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RESUMO
Eventos de branqueamentos e doencas em invertebrados bentonicos marinhos tém sido
apontados como as principais causas de degradacdo dos recifes de corais. Na tentativa
de caracterizar precisamente esses eventos pesquisadores de diversos paises perceberam
que uma unica linha de investigacdo é insuficiente. Desta forma, estudos integrando
diversas abordagens, tais como analises macroscépicas, microbioldgicas, citoldgicas,
histologicas e da composicdo dos microssimbiontes associados a cnidarios, tém sido
cada vez mais enfatizados. Diante do exposto e com a finalidade de entender mais
profundamente os eventos de branqueamento e o aparecimento de alteracdes teciduais
em colbnias do coral Siderstarea stellata dos recifes do Cabo Branco, este trabalho
realizou 0 monitoramento em campo desses eventos, induziu em condigdes laboratoriais
0 brangueamento em col6nias de S. stellata e analizou aspectos da composi¢cdo dos
microssimbiontes e da histologia desse cnidario. O monitoramento foi realizado no
periodo de setembro de 2011 a julho de 2012, em duas pocas de marés, mediante
inspecdes visuais mensais de 20 coldnias de S. stellata e utilizando o “Coral Health
Chart”. No mesmo periodo, fragmentos saudaveis, branqueados e alterados (n=2 para
cada situacdo) foram coletados para analises comparativas da densidade populacional
das zooxantelas. Em junho de 2012, oito col6nias de S stellata que haviam se
recuperado de um branqueamento recente foram coletadas e submetidas em condigdes
laboratoriais a inducdo de branqueamento por estresse térmico. Nos meses de agosto e
setembro de 2014, maio e junho de 2015 foram coletados fragmentos de S. stellata,
saudaveis, branqueados, com a sindrome semelhante a “pigmentation response” € com a
doenga semelhante a “white plague” (n= 3 para cada condicdo) para andlises
histoldgicas comparativas. As inspecdes de campo revelaram que S. stellata vem
sofrendo com recorrentes episodios de brangqueamento e doencas resultando em
alteracdes no padrdo de coloracdo tecidual e na densidade das zooxantelas simbiontes,
tais eventos foram associados ao regime de chuvas e principalmente com as alteracdes
nas condicbes ambientais da area de estudo. Sob condicdo laboratorial de estresse
térmico extremo S. stellata apresentou-se como uma espécie muito resistente,
corroborando os dados do monitoramento, mas nessas condi¢@es tem sua capacidade de
resiliéncia diminuida, o que parece se opor ao verificado no campo. A técnica
histoldgica e a coloracdo H&E empregada se mostraram eficientes. Comparando as
amostras de tecidos saudaveis com as amostras de tecido branqueado e doentes,
observou-se que tanto o branqueamento quanto as doengas promovem desestruturacéo
das camadas teciduais, efeitos negativos nas estruturas reprodutivas e drasticas reducdes
na densidade populacional das zooxantelas simbiontes, mostrando que a histologia €
uma eficiente ferramenta para analisar eventos de branqueamento e doencas, bem como
para analisar a integridade da relacdo simbidtica que os corais mantém com seus
simbiontes. Em linhas gerais esta pesquisa demonstrou que, para melhor compreender
o0s eventos de branqueamento e doencas em corais, se faz necessario além das inspecées
rotineiras de campo, realizacdo de ensaios laboratoriais diversos e associar estudos mais
aprofundados como por exemplo o emprego de técnicas histoldgicas, as quais fornecem

a real severidade desses eventos.
Palavras-chave: Siderastrea stellata; branqueamento; histologia.



ABSTRACT

Bleaching events and disease in marine benthic invertebrates have been identified as the
main causes of degradation of coral reefs. In an attempt to characterize precisely these
events, researchers from several countries realized that a single line of research is
insufficient. Thus, studies integrating various approaches, such as macroscopic analysis,
microbiological, cytological, histological and composition of microsymbionts
associated with cnidarians, have been increasingly emphasized. In order to understand
more deeply bleaching events and the appearance of tissue changes in coral colonies of
Siderstarea stellata from Cabo Branco reefs, this work carried out monitoring in the
field of these events, induced bleaching events in colonies of S. stellata in laboratory
and analysed aspects of the composition of microsymbionts and histology of this
cnidarian. The monitoring was carried out from September 2011 to July 2012, in two
tides pools through visual inspections of 20 colonies of S. stellata and using the "Coral
Health Chart". In the same period, healthy fragments, bleached and altered (n = 2 for
each situation) were collected for comparative analysis of population density of
zooxanthellae. In June 2012, eight colonies of S. stellata who had recovered from a
recent bleaching were collected for laboratory experiments of bleaching induction by
heat stress. In August and September 2014, May and June 2015 were collected
fragments of S. stellata, healthy, bleached, with a similar syndrome "pigmentation
response” and the disease "white plague™ (n = 3 for each condition) for comparative
histological analysis. The field inspections revealed that S. stellata has suffered from
recurrent episodes of bleaching and disease resulting in changes in the pattern of tissue
colour and density of zooxanthellae symbionts, such events were associated with
rainfall and especially with the changes in environmental conditions of the study area.
Under laboratory conditions of extreme heat stress S. stellata was presented as a very
resistant species, corroborating the monitoring data, but these conditions have decreased
their resilience, which seems to oppose to that seen in the field. Histological technique
and H & E staining employed were efficient. Comparing the samples of healthy tissues,
bleached and diseased, it was observed that both the bleached as diseased promote
disintegration of the tissue layers. In addition, adverse effects on reproductive structures
and a drastic reduction in density of zooxanthellae symbionts, showing the histology as
an efficient tool for analysing bleaching and disease events, as well as to analyse the
integrity of the symbiotic relationship that corals have with their symbionts. In general,
this research has shown that, to a better understanding of bleaching events and disease
in corals, it is necessary in addition to routine inspections field, conducting several
laboratory tests and associate further studies such as the use of histological techniques,
which provide the actual severity of these events.

Keywords: Siderastrea stellate; bleaching; histology.
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1. INTRODUCAO

1.1. Recifes de Corais e Relagdes Simbiéticas

Os recifes de coral sdo as maiores e mais espetaculares estruturas feitas por
organismos Vvivos. Segundo registros geoldgicos a existéncia dos recifes ocorreu muito
antes do aparecimento de qualquer individuo da ordem Scleractinia, como por exemplo
os recifes de estromatolitos, que foram edificados pela associacdo de cianobactérias e o
sedimento areia (VERON, 2000). O aparecimento dos ancestrais dos scleractineos
atuais segundo registros fosseis encontrados na China e EscoOcia, ocorreu no Triassico
Médio, a 247 milhdes de anos atrés aproximadamente (VERON, 2000). Mas além dos
corais, moluscos vermetideos, hidrdides calcarios, esponjas e algas calcarias, tambem
contribuem para edificacdo desse ecossistema marinho (ODUM; ODUM, 1955).

Os ambientes recifais s@o considerados um dos mais antigos e ricos ecossistemas
da Terra (MCCONNAUGHEY, 2000). Sendo assim, sua importancia ecologica, social e
econdbmica € indiscutivel. Numa escala global, os recifes concentram a maior
biodiversidade de todos os ecossistemas, razdo pela qual séo referenciados como as
florestas tropicais dos oceanos. Essa enorme diversidade de vida pode ser medida
quando constatamos que uma em cada quatro espécies marinhas vive nos recifes,
incluindo 65% das espécies de peixes, permitindo a muitas comunidades humanas que
habitam a zona costeira terem suas economias baseadas nos recursos provenientes
desses ambientes (MCCONNAUGHEY, 2000).

