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Resumo 

 

Devido à crescente procura por produtos provenientes de aquacultura, o setor tem dedicado 

especial atenção à otimização das suas taxas de produção. Neste contexto, são variadas as 

investigações direcionadas em melhorar o rendimento da produção das principais espécies 

produzidas em aquacultura, de forma a suprir a procura global. O crescimento dos organismos 

produzidos é uma das características economicamente mais relevantes deste setor, mas é 

também um processo complexo, dependente de vários fatores. Alguns estudos demonstraram 

que as interações entre o microbioma intestinal e o hospedeiro são cruciais na mediação do 

desenvolvimento, homeostasia e funcionalidade do indivíduo. A sua relevância levou a 

investigação no domínio da aquacultura a examinar e manipular as suas características, 

visando melhorar o bem-estar animal e o crescimento, permitindo que a indústria se torne 

mais eficiente e lucrativa. Embora tenham sido realizados numerosos estudos sobre este tema 

no ser humano e noutros vertebrados superiores, poucos estudos relacionaram o efeito do 

microbioma intestinal no crescimento dos peixes. Até à data, foram fornecidas informações 

pouco conclusivas sobre as suas características e como afetam o desenvolvimento individual. 

Para fornecer dados que possam ajudar a compreender o papel do microbioma intestinal na 

melhoria do crescimento, é necessário compreender as características inerentes do mesmo 

em teleósteos e estabelecer pontos de referência sobre a sua composição, para desenvolver 

ferramentas de seleção mais eficazes na produção aquícola. A microbiota intestinal sofre 

alterações ao longo do ciclo de vida da dourada (Sparus aurata). Este estudo identifica e 

compara a população bacteriana do microbioma intestinal em juvenis desta espécie. O 

objetivo é identificar as principais diferenças no microbioma entre os dois perfis de 

crescimento distintos. A microbiota intestinal da dourada correspondente ao perfil de 

crescimento rápido (FG) e crescimento lento (SG), foi analisada por meio de procedimentos 

padrão de isolamento e caracterizada em combinação com a análise da sequência do gene 

16S rRNA. As principais diferenças e semelhanças qualitativas, pertinentes ao microbioma 

intestinal entre os perfis de crescimento foram identificadas, assim como a abundância das 

populações bacterianas no epitélio intestinal, fornecendo resultados que apoiam a evidência 

científica de que existem padrões bacterianos associados a diferentes perfis de crescimento. 

 

 

Palavras-chave: aquacultura, dourada, crescimento, microbioma intestinal  
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Abstract 

 

Due to the growing demand for aquaculture products, the sector has devoted special attention 

to optimizing its production rates. In this context, various research efforts have been directed 

towards improving the production yield of the main species produced in aquaculture to meet 

global demand. The growth of farmed organisms is one of the most economically significant 

characteristics of this sector, yet it is also a complex process, dependent on several factors. 

Some studies have demonstrated that the interactions between the intestinal microbiome and 

the host are crucial in mediating development, homeostasis, and individual functionality. Its 

relevance has led aquaculture research to examine and manipulate its characteristics, aiming 

to improve animal welfare and growth, thereby allowing the industry to become more efficient 

and profitable. Although numerous studies have been conducted on this topic in humans and 

other higher vertebrates, few have explored the effect of the intestinal microbiome on fish 

growth. To date, little conclusive information has been provided regarding its characteristics 

and how they affect individual development. To provide data that may help understand the role 

of the intestinal microbiome in enhancing growth, it is necessary to comprehend its inherent 

characteristics in teleost fish and establish reference points for its composition, to develop 

more effective selection tools in aquaculture production. The intestinal microbiota undergoes 

changes throughout the life cycle of gilthead seabream (Sparus aurata). This study identifies 

and compares the bacterial population of the intestinal microbiome in juveniles of this species. 

The goal is to identify the main differences in the microbiome between two distinct growth 

profiles. The intestinal microbiota of gilthead seabream corresponding to the fast growth (FG) 

and slow growth (SG) profiles was analyzed using standard isolation procedures and 

characterized in combination with 16S rRNA gene sequence analysis. The main qualitative 

differences and similarities relevant to the intestinal microbiome between the growth profiles 

were identified, as well as the abundance of bacterial populations in the intestinal epithelium, 

providing results that support scientific evidence of bacterial patterns associated with different 

growth profiles. 

 

Keywords: aquaculture, sea bream, growth, gut microbiome  
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Descrição da Casuística de estágio 

O contexto deste estágio curricular, autorizado pelo Doutor Pedro Pousão-Ferreira, 

investigador responsável pela Estação Piloto de Piscicultura de Olhão (EPPO), pertencente 

ao instituto Português do mar e da atmostera (IPMA), e decorreu entre 10 de outubro de 2022 

a 31 de março de 2023. Durante este período, foi concedida a responsabilidade de executar 

diversas atividades essenciais para a manutenção e operação regular da estação, bem como 

para a execução do estudo inerente a esta dissertação. No início do estágio, o autor foi 

apresentado às diferentes instalações e às normas operacionais que regem as atividades da 

EPPO, garantindo o seu funcionamento adequado. 

Participou em diversas formações realizadas nas instalações do IPMA. Entre estas, 

destaco o curso "Sistema Multi-trófico” Integrado semi-intensivo em tanques de terra (IMTA)", 

facultado pelo projeto AQUA&AMBI, que contribuiu significativamente para o enriquecimento 

de conhecimentos adquiridos. A maior parte do tempo foi dedicada ao estudo sugerido pelos 

orientadores, em que o foco principal das atividades realizadas, permitiu aprofundar o 

conhecimento sobre os fatores que modulam o microbioma intestinal em peixes, assim como 

a sua associação com o desenvolvimento dos mesmos, devido à sua importância e relevância 

na investigação em aquacultura.  

De entre as atividades inerentes ao estudo neste local, compreendem-se: 

amostragens biométricas, maneio das condições experimentais, registos diários de alimento 

fornecido, registos da saturação de oxigénio na água, registos de temperatura e de 

mortalidade. Em relação à componente laboratorial que diz respeito a este estudo, foi 

realizada pelo autor toda a extração de DNA referente ás 60 amostras analisadas, assim como 

a leitura da absorvância de cada amostra. Com base na literatura científica e no conhecimento 

adquirido ao longo do curso em Medicina veterinária, foram estudadas e discriminadas a 

diferentes níveis taxonómicos, os mecanismos funcionais de todos os microrganismos 

bacterianos de interesse, responsáveis por provocar ação benéfica e/ou patogénica no 

microbioma intestinal (10 filos / 100 géneros / 35 espécies). 

Foram compreendidas as ferramentas e métodos necessários para avaliação e 

identificação das comunidades bacterianas presentes no microbioma intestinal, cuja análise 

bioinformática e sequenciação genética foi executada pela empresa contratada, NovoGene. 

Ainda durante o período de estágio curricular, foi possível ao autor estar envolvido noutros 

departamentos integrados nesta instituição. Entre estes, o laboratório de patologia, que 

providenciou conhecimentos à cerca da patofisiologia, planeamento profilático e terapêutico 
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sobre os principais microrganismos aqui estudados, como por exemplo o Amyloodinium. Na 

cadeia de alimentação, foram retidos conhecimentos relacionados com as necessidades 

nutricionais requeridas pelas espécies aqui produzidas, tendo em conta o seu 

desenvolvimento, desde a fase larvar até à maturidade.  

 

Gráfico 1. Distribuição das atividades gerais realizadas durante o período de estágio. 

 

Gráfico 2. Distribuição das atividades relacionadas com o estudo durante o período de estágio. 
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I Introdução 

1. A produção em Aquacultura 

 

A produção proveniente da aquacultura, da exploração de pescado selvagem e as 

importações e exportações que delas derivam, determinam a distribuição de alimentos de 

origem aquática às populações (Jennings et al., 2016). Face ao aumento da procura e 

consumo de peixe, que acarretam problemas como a sobre-exploração e a estagnação da 

pesca, principalmente pela redução exponencial dos stocks de pescado selvagem (Piazzon 

et al., 2019), o abastecimento sustentável de alimentos é cada vez mais reconhecido como 

uma das questões ambientais mais desafiantes (Henriksson et al., 2021). Surgem agora 

novos desafios como a manutenção da segurança alimentar, alcançada quando o 

abastecimento alimentar é suficiente, seguro e sustentável, de forma a proporcionar 

benefícios nutricionais e apresentar riscos mínimos para a saúde, visando fornecer alimentos 

não só agora mas também para as gerações futuras (Jennings et al., 2016). 

A produção de animais e plantas aquáticas, tem registado um crescimento 

exponencial nos últimos anos. Em 2020 a produção aquícola mundial atingiu um recorde de 

122,6 milhões de toneladas, incluindo 87,5 milhões de toneladas de animais aquáticos no 

valor de 264,8 mil milhões de dólares e 35,1 milhões de toneladas de algas no valor de 16,5 

mil milhões de dólares. É evidente o contínuo crescimento da aquacultura, segundo os dados 

mais recentes (FAO, 2022) este setor contribuiu com 49% da produção total de animais 

aquáticos (88 milhões de toneladas), comparativamente à contribuição de 51% proveniente 

da pesca de captura (90 milhões de toneladas).  

Embora a produção do sector da pesca de captura tenha atingido um patamar com 

muitas unidades populacionais totalmente exploradas ou sobre exploradas, o crescimento 

contínuo do sector da aquacultura será necessário para satisfazer a crescente procura 

mundial de alimentos. Neste contexto, a investigação em aquacultura surge como ferramenta 

essencial da crescente compreensão sobre dados que possam ser úteis à segurança 

alimentar, à qualidade nutricional e a um maior conhecimento sobre o desenvolvimento e 

potencialização de um crescimento mais rápido, para o abastecimento alimentar mundial 

(Piazzon et al., 2019).  

Apesar da maioria dos  sistemas de aquacultura sofrerem de grandes lacunas a nível 

do seu desempenho, são cada vez mais as intervenções e investimentos direcionados a 

aumentar significativamente a produção deste setor (Henriksson et al., 2021). Para reduzir os 

custos de produção, são frequentemente implementados métodos intensivos, em que os 

peixes são mantidos em altas densidades e alimentados com dietas formuladas. Estas 
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práticas têm apresentado uma série de problemas, incluindo o aumento da incidência de 

doenças, levando a um crescimento deficiente, baixa produtividade e custos elevados em 

tratamento (Lafferty et al., 2015).  

Ultrapassar estas barreiras é fundamental para estabelecer um crescimento 

sustentável neste setor, que assenta atualmente na manipulação de parâmetros como a dieta, 

as condições ambientais e as características genéticas, para melhorar o rendimento da sua 

produção. Durante a última década, a produção proveniente de aquacultura tem sido cada 

vez mais reconhecida pela sua contribuição fundamental em satisfazer a procura de alimentos 

para a população mundial, que atingirá cerca de 10 mil milhões de pessoas em 2050. Além 

dos requisitos de segurança alimentar e qualidade nutricional exigidos, potenciar e uniformizar 

o desenvolvimento das principais espécies produzidas em aquacultura, como a dourada 

(Sparus aurata), tem sido fundamental para o crescimento desta indústria (FAO, 2022). 

 O crescimento dos peixes é um processo multifacetado que está diretamente 

associado à sua genética, à qualidade e disponibilidade dos alimentos assim como às 

condições ambientais circundantes (Hamre et al., 2014). Na produção de dourada, existem 

frequentemente diferenças significativas de crescimento entre indivíduos no mesmo lote de 

produção, sob as mesmas condições de maneio. Stephens et al., (2016) descrevem que as 

associações resultantes entre os animais e os microrganismos que os colonizam, têm um 

impacto profundo na maturação dos seus tecidos e na função dos órgãos na fase adulta. Em 

particular, o desenvolvimento do trato digestivo dos vertebrados, que alberga a grande maioria 

do microbioma do organismo, é em grande parte influenciado pela presença e composição do 

microbioma intestinal (Bates et al., 2006; Semova et al., 2012).  

 Devido à atual recessão económica e à flutuação do mercado da dourada, a 

otimização da sua produção em aquacultura e a redução dos custos inerentes, surgem como 

necessidade para melhorar a rentabilidade da sua exploração (Parma et al., 2016). 

Recentemente surgiram novas perspetivas que visam potenciar o desenvolvimento animal e 

consequentemente a produtividade dos sistemas de aquacultura. A relevância do 

conhecimento acerca das funções em que o microbioma pode intervir no ser humano 

(desenvolvimento do indivíduo, imunidade, nutrição), foi determinante para impulsionar a sua 

investigação no domínio da produção animal, nomeadamente em aquacultura (Furusawa et 

al., 2013). Ao longo dos últimos anos aumentaram o número de investigações que se tem 

dedicado a estudar o microbioma intestinal dos animais, proporcionando uma nova 

compreensão biológica das funções do intestino e dos microrganismos que nele residem 

(Jandhyala et al., 2015; Sekirov et al., 2010).  

Hoje, sabe-se que o microbioma intestinal dos teleósteos (peixes ósseos), tal como 

noutros vertebrados, desempenha um papel determinante na homeostasia e no 
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desenvolvimento do hospedeiro, sendo influenciado por alguns fatores endógenos e 

exógenos que podem intervir na composição do mesmo (Dehler et al., 2017; J. Li et al., 2014; 

Piazzon et al., 2019; Rawls et al., 2004; Stephens et al., 2016). Para que haja a inclusão dos 

conhecimentos adquiridos sobre o microbioma dos peixes na sua produção em aquacultura, 

a sua compreensão deve basear-se nas interações entre as comunidades de microrganismos 

e o hospedeiro, nos seus genomas e nas condições ambientais que os envolvem (Marchesi 

& Ravel, 2015). 

 

2. Dourada 

 

Conhecida pela comunidade científica de investigação em aquacultura, a dourada é 

uma espécie do género Sparus que deu o nome a toda a família dos Sparídeos. Pertence à 

superclasse dos peixes de barbatanas raiadas, Actinopterygii, à classe dos Osteichthyes e à 

ordem dos Perciformes (Yúfera et al., 2011). É das principais espécies de maior interesse 

económico na bacia mediterrânica e a terceira espécie de maior relevância a ser produzida 

na Europa (Mongile et al., 2014; Piazzon et al., 2019). Atualmente, a dourada pode ser 

cultivada de forma extensiva, semi-intensiva ou intensiva, cada uma caracterizada por níveis 

crescentes de controlo humano sobre o sistema de cultivo.  

Os Sparidae são uma família cosmopolita e os peixes esparídeos podem ser 

encontrados e reproduzidos em mares temperados e tropicais por todo o mundo, a maioria 

dos membros desta família são hermafroditas sequenciais ou protândricos, como a dourada. 

Este peixe é um hermafrodita protândrico sequencial, desenvolve-se primeiro como macho e 

nos ciclos seguintes (dependendo de fatores ambientais, crescimento e dieta) pode alterar o 

seu morfismo sexual através do desenvolvimento dos seus órgãos sexuais. Os peixes desta 

família têm uma época de desova longa, que varia entre 60 e 150 dias, e desovam diariamente 

ou de forma muito cíclica (Dimitroglou et al., 2011; Mylonas et al., 2011). 
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Figura 1. Espécie em estudo, dourada (Sparus aurata), proveniente da Estação Piloto de 

Piscicultura de Olhão (EPPO). Original do autor. 

