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1. Introdução e Justificativa

O aquecimento dos oceanos tem levado a um aumento das pesquisas sobre a 

suscetibilidade dos organismos a variações de temperatura. Nesse contexto, corais 

recifais e seus simbiontes (conjunto chamado de holobionte) têm recebido especial 

atenção devido à sua importância ecológica e sensibilidade a anomalias térmicas 

(Hoegh-Guldberg et al. 2007, Oliver & Palumbi 2011). Corais construtores de recifes de 

águas rasas possuem dinoflagelados fotossintetizantes simbiontes (zooxantelas) 

responsáveis por fornecer até 90% da energia necessária para suas funções biológicas. 

Esta simbiose acelera as taxas de crescimento do coral e favorece a formação de recifes, 

entretanto, ela pode ser facilmente rompida durante eventos de estresse (Stanley 2006), 

com a expulsão das zooxantelas pelo hospedeiro (Hoegh-Guldberg et al. 2007). Quando 

estressados, os corais perdem as zooxantelas e seu tecido fica transparente, tornando 

visível a cor branca do esqueleto de carbonato de cálcio. Esse processo é conhecido 

como branqueamento e pode levar os corais à morte dependendo da intensidade e 

duração do estresse (Stanley 2006). Devido à grande importância das zooxantelas na 

manutenção de saúde dos corais e consequentemente dos recifes coralíneos, diversos 

estudos têm explorado a ecologia e a diversidade molecular desses simbiontes (Oliver & 

Palumbi 2011). 

Eventos de branqueamento podem ocorrer em resposta a uma série de variáveis 

químicas e biológicas, entretanto, o aumento da temperatura da água do mar é a 

principal causa de branqueamentos pontuais ou em massa (Brown 1997). A exposição a 

anomalias térmicas de apenas 1-2 ºC acima da média de temperaturas máximas de verão 

pode levar ao rompimento da simbiose entre corais e zooxantelas, e longos períodos de 

exposição ao estresse podem resultar na mortalidade dos corais, levando grandes 

extensões recifais ao declínio simultaneamente (revisado por Brown 1997, Hoegh-

Guldberg et al. 2007, Hoegh-Guldberg & Bruno 2010, Hughes et a. 2017). 

As previsões realizadas pelo IPCC (sigla em inglês para Painel Intergovernamental 

de Mudanças Climáticas) sugerem, nos cenários mais extremos, que a temperatura 

global aumentará entre 2,4 e 6,4 ºC até 2050 (IPCC 2007, 2013). De acordo com estas 

projeções, comunidades recifais dominadas por corais, como as atuais, se tornarão raras 

até a metade do século XXI (Hoegh-Guldberg & Bruno 2010). Atualmente, a ocorrência 

de eventos de branqueamento global em massa cada vez mais frequentes, extensos e 

severos já tem sido relatada (Hughes et al. 2017), assim como foi projetado no início da 
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década (Hoegh-Guldberg & Bruno 2010). No Brasil, o mesmo fenômeno têm sido 

observado, com registros de branqueamento ocorrendo desde a década de 1990 e se 

tornando também mais frequentes e abrangentes (revisado por Lisboa et al. 2018). 

No primeiro semestre de 2018, a NOAA (National Oceanic and Atmospheric 

Administration) publicou um alerta de El Niño para o verão de 2018-2019, e esta 

previsão foi novamente confirmada em 4 de agosto, com probabilidade de ~70% de que 

o fenômeno climático ocorra no próximo verão (El Niño Watch: 

http://www.cpc.ncep.noaa.gov/products/analysis_monitoring/enso_advisory/). Segundo 

Lisboa e colaboradores (2018), os eventos de El Niño estão fortemente relacionados 

com anomalias térmicas positivas no Atlântico Sul, sugerindo um novo alerta de 

branqueamento para os corais brasileiros. Este alerta corrobora as previsões do IPCC 

para o meio do século (IPCC 2007, 2013), acentua as projeções de declínio dos recifes 

de coral (Hoegh-Guldberg & Bruno 2010) e confirma a observação de Hughes e 

colaboradores (2017) de eventos de branqueamento cada vez mais frequentes. 

Frente às previsões alarmantes, têm-se buscado entender a dinâmica e diversidade 

das associações simbióticas entre corais e zooxantelas. Atualmente são reconhecidas 

nove linhagens principais de zooxantelas, anteriormente denominadas “clados” e 

recentemente alocadas em gêneros distintos, pertencentes à família Symbiodiniaceae 

(LaJeunesse et al. 2018). Dentro de cada gênero existe ainda uma alta diversidade de 

linhagens, algumas já descritas como espécies e outras ainda reconhecidas por 

denominação alfa-nunérica (subtipos ou subclados). Quando em simbiose, as 

zooxantelas perdem seus caracteres taxonômicos típicos, e as linhagens são 

diferenciadas por análises moleculares (Baker 2003). É conhecido que essas linhagens 

apresentam diferenças fisiológicas marcantes, sendo umas mais tolerantes a estresses 

ambientais do que outras, e podem assegurar a sobrevivência dos hospedeiros em 

situações adversas (Baker 2003). Algumas espécies de corais podem se associar a 

zooxantelas distintas, dependendo das condições ambientais, e, nesses casos, a dinâmica 

da comunidade simbionte pode desempenhar um importante papel na adaptação térmica 

do holobionte (Oliver & Palumbi 2011). 

