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RESUMO 

A Sepia officinalis, conhecida por choco (Portugal, Espanha) faz parte do grupo dos 

cefalópodes, considerados como espécies promissoras para a diversificação na indústria 

da aquacultura, e são considerados modelos biológicos para investigação, principalmente, 

na Neurociência e Fisiologia Animal. No entanto, a produção em grande escala tem sido 

afetada pela inexistência de alternativas nutricionais para a alimentação. Pesquisas que 

são desenvolvidas para a descoberta de fontes alternativas de nutrição, estão centradas na 

análise de componentes químicos dos alimentos no crescimento do choco.  

A microbiota desempenha um papel importante, particularmente no funcionamento do 

trato digestivo e do sistema imunitário. Através da produção e metabolização de 

substâncias a microbiota pode influenciar a fisiologia e desenvolvimento do animal. 

Assim neste trabalho, o objetivo fundamental foi o de obter informações da potencial 

associação das comunidades bacterianas em diferentes regiões do sistema digestivo do 

choco: hepatopâncreas, estomago, ceco, intestino, esófago e divertículo assim como no 

sistema circulatório, nomeadamente na hemolinfa. Um segundo objetivo foi o de verificar 

o potencial efeito da alimentação/ jejum nas comunidades microbianas, os animais foram 

amostrados antes e depois da alimentação e extraídos os órgãos do trato digestivo e 

hemolinfa.  

Com base na utilização do 16SRNA ribossomal, o DNA das amostras da hemolinfa e das 

regiões discretas do trato digestivo foram extraídos e amplificados por PCR e as 

sequências analisadas com ferramentas bioinformáticas. Os resultados indicaram que os 

animais amostrados antes da alimentação apresentaram maior diversidade em 

comparação com os animais amostrados após a alimentação, com a família 

Mycoplasmataceae a representarem o microbioma fundamental, e as famílias 

Oxalobacteriaceae e Burkholderaceae o microbioma raro. A hemolinfa foi o local de 

maior diversidade e o esófago apresentou a maior diversidade no trato digestivo.  

No seu conjunto, o estudo mostrou diferenças individuais em termos de composição e 

diversidade taxonómica do microbioma. A utilização desta diversidade na microbiota 

poderá vir a ser importante como índice de bem-estar animal e para o desenvolvimento 

de dietas comerciais para a aquacultura da espécie.    

Palavras-chave: Microbioma, diversidade, trato digestivo, hemolinfa, choco, 

microbioma fundamental, microbioma total, microbioma raro. 
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ABSTRACT 

Sepia officinalis, known as cuttlefish (“choco”, Portugal, Spain) is a group of 

cephalopods, currently considered promising for the diversification of species in 

aquaculture. Also, cephalopods are considered good biological models for scientific 

research, mainly in Neurosciences and Animal Physiology. However, large-scale 

production has been affected by the lack of a nutritional alternatives to its live diet. Hence, 

current research on this species in the context of aquaculture is focused on the 

development of artificial feeds for cuttlefish growth. 

The microbiota plays a key role in the operation of the digestive tract and the immune 

system. This role is achieved through the production and metabolization of substances 

that may influence the physiology and development of the animal. Thus, the current work 

was undertaken to gather information about the potential association of bacterial 

communities in the cuttlefish. A first objective focused on different regions of the 

gastrointestinal tract: hepatopancreas, stomach, cecum, intestine, esophagus and 

diverticulum; and in the circulatory system, namely in the hemolymph. A second 

objective of the work focused on the putative effect of feeding/fasting in the configuration 

of microbiota. To achieve these goals cuttlefish individual tissues and hemolymph were 

sampled before and after feeding. 

Based on molecular methods, 16S ribossomal RNA, DNA from the hemolymph and 

digestive tract samples were extracted, amplified by PCR and sequences analyzed by 

using bioinformatic tools. Analysis of the results indicated that animals sampled before 

feeding had greater diversity in the microbiomes when compared to animals sampled after 

feeding. The Mycoplasmataceae was “the” family in the core biome. In turn, the families 

Oxalobacteriaceae and Burkholderaceae represented the rare biome. Hemolymph 

showed the greatest microbiome diversity of all samples. While the esophagus was the 

tissue with the highest diversity in the digestive tract. 

Analysis of individual animals revealed differences in composition and taxonomic 

diversity. This study opens perspectives for conducting research aimed at the discovery 

of probiotics in cuttlefish aquaculture. 

Keywords: Microbiome, diversity, digestive tract, hemolymph, cuttlefish, core biome, 

total biome, rare biome. 
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grupos taxonómicos identificados até ao nível da família, bem 
como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada 
táxon. A atribuição taxonómica das sequências foi determinada 
com base no algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com 
o número máximo de correspondência por leitura de 100 na 
análise BLAST 
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Figura 3.20: Diversidade taxonómica do microbioma fundamental, 
determinada com base nas sequências obtidas do ceco (C) de 
indivíduos amostrados antes da alimentação (AA), considerando 
sequências presentes em todas as amostras com uma frequência 
de pelo menos 25%. O cladograma mostra os grupos 
taxonómicos identificados até ao nível de família, bem como o 
número de sequências atribuídas e resumidas para cada táxon. A 
atribuição taxonómica das sequências foi determinada com base 
no algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com o número 
máximo de correspondência por leitura de 100 na análise 
BLAST 
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Figura 3.21: Diversidade taxonómica do microbioma total, determinada com 
base nas sequências obtidas do intestino (I) de indivíduos 
amostrados antes da alimentação (AA). O cladograma mostra os 
grupos taxonómicos identificados até ao nível da família, bem 
como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada 
táxon. A atribuição taxonómica das sequências foi determinada 
com base no algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com 
o número máximo de correspondência por leitura de 100 na 
análise BLAST 
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Figura 3.22: Diversidade taxonómica do microbioma fundamental, 
determinada com base nas sequências obtidas do intestino (I) de 
indivíduos amostrados antes da alimentação (AA), considerando 
sequências presentes em todas as amostras com uma frequência 
de pelo menos 25%. O cladograma mostra os grupos 
taxonómicos identificados até ao nível de família, bem como o 
número de sequências atribuídas e resumidas para cada táxon. A 
atribuição taxonómica das sequências foi determinada com base 
no algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com o número 
máximo de correspondência por leitura de 100 na análise 
BLAST 
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Figura 3.23: Diversidade taxonómica do microbioma raro, determinada com 
base nas sequências obtidas das amostras do intestino (I) de 
indivíduos amostrados antes da alimentação (AA), considerando 
sequências presentes em 50% das amostras com uma frequência 
de até 1%. O cladograma mostra os grupos taxonómicos 
identificados até ao nível de família, bem como o número de 
sequências atribuídas e resumidas para cada táxon. A atribuição 
taxonómica das sequências foi determinada com base no 
algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com o número 
máximo de correspondência por leitura de 100 na análise 
BLAST 
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Figura 3.24: Diversidade taxonómica do microbioma total, determinada com 
base nas sequências obtidas de hemolinfa (HL) de indivíduos 
amostrados depois da alimentação (DA). O cladograma mostra 
os grupos taxonómicos identificados até ao nível da família, bem 
como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada 
táxon. A atribuição taxonómica das sequências foi determinada 
com base no algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com 
o número máximo de correspondência por leitura de 100 na 
análise BLAST 
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Figura 3.25: Diversidade taxonómica do microbioma fundamental, 
determinada com base nas sequências obtidas da hemolinfa (HL) 
de indivíduos amostrados depois da alimentação (DA), 
considerando sequências presentes em todas as amostras com 
uma frequência de pelo menos 5%. O cladograma mostra os 
grupos taxonómicos identificados até ao nível de família, bem 
como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada 
táxon. A atribuição taxonómica das sequências foi determinada 
com base no algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com 
o número máximo de correspondência por leitura de 100 na 
análise BLAST 
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Figura 3.26: Diversidade taxonómica do microbioma raro, determinada com 
base nas sequências obtidas da hemolinfa (HL) de indivíduos 
amostrados depois da alimentação (DA), considerando 
sequências presentes em 50% das amostras com uma frequência 
de até 1%. O cladograma mostra os grupos taxonómicos 
identificados até ao nível de família, bem como o número de 
sequências atribuídas e resumidas para cada táxon. A atribuição 
taxonómica das sequências foi determinada com base no 
algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com o número 
máximo de correspondência por leitura de 100 na análise 
BLAST 
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Figura 3.27: Diversidade taxonómica do microbioma total, determinada com 
base nas sequências obtidas do intestino (I) de indivíduos 
amostrados depois da alimentação (DA). O cladograma mostra 
os grupos taxonómicos identificados até ao nível da família, bem 
como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada 
táxon. A atribuição taxonómica das sequências foi determinada 
com base no algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com 
o número máximo de correspondência por leitura de 100 na 
análise BLAST 
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Figura 3.28: Diversidade taxonómica do microbioma fundamental, 
determinada com base nas sequências obtidas do intestino (I) de 
indivíduos amostrados depois da alimentação (DA), 
considerando sequências presentes em todas as amostras com 
uma frequência de pelo menos 25%. O cladograma mostra os 
grupos taxonómicos identificados até ao nível de família, bem 
como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada 
táxon. A atribuição taxonómica das sequências foi determinada 
com base no algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com 
o número máximo de correspondência por leitura de 100 na 
análise BLAST 
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Figura 3.29: Diversidade taxonómica do microbioma raro, determinada com 
base nas sequências obtidas do intestino (I) de indivíduos 
amostrados depois da alimentação (DA), considerando 
sequências presentes em 50% das amostras com uma frequência 
de até 1%. O cladograma mostra os grupos taxonómicos 
identificados até ao nível de família, bem como o número de 
sequências atribuídas e resumidas para cada táxon. A atribuição 
taxonómica das sequências foi determinada com base no 
algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com o número 
máximo de correspondência por leitura de 100 na análise 
BLAST 
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Figura 3.30: Comparação do perfil taxonómico do microbioma das amostras 
de hemolinfa dos indivíduos amostrados antes e depois da 
alimentação (AA vs. DA). O perfil taxonómico mostra os 
táxones ao nível da família e a percentagem de leituras em cada 
família 
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Figura 3.31: Comparação do perfil taxonómico do microbioma nas amostras 
do intestino dos indivíduos amostrados antes e depois da 
alimentação (AA vs. DA). O perfil taxonómico mostra os 
táxones ao nível da família e a percentagem de leituras em cada 
família 
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Figura 3.32: Representação gráfica do número de leituras (media de 3 
indivíduos + desvio padrão) obtidas para os táxones das 
amostras da hemolinfa (A) e das amostras do intestino (B) de 
indivíduos amostrados antes (AA) e depois da alimentação (DA) 
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Figura 3.33: Análise de coordenadas principais (PCoA), mostrando as 
comunidades microbianas existentes na hemolinfa de animais 
amostrados antes da alimentação (HL1, HL2 e HL3) e 
alimentados (HL4, HL5 e HL6). As componentes PC1 (46,8%) 
e PC2 (26,8%) mostram a variação total nas comunidades 
bacterianas. A distância de todos os círculos representa as 
diferenças de dissimilaridade de Bray-Curtis entre as amostras 
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Figura 3.34: Análise de coordenadas principais (PCoA) das comunidades 
bacterianas do intestino de animais não alimentados (I1, I2 e I3) 
e alimentados (I4, I5 e I6). As componentes PC1 (85,8%) e PC2 
(14,2%) mostram a variação total nas comunidades bacterianas. 
A distância de todos os círculos representa as diferenças de 
dissimilaridade de Bray-Curtis entre as amostras 
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CAPÍTULO I: INTRODUÇÃO E REVISÃO DA LITERATURA 

1.1.  Contextualização 

O trato digestivo é um ecossistema natural que alberga um complexo e dinâmico 

consórcio de microrganismos, definido como microbiota que podem colonizar a 

mucosa gastrointestinal (autóctones) ou estar presentes em períodos variáveis no 

espaço luminal (alóctones) (Banerjee e Ray, 2016; Ringo et al., 2016; Navarrete et 

al., 2008, 2014; Nayak, 2010). Adicionalmente, na hemolinfa dos invertebrados tem 

sido reportada a existência de comunidades microbianas, apesar de haver indicações 

de que o sistema circulatório dos animais saudáveis, principalmente dos vertebrados 

superiores seja virtualmente estéril (Wang e Wang, 2015). No entanto, a existência e 

função de uma microbiota no trato digestivo e no sistema circulatório dos animais 

aquáticos foi motivo de inúmeras controvérsias, devido ao contato direto com a água 

e porque a maior parte dos microrganismos presentes em ambientes naturais, como é 

o caso do trato digestivo e hemolinfa, não serem cultiváveis com os métodos 

convencionais (Ringo et al., 2016). Atualmente foram desenvolvidos e têm sido 

usados diferentes métodos moleculares que permitem explorar a diversidade e as 

potencialidades das comunidades bacterianas no trato digestivo e sistema circulatório 

dos invertebrados marinhos, principalmente, nos de interesse na aquacultura. 

Nos últimos anos, o interesse pelo cultivo dos cefalópodes, com destaque para o 

polvo (Octopus Vulgaris) e o choco (Sepia officinalis), tem vindo a aumentar, 

principalmente nos países mediterrâneos, devido à sua importância económica como 

fonte de proteína para consumo humano. Domingues et al., (2002) e Ferreira et al., 

(2009), afirmam que os cefalópodes são espécies promissoras na indústria da 

aquacultura porque possuem (1) alta taxa de crescimento; (2) ciclo de vida curto que 

garante a disponibilidade dos animais de tamanho comercial em menos tempo; (3) 

altas taxas de crescimento e de sobrevivência da progénie; (4) ovos grandes que 

facilitam o transporte e o manuseamento; (5) aparente resistência a doenças em 

aglomerado populacional; (6) rápida adaptação a domesticação e as condições de 

cativeiro; (7) facilidade de reprodução em cativeiro. Existe ainda um interesse 

adicional no cultivo, pois os cefalópodes têm sido utilizados como modelos 

experimentais excecionais, principalmente nas neurociências e fisiologia animal 

(Vidal et al., 2014; Bedore et al., 2015; Collins et al., 2012) pelo fato de 
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apresentarem (1) cérebro multi-lobular; (2) sistema circulatório fechado e de alta 

pressão com certas semelhanças ao dos vertebrados; (3) órgãos sensoriais 

desenvolvido que lhes permite ter alta sensibilidade à parâmetros ambientais e (4) 

elevada taxa metabólica (Gestal e Castellanos-Martínez, 2015; Le Pabic et al., 2014). 

O cultivo dos cefalópodes para a economia e diversificação das fontes de proteína 

animal para alimentação, e o seu uso como modelos de investigação, dependem da 

sua manutenção em cativeiro de todos os estádios de vida. No entanto, para o caso do 

choco o sucesso tem sido limitado pela existência de poucas alternativas nutricionais 

e dos custos elevados para obtenção dos alimentos palatáveis (Ferreira et al., 2009 e  

Sykes et al., 2017). A alimentação, segundo Sykes et al., (2017) é feita, geralmente, 

com base em alimentos vivos compostos por crustáceos, bivalves ou peixes 

pequenos. Neste momento, a formulação de rações equilibradas é um dos principais 

desafios, senão o principal, para o desenvolvimento da aquacultura sustentável dos 

cefalópodes em geral e do choco em particular. Numa aproximação estratégica 

diferente, Li et al., (2012) admitem ser economicamente mais vantajoso manipular a 

microbiota em animais aquáticos pela aplicação de prebióticos na dieta. Esta 

estratégia, poderá alterar as condições do trato gastrointestinal favorecendo certas 

espécies bacterianas para consequentemente aumentar a eficiência do crescimento e a 

resistência a doenças do hospedeiro. 

