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RESUMO

LAENNE GOMES DE MEDEIROS

Micro-organismos de Recifes de Coral de Oceano Profundo: Isolamento, Identificacdo e

Filogenia

Orientadora; Flavia Lima do Carmo

Co-orientadora: Caren Leite Spindola Vilela

Resumo da monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gdes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para obtencao
do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e aprovagdo no
RCS Trabalho de Concluséo de Curso

Os corais e esponjas de oceano profundo estabelecem associa¢des simbidticas Unicas com
micro-organismos diversos, que apresentam funcbes chaves para o funcionamento do
ecossistema, como a ciclagem biogeoquimica, producdo de compostos antimicrobianos e
degradacdo de compostos tdxicos. A relagdo hospedeiro-micro-organismo é essencial para
garantir a saude e sobrevivéncia dos animais neste ambiente considerado extremo, devido a
auséncia de luz, alta pressdo hidrostatica, pouca disponibilidade de nutrientes e baixas
temperaturas. Ainda, 0s micro-organismos de oceano profundo podem ser importantes fontes
de produtos com aplicacdes biotecnoldgicas, que podem ser utilizados para fins de conservagéo
dos recifes de coral frente a distdrbios causados por diversos fatores. Diante disso, este trabalho
tem como objetivo isolar micro-organismos de amostras de recifes de coral de oceano profundo
(corais, esponjas, agua e sedimento), com o uso de técnicas de microbiologia tradicional, como
o cultivo e isolamento em meios de cultura ricos e/ou seletivos, e ainda identificar os isolados
atraves do sequenciamento do gene rRNA 16S para afiliagcéo filogenética. Para isso, as amostras
foram coletadas durante a expedicdo oceanogréafica do projeto PROBIO-DEEP, na Bacia de
Campos, RJ nas profundidades de 600-800 m, em cinco pontos de coleta. Ainda a bordo, as

amostras foram processadas para o cultivo dos micro-organismos em 16 meios de cultura, com



0 plagueamento e indculo de 100ul em meios so6lidos ou liquidos, com incubagdo a 6°C e 26°
C até que se observasse crescimento. Os isolados obtidos tiveram seu DNA extraido e foram
identificados pelo sequenciamento do gene rRNA 16S. As sequéncias foram analisadas por
meio da plataforma Sanger Pipeline do Ribossomal Database Project (RDP), e os contigs e a
arvore filogenética montados pelos softwares Bioedit e MEGA X, respectivamente. O cultivo
microbiano possibilitou o isolamento de 286 estirpes bacterianas, distribuidas nos filos
Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes e Bacteriodetes, em ordem de abundéncia. Um total
de 37 géneros microbianos foram obtidos, sendo o género Pseudoalteromonas predominante
nas amostras de coral e esponja. Nos corais, 0s géneros Acinetobacter (21%) e Vibrio (15%)
também foram abundantes. Nas esponjas, 0 género Photobacterium foi dominante, com 22
isolados (15.9%), seguido de Moritella (13%) e Acinetobacter (10.8%). As amostras de dgua

tiveram a predominancia do género Bacillus (23%), seguido de Pseudoalteromonas (18%) e
Erythrobacter (17%). Os resultados do sequenciamento e afiliacdo filogenética demonstraram
que alguns micro-organismos apresentam a possibilidade de serem espécies ou até mesmo
géneros novos, devido as baixas similaridades com as sequéncias dos bancos de dados (<95%).
Este dado indica a importancia de estudos mais aprofundados acerca dos micro-organismos de
oceano profundo como forma de identificar possiveis novas espécies e metabolismos, que
podem ser utilizados em futuras aplicagdes biotecnolégicas e como ferramenta de

monitoramento e conservagao desses recifes.

Palavras-chave: oceano profundo, isolamento microbiano, biologia molecular, filogenia



ABSTRACT

LAENNE GOMES DE MEDEIROS

Microorganisms from Deep Sea Coral Reefs: Isolation, Identification and Phylogeny

Orientador: Flavia Lima do Carmo

Co-orientador: Caren Leite Spindola Vilela

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obterncdo do titulo em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunoloogia e aprovacdo no

RCS Trabalho de Conclusao de Curso

Deep sea corals and sponges establish unique symbiotic associations with diverse micro-
organisms, which exhibit key functions for ecosystem functioning, such as biogeochemical
cycling, production of antimicrobial compounds, and degradation of toxic compounds. The
host-micro-organism relationship is essential to ensure the health and survival of animals in this
environment that is considered extreme due to the absence of light, high hydrostatic pressure,
low nutrient availability, and low temperatures. Furthermore, deep sea microorganisms may be
important sources of products with biotechnological applications, which can be used for coral
reef conservation purposes when facing disturbances caused by several factors. In view of this,
this work aims to isolate microorganisms from deep sea coral reef samples (corals, sponges,
water and sediment), using traditional microbiology techniques, such as cultivation and
isolation in rich and/or selective culture media, and also to identify the isolates through 16S
rRNA gene sequencing for phylogenetic affiliation. For this, the samples were collected during
the oceanographic expedition of the PROBIO-DEEP project, in the Campos Basin, RJ at depths
of 600-800 m, in five collection points. Still on board, the samples were processed for the
cultivation of microorganisms in 16 culture media, with the plating and inoculation of 100ul in
solid or liquid media, with incubation at 6°C and 26° C until growth was observed. The isolates
obtained had their DNA extracted and were identified by sequencing the 16S rRNA gene. The
sequences were analyzed using the Sanger Pipeline platform of the Ribosomal Database Project
(RDP), and the contigs and phylogenetic tree were assembled by Bioedit and MEGA X
software, respectively. Microbial culture enabled the isolation of 286 bacterial strains,
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distributed in the phyla Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, and Bacteriodetes, in order
of abundance. A total of 37 microbial genera were obtained, with the genus Pseudoalteromonas
predominating in the coral and sponge samples. In corals, the genera Acinetobacter (21%) and
Vibrio (15%) were also abundant. In sponges, the genus Photobacterium was dominant with 22
isolates (15.9%), followed by Moritella (13%) and Acinetobacter (10.8%). The water samples
had a predominance of the genus Bacillus (23%), followed by Pseudoalteromonas (18%) and
Erythrobacter (17%). The results of sequencing and phylogenetic affiliation showed that some
microorganisms have the possibility of being new species or even genera, due to the low
similarities with the database sequences (<95%). This data indicates the importance of further
studies on deep ocean microorganisms as a way to identify possible new species and

metabolisms, which can be used in future biotechnological applications.

Key-words: deep sea, molecular biology, microbial isolation, phylogeny
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RESUMO PARA LEIGOS

LAENNE GOMES DE MEDEIROS

MICRO-ORGANISMOS DE RECIFES DE CORAL DE OCEANO PROFUNDO:
ISOLAMENTO, IDENTIFICACAO E FILOGENIA

Orientador: Flavia Lima do Carmo

Coorientador: Caren Leite Spindola Vilela

Resumo para leigos da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes
da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e

aprovacdo no RCS Trabalho de Concluséo de Curso

O oceano profundo € um ecossistema marinho com caracteristicas unicas, sendo considerado
um ambiente “extremo para a vida” devido as baixas temperaturas, altas pressoes, auséncia de
luz e poucos nutrientes disponiveis. No oceano profundo, destacam-se os recifes de coral, que
abriga uma grande variedade de animais, como corais e esponjas. Este ambiente funciona como
verdadeiro bercario para diversos organismos marinhos, sendo um local importante de protecédo
e reproducdo desses animais. Os corais e esponjas formadores dos recifes de coral de oceano
profundo vivem interagindo com uma grande diversidade de micro-organismos, essenciais para
a sua sobrevivéncia neste ambiente extremo. Acredita-se que 0s micro-organismos que vivem
associados com esses animais sejam capazes de protege-los contra doencas, ajudar na aquisi¢cdo
de nutrientes, e ainda na manutencdo da sua saude. Diante disso, este trabalho teve como
objetivo obter, cultivar e identificar micro-organismos de recifes de coral de oceano profundo,
usando como fonte amostras de corais, esponjas, agua e sedimento. Para isso, as amostras foram
coletadas durante a expedicdo de navio do projeto PROBIO-DEEP, na Bacia de Campos, RJ
em profundidades entre 600-800 m, em cinco pontos de coleta. Ainda a bordo, as amostras
foram cultivadas em meios adequados, e incubados a 6°C e 26°C até que o crescimento dos
micro-organismos fosse observado. As bactérias obtidas tiveram seu material analisado por
softwares de bioinformatica, e a acdo conjunta dessas metodologias possibilitou o isolamento e
identificacdo de 286 isolados bacterianos, sendo distribuidos entre 0s 4 maiores filos do Doninio

Bacteria. Destes, cerca de 32 micro-organismos apresentaram a possibilidade de serem espécies
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ou géneros novos, o que indica a importancia de estudos mais aprofundados desses micro-
organismos de oceano profundo que possam ser utilizados em futuras areas industriais e

biotecnologicas.
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1 INTRODUCAO

1.1 OCEANO PROFUNDO

O oceano profundo é um dos maiores ecossistemas da Terra, onde somente
16% das espécies presentes neste ambiente sdo conhecidas e efetivamente nomeadas
(Costello e Chaudhary, 2017). Sendo considerado oceano profundo a partir de uma
profundidade de 200 m,este ecossistema pode ser dividido em zonas distintas de acordo
com as massas d’agua, como a zona mesopelégica, que compreende as camadas de
agua com cerca de 150-1000 metros de profundidade, e a zona batipelagica ou batial,
que fica abaixo dos 1000 metros de profundidade, além de outras zonas que podem se
apresentar em profundidades ainda maiores, como as zonas abissais e hadopelagicas
que séo encontradas em 2000 a 6000 metros de profundidade (Warrant e Locket, 2004;
Rogers, 2015 ). Nessas zonas dos oceanos ha auséncia ou pouca penetracédo de luz, o
que impede a realizacdo da fotossintese (Warrant e Locket, 2004). Ainda assim, 0
ambiente de oceano profundo abriga uma grande biodiversidade de espécies marinhas,
e apresenta caracteristicas ambientais distintas, como temperaturas geralmente baixas,
que podem variar de acordo com a profundidade como por exemplo o que pode ser
encontrado nas fossas Marianas , Pacifico Ocidental (Yayanos, Dietz e Boxtel, 1981);
aguas com pouca concentracdo de nutrientes (Warrant e Locket, 2004), sendo
necessario que haja revolvimento do mar por meio de ressurgéncias para que 0S
nutrientes presentes na superficie possam abastecer os ambientes mais profundos. Esse
processo é conhecido como bomba bioldgica, que consiste na entrada de nutrientes e
matéria biolégica em camadas mais profundas do oceano (Longhurst e Harrison, 1989;
Ducklow et al., 2001; Arrigo, 2005); alta pressdo hidrostatica, que vai de 1 atm e
aumenta com a profundidade (Horikoshi 1998; Warrant e Locket, 2004). Diante das
Unicas caracteristicas encontradas no oceano profundo, nas tltimas décadas, essas areas
tém despertado o interesse da comunidade cientifica devido a potenciais descobertas
de interesse no ramo da microbiologiae biotecnologia (Jannasch e Taylor, 1984;
Thompson et al., 2018). Apesar disso, as aguas profundas sdo ambientes pouco
estudados, o que destaca a importancia de investigacdes mais detalhadas acerca de sua
biodiversidade, incluindo os seus micro-organismos, e 0s potenciais produtos

biotecnologicos oriundos deste local. Como exemplo, destacam-se 0s compostos



bioativos, que podem ser bioprospectados e utilizados em aplica¢fes industriais e
terapéuticas, e podem ser interessantes economicamente (Thompson et al., 2018;
Modolon et al., 2020).

Os ecossistemas de oceano profundo do Brasil tém sido evidenciados
gracas a sua grande diversidade de vida marinha, como os recifes de coral, peixes,
esponjas e seus microbiomas associados (Costello e Chaudhary, 2017; Kitahara et al.,
2020). Este ambiente é bastante explorado quanto a cultura da pesca e busca por
combustiveis fésseis (Costello e Chaudhary, 2017; Sumida, De Leo e Bernardino,
2020). Os oceanos profundos do Brasil, assim como as suas aguas rasas, sdo ambientes
que tem gerado conhecimento acerca da sua biodiversidade, além disso, esse é o local
de estudo de muitos trabalhos voltados para o entendimento ao aguecimento dos
oceanos e outros estresses ambientais. Ao longo dos anos, esses ambientes tem ganhado
grande atencdo de cientistas e instituicdes ndo governamentais devido aos-perigos
associados as mudancas climaticas e impactos antrépicos (Brown, 1996; Danovaro,
Dell’ Anno e Pusceddu, 2004; Rosado et al., 2019; Trotter et al., 2019; Duarte et al.,
2020). Por exemplo, os eventos de branqueamento dos corais de mar raso tém sido
amplamente pesquisados por diversos cientistas como forma de tentar compreender
este fendbmeno, e em busca de maneiras de contorna-lo ou evita-lo, como é o caso do
estudo proposto por Peixoto e colaboradores (2017). Nesta pesquisa foi sugerida a
utilizacdo de probioticos para corais, que seriam um consércio concentrado de micro-
organismos benéficos para os corais (BMCs), utilizados para ajudar a criar resiliéncia
e resisténcia ao aumento de temperatura das aguas e outros estresses ambientais. O
conceito BMC pode ser extrapolado para os corais de mar profundo e aplicado neste
ambiente, que também podem sofrer impactos ambientais, principalmente provocados
pelas atividades industriais e antropicas no mar profundo (Costello e Chaudhary, 2017,
Peixoto et al.,2017). Dentre as principais ameagas aos recifes de oceano profundo,
destacam-se a busca e exploracdo de petroleo e gas, deposicdo de lixos organicos,
poluicdo, sedimentacdo, a pesca extensiva, acidificagdo, além da deposicdo de
microplasticos e outros poluentes, que podem influenciar diretamente na
biodiversidade dos mares (Woodall et al., 2014; Spalding e Brown, 2015; Gammon et
al., 2018; De Leo, Bernadino e Sumida, 2020; Vilela et al., 2022).

Além da importancia ecol6gica do ecossistema marinho de profundidade, o
Brasil ainda possui uma Zona Econémica Exclusiva (Exclusive Economic zone - EEZ)

de cerca de 3,6 milhdes de km?, que coloca o pais na 112 posi¢do do ranking mundial



de costas que sdo consideradas satisfatdrias para exploragdo industrial, sendo
denominada pelo governo brasileiro como “Amazonia Azul”, fazendo referéncia a
Floresta Amazodnica (Sumida, De Leo e Bernadino, 2020). Em cerca de 600.000 km?
desta zona, podem ser encontradas comunidades bentdnicas (Sumida, De Leo e
Bernardino, 2020), que sdo comunidades de recifes de coral, estuarios e mangues, além
de comunidades de crusticeos e pequenos organismos, como protozoarios e
diatoméceas, que podem estar fixados ao fundo do ambiente marinho, ou percorrer esse
ambiente de maneira errante (Mare, 1942). Essas comunidades biologicas podem ser
encontradas entre 200 ¢ 3000 m de profundidade, o que representa cerca de % desta
zona da costa Brasileira (Sumida, De Leo e Bernardino, 2020). A diversidade de
organismos encontrada no ambiente marinho pode estar associada as massas de agua
que circulam nesse territorio, que viabilizam a troca de nutrientes no ambiente e
permite sua riqueza heterogénea, sendo a circulagdo de compostos bioguimicos
essencial para a sobrevivéncia e manutencdo das comunidades bénticas locais
(Bernardino, Berenguer e Ribeiro-Ferreira, 2016; Silveira, Napolitano e Farias, 2020).
Em contrapartida do que poderia se imaginar, o oceano profundo é um ambiente muito
biodiverso, sendo também um ambiente quimiosintético, que desempenha funcgdes
essenciais para a manutencao dos hospedeiros e seus micro-organismos associados, 0
que o torna um campo vasto para novas descobertas na pesquisa (McClain e Hardy,
2010).

1.2 CORAIS E ESPONJAS DE OCEANO PROFUNDO

1.2.1 Corais de Oceano Profundo

Os recifes de coral sdo estruturas rochosas presentes nos oceanos formada
principalmente pelo esqueleto calcario dos corais, seu principal componente estrutural
(Knowlton, 2001). Os corais sdo animais pertencentes ao filo dos Cnidarios, que
apresentam uma grande diversidade de espécies na costa do Brasil, sendo este filo um
dos trés maiores da arvore evolutiva, com organismos datados da era Pré-Cambriana
(Kitahara et al., 2020). Neste filo podem ser encontrados um vasto numero de
organismos divididos em duas classes, que sdo Anthozoa e Medusozoa, que se diferem
pelo seu estagio larval e presenca de um genoma mitocondrial (Kitahara et al., 2020).
Na classe Anthozoa, estdo inseridos os corais, com aproximadamente 7.000 espécies

de animais que sdo divididos em duas subclasses, os Octocorallia e Hexacorallia



(Kitahara et al., 2020).

Os organismos presentes na subclasse Hexacorallia séo os mais abundantes, e
descobertas fosseis indicam que essa grande abundéncia é devida sua morfologia
esquelética, representando fases evolutivas importantes na classe devido a episodios de
calcificacdo notados nesses organismos (Han et al., 2010). A ordem Scleractinia é
importante para a construgdo dos recifes de coral, com a producdo de secregdes
areniticas que resulta em um esqueleto calcareo continuo, estando cerca de 40% desses
animais a cerca de 50 m de profundidade (Kitahara et al., 2020). Os corais presentes
na classe Hexacorallia e ordem Scleractinia podem ser categorizados ecologicamente
pela presenca ou auséncia de microalgas pertencentes a familia Symbiodinacea, que
compreendem diferentes clados de dinoflagelados unicelulares, com capacidade
fotossintética (Ramsby et al., 2014). Sendo assim, os corais podem ser classificados
como zooxantelados, azooxantelados e zooxantelados facultativos, de acordo com a
presenca ou auséncia das algas dinoflageladas (Wakefield, Farmer e Kempf, 2000;
Kitahara et al., 2020). Essas zooxantelas, como sdo conhecidas popularmente, séo
consideradas simbiontes dos corais e que lhes auxiliam na captacdo e producdo de
nutrientes, nas atividades fotossintéticas, promovendo a fixacdo de carbono e
auxiliando na calcificagéo, estando presente nos tecidos do coral (Wakefield, Farmer e
Kempf , 2000; Peixoto et al., 2017; Kitahara et al., 2020). E importante salientar que
0s corais zooxantelados, recebem energia em sua maioria por parte de seus simbiontes
dinoflagelados, que sdo autotréficos, demonstrando seu auxilio ndo somente quanto a
nutricdo do coral, mas também a sua captacéo energética (Rohwer et al., 2002; Kitahara
et al., 2020). Em contrapartida aos corais zooxantelados e zooxantelados facultativos,
que sdo encontrados em ambientes com presenca de luz, os animais azooxantelados
ndo vivem em associacdo simbidtica com esses micro-organismos, fazendo sua
alimentacéo por vias heterotroficas (Kitahara et al., 2020).

Este grupo de corais que ndo possuem zooxantelas pode ser representado por
corais solitarios e cosmopolitas quanto a sua distribuicdo, como Madrepora oculata e
Desmophyllum pertusum, por exemplo, que ndo sdo dependentes obrigatdrios desses
simbiontes para sua manutencdo no meio ambiente sendo encontrados no mar
profundo, onde ndo ha luz (Roberts e Cairns, 2014; Kitahara et al., 2020).

Os corais da ordem Scleractinia podem ser considerados corais com
caracteristica de plasticidade, uma vez que podem se modificar fenotipicamente e

genotipicamente, importante para sua viabilidade no ambiente marinho em que se



encontra (Todd, 2008). Corais dessa ordem sdo chamados “corais rochosos” (stony
corals), e sdo organismos compostos de um esqueleto de carbonato de célcio, que
possuem polipos interconectados, que formam todo seu corpo. Cada polipo produz um
esqueleto calcario, formando uma espécie de calice que é chamada de coralita, local
onde o polipo pode se fixar e se retrair. A coralita € composta de aragonita e carbonato
de célcio que € secretada pelos pélipos, e € a massa dessas coralitas que forma uma
col6énia de coral (Wells, 1956 apud Todd, 2008). Como exemplos de espécies de coral
constituintes dessa ordem podemos citar Solenosmillia variabilis, Enallopsammia
rostrata e Madrepora oculata e Desmophyllum pertusum (Figura 1), ja citados
anteriormente, que além  de serem caracterizados como “corais duros”, S&0
cosmopolitas ou seja sdo amplamente encontrados em diferentes partes do mundo dos

oceanos profundos (Auscavitch et al., 2020; Kitahara et al., 2020).

