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Pinto, O. H. B. Influência da pluma do rio Amazonas no microbioma das esponjas do 

Grande Sistema de Recifes do Amazonas. 2022. 91 f. Tese (Doutorado) – Departamento de 

Biologia Celular, Universidade de Brasília, Brasília, 2022. 

RESUMO 

O Grande Sistema de Recifes do Amazonas (GARS) fica sob uma camada de lama que 

atenua a entrada de luz e, em vez de corais, as esponjas são a principal epifauna para o qual 

pouco se sabe sobre a função do microbioma. Aqui, recuperamos genomas a partir de dados 

metagenômicos para investigar como o microbioma das esponjas do GARS suporta o 

hospedeiro e supera a indisponibilidade de luz. Recuperamos 205 MAGs de esponjas Agelas e 

Geodia com completude >70% e contaminação <10%. As análises de beta diversidade com 

base no gene rRNA 16S indicaram que o microbioma das esponjas da Amazônia e do Caribe 

são distintos (P <0,01), com estilo de vida predominantemente heterotrófico para o microbioma 

de esponjas da Amazônia (P < 0,05). No entanto, detectamos genes que indicam a presença de 

vias de fixação de carbono para o ciclo 3-hidroxipropionato/4-hidroxibutirato, 3-

hidroxipropionato biciclo, ciclo redutivo do ácido tricarboxílico e ciclo de Calvin-Benson-

Bassham, mesmo que em baixa abundância. Dectamos a presença de cianobactérias tanto por 

rRNA 16S quanto por MAGs de baixa qualidade, indicando incidência de luz no recife. A 

pluma do rio Amazonas tem maior influência indireta na composição do microbioma de 

esponjas do GARS. Os taxa encontrados em maior abundância no microbioma do GARS 

sugerem adaptações para ambientes termófilos e com para baixa disponibilidade de oxigênio. 

O perfil metabólico mostra que o microbioma das esponjas do GARS possui genes para redução 

de sulfato, redução de óxido nítrico, oxidação de amônia, redução de nitrato, amonificação de 

nitrito, oxidação de nitrito e redução de nitrito, indicando que o microbioma pode desempenhar 

um papel na desintoxicação do holobionte. Concluímos que nem a fotossíntese é limitada pela 

pluma, camada de lama, nem os produtores primários sustentam a entrada de carbono orgânico 

para as esponjas, que provavelmente vivem do carbono orgânico associado ao rio Amazonas e 

a microbiota heterotrófica. 

 

Palavras-chave: Holobionte, Associado ao hospedeiro, Genomas montados a partir do 

metagenoma (MAGs), Microbioma de esponjas, O Grande Sistema de Recifes do Amazonas 

(GARS)  
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Pinto, O. H. B. 2022. Plume layer influences the Great Amazon Reef System sponge 

microbiome. 91 pp. Thesis (Doctoral) – Departamento de Biologia Celular, Universidade de 

Brasília, Brasília, 2022. 

ABSTRACT 

The Great Amazon Reef System (GARS) stays under a plume layer that attenuates the 

entry of light, and instead of corals, sponges are the major reef epifauna, for which little is 

known about the function of the associated microbiome. Here, we used genome-resolved 

metagenomics to investigate how the sponge microbiome supports its host and overcomes the 

reduced light availability, recovering 205 MAGs from Agelas and Geodia sponges with 

completeness >70% and contamination <10%. Beta diversity estimates based on the 16S rRNA 

genes indicated the microbiomes of Amazon and Caribbean sponges to be distinct (P<0.01), 

with heterotrophic lifestyles being prevalent in Amazon sponge microbiomes (P<0.05). 

Nevertheless, genes indicating the carbon fixation pathways 3-Hydroxypropionate/4-

Hydroxybutyrate cycle, 3-Hydroxypropionate bicycle, Reductive Tricarboxylic Acid Cycle, 

and Calvin-Benson-Bassham cycle could be recovered in low abundance. The presence of 

Cyanobacteria, represented by both 16S rRNA analyses and low-quality MAGs indicated light 

incidence on the reef. The Amazon River plume influences the sponge GARS microbiome 

composition indirectly. GARS significant taxa suggest adaptations to thermophilic and low 

oxygen availability habitats. The metabolic profile shows that the GARS sponge microbiome 

had genes for sulfate reduction, sulfur oxidation, nitric oxide reduction, ammonia oxidation, 

nitrate reduction, nitrite ammonification, nitrite oxidation, and nitrite reduction, indicating that 

the microbiome might play a role in detoxification of the holobiont. We conclude, that neither 

the plume-limited photosynthesis of the sponge microbiome nor the primary producers sustain 

the organic carbon input for the sponges, which likely live off plume-associated organic carbon 

and their heterotrophic microbiota. 

 

Keywords: Holobiont, Host-associated, Metagenome-assembled genomes (MAGs), Sponge 

microbiome, the Great Amazon Reef System (GARS) 
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1. INTRODUÇÃO 

Recentemente foi descoberto um novo sistema de recifes biogênicos na foz do rio 

Amazonas. Esse novo sistema biológico recebe grande aporte de água rica em matéria orgânica 

que gera mudanças de salinidade, pH, luminosidade, oxigenação e sedimentação. Por muito 

tempo acreditou-se que essas características de estresse impediam a formação de recifes 

biogênicos. No entanto, colaboraram para a existência de um ambiente único que possui alta 

biomassa bacteriana e baixa abundância de epifauna e meiofauna. Essas condições adversas 

contribuíram para que esse rico e complexo sistema permanecesse desconhecido, abrigando 

uma inexplorada diversidade de organismos como, peixes, algas e esponjas (MOURA et al., 

2016). Esse recife é predominante ocupado por esponjas que são os organismos mais 

promissores para prospecção de produtos bioativos e vias metabólicas no meio marinho 

(BLUNT et al., 2017). Esses compostos estão intimamente relacionados com a diversidade 

microbiana das esponjas que podem compor 35% da sua biomassa. Dessa forma, este trabalho 

focará em estudar a influência da pluma do rio Amazonas no microbioma das esponjas. Além 

de estudar as relações ecofisiológicas entre as esponjas e sua microbiota em um ambiente único 

e adverso.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1.Recifes tradicionais 

Os recifes são formações biológicas criadas a partir da deposição de carbonato de 

cálcio que servem como base para organismos sésseis em meio marinho (DRAKE et al., 2020). 

Apesar de ocuparem cerca de 0,2% do fundo do mar, são um dos ecossistemas mais diversos 

do planeta (CONNELL, 1978), responsáveis por abrigarem e alimentarem pelo menos um 

quarto da vida marinha (KNOWLTON; JACKSON, 2001). Os corais escleractíneos são os 

principais construtores de recifes, podendo ser construídos também por algas calcárias, 

hidróides calcários e esponjas (LEWIS, 2006; PRATT et al., 2001; WANG et al., 2021). 