1.2.  Caracterização da S. officinalis: ecologia, anatomia e fisiologia  

A Sepia officinalis, comummente conhecida por choco, é uma espécie demersal e 

nerítica que no ambiente natural, ocorre principalmente nos fundos arenosos e 

lodosos. A sua distribuição abrange desde o litoral até cerca de 200 m de 

profundidade, sendo mais predominantes nas profundidades superiores a 100 m 

(FAO1), são tolerantes a águas salobres e os indivíduos mais jovens toleram melhor 

as salinidades mais baixas e a instabilidade ambiental do que os adultos (Reid et al., 

2005).  

O choco tem uma vida tanto diurna quanto noturna, alimentando-se de uma grande 

variedade de presas, incluindo crustáceos, moluscos, poliquetas, pequenos peixes 

demersais e servem de alimento de tubarões, peixes demersais e outros cefalópodes 

(Barratt e Allcock, 2012). Apesar da sua abundância no leste do Atlântico, costa 
                                                            
1 Disponível em http://www.fao.org/fishery/species/2711/en 
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oeste de África e no mar Mediterrâneo, a S. officinalis é uma espécie relativamente 

pouco explorada, e a sua exploração é mais comum no oriente do Atlântico. 

Atualmente, a espécie e alvo de pesca dirigida no Nordeste da Europa com destaque 

para França, Portugal e Espanha, assim, tem aumentado a demanda do consumidor, 

levando o desenvolvimento da pesca a nível mundial e seguidamente da tentativa da 

aquacultura (Arkley et al., 1996). 

O choco apresenta uma organização anatómica especializada e complexa em relação 

aos outros grupos pertencentes aos moluscos. Possui um corpo oval com a parte 

posterior e suas barbatanas arredondadas, cerca de dez tentáculos (oito pequenos e 

dois longos) em volta da sua boca. As caraterísticas que marcam esta espécie são: (1) 

capacidade de camuflar, devido a presença de células chamadas cromatóforos 

localizados na pele, que por contração dos músculos nervosos, regulam o tamanho 

dessas células, permitindo que o animal mude de cor; (2) mecanismo de defesa, 

expelem uma tinta negra que lhes permitem escapar de predadores (Barratt e 

Allcock, 2012, Bedore et al., 2015). 

Em termos anatómicos, o trato digestivo do choco (fig. 1.1A) é constituído por uma 

rádula delimitada por lábios circulares (com papilas) onde se encontram um par de 

mandibulas fortes que ajudam a cortar o alimento em pequenos pedaços. Após o 

processamento do alimento na boca este é encaminhado para o tubo central ou 

esófago que conecta a boca e o estomago. No estomago, o alimento recebe o suco 

digestivo que e um produto de secreção das glândulas salivares, que se apresentam 

como um par anterior que produzem muco e um posterior que pode mostrar 

tendência à fusão e produzir muco, enzima digestiva e.g. protéase e aminas indólicas 

e fenólicas. Os nutrientes solúveis ligados à enzima descem para o estomago, onde, 

pela ação de dois conjuntos de glândulas digestivas ou hepatopâncreas são 

adicionadas enzimas digestivas. Esta adição pode ser feita de forma separada ao 

estomago ou ao ceco, uma estrutura anatómica com identidade própria, mas ligado 

diretamente ao estomago. Assim, as proteínas fibrilares e outras macromoléculas são 

degradadas até a formação do quimo. Este é separado pelo ceco e transferido para o 

intestino que e um tecido tubular de pouco diâmetro, adjacente ao estomago e que 

termina no reto. Os nutrientes são dissolvidos e absorvidos pela pinocitose pelas 

células do hepatopâncreas, onde ocorre a digestão intracelular. Esse processo pode 

no total demorar entre 4 e 8 horas, dependendo do tamanho do animal e da refeição 
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assim como da temperatura ambiental. Por fim, os resíduos não digeridos são 

eliminados pelo ânus (Vidal et al., 2014; National Aquarium in Baltomore2) 

 

Figura 1.1. Sistema digestivo do choco (S. officinalis). A. Anatomia do sistema digestivo, B. relação 

entre estomago, ceco e saco de tinta (Adaptado de Parker e  Haswell, 1972). 

                                                            
2 Disponível em static.elmeme.me/jur-93/squid-dissection-lab-answers.pdf, acessado em 12.6.2018 
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O choco apresenta um sistema circulatório bem desenvolvido, constituído de três 

corações conectados por um sistema vascular (veias e artérias) complexo (fig. 1.2). 

Dois dos corações são branquiais e bombeiam a hemolinfa para as respetivas 

branquias (direita/esquerda). O terceiro coração, o coração sistémico, recebe a 

hemolinfa das branquias para a distribuir pelos os tecidos periféricos em diversas 

partes do corpo. A hemolinfa (sangue nos vertebrados) apresenta um tom azul-

esverdeado devido a presença da hemocianina contendo cobre (e não ferro como a 

hemoglobina dos vertebrados) para ligar e transportar oxigénio que é drenado para os 

corações branquiais através das veias cavas anterior e lateral. Existem também, dentro 

das branquias, vasos branquias aferentes, que transportam a hemolinfa de volta para o 

ventrículo, e o coração sistémico bombeia para fora do coração3. A hemolinfa contém 

hemócitos, células hemolinfaticas, que tanto quanto se sabe estão envolvidas em várias 

funções, desde a digestão de nutrientes, transporte e excreção, até a reparação de 

lesões e respostas imunológicas (Gestal e Castellanos-Martínez, 2015). 

 

Figura 1.2. Anatomia do sistema circulatório do choco (S. officinalis) (adaptado de Parker e Haswell, 

1972). 

                                                            
3 Informação disponível em https://study.com/academy/lesson/cephalopod-circulatory-system.html & 
http://www.newworldencyclopedia.org/entry/Cuttlefish#Circulatory_system_and_locomotion acessado 
em 16.08.2018 
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O choco, como os outros cefalópodes, são o grupo de maior complexidade anatómica 

dentro do grupo dos moluscos, com uma fisiologia digestiva que partilha alguma 

semelhança anatómica e funcional com os peixes. No entanto, e em contraste com os 

peixes, nos cefalópodes a digestão intracelular acontece em todos os estádios do seu 

ciclo de vida junto com a digestão extracelular. A combinação dos dois tipos de 

digestão esta provavelmente ligada à performance do seu sistema digestivo em 

termos de desempenho e eficiência. Permitindo um rápido crescimento do animal 

devido a melhor assimilação dos nutrientes. A eficiência é atribuída as glândulas 

digestivas e suas múltiplas funções na digestão, incluem a secreção enzimática, 

absorção de moléculas e digestão intracelular (Karasov et al., 2011; Vidal et al., 

2014; Safi et al., 2017). Ainda no contexto alimentar e digestivo, recentemente 

Lamare et al., (2016) confirmaram que os cefalópodes não armazenam grandes 

quantidades de lípidos e carboidratos como substâncias de reserva, e aparentemente 

são os triglicerídeos que se encontram presentes nas glândulas digestivas que servem 

como fonte energética a curto prazo durante a limitação de alimentos.  

1.3.  Colonização da microbiota ao sistema digestivo e circulatório dos animais 

aquáticos 

Os oceanos são grandes sistemas ecológicos que albergam diversas comunidades 

microbianas marinhas que estão envolvidas em diversos processos evolutivos locais 

de adaptação fisiológica sob a influência de uma variedade de condições ecológicas e 

pressão seletiva (Glöckner et al., 2012). Sendo que os animais aquáticos estão em 

contacto direto com a água ficam expostos a diversos microrganismos que segundo 

Austim (2006) e Troussellier et al., (2017) podem colonizar a superfície externa do 

animal, assim a colonização do trato digestivo e do sistema circulatório pelos 

microrganismos ocorre por meio de ingestão de alimentos e água. 

Consequentemente, uma das questões fundamentais que tem vindo a ser colocada é o 

mecanismo pelo qual a microbiota coloniza o sistema digestivo e circulatório. 

Romero et al., (2014) afirmam que a colonização da microbiota pode efetivar-se 

desde o estágio larval, mas os autores propõem que a colonização seja complexa e 

dependente das comunidades microbianas existentes na água onde os ovos são 

depositados, e dos alimentos vivos que ingerem após a eclosão. Assim, propõem que 

uma colonização continua durante o desenvolvimento do animal, de forma que tanto 
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o número como a diversidade dos microrganismos durante o estágio larval e 

alimentação são os fatores fundamentais que influenciam a microbiota do animal 

adulto.  

Wang et al., (2017) e Romero e Navarrete (2006) utilizando técnicas não 

dependentes de cultivo e a comparação destas com as dependentes do cultivo, 

corroboraram que a microbiota do trato digestivo se institui após a eclosão e a sua 

estabilização ocorre após os primeiros estádios de alimentação e ainda que os seus 

principais componentes são adquiridos do ambiente da eclosão. Nos cefalópodes, e 

em particular na lula, tem se tentado demostrar a existência de transferência direta do 

microbioma materno para os ovos, ponto que tem gerado alguma controvérsia, 

porque afinal os ovos são depositados nos mesmo ambiente do qual a lula adquiriu o 

seu consórcio bacteriano e, assim o mesmo processo deve ser assumido acontecer 

nos ovos (Devidson, 2017). 

A composição da microbiota central do trato digestivo é considerada essencialmente 

estável ao longo da fase adulta, mas, existem componentes que são dinâmicos. 

Biológica e metabolicamente existem fatores que podem alterar a composição das 

comunidades bacterianas e influenciam o risco de saúde ou doença do hospedeiro. 

Entre estas componentes podem ser mencionados como tendo especial relevância o 

estrese ambiental ou mudanças na dieta (Nicholson et al., 2012). Assim, apesar de se 

verificar uma grande estabilidade da microbiota na fase adulta, esta pode ser perdida 

dependendo da interação ecológica com o hospedeiro (Smith et al., 2015). Enquanto 

que a colonização da hemolinfa pela microbiota pode ser condicionada pelo fato 

deste local conter certas substâncias que podem ou não inibir a sua proliferação, 

como foi demonstrado em Marsupenaeus japonicus em que uma lectina do tipo C, 

MjHeCL e uma profenoloxidase parecem ser importantes para a homeostasia entre o 

hospedeiro e sua microbiota na hemolinfa (Wang et al., 2014; Fagutao et al., 2009). 

Com base nos cenários acima descritos, Austin (2006) descreveu a existência de três 

prováveis situações de colonização dos microrganismos ao hospedeiro: (1) os 

microrganismos do ambiente aquático e que se encontram ao redor do animal podem 

ficar intimamente associados e até colonizar a sua superfície externa; (2) os 

microrganismos podem entrar através boca com água ou alimentos e passar a 

colonizar o trato digestivo; e (3) os microorganismos que entram em contato com as 
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superfícies podem ser inibidos pela microbiota residente ou por compostos 

inibitórios naturais presentes no animal. Assim, existe uma ligação estreita entre a 

microbiota do hospedeiro e do ambiente, sendo que os animais aquáticos participam 

da manutenção de táxons ambientais raros e vice-versa (Troussellier et al., 2017). 

1.4.  Fatores que influenciam a colonização da microbiota nos animais 

aquáticos 

A composição e a atividade da microbiota gastrointestinal evoluem em equilíbrio 

com o hospedeiro desde a fase larval e estão sujeitas a uma interação complexa. A 

microbiota intestinal depende de fatores bióticos e abióticos, sendo sensível a 

mudanças da dieta ou do estado nutricional do animal, podendo ser modulada pela 

variação do ciclo de vida, estado de saúde, condições de cultivo, fatores ambientais e 

ecológicos (Banerjee e  Ray, 2017; Piazzon et al., 2017; Ringo et al., 2016; 

Nicholson et al., 2012). Consequentemente, para os animais em cativeiro, a 

colonização da microbiota e suas consequências para o estado de saúde, são 

dependentes da gestão das condições ambientais e sanitárias. No entanto Banerjee e  

Ray (2017) assinalam o equilíbrio da microbiota que pode garantir a vitalidade do 

hospedeiro como fator fundamental. Por tanto, a eficiência e sustentabilidade nos 

sistemas de cultivo dos animais aquáticos pode ser significativamente influenciado 

pela composição microbiana da espécie (Cornet et al., 2015). 

Estudos relativamente recentes de Roeselers et al., (2011) e Romero et al., (2014) 

mostraram que o estado do hospedeiro e importante na definição da microbiota do 

trato gastrointestinal dos animais aquáticos. Assim, foram apresentadas evidências da 

existência de uma microbiota residente nos peixes, embora podem existir duas 

possibilidades: a primeira, as comunidades microbianas do trato gastrointestinal são 

moldadas pela composição da comunidade presente no meio ambiente local, a 

segunda, é moldada por pressões seletivas que ocorrem dentro do próprio trato 

gastrointestinal do hospedeiro. Assim, Ni et al., (2013) demonstraram que a 

separação temporal e espacial de animais do seu habitat natural pode resultar em 

diferenças importantes na composição da microbiota gastrointestinal em comparação 

com hospedeiros selvagens, e ainda, que os animais selvagens podem ter 

comunidades microbianas gastrointestinais semelhantes as dos animais criados em 

cativeiro em diferentes instalações. 
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Por exemplo, na comparação entre peixe zebra selvagem e domesticado, os 

resultados indicaram não existirem diferenças significativas na variação de táxones 

dominantes da microbiota intestinal (Roeselers et al., 2011). Assim, os autores 

concluíram que apesar de diferenças de habitats entre peixe zebra selvagem e 

domesticado, os animais apresentam uma microbiota comum, sugerindo que as 

características intestinais do peixe zebra selecionam táxones específicos. Mas 

também, segundo Romero et al., (2014), a influência da microbiota no hospedeiro 

pode não só ser derivada da composição da comunidade microbiana ou das 

atividades expressas por esses microrganismos, pois outros fatores poderiam estar 

envolvidos como adaptações específicas do hospedeiro.  

Portanto, as características da microbiota estão dependentes das condições do trato 

gastrointestinal determinadas por parâmetros específicos da espécie, como anatomia, 

entradas endógenas de secreções digestivas, pH, osmolaridade, potencial redox, 

tamanho do compartimento e estrutura, taxa de passagem e tempo de residência 

(Ringo et al., 2016). 

1.5. O papel da microbiota do trato digestivo e hemolinfa nos animais aquáticos  

O trato digestivo e a hemolinfa são ecossistemas complexos e dinâmicos constituídos 

por microrganismos aeróbios, anaeróbios facultativos e anaeróbios obrigatórios que 

formam relações simbióticas com diversos invertebrados como por exemplo 

esponjas, corais, cefalópodes, crustáceos ou vertebrados como mamíferos ou peixes, 

interagindo com os seus respetivos hospedeiros ou com outros elementos da própria 

microbiota. Portanto, esse consórcio entre os animais marinhos e as comunidades 

microbianas são sistemas-modelo para compreender a interação complexa entre os 

microrganismos e as células hospedeiras, e podem fornecer informações relevantes 

sobre o desenvolvimento de doenças humanas e identificação de novos alvos de 

drogas (Cornet et al., 2015).  