Figura 1 Corais encontrados em oceano profundo da ordem Scleractinia, também conhecidos como
“corais rochosos” (stony corals). 1) Solenosmillia variabilis; 2) Desmophylum pertusum; 3) Madrepora
sp.; 4) Enallopsammia rostrata (Figura: Autor)

A classe Octocorallia, por sua vez, é um grande e monofilético grupo de
cnidarios (possuem um ancestral comum recente, onde todas as espécies conhecidas

séo seus descendentes diretos), com cerca de 3.400 espécies descritas, com polipos e


https://www.ncei.noaa.gov/waf/okeanos-animal-guide/Scleractinia055.html
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Madrepora_sp..jpg
https://www.cmar.csiro.au/data/caab/image_details.cfm?catalog_number=MIIC-00326
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Lophelia_figure_1_600.jpg

sistemas mesentéricos completos (Kitahara et al., 2020). Esta classe esta distribuida em
todo ambiente marinho, e apresenta organismos que chamam atencdo por suas
caracteristicas de diversidade e abundancia, o que gera uma dificuldade quanto a
exatiddo de espécies existentes, que sdo distribuidas em trés ordens: Helioporacea,
Pennatulacea e Alcyonacea (Pérez et al., 2016; Kitahara et al., 2020). O primeiro grupo,
Helioporacea, é 0 Unico que possui esqueleto de aragonita continuo, compreendendo 5
espécies; o segundo, Pennatulacea, abriga cerca de 225 espécies apresentando uma
colénia nao ramificada com pdlipos axiais primarios diferenciados em um peddnculo
bulbonar para ancoragem, e pélipos secundarios dimorficos; e por fim, tem-se 0s
Alcyonacea que é 0 grupo mais diverso entre os trés, abrigando cerca de % das espécies
descritas, mostrando grande abundancia de espécies que se apresentam como
monomorficos ou dimdrficos, habitando em grandes extensbes geograficas (Pérez et
al., 2016; Kitahara et al., 2020). Os Octocorais podem ser encontrados em recifes de
mares rasos e profundos onde séo importantes componentes estruturais da comunidade
nesses ambientes (Pérez et al., 2016). Algumas espécies presentes na classe
Octocorallia que podem ser encontrada em aguas profundas pertencem a familia
Chrysogorgiidae, sendo Chrysorgorgia carolinensis sp. nov. e Chrysogorgia
dendritica (Xu, Zhan e Xu, 2020) algumas espécies presentes nessa familia, que
também podem ser chamadas de Gorgbnias. Além disso, essa classe também pode
abrigar corais da familia Pennatulacea, que sdo corais que se assemelham a uma pena,
podendo ser citados as espécies Protoptilum sp. e Renilla reniformis como

componentes dessa familia (Kushida e Reimer, 2019).

1.2.2 Esponjas de Oceano Profundo

As esponjas sdo organismos taxonomicamente descritos no filo Porifera, e
caracterizam-se por serem sesseis (Van Soest et al., 2012), estando, portanto, fixados
ao fundo do mar ou em algum substrato (Taylor et al., 2007). Este filo € um dos mais
diversos dos invertebrados, com cerca de pouco mais de 9.500 espécies descritas na
literatura, presentes em todo o ambiente marinho de acordo com o World Porifera
Database (Hooper e Van Soest, 2002, de VVoogd et al., 2022). Este grupo pode ser
dividido em trés subclasses, que sdo Hexactinellida, Calcarea e Demospongiae, que
abriga um grande namero de espécies (Taylor et al., 2007). As esponjas Sdo organismos

filtradores constituidas por células epiteliais (pinacOcitos) que recobrem toda sua



superficie interna e externa. Ainda, possuem um sistema de canais abertos por onde a
agua passa continuamente através de células flageladas, chamadas coandcitos, que
auxiliam na movimentacao da agua no seu interior (Thakur e Miller, 2004).

Esses animais sdo exclusivamente aquéticos, tais como os corais, € por meio
de filtracdo conseguem captar alimentos e nutrientes para si, dissolvendo-os (Van Soest
et al., 2012). As esponjas sdo globalmente importantes para o ecossistema marinho,
principalmente devido as suas caracteristicas filtrantes. A partir desse processo ha a
transformac&o da matéria organica dissolvida em particulada (Taylor et al., 2007; Goeij
et al., 2013), que é disponibilizada para os detritivoros, que vai alimentar a cadeia
trofica. Esse processo é especialmente interessante em habitats oligotroficos, onde ha
a liberacdo de compostos organicos essenciais para a manutencdo do ecossistema
marinho (Van Soest et al., 2012; Goeijet al., 2013). Além disso, as esponjas vivem em
associacdo com simbiontes microbianos, que também sdo importantes para o bom
funcionamento dos recifes de corais, como por exemplo, a realizagdo da ciclagem de
nitrogénio e outros nutrientes (Webster et al., 2013). Ainda, seus micro-organismos
associados oferecem uma adaptacgéo essencial para sua sobrevivéncia e funcionalidade,
com uma comunidade microbiana bem estruturada que auxiliam as esponjas em
diversas funcgdes, tais como captacdo de nutrientes, promocao de resiliéncia a fatores
fisico-quimicos (como pH e temperatura), além de uma resposta imune melhorada por
meio da producao de compostos bioativos e citotdxicos que pode defender o organismo
de estresses ambientais (Thakur e Muller, 2004). A interagdo esponja-micro-organismo
representa uma relacdo ecologicamente benéfica para ambos os organismos, uma vez
que as esponjas fornecem nutrientes que também sdo importantes para a sobrevivéncia
do micro-organismo associado (Thomas et al., 2016; Strand et al., 2017). As esponjas
também sofrem influéncias negativas em sua salde em decorréncia do aumento da
temperatura dos oceanos, e outros estresses ambientais, que podem afetar diretamente
a sua reproducéo, e consequentemente suasobrevivéncia (Strand et al., 2017).

As esponjas sdo componentes importantes dos recifes de coral mesoféticos,
que sdo localizados em profundidades de 30 m a 150 m de profundidade e necessitam
de luz solar para fotossintese dos organismos que ali habitam (Slattery e Lesser, 2012).
As esponjas presentes em recifes de coral de mar raso sofrem com acgdes antrépicas
tanto quanto corais presentes nesse ambiente, devido as atividades turisticas, de
mergulho e pescas recreativas, além de estresses ambientais, que tem sido foco de

novas pesquisas de monitoramento nesses locais (Pomponi et al., 2019). No trabalho



de Diaz e Ritzler (2001), os autores realizaram uma comparacao de dados bioldgicos
e ecoldgicos das esponjas, onde identificam seis parametros que tornam as esponjas
componentes essenciais do ecossistema marinho: a diversidade, abundancia (que inclui
area de cobertura e biomassa), associa¢des simbidticas com micro-organismos, espaco
de competicéo, impacto aos recifes e trocas com a coluna d’agua (Diaz e Riitzler, 2001).
Bem como corais, essas esponjas sofrem por fatores antropicos e de mudangas
climaticas, como por exemplo, pela acidificagdo dos oceanos, além disso esponjas
podem sofrer com o aquecimento dos oceanos que pode afetar sua performance
fisiologica, além de sua capacidade reprodutiva e dispersao (Carballo e Bell, 2017). O
trabalho de Vicente (1989) foi o primeiro a descrever a mortalidade de esponjas devido
ao aquecimento dos oceanos, ainda o trabalho de Webster, Cobb e Negri (2008)
extrapola que além da mortalidade, as altas temperaturas presentes nos oceanos faz com
que as esponjas percam seus simbiontes microbianos, o que pode ser visivel pela
necrose no tecido do holobionte e por problemas na estrutura celular, evidenciando a
importancia dessa associacao.

Além disso, o estudo de espojas de mar raso ndo é tdo evidenciado por
pesquisadores quanto as atividades antrOpicas por esses organismos ndo serem
“importantes” economicamente (quando se pensa na exploragdo para turismo) ou
utilizadas em estudos de predicdo de vulnerabilidade frente a mudancas climaticas
(Beazley et al., 2021). Apesar disso, existem pesquisas que utilizam esponjas de mares
rasos para entender a diversidade presente em diversos recifes (Diaz e Rutzler, 2001),
além de buscarem por possiveis aplicacdes biotecnoldgicas advindas desses animais.
Um exemplo é o trabalho de Muricy e colaboradores (1993), que descreveu extratos
de esponjas com funcdo antimicrobiana das espécies Cliona sp., Amorphinopsis sp. e
Hemimycale sp. da costa brasileira. As esponjas de mar raso e profundo podem
apresentar diferencas morfologicas, como cor, tamanho das espiculas e a organizagéo
do cortex, além de diferencas fenotipicas que mostraram que as esponjas encontradas
no raso apresentam estrutura menores e menos desenvolvidas e comparagdo com 0s
espécimes de regides mais profundas (Céardenas e Rapp, 2013).

No oceano profundo, dentro da classe Desmospongiae, pode-se citar 0 género
que Geodia sp., como Geodia barretti (Figura 2-1), uma espécie que apresenta uma
abundancia de micro-organismos associados, que podem inclusive estarem envolvidos
no ciclo de nitrogénio (Hoffman et al., 2009). Na classe Hexactinellida tem-se as

esponjas de vidro, que sdo distribuidas de maneira abundante em aguas profundas e



podem ser representadas pela espécie Farrea occa (Figura 2-2), por exemplo
(Dohrmann et al., 2008). Quanto as esponjas pertencentes a classe Calcarea, podemos
citar Ascaltis abyssus sp. nov. proveniente da Antartica em profundidade de cerca de
2666 m (Rapp, Janussen e Tendal, 2011), que faz parte de um grupo de cerca de 675
espécies descritas nessa classe, sendo considerada uma das menos diversas comparado
as outras classes de porifera (Voigt, Wilfing e Woérheide, 2012).

Figura 2 Exemplos de esponjas encontradas em ambiente de oceano profundo. 1) Esponja da espécie
Geodia barretti; 2) Esponja da espécie Farrea occa. (Fonte: Autor)



1.3 MICRO-ORGANISMOS DE OCEANO PROFUNDO

O oceano profundo é um dos lugares mais extremos do Planeta, com auséncia
de luz, baixas temperaturas e grande presséo hidrostatica (Jannasch e Taylor, 1984; Poli
et al., 2017). Este ambiente abriga micro-organismos diversos com caracteristicas
Unicas de adaptagdo para a sua sobrevivéncia, como por exemplo o grupo dos micro-
organismos Barofilos, que sdo capazes de sobreviver em pressdes hidrostaticas
elevadas, de até 100 atm ou mais, e Psicrofilos, que sdo micro-organismos capazes de
viver e crescer em baixas temperaturas, em média de 3°C, tendo como sua temperatura
6tima de 8°C a 15°C (Jannasch e Taylor, 1984; Horikoshi, 1998).

Os micro-organismos de oceano profundo possuem a capacidade de
sobreviver nessas distintas condi¢cdes abidticas devido a algumas adaptacGes genéticas
reguladoras, enzimaticas e mecanismos biomoleculares (Costello e Chaudhary, 2017;
Poli et al., 2017). O estudo de Nakasone et al. (1998) demonstra que em Shewanella
sp. DSS12 encontrada no oceano profundo em Ryukyu, China, possui genes
regulados positivamente quando ha elevacdo da pressdo. Este gene é o cydD que foi
primeiramente descrito por Poole et al. (1994) como sendo um gene presente na via de
respiracdo aerébia de E. Coli (Poole, Gibson e Wu, 1994). Em Shewanella sp. esse gene
se mostrou resistente a altas pressdes, demonstrando ser necessario para a
sobrevivéncia do micro-organismo frente as condicGes de elevadas pressdes por tornar
esse micro-organismo mais resistente frente a esses fatores (Nakasone et al., 1998).

Também ja foram vistas proteinas de auxilio ao choque térmico, que sdo
chamadas de proteinas de choque ao frio (do inglés “cold shock proteins”, as Csp), que
sdo capazes de auxiliar no sistema metabolico celular frente ao estresse de diminuicédo
da temperatura (Poli et al., 2017). Essas proteinas sdo produzidas por micro-
organismos e sdo importantes para mantera integridade da célula pois em resposta a
temperatura, sdo capazes de diminuir as atividades metabolicas das células, tais como
atividade enzimatica, reduzindo a transcricdo génica, e estabilizando os &cidos
nucleicos e estruturas secundarias (Keto-Timonen et al., 2016). Além disso, para que
mantenham sua integridade, muitos destes micro-organismos sofreram adaptacfes em
suas membranas para a sua sobrevivéncia. Por exemplo, micro-organismos psicréfilos
possuem uma composic¢do lipidica insaturada que auxilia na sua manutencdo em baixas
temperaturas (Poli et al., 2017). No estudo de Bowman et al. (1997) é demonstrado que

Shewanella gelidimarina e Shewanella fridimarina, isoladas de dguas profundas e de
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uma amostra de gelo, respectivamente, além de terem grande atividade enzimatica,
suas membranas lipidicas sdo constituidas por acido eicosapentaenoico (Bowman et
al., 1997), um &cido graxo insaturado, conhecido por ser 0 maior dmega-3 descrito,
importante na composicdo da membrana celular de animais, tais como peixes, e que
atualmente é bem estudado na aplicagdo de produtos farmacéuticos (Yazawa, 1996).
Esse composto auxilia essesmicro-organismos frente & baixas temperaturas, tornando
a membrana mais fluida, preservando a célula por meio de osmorregulacao intracelular
(Bowman et al., 1997; Poli et al.2017).

Embora seja um ambiente hostil para alguns organismos devido suas
caracteristicas de alta pressdo, baixas temperaturas, auséncia de luz e menores
concentracdes de oxigénio, o mar profundo apresenta grande numero de micro-
organismos que se mostram adaptados a essas condi¢des (Costello e Chaudhary, 2017).
Neste ambiente podem ser encontrados os bacterioplanctons, que sdo micro-
organismos que fazem parte da cadeia alimentar de organismos aquéticos, contribuindo
significativamente para esse ecossistema por serem excelentes indicadores de impactos
humanos no ambiente (Cesar e Abreu, 2001; Robarts e Carr, 2009). Além dos
bacterioplanctons, bactérias dos géneros Shewanella, Photobacterium, Colwellia,
Moritella e Psychromonas também podem ser encontradas neste ecossistema, por suas
caracteristicas psicrofilicas (Nakasone et al., 1998; Poli et al., 2017).

Quanto a presenca desses micro-organismos no oceano profundo, podemos
inferir que esse € um ambiente muito diverso quanto aos géneros microbianos que
podem ser encontrados, mostrando que esse local, além de possuir uma variedade de
recifes de coral singular, possui também uma grande diversidade microbiol6gica em
associacdo com diferentes corais e outras espécies marinhas (Kellog, 2019).

Além disso, esses micro-organismos apresentam mecanismos de resisténcia
que lhe permitirem sobreviver em condi¢cbes de oceano profundo, e ainda
demonstraram ser fonte de possiveis produtos com aplicagdo no ramo da biotecnologia.
Para a sua manutenc¢do no oceano profundo, esses micro-organismos séo capazes de
produzir biomoléculas que agem auxiliando na sua estabilizacao frente aos multiplos
fatores abidticos enfrentados pelo organismo, como por exemplo altas pressoes, baixas
temperaturas, falta de nutrientes e outros componentes importantes para sua
sobrevivéncia (Poli et al., 2017). Como no estudo de Qin, Huang e Liu (2013) onde foi
descrita uma o-amilase em Zunongwangia profunda, isolada de oceano profundo em

Fujian, China, sendo essa enzima uma endoamilase que é capaz hidrolisar moléculas
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de amido, sendo muito importante para possiveis aplicacdes biotecnoldgicas devido
sua habilidade de permanecer estdvel em condic¢6es de baixa temperatura e presséo,

tais como encontradas em mar profundo (Qin, Huang e Liu, 2013).

1.4 MICRO-ORGANISMOS ASSOCIADOS A CORAIS E ESPONJAS

Os estudos sobre a associacdo entre corais e micro-organismos de oceano
profundo sdo datados de muitas décadas, sendo o primeiro estudo publicado em 2006
(Yakimov, 2006; Lawler et al., 2016). Os corais e esponjas, como dito anteriormente, sao
seres holobiontes, que albergam uma grande diversidade de micro-organismos, como
bactérias, virus, fungos, que podem desempenhar papéis importantes na salde desses
animais e no seu metabolismo (Pogoreutz et al., 2020), como demonstrado na Figura 3.
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Figura 3 Principais beneficios da associacdo simbidtica de micro-organismos e corais e
esponjas de mar profundo.

Os corais sdo compostos de dois tipos teciduais, epiderme e gastroderme, e
uma camada de muco, onde todas essas estruturas Sdo ricas em micro-organismos
(Rosenberg et al., 2007). Em toda a estrutura dos corais é possivel encontrar uma
complexa e dindmica comunidade de micro-organismos associados (Rosenberg et al.,
2007). Além das algas dinoflageladas da familia Symbiodinaceae (quando em corais
de aguas rasas) (Wakefield, Farmer e Kempf, 2000; Peixoto et al., 2017), podemos
encontrar uma grande diversidade de micro-organismos pertencentes a diferentes filos.
Como os géneros Alteromonas, Shewanella,Vibrio, e Photobacteria, por exemplo que
pertencem ao filo Proteobacteria, um dos filos mais abundantes do dominio Bacteria
(Rohwer et al., 2002; Gonzéalez e Whitman, 2006), e até mesmo micro-organismos
potencialmente patogénicos como as espécies Aspergillus sydowii e Thalassomonas
loyana que sdo capazes de causar doencas em corais quando estes se encontram sob
algum estresse (Rosenberg et al., 2007).

Nos corais, a associacdo de micro-organismos € considerada espécie-
especifica, onde diferentes espécies de coral possuem distintas comunidades



microbianas (Lawler et al., 2016). Além disso, esses micro-organismos podem possuir
um core microbiano conservado que pode servir para a elucidacdo da relacdo entre os
micro-organismos e seu hospedeiro, assim como relacionar com as suas possiveis
funces e o auxilio que pode promover na satde dos corais (Lawler et al., 2016; Kellog,
2019). No estudo de Kellog (2019) foi relatada a associa¢do de micro-organismos com
0s corais podendo ser uma peca essencial para decifrar o caminho para o entendimento,
identificacéo e estudo acerca dos corais e seus simbiontes microbianos. Por exemplo,
no trabalho de Neulinger e colaboradores (2009) € mostrada a associacdo de
Desmophyllum pertusum, com Candidatus Mycoplasma corallicola, encontrada em
abundancias nessas amostras por meio de técnicas independentes de cultivo, sugerindo
sua possivel influéncia na nutricdo e satde do coral (Neulinger et al., 2009).

O trabalho de Yakimov et al.,, (2006), um dos primeiros trabalhos de
microbioma de corais de oceano profundo, descreve a associacdo microbiana dos corais
do ambiente de oceano profundo do grupo Scleractinia, e no mesmo ano, Penn et al.,
(2006) descreveram a comunidade microbiana de corais negros. Ambos os trabalhos
fazem a descricdo das comunidades microbianas de corais de oceano profundo, da
coluna d’agua e de sedimento utilizando-se de métodos tradicionais de cultivo
microbiano e de biologia molecular, o que levou a um aumento do interesse na busca e
maior entendimento por essas associacdes simbioticas de corais e seus microbiomas
associados. Por exemplo, em Madrepora oculata (Hansson et al., 2009) e em
octocorais como Paragorgia arborea (Gray et al., 2011) por meio de investigagédo
filogenética observou-se que em ambas espécies podem ser encontradas bactérias das
classes Gammaproteobacteria, Actinobacteria, Alphaproteobacteria e Bacteriodetes,
mostrando a grande diversidade de micro-organismos associados em simbiose com
seus holobiontes.

