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1. Introducdo e Justificativa

O aquecimento dos oceanos tem levado a um aumento das pesquisas sobre a
suscetibilidade dos organismos a variagdes de temperatura. Nesse contexto, corais
recifais e seus simbiontes (conjunto chamado de holobionte) tém recebido especial
atencdo devido a sua importancia ecoldgica e sensibilidade a anomalias térmicas
(Hoegh-Guldberg et al. 2007, Oliver & Palumbi 2011). Corais construtores de recifes de
aguas rasas possuem dinoflagelados fotossintetizantes simbiontes (zooxantelas)
responsaveis por fornecer até 90% da energia necessaria para suas funcdes biologicas.
Esta simbiose acelera as taxas de crescimento do coral e favorece a formacéo de recifes,
entretanto, ela pode ser facilmente rompida durante eventos de estresse (Stanley 2006),
com a expulsdo das zooxantelas pelo hospedeiro (Hoegh-Guldberg et al. 2007). Quando
estressados, 0s corais perdem as zooxantelas e seu tecido fica transparente, tornando
visivel a cor branca do esqueleto de carbonato de calcio. Esse processo € conhecido
como branqueamento e pode levar os corais a morte dependendo da intensidade e
duracdo do estresse (Stanley 2006). Devido a grande importancia das zooxantelas na
manutencdo de salde dos corais e consequentemente dos recifes coralineos, diversos
estudos tém explorado a ecologia e a diversidade molecular desses simbiontes (Oliver &
Palumbi 2011).

Eventos de branqueamento podem ocorrer em resposta a uma série de variaveis
quimicas e bioldgicas, entretanto, o aumento da temperatura da agua do mar é a
principal causa de branqueamentos pontuais ou em massa (Brown 1997). A exposi¢éo a
anomalias térmicas de apenas 1-2 °C acima da média de temperaturas maximas de verao
pode levar ao rompimento da simbiose entre corais e zooxantelas, e longos periodos de
exposicdo ao estresse podem resultar na mortalidade dos corais, levando grandes
extensdes recifais ao declinio simultaneamente (revisado por Brown 1997, Hoegh-
Guldberg et al. 2007, Hoegh-Guldberg & Bruno 2010, Hughes et a. 2017).

As previsdes realizadas pelo IPCC (sigla em inglés para Painel Intergovernamental
de Mudancas Climéticas) sugerem, nos cenarios mais extremos, que a temperatura
global aumentaréa entre 2,4 e 6,4 °C até 2050 (IPCC 2007, 2013). De acordo com estas
projecdes, comunidades recifais dominadas por corais, como as atuais, se tornarao raras
até a metade do século XXI (Hoegh-Guldberg & Bruno 2010). Atualmente, a ocorréncia
de eventos de branqueamento global em massa cada vez mais frequentes, extensos e

severos ja tem sido relatada (Hughes et al. 2017), assim como foi projetado no inicio da
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década (Hoegh-Guldberg & Bruno 2010). No Brasil, 0 mesmo fenémeno tém 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 Nifio para o verdo de 2018-2019, e esta
previsdo foi novamente confirmada em 4 de agosto, com probabilidade de ~70% de que
o fenbmeno climatico ocorra no proximo verdo (EI Nifio Watch:
http://www.cpc.ncep.noaa.gov/products/analysis_monitoring/enso_advisory/). Segundo
Lisboa e colaboradores (2018), os eventos de El Nifio estdo fortemente relacionados
com anomalias térmicas positivas no Atlantico Sul, sugerindo um novo alerta de
branqueamento para os corais brasileiros. Este alerta corrobora as previsdes do IPCC
para 0 meio do século (IPCC 2007, 2013), acentua as projecdes de declinio dos recifes
de coral (Hoegh-Guldberg & Bruno 2010) e confirma a observacdo de Hughes e
colaboradores (2017) de eventos de branqueamento cada vez mais frequentes.

Frente as previsGes alarmantes, tém-se buscado entender a dindmica e diversidade
das associacOes simbioticas entre corais e zooxantelas. Atualmente sdo reconhecidas
nove linhagens principais de zooxantelas, anteriormente denominadas “clados” e
recentemente alocadas em géneros distintos, pertencentes a familia Symbiodiniaceae
(LaJeunesse et al. 2018). Dentro de cada género existe ainda uma alta diversidade de
linhagens, algumas ja descritas como espécies e outras ainda reconhecidas por
denominacdo alfa-nunérica (subtipos ou subclados). Quando em simbiose, as
zooxantelas perdem seus caracteres taxondmicos tipicos, e as linhagens séao
diferenciadas por analises moleculares (Baker 2003). E conhecido que essas linhagens
apresentam diferencas fisioldgicas marcantes, sendo umas mais tolerantes a estresses
ambientais do que outras, e podem assegurar a sobrevivéncia dos hospedeiros em
situacBes adversas (Baker 2003). Algumas espécies de corais podem se associar a
zooxantelas distintas, dependendo das condi¢fes ambientais, e, nesses casos, a dinamica
da comunidade simbionte pode desempenhar um importante papel na adaptacdo térmica
do holobionte (Oliver & Palumbi 2011).

