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RESUMO

Os recifes de coral sdo importantes ecossistemas marinhos e possuem tipos de organismos
associados aos recifes, incluindo corais, peixes, bentos, algas e microrganismos. Os
microrganismos marinhos sdo descritos possuidores de importantes fontes de moléculas
participantes da reciclagem de compostos organicos ou até mesmo na inibi¢do de organismos
patogénicos. Dessa forma, a compreensdo da diversidade microbiana marinha, assim como
também a prospeccdo de agentes antimicrobianos e outros metabolitos sintetizados por esses
organismos podem apresentar um papel fundamental no desenvolvimento de produtos
terapéuticos biotecnologicos. Este trabalho tem como objetivo identificar os diferentes
isolados de bactérias associados de trés espécies de cnidarios coletados em Arraia D’ajuda,
Bahia: Mussismilia harttii, Millepora alcicornis e Phyllogorgia dilatata e posteriormente a
possivel presenca de moléculas antimicrobianas oriundas destes cultivos microbianos.
Inicialmente a partir dos fragmentos de coral e parte da 4gua que estava junto ao coral foi
realizado o isolamento das bactérias, em agar Marinho e agar SWA em diferentes diluigdes,
totalizando 182 coldnias isolados, destas 122 isolados foram obtidas em meio marinho, o
restante (60 colonias ) foram oriundas do meio SWA. No caso do meio agar marinho, foram
91 isolados da 4gua e 31 isolados obtidos dos corais. No meio SWA foram obtidos 08
isolados proveniente do coral e 52 isolados da 4gua. Em relagdo aos morfotipos das colonias,
obteve-se uma prevaléncia de coldnias pequenas, circular de borda lisa e cremosa, sendo a
morfologia dos isolados predominante bacilos pequenos. Apds a caracterizacdo morfoldgica e
tintorial dos isolados foram realizados testes de atividade antimicrobiana contra cepa ATCC
de Escherichia coli e Staphylococcus aureus em 5 meios diferrentes: LB, CN, dgar Marinho,
SWA e TSB. Dos meios utilizados somente dois, LB e NA, apresentaram atividade
antimicrobiana positiva para 20 isolados, sendo que 4, provenientes de coral, apresentaram
atividade contra E. coli ou S. aureus e 16 isolados provenientes da dgua. Estes isolados com
atividade antimicrobiana tiveram seu DNA purificado e sequenciado por caracterizagdo
molecular por 16S. Posteriormente os 182 isolados obtidos foram avaliados quanto a
presenca de genes que codificam moléculas antimicrobianas denominadas policetideos. Dos
20 isolados bacterianos, que apresentaram atividade antimicrobiana, nenhum isolado
apresentou amplificagao para o primer D entretanto para os primers A, P e K foram obtidos 16
isolados positivos tanto em isolados dos Corais estudados, quanto de agua, totalizando 177
isolados com amplificagdo para algum dos trés primers. Mesmo apresentando resultados
promissores, ainda existe a necessida de um estudo mais aprofundado até a obtencdo de uma
molécula isolada e bioativa com finalidade farmacologica.



ABSTRACT

Coral reefs are important marine ecosystems and have types of organisms associated with
reefs, including corals, fish, benthos, algae and microorganisms. Marine microorganisms are
described as possessing important sources of molecules participating in the recycling of
organic compounds or even in the inhibition of pathogenic organisms. In this way, the
understanding of marine microbial diversity, as well as the prospection of antimicrobial
agents and other metabolites synthesized by these organisms, can play a fundamental role in
the development of biotechnological therapeutic products. This work aims to identify the
different isolates of associated bacteria from three species of cnidarians collected in Arraia
D'ajuda, Bahia: Mussismilia harttii, Millepora alcicornis, and Phyllogorgia dilatata and later
the possible presence of antimicrobial molecules from these microbial cultures. Initially,
from the coral fragments and part of the water that was next to the coral, the bacteria were
isolated in Marine agar and SWA agar at different dilutions, totaling 182 isolated colonies, of
these 122 isolates were obtained in a marine environment, the rest (60 colonies) came from
the SWA environment. In the case of marine agar medium, 91 were isolated from water and
31 were isolated from corals. In the SWA medium eight isolates were obtained from the coral
and 52 isolates from the water. In relation to the morphotypes of the colonies, there was a
prevalence of small, circular, smooth-edged, and creamy colonies, with the morphology of the
isolates being predominantly small bacilli.  After the morphological and staining
characterization of the isolates, tests of antimicrobial activity against ATCC strains of
Escherichia coli and Staphylococcus aureus were carried out in five different media: LB, CN,
Marine agar, SWA, and TSB. Of the media used, only two, LB and NA, showed positive
antimicrobial activity for 20 isolates, of which four were from coral, showed activity against
E. coli or S. aureus and 16 isolates from water. These isolates with antimicrobial activity had
their DNA purified and sequenced by 16S molecular characterization. Subsequently, the 182
isolates obtained were evaluated for the presence of genes that encode antimicrobial
molecules called polyketides. Of the 20 bacterial isolates that showed antimicrobial activity,
none of the isolates showed amplification for primer D, however, for primers A, P, and K, 16
positive isolates were obtained, both in isolates from the studied Corals and from water,
totaling 177 isolates with amplification for one of the three primers. Even with promising
results, there is still a need for a more in-depth study to obtain an isolated and bioactive
molecule with pharmacological purpose.
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1. INTRODUCAO
1.1.  Os ecossistemas marinhos e os recifes de coral

Um dos ecossistemas mais explorados sdo os ecossistemas marinhos. Este representa 11%
dos oceanos, contendo, em média, um ter¢co da populagdo marinha (RICHARDSON;
GRAHAM; HOEY, 2020). Reconhecido como um dos maiores e mais espetaculares
ecossistema da terra, os recifes de coral formam um cinturdo amplo na regido subtropical-
tropical. Os recifes de coral sdo ambientes complexos formados por cnidarios sésseis, que se
estendem por toda a costa e sdo responsaveis pela diversidade e produtividade de
ecossistemas marinhos (FREIWALD et. al., 2004; GARCIA; MATTHEWS-CASCON;
FRANKLIN-JUNIOR, 2009). Este habitat atua como suporte de diversas espécies marinhas
podendo chegar até profundidades de varias centenas de metros abaixo do nivel do mar, sendo
que, alguns autores consideram os recifes de coral rochosos como os mais diversos e
espetaculares ambientes. Formam colonias variando muito de tamanho, desde pequenas
colonias espalhadas em alguns metros de diametro até um complexo e vasto recife medindo
varias dezenas de quilometros de didmetro. Onde sua funcionalidade pode variar devido as
interacdes ecoldgicas entre peixes de recife e seu ambiente, determinando a selecao de habitat
(RICHARDSON; GRAHAM; HOEY, 2020).

Os corais marinhos sdo organismos invertebrados sésseis com alimentagdo de suspensao,
vivendo em simbiose com organismos microbianos, composto por endossimbiodtico
dinoflagelados, algas endoliticas, fungos, alveolatos, bactérias, arquéias e virus. Esses
microrganismos estdo associados interno/a e externamente, referido como holobiont. Esses
microrganismos associados estdo envolvidos no suprimento extra de carbono e nitrogénio do
hospedeiro, participando da ciclagem e desintoxicacdo de nutrientes, protecdo UV, troca
genética e defesa quimica do animal (WATER; ALLEMAND; FERRIER-PAGES, 2018).

Os corais se dividem em duas subclasses: Hexacorallia, que compreende anémonas do mar
e corais duros construtores de recifes (ordem Scleractinia) e a Octocorallia, que compreende
as ordens Helioporacea (comumente referida como "corais azuis"), Pennatulacea (chamada
"penas do mar”), e Alcyonaceae (incluindo organismos popularmente chamados de “leques do
mar”, “chicotes do mar’e “gorgonias”). Organismos das duas ultimas ordens também sao
conhecidos como “corais moles” (DALY et. al., 2007). Os octocorais, possuem uma simetria
6ctupla de seus polipos, estando presentes em todos os oceanos do mundo, desde o artico até
as aguas tropicais, de recifes rasos até as profundezas maritimas. Participando como
formadores dos ecossistemas, os octocorais podem contribuir em até 95% da biomassa total,

através da determinacao do fluxo de carbono aumentam a biodiversidade béntica (CURDIA
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et. al., 2013).

Os recifes de coral sdo considerados um dos ecossistemas com maior biodiversidade,
porém também os mais ameacados. A drastica diminuicdo dos ecossistemas de recife, estdo
atribuidos a diversos disturbios, como mudancas climaticas, os impactos humanos como a
pesca excessiva, poluicdo, sedimentagdo e doengas emergentes nos corais. Estes fatores
reduziram muito as populacdes de corais, causando com isso uma diminui¢do da cobertura e
na composi¢do das espécies de corais ocasionando a perda da biodiversidade dos
ecossistemas. Em relagdo a composicdo da cobertura, os corais sdo os mais determinantes em
relagdo a complexidade das estruturas nos habitats dos recifes (RICHARDSON; GRAHAM;
HOEY, 2020).

O Brasil possui a sua faixa de recifes de corais localizada no litoral nordeste, estendendo-
se desde o Maranhao até o sul da Bahia, podendo também ser encontrados nos estados do Rio
de Janeiro e Espirito Santo (AMARAL et. al., 2008). Sendo o Banco de Abrolhos considerado
um dos maiores e mais ricos recifes de coral do Atlantico Sul (ZILBERBERG et. al., 2016). A
distribuicdo dos organismos marinhos, incluindo os corais, ¢ determinada por interagdes de
fatores fisicos, quimicos e biologicos. No sudoeste do Atlantico existem, ao longo de 3.000
km, comunidades de recifes costeiros na costa brasileira (MOURA et. al., 2016), no qual
apresentam um alto endemismo de espécies construtoras de recifes (ROGERS, 2014).

Dentre as espécies endémicas encontradas nesses ecossistemas encontram-se corais-pétreos
zooxantelados, pertencentes a Ordem Scleractinia, corais negros da Ordem Antipatharia,
Corais-de-fogo ou hidrocorais, pertencentes as Familias Milleporidae (M. braziliensis e M.
nitida) e Stylasteridae e Octocorais da Subclasse Octocorallia (ZILBERBERG et. al., 2014).

O género Millepora abriga uma grande diversidade de espécies que ocorrem em mares
tropicais por todo o planeta, entretanto, no Brasil, encontram-se apenas quatro espécies
desse grupo (Millepora braziliensis, Millepora nitida, Millepora laboreli e Millepora
alcicornis (Fig.1) (AMARAL et. al., 2008). Este género do filo Cnidaria; classe Hydrozoa
representam os organismos formadores de recifes mais abundantes em ecossistemas de
recifes de coral (LEWIS, 2006).

O género Millepora caracteriza-se por possuir cé¢lulas urticantes. Também conhecidos
como “corais-de-fogo”, esses invertebrados podem provocar graves queimaduras ao serem
tocados devido a presenca de nematodcitos (GARCIA, 2006). Os nematocitos estdo dentro de
uma cépsula, que sdo os cnidécitos. O veneno presente nos nematocitos, que se encontra
dentro do cnidécito, sdo injetados através de um tiibulo, nematocistos, por estimulos fisico ou

quimico (GARCIA-ARREDONDO, 2012). As espécies de Millepora podem provocar lesdes
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semelhantes a queimaduras ao perfurar a pele e causar irritacdo, queimagao ou dor aguda,
dermatite eritematosa e edematosa, prurido, urticéria e necrose. Também sao citados sintomas
sistémicos como mal-estar, ndusea, vomito, dor abdominal, espasmo muscular, diarréia,
dificuldade respiratéria, taquicardia, hipotensio e febre (GARCIA-ARREDONDO, 2012;
MOATS, 1992).

Figura. 1 — Coral de fogo da espécie Millepora alcicornis.

Fonte: http://www.thecephalopodpage.org/MarinelnvertebrateZoology/Milleporaalcicornis.html

Dentre as espécies endémicas, quatro pertencem ao género Mussismilia, comumente
conhecido como coral-cérebro, Mussismilia braziliensis, Mussismilia harttii, Mussismilia
hispida e Mussismilia leptophylla (BUDD et. al., 2012; CASTRO; PIRES, 2001; CASTRO;
MEDEIROS; LOIOLA, 2010). M. harttii (Fig.2) ¢ considerada uma das principais
construtoras de recifes do Brasil (PIRES et. al., 1999). Essa espécie apresenta morfologia em

forma laxa, confertifolia ou intermediaria (LABOREL, 1967).

Figura. 2 — Imagem Coral Mussismilia harttii.

Fonte: Projeto Coral Vivo
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Essa espécie além de ser uma importante construtora recifal ¢ a segunda maior em termos
de distribuicdo no Brasil entre as espécies do género Mussismilia, ocorrendo desde o Estado
do Ceard até o Espirito Santo, incluindo areas oceanicas (Fernando de Noronha e Atol das
Rocas) (LABOREL, 1967, 1969), mas normalmente encontrada em profundidades de 2 e 6m,
podendo eventualmente ser encontrada até os 55m (CASTRO et. al., 1986). Suggett e
colaboradores (2012) descrevem que em ambientes de baixa turbidez a espécie M. harttii
representa cerca de 70% da cobertura total de corais sendo esse valor reduzido entre 40 e 50%
em ambientes de alta turbidez.

O género Mussismilia possui raras avaliacdes moleculares, mas a distingdo entre as
espécies ja esta bem estabelecida, permitindo assim uma mais rapida identificagdo em campo
(ROGERS et. al., 2014). Esse género possui, pelo menos, duas espécies em risco de extingao:
M. braziliensis e M. harttii (PIRES, et. al., 2018). Sendo o primeiro restrito aos recifes rasos
do Estado da Bahia e recifes de Abrolhos, enquanto o segundo ¢ encontrado desde o litoral do
Ceard até o Espirito Santo. A espécie Mussismilia harttii ¢ o principal coral formador de
recifes no nordeste do Brasil (MOURA et. al., 2016), geralmente encontrado em
profundidades entre 2 a 6m, com registros isolados de até 80m (HETZEL; CASTRO, 1994). E
importante avaliar as populagdes de M. harttii e indicar quais fatores estressantes podem estar
levando a reducdo e/ou extingao local das populagdes desta espécie. Atualmente, M. harttii
possui as menores porcentagens de cobertura entre seus congéneres (KIKUCHI et. al., 2008) e
populagdes em severo declinio (PIRES, et. al., 2018).

Phillogorgia dilatata (Fig.3) ¢ uma espécie com estrutura colonial, eixos que se
anastomosam, formando um reticulo, e cenénquima preenchendo os espagos entre eixos, de
modo a formar uma folha continua, onde estdo os polipos. Existem colOnias aberrantes onde
ndo ocorre anastomose ou formacgdo de folha. Entretanto, essas colonias anormais podem ser
distinguidas de outras espécies com esclerito tipo escafoides pela distribuicao de poélipos ao
redor de todo o ramo e pelo cenénquima mais grosso (MACHADO; DRUMMOND;
PAGLIA, 2008).

A continuidade da folha pode estar relacionada as caracteristicas ambientais, como
intensidade, direcdo e uniformidade das correntes. A colonia pode atingir mais de 50cm de
altura e ¢ encontrada no infralitoral, frequente em ambientes e recifes coralineos de aguas
rasas, com registro mais profundo de 28m ao largo de Rocas. Esta espécie endémica esta
distribuida pelo litoral brasileiro e ilhas oceanicas nos seguintes estados: MA (inclui parcel do
Manuel Luiz), CE, RN (inclui atol das Rocas), PE (inclui Fernando de Noronha), BA (inclui o
banco dos Abrolhos), ES (inclui a ilha da Trindade), RJ (limite sul de distribuicdo conhecido
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em Arraial do Cabo). Também esta espécie costuma ser usada como objeto ornamental, tendo
muitas vezes o cenénquima removido e seu eixo usado em aqudrios ou outros arranjos
decorativos, esta espécie também ja foi objeto de estudos farmacolégicos. (MACHADO;

DRUMMOND; PAGLIA, 2008).

Figura. 3 — Imagem da espécie de estrutura colonial do coral Phillogorgia dilatata.

&

Fonte: Projeto Coral Vivo.

1.2. Moléculas antimicrobianas extraidas do ecossistema marinho

H4 muito tempo que o homem utiliza da natureza como fonte de aquisicdo de
medicamentos. Existem uma imensa diversidade quimica entre as diferentes espécies que
utilizam esses mecanismos como defesa contra predadores, dentre eles as plantas, animais e
microrganismos (SAHM, 2014).