Acredita-se que a reorganização da comunidade simbionte, pela alteração dos tipos 

de zooxantelas dominantes, pode ser um mecanismo pelo qual os corais seriam capazes 

se adaptar às mudanças climáticas (Rowan 2004). De acordo com a Hipótese do 

Branqueamento Adaptativo (Buddemeier & Fautin 1993, Ware et al. 1996), após a 

perda de simbiontes decorrente do branqueamento o coral hospedeiro é capaz de 
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adquirir tipos de zooxantelas mais resistentes à nova condição térmica do ambiente 

(Kinzie et al. 2001). Neste processo, a comunidade simbionte sofreria uma alteração de 

dominância, em relação à comunidade pré-branqueamento, e reestabeleceria o equilíbrio 

em uma nova comunidade pós-branqueamento (Kinzie et al. 2001). 

Millepora alcicornis Linnaeus, 1758 é um hidrocoral zooxantelado, conhecido como 

coral-de-fogo, de ampla distribuição geográfica, comumente encontrado da Flórida 

(EUA) ao Rio de Janeiro (revisado por Pires et al. 2007). Os hidrocorais são cnidários 

pertencentes à Classe Hydrozoa que depositam um exoesqueleto calcário ramificado, 

similar ao construído pelos corais verdadeiros (da Classe Anthozoa, Ordem 

Scleractinia). O gênero Millepora Linnaeus, 1758 compreende as únicas espécies de 

corais ramificados encontrados no Brasil e desempenham um importante papel na 

manutenção da complexidade dos recifes brasileiros, sendo bastante comum nas bordas 

rasas dos recifes e em comunidades coralíneas (Laborel 1970, Castro & Pires 2001). A 

complexidade estrutural gerada pela forma ramificada desses organismos é responsável 

pela disponibilização de hábitat para diversos peixes e invertebrados marinhos, 

aumentando a biodiversidade do ambiente (Laborel 1970, Glynn 1993). 

Diversos estudos mostraram que M. alcicornis é extremamente suscetível a eventos 

de branqueamento relacionados a elevação da temperatura do mar ou ao aumento da 

incidência luminosa (Cook et al. 1990, Banaszak et al. 2003). Frequentemente, os 

mileporídeos são os primeiros corais a apresentarem sintomas de branqueamento e de 

recuperação durante e após anomalias térmicas (Cook et al. 1990, Glynn 1993), 

indicando uma resposta rápida às mudanças ambientais. Entretanto, o fator responsável 

pela adaptabilidade de Millepora spp. não é conhecido, podendo partir do hospedeiro, 

resiliente ao aquecimento, ou a resiliência pode ser adquirida através da composição ou 

flexibilidade de sua comunidade de zooxantelas, ou ainda uma junção desses fatores. 

O Brasil possui os únicos recifes de coral verdadeiros do Atlântico Sul, porém, 

poucos estudos buscaram compreender os padrões de associações entre corais e 

zooxantelas ao longo do seu litoral. Apenas na última década tiveram início os esforços 

em caracterizar as linhagens de zooxantelas presentes nos corais brasileiros (Costa et al. 

2008, 2013; Monteiro et al. 2013; Silva-Lima et al. 2015; Picciani et al. 2017). Apesar 

de sua importância, abundância e suscetibilidade ao branqueamento, a dinâmica das 

associações hospedeiro-simbiontes para hidrocorais ainda é desconhecida, e pouco se 

sabe sobre suas respostas a anomalias térmicas. Acompanhar a evolução e os efeitos da 
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anomalia prevista para o verão de 2019 será de extrema importância para aprimorar 

previsões e subsidiar esforços de conservação para os ambientes coralíneos brasileiros. 

Este projeto compreende um capítulo do projeto de tese da proponente, intitulado 

“Dinâmica das comunidades de dinoflagelados da família Symbiodiniaceae associados a 

corais recifais no Brasil e sua resposta aos efeitos de impactos locais e globais”. A tese 

tem o objetivo geral de acompanhar as variações temporais das comunidades de 

zooxantelas associadas a quatro espécies de coral, e avaliar os efeitos de fatores 

abióticos e impactos ambientais locais e globais na dinâmica das comunidades 

simbiontes e na saúde dos holobiontes, sendo estruturada em quatro capítulos: 

1 – Dinâmica das comunidades de zooxantelas associadas aos corais na 

Armação dos Búzios (RJ): No qual estão sendo avaliados os efeitos de impactos locais 

e fatores ambientais (temperatura e sedimentação) na dinâmica sazonal (por 19 meses) 

das associações hospedeiro-simbiontes de quatro espécies de corais, inclusive Millepora 

alcicornis, em cinco locais na Armação dos Búzios, com diferentes níveis de pressão 

antrópica. (Financiado pelo Projeto Ecorais, apoiado pelo Funbio a partir do Projeto de 

Apoio à Pesquisa Marinha e Pesqueira no Rio de Janeiro) 