Acredita-se que a reorganizacdo da comunidade simbionte, pela alteragdo dos tipos
de zooxantelas dominantes, pode ser um mecanismo pelo qual os corais seriam capazes
se adaptar as mudancas climaticas (Rowan 2004). De acordo com a Hipotese do
Branqueamento Adaptativo (Buddemeier & Fautin 1993, Ware et al. 1996), apos a

perda de simbiontes decorrente do branqueamento o coral hospedeiro é capaz de
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adquirir tipos de zooxantelas mais resistentes a nova condicdo térmica do ambiente
(Kinzie et al. 2001). Neste processo, a comunidade simbionte sofreria uma alteracéo de
dominancia, em relagdo a comunidade pré-branqueamento, e reestabeleceria o equilibrio
em uma nova comunidade po6s-branqueamento (Kinzie et al. 2001).

Millepora alcicornis Linnaeus, 1758 € um hidrocoral zooxantelado, conhecido como
coral-de-fogo, de ampla distribuicdo geografica, comumente encontrado da Florida
(EUA) ao Rio de Janeiro (revisado por Pires et al. 2007). Os hidrocorais sdo cnidarios
pertencentes a Classe Hydrozoa que depositam um exoesqueleto calcario ramificado,
similar ao construido pelos corais verdadeiros (da Classe Anthozoa, Ordem
Scleractinia). O género Millepora Linnaeus, 1758 compreende as Unicas espécies de
corais ramificados encontrados no Brasil e desempenham um importante papel na
manutencdo da complexidade dos recifes brasileiros, sendo bastante comum nas bordas
rasas dos recifes e em comunidades coralineas (Laborel 1970, Castro & Pires 2001). A
complexidade estrutural gerada pela forma ramificada desses organismos é responsavel
pela disponibilizacdo de habitat para diversos peixes e invertebrados marinhos,
aumentando a biodiversidade do ambiente (Laborel 1970, Glynn 1993).

Diversos estudos mostraram que M. alcicornis é extremamente suscetivel a eventos
de branqueamento relacionados a elevacdo da temperatura do mar ou ao aumento da
incidéncia luminosa (Cook et al. 1990, Banaszak et al. 2003). Frequentemente, 0s
mileporideos sdo 0s primeiros corais a apresentarem sintomas de branqueamento e de
recuperacdo durante e apOs anomalias térmicas (Cook et al. 1990, Glynn 1993),
indicando uma resposta rapida as mudancgas ambientais. Entretanto, o fator responsavel
pela adaptabilidade de Millepora spp. ndo é conhecido, podendo partir do hospedeiro,
resiliente ao aquecimento, ou a resiliéncia pode ser adquirida através da composicédo ou
flexibilidade de sua comunidade de zooxantelas, ou ainda uma juncéao desses fatores.

O Brasil possui os Unicos recifes de coral verdadeiros do Atlantico Sul, porém,
poucos estudos buscaram compreender os padrfes de associacbes entre corais e
zooxantelas ao longo do seu litoral. Apenas na Gltima década tiveram inicio os esforgos
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 importancia, abundancia e suscetibilidade ao branqueamento, a dindmica das
associacOes hospedeiro-simbiontes para hidrocorais ainda ¢ desconhecida, e pouco se

sabe sobre suas respostas a anomalias térmicas. Acompanhar a evolugdo e os efeitos da
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anomalia prevista para o verdo de 2019 sera de extrema importancia para aprimorar
previsdes e subsidiar esforcos de conservacao para 0s ambientes coralineos brasileiros.

Este projeto compreende um capitulo do projeto de tese da proponente, intitulado
“Dinamica das comunidades de dinoflagelados da familia 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 variagdes temporais das comunidades de
zooxantelas associadas a quatro espécies de coral, e avaliar os efeitos de fatores
abidticos e impactos ambientais locais e globais na dindmica das comunidades
simbiontes e na satde dos holobiontes, sendo estruturada em quatro capitulos:

1 — Dinadmica das comunidades de zooxantelas associadas aos corais na
Armacdo dos Bazios (RJ): No qual estdo sendo avaliados os efeitos de impactos locais
e fatores ambientais (temperatura e sedimentacdo) na dindmica sazonal (por 19 meses)
das associacdes hospedeiro-simbiontes de quatro espécies de corais, inclusive Millepora
alcicornis, em cinco locais ha Armacao dos Buzios, com diferentes niveis de pressao
antrépica. (Financiado pelo Projeto Ecorais, apoiado pelo Funbio a partir do Projeto de
Apoio a Pesquisa Marinha e Pesqueira no Rio de Janeiro)