 

3. Microbioma  

 

Apesar do conhecimento adquirido acerca da relação entre o Homem e os 

microrganismos que o colonizam, e embora compreendida em muitos sistemas de 

vertebrados, até à data, a nossa compreensão da comunidade bacteriana intestinal 

em teleósteos e do seu significado funcional está muito aquém do necessário 

(Llewellyn et al., 2016). É importante que os estudos sobre este tema forneçam uma 

base com evidência científica, pois a sua compreensão é cada vez mais necessária 

para identificar fenótipos favoráveis e disbióticos (ou patogénicos), para o 

desenvolvimento de estratégias eficazes de manipulação das comunidades 

microbianas do trato gastrointestinal, de forma a promover e maximizar o estado de 

saúde do hospedeiro, otimizando o seu crescimento (Legrand et al., 2018; Romero et 

al., 2014). 

Os microrganismos são a forma de vida predominante que habita o planeta, 

mas apesar da sua diversidade, continuam a ser dos organismos menos 

caracterizados, com potencialmente mais de 99% ainda por se descobrir (Locey & 

Lennon, 2016; Z. Zhou, 2003). Embora as bactérias sejam ubíquas em todos os 
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habitats terrestres que sustentam a vida, é observada uma diversidade significativa 

das comunidades bacterianas em diferentes tipos de ambientes (Sullam et al., 2012). 

Os peixes tiveram origem há mais de 600 milhões de anos e incluem quase metade 

de todos os vertebrados existentes (Nelson, 2006), tal como o Homem, adquiriram 

meios para se desenvolver e subsistirem, com recurso a interações dinâmicas com os 

microrganismos que residem nos seus tecidos, durante todo o seu ciclo de vida (Rawls 

et al., 2004). A relação complexa entre o hospedeiro e a comunidade de 

microrganismos que habitam diferentes epitélios do seu organismo, em que as 

superfícies e cavidades interagem com o ambiente, é denominada de microbioma. 

3.1 Microbioma do trato digestivo 

Particularmente, a colonização do intestino em animais não-mamíferos, 

como os peixes, começa na fase larvar, aquando a abertura da boca (Cicala et al., 

2020; Grisez et al., 1997). Atualmente reconhece-se que as bactérias pioneiras na 

sua colonização são específicas para cada espécie, determinadas principalmente pela 

forma como as suas glicoproteínas se ligam à superfície do ovo e pela diversidade 

das comunidades microbiológicas presentes no ambiente circundante. As bactérias 

associadas ao córion, que as larvas estéreis integram ao eclodirem, são as primeiras 

a colonizar o trato gastrointestinal (TGI) em desenvolvimento (A. M. . Larsen, 2014). 

Desta forma, os microrganismos do córion, da água e do alimento interagem com o 

epitélio intestinal, que se encontra intimamente ligado à absorção de nutrientes e 

influencia uma vasta gama de processos biológicos do hospedeiro (Sundh & Sundell, 

2015). 

 Os peixes incorporam no seu organismo comunidades microbianas 

provenientes do ambiente circundante, ao longo de todo o ciclo de vida, que se 

diferenciam entre a microbiota residente (autóctone), que coloniza a superfície da 

mucosa do trato digestivo, e a microbiota transitória (alóctone) associada à digesta 

(Lowrey et al., 2015; Ringø et al., 2016). A microbiota autóctone está mais associada 

ao tecido epitelial, onde se torna intimamente ligada às células do hospedeiro, sendo 

em grande parte influenciada pelo genótipo do mesmo (Banerjee & Ray, 2017; Kim et 

al., 2007; Rawls et al., 2006; Roeselers et al., 2011).  

Assim, o conceito de microbioma intestinal consiste num constante equilíbrio 

de relações simbióticas, que reúnem especialização metabólica e complementaridade, 

onde se incluem todas as interações estabelecidas entre hospedeiro, o TGI, os 

microrganismos presentes e toda a informação genética correspondente. Estas 

funções especializadas contribuem para o desempenho da absorção nutricional, para 
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o desempenho imunológico de proteção contra agentes patogénicos entre outras 

funções fisiológicas como o desenvolvimento adequado e sobrevivência dos indivíduos 

(Merrifield & Rodiles, 2015). 

As bactérias representam o grupo predominante da microbiota intestinal dos 

peixes, prosperam no epitélio da mucosa, estimando-se que os peixes possam 

albergar até 1011  bactérias por cada grama de conteúdo intestinal. De entre os 

colonizadores mais prevalentes incluem-se bactérias aeróbias, anaeróbias 

facultativas e anaeróbias (Llewellyn et al., 2014; Nayak, 2010). Os principais agentes 

bacterianos representados na microbiota dos peixes pertencem aos filos 

Proteobacteria, Fusobacteria, Firmicutes, Bacteroidota e Actinobacteria, sendo mais 

representativos os filos Proteobacteria, Firmicutes e Bacteroidota que constituem 

frequentemente até 90% da microbiota intestinal (Ghanbari et al., 2015; Ingerslev et 

al., 2014; H. Liu et al., 2016).  

A adaptação recorrente por parte do peixe, é exigida face às alterações da 

composição bacteriana que ocorrem ao longo de todo o seu ciclo de vida. O 

microbioma intestinal é influenciado por diversos fatores, compreendidos em três 

categorias principais: a dieta, as características ambientais e o próprio hospedeiro. 

Deste modo, fatores como as preferências alimentares, o habitat (localização 

geográfica), o estado de cativeiro, o stress ambiental, o uso de antibióticos ou outros 

fármacos recorrentes em aquacultura, a sazonalidade, a salinidade, a temperatura, a 

oxigenação, o pH entre outros parâmetros físico-químicos da água, são cruciais para 

a saúde dos peixes e podem desencadear desequilíbrios no microbioma, afetando o 

desenvolvimento do indivíduo (Egerton et al., 2018; Piazzon et al., 2019; Sullam et al., 

2012). 

Foi demonstrado que o microbioma pode ser potencialmente moldado por 

fatores específicos relacionados com o hospedeiro, tais como, a filogenia, o sexo, a 

idade, a fase de desenvolvimento, o nível trófico e o genótipo (Givens et al., 2015; A. 

M. Larsen et al., 2014; J. Li et al., 2014; X. Li et al., 2017; Miyake et al., 2015; Navarrete 

et al., 2012; C. C. R. Smith et al., 2015; Star et al., 2013), que influenciam a composição 

microbiana e desempenham um papel na pressão seletiva que determina quais as 

bactérias que habitam as diferentes regiões do intestino. No intestino dos peixes, as 

bactérias podem desempenhar um papel fundamental na digestão dos alimentos, 

produzir aminoácidos, fornecer nutrientes e apoiar a imunomodulação, por exemplo, 

através da secreção de compostos que ajudam a evitar a colonização de agentes 
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patogénicos. No entanto, o seu papel exato e a extensão dos seus benefícios são em 

grande parte indefinidos (Austin, 2006; Nayak, 2010).  

Apesar das lacunas ainda por preencher no conhecimento científico, sabe-se 

que o microbioma presente em todo o organismo, nomeadamente nos sistemas 

gastrointestinais de peixes teleósteos, desempenha não apenas um papel na digestão, 

mas também exerce uma influência significativa nos processos de nutrição, 

crescimento, reprodução, no sistema imunológico e na suscetibilidade do hospedeiro 

a doenças (Romero et al., 2014). As bactérias patogénicas ou disbióticas também 

podem ser detetadas no microbioma intestinal e juntamente com as bactérias não 

patogénicas, são úteis para compreender o estado de saúde e de desenvolvimento 

dos peixes, bem como da qualidade das condições ambientais que os envolvem 

(Merrifield & Rodiles, 2015).  

3.2 Propriedades funcionais da microbiota intestinal em peixes 

Nos últimos anos, foram efetuadas várias investigações para explorar a 

composição bacteriana no microbioma dos peixes com diferentes hábitos alimentares, 

tais como herbívoros, carnívoros e omnívoros. O hospedeiro e os simbiontes 

intestinais têm uma associação estreita, na qual os simbiontes melhoram a imunidade 

e a função fisiológica do hospedeiro. Esta relação, que pode ser mutualista, 

comensalista ou parasitária, é conhecida como simbiose (Lowrey et al., 2015). As 

bactérias autóctones aderentes à mucosa têm um impacto no metabolismo e na 

absorção de nutrientes no intestino, desempenhando papéis fisiologicamente 

importantes, que influenciam processos metabólicos como a digestão de hidratos de 

carbono complexos, de proteínas  e a regulação do armazenamento de gordura 

(Bäckhed et al., 2004; Oliva-Teles, 2012; Turnbaugh et al., 2006).  

A utilização de hidratos de carbono varia entre diferentes espécies de peixes: 

omnívoros e herbívoros toleram níveis mais elevados de hidratos de carbono na dieta 

em comparação com os carnívoros. Em muitas espécies de peixes marinhos, que são 

predominantemente carnívoras, como a dourada, é fundamental a ação das enzimas 

responsáveis pela digestão essencialmente de proteínas, no desempenho dos 

processos digestivo e de absorção (Oliva-Teles, 2012). Na produção em aquacultura, 

espécies como a dourada são frequentemente alimentadas com dietas à base de 

farinha de peixe e de alguns componentes vegetais. Para que o processo digestivo 

não careça de aporte nutricional ao hospedeiro, é fundamental a ação dos 

microrganismos intestinais produtores de enzimas digestivas como lipases, amilases, 

proteases e celulases (S. Liu et al., 2020; Niu et al., 2019), que geram metabolitos 
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benéficos, entre estes, aminoácidos, ácidos gordos insaturados, ácidos gordos de 

cadeia curta (AGCCs) e vitaminas, que permitem a utilização de diversos componentes 

dietéticos, especialmente aqueles que seriam indigestos (Hao & Lee, 2004).  

A capacidade probiótica de metabolitos como AGCCs demonstra ter vários 

efeitos benéficos na saúde animal, entre os quais: melhorar a obtenção de energia por 

parte do hospedeiro, qualidades anti-inflamatórias, fortalecimento da barreira epitelial 

e resistência a doenças (Piazzon et al., 2017). Como principais AGCCs com 

propriedades que impulsionam a biodisponibilidade nutricional, destaca-se o 

proprionato, o acetato, o lactato e especialmente o butirato, que é rapidamente 

absorvido pelos enterócitos, onde reforça a barreira intestinal através da modulação 

das proteínas da junção estreita e atua como fonte de energia (Donohoe et al., 2011; 

Peng et al., 2009). Além disso, a suplementação com probióticos na dieta pode alongar 

e alargar as vilosidades intestinais, bem como as microvilosidades de peixes em 

desenvolvimento, como os juvenis (S. Liu et al., 2020; Niu et al., 2019). Adicionalmente, 

a integridade da barreira intestinal é progressivamente melhorada durante o 

desenvolvimento intestinal, com auxílio das junções apertadas intestinais (TJ) e da 

produção muco. 

Algumas bactérias apresentam patogenicidade e são capazes de danificar o 

epitélio intestinal (Salinas et al., 2008). A integridade intestinal danificada, causada 

pelo desequilíbrio da simbiose entre o hospedeiro, o intestino e a infeção por agentes 

patogénicos, pode prejudicar o desenvolvimento dos peixes. Por outro lado, os efeitos 

negativos causados pelas fontes de proteínas de origem vegetal, nomeadamente a 

resposta inflamatória intestinal intensa, que pode destruir o epitélio intestinal, resulta 

num desenvolvimento intestinal deficiente. Consequentemente, muitos estudos têm-

se centrado na exploração de aditivos funcionais, como a suplementação dietética com 

alguns microrganismos inoculados, que contrariem estes efeitos adversos e moldem 

positivamente o microbioma (Bakke-McKellep et al., 2007; Y. Liu et al., 2018). 
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Figura 2. Fluxograma dos fatores envolvidos na modulação do microbioma intestinal em teleósteos. 

Original do autor. 

 

3.3 Ferramentas de análise ou analíticas 

Atualmente, o microbioma intestinal é reconhecido como um "órgão 

adicional”, por intervir no desenvolvimento, na homeostasia, na supressão de agentes 

patogénicos, entre outras características fisiologicamente cruciais de todos os 

vertebrados (Dhanasiri et al., 2011). Apesar do recente interesse inerente às 

potencialidades da investigação sobre o microbioma intestinal dos peixes, os primeiros 

esforços para compreender algumas das suas características remontam à primeira 

metade do século XX, publicados a partir do final da década de 1920 (GIBBONS, 1933; 

REED & SPENCE, 1929). Até esta década a abordagem geral era baseada na 
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utilização de métodos convencionais dependentes de cultura (Ringø & Gatesoupe, 

1998), no entanto, em todos os estudos apresentados foi descrita uma representação 

bastante restrita das comunidades microbianas do trato gastrointestinal dos peixes, 

tendo sido relatada de baixa cultivabilidade (Schulze et al., 2006).  

Estes métodos convencionais consomem muito tempo e não são exatos 

quanto à identificação dos microrganismos isolados (Spanggaard et al., 2000). 

Diversos estudos concluíram que as técnicas dependentes de cultura possuem uma 

sensibilidade duvidosa e que  apenas permitem identificar uma fração limitada das 

comunidades presentes (Lan & Love, 2012; A. Larsen et al., 2013). Mais recentemente, 

foram aplicados métodos independentes de cultura ao estudo das comunidades 

microbianas que colonizam o trato gastrointestinal, o que permitiu uma melhor 

compreensão do microbioma dos peixes, fornecendo resultados mais rápidos e novos 

conhecimentos de alta resolução sobre a estrutura e a diversidade das comunidades 

microbianas, substituindo as técnicas dependentes de cultura, utilizadas até então 

para identificar os microrganismos presentes no intestino ou noutros tecidos (Ghanbari 

et al., 2015). 

Diferentes estratégias são comuns na caracterização de comunidades 

microbianas através de métodos independentes de cultura, como a hibridação in situ 

por fluorescência (FISH), dirigida a regiões específicas do RNA ribossómico (rRNA) 

(Del’Duca et al., 2013). Outras técnicas também têm sido empregues para comparar a 

diversidade bacteriana em comunidades que colonizam o trato gastrointestinal dos 

peixes, como o método de impressão digital de DNA (Fjellheim et al., 2012; A. M. 

Larsen et al., 2015). Estas metodologias destacam-se pela sua celeridade, custo 

moderado e capacidade para análises de média a elevada escala. Contudo, importa 

sublinhar que, em grande parte, os resultados obtidos por estes métodos são 

predominantemente qualitativos, proporcionando perceções acerca da complexidade 

das comunidades mais destacadas, sem, contudo, detalhar os membros 

compreendidos a diferentes níveis taxonómicos (Z. Zhou et al., 2009). 

Para se obter uma visão abrangente e independente da diversidade numa 

amostra, recorre-se à sequenciação do gene bacteriano 16S rRNA. Esta técnica 

tornou-se uma ferramenta precisa e rotineira na identificação bacteriana (Rosselló-

Mora, 2005). Inicialmente, foram criadas bibliotecas de clones 16S, seguidas pela 

sequenciação individual destes clones (Clements et al., 2007; S. Wu et al., 2010), 

embora seja muito exata em termos de qualidade da sequência, a sequenciação de 

centenas de clones individuais é dispendiosa e demorada, limitando a aplicabilidade 
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deste método. Atualmente opta-se pela transição da metodologia baseada em Sanger 

para as tecnologias emergentes de DNA, especificamente, a sequenciação de nova 

geração (NGS). Esta transição possibilita, atualmente, a obtenção de conjuntos de 

dados metagenómicos abrangentes, com uma redução nos custos por megabase de 

sequência de DNA (Mardis, 2011). 