A evolução das ferramentas moleculares, com destaque para a deteção e 

sequenciamento de informação do gene 16S RNA ribossomal têm revelado uma 

contribuição importante das comunidades microbianas no trato digestivo e na 

hemolinfa dos invertebrados, com implicações na saúde, metabolismo, imunologia, 

fisiologia (Levy et al., 2017; Wong e Rawls, 2012; Givens et al., 2015; Nayak, 2010, 

Barouei et al., 2012).  
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Defere et al., (2013) defendem que a microbiota associada a hemolinfa tem sido 

explorada para a atividade antibacteriana contra agentes patogénicos da aquacultura, 

desempenhando um papel na defesa dos invertebrados marinhos. Por outro lado, 

pesquisas sobre as comunidades microbianas da hemolinfa e a sua homeostasia com 

o seu hospedeiro devem ser realizadas para revelar a patogenicidade dos 

microrganismos, a imunidade do hospedeiro e a possível utilização no controle de 

doenças (Wang e Wang, 2015) 

No seu conjunto a microbiota pode estar parcialmente envolvida na digestão e 

absorção dos nutrientes, manutenção e funcionalidade efetiva da mucosa intestinal e 

da proteção contra a colonização de microrganismos patogénicos, fornecendo nichos 

para aderência, colonização e proliferação de espécies microbianas mutualísticas e 

comensais (Dimitroglou et al., 2011; Giatsis, 2016; Giatsis et al., 2014; Banerjee e 

Ray, 2017, Bermudez-Brito et al., 2012). Ainda, Karasov et al., (2011) afirmam que 

o desempenho do trato gastrointestinal dos animais, tanto vertebrados como 

invertebrados, é determinado pelo próprio genoma e pela interação desse genoma 

com o ambiente, mas, a composição e diversidade das comunidades microbianas é 

um fator importante no seu funcionamento, sendo que esta complementaridade 

resulta da caracterização molecular da diversidade microbiana. 

Neste sentido, estudos realizados em peixe zebra (Bates et al., 2006; Rawls et al., 

2004; Rawls et al., 2006) concluíram que a resposta especifica ao nível de expressão 

genica estava condicionada pela composição da microbiota no trato digestivo. 

Portanto, a comunidade microbiana está envolvida em diversas funções no 

hospedeiro, e essas funções são desempenhadas, segundo Levy et al., (2017) através 

de mudanças de pequenas moléculas entre o lúmen gastrointestinal e a superfícies da 

mucosa do hospedeiro, podendo sintetizar, modular, degradar pequenas moléculas, 

providenciando a complementação funcional para as capacidades metabólicas do 

hospedeiro. Especificamente, como afirmam Piazzoni et al., (2017) a microbiota 

pode, no seu conjunto, metabolizar componentes da dieta que não podem ser 

metabolizados pelo hospedeiro, em pequenas cadeias de ácidos gordos, ou 

carboidratos complexos (Nicholson et al., 2012. Além disso, o metagenoma da 

comunidade microbiana contribui para a produção de metabolitos primários e na 

modulação dos metabolitos secundários que afetam a fisiologia do hospedeiro.  
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Várias destas vias metabólicas têm sido associados com a fisiologia do hospedeiro, 

incluindo a produção dos ácidos gordos, vitaminas, aminoácidos, metabolitos 

neuroativos, com efeitos benéficos na homeostase epitelial, desenvolvimento de 

células imunes e regulação neuronal até digestão de nutrientes (Levy et al., 2017). O 

hospedeiro deteta como sinal a produção desses metabolitos e, desenvolve 

mecanismos de respostas dependendo do tipo de metabolito, por exemplo, havendo 

produção do butirato, o animal desenvolve resposta que fortalece a barreira epitelial 

(Estensoro et al., 2016), reduzindo a inflamação e aumentando a produção de 

mucinas e peptídeos antimicrobianos (Piazzon et al., 2017). 

Desde um ponto de vista global a compreensão dos processos de interação entre os 

microrganismos e o hospedeiro deve primeiramente, identificar a comunidade 

microbiana, o que levará à otimização de estratégias para manipular a microbiota do 

trato digestivo e da hemolinfa no choco, garantindo o bem-estar dos animais. 

1.6. Efeito da dieta sobre a microbiota dos animais aquáticos 

Nos últimos anos, o interesse pelo estudo da microbiota do trato digestivo e 

hemolinfa dos animais aquáticos tem vindo a se destacar, centrando-se na influência 

de diversos fatores para compreensão da diversidade e composição taxonómica das 

comunidades microbianas. Segundo Piazzon et al., 2017 e Ringo et al., 2016, de 

entre vários fatores estudados, a microbiota do trato digestivo é modulada pela 

suplementação da dieta. No entanto, existem escassos estudos que analisem a 

suplementação da dieta nos invertebrados marinhos no geral e, ainda menos nos 

cefalópodes em particular. A maior parte dos estudos que analisam a influência da 

suplementação da dieta sobre as comunidades microbianas foram realizados em 

vertebrados, nomeadamente em peixes sobretudo naqueles com interesse para 

aquacultura. 

Estudos anteriores apresentam evidências de uma forte ligação entre a composição, 

quantidade e qualidade do alimento, e a microbiota do trato digestivo do organismo. 

Revelando assim que as mudanças alimentares ou o consumo de diferentes recursos 

durante estágios do ciclo de vida dos animais marinhos podem alterar a diversidade 

microbiana no trato digestivo do organismo (Zhao et al., 2012). Assim, com base 

nesses estudos que analisam a suplementação da dieta com diversas composições 

físico-químico foi demostrado que a comunidade microbiana no trato digestivo pode 
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ser dividida em autóctones (aderente ou indígena), capazes de colonizar a mucosa 

gastrointestinal e estão associados a microvili, e alóctones (transiente), considerados 

de vida livre que estão associados a partículas alimentares ou presentes no lúmen 

(Banerjee e  Ray, 2016; Ringo et al., 2016; Nayak, 2010), sendo que os alóctones, 

segundo Dehler et al., (2017) não colonizam o trato gastrointestinal devido a falta de 

competência e ou a composição mista das bactérias. 

1.7.  16S rRNA: Ferramenta molecular para a caracterização do microbioma 

 Numerosos estudos recentes na literatura têm usado o 16S rRNA (16S) como 

ferramenta molecular fundamental para determinar o perfil da microbiota intestinal 

(Kuczynski et al., 2012) Estes estudos realizados tanto em humanos como noutros 

vertebrados têm estado focados tanto em doenças e.g. microbiota associada a 

progressão do cancro colo rectal como a modificações da microbiota resultante de 

modificações na dieta.  

A grande vantagem da utilização do 16S e primeiramente que esta presente em todas 

as bactérias e archea, e segundo a sua organização estrutural esta altamente 

conservada. Assim, o 16S está organizado em 9 regiões de sequência variável (V1 a 

V9) que contem informação taxonómica. A sua utilização, requer amplificação da 

amostra por PCR, e a sequenciação dos fragmentos individuais permite construir um 

cladograma taxonómico para estabelecer a estrutura populacional da microbiota, 

utilizando ferramentas computacionais open-source desenvolvidas ad hoc para esta 

aproximação experimental e.g. MEGAN (Huson 2016).  

1.8.  A escassa informação do microbioma dos cefalópodes 

Estudos realizados para a compreensão do microbioma dos cefalópodes foram 

realizados, na sua maior parte, na glândula nidamental das lulas (Euprymna 

scolopes), usando como alvo o gene que codifica para 16S RNA ribossomal, e os 

resultados sugerem a presença de Rhodobacterales, Verrucomicrobia ou Cytophaga-

Flavobacteria-Bacteroidetes (Collins et al., 2012; Picho et al., 2007; Davidson, 

2017).   

No trato digestivo, um estudo comparativo foi realizado em paralarvas de polvo 

Octopus vulgaris selvagem e em cativeiro, que visava analisar a influencia da dieta 

sobre as comunidades microbionas. Os resultados mais destacados mostraram que 
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nos animais mantidos em cativeiro com artemia existia uma diminuição da 

diversidade bacteriana. Especialmente após o quinto dia, quando quase metade das 

espécies bacterianas presentes no dia 0 foram perdidas e duas famílias bacterianas 

Mycoplasmataceae e Vibrionaceae dominaram a comunidade microbiana. Enquanto 

a diversidade bacteriana nas paralarvas selvagens aumentou. Um dado interessante 

do estudo monstra que não existem diferenças nas comunidades microbianas para as 

paralarvas selvagens e em cativeiro quando alimentados com Zooplâncton (Roura et 

al., 2017). 

Desafortunadamente até ao momento ainda não foram realizados estudos que 

avaliem as comunidades microbianas no choco (Sepia officinalis). Existe apenas um 

“pre-print” (Lutz et al) no sistema Biorxiv, más que não está publicado que analisa o 

microbioma do choco. (https://www.biorxiv.org/content/early/2018/10/11/440677).
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OBJETIVOS 

Apesar do seu promissor potencial para o cultivo comercial e como modelo em 

investigação científica a diversidade e composição taxonómica da microbiota do 

trato digestivo e hemolinfa do choco, não foi caracterizado. Em consequência, este 

trabalho tem como objetivo principal obter informações do microbioma bacteriano 

associado ao sistema digestivo e circulatório do choco (Sepia Officinalis 

Linnaeus, 1758). 

Para o alcance do objetivo principal foram traçados os seguintes objetivos 

específicos: i) identificar os grupos bacterianos associados à hemolinfa e às 

diferentes regiões anatómicas do trato digestivo nomeadamente hepatopâncreas, 

estomago, ceco, intestino, divertículo e esófago; ii) comparar a estrutura taxonómica 

das comunidade bacteriana entre os indivíduos; iii) estimar a diversidade da 

microbiota bacteriana associada a hemolinfa e trato digestivo; e iv) testar o efeito 

putativo da alimentação sobre a microbiota bacteriana associada à hemolinfa e 

intestino; 
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CAPÍTULO II: MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Proveniência dos animais e colheita das amostras 

Os animais usados para esta pesquisa foram obtidos da Estação Marinha do 

Ramalhete (CCMAR- UAlg). Todos os procedimentos de manuseamento dos animais 

(manutenção, remoção do tanque de cultura e processo de eutanásia) foram realizados 

por investigadores do CCMAR licenciados para experimentação animal pela DGVA. 

A anestesia dos animais foi levada a cabo por imersão em água salgada com 200 mM 

MgCl2 até imobilização total dos animais. A occisão foi efetuada por destruição dos 

gânglios cefálicos com ferramenta adequada. 

Os animais amostrados para este trabalho encontravam-se no mesmo tanque de 

cultivo, colocado no exterior da estação do Ramalhete, num regime de alimentação 

com camarinha congelada, fornecida uma vez ao dia, às 12:00. Foram amostrados 3 

animais antes do período de fornecimento da alimentação (entre as 10:00 e as 10:30) 

daqui em diante referidos como AA, e 3 animais após o fornecimento da alimentação 

(entre as 14:00 e as 14.30), daqui em diante referidos como DA. 

A disseção dos animais AA e DA foi feita sobre um tabuleiro com gelo e com 

material de dissecção esterilizado (fig. 2.1A e fig. 2.1B) e cada amostra recolhida foi 

imediatamente guardada em tubo Eppendorf de 1.5 ml esterilizado. Assim, e após 

exposição dos órgãos internos e remoção do saco de tinta, de cada animal foi 

imediatamente extraída a hemolinfa dos corações branqueais (HL), com uma seringa 

estéril (fig. 2.1C), a que se seguiu a colheita de amostras do Esófago ou tubo central 

(TC), Hepatopâncreas (HP), dos dois divertículos do hepatopâncreas (DIV), do 

estômago (E), do ceco (C) e do Intestino (I). As amostras, mantidas em gelo, foram 

imediatamente processadas para se efetuar a extração de DNA.  

2.2. Extração e amplificação do DNA bacteriano por PCR 

A extração do DNA foi feita usando o kit comercial, E.Z.N.A.® Stool DNA Kit 

Pathogen Detection Protocol (Omega Bio-Tek, USA) de acordo com as 

recomendações do fabricante.  Após a extração, o DNA foi conservado a -20oC até 

ser usado.  
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Cada amostra de DNA obtida, num total de 27, foi sujeita a PCR tendo como alvo o 

gene codante da subunidade 16S do rRNA. Para tal foi usado o par de primers 27F e 

534R (tabela 2.1), que permitiu amplificar um fragmento de cerca de 507 bp contento 

as regiões hipervariáveis V1 a V3 (fig. 2.2). A seleção das regiões a amplificar e do 

par de primers a usar para este trabalho teve por base a consulta de estudos 

publicados, em que foram determinados microbiomas de animais aquáticos (ver 

Piazzon et al., 2017 e referências neste artigo).  

 

 

Figura 2.1. Dissecação do choco. A e B: dissecação mostrando os órgãos internos do choco e C: local 

onde foi extraída a hemolinfa. 

Cada amostra de DNA extraída foi sujeita a PCR, num volume final de 50 µl de 

reação, com os seguintes reagentes: 5µl de tampão de DreamTaq 10X, 2 mM de 

MgCl2, 200 µM de dNTPs, 200 nM de cada primer, 1U de DreamTaq™ DNA 

Polimerase (Thermo Fisher Scientific, Inc., USA), DNA entre 2 a 5 µl e H2O estéril 

para perfazer 50 µl. As reações do PCR foram realizadas num termociclador UNO-

Thermoblock (Biometra, Alemanha) nas seguintes condições: desnaturação inicial a 

95oC durante 5 min, seguida de 30 ciclos com: desnaturação a 94oC por 30s; 

hibridação dos primers a 53oC por 30s e extensão a 72oC por 30s. As reações foram 

finalizadas com extensão a 72oC por 5 min. Cada conjunto de reações de PCR incluiu 

três controlos negativos (sem o DNA) e um controlo positivo para o qual foi usado 

uma colónia de Escherichia coli diretamente da placa de cultura com LB-agar. Os 

produtos de PCR foram visualizados sob luz UV (Scientific Instruments, Itália), após 
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eletroforese em gel de agarose (1,5% em TAE 1 X) e coloração do gel com brometo 

de etídio.  

 

Figura 2.2. Mapa dos primers universais, disponíveis na literatura, para o gene 16S rRNA e as 

respetivas regiões hipervariáveis. Dentro do quadrado vermelho estão representadas as regiões 

hipervariáveis do gene 16S rRNA amplificadas neste trabalho com o par 27F e 534R (esquema 

adaptado de Yang et al., 2016).  

Tabela 2.1: Primers usados para amplificação das amostras de DNA bacteriano e das colónias 

recombinantes. 