2 – Corais e zooxantelas em cenários de anomalia térmica e acidificação dos 

oceanos: avaliação das respostas fisiológicas e seu potencial de recuperação: Neste 

capítulo serão avaliados os efeitos do aumento da temperatura e da acidificação 

(induzidos no Mesocosmo Marinho do Projeto Coral Vivo, em Arraial d’Ajuda, Porto 

Seguro, BA) sobre corais e zooxantelas, por meio do monitoramento da composição da 

comunidade simbionte, taxas de calcificação, atividade fotossintética, branqueamento e 

pós-recuperação de duas espécies de coral ao longo das anomalias. (Desenvolvido com 

o apoio do Projeto Coral Vivo, pelo Programa Petrobrás Ambiental) 

3 – Efeitos do aumento da temperatura da água do mar sobre corais e 

zooxantelas durante o El Niño de 2015-2016: Durante este evento de El Niño duas 

espécies de coral foram monitorados em Porto Seguro, BA, buscando investigar os 

efeitos de anomalias térmicas naturais sobre estes holobiontes através do 

monitoramento da comunidade simbionte e de suas taxas de branqueamento e 

sobrevivência decorrentes do evento de branqueamento causado pelo fenômeno 

climático. (Desenvolvido com o apoio da Rede de Pesquisas Coral Vivo) 

4 – Recomposição da comunidade de zooxantelas simbiontes do hidrocoral 

Millepora alcicornis após um evento de anomalia térmica: Descrito em detalhes na 

presente proposta. 
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Ao longo dessa abordagem será possivel obter um panorama bastante completo dos 

efeitos de impactos em escala local e global sobre corais recifais, além de nos permitir 

compreender como progridem as diferentes etapas do processo de branqueamento, 

desde o surgimento dos primeiros sintomas até a recuperação do holobionte, e como a 

dinâmica da comunidade de zooxantelas está envolvida nesse processo. Nos três 

primeiros capítulos serão investigadas as variações sazonais naturais da comunidade 

simbionte e sua associação com impactos locais; e os efeitos das mudanças climáticas 

globais sobre o holobionte, por meio de anomalias induzidas e naturais. Entretanto, 

apesar de a recuperação do holobionte pós-estresse ter sido observada nos demais 

capítulos, o processo rápido de reestabelecimento da comunidade de zooxantelas 

permanece obscuro. O desenvolvimento do trabalho aqui proposto pretende preencher 

esta lacuna, concluindo a análise do processo completo de branqueamento dos corais. 

 

2. Objetivos 

 

Objetivo Geral: 

Identificar e monitorar a dinâmica das linhagens de zooxantelas associadas ao 

hidrocoral Millepora alcicornis durante o processo de branqueamento e recuperação do 

holobionte ao longo de um período de anomalia térmica. 

 

Objetivos Específicos: 

 Avaliar o efeito do El Niño previsto para o final do verão de 2018 sobre as 

colônias de M. alcicornis de duas localidades na Região dos Lagos (RJ): Armação dos 

Búzios e Arraial do Cabo. 

 Monitorar as mudanças na composição e dominância da comunidade simbionte ao 

longo do processo de recolonização do tecido do hidrocoral pelas zooxantelas (em nível 

de subclado) até sua completa recuperação. 

 Acompanhar as variações de coloração, densidade de zooxantelas e conteúdo de 

clorofila no tecido do hidrocoral desde o mês anterior à anomalia térmica até a total 

recuperação dos indivíduos. 
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3. Metodologia 

 

Área de Estudo: 

O presente projeto será desenvolvido em dois pontos da Região dos Lagos (RJ): o 

canto direito da Praia da Tartaruga, na Armação dos Búzios, e o costão da Praia dos 

Anjos, em Arraial do Cabo. 

A Praia da Tartaruga foi um dos pontos monitorados pelo Projeto Ecorais – Saúde e 

Conservação dos Habitats Coralíneos da Armação dos Búzios, de dezembro de 2016 a 

junho de 2018, e neste, em relação aos demais, foi observada uma maior ocorrência de 

colônias branqueadas ao longo do período. Além disso, este ponto apresenta a maior 

cobertura de corais da região, está localizado em uma praia bastante frequentada por 

turistas e embarcações, e pertence a um do núcleos do Parque Natural dos Corais da 

Armação dos Búzios, uma unidade de conservação de proteção integral criada em 2009. 

Arraial do Cabo também é contemplada por uma unidade de conservação, a Reserva 

Extrativista Marinha de Arraial do Cabo, criada em 1997. O costão da Praia dos Anjos 

está dentro dos limites da ResEx, e é uma região de intenso tráfego de embarcações e 

turistas. No final do verão de 2018, a equipe do Projeto Costão Rochoso de Arraial do 

Cabo (também apoiado pelo Funbio a partir do Projeto de Apoio à Pesquisa Marinha e 

Pesqueira no Rio de Janeiro) verificou um alto índice de branqueamento de Millepora 

alcicornis neste ponto, em maior intensidade do que no entorno. 

As enseadas de Arraial do Cabo e da Armação dos Búzios foram descritas por 

Laborel (1970) como “Oásis Coralíneos”, devido à alta diversidade de corais confinados 

em enseadas circundadas por costões em mar aberto com fauna característica de águas 

frias. Esta região também é marcada por uma forte ressurgência sazonal, o que aumenta 

as amplitudes de variação de temperatura devido ao afloramento das águas mais 

profundas e frias (Palma & Matano 2009). Durante a ressurgência, que é comum no 

verão, a temperatura da água pode atingir os 12 ºC (Valentin 2001), contrastando com 

os picos de 26-28 ºC esperados durante o período de anomalia térmica. 

