies distintas.

4.4 Patogenicidade de isolados do grupo V.shiloi/V. mediterranei

Devido a diversidade de populacdes encontradas, da diversidade da composicdo de
nucleotideos nas sequéncias do gene pyrH e das arvores filogenéticas construidas, foram
selecionados isolados representativos da espécie V. shiloi para a realizacdo de teste de
patogenicidade utilizando artérmia. Foram escolhidas as linhagens A-203, A-16 e A-180 como
representantes da diversidade dos isolados associados ao poliqueta H. carunculata e populagao
4 e as linhagens A-328, A-354 e A-384 associadas aos corais saudaveis de M. decactis e
representante da populagao 1.

No teste de patogenicidade (Figura 15) verificamos que a taxa de sobrevivéncia nos
ensaios com as linhagens A-384 e A-354 foi significativamente menor em comparacdo com o
controle (*; p<0,001), na concentracio de 10® CFU/ mL para a linhagem A-384 e 10”7 CFU/ mL
para a linhagem A-354. A taxa de sobrevivéncia média da linhagem A-384 foi de 62% e a
linhagem A-354, mesmo estando em concentracdo 10X menor, foi de 56% enquanto a taxa do
controle foi de 86%. As linhagens A-16 e A-180 ndo possuiram um efeito negativo na
sobrevivéncias das artémias tendo suas taxas de sobrevivéncia 87% e 84% respectivamente.
Por outro lado, a linhagem A-203 possui um efeito significativamente positivo na sobrevivéncia
(**; p<0,001), tendo sua taxa de sobrevivéncia de 96%. Foi realizado experimento preliminar
com a linhagem tipo V. shiloi AK1" onde n3o foi observado efeito sobre a mortalidade das
artémias, porém este resultado ndo pode ser considerado. Nao foi alcangada a concentragao

desejada no indculo dessa bactéria e ndo houve tempo habil para a repeticao.
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Figura 15 - Teste de patogenicidade com as linhagens de V. shiloi representativa de toda diversidade
encontrada dessa espécie no coral M. decactis e no poliqueta H. carunculata. As linhagens A-384 e A-
354 tiveram um efeito negativo (*) na sobrevivéncia das artémias enquanto a linhagem A-203 teve um
efeito positivo (**).

4.5 Genes ligados a viruléncia das linhagens de V.shiloi (A-203 e A-354)

Os genes associados a viruléncia encontrados na analise dos genomas completos das
linhagens de V.shiloi descritas nesse estudo (A-203 e A-354) assim como uma comparagdo com
os gene ligados a essa fungio da na linhagem tipo de V. shiloi AK1" estdo descritos na tabela
abaixo.
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Tabela 5 - Genes associados a viruléncia encontrados nos genomas de duas linhagens de V. shiloi
descritas neste estudo (A-203 e A-354) , comparando os resultados obtidos com a linhagem tipo V.
shiloi AK1'

Linhagens/ Nimero
Subsitema Genes Ligados aViruléncia de Genes
AK1 [A-203 | A-354
Toxinas e Superantigenos Toxina Colérica 4 0 0
Viruléncia, Doengas e Defesa Bacteriocinas, Pepitideos Antibacterianos Sintetizados Toleranciaa Colicina E2 1 0 ]
por Ribossomos Colicina V e Grupo de producéo de
Bacteriocinas 10 15 0
Elementos Transponiveis CBSS-203122.12 peg.188 0 9 0
Replicacdo de Fagos 4 6 0
Fagos. Profagos, Elementos Proteinas de Capsideode Fagos 1 1 0
Transponiveis e Plasmideos Fagos e Profagos Sintese de DNA de Fagos 3 0 4
Proteina da Fibra da Cauda de
Fagos 1 0 0
Proteina "Phage shock" 5 0
Kit de montagem do Siderdforo 8 0 4
Aquisi¢do e Metabolismo de Ferro Sideréforos Sideroforo Aerobactina 3 11 16
Sintese de Vibrioferrina 0 0 4
5. DISCUSSAO

Este trabalho é o primeiro que visa relacionar as populagdes de V. shiloi aos hospedeiros
(coral M. decactis e poliqueta H. carunculata e outros) e habitats, assim como a estrutura e
dindmica populacional da bactéria nestas relacbes ecoldgicas. Adicionalmente, o potencial
patogénico de isolados representativos das popula¢des estudadas foi determinado. Este
trabalho complementa o trabalho “Culturable heterotrophic bacteria associated with healthy
and bleached Madracis decactis and the fireworm Hermodice carunculata from the remote St.
Peter and St. Paul Archipelago, Brazil” aceito para publicacdo no jornal current Microbiology
(MOREIRA et al., 2013).

A andlise taxonémica utilizando o gene RNAr 16S foi realizada para identificar vibrios
puntativos (isolados em meio seletivo para Vibrio — TCBS — Moreira et ak., 2013) e cuja
amplificacdo do gene pyrH ndo foi possivel com os iniciadores preferenciais (80F/530R — ndo
degenerados). A partir das sequéncias parciais desse gene, observou-se que a maioria desses

isolados pertencem ao grupo V. shiloi/ V. mediterranei.
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Para a amplificacdo do gene pyrH o par de iniciadores preferencial (ndo degenerados) é
80F (direto) e 530R (inverso) com a temperatura de anelamento de 55°C, condi¢do que nao foi
bem sucessida nesse estudo. Nos testes com diferentes inciadores que amplificam esse gene, os
resultados mostraram que a melhor combinagdo é o par 4F (direto) e 530R (inverso) com a
temperatura de anelamento de 54°C. Isso indica que possivelmente esse gene apresenta uma
modificagdo na regido de anelamento do iniciador direto. Como o 4F é degenerado a
amplificagao foi possivel (THOMPSON et al., 2005). Com a andlise das sequéncias geradas
nestas condi¢bes verificou-se que a maioria dos isolados sdo V. shiloi. Trés sequéncias (dos
isolados A-328, A-354 e A-384) apresentaram similaridade menor que 94% em relagdo a
linhagem tipo (AK1"), suscitando a possibilidade de serem uma espécie nova.

