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RESUMO 

 

A acidificação marinha associada à absorção das emissões excessivas de CO2 na 

atmosfera causadas pelas atividades humanas pode provocar acidose intracelular, 

induzindo assim eventos de branqueamento e, portanto, comprometendo o metabolismo 

energético em hidrocorais. O hidrocoral Millepora alcicornis Linnaeus, 1758 pertence a 

um grupo de corais considerados dentre os mais conspícuos, sendo, depois dos corais 

escleractíneos, os mais importantes construtores de recifes nos mares tropicais. Apesar 

dessa importância, suas respostas fisiológicas frente à acidificação marinha não são 

conhecidas. No presente estudo foram avaliados os possíveis efeitos da redução do pH 

da água do mar na atividade de enzimas-chave do metabolismo energético em M. 

alcicornis. Fragmentos do hidrocoral foram coletados no Parque Municipal Marinho do 

Recife de Fora (Porto Seguro, Bahia). Após 20 dias de aclimatação em mesocosmo, os 

hidrocorais foram expostos a diferentes níveis de redução do pH da água do mar, 

correspondendo 0,3; 0,6 e 0,9 unidades de pH em relação àquele observado 

naturalmente na água do mar do local de coleta dos hidrocorais (controle; pH 8,1). Após 

16 e 30 dias de exposição, os hidrocorais foram coletados e analisados quanto às 

atividades da hexoquinase, fosfofrutoquinase, piruvato quinase, lactato desidrogenase e 

citrato sintase. Os resultados mostraram que, em todos os tratamentos de pH, não foram 

observadas variações significativas na atividade das enzimas analisadas, indicando que 

o hidrocoral M. alcicornis é capaz de manter constante a atividade das principais vias 

metabólicas envolvidas na produção de energia sob condições de acidificação da água 

do mar (pH > 7,2) a médio prazo. 
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1. INTRODUÇÃO 

Os oceanos são considerados o segundo reservatório de carbono na Terra, depois 

da atmosfera (Pereira dos Santos & Marcondes, 1990), absorvendo anualmente cerca de 

2% da produção de dióxido de carbono (CO2) antropogênico (Kinsey & Hopley, 1991). 

Estima-se que entre os anos 2000 e 2008, aproximadamente 26% da produção de CO2 

antropogênico foi absorvida pelos oceanos e 29% pela biosfera terrestre, sendo que os 

45% restantes permaneceram na atmosfera (Le Quéré et al., 2009). A absorção do CO2 

pelos oceanos ocorre quando a pressão parcial de CO2 (pCO2) atmosférico é maior do 

que a pCO2 na superfície da água do mar. Nesse caso, o CO2 difunde-se para a água do 

mar na interface ar-água (Sabine et al., 2004). O aumento das emissões de CO2 pela 

queima de combustíveis fósseis após o início da Era Industrial e aos desmatamentos 

para uso agrícola da terra causou um aumento drástico na concentração de CO2 na 

atmosfera, que era de 277 partes por milhão (ppm) na Era Pré-industrial (IPCC, 2014) e 

passou a ser atualmente de 397,08 ppm (NOAA, 2015). 

O CO2 absorvido pela superfície oceânica reage com a molécula de água (H2O) 

e forma o ácido carbônico (H2CO3), um ácido fraco, o qual se dissocia rapidamente 

liberando prótons (H
+
), bicarbonato (HCO3

-
) e carbonato (CO3

2-
), conforme a seguinte 

reação: CO2 + H2O ↔ HCO3
-
 + H

+
 ↔ CO3

2- 
+ 2H

+
 (Zeebe, 2011). Por sua vez, o CO2 

dissolvido na água do mar também reage diretamente com o CO3
2-

, formando assim 

mais HCO3
-
, de acordo com a seguinte reação: CO2 + H2O + CO3

2-
 ↔ 2HCO3

-
 (Doney 

et al., 2009; Gattuso & Hansson, 2011). A concentração de H
+ 

é proporcional à razão 

[HCO3
-
]/[CO3

2-
]. Quando esta razão aumenta, devido à absorção de CO2 pela água do 

mar, ocorre uma redução no pH da água do mar, processo conhecido como 

“acidificação marinha” (Gattuso & Hansson, 2011). Cabe ressaltar que o pH é uma 
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medida de acidez que expressa, em escala logarítmica, a concentração de H
+
. Portanto, 

um decréscimo de 0,1 unidade no pH representa um aumento de quase 30% na 

concentração de H
+
 (Sabine et al., 2004). No pico do último período glacial, o pH das 

águas marinhas superficiais era 8,3. Pouco antes da Era Industrial, o mesmo 

correspondia a 8,18, sendo que atualmente ele passou a ser 8,10 (Gattuso, 2015). Assim, 

projeta-se uma diminuição adicional entre 0,30 e 0,46 unidades de pH até o ano 2100 

(Bhadury, 2015) e de 0,8 até 2300 (Caldeira & Wickett, 2005). 

Em condições típicas de pH da água do mar, os níveis de CO3
2-

 encontram-se 

em quantidade suficiente para que estruturas calcárias sejam facilmente secretadas pelos 

organismos calcificadores (Marangoni et al., 2016a). Em caso de acidificação marinha, 

a diminuição na concentração de CO3
2-

 levaria a um decréscimo do estado de saturação 

do CaCO3, bem como da intensidade de sua saturação na água do mar (Gattuso & 

Hansson, 2011), promovendo assim a dissolução das estruturas calcárias (Weeber et al., 

2015). Entre 1766 e 2007, o estado de saturação do CaCO3 diminuiu quase 20%. Até 

2100, estima-se que ainda ocorra uma redução potencial de aproximadamente 40% 

nesta condição (Gattuso & Hansson, 2011). 

Para a aragonita, uma das formas de CaCO3 precipitada por corais formadores 

de recifes para a construção de seus esqueletos (Bertucci et al., 2013), o cenário de 

alteração no estado de saturação é bem mais alarmante do que aquele preconizado para 

outras formas de CaCO3, tal como a calcita. De fato, a aragonita possui uma estrutura 

termodinamicamente menos estável, fazendo com que a mesma seja quase 50% mais 

solúvel do que a calcita e, portanto, mais vulnerável aos efeitos negativos da 

acidificação marinha (Bhadury, 2015).  
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Os recifes de corais estão entre os ecossistemas mais diversos, complexos e 

produtivos do planeta e, por isso, são também uns dos mais vulneráveis à 

sobreexploração (Birkeland, 1997). Os estoques permanentes de peixes presentes nos 

recifes de corais incentivam o desenvolvimento da economia pesqueira (Birkeland, 

1997), principalmente aquela de natureza artesanal. De fato, esta gera uma receita 

superior a 5,7 bilhões de dólares por ano, fornecendo bens e serviços para 6 milhões de 

pescadores distribuídos em cerca de 100 países (Cesar et al., 2003; Teh et al., 2013). 

Além disso, existe um ganho econômico resultante das atividades de recreação e 

turismo de mergulho que se realiza nos recifes de corais (Pendleton, 1995), as quais 

fornecem emprego para mais de 350.000 pessoas (Dixon et al., 1993). 

Do ponto de vista ecológico, os recifes de corais têm a função de abastecer as 

praias com areia carbonática, bem como dissipar a energia hidrodinâmica das correntes, 

ondas e tempestades. Dessa forma, eles protegem grandes áreas da linha de costa 

tropical contra os efeitos da erosão, promovendo a formação de lagunas e ambientes 

sedimentares favoráveis ao crescimento de algas e ecossistemas de mangues (Moberg & 

Folke, 1999; Oliveira et al., 2008). Os recifes de corais também funcionam como 

importantes zonas de reprodução (desova e berçário) e de alimentação para muitos 

organismos (Moberg & Folke, 1999). Eles têm também um papel altamente importante 

nos processos biogeoquímicos, atuando como fixadores de nitrogênio e sumidouros de 

CO2 (Gattuso et al., 1996). Atuam ainda como depuradores do ambiente marinho, pois 

transformam, desintoxicam e sequestram resíduos de origem antrópica. Por exemplo, 

hidrocarbonetos são transformados em CO2 e H2O pela microbiota que habita nos corais 

(Peterson e Lubchenco, 1997). Neste contexto, estudos recentes têm relatado a 

importância do cultivo de corais para a produção de produtos bioativos para o 
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tratamento de diversos transtornos e doenças humanas. A geração destes produtos está 

intimamente associada à microbiota coralina (Leal et al., 2013).  