Bactérias resistentes a grande parte dos antibioticos e sensiveis aos mais avangados
antibidticos, ¢ um problema de saude publica. Pesquisas atuais e direcionadas aos
microrganismos marinhos apresentam um grande potencial para novos compostos com
capacidade de atingir de forma segura e eficaz espécies resistentes. As bactérias marinhas e
terrestres possuem varias semelhangas, porém as adaptagdes exigidas pelos organismos para
sobreviver em um ambiente marinho exigiram mudangas genotipicas e assim, Nnovos
compostos para auxiliar em sua sobrevivéncia. A busca de novos compostos nos ecossistemas
marinhos ¢ um processo demorado e trabalhoso, porém muitos que foram descobertos
prometem combater doencas como cancer, Alzheimer e osteoporose (BETZ; DER
MARDEROSIAN, 1991).

Em éreas profundas ou ecossistemas marinhos, como os recifes de coral, acredita-se que a

diversidade bioldgica seja muito ampla. Muitos desses organismos marinhos necessitam de
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mecanismos quimicos de defesa por possuirem corpo mole e vida sendentaria. Por esse
motivo esses organismos desenvolveram a habilidade de sintetizar compostos toxicos. Assim
como, produtos naturais liberados na dgua sdo rapidamente diluidos e, por isso, precisam ser
altamente potentes para exercer algum efeito. Pela grande biodiversidade do ambiente
marinho ainda desconhecido, pesquisadores seguem em busca do potencial farmacologico dos
metabolitos secundarios originarios dos organismos marinhos (SAHM, 2014).

A maioria dos produtos naturais marinhos, conhecidos, foi isolada de invertebrados de
ambientes marinho. Representantes dos filos Porifera (esponjas), e Cnidaria (aguas-vivas,
anémonas-do-mar e corais), tem sido reconhecidos como os grupos de invertebrados
marinhos quimicamente mais fecundos, isto se deve, possivelmente, pela ampla ocorréncia
e facil acesso a estes animais, que sdao habitantes comuns de recifes de coral (SAHM,
2014).

Em relacdo a diversidade de produtos naturais, observa-se que os organismos marinhos
possuem uma vasta diversidade incomum e complexa. Ao passar do tempo sdo descobertos
cada vez mais estruturas quimicas provenientes de biomas marinhos. Em relacdo a quantidade
pode observar os corais como uma das maiores fontes de produtos naturais retirados de
animais marinhos, ficando atras somente das esponjas. Uma grande variedade de novos
bioativos terpenoides particularmentes esqui e diterpenodides, mas também esteroides,
alcaloides e policetideos incomuns foram retirados de corais da subclasse Octocorallia. Dos
corais Antillogorgia elisabethae foram encontrados compostos bioativos naturais que
possuem potentes propriedades antibacterianas, antiinflamatdrias, anticancer, antivirais,
antimalaricas, neuroprotetora, antituberculose e aceleradores de cicatrizacdo (RAIMUNDO;
SILVA; COSTA; KELLER-COSTA, 2018).

Trindade et. al. (2021) descrevem que os microrganismos possuem diversas maneiras de
se proteger de seus inimigos e sobreviver em ambientes adversos. Microrganismos nao
moveis, especialmente os que habitam ambientes marinhos e o solo, s3o conhecidos pela sua
grande capacidade de produzir produtos quimicos. Os microrganimos sao geralmente isolados
da agua do mar, de sedimentos, algas, peixes e principalmente de invertebrados marinhos
como esponjas, moluscos, tunicados, cnidarios e crustaceos. Pressdo, salinidade, temperatura,
pH, fatores bidticos e abidticos presente no ecossistema marinho, refletem nas rotas
metabolicas desses seres vivos para que possam adaptar-se ao habitat em que vivem, assim
como a competicao por espago, predagdo, incrustacao da superficie e reprodugdo, também
refletem na variabilidade genética (CONTIL; GUIMARAES; PUPO, 2012).

O numero de bactérias que residem nos invertebrados marinhos pode ser tdo variado e
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numerosos que podem constituir, por exemplo, at¢ 60% da biomassa total de esponjas
(OLSON; MCCARTHY; 2005). Essas bactérias possuem papel essencial nas fungdes
biologicas de seus hospedeiros, atuando na nutri¢do, saidee substincias de defesa. O papel
destes microrganismos nos ecossistemas de recifes e corais ainda ndo esta clara, sendo que
esses microrganismos podem atuar como saprofiticos ou patdgenos, ou ainda desenvolver
outras fun¢des importantes no ecossistema (SHNIT-ORLAND & KUSHMARO; 2009).

Em relagdes simbidnticas com corais a microbiota pode contribuir para obtengdo de
nutrientes como o nitrogénio e fosforo ou ainda desenvolver fungdes importantes de protecao
contra patdgenos. As bactérias marinhas sdo seres na sua maioriaGram-negativa, flagelada e
ndo esporuladas, ocorrendo Gram-positivas, com formas variadas como bacilos, cocos,
vibrides e espirilos (MUNN, 2004). As Gram-negativas sdo representadas principalmente
pelos géneros: Cythophaga, Flavobacterium, Oceanospirillum, Pseudomonas, Roseobacter,
Shewanella e Vibrio (GONTANG; FENICAL; JENSEN, 2007). Na biodiversidade de
Gram-positivas, os filos Actinobacteria (Actinomicetos) e Firmicutes (géneros Bacillus e
Clostridium) sdo os mais encontrados. Conhecidos como sapréfitos do solo, Bacillus e
Clostridium sdao componentes de sedimentos marinhos (RODRIGUES, 2008).

Estudos da investigagdo da microbiologia no coral focada na camada de muco da sua
estrutura demonstraram que esta camada suporta uma comunidade de bactérias benéficas,
diversas e abundantes incluindo fixadoras de azoto e decompositores de quitina. Ja os
esqueletos de coral sdo estruturas porosas habitadas por uma variedade de bactérias
(ROSENBERG et. al., 2007).

Certos produtos isolados de invertebrados marinhos demonstram grande semelhanca
estrutural com produtos naturais bacterianos, sugerindo que os microrganismos estariam, pelo
menos envolvidos na sua biossintese ou sdo de fato a verdadeira fonte desses metabolitos.
Esta teoria simbidtica tem sido alvo de estudos de pesquisadores, uma vez que a producao em
maior escala de eventuais produtos por fermentagao microbiana ¢ mais factivel e de menor
impacto ambiental que o isolamento de produtos naturais dos invertebrados marinhos
(CONTIL, GUIMARAES; PUPO, 2012).

A complexidade das associagdes entre os organismos marinhos pode dificultar a defini¢ao
com relagdo a origem biossintética de muitos produtos naturais. As esponjas, por exemplo,
tém contribuicdo para o microambiente podendo ser residéncia de uma grande diversidade
microbiana, contemplando fungos, arqueobactérias, bactérias heterotroficas, algas,
cianobactérias, dentre outros. Podendo estar localizados intra e/ou extracelularmente na

esponja hospedeira. Estima-se que fungdes como absor¢do de nutrientes, regulagdo
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metabolica, mecanismos de defesa e fixacdo de nitrogénio podem estar relacionadas as
interagdes entre esponjas e microrganismos. Como consequéncia novos produtos naturais
bioativos que sdo produzidos por microrganismos marinhos tém sido frequentemente

descritos na literatura (CONTI; GUIMARAES; PUPO, 2012).

O metabolismo pode ser definido como o total de reagdes quimicas que ocorrem dentro de
uma célula viva. O metabolismo celular ¢ coordenado pela acdo de enzimas que estabelecem
uma sequéncia de matéria e energia no decorrer de reacdes quimicas ordenadas e
sequenciadas (vias metabodlicas) tendo como objetivo degradar, produzir ou modificar
compostos quimicos. O metabolismo ¢ a juncdo do anabolismo e do catabolismo. No
anabolismo, moléculas de estruturas simples, que sdo denominadas subunidades monoméricas
estruturais se juntam para formar moléculas maiores e mais complexas, os polimeros ou
macromoléculas, com auxilio de enzimas biossintéticas, com juncao de energia util (energia
livre de Gibbs) nas moléculas formadas. J4 o catabolismo consiste em rea¢des coordenadas
por enzimas que promovam a degrada¢do de moléculas com estruturas mais complexas,
tornando-se moléculas menores, onde liberam energia util para o sistema celular. Formado
pela integracdo dessas duas classes de vias metabolicas, o metabolismo visa suprir as
necessidades primordiais das células em relagdo a matéria e energia, como moléculas de
trifosfato de adenosina (ATP), moléculas com alto poder redutor (coenzimas reduzidas) e para
viabilizar a biossintese de macromoléculas como polissacarideos, lipideos de cadeia longa e
acidos nucléicos (NELSON; COX, 2014).

Crescimento de organismos uni e pluricelulares sdo dependentes da biossintese e do
consumo de metabolitos essenciais. Esses metabolitos sdo sintetizados por dois subconjuntos
de vias, o metabolismo primario, que produz os metabolitos primarios, € o metabolismo
secundario, que produz os metabolitos secundarios (SEYEDSAYAMDOST, 2019).

Metabdlitos primdrios sdo moléculas essenciais a vida dos organismos. Os organismos
unicelulares, como as bactérias, sdo conjuntos de moléculas usadas para obter energia e
construir compostos precursores, cofatores e polimeros biologicos permitindo assim o
crescimento e proliferagdao deles. As produgdes desses compostos ocorrem em maior nimero
na fase exponencial do crescimento bacteriano e, geralmente sdo caracterizados por possuir
uma carga, o que pode dificultar sua passagem pela membrana e assim garantindo a sua
permanéncia dentro das células (HEINEMANN; SAUER, 2010). O metabolismo primario ¢
necessario para o crescimento e reproducdo celular. Sendo assim, todas as suas vias

metabolicas estardo sempre ativas e suas enzimas expressas em altas concentragdes na célula.
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Ja os metabolitos secundarios sdo compostos de baixo peso molecular e se localizam na
parte extracelular, onde desempenham importantes papeis nas interagdes entre 0 microrganismo e
o ambiente em que se encontram. Essas moléculas podem ser produzidas ao longo de todas as
fases de vida da bactéria, porém € mais comum observar uma maior producao no final da fase
exponencial e na fase estacionaria (KLEINKAUF; VON DOHREN, 1996).

Os metabolitos secundarios sdo compostos com predominancia extracelular, onde, sdo
caracterizados por serem moléculas ndo carregadas e apolares, onde, ap6s serem produzidas
pela célula, precisam atravessar a membrana plasmatica bacteriana e, por vezes, também a do
organismo alvo, podendo ser sintetizados via ribossomal ou nao ribossomal. Mesmo nao
sendo essenciais para a vida, esses metabolitos secundarios podem conferir aos organismos
certas vantagens evolutivas, como a participagdo no sistema imune inato e melhorando a
tolerAncia ao estresse ambiental (KLEINKAUF; VON DOHREN, 1996; METLEN;
ASCHEHOUG;CALLAWAY, 2009; WANG; LU, 2017).

Como possuem uma grande diversidade em sua estrutura, esses compostos também podem
apresentar uma grande variedade de atividades biologicas. Os metabdlitos secundérios podem
ser encontrados em toda forma de vida, uma vez que possuem importantes fungdes
ecoldgicas. Dessa maneira, esses compostos estdo sendo explorados pela medicina como
agentes anti-infecciosos, anticancerigenos e antibidticos (OSBOURN, 2010) e em varias
outras aplica¢des, como agente antiincrustante na industria naval (ALMEIDA et. al.., 2014) e
bioconservantes na industria alimenticia (REBELLO; GASPAR, 2010). Esses metabdlitos
secundarios microbianos incluem antibidticos, pigmentos, toxinas, efetores da competicdo
ecoldgica e simbiose, feromodnios, inibidores de enzimas, agentes imunomoduladores,
pesticidas, agentes antitumorais e promotores de crescimento de animais e plantas (DEMAIN,
1998).

A classificacdo desses metabolitos secundarios ¢ dada por meio de sua origem
biossintética, onde os metabdlitos secundarios podem ser citados como policetideos e
peptideos nao ribossomais (O’CONNOR, 2015).

Os PKSs (Policetideos Sintase) e os sintetizadores de peptideos nao ribossémicos (NRPSs)
constituem uma classe de proteinas multifuncionais que possuem enzimas complexas com
mecanismos de grande utilidade comercial, pois essas enzimas criam uma infinidade de
metabolitos secundarios, muitos poderiam se tornar importantes drogas (XINGHALI; et. al.,
2021).

As NRPS (Non-ribosomal peptides synthetase) (Fig. 14) formam um eficiente maquinario
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para a biossintese de moléculas constituidas por modulos diferentes. Onde cada modulo €
responsavel pela incorporacdo de um unico aminoacido. Cada médulo de NRPS se subdivide
em varios dominios que catalisam reagdes especificas, permitindo o elongamento da cadeia e
a formagdao dos precursores de metabolitos (LI; WEISSMAN; MULLER, 2010 apud
GONZALEZ; SIGRIST; PAULO, 2016). O modulo de iniciagdo, primeiro modulo da NRPS,
¢ formado por um dominio de adenilacdo (A) e um dominio de tiolagdo (T), conhecido
também como proteina carreadora de peptideo (PCP). Em seguida vém os moddulos de
elongacdo da cadeia que contém, de forma obrigatoria, um dominio de condensacao (C)
seguido de um dominio de adenilagdo e outro de tiolagdo (Figura 4). Fazendo parte destes
moédulos de elongacdo, podem-se encontrar enzimas acessorias como as epimerases (E),
metiltransferases (MT) e ciclases (Cy). O modulo final, apresenta um dominio de tioesterase
(TE) com funcdo de catalisar a liberagdo do produto final, onde ainda pode sofrer
modificagdes  posteriores  desencadeada pelas enzimas pos-NRPS, como as
glicosiltransferases, que catalisam reacdes de glicosilacdo e possuem particular relevancia nas
ultimas etapas da biossintese de antibidticos glicopeptidicos, como a vancomicina (LI;
WEISSMAN; MULLER, 2010 apud GONZALEZ; SIGRIST; PAULO, 2016). Desta forma
este complexo enzimatico pode estar envolvido na producao de inimeras moléculas como a
ciclosporina A, que ¢ produzida por Tolypocladium niveum, possuindo 1,6 MDa de tamanho

(WEBER et. al., 1994 apud GONZALEZ; SIGRIST; PAULO, 2016).

Figura 4 - Representacio da biossintese de peptideos niao ribossomais nas NRPS
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Fonte: (GONZALEZ; SIGRIST; PAULO, 2016)
As enzimas produzidas pelos PKSs representam algumas proteinas conhecidas, e,
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consequentemente o seu carater multifuncional, onde, uma tnica proteina pode ser capaz de
catalisar dezenas de reacdes bioquimicas discretas. Como a rapamicina PKS e o Ciclosporina
NRPS que catalisam 51 e 40 passos durante a montagem de seus respectivos produtos. Essa
evolugdo favoreceu o desenvolvimento dos PKSs modulares multifuncionais, pois a jungdo
desses intermediarios as subunidades PKS podera facilitar a transferéncia intramolecular de
substratos de um dominio para o préximo ("canalizacdo de substratos") na sequéncia de
reagdes bioquimicas (MANAR; et. al., 2018).

Estas moleculas sao produzidas por clusters de genes. Clusters de genes ¢ um grupo de
dois ou mais genes encontrados no DNA de um organismo que codificam polipeptideos
semelhantes, ou proteinas, que coletivamente compartilham uma fun¢do generalizada e
geralmente estdo localizados dentro de alguns milhares de pares de bases um do outro
(HUTCHINSON, 1999).

Metabolitos descobertos recentemente em moléculas oriundas de organismos marinhos,
com caracteristicas terapéuticas, demonstram fontes de bioativos desses seres, com estruturas
e conformacgdes proprias, relativamente diferentes daquelas encontradas em moléculas de

fungdo similar encontradas em organismos terrestres.
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2. JUSTIFICATIVA

O ambiente marinho cobre cerca de 70% do planeta terra, ¢ uma fonte rica em diversidade
bioldgica e quimica. O Brasil ¢ o pais com maior diversidade biologica do mundo incluindo
ilhas oceanicas que possuem grande biodiversidade com muitas espécies endémicas (MOHR
et. al., 2009). A presente proposta visou realizar a bioprospeccdo de metabdlitos,
macromoléculas e peptideos antimicrobianos (PAMs), produzidos pela microbiota cultivavel
relacionados as espécies de corais Mussismillia harttii, Millepora alcicornis e Phyllogorgia
dilatata, no intuito de que sao produzidos metabolitos secundarios de grande interesse.