A discussdo da analise taxondmica destes isolados esta no item 5.2.

O fato de linhagens de V. shiloi estarem presentes em corais aparentementes saudaveis,
poderia ser uma indicacdao de que os hospedeiros iriam desenvolver os sintomas da infecgao
(branqueamento) em futuro breve, conforme sugerido anteriormente (ISRAELY et al., 2001) ou
gue essas linhagens houvessem adquiridos ao longo da sua evolugdo um potencial genético
para sobreviver dentro do tecido do coral, mesmo em condi¢Oes adversas.

Devido a diversidade encontrada entre isolados do grupo V. shiloi/ V. mediterranei,
foram feitas analises da estrutura populacional desse grupo. Os objetivos foram determinar os
haplétipos e suas frequéncias assim como verificar se as diferencas na composicio de
nucleotideos das sequéncias do gene pyrH refletem uma diferenciacao ecoldgica ou a formacao
de populacdes distintas. Além disso, através das analises realizadas, se pretendeu visualizar

uma evolugdo ecoldgicas das interacdes ecoldgicas deste grupo.

5.1 Estrutura populacional do grupo V. shiloi/ V.mediterranei

A rede de hapldtipos (Figura 9) possui o padrdo estrelado, sugerindo que esta
populacdo vem sofrendo diversificacdo recente (MORTIMER and VAN VUUREN, 2007). O
haplétipo mais frequente (H_3), conecta todos os hapldtipos encontrados. A distancia entre

esse haplétipo mais frequente e todos os demais formados por sequéncias provenientes de
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linhagens associadas ao poliqueta (H_ 6, H 7, H 8, H 9, H 10, H 11, H 12, H 13 e H_14) e da
linhagem tipo de Vibrio shiloi (H_1) varia de uma a cinco mutagdes. Essa variagao <1% sugere
gue estes hapldtipos sdo provenientes de uma Unica populacdo. No entanto a distancia entre
H_3 e o haplétipo formado pela sequéncia da linhagem tipo de V. mediterranei (H_2) foi de
aproximadamente 3%. Entre H_3 e os haplétipos formados por sequéncias de linhagens
associadas ao coral M. decactis (H_4 e H_5) foi de aproximadamente 10% indicando que estes
grupos de hapldtipos (H_ 2, H 4 e H_5) podem representar uma populacdo diferente. A
populacdo representada pelo hapldétipo oriundo da linhagem tipo de V. mediterranei (H_2)
assemelha-se mais a populagdo composta por linhagens associadas ao poliqueta, juntamente
com a linhagem tipo de V. shiloi (H_1) do que a populacdo representada pelos haplétipos
oriundo das linhagens associadas ao coral M. decactis (H_4 e H_5). Ndo ha um limiar relativo a
diferenca na composicdo de nucleotideos que separe populacdes bacterianas, porém Palys e
colaboradores (PALYS et al., 1997) sugerem que populagdes ou grupos de bactérias apresentam,
em média 1%, ou menos de divergéncia na sua composi¢cdo de nucleotideos de um ou conjunto
de genes “house keeping”. A alta similaridade entre sequéncias que compdem a mesma
populacdo é moldada por eventos de selecdo periddicos que de tempos em tempos purgam a
diversidade em todos os loci de determinada populagdo (COHAN, 2001, FRASER et al., 2009).
Um exemplo interessante é o caso das espécies intimamente relacionadas e ecologicamente
distintas Streptococcus pneumoniae (patégeno humano), S. mitis (bactéria comensal) e S.
pseudopneumoiae (estatus ecolégico incerto) ha diferencas peculiares quanto a composi¢do de
nucleotideos em sequéncias de genes “house keeping”. A diferenca média entre linhagens de S.
pneumoiae é de 1.2%, entre linhagens de S. pseudopneumoiae é de 3.0% e de S. mitis pode ser
maior que 5.0%, sendo a distancia entre dois gendtipos aleatérios de S. mitis similar a distancia
a distancia média entre gendtipos de S. pseudopneumoiae e S. pneumoiae (5.1%). Indicando que
o uso de um valor fixo de divergéncia de sequéncias para diferenciar essas espécies iria ou
reagrupar S. pseudopneumoiae e S. pneumoiae ou dividir as linhagens de S. mitis em espécies
diferentes (FRASER et al., 2009).

Ao analisar os haplétipos gerados neste trabalho juntamente com sequéncias do gene