 

Monitoramento da saúde e da comunidade de zooxantelas de M. alcicornis: 

O estado de saúde e as zooxantelas associadas a M. alcicornis serão monitorados nos 

dois locais descritos acima a partir de fevereiro de 2019. A princípio serão realizadas 

campanhas mensais de monitoramento (preferencialmente na primeira semana do mês), 

com a coleta aleatória de amostras de 10 indivíduos em cada ponto para as análises 
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moleculares, de densidade de zooxantelas e quantificação do conteúdo de clorofila, 

além da obtenção de fotografias com escalas de cor para o acompanhamento imediato 

da saúde do coral. Sensores de luminosidade e temperatura serão instalados nos dois 

pontos monitorados, para acompanhar sua variação ao longo dos meses de amostragem. 

Assim que forem observados sintomas de branqueamento (tecido pálido ou manchas 

descoradas), 10 colônias, sendo quatro saudáveis e seis branqueadas, serão marcadas 

para monitoramento, com vergalhões de aço fincados no substrato adjacente. A partir 

daí as campanhas passarão a ocorrer a cada 15 dias, possibilitando um acompanhamento 

próximo da evolução do evento. Ao surgirem os primeiros sinais de recuperação após o 

evento de branqueamento, serão feitas amostragens semanais até a recuperação 

completa da coloração original do hidrocoral, indicativo da recomposição da 

comunidade de zooxantelas simbiontes. 

De acordo com as previsões da NOAA e com monitoramentos de branqueamento 

realizados pelas redes de pesquisa associadas e parceiras (Rede Coral Vivo, Projeto 

Ecorais e Projeto Costão Rochoso de Arraial do Cabo), é esperado que o evento de 

branqueamento ocorra entre março e abril de 2019. Sendo assim, os primeiros sinais de 

recuperação devem surgir por volta de maio e progredir até a recuperação completa das 

colônias em torno de junho de 2019. Isto resultará em cerca de 2 campanhas mensais 

(fevereiro e março), 3 campanhas quinzenais (março-2, abril-1, abril-2), 8 campanhas 

semanais (4 em maio e 4 em junho), totalizando 13 campanhas de coleta. Este desenho 

amostral resultará na coleta de 130 amostras, porém as datas previstas e o número final 

de campanhas e amsotras dependem de como e quando ocorrerá o branqueamento. 

Se o evento de El Niño previsto pela NOAA não ocorrer, e não for observado 

branqueamento até maio de 2019, as colônias serão branqueadas em laboratório e 

devolvidas ao ambiente para a recuperação. Para isso, 10 colônias serão coletadas, 

transportadas em caixas plásticas e mantidas em aquários com aeração e fluxo de água 

apropriados; quatro destas serão mantidas a 25 ºC como controle e seis serão 

submetidas a 30 ºC (quando geralmente ocorre branqueamento, Winter et al. 2016). As 

colônias serão devolvidas ao local em que foram coletadas, afixadas ao substrato com 

resina epoxi não-tóxica, e monitoradas como descrito acima, adequando-se as datas. 

Nesse caso, apenas um dos locais será utilizado (Armação dos Búzios ou Arraial do 

Cabo), devido a maior complexidade logística envolvida na manipulação de colônias. 
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Coletas de dados e análises laboratoriais: 

As amostras serão coletadas por meio de mergulho livre em dupla. Para a fixação dos 

sensores e marcação das colônias será necessário o uso de equipamento de mergulho 

autônomo. Pequenos fragmentos de cerca de 2 cm
2
 serão coletados e armazenados em 

nitrogênio líquido (a -196 ºC) até a realização das análises moleculares e de densidade 

de zooxantelas e conteúdo de clorofila. 

Para acessar a densidade de zooxantelas e o conteúdo relativo de clorofila no tecido 

dos corais, as amostras congeladas serão fixadas em formol 10% e descalcificadas em 

solução de ácido fórmico 5% e formol 10%. O tecido resultante será fotografado, para a 

mensuração da área amostrada, e homogeneizado em 6 mL de formol 2%. As 

zooxantelas presentes nessa solução serão contabilizadas por citometria de fluxo. 

A extração do DNA genômico total será feita com um kit comercial (DNeasy Plant 

Mini Kit - Qiagen). Para a identificação das linhagens de zooxantelas, a região do 

espaçador interno transcrito 2 do DNA ribossomal (ITS2 rDNA) será amplificada via 

PCR (Reação em Cadeia da Polimerase). As amplificações serão quantificadas e 

purificadas para o sequenciamento de última geração (NGS) na plataforma Illumina 

MiSeq. As amostras e reagentes para o sequenciamento serão transportados em gelo 

seco (-78 ºC) até o sequenciador. O NGS fornecerá um banco de sequências 

representativo das linhagens de zooxantelas associadas às amostras e possibilitará a 

análise e identificação e quantificação relativa de tipos dominantes e raros. 