Apesar de muitos microrganismos relacionados a corais ja terem sido descritos, muitos
ainda continuam desconhecidos. Neste contexto, este trabalho ¢ importante ndo somente no
intuito de ampliar a explora¢do e investigacdo nas descobertas de novos fadrmacos, mas
também nos estudos de ecologia e biodiversidade marinha e na andlise desse ecossistema
ainda pouco explorado. Tambem através dos resultados obtidos aqui podemos fazer
comparagdes com outros trabalhos ja em desenvolvimento, que buscam atividades em
isolados de corais de M. alcicornis e P. dilatata provenientes de Buizios no Rio de Janeiro
(MACEDO, 2020). Ainda existem muitos organismos marinhos por serem descobertos e uma
grande quantidade de substancias quimicas a serem exploradas, além da contribuicao
promissora na producdo de bioprodutos para consumo humano e veterinario, com a

descoberta de biomoléculas com grande potencial farmacoldgico.
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3. OBJETIVO
3.1. Objetivo Geral

Esse trabalho tem por objetivo o estudo da diversidade microbiana associada a cnidarios
das espécies Millepora alcicornis, Mussismilia harttii ¢ Phyllogorgia dilatata coletado no
parque Municipal Marinho de Recife de Fora (Arraial d’Ajuda-BA) e sua utilizagdo em

bioprospegao de moléculas de interesse biotecnoldgico.

3.2.  Objetivos especificos

e Realizar o isolamento de microrganismos utilizando dois meios de cultivo diferentes
relacionadas aos corais: Millepora alcicornis, Mussismillia harttii e Phyllogorgia
dilatata;

e C(Criar um banco na forma de uma cole¢do de cultura dos microrganismos isolados e
criopreserva-los;

e I[dentificar os microrganismos isolados utilizando métodos moleculares, baseados na
filogenia do gene 16rRNA;

e Investigar a produgdo de compostos antimicrobianos pelos isolados bacterianos das
trés espécies de corais, contra bacterias Gram positiva e Gram negativa de importancia
clinica;

e Verificar a presenca de genes de lipopeptideos relacionados a atividade

antimicrobiana através de primers especificos, utilizando a técnica de PCR.
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4. METODOLOGIA
4.1. Obtencao das amostras de corais

O material utilizado neste estudo foi coletado no parque Municipal Marinho de Recife de
Fora (Arraial d’Ajuda-BA). Este parque foi criado por lei municipal em 1997 e, desde entdo, ¢
considerado area de preservacao permanente. A diversidade biolodgica ¢ similar a Abrolhos.
Os corais das espécies Millepora alcicornis, Mussismilia harttii € Phyllogorgia dilatata, nos
quais foram identificados pelo Dr. Clovis Barreto e Castro pesquisador da Rede de Pesquisas
Coral Vivo, foram coletados entre os dias 11 a 13 de novembro de 2019. As espécies foram
coletadas na area do Parque que estd situado a cinco milhas nauticas, a nordeste da Cidade de
Porto Seguro-BA, localizado entre 16°23°-16°25’S e 38°58°-39°00°W e ocupando uma area de
17,5Km?. A coleta, realizada pelos pesquisadores do grupo projeto Coral Vivo, seguiu a
distribuicao da ocorréncia de cada espécie em areas de at¢ 6m de profundidade perfazendo 3
réplicas de cada espécie. Apds a coleta dos materiais, os espécimes foram colocados em
tanques de dgua com areacdo até o momento do processamento do material. O material
armazenado em Tubos para centrifuga foram preservados a temperatura de 4°C, durante o
transporte, até o laboratorio da Universidade. No laboratorio, o processamento das amostras
foi realizado, primeiramente, com a limpeza das amostras dos cnidarios com 10mL da solugdo
salina estéril (concentragdo 3% de NaCl) seguido da remocao de fragmentos de cada réplica
biologica onde, separadamente, cada fragmento foi macerado juntamente com SmL da mesma
solucao salina (Fig.5 A, B, C). Também foram coletadas amostras de agua que circundavam
os corais. Este material também foi utilizado para o plaqueamento e comparagao de
microbiota cultivavel presente nos corais.

Uma parte das amostras de cada réplica bioldgica foi armazenada em freezer a -80°C para

posterior analise do metagenoma da agua e coral.

4.2. Obtencao dos isolados bacterianos

Com o processamento dos fragmentos dos corais, foi obtido o indculo para semear nos
meios de cultura utilizados (Fig. 5 D). Com finalidade de realizar uma comparagdo entre os
isolados microbianos crescidos a partir dos fragmentos dos corais, também foram realizados
plaqueamento nos mesmos meios de cultura das dguas que foram coletadas juntamente com
0s corais.

A partir do extrato na maceragdo de cada réplica biologica dos corais foram realizadas
diluicdes seriadas resultando em dilui¢des de 107! a 107 em meio de cultura solido agar

marinho (peptona 5g.L-1, extrato de levedura 1g.L-1, cloreto de sddio 15g.L-1, cloreto férrico
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0, 0812g.L-1, citrato de sodio 1g.L-1 e adgar 20g.L.-1) contendo 1ug-mL-1 de Anfotericina B.
As amostras também foram plaqueadas em Meio SWA (NaCl 24,6g/L; KC1 0,67g/L; CaCl. 2
H>O 1,36g/L; MgS0a4. 7 H2O 6,29g/L; MgCl. 6 H2O 4,66g/L; NaHCO3 0,18g/L; Glicose
1g/L; Extrato de Levedura 1g/L; Agar 15g/L; pH final (25 °C) 7,5 + 0,5).

Além dos corais, também foram realizados, diluicdes de 10! a 107 da 4gua que
acompanhava cada uma das 3 espécies de coral, M. alcicornis;, M. harttii e P. dilatata. Todas
as diluigdes foram plaqueada em 3 placas de Petri contendo os dois meios de cultivo solido:

agar marinho e agar SWA.

Figura 5 — Procedimentos realizados para o Cultivo e Obten¢do das Culturas das trés espécies de Coral:
M. alcicornis; M. harttii e P. dilatata. (A) Amostra do Coral coletado; (B) Processo de Fragmentacio do
Coral; (C) Maceracio do Coral para semear; (D) Contagem das culturas crescidas nos diferentes meios e
amostras.

Fonte: foto da autora
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4.3. Obtencao e armazenamento das colonias puras

Posterior ao crescimento bacteriano proveniente do indculo das amostras de corais nos dois
procedimentos, dgua e coral, e nos 2 meios de cultivo realizou-se a selecdo e caracterizacao
das coldonias obtidas em cada placa. Desta forma, de cada uma das placas com diferentes
concentracdes de indculo, foram selecionadas trés colonias de cada morfotipo diferente
encontrado.

Um novo plaqueamento foi realizado, onde amostras das colonias obtidas foram
transferidas para o meio s6lido 4gar marinho (Merck) ou meio s6lido SWA (Caldo de Sais de
Agua do Mar Artificial), pelo processo de esgotamento, no intuito de obter culturas puras das
diferentes bactérias coletadas (Fig. 6A).

Uma colonia pura de cada isolado foi transferida para um Tubo para centrifuga, de 5S0mL,
contendo SmL do mesmo meio liquido onde a cultura se encontrava. Estes tubos foram
levados a um agitador a 28°C com rotacao de 4G por 24 horas (Fig. 6B). Apos decorrido esse
tempo, uma pequena aliquota (2uL) foi aplicada em uma lamina, a laminula inserida logo em
cima e visualizado ao miscroscopio para a primeira caracterizagdo morfologica do isolado
(Fig. 6C). Apos essa etapa o Tubo para centrifuga contendo o isolado foi centrifugado a
7.168G por 10 minutos, o pellet formado foi ressuspendido em 430uL. de meio no qual se
encontrava (Marinho ou SWA) e transferido para um criotubo contendo 170uL de glicerol
(concentracdo final 20% v/v), sendo em seguida armazenada em freezer a temperatura de -

80°C (Fig. 6D).
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Figura 6 — Etapas dos processos para a Obtencido e 0 armazenamento da cultura pura. (A) Obtencio da
cultura pura a partir do semeado de esgotamento de cada isolado; (B) Cultivo da cultura isolada em meio
Liquido; (C) Observacio do isolado crescido a fim de verificar morfologia do isolado (Microscopia Optica
- Objetiva 100x); (D) Isolado armazenado em criotubo para armazenamento em (-80°C).

Fonte: foto da autora

As amostras isoladas e armazenadas em criotubos foram identificadas utilizando uma
nomenclatura relacionada ao tipo e origem da amostra. A Tabela 1 apresenta a descri¢ao das
siglas que foram utilizadas nos isolados, seguindo a sua origem em relacdo a procedéncia, se
provinham da agua coletada juntamente com o coral (siglas iniciadas em A), ou do proprio
coral macerado; também a qual espécie pertence e em qual meio foi cultivado (Siglas final M
— meio Marinho, final A — meio SWA). A partir desses dados foi padronizada a identificacao

dos i1solados encontrados.
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Tabela 1 - Descricio das Siglas determinada para os Isolados obtidos das espécies de Coral - M. alcicornis;
M. harttii e P. dilatata.

AHA Agua Mussismilia harttii SWA
AHM Agua Mussismilia harttii Marinho
MHA Coral Mussismilia harttii SWA
MHM Coral Mussismilia harttii Marinho
AMA Agua Millepora alcicornis SWA
AMM Agua Millepora alcicornis Marinho
MaM Coral Millepora alcicornis Marinho
MaA Coral Millepora alcicornis SWA
APA Agua Phyllogorgia dilatata SWA
APM Agua Phyllogorgia dilatata Marinho
PdM Coral Phyllogorgia dilatata Marinho
PdA Coral Phyllogorgia dilatata SWA

4.4. Caracteriza¢cao morfologica dos isolados

Apoés a agdo de selecdo, isolamento e o armazenamento, foi realizada a caracterizacao
morfoldgica da colonia e das células bacterianas de cada isolado obtido dos inoculos
bacterianos associados as espécies de corais. Apds o crescimento e obtencdo de colonias
isoladas, foi realizada a caracterizacao da colonia, observando aspectos como presenca ou
auséncia de brilho, presenga ou auséncia de halo ao redor da colonia, formato e tamanho.
Feita a caracterizagdo morfoldgica da colonia, realizou-se entdo a caracterizagao celular de
cada isolados por meio de observacao ao microscopio optico com aumento de 1000X (Marca:
ZEISS AX10) (TORTORA; DERRICKSON, 2010).

Os isolados foram caracterizados tendo as informagdes associadas ao registro de siglas e
numero a eles atribuidos no momento do isolamento inicial. Juntamente com a caracterizagao

morfoldgica, também foi observado o formato das células e a presenga de esporos sendo
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observado seu formato, podendo estes serem classificados como bacilos, cocos ou vibrio.
4.5. Avaliacao da atividade Antimicrobiana

Foram feitos testes de atividade antimicrobiana contra Escherichia coli (cepa ATCC25922)
e Sthafilococus aureus (cepa ATCC25923) para verificar a presenca de atividade
antimicrobiana por meio do método qualitativo de difusdo em meio. Inicialmente para
crescimente uniforme dos microrganismos acondicionados a -80C foi realizado um pré-
indculo das colonias, onde cada uma das colonias foi crescida, em placas com meio agar
Mueller Hinton por 12 horas.

Os isolados a serem avaliados foram semados em placa em cinco diferentes meios: Agar
LB, Agar Nutriente, Agar SWA, Agar Marinho e TSA. As placas foram levadas a estufa 28°C
por 16 horas. Apos esse periodo 1 coldnia isolada foi inoculada em um Tubo para centrifuga,
de 50mL, contendo SmL para cada meio, dos meios testados. Os isolados foram incubados em
shaker a 28°C e rotagdao de 4G por 72 horas. Como controle negativo (-) do teste foi utilizado
um tubo falcon com SmL do meio sem indculo para verificar se ndo haveria contaminagdo do
meio e utiliza-lo.

Ao mesmo tempo, foi realizado um pré-indculo dos patdégenos, onde duas colonias da cepa
de E. coli ou S. aureus foi adicionado em 5SmL, em um Tubo para centrifuga de 50mL, de
meio caldo Mueller Hinton (Sua composicdo consiste em (g/L): extrato de carne (2,00g);
hidrolisado acido de caseina (17,50g); amido (1,50g); agar (17,00g). O pH foi ajustado para
7,3 £ 0,2 em temperatura ambiente (25°C). O tubo foi crescido, por 24 horas a 37°C, a 4G.
Deste inoculo, foi retirado uma aliquota (50uL) e inoculado em 4.950uL de meio Mueller
Hinton novo ¢ novamente incubado a 37°C, até a obtencdo de uma OD entre 0,6 ¢ 0,7.
Despositou-se entdo 200uL, sobre cada placa de meio 4gar Mueller Hinton, de E. coli ou S.
aureus (indculo), espalhando nas placas com auxilio de uma al¢a de Drigalsk, com o objetivo
de deixar a placa totalmente forrada com a cultura utilizada, formagao de tapete.

Ap6s a secagem do indculo na placa, foram adicionados 10uL dos isolados distribuidos de
forma equidistantes na placa e adicionado controle positivo (+) e controle negativo (-), com o
intuito de verificar a eficiéncia do teste. Como controle negativo (-) foi utilizado o mesmo tipo
do meio de crescimento dos isolados, enquanto para o controle positivo (+) utilizou-se esporos
de Paenibacillus elgii (cepa AC13) na concentracio 107, que seguiu a mesma forma de
indculo em todos os isolados bacterianos testados. Para cada isolado foram utilizadas 3 placas
de Peri como réplica bioldgica. O resultado positivo era considerado pela observacdo da

formag¢do de um halo de inibi¢ao no local do indculo da bactéria que estava sendo testada.
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4.6. Identificacio molecular dos isolados bacterianos

Os isolados bacterianos que apresentaram atividade antimicrobiana, obtidos a partir de
amostras das trés espécies de corais, foram identificados por meio de métodos moleculares,
com base na amplificagdo e filogenia do gene codificador do RNAr 16S. Para obter a amostra
de DNA dos isolados bacterianos, foi realizado, primeiramente, o plaqueamento de cada um
dos isolados em meio agar Marinho ou SWA, sendo em seguida realizada a extragdo do DNA
utilizando o kit Chelex 100 Molecular Biology Grade Resin (Bio-Rad). A extragdo foi
realizada em tubo de microcentrifuga contendo 100pL de solu¢do Chelex (concentracdo 5%
p/v), onde uma ou duas coldnias, dependendo do tamanho da col6nia formada, foram
adicionadas. Em seguida, os tubos levados ao banho-maria onde permaneceram por 15
minutos a 75°C antes de passar por centrifugacdo, durante 4 minutos a 18.928G. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo e o pellet descartado. As amostras de DNA
extraido foram quantificadas pelo aparelho Qubit e armazenadas em freezer a -4°C.

Elas foram utilizadas como amostra doadora de DNA na PCR, tendo como iniciadores os
primers 27F (5> AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 3’) e 1492R (5 GGY TAC CTT GTT
ACG ACT T 3’obtendo-se um amplicon com cerca de 1650pb (LANE, 1991). Como
marcador molecular foi utilizado o padrao Ladder que consiste em 10 fragmentos de DNA
variando de lkbp a 10kbp.

Cada reacdo de PCR foi realizada utilizando os seguintes reagentes e concentragdes
indicadas: Tampao 10 10X, MgCl2 50mM, Taq polimerase SU/uL (Kit Phoneutria), primer
Forward - 27F 5uM, primer Reverse - 1492R, 5uM, dNTP 200 mM e, aproximadamente,
50ng de DNA, para um volume total de 30uL. Para cada PCR foram realizados 30 ciclos, em
termociclador, nas seguintes condi¢des: 3 minutos a 95°C para a pré-desnaturagao 30
segundos a 94°C (desnaturagdo), 30 segundos a 52°C (anelamento dos primers), 1 minuto e 40
segundos a 72°C para extensdo das fitas, ¢ 7 minutos a 72°C para extensdo final. Apods a
amplificagdo, a purificagdo dos amplicons foi realizada utilizando o kit de purificacdo de
produtos de PCR, Relia Prep TM DNA Clean-up and Concentration System (Promega) de
acordo com o fabricante. Posteriormente o sequenciamento dos amplicons (30ng dos
amplicons purificados) foi realizado no equipamento 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) disponivel nos laboratorios do curso de Ciéncias Gendmicas e Biotecnologia da
Universidade Catolica de Brasilia. As analises das sequéncias obtidas foram realizadas com o
auxilio do software BioEdit (Ibis Therapeutics) (HALL, 1999) e analisadas e identificadas no
Banco de dados “Ribosomal Database Project — RDP (COLE et. al., 2009) com o uso das

ferramentas “Classifier”.
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4.7. Prospecc¢ao dos isolados produtores de metabdlitos secundarios por PCR

A possivel sintese de metabdlitos secundarios pelos isolados obtidos da microbiota dos
cnidarios foi verificada a partir da prospec¢ao de genes codificadores dos mesmos, por meio
de amplificacdo de genes que codificam a expressao das enzimas PKS (Polyketides
Synthases), que estdo presentes nas vias que metabolizam PKS tipo I e II, e de enzimas NRPS
(Non-Ribosomal Peptede Synthetases), que produzem os NRPs (Non-Ribosomal Peptide).
Policetideos Sintase (PolyketidesSynthases-PKSs), (CHAN et. al.., 2006).