pyrH de outras linhagens de V. mediterranei disponiveis no GenBank (NCBI, 2013), e
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considerando o habitat inicial de cada uma a sua fonte de isolamento foi verificada a formacao
de quatro populagdes diferentes, cada qual ocupando um habitat especifico. A populagdo 1
ocuparia um habitat especifico e Unico (Habitat A- explicado pelos estilos de vida: livre e em
associagao com bivalves) que na andlise da rede de hapldétipos é representada pelo grupo 1. As
populacdes dois e trés ocupariam habitats similares (Habitat B e C), o que se conclui da divisdo
dos grandes grupos quanto as fontes de isolamento (Figura 11). Porém ao analisarmos o grafico
construido com os hospedeiros das quais foram isoladas as linhagens (Figura 12), verificamos
uma diferengca na composi¢cdo de cada habitat sendo aquele correspondente a populagdo 3
mais diverso que o da populag¢do 4. A populagdo 4 ocuparia dois habitats diferentes (Habitats D
e E/ D: explicado por linhagens oriundas dos corais M. hispida e O. patagonica e E: explicado por
linhagens oriundas do bivalve M. edulis), parte das linhagens que compoem a populagdo 4 sao
equivalentes ao grupo 3 na rede de haplétipos. Dessa forma, e segundo o conceito de ecdtipo
(um grupo de linhagens que ocupa o mesmo ou similar nicho ecoldgico e que podem ser
identificado como um grupo monofilético nas analises filogenéticas) (COHAN, 2001) ,
detectamos quatro ecétipos diferentes, cada um sendo formado por uma populacdo detectada
(1 a 4) (Figura 10). Ainda segundo este conceito, cada ecétipo deve correspondeer a uma
espécie ja que estes seriam unidades evolutivas irreversivelmente separadas, com suas proprias
tendéncias e histéria evolutiva (COHAN, 2001). De acordo com esse conceito, detectamos duas
espécies diferentes no conjunto de haplétipos oriundos das linhagens em estudo (Tabelal,
Figura 9), (1) a primeira representadas pelos haplétipos oriundos das linhagens associadas ao
coral M. decactis (em vermelho na Figura 9; Popula¢do 1 — rosa- nas Figuras 10, 11 e 12), que
pode ser considerada pertecente a espécie V. shiloi (em azul claro na Figura 9) e que ndo esta
relacionada a nenhuma outra espécie de Vibrio descrita, uma vez que ecologicamente se
distingue das linhagens mais préximas segundo a identidade de sequéncia do gene RNAr 16S; e
(2) a segunda representada, pelos haplétipos oriundos das linhagens associadas ao poliqueta
(em amarelo na Figura 9; Populagdo 4 — preta- nas Figuras 10, 11 e 12). Também de acordo com
essa abordagem observamos a distincdo entre as linhagens tipo de V. shiloi e V. mediterranei,

gue formam ecdtipos diferentes, conceitualmente, portanto, e duas espécies diferentes
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(haplétipos em azul claro e azul escuro, repectivamente na Figura 9 e Populacdo 4 — preta e
Populagdo 3 — azul, respectivamente nas Figuras 10, 11 e 12).

A estrutura filognética das populacdo também revela a evolugdo das mudancas de
habitats. Populagées formadas por ramos profundos devem estar associadas ao habitat
correspondente por um longo periodo evolutivo, enquanto ramos mais rasos, indicam grupos
com maior probabilidade de diversificagdo (HUNT et al., 2008). Os habitats apontados nas
analises realizadas com o software ADAPTML foram preditos por um algoritimo empirico. Hunt
e colaboradores (HUNT et al., 2008), ao utilizar esse modelo para analisar se havia particao de
recursos na coluna d’agua para o género Vibrio, verificaram alto nivel de especializacdo para
algumas populagdes (ex: V. ordalli, somente encontrado na forma de vida livre) enquanto outras
espécies mostraram-se generalistas, pois eram capazes de colonizar uma variedade de
superficies na coluna d’agua, incluindo particulas organicas e zooplancton. A maioria das
populagdes preditas pelo modelo, seriam divergentes ha um longo periodo evolutivo, devido a
profundidade dos ramos. Além disso os grupos filogenéticos observados, em sua maioria,
condizem com a divisdo de espécies dentro desse género (HUNT et al., 2008). No entando, a
excecdo observada por Hunt e colaboradores para a espécie V. splendidus, se repetiu para V.
shiloi/V.mediterranei nesse estudo. As linhagens de V. shiloi./V. mediterranei se dividiram em
inumeros subgrupos intimamente relacionados, com preferéncias ecoldgicas distintas,
indicando a possibilidade de radiacdo ecoldgica recente a partir de uma populagdo simpatrica
ancestral (HUNT et al., 2008). Somente a populacdo 1 (formada por linhagens orinda do coral
M. decactis) associada ao Habitat A (explicado unicamente pelas linhagens oriundas do coral M.
decactis) teria divergido ha um longo periodo evolutivo a partir da populacdo ancestral.

Outo exemplo, pertencente ao género Vibrio, que possui duas populacbes que
parecem estar divergindo recentemente é V. cyclitrophicus. Estas populagdes possuem um ciclo
de vida diferenciado, pois durante os periodos desfavoraveis linhagens de V. cyclitrophicus sao
identificadas preferencialmente associadas a organismos maiores enquanto em condigdes
ambientais favoraveis linhagens dessa espécie sdo encontradas vivendo livremente na coluna
d’dgua (HUNT et al., 2008, SHAPIRO et al., 2012, SZABO et al., 2012). Essas populacbes estdo

intimamente relacionadas apresentando 99% de similaridade quando suas sequéncias do gene
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RNAr 16S sdo comparadas. Porém podem ser identificadas como duas populag¢des distintas sob
anadlise pelo software ADPTML. Quando comparados os genomas completos de representantes
dessas duas populacdes, foram identificados 725 sitos de dimorfismo em nucleotidos (SDN) que
separavam essas duas populagdes, 80% dessas mutacdes estavam localizadas em 3 ilhas
discretas no genoma (um total de 11 ilhas). Em contraste 28744 dos SDN estavam espalhados
pelo restante do genoma demonstrando uma intima relagdo entre essas duas populagdes
(SHAPIRO et al., 2012). Quando comparados filogeneticamente os genomas “core” e adaptativo
apresentaram diferentes topologias que indicam maior taxa de transferéncia horizontal génica
no genoma adaptativo que no genoma “core”. O alto boostrap (99.8) relacionado ao nodo
divisor destes genomas também indicou que a recombinacdo ocorre principalmente intra-
habitat. A aquisicdo de novos genes adptativos e novos alelos pelo genoma “core”
provavelmente iniciou a especializacdo em diferentes habitats ou hospedeiros o que reduziu a
troca de genes entre as duas populacdes (SHAPIRO et al., 2012). Quando analisada a presenca
ou auséncia de 5 genes do genoma adaptativo foi verificado que a presenca e auséncia destes
era similar em linhagens da mesma popula¢do porém diferia nas populacdes diferentes. Ou seja,
mesmo entre linhagens intimamente relacionadas é possivel identificar diferencas ecoldgicas
refletidas no genoma (SZABO et al., 2012).