O sucesso dos corais está intimamente relacionado à relação de endossimbiose com 

algas microscópicas, geralmente dinoflagelados do gênero Symbiodinium, denominadas 

zooxantelas. Essas algas disponibilizam carbono aos corais pela fotossíntese oxigênica 

utilizando o ciclo de Calvin-Benson-Bassham (CBB) (STANLEY JR, 2006). As taxas de 

fixação de carbono em recifes podem se equiparar com às encontradas em florestas tropicais 

(ALLDREDGE; CARLSON; CARPENTER, 2013; MA et al., 2015; VAN HOYTEMA et al., 

2016). Além de aumentar a deposição de carbonato de cálcio, essa relação supre 90% das 

necessidades nutricionais dos corais (MUSCATINE; PORTER, 1977). Altos níveis nutricionais 

prejudicam indiretamente as zooxantelas, pois viabilizam o aumento de organismos que 

competem por nutrientes e espaço. Devido a essas características, os corais preferem águas 

rasas, tropicais e oligotróficas. O carbono fixado nos corais e utilizado para produção de muco, 

alimento rico, composto por proteínas, triglicerídeos e ceras éster. O muco é dissolvido pela 

água e consumido por bactérias planctônicas, que servem de alimento para níveis tróficos mais 

altos, assim sustentando toda uma cadeia trófica (Figura 1) (WILD et al., 2004).  
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Figura 1. Esquema de disponibilizam de carbono em recifes de corais para níveis tróficos mais 

altos (setas vermelhas): Conversão de carbono inorgânico (CO2) em carbono orgânico por 

zooxantelas em endossimbiose com os corais. Liberação de muco (DOM) pelos corais, seguida 

de consumo pelas bactérias heterotróficas. Parte do fitoplâncton e das bactérias heterotróficas 

(POM) são consumidas pelo zooplâncton, e o carbono é posteriormente transferido para níveis 

tróficos mais altos. Alça microbiana (setas pretas): As bactérias heterotróficas consumem a 

matéria orgânica dissolvida na água (DOM) e convertem em matéria orgânica particulada 

(POM) para os níveis tróficos mais altos. A lise celular das bactérias e do fitoplâncton pelo 

viroplâncton contribui para a liberação da matéria orgânica dissolvida (carbono orgânico 

dissolvido (DOC), nitrogênio orgânico dissolvido (DON) e fósforo orgânico dissolvido (DOP)) 

e particulada (carbono orgânico particulado (POC), nitrogênio orgânico particulado (PON) e 

fósforo orgânico particulado (POP)) na água. Figura adaptada de doi:10.1038/nrmicro3326. 

 

2.2. Recife Amazonas 

Águas barrentas muitas vezes inibem a formação de recifes de corais à medida que 

os sedimentos diminuem a disponibilidade de luz para a zooxantela (ERFTEMEIJER et al., 

2012). Contudo, essas características não impediram a formação de recifes biogênicos na foz 

do rio Amazonas. O Grande Sistema de Recifes do Amazonas (GARS) fica localizado a cerca 
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de 120 km da foz do rio Amazonas com extensão da Guiana Francesa ao estado do Maranhão, 

com área de ~56.000 km2 (FRANCINI-FILHO et al., 2018). Alguns autores especulavam a 

existência do GARS em 1977 (COLLETTE; RÜTZLER, 1977), no entanto, a confirmação só 

veio em 2016 (MOURA et al., 2016). Com a descrição do GARS foi iniciado uma discussão a 

respeito de concessões para blocos de exploração de gás natural e petróleo por companhias na 

região (BHP-Billiton, Queiroz Galvão, Ecopetrol, Total, BP e Petrobras), tendo como principais 

contrapontos a diversidade única ainda pouco explorada e o alto valor econômico dos recursos 

lá presentes. 

O GARS recebe água do maior sistema fluvial do mundo, responsável por 20% da 

descarga global no Oceano Atlântico (DAI; TRENBERTH, 2002; RICHEY et al., 1990). Os 

materiais suspensos e dissolvidos carreados pelo rio Amazonas formam uma camada espessa 

que varia de 5 a 25 m de profundidade, chamada área de pluma (MOURA et al., 2016). A pluma 

pode viajar centenas de quilômetros e cobrir ~ 2 milhões de km2 (COOLEY et al., 2007; 

KÖRTZINGER, 2003; LENTZ, 1995a, 1995b). A cobertura da pluma sobre a água delimita o 

recife em três setores, norte, central e sul. O setor norte tem a camada mais espessa, o central 

intermediária e o sul recebe baixa influência da pluma (MOURA et al., 2016). 

O GARS possui um gradiente claro de profundidade que varia de 70 a 220 m. As 

áreas mais profundas são as que apresentam maior cobertura de epifauna, compostas 

principalmente por esponjas, octocorais e corais pretos, já as porções rasas são cobertas por 

sedimento (FRANCINI-FILHO et al., 2018). Também são encontrados holobiontes 

fotossintetizantes, mesmo que em baixa abundância, como corais escleractíneos e as algas 

calcárias que são as principais construtoras do recife (MOURA et al., 2016). 

Dentre os organismos que habitam o GARS, o que mais chama a atenção é a alta 

diversidade de esponjas que se concentram em maior diversidade e abundância no setor central. 

Ao todo, o recife abriga 61 espécies de esponjas que são comumente encontradas em regiões 

caribenhas. Dentre essas, as mais abundantes são: Agelas spp., Aplysina spp., Callyspongia 

vaginalis, Clathria nicolea, Monanchora arbuscula, Oceanapia bartschi e Geodia spp., ubíqua 

em todos os setores (MOURA et al., 2016). 



 

 

21 

 

 

2.3. Esponjas 

As esponjas (filo Porifera) são organismos ancestrais que compõem um grupo 

irmão dos metazoários (REDMOND; MCLYSAGHT, 2021), sua organização é simples, sem 

simetria corporal, tecidos e órgãos verdadeiros. As esponjas são conhecidas pelo importante 

papel ecológico de filtrar matéria orgânica dissolvida (DOM) e disponibilizar matéria orgânica 

particulada (POM) em forma de debris celulares para os níveis tróficos mais altos, processo 

conhecido como alça da esponja (DE GOEIJ et al., 2013). Esse processo é altamente eficiente 

podendo remover mais de 90% do bacterioplâncton presente na água. As esponjas podem 

remover a mesma quantidade de DOM em 30 minutos que os microrganismos levariam 30 dias 

(DE GOEIJ et al., 2008; DE GOEIJ; DUYL, 2007).  