O avanço nas técnicas de meta sequenciação microbiana sem cultura 

significa que as comunidades bacterianas podem ser caracterizadas em pormenor 

sem precedentes (Llewellyn et al., 2016). A sequenciação NGS, com base em 

genomas representativos e genes característicos, como o 16S (rRNA), tem 

impulsionado uma variedade de estudos destinados a caracterizar minuciosamente as 

comunidades presentes em diversos ambientes, com uma abordagem mais rigorosa e 

precisa (Bolnick et al., 2014; A. M. . Larsen, 2014). No entanto, as análises de gene 

16S rRNA só podem avaliar a composição filogenética de uma amostra e não fornecem 

informações diretas sobre suas capacidades funcionais. A análise metagenómica em 

larga escala pode aumentar o conteúdo informativo da amostra gerada, não apenas, 

determinando a abundância relativa de todos os genes, mas também fornece uma 

descrição do potencial funcional de cada comunidade. Comparada aos métodos 

baseados em genes característicos, esta técnica oferece uma descrição mais 

abrangente do que as pesquisas filogenéticas (Vaishampayan et al., 2010). 

Os avanços na tecnologia de sequenciação colocaram-na na vanguarda da 

investigação, remodelando a abordagem das questões inerentes ao genoma. Em 

consequência, o papel crucial da bioinformática contribui especialmente para a análise 

e interpretação de dados. Estas capacidades avançadas de sequenciação não só 

inspiraram novas áreas de investigação, mas também resolveram questões cruciais 

sobre a regulação e variabilidade genómica, introduzindo práticas inovadoras na 

investigação (Mardis, 2011). Desde o aparecimento das novas tecnologias de 

sequenciação, foram bastantes os estudos efetuados sobre o microbioma intestinal 

dos peixes. A nova tecnologia de sequenciação e a análise bioinformática 

ultrapassaram as limitações das tecnologias anteriores e tornaram mais simples o 

estudo exaustivo do microbioma de várias espécies produzidas em aquacultura 

(Austin, 2006; van Kessel et al., 2011).  

As comunidades microbianas apresentam grandes variações intra e 

interespecíficas. No que se refere à compreensão estrutural e funcional do microbioma 

intestinal, é importante ter em conta que este também sofre variações dentro do 

mesmo indivíduo, em diferentes partes do intestino (Piazzon et al., 2019). Além destes, 
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existem outros fatores fundamentais que tem de ser equacionados aquando o 

delineamento do estudo, inerentes às características ambientais e nutricionais, 

possíveis de serem controladas. Inclusive é preciso ter em conta a técnica de extração 

de DNA e os métodos de avaliação das comunidades, entre os quais se destacam: 

pirosequenciação, sequenciação Illumina e PCR-DGGE, que têm impacto nos 

resultados deste tipo de estudos (Piazzon et al., 2017). Todas estas fontes de variação 

dificultam o estabelecimento de um microbioma de referência, o que realça a 

importância dos estudos realizados comunicarem todos os pormenores inerentes à 

sua configuração experimental. 

Com base na literatura descrita, foi possível compreender que o 

conhecimento atual sobre a influência bacteriana que reside no trato digestivo dos 

peixes, no seu processo de desenvolvimento, está muito aquém do seu potencial. 

Além das propriedades benéficas que estes microrganismos apresentam, é preciso ter 

em conta os mecanismos patogénicos e qual a relação entre a sua abundância e os 

efeitos resultantes no hospedeiro. Neste contexto, este estudo foi delineado de forma 

a elucidar parte da resposta à questão “será a performance de crescimento o fator 

etiológico das características do microbioma intestinal ou vice-versa?”. A análise desta 

investigação foi comparada com as de outros estudos, de forma a ser possível 

compreender a relevância biofuncional dos resultados obtidos e auxiliar futuras 

investigações no desenvolvimento de ferramentas de seleção capazes de promover e 

uniformizar o crescimento e bem-estar das populações produzidas em aquacultura.  

 

II Materiais e métodos  

 

1. Material biológico e características do estudo  

 

Para o presente estudo foram obtidos juvenis de dourada (Sparus aurata), 

provenientes da mesma geração, de desova natural em cativeiro. Todo o ensaio 

decorreu nas instalações da Estação Piloto de Piscicultura de Olhão (EPPO), 

pertencentes ao Instituto Português do Mar e da Atmosfera, Portugal (37∘02′ N, 7∘49′ 

W). Diariamente, foram executadas as tarefas protocoladas, compreendendo 

medições precisas e registos sistemáticos da temperatura, saturação de oxigénio na 

água e quantidade de alimento fornecido. Foram realizados ajustes criteriosos no 

caudal de entrada da água, influenciando diretamente a taxa de renovação dos 
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tanques. Procedeu-se a purgas regulares, remoção dos animais mortos e, mediante 

uma inspeção visual detalhada, aliada ao uso de utensílios de limpeza específicos, 

implementaram-se os procedimentos de higiene em cada tanque, de forma 

protocolada. O período experimental teve a duração de 102 dias, dirigido em 

conformidade com as normas de sanidade e bem-estar animal. Este compromisso foi 

mantido desde a preparação das instalações até à execução do estudo e colheita das 

amostras necessárias para a obtenção dos dados, garantindo assim a integridade e 

validade científica do processo.  

 

2. Desenho experimental  

 

Os juvenis de dourada (Sparus aurata) foram introduzidos num tanque 

exterior de 18 000 litros (L), onde foram mantidos para se aclimatizarem sob condições 

controladas de luz, temperatura, oxigenação e alimentação até serem triados. O 

projeto experimental teve início (T0) com 2250 peixes, respeitando a mesma 

densidade de 7 kg/m³ por tanque, após terem sido transferidos e distribuídos 

aleatoriamente por 3 tanques de 1.500 L, com sistema de circulação aberto. O ensaio 

foi conduzido sob um fotoperíodo de 12 horas de luz seguidas por 12 horas de 

escuridão. Os peixes foram alimentados manualmente, ad libitum, em 4 refeições 

diárias, intuito de suprir os requisitos diários de saciedade. Para prevenir a perda de 

exemplares através do fluxo de saída, foi aplicada uma malha filtrante durante toda a 

duração do ensaio. A temperatura da água variou entre 22 ± 2 °C, o oxigénio dissolvido 

manteve-se a 7 ± 2 mg/lˉ¹, a taxa de renovação da água por tanque foi de 120%/h 

durante todo o ensaio, calculada para facilitar as tarefas de limpeza protocoladas 

assim como a remoção dos detritos produzidos, o que consequentemente garantiu a 

manutenção da qualidade da água durante todo o ensaio. Previamente ao estudo, 

efetuou-se uma amostragem biométrica a 315 peixes (105 por tanque) de forma a 

confirmar que a distribuição aleatória, dos indivíduos em cada tanque, respeitava a 

densidade estabelecida.  

Em T0, foram distribuídos 750 peixes aleatoriamente por 3 tanques, em que 

apenas os peixes com peso médio (14g e desvio padrão de ± 1,8 g) foram 

selecionados. Durante o ensaio os peixes foram desdobrados 3 vezes. O primeiro 

desdobramento (T1), da população presente em cada tanque (L1, L2 e L3), ocorreu 

assim que a média do peso em todos os tanques tenha triplicado em relação ao valor 
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inicial, ou seja 25 dias após o início experimental. Esta componente do ensaio 

caracterizou-se pela diminuição do número de peixes em cada tanque, em que metade 

da população foi mantida nos respetivos tanques, enquanto a restante foi introduzida 

em 3 novos tanques com as mesmas características, verificando-se duas novas 

condições: o dobro dos tanques utilizados (L1, L2, L3, L4, L5 e L6) e metade do número 

da população em cada um deles. 

Assim que atingido o dobro do peso médio por tanque em relação ao valor 

inicial da etapa (T1), procedeu-se ao segundo desdobramento (T2), que manteve a 

mesma proporção de tanques, mas a redistribuição dos indivíduos impôs uma nova 

condição. Considerando o peso de cada peixe, estabeleceram-se 6 grupos finais, 

denominados: “crescimento rápido” (FG) (L1, L2 e L9), cujo peso médio por peixe é de 

107g e o perfil de “crescimento lento” (SG) (L4, L5 e L7), cujo peso médio por peixe é 

de 72,5g. Entre o último desdobramento (T2) e o final do estudo (T3) decorreu o 

período de um mês. Na última fase do estudo, foi realizada uma última amostragem 

dos parâmetros biométricos (peso), prévia à colheita das amostras. No final do ensaio, 

foram selecionados 60 peixes (10 por tanque), com peso acima da média para os 

indivíduos pertencentes ao grupo FG e abaixo da média para os indivíduos 

pertencentes ao grupo SG.  
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Figura 3. Fluxograma do desenho experimental. Original do autor. 
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3. Dieta 

Foram administradas em quatro refeições diárias, as dietas granuladas 

Aquasoja, Neo Gold Blue de calibre (2,40 mm) e Aquasoja, Standart Orange (4,00 

mm), ajustadas ao requerido pelo tamanho dos peixes. As dietas foram formuladas 

com farinha de peixe e com mistura de ingredientes vegetais, atualmente utilizados 

para a produção de dourada em aquacultura.  

4. Amostragem 

 

Todas as amostragens foram realizadas de manhã, após jejum noturno. Todos 

os peixes amostrados foram sedados com 100 ppm de fenoxietanol (Barata et al., 2016), 

previamente colocados em tinas com baixa densidade, com recurso ao anestésico de 

forma a minimizar o stress animal aquando da amostragem. Foram pesados com 

recurso a uma balança de alta precisão, de forma a calcular a biomassa por tanque. No 

final do estudo, todos os peixes foram pesados individualmente.    

                           

5. Métodos Analíticos 

5.1 Análise do desempenho de crescimento  

 

Para avaliar o desempenho de crescimento dos juvenis de dourada, foram 

calculados: Taxa de Crescimento Específica (SGR) e Taxa de crescimento relativo (RGR), de 

acordo com as Equações (1) e (2), respetivamente. A SGR baseou-se no logaritmo natural do 

peso do corpo, uma vez que é o parâmetro mais utilizado para a expressão da taxa de 

crescimento dos peixes e pode ser utilizado para comparar o crescimento numa base diária. 

Este parâmetro está dependente do peso corporal final e permite comparações das taxas de 

crescimento entre grupos com peso corporal inicial semelhante. O RGR foi calculado com 

base no peso corporal inicial e final de cada indivíduo.  

(1) SGR (%/dia) =
[Ln (Peso final (g)) ] − [Ln (Peso  inicial (g)) ]

Duração do estudo (dias) × 100 

 

 

(2) RGR (%) =
[Peso  final (g)] − [Peso inicial (g)]

Peso inicial (g)
 × 100 
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5.2 Amostragem do conteúdo gastrointestinal 

 

Após aproximadamente 24 horas de jejum, foram amostrados 60 peixes (10 

por cada tanque), foram eutanasiados, por choque térmico (gelo), (a cerca de 0 °C). 

De entre a colheita das 60 amostras para extração de DNA e futura sequenciação, foi 

recolhido 1cm da porção posterior do intestino em condições estéreis por cada peixe 

e colocada num tubo Eppendorf estéril de 1,5 mL e conservada a -80 ºC até à extração 

do DNA (Parma et al., 2016). A qualidade e a quantidade do DNA extraído foram 

verificadas com recurso ao NanoDrop DeNovix DS-11 FX. 

5.3 Extração de DNA 

 

A diversidade do microbioma varia de acordo com os métodos de extração de 

DNA utilizados (Lim et al., 2018). Comercialmente, existem vários protocolos de 

extração de DNA, no entanto, para identificar o método de extração mais apropriado 

para a análise do microbioma de uma espécie específica é sempre difícil. A extração 

de DNA é crucial para a análise do microbioma, exigindo qualidade e quantidade 

adequadas de DNA isolado para uma representação precisa do microbioma do 

hospedeiro (Panek et al., 2018). As 60 amostras (30 por cada perfil de crescimento) 

foram mantidas congeladas a uma temperatura de -80°C, tendo sido realizada a 

extração de DNA logo após o seu descongelamento. O DNA bacteriano total foi 

extraído diretamente das amostras da porção posterior de intestino, utilizando o 

FastDNA™ SPIN Kit for Soil, seguindo as instruções do fabricante.  

5.4 Sequenciação 16S da comunidade bacteriana intestinal 

 

O RNA ribossómico 16S (rRNA) é um componente da pequena subunidade 

30S do ribossoma das células procarióticas, contendo 9 regiões híper-variáveis (V1-

V9), com cerca de 30-100 pares de bases (pb), que estão envolvidas na estrutura 

secundária da pequena subunidade ribossómica. O grau de conservação varia entre 

as regiões híper-variáveis, desta forma correlacionam-se as regiões mais conservadas 

com uma taxonomia de grau superior e as regiões menos conservadas com graus 

taxonómicos inferiores, como o género e a espécie. Neste contexto, o 16S rDNA pode 

ser utilizado na reconstrução de filogenias e classificações bacterianas. 
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Neste estudo foi explorada a região 16SV4. A variação da sequência no gene 

16S é amplamente utilizada para caraterizar diversas comunidades microbianas. Com 

o desenvolvimento contínuo de plataformas de sequenciação de elevado rendimento, 

a estratégia de sequenciação PE250 foi realizada através da plataforma de 

sequenciação Illumina atualizada. Para a classificação taxonómica, é suficiente 

sequenciar regiões hiper-variáveis individuais em vez de todo o gene. A tecnologia de 

sequenciação de amplicões de rDNA 16S torna-se gradualmente um método 

importante para estudar a composição e estrutura das comunidades microbianas em 

amostras metagenómicas.  

Em regiões conservadoras, é possível conceber primers universais. A 

sequenciação de amplicons do rDNA 16S normalmente seleciona uma ou várias 

regiões hipervariáveis de interesse, o iniciador universal usado durante a amplificação 

da PCR é projetado a partir das regiões conservadoras que englobam as regiões 

hipervariáveis de interesse, o que permitirá a identificação de microrganismos das 

regiões hipervariáveis através de análises subsequentes (Caporaso et al., 2011; 

Youssef et al., 2009; Hess et al., 2011). Desde a colheita de DNA ao processamento 

dos dados finais, cada etapa (extração do DNA, PCR, purificação, preparação de 

biblioteca e sequenciação), influenciará a qualidade e quantidade dos dados obtidos. 

A qualidade dos dados, por sua vez, terá um impacto direto nos resultados da análise 

de informação subsequente. Para assegurar a precisão e confiança dos dados de 

sequenciação, é crucial realizar o controle de qualidade (QC) em todas as etapas do 

procedimento. 

 

 

Figura 4. Sequência de operações de limpeza e controlo de qualidade das amostras para a 

análise bioinformática. Reproduzido com permissão da empresa NovoGene.  
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5.5 Construção da biblioteca, controlo de qualidade e 

sequenciação 

 

A amplificação por PCR das regiões-alvo foi efetuada utilizando primers 

específicos ligados a códigos de barras. Os produtos de PCR de tamanho adequado 

foram selecionados através de eletroforese em gel de agarose a 2%. A mesma 

quantidade de produtos de PCR de cada amostra foi agrupada, reparada nas 

extremidades e ligada com adaptadores Illumina. As bibliotecas foram sequenciadas 

numa plataforma Illumina de extremidade emparelhada para gerar leituras brutas 

emparelhadas de 250 pb. A biblioteca foi verificada com Qubit e PCR em tempo real 

para quantificação, enquanto um bioanalisador foi utilizado para a deteção da 

distribuição do tamanho. As bibliotecas quantificadas foram agrupadas e 

sequenciadas em plataformas Illumina de acordo com a concentração atual da 

biblioteca e da quantidade de dados necessária. 