Os recifes de coral estdo distribuidos predominantemente entre os trépicos de
Capricérnio e de Cancer, e sua distribuicdo vertical estd limitada a profundidades
inferiores a 100m devido a associacdo simbidtica mutualistica que os corais mantém
com os dinoflagelados endossimbiontes do género Symbiodinium, que sdo chamados de
zooxantelas, sendo, portanto a luz um fator essencial para o crescimento e
desenvolvimento desses ecossistemas (HOEGH-GULDBERG, 1999; VERON, 2000;
CRABBE, 2008).

Um dos principais organismos responsaveis pela construgdo dos recifes sdo 0s
corais, animais do Filo Cnidaria, pertencente a classe Anthozoa e da ordem Scleractinia,
cuja principal caracteristica desta ordem é a presenca de esqueleto calcario formado pela

deposicdo de CaCO3;. De modo geral, os cnidarios séo caracterizados pela presenca de
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trés camadas a epiderme e gastroderme, que sdo formadas por tecido epitelial, sendo
ambas separadas por uma camada de tecido conjuntivo denominada mesogléia, que é
composta por mucopolissacarideos, coldgeno e células ameboides (MUSCATINE,
1974).

No caso particular dos escleractinios, é no interior das células da gastroderme que
se encontram as zooxantelas, mas esses dinoflagelados também fazem associacdo
simbidtica com diversos outros organismos marinhos, a exemplo de protistas, hidroides
calcérios, gorgbnias, esponjas, moluscos, entre outros. Sendo elas as principais
responsaveis pela nutricdo autotréfica de seus hospedeiros (MULLER-PARKER;
D’ELIA, 1997; TRENCH, 1987, 1997).

A microssimbiose, em particular aquela que ocorre entre invertebrados benténicos
e as zooxantelas, € o mais importante tipo de simbiose encontrado nos ambientes
recifais, porém, é sabido que outros microrganismos como cianobactérias, protistas (ex.
diatomaceas), microcrustaceos, vermes, entre outros, também vivem em associagédo com
invertebrados marinhos, contribuindo dessa forma com a elevada produtividade dos
recifes (PIYAKARNCHANA et al., 1986; TRENCH, 1997; COSTA et al., 2001, 2004).

Veron (2000) aponta que, com o artificio da simbiose os corais podem existir em
ambientes onde o indice nutricional seja praticamente nulo. Sendo 0s ecossistemas
coralineos responsaveis pelo enriquecimento nutricional destes ambientes, tornando-se
verdadeiros “oasis” dos 0ceoanos para as mais diversas espécies marinhas.

A quebra da interacdo simbidtica entre os cnidarios e sua microbiota tem
promovido a desestabilizacdo dos recifes de corais acarretando no surgimento de
doencas, sindromes e o aparecimento do fendmeno do branqueamento registrado nos
recifes de coral de todo o globo. Estes eventos por sua vez, em certas circunstancias
podem resultar na morte massiva de diversos invertebrados marinhos e desequilibrar
todo o ecossistema recifal (GLYNN et al., 2001; HOEGH-GULDBERG et al., 2007).

1.2. Eventos do Branqueamento e Doencgas em Cnidarios

O fendmeno do branqueamento é caracterizado pela perda ou expulsdo das
zooxantelas e/ou de seus pigmentos fotossintetizantes do interior do tecido de seus
hospedeiros. Durante estes eventos 0s cnidarios tornam-se visivelmente palidos, ficam
propensos a doengas e infecgbes por parasitas, reduzem sua taxa de crescimento e

reproducdo, e o ecossistema recifal se torna fragil e vulneravel
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A quebra da estabilidade simbidtica que as zooxantelas mantém com seus
hospedeiros e que é promovida pelos eventos de branqueamento, também altera a
integridade das relagbes dos cnidarios com outros microrganismos, levando assim a
diminuicdo da imunidade do hospedeiro frente aos agentes estressores (GLYNN, 1993;
COSTA et al., 2001; GLYNN et al., 2001).

Segundo a literatura, as principais causas que estéo relacionadas com os eventos
de branqueamento sdo o aumento ou reducdo brusca da temperatura superficial da dgua
do mar, aumento ou reducéo da salinidade, aquecimento global, etc. (DESALVO et al.,
2008). Porém, fatores advindos de estresses locais, principalmente de atividades
antrépicas como poluicdo, uso de agrotoxicos, eutrofizacdo na zona costeira,
desmatamento, sedimentacdo decorrente da hidrodinamica costeira e processos erosivos,
também tém sido considerados responsaveis por esses eventos (PHILIPP; FABRICIUS,
2003). Mas é concensso geral que tais pertubacGes provocam serias implicacdes a
economia trofica desses ecossistemas e a produtividade marinha, (GLYNN et al., 2001;
RICHARDSON; ARONSON, 2002).

Assim como o branqueamento, as doencgas em diversos invertebrados benténicos
estdo entre as principais causas da destruicdo dos recifes de coral, sendo motivo do
aumento expressivo de publicacdes sobre esse assunto nas Ultimas decadas (HARVELL
et al., 2007). Sabe-se que, as doencas em corais estdo associadas a um complexo de
organismos de diferentes filos, inclusive as bactérias. Por essa razdo, inumeras
pesquisas tem sido conduzida no sentido de cultivar 0s microrganismos envolvidos na
doenca (patogenos). A doenca da banda negra, por exemplo, tem sido descrita como
provocada por um “consércio™ de microrganismos gque gera um microambiente anoxico,
rico em sulfeto, e que na maioria dos casos leva a morte do coral (ANTONIUS, 1988;
RICHARDSON, 1998). Em contrapartida, o papel dos microrganismos na maioria das
outras doencas de corais ndo tem sido totalmente elucidado, devido a dificuldade de se
identificar os patdgenos envolvidos.

O estudo de doencas de corais é um assunto particularmente confuso em
decorréncia da natureza polimicrobiana da maioria delas, de maneira que é praticamente
impossivel cumprir os postulados de Koch para muitas doencas que tem acometido 0s
corais, conforme sugerido por diversos pesquisadores (RICHARDSON, 1998).
Sutherland et al. (2004) e também Weil (2004), por exemplo, afirmaram que apenas sete

dos vinte e dois tipos de doencas que acometem as espécies de corais do Caribe tiveram
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seus patogenos identificados, no entanto o postulado de Koch foi cumprido em apenas
trés desses.

Muitos dos estudos voltados para elucidagédo das doencas em corais tém sido
realizados principalmente através de técnicas tradicionais de cultura e sequenciamento
dos microrganismos, inclusive no Brasil (p. ex., MOREIRA et al., 2014). Esses estudos
tém demonstrado a presenca de bactérias, virus e fungos na microbiota de holobiontes
doentes e saudaveis. No entanto, apesar de varios artigos recentes nortearem esses
aspectos, Amman et al. (1995) ja haviam relatado que apenas de 0,01 a 1% dos
microrganismos marinhos sdo cultivaveis; logo, levanta-se duvida se 0s microrganismos
que ndo sdo cultivaveis podem estar associados ao aparecimento das doencas e/ou
sindrome em diversos cnidarios.