A técnica utilizada foi a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando primers
especificos, seguindo o trabalho realizado por Macedo (2020), selecionados a partir da analise
de trabalhos ja realizados e disponiveis na literatura (Tabela 2). Estes sdo iniciadores
correspondem a dois moddulos, ACV1 e ACV3, do dominio de adenilacdo de cefamicina.
Sendo assim, os 04 pares de primers codificam diferentes PKSs e NRPSs em grupos
taxonOmicos distintos. A tabela 2 apresenta a relacao entre o gene alvo, o nome do primer, sua
sequéncia, o tamanho do amplicon e a temperatura de anelamento dos primers. Do gene alvo
NRPS, foram utilizados os primers A (A3F e A7R) e P (PSF e PSR), sendo o primer A com
tamanho de 700 a 800pb e uma temperatura de anelamento de 56°C. O primer P apresenta um
tamanho de 700pb a uma temperatura de 49°C. O par de iniciadores (ou primers) vai hibridar
com a cadeia de DNA molde, tendo no inicio (iniciador 5’ou forward) e no fim (iniciador
3’ou reverse) do fragmento de DNA a amplificar (HUTCHINSON, 1999).

Para o gene alvo PKS foram utilizados os primers D (DKF e DKR) ¢ K (KSa ¢ KSp).
Sendo o primer D apresentando 700pb e uma temperatura de anelamento de 51°C. O primer K
apresenta um amplicon de 613pb e uma temperatura de anelamento de 58°C

Assim como no trabalho de Macedo (2020), o DNA da cepa de P. elgii foi utilizada como
controle positivo nas PCRs utilizando os primers escolhidos para a prospec¢ao de NRPS e
PKS nos isolados bacterianos como controle das amostras de cada um dos isolados nas
reagdes, foram realizadas PCRs utilizando primers para a amplificagdo do gene codificador do
RNAr 16S. (conforme descrito no item anterior 4.6). Ao final da reagdo as amostras foram
mantidas a temperatura de 10°C. A verificacdo da presenga ou auséncia do gene foi realizada

por eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos de PCR obtidos com cada par de primer.
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Tabela 2 - Gene alvo, sequéncia dos primers, temperatura de anelamento utilizados nas reacoes de amplificaciio e tamanho do amplicom esperado nas reacdes de
PCR para a busca de metabolitos secundarios dos cultivos oriundo de Aguas e material dos cnidarios

ASF GCSTACSYSATDTACACSTCSGG 700800 56
NRPS ATR SASGTCVCCSGTSCGGTAS

BSE HGGHMANCCHAARGG 700 49

PSR TYGCCARGTCNCCKGT

1015 GTGCCGGTNCCRTGNGYYTC 700 51
PIKS DKR GCGATGGAYCCNCARCARMG

L TSGCSTGCTTGGAYGCSATC 613 58

KSp TGGAANCCGCCGAABCCGCT
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Cultivo, selecao e isolamento das amostras da microbiota dos cnidarios.

Das trés espécies de corais estudadas nesse trabalho, M. alcicornis, M. harttii e P. dilatata e
semeados em dois tipos de cultivo, Marinho ¢ SWA, foram coletados um total de 182 isolados,
conforme observado na tabela 3. Desses 182 isolados encontrados, 143 foram isolados da dgua que
acompanhava o coral e 39 foram isolados dos proprios corais.

No cultivo da agua em meio SWA (siglas terminadas em A) foram encontradas 52 colonias
diferentes, ¢ 91 colonias encontradas para agua em meio Marinho (Siglas terminadas em M). Em
relagdo as coldnias encontradas para o coral, foram observados 8 isolados em meio SWA e 31 em
meio marinho totalizando 39 isolados.

Podemos observar que o meio de cultura com maior quantidade de isolados foi o meio agar
Marinho com 122 isolados, enquanto o meio SWA teve aproximadamente 50% menos, com um total
de 60 isolados (Tabela 3). O mesmo pode ser observado quando comparado em relagdo a quantidade
de cada isolado em cada um dos meios, para as trés espécies, ¢ possivel observar que todas tiveram
um namero maior de isolados no meio marinho em relacao ao meio SWA (Tabela 3), o que pode ser
justificado pelo fato do meio marinho ser um meio mais rico (quantidade de nutrientes) do que o

meio SWA.

Tabela 3 - Nimero médio de colonias obtidas pelo plaqueamento em meio sélido das amostras de M. alcicornis e P.
dilatata e M. harttii nos meios: Agar Marinho e SWA.

LOCAL MEIO/CORAL N.° DE ISOLADOS
OBTIDOS TOTAL
AHA 23
AMA 17 52
. APA 12
AGUA
AMM 29
APM 27 91
AHM 35
PdA 03
MaA 03 08
CORAL
MHA 02
MaM 09
MHM 20 31
PdM 02
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Com relacdo aos isolados de corais M. harrtii foi a espécie com maior nimero de isolados, com 19
isolados em meio SWA e 55 em meio marinho. Quando analisamos a quantidade de isolados
provenientes da microbiota cultivavel do coral M. harttii em relagdo a quantidade de isolados
também da microbiota cultivavel do coral de P. dilatada, observamos que o coral M. harttii apresenta
uma quantidade superior de isolados cultivaveis. Que poderia ser justificada pela colonia de M.
harttii ser uma colonia inteira e cheia de reentrancias favorecendo assim a presen¢a de um maior
numero de associacao de bactérias simbiodticas e holobionts.

A espécie M. harttii ¢ um dos corais construtores de recifes mais endémicos no Brasil, estando
presente tanto em locais rasos, como em locais mais profundos, podendo ser encontrado em
profundidades de 2 a 80m, sendo assim, esse fato pode estar relacionado por sua maior abrangéncia.
Sua presenga em locais mais profundos pode servir como refigio para as espécies em cenarios de
aquecimento global, o que também poderia influenciar na presenga de um maior nimero de isolados
bacterianos nesses corais, uma vez que poderiam estar presente em uma grande diferenca de
profundidade e temperatura, e sendo as condi¢des climaticas e ambientais mais determinantes para a
distribuicao dos corais e de sua propria existéncia (DE OLIVEIRA et. all, 2019). O fato deste coral,
possuir uma maior abrangéncia e plasticidade geografica como citado por De Oliveira e
colaboradores, 2019, podeia também explicar o maior nimero de isolados bacterianos neste coral do
que os demais neste estudo.

Estes mesmos resultados foram encontrados por Macedo (2020) que trabalhando com isolamento
de bactérias de corais e obteve maior quantidade de isoldos de M. alcicornis do que P. dilatata. A
autora também relaciona a densidade com a diversidade, pois, existe maior possibilidade de se obter
maior diversidade de microrganismos em um substrato com mais microrganismos do que em um
substrato onde a quantidade de microrganismos cultivaveis ¢ menor.

Apesar da agua do coral de P. dilatata apresentar um valor bem maior de isolados do que o coral
propriamente dito, assim mesmo, o valor de isolados obtidos ainda ¢ o menor das trés espécies
analisadas neste trabalho. Uma hipdtese se deve ao fato do coral ser em forma de folha, o que
facilita a passagem da dgua levando as bactérias aderidas ao coral. Como a 4gua se movimenta entre
varias espécies, podemos findar que o aumento do ntimero de isolados presentes na agua de P.
dilatata estaria relacionado ao fato da movimentacdo da dgua por outras espécies € com isSso
transportariam isolados aderidos em outras espécies de corais ou até mesmo outros organismos
marinhos.

Os autores Voolstra e Ziegler (2020) descrevem em seu trabalho sobre uma hipotese de que a
flexibilidade microbiana seria de grande importancia para os corais se adaptarem as mudancas que

ocorrem no ambiente recifal de uma forma mais dindmica e rapida do que em relagdo aos processos
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tradicionais de adaptacdo do organismo. No trabalho desses autores, eles apresentaram uma visao a
respeito das interagdes coral-microrganismos, assim como forneceram um exame mais aprofundado
das particularidades observadas em cada metaorganismo de coral. Ainda neste trabalho os autores
relacionaram a flexibilidade do microbioma com os diferentes niveis de tolerancia térmica em
hospedeiros de corais que pertencem a mesma espécie ¢ a flexibilidade do microbioma apresentar de
forma diferenciada nas distintas espécies de corais.

Silveira e colaboradores (2017) analisaram as comunidades microbianas associadas a
Mussismilia braziliensis durante um ciclo diurno e noturno comparando com coluna d'agua que
envolve o coral. Os autores descobriram que os taxons e as fun¢des dominantes na comunidade
de coral eram estdveis ao longo da escala de tempo da amostragem, sem mudancgas significativas
entre as amostras noturnas e diurnas.

Este trabalho pode ser utilizado como base para trabalhos complementares de estudo para as
espécies estudadas em nosso trabalho, uma vez que a flexibilidade do microbioma poderia estar
relacionada a diferenga entre o microbioma associado ao coral e a 4gua, uma vez que a agua circunda
diferentes espécies de corais e poderia estar conduzindo diferentes epécies de microrganismos. Os
resultados de Macedo (2020) em seu trabalho com as espécies de corais: Millepora alcicornis e
Philogorgia dilatata, corroboram com os resultados obtidos neste trabalho, onde foram estudadas as
espécies, uma vez que, dos isolados obtidos das trés espécies estudadas no presente trabalho, P.
dilatata foi a espécie que apresentou um menor numero de isolados proveniente tanto do coral
quanto da agua que circundava o coral. Do coral foram obtidos 5 isolados e da agua 39 isolados,
sendo esses 0os menores valores comparando as trés espécies.

A relagdo entre os corais escleractineos e seus microrganismos associados ¢ fundamental para a
saude dos ecossistemas dos recifes de corais. Microrganismos associados a corais (Symbiodiniaceae
e outros protistas, bactérias, archaea, fungos e virus) influenciam na satde e na resiliéncia dos corais
por meio da transferéncia de metabdlitos, sinalizagdo entre parceiros e troca genética. Recentes
achados de interacdo intima entre fitoplancton e bactérias demonstraram que a troca obrigatoria de
recursos entre parceiros impulsiona de forma fundamental seu sucesso ecologico. Sendo assim, a
relagdo microrganismo-coral sustenta a nutricdo do holobiont e de coral, sua tolerancia ao estresse e
potencialmente influencia na futura sobrevivéncia dos ecossistemas de recifes de coral em condigdes
de mudancas ambientais. Associagdes bacterianas sdo fundamentais para a satde dos corais

(MATTHEWS et. al, 2020).
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Figura 7: Representacio Grafica do niimero de isolados bacterianos associados a Agua e aos corais P. dilatata, M.
harttii e M. alcicornis, apés isolamento em meio de Agar Marinho e SWA.
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Na tabela 4, podemos observar os morfotipos isolados das trés espécies de corais crescidos em
meios de cultura Agar Marinho ¢ SWA. Podemos observar que o mais abundante dos morfotipos
descritos para as trés espécies de corais analisados foi pequeno, circular, com borda lisa, branca e
cremosa. Estes morfotipos representam 39% do total de isolados, tanto em meio Marinho quanto em
meio SWA (71 isolados). Ao contrario, o morfotipo menos abundante foi o representado por coldnia
pequena, circular, borda lisa, bege e cremosa, com apenas 1 isolado proveniente da agua de M. harrtii
em meio marinho representando 0,55% de todas as coldnias isoladas. Sendo o morfotipo de coldnia
pequena, circular, borda lisa, branca e cremosa, o mais abundante nos isolados da dgua, enquanto o
morfotipo coldnia pequena, puntiforme, elevada, bordas lisas, lisa, opaca, branca e imida foi o mais
abundante nos isolados de coral. Em relagdo a morfologia bacteriana dos isolados, observou-se de
maneira mais abundante, uma relacao de 97,8% de bacilos e 2,2% de cocos. Porém a técnica ¢
limitada, por falta de acuidade, uma vez que se utilizou microscopia oOtica, o que inviabiliza uma
identificacdo mais precisa de outros morfotipos (Tabela 4). Nos apéndices 1 e 2 estdo descritos os
isolados, sua dilui¢do de origem, descrigdo do morfotipo da colonia encontrada em cada isolado e

descric¢ao dos isolados.
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Tabela 4 — Descricio dos morfotipos isolados das trés espécies de corais crescidos em meios de cultura Agar
Marinho e SWA.
MORFOLOGIA M. M.
DA COLONIA | alcicornis | yr porrtii P. dilatata M. alcicornis

harrtii P. dilatata | Total

MA | SWA | MA | SWA | MA | SWA | MA | SWA | MA | SWA | MA | SWA

Colénia pequena,
puntiforme,
elevada, bordas 02 03 03 01 03 12
lisas, lisa, opaca,
branca, umida.
Colonia média,
circular, elevada,
bordas lisas, lisa, 03 04 04 01
opaca, branca,
umida.
Colonia pequena,
creuarnborda g9 13 13| 11| 13| 02 09 01 71
isa, branca,
cremosa.
Colénia pequena,
cl.rcular, borda 05 01 06 12
lisa, marrom,
cremosa
Colonia pequena,
puntiforme,
elevada, bordas
lisas, lisa,
translicida,
amarela, imida.
Colonia média,
circular, elevada,
bordas lisas, lisa, | ¢ 05 | o1 | o1 | o1 | o1 01 18
opaca, amarela,
umida.

12

12 04 04 10 07 02 04 43

Colonia média,
circular, plana,
bordas lisas, lisa, 08 08
translucida, rosa,
umida.

Colonia pequena,
circular,  borda 01 01
lisa, bege, cremosa
Tapete, r.narrom, 02 02
cremosa, lisa
Tapete, br.anca, 02 01 03
cremosa, lisa

Total 29 17 35 23 27 12 8 03 20 02 02 03 182

Em relagdo aos isolados AHM (provenientes de agua de M. harttii) em meio marinho, foram
isolados 35 morfotipos, com prevaléncia de colonias pequenas, lisas, cremosas que variavam entre
coloragdes branca, amarela e marrom. Ja das amostras de agua de M. alcicornis em meio marinho

(AMM) foram encontrados menos isolados, onde dos 29 isolados foi observado uma prevaléncia de
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coldnias pequenas, lisa, redondas, de coloracdo branca ou amarela. As morfologias dos isolados sdao
em sua maioria Bacilos, porém encontram-se também alguns em forma de cocos. A agua de P.
dilatata foi a que apresentou menos isolados nos dois meios utilizados, com morfotipos
caracteristicos de colonias lisas, cremosas, nas cores branca ou amarela, apresentando a morfologia
dos isolados como Bacilos pequenos ou Bacilos médios.

Entretanto quando se trata de microrganismos relacionados diretamente ao coral no mesmo meio
marinho (MHM) em M. harttii foram contados 20 isolados, sendo a caracteristica prevalente de
colonias lisas, redondas, cremosas, na coloracao branca, marrom ou amarela diferente de M. hartii
em agua.

Para o coral de M. alcicornis em meio marinho (MaM) foram encontrados 09 isolados,
apresentando o morfotipo de coldnias lisas, cremosas, redondas, na coloracdo amarela com
morfologia dos isolados de Bacilos pequenos. Ja o coral de P. dilatata em meio marinho (PdM)
foram encontrados 02 isolados com caracteristicas dos morfotipos das colonias lisas, redondas,
cremosa, pequenas, na coloragdo branca e amarela, apresentando morfologia dos isolados bacilos
pequenos.

Em relacdo aos isolados em meio SWA, foram obtidos 60 isolados dos diferentes extratos
semeados, como agua e coral nas 3 dilui¢des preparadas (Apéndice 2). Foram encontradas 23
amostras de agua de M. harttii em meio SWA (AHA), onde foram obtidos isolados das 3 dilui¢des de
agua e amostra do proprio coral.