Os coanócitos são as células-chave nesse processo, eles criam um fluxo de água 

para dentro dos poros da esponja pelo movimento flagelar, a matéria orgânica e 

bacterioplâncton presentes na água são capturados por um colar com microvilosidades em 

forma de rede. Posteriormente são transportados para os arqueócitos, células móveis 

totipotentes que fagocitam e transportam nutrientes para os outros tipos celulares (Figura 2). 

A medida que as células velhas das esponjas são liberadas na água elas são consumidas por 

organismos detritívoros como crustáceos e poliquetas que servem de alimento para níveis 

tróficos mais altos (HILL; HILL, 2009).   
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A relação das esponjas com os microrganismos vai além da relação alimentar, elas 

coevoluíram por mais de 800 milhões de anos (TURNER, 2021). A junção da microbiota com 

a esponja é tratada como um único organismo ou holobionte (PITA et al., 2018; WEBSTER; 

THOMAS, 2016). A microbiota das esponjas pode representar aproximadamente 35% da 

biomassa do holobionte (TAYLOR et al., 2007). Mais de 47 filos já foram descritos em 

esponjas, alguns encontrados exclusivamente nesses invertebrados (REVEILLAUD et al., 

2014). Além da diversidade taxonômica, os microrganismos associados às esponjas apresentam 

alta diversidade metabólica (PIEL, 2006) fornecendo ao holobionte a capacidade de fixar 

carbono, metabolizar nitrogênio, enxofre e fosfato (PITA et al., 2018). Muitas esponjas em 

ambientes tropicais são consideradas fototróficas devido a sua relação com a microbiota 

fotossintetizante que pode suprir 80% de duas necessidades nutricionais (HILL; HILL, 2009). 

As esponjas marinhas têm atraído interesse biotecnológico, tendo sido 

caracterizado uma ampla variedade de produtos naturais com propriedades farmacológicas 

diversas, derivados desses organismos (BLUNT et al., 2008). Organismos sésseis como 

esponjas e outros invertebrados, incluindo os corais, dependem de compostos químicos para 

defesa contra predadores, competidores e organismos invasores como bactérias, vírus e 

Figura 2. Estruturas celulares das esponjas envolvidas na conversão 

de matéria orgânica dissolvida (DOM) em matéria orgânica 

particulada (POM). Figura adaptada de https://www.freepik.com. 
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microeucariotos. Curiosamente, em muitos casos, os compostos isolados das esponjas são 

produzidos por microrganismos associados a elas (MORI et al., 2018). A microbiota associada 

às esponjas é considerada a mais rica dentre os invertebrados marinhos (REVEILLAUD et al., 

2014).  

2.4. Microbioma 

Acessar os microrganismos presentes em uma amostra ambiental é um desafio, visto 

que muitos são de difícil cultivo, devido a requisitos de crescimento desconhecidos (LEWIS; 

ETTEMA, 2019). A metagenômica vem como uma alternativa para acessar os genes e genomas 

presentes em uma amostra ambiental (ZHANG et al., 2021). O microbioma no que lhe concerne 

é a parcela da microbiota dentro do metagenoma, ou seja, todo material genético relacionado a 

microrganismos dentro de uma amostra (FAN; PEDERSEN, 2021). 

Os primeiros estudos do microbioma baseavam-se no sequenciamento de um único 

gene, RNA ribossômico 16S, estratégia conhecida como amplicon sequencing (PACE, 1997). 

Nessa estratégia, sondas oligonucleotídicas são projetadas para anelar em regiões conservadas 

do DNA para guiar a reação da polimerase em cadeia (PCR) (RAMESH; MUNSHI; PANDA, 

1992). Os produtos da PCR, amplicons, são sequenciados e comparados contra sequências de 

bancos de dados (Greengenes, RDP e SILVA), descrevendo os grupos taxonômicos presentes 

em uma amostra. Essa estratégia revelou que somente 0,1 a 10% da comunidade microbiana é 

cultivada em laboratório (RAPPÉ; GIOVANNONI, 2003). 

Outra estratégia utilizada para acessar o material genético dos microrganismos, consiste 

em fragmentar todo o DNA de uma amostra e sequencia-lo, estratégia conhecida como shotgun 

metagenome sequencing (JOSEPH; PE’ER, 2021). Os dados gerados por essa abordagem 

fornecem uma visão geral dos grupos taxonômicos e do potencial metabólico da microbiota, 

sem permitir a reconstrução metabólica dos microrganismos presentes.  

Recentemente, com o desenvolvimento de novas ferramentas de bioinformática, tornou-

se possível a montagem de genomas a partir de dados metagenômicos (MAGs), permitindo que 

vias responsáveis por um metabolismo específico fossem ligadas a um grupo taxonômico e um 

contexto ambiental (ANANTHARAMAN et al., 2018; HERNSDORF et al., 2017; TYSON et 

al., 2004). Essa ferramenta consiste em agrupar contigs do metagenoma, baseando-se em 
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métricas de conteúdo GC, profundidade de cobertura, filiação taxonomia e tetranucleotídeos 

(SIEBER et al., 2018; TEELING et al., 2004; TYSON et al., 2004). 

Essa ferramenta limita-se a recuperar genomas com cobertura suficiente e devido a 

desafios em agrupar e distinguir a origem desses contigs, eles podem ser agrupados 

erroneamente e são tipicamente incompletos. Assim, genes ortólogos são utilizados para avaliar 

a completude e contaminação desses genomas (PARKS et al., 2015). 

Essa nova abordagem foi utilizada para descrever um novo grupo bacteriano, ainda 

não cultivado, simbionte da esponja marinha Theonella swinhoei, denominado “Candidatus 

Entotheonella sp.”. Esse grupo apresenta enorme potencial metabólico e as informações obtidas 

a partir da metagenômica estão sendo utilizadas para definir estratégias de cultivo para essa 

bactéria (LACKNER et al., 2017). Nos genomas de microrganismos ambientais estão 

armazenadas uma miríade de sequências genéticas, muitas das quais podem ser úteis para 

aplicações na biologia sintética. O alinhamento de sequências e a análise de homologia com 

base em domínios funcionais tem se mostrado como uma abordagem precisa para predição de 

função proteica a partir de sequências de DNA (LOEWENSTEIN et al., 2009), facilitando a 

descoberta de novos fármacos, pois a caracterização laboratorial de todas as sequências não é 

viável.  