Diante disto, Bythell et al. (2002) propuseram a analise da histologia dos tecidos
doentes, associada ao emprego da técnica de fluorescéncia in situ e hibridacdo (FISH)
para analisar a estrutura espacial da comunidade microbiana associadas a lesdes de
tecidos doentes, independente destes microoganismos serem ou ndo cultivados.
Segundo estes autores e também Manz et al. (2000) e Ainsworth et al. (2007) e Mydlarz
et al. (2013) a unido de estudos histoldégicos com a técnica da fluorescéncia e hibridacao
in situ permitem a visualizacdo espacial dos microrganismos patogénicos presentes nos
tecidos lesionados e de microrganismos presentes nos tecidos sadios, a exemplo de
zooxantelas e bactérias, e esses achados podem confirmar a presenca da doenca.

Recentemente foi descoberto que durante episodios de doencas 0s corais podem
combater 0s patdgenos invasores através de um conjunto de respostas autoimunes que
tendem a diminuir ou retardar o crescimento dos patdgenos e/ou retardar o crescimento
do tecido lesionado. Dentre essas respostas estdo incluidas inflamacdo celular e
producdo de melanina, surgimento de amebadcitos circulantes e antioxidantes (células do
sistema imunoldgico e que estdo presentes na mesogléia), ativacao da peroxidase (PO),
entre outras (MYDLARZ et al., 2008), refletindo, tais respostas, na plasticidade e na
resiliéncia do hospedeiro para lidar com a mudanca ambiental interna, e até mesmo com
a possibilidade de evolucédo a resisténcia a doenca a partir dessas respostas (MYDLARZ
et al., 2008).

Na tentativa de se caracterizar precisamente as doencas que acometem oS
cnidarios, pesquisadores de diversos paises perceberam que uma Unica linha de
investigacdo é insuficiente. Desta forma, estudos integrando diversas abordagens, tais

como analises macroscopicas, microbioldgicas, citologicas, histolégicas e da
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composicdo dos microssimbiontes associados a esses cnidarios, com enfoques também
nos estressores humanos que atuam nos recifes, tém sido cada vez mais enfatizados.
Tais abordagens multicriteriais tornam-se necessarios quando o interesse € estabelecer
medidas de conservagdo dos recifes e devem ser cada vez mais incentivadas. Neste
contexto, o uso de técnicas histoldgicas acoplada a potentes marcadores celulares
aparece como mais uma ferramenta poderosa para elucidacdo das diversas doengas que
vem acometendo os cnidarios. Diante do exposto e com a finalidade de entender mais
profundamente os eventos de branqueamento e o aparecimento de alteracdes teciduais
em colonias do coral Siderstarea stellata dos recifes costeiros do Cabo Branco, Jo&o
Pessoa — PB, este trabalho realizou 0 monitoramento em campo desses eventos, induziu
em condicdes laboratoriais, o branqueamento em col6nias de S. stellata e analizou
aspectos da composi¢cdo dos microssimbiontes e da histologia desse cnidario. Mostrando

assim uma abordagem multicriterial para caracterizacdo desses eventos.
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2- OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Caracterizar mediante analise de mdltiplos pardmetros o fenbmeno do
branqueamento e das doencas que acometem o coral Siderastrea stellata dos recifes
costeiros do Cabo Branco, Jodo Pessoa — PB.

2.2. Objetivos Especificos

a)- Monitorar os recifes costeiros do Cabo Branco, Jodo Pessoa — PB, quanto ao
aparecimento e sazonalidade de branqueamento e doencas em exemplares do coral
Siderastrea stellata;

b)- Comparar a densidade populacional das zooxantelas das colénias de S. stellata
sadias e branqueadas, coletadas nos recifes costeiros do Cabo Branco, Jodo Pessoa - PB;
c)- Realizar ensaios laboratoriais de inducdo do branqueamento e acompanhar a
capacidade resiliente do coral S. stellata, coletado nos recifes costeiros do Cabo Branco,
Joéo Pessoa — PB;

d)- Descrever mediante analises histoldgicas as alteragdes que ocorrem no tecido de
coldnias sadias, branqueadas e doentes do coral S. stellata coletado nos recifes costeiros

do Cabo Branco, Jodo Pessoa — PB.
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3. METODOLOGIA

3.1. Espécie Estudada

A espécie de coral utilizada para o estudo foi Siderastrea stellata (VERRILL,
1868) (Fig. 1), que faz parte da Familia Siderastreidae juntamente com 0s géneros:
Pseudosiderastrea, Horastrea, Anomastrea, Psammocora e Coscinaraea. Esta familia
possui representantes que datam desde o Cretaceo, caracteriza-se por formar colénias
macicas ou laminares e raramente, sdo solitarios. De acordo com Veron (2000), os
géneros Psammocora e Coscinaraea sao encontrados no Indo Pacifico, porém, a
distribuicdo dos demais géneros e preferéncia por habitat ainda ndo sdo totalmente

conhecidas.

Figura 1- Col6nia do coral Siderastrea stellata, nos recifes costeiros da Praia do Cabo Branco, Jodo Pessoa
(PB) (Fotografia: Ana Carolina Lubambo V. Brito).

O género Siderastrea (BLAINVILLE, 1830), apresenta polipos pequenos de
coloracdo marrom-violeta, résea ou acizentada (VAUGHAN; WELLS, 1943). Veron
(2000) aponta que, as colbnias deste género possuem um formato esférico e incrustante,
com coralitos ceridides, arredondados ou poligonais, sendo composto por cinco
espécies: Siderastrea glynni, Siderastrea savignyana, Siderastrea siderea, Siderastrea
radians e Siderastrea stellata. Das cinco espécies, S. siderea, S. radians e S. stellata sdo

encontradas no Atlantico, sendo as duas primeiras abundantes da regido Caribenha,
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enquanto que, S. stellata é endémica para o Brasil (LABOREL, 1970; SANTOS et al.,
2004). As demais espécies podem ser encontradas na Europa, Africa, América do Norte
e Sul, Oeste da india, Mar Vermelho e Oeste do Indo Pacifico (WELLS, 1956).

A espécie Siderastrea stellata (VERRILL, 1868), apresenta colénias macicas e
esféricas, possuindo semelhangas com espécies caribenhas, no entanto, apresentam calices
maiores, septos mais delicados e espagos interseptais mais largos do que as especies
caribenhas (LABOREL, 1970). Santos (2004) acrescenta que, S. stellata pode ter também
um formato achatado, esférico e hemisférico, com diametros entre 10,25 mm a 84,14 mm.
A espécie estudada é um coral comum das regifes rasas dos recifes brasileiros e é
considerada como uma espécie muito resistente a variacbes na temperatura, salinidade e
turbidez da 4gua (LEAO et al., 2003). Na é4rea estudada é encontrada com frequéncia em
aguas muito rasas, incluindo pocas de marés, sendo assim submetida a estresses foticos e
térmicos, a variagdo da maré, e ao soterramento.

Quanto aos aspectos reprodutivos, S. stellata é gonocorica, possui fertilizacdo e
incubacdo interna das larvas, apresenta ciclo reprodutivo anual e as desovas ocorrem no
verdo. Sabe-se, ainda, que esta espécie de coral libera planulas e que os oocistos se
desenvolvem dentro dos mesentérios ferteis sem a presenca de zooxantelas, sendo estas
adquiridas via polipo parenteral durante o estagio de desenvolvimento embrionario
(NEVES; SILVEIRA, 2003). Segundo ainda esses autores, as planulas de S. stellata séo
lecitotroficas, sobrevivendo durante os primeiros estagios larvais de suas proprias reservas,
e dos produtos fotossintéticos de seus simbiontes.