Infelizmente, em muitas partes do mundo, a saúde dos recifes de corais está 

sendo ameaçada por processos naturais e/ou por ações antropogênicas, como a poluição 

local (Mostofa et al., 2016), a sedimentação excessiva e o desenvolvimento urbano e 

industrial nas zonas costeiras. Estimativas em nível global relatam que 33-50% das 

áreas de recifes de corais já teriam sido destruídas e que as remanescentes se encontram 

ameaçadas de perda nas próximas duas décadas (ISRS, 2015). 

A maioria dos recifes coralíneos apresenta forma de vida colonial, que pode 

chegar a ser composta por milhares de pólipos, isto é, indivíduos geneticamente 

idênticos (Marangoni et al., 2016a). A capacidade de alguns corais de construir recifes 

em oceanos tropicais oligotróficos é explicada, principalmente, por sua associação 

mutualística com um grupo excepcionalmente diverso de dinoflagelados 

endossimbiontes do gênero Symbiodinium, também denominados zooxantelas (Bertucci 

et al., 2013). Os endossimbiontes se encontram em vacúolos localizados na endoderme 

dos corais, os quais são chamados de simbiossomas (Davy et al., 2012). Os principais 

benefícios desta relação simbiótica são nutricionais, pois os dinoflagelados, além de 

determinar a cor dos corais (Davy et al., 2012), eles realizam fotossíntese e transferem 

ao hospedeiro o carbono fixado através da fotossíntese (fotossintatos) na forma de 

glicerol, glicose, aminoácidos e lipídeos (Yellowlees et al., 2008). Adicionalmente, os 

dinoflagelados proveem o coral com o O2 produzido durante a fotossíntese, 

contribuindo desta forma em até 90% da energia requerida pelo coral para crescimento e 

reprodução (Gierz et al., 2016). Em troca, o coral oferece refúgio e contribui com o 

metabolismo do endossimbionte ao fornecer nutrientes essenciais como nitrogênio, 
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fósforo e enxofre, os quais são produzidos através de processos catabólicos ou 

absorvidos do ambiente (Furla et al., 2005; Gierz et al., 2016). Estudos moleculares 

demonstram que estas associações são mais flexíveis do que se pensava, mostrando 

diferentes graus de especificidade (Baker, 2003). De fato, o hospedeiro é capaz de 

controlar ou interromper a associação na presença de estresse ambiental, podendo até 

culminar em episódios de branqueamento dos corais (Yellowlees et al., 2008; 

Marangoni et al., 2016a). 

O fenômeno de branqueamento se refere à perda da cor do coral, exibindo assim 

o seu esqueleto calcário branco (Leão et al., 2008). Este processo é resultado de uma 

disfunção fotossintética (Dove & Hoegh-Guldberg, 2006), degradação do pigmento 

fotossintético das zooxantelas e/ou posterior liberação do endossimbionte do coral 

hospedeiro (Leão et al., 2008; Gibbin et al., 2014). Estima-se que, quando a densidade 

das zooxantelas atinge uma redução de 70 a 90%, os corais tornam-se totalmente 

branqueados (Douglas, 2003). No entanto, os mesmos podem se recuperar do 

branqueamento, dependendo da intensidade e duração do estresse ambiental (Bielmyer 

et al., 2010). O branqueamento é uma das principais causas do atual declínio dos recifes 

de corais, sendo que esse fenômeno é atribuído, principalmente, ao incremento da 

temperatura (Glynn et al., 2001; Lewis, 2006) e à acidificação marinha (Kaniewska et 

al., 2012; Kaniewska et al., 2015). 

Nos últimos 30 anos, os hidrocorais da família Milleporidae têm sofrido 

degradação e/ou declínio de suas populações em eventos naturais e/ou por atividades 

humanas. Cabe salientar que estes corais são considerados um dos grupos de 

organismos formadores de esqueletos calcários mais conspícuos. Além disso, são 

considerados como sendo os segundos maiores construtores de recifes nos mares 
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tropicais, ficando apenas atrás dos corais pétreos da ordem Scleractinia (Lewis, 2006). 

Williams & Bunkley-William (1990) relataram que o incremento global da temperatura 

a partir de 1980 ocasionou uma serie de ciclos de branqueamento de corais ao redor do 

mundo, estando estes ciclos intimamente relacionados à Oscilação Sul-El Niño (OSEN). 

Entre 1986-1988 ocorreu o evento mais severo, sendo reportado o branqueamento e 

mortalidade de mileporas em Belize, Ilhas Caimã, Cuba, México, Porto Rico, 

Columbia, Florida e Ilhas Virgens. Na Venezuela, 50 a 60% das colônias de mileporas 

sofreram branqueamento. Dentre estas se encontravam colônias de Millepora 

alcicornis, as quais foram totalmente branqueadas, bem como colônias de M. 

complanata, as quais foram parcialmente afetadas. Por sua vez, em Taiwan e Ilhas 

Maldívias foi observado branqueamento severo em colônias de M. platiphyla. Entre 

1997 e 1998, Glynn et al. (2001) contabilizaram um grande número de colônias 

branqueadas de hidrocorais e corais escleractíneos no Panamá e Equador, bem como 

descreveram a possível extinção de M. bochmai no Golfo de Chiriqui no Panamá. Por 

sua vez, Loya et al. (2001) relataram a possível extinção de três espécies de Millepora 

no Japão. Na região Nordeste do Brasil, Leão et al. (2008) observaram o 

branqueamento em colônias de M. alcicornis, M. nitida e M. braziliensis entre os meses 

de fevereiro e abril de 1998 a 2005. Neste caso, das 10511 colônias contadas, apenas 

1273 foram afetadas por branqueamento (12%), sendo que os percentuais de colônias 

afetadas variaram entre 3 e 79%. 

 A família Milleporidae possui apenas um gênero vivo, o gênero Millepora, o 

qual pertence à classe Hydrozoa e ao Filo Cnidaria. Esse gênero compreende um grupo 

de hidrozoários polipóides coloniais que secretam esqueleto calcário (Amaral et al., 

2002). Estes hidrocorais podem apresentar diversas formas, tais como a ramificada, 
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foliar, arborescente, arredondada irregular, hemisférica e colunar ou uma mistura destas 

formas (Amaral et al., 2008). Os corais mileporas apresentam uma coloração amarelada 

ou amarronzada e têm sido descritos como sendo um grupo com uma alta plasticidade 

fenotípica, a qual varia temporalmente com as mudanças nas condições ambientais, tais 

como intensidade da ação da onda, turbulência da água e luminosidade. 

Consequentemente, durante décadas, é um dos grupos alvos de debates por diversos 

taxonomistas (Lewis, 2006; Amaral et al., 2008; Ruiz-Ramos et al., 2014). 

Diferentemente dos corais escleractíneos (classe Anthozoa), as mileporas apresentam 

pólipos polimórficos ou zooides, com diferentes funções, tais como alimentação, 

reprodução e defesa (Amaral et al., 2002). Além disso, as mileporas apresentam 

reprodução sexuada, envolvendo alternância de gerações e formação de uma medusa 

pelágica, forma esta que não está presente em nenhum organismo da classe Anthozoa 

(Brusca & Brusca, 2007). Alimentam-se de zooplâncton, através de gastrozooides que 

se sobressaem dos poros do esqueleto (Lewis, 1992; Lewis, 2006), bem como dos 

produtos da atividade fotossintética de Simbiodinium sp. (Lewis, 2006; Amaral et al., 

2008).  

Os hidrocorais apresentam organelas globulares urticantes utilizadas para a 

defesa e a captura de presas, chamadas nematocistos (García-Arredondo et al., 2012). 