 

Figura 5. Metodologia experimental para a preparação da biblioteca de DNA. Reproduzido com 

permissão da empresa NovoGene. 
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5.6 Etapas de processamento de análise bioinformática 

 

Os dados brutos obtidos por sequenciação contêm uma certa proporção de dados 

sujos. Para tornar os resultados da análise bioinformática mais precisos e confiáveis, 

procedeu-se em primeiro lugar, à junção e filtragem dos dados em bruto, para obter dados 

limpos. Com base nos dados limpos, foi utilizado DADA2 para reduzir o ruído (Li et al., 2020). 

Para as variantes de sequenciação de amplicons (ASVs) obtidas, a sequência representativa 

de cada ASV é anotada para se obter as informações da espécie correspondente e a 

distribuição da abundância com base na espécie (Callahan et al., 2017). Em seguida, são 

analisadas a abundância, a diversidade alfa e beta. Com base nas informações das 60 

amostras sequenciadas (30 por cada perfil de crescimento), foi construído o gráfico de Venn 

e o mapa de calor, para se obter informações sobre a riqueza e uniformidade das amostras, 

assim como as informações sobre ASVs comuns e únicas entre as diferentes amostras ou 

grupos, para realizar o alinhamento de sequências múltiplas de ASVs e construir árvores 

filogenéticas. Através de análises de redução de dimensionalidade, como a exibição em 

árvore do agrupamento de amostras, é possível explorar as diferenças na estrutura da 

comunidade entre diferentes amostras ou grupos. 

 

5.7 Análise de OTU/ASVs e anotação taxonómica 

 

O método DADA2 (Callahan et al., 2016) é utilizado principalmente para a redução 

do ruído. Cada sequência desduplicada, gerada após a redução do ruído utilizando o DADA2 

é designada por ASV (Amplicon Sequence Variants), ou sequência caraterística 

(correspondente à sequência representativa da OTU), e a tabela de abundância destas 

sequências na amostra é designada por tabela caraterística (corresponde à tabela OTU). O 

método DADA2 é mais sensível e específico do que o método OTU tradicional e pode detetar 

as verdadeiras mutações biológicas não detetadas pelo método OTU, produzindo menos 

sequências falsas (Callahan et al., 2019). Em comparação com as OTU, as ASV melhoram a 

exatidão, a abrangência e a repetibilidade da análise de dados de genes marcadores (Amir et 

al., 2017). Ao aplicar o algoritmo classify-sklearn do QIIME2 (Bokulich et al., 2018; Bolyen et 

al., 2019), foi utilizado um classificador Naive Bayes pré-treinado para a anotação de espécies 

de cada ASV, com base na base de dados de anotação Silva 138.1. Com os resultados das 

anotações das ASVs e as tabelas de características de cada amostra, obtemos tabelas de 

abundância dos membros compreendidos ao nível do filo, género e espécie. Estas tabelas de 
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abundância, juntamente com as informações de anotação, são o cerne da análise de 

amplicons. As diferenças foram posteriormente analisadas em função das propriedades 

funcionais dos géneros bacterianos em questão, tendo em conta a documentação científica 

descrita até à data. Deste modo, referente a esta categoria taxonómica, classificaram-se as 

propriedades bacterianas em duas categorias, entre as quais: “géneros benéficos” e “géneros 

prejudiciais” no microbioma intestinal     

6. Análise estatística 

 

Os resultados do único parâmetro biométrico analisado (peso) são apresentados 

como média ± desvio padrão (DP). A análise estatística correspondente ao peso dos 

indivíduos que constituem cada perfil, verifica a taxa de crescimento de cada perfil em cada 

etapa experimental, em que todos os resultados foram verificados quanto à normalidade da 

distribuição (Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variância (teste de Levene). A análise 

estatística seguiu a metodologia descrita por (Zar et al.,1999). Os dados foram submetidos a 

uma análise de variância a um fator (one-way ANOVA) de modo a testar a existência de 

diferenças significativas entre os perfis de crescimento em análise. A significância estatística 

foi testada para p < 0.05. Quando os efeitos foram significativos (p < 0.05) procedeu-se à 

comparação de médias, utilizando o teste de Tukey. Todas as análises estatísticas foram 

realizadas através do software GraphPad Prism 9 para o Windows e utilizado o programa 

Excel para desenhar gráficos. 

7. Disponibilidade dos dados 

 

As sequências em bruto estão disponíveis na base de dados NCBI Sequence Read 

Archive (SRA) com a ID de BioProjeto: X204SC23091463-Z01. 

 

8. Declaração de ética 

 

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Bem-Estar Animal do 

IPMA e pela Direção-Geral de Alimentação e Veterinária (DGAV) do Governo Português, de 

acordo com a tradução da legislação nacional Diretiva 2010/63/UE da UE. Os procedimentos 

só foram aplicados a animais vivos por utilizadores autorizados. 
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III Resultados 

 

1. Crescimento 

 

Todos os peixes do estudo cresceram a partir do peso médio inicial de 14 ± 1,8 g. No 

final do estudo, o peso médio final dos peixes com perfil de crescimento rápido (FG) foi de 

195 ± 14 g, enquanto o peso médio final do perfil de crescimento lento (SG) foi de 139 ± 17 g, 

(Gráfico 3). Quanto à taxa de crescimento relativo (SGR), FG apresentou um valor percentual 

de 3%, enquanto o grupo SG indica um ganho de peso de 2%. Em termos da taxa de 

crescimento relativa (RGR), FG revela um crescimento de 1289% enquanto SG apresenta um 

crescimento de 894%.   

 

 

 

Gráfico 3. Desempenho de crescimento entre peixes com perfil de crescimento rápido (FG) e peixes 

com perfil de crescimento lento (SG). Letras diferentes indicam diferenças significativas para p < 0,05.  
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2. Microbioma 

 

As Variantes de Sequência de Amplicons (ASVs) das comunidades 

bacterianas intestinais de douradas foram identificadas nos diferentes perfis de 

crescimento analisados através do processamento dos dados com o DADA2. O 

microbioma intestinal central dos indivíduos examinados foi obtido após a combinação 

de todos os resultados de taxonomia das (ASVs), (Gráfico 4). Foram identificadas um 

total de 24430 sequências de características, a partir das 60 amostras analisadas, 

entre as quais 2920 são comuns entre os dois perfis de crescimento examinados, o 

que corresponde a 11,95% do total identificado.  

 

 

Gráfico 4. Diagrama de Venn. Representa as Variantes de Sequência de Amplicons (ASVs), 

comuns e únicas, observadas na comunidade bacteriana intestinal de juvenis de dourada 

(Sparus aurata), entre os perfis de crescimento: rápido (FG) e lento (SG). cada círculo 

representa um grupo. Os valores em partes sobrepostas representam sequências de 

características comuns. Os outros são sequências de características específicas de cada 

grupo. Reproduzido com permissão da empresa NovoGene. 

As diferenças na composição bacteriana foram caracterizadas 

taxonomicamente agrupando as amostras que constituem cada perfil de crescimento. 



38 
 

Ao nível do filo para os perfis crescimento analisados, esta análise revela a distribuição 

relativa dos principais filos bacterianos em ambos os perfis (Gráfico 5 (a) e (b)), 

proporcionando uma compreensão detalhada das diferenças taxonómicas entre FG e 

SG. A abundância relativa dos principais filos foi determinada, apresentando os 

seguintes resultados: verifica-se uma percentagem superior em FG nos filos Firmicutes 

(FG: 15,65%, SG: 15,40%), Actinobacteriota (FG: 12%, SG: 11,61%), Bacteroidota 

(FG: 12,96%, SG: 12,66%), Crenarchaeota (FG: 1,76%, SG: 1,11%), Fusobacteriota 

(FG: 1,49%, SG: 1,35%), Planctomycetota (FG: 1,05%, SG: 1,03%), entre outros (FG: 

18,62%, SG: 16,67%). No perfil SG os filos com representação superior a FG são 

Proteobacteria (FG: 29,54%, SG: 32,17%), Cyanobacteria (FG: 5,47%, SG: 6,15%), 

Termoplasmatota (FG: 0,20%, SG: 0,36%) e Acidobacteriota (FG: 1,26%, SG: 1,49%). 

 

(a) 
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(b) 

 

Gráfico 5 (a) e (b). Distribuição da abundância relativa dos 10 principais filos na microbiota 

intestinal de juvenis de dourada (Sparus aurata), em cada perfil de crescimento analisado, 

“crescimento rápido” (FG) e “crescimento lento” (SG). Reproduzido com permissão da empresa 

NovoGene (a). 

Quanto à análise da abundância relativa referente à categoria taxonómica 

género na microbiota intestinal, foram identificados os 100 géneros predominantes, 

comuns entre os perfis FG e SG, entre os quais 58 apresentam maior abundância em 

FG, enquanto 41 são mais abundantes em SG e apenas 1 género apresenta a mesma 

abundância em ambos os perfis, (Gráfico 6). Em FG, os resultados da análise da 

diversidade bacteriana ao nível taxonómico género, compreendem 56,94% de todos 

os géneros identificados neste perfil, enquanto que no perfil SG os resultados indicam 

que 60,8% de todos os géneros identificados neste grupo estão compreendidos nestes 

resultados.  

A abundância relativa referente aos principais géneros compreendidos no filo 

Proteobacteria verifica a presença de 30 membros identificados, entre os quais se 

observam 19 em maior abundância no perfil FG e 11 géneros mais abundantes em 

SG. Em FG destacam-se os géneros: Azospirillum, Pseudomonas, Achromobacter, 

Unidentified Mitochondria, Ralstonia, Vibrio, Acinetobacter, Serratia, Delftia, 

Enhydrobacter, Aeromonas, Roseomonas, Pantoea, 2013Ark19i, Neisseria, 

Novosphingobium, Parasutterella, Alsobacter e Devosia. De entre os géneros com 
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maior abundância relativa em SG, compreendidos no filo Proteobacteria, identificam-

se: Sphingomonas, Methylobacterium-Methylorubrum, Bradyrhizobium, Escherichia-

Shigella, Pseudoalteromonas, Proteus, Cupriavidus, Legionella, Paracoccus, 

Halomonas e Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia. 

Quanto ao filo Firmicutes, é representado por 30 géneros presentes em 

ambos os perfis. 22 revelam ser mais abundantes no perfil FG, enquanto 8 géneros 

revelam maior abundância em SG. De entre os géneros com maior abundância em 

FG, incluem-se: Blautia, Agathobacter, Weissella, Lactococcus, Eubacterium hallii 

group, Allobaculum, Bacillus, Mycoplasma, Paenibacillus, Ruminococcus, 

Subdoligranulum, Holdemanella, Dorea, Erysipelotrichaceae UCG-003, 

Faecalibacterium, Ruminococcus gauvreauii group, Dubosiella, Anaerostipes, 

Coprococcus, Fastidiosipila, Finegoldia, e Fusicatenibacter. Entre os géneros com 

maior abundância relativa em SG no filo Firmicutes, destacam-se: Staphylococcus, 

Streptococcus, Lactobacillus, Catenibacterium, Dialister, Anaerococcus, Veillonella e 

Lentilactobacillus.  

Relativamente ao filo Actinobacteriota, este é composto por 10 géneros 

presentes em ambos os perfis. Desses, 6 são mais abundantes no perfil FG, enquanto 

4 géneros apresentam maior abundância em SG. Em maior abundância em FG, 

observam-se: Cutibacterium, Mycobacterium, Rubrobacter, CL500-29 marine group, 

Micrococcus e Unidentified IMCC 26256. Referente a este filo, dos géneros com maior 

abundância relativa em SG, verificam-se: Corynebacterium, Bifidobacterium, 

Lawsonella e Solirubrobacter. Em relação ao filo Bacteroidota, observa-se a presença 

de 15 géneros em ambos os perfis. Entre estes, 11 demonstram maior abundância no 

perfil FG e 4 apresentam maior abundância em SG. Incluem-se com maior abundância 

em FG os géneros: Taibaiella, Niabella, Bacteroides, Prevotella9, Runella, 

Alloprevotella, Shingobacterium, Capnocytophaga, Planktosalinus, Flavobacterium e 

Tannerella. Ainda em relação a este filo, foram identificados mais abundantes em SG: 

Prevotella7, Prevotella, Porphyromonas e Cloacibacterium.  

Compreendidos filo Cyanobacteria, em maior abundância relativa no perfil 

FG, destaca-se apenas: Unidentified Chloroplast. Em SG incluem-se 2 géneros 

pertencentes ao filo acima mencionado, com maior abundância relativa 

comparativamente, entre os quais: Tychonema CCAP 1459-11B e Microcoleus Es-

Yyy1400. De entre os géneros identificados compreendidos no filo Verrucomicrobiota, 

todos apresentam maior abundância relativa em FG, entre estes observam-se os 

géneros: Akkermansia, e Candidatus Udaeobacter. Tal como no filo 
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Verrucomicrobiota, o filo Fusobacteriota compreende 2 géneros identificados nesta 

análise, ambos com maior abundância relativa em FG, entre eles: Fusobacterium e 

Leptotrichia.  

A abundância relativa de todos os géneros identificados que pertencem ao filo 

Campylobacterota mostra-se superior em FG, entre estes géneros incluem-se: 

Malaciobacter e Campylobacter. Incluído no filo Gemmatimonadota, o género 

Gemmatimonas apresenta maior abundância em FG. Relativamente ao filo 

Acidobacteriota identificou-se 1 único género, RB41, com maior abundância em FG. 

Deinococcus, um género que pertence ao filo Deinococcota, apresenta maior 

abundância em FG. No filo Spirochaetota foi identificado o género Treponema, mais 

abundante em SG. Compreendido taxonómicamente no filo Synergistota, o género 

Unidentified Synergistaceae revela maior abundância em FG. No filo Euryarchaeota, o 

género identificado Methanobacterium apresenta uma abundância idêntica em ambos 

os perfis.   

 

Gráfico 6. Para analisar a relação filogenética da categoria taxonómica género, foram 

selecionados os 100 principais géneros comuns entre os grupos analisados e a árvore evolutiva 
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foi desenhada usando as sequências representativas alinhadas. Diferentes cores dos ramos 

representam diferentes filos. A abundância relativa de cada género em cada grupo foi exibida. 

Reproduzido com permissão da empresa NovoGene.  