A escolha de S. stellata como organismo de estudo nesta pesquisa deve-se ao
fato de que ela apresenta uma grande plasticidade ecoldgica, tem uma grande adaptacao
as condicGes ambientais amplamente variaveis (COSTA et al., 2013) e existem registros
de branqueamento e doencas acometendo esta espécie na area de estudo (AMORIM et
al., 2011; COSTA SASSI et al., 2013).

3.2. Area de Estudo

Os recifes costeiros do Cabo Branco (Fig. 2), Jodo Pessoa-PB, local selecionado
para a realizagdo desta pesquisa, estdo situados no litoral sul da cidade, nas imediagcdes
das coordenadas (7°9°16S, 34°47°35”W). Nesta area existe uma falésia ativa ¢ um
extenso terrago de abrasdo marinha do tipo arenitico-ferruginoso (SASSI, 1987), que se

forma na base da falésia e que séo colonizadas por diversos organismos bénticos.
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O local estd sujeito a um intenso hidrodinamismo e apresenta significantes
variagfes nas quantidades de material em suspensdo, oxigenacdo intensa da agua, e
intenso processo de erosdo e sedimentacdo, bem como € extremamente irregular no
tocante ao substrato, propiciando uma vasta complexidade de habitat que favorecem a
manutencdo de uma elevada biodiversidade de organismos bent6nicos, os quais revelam
uma distribuicdo complexa e irregular dependendo das varia¢des dos diferentes tipos de
substratos da area (COSTA, 2006).

Figura 2- Vista geral da area de estudo, praia do Cabo Branco, Jodo Pessoa — PB. (Fotografia: Carolina
Rocha, 2009).

3.3. Monitoramento do Evento de Branqueamento e Doencas em S. Stellata

Para monitorar o aparecimento e sazonalidade de branqueamento e doencas em
colénias de S. stellata foram selecionadas duas pocas nos recifes costeiros do Cabo
Branco, Jodo Pessoa — PB, sendo ambas fotografadas e desenhadas esquematicamente.
A Poga 1 possuia aproximadamente 2,0m de comprimento por 1,0m de largura, tinha
profundidade de aproximadamente 15 cm, durante a maré baixa (0.0m) e situava-se a
150 m de distancia da linha de costa, defronte ao Farol do Cabo Branco. A Poga 2 era
menor que a primeira, possuia aproximadamente 1,5m de comprimento por 80,0cm de
largura, sendo da mesma profundidade que a primeira, durante as marés baixas (0.0m).
A distancia entre uma poga e outra era de aproximadamente 100m.



Figura 3- Pogas de marés selecionadas para o monitoramento de 20 colénias de S. stellata nos recifes
costeiros do Cabo Branco, Jodo Pessoa — PB. Poca 1 (A) e Poca 2 (B).

Em ambas as pocas foram selecionadas 20 colonias de S. stellata, cujas
localizacbes das mesmas foram anotadas num mapa esquematico (Fig. 4), e 0s
didametros maximo e minimo de cada col6nia foram anotados em prancheta de PVC.
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Figura 4- Mapas esquematicos das pogas 1 e 2 com o0 posicionamento de cada uma das 20 coldnias dentro
das pogas monitoradas mensalmente (C1 a C20) nos recifes do cabo Branco, Jodo Pessoa - PB.

Mensalmente durante o periodo de outubro de 2011 a julho de 2012 foi
monitorado o aparecimento e sazonalidade de branqueamento nas coldnias de S. stellata

de ambas as pocas utilizando a metodologia do “Coral Health Chart”

(www.coralwatch.org) e as recomendacfes de Siebeck et al. (2006). Segundo esta
metodologia cada tonalidade do cartdo estd relacionada com a concentracdo de
zooxantelas presentes no tecido dos corais, ou seja, 0 cartdo é constituido por quatro

padrdes de cores (B, C, D e E) as quais variam em uma escala de seis tonalidades,
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sendo a escala 1 a mais proxima do branco e a 6 a tonalidade mais escura, representado
a condicdo sadia da colonia (Fig. 5). Concomitantemente, colonias com sinais de
alteracdo em seus tecidos (areas branqueadas, roxas ou palidas) foram fotografadas com
uma camera digital subaquatica Finepix XP10 Fuji® para posteriores analises em

laboratério.
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Figura 5- “Coral Health Chart”, utilizado no monitoramento das col6nias de Siderastrea stellata dos

recifes do Cabo Branco, Jodo Pessoa — PB.

Simultaneamente ao monitoramento foi determinada a temperatura superficial da
agua das pocas, utilizando um termémetro de reversdo Watanabe Keiki Co. (+0,01°C), e
a salinidade da agua, utilizando um refratometro portatil “American Optical” 10.419.
Dados pluviométricos do periodo de estudo foram obtidos junto a Agéncia Executiva de
Gestdo das Aguas do Estado da Paraiba, disponibilizado no endereco eletrnico:

http://www.aesa.pb.gov.br/.

3.4. Determinacao das Densidades de Zooxantelas em Col6nias de S. Stellata

Durante o periodo de setembro de 2011 a janeiro de 2012 foram coletados
mensalmente fragmentos (& 5cm) saudaveis com sinais de alteracdo em seus tecidos
(areas branqueadas, roxas ou palidas) do coral Siderastrea stellata (n=2 para cada
situacdo) dos recifes costeiros do Cabo Branco, utilizando martelo e ponteiras,

acondicionadas individualmente em sacos de plasticos com agua do mar do local de
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coleta, e conduzidas em condicdo hermética para o Laboratdério de Ambientes Recifais e
Bitecnologia com Microalgas (LARBIM/UFPB).

No laboratorio, os tecidos de cada fragmento foram removidos com &gua do mar
filtrada, utilizando um jato de compresséo a ar (Water Pik®), sendo o volume do
homogeneizado registrado e fixado em Lugol a 10% para posteriores analises
microscépicas da densidade populacional das zooxantelas, as quais foram realizadas
mediante de contagens celulares, efetuadas em microscépio éptico (LEICA®) sob o
aumento de 400x, utilizando uma camara de Fuchs Rosenthal (n= 4 laminas para cada
exemplar).

Apo6s a retirada dos tecidos os esqueletos foram submergidos em solucdo de
hipoclorito de sddio a 2% por um periodo de 4 horas, para remogdo completa da matéria
organica, sendo em seguida secados em estufa a 70°C, para posteriores determinago da
area de cada exemplar através da técnica da folha de aluminio (MARSHALL, 1970;
COSTA et al., 2006).

3.5. Ensaios Laboratoriais de Inducéo do Branqueamento com Coral S. stellata

Em junho de 2012 foram coletadas oito col6nias de Siderastrea stellata que
haviam se recuperado de um branqueamento recente, utilizando martelo e ponteiras. As
amostras foram acondicionadas em sacos de plastico com agua do mar do local de
coleta e levadas ao LARBIM/UFPB.

Em laboratdrio, as coldnias foram distribuidas em dois aquarios, sendo o aquério
1 com duas colbnias e o0 aquario 2 com 6 colénias. As coldnias foram mantidas nesses
aquarios com agua do mar do local de coleta, sob aeracdo constante e em temperatura de
26°C, por um periodo de quatro dias de aclimatacdo, para minimizar 0s estresses
sofridos durante a coleta, seguindo as recomendacdes de Kuguru et al. (2007).