Estas organelas contêm difenilamina (Al-Lihaibi et al., 2002), um veneno com efeitos 

mais severos que os compostos produzidos por outros cnidários. Este veneno pode agir 

como uma substância hemolítica, necrosante, antigênica, podendo ser até mesmo letal 

(Ibarra-Alvarado et al., 2007). Quando entram em contato com a pele humana, os 

hidrocorais ocasionam queimaduras, eritemas e/ou pústulas (García-Arredondo et al., 
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2012). Por isso, os corais mileporas são comumente denominados como “corais de 

fogo” ou “corais urticantes” (Al-Lihaibi et al., 2002). 

O gênero Millepora possui 18 espécies reconhecidas, as quais estão distribuídas 

nos mares tropicais de todo o mundo (Boschma, 1948). Oito espécies ocorrem no 

oceano Índico, nove no Pacífico Oeste e Central, quatro no Pacífico Leste e sete no 

Atlântico Oeste (Boschma, 1948; Cairns et al., 1999; Amaral et al., 2008). No Brasil, 

foram reportadas quatro espécies: M. alcicornis Linnaeus, 1758, M. brasiliensis Verrill, 

1868, M. nítida Verrill, 1868 e M. laboreli, sendo que as últimas três espécies são 

consideradas endêmicas (Amaral et al., 2008). No Brasil, as mileporas ocorrem em 

extensas colônias de até 2 m de diâmetro, especialmente na região Nordeste (Amaral et 

al., 2008). Elas são consideradas como sendo um dos principais responsáveis pela 

complexidade tridimensional dos recifes do Brasil, pois são os únicos corais 

ramificados presentes nessa região (Leão et al., 2003; Oliveira et al., 2008). Portanto, 

elas cumprem o papel funcional exercido pelos corais escleractíneos nos recifes do 

Caribe e Indo-Pacífico (Pereira et al., 2012; Nunes, 2013). 

 O hidrocoral M. alcicornis, espécie alvo do presente estudo, possui uma 

distribuição que ultrapassa as fronteiras caribenhas e se estende desde as Ilhas 

Bermudas (Atlântico Norte) até o estado do Rio de Janeiro (Brasil). Podem também ser 

observadas no oceano Atlântico Oriental, com ocorrência em Cabo Verde e nas Ilhas 

Canárias (Amaral et al., 2008; Obura et al., 2008; Clemente et al., 2011), no oeste da 

África. M. alcicornis é considerada uma espécie fotófila, que se localiza tipicamente na 

parte superior, bordas e laterais das formações coralinas (Ponce, 2009). Seu crescimento 

ocorre na forma de agrupamentos de colônias comumente ramificadas ou, mais 

raramente, incrustadas sobre organismos sésseis e outros substratos rígidos do recife 
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(Amaral et al., 1997; Ruiz-Ramos et al., 2014). As colônias podem ter altura superior a 

um metro (Amaral et al., 2008) e atingir mais de um metro de diâmetro, formando 

sequências que cobrem grandes áreas do topo recifal (Brito et al., 2010), geralmente 

entre profundidades de 0 a 50 m (Amaral et al., 1997). Em relação a sua reprodução, a 

liberação de medusas foi registrada durante a estação chuvosa, entre junho a agosto, na 

região nordeste do Brasil (Amaral et al., 1997). 

 Lewis (2006) destaca que as respostas fisiológicas e ecológicas das espécies de 

mileporas a uma ampla variedade de perturbações naturais e antropogênicas são 

semelhantes às das espécies de corais escleractíneos. Nesse contexto, cabe ressaltar que 

a regulação do pH intracelular é um elemento central da fisiologia dos corais (Venn, 

2014), sendo crucial para a manutenção da homeostase, atividade metabólica celular 

(Gibbin et al., 2014) e manutenção da simbiose coral-alga (Laurent et al., 2013). 

Estudos sobre a biomineralização em corais escleractíneos demonstram que esses 

organismos podem regular positivamente o pH de seus fluídos de calcificação em 

relação ao pH da água do mar circundante (Venn, 2014). Essa regulação é feita 

especificamente em nível do meio de calcificação extracelular (MCE) ou no sítio de 

calcificação, localizado entre a calicoderme e o esqueleto do coral, espaço que se 

acredita ser semifechado e onde ocorre a precipitação do esqueleto de CaCO3 

(Wooldridge, 2013, Marangoni et al., 2016a). 

Como descrito acima, num cenário de acidificação marinha, a diminuição da 

concentração de CO3
2-

 em relação às outras espécies de carbono inorgânico afetaria 

negativamente o estado de saturação do CaCO3 e a taxa de calcificação pelos corais 

(Gattuso & Hansson, 2011; Delgadillo-Nuño et al., 2014). O incremento de H
+
 na 

coluna de água e, portanto, da água do mar na cavidade gastrovascular do pólipo 



16 

 

(Gibbin et al., 2014; Holcomb et al., 2014), implicaria em um aumento do custo 

energético ou em alterações na alocação de energia, principalmente para a manutenção 

do equilíbrio ácido-base do coral (Edmunds & Wall, 2014; Kaniewska et al., 2015). Por 

exemplo, um aumento da síntese de transportadores iônicos de membrana (Kaniewska 

et al., 2012; Vidal-Dupiol et al., 2013), provocaria uma diminuição da quantidade de 

energia disponível para outros processos biológicos como reprodução, recrutamento, 

assentamento larval, crescimento, fotossíntese, respiração, calcificação (Gattuso & 

Hansson, 2011; Edmunds, 2012; Vidal-Dupiol et al., 2013), entre outros. 

A energia necessária aos processos biológicos mencionados acima é adquirida 

através de processos catabólicos e anabólicos, os quais constituem o metabolismo 

energético. Neste contexto, uma das vias catabólicas mais importantes é a respiração 

celular, tanto aeróbica quanto anaeróbica (Hill et al., 2012). A respiração aeróbica 

ocorre através de três vias distintas: a glicólise, o ciclo de Krebs ou ciclo do ácido 

tricarboxílico e a fosforilação oxidativa ou cadeia transportadora de elétrons (Hill et al., 

2012). Essas vias são reguladas por enzimas-chave ou marca-passo, as quais catalisam 

reações irreversíveis. As atividades destas enzimas são altamente reguladas, fazendo 

assim com que as mesmas atuem como controladoras da velocidade do catabolismo 

(Nelson & Cox, 2008). De fato, estudos têm avaliado a presença de enzimas-chave do 

metabolismo energético em corais (Gattuso et al., 1993; Manchenko et al., 1993; Lesser 

et al., 1994; Wooldridge, 2013; Rivest & Hofman, 2014; Murphy & Richmond, 2016). 

Por sua vez, a glicólise é um processo onde ocorre a conversão de uma molécula 

de glicose em duas moléculas de piruvato, com a produção de duas moléculas de ATP e 

duas moléculas de nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzido (NADH). Esse 

processo se dá através de dez reações químicas sequenciais catalisadas 
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enzimaticamente. Neste contexto, destacam-se a hexoquinase, fosfofrutoquinase e 

piruvato quinase, enzimas responsáveis pelo controle da velocidade catabólica da via 

glicolítica (Fig. 1a) (Berg et al., 2002). 

O piruvato produzido pela glicólise é convertido pelo complexo da piruvato 

desidrogenase em acetil-CoA, o qual entra no ciclo de Krebs e, juntamente com o 

oxaloacetato, é oxidado ao longo da via, produzindo CO2 e H2O. A energia dessa 

oxidação é armazenada na forma das coenzimas reduzidas NADH e flavina adenina 

dinucleotídeo reduzida (FADH2) (Hill et al., 2012). Em condições anaeróbicas, o 

NADH produzido na via glicolítica não pode ser oxidado pelo oxigênio e, portanto, não 

promove a formação da nicotinamida adenina dinucleotídeo oxidado (NAD
+
). Neste 

caso, a célula ficaria sem receptor de elétrons e, portanto, incapaz de continuar a via 

catabólica. Assim, um processo alternativo importante é a oxidação do NADH pela 

redução do piruvato a lactato, a qual ocorre através da reação catalisada pela lactato 

desidrogenase (Fig. 1b) (Randall et al., 2000). 