Assim como 0s corais, as esponjas de oceano profundo também possuem uma
diversa e abundante variedade de micro-organismos em associagdo aos seus tecidos
(Taylor et al., 2007). S&o observadas relagdes de simbiose das esponjas com micro-
organismos gque podem chegar a compor cerca de 50% de seu tecido, sendo importantes
na captacéo de nutrientes, transporte de metabdlitos, além de contribuir na defesa
quimica das esponjas (Wang, 2006). Devido a variedade de esponjas enconradas em
oceano profundo, tem-se atraido a atengdo de pesquisadores no mundo inteiro pela
sua associagdo com micro-organismos que podem ser de interesse industrial gragas a

sua riqueza de substancias bioativas (Thakur e Miiller, 2004; Nishijima et al., 2010).
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Além disso, esponjas podem ter associacfes com arqueias e Micro-organismos
eucarioticos, 0 que aumenta ainda mais a curiosidade das associa¢@es que podem estar
co-existindo nesse animal no ambiente marinho (Kennedy et al., 2014).

As esponjas podem ser classificadas de acordo com a sua abundéncia de
micro- organismos simbiontes sendo categorizados em alta abundancia microbiana (do
inglés, HMA “high microbial abundance”) onde o organismo apresenta uma densidade
maior e mais diversa de micro-organismos associados, ou como tendo baixa
abundancia microbiana (do inglés LMA “low microbial abundance”) onde a densidade
microbiana encontrada € menor e menos diversa (Moitinho e Silva et al., 2017;
Astudillo-Garcia et al., 2020). O hospedeiro pode abrigar uma comunidade microbiana
especifica, estavel e altamente diversificada, que pode ser adquirida por meio de
transmissdo horizontal (por meio das correntes marinhas), bem como vertical (passado
para sua progénie) (Ribes et al., 2012). Ainda, a relacdo simbidtica esponja-
microbioma pode ter sua homeostase desestabilizada por disturbios e mudancas
ambientais, atingindo diretamente a saide do holobionte, como na sua fisiologia e
metabolismo (Moitinho-Silva et al., 2017; Glasl et al., 2018).

Esses organismos podem apresentar associacdo com 41 tipos diferentes de
filosprocaridticos, sendo 13 desses compartilhados entre 81 espécies de esponjas
conhecidas (Thomas et al., 2016). Em geral, a composi¢do bacteriana entre HMA e
LMA pode diferir de acordo com os filos presente nesses organismos. Em espojas
LMA podem ser encontradas Proteobacteria e Cianobacteria, enquanto em esponjas
HMA ha um dominio de Chloroflexi, Acidobacteria e Actinobacteria, tendo essas
esponjas cerca de um terco de sua biomassa composta por esses micro-organismos
(Vacelet e Donadey, 1977). Além desses grupos bacterianos, também podemos
diferenciar essas esponjas por suas funcdes génicas, taxa de filtracdo e seus ciclos de
carbono e nitrogénio (Glasl et al., 2018). O trabalho de Steffen et al., 2022 realizou
uma comparagdo entre Geodia barretti, Stryphnus fortis e Weberella bursa em
profundidades de 244 a 1476 m, e mostrou que S. fortis e G. barretti sdo fortes
candidatos a serem HMA, enquanto W. bursa esta presente no grupo de esponjas com
baixa abundancia microbiana. Para chegar a esses resultados, eles observaram que
aproximadamente 17 filos procarioticos estariam associados a 14 espécimes de G.
barretti, 20 filos a 15 espécimes de S. fortis e 13 filos a 16 espécimes de W. bursa, 0
que conclui a diversa abundancia de comunidade microbiana em G. barretti e S. fortis

em contrapartida com W. bursa. E interessante salientar que esse método de
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classificacdo pode ser utilizado para esponjas de mar raso e profundo, e a profundidade
nédo necessariamente afeta a comunidade microbiana presente no holobionte (Steffen et
al., 2022).

Em associacdo com as esponjas, podemos citar Penicillium chrysogenum, um
fungo que se mostra como um novo produtor de alcal6ide, um composto importante na
terapéutica humana (Thakur e Miiller, 2004), e outros fungos dos filos Ascomycota e
Zygomycota (Wang, 2006). Além desses, foi relatada a espécie Oscillatoria
spongillidae, uma bactéria isolada de diferentes espécies de esponjas do género
Dysidea (Wang, 2006), e outros géneros bacterianos, como Acidobacteria, Nitrospira,
Actinobacteria, Chloroflexi, e bactérias presentes no filo de Cianobacteria entre outras
(Taylor et al., 2007; Webster et al., 2013). Sabe-se que ha uma grande diversidade de
grupos microbianos associados as esponjas presentes em mar profundo, o que
demonstra a importancia dessa relagdo, uma vez que esses micro-organismos auxiliam
na captacdo de nutrientes, e do ponto de vista biotecnoldgico, podem ser utilizados na
busca por novos metabdlitos de interesse industrial e comercial (Wang, 2006; Webster
etal., 2013).

1.5 IDENTIFICACAO DE MICRO-ORGANISMOS DE OCEANO PROFUNDO
1.5.1 Cultivo de micro-organismos de oceano profundo

As condigdes extremas dooceano profundo podem influenciar diretamente na
vida microbiana presente neste local (Zhang, Wu e Zhang, 2017). Devido a isso, uma
pequena fracdo de micro-organismos de oceano profundo pode ser obtida por cultivo,
podendo permanecer inativos (dormentes) por longos periodos in situ devido inanicao,
que seria um estado ausente de substratos para seu crescimento, Ou outros estresses,
sendo necessarios incubacdes especificas, aléem de condices fisicas e quimicas ideais
para seu desenvolvimento (Deming e Baross 2000; Zhang, Wu e Zhang2017).

Outros problemas relacionados ao cultivo de micro-organismos de oceano profundo
sdo: (i) Meios de cultura: a concentracéo e composic¢ao dos componentes organicos/ inorganicos
podem ser inapropriados, além disso, alguns micro-organismos ndo sao capazes de crescer em
meios solidificados; (ii) Condi¢6es de cultivo: alguns fatores fisico-quimicos podem influenciar
no crescimento dos organismos, como pressdo, temperatura e presenca de O; (iii) Metodologia
usada no isolamento e separacdo dos isolados: alguns micro-organismos podem crescer de

maneira mais lenta e em menor quantidade, enquanto outros em maior quantidade e mais
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rapidamente, sendo alguns mais sensiveis ao isolamento, ndo prosperando, enquanto outros séo
isolados mais facilmente (Zhang, Wu e Zhang, 2017).

Com intuito de isolar bactérias barofilas e termofilicas, o trabalho de Kato, Nogi
e Arakawa (2008) descreveu a utilizagdo de um equipamento especifico de isolamento e
cultivo, por meio do qual eles conseguiram estudar a comunidade microbiana de
sedimento de fossas marinhas japonesas de uma profundidade de 6,292 m durante cultivo
sem descompressao, ou seja, sem alterar a pressdo dessa amostra, que foi obtida usando
um equipamento de coleta de amostras que retém a pressao de 65 MPa e 2°C (Kato, Nogi
e Arakawa, 2008).

O trabalho de Takami (1999) foi o primeiro a reportar o isolamento de bactérias
de sedimento das fossas Marianas, o que possibilitou entender a relagdo entre o ambiente
e a comunidade microbiana presente nesse local. Foram obtidos centenas de isolados,
sendo algumas dessas bactérias produtoras de enzimas como proteases e amilases, bem
como bactérias alcalifilicas e termofilicas. Além desses, também foram isolados micro-
organismos psicrofilicos, como fungos filamentosos e actinomicetos em 0.1 Mpa. Para o
isolamento desses grupos microbianos foram realizados diferentes formas de cultivo, com
a obtencdo através do isolamento em meio complexo Marine Broth ou Agar,
suplementado ou ndo, incubado em temperaturas de 4°C-75°C e condigdes de pressdo
atmosférica (0.1 MPa) ou até 100 MPa.

Embora seja dificil o cultivo e isolamento de bactérias de oceano profundo,
diversas pesquisas empregaram metodologias adequadas que possibilitam a obtencdo
desses micro-organismos para um maior conhecimento do papel desempenhado por eles
neste ambiente. A utilizacdo de diferentes técnicas, e emprego de dispositivos que
auxiliem na manutencdo da pressdo e baixas temperaturas, entre outras caracteristicas
abioticas, bem como o uso diversos suplementos nutricionais nos meios de cultivo podem
ser fundamentais para o desenvolvimento microbiano, possibilitando seu estudo (Takami,
1999; Deming e Boss, 2000;Kato, Nogi e Arakawa, 2008; Zhang, Wu e Zhang, 2017).

1.5.2 Identificacao filogenética de micro-organismos de mar profundo

Juntamente com metodologias tradicionais de cultivo e isolamento, ha o
emprego dasferramentas de bioinformatica, como forma de se identificar micro-
organismos presentes em oceano profundo, abrangendo ainda mais 0 conhecimento
acerca desses organismos, suas funcionalidades e metabolismos (Ludwig e Schleifer,

1994; Hugenholtz et al., 2021). Nesse sentido, 0 uso de estratégias polifasicas tem um



papel fundamental no estudo da diversidade e interacdo dos organismos com o objetivo
de caracterizar, classificar e identificar esses micro-organismos por meio de
caracteristicas fenotipicas, mas também genotipicas (Ludwig e Schleifer, 1994).

A identificacdo de micro-organismos na filogenia utiliza o acido ribonucleico
ribossdmico (rRNA) como marcador filogenético, sendo o ribossomo a molécula
ancestral entre os micro-organismos. Ele possui dois componentes que aparentemente
funcionam de maneira equivalente, as regides 18S e 16S rRNA, que sdo regides
hiperconservadas presentes nos micro-organismos, sendo a subunidade 16S mais
comumente utilizada na identificacdo de bactérias (Fox, Pechman e Woese, 1977), e a
regido 18S para a identificacdo de fungos e outros eucariotos (Khaw et al., 2020). A
vantagem de se estudar caracteristicas moleculares é que elas sdo definidas com
precisdo, portanto diferentemente de caracteristicas fenotipicas,um carater homologo
bacteriano € melhor reconhecido. A nivel molecular, a similaridade das sequéncias
encontradas indica um ascendente comum entre os genes e produtos génicos, agrupando
informacdes similares e seus micro-organismos correspondentes. (Ludwig e Scheifer,
1994).

O trabalho de Lane et al. (1985) foi o primeiro a utilizar a subunidade 16S rRNA
na caracterizacdo de um micro-organismo por meio da utilizacdo de primers que
posteriormente foram chamados de “universais”. Esses primers s3o utilizados na
amplificacdo da amostra por PCR do gene 16S extraido da amostra ambiental, que passa
por um processo de mistura com amplicons clonados nessa reacdo e sao entdo
sequenciados como forma de exibir os perfis da comunidade microbiana presente na
amostra. Atualmente essas andlises baseadas no sequenciamento do gene 16S séo
realizadas comparando a amostras de interesse, com aquelas depositadas em bancos de
dados disponiveis online (Hugenholtz et al., 2021).

A utilizacdo da identificacdo filogenética j& vem sendo usada em diversos
trabalhos ao redor do mundo. Por exemplo, o trabalho de Macisaac et al. (2013) utilizou
0 sequenciamento parcial dos genes 18S e 28S como forma de confirmar a presenca de
Telopathes magna, uma espécie de coral negro em mar profundo do Atlantico Norte
(Canadd), descrevendo pela primeira vez um organismo presente em oceano profundo
desse local da familia Schizopathidae por métodos moleculares. Quanto a micro-
organismos, o trabalho de Maruyama et al. (2000) descreveu uma nova espécie de
Psychrobacter pacificensis isolada de fossas japonesas a uma profundidade de 5000-6000

m, por meio da amplificagdo da subunidade 16S desse isolado. Diversos outros trabalhos
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utilizaram as ferramentas de sequenciamento e bioinformatica na identificacéo de micro-
organismos por métodos independentes de cultivo, como o trabalho de Gutierrez e
colaboradores (2015), que fizeram a caracterizacdo de bactérias degradadoras de
hidrocarbonetos presentes em sedimento da Bacia Guayamas, Califérnia, em uma
profundidade de 2007 m.

Portanto, embora sejam associa¢fes muito interessantes no &mbito da pesquisa
cientifica, a obtencdo e a identificacdo de micro-organismos de oceano profundo advindos
de corais e esponjas ainda enfrentam algumas barreiras, como as condic¢des de cultivo
dessas amostras com as técnicas tradicionais de cultivo, uma vez que algumas
caracteristicas desse ambiente, como as baixas temperaturas, pressdo hidrostatica,
auséncia de luz, concentracdo de nutrientes podem influenciar no cultivo desses micro-
organismos (Zhang, Wu e Zhang, 2017). Por isso, é importante a busca por metodologias
que possam promover 0 crescimento desses micro-organismos trazendo um maior
conhecimento acerca de sua diversidade, funcdo na simbiose e potenciais utilizagdes
biotecnolodgicas, sendo esses micro-organismos muitas vezes identificados utilizando-se
somente ferramentas de bioinformatica por meio da utilizacdo de biomarcadores

taxondmicos como as subunidades génicas 16S e 18S rRNA (Nawaz et al., 2022).

2 JUSTIFICATIVA

As regides de oceano profundo séo interessantes para potenciais descobertas na
area de pesquisas ambientais e microbioldgicas, devido as suas caracteristicas abidticas
Unicas, com a necessidade de mais estudos voltados para esses ambientes e seu
microbioma associado (Jannasch e Taylor, 1984; Costello e Chaudhary, 2017; Acinas et
al., 2019). Sabe-se que as a¢bes humanas, tais como desflorestamento, pesca extensiva,
emissdo de gases fosseis, dentre outros fatores sdo capazes de afetar os oceanos de
maneira ativa (Knowlton, 2001), onde os ecossistemas marinhos sofrem fortes ameacas
diante desses estresses. De forma mais especifica, 0s ecossistemas recifais de oceano
profundo sofrem com impactos da ac¢éo antrépica, como por exemplo, a exploracdo de
petroleo, que gera contaminagdo por hidrocarbonetos (Demopoulos et al., 2016); o
acumulo de CO2 pelos mares, gerando acidificacdo desses ambientes (Gomez et al.,
2018); atividades ilegais de pesca de arrasto, que impactam profundamente a diversidade
biolégica local (Pham etal., 2014); e o acimulo de microplasticos e outros poluentes

toxicos (Liao et al., 2021; Sanganyado et al., 2021). Os ecossistemas de oceano profundo
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sdo complexos, e formados principalmente pela associacdo entre diversas espécies de
corais (Cnidaria), além de serem encontradas muitas espécies de esponjas (Porifera),
equinodermos, dentre outros animais associados (Roberts et al., 2006). O oceano
profundo, seus organismos, e seus micro-organismos associados possuem papel-chave
nos ciclos biogeoquimicos, nas constituicdes biogeograficas, além de serem refugio para
inimeras espécies marinhas (Roberts et al., 2006; Wang, Meng e Wang, 2020).

Os corais e esponjas sdo ditos holobiontes, uma vez que estabelecem uma
associacdo simbiotica com uma grande diversidade de micro-organismos fundamental
para a vida e manutencdo da satde desses organismos (Bosch et al., 2011; Pogoreutz et
al., 2020). Esses micro-organismos sdo capazes de captar nutrientes essenciais ao
hospedeiro, além de estarem inseridos em um ambiente ainda pouco explorado. O oceano
profundo se caracteriza por ter somente cerca de 16% das espécies de (macro) organismos
conhecidas e descritas na literatura (Costello e Chaudhary, 2017), despertando um
interesse da comunidade cientifica na busca de novos (micro) organismos que podem
apresentar potencial biotecnoldgico (Jannasch e Taylor, 1984; Thompson et al., 2018). Ja
se sabe que a associacao entre micro-organismos € corais e esponjas Sdo muito
importantes para a vida desses organismos de mar profundo, uma vez que 0s micro-
organismos sdo capazes de ajudar seus hospedeiros na captacdo de nutrientes além de
auxiliarem na defesa e salde desses animais e no transporte de metabdlitos que séo
importantes para sua viabilidade nesse ambiente (Webster et al., 2013). Sendo assim,
micro-organismos encontrados no ambiente de oceano profundo, como bactérias, virus e
fungos podem desempenhar importantes fungdes em sua associagdo com esses animais
(Wang et al., 2020; Gonzélez e Whitman, 2006; Tortorella et al., 2018; Ohmae et al.,
2015). Dessa forma, destaca-se a necessidade de estudos mais detalhados acerca da
biodiversidade e potenciais biotecnoldgicos dos micro-organismos no oceano profundo,
que podem ser utilizados para a obtencdo de compostos bioativos e de bioprospeccao,
para a aplicacao industrial e terapéutica (Thompson et al. 2018; Modolon et al. 2020).

O estudo da associa¢do micro-organismo-hospedeiro em oceano profundo é
importante no &mbito da pesquisa, porém limitado devido a necessidade de meios
seletivos e especificos que podem ajudar no isolamento, crescimento e enriquecimento

das amostras advindas de oceano profundo (Jannasch e Taylor, 1984).

Como forma de compreender melhor este ambiente, este trabalho tem como

finalidade investigar e identificar os micro-organismos de recifes de coral de oceano
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profundo, isolados de amostras de corais, esponjas, agua e sedimento, coletadas na
Bacia de Campos durante a expedicdo oceanografica PROBIO-DEEP, de 600 a 800
metros de profundidade.  Para tal, foram utilizadas técnicas de microbiologia
tradicional, como o cultivo e o isolamento em meios seletivos, para posterior
identificacdo e classificacdo taxondémica dos isolados obtidos por métodos de biologia

molecular.

3 OBJETIVO GERAL

O objetivo central deste trabalho € realizar uma busca por micro-organismos
cultivdveis em meios generalistas e seletivos, a partir de amostras coletadas em
recifes de coral de oceano profundo (corais, esponjas, dgua e sedimento) e investigar
taxonomicamente essas amostras por meio de cultivo microbiano e de biologia

molecular.

4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Coletar amostras de corais e esponjas de oceano profundo, além de agua e
sedimento afim de se obter seus micro-organismos associados;

2. lIsolar micro-organismos de oceano profundo utilizando-se 16 diferentes meios de
cultura (generalistas e seletivos) a partir de amostras de coral, esponjas, agua e

sedimento;

3. Identificar por meio de ferramentas de bioinformética 0os micro-organismos
presentesnessas amostras;

4. Construir a arvore filogenética dos micro-organismos para avaliar as
relagdes evolutivas dos micro-organismos em cada tipo de amostra;

5. Correlacionar os dados taxondmicos dos isolados microbianos de cada amostra

e meios utilizados.

5 METODOLOGIA
5.1 COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras de coral, esponjas, agua e de sedimento de oceano profundo



utilizadas nesse trabalho foram coletadas da Bacia de Campos, situada no Estado do
Rio de Janeiro, entre os meses de Agosto e Setembro de 2021 e fazem parte do projeto
PROBIO-DEEP coordenado pela Prof. Raquel Peixoto e pela Prof. Flavia do Carmo e
financiado pela Shell Brasil (ANP).

As amostras foram coletadas durante 10 dias de expedi¢cdo a bordo do navio
Aquarios (Fugro) em diferentes pontos de coleta (Ponto 1A e 1B, 2, 3 4 e 5) como
mostrado na Figura 4 entre 600 e 800 metros de profundidade. Apds passarem por uma
triagem inicial, as amostras foram semeadas em meios de cultura distintos, (descritos nos
topicos abaixo) utilizando-se técnicas tradicionais para o cultivo microbiano. Todos 0s
isolados fazem parte do banco de amostras mantido pelo Laboratério de Ecologia
Microbiana Molecular - LEMM, localizado no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées,

na Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ.
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Figura 4 Local de coleta de amostras da expedicdo PROBIO-DEEP. As coletas de amostras
foram realizadas em profundidas de 600-800m, na Bacia de Campos localizada no Rio de
Janeiro, Brasil.

Para as amostras de corais e esponjas, foi utilizado um veiculo marinho operado
remotamente (ROV), adaptado com uma grande gaveta, que se fechava na profundidade
de coleta, evitando a mistura da amostra com agua de outras profundidades. O ROV
(Fugro®©) coletava delicadamente as amostras com suas garras, e as colocava na
gaveta, que era trazida a bordo. A coleta de &gua do mar foi feita com o uso de Garrafas
Go-Flo (General Oceanics©), comumente utilizada na coleta de agua marinha em
diversas profundidades. A Go-Flo era fechada mecanicamente com as garras do ROV
préximo aos recifes onde as amostras de corais e esponjas foram coletadas. Para as
amostras de sedimento, foi utilizado um Box-corer (feito sob encomenda pelo projeto),
langado préximo ao recife de coral, com o objetivo de entender melhor a comunidade

microbiana presente naquele local (Figura 5).
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Figura 5 Equipamentos de coleta de oceano profundo. (1) Veiculo Remotamente
Operado (ROV) (Fugro®©) adaptado com uma gaveta compartimentalizada para a
coleta dos animais. (2) Box-corer (fabricado sob encomenda para o projeto) utilizado
paraa coleta de sedimento. (3) Garrafas Go-flo (General Oceanics©) para a coleta
de agua.