Primer Sequência (5´- 3´)  Referência 

27F AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG  usados por Piazzon et al., 

2017 

534R ATT ACC GCG GCT GCT GG usados por Piazzon et al., 

2017 

M13F GTA AAA CGA CGG CCAG Manual do vetor p-GEM 

M13R CAG GAA ACA GCT ATG AC Manual do vetor p-GEM 

2.3. Clonagem e Transformação 

O produto de amplificação (DNA dador) das amostras HL, HP, TC, DIV, E, C e I 

dos 3 indivíduos AA e das amostras HL e I dos 3 indivíduos DA foram ligados ao 

vetor de clonagem usando o kit comercial pGEM®-T Easy System I (Promega, EUA) 

seguindo as instruções do fabricante. O estudo do microbioma dos indivíduos DA 

centrou-se assim nas amostras HL e I, pelo que, embora amplificadas, as restantes 

amostras não foram processadas. Cada ligação foi armazenada a 4°C durante a noite 

para posterior transformação. No dia seguinte a ligação foi usada para transformação 

534R 
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das células de Escherichia coli competentes (estirpe XL1Blue), preparadas no 

laboratório e armazenadas em DMSO a -80oC. As células foram rapidamente 

descongeladas e colocadas 10 min em gelo. Findo este período, a cada 100 µl de 

células competentes foram adicionados 5µl de ligação. Após 30 min de incubação 

em gelo as células foram sujeitas a choque térmico de 42oC durante 45s, seguido da 

adição de 250µl de SOC (LB líquido com 20 mM de glucose) previamente aquecido 

a 37oC. Seguiu-se um período de 45 min de incubação a 37°C com agitação a 200 

rpm (Inkubator 1000 e Unimax 1010, Heidolph Instruments, Alemanha). Finalmente 

foram adicionados 5μl de IPTG 1M a cada transformação e as células foram 

imediatamente plaqueadas em placas de Petri contendo LB-Agar com 25µg/ml de 

ampicilina à superfície das quais se espalhou previamente 40µl de X-Gal a 20mg/ml. 

Obtiveram-se duas placas por cada transformação, as quais foram incubadas durante 

a noite a 37°C. 

No dia seguinte, as colónias com coloração branca (recombinantes de interesse), 

obtidas para cada transformação, foram repicadas, usando palitos de madeira 

esterilizados, para uma nova placa contendo LB agar com 25µg/ml de ampicilina e 

incubadas a 37°C durante a noite. 

2.4. Análise das colónias recombinantes. 

A análise dos recombinantes de interesse foi feita através de amplificação por PCR. 

De cada transformação foram amplificadas entre 32 e 64 colónias. Para tal utilizou-se 

um palito de madeira esterilizado para transferir parte da colónia repicada para um 

volume de reação de 50 µl, contendo os seguintes reagentes: 5µl de tampão de 

DreamTaq 10X, 2 mM de MgCl2, 200 µM de dNTPs, 200 nM de primer M13F e 200 

nM de primer M13R, 1U de DreamTaq™ DNA Polimerase (Thermo Fisher 

Scientific, Inc., EUA) e H2O estéril para perfazer 50 µl. Os primers utilizados têm os 

respetivos locais de hibridação no plasmídeo pGEM flanqueando o local de inserção 

do DNA dador. 

As reações do PCR foram realizadas num termociclador UNO-Thermoblock 

(Biometra, Alemanha) nas seguintes condições: desnaturação inicial a 95oC durante 5 

min, seguida de 30 ciclos com: desnaturação a 94oC por 30s; hibridação dos primers 

a 60oC por 30s e extensão a 72oC por 30s. As reações foram finalizadas com 
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extensão a 72oC por 5 min. Cada conjunto de reações de PCR incluiu um controlo 

negativo (sem DNA). Os produtos de PCR foram visualizados sob luz UV (Scientific 

Instruments, Itália), após eletroforese em gel de agarose (1,5% em TAE 1 X) e 

coloração do gel com brometo de etídio. Produtos de PCR correspondentes ao 

tamanho esperado foram selecionados para sequenciação comercial (CCMAR- 

UAlg), correspondendo a um mínimo de 30 clones por transformação.  

Alguns dos produtos de PCR mais longos ou mais curtos do que o tamanho esperado, 

foram também selecionados para sequenciação. No entanto verificou-se que 

correspondiam a sequências de baixa complexidade, pelo que não foram 

considerados nas análises subsequentes. 

2.5. Análise bioinformática 

2.5.1. Tratamento e edição das sequências 

As sequências obtidas foram visualizadas no editor de sequências BioEdit (Hall, 

1999). As sequências foram cortadas pelos primers 27F e 534R, tendo sido criados 

ficheiros em formato fasta, representativos do microbioma de cada compartimento 

amostrado em cada indivíduo, num total de 26 ficheiros. Cada ficheiro de sequências 

foi sujeito a uma análise BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), na aplicação 

BLASTN 2.8.0 disponível em NCBI (https://eee.ncbi.nim.nih.gov), usando a base de 

dados 16S ribosomal RNA sequences (Bacteria and Archaea) e excluindo 

organismos não cultivados. Os ficheiros obtidos de BLASTN foram importados para 

MEGAN versão 6.12.0 (Huson, 2018). 

2.5.2. O programa computacional MEGAN  

Este programa computacional é usado para calcular e explorar o conteúdo taxonómico 

de conjuntos de dados metagenómicos, nomeadamente de dados obtidos da 

sequenciação de microbiomas. É necessário um passo de pré-processamento, referido 

em 2.5.1., em que o conjunto de sequências de DNA obtidas (leituras) é comparado com 

uma base de dados de sequências conhecidas, usando BLASTN ou outra ferramenta de 

comparação. O programa MEGAN lê o alinhamento obtido de BLASTN (com 100 

correspondências, ou hits, por leitura) para computar e explorar o conteúdo taxonómico 

do conjunto de dados em estudo, empregando a taxonomia de NCBI para sumarizar e 
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ordenar os resultados (Huson et al., 2016). A taxonomia de NCBI fornece atualmente 

identificação para cerca de 25 000 Procariotas. As espécies individuais estão 

hierarquicamente agrupadas em clados, com os seguintes níveis reconhecidos 

taxonomicamente: reino, filo, classe, ordem, família, género e espécie. MEGAN 

constrói os cladograma para um determinado microbioma com base no algoritmo LCA 

(lowest common ancestor ou menor ancestral comum), que atribui as leituras a unidades 

taxonómicas operacionais inferindo o menor ancestral comum para as principais 

correspondências do BLAST (Huson, 2018). Cada leitura é imputada a um táxon, de 

modo que o nível taxonómico atribuído reflete o grau de conservação da sequência. A 

identidade taxonómica, definida a um determinado nível da hierarquia NCBI é, 

portanto, feita com base na homologia com sequências conhecidas registada no ficheiro 

de alinhamento BLASTN. O algoritmo LCA é usado em duas etapas sucessivas de 

classificação: a primeira para determinar o táxon a atribuir a uma determinada 

correspondência do BLASTN e a segunda para determinar que táxon atribuir à 

sequência em estudo. O programa implementa a seguinte aproximação para determinar 

o perfil de táxones para um determinado microbioma: 

1-leitura dos alinhamentos contidos no ficheiro BLASTN 

2-processamento do ficheiro para determinar os táxones representados no alinhamento 

que apresentam melhor correspondência, isto é, melhor hit ou o conjunto de melhores 

resultados, de acordo com a estatística bit-score.  

3-para cada leitura r determina H, o conjunto de todos os táxones para os quais r 

apresentou melhor hit. 

4-para cada leitura r encontra o nó menor, v, na taxonomia NCBI, que inclui H, o 

conjunto de táxones com melhor hit, e atribui a leitura r ao táxon representado por v. 

O valor de bit-score é um indicador estatístico proeminente nos resultados de BLAST, 

mede a semelhança entre sequências, independentemente do comprimento da sequência 

em análise e do tamanho da base de dados, e é normalizado com base na pontuação 

(score) do alinhamento entre pares de sequências. Quanto maior o valor de bit-score, 

mais significativa é a correspondência encontrada para o alinhamento entre duas 

sequências. A medida bit-score fornece um indicador estatístico constante que não 

depende da base de dados ou do seu tamanho. Já o indicador expected-value (E) fornece 

informação sobre a probabilidade de a semelhança entre sequências ser puramente 
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devida ao acaso. Quanto mais baixo o valor de E, menos provável é que a semelhança 

encontrada entre duas sequências, para uma dada base de dados, seja devida ao acaso e, 

portanto, mais significativa se torna a correspondência. O valor de E é, no entanto, 

proporcionalmente afetado pelo tamanho da base de dados e assim, à medida que esta 

cresce, o valor de E para uma determinada correspondência também aumenta. Isto 

significa que embora a relação evolutiva genuína entre duas sequências se mantenha 

constante, à medida que a base de dados cresce ou quando outras bases de dados são 

consultadas, o grau de significância da correspondência encontrada vai variar, ao ponto 

de homologias anteriormente detetadas poderem ser desacreditadas. Neste contexto o 

indicador bit-score é uma alternativa mais robusta ao valor E. 

MEGAN fornece o valor de bit-score limite, tendo em conta o tamanho das sequências 

alinhadas, que pode ser modificado pelo operador. Abaixo daquele limite qualquer 

correspondência é descartada da análise. O programa permite também estabelecer um 

segundo limite, para descartar hits cujo bit-score esteja abaixo duma determinada 

percentagem do melhor hit. Tipicamente este valor é estabelecido nos 10%. Finamente 

um terceiro limite é usado para filtrar somente os táxones que estejam representados por 

um número mínimo de leituras ou percentagem mínima de todas as leituras atribuídas. 

Por defeito o programa requer que sejam atribuídas a um táxon pelo menos 0,1% de 

todas as leituras, para considerar esse táxon como presente no microbioma. Todas as 

leituras que estejam inicialmente atribuídas a um táxon naquelas condições são movidas 

para níveis taxonómicos superiores até ser atingido um nó que tenha leituras suficientes. 

Para cada nó do cladograma o programa fornece indicação do número de leituras 

atribuídas (assigned) e de leituras resumidas (summarized). As leituras atribuídas 

correspondem a sequências cuja atribuição taxonómica só é possível até ao nível 

taxonómico desse nó, enquanto que as leituras resumidas correspondem a sequências 

cuja atribuição taxonómica pode ser detalhada a níveis taxonómicos inferiores. 

Para a análise de sequências do gene 16S do rRNA MEGAN pode utilizar a 

funcionalidade “16S Percent Identity Filter”, que permite a atribuição das leituras a um 

nível taxonómico específico. Quando aquela função é ativada, a percentagem de 

identidade duma determinada correspondência tem de exceder o respetivo valor limite 

para que seja atribuída a um determinado nível taxonómico: espécie 99%, género 97%, 

família 95%, ordem 90%, Classe 85% e Filo 80%.  
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Para além da estimativa da composição taxonómica do microbioma duma amostra, 

MEGAN permite o cálculo de índices de diversidade, bem como a comparação 

estatística entre conjuntos de amostras. A funcionalidade “Cluster analysis viewer” 

permite computar uma matriz de distâncias para um conjunto de amostras, baseada nos 

respetivos perfis taxonómicos. As distâncias calculadas podem ser graficadas sob a 

forma de PCoA (análise de coordenadas principais), agrupamento hierárquico do tipo 

UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), árvore não enraizada 

do tipo NJ (Neighbor-Joining) ou tipo network (Neighbor-set).  

2.5.3. Identificação taxonómica nas amostras e índices de diversidade 

Para a identificação taxonómica do microbioma de cada compartimento em estudo, as 

análises feitas com MEGAN incluíram, num primeiro passo, a estimativa do conteúdo 

taxonómico (perfil de táxones) para cada compartimento amostrado de cada indivíduo 

(diversidade alfa), bem como as respetivas curvas de rarefação (variação do número de 

táxones em função do número de sequências) de modo a avaliar a representatividade da 

riqueza em táxones descrita pelo número de sequências obtido. Índices de diversidade 

de Shannon-Weaver e de Simpson recíproco foram também calculados para cada 

compartimento amostrado de cada indivíduo. O índice de Shannon-Weaver (H’) é um 

índice de heterogeneidade, que dá uma medida da diversidade combinando a riqueza em 

espécies e as suas abundâncias relativas (equabilidade). É calculado pela seguinte 

fórmula:  

 

em que H’ = índice de diversidade de Shannon-Wiener; S é o número total de 

espécies; pi = ni / N; ni corresponde ao número de indivíduos da espécie i presente na 

amostra; N representa o número total de organismos na amostra. Este índice é sensível à 

presença de espécies raras na amostra e quanto maior o valor deste índice maior será a 

diversidade. 

 

O índice de Simpson recíproco (D’) quantifica a diversidade tendo em conta também a 

riqueza em espécies e a equabilidade. É calculado pela seguinte fórmula: 

D’=1/D 
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em que N= número total de organismos de todas a espécies encontradas e n= número de 

indivíduos duma dada espécie. Quanto maior o valor encontrado maior é a diversidade.  

O valor menor possível para este índice é 1 e ocorre quando a comunidade contém 

somente 1 espécie. O valor máximo ocorre quando existe equabilidade perfeita e será 

igual ao número de espécies. Este índice dá mais peso às espécies mais abundantes na 

amostra, pelo que é também designado por índice de dominância. 

2.5.4. Determinação do microbioma em cada compartimento amostrado 

Seguidamente foi feita a análise comparativa das amostras de cada compartimento (intra 

AA e intra DA), após normalização dos dados para compensar diferentes tamanhos de 

amostras (diferentes números de sequências obtidas de cada indivíduo para o mesmo 

compartimento) e considerar a dispersão específica das amostras (Jovel et al., 2016). 

Com base nesta análise (diversidade beta) foi feita a estimativa do perfil taxonómico do 

microbioma total (total biome), microbioma fundamental (core biome) e microbioma 

raro (rare biome) para cada compartimento, usando a informação obtida dos 3 animais 

amostrados (AA ou DA). Para a determinação do microbioma total MEGAN considera 

todos os táxones identificados no total das amostras do mesmo compartimento. Para o 

microbioma fundamental (definido como a comunidade mínima de microrganismos que 

é essencial ao funcionamento do ecossistema), quando possível determinar, foram 

considerados os táxones presentes em 100% das amostras, com uma frequência de pelo 

menos 25% no caso dos compartimentos HP, DIVERT, E e I, de pelo menos 10% no 

caso de TC e de pelo menos 5% no caso de HL. Para o microbioma raro foram 

considerados os táxones presentes em pelo menos 50% das amostras e com uma 

frequência de até 1%. 