Por sua vez, o ciclo de Krebs ocorre em oito etapas catalisadas enzimaticamente, 

onde os intermediários podem prover outros pontos do metabolismo ou serem desviados 

para a síntese de outras moléculas. A regulação do ciclo ocorre pela citrato sintase, a 

isocitrato desidrogenase e a α-cetoglutarato desidrogenase. Nesta etapa, são produzidas 

duas moléculas de ATP, oito de NADH e duas de FADH2 (Fig. 1c) (Nelson & Cox, 

2008). As coenzimas reduzidas, NADH e FADH2, fornecem prótons e elétrons para os 

complexos da cadeia transportadora de elétrons (Fig. 2), os quais bombeiam prótons 

para o espaço intermembrana da mitocôndria, gerando assim gradiente de H
+
 (Nelson & 

Cox, 2008). Por sua vez, essa gradiente gera um potencial eletroquímico entre as 

membranas mitocondriais, que é utilizado pela ATP-sintase, uma enzima localizada na 



18 

 

membrana interna da mitocôndria, para a produção líquida de 38 moléculas de ATP. 

Por sua vez, as moléculas de ATP formadas são facilmente utilizadas pelos organismos 

para a manutenção e crescimento celular (Wooldridge, 2013). 

 

 

Figura 1. Respiração celular: a) Glicólise aeróbica, b) Glicólise anaeróbica, c) Ciclo de 

Krebs. As enzimas chaves analisadas no presente estudo estão destacadas em vermelho. 
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Figura 2. Cadeia transportadora de elétrons. Fonte: Nelson & Cox, 2008. 

 

Os efeitos da redução do pH da água do mar sobre o metabolismo energético 

têm sido relatados em diversos invertebrados marinhos, incluindo os corais. Entre os 

efeitos em nível fisiológico, foram observados desequilíbrio do equilíbrio ácido-base, 

redução na capacidade de transporte de oxigênio, estresse oxidativo (Fabry et al., 2008; 

Mostofa et al., 2016), reduções das taxas de calcificação e crescimento, incremento da 

taxa de fotossíntese (Doney et al., 2009; Kroeker et al., 2013) e branqueamento (Dove 

& Hoegh-Guldberg, 2006; Edmunds, 2012). Em larvas, foram relatadas diminuições das 

taxas de consumo de oxigênio, metamorfose e assentamento larval (Nakamura et al., 

2011; Edmunds et al., 2013; Rivest & Hofmann, 2014). Sabe-se ainda que a resposta 

dos organismos aos efeitos agudos da acidificação é dependente da espécie e do tempo 

de exposição (Lesser, 2006; Gattuso & Hansson, 2011; Edmunds, 2012; Kroeker et al., 

2013; Kaniewska et al., 2015).  

Com base no exposto acima, o presente estudo testou a hipótese de que a 

exposição a uma redução no pH da água do mar diminuiria a atividade de enzimas-

chave do metabolismo energético no hidrocoral M. alcicornis, como conseqüência da  
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diminuição da concentração de CO3
-2

 e incremento de H
+
 na água do mar, implicando 

assim em alteração no custo energético do hidrocoral, a qual poderia ser refletida por 

modificações na atividade das enzimas-chave avaliadas. É importante salientar que 

ainda não existem estudos relatados na literatura sobre os efeitos da acidificação 

marinha na atividade de enzimas-chave do metabolismo energético de hidrocorais da 

família Milleporidae. Espera-se, portanto, que os resultados do presente estudo 

forneçam informações inéditas e auxiliem na interpretação das respostas das mileporas à 

acidificação marinha, sendo que estes hidrocorais têm um papel fundamental na 

sustentação dos ecossistemas recifais brasileiros.  
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral 

 Avaliar um possível efeito da acidificação marinha no metabolismo energético 

do hidrocoral Millepora alcicornis. 

 

2.2. Objetivo específico 

 Avaliar os efeitos da redução do pH da água do mar nas atividades de enzimas-

chave do metabolismo energético (hexoquinase, fosfofrutoquinase, piruvato quinase, 

lactato desidrogenase e citrato sintase) no hidrocoral M. alcicornis. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Local de amostragem 

O Recife de Fora é um pequeno recife, com uma área de aproximadamente 2,5 

km
2
, que se encontra no complexo recifal de Abrolhos, ao sul do Estado da Bahia (Leão 

et al., 2003). Ele está situado a aproximadamente 9 km de Porto Seguro (BA), entre as 

latitudes 16°23‟30" S e 16°25‟06" S e as longitudes 38°58‟30" W e 38°59‟18" W 

(Sarmento et al., 2015). Este recife pertence ao Parque Municipal Marinho Recife de 

Fora, criado em dezembro de 1997 (Castro & Pires, 2001), com o objetivo de proteger 

os recursos naturais do recife e ser utilizado como área para recreação, educação e 

pesquisa. A profundidade do Recife de Fora varia entre 6 e 16 m, sendo que na maré 

baixa este pode atingir uma profundidade de -0,20 m. Por sua vez, na maré alta ele pode 

atingir uma altura de 1,60 m (Seoane, et al., 2008). A transparência da água no Recife 

de Fora é normalmente maior do que aquela observada em outros recifes, tais como 

Araripe, Itacipanema, Alagados e Naufrágio, que ficam mais próximo da costa e são 

mais afetados pelas descargas fluviais (Castro & Pires, 2001; Chaves et al., 2010).  

 

3.2. Coleta, aclimatação e exposição dos hidrocorais à acidificação 

Em outubro de 2012, fragmentos de quatro colônias de corais da espécie M. 

alcicornis (ponto 1: 16°24'32.41” S, 38°58'36.00” O; ponto 2: 16°25'1.16” S, 

 38°58'55.63” O; ponto 3; 16°24'39.92” S,  38°58'59.71” O; ponto 4: 16°24'31.33” S, 

 38°59'10.06” O) foram coletados através de mergulho autônomo no Parque Municipal 

Marinho Recife de Fora (Fig. 3). Os fragmentos foram transportados ao laboratório do 

"Projeto Coral Vivo” em Arraial d‟Ajuda (Porto Seguro, BA), onde se localiza o 

mesocosmo marinho, no qual foi realizado a parte experimental do presente estudo. 
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Figura 3. Linha de costa brasileira mostrando o Estado da Bahia (a), o distrito de 

Arraial d' Ajuda em Porto Seguro (b) e o Parque Municipal Marinho Recife de Fora (c). 

 

O mesocosmo marinho é um sistema experimental ao ar livre que capta 

permanentemente água do mar em uma franja recifal adjacente, localizada a 500 m da 

costa da praia de Araçaipe. Este sistema permite que as variações naturais dos fatores 

físico-químicos do ambiente, tais como temperatura, pH, turbidez, salinidade, fase da 

lua, irradiação solar, fotoperíodo, regime de chuvas, concentração de nutrientes, 

plâncton, entre outros, também ocorram no ambiente experimental com a mesma 

frequência e intensidade. Assim, o mesocosmo permite a realização de estudos com 

maior realismo ecológico e replicação experimental possível. A estrutura e o 

funcionamento do sistema de mesocosmo utilizado no presente estudo foram descritos 

em detalhes por Duarte et al. (2015).  

Os fragmentos de hidrocorais foram fixados em placas de cerâmica, organizados 

em grelhas de acrílico, colocados na parte inferior dos cochos do mesocosmo marinho e 

aclimatados por 20 dias (09 a 29/10/2012). Após aclimatação, foi coletada uma amostra 

de cada colônia e estabelecidos os tratamentos de pH. Para a exposição à acidificação 

marinha, 8 fragmentos de cada colônia foram dispostos em 16 cochos e expostos aos 
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diferentes tratamentos de redução pH por 16 dias (29/10/2012 a 15/11/2012) ou 30 dias 

(29/10/2012 a 29/11/2012), sendo que cada tratamento foi realizado em quadruplicata (n 

= 4), conforme o desenho experimental mostrado na Figura 4.  