Ap0s a coleta, as amostras seguiram um protocolo de triagem e de plaqueamento em
meios generalistas e seletivos como mostrado na Figura 6, onde é mostrado além das

metodologias seguidas em navio, as metodologias seguidas em laboratério apds o término da
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expedicdo, que se deu pelo isolamento dos micro-organismos crescidos nos meios de cultura, a
anotacdo de suas caracteristicas morfoldgicas e extracdo de DNA dos isolados para

identificacdo por meio do Ribossomal Data Base Project.

Esponja
—’ b —’
A -
Coral
+ )
—> = i
Sedimento -

- R l -

Meios de cultura seletivos e
generalistas

Meios de cultura seletivos e
Anotagdo das

caracteristicas generalistas
morfolégicas
. |
.’ [
V- Isolamento
Extragao de DNA e
Indentificacdo amplificagéo do

gene rRNA 165 .
Created in BioRender.com bio



26

Figura 6 Fluxograma das metodologias seguidas. (Fonte: Autor)

5.3 PLAQUEAMENTO E MEIOS DE CULTURA

As amostras de coral, esponjas, sedimento e agua coletadas em cada ponto
foram imediatamente processadas para o cultivo dos micro-organismos ainda no navio.
Foramselecionadas amostras de acordo com a espécie de organismos coletados e
pontos de coleta, que passaram por um processamento que consistiu em: maceragéo
das amostras em fluxo laminar, com auxilio de um cadinho e pistilo previamente
esterilizados com alcool 70% e UV por 30 min; colocacdo do conteddo em um
Erlenmeyer contendo 50g de pérolas de vidro e 50 ml de salina 0;85% NaCl estéril e
agitacdo do frasco a 6° C por 24 horas a 100 rpm. Esse conteudo foi entdo plaqueado
nos diferentes meios de cultura, como descritos abaixo na Tabela 1. As amostras da
agua do mar profundo também foram inoculadas em meios de cultura, mas néo
passaram pelo processamento de agitacdo com pérolas de vidro, sendo plaqueadas
imediatamente nos meios de cultura correspondentes, sem dilui¢do e sem concentracao.
Para as amostras de sedimento, aproximadamente 10g de sedimento foi colocado em
Erlenmeyer contendo 50g de pérolas de vidro e 50 ml de salina 0,85% NaCl estéril e

colocado em agitacdo por aproximadamente 24 horas a 100 rpm.

Tabela 1. Meios de cultura, processamento e condi¢des de incubacéo utilizadas para
0 isolamento de micro-organismos de mar profundo.

N° Meio de Cultivo Objetivo de Amostra* Diluicbes Temp Incub N©°
Isolamento (°C) ***  placas
1 MetM Metanotroficas C,E, 0 6 Aer 16
SD, A
2 MB20 Seletivo para E 0,-1,-2,- 6 Aer, 60
bactérias de 3,-4 An
esponjas
3 Marine Minimal Seletivo para E 0,-1 6 Aer, 24
Medium degradacéo de An
(MMM) + fucose e arabinose
carboidratos
especificos
4 MMM + Seletivo para C, E,Sd, 0 6 Aer 48
hidrocarbonetos degradadores de A

(filtro de papel) hidrocarbonetos



10

11

12

13

14

15

BH + oleo Seletivo para

(fracéo degradadores de
insolavel) hidrocarbonetos
BH + 6leo Seletivo para

(fracdo soluvel) degradadores de

hidrocarbonetos

Medium A Enriquecimento
(caldo e agar) para
nitrificantes
TCBS Seletivo
para
vibrio
R2A Bactérias
generalista
S
MA Bactérias
generalista
S
MA 1/2 Bactérias
generalista
S
MMM + Coral Meio minimo
juice parabactérias
generalistas de
coral
Ammonia- Oxidantes
oxidizer medium deamonia

K medium + Metilotréficas
Metanol
SOB Seletiva para
bactérias
oxidantesde
sulfetos

autotréficas

C, E,Sd,
A
C, E,Sd,
A

c 0

E

cC 0-1

A

C  0-L-2-
3,-4

C  0-L-2-
3,-4

C  0-L-2-
3,-4

C  0-L-2-
3

C, 0-1

E,

sd

A

C, 0-1

E,

sd

A

C 0-1-2

E

0

0

6/2

6/2

6/2

6/2

6/2

Aer

Aer

Aer

Aer

Aer

Aer

Aer

Aer

Aer

Aer

Aer

27

12

24

60

60

60

24

32

32

108

48

48



16 SOB + Glicose Seletiva para C,E 0,-1,-2 6/26  Aer 108
bactérias
oxidantesde
sulfetos
heterotroficas

*AbreviagOes das amostras: C = coral; E = esponja; Sd = sedimento; A = &gua.
***Abreviacdo das condi¢des de incubacdo: Aer = aerdbica; An = anaerobica.

1. Para o isolamento de bactérias metanotroficas, foi utilizado meio Methanotrophic
medium (MetM) em amostras de coral, esponja, sedimento e agua de acordo com o0 que
descreve o protocolo de Lindstrom et al. (1988). Um total de 0,5ml das amostras foram
inoculados em meio de cultura liquidos com o auxilio de uma seringa nos meios de
incubacdo em anaerobiose, e enquanto para a obtencdo de aerdbios, foi inoculado a
mesma quantidade como auxilio de uma pipeta automéatica. O metano foi adicionado
posteriormente no headspace, complementando as condicGes ideais de oxigénio: metano
para 0s tubos em anaerobiose, sendo os frascos incubados a 6°C.

2. Para o isolamento de bactérias de esponjas, o meio utilizado foi 0 MB20 seguindo o
protocolo de Esteves et al. (2016), onde 100ul da amostra foi disposta na placa contendo
0 meio com o auxilio da al¢a de Drigalski, sendo incubadas a 6°C em condi¢Ges aerdbias
e anaerdbias até que fosse observado crescimento.

3.Com intuito de se obter bactérias seletivas degradadoras de hidrocarbonetos, foi
utilizado o meio MMM + hidrocarbonetos em amostras de coral, esponjas, sedimento e
agua onde 100ul de cada amostra foi colocado na placa e espalhado com auxilio da alca
de Drigalski, sendo as placas incubadas a 6°C até que fosse observado crescimento.

4. Com intuito de se obter bactérias degradadoras de hidrocarbonetos, foi preparado o
meio Bushnell and Hass (BH) com adicéo de 6leo (insoltvel e solavel), onde 100ul do
conteido macerado foi disposto no meio com auxilio da alca de Drigalski, e as placas
foram incubadasa 6° C e 26° C até que fosse observado seu crescimento.

5. Para isolar e caracterizar bactérias nitrificantes, o meio utilizado foi o Meio A liquido,
seguindo-se o protocolo descrito por Pillay et al. (1989), com o inoculo de 100ul da
amostra, que foi incubada a 6 °C até que fosse observado seu crescimento.6. Com intuito

de se isolar Vibrio de coral e &gua uma aliquota de 100ul de amostra foi disposta com o auxilio

da alca de Drigalski sobre a placa contendo meio de cultivo TCBS e incubadas a 6°C e 26°C em
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aerobiose até que fosse observado seu crescimento.

7. Para isolamento de bactérias generalistas foram utilizados os meios R2A, MA e MA Y2
e MMM + Coral juice (Schultz e Modolon (in prep.), onde 100ul do contetido macerado
foi disposto sobre as placas com o auxilio da al¢ca de Drigalski, e incubados a 6°C e 26°C
até que se pudesse observar crescimento.

8. Para isolar bactérias oxidantes de aménia das amostras foi utilizado Ammonia-
oxidizer medium, como descreve o protocolo de Fujitami et al. (2015), onde 100ul das
amostras desejadas foram adicionadas ao meio de cultura e os frascos incubados a 6°C
até que pudesse ser observado desenvolvimento.

9. Para o isolamento de bactérias metilotréficas foi utilizado K medium + Metanol, como
descreve o protocolo de Kaparullina et al. (2018), onde tubos com o meio foram
inoculados com 100l das amostras desejadas, e incubados a 6°C. Quando observado a
turbidez no meio liquido, uma aliquota foi usada para subcultivo em placa de Petri
contendo 0 mesmo meio de cultura com a adigdo de metanol com um disco de filtro
impregnado com 250 pl de metanol.

10. Com intuito de isolamento de bactérias oxidantes de sulfeto (descrito na tabela como
SOB), foi utilizado o meio Thiosulphate Agar com e sem glicose (para a obtencao de
micro-organismos heterotréficos e autotréficos, respectivamente), como descreve o
protocolo de Vidyalakshmi e Sridar (2007), onde 100 ul do conteddo macerado foi
disposto sobre as placas com o auxilio da al¢a de Drigalski, e incubados a 6°C e 26°C até
que se pudesse observar o desenvolvimento bacteriano.

Apds observacéo de crescimento do plaqueamento em meio de cultivo sélido, as
col6nias bacterianas com diferentes morfotipos foram semeadas em meio correspondente
como forma de obter-se o isolamento. Ap6s observado seu crescimento de forma pura,
cada isolado foi crescido em meio MA 50%, que possibilitou o crescimento de todos os
isolados. Apds o crescimento, cada isolado foi preservado em glicerol 20% em

ultrafreezer a -80°C.

5.4 EXTRACAO DE DNA DOS ISOLADOS BACTERIANOS

Os isolados bacterianos foram previamente crescidos em meio de cultivo liquido
MA50% (Marine Agar diluido 50%) sob agitac&o de 100 rpm por 48 horas. Este contetido
foi centrifugado (14.000 g, 2 min, 4°C) e o sobrenadante descartado sendo o pellet usado

para extracdo de DNA genémico usando o Kit de extracdo e purificagdo Wizard®
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Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison USA) de acordo com as
recomendagdes da fabricante. As amostras extraidas foram purificadas com o kit Illustra
GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare, United Kingdom). A
qualidade e quantificacdo da extracdo de DNA foi feita por meio do equipamento
NanoDrop™ | posteriormente as amostras foram enviadas para sequenciamento do gene
rRNA 168, utilizando-se os primers 27 f (5-CGT GCC AGC AGC CGC GGT AA-3') e
1492r (5'-CCG TCA ATT CMT TTG AGT TT-3’). Os dados obtidos foram analisados
utilizando-se a plataforma Sanger Pipeline do Ribossomal Database Project (RDP) para
identificacdo dos micro-organismos cultivados, e BLASTn das potenciais novas especies.
Apos isso, foi construida a arvore filogenética dos isolados para uma avaliacdo da relacéo
evolutiva entre eles, com a utilizacdo do software MEGA X (Kumar et al. 2018; Stecher,
Tamura e Kumar, 2020) e utilizando as sequéncias referéncias do banco de dados RDP

para comparacdo filogenética.

30



6 RESULTADOS
6.1 ISOLAMENTO E TAXONOMIA DOS MICRO-ORGANISMOS

O uso da microbiologia tradicional, com o cultivo de micro-organismos em
diferentes meios de cultura possibilitou o isolamento de um total de 286 morfotipos
(Figura 7) microbianos, classificados nos 4 maiores filos do Reino Bacteria. Pode-se
observar que o filo que apresentou maior abundancia foi o de Proteobacteria, seguido
de Firmicutes, Actinobacteria e Bacteriodetes. Adicionalmente, os resultados
demonstaram que isolados microbianos foram distruidos em 37 géneros, com
Pseudoalteromas, Acinetobacter, Vibrio e Photobacterium predominantes nas
amostras de oceano profundo (Figura 8).

Figura 7 Exemplos de morfologias encontradas em isolados de (A) esponja e
coral, (B) esponja e coral, (C) coral, (D) coral. (Fonte: Autor)
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Figura 8 Numero absoluto e identificacdo taxondmica a nivel de género dos isolados obtidos dentro
dos filos Actinobacteria, Bacteriodetes, Firmicutes e Proteobacteria.

6.1.1 Relacdo de géneros encontrados por meios de cultura

Para a obtencdo de uma maior diversidade microbiana possivel, foram utilizados 16
meios de cultura distintos para o cultivo e posterior isolamento microbiano. Apo6s o
crescimento e isolamento, foi possivel obter isolados microbianos com diferentes
caracteristicas morfoldgicas coloniais, demonstrando que o emprego de diferentes meios de
cultura para o cultivo microbiano pode ser capaz de fornecer maior conhecimento acerca da
diversidade microbiana do oceano profundo (Figura 9). A figura 9 demonstra que 0 género
Pseudoalteromonas foi 0 que se mostrou mais abundante nos meios utilizados, se
desenvolvendo na maioria deles, tanto nos meios generalistas como nos meios seletivos para
metabolismos microbianos. Além dele, Acinetobacter e Vibrio também foram capazes de se
desenvolver em uma grande variedade de meios de cultura, indicando uma plasticidade

genotipica nesses grupos bacterianos e pouca exigéncia nutricional.
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Figura 9 Relacéo da diversidade microbiana obtida em todos 0s meios de cultura
utilizados para o isolamento dos micro-organismos.

Os meios para o cultivo e selecdo de micro-organismos com metabolismos



especificos, foram utilizados para a selecdo de grupos microbianos especificos dentre os
generalistas. A figura 10 permite uma visualizagdo mais aprofundada da diversidade
microbiana que foi obtida a partir do uso de meios seletivos. Pode-se observar que o género
Moritella, obtido a partir de amostras de esponjas, foi recuperado em diferentes meios
seletivos, ndo sendo possivel sua obtencdo nos meios generalistas, com a metodologia
empregada neste trabalho. Ainda, bactérias identificadas como pertencentes ao género
Shewanella também s6 foram obtidas de meios seletivos, o que demonstra a importancia de
utilizar os mais diversos meios de cultura com intuito de se obter maior diversidade

microbiana, refletindo de forma mais realista o0 que se pode encontrar no ambiente natural.
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Figura 10 Relacdo entre a diversidade microbiana encontrada e os meios seletivos utilizados
no isolamento microbiano.

Os meios generalistas, que foram aqueles utilizados para o cultivo de micro-
organismos “gerais”, ou seja, os que ndo Sselecionam micro-organismos por componentes
especificos do meio, mas permitem o crescimento por serem relativamente ricos,também
foram importantes para o isolamento de diversos géneros microbianos. Com a utilizagéo
desses meio, foi possivel obter principalmente a classe Bacilli, bem como isolados dos
géneros Erythrobacter, Vitellibacter e Aurantimonas que foram isolados a partirdos meios

generalistas (Figura 11).
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Figura 11 Relacdo entre a diversidade microbiana e os meios de cultivo generalistas
utilizados no isolamento microbiano.

Diferentes grupos microbianos foram isolados das diferentes fontes utilizadas nesse

trabalho: corais, esponjas, dgua e sedimento de oceano profundo. Pode-se observar que o

género Pseudoalteromonas foi 0 mais abundante nas amostras de coral e esponja. Nos corais,

0 género Acinetobacter e Vibrio também se mostraram abundantes, correspondendo a 23%

e 16% respectivamente. O género Bacillus também apresentou abundéncia nos isolados de

coral, com 11 isolados representantes (Figura 12).
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Figura 12 Relacdo de géneros encontrados em amostras de coral de oceano profundo.

Nas amostras de esponja, além de Pseudoalteromonas, o género Photobacterium

também foi dominante entre os isolados obtidos, com 22 isolados (15.9%). Ainda, Moritella
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e Acinetobacter também foram géneros bacterianos abundantes, com 13% e 10.8% de
predominancia, respectivamente (Figura 13).
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Figura 13 Relagéo de géneros encontrados em amostras de esponjas de oceano profundo.
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A partir das amostras de esponjas, foi realizada a incubagdo anaerdbia, com a
obtengdo de 14 géneros bacterianos, totalizando 37 isolados anaerdbios, dentre eles,
Photobacterium sp. foi o género predominante, com 9 isolados, seguido de
Pseudoalteromonas sp. (7) e Vibrio sp. (5) (Figura 14).
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Figura 14 Relacdo de géneros anaerobios isolados de amostras de esponjas de oceano

profundo.

Nas amostras de dgua de oceano profundo foram encontrados os géneros Bacillus

(23%), seguido de Pseudoalteromonas (18%) e Erythrobacter (17%) como géneros

predominantes (Figura 15).
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A partir das amostras de sedimento de oceano profundo foi possivel obter 4 isolados
microbianos, com a predominéncia do género Bacillus (2), seguido de Staphylococcus e

Halomonas que apesentaram um isolado cada (Figura 16).
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Figura 16 Relag&o de géneros encntrados em amostras de sedimento de oceano profundo.

A partir das amostras de esponjas, foram obtidos um total de 26 géneros
microbianos. Para 0s corais, obteve-se 12 géneros e da, agua de oceano profundo, 9 géneros.
A partir do sedimento foi possivel obter 4 isolados bacterianos, pertecentes a 3 géneros
distintos, Bacillus (2), Halobacillus (1) e Staphylococcus (1) (Figura 16). Alguns géneros
bacterianos pdde ser encontrado em todas as amostras, com exce¢do do sedimento, como
Pseudoalteromonas, Photobacterium, Alteromonas, Halomonas e Bacillus. Contrariamente,
alguns géneros foram encontrados somente em algumas amostras, como no caso do
Moritella sp., encontrado somente nas amostras de esponja (22 isolados), Shewanella,
Pseudomonas, Rhodobacteriacea bacterium e Marinobacter. Alguns géneros da classe
Bacilli (Oceanobacillus, Fictibacillus e Staphylococcus), Shimia sp., Curtobacterium sp. e
Tenacibaculum sp. entre outros géneros foram observados somente em amostras de corais.
Da mesma forma, os géneros Erytrobacter, Aurantimonas, Sufflavibacter e Vitellibacter
foram obtidos apenas de amostras de agua de oceano profundo. Embora essa descricao tenha
sido feita para uma melhor compreensdo dos resultados, ndo pode-se afirmar que esses
grupos microbianos sejam exclusivamente encontrados em cada amostra de forma
especifica. 1sso porque este foi um estudo descritivo de diversidade microbiana, visto a

imprecisdo das amostras que seriam encontradas nas profundidades e diferentes pontos de
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coleta da expedicdo oceanogréfica realizada. Os cultivos microbianos foram sendo
realizados
a medida em que os animais eram coletados, com o objetivo de se obter a maior diversidade

de micro-organismos possivel, mas sem a utilizacao de réplicas ou dados estatisticos.

Numero de
Género Esponjas Coral Agua isolados
Pseudoalteromonas 24 36 3 30a 40
Acinetobacter 15 28 21a30
Vibrio 9 19 11a20
Photobacterium 22 3 1 6al0
Moritella 18 1a5
Alteromonas 2 8 2 0
Halomonas 6 6 1
Shewanella 9
Pseudomonas 7
Bacillus 2 11 4
Oceanobacillus 2
Fictibacillus 2
Staphylococcus 1
Rhodobacteraceae
bacterium 5
Marinobacter 4
Erythrobacter 3
Sphingopyxis 2
Novosphingobium 1
Martelella 1
Palleronia 1
Shimia 1
Pontivivens 1
Aliivibrio 1
Ruegeria 1
Oceanospirillaceae
bacterium 1
Providencia 1
Cobetia 1
Aurantimonas 1
Micrococcus 1 1
Rhodococcus 1
Williamsia 1
Curtobacterium 1
Sufflavibacter 1
Vitellibacter 1
Tenacibaculum 1
Jeotgalibacillus 1

Figura 17 Relacgéo entre os isolados obtidos das amostras de coral, esponjas, agua de oceano
profundo.



O sequenciamento dos isolados mostrou que cerca de 32 isolados obtidos
apresentaram baixa similaridade (95%) com as sequéncias presentes no banco de dados
RDP, sendo 2 destes isolados de agua de oceano profundo, 27 destes de esponjas e 3 isolados
de coral. Dentre as amostras , encontram-se algumas anaerobias e isolados bacterianos de
meios seletivos para metilotréficas, o que pode ser um fator interessante na busca por novas
espécies e até mesmo novos géneros bacterianos com caracteristicas fenotipicas e

genotipicas interessantes desse ambiente (Tabela 2).