2.5.5. Comparação entre AA e DA  

Foi feita a comparação da diversidade bacteriana em animais alimentados (DA) e não 

alimentados (AA), tendo por base os valores de frequência de cada táxon nas amostras 

HL e I, bem como os índices de diversidade de Shannon e de Simpson recíproco, 

obtidos com MEGAN. Este programa foi também utilizado para calcular uma matriz 

de distâncias entre pares de amostras, a partir dos perfis taxonómicos de cada amostra. 
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Esta matriz foi calculada com base no índice ecológico de Bray-Curtis e utilizada para 

a análise de coordenadas principais (PCoA). PCoA é uma ferramenta de estatística 

multivariada utilizada para analisar diferenças entre comunidades microbianas com 

base numa matriz de distâncias (Ramete, 2007). Foi aqui aplicada com a finalidade de 

fornecer dados que pudessem orientar numa análise detalhada e informativa para os 

principais táxones responsáveis pelas diferenças existentes em cada grupo de amostras 

(AA vs. DA). 
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CAPÍTULO III: RESULTADOS 

3.1. Caracterização dos animais amostrados  

Neste trabalho foram usados um total de seis animais. Foram amostrados 3 animais 

(indivíduos 1, 2 e 3) antes do período de alimentação (AA) e três animais (indivíduos 

4, 5 e 6) depois do período de alimentação (DA). A caracterização dos indivíduos 

amostrados está sumarizada na tabela 3.1. Em cada animal foi extraída hemolinfa, e 

tecidos dos órgãos do trato digestivo: esófago (TC), hepatopâncreas (HP), 

divertículos do hepatopâncreas (DIVERT), estômago (E), ceco (E) e intestino (I).  

Tabela 3.1. Caracterização dos indivíduos usados neste estudo. 

Individuo Peso Sexo Estado de maturação 

Individuo 1 207 Macho Completa 

Individuo 2 105,3 Macho Incompleta 

Individuo 3 157 Macho Completa 

Individuo 4 257,5 Fêmea Completa 

Individuo 5 266,6 Fêmea Completa 

Individuo 6 143,7 Fêmea Incompleta 

 

3.2. Sequências obtidas e preparação dos ficheiros para MEGAN 

Para todas as amostras foi extraído DNA, seguido da amplificação por PCR. No caso 

da amostra DIVERT do indivíduo 1 não foi possível obter amplificação por PCR, 

pelo que esta amostra não foi incluída no estudo. No caso dos indivíduos DA o 

estudo centrou-se nas amostras HL e I. Na tabela 3.2 está indicado o número de 

sequências obtidas para cada compartimento amostrado para indivíduos AA e DA. 

Estes números referem-se às sequências obtidas de fragmentos amplificados com o 

tamanho esperado. Embora neste trabalho tenham também sido sequenciados 

fragmentos com tamanho maior ou menor do que o esperado, foi verificado, por 

inspeção visual com o programa BioEdit e comprovado ao fazer a análise BLAST, 

que as sequências correspondentes eram de baixa complexidade (low complexity 

sequences, isto é, sequências com repetições sucessivas de nucleótidos, exemplo: 

AAATAAAAAAAATAAAAAAT). Este tipo de sequências conduz frequentemente 

a falsas identificações pelo que são retiradas da análise pelo filtro do BLAST. 
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Tabela 3.2. Número de sequências (por indivíduo e total dos três indivíduos) 

obtidas para cada compartimento, para animais amostrados antes da alimentação 

(AA) e depois da alimentação (DA). HL-hemolinfa; TC- esófago; HP- 

hepatopâncreas; DIVERT-divertículos do hepatopâncreas; E-estômago; C- ceco; I- 

intestino. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*Total dos indivíduos 

3.3 Apresentação dos resultados com base nas análises bioinformáticas feitas em 

MEGAN 

Tal como já referido na secção 2.5 de materiais e métodos, uma vez obtidos os ficheiros 

BLAST, todas as análises bioinformáticas foram feitas no programa MEGAN. Para 

cada compartimento amostrado de cada indivíduo, o nível taxonómico mais baixo usado 

na construção do cladograma foi o de Família. Verificou-se que este era o nível 

taxonómico que permitia a atribuição de identidade a todas as leituras obtidas. Só parte 

das leituras obtidas para cada compartimento continha informação adequada para ser 

atribuída a níveis taxonómicos mais baixos. Inicialmente para cada amostra (21 

amostras de AA e 6 amostras de DA) foi obtida a composição taxonómica do 

microbioma sob a forma de gráfico de barras representando o número de leituras (%) 

obtido para cada táxon. Foram determinadas as respetivas curvas de rarefação e 

calculados os índices de diversidade de Shannon-Weaver (H’) e de Simpson recíproco 

Amostra Nº de sequências 

por indivíduo 

Nº de sequências por 

compartimento* 

HL (AA) 58; 45; 31 134 

HL (DA) 38; 35; 31 104 

TC (AA) 36; 32; 48 116 

HP (AA) 32; 32; 31 95 

DIVERT (AA) 0; 32; 32 64 

E (AA) 30; 31; 32 93 

C (AA) 31; 31; 31 93 

I (AA) 31; 32; 32 95 

I (DA) 31; 48; 32 111 

Total  906 



 27 

(D’). A variabilidade entre indivíduos foi analisada, para cada compartimento. 

Seguidamente, para os compartimentos em análise nos 3 indivíduos AA (HL, TC, HP, 

DIVERT, E, C e I), e para os dois compartimentos em análise nos 3 indivíduos DA (HL 

e I) foi feita a normalização do número de sequências e foi determinado i) o microbioma 

total, ii) o microbioma fundamental, iii) o microbioma raro e iv) os respetivos índices de 

Shannon-Weaver (H’) e de Simpson recíproco (D’).  

Os resultados de abundância relativa dos táxones encontrados em HL e em I para 

indivíduos AA e DA foram estatisticamente comparados. 

Foi construída uma matriz de distâncias de Bray-Curtis entre as amostras HL obtidas de 

AA e DA e entre as amostras I obtidas de AA e DA. Aquelas matrizes foram 

visualizadas através de PCoA.  

3.4. Diversidade e composição taxonómica do microbioma da hemolinfa e de 

compartimentos do trato digestivo em cada indivíduo  

Na maior parte dos estudos realizados com a microbiota em animais aquáticos com 

interesse na aquacultura, são usadas amostras compostas, isto é, amostras de um 

determinado tecido ou órgão contribuídas por diferentes animais. Segundo Ringo et al., 

(2016) este procedimento não permite avaliar o enviesamento nos resultados causado 

por variações na microbiota ao nível individual. Esta estratégia, conquanto forneça um 

panorama geral dum determinado microbioma, não permite determinar a variabilidade 

entre indivíduos, nem a contribuição que cada indivíduo dá para a frequência estimada 

para cada táxon.  

Para avaliar a diversidade e frequência dos táxones bacterianos entre os indivíduos, 

neste trabalho as amostras foram analisadas individualmente. Assim, foram analisadas 

as comunidades bacterianas das amostras de hemolinfa e dos compartimentos do trato 

digestivo de três indivíduos amostrados antes da alimentação (AA) e as amostras de 

hemolinfa e do intestino de três indivíduos amostrados depois da alimentação (DA). 

3.4.1. Indivíduos AA 

A comparação dos perfis taxonómicos dos microbiomas dos 3 indivíduos AA (fig. 3.1 

A, C e E) mostra diferenças claras entre os indivíduos, sendo o indivíduo 1 o que 

apresenta maior diversidade taxonómica em todos os compartimentos, com exceção do 

ceco. especificamente 
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Figura 3.1: Comparação do perfil taxonómico (composição e frequência de táxones) do microbioma 

no individuo 1 (A), individuo 2 (C) e individuo 3 (E) e curva de rarefação do individuo 1 (B), 

individuo 2 (D), individuo 3 (F). amostrados antes da alimentação (AA). Os perfis taxonómicos 

mostram os táxones encontrados, ao nível da família, e a percentagem de sequências resumidas em 

cada táxon presente em cada amostra. As curvas de rarefação mostram a variação do número de 

táxones em função do número de sequências. 
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O compartimento com maior diversidade nos indivíduos 1 e 3 é o da hemolinfa, 

enquanto que no indivíduo 2 é o hepatopâncreas. Nas amostras do individuo 1 foram 

encontradas especificamente as seguintes famílias: Flavobacteriaceae, 

Rhodobacteraceae, Campylobacteraceae, Colwelliaceae, Pseudoalteromonodaceae, 

Shewanellaceae, Litoricolaceae e Oceanospirillaceae. No individuo 2 aparecem em 

exclusivo as famílias Comamonadaceae e Spirochaetaceae. Por fim, o individuo 3 é 

o único em que se deteta a presença da família Pelagibacteraceae (encontrada na 

hemolinfa). Apesar dessas diferenças, os resultados mostram a presença em todos os 

indivíduos da família Mycoplasmataceae, quer nas amostras HL quer nas amostras 

dos compartimentos do trato digestivo. 

A análise das curvas de rarefação (fig. 3.1 B, D e F) mostra que, sobretudo no caso 

da hemolinfa (HL1, HL2 e HL3) o número de sequências obtidas para cada indivíduo 

poderá não ter sido suficiente para descrever totalmente a diversidade de táxones 

presentes nas amostras. No entanto, verifica-se que as curvas de rarefação 

determinadas estão em inflexão, em todas as amostras, a partir do valor de 20% de 

táxones detetados, mostrando que há repetição da deteção de determinados táxones 

em cada amostra. Este efeito é mais marcado nas curvas de rarefação do indivíduo 3, 

em que se verifica a presença unicamente de Mycoplasmataceae em todos os 

compartimentos do trato digestivo. 

Os índices de diversidade de Shannon-Weaver (H’) de Simpson recíproco (D’) 

(tabela 3.3) dão outra medida da diversidade entre os 3 indivíduos, reforçando a 

grande diversidade existente de indivíduo para indivíduo para um mesmo 

compartimento, com base no número de famílias detetadas. Na tabela 3.3 estão 

indicados a negrito os valores de diversidade mais elevados encontrados em cada 

indivíduo. Note-se que para o indivíduo 1, à exceção do ceco, em todos os 

compartimentos do trato digestivo e na hemolinfa foram encontradas mais do que 

uma família, enquanto que para o indivíduo 3 só a hemolinfa apresentou diversidade 

de táxones. 
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Tabela 3.3. Comparação da diversidade entre os microbiomas dos indivíduos amostrados antes da alimentação (AA). HL: hemolinfa; TC: esófago; HP: hepatopâncreas; 

DIVERT: divertículo; E: estomago; C: ceco; I: intestino; H’- índice de Shannon-Weaver; D’ – índice de Simpson recíproco; n/a: não aplicável 

Amostra 

Individuo 1 Individuo 2 Individuo 3 

Nº de 

leituras 

Nº de 

famílias 

Índice de 

diversidade Nº de 

leituras 

Nº de 

famílias 

Índice de 

diversidade Nº de 

leituras 

Nº de 

famílias 

Índice de 

diversidade 

    H’    D’     H’    D’     H’    D’ 

HL 58 10 2.772 5.000 45 5 1.645 2.674 31 6 1.683 2.368 

TC 36 8 1.588 1.867 32 3 1.468 2.626 48 1 0.000 1.000 

HP 32 3 0.645 1.290 32 6 2.002 3.032 31 1 0.000 1.000 

DIVERT n/a n/a n/a n/a 32 4 0.839 1.384 32 1 0.000 1.000 

E 30 4 1.481 2.465 31 2 0.555 1.290 32 1 0.000 1.000 

C 31 1 0.000 1.000 31 1 0.000 1.000 31 1 0.000 1.000 

I 31 5 0.947 1.407 32 1 0.000 1.000 32 1 0.000 1.000 

 



 31 

3.4.2. Indivíduos DA 

O resultado do perfil taxonómico nas amostras da hemolinfa (fig. 3.2A) em animais 

amostrados depois da alimentação (DA) indicou que Mycoplasmataceae foi encontrada 

nos três indivíduos, sendo a família com maior percentagem de sequências resumidas. 

As famílias Methylobacteriaceae, Micrococcaceae e Enterobacteriaceae foram 

encontradas na amostra do individuo 4 (HL4); Rhodobacteraceae, Alcanivoraceae e 

Moraxellaceae nas amostras do individuo 5 (HL5) e as famílias Vibrionaceae, 

Burkholderiaceae e Oxalobacteraceae foram comuns nas amostras dos indivíduos 4 e 5 

(HL4 e HL5). 

A análise das curvas de rarefação (fig. 3.2B) mostra que, no caso dos indivíduos 4 e 5 

(HL4 e HL5), o número de sequências obtidas para cada indivíduo poderá não ter sido 

suficiente para descrever totalmente a diversidade de táxones presentes nas amostras.  

 

 

Figura 3.2. Comparação do perfil taxonómico (A, composição e frequência de táxones) do 

microbioma da hemolinfa no individuo 4 (HL4), individuo 5 (HL5) e individuo 6 (HL6) e respetivas 

curvas de rarefação (B). Os perfis taxonómicos mostram os táxones encontrados, ao nível da família, e 

a percentagem de sequências resumidas em cada táxon presente em cada amostra. As curvas de 

rarefação mostram a variação do número de táxones em função do número de sequências. 

A análise do perfil taxonómico nas amostras do intestino (fig. 3.3A) dos animais 

amostrados depois da alimentação (DA) indicou a presença de Mycoplasmataceae, nos 
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três indivíduos (I4, I5 e I6). Cyanobacteria esteve presente nos indivíduos 5 e 6 (I5 e 

I6) e Spirochaetaceae foi encontrada somente no individuo 4 (I4).  

A análise das curvas de rarefação mostrou estabilizaçao no caso do indivíduo 5 (I5) a 

cerca de 80% de sequências obtidas, enquanto que, no caso dos outros dois indivíduos 

(I4 e I6), o número de sequências obtidas poderá não ter sido suficiente para descrever 

totalmente a diversidade de táxones presentes nas amostras.  

 

 

Figura 3.3. Comparação do perfil taxonómico (A, composição e frequência de táxones) do 

microbioma do intestino no individuo 4 (I4), individuo 5 (I5) e individuo 6 (I6) e respetivas curvas de 

rarefação (B). Os perfis taxonómicos mostram os táxones encontrados, ao nível da família, e a 

percentagem de sequências resumidas em cada táxon presente em cada amostra. As curvas de 

rarefação mostram a variação do número de táxones em função do número de sequências. 

Os índices de diversidade de Shannon-Weaver (H’) de Simpson recíproco (D’) 

(tabela 3.4) calculados com base no número de famílias representadas, reforçam a 

grande diversidade existente de indivíduo para indivíduo quer para HL quer para I.  
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Tabela 3.4. Comparação da diversidade entre as amostras dos indivíduos amostrados depois da alimentação (DA). HL: hemolinfa; I: intestino; H’: índice de diversidade 

de Shannon-Weaver; D’: índice de Simpson recíproco. 

Amostra 

Individuo 4 Individuo 5 Individuo 6 

Nº de 

leituras 

Nº de 

famílias 

Índice de 

diversidade Nº de 

leituras 

Nº de 

famílias 

Índice de 

diversidade Nº de 

leituras 

Nº de 

famílias 

Índice de 

diversidade 

H’ D’ H’ D’ H’ D’ 

HL 38 7 2.394 4.070 35 7 1.353 1.675 31 1 0.000 1.000 

I 31 2 0.353 1.142 48 1 0.000 1.000 32 1 0.000 1.000 

 



34 
 

3.5 Microbioma total, microbioma fundamental e microbioma raro da hemolinfa e 

de compartimentos do trato digestivo 

Para os compartimentos em análise nos 3 indivíduos AA (HL, TC, HP, DIVERT, E, C e 

I), e para os dois compartimentos em análise nos 3 indivíduos DA (HL e I) foi feita a 

normalização do número de sequências e foi determinado i) o microbioma total, ii) o 

microbioma fundamental, iii) o microbioma raro e iv) os respetivos índices de Shannon-

Weaver (H’) e de Simpson recíproco (D’).  