Com a metagenômica também é possível fazer inferências ecológicas, assim como 

estudar adaptações da microbiota das esponjas do GARS. Para isso são utilizadas análises de 

alfa e beta diversidade. As análises de alfa diversidade refletem as métricas de diversidade de 

uma amostra, ou seja: riqueza (variedade de espécies presentes em uma amostra); abundância 

(quantidade de indivíduos de cada espécie); e equitabilidade (distribuição das espécies em uma 

amostra) (WILLIS, 2019) (Figura 3A). Já as análises de beta diversidade são utilizadas para 

comparar diferenças ou dissimilaridades entre a diversidade de duas, ou mais amostras 

(LEGENDRE; DE CÁCERES, 2013). Essas se baseiam em eventos como substituição de 

espécies e diferença de riqueza (Figura 3B) que nos ajudam a entender processos 

ecossistêmicos (LEGENDRE, 2014).  



 

 

25 

 

 

 

Figura 3. Índices de alfa diversidade (A) ilustrando as métricas de riqueza, abundância e 

equitabilidade, com exemplos comparativos, alta na parte de cima e baixa na parte de baixo. 

Índices de beta diversidade (B) ilustrando métricas utilizadas para comparar dissimilaridades 

entre duas amostras, sobreposição de espécies, substituição de espécies e diferença de riqueza. 

Figura autoral.  

O estudo da microbiota associada às esponjas, que compõem o novo recife 

amazônico, utilizando técnicas de cultivo independente, metagenômica e técnicas avançadas de 

bioinformática apresenta grande potencial para a descoberta de novos compostos bioativos e 

descrição de vias metabólicas de interesse biotecnológico. Além de contribuir para o 

entendimento das adaptações ecológicas e diversidade do holobionte esponja em um ambiente 

tão adverso como o recém-descoberto recife Amazonas. Os dados gerados neste trabalho 

poderão ser utilizados para o desenvolvimento de novos fármacos e produtos biotecnológicos, 

assim como para o monitoramento da diversidade em um ambiente suscetível a estresse 

antropogênico.  
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3. JUSTIFICATIVA 

O estudo e prospecção da biodiversidade são estratégicos para o desenvolvimento 

econômico e social das nações. Como resultado de prospecção, somente nos anos de 2014 e 

2015 foram descritos 1378 e 1340 novos compostos naturais bioativos, respectivamente, 

considerando-se somente aqueles de origem marinha (BLUNT et al., 2017). Nesse sentido, os 

países desenvolvidos investem grandes somas de recursos nessa temática.  

Por outro lado, a Biotecnologia marinha no Brasil ainda se encontra em estágio 

embrionário, particularmente no que tange a inovação em genômica e pós-genômica. O Brasil 

não conseguiu acompanhar os desenvolvimentos e avanços de outras nações e hoje detém vasta 

biodiversidade marinha desconhecida favorecendo a descoberta de novas moléculas.  

Dentre as moléculas de interesse farmacológico estão os policetídeos que são 

frequentemente encontrados em microrganismos associados com esponjas. Essas moléculas são 

uma alternativa aos antibióticos convencionais que vêm se tornando cada vez mais ineficientes. 

Um relatório divulgado pela Organização Mundial de Saúde (OMS) em 2014 alerta que a 

humanidade está se aproximando de uma era pós-antimicrobianos (ORGANIZATION; 

OTHERS, 2014), na qual doenças e infecções tratadas de forma eficiente com antibióticos 

voltarão a ser letais. Atualmente, a maioria dos produtos naturais precursores de fármacos e 

moléculas bioativas utilizadas na indústria farmacêutica são de origem terrestre, indicando a 

necessidade iminente de estudos voltados ao meio marinho. Além disso, o Grande Sistema de 

Recifes do Amazonas (GARS) se encontra em região próxima a grandes companhias 

petrolíferas (exemplo: BHP-Billiton, Queiroz Galvão, Ecopetrol, Total, BP e Petrobras) que 

podem ameaçar a biodiversidade local. Nesse contexto, justifica-se o acesso ao microbioma de 

esponjas em fontes ricas e inexploradas que podem ser utilizados para procura de precursores 

de fármacos e genes com interesse biotecnológicos. Além de ser um registro para o 

monitoramento da diversidade em área passível de impacto antropogênico. 
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4. OBJETIVOS 

Avaliar a influência da pluma do rio Amazonas no microbioma de esponjas do 

recém-descoberto recife biogênico brasileiro. 

4.1.Objetivos específicos e metas a serem alcançadas 

✓ Descrever pela primeira vez os grupos taxonômicos do microbioma de esponjas 

do recém-descoberto recife Amazônico brasileiro (GARS);  

✓ Comparar a diversidade do microbioma do GARS com o de amostras 

relacionadas, como da água da pluma amazônica e o microbioma de esponjas do Caribe; 

✓ Acessar genes e funções metabólicas presentes no microbioma de esponjas do 

GARS. 
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5. HIPÓTESES 

✓ O microbioma de esponjas do GARS é o mesmo presente no ambiente; 

✓ As características do GARS impactam a diversidade microbiana das esponjas; 

✓ O microbioma de esponjas do GARS é conservado entre espécies; 

✓ A pluma amazônica inviabiliza microrganismos fotossintetizantes; 

✓ Microrganismos autotróficos não fotossintetizantes são a base da cadeia trófica 

do microbioma de esponjas do GARS. 
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6. METODOLOGIA 

6.1. Coleta de amostras e extração de DNA 

As esponjas foram coletadas no Grande Sistema de Recifes do Amazonas (GARS) 

no setor central em 27 de setembro de 2014, latitude 1°17'59,3"N e longitude 46°46'43,9"W. 

As esponjas selecionadas foram Agelas dispar, Agelas clathrodes, Agelas clathrodes, Geodia 

cf. corticostylifera, Geodia neptuni e Geodia sp (Figura 4). O critério utilizado para a seleção 

das esponjas foi a disponibilidade de pelo menos três indivíduos do mesmo gênero. O material 

coletado foi armazenado em recipientes de plásticos contendo 20 L de água do mar a 

aproximadamente 24 °C e transportado para o laboratório. No laboratório, as esponjas foram 

transferidas para um recipiente com 250 mL de água do mar estéril e deixadas de 5 a 10 minutos 

para remover microrganismos da água não associados às esponjas. O tecido esponjoso foi então 

seco e dissecado com bisturi, removendo cuidadosamente os organismos macroscópicos 

associados. Cerca de 1 g de tecido de esponja foi congelado em nitrogênio líquido e 

pulverizado. O DNA foi extraído e purificado usando cloridrato de guanidina 4 M, 50 mM Tris-

HCl pH 8,0, 0,05 M EDTA, 0,5% de N-lauroilsarcosina de sódio e 1% de -mercaptoetanol, 

seguido por uma etapa de fenol/clorofórmio, precipitação por isopropanol e ressuspensão em 