Tabela 2 Isolados com baixa similaridade (<95%) comparadas as sequéncias do banco de
dados RDP.
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Isolado Similaridade Identidade

AN2 Photobacterium sp. SS12.10; KC160903 904

M7 Acinetobacter haemolyticus; NRRL B-59991; KF185109 918
AN13 Jeotgalibacillus marinus; ATCC29841; AB021190 904
C15 Acinetobacter sp. 86E; KM021012 934
AN15 Photobacterium sp. P65; EU864266 859
AN16 Photobacterium indicum; SE4; AY771742 942
C17 Acinetobacter sp. NFM2; GQ377756 945
AN21 Pontivivens insulae (T); GYSW-23; KP662553 796
AN28 Vibrio sp. S4074; FI457586 933
AN36 Photobacterium phosphoreum; AK5; AY345890 798
AN38 Oceanospirillaceae bacterium 2CH8; HG004168 909
AN39 Aliivibrio wodanis; AF329728 806
AN43 Vibrio sp. 2197; HF549237 937
P76 Rhodococcus sp. EM6; FJ517626 898
A192 Bacillus acidicola (T); 105-2; AF547209 842
C207 Acinetobacter junii; GIST-BD1; EF429000 759
P283 Shewanella sp. BPRC9; KC465249 944
P285 Shewanella sp. E505-14; FJ169987 904
P298 Acinetobacter sp. MB22; FR677019 933
P311 Moritella sp. J28; AB011356 929
P347 Acinetobacter sp. H1(2013); KC505179 929
P357 Shewanella piezotolerans (T); WP3; AJ551090 947
P358 Photobacterium frigidiphilum (T); SL13; AY538749 943
P360 Shewanella sediminis HAW-EB3; CP000821 917
P370 Photobacterium profundum; 3TCK; DQ027054 937
P386 Photobacterium sp. SS12.10; KC160903 943
P398 Photobacterium indicum (T); MBIC3157; AB016982 924
P400 Photobacterium indicum (T); MBIC3157; AB016982 931
P401 Photobacterium sp. SS12.11; KC160904 877
P402 Photobacterium profundum; 3TCK; DQ027054 944
P408 Halomonas sp. YD-6; EU309475 946
A422 Photobacterium lipolyticum (T); M37; AY554009 932

Para uma investigacdo mais profunda sobre esses isolados, as mesma sequéncias
foram comparadas usando o banco de dados BLASTN. A partir dessa comparacao, observou-
se que dos 32 isolados, apenas 17 apresentaram baixa similaridade (proximo de 97%) com

esse banco de dados (Tabela 3).



Tabela 3: Isolados com baixa similaridade (préximo de 97%) com o BLASTn e compragédo
da porcentagem de identidade encontrada com o banco de dados RDP e BLASTNn.

BLAST RD

ID Best match BLASTnN n % Best match RDP P %
Uncultured gamma proteobacterium Photobacterium sp. SS12.10;

AN2 clone PICO pp37 Rainbow 145 93.27 KC160903 904

AN2 Photobacterium sp. strain DZ-04-06-aga  93.19

AN1 Jeotgalibacillus marinus;

3 Jeotgalibacillus marinus strain QS57 96.71 ATCC29841; AB021190 904
AN2

4 Sulfitobacter sediminilitoris JBTF-M-27  97.59

AN2 Rhodobacteraceae bacterium

4 Rhodobacteraceae bacterium E13 99.16 E13; KJ786459 968
AN3

3 Sulfitobacter sediminilitoris JBTF-M-27  97.16
AN3 Rhodobacteraceae bacterium

3 Rhodobacteraceae bacterium E13 98.78 E13; KJ786459 953
AN3 Sinobacterium caligoides strain

8 215GM14-1 96.87
AN3 Oceanospirillaceae bacterium

8 Oceanospirillaceae bacterium 1CH5 96.87 2CH8; HG004168 909
AN4

3 Vibrio splendidus strain CECT 8433 96.88 Vibrio sp. 2197; HF549237 937
Fictibacillus arsenicus; B3;

Cc81 Bacillus sp. JCM 28687 97.43 GQ304784 962
Shewanella algae; MARS 14;
P135 Shewanella algae strain Hainan 96.81 LN795823 959
Alteromonas alvinellae;
A180  Alteromonas portus srain HB161718 95.99 HY757; AF288360 971
Acinetobacter sp. 6-12(2010);
C213 Acinetobacter sp. 6-12 97.03 HM489955 965
Vibrio sp. VibC-Oc-045;
P273 Vibrio sp. VibC-Oc-045 97.08 KF577054 958
P311 Moritella sp. 28 96.81  Moritella sp. J28; AB011356 929
Acinetobacter sp. H1(2013);
P347 Acinetobacter sp. N3 96.96 KC505179 929
Photobacterium sp. SS12.10;
P386 Photobacterium sp. SS12 95.43 KC160903 943
Photobacterium indicum (T);
P398 Photobacterium sp. E703-12 97.04 MBIC3157; AB016982 924
Photobacterium profundum;
P402 Photobacterium sp. H1-70 96.80 3TCK; DQ027054 944
Halomonas sp. BCwQ78;
P404 Halomonas sp. SN5092 97.66 FJ889592 965

Esses resultados sugerem que a utilizagdo de mais de um banco de dados referéncia
paraa comparacao e identificacdo microbiana, pode ser importante para uma taxonomia mais

precisa e futuras investigacbes acerca da descoberta de novos grupos ou espécies



microbianas.

6.2 ARVORES FILOGENETICAS

A construcdo das arvores filogenéticas possibilitou a observacdo da relacéo
evolutiva entre os isolados e as sequéncias de referéncias presentes do banco de dados
utilizado, o RDP. A classe gammaproteobacteria foi a predominante entre os isolados, e nas
arvores de corais e esponjas cujos isolados eram aerobios este grupo foi comprimido para
uma melhor avaliagdo das demais relacGes filogenéticas. Pode-se observar que a relacdo
filogenética entre os isolados de coral demonstrou que alguns deles sdo mais similares entre
si do que com as sequéncias presentes no banco de dados RDP, além de possuirem um baixo
valor de confianca de relacionamento (Figura 18). O mesmo também foi visto em amostras
de esponjas (Figura 19), e em isolados anaerobios (Figura 20) e também em amostras de
agua de ocenao profundo (Figura 21). Embora tenha se observado essa caracteristica, alguns
grupos foram bem definidos e proximos as sequéncias depositadas no banco de dados, o que

permite sua correta identificacdo e filiacdo genética.

43



44

Gammaproteobacteria

aculurm =p. MEBICH
Flavobacteriia
Shi!'na murini G‘L-TAD;\ (MiS\G??H-Z} = -
= =7 e e e Alfaproteobacteria
%2 | tiricn sp. xn3l (KJT02632)
Actinobacteria

[Fil'.llbar.i"lla nanhaie U47TTE0 (50020345800

Fictibacillus arsenicus Con a3 (AJG0ET 00}

Bacilli

| ohacilius sp. SB123 (EU308470)
! Gceanchacillus picturae LG 18492 (AJ315080)

| Bacillus sp. MG2-8 (KPB92163)

g4 C67

53 |l C68

A0

Barcillus ndicus BOH3 (KF933624)

34 | Metabacills indicus (T) J5-30 (AYE50276)
[

CMJTE2 PLO4 (DQ448757)
cus LSRCEBT (JF772077)
Pyrolobus furmarii (T) 1A XBB65E6 (S000361423)

Figura 18 Arvore filogenética dos isolados de corais de oceano profundo construida pelo
método Maéaxima Verossimilhangca (Maximum Likelihood) e modelo General Time
Reversible a partir do software MEGA X. Bootstrap=100. As classes microbianas foram
destacadas (Gammaproteobacteria, Flavobacteriia, Alfaproteobacteria, Actinobacteria e

Bacilli).
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Figura 19 Arvore filogenética dos isolados aerdbicos das esponjas de oceano profundo
construida pelo método Maxima Verossimilhanca (Maximum Likelihood) e modelo Tamura-
Nei a partir do software MEGA X. Bootstrap=100. As classes microbianas foram destacadas
(Gammaproteobacteria, Alfaproteobacteria, Actinobacteria e Bacilli).
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Figura 20 Arvore filogenética dos isolados anaerdbicos das esponjas de oceano profundo
construida pelo método Méxima Verossimilhanga (Maximum Likelihood) e modelo Tamura-
Nei a partir do software MEGA X. Bootstrap=100.
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7 DISCUSSAO

O ambiente de oceano profundo, embora muito vasto, ainda é pouco conhecido no
ambito das pesquisas e estudos cientificos (Jannasch e Taylor, 1984; Rogers, 2015). Devido
a isso, h& um grande interesse por parte de pesquisadores ao redor do mundo nos estudos
acerca desse bioma, que possui uma grande diversidade bioldgica ainda inexplorada, sendo
atrativo para novas descobertas microbioldgicas e potenciais biotecnoldgicos (Costello e
Chaudhary, 2017; Thompson et al., 2018). O oceano profundo possui caracteristicas que o
tornam um ambiente Unico, apresentando altas pressdes hidrostaticas (Jebbar et al., 2015),
variacdes de temperatura (Yayanos, Dietz e Boxtel, 1981; Chevaldonné, Desbruyéres e Le
Haitre, 1991), pouca ou nenhuma incidéncia de luz (Warrant e Locket, 2004) e pouca
disponibilidade de nutrientes, sendo considerado um ambiente oligotréfico por alguns
pesquisadores (Warrant e Locket, 2004). Ainda assim, mesmo com caracteristicas
consideradas extremas para a vida (Oarga, 2009), o oceano profundo abriga uma vasta
diversidade de vida marinha, com destaque para os recifes de coral, que servem como reflgio
para diversas espécies de peixes e outros organismos (Costello e Chaudhary, 2017; Kitahara
et al., 2020). Ainda, os principais animais dos recifes de coral — 0s corais e as esponjas - sdo
hospedeiros para simbiontes microbianos que sdo de suma importadncia para sua
sobrevivéncia, uma vez que auxiliam seus hospedeiros na captacdo de nutrientes (Rothig et
al., 2017), na defesa contra patdgenos (Kelly et al., 2014; Bourne, Morrow e Webster, 2016;
Galand et al., 2018), na producdo de metabdlitos importantes para seu metabolismo
(Modolon et al., 2020), além de estarem envolvidos na ciclagem biogeoquimica (Arrigo,
2005), exercendo papel primordial para a manutencdo da vida nos recifes de coral das regides
mais profundas do oceano.

O estudo de micro-organismos da coluna d’agua ¢ de amostras de sedimento de
oceano profundos sdo mais frequentes quando comparados a estudos de diversidade
microbiana simbionte em corais e esponjas, isso se da principalmente as dificuldades de
coleta e cultivo das amostras advindas desses animais (Dick et al., 2013).

Diante disso, este estudo teve como objetivo fazer um levantamento e identificar os
micro-organismos presentes em amostras de coral, esponjas, agua e sedimento de oceano
profundo coletados na Bacia de Campos, Rio de Janeiro, durante a expedigdo oceanogréfica
PROBIO-DEEP.
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A partir da incubacédo das amostras em diferentes meios de cultura foi possivel obter
um total de 286 isolados bacterianos, demonstrando que a utilizagc&o de diferentes fontes
nutricionais e de formas de incubacéo sdo eficazes na obtencdo de uma grande diversidade
de micro-organismos. O estudo de Gartner e colaboradores (2011) utilizou métodos
dependentes de cultivo em 5 meios para o isolamento microbiano a partir do sedimento da
bacia de lerapetra, no Oeste Mediterrdneo, a 4400 m de profundidade, além de terem
utilizado de ferramentas de biologia molecular, como a amplificacdo do gene 16S rRNA
para a identificagdo microbiana. Com essa metodologia, foi possivel identificar 107
isolados presentes em 49 grupos taxondémicos, sendo a maioria presente no filo Firmicutes
(52%) e Actinobacteria (32%), tendo somente um unico representante nos filos Alpha- e
Gammaproteobacteria (Gartner et al., 2011). Além de micro-organismos pertencentes ao
filo Firmicutes, o filo Proteobacteria também foi encontrado em sedimentos profundos
(Zhang et al., 2015). A partir de metodologias independentes de cultivo, pela amplificacdo
das regides V3 e V4 do gene 16S rRNA, conseguiram obter cerca de 138 géneros distintos,
presentes em 31 filos bacterianos, dos quais 35.7% fazem parte de Proteobacteria; 6.6% dos
géneros encontrados sdo contituintes do filo Firmicutes, e 3.3% de Actinobacteria, dentre
outros filos encontrados (Zhang et al., 2015). De forma similar, este trabalho com o uso do
cultivo tradicional, isolou e identificou 4 bactérias pertencentes ao filo Firmicutes, 2
Bacillus, 1 Halobacillus e 1 pertencente ao género Staphylococcus, obtidos dos meios
generalistas Marine agar e R2A. O baixo numero de isolados a partir do sedimento pode ser
explicado devido a dificuldade de cultivo das amostras de oceano profundo, sendo necessario
buscar alternativas para melhorar a recuperacdo desses micro-organismos, seja por meio de
suplementacdo dos meios de cultura, ou por diferentes abordagens de cultivo, como
utilizacdo de outras variacdes de temperatura ou na presenca/auséncia de oxigénio. Esses
estudos ressaltam a importancia do uso de estratégias polifasicas para a investigacdo
taxonémica dos ecossistemas, visto que o emprego de diferentes metodologias podem

selecionar diferentes grupos microbianos (Das et al., 2014).

Ainda, hana literatura trabalhos que reportaram a grande diversidade de simbiontes
microbianos encontrada em corais de oceano profundo com potencial biotecnolégico
(Sarmiento-Vizcaino et al., 2017). O isolamento microbiano possibilitou a identificacéo de
78 micro-organismos pertencentes ao filo Actinobacteria, e dentre eles, alguns possuiam
atividade antimicrobiana. Neste trabalho, foi possivel isolar somente 5 estirpes do filo

Actinobacteria, pertencentes aos géneros Micrococcus, Rhodococcus, Curtobacterium e
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Williamsia. Micrococcus sp. isolado de coral do mar raso Mussismilia braziliensis foi
reportado na literatura como produtor de gelatinases, queratinases e lipases, enzimas que
podem ter aplicagdes indutriais (Vilela et al., 2021). Mais especificamente, o trabalho de
Galkiwicz e colaboradores (2010) investigou a comunidade microbiana presente no coral
rochoso Lophelia pertusa (Desmophyllum pertusum), de um recife de coral no Golfo do
México, coletados a uma profundidade de 500 m. Por meio do isolamento microbiolédgico
complementado com a identificacdo filogenética utilizando-se o gene 16S rRNA, foram
obtidos isolados bacterianos pertencentes as classes Gammaproteobacteria, em maior
abundancia os géneros Pseudoalteromonas, Photobacterium e Vibrio, além das classes
Betaproteobacteria e Actinobacteria (Galkiewicz et al., 2010). De forma similar aos grupos
microbianos encontrados neste trabalho, a classe Gammaproteobacteria foi predominante e
também foram encontrados 0s mesmos géneros em abundancia nas amostras de coral de
oceano profundo.

Especificamente, neste trabalho foi possivel a identificagdo microbiana por meio
da implementacdo de metodologias dependentes cultivo, com a predominancia do filo
Proteobacteria, sendo os géneros Pseudoalteromonas sp., Acinetobacter sp., Vibrio sp. e
Photobacterium sp. os mais abundantes examinando todas as amostras de oceano profundo
coletadas. Considerando o coral Desmophyllum pertusum como fonte de isolamento
microbiano, foi possivel a obtencdo de 18 isolados bacterianos, pertencentes aos géneros
Pseudoalteromonas (10 isolados), Bacillus (3), Acinetobacter (2), Halomonas (2) e
Alteromonas (1). Dentre eles, 11 isolados pertencentes aos géneros Pseudoalteromonas,
Halomonas e Bacillus foram obtidos de diferentes meios contendo 6leo, seletivo para
bactérias potencialmente degradadoras de 6leo, onde esse composto foi utilizado na sua
forma sollvel e insoltvel. O género Pseudoalteromonas foi predominante nesta selecéo, e
ja foi descrito na literatura como capaz de degradar 6leo em ambientes marinhos (Bayat,
Hassanshahian e Hesni, 2015). Além da habilidade em crescer contendo o 6leo solivel como
unica fonte de carbono, este género foi capaz também de crescer em meio seletivo BH com
adicdo de o6leo insoluvel, demonstrando sua potencial capacidade em degradar ambos os
tipos de 6leos — soltvel e insolGvel - testados. Além disso, o género Pseudoalteromonas
apresentou potencial benéfico (BMC- Beneficial Microorganisms for Corals) para o coral
de mar raso Pocillopora damicornis frente a estresse térmico e infeccdo pelo patogeno de
corais Vibrio coralliilyticus (Rosado et al., 2019).

Em amostras de esponjas, foram obtidos um total de 138 isolados bacterianos,

incluindo as incubages aerobias e anaerobias. O filo Proteobacteria foi predominante (132
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isolados), seqguido de Actinobacteria e Firmicutes, contendo 3 isolados em ambos os filos. O
género predominante foi Pseudoalteromonas sp. (17%), seguido de Photobacterium sp.
(15%) e Moritella sp. (13%).

O género Pseudoalteromonas sp. pode ser comumente encontrado em amostras
advindas do oceano (Galkiewicz et al., 2010; Rosado et al., 2019). Esse género foi proposto
por Gauthner e colaboradores (1995) como sendo um género a parte de Alteromonas, sendo
amplamente estudado por microbiologistas. Este género possui fungbes importantes, como
a producdo de antimicrobianos que podem estar envolvidos com a pigmentacédo de algumas
estirpes desse género (Egan et al., 2002; Bowman, 2007) e a producdo de metabdlitos e
enzimas interessantes para a biotecnologia, que ja foram observadas em estirpes que néo
produzem cor (Bowman, 2007; Mo, Kim e Cho, 2009). Esse grupo bacteriano foi o mais
abundante encontrado neste trabalho, tanto em amostras de corais quanto de esponjas,
sugerindo que sua simbiose com 0s hospedeiros pode ser benéfica para esses animais,
auxiliando na protecdo contra possiveis patdgenos e na producdo de metabdlitos e enzimas
importantes. Ainda, as distintas caracteristicas que os isolados de oceano profundo podem
apresentar, indica que o aprofundamento do estudo de micro-organismos oriundos desse
ecossistema podem representar importantes fontes de produtos para a aplicagdes no ramo da
biotecnologia.

Adicionalmente, para as amostras de esponjas foi realizada uma incubacdo em
anerobiose em meios de cultura seletivos (MMMF e MMMA) e para bactérias generalistas
de esponjas (MB20), obtendo um total de 37 isolados pertencentes aos géneros
Photobacterium (24.3%), Pseudoalteromonas (18.9%) e Vibrio (15.3%). Nesses resultados,
destaca-se o predominante género Photobacterium, um género bacteriano pertencente ao filo
Proteobacteria, onde as bactérias desse grupo sdo conhecidas devido a sua capacidade de
bioluminescéncia (Labella et al., 2017). Esse gupo é amplamente encontrado em amostras
advindas do oceano, sendo visto em amostras de sedimento, amostras da coluna d’agua e
também de organismos que habitam esse ambiente, como no caso de esponjas e corais
(Labella et al., 2017). Esses micro-organismos podem estar intimamente relacionados com
a producdo de metabolitos importantes para a vida de seu hospedeiro (Skropeta, 2008), como
a producdo de compostos antimicrobianos, enzimas esterases e asperaginases, além de ser
um importante indicador microbiano para mudangas no ambiente e indicador de estresses
nos hospedeiros (Moi et al., 2017). Os principais géneros obtidos em anaerobiose ja foram
cultivados previamente em estudos de amostras de dguas marinhas, indicando sua habilidade

de biodegradar complexos quimicos quando em anaerobiose, podendo até utilizarem
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compostos nitrogenados e sulforosos como produtos de sua respiracdo (Proctor e Gunsalus,
2001; Cheg et al., 2019; Zan et al., 2022).