 

Figura 4. Desenho experimental utilizado no presente estudo. O esquema apresenta a 

disposição dos hidrocorais nos cochos do mesocosmo marinho durante o período de 

aclimatação e exposição a três níveis de redução de pH da água do mar por 16 e 30 dias. 

 

Os diferentes níveis de acidificação da água do mar foram estabelecidos através 

de um sistema de reatores imersos em reservatórios que abasteciam os cochos e 
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forneciam CO2 por burbulhamento (Duarte et al., 2015; Sarmento et al., 2015).  Cabe 

destacar que o experimento descrito por Sarmento et al. (2015) foi realizado 

simultaneamente ao experimento relatado no presente estudo. Assim, ambos os estudos 

foram realizados no mesocosmo marinho do Projeto “Coral Vivo” e, portanto, sob as 

mesmas condições físico-químicas. Nesse sentido, cabe salientar então que os 

resultados dos valores das medidas dos tratamentos de pH testados e demais parâmetros 

ambientais de interesse para o presente estudo já foram descritos anteriormente no 

estudo reportado por Sarmento et al. (2015). 

O pH controle, sem adição experimental de CO2, é aquele considerado o medido 

na água do mar no momento da captação da mesma pelo mesocosmo, estando esta 

condição, portanto, também sujeita às variações naturais de pH. Por sua vez, os três 

níveis de redução de pH testados corresponderam a 0,3, 0,6 e 0,9 unidades abaixo do 

pH da água do mar observado na situação controle. Estes níveis de acidificação foram 

estabelecidos conforme aqueles previstos pelo Painel Intergovernamental sobre 

Mudanças Climáticas (IPCC) para os anos 2100 e 2300, com base em projeções 

realizadas através de modelos atmosféricos sobre emissões de CO2 (IPCC, 2013; 2014). 

A pressão parcial de CO2 (pCO2) na água do mar foi monitorada a cada 15 min, 

utilizando-se eletrodos de pH (Gehaka 09RBCN) submersos em cada reservatório e 

acoplados a um sistema computadorizado (Reef Angel Controller). O "Reef Angel" é 

um controlador de código aberto, que permitiu que cada nível de acidificação seguisse 

as variações naturais do pH da água do mar, constituindo assim um sistema senoidal de 

monitoramento. No momento em que a água do mar atingia o pH estabelecido para cada 

tratamento, o fornecimento de CO2 era interrompido automaticamente. As medições do 

pH, bem como dos demais parâmetros ambientais, tais como temperatura, salinidade, 
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nutrientes, intensidade de luz, precipitações, alcalinidade total e estado de saturação da 

aragonita (Ωar) e calcita (Ωcal), podem ser consultadas no estudo descrito por Sarmento 

et al. (2015). Durante o experimento, os hidrocorais não receberam qualquer tipo de 

alimento (Sarmento et al., 2015), uma vez que o fluxo de água e a intensidade luminosa 

no mesocosmo suprem naturalmente as necessidades alimentares dos corais e de seus 

endosimbiontes (Duarte et al., 2015). 

Após exposição aos diferentes tratamentos de pH da água do mar, os fragmentos 

de hidrocorais foram coletados e acondicionados em tubos criogênicos, devidamente 

identificados e congelados em nitrogênio líquido para seu posterior transporte e análise 

no Instituto de Ciências Biológicas (ICB) da Universidade Federal de Rio Grande 

(FURG). 

 

3.3. Análise das atividades enzimáticas 

 As amostras congeladas foram maceradas em nitrogênio líquido com o auxílio 

de gral e pistilo, divididas em alíquotas e mantidas a -80ºC em ultrafreezer (Indrel IULT 

2005-D), para posterior análise das atividades enzimáticas. No momento das análises, 

cada alíquota da amostra (~0,5 g) foi homogeneizada por ultrassom (sonicador Qsonic, 

modelo CL-188) em 300 µl de tampão de homogeneização [imidazol (50 mM) e 

fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF; 0,1 mM) dissolvido em metanol] previamente 

resfriado. Os homogeneizados das amostras foram centrifugados (10000 x g, 4ºC, 20 

min) em tubos plásticos de 2 ml do tipo Eppendorf em uma centrífuga refrigerada 

(Sigma 3K30). O sobrenadante obtido foi utilizado como fonte das enzimas.   

Cada ensaio enzimático foi preparado com todos os substratos necessários para 

gerar as condições ótimas para atividade das enzimas. A determinação das atividades 
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das enzimas foi realizada por espectrofotometria, seguindo o protocolo descrito por 

Lallier e Walsh (1991) e modificado por Lauer et al. (2012), utilizando-se uma leitora 

de microplacas (ELx808IU, BioTek Instruments, Winooski, VT, USA). Cada amostra 

foi lida em 3 poças de uma microplaca de 96 poças, sendo que cada poça continha um 

volume final de 350 µl de solução de reação. Todas as leituras foram realizadas a 25°C. 

As concentrações finais dos reagentes e suas respectivas faixas de leitura para 

cada ensaio enzimático foram as seguintes: 

Hexoquinase: 15 µl de homogeneizado da amostra; imidazol 75 mM (pH 7,4); MgCl2 

150 mM; D(+)glicose 10 mM; NAD
+
 1,2 mM; glicose 6-fosfato desidrogenase de 

Leuconostoc mesenteroides 120 U/ml e ATP 60 mM. A determinação da atividade 

enzimática foi realizada através da medida da variação da absorbância (340 nm) da 

amostra causada pela redução de NAD
+
 a NADH. 

Fosfofrutoquinase: 15 µl de homogeneizado da amostra; imidazol 75 mM (pH 7,4); 

MgCl2 150 mM; KCl 750 mM; ATP 60 mM; gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase de 

L. mesenteroides 37,5 U/ml; triosefosfato isomerase 112,5 U/ml; aldolase 50 U/ml; 

NADH 3 mM e frutose-6-fosfato 150 mM. A determinação da atividade enzimática foi 

realizada através da medida da variação da absorbância (340 nm) da amostra causada 

pela oxidação de NADH a NAD
+
. 

Piruvato quinase: 15 µl de homogeneizado da amostra; imidazol 75 mM (pH 7,4); 

MgCl2 150 mM; KCl 750 mM; fosfoenolpiruvato 5 mM; NADH 3 mM; lactato 

desidrogenase 1500 U/ml e ADP 37,5 Mm. A determinação da atividade enzimática foi 

realizada através da medida da variação da absorbância (340 nm) da amostra causada 

pela oxidação do NADH a NAD
+
. 
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Lactato desidrogenase: 15 µl de homogeneizado da amostra; imidazol 75 mM (pH 7,4); 

NADH 3 mM e piruvato de sódio 7,7 mM. A determinação da atividade enzimática foi 

realizada através da medida da variação da absorbância (340 nm) da amostra causada 

pela oxidação do NADH a NAD
+
. 

Citrato sintase: 15 µl de homogeneizado da amostra; HEPES 50 mM (pH 8,1) acetil-

CoA 2,3 mM, ácido 5-5'-ditio-2- nitrobenzóico (DTNB) 3,5 mM e oxalacetato 3,5 mM. 

A medida da atividade enzimática foi realizada através da medida da variação da 

absorbância (412 nm) da amostra causada pela redução do DTNB a ácido 5-tio-2-

nitrobenzóico (TNB). 

A concentração de proteínas nos homogeneizados das amostras foi determinada 

utilizando-se um kit comercial de reagentes (Bradford Reagent, Sigma-Aldrich, EUA), 

baseado no método de Bradford (Bradford, 1976), com medida da absorbância da 

amostra em 550 nm. 