Apo6s o periodo de aclimatacdo os aquérios, contendo as col6nias foram
colocados dentro de uma camara incubadora microprocessada, termostatizada, dotada
de sistema de iluminacéo fornecido por 16 lampadas fluorescentes tipo luz do dia de 40
W cada, com fotoperiodo ajustado para 12 horas claro/escuro (Fig. 6). Durante os
experimentos a dgua dos aquarios foi trocada por agua do mar in natura recém-coletada,
duas vezes por semana, provendo assim alimentacdo para os corais. Tal procedimento

possibilitou também a manutencdo da salinidade dos aquérios entre 35 a 36 Psu.
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Figura 6- Camara incubadora microprocessada (A) contendo os aquarios (B) utilizados nos experimentos
de inducdo do branqueamento por elevacdo da temperatura, do coral S. stellata coletados nos recifes do

Cabo Branco, Jodo Pessoa — PB.

Dentro da incubadora, as colonias foram submetidas a elevacdo da temperatura
da agua na ordem de 1°C por dia, até atingir a temperatura de 37°C, sendo programado o
retorno, também de 1°C por dia até a temperatura ambiente de 25°C. Em cada aumento
de temperatura as coldnias foram fotografadas e monitoradas quanto ao branqueamento
utilizando o cartdo do “Coral Health Chart” (Fig. 5) e as recomendacdes de Siebeck et
al. (2006). Além disso, foram coletadas amostras de agua dos aquarios para avaliacdo da
expulsdo de zooxantelas em decorréncia do aumento da temperatura. As determinacdes
das densidades de zooxantelas nos aquarios foram efetuadas num microscopio invertido
Zeiss, utilizando cémaras de sedimentacdo de 2 ml, conforme procedimentos
estabelecidos por Utermhol (1952).

3.6. Analises Histologicas de Colbnias de S. stellata

Com a finalidade de aprofundar o entendimento dos eventos de branqueamento e
doencas em corais da Paraiba, nos meses de agosto e setembro de 2014, maio e junho de
2015 foram coletados nos recifes costeiros do Cabo Branco, utilizando martelo e
ponteiras, fragmentos (=5 cm) do coral Siderastrea stellata nas condigdes saudavel,
branqueado, com a sindrome semelhante a ‘“Pigmentation Response” e com a doenga
semelhante a “White Plague” (n= 3 para cada condicdo) (Fig. 7). Os fragmentos foram

acondicionados individualmente em recipientes de vidro devidamente etiquetados,
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contendo solucéo fixadora de formol a 4% preparado com &gua do mar, e transportados
em condigBes herméticas (caixa de isopor) para o LARBIM/UFPB. Sendo, o horario em

que as amostras foram fixadas, registrado em caderneta de campo.

Figura 7 - Coldnias de Siderastrea stellata coletadas dos recifes do Cabo Branco Jodo Pessoa - PB. (A=
col6nia saudavel; B= colbnia branqueada; C= colénia com sindrome semelhante a “Pigmentation

Response”, D= coldnia com a doenga semelhante a “White Plague”).

Em laboratorio, apds um periodo de 12 horas de fixacdo, as amostras dos corais
sofreram lavagens continuas com &gua. Em seguida, os fragmentos foram
descalcificados em solucdo de formaldeido e acido férmico, seguindo a metodologia de
Work; Aeby (2011). Apos a descalcificacdo, as amostras foram desidratadas em uma
série de solucdo de etanol, diafanizadas, embebidas em parafina, emblocadas, cortadas e
coradas em H&E. Foram realizados cortes transversais e cortes longitudinais (5-7 pm)
de cada amostra, com até seis polipos cada, utilizando um micrétomo rotativo manual
(Modelo EK Micro).

As analises das laminas histologicas das amostras sadias, branqueadas e doentes
foram comparadas entre si e com a literatura especializada. Das laminas histoldgicas
preparadas, trés laminas (para cada condi¢cdo) foram fotografadas em aumento de 400x,
para a determinacdo da densidade populacional das zooxantelas, seguindo o método
descrito em Palmer et al. (2012) com adaptagdes.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Monitoramento do Evento de Branqueamento e Doencas em S. stellata

Durante o periodo de monitoramento realizado nas duas pogas selecionadas para
estudo, foram observadas colbnias de Siderastrea stellata nas condi¢des sadia (Sd),
branqueamento moderado (BM), manchas brancas e manchas roxas, sendo essas duas
ltimas semelhantes respectivamente a doenga “White Plague” (WP) e a sindrome

“Pigmentation Response” (PR) (Fig. 8).

Figura 8- Alteragdes no padrdo de coloragdo nas coldnias de S. stellata, observadas durante o periodo de
outubro de 2011 a julho de 2012, nos recifes do cabo Branco, Jodo Pessoa — PB. (A= Sadia; B=

Branqueamento Moderado; C= “White Plague”; D= “Pigmentation Response™).

Evidenciou-se que as alteracdes nas condicGes de saude das 20 coldnias
selecionadas ocorreram, ao longo do periodo do monitoramento, de forma distinta entre
as pocas estudadas, o que denota influéncia do habitat no aparecimento de eventos de
branqueamento e doencas (Tabela 1 e 2). Por exemplo, para a poca 1 o aparecimento de
colénias brangqueadas e/ou doentes ocorreu desde o inicio do monitoramento (outubro
de 2011) até o final deste (julho de 2012) (tabela 1); porém na poca 2 esses eventos s
foram registrados a partir de abril de 2012 (tabela 2).
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Tabela 1- Monitoramento mensal das vinte col6nias de S. stellata na poga 1 dos recifes costeiros do Cabo
Branco, Jodo Pessoa — PB durante o periodo de outubro de 2011 a julho de 2012. (Sd = Sadia; BM =
Branqueamento Moderado; WP = “White Plague”; PR = “Pigmentation Response”; WP/PR = “White

Plague” e “Pigmentation Response™). Tarja cinza nas tabelas, destaca as colonias com alteragdes.

Colénia Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul
C1 Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd WP Sd Sd
Cc2 Sd Sd BM BM Sd Sd Sd Sd Sd Sd
C3 BM WP BM BM BM WP WP Sd Sd Sd
C4 Sd Sd Sd Sd Sd BM WP WP WP WP
C5 Sd sd Sd Sd Sd Sd Sd WP WP BM
C6 Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd
C7 Sd Sd Sd BM Sd Sd Sd WP Sd Sd
C8 Sd Sd Sd Sd Sd Sd WP BM BM Sd
C9 Sd Sd Sd Sd WP WP/PR WP WP WP WP

C10 Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd
C11 Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd
C12 Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd
C13 Sd Sd Sd Sd BM BM Sd Sd Sd Sd
Cl4 Sd Sd Sd Sd BM BM WP WP WP WP
C15 Sd Sd Sd Sd Sd BM Sd Sd Sd Sd
C16 Sd Sd Sd Sd WP WP WP WP WP BM
C17 Sd Sd Sd BM BM BM WP WP Sd Sd
C18 Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd
C19 Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd
C20 Sd Sd Sd Sd Sd WP Sd WP Sd Sd

Tabela 2- Monitoramento mensal das vinte colénias de S. stellata na poga 2 nos recifes costeiros do Cabo
Branco, Jodo Pessoa — PB durante o periodo de outubro de 2011 a julho de 2012. (Sd = Sadia; BM =
Branqueamento Moderado; WP = “White Plague”; PR = “Pigmentation Response”; WP/PR = “White

Plague” e “Pigmentation Response™). Tarja cinza nas tabelas, destaca as coldnias com alteragdes.