Possivelmente no caso da formagdo da populagdo 1, uma linhagem pertencente a
populacdo ancestral, teria adquirido uma ou mais caracteristicas que a distinguiu. Essas
modificacbes impediram que se mantivesse sob a mesma pressao seletiva que a populagao
original, livrando essa diversidade de ser purgada nos eventos de selecdo periddica (COHAN,
2001). Um exemplo é a aquisicdo de um locus que a permite a metabolizacdo de um novo
recurso. O novo gendtipo e os descendentes portatoderes do mesmo formam um novo
ecotipo, ndo mais susceptivel aos eventos periddicos de selecdo sofridos pelo ecétipo ancestral.
A partir deste momento o novo ecétipo passa a ter sua prépria historia e pressdes seletivas
(COHAN, 2001) . Durante esse processo de divergéncia que levou a formagdo da populagdo 1,
teria ocorrido uma associacdo com o coral M. decactis. A populacdo 1 teria entdo sido
submetida a nova pressdo seletiva, que resultou na aquisicdo e perda de genes para melhor

adaptacdo ao novo ambiente.
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Levando em conta o grupo formado pelas populagdes 2, 3 e 4 encontramos um
ancestral comum cujo habitat preferencial é a forma de vida livre e em associagdo com
bivalves. Essa associacdo pode ser considerada forte, uma vez que dois dos ambientes preditos
compartilham esta caracteristica (Figura 11). Os grupos considerados de vida livre detectados
sdo aqueles associados a coluna d’agua, sedimento e ao plancton marinhos. Foram identificados
V. shiloi associados as seguintes espécies de bivalve: C. gigas, C. corteziensis, R. philippinarum,
M. edulis, O. edulis, Donax sp. todos filtradores (MORTON, 1971, FOSTER-SMITH, 1975, KASAI et
al., 2004, TRABAL et al., 2012). O hébito alimentar dos bivalves hospedeiros das linhagens
analisadas explica a sua relag¢dao direta com as linhagens que possuem vida livre, visto que
bactérias livres ou associadas a particulas na coluna d’agua podem ser adquiridas diretamente
durante a filtragdo. Porém ndo existem linhagens de V. mediterranei/V. shiloi oriundas de
esponjas e/ou outros filtradores no GenBank. Portanto, os bivalves hospedeiros desse grupo, v.
mediterranei/V. shiloi, podem adquiri-los por filtracdo mas deve haver outros fatores
relacionados a sua associacao.

A partir do habitat C que é explicado pela associagdo direta entre bivalves e linhagens
de vida livre, surgiu a populacdo 3 que ocuparia este habitat e a populacdo 4 que ocuparia dois
habitats diferentes. O primeiro habitat seria explicado principalmente pela associagdo com o
poliqueta e os corais M. hispida e O. patagonica; o segundo principalmente pela associacdo com
o bivalve M. edulis. No entanto esse segundo habitat da populacdo 4 teria surgido mais
recentemente a partir do habitat D (Figura 11) e deve ser considerado uma populacdo, segundo
as analises realizadas. Todas as linhagens que compdem a populacdo 4 estdo unidas por ramos
rasos na construcao filogenética (Figura 11). Essa caracteristica indica uma divergéncia ou
associacdo mais recente entre essas linhagens e o seu hospedeiro. Neste grupo encontramos a
linhagem responsavel pelo branqueamento de O. patagonica no Mar Mediterraneo, e também
encontramos linhagens associadas aos corais M. hispida sauddaveis no litoral brasileiro
(KUSHMARO et al., 2001, CHIMETTO et al., 2009).

A evolucdo das relagOes ecoldgicas entre as linhagens de V. shiloi/ V. mediterranei pode
ser explicada pelo modelo — Ecétipo Estavel (FRASER et al., 2009). Neste modelo uma célula

bacteriana (pertencente a uma linhagem) se divide resultando em duas sublinhagens distintas
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em algum aspecto de sua ecologia. Uma selecdo periddica aconteceria e eliminaria quase toda a
diversidade que poderia ter surgido desde o ultimo evento. Como as duas populagdes formadas
pelos descendentes destas sublinhagens seriam ecologicamente distintas (ecdtipos) a selecdo
periédica de uma populagao nao interferiria na diversidade da outra e vice-versa. Desta forma
cada ecdtipo poderia expandir sua diversidade ecoldgica através do acimulo de mutacdes, da
perda e aquisicdo de genes por transferéncia horizontal génica e se tornar uma nova espécie
(COHAN, 2001, FRASER et al., 2009).