 

3.4. Análises estatísticas 

Os dados das condições físico-químicas da água do mar utilizada no mesocosmo 

foram expressos como média ± intervalo de confiança (IC) de 95%, sendo que estes 

dados foram previamente relatados por Sarmento et al. (2015). Os dados das atividades 

enzimáticas foram expressos como média ± erro padrão (n = 4). Os pressupostos de 

homogeneidade de variâncias e normalidade dos dados foram testados através dos testes 

de Shapiro-Wilk e de Bartlett, respectivamente. Os dados das atividades da 

hexoquinase, fosfofrutoquinase e lactato desidrogenase foram transformados 

matematicamente (log10) para que cumprissem os pressupostos de normalidade dos 

dados e homogeneidade de variâncias. Assim, as médias das atividades enzimáticas 
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após a aclimatação dos hidrocorais ao mesocosmo (tempo 0 dias) e após exposição 

destes aos tratamentos de pH (tempos 16 e 30 dias) foram comparados por análise de 

variância (ANOVA) de dois fatores (tempo de exposição e tratamento de pH). Foi 

aplicado o teste a posteriori de Tukey para identificar possíveis diferenças significativas 

(p<0,05) entre as médias dos grupos experimentais. As análises estatísticas dos dados 

foram realizadas utilizando-se o programa estatístico R, versão 3.2.3 (R Development 

Core Team, 2016). 
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4. SÍNTESE DOS RESULTADOS 

4.1. Condições experimentais 

Conforme já mencionado, os dados dos parâmetros físico-químicos de interesse 

para o presente estudo foram previamente relatados por Sarmento et al. (2015). Como 

descrito por estes autores, observa-se que as flutuações de pH no mesocosmo na 

condição controle seguiram as variações diárias observadas na água do mar, como 

relatado anteriormente por Duarte et al. (2015). Isto ressalta a adequação do mesocosmo 

marinho para estudos onde existe o interesse em que as condições físico-químicas do 

ambiente, bem como suas variações, sejam preservadas no âmbito do experimento. Por 

sua vez, Sarmento et al. (2015) demonstraram que os tratamentos nominais de pH 

testados no presente estudo foram satisfatoriamente mantidos (Tab. 1). Conforme 

desejado, os níveis de acidificação variaram de forma senoidal em função das variações 

naturais de pH observadas na condição controle (Fig. 5). Os valores de pressão parcial 

de CO2 (pCO2) para os tratamentos foram 351,8 (pH 8.1); 939,0 (pH 7,8); 1683,4 (pH 

7,5) e 3494,3 µatm (pH 7,2) (Sarmento et al., 2015). 

 

4.2. Atividades enzimáticas 

 Nos hidrocorais mantidos sob condição controle de pH (8,1), não foram 

observadas variações significativas (p>0,05) na atividade da hexoquinase (Fig. 6), 

fosfofrutoquinase (Fig. 7), piruvato quinase (Fig. 8), lactato desidrogenase (Fig. 9) e 

citrato sintase (Fig. 10) ao longo do período experimental (16 e 30 dias). Além disso, 

não foram observadas diferenças significativas (p>0,05) nas atividades das enzimas 

entre os hidrocorais mantidos na condição controle de pH e aqueles expostos a qualquer 

tratamento de redução do pH da água do mar. 
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Tabela 1. Condições físico-químicas mantidas no mesocosmo marinho do Projeto Coral 

Vivo durante a realização do presente estudo. Os dados são expressos como média ± 

intervalo de confiança de 95% (Sarmento et al., 2015). 

 

 

 pH 

 8,1 7,8 7,5 7,2 

pH 8,10 7,74 7,51 7,21 

 0,004 0,008 0,006 0,007 

Temperatura (°C) 25,19 25,00 25,16 - 

 0,03 0,03 0,03 - 

Salinidade  35 35 35 35 

 0,39 0,41 0,37 0,34 

Luz (µmol fotons m
-2

 s
-1

) 284,97 296,37 285,46 276,98 

 41,34 41,51 33,91 39,77 

Nitrato (mg L
-1

) 0,98 0,98 0,88 0,85 

 0,20 0,15 0,05 0,06 

Fosfato (mg L
-1

) 0,06 0,06 0,06 0,06 

 0,01 0,01 0,01 0,01 

     
 

 

 

Figura 5. Monitoramento do pH da água do mar nos cochos do mesocosmo marinho do 

Projeto Coral Vivo durante o período de realização do presente estudo (Sarmento et al., 

2015). 
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Figura 6. Atividade da hexoquinase no hidrocoral Millepora alcicornis após 

aclimatação ao mesocosmo marinho (0 dias) e exposição a diferentes níveis de pH da 

água do mar por 16 e 30 dias. Os dados representam a média ± desvio padrão (n = 4). 

Letras maiúsculas diferentes indicam diferenças significativas (p<0,05) entre a atividade 

dos corais aclimatados ao mesocosmo (tempo 0) e aqueles mantidos na condição 

controle (sem adição experimental de CO2) por 16 e 30 dias. Letras minúsculas 

diferentes indicam diferenças significativas entre os hidrocorais expostos aos diferentes 

níveis de pH da água do mar por 16 e 30 dias.  
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Figura 7. Atividade da fosfofrutoquinase no hidrocoral Millepora alcicornis após 

aclimatação ao mesocosmo marinho (0 dias) e exposição a diferentes níveis de pH da 

água do mar por 16 e 30 dias. Os dados representam a média ± desvio padrão (n = 4). 

Letras maiúsculas diferentes indicam diferenças significativas (p<0,05) entre a atividade 

dos corais aclimatados ao mesocosmo (tempo 0) e aqueles mantidos na condição 

controle (sem adição experimental de CO2) por 16 e 30 dias. Letras minúsculas 

diferentes indicam diferenças significativas entre os hidrocorais expostos aos diferentes 

níveis de pH da água do mar por 16 e 30 dias. 
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Figura 8. Atividade da piruvato quinase no hidrocoral Millepora alcicornis após 

aclimatação ao mesocosmo marinho (0 dias) e exposição a diferentes níveis de pH da 

água do mar por 16 e 30 dias. Os dados representam a média ± desvio padrão (n = 4). 

Letras maiúsculas diferentes indicam diferenças significativas (p<0,05) entre a atividade 

dos corais aclimatados ao mesocosmo (tempo 0) e aqueles mantidos na condição 

controle (sem adição experimental de CO2) por 16 e 30 dias. Letras minúsculas 

diferentes indicam diferenças significativas entre os hidrocorais expostos aos diferentes 

níveis de pH da água do mar por 16 e 30 dias. 
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Figura 9. Atividade da lactato desidrogenase no hidrocoral Millepora alcicornis após 

aclimatação ao mesocosmo marinho (0 dias) e exposição a diferentes níveis de pH da 

água do mar por 16 e 30 dias. Os dados representam a média ± desvio padrão (n = 4). 

Letras maiúsculas diferentes indicam diferenças significativas (p<0,05) entre a atividade 

dos corais aclimatados ao mesocosmo (tempo 0) e aqueles mantidos na condição 

controle (sem adição experimental de CO2) por 16 e 30 dias. Letras minúsculas 

diferentes indicam diferenças significativas entre os hidrocorais expostos aos diferentes 

níveis de pH da água do mar por 16 e 30 dias. 
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Figura 10. Atividade da citrato sintase no hidrocoral Millepora alcicornis após 

aclimatação ao mesocosmo marinho (0 dias) e exposição a diferentes níveis de pH da 

água do mar por 16 e 30 dias. Os dados representam a média ± desvio padrão (n = 4). 