O microbioma total foi calculado considerando todos os táxones identificados no total 

das amostras do mesmo compartimento. Para o microbioma fundamental foram 

considerados os táxones presentes em 100% das amostras, com uma frequência de pelo 

menos 25% no caso dos compartimentos HP, DIVERT, E e I. Devido à grande 

diversidade de táxones presentes no indivíduo 1 nos compartimentos  TC e HL, para o 

cálculo dos respetivos microbiomas fundamentais foram consideradas os táxones 

presentes em 100% das amostras com pelo menos 10% das sequências resumidas no 

caso de TC e de pelo menos 5% das sequências resumidas no caso de HL. Para o 

microbioma raro foram considerados os táxones presentes em pelo menos 50% das 

amostras e com uma frequência de até 1%, em qualquer dos compartimentos. 

3.5.1. Caracterização do microbioma associado à hemolinfa em animais AA 

A determinação do microbioma total (fig. 3.4) foi feita com base em 102 leituras 

normalizadas, atribuídas a 18 famílias. Proteobacteria foi o filo com maior 

representação, com 13 famílias e um total de 90 leituras: Pelagibacteraceae, 

Methylobacteriaceae, Rhodobacteraceae, Rhodospirillaceae, Burkholderiaceae, 

Comamonadaceae, Oxalobacteraceae, Colwelliaceae, Pseudoalteromonadaceae, 

Shewanellaceae, Oceanospirillaceae, Campylobacteraceae e Vibrionaceae. 

O microbioma fundamental da hemolinfa foi essencialmente constituído por 

Mycoplasmataceae, com 16 leituras atribuídas a esta família e 1 leitura atribuída a 

ordem Burkholderiales (fig. 3.5). O microbioma raro (fig. 3.6) foi constituído por 85 

leituras, com todos os grupos taxonómicos presentes na microbiota total. A inspeção ao 

nível de espécie das 3 leituras atribuídas a Mycoplasmataceae no microbioma raro 

mostrou que pertencem a uma espécie de micoplasma diferente das consideradas no 

microbioma fundamental. 
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Figura 3.4: Diversidade taxonómica do microbioma total, determinada com base nas sequências obtidas da hemolinfa (HL) de indivíduos amostrados antes da alimentação 

(AA). O cladograma mostra os grupos taxonómicos identificados até ao nível da família, bem como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada táxon. A 

atribuição taxonómica das sequências foi determinada com base no algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com o número máximo de correspondência por leitura de 

100 na análise BLAST. 
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Figura 3.5: Diversidade taxonómica do microbioma fundamental, determinada com base nas sequências obtidas das amostras da hemolinfa (HL) de indivíduos amostrados 

antes da alimentação (AA), considerando sequências presentes em todas as amostras com uma frequência de pelo menos 5%. O cladograma mostra os grupos taxonómicos 

identificados até ao nível de família, bem como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada táxon. A atribuição taxonómica das sequências foi determinada 

com base no algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com o número máximo de correspondência por leitura de 100 na análise BLAST.  
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Figura 3.6: Diversidade taxonómica do microbioma raro, determinada com base nas sequências obtidas das amostras da hemolinfa (HL) de indivíduos amostrados antes da 

alimentação (AA), considerando sequências presentes em 50% das amostras com uma frequência de até 1%. O cladograma mostra os grupos taxonómicos identificados até 

ao nível de família, bem como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada táxon. A atribuição taxonómica das sequências foi determinada com base no 

algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com o número máximo de correspondência por leitura de 100 na análise BLAST. 
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Os valores dos índices de diversidade de Shannon-Weaver e de Simpson recíproco para 

o microbioma total e microbioma raro são mostrados nas tabelas 3.5 e 3.6. Os valores 

daqueles índices para o microbioma fundamental na hemolinfa foram de 0 e 1 

respetivamente. 

3.5.2. Caracterização do microbioma associada ao esófago em AA 

A composição do microbioma total (fig. 3.7) foi determinada com base em 97 leituras 

normalizadas, atribuídas a 9 famílias. A família mais representada foi 

Mycoplasmataceae, com 48 leituras. O grupo Proteobacteria foi representado por 4 

famílias e um total de 41 leituras: Oceanospirillaceae, Vibrionaceae, Oxalobacteraceae 

e Rhodospirillaceae. As restantes leituras foram atribuídas a 4 famílias, 

Flavobacteriaceae (Bacteroidetes), Spirochaetaceae (Spirochaetia), Micrococcaceae e 

Propionibacteriaceae (Actinobacteria). 

O microbioma fundamental (fig 3.8) foi constituído exclusivamente por 

Mycoplasmataceae. 

O microbioma raro (fig. 3.9) foi constituído por 48 leituras atribuídas a 8 famílias, com 

total com ausência de Mycoplasmataceae. 
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Figura 3.7: Diversidade taxonómica do microbioma total, determinada com base nas sequências obtidas do esófago (TC) de indivíduos amostrados antes da alimentação 

(AA). O cladograma mostra os grupos taxonómicos identificados até ao nível da família, bem como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada táxon. A 

atribuição taxonómica das sequências foi determinada com base no algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com o número máximo de correspondência por leitura de 

100 na análise BLAST. 
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Figura 3.8: Diversidade taxonómica do microbioma fundamental, determinada com base nas sequências obtidas do esófago (TC) de indivíduos amostrados antes da 

alimentação (AA), considerando sequências presentes em todas as amostras com uma frequência de pelo menos 10%. O cladograma mostra os grupos taxonómicos 

identificados até ao nível de família, bem como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada táxon. A atribuição taxonómica das sequências foi determinada 

com base no algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com o número máximo de correspondência por leitura de 100 na análise BLAST. 
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Figura 3.9: Diversidade taxonómica do microbioma raro, determinada com base nas sequências obtidas das amostras do esófago (TC) de indivíduos amostrados antes da 

alimentação (AA), considerando sequências presentes em 50% das amostras com uma frequência de até 1%. O cladograma mostra os grupos taxonómicos identificados até ao 

nível de família, bem como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada táxon. A atribuição taxonómica das sequências foi determinada com base no algoritmo 

LCA (Lowest Common Ancestor) e com o número máximo de correspondência por leitura de 100 na análise BLAST.
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3.5.3. Caracterização do microbioma associada ao hepatopâncreas em animais 

AA 

No hepatopâncreas, o microbioma total (fig. 3.10) foi determinado com base em 93 

leituras normalizadas, distribuídas por 6 famílias. O maior número de leituras foi 

atribuído à família Mycoplasmataceae. Proteobacteria foi representada pelas famílias 

Methylobacteriaceae, Burkholderiaceae, Oxalobacteraceae e Vibrionaceae, num total 

de 18 leituras.  

O microbioma fundamental foi constituído exclusivamente por Mycoplasmataceae 

(fig. 3.11). 

A análise do microbioma raro, mostrou que as 19 leituras foram atribuídas a 5 

famílias, as mesmas do microbioma total com exclusão de Mycoplasmataceae (fig. 

3.12). 
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Figura 3.10: Diversidade taxonómica do microbioma total, determinada com base nas sequências obtidas do hepatopâncreas (HP) de indivíduos amostrados antes da 

alimentação (AA). O cladograma mostra os grupos taxonómicos identificados até ao nível da família, bem como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada 

táxon. A atribuição taxonómica das sequências foi determinada com base no algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com o número máximo de correspondência por 

leitura de 100 na análise BLAST. 
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Figura 3.11: Diversidade taxonómica do microbioma fundamental, determinada com base nas sequências obtidas das amostras do hepatopâncreas (HP) de indivíduos 

amostrados antes da alimentação (AA), considerando sequências presentes em todas as amostras com uma frequência de pelo menos 25%. O cladograma mostra os grupos 

taxonómicos identificados até ao nível de família, bem como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada táxon. A atribuição taxonómica das sequências foi 

determinada com base no algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com o número máximo de correspondência por leitura de 100 na análise BLAST. 
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Figura 3.12: Diversidade taxonómica do microbioma raro, determinada com base nas sequências obtidas das amostras do hepatopâncreas (HP) de indivíduos amostrados 

antes da alimentação (AA), considerando sequências presentes em 50% das amostras com uma frequência de até 1%. O cladograma mostra os grupos taxonómicos 

identificados até ao nível de família, bem como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada táxon. A atribuição taxonómica das sequências foi determinada 

com base no algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com o número máximo de correspondência por leitura de 100 na análise BLAST. 



46 
 

3.5.4. Caracterização do microbioma associada ao divertículo em animais AA 

O microbioma total (fig. 3.13) foi obtido com base em 64 leituras resumidas a 4 famílias, 

Vibrionaceae, Oxalobacteraceae em Proteobacteria, Spirochaetaceae (Spirochaete) e 

Mycoplasmataceae (Tenericute), representada com 59 leituras.  

O microbioma fundamental (fig. 3.14) compreendeu 59 leituras, todas atribuídas à família 

Mycoplasmataceae. 

O microbioma raro (fig. 3.15) foi constituído por 5 leituras, atribuídas a Vibrionaceae, 

Oxalobacteraceae e Spirochaetaceae, e com exclusão de Mycoplasmataceae. 
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Figura 3.13: Diversidade taxonómica do microbioma total, determinada com base nas sequências obtidas do divertículo (DIVERT) de indivíduos amostrados antes da 

alimentação (AA). O cladograma mostra os grupos taxonómicos identificados até ao nível da família, bem como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada 

táxon. A atribuição taxonómica das sequências foi determinada com base no algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com o número máximo de correspondência por 

leitura de 100 na análise BLAST. 
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Figura 3.14: Diversidade taxonómica do microbioma fundamental, determinada com base nas sequências obtidas do divertículo (DIVERT) de indivíduos amostrados antes 

da alimentação (AA), considerando sequências presentes em todas as amostras com uma frequência de pelo menos 25%. O cladograma mostra os grupos taxonómicos 

identificados até ao nível de família, bem como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada táxon. A atribuição taxonómica das sequências foi determinada 

com base no algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com o número máximo de correspondência por leitura de 100 na análise BLAST. 
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Figura 3.15: Diversidade taxonómica do microbioma raro, determinada com base nas sequências obtidas das amostras do divertículo (DIVERT) de indivíduos amostrados 

antes da alimentação (AA), considerando sequências presentes em 50% das amostras com uma frequência de até 1%. O cladograma mostra os grupos taxonómicos 

identificados até ao nível de família, bem como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada táxon. A atribuição taxonómica das sequências foi determinada com 

base no algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com o número máximo de correspondência por leitura de 100 na análise BLAST. 
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3.5.5. Caracterização do microbioma associada ao estômago em animais AA 

No estômago o microbioma total (fig. 3.16) foi constituído por 90 leituras, das quais 2 

atribuídas à ordem Micrococcales e 88 atribuídas a 4 famílias: Oxalobacteraceae, 

Oceanospirillaceae e Vibrionaceae do grupo Proteobacteria, e Mycoplasmataceae do grupo 

Tenericutes. O microbioma fundamental foi exclusivamente constituído Mycoplasmataceae 

(fig. 3.17) com 64 leituras. O microbioma raro (fig. 3.18) foi constituído por 26 leituras 

distribuídas pelos mesmo táxones do microbioma total. A inspeção detalhada ao nível das 

espécies permitiu verificar que as 4 leituras atribuídas a Mycoplasmataceae no microbioma 

raro correspondiam a uma espécie de micoplasma diferente das espécies de micoplasmas a que 

correspondiam as 64 leituras do microbioma fundamental. 
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Figura 3.16: Diversidade taxonómica do microbioma total, determinada com base nas sequências obtidas do estômago (E) de indivíduos amostrados antes da alimentação 

(AA). O cladograma mostra os grupos taxonómicos identificados até ao nível da família, bem como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada táxon. A 

atribuição taxonómica das sequências foi determinada com base no algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com o número máximo de correspondência por leitura de 

100 na análise BLAST. 
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Figura 3.17: Diversidade taxonómica do microbioma fundamental, determinada com base nas sequências obtidas do estomago (E) de indivíduos amostrados antes da 

alimentação (AA), considerando sequências presentes em todas as amostras com uma frequência de pelo menos 25%. O cladograma mostra os grupos taxonómicos 

identificados até ao nível de família, bem como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada táxon. A atribuição taxonómica das sequências foi determinada 

com base no algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com o número máximo de correspondência por leitura de 100 na análise BLAST. 
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Figura 3.18: Diversidade taxonómica do microbioma raro, determinada com base nas sequências obtidas das amostras do estomago (E) de indivíduos amostrados antes da 

alimentação (AA), considerando sequências presentes em 50% das amostras com uma frequência de até 1%. O cladograma mostra os grupos taxonómicos identificados até 

ao nível de família, bem como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada táxon. A atribuição taxonómica das sequências foi determinada com base no 

algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com o número máximo de correspondência por leitura de 100 na análise BLAST. 



54 
 

3.5.6.  Caracterização do microbioma associada ao ceco em animais AA 

Os resultados da determinação do microbioma total (fig. 3.19) indicaram que as 93 

leituras normalizadas corresponderam a Mycoplasmataceae. Igualmente, o microbioma 

fundamental (fig. 3.20), com 92 leituras normalizadas foi composto exclusivamente por 

Mycoplasmataceae.  

Com o perfil taxonómico encontrado para cada indivíduo para este compartimento não 

há lugar ao cálculo do microbioma raro. 
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Figura 3.19: Diversidade taxonómica do microbioma total, determinada com base nas sequências obtidas do ceco (C) de indivíduos amostrados antes da alimentação (AA). 

O cladograma mostra os grupos taxonómicos identificados até ao nível da família, bem como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada táxon. A atribuição 

taxonómica das sequências foi determinada com base no algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com o número máximo de correspondência por leitura de 100 na 

análise BLAST.  