50 µL de água ultrapura (TRINDADE-SILVA et al., 2012). Material fornecido pelo grupo de 

pesquisa do professor Dr. Fabiano Thompson da Universidade Federal do Rio de Janeiro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.2.Preparo da biblioteca e sequenciamento de DNA 

As bibliotecas genômicas foram construídas para cada amostra usando o kit TruSeq 

Nano DNA (Illumina®) e sequenciadas com o sistema Novaseq (Illumina®) a 20 GB de 

profundidade de sequenciamento com sequências (paired-end) 2 x 150 pb. As sequências foram 

Figura 4. Espécimes de Agelas clathrodes (vermelha) e Geodia 

neptuni (amarela) do GARS. Figura adaptada de 

doi:10.1126/sciadv.1501252. 
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cortadas usando Sickle (https://github.com/najoshi/sickle; versão 1.33) com parâmetros padrão; 

BBtools (https://sourceforge.net/projects/bbmap/; versão 35) foi utilizado para remover 

adaptadores Illumina e sequências phiX. Cada metagenoma foi montado individualmente 

usando MetaSpades versão 3.1.3 (NURK et al., 2017) com parâmetros padrão, scaffolds 

menores que 1 kb foram removidos. 

6.3.Composição taxonômica do RNA ribossômico 16S e beta diversidade 

Metaxa2 foi utilizado para extrair sequências do RNA ribossômico 16S (rRNA 16S) 

de sequências brutas do metagenoma de esponjas do GARS que foram contrastadas contra o 

banco de dados padrão (BENGTSSON-PALME et al., 2015). Essas amostras foram 

comparadas com sequências de rRNA 16S (amplicon sequencing) do microbioma de esponjas 

do gênero Agelas (SRR7068155, SRR7068157, SRR7068159, SRR7068173, SRR7068176 e 

SRR7068181) (INDRANINGRAT et al., 2019) e Geodia (SRS9041395, SRS9041405, 

SRS9041416, SRS9041427, SRS9041573 e SRS9041575) do Caribe. Sequências do 

microbioma da pluma do rio Amazonas também foram utilizados (shotgun metagenome 

sequencing), dados disponíveis no NCBI Bio-Project PRJNA796108 (SILVA et al., 2017) 

(Figura 5). Essas sequências foram classificadas utilizando Metaxa2 como descrito acima. 

Para inferir a influência do rio Amazonas no microbioma das esponjas, os dados de 

classificação do rRNA 16S foram normalizados para suas respectivas profundidades de 

sequenciamento (abundância relativa) e subsequente raiz quadrada com o método Hellinger, 

função “decostand” do pacote R vegan (OKSANEN et al., 2013). As dissimilaridades de Bray-

Curtis foram calculadas usando a função “vegdist” e visualizadas em um gráfico de Análise de 

Coordenadas Principais (PCoA). O índice de contribuição de espécies para beta diversidade 

(SCBD) foi calculado utilizando o pacote do R adespatial v0.3-16 

(https://github.com/sdray/adespatial) com a função “beta.div” pelo método de Hellinger.  

Análise de Variância Permutacional Multivariada (PERMANOVA) foi utilizada para testar as 

diferenças entre o microbioma de esponjas do GARS, do Caribe e da água da pluma amazônica, 

com o comando “adonis2” no pacote vegan com 10.000 permutações e α = 0,05. O teste de 

Kruskal-Wallis foi utilizado para avaliar as diferenças estatísticas entre análises com três ou 

mais grupos (índice de Shannon, MW-score). O teste de Wilcoxon foi utilizado para 

comparações com dois grupos (avaliar os taxa estatisticamente diferentes entre o microbioma 
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do GARS e Caribe), o valor de p foi ajustado com o método Benjamini-Hochberg 

(BENJAMINI; HOCHBERG, 1995). Nós construímos o diagrama de Venn dos taxa desse 

estudo utilizando o pacote “venn” do R (https://github.com/dusadrian/venn). 

 

Figura 5. Mapa da localização de coleta das amostras utilizadas nesse estudo. As esponjas 

amazônicas estão marcadas em vermelho (GARS), esponjas do Caribe em azul e amostras de 

água da pluma amazônica em marrom. Figura autoral. 

6.4.Montagens de metagenoma, binning e análises funcionais 

Usamos MaxBin2 v2.2.4 com 40 e 107 marcadores (WU; SIMMONS; SINGER, 

2016) para recuperar genomas a partir de dados metagenômicos (MAGs). MAGs foram 

agregados usando DASTOOL v1.1.2 (SIEBER et al., 2018) e curados manualmente com base 

no conteúdo GC, cobertura e taxonomia usando uBin v0.9.14 (BORNEMANN et al., 2020). Os 

MAGs foram desreplicados com dRep v.3.2.2 (OLM et al., 2017), a qualidade foi verificada 

com CheckM v1.0.13 (PARKS et al., 2015) e a abundância relativa dos MAGs foi calculada 

usando CoverM v0.6.1 (https://github.com/wwood/CoverM). Os MAGs foram recuperados 

separadamente, cada um de seu respectivo metagenoma de esponja (seis), mas apresentados de 

forma conjunta na seção dos resultados.  

MAGs com completude >70% e contaminação <10% foram considerados como de 

alta qualidade e utilizados para análises subsequentes. METABOLIC v4.0 (METabolic And 

BiogeOchemistry anaLyses In miCrobes) (ZHOU et al., 2022) foi utilizado para anotar funções 

https://github.com/dusadrian/venn
https://github.com/wwood/CoverM
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metabólicas e atribuir a taxonomia dos MAGs selecionadas. O MW-score (pontuação de peso 

metabólico) foi usado como métrica para representar as funções metabólicas nos MAGS de alta 

qualidade: visão geral (mapa de calor e análise de rede); comparação do metabolismo 

autotrófico e heterotrófico, assim como para a comparação entre genes do ciclo do nitrogênio e 

enxofre. O MW-score é calculado pela soma da cobertura de genes que participam de uma 

determinada função metabólica e subsequentemente normalizados para a cobertura geral de 

genes. 