Letras maiúsculas diferentes indicam diferenças significativas (p<0,05) entre a atividade 

dos corais aclimatados ao mesocosmo (tempo 0) e aqueles mantidos na condição 

controle (sem adição experimental de CO2) por 16 e 30 dias. Letras minúsculas 

diferentes indicam diferenças significativas entre os hidrocorais expostos aos diferentes 

níveis de pH da água do mar por 16 e 30 dias. 
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5. CONCLUSÕES  

 

 Com base nos resultados apresentados no presente estudo, conclui-se que: 

(1) A acidificação marinha não afetou o metabolismo energético do hidrocoral M. 

alcicornis nas condições utilizadas no presente estudo, uma vez que não foram 

observadas alterações significativas nas atividades da hexoquinase, 

fosfofrutoquinase, piruvato quinase, lactato desidrogenase e citrato sintase nos 

hidrocorais expostos aos diferentes níveis de redução de pH testados (7,8; 7,5 e 

7.2), quando comparados àqueles mantidos na condição controle (pH 8,1); 

(2) o hidrocoral M. alcicornis é capaz de manter constante a atividade das principais 

vias metabólicas envolvidas na produção de energia durante o estresse ácido (pH > 

7,2) a médio prazo (até 30 dias); 

(3) os efeitos significativos observados sobre a calcificação e as atividades da Ca-

ATPase e da anidrase carbônica após exposição de M. alcicornis ao pH 7,2 por 30 

dias (Marangoni et al., 2016b) não estão associados a alterações significativas na 

produção de energia por este hidrocoral, uma vez que no presente estudo não foram 

observadas alterações significativas nas atividades de enzimas-chave do 

metabolismo energético do hidrocoral M. alcicornis nestas mesmas condições 

experimentais. 
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Abstract 

Ocean acidification is one of the major global traits to coral reefs worldwide. It may 

compromises the energy production in calcifying organisms, such as the hydrocoral 

Millepora alcicornis (Linnaeus, 1758). In the present study, a mesocosm experiment 

was conducted in November 2012 to investigate whether three levels of decreasing pH 

(7.8, 7.5 and 7.2, with respect to control sea water pH at 8.1) altered the activity of key 

enzymes involved in energy metabolism of M. alcicornis. Hydrocorals were acclimated 

for 20 d to the mesocosm conditions and exposed to the different levels of sea water pH 

for 16-d and 30-d. Results show that enzyme activities did not significantly change in a 

wide range of sea water pH (7.2-8.1). This finding indicates that M. alcicornis was able 

to maintain the activity of the major pathways involved in energy production under 

acidifying conditions. Therefore, M. alcicornis bleaching observed during events of 

ocean acidification cannot be ascribed to impairment in the major energy metabolism 

pathways. 

 

Introduction 

 Ocean acidification (OA) refers to the decrease in sea water pH resulting from 

oceanic absorption of atmospheric CO2 emissions associated with anthropogenic 

sources. It leads to changes in both the carbonate buffer system and calcium carbonate 

(CaCO3) saturation state of oceans, which are expected to intensify in the future. At 

present, the pH of surface sea water is 8.10 (Gattuso 2015); however, this is projected to 

decrease to between 7.8 and 7.6 by the year 2100 (Bhadury 2015) and to as low as 7.3 
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by the year 2300 (Caldeira and Wickett 2005). While OA will likely affect all marine 

ecosystems, coral reefs represent one of the most sensitive to these environmental 

changes due to their delicate and complex physiology (Holcomb et al. 2014; Venn 

2014). Among the most important builders of coral reefs in the world's tropical seas are 

the hydrocorals of Milleporidae family and, like most scleractinians, may be affected by 

OA (Lewis 2006). 

 Corals regulate pH at the site of calcification in relation to the surrounding sea 

water to promote the formation of calcareous skeleton (Venn 2014). However, under 

OA scenarios, the pH at the site of calcification can be altered and compromise 

calcification rates (Marangoni et al. 2016a). Additionally, the increase of H
+
 in the 

water column and therefore the sea water in the gastrovascular cavity of the polyp 

(Holcomb et al. 2014) would be expected to cause increases in holobiont energy 

expenditure or changes in energy allocation (Vidal-Dupiol et al. 2013; Edmunds and 

Wall 2014; Kaniewska et al. 2015). 

 However, little is known about the effects of reducing sea water pH on the 

activity of key enzymes for energy metabolism in Millepora alcicornis. Specifically, the 

present study evaluates the effects of OA on the activity of hexokinase, 

phosphofructokinase, pyruvate kinase and lactate dehydrogenase, key enzymes of the 

glycolysis pathway, as well as citrate synthase, a key enzyme of the Krebs cycle, in the 

hydrocoral M. alcicornis. 

 

Materials and methods 

Coral collection, acclimation and treatment 
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 Branches of four colonies of M. alcicornis were collected in October 2012 in the 

Recife de Fora Municipal Marine Park (Porto Seguro, Bahia, Brazil southeastern; S 

16°24‟37.3”, W 38°59‟02.2”). Hydrocorals were acclimated for 20-d in the marine 

mesocosm system of the Coral Vivo Project (Arraial d'Ajuda, Porto Seguro). 

 It is noteworthy that the experiment of the present study was conducted in 

parallel with the experiment of Sarmento et al. (2015). A detailed description of the 

physical characteristics, function and experimental setup can be reviewed in Sarmento 

et al. (2015) and Duarte et al. (2015). Briefly, mesocosm conditions were maintained at 

three levels of decreasing pH (7.8, 7.5 and 7.2) relative to a sea water control (pH 8.1). 

Each treatment, performed in quadruplicate, was based on predictions made by models 

of atmospheric CO2 emissions projected for the years 2100 and 2300 (Caldeira and 

Wickett 2005; IPCC 2014). The monitoring and measurement of pCO2, pH, 

temperature, salinity, nutrients (nitrate and phosphate), light intensity, precipitation, 

total alkalinity, and saturation state of aragonite (Ωar) and calcite (Ωcal) were previously 

reported in detail by Sarmento et al. (2015). 

 Coral samples were collected after 16-d and 30-d of exposure in respective 

treatments. Branches were macerated in liquid nitrogen with the aid of a mortar and 

pestle. Macerated samples were divided into aliquots and stored in liquid nitrogen in 

cryogenic tubes, and frozen at -80°C until analyses of enzyme activities. 

 

Glycolysis and Krebs cycle enzyme assays 

 Glycolytic and Krebs cycle enzymes were analyzed according to Lallier and 

Walsh (1991) and Lauer et al. (2012), with slight modifications. Each aliquot (~0.5 g) 

was homogenized with the aid of a sonicator (Qsonic Model CL-188) in ice-cold buffer 



56 

 

(50 mM imidazole; 0.1 mM PMSF; pH 7.8). The homogenate was then centrifuged 

(10,000 g; 20 min; 4°C) and the supernatant was used as the enzyme source. Enzymes 

were assayed spectrophotometrically using a microplate reader (ELx808IU, BioTek 

Instruments, Winooski, VT, USA). Glycolytic enzyme (hexokinase; 

phosphofructokinase; pyruvate kinase; lactate dehydrogenase) assays were performed in 

an imidazole buffer solution (75 mM; pH 7.4). Sample absorbance associated with 

NAD
+
/NADH oxidation/reduction was followed at 340 nm. Krebs cycle enzyme (citrate 

synthase) assay was performed in a HEPES buffer solution (50 mM; pH 8.1). Sample 

absorbance associated with 5-5'-dithio-2- nitrobenzoic (DTNB) reduction was followed 

at 412 nm.  

 All assays were performed at 25°C and specific conditions were used for each 

assay as follows (final concentrations): hexokinase (150 mM MgCl2, 10 mM D-glucose, 

1.2 mM NAD
+
, 120 U mL

-1
 glucose-6-phosphate dehydrogenase from Leuconostoc 

mesenteroides and 60 mM ATP); phosphofructokinase-1 (150 mM MgCl2, 750 mM 

KCl, 60 mM ATP, 3 mM NADH, 50 U mL
-1

 aldolase, 112.5 U mL
-1

 triose phosphate 

isomerase, 37.5 U/mL α-glycerophosphate dehydrogenase and 150 mM fructose-6-

phosphate); pyruvate kinase (150 mM MgCl2, 750 mM KCl, 37.5 mM ADP, 3 mM 

NADH, 1500 U mL
-1

 lactate dehydrogenase and 5 mM phosphoenolpyruvate); lactate 

dehydrogenase (7.7 mM pyruvate and 3 mM NADH); citrate synthase (2.3 mM 

acetylcoenzyme A, 3.5 mM DTNB and 3.5 mM oxaloacetate). 

 Total protein concentration in the homogenates was determined based on the 

sample absorbance at 550 nm. Measurements were performed using a commercial 

reagent kit (Bradford Reagent, Sigma-Aldrich, USA) based on the Bradford method. 
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Data presentation and statistical analysis 

 Enzyme activity data were expressed as mean ± SD (n = 4). Assumptions of 

homogeneity of variance and normality of data were tested via Shapiro-Wilk and 

Bartlett's test, respectively. Enzyme activity after hydrocoral acclimation to the 

mesocosm conditions and after exposure to the experimental treatments for 16-d and 

30-d were compared by two-way (exposure time and pH treatment) analysis of variance 

(ANOVA). Tukey's test was then used to identify significant differences among 

experimental treatments. The significance level was set at p < 0.05.  