Colbnia Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr  Mai Jun Jul
C1 Sd Sd Sd  sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd
c2 Sd Sd Sd  sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd
C3 Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd
C4 Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd
C5 Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd BM Sd
C6 Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd WP WP

C7 Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd
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C8 Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd BM Sd Sd
C9 Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd
C10 Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd
Cl1 Sd Sd Sd Sd Sd Sd WP Sd Sd Sd
C12 Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd
C13 Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd
C14 Sd Sd Sd Sd BM BM Sd WP WP WP
C15 Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd
Cl6 Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd
C17 BM Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd
C18 Sd Sd Sd Sd Sd Sd BM WP WP WP
C19 WP/PR WP WP Sd WP/PR WP/PR WP Sd WP WP
C20 Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd Sd

As analises dos dados ambientais obtidos das duas pogas selecionadas para
estudos revelaram flutuacBes nesses parametros. Na poc¢a 1 a salinidade variou de 34
psu a 39 psu, com os menores valores ocorrendo nos meses de fevereiro e margo de
2012, e os maiores valores ocorrendo no periodo de maio a julho de 2012. A
temperatura da superficie da agua dentro da poca variou de 26,0°C a 31,7°C (Tabela 3).
Na poca 2 a salinidade variou de 34 psu a 39 psu, com 0s menores valores ocorrendo no
més de setembro de 2011, e os maiores valores também ocorreram durante o periodo de
maio a julho de 2012. A temperatura da superficie da agua dentro desta poca variou de
26,0°C a 31,0°C (Tabela 4). O indice pluviométrico para a regido de estudo teve o
menor valor registrado no més de dezembro de 2011 (8,4mm) e o maior valor no més de

julho de 2012 (540,7mm), conforme pode ser observado nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3- Médias das variaveis ambientais obtidas da poga 1 nos recifes do Cabo Branco, Jodo Pessoa —
PB, durante o periodo de outubro de 2011 a julho de 2012. (IM= indice Pluviométrico).

Data Salinidade (psu) Temperatura (°C) IM (mm)
Out/11 36 31,0 9,0
Nov/11 36 26,4 44,9
Dez/11 35 29,0 8,4
Jan/12 38 28,8 186,2
Fev/12 34 29,0 1419
Mar/12 34 29,3 71,0
Abr/12 38 31,7 46,6

Mai/12 39 29,6 216,5
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Jun/12
Jul/12

39
39

30,0
29,5

540,7
290,5

Tabela 4- Médias das variaveis ambientais obtidas da poga 2 nos recifes do Cabo Branco, Jodo Pessoa —

PB, durante o periodo de outubro de 2011 a julho de 2012. (IM= indice pluviométrico).

Data Salinidade (psu) Temperatura (°C) IM (mm)
Set/11 34,0 30,8 32,4
Out/11 35,0 31,0 9,0
Nov/11 35,0 26,0 44,9
Dez/11 37,0 28,5 8,4
Jan/12 38,0 28,8 186,2
Fev/12 35,0 30,0 141,9
Mar/12 35,5 30,4 71,0
Abr/12 38,0 29,0 46,6
Mai/12 39,0 30,2 216,5
Jun/12 39,0 30,0 540,7
Jul/12 39,0 29,5 290,5

Os dados revelaram que em ambas as pocas o0 percentual de coldnias sadias

diminuiu ao longo do periodo estudado, no entanto, nos meses onde ocorreram 0S

maiores indices pluviométricos (tabela 3 e 4), foram registrados os maiores percentuais

de colbnias branqueadas e alteradas, sendo para po¢a 1 no més de maio de 2012 (45%

das colbnias alteradas) e, para a poca 2 no més junho de 2012 (25% das colbnias
alteradas) (Fig. 9).
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Figura 9- Percentual mensal das coldnias branqueadas/alteradas de S. stellata, monitoradas nos recifes do

Cabo Branco, Jodo Pessoa — PB, durante o periodo de outubro de 2011 a julho de 2012.
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Esses achados sugerem que a chegada das chuvas desestabiliza a relacdo que as
zooxantelas mantém com o seu hospedeiro diminuindo a sua resisténcia a fatores de
estresse (COSTA et al., 2013; DESALVO et al., 2008). E possivel que as condi¢es que
prevalecem nas pocas de marés dos recifes do Cabo Branco, como as que foram
monitoradas, oferecam condigdes particulares de estresse que podem incluir, durante os
periodos de exposicdo, elevacbes da temperatura e variagcbes na salinidade, além de
processos de sedimentacdo, por exemplo. Mas a chegada das chuvas, somada as
condi¢cdes térmicas das pocas de marés nos recifes do Cabo Branco podem atuar
sinergicamente desestabilizando as populacdes de zooxantelas no interior dos tecidos de
S. stellata. A propdsito, Sassi et al. (1987), constataram que a temperatura da agua de
pocas de marés nesses recifes pode chegar até 43°C e a salinidade pode diminuir
consideravelmente, chegando até 6 psu devido a infiltracdo de agua doce oriunda do
lencol freatico na base da falésia. Costa (2006) trabalhando os mesmos recifes, ja havia
referido que o branqueamento na area ndo esta necessariamente relacionado com o
aumento da temperatura da dgua, como tem sido considerado nos trabalhos de Fitt et al.
(2000) e Glynn et al. (2001).

O monitoramento das condicGes de saude de cada col6nia nas duas pocas de
marés selecionadas nesta pesquisa, demonstrou que mesmo submetidas a condi¢cdes
ambientais similares, 0 comportamento de cada coldnia variou em cada poca (Fig. 10)
indicando que cada col6nia responde de forma diferente as pressdes do meio no que
concerne ao aparecimento de branqueamento e doencas. Tal observacdo sugere
capacidades distintas de resisténcia, resiliéncia e aclimatacdo entre elas, inferindo-se
que isso pode estar associado a respostas genéticas ou a capacidade intrinseca de cada
colénia manter a estabilidade simbidtica com seus microssimbiontes, em particular com

as zooxantelas.



29

B Poga l

[o0]
o
1

W Poga 2

u o N
o O O
1 1 1

N W
o O
1 1

% (branqueamento e doencas)
5
1

[
o
1

o
I

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Numero da col6nia

Figura 10- Frequéncia mensal de alteragfes nas colbnias de S. stellata monitoradas nos recifes do Cabo
Branco, Jodo Pessoa — PB, quanto ao aparecimento de doencas e branqueamento durante o periodo de
outubro de 2011 a julho de 2012.

4.2. Determinacdo das Densidades de Zooxantelas em Colonias de S. stellata

Os dados demonstraram que as col6nias sadias de S. stellata possuem maiores
densidades de zooxantelas em seus tecidos, em relacdo as coldnias alteradas (Fig. 11).
Foi constatado ainda, que coldnias sadias possuem em média, percentualmente, cerca de
4 vezes mais zooxantelas em seus tecidos do que colbnias alteradas (Fig. 12), sendo tal
fato uma caracteristica essencial para manutencao da condicdo de saude das colonias de

S. stellata frente a estresses ambientais ou antrépicos na regiao estudada.
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Figura 11- Densidade populacional de zooxantelas encontradas em fragmentos sadios e alterados de S.

stellata coletados nos recifes do Cabo Branco, Jodo Pessoa - PB.
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Figura 12- Dados percentuais médios das quantidades de zooxantelas em colbnias de S. stellata sadias

comparadas as branqueadas, coletadas nos recifes costeiros do Cabo Branco - PB.