 

Análises de dados: 

A densidade de zooxantelas e o conteúdo de clorofila obtidos pela citometria de 

fluxo serão padronizados por área de tecido, através da mensuração do fragmento no 

programa gratuito ImageJ (Schindelin et al. 2015). Análises de variância serão aplicadas 

para testar diferenças desses parâmetros entre colônias saudáveis e branqueadas ao 

longo do tempo. Possíveis relações com as variações de luminosidade e temperatura e a 

diversidade de zooxantelas serão buscadas por meio de análises de redundância (RDA). 

As análises serão feitas com os pacotes gratuitos “nlme” (Pinheiro et al. 2018) e 

“vegan” (Oksanen et al. 2018) no R (R 3.3.2 e RStudio 1.0.136; Rstudio Team 2015). 

As sequências obtidas pelo NGS serão editadas, para a retirada de grampos e trechos 

de baixa qualidade, no programa Geneious. A qualidade dos dados será avaliada no 

programa gratuito FastQC, e as sequências serão mapeadas contra uma base de dados, 

composta por sequências de ITS2 de zooxantelas obtidas pelo Laboratório de 



   Amana Guedes Garrido 

10 
 

Biodiversidade de Cnidaria da UFRJ e sequências disponibilizadas pelo NCBI, no 

programa Geneious. Com as sequências mantidas para análise, serão calculadas as 

frequências relativas de cada linhagem de zooxantela presente nas amostras, que serão 

comparadas quanto à diversidade e composição da comunidade ao longo do tempo. 

Reconstruções filogenéticas serão realizadas para verificar o grau de similaridade e 

as relações evolutivas entre os linhagens de zooxantelas encontradas. Para isso, as 

sequências obtidas serão alinhadas no programa gratuito MEGA 7 (Kumar et al. 2015) 

com sequências de ITS2 de zooxantelas do mesmo gênero indicado pelo mapeamento 

contra o banco de dados citato acima. Para a filogenia serão utilizados o método da 

Máxima Verossimilhança, na plataforma online PhyML (Guindon & Gascuel 2003) e 

análises Bayesianas, no programa gratuito MrBayes 3 (Ronquist & Huelsenbeck 2003). 

 

4. Atividades Previstas 

 

Campanhas de coleta de dados: 

O projeto contará com cerca de 13 campanhas de monitoramento na Praia da 

Tartaruga, Armação dos Búzios, e no costão da Praia dos Anjos, Arraial do Cabo (RJ). 

Os dois locais serão sempre visitados em uma mesma campanha. A primeira campanha 

contará com dois dias de trabalho em cada ponto, totalizando 4 dias, e as demais 

campanhas contarão com dois dias de trabalho no total, um dia em cada ponto. Durante 

as campanhas duas pessoas realizarão as seguintes atividades: 

 Instalação dos sensores de luminosidade e temperatura (primeira campanha); 

 Refixação ou reposição dos sensores (quando necessário); 

 Limpeza, manutenção e download dos dados dos sensores (todas as campanhas); 

 Fotografias das colônias de Millepora alcicornis com um padrão de escala de 

cores, para caracterizar o estado de saúde dos hidrocorais (todas as campanhas); 

 Coleta de amostras para análises moleculares, mensuração da densidade de 

zooxantelas e do conteúdo de clorofila (todas as campanhas); 

 Marcação das colônias monitoradas (assim que observado branqueamento); 

 Manutenção das marcações das colônias (sempre que necessário); 

 Recolhimento dos sensores e marcações (última campanha). 

Durante a primeira campanha, em fevereiro de 2019, serão instalados os sensores de 

luminosidade e temperatura e demarcadas as áreas de amostragem. Assim que os 
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primeiros sintomas de branqueamento forem observados, as colônias serão marcadas 

para o monitoramento, conforme descrito na metodologia. Três campanhas: a de 

instalação dos sensores, a de marcação das colônias e a de recolhimento dos sensores e 

marcações exigem o uso de equipamento de mergulho autônomo. As demais campanhas 

seguirão apenas com o monitoramento, amostragem e manutenção das marcações e 

sensores, atividades feitas por meio de mergulho livre. 

 

Atividades de laboratório: 

Conforme descrito anteriormente, as atividades de laboratório envolvem a 

preparação e mensuração das amostras no citômetro de fluxo, e a preparação e 

sequenciamento das amostras para a identificação da diversidade de zooxantelas por 

sequenciamento, e incluem as seguintes etapas: 

- Análise da densidade de zooxantelas e conteúdo relativo de clorofila: 

 Fixação das amostras em formol; 

 Descalcificação e fotografias das amostras para mensuração da área de tecido; 

 Homogeneização do tecido do coral em formol 2%; 

 Aplicação e leitura das amostras no citômetro de fluxo; 

 Cálculo da densidade de zooxantelas e do conteúdo de clorofila por área de tecido. 

- Análise da composição da comunidade de zooxantelas simbiontes: 

 Extração do DNA total das amostras destinadas à análise molecular; 

 Purificação dos produtos da extração e amplificação do marcador ITS2 rDNA 

para a identificação das linhagens de zooxantelas presentes em cada amostra; 

 Purificação dos produtos da amplificação, marcação e diluição das amostras para 

o sequenciamento de última geração (NGS); 

 Envio por correio das amostras para o NGS e obtenção dos dados moleculares; 

 Análises bioinformáticas dos bancos de sequências gerados pelo NGS. 