O estudo de micro-organismos de oceano profundo, além de ser importante para
uma melhor compreensdo da comunidade microbiana que existe nesse ecossistema, €
relevante no entendimento dos ciclos biogeoquimicos ali presentes. Nesse ambiente, por nao
haver producdo primaria pela fotossintese (devido a falta de incidéncia de raios solares), 0s
micro-organismos pelagicos sao os responsaveis por realizar essa producao, por um processo
chamado quimiossintese bacteriana, que igualmente a fotossintese envolve o consumo de
CO», mas na auséncia de luz. Micro-organismos quimiautotréficos de oceano profundo
realizam esse processo por meio da assimilagdo de CO., ou por meio da oxidacdo de
compostos inorganicos para obterem energia, além disso eles podem utilizar de outros
compostos, como nitrato, sulfeto, sulfato, tiosulfato, Fe (I11) e uma gama de elétrons que
estdo disponiveis nesse ambiente, em seu metabolismo (Takai e Nakamura, 2011; Jebbar et
al., 2015). Com isso, destaca-se a importancia em se utilizar diferentes meios de cultura
seletivos para esses metabolismos quimiossintéticos, como forma de melhor compreendé-
los, além da utilizagdo de equipamentos que tornem seu cultivo similar ao habitat natural
desses animais, como por exemplo, jarras de anaerobiose para micro-organismos anaerobios,
equipamentos que mantenham a pressao hidrostatica similar ao que é encontrado em oceano
profundo (Garel et al., 2019), estufas para aplicacdo de variacdo de temperatura, e meios de
cultura que sejam suplementados com o0s nutrientes necessarios ao crescimento de micro-

organismos especificos.

Pode-se observar que o emprego de diferentes meios de cultura neste projeto foi
capaz de identificar uma diversa comunidade microbiana presente no ecossistema de oceano
profundo, sendo cada vez mais necessario a implementacdo de ferramentas que permitam
ndo so tornar conhecido os micro-organismos associados a corais e esponjas de recifes de
oceano profundo, mas também investigar especificamente as capacidades de biodegradacéo,
producdo de metabolitos secundarios e possiveis aplicacbes biotecnoldgicas que esses
micro-organismos podem desempenhar (Modolon et al., 2020). Com isso, a utilizacdo de
ferramentas de cultivo aprimoradas, diferentes temperaturas, meios suplementados com
vitaminas e outros compostos, 0 emprego de cAmaras andxicas e incubagdes na presenca de
oxigénio devem ser cogitadas, de forma a agregar uma maior obtencdo e conhecimento

acerca desses micro-organismos (Kato, Nogi e Arakawa, 2008; Aoki et al., 2014; Zhang,
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Wu e Zhang, 2018).

Além da identificacdo classica, baseada em isolamento e extracdo de DNA e
amplificacdo do gene 16S rRNA, podem ser utilizadas outras ferramentas para ampliar o
conhecimento dos micro-organismos de oceano profundo, como por exemplo a técnica de
hibridizagdo por flourescéncia in situ (FISH), que consite na utilizagcdo de sondas de
flourescéncia especificas para DNA e RNA que se hibridizam nas moléculas de DNA,e por
meio da excitacdo de uma onda luz do microscépio de fluorescéncia, emite a cor e pode
entdo auxiliar na identificacdo de um micro-organismo nao cultivavel (Cerqueira et al.,
2008).

Além disso, o emprego de ferramentas de bioinformética é de suma importancia,
uma vez que a utilizacao conjunta de metodologias de isolamento e identificacdo filogenética
(estratégias polifasicas) sdo importantes para 0 conhecimento dos micro-organismos, seus
potenciais biotecnolégicas e consequentemente, de agregacdo de valor ao ecossistema de
oceano profundo. As ferramentas de bioinforméatica podem ser aplicadas ndo somente como
forma de identificar os micro-organismos, mas também na busca de novos metabolitos, que
sdo importantes para a viabilidade tanto do micro-organismo quanto do hospedeiro nesse
local (Tang et al., 2017; Moreno-Ulloa et al., 2020; Sieg et al., 2022).

8 CONCLUSAO

Os recifes de coral de oceano profundo albergam uma grande diversidade
microbiana, presente na coluna d’agua, no sedimento, assim como em assoCiagdo com corais
e esponjas. Neste trabalho, foi possivel isolar um total de 286 estirpes bacterianas,
pertencentes ao filo Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes e Firmicutes, em ordem
de abundancia. Esses micro-organismos foram classificados em 37 géneros, sendo
Pseudoalteromonas o mais abundante, seguido de Acinetobacter e Vibrio no cultivo aerébio.
Em anaerobiose, foi possivel obter 37 isolados, distribuidos em 14 géneros distintos, sendo
0 Photobacterium sp. o mais abundante, representando 24% da comunidade total dos

anaerébios.

O uso de estratégias polifasicas com o uso da microbiologia tradicional de cultivo
microbiano e ferramentas de bioinforméticas para a identificacdo microbiana possibilitou a
recuperacdo de uma grande diversidade de micro-oganismos associadas as amostras de

oceano profundo, com a potencial descoberta de 17 novas espécies ou até mesmo géneros
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microbianos, devido a baixa similaridade com as sequéncias referéncias do banco de dados.
Além disso, esses micro-organismos podem representar uma fonte inestimada de produtos
naturais com futuras aplicacGes biotecnoldgicas, que devem ser exploradas de maneira
sustentavel para agregacao de valor ao ecossitema de oceano profundo, e consequentemente

para a sua conservacao.



9 ANEXOS

9.1 TABELA DE CARACTERISTICAS DOS ISOLADOS DE ESPONJAS

Aerobic/
Prof Temp anaerobi

ID Morfologia Fonte (=) .(°C) c Meio Best match %
Bege,
irregular Marinobacter
, fosca, adhaerens
rugosinh Characella (T); HP15;

P69 a sp. 670 26°C Aerobic MMMF AY?241552 982

Alteromonas
Bege, borda Characella sp. SI23;

P70 irregular, fosca sp. 670 26°C  Aerobic MMMF AB712356 980
Transparente, Ruegeria sp.
circular, Characella wsl-3;

P71 brilhante, sp. 670 26°C Aerobic MMMF JF719277 960

Marinobacter
Bege, circular, alkaliphilus;
pequena, Characella 2PR56-13;

P72 brilhante sp. 670 26°C  Aerobic MMMF EU440994 981

Halomonas
Bege, rugosa, Characella sp. BCw078;
P73 circular, fosca sp. 670 26°C  Aerobic MMMF FJ889592 996
Alteromonas
Bege, leitosa, australica; H
pequena, lisa, Characella 17;
P74 brilhante sp. 670 26°C Aerobic MMMF CP008849 983
Vibrio sp.
Bege, fosca, Characella D1234;

P75 irregular sp. 670 26°C  Aerobic MMMF DQ480141 992
Laranja, lisa, Rhodococcus
pequena, Characella SOB + sp. EM6;

P76 brilhante sp. 670 26°C Aerobic Glicose FJ517626 898
Branca, lisa, Martelella sp.
brilhante, Characella SOB + PETBAOS;

P77 pequena sp. 670 26°C  Aerobic Glicose JQ658408 971
Verde, Sphingopyxis
transparente, Characella SOB + sp. PR52-21;

P78 brilhante, lisa sp. 670 26°C Aerobic Glicose EU440978 993
Verde, Sphingopyxis
transparente, Characella SOB + sp. PR52-21;

P79 brilhante, lisa sp. 670 26C  Aerobic Glicose EU440978 995

'seudoalteromo
. Calyx sp. nas sp.
Bege, lisa, MMM + INTCD224H;
P115 brilhante 670 26°c Aerobic volatil AB274752 971
Vibrio
Bege, fosca, Calyx sp. MMM + gigantis; S-
P118 rugosa, irregular 670 26°C Aerobic volatil 31; JF412227 967

55



P121

P122

P124

P125

P126

P128

P131

P133

P135

P145

P149

P151

P116

P273

Bege, fosca,

rugosa, irregular

Bege, leitosa,
pequena,
brilhante

Bege,
transparente,
brilhante

Bege, escuro,
rugoso, fosco
Bege claro,
rugosa, fosca,
circular

Branca, borda
irregular,
brilhante

Branca, lisa,
brilhante
Bege, rugosa,
brilhante,
irregular

Bege, brilhante,

lisa, borda
irregular

Bege, rusogsa,
fosca

Amarelo,

pequena, fosca,

Bege, fosca,
circular, lisa

Branca, fosca

Calyx sp.

Calyx sp.

Calyx sp.

Calyx sp.

Calyx sp.

Calyx sp.

Farrea sp.

Farrea sp.

Farrea sp.

Aphrocalliste
S beatrix

Aphrocalliste
S beatrix

Aphrocalliste
S beatrix

Calyx sp.

Calyx sp.

670

670

830

830

830

830

830

830

830

830

+672

672

830

830

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

MMM +
volatil

BH + Oleo
Soluvel

BH + Oleo
Soluvel

Coral Juice

Coral Juice

SOB

MMMF
SOB +
Glicose
SOB +
Glicose
MMM +
Oleo

MMMA

MMMA

MMM +
volatil

MMM +
Oleo

Vibrio sp.
S2228;
FJ457428
Acinetobacter
venetianus;
ZX-PKU-
001;
DQ912805
Novosphingo
bium sp.
2PR51-13;
EU440981
Pseudoaltero
monas sp.
0C-5;
AY669166
Acinetobacter
sp. MB22;
FR677019
Pseudomonas
mosselii
SJ10;
CP009365
Acinetobacter
sp. MB22;
FR677019
Pseudomonas
sp. CAl5;
HMO047297
Shewanella
algae; MARS
14;
LN795823
Halomonas
sp. WPsm-
10; JX533686
Micrococcus
sp. 3737;
KP345972
Pseudoaltero
monas sp.
BJ19;
FJ876421
(S001417479
)
Pseudoaltero
monas
arabiensis;
M1C Om_02;
KMO041177
Vibrio sp.
VibC-Oc-
045;
KF577054

996

987

991

972

987

986

968

993

959

951

963

992

989

958
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P274

P276

p278

P279

P281

P283

P285

P286

P287

P288

p292

P293

P295

P296

P297

P298

Bege, lisa, fosca,
irregular

Bege, lisa, fosca

Bege, fosca,
irregular

Bege escuro,
fosco, circular
Bege escuro, liso,
brilhante,
pequena

Marrom, lisa,
brilhante, circular

Rosa, lisa,
brilhante

Bege, borda
transparente, lisa,
brilhante

Branco, fosco,
circular, lisa

Bege clara,
rugosa, fosca

Branca, brilhante,
lisa

Branca, brilhante,
lisa, circular

Branca, fosca,
lisa, circular

Branca, fosca,
lisa, circular
Branca, centro
esverdeado,
brilhante, lisa
Branca, centro
esverdeado,
brilhante, lisa

Calyx sp.

Calyx sp.

Calyx sp.

Calyx sp.

Calyx sp.

Calyx sp.

Calyx sp.

Calyx sp.

Calyx sp.

Calyx sp.

Calyx sp.

Calyx sp.

Farrea sp.

Farrea sp.

Farrea sp.

Farrea sp.

830

830

830

830

830

830

830

830

830

830

830

830

830

830

830

830

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

MMMA

MMMA

MMMF

MMMF

MMMA

MB20

MB20

MB20

SOB

MMM +
volatil

BH + Oleo
InsolUvel

BH + Oleo
Soluvel

SOB

SOB

SOB +
Glicose

SOB +
Glicose

Cobetia
marina;
KMM 296;
AY 628693
Moritella sp.
JAM-GA22;
AB526345
Moritella sp.
HARG65;
AB011359
Moritella sp.
J28;
AB011356
Moritella sp.
J13;
AB011355
Shewanella
sp. BPRC9;
KC465249
Shewanella
sp. E505-14;
FJ169987
Photobacteriu
m sp. KB2-7;
FN377728
Pseudomonas
mosselii;
L27:
JX646650
Moritella sp.
JAM-GA22;
AB526345
Acinetobacter
sp. MB22;
FR677019
Pseudomonas
sp.
MBIC2027;
0652-1;
AB030085
Acinetobacter
johnsonii;
CAI-6;
DQ257426
Acinetobacter
sp. MB22;
FR677019
Acinetobacter
sp. MB22;
FR677019
Acinetobacter
sp. MB22;
FR677019

985

978

982

956

960

944

904

952

964

969

976

987

981

982

985

933
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P299

P303

P308

P309

P311

P312

P313

P314

P315

P316

P318

P319

P321

pP322

Branca, lisa,
brilhante

Bege,
transparente, lisa,
brilhante

Bege, lisa,
brilhante

Laranja clara,
rugosa, borda
irregular
Laranja,
brilhante, lisa,
circular

Laranja escuro,
fosca, lisa

Branca, lisa,
leitosa, brilhante

Branca, fosca,
irregular

Bege, liso,
brilhante

Bege, liso, fosco,
circular

Bege, fosca,
circular

Bege clara, fosca,
circular

Bege
transparente, lisa,
brilhante

Bege, lisa,
brilhante

Farrea sp.

Farrea sp.

Farrea sp.

Characella
sp.

Characella
sp.

Characella
sp.

Characella
sp.

Characella
sp.

Characella
sp.

Characella
sp.

Characella
sp.

Characella
sp.

Characella
sp.

Characella
sp.

830

830

830

670

670

670

670

670

670

670

670

670

670

670

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

SOB +
Glicose

MMMA

MMMA

SOB

MMMA

MMMA

MMMA

MMMA

MMMA

MMMA

MMMF

MMMF

MMMF

MMMF

Acinetobacter
sp. MB22;
FR677019
Halomonas

sp. 71(27zx);
AMA409193

Pseudoaltero
monas
atlantica;
ARO06;
AB049728
Williamsia
sp. NRRL B-
15444R;
JN201862
Moritella sp.
J28;
AB011356
Moritella sp.
J28;
AB011356
Pseudoaltero
monas
marina; CM2;
KF193949
Pseudoaltero
monas
atlantica;
ARO06;
AB049728
Pseudoaltero
monas sp.
BSw20080;
EU365545
Pseudoaltero
monas sp.
BNO05-S-3;
JN864001
Pseudoaltero
monas sp.
BSs20039;
EU365536

Photobacteriu

m sp. Mj214;
GQ454974

Photobacteriu

m
profundum;
3TCK;
DQ027054
Pseudoaltero
monas sp.
BSs20039;
EU365536

996

997

973

951

929

955

972

979

966

995

978

968

952

978
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P323

P324

P329

P330

P332

P334

P338

P339

P342

P343

P344

P346

P347

P348

P350

Bege clara, fosca,
circular

Bege escura,
fosca, circular

Laranja escura,
lisa, brilhante

Rosa clara, fosca,
circular, lisa

Branca, fosca,
circular

Bege, leitosa,
brilhante, circular

Bege, lisa,
brilhante

Bege, lisa, fosca,
centro bege
escuro

Branca, leitosa,
lisa, brilhante

Branca, pequena,
circular, lisa

Bege, pequena,
lisa, brilhante

Bege, rugosa,
brilhante

Branca, lisa,
brilhante

Branca, lisa,
circular, brilhante
Branca, lisa,
brilhante

Characella
sp.

Characella
sp.

S

S

S.

S.

S

S.

S.

S.

S

S.1

S.1

S.

S

670

670

670

830

830

830

830

830

830

830

830

830

830

830

830

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

MMMF

MMMF

MMMA

MMMA

MMMA

MB20

MB20

MMMF

BH + Oleo
InsolUvel

BH + Oleo
InsolUvel

BH + Oleo
Soluvel

BH + Oleo
InsolUvel

BH + Oleo
InsolUvel

BH + Oleo
Insolavel
BH + Oleo
Insolavel

Moritella sp.
SC20;
AB011360
Moritella sp.
J28;
AB011356
Pseudoaltero
monas sp.
An2;
AJ551143
Pseudoaltero
monas sp.
WM40g;
HG004201
Halomonas
axialensis
(T); Althf1;
ATCC BAA-
802
Pseudoaltero
monas sp.
An2;
AJ551143
Marinobacter
adhaerens
(T); HP15;
AY?241552
Pseudoaltero
monas sp.
ARCTIC-
P16;
AY573035
Acinetobacter
johnsonii;
CAI-6;
DQ257426
Pseudomonas
sp.
BCNU171;
DQ229316
Pseudoaltero
monas sp.
BSi20555;
EU330352
Acinetobacter
sp. MB22;
FR677019
Acinetobacter
sp. H1(2013);
KC505179
Acinetobacter
sp. MB22;
FR677019
Acinetobacter
johnsonii;

959

967

987

996

989

987

975

983

975

988

951

984

929

956

986
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P351

P356

P357

P358

P360

P361

P362

P367

P369

P370

P373

P375

P376

Bege clara, fosca

Rosa, lisa,
brilhante

Verde clara, lisa

Amarela clara,
fosca, circular

Rosa clara, lisa,
brilhante
Laranja clara,
irregular,
brilhante

Bege escura, lisa,
brilhante

Branca, lisa,
circular

Branca, leitosa,
brilhante

Bege,
transparente, lisa,
brilhante

Rosa clara, lisa,
brilhante

Rosa clara, lisa,
brilhante
Branca, leitosa,
lisa, brilhante

undentified

undentified

undentified

undentified

undentified

undentified

undentified

undentified

undentified

undentified

Pachastrella

caliculata

Pachastrella

caliculata

Pachastrella
caliculata

670

670

670

670

670

670

670

670

670

670

+672

672

672

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

MMMA

MB20

MB20

MB20

MB20

MB20

MB20
BH + Oleo

InsolUvel

BH + Oleo
InsolUvel

BH + Oleo

Soluvel

MB20

MB20

MB20

3P09AB;
EU977714
Moritella sp.
SC25;
AB011362
Rhodobactera
ceae
bacterium
E13;
KJ786459
Shewanella
piezotolerans
(T); type
strain: WP3;
AJ551090
Photobacteriu
m
frigidiphilum
(T); SL13;
AY538749
Shewanella
sediminis
HAW-EB3;
CP000821
Moritella sp.
J28;
AB011356
Shewanella
sp. VS-7;
FJ497707
Pseudomonas
sp. CL0605;
DQ857741
Acinetobacter
johnsonii;
GM5;
KR002423
Photobacteriu
m
profundum;
3TCK;
DQ027054
Rhodobactera
ceae
bacterium
E13;
KJ786459
Rhodobactera
ceae
bacterium
E13;
KJ786459
Pseudoaltero
monas sp.