Esses achados corroboram com as observacdes apontadas por Desalvo et al.
(2008) em que, trabalhando com espécies de corais dos recifes da Costa Rica,
evidenciou uma menor densidade populacional de zooxantelas simbiontes em corais
branqueados e doentes, como também, perda dos pigmentos fotossintetizantes destes
simbiontes. Tal evento, foi associado a variacGes da temperatura da dgua de superficie

do mar, variacOes da salinidade, ao regime de chuvas e a¢des antropicas.

4.3. Ensaios Laboratoriais de Inducéo do Branqueamento com Coral S. stellata

Os experimentos de estresse térmico para inducdo do branqueamento em
colénias de S. stellata, permitiram evidenciar que com o aumento da temperatura da
agua todas as colonias passaram da condi¢ao sadia (critério C5, C6 do “Coral Health
Chart”), para as condi¢Ges de branqueamento moderado (C3, C4) na temperatura de
31°C e branqueamento forte (C2 e C1) a 35°C (Tabela 5).
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Tabela 5 - Respostas das coldnias de S. stellata ao estresse de temperatura efetuado em laboratorio. (Sd =
condicdo sadia, BM= Branqueamento moderado; BF = Branqueamento forte. CHC = Critérios de cores e
respectivas nomenclaturas segundo o “Coral Health Chart”).

Temperatura ~ Aquario 1 CHC Aquério 2 CHC
27 Sd
28 Sd
29 Sd
30 Sd
31 BM
32 BM
33 BF
34 BF
35 BF C1 BF C1
36 BF C1 BF C1
37 BF C1 BF C1
36 BF C1 BF C1
35 BF C1 BF C1
34 BF C1 BF C1
33 BF C1 BF C1
32 BF C1 BF Ci1
31 BF C1 BF C1
30 BF C1 BF Ci1
29 BF C2 BF C2
28 BF C2 BF C2
27 BF C2 BF C2
26 BF C2 BF C2
25 BF C2 BF C2

Durante os experimentos, foi constatado rapidas alteracdes na coloracdo das
colénias, de maneira que em 8 dias de aumento crescente da temperatura todas as
coldnias ja estavam branqueadas. No entanto, a diminuicdo diaria da temperatura para a
condigdo inicial demonstrou uma velocidade muito lenta na recuperacdo das colénias,
pois apos 23 dias, quando a temperatura da agua retornou a 25° C, as colbnias ainda se
achavam na condicdo de branqueamento forte (C2 e C1), denotando assim uma baixa

capacidade de resiliéncia em condigdes extremas como a que foi empregada neste
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estudo. Tais dados demonstram que S. stellata é de fato muito resistente a estresses
dessa natureza, pois ndo houve morte em nenhuma das coldnias testadas durante todo o
experimento. Detalhes da sequéncia das respostas na alteracdo da cor das col6nias, nas
condicdes experimentais testadas podem ser visualizados na figura 13.

C Aquario 1

[
wh

Figura 13- Alteracdes nas condicOes de saude em S. stellata quando submetida a estresse crescente de

temperatura até 37°C.

Ressalta-se, no entanto, que as condicdes laboratoriais ndo reproduzem o que
acontece no campo, desse modo, esses dados devem ser interpretados com ressalva, pois
durante 0 monitoramento dessa mesma espécie de coral, efetuado em pocas de marés
nos recifes do Cabo Branco, todas as coldnias que sofreram branqueamento moderado
e/ou forte, rapidamente retornavam & condicdo saudavel, evidenciando uma grande
capacidade de resiliéncia a perturbagfes ambientais.

Siderastrea stellata é considerada uma das espécies de corais mais resistentes
(COSTA, 2006) o que Ihe confere uma capacidade de colonizar habitats variaveis em

recifes rasos, inclusive em pocas de marés. Ela é uma das espécies de corais mais
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conspicuas que ocorrem nos recifes costeiros da regido nordeste, e possivelmente sua
resisténcia esteja associada a presenca de zooxantelas do Clado C (COSTA et al., 2006;
LAJEUNESSE et al, 2003), que é reconhecidamente um dos mais resistentes
(DESALVO et al., 2008).

As analises de zooxantelas expulsas pelo hospedeiro durante o experimento de
estresse térmico demonstraram uma substancial perda de zooxantelas para a massa
d’agua até o terceiro dia de aumento da temperatura, quando esta atingiu 29°C
reduzindo depois a taxa de expulsdo a qual se manteve aproximadamente constante

durante o restante do experimento (Fig. 14).
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Figura 14- Quantidades de zooxantelas expulsas durante os ensaios laboratoriais de estresses térmicos
com o coral S. stellata, coletado nos recifes do Cabo Branco.

A diminuicdo na taxa de expulsdo das zooxantelas observada em todas as
colénias, nos dois aquérios testados, evidencia um esfor¢o das coldnias de S. stellata
para manter uma populacdo residual minima de zooxantelas no interior da gastroderme,
corroborando com os achados de Glynn et al. (2001) e Sunagawa et al. (2008) que
consideram que durante eventos térmicos de branqueamento os corais branqueados
mantem um minimo de simbionte em seus tecidos, possibilitando em seguida a

recuperacdo das coldnias afetadas por este evento.
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4.4. Anélises Histologicas das Coldnias de S. stellata

Siderastrea stellata possui uma estrutura tecidual composta por dois epitélios do
tipo Pseudo-estratificado Cilindrico. Entre um epitélio e outro, existe uma fina camada
de tecido conjuntivo que é a mesogléia. O epitélio externo corresponde a epiderme e é
caracterizado por células colunares e justapostas com células caliciformes intercaladas;
0 segundo epitélio, camada mais interna, corresponde a gastroderme, onde estdo
localizadas as zooxantelas, células ameboides e outras estruturas (Fig. 15).

Fig. 15- Seccdo transversal (5um) de tecidos sadios do coral Siderastrea stellata, coletado nos recifes do
Cabo Branco, Jodo Pessoa — PB (Ep= Epiderme; Ga= gastroderme; Zox= zooxantelas; Me= Mesogleia.
400x).

A técnica histologica e a coloracdo H&E empregada para as amostras dos corais

se mostrou eficiente e permitiu visualizar tanto a organizacdo das camadas teciduais
como a organizacao dos pdélipos com o0s septos primarios e secundarios e os filamentos
mesentéricos que sdo estruturas responsaveis pela producdo das células sexuais

femininas e masculinas (Fig. 15 e 16).
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Fig. 16- Seccdo transversal (5um) mostrando a organizacdo dos polipos, em col6nias sadias de
Siderastrea stellata, coletadas nos recifes de Cabo Branco. (A= organizagdo geral dos pélipos do coral;
B= detalhes das estruturas de um po6lipo).

Também foi possivel observar a presenca de estruturas reprodutivas, a exemplo dos
filamentos mesentéricos contendo oécitos com o nicleo e nucléolo (Fig. 17). Nas laminas
analisadas foram observados odcitos do I, I, Il e V estagio. Odcitos do estagio |
caracteriza-se pela presenca do citoplasma denso, corado em rdseo, com nucleo
centralizado e com um nucléolo posicionado no centro do nicleo (Fig. 18A). Nos
oocitos de estagio Il, o ndcleo ocupa metade da area da célula e o nucléolo esta
posicionado na periferia do nacleo (Fig. 18B). Od6citos de estagio 111, geralmente estdo
se desprendendo da mesogléia, ocorre aumento do material citoplasmatico e uma
reducdo no tamanho do nucleo que esté localizado na periferia da célula. Nesse estagio
pode ou ndo ser observado o nucléolo (Fig. 18C). Finalmente, os odcitos de estagio V
encontram-se totalmente desprendido da mesogléia, possui uma invaginagdo na periferia
da membrana plasmatica em forma de U, e o nlcleo encontra-se na periferia juntamente
com o nucléolo (Fig. 18D). Tais descricGes estdo de acordo com os achados de Shikina
et al. (2012).
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Figura 17 - Filamentos mesentéricos (A) e estruturas reprodutivas feminina (B), em tecidos do coral S.
stellata coletado nos recifes do Cabo Branco, Jodo Pessoa - PB. (Oc.=o6cito; N=n(cleo; n=nucléolo;

setas pretas= Filamento mesentérico; em aumento de 400x).