2 — Corais e zooxantelas em cenarios de anomalia térmica e acidificacdo dos
oceanos: avaliacdo das respostas fisiologicas e seu potencial de recuperacdo: Neste
capitulo serdo avaliados os efeitos do aumento da temperatura e da acidificacdo
(induzidos no Mesocosmo Marinho do Projeto Coral Vivo, em Arraial d’Ajuda, Porto
Seguro, BA) sobre corais e zooxantelas, por meio do monitoramento da composicao da
comunidade simbionte, taxas de calcificacdo, atividade fotossintética, branqueamento e
pos-recuperacao de duas espécies de coral ao longo das anomalias. (Desenvolvido com
0 apoio do Projeto Coral Vivo, pelo Programa Petrobras Ambiental)

3 — Efeitos do aumento da temperatura da agua do mar sobre corais e
zooxantelas durante o El Nifio de 2015-2016: Durante este evento de El Nifio duas
espécies de coral foram monitorados em Porto Seguro, BA, buscando investigar os
efeitos de anomalias térmicas naturais sobre estes holobiontes atraves do
monitoramento da comunidade simbionte e de suas taxas de branqueamento e
sobrevivéncia decorrentes do evento de brangueamento causado pelo fenémeno
climatico. (Desenvolvido com o apoio da Rede de Pesquisas Coral Vivo)

4 — Recomposicdo da comunidade de zooxantelas simbiontes do hidrocoral
Millepora alcicornis ap6s um evento de anomalia térmica: Descrito em detalhes na

presente proposta.
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Ao longo dessa abordagem sera possivel obter um panorama bastante completo dos
efeitos de impactos em escala local e global sobre corais recifais, alem de nos permitir
compreender como progridem as diferentes etapas do processo de branqueamento,
desde o surgimento dos primeiros sintomas até a recuperacao do holobionte, e como a
dindmica da comunidade de zooxantelas estd envolvida nesse processo. Nos trés
primeiros capitulos serdo investigadas as variagGes sazonais naturais da comunidade
simbionte e sua associagdo com impactos locais; e os efeitos das mudancas climéticas
globais sobre o holobionte, por meio de anomalias induzidas e naturais. Entretanto,
apesar de a recuperacdo do holobionte pds-estresse ter sido observada nos demais
capitulos, o processo rapido de reestabelecimento da comunidade de zooxantelas
permanece obscuro. O desenvolvimento do trabalho aqui proposto pretende preencher

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

2. Objetivos

Obijetivo Geral:

Identificar e monitorar a dindmica das linhagens de zooxantelas associadas ao
hidrocoral Millepora alcicornis durante o processo de branqueamento e recuperacgdo do

holobionte ao longo de um periodo de anomalia térmica.

Obijetivos Especificos:

e Auvaliar o efeito do El Nifio previsto para o final do verdo de 2018 sobre as
col6nias de M. alcicornis de duas localidades na Regido dos Lagos (RJ): Armacdo dos
Buzios e Arraial do Cabo.

e Monitorar as mudancas na composi¢cdo e dominancia da comunidade simbionte ao
longo do processo de recolonizacdo do tecido do hidrocoral pelas zooxantelas (em nivel
de subclado) até sua completa recuperacao.

e Acompanhar as variagdes de coloracdo, densidade de zooxantelas e conteddo de
clorofila no tecido do hidrocoral desde o més anterior & anomalia térmica até a total

recuperacgdo dos individuos.
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3. Metodologia

Area de Estudo:

O presente projeto sera desenvolvido em dois pontos da Regido dos Lagos (RJ): o
canto direito da Praia da Tartaruga, na Armacdo dos Buzios, e 0 costdo da Praia dos
Anjos, em Arraial do Cabo.

A Praia da Tartaruga foi um dos pontos monitorados pelo Projeto Ecorais — Salde e
Conservacdo dos Habitats Coralineos da Armacao dos Buzios, de dezembro de 2016 a
junho de 2018, e neste, em relacdo aos demais, foi observada uma maior ocorréncia de
colbnias branqueadas ao longo do periodo. Além disso, este ponto apresenta a maior
cobertura de corais da regido, estd localizado em uma praia bastante frequentada por
turistas e embarcacdes, e pertence a um do nucleos do Parque Natural dos Corais da
Armacéo dos Buzios, uma unidade de conservagdo de protecdo integral criada em 2009.

Arraial do Cabo também é contemplada por uma unidade de conservacgdo, a Reserva
Extrativista Marinha de Arraial do Cabo, criada em 1997. O costdo da Praia dos Anjos
esta dentro dos limites da ResEXx, e é uma regido de intenso trafego de embarcagdes e
turistas. No final do verdo de 2018, a equipe do Projeto Costdo Rochoso de Arraial do
Cabo (também apoiado pelo Funbio a partir do Projeto de Apoio a Pesquisa Marinha e
Pesqueira no Rio de Janeiro) verificou um alto indice de branqueamento de Millepora
alcicornis neste ponto, em maior intensidade do que no entorno.