Por fim, serão feitas as análises estatísticas dos dados moleculares, buscando 

diferenças entre composição, diversidade e riqueza da comunidade simbionte ao longo 

do monitoramento; da densidade de zooxantelas, do conteúdo de clorofila e dos índices 

de branqueamento, buscando caracterizar o estresse observado quanto a sua intensidade, 

duração e efeito em termos de perda de zooxantelas ou degradação de pigmentos 

fotossintéticos; e das variáveis ambientais, a fim de relacionar as possíveis variações 

biológicas observadas com as medidas de temperatura e luminosidade no período. 
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5. Infraestrutura física e tecnológica utilizada 

 

Para as campanhas de coleta de dados será utilizado o carro particular da 

proponente. Cada campanha demandará dois dias de campo (exceto a primeira, que 

exigirá quatro dias) e a estadia será em Arraial do Cabo, na base do Laboratório de 

Ecologia de Ambientes Recifais (LECAR), da Universidade Federal Fluminense, 

coordenado pelo Prof. Carlos Eduardo Leite Ferreira, parceiro da presente proposta e 

também coordenador do Projeto Costão Rochoso de Arraial do Cabo. O equipamento de 

mergulho autônomo utilizado pertence ao Projeto Ecorais, coordenado pela Dr.ª Simone 

Oigman Pszczol, do Instituto Brasileiro de Biodiversidade (BrBio), também parceira da 

presente proposta. O ponto de monitoramento na Armação dos Búzios é um costão 

próximo à praia, de modo que não será necessário alugar embarcação, esta será 

necessária apenas em Arraial do Cabo. Também serão alugados quatro cilindros de 

mergulho para cada uma das três campanhas com mergulho autônomo, em operadoras 

de mergulho da região. Assim que coletadas, as amostras serão armazenadas em um 

botijão de nitrogênio líquido, também cedido pelo “Projeto Ecorais”, o seu 

abastecimento será feito na UFRJ, disponibilizado pelo Centro de Ciências da Saúde. 

As análises laboratoriais serão desenvolvidas no Laboratório de Biodiversidade de 

Cnidaria (LaBiCni) da UFRJ, coordenado pela Prof.ª Carla Zilberberg. O laboratório, 

localizado no Núcleo em Ecologia e Desenvolvimento Ambiental de Macaé (NUPEM / 

UFRJ), conta com todos os equipamentos necessários às análises moleculares: 

micropipetas automáticas, centrífuga, banho térmico, termocicladores, refrigerador, 

geladeira, cubas de eletroforese, transiluminador ultravioleta, microondas e balança de 

precisão. O LaBiCni também possui a câmera fotográfica digital subaquática utilizada 

para a documentação das colônias. Após o retorno da campanha de coleta, as amostras 

serão transferidas do nitrogênio líquido para o ultra freezer (-80 ºC) de uso comum do 

NUPEM, onde ficarão armazenadas até a realização das análises moleculares. O 

LaBiCni também conta com os recursos computacionais necessários às análises de 

dados, incluindo a licença do programa usado para as análises das sequências obtidas. 

A análise de densidade de zooxantelas e conteúdo de clorofila serão realizadas em 

colaboração com o Laboratório de Fitoplâncton Marinho (FitoMar) da UFRJ, 

coordenado pelo Prof. Paulo Salomon, que possui um citômetro de fluxo. O 

sequenciamento será realizado em colaboração como o Laboratório de Genoma, da 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro, coordenado pelo Prof. Rodolpho Albano.   
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6. Cronograma 

 2019 2020 2021 2022 

 Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez 
1° 

Sem. 
2° 

Sem. 
1° 

Sem. 

2° 
Sem

. 
Fev 

Atividades gerais PPG                 

Revisão bibliográfica x x x x x x x x x x x x x x x x  

Disciplinas restantes PPGBBE  x      x          

Doutorado sanduíche
 

            x x    

Qualificação              x    

Redação da tese               x x  

Defesa                 x 

Atividades de campo                 

Coletas pré-branqueamento  x x               

Marcação das colônias branqueadas   x               

Coletas branqueamento   x x              

Coletas recuperação     x x            

Atividades de laboratório                 

Análises das fotografias       x           

Citometria de fluxo       x           

Extração do DNA total       x x          

Amplificação do ITS2 rDNA        x x         

Sequenciamento          x x       

Análise dos dados          x x x      

Redação                 

Relatoria campo e prestação de contas        x          

Relatoria final e prestação de contas             x     
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7. Orçamento e estimativa de gastos 

Orçamento da Pesquisa e Estimativa de Gastos 

Categoria de 

despesa 
Descrição dos itens 

Cedido p/ 

Instituição  

(Sim / Não) 

Quanti- 

dade 
Unidade 

Valor 

Unitário 

(R$) 

Valor 

Total 

(R$) 

Previsão de 

gasto 

Uso e consumo 

Material para marcação das colônias (vergalhões, resina 

epoxi, braçadeiras, marreta, espátulas) 
Não 1 unidade 400,00 400,00 Jan/2019 

Gelo seco (para transporte de reagentes e amostras) Não 24 kg 16,00  384,00 Out-Nov/2019 