Apesar da diversidade de gendtipos encontrada entre as linhagens estudadas, nao
podemos afirmar que os grupos formados (Populagdes 1 a 4) representam populages ou
espécies nascentes. No entanto a maior parte das linhagens estudadas demonstraram ramos
rasos nas andlises filogenéticas enquanto as linhagens que compdem a populagdo 1
apresentaram ramificacdes profundas que refletem a grande diferenca na composicdo de
nucleotideos na sequéncia do gene pyrH. De acordo com as analises de HDD realizadas nesse
estudo, as linhagens que compdem a populacio 1 pertencem a espécie V. shiloi/V.
mediterranei, porém ao analisarmos a evolucdo ecoldgica, o habitat predito (A) para esta
populacdo e as sequéncias do gene pyrH, verificamos que as linhagens oriundas do coral M.
decactis podem ser consideradas uma espécie nascente e ndo somente uma populag¢dao. O
sequenciamento de outros genes “house keeping” e a inclusdo dos mesmos nas analises
realizadas com o software ADAPTML podem contribuir para ampliar o entendimento da
ecologia destes isolados (A-328, A-354 e A-384).

Nossas observacdes das diferentes distribuices de gendtipos sugerem que ha uma
pequena escala adaptativa entre as linhagens proveniente das diferentes fontes de isolamento,
o0 que pode estar refletindo o inicio de uma especiacao, principalmente para a populacédo 1
formada pelas linhagens oriundas do coral M. decactis (A-328, A-354 e A-384). Sendo assim,
observamos a necessidade de refirnarmos a taxonomia das linhagens pertencentes a essa

populagdo.
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5.2 Refinamento das andlises taxonomicas das linhagens da Populagao 1 (A-328, A-354 e A-
384)

Para o refinamento da taxonomia a linhagem A-354 foi escolhida como a representante
do grupo formado por esta e A-328 e A-384. A primeira etapa para a caracteriza¢do foi o
sequenciamento do gene RNAr 16S completo. A andlise filogenética resultante (Figura 13)
apresentou um padrdo similar aos apresentados pelas arvores filogenéticas do gene pyrH e do
terco médio do gene em questdo, favorecendo a possibilidade de representar um novo taxa.

A metodologia utilizada nesta dissertacao para a afericao do conteldo GC e de medicdo
do AT,,, ambos realizados em plataforma de RT- PCR, é considerada util e simples em vista das
técnicas tradicionais para a obtencdao dos mesmos parametros (MOREIRA et al., 2011). Neste
estudo o conteudo GC obtido pelas linhagens tipo foram equivalentes aqueles registrados na
literatura (por HPLC), revelando a reprodutibilidade e acuracia da técnica empregada. Os
conteldos GC para a linhagem A-354 (44,03%) e para a A-203 (44,07%), apresentaram valores
muito proximos e uma diferenca (<1%) dentro da variacao esperada para espécie. O conteludo
de GC da linhagem A-354 (44.03%) difere 1.4% em relagdo a V. shiloi AK1" e 1% em relacdo a V.
mediterranei LMG11258", em ambos os casos < 5%. Portanto a variacdo do conteudo de GC das
3 linhagens esta dentro do limite esperado para espécie.

Na andlise de AT,, das espécies- tipo (V. shiloi x V. mediterranei) era esperado a obtencdo
de valores acima de 5 °C (WAYNE et al., 1987). Porém, o valor encontrado foi de 0,82 °C,
indicando que estas sdo sinonimia, conforme alegado por Thompson e colaboradores
(THOMPSON et al., 2001). O valor de HDD obtido para esse par foi de 72% . Considerando o erro
associado a tecnica de HDD (7%) (WILLEMS et al., 2001), essa medida pode variar de 79%
(mesma espécie) a 65% (espécies distintas). Ou seja, essas linhagens encontram-se na “Zona
Cinza” (MOREIRA et al., 2011), sendo dificil a resolucdo do seu posicionamento em nivel de
espécie. Segundo Kushmaro e colaboradores (KUSHMARO et al., 2001), V. shiloi e V.
mediterranei deveriam ser considerados duas espécies diferentes apesar da alta similaridade
dos seus genomas, e o que as diferencia é a composicdo de acidos graxos e a viruléncia
demonstrada por V. shiloi AK1 contra O. patagonica, com satisfagdo dos postulados de Koch. No

entanto para Thompson e colaboradores (THOMPSON et al., 2001) V. shiloi é sinonimia de V.
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mediterranei, pois apresentam alta similaridade entre seus genomas, caracteristicas fenotipicas
idénticas, inclusive a composicdao de acidos graxos, considerando que a viruléncia ndo é
pardametro taxondmico para discriminar duas espécies. Em uma mesma espécie de Vibrio
podemos encontrar linhagens que possuem fatores de viruléncia, outras que ndo possuem e
algumas que podem ser probidticas (VANDENBERGHE et al., 1999).

Os valores encontrados de AT, para isolados foram abaixo do valor de corte de 5,0°C
indicando assim que as linhagens A-203 e A-354, A-328 e A-384 nao sao espécie nova. O valor
de AT,, para o hibrido de A-203XA-354 foi de 0,68°C indicando que as duas linhagens sdo a
mesma espécie. Os resultados sugerem que todos os isolados pertencem ao grupo V.
shiloi/V.mediterranei. Os resultados de AT,, obtidos para as linhagens tipo e aqueles obtidos
para os isolados sdo concordantes entre si e com os dados de HDD reportados (KUSHMARO et
al., 2001, THOMPSON et al., 2001). Também refletem a identidade das sequéncias do gene
RNAr 16S (>97%).

O valor de similaridade das sequéncias parciais do gene pyrH <94% (> limite esperado
para a mesma espécie) pode ter ocorrido devido a uma pressao seletiva diferenciada sobre esse
gene no ambiente dos isolados (coral M. decactis). As modificacGes neste marcador podem ndo
refletir a evolucao do genoma inteiro. Isso é corroborados pelos resultados de HDD prévios e
apresentados nesse estudo. As modificacdes resultantes dessa pressao seletiva diferenciada
estariam refletindas nas andlises populacionais realizadas com base nesse gene. Outas analises
(ex: genOdmica e fenotipicas) poderdo contribuir o entendimento da discrepancia observada para
a filogenia com base no marcador pyrH.