As enseadas de Arraial do Cabo e da Armacgdo dos Buzios foram descritas por
Laborel (1970) como “Oasis Coralineos”, devido a alta diversidade de corais confinados
em enseadas circundadas por costbes em mar aberto com fauna caracteristica de aguas
frias. Esta regido também é marcada por uma forte ressurgéncia sazonal, o que aumenta
as amplitudes de variacdo de temperatura devido ao afloramento das aguas mais
profundas e frias (Palma & Matano 2009). Durante a ressurgéncia, que ¢ comum no
verdo, a temperatura da agua pode atingir os 12 °C (Valentin 2001), contrastando com

0s picos de 26-28 °C esperados durante o periodo de anomalia térmica.

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

O estado de saude e as zooxantelas associadas a M. alcicornis serdo monitorados nos
dois locais descritos acima a partir de fevereiro de 2019. A principio serdo realizadas
campanhas mensais de monitoramento (preferencialmente na primeira semana do més),

com a coleta aleatéria de amostras de 10 individuos em cada ponto para as analises
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moleculares, de densidade de zooxantelas e quantificacdo do conteido de clorofila,
além da obtencdo de fotografias com escalas de cor para 0 acompanhamento imediato
da satde do coral. Sensores de luminosidade e temperatura serdo instalados nos dois
pontos monitorados, para acompanhar sua variacdo ao longo dos meses de amostragem.

Assim que forem observados sintomas de branqueamento (tecido palido ou manchas
descoradas), 10 colbnias, sendo quatro saudaveis e seis branqueadas, serdo marcadas
para monitoramento, com vergalhdes de aco fincados no substrato adjacente. A partir
dai as campanhas passardo a ocorrer a cada 15 dias, possibilitando um acompanhamento
préximo da evolucgdo do evento. Ao surgirem 0s primeiros sinais de recuperacdo apds o
evento de branqueamento, serdo feitas amostragens semanais até a recuperacdo
completa da coloragdo original do hidrocoral, indicativo da recomposi¢do da
comunidade de zooxantelas simbiontes.

De acordo com as previsdes da NOAA e com monitoramentos de branqueamento
realizados pelas redes de pesquisa associadas e parceiras (Rede Coral Vivo, Projeto
Ecorais e Projeto Costdo Rochoso de Arraial do Cabo), é esperado que o evento de
branqueamento ocorra entre marco e abril de 2019. Sendo assim, os primeiros sinais de
recuperacdo devem surgir por volta de maio e progredir até a recuperacdo completa das
coldnias em torno de junho de 2019. Isto resultard em cerca de 2 campanhas mensais
(fevereiro e margo), 3 campanhas quinzenais (margo-2, abril-1, abril-2), 8 campanhas
semanais (4 em maio e 4 em junho), totalizando 13 campanhas de coleta. Este desenho
amostral resultara na coleta de 130 amostras, porém as datas previstas € o nimero final
de campanhas e amsotras dependem de como e quando ocorrera o branqueamento.

Se o evento de El Nifo previsto pela NOAA nédo ocorrer, e ndo for observado
branqueamento até maio de 2019, as col6nias serdo branqueadas em laboratorio e
devolvidas ao ambiente para a recuperacdo. Para isso, 10 coldnias serdo coletadas,
transportadas em caixas plasticas e mantidas em aquarios com aeracdo e fluxo de agua
apropriados; quatro destas serdo mantidas a 25 °C como controle e seis serdo
submetidas a 30 °C (quando geralmente ocorre branqueamento, Winter et al. 2016). As
colbnias serdo devolvidas ao local em que foram coletadas, afixadas ao substrato com
resina epoxi nao-tdxica, e monitoradas como descrito acima, adequando-se as datas.
Nesse caso, apenas um dos locais sera utilizado (Armacdo dos Buazios ou Arraial do

Cabo), devido a maior complexidade logistica envolvida na manipulacdo de coldnias.
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Coletas de dados e analises laboratoriais:

As amostras serdo coletadas por meio de mergulho livre em dupla. Para a fixagdo dos
sensores e marcagdo das colbnias sera necessario 0 uso de equipamento de mergulho
autdnomo. Pequenos fragmentos de cerca de 2 cm? serdo coletados e armazenados em
nitrogénio liquido (a -196 °C) até a realizacdo das analises moleculares e de densidade
de zooxantelas e contetdo de clorofila.

Para acessar a densidade de zooxantelas e o contedo relativo de clorofila no tecido
dos corais, as amostras congeladas serdo fixadas em formol 10% e descalcificadas em
solucéo de acido férmico 5% e formol 10%. O tecido resultante sera fotografado, para a
mensuracdo da area amostrada, e homogeneizado em 6 mL de formol 2%. As
zooxantelas presentes nessa solucgéo serdo contabilizadas por citometria de fluxo.