5.2. Teste de atividade antimicrobiana por difusio em meio e identificacio molecular dos
isolados que mostraram atividade

Corais escleractineos sdo descritos como os principais construtores de recifes de coral hd milhdes
de anos, servindo de habitat para milhares de espécies marinhas. Os recifes de coral também sao
conhecidos como florestas tropicais marinhas, sendo considerado o ecossistema marinho com maior
biodiversidade do mundo. No recife de coral, um individuo interage com varias espécies de
microrganismos formando uma unidade bioldgica funcional chamada metaorganismo. Os
microrganismos associados aos corais possuem fun¢des como aquisicdo de energia e nutrientes e
controle de patogenos, que promovem a aptiddo do metaorganismo. Essas associacdes podem ser
mais estaveis ou mais variaveis dependendo de fatores, como espécie do coral e as condigdes
ambientais. Apesar de ja conhecida h4 varios anos, a importancia dos microbiomas de corais ainda
permanece desconhecido em relagdo a diversidade e flexibilidade do microbioma dos corais
(VILLELA, 2020). Existem varios relatos em relagdo a importante acdo de atividades
antimicrobianas de diversos isolados de diferentes espécies de corais e sua importancia

farmacologica.
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O teste de atividade antimicrobiana do presente trabalho foi realizado com a metodologia de
difusdo em meio, em placas de cultivo com 4gar Mueller Hinton devido a quantidade de isolados a
serem avaliados e a diversidade de meios de cultivo que foram testados. Foi considerado um
resultado positivo quando era observado a formacao de halo de inibigdo completa (Fig.8A) ou uma
inibi¢do parcial apresentando uma atividade bacteriostatica contra as cepas de E. coli (ATCC 25922)
e S. aureus (ATCC 25923) (Fig.8B). Foram avaliados todos os 182 isolados, e crescidos em meio
Marinho, SWA, Caldo Nutriente (CN), Luria Bertani (LB) e Tryptic Soy Broth (TSB) e a atividade
foi analisada, em meio marinho e meio SWA contra os patogenos acima descritos. Em todas as
repetigdes foram observadas crescimento de halo no controle positivo demonstrando dessa maneira a
eficicia do teste com os esporos de Paenibacillus elgii (AC13), apresentando resultados

antimicrobianos positivos contra estas bactérias que foram avaliadas (MACEDO, 2020).

Figura 8 - Placa de Cultivo com resultado dos isolados do teste de atividade antimicrobiana com o método difusiao
em meio, com bactérias. (A) Isolado com resultado positivo para E. coli em meio LB; (B) Isolado com atividade
Bacteriostatica para S. aureus em meio Caldo Nutriente.

Foto da autora

Dos 182 isolados testados para a atividade antimicrobiana, foram encontrados 20 isolados que
apresentaram atividade antimicrobiana contra E. coli, S. aureus ou ambos, em meio Caldo Nutriente
(CN) ou meio Luria Bertani (LB). Dos isolados que apresentaram atividade antimicrobiana, 04 sdo
provenientes dos isolados do coral e 16 dos isolados da 4gua do coral (Tabela 5).

Estes 182 isolados foram avaliados quando a amplificagdo do gene codificador do RNAr 16S,
onde observou a presenca de amplicon na altura de 1650pb, mostrando a ampficagdo do gene
comparado ao controle (+) utilizado. Entretanto somente os 20 isolados que apresentaram atividade
antimicrobiana foram purificados para o sequenciamento.

Em relacdo aos resultados obtidos no presente trabalho nao foram encontrados resultados positivos
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para atividade antimicrobiana dos isolados provenientes dos corais e da dgua de M. harti, P. dilattaa
e M. alcicornis, quando utilizado os meios SWA, Marinho e TSB, para nenhuma das cepas testadas.
A auséncia de resultados positivos em determinados meios de cultuvo pode estar relacionada ao tipo
de nutriente presente em cada um dos meios utilizados. Também podemos observar que o niumero de
isolados bioativos recuperados depende da espécie estudada.

Estas nossas observagdes sdo confirmadas por Shnit-Orland e Kushmaro (2009) que sugerem em
seu trabalho, que a avaliacdo da bioatividade vai depender do método de isolamento, das espécies
estudadas e dos ensaios utilizados. Os autores afirmam ainda que fatores como espécie e quantidade
de bactérias utilizadas no teste podem interferir nos resultados de atividades de bioativos.

Pode-se observar que nos resultados obtidos neste trabalho, o meio de cultura utilizado para o
cultivo dos isolados também interferiu em relagdo a presenca ou ndo de agentes antimicrobianos, o
que infere que a composi¢do nutricional dos meios de cultura pode estar diretamente relacionada a
producdo de certos metabolitos secundario, e assim influenciando na atuacdo dos diferentes isolados.

Dos 04 isolados com atividade antimicrobiana proveniente do coral, o isolado MHM 01
apresentou somente atividade contra a cepa S. aureus, porém para os meios CN e LB. Os isolados
PdM 01; MHM 13 e PdA 02 apresentaram resultado positivo somente para a cepa de E. coli e apenas
no meio CN.

Em relagdo aos isolados provenientes da dgua do coral foram obtidos 16 isolados com atividade
antimicrobiana contra a cepa de E. coli, S. aureus ou ambas, em meio CN ou LB. O isolado AHA 24
apresentou atividade antimicrobiana contra E. coli, no meio LB. O isolado AMM 07 em meio LB
apresentou atividade tanto para E. coli quanto para S. aureus. Os isolados AMM 13; AMM 16; AMM
17 e AMMI18 apresentaram em meio CN atividade antimicrobiana contra a cepa de S. aureus. Porém
ja os isolados AMM 19; AMM 20; AMM 21 e AMM 22 apresentaram em meio CN tanto para E.
coli, quanto para S. aureus atividade bacteriostatica, ja que ndo houve uma inibicdo completa do
crescimento das cepas, € sim uma diminui¢do no crescimento tanto de E. coli quanto S. aureus.

O isolado AMA 01 apresentou atividade antimicrobiana contra as cepas de E. coli e S. aureus em
meio CN. Os isolados APA 01; APA 03; APA 04; APA 05 e APA 06 apresentaram atividade
antimicrobiana somente contra a cepa de S. aureus em meio CN.

A figura 9 apresenta a comparagdo quantitativa em relagdo aos isolados que apresentam atividade
antimicrobiana contra E. coli, S. aureus ou ambos. Observa-se que entre os isolados dos corais a
maior quantidade de atividade foi contra a E. coli, enquanto para os isolados da 4dgua dos corais o
maior quantitativo de atividade antimicrobiana foi conta S. aureus. Dessa maneira observa-se que os
isolados dos corais apresentam melhores resultados contra bactérias Gram-negativas, enquanto os

isolados da agua do coral apresentam uma melhor resposta contra bactérias Gram-positivas. Para os
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isolados dos corais ndo houve nenhum que apresentasse atividade tanto contra E. coli como contra S.
aureus.

Ja para os isolados provenientes da agua do coral, AMM 07; 19; 20; 21 e 22 apresentam atividades
antimicrobianas tanto para E coli como para S. aureus. Observando que os isolados AMM 19, 20, 21
e 22 apresentaram uma atividade bacteriostatica, por desenvolver uma inibi¢do parcial das bactérias,
enquanto, que, o isolado AMM 07 apresentou atividade bactericida, pois inibiu completamente o

crescimento das bactérias.

Figura 9 — Representacdo grafica apresentando a quantidade de Isolados do Coral e da agua do Coral que
apresentaram atividade antimicrobiana.

Atividade Antimicrobiana

E.colieS. aureus

S.aureus mAGUA
B CORAL

E. coli

Segundo Buitrago (2019) foi realizado uma triagem de interagcdes em meios solidos, empregando
4 meios de cultura (PDA, ISP2, ISP3, LB), avaliando interagdes remotas ¢ interagdes de contato de
isolados marinhos. Permitindo a avaliagdo de interagdes devido a compostos difusivos e avaliagdo
das interagdes devido a contato célula-célula.

Estudo de Elahwany e colaboradores (2013) relatam a presenca de vinte isolados com atividade
antimicrobiana associada com o coral Sarcophyton glaucum, representando uma proporcao de 80%
dos isolados obtidos. Essas descobertas apresentam atividades biologicas variadas em isolados
associados a diferentes espécies de corais, em diferentes meios de cultura, o que enfatizam a
importancia dos estudos dos mesmos e quais os melhores meios devem ser utilizados para um
aproveitamento mais eficiente de seus bioativos.

Moura e colaboradores (2021) descrevem que obtiveram 78 isolados de microrganismos do coral
Siderastrea stellatacoral. Os isolados foram semeados em meio de 4gua marinha liquida e s6lida para

teste de atividade antimicrobiana, determinada pelo tamanho do halo, Dos 78 isolados 08 inibiram o
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crescimento de S. aureus e Salmonella typhi porém sem apresentar atividades para inibi¢ao de E. coli.

De acordo com Moura e colaboradores (2021) certos isolados apresentaram atividade
antimicrobiana em meio Mueller-Hinton (MH), mas quando cultivado em meio Agar Marinho (AM)
ndo apresentaram atividade antimicrobiana, refor¢ando com esses resultados a importancia da
influéncia do meio de cultura utilizado e sua interferéncia nos metabolitos produzidos pelos cultivos.
Uma atividade antimicrobiana contra a bactéria EAEC foi observada em um isolado em meio AM
enquanto quatro isolados inibiram o crescimento deste patdogeno quando cultivado em meio MH.

A relagdo entre os antimicrobianos € a microbiota associada ao coral € a agua possuem uma
relacdo inversamente proporcional. Os resultados demonstram que M. harttii foi o coral que teve o
maior numero de microbiota associada, porém, o menor nimero de isolados antimicrobianos. Os
isolados antimicrobianos podem possuir moléculas que exercem atividade antimicrobiana por nao
estar presente nas bactérias associadas a esse coral. Dessa forma nao matam as outras bactérias que
estdo no coral.

Como observado no presente trabalho, a espécie de coral P. dilatata possui moléculas que exercem
atividade antimicrobiana, enquanto que, a espécie de coral M. harttii e M. alcicornis ndo possuiriam
essas moléculas, mas sim, uma ampla microbiota associada. Esses resultados podem ser confirmados
através dos resultados obtidos por Macedo (2020), que observou que a quantidade de bactérias
isoladas do coral P. dilatata foram as que menos apresentaram atividades contra E. coli e S. aureus.

De acordo com Lima et. al. (2013) o ecossistema marinho fornece uma grande diversidade de
biomoléculas que podem ser utilizadas no tratamento de varias doencas. Nesse ambiente com grande
competicdes para sobrevivéncia, os organismos precisam de barreiras quimicas para minimizar ou
evitar a contaminag¢dao por microrganismos. Os peptideos antimicrobianos (AMPs) estdo entre as
moléculas que protegem esses animais. Em seu trabalho Lima et. al. (2013) testou extratos brutos de
espécimes de coral Carijoa riisei, Muriceopsis sulphurea, Neospongodes atlantica, Palythoa
caribeorum, Phyllogorgia dilatata e Plexaurella grandiflora contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas apresentando diferentes atividades.

O extrato bruto de P. dilatata apresentou atividade antibacteriana, e foi fracionado com sulfato de
amonio (0-40%), sendo capaz de controlar o crescimento de K. pmneumoniae, S. flexineri e
S. aureus. Foi isolado um peptideo denominado Pd-AMP1. Pd-AMP1 ¢ capaz de inibir o
desenvolvimento de S. aureus. A prospecgao de biomoléculas protéicas e de potencial biotecnologico
de animais marinhos ¢ pouco explorada, porém poderiam servir como uma alternativa aos
antibioticos comuns (LIMA et. al., 2013).

Macedo (2020) descreve em seu trabalho que aproximadamente 16,8% dos isolados obtidos de M.

alcicornis, apresentaram resultado positivo para atividade antimicrobiana contra E. coli e 7,5%
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apresentaram resultado positivo para atividade antimicrobiana contra S. aureus. Todos os isolados
bacterianos observados possuem atividade antimicrobiana contra pelo menos uma das cepas ATCC e
foram identificados como sendo pertencente ao género Vibrio ou a familia Vibrionaceae (MACEDO,
2020). No presente trabalho observa-se que dos resultados dos isolados que apresentaram atividade
antimicrobiana, 4 isolados apresentaram atividade bacteriostatica, tanto para as cepas de E. coli como
para S. aureus, sdo pertencentes aos isolados obtidos da dgua do coral da espécie M. alcicornis, assim
como todos pertencente ao género Vibrio ou a familia Vibrionaceae, sendo que todos os 4 isolados
apresentaram atividade bacteriostatica contra E. coli € S. aureus, observando também que Macedo
(2020) utilizou isolados de coral, enquanto o presente trabalho apresentou como positivo isolalados
provenientes da agua, o que poderia justificar a diferenga de atividade bacteriocida e a
bacteriostatica.

Dentre os 20 isolados sequenciados, 2 eram provenientes dos corais M. harttii, sendo eles: MHM
0le MHM 13; e 2 isolados de Philogorgia dilata (PAMO1 e PdA02), isto ¢, em relagdo aos isolados
provenientes da dgua que apresentaram atividade antimicrobiana e foram sequenciados do coral M.
harttii (AHA 24); M. alcicornis (AMM 07; AMM 13, AMM 16, AMM 18, AMM 19, AMM 20,
AMM 21 e AMM 22; AMA 01) e P. dilatata (APA 01, APA 03, APA 04, APA 05 ¢ APA 06). Esses
isolados foram enviados para o sequenciamento, sendo utilizado o equipamento 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems) para sequenciamento deles.

A técnica utilizada de PCR com os primes 27F e 1491R para o gene do 16S foi essencial para
amplificacao do gene para identificagao dos isolados. O gene amplificado possui 1650pb, porém o
sequenciador utilizado possue uma capacidade de identificagdo de isolados até 800pb, o que
interferiu em conseguir a identificagdo até espécie. Os isolados identificados sdo pertencentes a 6
géneros diferentes, onde o com maior nurero de isolados foram os vibrios. Analisando os resultados
obtidos pelo seguenciamento molecular, obervamos que 60% dos géneros observados pertencem a
familia vibrionaceae e 20% pertencem a familia Bacillaceae, sendo que ambos estdo reunidos como
um unico morfotipo quando observados em microscopia Optica por for¢a da acuidade da técnica

utilizada (Tabela 5 e Apéndice 3).
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Tabela 5 — Procedéncia, caracterizacdo morfotipica e molecular e atividade microbiana dos isolados positivos nos testes microbianos.

Isolado
Numero

10

11

12

13

Procedéncia

MHM 01

PdM 01

MHM 13

PdA 02

AHA 24

AMM 07

AMM 13

AMM 16

AMM 17

AMM 18

AMM 19

AMM 20

AMM 21

Morfotipo

Colonia pequena,
puntiforme, amarela,
umida, elevada, borda
lisa, translucida,
Colonia pequena,
puntiforme, elevada,
borda lisa, opaca,
branca, imida.
Colonia pequena,
circular, marrom, lisa,
cremosa.
Colonia pequena,
circular, elevada, borda
lisa, opaca, branca,
umida.
Colonia pequena,
circular, borda lisa,
branca, cremosa
Col6nia pequena,
puntiforme, elevada,
bordas lisas,
translucida, amarela,
umida
Colonia pequena,
circular, elevada, borda
irregular, amarela,
umida.
Colonia média,
circular, elevada, borda
lisa, amarela imida.
Colonia média,
circular, elevada, borda
lisa, amarela umida.
Colonia média,
circular, elevada, borda
lisa, amarela imida.
Colonia média,
circular, elevada, borda
irregulares, amarela
umida.
Col6nia pequena,
circular, elevada, borda
lisa, amarela imida.
Colonia média,
circular, elevada, borda

Caracterizacgao Halo
de Inibiciao
Molecular (16S)
Catenococus Total
Bacillus Total
Vibrio Total
Bacillus Total
Catenococus Total
Idiomarine Total
Vibrio Total
Vibrio Total
Vibrio Total
Vibrio Total
Vibrio Parcial
Vibrio Parcial
Vibrio Parcial

Presenca de halo Meio de
crescimento
E. coli S. aureus

- + LB e NA
- - NA

+ - NA

4 - NA

+ - LB

4 4 LB

- + NA

- 4 NA

- + NA

- 4 NA

+ + NA

+ + NA

+ + NA
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lisa, amarela imida.

Coldnia pequena,
15 AMA 01 JDuntiforme, plana, Bacillus Total + + NA
umida.

Colonia média,
circular, elevada, borda
17 APA 03 lisa, opaca, branca,
umida.

Bacillus Total - + NA

Coldnia média,
circular, elevada, borda
19 APA 05 lisa, opaca, branca,
umida.

Idiomarina Total - + NA
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Os Vibrios (Fig.10) possuem uma ampla variedade, com quase 74 espécies descritas para grupo
(THOMPSON et. al., 2004), algumas com papel ecoldgico na natureza. A familia Vibrionaceae
compreende 8 géneros: Vibrio (65 espécies), Allomonas (1 espécie), Catenococcus (1 espécie),
Enterovibrio (2 espécies), Grimontia (1 espécie), Listonella (2 espécies), Photobacterium (8

espécies) e Salinivibrio (1 espécie) (THOMPSON et. al., 2005).