Entre os 100 géneros predominantes, comuns a ambos os perfis, 

identificaram-se os 35 géneros com maior abundância relativa entre os perfis em 

estudo, de forma a identificar as semelhanças e diferenças entre FG e SG. Dos 

géneros identificados nesta análise, 21 apresentam maior abundância em FG, 

enquanto 14 são mais abundantes em SG (Gráfico 7). Nesta análise, em FG estes 

resultados compreendem 42,1% de todos os géneros identificados neste perfil, 

enquanto que em SG os resultados indicam que 46,7% de todos os géneros 

identificados neste grupo estão compreendidos nesta análise. Dos 35 principais 

géneros selecionados, 12 pertencem ao filo Firmicutes, dos quais 8 apresentam maior 

abundância relativa em FG e 4 géneros em maior abundância em SG entre eles: 

Blautia (FG: 2,85%, SG: 1,50%), Weissella (FG: 2,14%, SG: 1,28%), Agathobacter 

(FG: 2,14%, SG: 1,07%), Eubacterium hallii group (FG: 1,19%, SG: 0,64%), 

Lactococcus (FG: 1,19%, SG: ≈0,00%), Allobaculum (FG: 0,95%, SG: 0,86%), 

Subdoligranulum (FG: 0,71%, SG: 0,21%) e Mycoplasma (FG: 0,71%, SG: ≈0,00%). 

Dos restantes géneros identificados nesta análise compreendidos no filo Firmicutes, 4 

apresentam maior abundância relativa em SG, entre os quais: Staphylococcus (FG: 

3,56%, SG: 7,07%), Streptococcus (FG: 2,14%, SG: 3,43%), Lactobacillus (FG: 1,66%, 

SG: 1,93%) e Anaerococcus (FG: ≈0,00%, SG: 0,64%).  

Nesta análise, relativamente ao filo Proteobacteria identificaram-se 9 géneros, 

entre os quais 5 apresentam maior abundância relativa em FG, entre eles incluem-se: 

Azospirillum (FG: 4,04%, SG: 3,43%), Achromobacter (FG: 3,09%, SG: 2,14%), 

Unidentified Mitochondria (FG: 2,38%, SG: 1,93%), Ralstonia (FG: 1,66%, SG: 0,86%) 

e Serratia (FG: 0,95%, SG: ≈0,00%). Os restantes 4 géneros do filo Firmicutes 

identificados nesta análise apresentam maior abundância relativa em SG, incluindo: 

Sphingomonas (FG: 14,01%, SG: 19,49%), Escherichia-Shigella (FG: 1,66%, SG: 

2,36%), Methylobacterium-Methylorubrum (FG: 1,90%, SG: 3,43%) e Bradyrhizobium 

(FG: 2,38%, SG: 2,78%).   

Relativamente a esta análise, foram identificados 6 géneros referentes ao filo 

Bacteroidota, entre eles 4 com maior abundância em FG, incluem-se nesta lista: 

Taibaiella (FG: 2,61%, SG: 1,71%), Niabella (FG: 2,14%, SG: 1,28%), Prevotella9 (FG: 

0,95%, SG: 0,86%) e Bacteroides (FG: 1,43%, SG: 1,28%). Ainda referente ao filo 
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acima mencionado, identificaram-se 2 géneros com maior abundância em SG, entre 

eles: Prevotella7 (FG: 4,51%, SG: 5,78%) e Prevotella (FG: 4,51%, SG: 4,93%).  

Quanto ao filo Actinobacteriota, registou-se a presença de 5 géneros nesta 

análise, entre os quais 2 apresentam maior abundância em FG, destacando-se: 

Cutibacterium (FG: 8,31%, SG: 4,50%) e Mycobacterium (FG: 3,09%, SG: 2,36%). Os 

restantes 3 géneros pertencentes ao filo Actinobacteriota registados nesta análise, 

mostram maior abundância relativa em SG, destacando-se entre eles: 

Corynebacterium (FG: 3,09%, SG: 4,93%), Bifidobacterium (FG: 0,71%, SG: 0,86%) e 

Lawsonella (FG: 0,48%, SG: 0,86%). Nesta análise, o filo Cyanobacteria apresenta-se 

representado apenas por 1 género, com maior abundância em FG: Unidentified 

Chloroplast (FG: 12,11%, SG: 10,71%). No filo Fusobacteriota, o único género 

identificado na análise apresenta maior abundância relativa em FG: Fusobacterium 

(FG:2,61%, SG: 2,36%). O filo Spirochaetota destaca a presença exclusiva de 1 

género, mais abundante em SG: Treponema (FG: 2,14%, SG: 2,57%).  
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Gráfico 7. De acordo com as informações de abundância relativa dos 35 principais géneros comuns 

entre os grupos analisados, foi elaborado um mapa de calor para verificar se as amostras dos dois 

perfis, "crescimento rápido" (FG) e "crescimento lento" (SG), estão agrupadas. O mapa de calor permite 

observar as semelhanças e diferenças entre os dois grupos. A coloração no mapa de calor indica a 

distância entre a pontuação bruta e a média, medida pelo valor absoluto de «z». Um valor de «z» 

negativo indica que a pontuação bruta está abaixo da média, enquanto um valor de «z» positivo indica 

que está acima da média. Esta representação gráfica facilita a visualização das variações na 

abundância relativa da categoria taxonómica género, entre os diferentes perfis de crescimento, 

permitindo uma análise comparativa precisa e eficiente. Reproduzido com permissão da empresa 

NovoGene. 
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Tendo em conta a abundância relativa dos 35 géneros bacterianos 

predominantes, partilhados entre os dois perfis de crescimento, foram categorizados e 

agrupados de acordo com as suas funções biológicas. Identificaram-se 22 géneros 

com potenciais mecanismos de ação benéficos na microbiota intestinal (Gráfico 8), 8 

géneros que apresentam mecanismos de ação prejudiciais (Gráfico 9).  

Relativamente aos principais géneros com mecanismos de ação benéficos na 

microbiota intestinal, 15 apresentam maior abundância relativa em FG. Entre estes 

géneros, 7 pertencem ao filo Firmicutes, entre os quais: Blautia, Weissella, 

Agathobacter, Eubacterium hallii group, Lactococcus, Allobaculum e Subdoligranulum. 

Compreendidos no filo Proteobacteria, apresentam-se 4 géneros, entre eles: 

Azospirillum, Achromobacter, Ralstonia e Serratia. Referente ao filo Bacteroidota, 

observam-se 3 géneros, respetivamente: Taibaiella, Prevotella9 e Bacteroides. No filo 

Actinobacteriota, destaca-se a presença de um único género identificado: 

Cutibacterium. Nesta análise, com maior abundância relativa em SG, observam-se 7 

géneros, entre os quais, 2 pertencem ao filo Firmicutes: Anaerococcus e Lactobacillus. 

No filo Proteobacteria foi identificado 1 único género: Bradyrhizobium, enquanto no filo 

Bacteroidota apresentam-se 2 géneros: Prevotella7 e Prevotella. Incluído no filo 

Actinobacteriota, identificou-se 1 género: Bifidobacterium. Ainda nesta análise, 

pertencente ao filo Spirochaetota, foi identificado 1 único género: Treponema.  

 

Gráfico 8. Distribuição da abundância relativa dos principais géneros taxonómicos comuns 

entre dois perfis, "crescimento rápido" (FG) e "crescimento lento" (SG) com mecanismos de 

ação benéficos no microbioma intestinal.  
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Relativamente aos 8 géneros identificados que apresentam mecanismos de 

ação prejudiciais no microbioma intestinal, apenas 2 apresentam maior abundância 

relativa em FG. Inclui-se nesta lista 1 género filogeneticamente associado ao filo 

Actinobacteriota: Mycobacterium e 1 género que pertence ao filo Fusobacteriota: 

Fusobacterium. Referente a esta análise, em SG foram identificados 6 géneros com 

maior abundância relativa, entre os quais se destacam, 2 géneros incluídos no filo 

Proteobacteria: Escherichia-Shigella e Methylobacterium-Methylorubrum, 2 géneros 

pertencentes ao filo Firmicutes: Staphylococcus e Streptococcus, 1 género 

compreendido no filo Actinobacteriota: Corynebacterium e ainda 1 género que 

pertence ao filo Actinobacteriota: Lawsonella.  

 

 

Gráfico 9. Distribuição da abundância relativa dos principais géneros taxonómicos comuns entre os 

dois perfis, "crescimento rápido" (FG) e "crescimento lento" (SG), com mecanismos de ação prejudiciais 

no microbioma intestinal. 

Em relação à análise da categoria taxonómica espécie, foram selecionadas 

as 35 espécies com maior abundância relativa, comuns entre os perfis estudados, de 

forma a identificar as semelhanças e diferenças entre FG e SG. Das espécies 

identificadas nesta análise, 16 apresentam maior abundância em FG, 13 são mais 

abundantes em SG, enquanto 6 apresentam a mesma abundância em ambos os perfis 
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(Gráfico 10). Relativamente ao perfil FG, os resultados desta análise compreendem 

6,2% do total de espécies bacterianas identificadas neste grupo, enquanto que em SG 

os resultados provenientes da mesma análise representam 6,8% do total identificado. 

Das 35 principais espécies identificadas, 14 estão agrupadas 

taxonomicamente no filo Bacteroidota. Destas espécies, 5 apresentam maior 

abundância em FG, 7 apresentam maior abundância em SG e 2 a mesma abundância 

em ambos os perfis. Prevotella, o género mais representado, com 7 espécies a 

integrarem esta lista, apresenta apenas 1 espécie com maior abundância em FG: P. 

melaninogenica (FG: 3,23%, SG: 2,94%). Entre as espécies incluídas no género 

Prevotella, verificam-se 6 com maior abundância em SG, entre as quais: P. nigrescens 

(FG:11,29%, SG:14,71%), P. oris (FG: 6,45%, SG: 8,82%), P. pleuritidis (FG: 4,84%, 

SG: 5,88%), P. denticola (FG: 9,68%, SG: 11,76%), P. veroralis (FG: 3,23%, SG: 

5,88%) e P. sp. oral clone AH125 (FG: 1,61%, SG: 2,94%). Membro do filo acima 

mencionado, o género Bacteroides apresenta maior abundância em FG relativamente 

à espécie B. plebeius (FG: 1,61%, SG: ≈0,00%), já a espécie B. stercoris apresenta a 

mesma abundância em ambos os perfis, ≈0,00%. Ainda referente ao filo Bacteroidota, 

foram registadas mais algumas espécies que não partilham o mesmo género, das 

quais 3 apresentam maior abundância em FG, respetivamente: Taibaiella sp. (FG: 

16,13%, SG: 11,76%), Porphyromonas endodontalis (FG: 8,06%, SG: 7,35%) e 

Tannerella forsythia (FG: 1,61%, SG: 1,47%). Em SG, registou-se maior abundância 

referente à espécie Alloprevotella tannerae (FG: 1,61%, SG: 2,94%), enquanto a 

espécie Capnocytophaga sputigena apresenta a mesma abundância nos dois perfis, 

≈0,00%. 

De entre as restantes espécies selecionadas por esta análise, 10 pertencem 

ao filo Firmicutes, entre estas, 4 apresentam maior abundância em FG, 4 apresentam 

maior abundância em SG e 2 apresentam a mesma abundância em ambos os perfis. 

O género Blautia é o mais representado, com 3 espécies identificadas. Entre elas, 

observam-se 2 com maior abundância em FG, entre as quais: B. obeum (FG: 3,23%, 

SG: 1,47%) e B. faecis (FG: 1,61%, SG: ≈0,00%). A espécie B. sp. Marseille-P3087 

apresenta a mesma abundância nos perfis em análise, ≈0,00%. Incluídas no mesmo 

filo, identificaram-se 2 espécies a nível do género Streptococcus, ambas com maior 

abundância em SG, entre elas: S. dysgalactiae (FG: ≈0,00%, SG: 2,94%) e S. sp. FF10 

(FG: ≈0,00%, SG: 1,47%). Nesta análise, observam-se mais 5 espécies 

compreendidas no filo Firmicutes, entre as quais todas de géneros diferentes. Destas, 

apresentam maior abundância em FG as espécies: Dorea formicigenerans (FG: 
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1,61%, SG: ≈0,00%) e Mycoplasma penetrans (FG: 1,61%, SG: ≈0,00%). Das 

restantes espécies identificadas que pertencem a este filo, são mais abundantes em 

SG: Lactobacillus iners (FG: 3,23%, SG: 4,41%) e Dialister pneumosintes (FG: 1,61%, 

SG: 2,94%), já a espécie Anaerococcus vaginalis apresenta uma abundância comum 

entre os perfis, ≈0,00%. 

Ainda referente aos resultados desta análise, o filo Actinobacteriota é 

representado por 4 espécies, entre as quais, 2 apresentam-se mais abundantes em 

FG, enquanto as restantes apresentam a mesma abundância nos 2 perfis. Incluídas 

no género Corynebacterium, com maior abundância no perfil FG, identificou-se a 

espécie: C. matruchotii (FG: 1,61%, SG: 1,47%), enquanto espécie a C. 

glucuronolyticum apresenta a mesma abundância em ambos os perfis, ≈0,00%. 

Identificaram-se mais 2 espécies também compreendidas neste filo, entre as quais, 

com maior abundância em FG: Cutibacterium granulosum (FG: 1,61%, SG: ≈0,00%), 

enquanto a espécie Actinobacteria bacterium IMCC26256, apresenta uma abundância 

comum aos perfis em análise, ≈0,00%. 

Nesta análise foram identificadas mais 7 espécies, filogeneticamente ímpares 

a nível das categorias taxonómicas filo e género, entre elas, 5 revelam maior 

abundância em FG, enquanto as restantes são mais abundantes em SG. Com maior 

abundância em FG, observam-se as espécies: Campylobacter concisus (FG: 1,61%, 

SG: ≈0,00%) que pertence ao filo Campylobacterota, a espécie Treponema 

lecithinolyticum (FG: 1,61%, SG: 1,47%) que pertence ao filo Spirochaetota, a espécie 

Candidatus saccharibacteria bacterium UB2523 (FG: 1,61%, SG: ≈0,00%) 

compreendida no filo Candidatus saccharibacteria, a espécie Akkermansia muciniphila 

(FG: 3,23%, SG: ≈0,00%) que se inclui  no filo Verrucomicrobiota e a espécie Eimeria 

praecox (FG: 1,61%, SG: ≈0,00%) compreendida no filo Apicomplexa. Com maior 

abundância em SG, observam-se 2 espécies, entre elas: Pseudanabaena sp. SCSIO 

S3 (FG: ≈0,00%, SG: 1,47%) que pertence ao filo Cyanobacteria e a espécie Legionella 

thermalis (FG: 4,84%, SG: 5,88%) que se inclui no filo Proteobacteria.  

Considerando a abundância relativa das 35 espécies bacterianas 

predominantes, comuns entre os dois perfis estudados, foram classificadas e 

agrupadas de acordo com sua funcionalidade. Identificaram-se 7 espécies com 

mecanismos de ação benéficos no microbioma intestinal (Gráfico 11), 13 espécies que 

apresentam mecanismos de ação prejudiciais (Gráfico 12). Entre as espécies 

identificadas nesta análise, com mecanismos de ação benéficos no microbioma 

intestinal, todas apresentam maior abundância em FG, entre as quais se verifica a 
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presença de 2 espécies que pertencem ao filo Bacteroidota, respetivamente: Taibaiella 

sp. e Bacteroides plebeius. O filo Firmicutes é representado por 3 espécies, 2 incluídas 

no género Blautia, entre elas: B. obeum e B. faecis e ainda se inclui neste filo a espécie: 

Dorea formicigenerans. Identificaram-se mais 2 espécies, filogeneticamente 

diferentes, entre elas: Akkermansia muciniphila, que pertence ao filo 

Verrucomicrobiota e a espécie Cutibacterium granulosum, que se inclui no filo 

Actinobacteriota.  
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Gráfico 10. Abundância relativa das 35 espécies predominantes comuns entre os grupos analisados. 