A extracdo do DNA genbémico total serad feita com um kit comercial (DNeasy Plant
Mini Kit - Qiagen). Para a identificacdo das linhagens de zooxantelas, a regido do
espacador interno transcrito 2 do DNA ribossomal (ITS2 rDNA) serd amplificada via
PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase). As amplificacOes serdo quantificadas e
purificadas para o sequenciamento de Ultima geracdo (NGS) na plataforma Illumina
MiSeq. As amostras e reagentes para 0 sequenciamento serdo transportados em gelo
seco (-78 °C) até o sequenciador. O NGS fornecerd um banco de sequéncias
representativo das linhagens de zooxantelas associadas as amostras e possibilitara a

analise e identificacdo e quantificacdo relativa de tipos dominantes e raros.

Anélises de dados:

A densidade de zooxantelas e o contetdo de clorofila obtidos pela citometria de
fluxo serdo padronizados por area de tecido, através da mensuracdo do fragmento no
programa gratuito ImageJ (Schindelin et al. 2015). Andlises de variancia serdo aplicadas
para testar diferencas desses pardmetros entre colnias saudaveis e branqueadas ao
longo do tempo. Possiveis relacbes com as variagfes de luminosidade e temperatura e a
diversidade de zooxantelas serdo buscadas por meio de analises de redundancia (RDA).
As analises serdo 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 sequéncias obtidas pelo NGS serdo editadas, para a retirada de grampos e trechos
de baixa qualidade, no programa Geneious. A qualidade dos dados serd avaliada no
programa gratuito FastQC, e as sequéncias serdo mapeadas contra uma base de dados,

composta por sequéncias de ITS2 de zooxantelas obtidas pelo Laboratério de
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Biodiversidade de Cnidaria da UFRJ e sequéncias disponibilizadas pelo NCBI, no
programa Geneious. Com as sequéncias mantidas para analise, serdo calculadas as
frequéncias relativas de cada linhagem de zooxantela presente nas amostras, que seréo
comparadas quanto a diversidade e composi¢do da comunidade ao longo do tempo.
Reconstruc@es filogenéticas serdo realizadas para verificar o grau de similaridade e
as relagdes evolutivas entre os linhagens de zooxantelas encontradas. Para isso, as
sequéncias obtidas serdo alinhadas no programa gratuito MEGA 7 (Kumar et al. 2015)
com sequéncias de ITS2 de zooxantelas do mesmo género indicado pelo mapeamento
contra 0 banco de dados citato acima. Para a filogenia serdo utilizados o método da
Maxima Verossimilhanc¢a, na plataforma online PhyML (Guindon & Gascuel 2003) e
andlises Bayesianas, no programa gratuito MrBayes 3 (Ronquist & Huelsenbeck 2003).

4. Atividades Previstas

Campanhas de coleta de dados:

O projeto contard com cerca de 13 campanhas de monitoramento na Praia da
Tartaruga, Armacdo dos Buzios, e no costdo da Praia dos Anjos, Arraial do Cabo (RJ).
Os dois locais serdo sempre visitados em uma mesma campanha. A primeira campanha
contara com dois dias de trabalho em cada ponto, totalizando 4 dias, e as demais
campanhas contardo com dois dias de trabalho no total, um dia em cada ponto. Durante

as campanhas duas pessoas realizardo as seguintes atividades:

Instalacdo dos sensores de luminosidade e temperatura (primeira campanha);

Refixacdo ou reposicdo dos sensores (quando necessario);

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

Fotografias das coldnias de Millepora alcicornis com um padrédo de escala de
cores, para caracterizar o estado de saude dos hidrocorais (todas as campanhas);

e Coleta de amostras para analises moleculares, mensuracdo da densidade de
zooxantelas e do contetido de clorofila (todas as campanhas);

e Marcacéo das colonias monitoradas (assim que observado branqueamento);

e Manutencédo das marcacdes das coldnias (sempre que necessario);

¢ Recolhimento dos sensores e marcagdes (Ultima campanha).
Durante a primeira campanha, em fevereiro de 2019, serdo instalados os sensores de

luminosidade e temperatura e demarcadas as areas de amostragem. AsSim que 0S
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primeiros sintomas de branqueamento forem observados, as colonias serdo marcadas
para 0 monitoramento, conforme descrito na metodologia. Trés campanhas: a de
instalagdo dos sensores, a de marcacdo das colbnias e a de recolhimento dos sensores e
marcacgdes exigem o uso de equipamento de mergulho autdnomo. As demais campanhas
seguirdo apenas com o monitoramento, amostragem e manutencdo das marcagdes e

sensores, atividades feitas por meio de mergulho livre.

Atividades de laboratorio:

Conforme descrito anteriormente, as atividades de laboratorio envolvem a
preparagdo e mensuracdo das amostras no citometro de fluxo, e a preparacdo e
sequenciamento das amostras para a identificacdo da diversidade de zooxantelas por
sequenciamento, e incluem as seguintes etapas:

- Anélise da densidade de zooxantelas e contetdo relativo de clorofila:

e Fixacdo das amostras em formol;

Descalcificacdo e fotografias das amostras para mensuragdo da area de tecido;

Homogeneizagédo do tecido do coral em formol 2%;

Aplicacéo e leitura das amostras no citdmetro de fluxo;

Caélculo da densidade de zooxantelas e do contetido de clorofila por area de tecido.