METABOLIC determinou a completude de vias metabólicas relacionadas a fixação 

de carbono identificando KEGG Orthology (KO) com modelos ocultos de Markov (HMM) nos 

módulos do banco de dados do KEGG. Para as vias metabólicas ciclo dicarboxilato/4-

hidroxibutirato (DC/4-HB), Wood-Ljungdahl (WL) e ciclo redutivo do ácido tricarboxílico 

(rTCA) foram utilizados corte de completude gênica padrão de 75%. Para as vias metabólicas 

ciclo 3-hidroxipropionato/4-hidroxibutirato (3HP/4HB), 3-hidroxipropionato biciclo (3HP), e 

CBB foram utilizados cortes personalizadas. Esse parâmetro foi determinado utilizando 

Hmmsearch (https://hmmer.org/; HMMER 3.1b2) contra genomas conhecidos por participarem 

das vias metabólicas citadas acima; esse também foi utilizado para identificar genes faltantes 

utilizando uma linha de corte menos restrita. Para a via 3HP/4HB foi definido completude de 

36% e o gene-chave 4-hidroxibutiril-CoA desidratase/vinilacetil-CoA-Delta-isomerase 

(K14534); para 3HP foi utilizado completude de 58% e CBB completude de 70% e o gene da 

Rubisco. 

A classificação taxonômica também foi feita no pipeline do METABOLIC 

utilizando GTDB-Tk database versão 202 (PARKS et al., 2018). O GTDB-Tk concatena um 

conjunto de 120 genes marcadores de cópia única do domínio Bacteria e 122 genes marcadores 

de cópia única do domínio Archaea para construir a filogenia (PARKS et al., 2017). Genomas 

de referência não diretamente relacionados com os MAGs de alta qualidade foram removidos 

da árvore para melhorar a visualização. O alinhamento das sequências foi feito com MAFFT 

v7.405 (KATOH, 2002) no modo padrão. A árvore filogenética foi obtida com FastTree v2.1.11 

(PRICE; DEHAL; ARKIN, 2010) e visualizada no Geneious Prime 2022.0.1 

(https://www.geneious.com). Para a raiz da árvore de Archaea foi utilizado o organismo modelo 

Methanosarcina acetivorans (RS_GCF_000007345.1), para a árvore de Bacteria Mycoplasma 

genitalium (RS_GCF_000027325.1). SingleM v0.13.2 (https://github.com/wwood/singlem) foi 

https://www.geneious.com/
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utilizando para determinar quanto a montagem representa o metagenoma e quanto do 

metagenoma é representado pelos MAGs. Os dados desse estudo (MAGs e sequências) foram 

depositados no NCBI Bio-Project PRJNA795684.   
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7. RESULTADOS 

7.1.O microbioma das esponjas do GARS é conservado entre espécies  

Ao todo 1,26 bilhões de sequências brutas no formato fastq foram recuperadas do 

metagenoma das esponjas do Grande Sistema de Recifes do Amazonas (GARS). Esses 

pertencem a Agelas dispar (16,27%), Agelas clathrodes (18,02%), Agelas clathrodes (17,06%), 

Geodia cf. corticostylifera (14,84%), Geodia neptuni (13,81%) e Geodia sp. (20%). Ao menos 

90% dos pares de base possuem índice de qualidade phred superior a 30.  

Com base na análise da composição do RNA ribossômico 16S (rRNA 16S) (Figura 

6), o microbioma das esponjas de Agelas e Geodia do GARS mostrou ser conservado a nível 

de filo. A análise mostrou alta abundância relativa de microrganismos não classificados (25,8 

± 2,90%). A abundância relativa mostra que Proteobacteria (30,3 ± 5,1%) são os mais 

abundantes em todas as amostras. As classes dominantes no superfilo Proteobacteriota são 

Gammaproteobacteria (14,38 ± 2,79%), Alphaproteobacteria (7,46 ± 2,39%) e 

Deltaproteobacteria (4,54 ± 0,84%). Betaproteobacteria também foram detectadas, mas em 

menor proporção. Outros filos abundantes foram Firmicutes (16,5 ± 4,3%), Actinobacteriota 

(8,8 ± 1,2%), Cloroflexota (4,7 ± 0,9%), Acidobacteriota (4,0 ± 1,3%), Termoproteota (3,9 ± 

1,7%), Nitrospirota (2,1 ± 0,5%), e Spirochaetota (1,7 ± 0,7%). 
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Figura 6. Abundância relativa de sequências de RNA ribossômico 16S (rRNA 16S) no 

microbioma de esponjas amazônicas (GARS), esponjas caribenhas e água da pluma amazônica. 

Amostras de esponjas amazônicas (GARS) estão destacadas com uma barra vermelha abaixo: 

1, Agelas dispar; 2, Agelas clathrodes 1; 3 Agelas clathrodes 2; 4, Geodia cf. corticostylifera; 

5, Geodia neptuni; 6, Geodia sp. As amostras de esponjas caribenhas estão destacados com uma 

barra azul abaixo. Geodia sp.: 7, SRS9041575; 8, SRS9041573; 9, SRS9041427; 10, 

SRS9041416; 11, SRS9041405; 12, SRS9041395. Agelas sventres: 13, SRR7068181; 14, 

SRR7068176; 15, SRR7068173; 16, SRR7068159; 17, SRR7068157; 18, SRR7068155. As 

amostras de água da pluma amazônica estão destacadas com uma barra marrom abaixo: 19, 

St15; 20, St11; 21, St10; 22, St6; 23, St5; 24, St4; 25, St3; e 26, St1. Abundância relativa de 

sequências de rRNA 16S estão coloridas conforme a taxonomia. “Outros” são filos que 

compõem menos de 1% da abundância relativa do microbioma. O superfilo Proteobacteria foi 

dividido em classes. 

Os filos raros que compõem menos de 1% do microbioma dessas esponjas são 

Cyanobacteria, Deinococcus-Thermus, Aquificae, Ternericutes, Bacteroidetes, Thermotogae, 

Chlorobi, Synergistetes, Euryarchaeota, Gemmatimonadetes, Dictyoglomi, Verrucomicrobia, 

Elusimicrobia, Lentisphaerae, Plantomycetes, Chlamydiae e Thermodesulfobacteria. Alguns 

filos foram detectados somente em uma das amostras, mesmo que em baixa proporção. 

Chrysiogenetes foi detectada apenas em Geodia sp., Fusobacteria apenas em Geodia neptuni e 

Nanoarchaeota apenas em Agelas dispar. Por outro lado, alguns filos raros não foram 

detectados em esponjas específicas, Deferribacteres em Agelas dispar, Candidate division TM7 

e Crenarchaeota em Agelas clathrodes e Geodia cf. Corticostylifera. 
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7.2. O microbioma das esponjas do GARS é mais diverso do que o das esponjas do 

Caribe 

O índice de Shannon (Figura 7) indicou maior diversidade no microbioma de 

esponjas do GARS, seguido pela água da pluma amazônica e microbioma de esponjas do Caribe 

(teste de Kruskal-Wallis, chi-squared = 16,328, df = 2, P < 0,001). 