Devido a diversidade encontrada entre isolados do grupo V. shiloi/ V. mediterranei e o
agrupamentos das sequéncias geradas neste estudo em duas populagdes distintas e distantes
evolutivamente, porém nado tdo distantes para serem consideradas duas espécies diferentes

foram realizados bioensaios de patogenicidade envolvendo o organismo modelo artémias

5.3 Ensaios de patogenicidade com isolados representativos do grupo V. shiloi/ V.
mediterranei
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Considerando todas as linhagens que compdem o grupo V. shiloi/ V.mediterranei
descritas neste estudo e utilizadas na andlise populacional (Figura 9, 10, 11 e 12), foram
escolhidos representantes das duas popula¢des formadas. Todas as linhagens da populagdo 1(A-
328,A-354 e A-384) e trés representantes da diversidade encontrada na populagdo 4 (A-16, A-
180 e A-203) foram utilizadas para os bioensaios de patogenicidade utilizando o organismo
modelo artémia. Diversos estudos foram publicados realizando teste de patogenicidade
envolvendo este modelo e bactérias do género Vibrio (RICO-MORA and VOLTOLINA, 1995,
VERSCHUERE et al., 2000, AUSTIN et al., 2005). Austin e colaboradores (AUSTIN et al., 2005)
realizaram bioensaios com uma linhagem donominada V. shiloi LMG 20977 (=AK2) e verificaram
gue esta apresenta baixa viruléncia. Porém a linhagem de referéncia utilizada, posteriormente,
foi identificada como V. harveyi. Dai resulta que os resultados obtidos, referente ao potencial
patogénico de linhagens de V. shiloi em artémias, sdo inéditos.

Verificamos que algumas linhagens sao capazes de provocar a mortalidade em artérmias
(A-354 e A-384); outras ndo causam efeito algum na taxa de sobrevivéncia (A-16, A-180 e A-328)
e uma (A-203) demonstrou uma capacidade probidtica, fazendo com que a taxa de
sobrevivéncia fosse significantemente maior que o controle (Figura 15). Esse resultado indica
uma plasticidade fenotipica entre os isolados de V. shiloi. A plasticidade dentre vibrios foi
discutida por Vandenberghe e colaboradores (VANDENBERGHE et al., 1999) quando observaram
gue algumas linhagens de V. alginolyticus estavam relacionadas (filogeneticamente) a linhagens
patogénicas desta mesma espécie e a organismos doentes enquanto outras estavam mais
relacionadas a uma linhagem probidtica e estavam associadas a organismos aparentemente
saudaveis.

A fim de descobrir possiveis genes envolvidos na patogenicidade de isolados de V.
shiloi/ V. mediterranei, descritos nesse estudo, foi analisado o genoma completo de duas

linhagens (A-203 e A-354) que influenciaram diferentemente a taxa de mortalidade de artémias.

5.4 Analise dos genes de relacionados a viruléncia
5.4.1 Genes relacionados a Fagos, Profagos, Elementos transposaveis e Plasmideos

5.4.1.2 “Phage stress protein (Psp)”
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Na andlise do genoma da linhagem A-354 foram encontrados genes ligados ao sistema
de respostas a estresses extracitoplasmaticos “Phage stress protein (Psp)”, que responde a
estresses gerados no envelope celular. A expressdo do sistema Psp pode ser induzida por
infeccdo provocada por fagos filamentosos, localizagdo errada de certas proteinas que compde
o envelope, altas temperaturas, osmorregulacdo ou concentracdo de etanol e a formacdo de
poros idnicos (MODEL et al., 1997).

Os sistemas Psp de Escherichia coli e de Yersinia enterocolitica possuem em comum seis
proteinas: A, B, C, D, F e G. Em um modelo proposto por Darwin e colaboradores (DARWIN,
2005), baseado em observacgdes e algumas dedugdes: PspA se ligaria a PspF impedindo que este
iniciasse sua atividade transcricional; PspB e/ou PspC que s3o proteinas da membrana interna
possivelmente percebem uma condi¢do que induz o funcionamento do sistema e interagem
com o PspA fazendo com que este libere PspF que inicia a transcricdo do operdon PspA que
recentemente foi identificado com PspG. Como consequéncia a concentra¢ao de PspA aumenta
dramaticamente em relacdo a outras proteinas Psp, possuindo a funcdo de reduzir a dissipacao
de PspF.

O gene PspE , que sé estd presente em E. coli, codifica proteinas periplasmaticas e é
trancrito tanto como parte do 6peron quanto transcrito sozinho (BRISSETTE et al., 1991,
KLEEREBEZEM et al., 1996). A proteina codificada pode estar relacionada com a formacdo ou
reparo dos Centros de Ferro-Sulfuroso consequentemente envolvida no metabolismo de
energia (ADAMS et al., 2002). Os genes de Psp encontrados no genoma da linhagem A-354
foram PspA, PspB, PspE e o ativador transcripcional do éperon, possivelmente o PspF, possuindo
assim todos os genes necessarios para o funcionamento desse sistema. A linhagem tipo AK1
possui os genes que codificam as proteinas PspA, PspB, PspC, PspE e também o ativador

trancripcional do éperon.