- Analise da composicdo da comunidade de zooxantelas simbiontes:

e Extracdo do DNA total das amostras destinadas a analise molecular;

e Purificacdo dos produtos da extracdo e amplificacdo do marcador ITS2 rDNA
para a identificacdo das linhagens de zooxantelas presentes em cada amostra;

e Purificacdo dos produtos da amplificacdo, marcacao e diluicdo das amostras para
0 sequenciamento de ultima geracdo (NGS);

e Envio por correio das amostras para 0 NGS e obtencdo dos dados moleculares;

¢ Analises bioinformaticas dos bancos de sequéncias gerados pelo NGS.

Por fim, serdo feitas as analises estatisticas dos dados moleculares, buscando
diferencas entre composicao, diversidade e riqueza da comunidade simbionte ao longo
do monitoramento; da densidade de zooxantelas, do conteudo de clorofila e dos indices
de branqueamento, buscando caracterizar o estresse observado quanto a sua intensidade,
duracdo e efeito em termos de perda de zooxantelas ou degradacdo de pigmentos
fotossintéticos; e das variaveis ambientais, a fim de relacionar as possiveis variagdes

bioldgicas observadas com as medidas de temperatura e luminosidade no periodo.
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5. Infraestrutura fisica e tecnologica utilizada

Para as campanhas de coleta de dados sera utilizado o carro particular da
proponente. Cada campanha demandara dois dias de campo (exceto a primeira, que
exigira quatro dias) e a estadia sera em Arraial do Cabo, na base do Laboratério 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 Costdo Rochoso de Arraial do Cabo. O equipamento de
mergulho autbnomo utilizado pertence ao Projeto Ecorais, coordenado pela Dr.2 Simone
Oigman Pszczol, do Instituto Brasileiro de Biodiversidade (BrBio), também parceira da
presente proposta. O ponto de monitoramento na Armacdo dos BUzios é um costdo
préximo a praia, de modo que ndo sera necessario alugar embarcacdo, esta serad
necessaria apenas em Arraial do Cabo. Também serdo alugados quatro cilindros de
mergulho para cada uma das trés campanhas com mergulho autbnomo, em operadoras
de mergulho da regido. Assim que coletadas, as amostras serdo armazenadas em um
botijdio de nitrogénio liquido, também cedido pelo “Projeto Ecorais”, 0 seu
abastecimento sera feito na UFRJ, disponibilizado pelo Centro de Ciéncias da Saude.

As analises laboratoriais serdo desenvolvidas no Laboratério de Biodiversidade de
Cnidaria (LaBiCni) da UFRJ, coordenado pela Prof.2 Carla Zilberberg. O laboratorio,
localizado no Nucleo em Ecologia e Desenvolvimento Ambiental de Macaé (NUPEM /
UFRJ), conta com todos 0s equipamentos necessarios as analises moleculares:
micropipetas automaticas, centrifuga, banho térmico, termocicladores, refrigerador,
geladeira, cubas de eletroforese, transiluminador ultravioleta, microondas e balanga de
precisdo. O LaBiCni também possui a camera fotografica digital subaquética utilizada
para a documentacao das coldnias. Apds o retorno da campanha de coleta, as amostras
serdo transferidas do nitrogénio liquido para o ultra freezer (-80 °C) de uso comum do
NUPEM, onde ficardo armazenadas até a realizacdo das analises moleculares. O
LaBiCni também conta com 0s recursos computacionais necessarios as analises de
dados, incluindo a licenca do programa usado para as analises das sequéncias obtidas.

A analise de densidade de zooxantelas e conteudo de clorofila serdo realizadas em
colaboragdo com o Laboratério de Fitoplancton Marinho (FitoMar) da UFRJ,
coordenado pelo Prof. Paulo Salomon, que possui um citdmetro de fluxo. O
sequenciamento sera realizado em colaboracdo como o Laboratorio de Genoma, da

Universidade do Estado do Rio de Janeiro, coordenado pelo Prof. Rodolpho Albano.
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6. Cronograma
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7. Orgamento e estimativa de gastos