Com o propósito de avaliar a possível agregação das amostras nos dois perfis, "crescimento rápido" 

(FG) e "crescimento lento" (SG), bem como de identificar as semelhanças e diferenças entre os perfis 

de crescimento, foi elaborado um mapa de calor. O valor absoluto de «z» foi utilizado para quantificar 

a distância entre a pontuação bruta e a média do desvio padrão. Um valor de «z» negativo indica que 

a pontuação bruta está abaixo da média, enquanto um valor positivo sugere o contrário. Reproduzido 

com permissão da empresa NovoGene.  

 

Gráfico 11. Distribuição da abundância relativa das principais espécies taxonómicas comuns entre os 

perfis, "crescimento rápido" (FG) e "crescimento lento" (SG), com mecanismos de ação benéficos no 

microbioma intestinal.  
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Gráfico 12. Distribuição da abundância relativa das principais espécies taxonómicas comuns entre os 

perfis "crescimento rápido" (FG) e "crescimento lento" (SG) com mecanismos de ação prejudiciais no 

microbioma intestinal.  

Considerando a abundância relativa das 13 espécies identificadas, comuns 

aos perfis FG e SG, que revelam mecanismos de ação prejudiciais no microbioma 

intestinal, 6 apresentam maior abundância em FG, enquanto 7 são mais abundantes 

em SG. Em maior abundância no perfil FG, identificam-se 3 espécies incluídas no filo 

Bacteroidota, entre as quais: Porphyromonas endodontalis, Prevotella melaninogenica 

e Tannerella forsythia. Também foram identificadas em maior abundância neste perfil 

as espécies: Treponema lecithinolyticum que se inclui no filo Spirochaetes, 

Corynebacterium matruchotii que pertence ao filo Actinobacteriota e ainda 

Campylobacter concisus, compreendida no filo Campylobacterota. Relativamente ás 

espécies identificadas em maior abundância no perfil SG, destacam-se 4, 

filogeneticamente compreendidas nas mesmas categorias taxonómicas referentes a 

filo e género. Incluídas no filo Bacteroidota e no género Prevotella, observam-se: P. 

nigrescens, P. denticola, P. oris e P. pleuritidis. Ainda se identificaram mais 3 espécies 

em maior abundância no perfil SG, todas elas pertencem ao filo Firmicutes, entre as 

quais: Lactobacillus iners, Dialister pneumosintes e Streptococcus dysgalactiae.  
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IV Discussão  

 

O crescimento dos peixes em aquacultura apresenta muitas vezes dispersão 

de tamanhos, o que leva normalmente a triagens ou diversidade de tamanhos na altura 

da venda, com implicações comerciais. Entre as causas apontadas para a dispersão 

de tamanhos dos peixes produzidos em aquacultura, a composição do microbioma 

intestinal tem sido referida por vários autores (Butt & Volkoff, 2019; Org et al., 2015). 

A caracterização da composição e abundância da diversidade microbiana residente no 

microbioma intestinal, em espécies de peixes economicamente importantes como a 

dourada, é de extrema importância para uniformizar a performance de crescimento 

desta espécie em explorações piscícolas, visando maximizar o escoamento da 

produção, mitigando as perdas económicas atuais (FAO, 2022). Neste contexto, foi 

caracterizado o microbioma intestinal em diferentes perfis de crescimento (FG e SG) 

em dourada, através da análise das diferenças e semelhanças taxonómicas nas 

comunidades microbianas intestinais, utilizando as OTUs e ASVs a nível do gene 16S 

rRNA, tal como (Small et al., 2019).  

No final do ensaio, após 102 dias, obtivemos uma dispersão de tamanhos, 

relativamente aos perfis FG e SG, entre 1289% e 894%, considerado estatisticamente 

diferente. Quando se analisa o microbioma destes dois grupos de peixes FG e SG 

verificamos que a composição qualitativa e quantitativa das comunidades bacterianas 

presentes no microbioma intestinal revelam diferenças entre as categorias 

taxonómicas analisadas, a nível do filo, género e espécie, respetivamente. Quanto à 

análise da categoria taxonómica filo no microbioma intestinal, os resultados indicam 

que ambos os perfis partilham a predominância dos 10 principais filos. O filo 

Proteobacteria revela ser o mais abundante em ambos os perfis, com maior 

representatividade em SG (32,17%) relativamente a FG (29,54%). Este é um filo 

amplamente observado no microbioma de diversas espécies marinhas, devido às suas 

propriedades metabólicas altamente flexíveis, entre os membros desta categoria 

taxonómica, predominam organismos anaeróbios facultativos (Ikeda-Ohtsubo et al., 

2018). Os membros deste filo podem multiplicar-se e sobreviver em condições 

aquáticas, tirando partido de reservatórios ambientais fora dos seus hospedeiros, o 

que ajuda a explicar por que razão estas bactérias são relativamente comuns no trato 

gastrointestinal dos peixes (Rawls et al., 2006).  

Observa-se também que o filo Firmicutes é o segundo mais representado em 

ambos os perfis, com maior incidência em FG (15,65%), ligeiramente superior à sua 
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abundância em SG (15,40%). Alguns membros do filo Firmicutes são responsáveis 

pela síntese de várias enzimas envolvidas na digestão e absorção de fibras, são 

fundamentais na absorção de ácidos gordos e no metabolismo lipídico, 

desempenhando um papel importante na promoção da absorção de nutrientes (Smriga 

et al., 2010). Além disso, uma diminuição de Firmicutes pode induzir a diminuição da 

fermentação intestinal e consequentemente um menor número de células epiteliais 

intestinais, devido à diminuição de ácidos gordos de cadeia curta (AGCCs) disponíveis 

(Marx, 2015). Quanto ao filo Actinobacteriota, o terceiro mais representado em ambos 

os perfis, apresenta maior abundância em FG (12%) em comparação com a sua 

abundância em SG (11,61%). Os membros deste filo são na sua maioria residentes 

permanentes no intestino de vários peixes, considerados bons produtores de 

metabolitos secundários (Steinberg, 2018) e atuam no metabolismo da degradação de 

hidratos de carbono (Flint et al., 2012). O filo Bacteroidota surge como o quarto mais 

representado entre os perfis em análise, a sua abundância é superior em FG (12,96%) 

em comparação com SG (12,67%). Os membros deste filo podem contribuir para o 

processo digestivo, fornecendo uma variedade de enzimas, tal como estudado nos 

peixes: papagaio (Scaridae), pargo (Pagrus pagrus) e cirurgião (Acanthurus chirurgus) 

(Smriga et al., 2010).  

Cyanobacteria, o quinto filo mais representado, demonstra maior abundância 

em SG (6,15%) relativamente a FG (5,47%). Em termos da sua abundância, o filo 

Cyanobacteria é considerado como transitório (Ye et al., 2014), relacionado 

particularmente com o consumo de alimentos (Givens et al., 2015). Dos restantes filos 

predominantes em ambos os perfis (Crenarchaeota, Thermoplasmatota, 

Fusobacteriota, Planctomycetota e Acidobacteriota) verifica-se que a sua abundância 

relativa é inferior a 2% em ambos os perfis. Entre estes, destaca-se a relevância do 

filo Fusobacteriota, cuja abundância relativa é superior em FG, também descrito como 

um colonizador comum do intestino do peixe-zebra (Danio rerio) (Roeselers et al., 

2011). Em geral, as estirpes bacterianas compreendidas neste grupo taxonómico 

podem produzir butirato (Kapatral et al., 2003) e vitaminas (Roeselers et al., 2011), tal 

como demonstrado pelo estudo de (Tsuchiya et al., 2008) que correlacionou alguns 

membros deste filo com o metabolismo da vitamina B12, sugerindo que pode ter 

influência favorável no desenvolvimento e homeostasia dos peixes. Em termos gerais, 

os resultados provenientes da análise da categoria taxonómica filo sugerem que estes 

são consistentes com alguns estudos anteriores, que identificaram os filos 

Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteriota e Bacteroidota como dominantes na 

microbiota autóctone intestinal em douradas (Estruch et al., 2015; Piazzon et al., 2020).  
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A nível da análise da abundância relativa referente à categoria taxonómica 

género, foram identificados os 100 predominantes, comuns aos perfis FG e SG 

(Gráfico 4). Entre estes, 58 apresentam maior abundância em FG, 41 são mais 

abundantes em SG e apenas 1 género apresenta a mesma abundância em ambos os 

perfis. Filogeneticamente, estes géneros estão compreendidos em 14 filos diferentes, 

com maior representatividade numérica inerente aos filos Proteobacteria e Firmicutes 

(ambos representados por 30 géneros), sendo que no primeiro observam-se 19 

géneros com maior abundância em FG, enquanto 11 são mais abundantes em SG. 

Entre os membros do filo Firmicutes, 22 géneros apresentam maior abundância em 

FG e apenas 8 são mais abundantes em SG. O filo Bacteroidota, apesar de apresentar 

uma abundância relativa inferior ao filo Actinobacteriota em ambos os perfis, apresenta 

uma maior diversidade de géneros compreendidos neste estudo, com 15 membros 

incluídos, dos quais, 11 são mais abundantes em FG, sendo os restantes mais 

abundantes em SG.  

Em relação aos géneros compreendidos no filo Actinobacteriota, incluem-se 

10 nesta lista, entre os quais, 6 revelam maior abundância relativa em FG, enquanto 4 

são mais abundantes em SG. O filo Cyanobacteria inclui 3 géneros, apenas 1 mais 

abundante em FG, enquanto os restantes 2 géneros apresentam-se em maior 

abundância em SG. Os filos Verrucomicrobiota, Fusobacteriota e Campylobacterota, 

apresentam a mesma quantidade de membros em relação à categoria taxonómica 

género, com 2 géneros representados, todos com maior abundância relativa em FG. 

Em relação aos filos Gemmatimonadota, Acidobacteriota, Deinococcota e 

Synergistota, cada um apresenta apenas um género representado. Destes, todos 

revelam maior abundância no perfil de crescimento FG. Relativamente ao filo 

Spirochaetota, é representado por 1 único género, cuja abundância é superior em SG. 

Com a mesma abundância em ambos os perfis, o filo Euryarchaeota inclui, também, 

apenas 1 género.  

Dos 100 géneros predominantes, comuns entre FG e SG, selecionaram-se os 

35 mais abundantes a ambos os perfis (Gráfico 7). Com base na diferença quantitativa 

destes géneros, é possível compreender que a este nível taxonómico existem padrões 

que diferem entre os perfis. Deste modo, referente a esta categoria taxonómica, 

classificaram-se as propriedades bacterianas em duas categorias, entre as quais: 

“géneros benéficos” e “géneros prejudiciais” no microbioma intestinal, (Gráfico 8) e 

(Gráfico 9), respetivamente.  
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De entre os géneros classificados como benéficos no microbioma intestinal 

em FG e SG (Gráfico 8), identificam-se 22, com destaque para 15 géneros com maior 

abundância relativa em FG, comparativamente a 7 géneros mais abundantes em SG. 

Dos géneros com maior abundância em FG, 7 incluem-se no filo Firmicutes, entre os 

quais: Blautia com 2,85% (quase o dobro de SG). A maioria das propriedades deste 

género estão ligadas às suas potenciais funções probióticas, através da produção de 

AGCCs, que baixam o pH intestinal e promovem a resistência à colonização do 

intestino por parte de bactérias patogénicas (X. Liu et al., 2021). Sendo um género 

dominante do microbioma intestinal, pode também afetar a composição da microbiota, 

desempenhando um papel importante na manutenção da homeostasia intestinal e na 

prevenção da inflamação através da regulação positiva das células T, reguladoras 

intestinais (X. Zhang et al., 2015). 

 O género Weissella, tal como o género anteriormente mencionado, apresenta 

quase o dobro da abundância em FG, com 2,14%. Este género contém algumas 

espécies descritas com propriedades probióticas e pré-bióticas, e atividade 

antibacteriana com viabilidade em várias matrizes, incluindo o trato gastrointestinal de 

humanos e animais (Fessard & Remize, 2017; Pabari et al., 2020). A weisselicina, uma 

bacteriocina produzida por Weissella, pode atrair o interesse da investigação como 

agente antibacteriano natural na indústria alimentar e pode ser um potencial candidato 

para substituir antibióticos no tratamento de agentes patogénicos multirresistentes 

(Teixeira et al., 2021). Agathobacter apresenta a mesma abundância que o género 

Weisella em FG (2,14%), assim como sensivelmente a mesma diferença entre os 

perfis. Embora possa produzir diretamente butirato e acetato (Rosero et al., 2016), 

podem também influenciar indiretamente as quantidades de AGCCs através da 

interação com outras bactérias que não os produzem, através da fermentação 

anaeróbia de hidratos de carbono de difícil digestão, como o amido ou fibras 

alimentares (Jing et al., 2023).  

Quanto à abundância de Eubacterium hallii group, tal como os géneros 

anteriormente mencionados, verifica-se o dobro em FG, 1,19%. É uma bactéria 

comensal que produz butirato e propionato a partir de metabolitos de fermentação, 

mas que não consegue degradar oligo e polissacáridos complexos (Scott et al., 2014). 

Este género é considerado uma espécie-chave para a cadeia trófica intestinal, com o 

potencial para afetar o equilíbrio metabólico (Engels et al., 2016). O género 

Lactococcus apresenta uma abundância de 1,19% em FG, enquanto em SG 

demonstra-se praticamente ausente. Relativamente a este género, foi relatado como 
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capaz de aumentar o crescimento dos peixes e reforçar o sistema imunitário contra 

agentes patogénicos em peixes (Sun et al., 2012; Xia et al., 2018). Num estudo 

realizado com a espécie Tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus), após a suplementação 

com Lactococcus spp. na dieta, verificou-se um aumento significativo da densidade e 

do comprimento das microvilosidades intestinais em comparação com a dieta basal. O 

aumento da densidade e do comprimento das microvilosidades aumenta a área de 

superfície de absorção do intestino e reduz a exposição das proteínas da junção 

estreita (TJ) aos fatores de stress, como metais pesados e agentes patogénicos (Xia 

et al., 2018).  

Quanto ao género Allobaculum, apresenta uma ligeira diferença relativamente 

à sua abundância entre os perfis, sendo superior em FG, 0,95%. Este género é 

responsável pela produção de AGCCs, principalmente butirato e também lactato 

durante o metabolismo da glucose (Greetham et al., 2004). O butirato é um AGCC 

crucial pela sua interação na manutenção da homeostasia imunitária (Chang et al., 

2014; P. M. Smith et al., 2013) e é uma fonte de energia significativa para muitas 

bactérias comensais no intestino (Bourassa et al., 2016). O género Subdoligranulum 

representa 0,71% desta categoria taxonómica em FG, mais do triplo do que se observa 

em SG. Embora o seu papel fisiológico exato permaneça em parte desconhecido, 

sabe-se que é um organismo produtor de butirato (AGCC), e vários estudos sugerem 

um efeito probiótico promissor no metabolismo do hospedeiro (Van Hul et al., 2020). 

Tem sido associado à produção de antioxidantes, à prevenção da inflamação intestinal 

e à afiliação com microrganismos intestinais benéficos (Ma et al., 2017), como 

Bacteroides, os quais demonstram facilitar a absorção de nutrientes, manter a 

integridade da barreira da mucosa intestinal e promover a saúde do sistema imunitário 

(Holscher, 2017; Mazmanian et al., 2005).  