 

Figura 7. Variação da diversidade de Shannon no microbioma de esponjas do GARS 

(vermelho), do Caribe (azul) e água da pluma amazônica (marrom) (teste de Kruskal-Wallis, 

chi-squared = 16,328, df = 2, P < 0,001). O (n) representa o número de amostras em cada grupo. 

Todos os grupos testados foram significativamente diferentes (teste de Wilcoxon, P < 0,05). 

Em nível de classe, foram detectados 32 taxa (Figura 8) que contribuíram para as 

diferenças entre o microbioma de esponjas do GARS e Caribe (teste de Wilcoxon, P < 0,05). A 

maioria desses taxa foram detectados em maior proporção no microbioma das esponjas do 

GARS, apenas Thermoproteota e Bacilli foram detectados em maior proporção no microbioma 

do Caribe. Além disso, foi possível visualizar um aumento em relação a seis taxa a nível de 

classe de Chloroflexota. 
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Figura 8. Diferenças de taxa entre o microbioma de esponjas do GARS e do Caribe a nível de 

classe. Círculos pretos representam a mediana da abundância relativa para cada táxon. As cores 

dos asteriscos indicam o grupo a qual os taxa a nível de classe foram mais abundantes. O 

microbioma de esponjas do GARS está destacado em vermelho, enquanto o microbioma das 

esponjas do Caribe está destacado em azul. As cores dos círculos do lado de fora do gráfico 

indicam a taxonomia a nível de filo no banco de dados GTDB. 

7.3.A pluma amazônica contribui para um microbioma único e altamente diverso nas 

esponjas do GARS 

O microbioma das esponjas do GARS mostrou ser o mais distinto com 1476 taxa 

exclusivos. A água da pluma amazônica influencia o microbioma das esponjas do GARS com 

92 taxa compartilhados de forma única, contra 20 que foram exclusivamente compartilhados 

com as amostras de esponjas do Caribe. As amostras de esponjas do GARS e Caribe 
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compartilharam exclusivamente 488 taxa e 199 foram ubíquos nos três grupos testados (Figura 

9).  

 

Figura 9. Diagrama de Venn dos taxa únicos ou compartilhados entre o microbioma de 

esponjas do GARS (vermelho), do Caribe (azul) e da água da pluma amazônica (marrom). 

A análise de beta diversidade (Figura 10) mostrou que a composição do 

microbioma das esponjas do GARS diferiu das amostras do Caribe e da água da pluma 

amazônica (PERMANOVA, df = 2, F = 8,6343, R² = 0,42884, P < 0,001). O microbioma das 

esponjas do GARS é mais semelhante ao das esponjas caribenhas e mais diferente das amostras 

de água da pluma. Dentre os seis microbiomas do GARS, Agelas dispar foi o mais diferente. 

Detectamos subgrupos entre as amostras do Caribe em relação às Agelas de Curaçao e Geodia 

das Ilhas Cayman e Belize (marcadas em azul). 
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Figura 10. Beta diversidade do microbioma de esponjas do GARS (vermelho), do Caribe (azul) 

e água da pluma amazônica (marrom) por análise de coordenadas principais (PCoA) pela 

dissimilaridade de Bray-Curtis (R2 = 0,43 P=0,0001). Cada ponto representa um microbioma, 

Agelas spp. estão representadas por círculos, Geodia spp. por retângulos e amostras de água por 

hexágonos. 

Cyanobacteria foi o táxon a nível de classe que mais contribuí para a dissimilaridade 

entre as amostras do microbioma do GARS e Caribe. No entanto, Cyanobacteria, Clostridia, 

Cytophagia, Thermoleophilia e Aquificae não compõem os taxa que são estatisticamente 

diferentes entre o microbioma do GARS e Caribe. Acidobacteria, Gammaproteobacteria, 

Deltaproteobacteria, Bacteria e Chloroflexi, estão entre os dez taxa a nível de classe que mais 

contribuíram para as diferenças entre o microbioma do GARS e do Caribe e também foram 

estatisticamente mais abundantes no microbioma do GARS (Figura 11). A amostra de Agelas 

dispar foi excluída dessa análise por não formar um grupo claro com as outras amostras do 

GARS. 
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Figura 11. Contribuição de espécies para a beta diversidade (SCBD) a nível de classe. Dez taxa 

que mais contribuíram para a dissimilaridade das amostras do microbioma do GARS e Caribe. 

As cores representam a taxonomia a nível de filo no banco de dados GTDB. 

7.4.Os MAGs sugerem adaptações do microbioma do GARS a influência da sua pluma 

Um total de 1.054 genomas montados a partir do metagenoma (MAGs) foram 

recuperados do microbioma de seis esponjas do GARS. Destes, 205 MAGs apresentaram 

completitude superior a 70% e contaminação inferior a 10%. Dentre esses 205 MAGs de alta 

qualidade, recuperamos genomas bacterianos pertencentes a Proteobacteria (49), Chloroflexota 

(47), Acidobacteriota (18), Actinobacteriota (16), Desulfobacterota (14), Bdellovibrionota (10), 

Poribacteria (10), Latescibacterota (8), Gemmatimonadota (5), Spirochaetota (4), Nitrospinota 

(3), Nitrospirota (3), Verrucomicrobiota (3), Deinococcota (2), Bacteroidota (1) e SAR324 (1). 

Para Archaea, recuperamos Thermoproteota (10) e Nanoarchaeota (1) (Figura 12). Dentre 

esses 1.054 MAGs, dois MAGs de cianobactérias foram identificados, mas não foram incluídos 

em nossas análises porque não atenderam ao corte de qualidade. Os genes de rRNA 16S de 

Firmicutes foram um dos mais abundantes no metagenoma, mas careceram de representantes 

nos MAGs de alta qualidade. 
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Figura 12. MAGS de alta qualidade recuperados dos seis metagenomas de esponjas do GARS. 

A numeração corresponde ao número de MAGs, a cor das barras corresponde à afiliação 

taxonômica dos MAGs. A cor destacada no fundo corresponde ao domínio que os MAGs foram 

classificados, amarelo (Bacteria) e rosa (Archaea). 

Apenas parte das sequências do metagenoma foram montadas, sendo as seguintes 

proporções: Agelas dispar (85,4%), Agelas clathrodes espécime 1 (77,4%), Agelas clathrodes 

espécime 2 (69,5%), Geodia cf. corticostylifera (46,8%), Geodia neptuni (42,9%) e Geodia sp. 

(50,7%). Os MAGs representaram as seguintes proporções para cada metagenoma de esponja 

do GARS: Agelas dispar (60,1%), Agelas clathrodes espécime 1 (24,5%), Agelas clathrodes 

espécime 2 (37,3%), Geodia cf. corticostylifera (13,3%), Geodia neptuni (10,6%) e Geodia sp. 