Orcamento da Pesquisa e Estimativa de Gastos

Categoria de Cedido p/ Quanti- Valor Valor Previsdo de
deg esa Descricdo dos itens Instituicdo dade Unidade | Unitério Total asto
P (Sim / N&o) (R$) (R$) g
Material para marcacao das col6nias (vergalhdes, resina x .
epoxi, bracadeiras, marreta, espatulas) Nao 1 unidade 400,00 400,00 Jan/2019
Gelo seco (para transporte de reagentes e amostras) N&o 24 kg 16,00 384,00| Out-Nov/2019
HotStar HiFidelity DNA Polymerase (1000U) (reagente para ~ .
amp"fiC&QéO do ITS2) Né&o 1 unidade 4781,00 4781,00 Ago/2019
PhiX control v3 (reagente para o sequenciamento) Néo 1 unidade 805,00 805,00 Ago/2019
MiSeq Reagent Nano kit, V2 (500 cycles) (reagente para o x .
sequenciamento) Nao 2 kit 1.800,00| 3.600,00 Set/2019
Uso e consumo Nextera XT Index Kit (96 ind., 384 samp.) (reagente para o ~ .
sequenciamento) Nao 1 kit 5.050,00| 5.050,00 Set/2019
Manutencéo de pipetas automaticas N&o 5 unidade 300,00 | 1.500,00 Jul/2019
Plasticos para rotina de laboratério (tubos eppendorf, placas .
de 96 pocos, criotubos, luvas, ponteiras para pipetas) Nao 1 unidade 2.038,00| 2.038,00 Ago/2019
DNeasy Plant Mini Kit (50) (kit para extracdo de DNA) N&o 3 kit 1.404,00| 4.212,00 Jul/2019
ProNex® Size-Selective Purification System (10ml) (kit ~ .
para purificacio de DNA) N&o 1 kit 1.190,00| 1.190,00 Jul/2019
Correios (envio de reagentes e amostras) Né&o 2 pacote 80,00 160,00| Out-Nov2019
Servu;g (ilzteis'li'gcelros Aluguel de embarcacio (campanhas de Arraial do Cabo) Né&o 13 dia 150,00 1.950,00| Fev-Jun/2019
Servico de terceiros | Aluguel de cilindros para mergulho auténomo Néo 12 unidade 45,00 540,00 | Fev-Jun/2019
P. Juridica Seguro de mergulho (DAN) (2 pessoas + 1 extra) N&o 3 ass. anual 290,00 870,00 Jan/2019
Combustivel Nao 400 litro 5,30| 2.120,00| Fev-Jun/2019
Viagens Pedégio N&o 13 | campanha 50,00 650,00| Fev-Jun/2019
Diaria Nao 28 dia 250,00 7.000,00| Fev-Jun/2019
Equipamentos Sensor de luminosidade e temperatura (+extras p/ reposicio) Néo 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 previsdes de anomalias termicas da NOAA para o verdo de 2019
e com outros eventos de branqueamento observados no Brasil (dados do Projeto Coral
Vivo no Recife de Fora, Bahia, durante o El Nifio de 2016; dados do Projeto Ecorais
durante o La Nifia de 2018; e observagdes da equipe do Projeto Costdo Rochoso de
Arraial do Cabo durante o La Nifia de 2018), esperamos que 0 branqueamento seja
observado em marco de 2019, quando a temperatura da 4gua pode chegar a 28 °C. E
esperado que as col6nias branqueadas ja estejam completamente recuperadas até julho
do mesmo ano com as temperaturas maximas retornando aos 25 °C. Em nenhum desses
eventos ja monitorados foi registrada a mortalidade de colénias, portanto, se a anomalia
térmica ndo ultrapassar os 30 °C € possivel que este cenario se repita.

A amostragem inicial, de coldnias saudaveis pré-branqueamento, devem indicar
coldnias de Millepora alcicornis com coloracdo normal (marrom alaranjadas, de indice
4 ou 5 do cartdo de escala de cores) com densidade de zooxantelas entre 6x10° e 1x10°
céls/cm? (de acordo com Calvet 2018, e dados ainda ndo publicados de M. Pacheco, da
equipe do Projeto Costdo Rochoso de Arraial do Cabo). As comunidades simbiontes
devem entdo ser dominadas principalmente por zooxantelas do género Breviolum
LaJeunesse e colaboradores, 2018 (Clado B), seguidas pelo género Symbiodinium
(Freudenthal, 1962) (Clado A), podendo conter representantes do género Cladocopium
LaJeunesse e colaboradores, 2018 (Clado C) em menor densidade (de acordo com dados
do Projeto Ecorais, ainda ndo publicados). Sabemos que zooxantelas de géneros
diferentes apresentam caracteristicas fisiologicas distintas, e algumas diferencas
também sdo observadas entre espécies e linhagens dentro de cada género (Baker 2003).
Levantamentos da diversidade de zooxantelas para esta mesma regido, realizados pela
proponente durante o seu mestrado e durante o Projeto Ecorais, indicaram a presenca
das linhagens C3 (género Cladocopium), A4 (género Symbiodinium) e uma nova
linhagem do género Breviolum ainda ndo descrita, aparentemente associada a regides de
grande amplitude de variacdo de temperatura causada pela ressurgéncia. Sendo assim,
esperamos encontrar uma alta diversidade de linhagens ao longo das amostragens e
identificar novas linhagens, ainda desconhecidas da ciéncia, quando as comunidades
foram afetadas pelo branqueamento e ao longo do seu processo de recuperacéo.
Algumas destas podem ter um importante papel na recolonizacdo do tecido do

hospedeiro e em sua adaptacdo térmica e/ou luminosa.
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Mudangas na intensidade luminosa do ambiente podem explicar eventuais padrdes
divergentes ao longo do monitoramento. O aumento da luminosidade pode ser um fator
agravante no processo de branqueamento, de modo que ambientes com maior incidéncia
luminosa estdo mais sujeitos ao branqueamento do que os demais. Além disso, mesmo
que a temperatura da agua ndo atinja valores tdo elevados, € possivel que véarios dias de
alta incidéncia luminosa, caracteristicos do verdo, levem ao evento de branqueamento.