Ainda referente aos géneros com propriedades benéficas no microbioma com 

maior abundância em FG, destacam-se 4 que se incluem no filo Proteobacteria, entre 

eles: Azospirillum, com uma abundância de 4,04%. Este género apresenta 

propriedades prebióticas, com ação na integridade do sistema digestivo, positivamente 

correlacionadas com a homeostasia imunitária e podem alterar a flora intestinal em 

benefício do hospedeiro (Dawood et al., 2020). De acordo com estas características, 

foi testada a inoculação de alimento com a bactéria Azospirillum sp. que demonstrou 

ter um impacto positivo no desempenho de crescimento da carpa comum (Cyprinus 

carpio) (Length, 2023). O género Achromobacter revela uma abundância de 3,09% em 

FG, com uma superioridade aproximadamente de 1% em relação a SG. Descrito como 
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um género dominante no intestino dos peixes (Egerton et al., 2018), possui uma via de 

biodegradação no seu genoma particularmente interessante, relacionada com a 

decomposição de xenobióticos e contaminantes ambientais, como os nanoplásticos 

(Marzec-Grządziel & Gałązka, 2023). De entre a diversidade de enzimas encontradas 

nas espécies de Achromobacter, verifica-se que são produzidas enzimas proteolíticas, 

lipases, proteases bacteriolíticas, celulases e beta-lactamases (Miyazawa et al., 2001). 

O género Ralstonia apresenta o dobro da abundância em FG, 1,66%. Este 

género compreende algumas espécies que degradam microcistinas (MCs), toxinas 

intracelulares (Manheim et al., 2019). O holobionte, constituído por animais aquáticos 

e pelo seu microbioma intestinal, pode influenciar a resistência do hospedeiro ao stress 

tóxico, influenciando toda a população bacteriana, para além do seu potencial para 

aumentar a tolerância do hospedeiro aos MCs por si só. A fim de ajudar o hospedeiro 

a adaptar-se mais eficazmente à toxicidade ambiental, é, portanto, provável que estas 

modificações na interação entre o género Ralstonia e o hospedeiro, se destinem a 

aumentar a estabilidade da estrutura geral da comunidade intestinal (H. Liu & Yang, 

2023). Em relação ao género Serratia, que se apresenta quase inexistente em SG, 

demonstra uma abundância de 0,95% em FG. Responsável pela produção de 

metabolitos que são importantes para resistir à invasão por parte de microrganismos 

estranhos (Y. Yang et al., 2022), este género apresenta uma atividade biológica útil na 

adaptação do hospedeiro num ambiente em mudança (D’Alessio et al., 2000).  

No filo Bacteroidota, observam-se 3 géneros “benéficos” mais abundantes em 

FG. Com uma abundância de 2,61%, o género Taibaiella tem a capacidade de reduzir 

nitrato em nitrito (L. Zhang et al., 2013). Encontrada em solos contaminados com 

petróleo (Diallo et al., 2021), indica tolerância a xenobióticos, se não a capacidade de 

degradá-los. Quanto ao género Prevotella9, apresenta uma diferença de 0,09% entre 

os perfis, relativamente maior em FG, com 0,95%. Considerado um produtor de 

AGCCs, induz um ambiente ácido no lúmen intestinal, que pode inibir o crescimento 

de vários agentes patogénicos (Lian et al., 2023). Apesar da escassa informação 

acerca das suas características funcionais no microbioma intestinal em espécies 

piscícolas, (Surono et al., 2021) correlacionaram positivamente a abundância de 

Prevotella9 com a altura e o peso no Homem. A abundância desta espécie 

correlaciona-se com a ingestão de fibras alimentares, fermentadas por ação de 

AGCCs, resultando num aporte de energia para o hospedeiro (G. D. Wu et al., 2011). 

 O género Bacteroides apresenta uma abundância próxima entre os perfis, 

ligeiramente superior em FG, representando 1,43% dos géneros identificados neste 
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perfil. Produtor de AGCCs, este género fornece nutrientes e energia necessários ao 

hospedeiro (De Filippo et al., 2010), através de metabolitos benéficos resultantes da 

celulólise, facilita os processos digestivo e de absorção (Xu et al., 2024). 

Relativamente aos seus benefícios gastrointestinais, foi também demonstrado por (X. 

Chen et al., 2021; Nakajima et al., 2020) que o aumento da abundância de Bacteroides 

pode também aumentar os níveis de taurina, um mecanismo potencialmente útil na 

prevenção de distúrbios metabólicos induzidos pela dieta. Incluído no filo 

Actinobacteriota destaca-se a presença de Cutibacterium, com a abundância relativa 

de 8,31% em FG, quase o dobro da sua abundância comparativamente a SG. Este 

género auxilia o ambiente intestinal em relação ao seu desenvolvimento imunológico, 

com a capacidade para metabolizar o lactato com a consequente produção de 

propionato (Rocha Martin et al., 2018), o que revela ser uma caraterística benéfica, 

podendo evitar a acumulação de lactato e os seus possíveis efeitos prejudiciais como 

a acidose (Kowlgi & Chhabra, 2015).   

De entre os 7 géneros mais abundantes em SG, 2 incluem-se no filo 

Firmicutes, entre eles: Anaerococcus, que regista uma abundância de 0,64%, 

apresentando-se quase nula em FG. Alguns membros deste género são capazes de 

fermentar vários hidratos de carbono, mas a maioria é fracamente fermentativa, 

utilizam aminoácidos como principais fontes de energia e o butirato é o principal 

metabolito resultante. Atualmente existe informação dúbia e até inconclusiva sobre a 

sua influência em vertebrados, tendo até sido associada a sua presença em processos 

infeciosos (Ezaki et al., 2001). O género Lactobacillus apresenta a abundância relativa 

de 1,93% em SG, 0,27% superior a FG. Este género desempenha um papel importante 

na fermentação de hidratos de carbono e aminoácidos não digeridos em AGCCs, como 

o butirato, a principal fonte nutritiva requerida pelos enterócitos (Lopetuso et al., 2013). 

Sabe-se que a atividade enzimática digestiva está positivamente correlacionada com 

a capacidade digestiva dos peixes (Hakim et al., 2006; Perez-Casanova et al., 2006) o 

que, em certa medida, aumenta a sua capacidade de obter nutrientes proveniente dos 

alimentos (Furné et al., 2005). Mais abundante em SG e compreendido no filo 

Proteobacteria, foi identificado o género Bradyrhizobium, 2,78%. Encontra-se 

frequentemente associado a plantas e no solo, mas recentemente foi encontrado em 

abundância no intestino de peixes adultos Arapaima gigas, comummente conhecido 

como pirarucu (Palareti et al., 2017). Descrito também em peixes-zebra (Danio rerio), 

O Bradyrhizobium é um probiótico capaz promover a biodisponibilização de azoto para 

o hospedeiro (S. Yang et al., 2022).  
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No filo Bacteroidota apresentam-se 2 géneros mais abundantes em SG, entre 

estes:  Prevotella7, com 5,78%, mais de 1% do que em FG. É provável que este género 

possa desempenhar um papel importante na resistência à sépsis (Y. Zhou et al., 2023). 

Alguns estudos indicam que este compreende alguns membros “benéficos”, que 

podem melhorar o metabolismo da glicose, promovendo o aumento do 

armazenamento de glicogénio (Kovatcheva-Datchary et al., 2015). Algumas espécies 

compreendidas no género Prevotella podem ter propriedades benéficas para a saúde, 

enquanto outras podem estar envolvidas em doenças inflamatórias intestinais. Estudos 

adicionais são necessários para compreender os seus efeitos no hospedeiro (Y. Zhou 

et al., 2023). O género Prevotella, também foi identificado mais abundante em SG, 

com 4,93%, não muito distante do valor em FG. Este género destaca-se pela sua 

capacidade em fermentar fibras, possuindo enzimas chave envolvidas principalmente 

no metabolismo dos hidratos de carbono e nos mecanismos de transporte de açúcar, 

entre outras vias metabólicas (G. D. Wu et al., 2011). Além disso, produzem AGCCs, 

que são benéficos para a saúde intestinal (Dodd et al., 2010). Os membros do género 

Prevotella têm sido associados a efeitos benéficos para a saúde, como a melhoria do 

metabolismo da glucose e a correlação com uma dieta rica em fibra (Clemente et al., 

2015; Martínez et al., 2015), apresentando benefícios para a saúde intestinal.  

Incluído no filo Actinobacteriota, identificou-se o género Bifidobacterium, 

0,15% mais abundante em SG, com 4,93%. Conhecidas como probióticos, as 

bifidobactérias estão envolvidas em vários processos da modulação imunológica, entre 

os quais: processos anti-tumorais, anti-patogénicos e anti-inflamatórios. Também tem 

a capacidade de produzir acetato, que ajuda a proteger o corpo contra infeções 

enteropatogénicas (Fukuda et al., 2011; J. Luo et al., 2018) e pode auxiliar a função 

de barreira imunitária da mucosa intestinal, promovendo a produção de muco 

(Schroeder et al., 2018). Foi demonstrado que este género impede a colonização de 

agentes patogénicos no intestino, através da produção de bacteriocinas (Macfarlane 

et al., 2008). O seu papel na prevenção da colonização e reprodução de oocistos no 

epitélio intestinal, auxilia a função de barreira intestinal, minimizando assim os danos 

entéricos (P. Chen et al., 2024). Ainda com maior abundância em SG e incluído no filo 

Spirochaetota, observa-se o género Treponema, com 2,57%, cerca de 0,40% superior 

a FG. Este é um género produtor de quantidades significativas de AGCCs  (Ke et al., 

2019) e está normalmente associado à capacidade de decompor as fibras alimentares 

(Kawasaki et al., 2020).  
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De entre os 8 géneros classificados como prejudiciais no microbioma 

intestinal nos perfis analisados (Gráfico 9), apenas 2 são mais abundantes em FG, 

enquanto 6 apresentam maior abundância em SG. Dos géneros com maior 

abundância em FG, observa-se Mycobacterium, compreendido no filo 

Actinobacteriota, apresenta a abundância de 3,09% relativamente a este perfil. Este 

género é patogénico em peixes (Aro et al., 2014; Z. Luo et al., 2018), em que os 

indivíduos afetados revelam falta de apetite e reduzia atividade natatória, como 

demonstrado em peixes-zebra (Swaim et al., 2006). Mais abundante em FG, o género 

Fusobacterium, associado ao filo Fusobacteriota, apresenta uma variação cerca de 

0,20% entre os perfis, com 2,61 % em FG. A sua influência na etiologia de doenças 

gastrointestinais tem merecido mais atenção recentemente, revelando uma 

associação positiva entre a sua presença em doenças inflamatórias e neoplásicas do 

trato gastrointestinal (Han, 2015).   

Relativamente aos géneros mais abundantes em SG, verifica-se a presença 

de 2 géneros incluídos no filo Proteobacteria, Methylobacterium-Methylorubrum, com 

3,43%, quase o dobro da sua abundância em FG. Considerado  um patogénico comum 

capaz de infetar peixes imunocomprometidos (Talamantes et al., 2021). O género 

Escherichia-Shigella apresenta a abundância de 2,36%, mais 0,90% do que em FG. É 

considerado um agente patogénico pró-inflamatório, secreta lipopolissacáridos (LPS) 

que podem induzir lesões intestinais agudas (L. Liu et al., 2022). No filo Firmicutes 

observa-se o género Staphylococcus, com 7,07%, sensivelmente o dobro da 

abundância registada em FG. O seu crescimento excessivo está associado à doença 

inflamatória intestinal (Yuan et al., 2021). Incluído no mesmo filo, verifica-se a presença 

de Streptococcus, com 3,43% em SG. É um agente patogénico oportunista no 

intestino, o seu sobrecrescimento leva à infeção no caso de imunidade fraca do 

hospedeiro e desempenha um papel crucial no desenvolvimento da doença 

inflamatória intestinal (Heidarian et al., 2017). 

 Compreendido no filo Actinobacteriota, o género Corynebacterium apresenta 

a abundância de 4,93%, cerca de 2% superior ao valor registado em FG. 

Potencialmente patogénico no intestino humano e animal (Bernard, 2012; Khamis et 

al., 2004), o aumento da abundância deste género pode refletir a resposta imunitária 

do hospedeiro (Dorella, 2004; Rooks et al., 2014). Compreendido no filo anteriormente 

referido, o género Lawsonella apresenta cerca do dobro da abundância em SG, com 

0,86%. As informações acerca das propriedades funcionais deste género são 

inconclusivas, contudo aparenta ser patogénico oportunista, descrito numa série de 
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casos, envolvido em processos inflamatórios e infeciosos em diferentes epitélios 

(Gonzales Zamora et al., 2020). 

Com base na seleção das 35 espécies mais abundantes, comuns aos perfis 

em análise (Gráfico 10), foi calculada a sua diferença quantitativa entre FG e SG. A 

este nível taxonómico existem padrões bacterianos que diferem entre os perfis. Estas 

diferenças foram posteriormente analisadas em função das características funcionais 

das espécies em questão, baseando-se nas descrições científicas mais atualizadas. 

Classificaram-se em duas categorias, entre as quais: “espécies benéficas” e “espécies 

prejudiciais” no microbioma intestinal, (Gráfico 11) e (Gráfico 12), respetivamente. 

De entre as 7 espécies bacterianas classificadas como benéficas (Gráfico 11), 

todas apresentam maior abundância em FG, entre elas, 2 pertencem ao filo 

Bacteroidota. Incluída no filo anteriormente mencionado, a espécie Taibaiella sp. 

representa 16,13% das espécies identificadas em FG, uma diferença significativa em 

comparação com uma abundância em SG, 11,76%. Esta espécie tem a capacidade 

de reduzir nitrato em nitrito (L. Zhang et al., 2013). Encontrada em solos contaminados 

com petróleo (Diallo et al., 2021), indica tolerância a xenobióticos, se não a capacidade 

de degradá-los. A espécie Bacteroides plebeius representa em FG 1,61% das 

espécies detetadas neste perfil, enquanto a sua abundância em SG é praticamente 

nula. Segundo (Shivaji et al., 2021), B. plebeius é uma bactéria anti-inflamatória, que 

aumenta a rigidez da mucosa intestinal e restaura parcialmente a barreira da mucosa. 

Ao manter a homeostasia da microbiota intestinal, restaura a função da barreira 

intestinal e reduz a produção de metabolitos derivados da microbiota circulante, o que 

resulta no alívio do estado inflamatório do organismo mitigando a atrofia músculo-

esquelética causada pelo estado inflamatório (Pei et al., 2022).  

Observam-se no filo Firmicutes 3 espécies, 2 incluídas no género Blautia, 

entre elas, a espécie B. obeum que apresenta a abundância de 3,23% em FG, mais 

do dobro do que em SG. A espécie B. faecis apresenta em ambos os perfis a mesma 

abundância que a espécie Bacteroides plebeus. Relativamente à B. obeum, é 

responsável pela produção de butirato, um modulador reconhecido da função cerebral 

(Serra et al., 2018). O aumento dos níveis desta espécie no intestino tem sido 

associado à redução de inflamação (Bajaj et al., 2012), devido ás suas propriedades 

antiflamatórias. Existe a evidência que também possa possuir propriedades 

antibióticas ((X. Liu et al., 2021), no entanto é necessário aprofundar a sua veracidade 

em teleósteos. Quanto à espécie B. faecis, também produtora de butirato, é descrita 
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como probiótica em indivíduos com doença de Crohn, no entanto são necessários mais 

estudos para compreender amplitude da sua influência (Takahashi et al., 2016).  