HotStar HiFidelity DNA Polymerase (1000U) (reagente para 

amplificação do ITS2) 
Não 1 unidade 4.781,00 4.781,00 Ago/2019 

PhiX control v3 (reagente para o sequenciamento) Não 1 unidade 805,00  805,00 Ago/2019 

MiSeq Reagent Nano kit, V2 (500 cycles) (reagente para o 

sequenciamento) 
Não 2 kit 1.800,00  3.600,00 Set/2019 

Nextera XT Index Kit (96 ind., 384 samp.) (reagente para o 

sequenciamento) 
Não 1 kit 5.050,00  5.050,00 Set/2019 

Manutenção de pipetas automáticas Não 5 unidade 300,00  1.500,00 Jul/2019 

Plásticos para rotina de laboratório (tubos eppendorf, placas 

de 96 poços, criotubos, luvas, ponteiras para pipetas) 
Não 1 unidade  2.038,00 2.038,00 Ago/2019 

DNeasy Plant Mini Kit (50) (kit para extração de DNA) Não 3 kit 1.404,00 4.212,00 Jul/2019 

ProNex® Size-Selective Purification System (10ml) (kit 

para purificação de DNA) 
Não 1 kit 1.190,00 1.190,00 Jul/2019 

Correios (envio de reagentes e amostras) Não 2 pacote 80,00  160,00 Out-Nov2019 

Serviço de Terceiros 

P. Física 
Aluguel de embarcação (campanhas de Arraial do Cabo) Não 13 dia 150,00  1.950,00 Fev-Jun/2019 

Serviço de terceiros 

P. Jurídica 

Aluguel de cilindros para mergulho autônomo Não 12 unidade 45,00  540,00 Fev-Jun/2019 

Seguro de mergulho (DAN) (2 pessoas + 1 extra) Não 3 ass. anual 290,00 870,00 Jan/2019 

Viagens 

Combustível Não 400 litro 5,30  2.120,00 Fev-Jun/2019 

Pedágio Não 13 campanha 50,00  650,00 Fev-Jun/2019 

Diária Não 28 dia 250,00  7.000,00 Fev-Jun/2019 

Equipamentos Sensor de luminosidade e temperatura (+extras p/ reposição) Não 5 unidade 550,00  2.750,00 Jan/2019 

TOTAL 40.000,00  
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8. Resultados Esperados e Impacto Previsto do Projeto 

 

De acordo com as previsões de anomalias térmicas da NOAA para o verão de 2019 

e com outros eventos de branqueamento observados no Brasil (dados do Projeto Coral 

Vivo no Recife de Fora, Bahia, durante o El Niño de 2016; dados do Projeto Ecorais 

durante o La Niña de 2018; e observações da equipe do Projeto Costão Rochoso de 

Arraial do Cabo durante o La Niña de 2018), esperamos que o branqueamento seja 

observado em março de 2019, quando a temperatura da água pode chegar a 28 ºC. É 

esperado que as colônias branqueadas já estejam completamente recuperadas até julho 

do mesmo ano com as temperaturas máximas retornando aos 25 ºC. Em nenhum desses 

eventos já monitorados foi registrada a mortalidade de colônias, portanto, se a anomalia 

térmica não ultrapassar os 30 ºC é possível que este cenário se repita. 

A amostragem inicial, de colônias saudáveis pré-branqueamento, devem indicar 

colônias de Millepora alcicornis com coloração normal (marrom alaranjadas, de índice 

4 ou 5 do cartão de escala de cores) com densidade de zooxantelas entre 6x10
5
 e 1x10

6
 

céls/cm
2
 (de acordo com Calvet 2018, e dados ainda não publicados de M. Pacheco, da 

equipe do Projeto Costão Rochoso de Arraial do Cabo). As comunidades simbiontes 

devem então ser dominadas principalmente por zooxantelas do gênero Breviolum 

LaJeunesse e colaboradores, 2018 (Clado B), seguidas pelo gênero Symbiodinium 

(Freudenthal, 1962) (Clado A), podendo conter representantes do gênero Cladocopium 

LaJeunesse e colaboradores, 2018 (Clado C) em menor densidade (de acordo com dados 

do Projeto Ecorais, ainda não publicados). Sabemos que zooxantelas de gêneros 

diferentes apresentam características fisiológicas distintas, e algumas diferenças 

também são observadas entre espécies e linhagens dentro de cada gênero (Baker 2003). 

Levantamentos da diversidade de zooxantelas para esta mesma região, realizados pela 

proponente durante o seu mestrado e durante o Projeto Ecorais, indicaram a presença 

das linhagens C3 (gênero Cladocopium), A4 (gênero Symbiodinium) e uma nova 

linhagem do gênero Breviolum ainda não descrita, aparentemente associada a regiões de 

grande amplitude de variação de temperatura causada pela ressurgência. Sendo assim, 

esperamos encontrar uma alta diversidade de linhagens ao longo das amostragens e 

identificar novas linhagens, ainda desconhecidas da ciência, quando as comunidades 

foram afetadas pelo branqueamento e ao longo do seu processo de recuperação. 