Inicialmente, durante o pico do branqueamento, as colénias de M. alcicornis devem
perder drasticamente suas zooxantelas associadas, reduzindo o contedo de clorofila e a
densidade de zooxantelas para cerca de 1x10° céls/cm?® (de acordo com Calvet 2018, e
dados ndo publicados de M. Pacheco), em relacdo as mensuragdes iniciais pré-
branqueamento. Neste processo, a colora¢do do tecido se tornara branca ou bastante
palida (indice 1 ou 2 da escala de cores) e a comunidade de zooxantelas perdera
principalmente suas linhagens dominantes. Com a comunidade simbionte reduzida a 1/6
do normal, o tecido do hidrocoral pode servir como substrato livre para colonizagédo por
outras linhagens de zooxantelas oportunistas e/ou mais adaptadas ao estresse térmico.

O aparecimento de novas linhagens de zooxantelas (como representantes do género
Durusdinium LaJeunesse e colaboradores, 2018 (Clado D) e de outras linhagens dos
géneros citados acima) ou aumento da representatividade de linhagens ja existentes
(como Breviolum sp., por exemplo) devera ser observado durante as primeiras semanas
de recuperacao. Isso deve ocorrer ap0s o0 pico do branqueamento, quando a temperatura
da &4gua se mantiver abaixo dos 25 °C durante a maior parte do tempo e a densidade de
zooxantelas no tecido do hidrocoral comecar a aumentar. Essa comunidade transitoria e
dindmica pode desempenhar um importante papel na recuperacdo do holobionte apds o
estresse térmico. Sem pigmentacdo, 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 dominancia de linhagens anteriormente em
baixa densidade, podem favorecer a recolonizacdo do tecido, tornando-o menos
estressante para a comunidade que se reestabelecera.

Com o acompanhamento do processo de recuperagdo esperamos identificar quais
linhagens de zooxantelas sdo inicialmente responsaveis pela recolonizacao do tecido do
hidrocoral e caracterizar a sucessao de linhagens, que podem se alternar e/ou variar em
proporcao relativa, até o reestabelecimento de uma comunidade simbionte saudavel e
estavel pos-branqueamento. Este reestabelecimento deve ser caracterizado pela

normalizacéo da coloracéo do tecido e pela presenca de zooxantelas em densidade igual

16



Amana Guedes Garrido

ou superior a da comunidade pré-branqueamento. Essa nova comunidade simbionte (1)
pode apresentar a mesma composi¢do e riqueza observadas nas comunidades pré-
branqueamento, indicando que as linhagens encontradas no processo de recuperacao
foram apenas transitdrias, ou (2) pode ser dominada por tipos diferentes de zooxantelas
ou mesmo manter em baixa densidade as linhagens adquiridas na recuperagdo. No
primeiro caso, as linhagens transitorias, embora participem do processo de recuperacao,
ndo resultam em nenhuma vantagem para o coral em termos adaptativos, uma vez que 0
holobionte estara igualmente suscetivel ao proximo evento de anomalia térmica. No
segundo caso, 0 holobionte pode ter adquirido zooxantelas mais aptas a lidar com as
anomalias, corroborando a Hipdtese do Braqueamento Adaptativo (Ware et al. 1996).
Estes resultados nos permitirdo compreender como 0s Unicos corais ramificados
brasileiros respondem a impactos globais e estimar seu potencial adaptativo, além de
fornecer informacbes sobre a diversidade genética e a dindmica das zooxantelas
associadas, identificando que linhagens estdo presentes em cada etapa do processo de
branqueamento e recuperacdo. A presenca dos hidrocorais nos ambientes coralineos esta
intimamente realcionada a manutencdo de sua biodiversidade, que pode entrar em
declinio caso esses organismos sejam afetados com severidade por eventos de
branqueamento. Apesar de sua relevancia para estratégias de conservagdo de ambientes
marinhos, existem poucos dados sobre o tema no Brasil. Além disso, sera possivel testar
a Hipotese do Branqueamento Adaptativo (Ware et al. 1996), para a elaboracdo de
previsdes a respeito do futuro estado dessa espécie, e dos recifes e ambientes coralineos,
frente a cenarios de mudancas climaticas. Em uma escala local, os resultados da
presente propostas contribuem com dados basicos para os programas de gestdo e
manejo de ambas as unidades de conservacdo marinhas envolvidas: a Reserva
Extrativista Marinha de Arraial do Cabo e o Parque Natural dos Corais, na Armacdo dos
Buzios, que atraem um grande numero de turistas ao longo do ano e sdo essenciais

economia da regiéo.
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