Ainda se inclui no filo Firmicutes a espécie Dorea formicigenerans, que 

demonstra nos 2 perfis a mesma abundância que as espécies B. plebeius B. faecis. 

Produtora de quantidades abundantes de ácido fórmico a partir da fermentação de 

hidratos de carbono (Taras et al., 2015), D. formicigenerans é responsável pela 

produção de ácido fórmico, que aumenta os níveis de microrganismos benéficos e 

suprime os membros patogénicos a nível intestinal, por exemplo: E. coli 

enterotoxigénica e Salmonella spp. (Luise et al., 2020; Ren et al., 2020). A espécie 

Akkermansia muciniphila, que pertence ao filo Verrucomicrobiota, apresenta uma 

abundância de 3,23%, mais do triplo do que em SG. É descrita como um novo 

microrganismo funcional com propriedades probióticas, devido à sua capacidade de 

melhorar as respostas imunitárias e as funções metabólicas do hospedeiro (Gómez-

Gallego et al., 2016). Degrada a mucina e habita a camada de muco intestinal (Derrien 

et al., 2004), como bactérias fermentativas, o seu metabolismo pode produzir grandes 

quantidades de AGCCs (principalmente acetato e propionato) associados a um 

aumento da capacidade de recolha de energia por parte do hospedeiro (Lukovac et 

al., 2014). Podem ter um papel coadjuvante na reparação de feridas na mucosa 

intestinal e induzir a expressão de proteínas de junção estreita, protegendo assim a 

barreira intestinal e reduzindo a permeabilidade intestinal (Belzer & De Vos, 2012; 

Derrien et al., 2017). Compreendida no filo Actinobacteriota, a espécie Cutibacterium 

granulosum, apresenta em FG e SG a mesma abundância que as espécies B. 

plebeius, B. faecis e D. formicigenerans. O seu principal metabolito final é o propionato, 

um AGCC essencial na absorção intestinal (Wei et al., 2022).  

Das 13 espécies identificadas, comuns aos perfis em análise, que revelam 

mecanismos de ação prejudiciais no microbioma intestinal (Gráfico 12), observam-se 

em maior abundância no perfil FG, 3 espécies incluídas no filo Bacteroidota, entre as 

quais: Porphyromonas endodontalis com 8,06%, Prevotella melaninogenica com 

3,23% e Tannerella forsythia com 1,61%. Quanto à espécie P. endodontalis, contribui 

para a destruição do tecido ósseo, através da libertação de fatores de virulência, 

incluindo LPS, lípidos biologicamente ativos com a capacidade de promover respostas 

secretoras pró-inflamatórias (Hosoya & Matsushima, 1997; Tang et al., 2011). Além de 

comprometer a osteoclastogénese, esta espécie tem a capacidade de inibir a função 

dos osteoblastos (Christopher S. Mirucki, 2014). No entanto é necessário recorrer a 

futuras investigações que permitam esclarecer especificamente quais os lípidos 
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secretados por P. endodontalis que produzem efeitos deletérios mais significativos nos 

tecidos do hospedeiro. 

 Relativamente à espécie P. melaninogenica, tem sido associada a processos 

oncogénicos (Chocolatewala et al., 2010; Mager et al., 2005) e inflamatórios, com 

maior incidência no tecido ósseo (Lewy et al., 2019).  A espécie T. forsythia produz 

toxinas que ativam a resposta inflamatória local e levam à síntese e secreção de vários 

mediadores inflamatórios (citocinas) que aumentam a atividade das colagenases 

tecidulares, resultando na destruição do tecido ósseo circundante (Newman & 

Carranza, 2006). Geralmente encontrados na cavidade oral, são facilmente 

transferidos para o intestino através da deglutição, influenciando assim alterações 

substanciais no microbioma intestinal (Koren et al., 2011). Também em maior 

abundância neste perfil, é observada a espécie Treponema lecithinolyticum que se 

inclui no filo Spirochaetes, com uma abundância de 1,61%. Associada a infeções, esta 

espécie é um estimulador da expressão de várias citocinas (Jun et al., 2007; Lee et 

al., 2005). A espécie Corynebacterium matruchotii, que pertence ao filo 

Actinobacteriota, apresenta a mesma abundância que T. lecithinolyticum relativamente 

aos 2 perfis. Apesar da escassa informação em relação ás suas propriedades, esta 

espécie bacteriana está descrita em processos inflamatórios, como a queratite 

bacteriana (Wilhelmus et al., 1979). Ainda em maior abundância em FG com 1,61%, 

observa-se a espécie Campylobacter concisus, compreendida no filo 

Campylobacterota, cuja abundância em SG é praticamente nula. Considerada uma 

espécie patogénica oportunista, demonstra patogenicidade apenas quando o 

ambiente circundante é adequado (Mahendran et al., 2016). As suas capacidades 

patogénicas, tais como, a indução de apoptose, a invasão epitelial e a produção de 

citocinas (Man et al., 2010), são fatores patogénicos plausíveis da importância de C. 

concisus em ambientes disbióticos. Indivíduos com afeção inflamatória intestinal 

apresentam uma prevalência significativamente mais elevada de C. concisus, detetada 

nos seus tecidos intestinais em comparação com controlos saudáveis (L. Zhang et al., 

2014). A sua capacidade em aumentar a permeabilidade intestinal, enfraquece a 

barreira epitelial intestinal, que quando comprometida pode levar à perda de tolerância 

por parte da microbiota entérica comensal (Nielsen et al., 2011).  

Mais abundantes em SG, evidenciam-se 4 espécies incluídas no filo 

Bacteroidota, assim como no género Prevotella. Entre estas, observa-se a presença 

de P. nigrescens com 14,71%, uma espécie que apresenta capacidades patogénicas 

(Corrêa et al., 2016), através da sobreprodução de proteínas de sinalização celular, 
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responsáveis por mediar respostas imunitárias e inflamatórias como as citocinas 

(S.S.Socransky et al., 2014). A espécie P. denticola com 11,76% em SG, é 

frequentemente isolada de processos infeciosos em tecidos moles e tecido ósseo (Ling 

& Hirase, 2022). Pode contribuir significativamente para a infeção e inflamação em 

indivíduos imunocomprometidos, podendo estar mais envolvidas em infeções fora da 

cavidade oral do que se pensava anteriormente (Sherrard et al., 2013). Com 8,82% 

em FG, a espécie P. oris é um agente comum na etiologia de infeções dos tecidos 

moles, capaz de exacerbar lesões em áreas previamente infetadas, fixando-se a 

outras células que não as células epiteliais (Cahalan et al., 2013; Goyal et al., 2012). 

 Relativamente à espécie P. pleuritidis, é observada em SG com 5,88% de 

abundância. Envolvida em processos infeciosos, como abscessos, não apresenta 

tropismo quanto à sua afeção no organismo, aparentemente revela ser ubíqua nos 

tecidos ou sistemas que coloniza (Jayasimhan et al., 2017). Mais abundantes em SG, 

verificam-se ainda 3 espécies incluídas no filo Firmicutes, entre as quais: Lactobacillus 

iners, com 4,41%, Dialister pneumosintes, com 2,94% e Streptococcus dysgalactiae, 

também com 2,94%, sendo que sua abundância é praticamente nula em FG. Em 

relação à espécie L. iners, é comum em infeções, dependendo do ambiente e de 

condições adequadas (Rocca et al., 2018; Rossi et al., 2019). A presença de 

deinerolisina, uma citotoxina sintetizada por L. iners, reforça a ideia de que este 

microrganismo não apresenta benefícios para o microbioma intestinal, apesar da 

literatura disponível ser insuficiente para o classificar na sua plenitude (Ferris et al., 

2007). Quanto à espécie D. pneumosintes, é capaz de causar infeção através da via 

hematogéna, resultando em infeções do tecido ósseo e de tecidos moles. Pode 

também desempenhar um papel fundamental na carcinogénese gástrica (Coker et al., 

2018). Descrita como patogénica, a espécie S. dysgalactiae é responsável por afeções 

tanto no Homem como em peixes (Abdelsalam et al., 2013), no entanto são 

necessários mais estudos que descrevam a sua patogenicidade a nível 

gastrointestinal.  

Através da análise da abundância relativa, dos membros que constituem as 

categorias taxonómicas analisadas, foi possível interpretar e dar resposta a algumas 

questões centrais, que motivaram o delineamento deste estudo. Quando discriminada 

a abundância dos 100 géneros predominantes, comuns aos 2 perfis em análise, é 

possível verificar que em FG estes dados representam 56,94%, do total identificado a 

este nível taxonómico, comparativamente à sua abundância em SG, 60,8%. De entre 

os 35 principais géneros identificados em FG, observa-se que estes representam 
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42,1%, enquanto em SG estes resultados compreendem 46,7% do total identificado. 

Quanto à analise da abundância referente aos 35 principais membros da categoria 

taxonómica espécie, verifica-se que esta representa 6,2% do total identificado em FG, 

inferior à abundância registada em SG, 6,8%. É possível compreender através destes 

resultados, que FG apresenta uma maior diversidade bacteriana em comparação com 

SG. 

A compreensão das propriedades funcionais por categoria taxonómica 

(género e espécie), em relação aos mecanismos “benéficos” no microbioma, revela 

que quer a nível do género quer a nível da espécie, o perfil FG (15 géneros / 7 

espécies) apresenta um maior número de membros envolvidos em maior abundância 

comparativamente a SG (7 géneros / 0 espécies). Entre os mecanismos de ação 

considerados benéficos destacam-se as propriedades probióticas e pré-bióticas, a 

atividade antibacteriana e a digestão de hidratos de carbono e aminoácidos não 

digeridos em AGCCs, como o butirato, proprionato e acetato (fontes de energia 

biodisponíveis para o hospedeiro). A produção de enzimas amílase, lípase, celulase, 

quitinase e protease, responsáveis pela digestão de hidratos de carbono e proteína. A 

indução da expressão de proteínas de junção estreita, que protegem a barreira 

intestinal e reduzem a permeabilidade intestinal. Algumas propriedades anti-

inflamatórias que aumentam a rigidez da mucosa intestinal e causam supressão de 

agentes patogénicos. A degradação de toxinas intracelulares, xenobióticos, 

microplásticos e poluentes ambientais.  

Relativamente à abundância dos microrganismos com mecanismos 

“prejudicais” no microbioma intestinal, observa-se um maior número de membros nas 

categorias taxonómicas género e espécie em SG (6 géneros / 7 espécies), 

comparativamente a FG (2 géneros / 6 espécies). Entre os principais mecanismos que 

afetam a homeostasia e desenvolvimento do indivíduo, é de destacar o aumento da 

permeabilidade intestinal que enfraquece a barreira epitelial intestinal. A libertação de 

fatores de virulência como LPS e citocinas, que promovem respostas pró-inflamatórias. 

Afeções do tecido ósseo e de tecidos moles, que causam deficiências no crescimento 

e perda de condição corporal. Comparar a abundância relativa dos membros 

taxonómicos, comuns aos perfis em análise, não fornece resultados suficientemente 

esclarecedores em termos da sua compreensão biológica. O mapa de calor (Gráfico 7 

e Gráfico 10) tem em consideração esse fator, e permite uma comparação entre perfis, 

considerando a abundância média relativa dos membros referentes à categoria 

taxonómica analisada além do desvio padrão de cada um destes em cada perfil, ou 
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seja, considera os peixes de cada perfil que apresentam valores abaixo ou acima da 

média do grupo. Permitindo uma análise mais aproximada dos indivíduos que 

partilham as mesmas características assim como as diferenças entre eles. 

 As maiores diferenças entre os perfis analisados, ao nível do género, 

destacam em FG: 8 géneros “benéficos” (Lactococcus, Bacteroides, Eubacterium hallii 

group, Serratia, Cutibacterium, Allbaculum, Ralstonia e Subdoligranulum) e 0 géneros 

“prejudiciais”, comparativamente, em SG: 6 géneros “benéficos” (Lactobacillus, 

Anaerococcus, Prevotella7, Bradyrhizobium, Bifidobacterium e Treponema) e 5 

géneros “prejudiciais” (Escherichia-Shigella, Staphylococcus, Streptococcus, 

Corynebacterium e Methylobacterium-Methylorubrum). Ao nível da espécie, FG 

apresenta: 3 espécies “benéficas” (Cutibacterium granulosum, Dorea formicigenerans 

e Akkermansia muciniphila) e 1 espécie “prejudicial” (Treponema lecithinolyticum), 

enquanto, em SG registam-se: 0 espécies “benéficas” e 5 espécies “prejudiciais” 

(Lactobacillus iners, Dialister pneumosintes, Streptococcus dysgalactiae, Prevotella 

denticola, Tanerella forsythia).   

Apesar de ser possível compreender que FG possui mais membros entre 

diferentes categorias taxonómicas, responsáveis por promover a saúde e crescimento 

do que SG, e que existe uma dominância em SG relativamente aos agentes 

bacterianos com propriedades prejudicais no microbioma intestinal, não é possível 

compreender qual a influência da sua abundância em termos funcionais, assim como 

de interpretar quais as características centrais que mediaram o desenvolvimento de 

perfis de crescimento díspares a partir de peixes morfologicamente semelhantes. A 

ideia de um microbioma intestinal central tem sido investigada sobretudo em modelos 

humanos e animais (Turnbaugh & Gordon, 2009), mas muitos autores defendem que 

os peixes teleósteos estão sujeitos à mesma ideia. Descobrir o microbioma central 

partilhado dos peixes é provavelmente mais difícil do que em mamíferos, devido à 

vasta gama de espécies filogeneticamente diversas entre os teleósteos. Ainda não se 

sabe se todas as espécies de peixes têm um microbioma central e a que nível 

filogenético (Wilson et al., 2008).  
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V Conclusão 

 

A investigação científica em aquacultura preenche as lacunas do seu 

conhecimento diariamente, tendo por base estudos com evidência científica, isto é, 

que descriminem todas as características inerentes aos métodos experimentais assim 

como o material biológico envolvido. Atualmente são inúmeras as questões envolvidas 

nos processos de bem-estar e desenvolvimento das espécies produzidas por este 

setor. Quanto à questão dogmática “será a performance de crescimento o fator 

etiológico das características do microbioma intestinal ou vice-versa”, permanece 

ainda em aberto. Embora não seja possível ter resposta à totalidade das questões 

propostas que motivaram este estudo, foram identificados alguns padrões, com base 

nas características funcionais dos membros bacterianos compreendidos em vários 

níveis taxonómicos. Nesta linha de raciocínio, os resultados provenientes deste estudo 

apoiam a hipótese de que a performance de crescimento, a qualidade e a quantidade 

bacteriana, presentes no microbioma intestinal, estão intimamente relacionadas. A 

falta de referências quanto à influência da abundância relativa na normobiose ou 

disbiose, associadas ao microbioma intestinal, dificulta a interpretação de todas as 

questões requeridas. São necessárias mais investigações que corelacionem a espécie 

em estudo com abundância e qualidade dos membros bacterianos identificados, mas 

acima de tudo, que garantam que as variáveis envolvidas no delineamento de cada 

estudo posterior, sejam bem discriminadas, permitindo a outros investigadores 

reproduzir a metodologia semelhantemente e obter mais background sobre este tema.  
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