B

Figura 18 — Células reprodutivas femininas (oocitos) do coral S. stellata, em diferentes estagios de
desenvolvimento. (A= o6citos em estagio |; B= ovdcito em estagio Il; C= odcito em estagio Il e D=

odcito em estagio V.

Comparando as amostras de tecidos saudaveis com as amostras de tecido
branqueado, observou-se que nas amostras branqueadas a fina camada da mesogléia
torna-se volumosa, a epiderme reduz de espessura, a gastroderme apresenta-se
completamente desestruturada, promovendo ruptura entre as camadas, saidas das
zooxantelas, e uma deterioracdo por completo da organizacdo das camadas teciduais
(Fig. 19).
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Figura 19 — Detalhes das camadas teciduais do coral S. stellata, coletado nos recifes do Cabo Branco. A=
lamina do coral sadio; B= Iamina do coral branqueado, evidenciando aumento da mesogleia (seta preta) e
diminuicdo da espessura da epiderme (seta vermelha).

Um quadro comparativo mostrando as condicdes de saude das colbnias de
Siderastrea stellata com os aspectos histoldgicos de seus tecidos, é apresentado. Neste,
observa-se que as coldnias sadias apresentam integridade em suas camadas teciduais e nas
células representativas de cada camada (Quadro 1A.). Por outro lado, col6nias branqueadas,
com a sindrome “Pigmentation response” (caracterizada macroscopicamente pela coloragdo
résea), e colonias com a doenga semelhante a “White plague” (caracterizada
macroscopicamente pela presenca de manchas brancas de formato circular, oblongo, piriforme e
irregular, localizadas no centro ou em sua periferia), apresentam nitida desorganizacdo de suas
camadas teciduais, deterioracdo dos tecidos e reducdo da mesogléia (Quadro 1B-D). Esta
camada, por sua vez, em alguns casos nao foi identificada nas laminas histol6gicas, porém para

as amostras de colOnias branqueadas, observa-se aumento no volume dessa camada.
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Quadro 1 - Quadro comparativo mostrando o aspecto das col6nias de S. stellata nas condi¢des sadia (A),
branqueada (B), com a sindrome “pigmentation response” (C) e com doenga semelhante a “white plague”

(D), ao lado das suas respectivas laminas histoldgicas, coradas em H&E. (aumento 40x).

Tais dados confirmam que eventos de branqueamento e/ou doencas promovem
destruicdo dos tecidos que podem levar a morte da area afetada pela lesdo. Williams et
al. (2011) referiram que das espécies de corais por eles estudadas e que apresentavam
descoloracdo visiveis em seus tecidos, 72% apresentavam perda de tecido e 67% tinham
evidéncias de necrose; Work; Aeby (2011) registraram que toda lesdo é melhor
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representada por sinais microscopicos, cujos 0s principais sdo necroses e fragmentagao
do tecido.

Conforme consta na literatura eventos de branqueamentos e doencas causam
também implicagdes nos processos reprodutivos dos corais. Nas laminas analisadas
nessa pesquisa observou-se que maior frequéncia de odcitos no estagio 11l e V foram
observados nas laminas de coldnias saudaveis, porém nas coldnias branqueadas e
doentes essas estruturas reprodutivas foram muito raras. Além disso, nessas amostras 0s
odcitos estavam deteriorados, caracterizados pela ruptura da membrana plasmatica,
contetdo citoplasmatico deformado e as vezes auséncia de ndcleo e nucléolo (Fig. 20).

C

Figura 20 — Células reprodutivas femininas (ovocitos) do coral S. stellata, em degradagdo. (A-B) odcitos

em estagio | degradado; (C) obcito em estagio Il degradado.

Outra informacéo obtida com as andlises histoldgicas das col6nias de S. stellata,
nas condicdes saudaveis, branqueadas e doentes, foi a influéncia negativa que esses
eventos promovem na populacdo de zooxantelas no interior dos tecidos das colonias. As
analises das laminas revelaram que o nimero médio de zooxantelas por 100um? da
gastroderme dos corais coletados variou entre as condi¢cdes de salde estudadas. As
maiores densidades das zooxantelas ocorreram nas coldnias sadias (6,14+0,20
células/100 um?) e as menores nas coldnias branqueadas (4,0620,18 células/100 um?) e
nas colonias com a doenga semelhante a “White plague” (0,08+0,4 células/100 um?) e
com a sindrome semelhante a “Pigmentation response” (3,2+0,12 células/100 pmd).
Tais dados corroboram os achados de Palmer et al. (2012) que analisando as espécies de
corais Acropora millepora e Porites sp., encontraram grandes densidades de
zooxantelas em tecidos sadios em relacdo aos tecidos pigmentados/doentes. 1sso
demonstra que mais uma vez a histologia pode ser uma ferramenta para se analisar a

integridade da relagdo simbidtica que os corais mantém com seus simbiontes.



40

Diante do exposto, conclui-se que somente mediante o uso de técnicas
histologicas é possivel observar a severidade das doencas no coral, visto que inspecdes
visuais de campo propiciam apenas observacdo da alteracdo na coloragdo da colonia,

dando uma falsa impressao das reais condi¢Ges das mesmas.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Esta pesquisa utilizou de abordagens multicriteriais para entender mais
profundamente os eventos de branqueamento e o aparecimento de alteracdes teciduais
em colbnias do coral Siderstarea stellata dos recifes costeiros da Paraiba. Os dados
obtidos evidenciaram que o coral Siderastrea stellata dos recifes do Cabo Branco vem
sofrendo episodios recorrentes de branqueamentos e doengas, 0s quais sdo visualizados
pelas alteracdes na coloracéo de seus tecidos e na densidade das zooxantelas simbiontes.
Tais eventos foram relacionados com as alteragcBes no regime de chuvas e elevacdo da
temperatura superficial da agua do mar, os quais em sinergia com os fatores abioticos
das condicGes das pocas de marés estudadas promoveram a desestabilizacdo da relacao
simbidtica entre o coral e suas zooxantelas, favorecendo assim, o aparecimento de
colénias branqueadas e alteradas. Experimentos laboratoriais de inducdo de
branqueamento por estresse térmicos, também possibilitaram observar alteracdes na
coloracdo dos tecidos e na densidade populacional das zooxantelas de S. stellata, no
entanto apenas com o emprego de técnicas histologicas, foi possivel compreender
melhor a severidade dos eventos do branqueamento e doencas nas camadas teciduais e
nos aspectos reprodutivos desse cnidario. Diante do exposto, esta pesquisa demonstrou
que, para melhor compreender os eventos de branqueamento e doencgas em corais, se faz
necessario alem das inspecdes rotineiras de campo, realizacdo de ensaios laboratoriais
diversos, associar estudos mais aprofundados como por exemplo o0 emprego de técnicas

histoldgicas, as quais fornecem a real severidade desses eventos.
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