Figura 10— Imagem representativa do Género Vibrio. Aumento 1440 x 1035
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Fonte: https://www.google.com/search?q=genero+vibrio&sxsrf=APq-WBsMS-
nKx1511vGg8 p1DB3xz 47kQ:1647365750127&source=Inms&tbm=isch&sa=X&ved=2ahUKEwixwufS08j2AhVCrZUCHd8wCb4Q AUoAXoECAI
QAW&biw=1366&bih=657&dpr=1#imgrc=HPIFYabwRp74 M

Algumas espécies de Vibrio consideradas patogénicas possuem sua patogenicidade e
epidemiologia ainda indefinidas. Porém sdo responsaveis por casos de mortalidade e perdas na
economia (HERNANDEZ et. al., 2005). Na natureza os Vibrios podem apresentar um estado inativo,
porém Colwell (2000) descreve que podem causar doencas. No ecossistema marinho, os vibrios
desempenham papéis importantes como biodegradacdo de matéria organica e regeneracdo de
nutrientes, eles também podem atuar como patdégenos de organismos aquaticos de importancia
comercial, ou afetar seres humanos (THOMPSON et. al., 2004).

Campos (2011) descreve que bactérias do género Vibrio mesmo sendo responsaveis por
promogdo de doengas em corais, possuem vdrias espécies que sdo encontradas também em colonias
saudaveis de P. caribaeorum. Bactérias como V. communis, V. harveyi e V. alginolyticus, espécies
conhecidas por serem patdgenos de corais, foram encontradas tanto em colonias saudaveis como

doentes.

46



A presenga de Vibrio em colonias sauddveis ¢ estigante, porém vdrias espécies podem
estabelecer relagdes mutualisticas provendo nutrientes e metabdlitos secundarios para seus
hospedeiros, até que algum estresse ambiental ative seus fatores de viruléncia causando danos aos
hospedeiros. Alguns vibrios podem estabelecer relagdes mutualisticas importantes com os corais por
serem, por exemplo, capazes de fixar o nitrogénio (CAMPOS, 2011).

A maioria dos vibrioes patogénicos ¢ resistente a antibioticos como, por exemplo, a
oxitetraciclina, norfloxacina e ciprofloxacina pelo uso frequente em sistemas de cultura (MOLINA
et. al., 2002). Levando assim, a uma necessidade de buscar alternativas ao uso de antibidticos como
controle de patogenos. Uma variavel seria o uso de vibrios nativos ndo patogénicos como potenciais
probiodticos e/ou simbiontes, onde podem atuar como agentes de biocontrole em organismos de
cultivo reduzindo assim o uso de antibioticos e de lancamentos de efluentes toxicos no meio
ambiente (JAYASREE et. al., 2006; RIQUELME et. al., 2001).

Os bacilos sdo sabidamente mais descritos nos trabalhos sobre a relacdo ao microbioma de
cnidarios que os vibrides, porém nesse estudo percebeu-se a predominancia da familia vibriaceae nos
isolados que apresentaram atividade antimicrobiana. Em relacdo a familia Bacillaceae sdao bem
descritas suas atividades antimicrobianas, assim como também atividades relacionadas a adaptagdo
ao ambiente.

Entretanto, pouco se sabe a respeito do papel funcional das comunidades bacterianas em suas
associacdes com corais. A bioprospeccdo do muco dos corais revelou a existéncia de (10,42%)
bactérias antagonicas contra os patdgenos bacterianos testados. A taxonomia molecular (16S rRNA)
provou a identidade dessas bactérias antagonistas pertencem a Enterobacter cloacae (CM1), Bacillus
subtilis (CM2), Bacillus sp. (CM11) e Bacillus marisflavi (CM12). Uma triagem secundaria
enfatizou que o extrato de acetato de etila de B. subtilis apresentou forte efeito antagonico, seguido
pelo extrato cloroférmio de E. cloacae e acetato de etila extrato de B. marisflavi (AHILA et. al.,
2017).

Cavalini (2019) descreve a respeito dos peptideos antimicrobianos que sdo derivados de espécies
de Bacillus, (Fig. 11) apresentam um potencial inibitorio para diversos patdgenos, o que os tornam
um ponto de partida com perspectiva na busca por novas substancias antimicrobianas. Compostos
como esses sdo utilizados em diversas areas na qualidade e seguranca de alimentos e satde das
pessoas. Bactérias e fungos marinhos sdo relatados como produtores de tais compostos devido aos
seus mecanismos de defesa e subprodutos metabolicos. Apesar do niimero de produtos naturais
isolados dessas classes da flora microbiana marinha ser grande, um nuimero limitado desses
compostos chega ao ensaio clinico e poucos sdo aprovados como medicamento (BHATNAGAR;

KIM, 2012).
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Neste trabalho ficou demonstrado a possiblidade da utilizacdo da biprospe¢do para a obtencdo de
novas drogas antimicobianas para utilizacdo biotecnoldgica. Esta também serd a estratégia adotada

nesta dissertagao.
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Fonte:https://www.google.com/search?q=genero+bacilus&tbm=isch&ved=2ahUKEwjoivPU08 JZAthA7kGHZNADeAQ2—
cCegQIABAA&oq=genero+bacilus&gs lcp=CgNpbWcQAzoECAAQHjoHCCMQ7wMQJzoGCAAQBRAeOgUIABCABDoICAAQgAQQsQM6Cwg
AEIAEELEDEIMBOgYIABAIEB5Q5wZYhSxg-
ylo0AHAAeACAAYOBiAGuDZIBBDAUMTSYAQCgAQGqAQtnd3Mtd216L WItZ8 ABAQ&sclient=img&ei=es4wYujlH2HSOUPk4G1gA4&bih=65
7&biw=1366#imgrc=RkjtosN-LONGRM

5.3. Prospeccio de isolados produtores de metabolitos secundarios por PCR

Com o objetivo de encontrar genes que apresentam atividade antimicrobiana, os 182 isolados
obtidos, no presente trabalho, foram testados para a amplifical¢do de 04 diferentes pares de primers
relacionados a genes que apresentam atividades de metabdlitos secundéarias e Dbioativos.
Posteriormente, os isolados encontrados nesse estudo e que apresentaram resultados positivos para a
atividade antimicrobiana, foram sequenciados com o objetivo de encontrar a identificagdo deles. A
verificacdo da presencga ou auséncia do gene foi realizada por eletroforese em gel de agarose 1% dos
produtos de PCR obtidos com cada par de primer.

Dos 182 isolados testados para os 04 diferentes pares de primers de interesse, foram identificados
43 isolados, provenientes do coral, positivo para pelo menos um dos diferentes primers e 134
isolados, positivos, provenientes da dgua do coral. Os isolados bacterianos isolados das aguas dos
corais produziram maior amplificagdo em todos os primers do que os mircorganismos isolados do
proprio coral, se levarmos em consideracdo a propor¢do de amplificacao entre isolados de corais ¢
agua, foi de, 28% maior de isolados da dgua em rela¢do aos isolados do coral. Essa variacdo de
percentual se da pelo fato de termos um total de 39 isolados dos corais e 143 isolados da agua dos

corais.
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Na figura 12 podemos observar a amplificacdo dos diferentes pares de primers amplificados a
partir de bactérias cultivaveis provenientes do coral e da dgua de coral. O maior niimero de
amplificacdes ocorreu quando avaliado o primer K (Figura 13). Para o primer A somente 01 isolado,
do coral Mussismilia harttii, mostrou amplificagdo, enquanto em relacdo a agua dos corais
mostraram 03 amplificagdes, sendo 02 da espécie de coral Mussismilia hartti e 01 da espécie
Millepora alcicornis. Para o primer P foram encontrados 15 amplificagdes para o material
proveniente do macerado dos corais e 59 positivos para a dgua de coral. Analisando o primer k
encontrou-se 27 positivos para o coral e 99 positivos para a dgua do coral. Na andlise do primer D
ndo foram encontrados isolados positivos no coral e nem na agua de coral. Se consideramos a
propor¢ao das ampificacdes, observamos que o primer A apresenta uma propor¢ao de 2,5% de
isolados positivos dos corais e 2,1% dos isolados positivos da 4gua do coral. Para o primer P
observou-se uma propor¢do de aproximadamente 37,5% em relagdo aos isolados dos corais e 41,6
dos isolados da agua. O primer K apresentou um propor¢ao de mais ou menos 67,5% de positivo para
os isolados da 4gua e 69,7% para os isolados do coral. Somente o primer D ndo foi obtido
amplificacao para nenhum isolado, nem os provenientes do coral e nem os da agua de coral. Essa
condicdo em relacdo ao primer D de ndo apresentar nenhum isolado positivo se dd em relacao ao
fato de ser um primer codificador de um gene bem especifico para atividade antimicrobiana.

Para o primer A foi encontrado apenas 01 isolado, do coral Mussismilia harttii, positivo, enquanto
em relacdo a agua do coral foram encontrados 03, sendo 02 da espécie de coral Mussismilia hartti e
01 da espécie Millepora alcicornis. Para o primer P foram encontrados 15 positivos para o material
proveniente do macerado dos corais e 59 positivos para a agua de coral. Analisando o primer k
encontrou-se 27 positivos para o coral e 99 positivos para a agua do coral. Na analise do primer D
nao foram encontrados isolados positivos no coral e nem na agua de coral (Fig. 12).

Essa condi¢ao em relacdo ao primer D de ndo apresentar nenhum isolado positivo se dd em

relagdo ao fato de ser um primer codificador de um gene bem especifico.
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Figura 12 — Representacio grafica dos resultados obtidos a partir das amplificacdes dos difentes tipos de primers
de policetideos quando avaliados contra DNA proveniente de bactérias isoladas dos corais ou da agua circundante
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Em seus estudos Gonzélez, Sigrist e Paulo (2016) descrevem que os peptideos ndo ribossomais
(NRP) sdo uma classe de produtos naturais produzidos, principalmente, por bactérias e fungos
filamentosos. Sendo compostos biossintetizados a partir de mecanismos enzimaticos multimodulares,
denominados sintetases de peptideos ndo ribossomais (NRPS). A incorporacdo de um substrato ¢
designada por cada moédulo pela elongagdo e modificagdo quimica da cadeia do polipeptideo. Os
NRP possuem grande atividade bioldgica e sua agdo antibidtica ¢ de grande interesse para as
industrias farmacéuticas, no intuito de enfrentar um dos maiores desafios da medicina atual, que ¢ a
multirresisténcia bacteriana aos medicamentos atualmente em uso.

Alguns antibidticos e antitumorais sdo exemplos de produtos de metabdlitos secundarios
produzidos por microrganismos que possuem o sistema de modulos ou dominios denomimados
PKSs. Como exemplo podemos citar os antibioticos streptomicina como granaticina, tetracenomicina
e actinorodina e a epotilona que pode ser uma utilizada como novos analogos de uma droga
anticancer (NICOLAOU; ROSCHANGAR; VOURLOUMIS, 1998). Shnit-Orland e Kushmaro
(2009) em seu trabalho afirmam ainda que fatores como espécie e quantidade de bactérias utilizadas
no teste podem interferir nos resultados de atividades de bioativos. Nosssos resultados estdo de
acordo com os autores, pois, podemos observar que 177 isolados apresentaram amplificagdo para
pelo menos um dos primers testados, ou seja, aproximadamente 97,25 % dos isodados estudados no
presente trabalho possuem pelo menos um gene que pode codificar moléculas bioativas para
atividade antimicrobiana.

O estudo da microbiota associada a esses corais pode levar a um real fator de presenca de fonte

produtora de compostos com atividades amtimicrobianas, j& que os metabodlitos secundarios de
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alguns dos microrganismos isolados apresentaram atividade antimicrobiana, nos testes realizados, e
apresentaram presenca de gene que possa participar da expressao de enzimas do tipo NRPS ou PKS.

A teoria a respeito da produgao de moléculas bioativas encontradas em organismos marinhos, esta
relacionada a producao realizada pelos microrganismos associados, demonstrando uma necessidade
de uma investigacdo mais aprofundada da microbiota dessas espécies de corais, para a compreengao
do que existe entre a relacdo da microbiota dos microrganismos nos cnidarios que se agregam, onde
essa flexibilidade do microbioma possa ser explorada para promocgado da resiliéncia e resisténcia dos
corais para superar as mais variadas pressdes ambientais (VOOLSTRA e ZIEGLER, 2020).

Alguns microrganismos possuem um papel contingente na ortogenia dos organismos como
autodefesa, agressdo ou até comunicagdo por produzirem riquezas de metabolitos ndo comuns
(STROHL, 1997). Muitos desses metabodlitos sdo utilizados para produgdo de farmacos, como
antibidticos e outras drogas naturais. Porém a resisténcia geral aos antibidticos entre patogenos
humanos, animais e agricolas veio no ultimo século trazendo ameacas para seu uso. Apesar de
empresas farmacéuticas utilizarem programas de triagem direcionada para a utilizagdo desses
metabolitos, observa-se cada vez mais a diminui¢do de se encontrar novas drogas para uso
farmacéutico (HUTCHINSON, 1999). O estudo da comunidade bacteriana cultivaveis que estao
associadas aos corais, demonstra o inicio para a descoberta de estratégias de associagdo desses
microrganismos e os cnidarios, entendendo dessa maneira os mutuos beneficios dessa associacdo.
Diferentes formas de cultivos podem trazer informacdes complementares para um melhor
aproveitamento desses metabolitos secundarios produzidos por essas bactérias. Dessa maneira além
de ajudar na producdo de novos farmacos e produtos tecnoldgicos, também irdo contribuir para
minimizar os impactos sofridos pelos cnidérios por varias décadas.

Os 20 isolados que mostraram atividade antimicrobiana tiveram a regido 16S do DNA
sequenciada. A tabela 6 relaciona os resultados dos isolados que tiveram atividade antimicrobiana
com amplificacdo dos 4 Primers testados.

Nenhum dos 20 isolados com atividade antimicrobiana positiva apresentou amplificagdo para os
primers A e D, que possuem uma maior especificidade. Para o primer P dos 20 isolados, 10
amplicaram esse primer, sendo 8 da familia Vibrionaceae, 1 Idiomarinaceac e 1
Pseudoalteromonadaceae. No primer K dos 20 isolados, 13 tiveram a banda de amplificacao para o
primer, sendo 9 isolados da familia Vibrionaceae, 2 da familia Idiomarinaceae e 2 da familia
Bacillaceae. Os 2 isolados que foram sequenciados da familia Idiomarinaceae do total de 20 isolados
sequenciados, mostraram amplificacao para o primer K.

A familia que apresentou uma maior quantidade de isolados foi a familia Vibrionaceae com um

total de 12 isolados, apresentando um percentual de 60% do total de isolados que apresentaram
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atividade antimicrobiana.

A familia Bacillaceae apresentou 20% com um total de 4 isolados, enquanto a familia
Idiomarinaceae com 2 isolados apresentou um percentual de 10% e as familias
Pseudoalteromonadaceae ¢ Halomonadaceae cada uma com apenas 1 isolado apresentou um

percentual de 5% cada.

Tabela 6 — Apresentagao dos resultados dos isolados que apresentaram atividade antimicrobiana e a amplificacio
dos primers.

Amplificagido dos Atividade Antimicrobiana
Primers
Identif. Meio de
Isolado : -
Agua A3F/A7 PSF/ DKF/R KSo/KS E. coli S. cultura Familia
R R B aureus

MHM 01 - “F - - - “F LB/NA Vibrionaceae
PdM 01 - - - - + - NA Bacillaceae
MHM 13 - - - A A - NA Vibrionaceae
PdA 02 - - - - + - NA Bacillaceae
AHA 24 - 4 - - F - LB Vibrionaceae
AMM 07 - - - + + + LB Idiomarinaceae
AMM 13 - - + - + NA Vibrionaceae
AMM 16 - + - + - + NA Vibrionaceae
AMM 17 - “F - A - “F NA Vibrionaceae
AMM 18 - + - + - + NA Vibrionaceae
AMM 19 - “F - A + “F NA Vibrionaceae
AMM 20 - + - + + + NA Vibrionaceae
AMM 21 - 4 - F < 4 NA Vibrionaceae
AMM 22 - + - + + + NA Vibrionaceae
AMA 01 - - - < 4 “F NA Bacillaceae
APA 01 - - - - - + NA Vibrionaceae
APA 03 - - - A = “F NA Bacillaceae
APA 04 - - - - - + NA Pseudoalteromodacea
APA 05 - A - A - + NA Idioma:inaceae
APA 06 - - - - - + NA Halomonadaceae

Madigan et. al. (2016) descreve que o filo Proteobacteria ¢ o mais diverso grupo bacteriano,
abrangendo mais de um tergo das bactérias ja caracterizadas. E neste filo que se encontra a maioria

das bactérias que possuem algum interesse agricola, médico e industrial. A ordem Vibrionales,
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pertencente a esse filo, na qual se encontram os géneros Vibrio, Photobacterium e Allomonas,
apresentam células em formato de bacilo ou vibrio, sdo,em sua maioria, aquaticos, podendo ser
encontrados em ambientes de a4gua doce ou salgada, e apresentam organismos bioluminescentes.