5.4.1.3 Sintese e Replicacao de DNA de Fagos
Na analise do genoma das linhagens A-354 e AK1 foram encontrados genes relacionados
com a sintese da subunidade alpha da DNA polimerase Ill e com a sintese de glutarredoxina. A

glutarredoxina, também chamada de Transhidrogenase ou Thioltransferase, aumenta a
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capacidade de reducdo da glutationina, na reacao da biosintese dos desoxiribonucleotideos,
participando assim na formagdo dos precursores da sintese do DNA (HOLMGREN, 1981).

A glutaredoxina também foi descrita como importante para a propagacdo de
bacteriofagos T4. Esta proteina, juntamente com a ribonicleotideo redusase, dos T4, possuem a
capacidade direcionar a maquinaria de sintese de DNA da bactéria hospedeira para a

propagacao de particulas virais (EKLUND et al., 1992) .

5.4.1.4 Proteina de Capsideo de Fago

Na linhagem A-203 foi encontrado um gene relacionado ao capsideo de Fagos do
Género Mu-like e Familia Myoviridae, classificado como fago com DNA dupla fita e cauda
contratil (BOYD and BRUSSOW, 2002). Esse fago foi descrito em 2001 possuindo genes que
codificam proteinas muito similares a proteinas associadas a membrana no envelope celular de
bactérias Neisseria meningitidis sorotipo B. Devido a essa alta similraridade essas preteinas
seriam expostas na superifice da bactéria hospedeira podendo modificar a reposta do

hospedeiro a antigenos (MASIGNANI et al., 2001).

5.4.1.5 Elementos Transponiveis (ET)

Na andlise do genoma da linhagem A-203 foram encontrados genes relacionados a
proteinas que se ligam ao ATP, DNA invertases, Transposases (TniA e “helper protein”),
Endonucleases (Familia TnsA) e ATPases. Todos estes genes estariam relacionados ao
subsistema CBSS-203122.12.peg.188 dentro da classificacdo Elementos Transponiveis (ET). ETs
sdo sequéncias de DNA que possuem a capacidade de mudar de sitio dentro de um genoma.
Esses elementos podem codificar enzimas para o seu préprio movimento ou depender de
elementos codificados por outros ETs. Um determinado genoma pode ter poucos ETs ou em
alguns casos os ETs podem representar a maior parte do genoma, podendo assim ter um papel

crucial na evolucdo das espécies (KIDWELL and LISCH, 2001).
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5.4.2 Genes ligados a Aquisicao e Metabolismo de Ferro

Na natureza o ferro livre é predominantemente indisponivel para procariotos, ocorrendo
principalmente em agregados polinucleares insollveis ou associado a complexos proteicos em
fluidos e tecidos animais (WILLIAMS, 1979). No entanto, este elemento é essencial para o
crescimento de quase todas as bactérias. Por isso os organismos desenvolveram uma série de
mecanismos para a aquisicao de ferro do ambiente. Dentre esses mecanismos podemos citar a
sintese de siderdforos, que sdo moléculas de baixo peso molecular, com alta afinidade por ferro.
Os siderodforos solubilizam o ferro ligados a estruturas complexas, competem com os
mecanismos de aquisicdo de ferro dos hospedeiros (ex: transferrinas e lactoferrinas) e
mobilizam o ferro para o uso bacteriano (LITWIN and CALDERWOOD, 1993). Devido a essa
regulacdo na aquisicdo de ferro, a sintese de sideréforos vem sendo relacionada diretamente a
viruléncia, influénciando a expressao de genes ligados a fatores de viruléncia (LITWIN and
CALDERWOOD, 1993).

Sideréforos detectados em Vibrios patogénicos demonstram uma grande variedade de
estruturas, porém normalmente cada espécie de Vibrio produz somente um tipo de Sideréforo.
V. cholerae, V. fluvialis e V. vulnifucus produzem sideréforos do tipo Catecolados; V. anguilarium
produz um sideréforo especifico, que possui dois grupos funcionais: Catecolado e Hidroxamato;
V. mimicus e V.hollisae poroduzem um sideréforo aerobactina do tipo Hidroxamado, que é
encontrado principalmente em espécies da Familia Enterobacteriaceae; e V. parahemoliticus e
V. anguillarium produzem o Sideréforo Vibrioferrina que é classificado como citrato-
polihidroxicarboxilato baseado (FUNAHASHI et al., 2002).

Na analise do genoma da linhagem A-354 foram encontrados genes relacionados a
producdo e transporte de dois siderdforos (Aerobactina e Vibrioferrina) ao contrario do que é
descrito para a maioria das espécies de Vibrio. Nesta linhagem também foram encotrados genes
ligados a montagem do sideréforo Aerobactina e sistemas de aquisicdo, utilizacdo e transporte
de Heme, tipicos de bactéria Gram-negativas. Na linhagem A-203 foram encontrados gene

relacionados a sintese, transporte e recepg¢dodo sideréforo Aerobactina.



90

5.4.3 Genes ligados a Viruléncia, Doengca e Defesa: Bacteriomicinas, Peptideos
Antibacterianos Sintetizados por Ribossomos

A produgao de substancias antibidticas € comum para a maioria das espécies de
bactérias. Uma classe importante de antibidticos é a Bacteriomicina, que possui um série de
aplicacdes industriais, incluindo preservacdo de alimentos e producdo de antibidticos. As
bacteriomicinas possuem um papel importante nas relagbes de competicao entre bactérias,
sendo produzidas para a inibicdo ou morte de linhagens ou espécies intimamente relacionadas.
Dentre as bacteriomicinas podemos citar as Halocinas, Piocinas, Colicinas, Cloacinas, Klebicinas
e Marcescinas, sendo que as cinco Ultimas parecem compartilhar um mesmo ancestral devido a
similaridade das sequéncias das proteinas (RILEY, 1998).