 

 

Figura 3.20: Diversidade taxonómica do microbioma fundamental, determinada com base nas sequências obtidas do ceco (C) de indivíduos amostrados antes da 

alimentação (AA), considerando sequências presentes em todas as amostras com uma frequência de pelo menos 25%. O cladograma mostra os grupos taxonómicos 

identificados até ao nível de família, bem como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada táxon. A atribuição taxonómica das sequências foi determinada 

com base no algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com o número máximo de correspondência por leitura de 100 na análise BLAST. 
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3.5.7. Caracterização do microbioma associada ao intestino em animais AA 

A determinação do microbioma total (fig. 3.21) indicou que as 93 leituras normalizadas 

foram atribuídas a 5 famílias, Flavobacteriaceae (Bacteroidetes), Oceanospirillaceae, 

Litoricolaceae, Vibrionaceae (Proteobacterias) e Mycoplasmataceae (Tenericutes). O 

microbioma fundamental (fig. 3.22) foi constituído em exclusivo por 

Mycoplasmataceae, com 88 leituras. O microbioma raro foi constituído por 5 leituras 

correspondentes a 4 famílias do microbioma total, com ausência de Mycoplasmataceae 

(fig. 3.23).  
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Figura 3.21: Diversidade taxonómica do microbioma total, determinada com base nas sequências obtidas do intestino (I) de indivíduos amostrados antes da alimentação 

(AA). O cladograma mostra os grupos taxonómicos identificados até ao nível da família, bem como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada táxon. A 

atribuição taxonómica das sequências foi determinada com base no algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com o número máximo de correspondência por leitura de 

100 na análise BLAST. 
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Figura 3.22: Diversidade taxonómica do microbioma fundamental, determinada com base nas sequências obtidas do intestino (I) de indivíduos amostrados antes da 

alimentação (AA), considerando sequências presentes em todas as amostras com uma frequência de pelo menos 25%. O cladograma mostra os grupos taxonómicos 

identificados até ao nível de família, bem como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada táxon. A atribuição taxonómica das sequências foi determinada 

com base no algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com o número máximo de correspondência por leitura de 100 na análise BLAST. 
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Figura 3.23: Diversidade taxonómica do microbioma raro, determinada com base nas sequências obtidas das amostras do intestino (I) de indivíduos amostrados antes da 

alimentação (AA), considerando sequências presentes em 50% das amostras com uma frequência de até 1%. O cladograma mostra os grupos taxonómicos identificados até 

ao nível de família, bem como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada táxon. A atribuição taxonómica das sequências foi determinada com base no 

algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com o número máximo de correspondência por leitura de 100 na análise BLAST. 
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3.5.8. Caracterização do microbioma associada à hemolinfa em animais DA 

A análise do microbioma total nas amostras da hemolinfa (fig. 3.24) dos animais 

amostrados depois da alimentação (DA) incluíu 94 leituras, das quais 1 atribuída à 

ordem Sphingomonadales. As restantes 90 leituras foram atribuídas a 10 famílias: 

Methylobacteriaceae, Rhodobacteraceae, Burkholderiaceae, Oxalobacteraceae, 

Enterobacteriaceae; Alcanivoraceae, Moraxellaceae e Vibrionaceae em Proteobacteria, 

Micrococcaceae em Actinobacteria e Mycoplasmataceae em Tenericutes. O 

microbioma fundamental foi constituído de uma única família, Mycoplasmataceae (fig. 

3.25), com 66 leituras. O microbioma raro (fig. 3.26) foi constituído por 28 leituras, das 

quais 24 corresponderam a 9 famílias, todas as que fazem parte do microbioma total, 

com exceção de Mycoplasmataceae, e 1 leitura correspondeu à ordem 

Sphingomonadales.  
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Figura 3.24: Diversidade taxonómica do microbioma total, determinada com base nas sequências obtidas de hemolinfa (HL) de indivíduos amostrados depois da alimentação 

(DA). O cladograma mostra os grupos taxonómicos identificados até ao nível da família, bem como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada táxon. A 

atribuição taxonómica das sequências foi determinada com base no algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com o número máximo de correspondência por leitura de 

100 na análise BLAST. 
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Figura 3.25: Diversidade taxonómica do microbioma fundamental, determinada com base nas sequências obtidas da hemolinfa (HL) de indivíduos amostrados depois da 

alimentação (DA), considerando sequências presentes em todas as amostras com uma frequência de pelo menos 5%. O cladograma mostra os grupos taxonómicos 

identificados até ao nível de família, bem como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada táxon. A atribuição taxonómica das sequências foi determinada 

com base no algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com o número máximo de correspondência por leitura de 100 na análise BLAST. 
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Figura 3.26: Diversidade taxonómica do microbioma raro, determinada com base nas sequências obtidas da hemolinfa (HL) de indivíduos amostrados depois da 

alimentação (DA), considerando sequências presentes em 50% das amostras com uma frequência de até 1%. O cladograma mostra os grupos taxonómicos identificados até 

ao nível de família, bem como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada táxon. A atribuição taxonómica das sequências foi determinada com base no 

algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com o número máximo de correspondência por leitura de 100 na análise BLAST. 
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3.5.9. Caracterização do microbioma associada ao intestino em animais DA 

Os resultados da análise do microbioma total (fig. 3.27) nas amostras do intestino de 

indivíduos amostrados depois da alimentação (DA) revelaram que foi constituída de 93 

leituras, das quais 2 correspondentes a Cyanobacteria e 1 a Microccocales e as restantes 

90 leituras foram correspondentes a 2 famílias, Spirochaetaceae (2 leituras) e 

Mycoplasmataceae com 88 leituras. O microbioma fundamental (fig. 3.28) foi 

constituído de uma única família, Mycoplasmataceae enquanto o microbioma raro (fig. 

3.29) foi constituído de 5 leituras atribuídas a Cyanobacteria (2 leituras), Micrococcales 

(1 leitura) e à família Spirochaetaceae (1 leitura). 
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Figura 3.27: Diversidade taxonómica do microbioma total, determinada com base nas sequências obtidas do intestino (I) de indivíduos amostrados depois da alimentação 

(DA). O cladograma mostra os grupos taxonómicos identificados até ao nível da família, bem como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada táxon. A 

atribuição taxonómica das sequências foi determinada com base no algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com o número máximo de correspondência por leitura de 

100 na análise BLAST. 
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Figura 3.28: Diversidade taxonómica do microbioma fundamental, determinada com base nas sequências obtidas do intestino (I) de indivíduos amostrados depois da 

alimentação (DA), considerando sequências presentes em todas as amostras com uma frequência de pelo menos 25%. O cladograma mostra os grupos taxonómicos 

identificados até ao nível de família, bem como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada táxon. A atribuição taxonómica das sequências foi determinada 

com base no algoritmo LCA (Lowest Common Ancestor) e com o número máximo de correspondência por leitura de 100 na análise BLAST.  
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Figura 3.29: Diversidade taxonómica do microbioma raro, determinada com base nas sequências obtidas do intestino (I) de indivíduos amostrados depois da alimentação 

(DA), considerando sequências presentes em 50% das amostras com uma frequência de até 1%. O cladograma mostra os grupos taxonómicos identificados até ao nível de 

família, bem como o número de sequências atribuídas e resumidas para cada táxon. A atribuição taxonómica das sequências foi determinada com base no algoritmo LCA 

(Lowest Common Ancestor) e com o número máximo de correspondência por leitura de 100 na análise BLAST. 
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3.6. Índices de diversidade dos microbiomas 

Nas tabelas seguintes estão mostrados os valores do índice de diversidade de Shannon-

Weaver (H’) e de Simpson recíproco (D’), para os microbiomas totais (tabela 3.5) e 

raros (tabela 3.6). No caso do microbioma fundamental, que em todos os casos foi 

constituído pela família Mycoplasmataceae, os valores daqueles indices são de 0 e 1 

respetivamente. 

Tabela 3.5: Diversidade do microbioma total na hemolinfa (HL) e no trato digestivo (TC: esófago; HP: 

hepatopâncreas; DIV: divertículo; E: estômago; C: ceco e I: intestino) em indivíduos amostrados antes 

da alimentação (AA) e em indivíduos amostrados depois da alimentação (DA). Os índices de 

diversidade do microbioma total foram estimados ao nível da família com base na informação do 

número de leituras normalizadas para cada compartimento. 

Compartimento Nº de leituras Nº de famílias Índice de diversidade 

H’ D’ 

HL (AA) 92 16 3,223 7,079 

HL (DA) 90 10 1,594 1,820 

TC (AA) 97 9 1,984 3,017 

HP (AA) 94 6 1,133 1,548 

DIVERT* (AA) 64 4 0,503 1,173 

E (AA) 90 4 0,943 1,575 

C (AA) 93 1 0,000 1,000 

I (AA) 93 5 0,406 1,116 

I (DA) 93 2 0,154 1,045 

*resulta de dois indivíduos 
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Tabela 3.6: Diversidade do microbioma raro na hemolinfa (HL) e no trato digestivo (TC: tubo central; 

HP: hepatopâncreas; DIVERT: divertículo; E: estômago; C: ceco e I: intestino) em indivíduos 

amostrados antes da alimentação (AA) e em indivíduos amostrados depois da alimentação (DA). Os 

índices de diversidade do microbioma raro foram estimados ao nível da família, com base na informação 

do número de leituras normalizadas para cada compartimento. 

Compartimento Nº de 

leituras 

Nº de famílias Índice de diversidade 

H’ D’ 

HL (AA) 72 16 3,269 6,987 

HL (DA) 24 9 2,840 6,128 

TC (AA) 49 8 1,948 2,946 

HP (AA) 20 5 1,970 3,252 

DIVERT* (AA) 5 3 1,371 2,273 

E (AA) 26 4 1,273 1,858 

C (AA) n/a n/a n/a n/a 

I (AA) 5 4 1,922 3,571 

I (DA) 2 1 0,000 1,000 

*resulta de dois indivíduos, n/a: não aplicável. 

Verifica-se que o compartimento com maior diversidade taxonómica é o da hemolinfa, 

quer nos indivíduos AA quer nos DA. Observa-se também que nos indivíduos DA há 

uma diminuição da diversidade taxonómica quer em HL quer em I (valores a negrito), 

em relação aos indivíduos AA. 

3.7. Efeito da alimentação no microbioma da hemolinfa e do intestino 

Para além da diminuição nos índices de diversidade que se verifica nos microbiomas 

de indivíduos DA, observa-se também diferenças na qualidade do perfil taxonómico 

entre animais amostrados antes e depois da alimentação (AA vs. DA).  
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No caso da hemolinfa (fig. 3.30) verifica-se que Enterobacteriaceae, 

Alcanivoraceae, Moraxellaceae e Micrococcaceae foram encontradas somente nas 

amostras de indivíduos DA. Pelagibacteraceae, Rhodospirillaceae, 

Comamonadaceae, Colwelliaceae, Pseudoalteromonadaceae, Shewanellaceae, 

Oceanospirillaceae, Campylobacteraceae, Propionibacteriaceae e 

Flavobacteriaceae foram específicas das amostras de indivíduos AA. 

Methylobacteriaceae Rhodobacteraceae, Burkholderiaceae, Oxalobacteraceae, 

Vibrionaceae e Mycoplasmataceae foram encontradas em ambos grupos (AA e DA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.30: Comparação do perfil taxonómico do microbioma das amostras de hemolinfa dos 

indivíduos amostrados antes e depois da alimentação (AA vs. DA). O perfil taxonómico mostra os 

táxones ao nível da família e a percentagem de leituras em cada família. 

No caso do intestino (fig. 3.31), verifica-se que Mycoplasmataceae foi encontrada 

em ambos os grupos de amostras. No entanto Spirochaetaceae foi específica dos 

animais DA, enquanto que Flavobacteriaceae; Oceanospirillaceae, Litoricolaceae e 

Vibrionaceae somente foram encontradas nas amostras dos animais amostrados antes 

da alimentação (AA). 
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Figura 3.31: Comparação do perfil taxonómico do microbioma nas amostras do intestino dos 

indivíduos amostrados antes e depois da alimentação (AA vs. DA). O perfil taxonómico mostra os 

táxones ao nível da família e a percentagem de leituras em cada família. 

O resultado da análise das proporções médias da abundância relativa dos táxones nas 

amostras da hemolinfa (fig. 3.32 A) e do intestino (fig. 3.32 B) dos indivíduos 

amostrados antes (AA) e depois da alimentação (DA) mostraram variações 

significativas entre as comunidades microbianas dos animais alimentados e não 

alimentados somente para os grupos que são exclusivos de AA ou de DA. No caso de 

Mycoplasmataceae na hemolinfa, a diferença entre AA e DA apresenta o valor de P 

= 0,064 no teste t-Student. 
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Figura 3.32: Representação gráfica do número de leituras (media de 3 indivíduos + desvio padrão) 

obtidas para os táxones das amostras da hemolinfa (A) e das amostras do intestino (B) de indivíduos 

amostrados antes (AA) e depois da alimentação (DA).  

Para avaliar o grau de relação das comunidades bacterianas nas diferentes amostras 

do intestino e da hemolinfa dos indivíduos amostrados antes e depois da alimentação, 

os dados foram apresentados com relação às diferenças. A posição relativa dos 
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grupos taxonómicos na análise de coordenadas principais permitiu visualizar o grau 

de relacionamento entre os dois grupos de amostras com dependência dos táxones 

nelas existentes.  

As componentes PC1 (46,8%) e PC2 (26,8%); PC1 (85,8%) e PC2 (14,2%) 

explicaram a variação total de cada componente na hemolinfa (fig. 3.33) e intestino 

(fig. 3.34) respetivamente. Os valores positivos ou negativos em cada componente 

indicam, respetivamente, a maior ou a menor correlação das amostras dos indivíduos 

amostrados antes e depois da alimentação. Assim, para a hemolinfa, os valores 

positivos na componente PC1 foi estimulada positivamente pelo microbioma raro: 

Burkholderiaceae e Oxalobacteraceae e negativamente por Flavobacteriaceae e 

Vibrionaceae, também do microbioma raro.  

 

Figura 3.33: Análise de coordenadas principais (PCoA), mostrando as comunidades microbianas 

existentes na hemolinfa de animais amostrados antes da alimentação (HL1, HL2 e HL3) e alimentados 

(HL4, HL5 e HL6). As componentes PC1 (46,8%) e PC2 (26,8%) mostram a variação total nas 

comunidades bacterianas. A distância de todos os círculos representa as diferenças de dissimilaridade 

de Bray-Curtis entre as amostras.  

Enquanto à componente PC2, o valor positivo foi definido pela família 

Mycoplasmataceae (microbioma fundamental) e negativamente pela família 

Pelagibacteraceae (microbiota rara). Para o intestino, a componente PC1, monstrou 

apenas valores negativos, foram estimulados pelas famílias Flavobacteriaceae, 
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Litoricolaceae, Oceanospirillaceae e Vibrionaceae (todas pertencentes ao 

microbioma raro). Na componente PC2, os valores positivos foram determinados por 

Mycoplasmataceae (microbioma fundamental) e os valores negativos por 

Spirochaetaceae (microbioma raro). A análise das coordenadas principais mostrou 

uma separação das amostras de hemolinfa dos animais alimentados (HL4, HL5 e 

HL6) e dos não alimentados (HL1, HL2 e HL3). Esta situação não se verifica para o 

intestino em que não há diferenciação entre as amostras dos animais alimentados (I4, 

I5 e I6) e não alimentados (I1, I2 e I3). 

 

 

Figura 3.34: Análise de coordenadas principais (PCoA) das comunidades bacterianas do intestino de 

animais não alimentados (I1, I2 e I3) e alimentados (I4, I5 e I6). As componentes PC1 (85,8%) e PC2 

(14,2%) mostram a variação total nas comunidades bacterianas. A distância de todos os círculos 

representa as diferenças de dissimilaridade de Bray-Curtis entre as amostras. 
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CAPÍTULO IV: DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 

4.1. Discussão 

Atualmente, os estudos fundamentais na alimentação/nutrição no choco, abordam 

sobretudo a composição lipídica do manto (Almansa et al., 2006), o efeito de alimentos 

congelados, naturais e artificiais no crescimento (Ferreira et al., 2009; Domingues et al., 

2001; Koueta et al., 2002; Sykes et al., 2013), as respostas metabólicas à privação de 

alimento (Lamarre et al., 2016), os efeitos no sistema imunitário (Le Pabic et al., 2014), 

a taxa e capacidade enzimática na maturação do trato digestivo na fase inicial de vida e 

na modulação das vias metabólicas durante os períodos de jejum (Safi et al., 2017; 

Speers-Roesch et al., 2016). A maior parte desta investigação está dirigida de forma 

direta ou indireta a encontrar alternativas para nutrição do choco e outros cefalópodes 

(Martínez-Montaño et al., 2017) com formulações de ração baseadas nas necessidades 

nutricionais da espécie. Esta estratégia poderá consequentemente, melhorar o cultivo do 

choco em escala comercial e favorecer um cultivo sustentável.  