973

969

947

943

917

950

965

978

968

937

981

982

970
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pP378

P379

P381

P385

P386

P390

P395

P397

P398

P399

P400

P401

P402

Laranja escura,
fosca, circular

Rosa clara, lisa,
fosca, circular

Bege clara, fosca,
circular

Laranja escuro,
circular, fosca

Transparente,
brilhante,
irregular

Laranja, lisa,
brilhante, circular

Bege escuro,
circular, fosco

Verde clara, lisa,
brilhante

Bege clara, lisa,
brilhante

Laranja clara,
leitosa, brilhante

Laranja clara,
fosca, lisa
circular

Verde, brilhante,
lisa

Laranja clara,
brilhante, lisa

Pachastrella
caliculata

Pachastrella
caliculata

Pachastrella
caliculata

Pachastrella
caliculata

Pachastrella
caliculata

Poecillastra
laminaris

Poecillastra
laminaris

Poecillastra
laminaris

Poecillastra
laminaris

Poecillastra
laminaris

Poecillastra
laminaris

Poecillastra
laminaris

Poecillastra
laminaris

+672

+672

+672

+672

672

672

672

+672

+672

+672

+672

+672

672

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

Aerobic

MMMA

MMMA

MMMF

MMM +
volatil

BH + Oleo
Soluvel

MMMA

MMMF

MB20

MB20

MB20

MB20

MB20

MB20

An2;
AJ551143
Moritella sp.
J13;
AB011355
Moritella sp.
J13;
AB011355
Moritella sp.
J13;
AB011355
Moritella sp.
J28;
AB011356
Photobacteriu
m sp.
SS12.10;
KC160903
Photobacteriu
m
profundum;
3TCK;
DQ027054
Moritella sp.
J28;
AB011356
Photobacteriu
m
profundum;
3TCK;
DQ027054
Photobacteriu
m indicum
(M);
MBIC3157;
AB016982
Photobacteriu
m
profundum;
3TCK;
DQ027054
Photobacteriu
m indicum
(M);
MBIC3157;
AB016982
Photobacteriu
m sp.
SS12.11;
KC160904
Photobacteriu
m
profundum;
3TCK;
DQ027054

986

976

989

970

943

969

982

989

924

957

931

877

944
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62

Halomonas
Amarela, rugosa, Aphrocalliste sp. BCw078;
P404 fosca s beatrix  #672 6°C  Aerobic MB20 FJ889592 965
Halomonas
Branca, lisa, Aphrocalliste sp. YD-6;
P408 brilhante s beatrix 672 6°C  Aerobic MB20 EU309475 946
Bacillus
aquimaris;
Rosa, brilhante,  Aphrocalliste HO063;

P409 circular, lisa sbeatrix  +672 6°C  Aerobic MB20 KJ577058 997
Puntiforme, Acinetobacter
transparente, Calyx sp. Metilotréfico  sp. MB22;

M3  brilhante 830 26°C Aerobic S FR677019 970
Acinetobacter

johnsonii;
Pequena, circular, Metilotrofico  3P09AB;

M4  leitosa, brilhante S.| +672 26°C  Aerobic S EU977714 980
Acinetobacter
haemolyticus;

Circular, branca, NRRL B-
leitosa, média, Characella Metilotréfico 59991;

M6  brilhante sp. 670 26°C  Aerobic S KF185109 955
Acinetobacter
haemolyticus;

Transparente, NRRL B-
irregular, grande,  Characella Metilotrofico 59991;
M7  mucosa sp. 670 26°C  Aerobic S KF185109 918
Acinetobacter
johnsonii;
Meédia, circular, Metilotrofico  3P09AB;
M9 branca, brilhante Farrea 830 26°C Aerobic S EU977714 980
9.2 TABELA DE CARACTERISTICAS DOS ISOLADOS DE CORAIS
Aerobico/
Prof Temp anaerobic

ID Morfologia Fonte () . (°C) 0 Meio Best match %
Irregular, Acinetobacter sp.
bege, fosca, Coral A30(2011);

Cl rugosa. S. 670 26°C  Aerobico Juice JN228279 982
Circular,
bege
transparente, Acinetobacter
brilhante, Coral johnsonii; GM5;

C4  lisa. S 670 26°C  Aerobico Juice KR002423 990
Circular,
branca, Coral Alteromonas sp.

C6  fosca, lisa. S 670 26°C  Aerobico Juice SCSWCI10 977
Bege
transparente SOB +  Alteromonas sp.

C8 furtacor, lisa, S 670 26°C Aerobico Glicose SCSWCI10 977



C9

C12

C13

C14

C15

C17

C18

C19

C20

C21

C22

C23

C25

C26

C35

brilhante,
irregular.

bege, lisa,
regular
bege,
irregular,
brilhante,
rugosa

bege, grande,
fosca,
circular
bege,
circular,
brilhante
bege,
irregular,
brilhante, lisa
bege,
irregulAR,
brilhante,
rugosa

bege clara,
grande,
irregular,
fosca, rugosa
bege, grande,
irregular,
fosca, rugosa
irregular,
bege,
brilhante

bege, fosca,
irrgular

bege,
brilhante,lisa,
circular

bege,
irregular,

lisa, brilhante

bege, grande,
fosca,
irregular
bege,
irregular,
fosco, rugoso
Transparente
, fosco,
irregular,
plano

S| 670
S| 670
S| 670
S| 670
S| 670
S| 670
S. 670
S| 670
S| 670
S| 670
S| 670
S| 670
S| 670
D.

pertusum 670
D

pertusum  +672

26°C

26°C

26°C

26C

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

6°C

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

SOB +
Glicose

SOB +
Glicose

MA 50%

MA 50%

MA 50%

MA

MA 50%

MA 50%

MA 50%

MA 50%

SOB

SOB

MA 50%

SOB +
Glicose

R2A

Acinetobacter sp.
2D67(2011);
JN228331

Acinetobacter sp.
A30(2011);
JN228279
Acinetobacter
baumannii;
CTF711-D;
KJ416382

Shimia sp. xn30;
KJ702632

Acinetobacter sp.
86E; KM021012

Acinetobacter sp.

NFM2; GQ377756

Acinetobacter sp.
5¢; EU916711
Acinetobacter

johnsonii; GM5;

KR002423
Acinetobacter
johnsonii; GM5;
KR002423
Acinetobacter

johnsonii; KBL-4-

25D; KF049130

Pseudoalteromona
s mariniglutinosa;

LAMA 940;
KC583221
Acinetobacter
johnsonii; GM5;
KR002423
Acinetobacter
johnsonii;
3P09AB;
EU977714
Acinetobacter sp.
2D67(2011);
JN228331

Bacillus sp. CBD

118; DQ374636

978

982

980

983

934

945

985

991

991

978

990

992

995

986

978
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C39

ca4

C45

C49

C50

C52

C54

C57

C58

C60

Co61

C62

C65

C66

Coe7

bege, fosco,
circular
Branca,
fosca,
irregular,
grande,
lobulada
Branca,
fosca,
irregular,
grande,
lobulada

Filamentoso,
irregular,
branco.

Bege clara,
pequena,
lisa,
brilhante,
Bege, leitosa,
irregular,
brilhante
Bege,
papilada, lisa
brilhante
Bege, lisa,
brilhante,
circular
Bege claro,
lisa,
brilhante,
circular
Bege,
irregular,
fosca, rugosa
Branca, lisa,
leitosa,
brilhante
Bege, borda
irregular,
brilhante, lisa
Branca,
borda
irregular,
lisa, brilhante
Branca,
leitosa, lisa,
brilhante
Transparente
, irregular,
grande,
parece um
ovo

D.
pertusum

D.
pertusum

D.
pertusum

S.
variabilis

S.
variabilis

S.
variabilis
S.
variabilis

S.
variabilis

S.
variabilis

S.
variabilis
S.
variabilis

S.
variabilis

S.
variabilis

S.
variabilis

S.
variabilis

1672

1672

672

+672

672

830

+672

830

830

+672

+672

+672

830

+672

672

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

MMM +
Oleo

R2A

R2A
BH +
Oleo
Insolive
I

MA 50%
MA 50%
Coral

Juice

MA 50%

MA 50%

R2A

R2A

R2A

SOB +

Glicose

SOB +
Glicose

R2A

Bacillus sp. CBD
118; DQ374636

Bacillus
methylotrophicus
TrigoCor1448;
CP007244

Bacillus
methylotrophicus
TrigoCor1448;
CP007244

Pseudoalteromona
s sp. An2;
AJ551143

Bacillus sp. SC-H;
FJ626869
Pseudoalteromona
s sp. ME3-02;
AJ784122
Pseudoalteromona
s sp. MONO11;
KF042033
Pseudoalteromona
s sp. An2;
AJ551143

Pseudoalteromona
s sp. An2;
AJ551143

Pseudoalteromona
s sp. An2;
AJ551143

Bacillus cereus;
BC-7; KJ934381

Staphylococcus
caprae (T); ATCC
35538; AB009935

Halomonas sp.
BCwO078;
FJ889592

Halomonas sp.
BCwO078;
FJ889592

Bacillus indicus;
LSRCS87;
JF772077

978

982

988

991

985

989

993

983

983

983

993

982

986

975

990
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C68

Cc81

C82

C84

C85

C89

C90

C95

C96

C98

C100

C101

C102

Transparente
, irregular,
grande,
parece um
ovo

Laranja,
fosca, lisa,
circular
Branca,
pequena,
lisa, brilhante

Bege, fosca

Bege, fosca,
lisa, circular
Bege,
transparante,
lisa,
brilhante,
ceircular
Bege,
transparante,
lisa,
brilhante,
circular,
grande
amarela,
irregular,
brilhante, lisa

puntiforme,
transparente,
brilhante
bege,
transparente,
irregular,

lisa, brilhante
Transparente
, liso,
brilhante,
circular
Verde,
leitosa,
brilhante, lisa
Bege,

grande,
leitosa,
brilhante,
irregular

S.
variabilis

S
S

D.
pertusum

D.
pertusum

D.
pertusum

D.
pertusum

D.
pertusum

D.
pertusum

D.
pertusum

D.
pertusum

D.
pertusum

D.
pertusum

672

670

670

670

670

670

670

670

670

670

670

670

670

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

26°C

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

R2A

MA

SOB
BH +
Oleo
InsolUve
I
BH +
Oleo
InsolUve
I

MA 50%

MA 50%

SOB
BH +
Oleo
Insollive
I

BH +
Oleo
Soluvel

TCBS

TCBS

MA

Bacillus idriensis;
M50; JF411294
Fictibacillus
arsenicus; B3;
GQ304784
Fictibacillus
arsenicus; Asd12;
JQ030916

Pseudoalteromona
s sp. An2;
AJ551143

Pseudoalteromona

s arabiensis;
M8C_0m_04;
KMO041222

Alteromonas
macleodii AItDE1;
CP003917

Pseudoalteromona
s sp. An2;
AJ551143

Acinetobacter sp.
YNA109;
JQ039977

Bacillus indicus;
BDH3; KF933624

Pseudoalteromona
s sp. 01/121;
AJ874345

Vibrio sp.
NBO0059;
KP770076

Vibrio sp. K873;
GU223590

Vibrio sp. D1234;
DQ480141

990

962

971

996

990

984

988

969

998

982

976

995

986
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Laranja, lisa, Tenacibaculum

brilhante, D. geojense (T);

C103 circular pertusum 670 26°C  Aerobico MA  YCS-6; HQ401023 987
bege,
irregular, D. Vibrio sp. S575;

C104 lisa, brilhante pertusum 670 26°C  Aerobico MA 50% FJ457324 981
Verde,
leitosa, D. Vibrio sp. K873;

C105 brilhante, lisa pertusum 670 26°C  Aerobico TCBS GU223590 982
Bege,
irregular, Bacillus sp.
fosco, dentro MMM + 2P03AE;

C106 do agar S. +672 26°C  Aerobico Oleo EU977669 992

BH +
Oleo Pseudoalteromona
Puntiforme, Insollve s sp. 01/121;

C107 branca S +672 26°C  Aerobico | AJB74345 976
bege, fosco,
rugoso, MMM +  Alteromonas sp.

C108 irregular S. +672 26°C  Aerobico Oleo SI23; AB712356 991

Pseudoalteromona
bege, fosca, MMM + s sp. 01/121;

C109 circular S +672 26°C  Aerobico Oleo AJB74345 997
bege, rugoso, MMM +  Alteromonas sp.

C110 fosco S. +672 26°C  Aerobico Oleo SI23; AB712356 984

Vibrio
bege, plana, Coral alginolyticus;
C111 fosca S 670 26°C  Aerobico Juice  MTB83; KC884633 977
Pseudoalteromona
bege, rugosa, Coral s sp. 01/121;

C112 fosca S 670 26°C  Aerobico Juice AJB74345 980
bege, Pseudoalteromona
cricular, Coral s sp. 01/121;

C113 fosca S 670 26°C  Aerobico Juice AJB74345 979
bege, rugoso, Coral Alteromonas sp.

C114 irregular S. 670 26°C  Aerobico Juice SI23; AB712356 989
branca,
fosca, lisa, D.pertusu

C146 circular m 670 26°C  Aerobico SOB
bege, fosca, Pseudoalteromona
circular, S. MMM + ssp. An2;

C147 rugosa variabilis 672 26°C  Aerobico Oleo AJ551143 977

Pseudoalteromona
bege, fosca, S. MMM + ssp. An2;
C148 rugosa variabilis 672 26°C  Aerobico Oleo AJ551143 992
BH +
bege, Oleo Alteromonas
brilhante, Insolave alvinellag; HY757;

C152 pequena, lisa Farrea 830 26°C  Aerobico I AF288360 972
bege, fosca, Pseudoalteromona
irregular, MMM + s sp. 01/121;

C154 rugosa Farrea 830 26°C  Aerobico Oleo AJ874345 992

Halomonas sp.
bege claro, MMM + BCw078;

C155 fosca, Farrea 830 26°C  Aerobico Oleo FJ889592 990



C156

C194

C197

C198

C199

C200

C201

C202

C204

C207

C210

C211

C212

C213

C214

irregular,
rugosa

bege escuro,
irregular,
fosco

bege, lisa,
pequena

bege, fosca,
lisa

bege (mais
escuro),
fosca, lisa

bege,
brilhante, lisa

bege, leitosa,
brilhante, lisa
laranja, lisa,
brilhante

bege, lisa,
brilhante

bege, lisa,
brilhante
bege,
irregular,
rugosa, fosca

bege, leitosa,
lisa, brilhante

bege, leitosa,

lisa, brilhante

branca, lisa,
brilhante

bege, lisa,
brilhante

bege, leitosa,
brilhante, lisa

Farrea

S|

S|

S|

S|

S

S|

S

S

S

S

S

S

S

S|

830

670

670

670

670

670

670

670

670

670

670

670

670

670

670

26°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

MMM +
Oleo

MA

MA

MA

MA

MA 50%

MA

MA

LB

LB
BH +
Oleo

Sollvel
BH +
Oleo

Sollvel
BH +
Oleo

InsollUve

I
BH +
Oleo
Insollive
I
BH +
Oleo
Insollve
I

Pseudoalteromona
s arabiensis;
M8C_Om_04;
KMO041222
Oceanobacillus
picturae; SDZ-a;
EU343723
Acinetobacter
lwoffii;
BCHCNZ270A;
HQ898860
Acinetobacter
baumannii;
CTF711-D;
KJ416382
Acinetobacter
johnsonii;
3P09AB;
EU977714
uncultured
Acinetobacter sp.;
3P-3-1-M05;
EU705653
Bacillus idriensis;
M50; JF411294
Acinetobacter
Iwoffii; JUN-5;
KF228924
Providencia
vermicola; CGS6;
KF886276
Acinetobacter
junii; GIST-BD1,;
EF429000
Acinetobacter sp.
A30(2011);
JN228279
Acinetobacter
lwoffii WJ10621;
CMO001194

Acinetobacter sp.

NFM2; GQ377756

Acinetobacter sp.
6-12(2010);
HM489955

Acinetobacter sp.
5g; EU916711

990

975

981

952

977

100

982

991

982

759

978

990

967

965

979

67



C215

C216

C217

C218

C219

C221

C222

C223

C230

C231

C232

C233

C234

C236

C239

C241

C242

C243

C244

C246

bege, leitosa,
brilhante, lisa
bege,

transparente,
lisa, brilhante

bege, leitosa,
brilhante, lisa
bege,
transparente,
lisa, brilhante
bege escuro,
leitosa, lisa,
brilhante

bege, rugosa,
brilhante
bege, rugosa,
brilhante,
irregular

bege,
brilhante, lisa

leitosa, lisa,
brilhante
leitosa, lisa,
brilhante
leitosa, lisa,
brilhante

leitosa, lisa,
brilhante
leitosa, lisa,
brilhante
leitosa, lisa,
brilhante
bege, fosca,
irregular

branca, lisa,
brilhante

bege, leitosa,
brilhante, lisa

bege, leitosa,
brilhante, lisa
bege,

transparente,
lisa, brilhante

bege, rugosa,
irregular

D.
pertusum

D.
pertusum

D.
pertusum

D.
pertusum

D.
pertusum

D.
pertusum

D.
pertusum

D.
pertusum

D.
pertusum
D.
pertusum
D.
pertusum

D.
pertusum
D.
pertusum
D.
pertusum
D.
pertusum

D.
pertusum

D.
pertusum

D.
pertusum

D.
pertusum

S.
variabilis

670

670

670

670

670

670

670

670

670

670

670

670

670

670

670

670

670

670

670

672

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

MA

MA

MA

MA

MA

LB

LB

LB

TCBS
TCBS

TCBS

TCBS
TCBS
TCBS

MA

MA 50%

MA 50%

MA 50%

MA 50%

MMM +
Oleo

Vibrio gigantis; S-
9; JF412221

Vibrio sp. E505-4;
FJ169981
Pseudoalteromona
s sp. 2SHT;
KC884676

Vibrio gigantis; S-
19; JF412225

Vibrio sp. sw0106-
15; KT276381
Photobacterium

leiognathi; SN2B;

AY?292951
Photobacterium
leiognathi; SN2B;
AY?292951
Photobacterium
leiognathi; SN2B;
AY292951
Vibrio sp.
LW001.02;
HM012748
Vibrio splendidus;
W208; JF836192
Vibrio splendidus;
W048; JF836191
Vibrio sp.
57B112Y11;
KC815755

Vibrio gigantis; S-
31; JF412227

Vibrio sp. E505-4;

FJ169981
Vibrio sp. gq;
EF187006

Pseudoalteromona

s sp. BSi20580;
DQ665801
Pseudoalteromona
s sp. INTCD224H,;
AB274752

Pseudoalteromona
s sp. BSs20039;

EU365536

Vibrio sp. E505-4;
FJ169981
Pseudoalteromona
s sp. An2;
AJ551143

982

979

972

984

976

989

972

971

990

979

987

975

993

989

983

983

985

973

981

992
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C247

C248

C249

C252

C254

C255

C256

C258

C260

C261

C267

C268

C270

C271

C10B

C10R

Cl113.1

branca,
fosca,
puntiforme

branca,
fosca, lisa
bege,
irregular,
fosca

bege, leitosa,
lisa, brilhante
branca,
leitosa,
pequena, lisa

branca
leitosa,
pequena, lisa
branca
leitosa,
pequena, lisa

branca,
pequena, lisa

bege, leitosa,
brilhante, lisa

branca,
pequena, lisa

bege, lisa,
brilhante

bege, lisa,
brilhante
branca,
fosca,
regular,
pequena

laranja, lisa,
brilhante

bege, lisa,
brilhante

S.
variabilis

S.
variabilis

S.
variabilis

S.
variabilis

S.
variabilis

S.
variabilis

S.
variabilis

D.
pertusum

D.
pertusum

D.
pertusum

D.
pertusum

D.
pertusum
Coral
Negro
Coral
Negro
S|

S|

Coral
Negro

672

1672

1672

672

+672

1672

+672

+672

+672

+672

+672

+672

+672

+672

670

670

670

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

26°C

26°C

26°C

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

Aerobico

MMM +
Oleo

MMM +
Oleo

MMM +
Oleo

MA 50%
BH +
Oleo

Soluvel

BH +
Oleo
Solavel
BH +
Oleo
Sollvel
BH +
Oleo
Sollvel

BH +
Oleo
Sollvel
BH +
Oleo
Sollvel

MA 50%

MA 50%

Coral
Juice

R2A

SOB +
Glicose
SOB +
Glicose

Coral
Juice

Pseudoalteromona
s sp. NI05;
JN388609

Pseudoalteromona
s sp. An2;
AJ551143

Pseudoalteromona
s sp. An2;
AJ551143

Pseudoalteromona
s sp. An2;
AJ551143

Pseudoalteromona
s sp. An2;
AJ551143

Alteromonas sp.
V4.BE.32;
V4.BE.32 =
MM _2275;
AJ244758

Pseudoalteromona
s sp. An2;
AJ551143

Pseudoalteromona
s sp. An2;
AJ551143
Halomonas

aquamarina (T);
DSM 30161;
AJ306888

Pseudoalteromona
s sp. An2;
AJ551143

Pseudoalteromona
s sp. An2;
AJ551143

Pseudoalteromona

ssp. 01/121;
AJB74345

Halomonas sp.
WP5m-10;
JX533686

Curtobacterium sp.
NJ-10; AM396911
= Flavobacterium
Acinetobacter sp.
18I111/A01/072;
AY576723
Oceanobacillus sp.
SB123; EU308470
Vibrio
alginolyticus;
MT83; KC884633

992

982

982

985

984

970

965

992

991

978

986

979

972

995

986

973

983
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bege, Pseudoalteromona
brilhante, D. MMM + ssp. An2;
C264.1 rugoso pertusum +672 6°C  Aerobico Oleo AJ551143 989
BH+  Pseudoalteromona
D. Oleo s sp. 01/121;
C97.1 pertusum +672 26°C  Aerobico  Sollvel AJ874345 991
Halomonas
puntiforme, BH + meridiana (T);
transparente, D. Oleo DSM 5425;
C97.2 fosca pertusum +672 26°C  Aerobico  Solavel AJ306891 983
9.3 TABELA DE CARACTERISTICAS DE ISOLADOS DE AGUA
Prof. Temp. Aerobico/
ID Morfologia Fonte (@) (°C) anaerobico Meio Best match %
Bege,
transparente,
borda
irregular, BH + Oleo  Pseudoalteromonas
A177 brilhante Agua +672 26°C Aerobic Soluvel sp. An2; AJ551143 984
Alteromonas
Bege, lisa, macleodii str.
brilhante, BH + Oleo 'English Channel
A179 circular Agua +672 26°C Aerobic Soluvel 673" CP003844 979
Bege
transparente, Alteromonas
lisa BH + Oleo  alvinellae; HY757;
A180 brilhante Agua #672 26°C Aerobic Solavel AF288360 971
Bege, Pseudoalteromonas
brilhante, mariniglutinosa;
rugoso, MMM + LAMA 940;
A181 irregular Agua %672 26°C  Aerobic Oleo KC583221 989
Rosa, borda
irregular, Bacillus aquimaris;
brilhante, MKSC 6.2;
Al183 lisa Agua 670 26°C Aerobic MA HMO044219 979
Rosa, borda
irregular, Bacillus aquimaris;
brilhante, MKSC 6.2;
Al84 lisa Agua 670 26°C Aerobic MA HMO044219 984
Laranja,
brilhante, Vitellibacter sp. 2-
A186 lisa, circular Agua 670 26°C Aerobic MA 4: JN942140 963
Bege
grande, lisa, Pseudoalteromonas
borda sp. A28;
A187 irregular Agua 670 26°C Aerobic MA AF227238 991
Laranja
escuro, lisa, Erythrobacter sp.
A188 brilhante Agua 670 26°C Aerobic MA xn109; KJ702693 988
Sufflavibacter
Amarela, litoralis; IMCC
A189 grande, lisa, Agua 670 26°C Aerobic MA 1001; DQ868538 966
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circular,

brilhante

Laranja,

lisa, Erythrobacter sp.
brilhante, MOLA 124;

A190 circular Agua 670 26°C Aerobic MA AM990898 1000
Laranja,
lisa, Erythrobacter
brilhante, citreus; F75113;

A191 circular agua 670 26°C Aerobic MA 50% HQ908700 970
Branco, lisa, Bacillus acidicola
brilhante, (T); 105-2;

A192 circular Agua 670 26°C Aerobic MA 50% AF547209 842
Branca, lisa,
circular, Bacillus sp. GB02-

A419 brilhante Agua +672 26°C Aerobic MA 50% 2A; DQ079008 958
Bege,
grande,
leitosa, Photobacterium
brilhante, lipolyticum (T);

A422 lisa Agua 670 26°C Aerobic MA M37; AY554009 932
Bege, Aurantimonas
brilhante, coralicida; DSM

A424 liso Agua 670 26°C Aerobic MA 50% 14790; LC066373 988
Bege, claro,
brilhante BH + Oleo Halomonas sp.