As bacteriomicinas entram nas células alvo reconhecendo receptores na superficie
celular e matam as células principalmete por trés processos: formacdo de canais ion-permeaveis
na membrana citoplasmatica, degradacao nao especifica do DNA, inibicdo da sintese protéica
pela clivagem do RNAr 16S ou pela lise celular resultante da inibicdo da sintese de
peptideoglicanos. As linhagens que produzem bacteriomicinas normalmente apresentam uma
imunidade ao seu préprio antibiotico.

As bacteriomicinas, geralmente, sdao produzidas por um grupo de trés genes plasmideo-
codificados: um gene responsavel pela sintese de bacteriomicina, outro relacionado a
imunidade e por fim um relacionado a lise celular. As células alvo podem adquirir resiténcia ou
tolerancia principalmente através da alteracdo do receptor da membrana ao qual a
bacteriomicina se liga ou pela alteracdo das proteinas de membrana que fazem parte do

sistema de transloca¢do (PUGSLEY, 1984, PUGSLEY and OUDEGA, 1987, RILEY, 1998).

5.4.3.1 Colicina V

A colicina V é sintetizada por genes localizados no plasmideo ColV, que é responsavel
pela codificagdo de diferentes genes associados a viruléncia (LITWIN and CALDERWOOD, 1993).
Aparentemente além do gene que codifica a Colicina V, esses plasmideos carregam genes que
codificam a sintese do sideroforo Aerobactina. A Colicina V, ao contrdrio da maior parte das

colicinas ndo é liberada extracelularmente por lise celular, mas é transportada para fora da
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célula. Esta proteina ataca as células alvo destruindo o potencial da membrana interna do
envelope celular (WATERS and CROSA, 1991).

Na andlise do genoma da linhagem A-203 foram encontrados genes responsaveis pela
producdo e exportagcdo da proteina Colicina V, assim como genes ligados a sintese de
Aerobactina, sugerindo que esta linhagem possua o Plamideo V (ColV). A presenca desse
plasmideo em linhagens de Escherichia coli estd associada ao aumento da capacidade de
sobrevivéncia e proliferacdo da bactéria nos tecidos e fluidos do corpo do animal infectado

(WILLIAMS and WARNER, 1980).

5.4.3.2 Colicina E2

A Colicina E2 é sintetizada por gene locaizados no plasmideo ColE2. A Colicina E2 causa a
destruicdo e solubilizacdo ndo especifica do DNA da célula alvo (HERSCHMAN and HELINSKI,
1967). A liberagdo dessa protéina ocorre de forma similar a Colicina V, por transportadores
inseridos na membrana (PUGSLEY and SCHWARTZ, 1984). Na andlise do genoma da linhagem A-
354 foi encontrado um gene ligado a resiténcia a Colicina E2. Essa fun¢do também foi

encontrada na linhagem tipo AK1.

Andlises taxonOmicas e ecoldgicas sdo complementares. A definicdo de espécie é
pragmatica e leva em consideracdo parametros objetivos, como limites de corte para dados
experimentais (HDD, delta Tm), sendo universal, util e preditiva. Os conceitos de espécie,
incluindo ecétipo, levam em consideracdo a origem dos organismos e outros parametros, sendo
Uteis para a integracdo da complexidade associada aos organismos, como sua ecologia e
evolucdo. Portanto, em dado momento evolutivo, uma dada espécie pode ser claramente
relacionada a um dado ecétipo e vice-versa, porém isso pode ndo ocorrer durante todo o

processo evolutivo.
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CONCLUSOES

Possivelmente as linhagens A-354, A-384 e A-328 estariam sofrendo o processo de especia¢do
mas seus genomas ainda ndo apresentam diferencas suficientes para que os valores de corte

definidos pelas andlises por AT,,e HDD para a delimitacdo de espécies, sejam ultrapassados;

A populacdo formada pelas linhagens associadas ao poliqueta e aos corais e a linhagem tipo de
V. shiloi posui ramos curtos e rasos indicando uma recente diversificacdo e/ou recente
associacdo entre a bactéria e esses hospedeiros. Esta populagao possivelmente divergiu de uma

populacdo ancestral com habito de vida livre.

Os genomas dos isolados 203 e 354 apresentaram
tipos diferentes de genes de viruléncia, podendo assim terem respostas diferentes em

condi¢bes ambientais diversas.

PERSPECTIVAS

Complementar o estudo dos genomas de V. shiloi, realizando novas andlises fenotipicas e

metabdlicas com a linhagem A-354 com finalidade taxonOomica.

Confirmar e ampliar os testes de patogenicidade utilizando corais como organismos-modelo, ao
invés das artémias, utilizando as linhagens A-203, A-354 e A-384. Alguns experimentos pilotos ja
foram realizados envolvendo o efeito do aumento de temperatura nos corais M. hispida,
coletados em Arraial do Cabo. Os corais foram aclimatados em nosso sistema de aquarios a uma
temperatura de 24°C. A temperatura foi aumentada de 24°C para 29°C e foi verificado um

branqueamento seguido de necrose tecidual (Figura 16). Foi feito o isolamento, triagem e
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conservagdo de isolados utilizando os meios agar marinho e TCBS a fim de realizar uma futura
identificacdo taxondmica das espécies bacterianas presentes neste momento de adoecimento

dos corais. Foram isolados um total de 192 linhagens, ainda nao identificadas.

Figura 16 - Coral sofrendo necrose tecidual apos dois dias a uma temperatura dois graus acima
da temperatura de aclimatagao (24°C).

Utilizacdo destas linhagens para ensaio de patogenicidade em zooxantelas em microplacas.

Alguns experimentos pilotos ja foram realizados porém ainda é necessario a sua padronizacgao.
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