No entanto, dentro do contexto funcional do sistema digestivo do choco, uma das áreas 

não tem recebido muita atenção é a microbiota e a composição taxonómica da 

microflora do sistema digestivo e circulatório do choco. Esta situação surpreendente 

dadas a evidencias crescentes da importância funcional da microbiota tanto em 

vertebrados superiores como inferiores. O seu efeito e importante no estabelecimento 

tanto de relações mutualísticas benéficas como do controlo dos processos metabólicos, 

fisiológicos e imunes, sobretudo no aparelho digestivo. Embora este efeito é propagado 

ao nível do organismo. 

Neste trabalho, e com base na análise molecular das regiões variáveis do 16S 

ribossomal, foram obtidas informações da microbiota bacteriana associada ao sistema 

circulatório e a todas as regiões anatómicas individualizadas do sistema digestivo do 

choco, e foi ainda analisada a influência da alimentação/jejum na a diversidade e 

composição da microbiota. Na maior parte dos estudos que analisam a microbiota do 

trato digestivo e hemolinfa é comum agrupar as amostras em “pools”, dum individuo ou 
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de um grupo experimental. Esta estratégia não permite analisar o contributo de cada 

individuo, ou porção anatómica; na microbiota total. No entanto, neste trabalho, sendo o 

primeiro na área do microbioma digestivo de choco, analisaram-se as amostras 

individualmente por região anatómica. Uma das conclusões evidentes desta 

aproximação, é que se verificou que nem todos os indivíduos têm a mesma contribuição 

para a composição e diversidade global do microbioma. Foi identificado ainda um 

problema para analise dos dados, a escassez de estudos para comparação da microbiota 

nos cefalópodes, particularmente no choco. É por isso que os resultados aqui descritos 

são contextualizados na sua maior parte com estudos semelhantes em peixes. 

Os resultados de distribuição taxonómica obtidos na hemolinfa mostram que o 

microbioma fundamental foi constituído por dois grupos, ordem Burkholderiale 

(Proteobacteria) e família Mycoplasmataceae (Tenericutes). Adicionalmente, em todos 

os compartimentos individuais do trato digestivo o microbioma fundamental foi 

constituído exclusivamente da família Mycoplasmataceae, que surpreendentemente foi 

a única família presente em todas as amostras do ceco.  

Apesar de ter uma distribuição diferenciada e a sua distribuição ser diferente nas 

amostras analisadas, os membros da família Mycoplasmataceae são colonizadores 

prominentes tanto no trato digestivo e na hemolinfa do choco. Este resultado 

experimental concorda com dados anteriores de Roura et al. (2017) que realizaram um 

estudo da microbiota do trato digestivo do polvo (Octopus vulgaris) e comprovaram a 

existência extensa de Micoplasma em animais selvagens e em animais mantidos em 

cativeiro, embora com maior abundância nestes últimos. Os autores interpretam este 

dado experimental argumentando que este grupo de bactérias são oportunistas. Pela sua 

natureza saprófita a sua abundância no trato digestivo dos animais poderia estar 

relacionada com presença de restos de alimento vivo nos tanques de cultivo, que criaria 

condições favoráveis no tanque de cultivo para a sua proliferação. Por outro lado, ao 

analisarem o perfil da microbiota intestinal do salmão Atlântico Dehler et al. (2017) 

obtiveram resultados semelhantes. No entanto, os autores propõem que a presença de 

Mycoplasmataceae, pode ter importância para o ecossistema intestinal de salmonídeos, 
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que independentemente do estágio do ciclo de vida têm uma dependência nutricional de 

colesterol e outros esteróis, que podem ser fornecidos pelos membros da família 

Mycoplasmataceae.  

Os membros da família Mycoplasmataceae constituem um grupo de microrganismos 

encontrados no trato digestivo de diversos grupos de animais marinhos. Existe pouca 

informação sobre as suas funções putativas no hospedeiro, embora alguns estudos 

mostram existência de comensalismo (King et al., 2012; Green e  Barnes, 2010; Tanaka 

et al., 2004; Bano et al., 2007; Kellogg et al., 2009). 

As Burkholderiale, constituem o segundo grupo do microbioma fundamental na 

hemolinfa dos indivíduos amostrados antes da alimentação, que na microbiota total foi 

classificada até a família. As Burkholderiale são consideradas por incluírem espécies 

com um papel metabólico, especialmente na biodegradação de compostos aromáticos 

(Pérez-Pantoja et al., 2011). A diferença na atribuição da ordem (no microbioma 

fundamental) e família (no microbioma total) deve-se à restringência dos parâmetros 

atribuídos na análise bioinformática para a determinação do microbioma fundamental, 

em que foram consideradas todos os grupos presentes em todas as amostras e com uma 

frequência de até 5% ao nível da família. 

A família Vibrionaceae foi identificado na maioria das amostras do trato digestivo e 

hemolinfa. Os membros desta família são potencialmente patogénicos para os 

invertebrados marinhos (Zhao et al., 2012). No entanto, os animais amostrados estavam 

tanto quanto foi possível determinar, saudáveis e com boa capacidade de produção de 

gametas. A presença da família Vibrionaceae no microbioma de animais aparentemente 

saudáveis está provavelmente associado a dois aspetos: i) a estabilidade da microbiota 

rara na hemolinfa e no trato digestivo e uma potencial relação simbiótica com esta 

família para evitar a sua patogenicidade. Pode ser comprovado nos resultados deste 

trabalho, que em todas as amostras onde se verificou maior diversidade da microbiota 

rara foi encontrada menor presença de Micoplasmataceae; e ii) um sistema imunitário 

que potencialmente permita o choco contrariar a patogenicidade putativa dessas. O 

choco possui fatores humorais que incluem, principalmente, lectinas (aglutininas, 
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opsoninas) e mecanismos mediados por ação celular que permitem resistencia a certos 

microrganismos patogénicos. Possuem também fatores antimicrobianos (péptidos, 

fosfatases ácidas, lisozimas) e várias vias de sinalização, incluindo propenoloxidase 

(proPO) e cascatas proteolítica. A hemolinfa contém hemócitos que apresentam um 

papel fundamental com capacidade de fagocitar, encapsular e destruir partículas 

estranhas (Le Pabic et al., 2014, Gestal e  Castellanos-Martínez, 2015, Antunes et al., 

2010).  

Apesar da sua patogenicidade, alguns estudos têm demonstrado que algumas espécies 

da família Vibrionaceae podem desempenhar um papel importante nos seus 

hospedeiros. Assim por exemplo, Zhao et al, (2012) ao estudarem a microbiota no 

intestino do abalone (Haliotis diversicolor) comfirmaram que certas espécies de 

Vibrionaceae podem degradar polissacarídeos variados e afetar favoravelmente a 

microbiota intestinal, estimulando a atividade digestiva.  

A análise taxonómica mostrou que as amostras da hemolinfa e do trato digestivo, 

apresentaram grupos específicos. Na hemolinfa por exemplo foram encontrados os 

seguintes grupos: i) Pseudoalteromonadaceae, previamente associados à atividade 

antimicrobiana e um valor bioativo associado à secreção de compostos extracelulares 

nos bivalves, e têm um impacto na sobrevivência dos hemócitos (Defer et al., 2013; 

Zhao et al., 2012; Desric et al., 2013) e já foram identificadas nas ostras (Nathalie, 

2015); ii) Shewanelaceae foram incluídos como probióticos na aquacultura (Iehata et al, 

2013) e com função antimicrobiana (Grigioni et al., 2000); iii) Comamonadaceae, 

família associada à degradação de moléculas orgânicas, como aminoácidos, 

hidrocarbonetos poliaromáticos e compostos aromáticos (Kormas et al., 2014), que 

podem ser importantes para o metabolismo de moléculas orgânicas complexas e 

potencialmente tóxicas. A presença destas famílias pode estar relacionada ou ter algum 

envolvimento nos processos de resposta imunitária.  

No trato digestivo, os grupos específicos foram, Spirochaetaceae encontradas como 

microbiota rara no esófago e divertículo, e anteriormente classificadas no microbiota 

raro nas ostras e com aparente relação com a nutrição (Lokmer e  Wegner, 2015, 
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Lokmer et al, 2016). Apesar dessas diferenças, as Oxalobacteraceae, grupo da 

microbiota rara pertencente a ordem Burkholderiale foram encontradas na hemolinfa e 

em todos os compartimentos do trato digestivo, com exceção do ceco e intestino, 

acreditando-se ser um dos grupos mais importantes no choco, e Oceanospirillaceae foi 

o segundo grupo da microbiota rara mais destacado, encontrada na hemolinfa, 

estomago, intestino e esófago, trata-se de um grupo bacteriano que foi associado com a 

degradação heterotrófica de compostos orgânicos complexos nos invertebrados, com 

destaque para as poliquetas marinhas (Goffredi et al., 2005). 

A estimativa da diversidade determinada com base nos índices de diversidade de 

Shannon e Simpson recíproco ao nível da família, indicou que a maior diversidade nos 

compartimentos do trato digestivo foi verificada no esófago, seguindo-se no 

hepatopâncreas, e a menor diversidade foi detetada no ceco.  

O sistema circulatório dos vertebrados pode ser considerado “estéril”, ou seja, sem 

proliferação de microrganismos em animais saudáveis (Protigieter et al., 2015), Aqui, 

foram analisadas as amostras de hemolinfa de chocos aparentemente saudáveis. Foi 

interessante verificar maior diversidade e variabilidade de grupos bacterianos na 

hemolinfa que nos compartimentos do trato digestivo. A maior diversidade e 

variabilidade dos grupos bacterianos na hemolinfa, deve estar relacionada com o fato de 

ser um ambiente rico em nutrientes (Wang et al., 2014) e porque é na hemolinfa onde 

ocorrem respostas imunológicas e outros processos fisiológicos que podem ser 

desempenhados por um grupo diversificado de bactérias (Li et al., 2012; Zhang et al., 

2018; Gestal e  Castellanos-Martínez, 2015). Possivelmente, dada alta performance 

metabólica e do choco, é expectável que a comunidade bacteriana associada à 

hemolinfa, tenha um papel de fisiológico positivo. 

O comportamento alimentar, a ingesta e a própria digestão podem ser afetados por 

procedimentos experimentais e reequilíbrio do status normal pode ser alcançado a 

velocidades diferentes de individuo a individuo (Ponte et al., 2017). Neste trabalho foi 

por tanto analisada a diversidade e composição da microbiota dos indivíduos 

amostrados antes da alimentação. Foi interessante observar a existência de diferentes 
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padrões de diversidade entre os indivíduos: assim por exemplo o individuo 1 

apresentaram maior diversidade que o individuo 3 onde foi apenas identificada a família 

Micoplasmataceae. Esta falta de sincronia, será avaliada no futuro com um número 

maior de animais. Nesta primeira aproximação exploratória foi conscientemente 

utilizada a mínima quantidade possível de animais que permitia utilizar estatística 

paramétrica. Foi decidido respeitar os números mínimos por grupo experimental em 

prol do bem-estar animal e a aplicação do princípio das 3Rs.  

Esses resultados, mostram que, apesar dos animais serem submetidos as mesmas 

condições de cultivo, há uma diferença na distribuição dos táxones entre os indivíduos 

dum mesmo grupo experimental. Resultados semelhantes foram obtidos anteriormente 

por Fjellheim et al., (2011) quando analisaram a variação inter-individual na microbiota 

intestinal nas larvas de bacalhau-do-Atlântico (Gadus morhua L.). A interpretação dos 

autores foi que as diferenças entre individuos estão dependentes de fenómenos 

estocásticos, ou seja, dependem da chance que favorece as bactérias que estão no lugar 

certo no momento certo para entrar no habitat e proliferar. No entanto, falta confirmar 

se esta variabilidade de frequências taxonómicas pode ser explorada num contexto 

funcional. E ser usado como ferramenta de diagnóstico de status fisiológico. Confirmar, 

se de alguma maneira, esta variabilidade hemolinfática pode ser indicativo de stress, 

problemas de bem-estar ou simplesmente pode ser indicador de velocidades metabólicas 

diferentes entre indivíduos.  

Atualmente, algum esforço de investigação tem sido direcionado para a manipulação 

nutricional e modificação da microbiota do trato digestivo para atender as necessidades 

nutricionais da aquacultura, tentando manter a robustez e o bem-estar dos animais 

(Egerton et al., 2018). A maior dificuldade no cultivo em grande escala do choco, tem 

sido a inexistência de alternativas nutricionais e a aceitação de alimento inerte 

formulado por parte dos animais. Segundo Zhao et al., (2012) os alimentos formulados 

não só fornecem nutrientes essenciais para o crescimento e o desenvolvimento dos 

animais, também se deve alterar o ecossistema microbiano do trato digestivo do 

organismo hospedeiro, e esta alteração pode ser feita no sentido de favorecer a 
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microbiota rara (Troussellier et al., 2017). Em termos ecológicos (considerando o 

intestino como um sistema ecológico) a microbiota rara, pode de alguma maneira 

funcionar como barreira defensiva contra a instalação de grupos bacterianos puramente 

patogénicos.  

Os resultados da análise da influência da alimentação sobre a microbiota do choco 

indicaram que os animais amostrados antes da alimentação apresentaram maior 

diversidade quando comparados com os animais alimentados. Nota-se que, na 

hemolinfa, alguns grupos foram especificamente encontrados em animais amostrados 

depois da alimentação especificamente das famílias, Enterobacteriaceae, 

Alcanivoraceae, Moraxellaceae, esta observação pode indicar que a presença destas 

famílias forma parte da microbiota transiente, associada a partículas alimentares.  

4.2. Conclusão 

O presente estudo monstra a primeira caracterização do microbioma associado a regiões 

discretas do trato digestivo no choco e os resultados revelaram a existência de 

diversidade especifica de grupos bacterianos associado às diferentes regiões. Foi 

também caracterizado o microbioma na hemolinfa e surpreendentemente revelou-se a 

presença de grande diversidade bacteriana, maior que qualquer região do trato digestivo. 

Em todas as amostras o microbioma fundamental está constituído fundamentalmente 

pela família Mycoplasmataceae. No entanto na hemolinfa onde foi identificada a 

presença da ordem Burkholderales. Apesar de fazerem parte do microbioma raro, as 

famílias Oxalobacteraceae e Burkholderiaceae foram grupos encontrados na maior 

parte das amostras analisadas. 

Os resultados da análise individual revelaram a existência de diferenças na composição 

e diversidade da microbiota entre: i) os indivíduos nos mesmos compartimentos 

analisados; ii) diferentes compartimentos anatómicos no mesmo individuo. Esta 

informação teria sido perdida no caso de ter feio análise em pools totais do sistema 

gastrointestinal.  
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