Segundo Campos (2011) varios estudos demonstraram a respeito da importancia do complexo
holobiont para a saude dos corais e dos ecossistemas recifais de forma geral. Como costituintes
comuns da microbiota associada aos cniddrios pode ser citado espécies dos gé€neros Vibrio,
Photobacterium, Pseudoalteromonas, Bacillus e Paracoccus e o filo Proteobacteria praticamente € o
mais comum dentro dessas comunidades microbianas. Para uma analise desta diversidade, técnicas
de cultivo e independentes de cultivo sdao empregadas em conjunto por serem complementares.
Acredita-se que até 95% dos microrganismos ndo sdo cultivdveis, metagenomas de muitos ambientes
tem sido explorados para acessar a diversidade desses microrganismos de intimeras fontes, inclusive
dos cnidarios.

O filo Firmicutes apresenta bactérias que podem formar enddsporos, sdo Gram-positivas e
apresentam em seu material genético uma baixa taxa de GC (Guanina-Citosina). Dentro desse filo
encontramos a ordem Bacillales, cujo principal género ¢ Bacillus, sendo caracterizado por bactérias
aerdbias auanaerdbias facultativas, podendo ou ndo formar endosporos e varios dos microrganismos
pertencentes a esse género pode produzir moléculas antibidticas, como polimixina, tirocidina e
gramicidina (MADIGAN et. al., 2016).

Segundo Vilela et. al. (2021) foi realizada a investigacdo da producdo de enzimas comercialmente
importantes por 37 cepas de bactérias isoladas das espécies de corais Mussismilia braziliensis,
Millepora alcicornis e Porites astreoides. Ensaios enzimdticos in vitro foram realizados,
demonstrando que até 56% dos isolados produziram pelo menos uma das sete enzimas selecionadas,
sendo elas: lipase, caseinase, queratinase, celulase, quitinase, amilase e gelatinase. Uma cepa,
identificada como Bacillus amyloliquefaciens, produziu todas as enzimas. As comunidades
microbianas cultivadas e nao cultivadas que eram especificas de espécies de corais foram
identificadas. O filo Firmicutes predominou entre os isolados, incluindo os géneros Exiguobacterium,
Bacillus e Halomonas, entre outros. A utilizagdo de métodos diferentes de sequenciamento e o
cultivo de bactérias apresentaram dados semelhantes e complementares em certos géneros detectados
por um ou outro método. De acordo com os autores, os resultados demonstraram a importancia de
explorar diferentes espécies de corais como fontes de microrganismos especificos de interesse
biotecnolodgico e industrial, a0 mesmo tempo refor¢cando a importincia economica e ecologica dos

recifes de corais como reservatorios de tal diversidade.
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6. CONCLUSOES

1) Esse trabalho proporcionou o estudo de diferentes bactérias associadas aos corais ou a agua
proxima aos corais. Foram analisadas 3 espécies de Corais: Millepora alcicornis, Mussismilia harttii
e Phyllogorgia dilatata, perfazendo um total de 182 isolados nas trés espécies. Desses 182 isolados,
20 apresentaram atividade antimicrobiana com bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas de
importancia médica. O que demonstra a grande importdncia e necessidade de se estudar outras
espécies de corais e de outras regioes.

2) Em relagdo a atividade antimicrobiana, com bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, todos as
trés espécies de corais estudadas apresentaram isolados com resultados positivos para pelo menos
uma bactéria, porém somente a espécie Millepora alcicornis apresentou isolados com atividade
bactericida e bacteriostatica, enquanto as demais espécies apresentaram somente atividade
bactericida, com a técnica de difusdo em meio. Dessa maneira observa-se a presenga de isolabos com
potencial producdo de compostos antimicrobianos para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

3) Apesar de que alguns halos de inibi¢cao apresentados foram bem visiveis e outros mais modestos,
esses resultados refor¢am a impostancia de uma maior pesquisa em relagdo a essas teorias, uma vez
que podemos estar diante de novas drogas potencialmente bactericidas. Porém existe a necessidade
de se observar os meios utilizados, uma vez que cada meio disponibiliza diferentes tipos e
quantidades de nutrientes, fazendo com que a expressdo desses metabolitos estejam ativos quando
cultivados em certos meios e em outros ndo apresentam atividade. Cultivo com esses isolados,
positivos para a¢ao antimicrobiana, em diferentes meios de cultura testados, com outras fontes de
carbono, ou em condi¢des de estresse, com mudangas de temperatura ou co-cultivo, podem
potencializar a produg@o de metabolitos e a atividade antibiotica desses organismos.

4) Todos os 182 isolados foram testados para a amplificagdo de Primers dos genes especificos para a
atividade antimicrobiana. Sendo testado 4 pares de primers especificos, onde observou-se a
amplificacao de 177 isolados em pelo menos 1 dos pares de Primers testados.

5) Dentres os isolados, do presente trabalho, que apresentaram amplificagdao para algum dos primers
testados, uma quantidade significante ndo apresentou atividade antimicrobiana quando testada em
difusdo em meio, podendo estes estarem silenciosos, onde, a expressdo seria dependente de algum
fator externo, podendo ter relacdo com a quantidade nutricional dos meios utilizados ou algum fator
de estress sendo estimulada “in vitro” durante seu cultivo (SHNIT-ORLAND e¢ KUSHMARO,
2009).

6) Pode-se observar que nos resultados obtidos nesse trabalho, o meio de cultura utilizado para o

cultivo dos isolados também interferiram em relagdo a presenga ou nao de agentes antimicrobianos, o
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que infere que a composi¢do nutricional dos meios de cultura pode estar diretamente relacionada a
producdo de certos metabolitos secundario, e assim influenciando na atuacao dos diferentes isolados.

7) Esses resultados se tornam promissores por apresentarem novos horizontes para estudos de novas
técnicas e metodologias, que possam ampliar o campo de observagao em relagdo a interagdo dessas
bactérias e seus cnidéarios associados, trazendo assim novos conhecimentos e entendimentos para
pesquisas futuras, melhorando formas de preservacao para esses ecossistemas tdo necessario para a

vida marinha.
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APENDICE

Apéndice 1 — Tabela com a descricdo dos Isolados encontrados no meios de cultura Marinho

AHM 01

AHM 02

AHM 03

AHM 04

AHM 05

AHM 06

AHM 07

AHM 08

AHM 09

AHM 10

AHM 11

AHM 12

AHM 13

AHM 14

AHM 15

AHM 16

AHM 17

AHM 18

AHM 19

AHM 20

RB1 D0OA

RB2 D1B

RB2 D1B

RB3 DOA

Diluigdo 3

RB1 D0OB

Diluigéo 1

RB2 DI1A

RB2 DI1A

Diluigdo 1

RB3 D3A

RB1 DOA

Diluigdo 1

Diluigdo 0

Diluigéo 0

Diluigdo 0

Diluigéo 0

Diluigdo 0

Diluigéo 2

RB2 D3B

Col6nia pequena,
puntiforme, elevada, bordas
lisas, lisa, translucida,
amarela, umida.
Colénia média, circular,
elevada, bordas lisas, lisa,
translicida, branca, amida.
Colonia média, circular,
elevada, bordas lisas, lisa,
translcida, amarela,
umida.

Colonia média, circular,
elevada, bordas lisas, lisa,
opaca, amarela, imida.

Colonia pequena,
puntiforme, elevada, bordas
lisas, lisa, translucida,
branca, tmida.
Col6nia pequena,
puntiforme, elevada, bordas
lisas, lisa, translicida,
branca, imida.

Colonia média, circular,
elevada, bordas lisas, lisa,
translcida, amarela,
umida.

Colbnia pequena, circular,
elevada, bordas lisas, lisa,
translacida, amarela,
umida.

Coldnia média, circular,
elevada, bordas lisas, lisa,
opaca, amarela, umida.

Coldnia pequena,
puntiforme, elevada, bordas
lisas, lisa, translucida,
amarela, imida.
Colonia pequena,
puntiforme, elevada, bordas
lisas, lisa, translucida,
amarela, umida.

Colbnia pequena, circular,
elevada, bordas lisas, lisa,
translacida, branca, umida.

Coldnia pequena, circular,
borda lisa, branca, cremosa.

Colénia pequena, circular,
borda lisa, branca, cremosa.

Colonia média, circular,
borda lisa, branca, cremosa.

Colénia pequena, circular,
borda lisa, branca, cremosa.

Colbnia pequena, circular,
borda lisa, branca, cremosa.

Tapete, branca, cremosa,
lisa.

Colbnia pequena, circular,
borda lisa, Bege, cremosa.

Colénia pequena, circular,
borda lisa, marrom,
cremosa.

Bacilos Pq.

Bacilo Médios

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

APM 02

APM 03

APM 04

APM 05

APM 06

APM 07

APM 08

APM 09

APM 10

APM 11

APM 12

APM 13

APM 14

APM 15

APM 16

APM 17

APM 18

APM 19

APM 20

Diluigéo 0

RB1DIB

RB2 D2A

RB2 D2A

RB3 DIA

RB3 DI1A

RB3 DIA

RB3 DI1A

RB3 DIA

RB1DI1B

RB2 D1B

RB2 D1B

Diluigéo 0

Diluigdo 0

RB2 D2A

RB2 DI1B

RB3 DIA

Diluigdo 2

RB3 DIA

Diluigdo 0

Col6nia pequena,
circular, elevada, bordas
lisas, lisa, opaca, branca,
umida.

Colénia média, circular,
elevada, bordas lisas, lisa,
opaca, branca, umida.
Col6nia pequena,
puntiforme, elevada,
bordas lisas, lisa,
transltcida, branca,
umida.

Coldnia pequena,
puntiforme, plana, bordas
lisas, lisa, translucida,
branca, imida.
Coldnia média, circular,
elevada, bordas lisas, lisa,
translicida, amarela,
umida.

Colénia pequena,
puntiforme, elevada,
bordas lisas, lisa,
translacida, amarela,
umida.

Col6nia pequena,
circular, elevada, bordas
lisas, lisa, translucida,
branca, tmida.
Colénia pequena,
puntiforme, elevada,
bordas lisas, lisa,
transltcida, branca,
umida.

Colonia pequena,
puntiforme, elevada,
bordas lisas, lisa,
translicida, amarela,
umida.

Coldnia pequena,
circular, elevada, bordas
lisas, lisa, opaca, branca,
umida.

Colonia pequena,
puntiforme, elevada,
bordas lisas, lisa,
transltcida, branca,
umida.

Colénia pequena,
circular, elevada, bordas
lisas, lisa, translicida,
amarela, imida.

Col6nia pequena,
circular, plana, bordas
lisas, lisa, opaca, amarela,
seca.

Colonia média, circular,
plana, bordas lisas, lisa,
opaca, amarela, umida.
Col6nia pequena,
puntiforme, elevada,
bordas lisas, lisa,
transltcida, branca,
umida.

Coldnia pequena,
puntiforme, plana, bordas
lisas, lisa, translucida,
branca, imida.

Col6nia pequena,
puntiforme, plana, bordas
lisas, lisa, translucida,
branca, imida.
Coldnia pequena,
puntiforme, plana, bordas
lisas, lisa, translucida,
branca, imida.
Colonia média, circular,
elevada, bordas lisas, lisa,
transltcida, branca,
umida.

Coldnia pequena,
circular, elevada, bordas
lisas, lisa, translucida,
amarela, imida.
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Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Médios

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Médios

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.
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o))
)]

AHM 22 Diluigdo 1 Colénia pequena, circular, Bacilos Pq. APM 22 Diluigio 0 Colénia média, circular, Bacilos Pq.
borda lisa, marrom, elevada, bordas lisas, lisa,
cremosa. transltcida, amarela,
umida.

Diluigéo 0 Colbnia pequena, circular, Bacilos Pq. RB2 DI1B Coldnia média, circular, Bacilos Pq.
borda lisa, branca, cremosa. elevada, bordas lisas, lisa,
transltcida, amarela,
umida.

Colbnia pequena, circular, Bacilos Pq. Diluigéo 0 Coldnia média, circular, Bacilos Pq.
borda lisa, marrom, elevada, bordas lisas, lisa,
cremosa. translucida, opaca,
umida.

AHM 28 Diluigdo 1 Coldnia pequena, circular,
borda lisa, marrom,

cremosa.

Bacilos Pq.

AHM 31 RB1 D2B Col6nia pequena, circular, Bacilos pq AMM 01 RB1D2B Colonia pequena, Bacilos Pq.
borda lisa, branca, cremosa. puntiforme, elevada,
bordas lisas, lisa,
transltcida, amarela,
umida.

Colonia pequena, circular, Bacilos pq Colonia média, circular, Coco Pq.
borda lisa, marrom, elevada, bordas lisas, lisa,
cremosa. opaca, amarela, imida.

Diluigéo 1 Tapete, branca, lisa, Bacilos pq Colénia pequena,
cremosa. puntiforme, elevada,
bordas lisas, lisa,
translcida, amarela,
umida.

Bacilos Pq.

Colénia pequena, Coco Pq.
puntiforme, elevada,
bordas lisas, lisa,
transltcida, amarela,
umida.

Colbnia pequena, circular, Bacilos Pq. Colénia pequena, Bacilos Pq.
elevada, bordas lisas, lisa, puntiforme, elevada,
translicida, amarela, bordas lisas, lisa,
imida. transltcida, branca,
umida.

Colénia pequena, Bacilos Pq. Colbnia édia, circular, Bacilos Pq.
puntiforme, elevada, bordas elevada, bordas lisas, lisa,

lisas, lisa, translucida, translicida, amarela,
amarela, umida. ami

da.
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MhM 05 Diluigdo 1 Colbnia pequena, circular, Bacilos Pq. AMM 13 RB1 D0 Colénia pequena, Bacilos Pq.
marrom, lisa, cremosa. circular, elevada, bordas
irregulares, lisa,
translicida, amarela,
umida.

Colbnia pequena, circular, Bacilos Pq. Colénia pequena,
marrom, lisa, cremosa. puntiforme, elevada,
bordas lisas, lisa,
transltcida, amarela,
umida.

Bacilos Pq.

Colbnia pequena, circular, Bacilos Pq. Coldnia média, circular, Bacilos Pq.
branca, lisa, cremosa. elevada, bordas lisas, lisa,
transltcida, amarela,
umida.

Colbnia pequena, circular, Bacilos Pq. Diluigéo 0 Colbnia média, circular, Bacilos Pq.
branca, lisa, cremosa. elevada, bordas
irregulares, lisa,
translcida, amarela,
umida.

Diluigéo 2 Colbnia pequena, circular, Bacilos Pq. Diluigéo 2 Colbnia média, circular, Bacilos Pq.
marrom, lisa, cremosa. elevada, bordas lisas, lisa,
transltcida, amarela,
umida.

Colbnia pequena, circular, Bacilos Pq. Colénia pequena,
branca, lisa, cremosa. puntiforme, elevada,
bordas lisas, lisa,
transltcida, amarela,
umida.

Cocos Pq.

Colbnia pequena, circular, Bacilos Pq. Diluigéo 3 Col6nia pequena,
branca, lisa, cremosa. circular, elevada, bordas
lisas, lisa, translucida,
branca, timida.

Bacilos Pq.

Diluigéo 0 Colbnia pequena, circular, Bacilos Médios Colénia pequena,
branca, lisa, cremosa. circular, elevada, bordas
lisas, lisa, translucida,

branca, timida.

Bacilos Pq.

Diluigéo 3 Colénia pequena, Bacilos Pq.

circular, elevada, bordas

lisas, lisa, translucida,
branca, tmida.
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Isolado

MaM 01

MaM 02

MaM 03

MaM 04

MaM 05

MaM 06

MaM 07

MaM 08

MaM 09

Dilui¢éo

RB1D3B

Diluigéo 0

RB2

D2A

RB1 D3B

RB1D3B

RB2 D2A

RB3 DIA

RB2 D1B

RBI1 DOA

Morfotipo das Coldnias

Colonia média, circular,
elevada, bordas lisas, lisa,

translicida, amarela,
umida.

Colonia média, circular,
elevada, bordas lisas, lisa,

translcida, amarela,
mida.

Colonia média, circular,
elevada, bordas lisas, lisa,

translicida, amarela,
umida.