 

Results and discussion 

 Data showed that the pH treatments were maintained satisfactorily throughout 

the experimental period, noting that the pH of the acidification levels varied with pH 

control and varied with the natural diel fluctuations observed in sea water (Duarte et al. 

2015; Sarmento et al. 2015). The pCO2 values were 351.8 (pH 8.1), 939.0 (pH 7.8), 

1683.4 (pH 7.5) and 3494.3 µatm (pH 7.2) (Sarmento et al. 2015). Data on the other 

physicochemical parameters monitored in sea water over the course of the experiment 

were previously reported by Sarmento et al. (2015). 

 In hydrocorals kept at the control sea water pH, no significant differences (p > 

0.05) were observed among the mean activity of hexokinase, phosphofructokinase, 

pyruvate kinase, lactate dehydrogenase and citrate synthase over the experimental 

period. Additionally, no significant differences were observed among the experimental 

treatments (pH 7.8, 7.5, 7.2) in relation to their respective control (pH 8.1) over the 

experimental time (Table 1). The samples displayed an inherent variability in the 

number of samples (n = 4). It should be noted that the enzymatic activities were 
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analyzed without separating the coral fraction from the Symbiodinium fraction, therefore 

representing the entire holobiont. 

 The enzymes examined in the present study catalyze irreversible reactions, are 

highly regulated and responsible for the control of the activity of major metabolic 

pathways (Nelson and Cox 2008). Hexokinase, phosphofructokinase and pyruvate 

kinase regulate the first, third and tenth steps of glycolysis, respectively. Two molecules 

of ATP and two molecules of pyruvate are produced from one glucose molecule at the 

end of this pathway. Under anaerobic conditions, pyruvate is converted into lactate by 

lactate dehydrogenase, but under aerobic conditions, each molecule of pyruvate is 

oxidized to acetyl-coenzyme A, which enters the Krebs cycle. In this pathway, citrate 

synthase catalyzes the initial reaction to form citrate and subsequent production of ATP, 

NADH and FADH2 throughout the cycle. These reduced coenzymes are used by the 

electron transport chain to produce ATP through oxidative phosphorylation (Nelson and 

Cox 2008). 

 Considering this background, we observed that the activity of enzymes involved 

in energy metabolism of M. alcicornis did not vary under different levels of decreasing 

pH, demonstrating that this hydrocoral was able to maintain a steady-state metabolism 

in aerobic energy production for 30-d of exposure to acidification conditions. 

 Vidal-Dupiol et al. (2013) observed that after exposing Pocillopora damicornis 

at different pH treatments (8.1, 7.8, 7.4 and 7.2) for 21-d, genes involved in glycolysis 

and Krebs cycle were up-regulated at pH levels of 7.4 and 7.2, suggesting an increase in 

energy requirements. However, Kaniewska et al. (2012) observed that the genes 

involved in the Krebs cycle were down-regulated at pH of 7.8-7.9 and 7.6-7.7 in 

Acropora millepora exposed to three pH levels (8.0-8.02, 7.8-7.9 and 7.6-7.7) for 28-d, 
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indicating a reduction in capacity to generate ATP. These results do not corroborate with 

the present study, as enzyme activities associated with energy metabolism in M. 

alcicornis did not vary, suggesting that ATP production remained constant throughout 

the experiment. Similar results regarding the capacity of M. alcicornis to cope with OA 

were reported by Marangoni et al. (2016b). Specifically, Marangoni et al. (2016b) used 

the same samples as the present study to evaluate the effect of OA on the calcification 

rate and the activity of Ca-ATPase and carbonic anhydrase in M. alcicornis. They 

observed that calcification was not affected at pH 8.1-7.5. Furthermore, in corals 

exposed to pH 7.2 the activity of Ca-ATPase and carbonic anhydrase increased 

significantly, but the calcification rate significantly decreased. The increased activity of 

these enzymes involved in calcification did not compensate for the negative effects of 

OA on the calcareous skeleton of the hydrocoral. These results demonstrate that M. 

alcicornis was able to increase the activity of enzymes without increasing energy costs, 

as observed in the present results; only this did not mitigate the effects of environmental 

acidification on calcareous skeleton of this hydrocoral. 

 Brown and Edmunds (2016) evaluated the effects of OA on calcification in three 

scleractinian corals: Porites spp., Acropora pulchra and Pocillopora meandrina and 

hydrocoral Millepora platyphylla after 19-d of incubation under orthogonal contrasts of 

pH 8.1-7.7 and 28.0- 30.1°C. The authors found that only P. meandrina was 

significantly affected at pH 7.7 and 30.1°C. In turn, M. platyphylla suffered no negative 

effects regarding calcification and its biomass was not affected at pH 7.7 and 30.1°C, 

unlike the scleractinian coral, indicating that acidification responses are taxon-specific 

and response mechanisms may be related to the phylogeny of the groups assessed. 

Indeed, several studies recognize that the response of organisms to the effects of 
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acidification is not homogeneous between species, or with respect to the exposure time 

and the methodology applied (Kroeker et al. 2013; Edmunds and Wall, 2014; 

Kaniewska et al. 2015). 

 It is possible that the 30-d period applied in the present study was not sufficient 

to observe any significant changes in the energy metabolism of M. alcicornis 

particularly at the lower pH (7.2). Even though Marangoni et al. (2016b) found 

significant effects on calcification at this pH level at 30-d, they were not associated with 

a decline in energy production as indicated by our results. 

 In summary, the present results provide evidence as to how M. alcicornis 

responds biochemically to decreases in environmental pH. These results suggest that 

this hydrocoral is able to maintain a constant rate of energy production over a wide pH 

range (8.1-7.2). Further studies that would engage biochemical responses and observe 

differences at the transcriptomic level of energy metabolism in calcifying organisms are 

encouraged. This would improve current understanding of how natural marine systems 

can modulate ocean acidification. 
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Table 1. Activities of key enzymes involved in energy metabolism in the hydrocoral 

Millepora alcicornis after 20-d of acclimation (0 d) and 16-d and 30-d of exposure to 

four treatments of sea water pH. No significant (p > 0.05) differences over the 

experimental period were observed among hydrocorals kept under control condition 

(pH 8.1). Also, no significant (p > 0.05) differences were observed among sea water pH 

treatments. 

 

Enzyme pH 
Time (d) 

0 16 30 

Hexokinase   8.1 26 ± 4 24 ± 7 15 ± 3 

(U g prot
-1

) 7.8  20 ± 4 11 ± 3 

 7.5  25 ± 7 12± 3 

 7.2  24 ± 10 12 ± 3 

     

Phosphofructokinase 8.1 1.62 ± 0.45 2.41 ± 0.25 2.45 ± 0.66 

(U g prot
-1

) 7.8  2.06 ± 0.29 3.14 ± 0.57 

 7.5  1.96 ± 0.21 2.40 ± 0.76 

 7.2  2.13 ± 0.27 2.19 ± 1.02 

     

Pyruvate kinase 8.1 396 ± 37 342 ± 40 303 ± 49 

(U g prot
-1

) 7.8  294 ± 25 252 ± 31 

 7.5  282 ± 36 241 ± 67 

 7.2  265 ± 43 264 ± 73 

     

Lactate dehydrogenase 8.1 223 ± 49 220 ± 62 216 ±76 

(U g prot
-1

) 7.8  185 ± 12 175 ± 30 

 7.5  255 ± 65 127 ± 52 

 7.2  236 ± 73 215 ± 76 

     

Citrate synthase 8.1 71 ± 16 54 ± 4 43 ± 16 

(U g prot
-1

) 7.8  54 ± 4 26 ± 6 

 7.5  55 ± 11 35 ± 13 

 7.2  64 ± 3 42 ± 5 

Values: mean ± SD 
    

  

 