Algumas destas podem ter um importante papel na recolonização do tecido do 

hospedeiro e em sua adaptação térmica e/ou luminosa. 
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Mudanças na intensidade luminosa do ambiente podem explicar eventuais padrões 

divergentes ao longo do monitoramento. O aumento da luminosidade pode ser um fator 

agravante no processo de branqueamento, de modo que ambientes com maior incidência 

luminosa estão mais sujeitos ao branqueamento do que os demais. Além disso, mesmo 

que a temperatura da água não atinja valores tão elevados, é possível que vários dias de 

alta incidência luminosa, característicos do verão, levem ao evento de branqueamento. 

Inicialmente, durante o pico do branqueamento, as colônias de M. alcicornis devem 

perder drasticamente suas zooxantelas associadas, reduzindo o conteúdo de clorofila e a 

densidade de zooxantelas para cerca de 1x10
5
 céls/cm

2
 (de acordo com Calvet 2018, e 

dados não publicados de M. Pacheco), em relação às mensurações iniciais pré-

branqueamento. Neste processo, a coloração do tecido se tornará branca ou bastante 

pálida (índice 1 ou 2 da escala de cores) e a comunidade de zooxantelas perderá 

principalmente suas linhagens dominantes. Com a comunidade simbionte reduzida a 1/6 

do normal, o tecido do hidrocoral pode servir como substrato livre para colonização por 

outras linhagens de zooxantelas oportunistas e/ou mais adaptadas ao estresse térmico. 

O aparecimento de novas linhagens de zooxantelas (como representantes do gênero 

Durusdinium LaJeunesse e colaboradores, 2018 (Clado D) e de outras linhagens dos 

gêneros citados acima) ou aumento da representatividade de linhagens já existentes 

(como Breviolum sp., por exemplo) deverá ser observado durante as primeiras semanas 

de recuperação. Isso deve ocorrer após o pico do branqueamento, quando a temperatura 

da água se mantiver abaixo dos 25 ºC durante a maior parte do tempo e a densidade de 

zooxantelas no tecido do hidrocoral começar a aumentar. Essa comunidade transitória e 

dinâmica pode desempenhar um importante papel na recuperação do holobionte após o 

estresse térmico. Sem pigmentação, o tecido do coral se torna um ambiente estressante 

para as linhagens de zooxantelas que compunham sua comunidade simbionte. As novas 

linhagens adquiridas do ambiente, ou a dominância de linhagens anteriormente em 

baixa densidade, podem favorecer a recolonização do tecido, tornando-o menos 

estressante para a comunidade que se reestabelecerá. 

Com o acompanhamento do processo de recuperação esperamos identificar quais 

linhagens de zooxantelas são inicialmente responsáveis pela recolonização do tecido do 

hidrocoral e caracterizar a sucessão de linhagens, que podem se alternar e/ou variar em 

proporção relativa, até o reestabelecimento de uma comunidade simbionte saudável e 

estável pós-branqueamento. Este reestabelecimento deve ser caracterizado pela 

normalização da coloração do tecido e pela presença de zooxantelas em densidade igual 
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ou superior à da comunidade pré-branqueamento. Essa nova comunidade simbionte (1) 

pode apresentar a mesma composição e riqueza observadas nas comunidades pré-

branqueamento, indicando que as linhagens encontradas no processo de recuperação 

foram apenas transitórias, ou (2) pode ser dominada por tipos diferentes de zooxantelas 

ou mesmo manter em baixa densidade as linhagens adquiridas na recuperação. No 

primeiro caso, as linhagens transitórias, embora participem do processo de recuperação, 

não resultam em nenhuma vantagem para o coral em termos adaptativos, uma vez que o 

holobionte estará igualmente suscetível ao próximo evento de anomalia térmica. No 

segundo caso, o holobionte pode ter adquirido zooxantelas mais aptas a lidar com as 

anomalias, corroborando a Hipótese do Braqueamento Adaptativo (Ware et al. 1996). 

Estes resultados nos permitirão compreender como os únicos corais ramificados 

brasileiros respondem a impactos globais e estimar seu potencial adaptativo, além de 

fornecer informações sobre a diversidade genética e a dinâmica das zooxantelas 

associadas, identificando que linhagens estão presentes em cada etapa do processo de 

branqueamento e recuperação. A presença dos hidrocorais nos ambientes coralíneos está 

intimamente realcionada à manutenção de sua biodiversidade, que pode entrar em 

declínio caso esses organismos sejam afetados com severidade por eventos de 

branqueamento. Apesar de sua relevância para estratégias de conservação de ambientes 

marinhos, existem poucos dados sobre o tema no Brasil. Além disso, será possível testar 

a Hipótese do Branqueamento Adaptativo (Ware et al. 1996), para a elaboração de 

previsões a respeito do futuro estado dessa espécie, e dos recifes e ambientes coralíneos, 

frente a cenários de mudanças climáticas. Em uma escala local, os resultados da 

presente propostas contribuem com dados básicos para os programas de gestão e 

manejo de ambas as unidades de conservação marinhas envolvidas: a Reserva 

Extrativista Marinha de Arraial do Cabo e o Parque Natural dos Corais, na Armação dos 

Búzios, que atraem um grande número de turistas ao longo do ano e são essenciais 

economia da região. 
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