A425 liso Agua 670 26°C Aerobic Solavel R18-1; KT340487 970

9.4 TABELA DE CARACTERISTICAS DE ISOLADOS DE SEDIMENTO

Prof. Temp. Aerobico/
ID Morfologia Fonte () (°C) anaerobico Meio Best match %

amarelo,
brilhante, Halobacillus
circular, yeomjeoni (T); MSS-

S157 liso Sedimento 670 26°C Aerobic MA 402; AY881246 979
branca,
leitosa,
brilhante, Bacillus subtilis; NC1;

S162 lisa Sedimento 830 26°C Aerobic MA AB701293 995
bege clara,
irregular,
lisa, Bacillus sp. DS3;

S172 brilhante Sedimento 830 26°C Aerobic  R2A KJ817210 974
amarela
clara, lisa, Staphylococcus
brilhante, pasteuri; CV5;

S173 circular Sedimento 830 26°C Aerobic R2A AJ717376 998

9.5 TABELA DE CARACTERISTICAS DE ISOLADOS ANAEROBIOS
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Aerobico/
Prof Temp anaerobic
ID Morfologia Fonte (=) .(°C) 0 Meio Best match %
Marrom
Clara, Calyx s
brilhante, yX sp. Moritella viscosa;

ANL1 lisa, grande 830 6°C Anaerobic MB20 LN554852 982
Marrom
clara, centro Calyx sp Photobacterium
escuro, lisa, ' sp. SS12.10;

AN2 brilhante 830 6°C  Anaerobic MB20 KC160903 904
Marrom
clara, centro Calyx sp
escuro, lisa, ' Vibrio sp. gq;

AN3 brilhante 830 6°C  Anaerobic MB20 EF187006 969

Pseudomonas sp.
Calyx sp. MBIC2027,;
Branca, 06S2-1,
AN4 fosca, lisa 830 6°c Anaerobic MB20 AB030085 964
Pseudoalteromon
Rosaclara, Poecillastra as sp.
lisa, laminaris WINTA324h;

AN5 Drilhante 830 6°C Anaerobic MB20 AB274777 969
Rosa pink, Palleronia
pequena, Poecillastra abyssalis (T);
circular, lisa, laminaris 221-F1;

ANG6 brilhante 830 6°C Anaerobic MB20 KJ638253 953
Bege
salmao, lisa, Poecillastra Pseudoalteromon
brilhante, laminaris as sp. wp32;

AN7 grande 830 6°C  Anaerobic MB20 AJ551109 970
Salmao, lisa, Shewanella
brilhante, Poecillastra pneumatophori
borda laminaris (T); SCRC-2738;

ANS8 transparente 830 6°C  Anaerobic MB20 AB204519 970
Pequena,
circular, Poecillastra Shewanella algae;
bege, lisa, laminaris MARS 14;

AN9 brilhante 830 6°C  Anaerobic MB20 LN795823 960

Poecillastra Bacillus sp.
AN1 Amarela, laminaris ECSMBA41;
0 lisa brilhante 830 6°c Anaerobic MB20 KM369846 973
Marinobacter
. hydrocarbonoclas
e

AN1 Salmao, lisa, 49840;

1  brilhante 830 6°C  Anaerobic MB20 FO203363 992
Poccillastra Pseudoalteromon

AN1 Bege laminaris as sp. J104;

2  salmao, lisa, 830 6°c Anaerobic MB20 EU143362 971
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AN1

AN1

AN1

AN1

AN1

AN1

AN1

AN2

AN2

AN2

AN2

AN2

AN2

brilhante,
grande

Transparente, brilhante,

lisa

Bege,
brilhante,
lisa, circular
Bege clara,
lisa,
brilhante,
circular
Bege, centro
escuro, lisa e
brilhante
Bege
amarelado,
leitosa, lisa,
brilhante
Bege escuro,
lisa,
brilhante
bege, borda
transparente,
lisa,
brilhante

Branca, lisa,
circular,
brilhante
Marrom
fosca,
circular,
borda
transparente,
brilhante
bege,
leitosa, lisa,
brilhante
Rosa escuro,
lisa,
brilhante
Acinzentado
, lisa,
brilhante,
circular

Rosa claro,
lisa,

Poecillastra
laminaris

Poecillastra
laminaris

Poecillastra
laminaris

Poecillastra
laminaris

Poecillastra
laminaris

Poecillastra
laminaris

Pachastrell
a caliculata

Pachastrell
a caliculata

Pachastrell
a caliculata

Pachastrell
a caliculata

Pachastrell
a caliculata

Pachastrell
a caliculata

830

+672

1672

672

672

+672

830

830

830

+672

830

830

1672

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

6°C

Anaerobic

Anaerobic

Anaerobic

Anaerobic

Anaerobic

Anaerobic

Anaerobic

Anaerobic

Anaerobic

Anaerobic

Anaerobic

Anaerobic

Anaerobic

MB20

MB20

MB20

MB20

MB20

MB20

MB20

MB20

MB20

MB20

MB20

MB20

MB20

Jeotgalibacillus
marinus;
ATCC29841;
AB021190
Photobacterium
indicum; SE4;
AYT771742

Photobacterium
sp. P65;
EU864266
Photobacterium
indicum; SE4;
AYT771742
Photobacterium
profundum;
3TCK;
DQ027054
Photobacterium
frigidiphilum (T);
SL13; AY538749

Photobacterium
sp. SL62;
AY538750
Pontivivens
insulae (T);
GYSW-23;
KP662553

Vibrio sp. D1234;
DQ480141
Pseudoalteromon
as sp. wp32;
AJ551109
Rhodobacteracea
e bacterium E13;
KJ786459

Pseudoalteromon
as sp. An2;
AJ551143

Pseudoalteromon
as sp. An2;
AJ551143

904

962

859

942

956

100

952

796

987

964

968

950

985
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brilhante,

mucosa
marrom Pachastrell
AN2 clara, lisa, a caliculata Vibrio sp. S4074;
8  brilhante 672 6°C  Anaerobic MB20 FJA57586 933
Cinza,
circular, Pachastrell Photobacterium
AN2 brilhante, a caliculata sp. MOLA 61,
9 lisa 830 6°C Anaerobic MB20 AM990836 965
Pseudoalteromon
:?a?tgt])(as’a Pachastrell shio aszskiensiS'
AN3 grande’ a caliculata >SIMJZS' ’
0  mucosa +672 6°C Anaerobic MB20 KT036405 952
3 prilhante  2cAliculata gon goc Anaerobic MMMF  KJ786459 953
Bege clara,
borda Pachastrell
transparente, a caliculata
AN3 lisa, Moritella sp. J28;
4  brilhante +672 6°C Anaerobic MMMF AB011356 985
AN3 Bege, lisa Pachastrell Vibrio sp. S4074;

5  brilhante acaliculata 672 6°C  Anaerobic MB20 FJ457586 974

Amarela, Pachastrell Photobacterium
AN3 lisa, fosca, a caliculata phosphoreum;
6 circular 672 6°C Anaerobic MMMF AKS5; AY345890 798
Alaranjada,
transparente, Pachastrell
AN3 lisa, a caliculata Shewanella sp.
7 brilhante +672 6°C  Anaerobic MMMF VS-7; FJ497707 952
Oceanospirillacea
amarelo Pachastrell e bacterium
AN3 claro, liso,  acaliculata 2CHS;
8  brilhante +672 6°C  Anaerobic MMMF HG004168 909
Laranja
claro,
rugoso, Pachastrell
borda a caliculata Aliivibrio
AN3 irregular, wodanis;
9 fosca 672 6°C  Anaerobic MMMF AF329728 806
bege,
transparente, Pachastrell
AN4 lisa, a caliculata MMM  Moritella sp. J13;
2  brilhante 830 6°C Anaerobic A AB011355 986
Borda
irregular, Pachastrell
AN4  bege, a caliculata MMM  Vibrio sp. 2197,

3 brilhante 830 6°C Anaerobic A HF549237 937



9.5 COMPOSICAO DOS MEIOS DE CULTURA

9.5.1 MetM

Componentes

Quantidade

Sal mineral de nitrato

(NMS)* 1L
Solucdo fosfato*** 10mL
Solucdo de vitaminas**** 10mL

CuCl2.2H20

1.4 mg/L (for 10 uM)

NaCl

1.5%

Nitrate Mineral Salts
(NMS)*

Componentes Quantidade (por litro)
MgS04+7H20 1.0g
KNO3 109
CaCI2-H20 0.2
3.8% (w/v) solucdo Fe-

EDTA 0.1ml
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0.1% (w/v) NaMo*4H20 0.5ml
Solucéo de elementos-traco

1X)** 1.0 ml
Agar Nobre (se desejar meio
solido) 159

Solugéo de elementos-trago
(1x)**

Componentes Quantidade (por litro)
FeSO4+7H20 500 mg
ZnS0O4+7H20 400 mg
MnCI2¢7H20 20 mg
CoCl2+6H20 50 mg
NiClI2.6H20 10 mg
H3BO3 (acido borico) 15 mg
EDTA 250 mg

Solucéo fosfato***
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Componentes Quantidade (por litro)
KH2PO4 269
Na2HPO4+7(H20) 62 g

Solucéo de vitaminas****

Componentes Quantidade (por litro)
Biotina 2.0 mg
Acido félico 2.0 mg
Tiamina HCI 5.0 mg
Caélcio pantotenato 5.0 mg
Vitamina B12 0.1 mg
Riboflavina 5.0 mg
Nicotiamida 5.0 mg

Pré-preparo da solugédo de elementos-trago (1X)**
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— Adicionar todos os componentes para NMS*, incluindo a solucdo de elementos-trago**, em

700 mL de agua destilada e diluir.

— Entdo adiciona 1.5% de NaCl (concentracao final)

— Entdo completa a solugdo com agua, até atingir 1000 mL. Segue entdo com a autoclavagem

do meio e s6 depois adiciona 0s seguintes componentes:



(1) 10 ml/L de solugéo fosfato*** autoclavada.
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(if) 10 ml/L da solucéo de vitaminas****, esterilizada por filtragem em membrana 0.2

o (iii) 1.4 mg/L CuClI2.2H20 (para 10 puM)

9.5.2 MB20

Componentes Quantidade
Marine Broth 2216 18.7¢
Agua do mar natural estéril

(NSw) 1L
Agar Nobre 15¢
Si02 (0.5-10 pm) 25¢

— Adicionar todos os constituintes em 1L de &dgua destilada e autoclavar.

9.5.3 MMM + hidrocarbonetos especificos

Componentes Quantidade
NaCl 209
MgS04*7H20 790
MgCI2*5H20 5349
KCI 0.79
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CaCl2 1.25¢
FeSO4*7H20 25 mg
CuS0O4*5H20 5 mg
K2HPO4 75mg
Glutamato de sédio 20
Tris base 6.19
Agar Nobre 159
Carboidratos especificos

Componentes Quantidade
Fucose 059
Arabinose 059
— Adicionar todos os constituintes em 1 L de agua destilada e autoclavar.

9.5.4 MMM + hidrocarbonetos (filtro de papel)

Componentes Quantidade
MMM (ver N°9.5.3) 1L
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Petroleo 1%

— Placas MMM normais onde as amostras forem inoculadas. Em seguida, vire a placa de
cabeca para baixo e coloque na tampa um papel de filtro saturado de 6leo sobre ele, com
propor¢des de placas de Petri. Isso ird evaporar lentamente os hidrocarbonetos de cadeia curta
(HC) em direcéo ao agar e torna-los disponiveis para o indculo. Provavelmente sera necessario

reabastecer o 6leo de vez em quando.

9.5.5 BH + 6leo (insolavel)

Componentes Quantidade
BH em po 3.27¢
Agar 15¢
Agua destilada 1L
Fracdo de 6leo insolivel* 1%

Coloque o 6leo em solucdo salina (1: 1) e agite o overnight.
— A fase aquosa sera a fragdo soltvel e os borrdes séo a fragcdo insoltvel.
Adicionar 3,8 g de BH em p6 em 1L de agua destilada e autoclavar. Em seguida, adicionar 1%

(volume final) da fracdo de 6leo insollvel.

9.5.6 BH + 6leo (soluvel)
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Componentes Quantidade
BH em pé 3.27¢g
Agar 15¢g
Agua destilada 1L
Fracao soluvel

do dleo 1%

Adicionar 3,8 g de BH em pé em 1L de agua destilada e autoclavar. Coloque 1% da fracdo de

o6leo soluvel (ver * do N° 5) no meio de cultura fundido.

9.5.7 Medium A

Componentes Quantidade
Agua destilada 250 mL
NSW 750 mL
(NH4)2504 1.32 g
MgSO4+7H20 200 mg
CaCl2-2H20 20 mg
K2HPOA4 114 mg
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Ferro quelado (13%) 130 mg
Na2MoO+2H20 1 ug
MnCI2+4H20 2 ug
CoCI2+6H20 2 g
CuSO4+5H20 20 pg
ZnSO4+7H20 100 ng
Vermelho fenol (0,04%) 3.25mL
pH 7.8
9.5.8 TCBS

Componentes Quantidade
TCBS em pé 894
Agua destilada 1L

— Adicionar 89g de TCBS em pd em 1 litro de dgua destilada e, em seguida, levar lentamente
a ebulicdo, mexendo com agitacdo constante até a dissolucdo completa. Resfrie a 50 ° C e
despeje em placas de Petri estéreis. Aqueca até ferver e espere 1 minuto. NAO autoclave este

meio de cultura.

9.5.9 R2A
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Componentes Quantidade
R2A em po 18.2 ¢
Agua destilada 1L

— Adicionar 18,2 g de R2A em p6 em 1 L de agua destilada e depois autoclavar.

9.5.10 MA

Componentes Quantidade
MA em po 55.1¢g
Agua destilada 1L

— Adicionar 55,1 g de MA em p6 em 1 L de agua destilada e depois autoclavar.

9.5.11 MA 50%

Componentes Quantidade
MA em po 27.55¢
Agua destilada 1L

— Adicionar 27,55 g de MA em p6 em 1 L de &gua destilada e depois autoclavar.

9.5.12 MMM + Coral Juice

Componentes

Quantidade
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MMM (ver N° 9.5.3) 1L

Coral juice

Ver preparo em (i.i)

— Depois de autoclavado, adiciona coral juice.
(i.1) Coral Juice

Schultz and Modolon et al. (in prep.) — “Briefly, collected coral’s fragment (1 g) is grindered
with sterile mortar and pestle until obtaining a homogeneous mixture. Resuspend the macerated
coral in 9 ml of saline 2.5% (to mimic the concentration of seawater salinity) and 5 mm glass
beads, and incubate overnight in an orbital shaker at 120 rpm and at room temperature.
Subsequently, after incubation, centrifuge at 10,000 g for 5 minutes and collect the supernatant.
Due to high amounts of mucus, which is rich in sugars that can caramelize in the autoclaving
process, autoclave is not recommended. In this way, successive filtration steps, starting with 1
to 0.22 um, are required. This process allows the sterility of the Coral Juice. The recovered and
filtered supernatant is the Coral Juice. After that, with the Marine Minimal Medium (see
formulation described by Solano et al. 2000) removed from the autoclave and wait for the
temperature decrease (around 70°C), and then, add 5% of Coral Juice in 1000 ml of media,
followed by mixing the blend and plating 20 ml in each Petri dish. To ensure sterility, we
strongly recommend to keep the plated Petri dishes with Coral Juice culture medium at room

temperature for at least 24 hours before using them.”

ATENCAO. Nio autoclavar o Coral Juice, pois ele possui altas quantidades de muco, o qual é
rico em agucares que podem caramelizar no processo de autoclavagem. Também néo é possivel
filtrar o Coral Juice para esterilizacdo, pois 0 muco impede a filtragem. Portanto, é necessario
manter as placas em temperatura ambiente por pelo menos 24h antes de usa-las, para garantir

esterilidade.

9.5.13 Ammonia oxidizer

Componentes Quantidade
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NH4CI 228 mg
NaCl 116 mg
MgSO4-7H20 40.0 mg
CaCl2-2 H20 73.0 mg
KCI 38.0mg
KH2PO4 34.0 mg
FeCl2:6H20 2mg
MnCI2-4H20 100 pg
CoCI2-:6H20 24 g
NiCI2-6H20 24 g
CuClI2-:2H20 17 pg
ZnClI2 68 ug
Na2zMoO4 24 ng
H3BO3 62 ug
Vermelho

fenol 0.5mgL
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Ajustar NaCl
(34.9 ppt? -
3.49%)

Agua
destilada

1L

pH 7.8

— Adicione todos os constituintes em 1 litro de dgua destilada. Ajuste para pH 7,8 e entdo

autoclavar.

9.5.14 K medium + metanol

Componentes Quantidade
KH2PO4 20¢9
(NH4)2504 209
NaCl 059
MgS04 - 7H20 019
FeSO4 - 7H20 0.002 g (2 mg)
MeOH (metanol) (0.5% viv)
pH 7.4

— Adicione todos os constituintes a 1 L de agua destilada, com exce¢do do metanol (MeOH)

e, em seguida, autoclavagem.



— Adicione 0,5% v/v de MeOH antes da inoculagdo - o solvente pode evaporar.

9.5.15 SOB e SOB + glicose

Constituentes Quantidade
Na2S203 5¢
K2HPO4 0.1g
NaHCO3 0.29
NH4CI 0.1g
Agua destilada 1000 mL
Agar 159
pH 8.0
Glicose

(heterotroficas) 5.0g

Pdrpura de
bromocresol
(indicador de pH)
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— Todos os componentes devem ser autoclavados juntos. Para o isolamento de heterotréficos,

a glicose deve ser adicionada & composigdo. Para autotréfico, 0 meio deve ser formulado sem

glicose.
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