Colonia média, circular,
elevada, bordas lisas, lisa,

translcida, amarela,
mida.

Coldnia pequena,

puntiforme, elevada, bordas

lisas, lisa, translucida,
amarela, imida.

Colonia média, circular,
elevada, bordas lisas, lisa,

translcida, amarela,
mida.

Colonia média, circular,
elevada, bordas lisas, lisa,

translicida, amarela,
umida.

Colonia média, circular,
elevada, bordas lisas, lisa,

translcida, amarela,
mida.

Colonia média, circular,
elevada, bordas lisas, lisa,

translicida, amarela,
umida.

Morfologia dos

Isolados

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Isolado

PdM 01

PdM 02

Diluicdo Morfotipo das Colénias

RB1 DI1B Col6nia pequena,
puntiforme, elevada,
bordas lisas, lisa, opaca,
branca, tmida.

RB2 D1A Coldnia pequena,
puntiforme, elevada,
bordas lisas, lisa, opaca,
amarela, imida.

Apéndice 2 — Tabela com a descricio dos Isolados encontrados no meio de cultura SWA

AHA 02

AHA 03

AHA 04

AHA 05

AHA 06

AHA 07

AHA 08

AHA 09

AHA 10

AHA 11

AHA 12

AHA 13

RB1 DOA
RB1 DOA
RB3 DOA
Agua
Diluigdo 3
RB3 D1A
RB1 DOA
RB1 DOA
RB2 D1A

RB3 DI1A

RB1 D0B

RBID0B

RB3 D3B

Colbnia pequena, puntiforme,
elevada, bordas lisas, lisa,
translcida, amarela, seca.
Coldnia pequena, circular,
elevada, bordas lisas, lisa,
transliicida, amarela, imida.
Col6nia pequena, circular,
elevada, bordas lisas, lisa,
translticida, amarela, imida.
Colénia pequena, puntiforme,
elevada, bordas lisas, lisa,
translucida, branca, umida.
Coldnia pequena, circular,
elevada, bordas lisas, lisa,
translicida, branca, umida.
Colbnia pequena, puntiforme,
elevada, bordas lisas, lisa,
translicida, amarela, imida.
Colonia pequena, puntiforme,
plana, bordas lisas, lisa,
translicida, branca, imida.
Colbnia pequena, puntiforme,
plana, bordas lisas, lisa,
translicida, branca, imida.
Colbnia pequena, puntiforme,
plana, bordas lisas, lisa,
translicida, branca, imida.
Colénia pequena, puntiforme,
elevada, bordas lisas, lisa,
translicida, amarela, seca.
Colonia pequena, puntiforme,
elevada, bordas lisas, lisa,
translicida, amarela, imida.

Colonia pequena, puntiforme,
plana, bordas lisas, lisa,
translucida, branca, umida.
Col6nia pequena, circular,
elevada, bordas lisas, lisa,
translticida, amarela, imida.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

AMA 02

AMA 03

AMA 04

AMA 05

AMA 06

AMA 07

AMA 08

AMA 09

AMA 10

AMA 11

AMA 12

AMA 13

RB3 DIA

RB3 DIA

RBI DIA

Diluigéo 0

RBI DIA

RB3 D3A

RB1DIB

RB1 D1B

RB1 D2B

RB3 DIA

RB3 DIA

RBI1 DO

Colbnia pequena, puntiforme,
plana, bordas lisas, lisa,
transltcida, branca, umida.
Colénia pequena, puntiforme,
plana, bordas lisas, lisa,
translucida, branca, umida.
Colbnia pequena, puntiforme,
plana, bordas lisas, lisa,
transltcida, branca, umida.
Colénia pequena, puntiforme,
plana, bordas lisas, lisa,
transltcida, branca, umida.
Colonia pequena, puntiforme,
plana, bordas lisas, lisa,
transparente, branca, imida.
Colbnia pequena, puntiforme,
plana, bordas lisas, lisa,
translacida, branca, umida.
Colonia pequena, puntiforme,
plana, bordas lisas, lisa,
transltcida, branca, umida.
Colbnia pequena, puntiforme,
plana, bordas lisas, lisa,
translicida, amarela, imida.
Colbnia pequena, puntiforme,
plana, bordas lisas, lisa,
transltcida, amarela, amida.
Colonia pequena, puntiforme,
plana, bordas lisas, lisa,
translicida, amarela, imida.
Coldnia pequena,
puntiforme, plana, bordas
lisas, lisa, translucida,
branca, tmida.
Colénia pequena, puntiforme,
plana, bordas lisas, lisa,
transltcida, branca, umida.
Colbnia pequena, puntiforme,
plana, bordas lisas, lisa,
transltcida, amarela, amida.
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Morfologia dos
Isolados

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.
Bacilos Pq.
Bacilos Pq.
Bacilos Pq.
Bacilos Pq.
Bacilos Pq.
Bacilos Pq.
Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.
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AHA 14

AHA 15

AHA 16

AHA 17

AHA 18

AHA 19

AHA 21

AHA 23

AHA 24

AHA 25

Isolado

PdA 01

PdA 02

PdA 03

Isolado

MhA 01

MhA 02

Isolado

MaA 01

MaA 02

MaA 03

RB3 D2B

Diluigéo 3

Diluigéo 1

RB3 DI1A

RB3 DI1A

RB3 DOA

Diluigéo 1

RB1 DOA

RB3 D2A

RB3 D2C

Diluigdo

CORAL

CORAL

CORAL

Diluicao

CORAL

CORAL

Dilui¢do

CORAL

CORAL

CORAL

Colbnia pequena, puntiforme,
plana, bordas lisas, lisa,
translucida, branca, umida.
Colbnia pequena, plana, lisa,
amarela, cremosa.

Colénia pequena, circular,
plana, bordas lisas, lisa,
translucida, branca, umida.
Col6nia pequena, puntiforme,
plana, bordas lisas, lisa,
translicida, amarela, imida.

Colonia pequena, puntiforme,
plana, bordas lisas, lisa,
translicida, amarela, umida.
Colbnia pequena, puntiforme,
plana, bordas lisas, lisa,
translicida, branca, amida.
Colbnia pequena, puntiforme,
plana, bordas lisas, lisa,
translucida, amarela, umida.
Coldnia pequena, circular,
plana, bordas lisas, lisa,
translicida, branca, umida.

Colbnia pequena, circular, borda

lisa, branca, cremosa.

Colbnia pequena, circular, borda

lisa, Marrom, cremosa.

Morfologia das Colonias

Colbnia pequena, puntiforme,
elevada, bordas lisas, lisa,
transparente, branca, umida.
Col6nia pequena, circular,
elevada, bordas lisas, lisa,
opaca, branca, umida.
Col6nia pequena, circular,
elevada, bordas lisas, lisa,
opaca, branca, imida.

Morfotipo das
Coldnias

Col6nia média, circular,
elevada, bordas lisas, lisa,
translicida, branca, amida.
Colbnia pequena, puntiforme,
plana, bordas lisas, lisa,
translucida, branca, umida.

Morfotipo das

Colonias
Colbnia pequena, puntiforme,
elevada, bordas lisas, lisa,
translicida, branca, amida.

Colbnia pequena, puntiforme,
elevada, bordas lisas, lisa,
translucida, branca, umida.

Colonia pequena, puntiforme,
elevada, bordas lisas, lisa,
translicida, branca, imida.

Bacilos Pq. AMA 14

AMA 15
Bacilos Pq. AMA 16
Bacilos Pq. AMA 17
Bacilos Pq.

Bacilos Médios Isolado
Bacilos Pq. APA 01
Bacilos Pq. APA 02
Bacilos Pq. APA 03
Bacilos Pq. APA 04

APA 05
Morfologia dos APA 06
Isolados
Bacilos Pq. APA 07
Bacilos Médios APA 08
Bacilos Médios APA 09
APA 10
Morfologia APATL
dos Isolados
Bacilos Pq. APA 12

Bacilos Médios

Morfologia

dos Isolados
Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

RB3 D3B

Agua DO

RB3 D2A

RB3 D1B

Diluicao
Agua
Diluigdo 0
RB3 DI1A
RB2 D2A
RB1 D1B
RB2 D2A

RB2 D1B

Agua
Diluigdo 0
Diluigao 2

Agua
Diluigdo 0

Agua
Diluigéo 0

Agua

Diluigdo 0

Agua
Diluigéo 0

Colbnia pequena, puntiforme,
plana, bordas lisas, lisa,
translacida, branca, umida.
Colbnia pequena, puntiforme,
plana, bordas lisas, lisa,
translucida, branca, umida.
Colbnia pequena, puntiforme,
plana, bordas lisas, lisa,
translacida, branca, umida.
Col6nia pequena, puntiforme,
plana, bordas lisas, lisa,
transltcida, branca, umida.

Morfotipo das
Coldnias

Colénia média, circular,
elevada, bordas lisas, lisa,
opaca, amarela, imida.
Col6nia pequena, puntiforme,
plana, bordas lisas, lisa,
transltcida, branca, umida.
Colonia média, circular,
elevada, bordas lisas, lisa,
opaca, branca, imida
Colbnia pequena, puntiforme,
plana, bordas lisas, lisa,
opaca, branca, umida.
Colonia pequena, circular,
plana, bordas lisas, lisa,
opaca, branca, imida.

Colbnia pequena, puntiforme,
plana, bordas lisas, lisa,
transltcida, branca, umida
Colbnia pequena, circular,
elevada, bordas lisas, lisa,
opaca, branca, imida.
Colbnia pequena, circular,
elevada, bordas lisas, lisa,
translcida, amarela, umida.
Colénia média, circular,
elevada, bordas irregulares,
lisa, opaca, rosa, umida.
Colbnia pequena, circular,
elevada, bordas lisas, lisa,
opaca, amarela, amida.

Colonia pequena, puntiforme,
elevada, bordas lisas, lisa,
opaca, branca, imida.

Colonia pequena, circular,
plana, bordas lisas, lisa,
translicida, rosa, imida.
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Bacilos Médios
Bacilos Pq.
Bacilos Pq.

Bacilos Pq.

Morfologia dos
Isolados
Bacilos Pq.

Bacilos Pq.
Bacilos Pq.
Bacilos Pq.
Bacilos Pq.
Bacilos Pq.
Bacilos Pq.
Bacilos Pq.
Bacilos Pq.

Bacilos Médios

Bacilos Médios

Bacilos Pq.
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Identificacao dos isolados de M. Alcicornis; M. harttii e P. dilatata que apresentaram Atividade Antimicrobiana

Apéndice 3 - Tabela de classificacdo filogenética dos isolados bacterianos de M. alcicornis, M. harttii e P. Dilatata que apresentaram
atividade antimicrobiana. A tabela mostra o grau de confianca de cada grupo taxonémico.

ISOLADOS CORAIS
MHM 01 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Vibrionales Vibrionaceae Catenococcus 640
[100%)] [100%)] [100%)] [100%)] [100%)] [93%]
Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae 1 Bacillus 570
PdM 01 [100%] [100%)] [100%)] [100%)] [100%)] [100%)]
MHM 13 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Vibrionales Vibrionaceae Vibrio 600
[100%)] [100%] [100%)] [100%] [100%)] [100%]
PdA02 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae 1 Bacillus 630
[100%)] [100%)] [100%)] [100%)] [100%)] [100%)]
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ISOLADOS AGUA DO CORAL

Proteobacteria Alteromonadales Idiomarina
[100%)] [100%)] [100%)]

Proteobacteria Vibrionales Vibrio
[100%)] [100%)] [100%)]

Proteobacteria Vibrionales Vibrio
[100%)] [100%)] [100%)]

Proteobacteria Vibrionales Vibrio
[100%)] [100%)] [100%)]
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AMM 21 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Vibrionales Vibrionaceae Vibrio 490
[100%] [100%] [100%] [100%] [100%] [100%]
AMM 22 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Vibrionales Vibrionaceae Vibrio
[100%] [100%] [100%] [100%] [100%] [100%]

530

AMA 01 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 450
[100%)] [100%)] [100%)] [100%)] [100%)] [100%)]

APA 01 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Vibrionales Vibrionaceae Vibrio 610
[100%)] [100%)] [100%] [100%] [100%] [100%]

APA 03 Bacteria Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 650
[100%)] [100%)] [100%)] [100%] [99%] [90%]

APA 04 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Alteromonadales Pseudoalteromonad  Pseudoalteromonas 700
[100%] [100%)] [100%)] [100%)] aceae [100%]

[100%)]

APA 05 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Alteromonadales Idiomarinaceae Idiomarina 610
[100%)] [100%)] [100%)] [100%)] [100%)] [100%)]

APA 06 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Oceanospirillales Halomonadaceae Halomonas 700
[100%] [100%] [100%] [100%] [100%] [100%]
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Apéndice 4 — Tabela de resumo dos resultados das atividades testadas para os 182 Isolados das trés espécies de Corais:
M. alcicornis; M. harttii e P. dilatata.

Amplificagdo dos Primers Atividade Antimicrobiana Meio de
Identif. cultura
Isolado NAeLB
Agua
AHA 01 + - + - - - - Todos

AHA 03 + - - - - - - Todos

AHA 05 + - - - - - - Todos

AHA 07 + - - - - - - Todos

AHA 09 + - + - - - - Todos

AHA 11 + - + - - - - Todos

AHA 13 + - + - + - - Todos

AHA 15 + + + - - - - Todos

AHA 17 + - - - - - - Todos

AHA 19 + - - - - - - Todos

AHA 23 + + + - - - - Todos

AHA 25 + - + - - - - Todos
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Amplificacio dos Primers Atividade antimicrobiana Meio de
Identif. cultura
Isolado LB; NA; TSA;
Agua MA
AMA 01 + - - - + + + NA

AMA 03 + + - - - - - Todos

AMA 05 + - - - + - - Todos

AMA 07 + - + - + - - Todos

AMA 09 + - - - - - - Todos

AMA 11 + - - - + - - Todos

AMA 13 + - - - + - - Todos

AMA 15 + - + - + - - Todos

AMA 17 + - - - + - - Todos
Amplificacio dos Primers Atividade antimicrobiana Meio de
Identif. cultura
Isolado LB; NA; TSA;
Agua MA
APA 01 + - - - - - + NA
APA 03 + - - - + - + NA
APA 05 + - + - + - + NA
APA 07 + - - - - - - Todos
APA 09 + - - - - - - Todos
APA 11 + - - - - - - Todos
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Amplificacdo dos Primers Atividade antimicrobiana Meio de
Identif. cultura
Isolado LB; NA; TSA;
Agua MA
AHM 01 + - + - + - - Todos

AHM 03 + - + - + - - Todos

AHM 05 + - - - + - - Todos

AHM 07 + - - - + - - Todos

AHM 09 + - + - - - - Todos

AHM 11 + - - - - - - Todos

AHM 13 + - - - - - - Todos

AHM 15 + - - - - - - Todos

AHM 17 + - - - - - - Todos

AHM 19 + - - - - - - Todos

AHM 21 + - - - - - - Todos

AHM 23 + - - - - - - Todos

AHM 25 + - - - - - - Todos

AHM 27 + - - - - - - Todos

AHM 30 + - - - - - - Todos

AHM 32 + - - - - - - Todos

AHM 34 + - - - - - - Todos

AHM 36 + - - - - - - Todos
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Amplificacdo dos Primers Atividade antimicrobiana Meio de
Identif. cultura
Isolado LB; NA; TSA;
Agua MA
AMM 01 + - - - + - - Todos

AMM 03 + - - - + - - Todos

AMM 05 + - - - + - - Todos

AMM 07 + - - - + + + LB

AMM 09 + - - - + - - Todos

AMM 11 + - - - + - - Todos

AMM 13 + - - - + - + NA

AMM 15 + - + - + - - Todos

AMM 17 + - + - + - + NA

AMM 19 + - + - + + + NA

AMM 21 + - + - + + + NA

AMM 23 + - - - + - - Todos

AMM 25 + - - - + - - Todos

AMM 27 + - - - + - - Todos

AMM 29 + - + - + - - Todos
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Amplificacdo dos Primers Atividade antimicrobiana Meio de
Identif. cultura
Isolado LB; NA; TSA;
Agua MA
APM 01 + - - - - - - Todos

APM 03 + - - - - - - Todos

APM 05 + - - - + - - Todos

APM 07 + - + - + - - Todos

APM 09 + - + - + - - Todos

APM 11 + - + - + - - Todos

APM 13 + - - - - - - Todos

APM 15 + - - - + - - Todos

APM 17 + - + - + - - Todos

APM 19 + - + - + - - Todos

APM 21 + - + - + - - Todos

APM 23 + - + - + - - Todos

APM 25 + - + - + - - Todos

APM 27 + - - - + - - Todos
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