(12,4%). 

Essa amostragem implicou que o perfil metabólico dos MAGs de alta qualidade foi 

representado de forma diferente para cada esponja, mesmo que o microbioma das esponjas do 

GARS tenha uma composição conservada. Os grupos metabolicamente dominantes (MW-

score) foram representados principalmente por Acidobacteriota (vermelho), Proteobacteria 

(azul), Poribacteria (amarelo), Chloroflexota (verde) e Thermoproteota (roxo) (anexo 1). 
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MAGs de alta qualidade de Acidobacteriota e Gammaproteobacteria foram as que 

apresentaram maior abundância e diversidade metabólica. Acidobacteriota se destacou pelas 

funções: oxidação do etanol, oxidação de metanol, amonificação de nitrito (nirBD), oxidação 

de tiossulfato e amonificação de nitrito (nrfADH), enquanto Gammaproteobacteria se destacou 

pelas funções: oxidação de enxofre (dsrAB), oxidação de metilamina, oxidação de formaldeído 

e oxidação de formato. Outros grupos taxonômicos se destacaram por apresentarem genes 

relacionados a determinadas funções como SAR324, por redução de nitrito (nirKS); 

Desulfobacterota e Thermoproteota, oxidação de amônia; Actinobacteriota, redução de 

selenato; Poribacteria, desproporção de tiossulfato (sulfato de enxofre) e redução de óxido 

nítrico. Também foi possível visualizar um agrupamento com genes amplamente presentes nos 

MAGs de alta qualidade do microbioma de esponjas do GARS. Agrupamento composto pelos 

seguintes genes: oxidação de enxofre (sdo), redução de arseniato, fermentação, oxidação do 

acetato, utilização de aminoácidos, degradação de aromáticos, redução de sulfato, metanotrofia, 

oxidação de CO, degradação de carbonos complexos e degradação de ácidos graxos (Figura 

13). 
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Figura 13. Mapa de calor do perfil metabólico dos MAGs de alta qualidade do microbioma de 

esponjas do GARS. Os filos estão no eixo y enquanto os genes no eixo x. Os dados estão 

representados pelo MW-score (pontuação de peso metabólico). 

7.5.O metabolismo heterotrófico prevalece contra o metabolismo autotrófico nos MAGs 

de alta qualidade das esponjas do GARS 

Conforme a Figura 14, os genes relacionados ao metabolismo autotrófico dos 

MAGs de alta qualidade representam uma pequena porção da comunidade. 3HB/4HP e 3HP 

foram as vias autotróficas mais significativas e pontuaram mais do que rTCA (teste de 

Wilcoxon, P < 0,01). O metabolismo CBB obteve a menor pontuação de todas as redes 

autotróficas estudadas. Os genes relacionados as vias WL e DC/4-HB não foram detectados. O 

metabolismo heterotrófico representado pelas funções de fermentação, oxidação de acetato, 

degradação complexa de carbono e degradação de aromáticos foi mais abundante do que o 
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metabolismo autotrófico nos MAGs de alta qualidade segundo o MW-score (teste de Kruskal-

Wallis, P < 0,05). 

 

Figura 14. Comparação do perfil metabólico autotrófico e heterotrófico dos MAGs de alta 

qualidade do microbioma de esponjas do GARS com base no peso metabólico (MW-score). 

Autotróficos: 3-hidroxipropionato/4-hidroxibutirato (3HP/4HB), 3-hidroxipropionato biciclo 

(3HP), ácido tricarboxílico redutor (rTCA) e ciclo de Calvin–Benson–Bassham (CBB); 

heterotróficos: fermentação, oxidação de acetato, degradação de carbonos complexos e 

degradação de compostos aromáticos. Letras diferentes indicam grupos com diferenças 

estatísticas em P < 0,05; letras iguais indicam não haver diferença estatística. 

7.6.Metabolismo do ciclo do nitrogênio e enxofre 

A redução de sulfato foi a função mais abundante identificada nos MAGs de alta 

qualidade do microbioma do GARS, as funções de oxidação de enxofre e redução de óxido 

nítrico também foram abundantes (Figura 15). A redução de sulfato foi detectada em MAGs 

de 13 filos, Chloroflexota (32), Gammaproteobacteria (14), Acidobacteriota (13), 

Thermoproteota (10), Poribacteria (9), Latescibacterota (6), Alphaproteobacteria (4), 

Gemmatimonadota (3), Verrucomicrobiota (3), Actinobacteriota (2), Deinococcota (2), 

Desulfobacterota (1), Nitrospinota (1) e Nitrospirota (1). A oxidação do enxofre foi prevista em 

nove filos, incluindo MAGs de alta qualidade de Gammaproteobacteria (15), 

Alphaproteobacteria (14), Desulfobacterota (13), Thermoproteota (10), Actinobacteriota (9), 

Chloroflexota (8), Acidobacteriota (7), Bdellovibrionota (1), Latescibacterota (1) e Poribacteria 
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(1). Detectamos MAGs de nove filos previstos a participar da função de redução de óxido 

nítrico; Gammaproteobacteria (13), Desulfobacterota (10), Poribacteria (9) e Acidobacteriota 

(5), Alphaproteobacteria (3), Nitrospinota (3), Chloroflexota (2), Spirochaetota (2), 

Latescibacterota (1) e Nitrospirota (1). 

Detectamos a presença de outras redes metabólicas, embora não tão abundantes, 

como oxidação de tiossulfato, oxidação de amônia, redução de nitrito, oxidação de nitrito e 

redução de nitrato. 

 

Figura 15. Comparação do perfil metabólico de genes do ciclo do enxofre e nitrogênio dos 

MAGs de alta qualidade do microbioma de esponjas do GARS com base no peso metabólico 

(MW-score). Letras diferentes indicam grupos com diferenças estatísticas em P < 0,05; letras 

iguais indicam não haver diferença estatística. 

Conforme as Figuras 16 e 17, dos 205 MAGs de alta qualidade, 36 foram preditos 

a participarem de vias do metabolismo autotrófico. Previmos o maior número de MAGs 

relacionados a via rTCA, pertencentes a Acidobacteriota (6), Actinobacteriota (4), 

Gammaproteobacteria (2), Chloroflexota (2), Latescibacterota (2), Bacteroidota (1), 

Verrucomicrobiota (1) e Spirochaetota ( 1). As enzimas-chave succinato desidrogenase/ 

fumarato redutase e 2-oxoglutarato/2-oxoácido ferredoxina oxidorredutase foram detectadas 

em todos os MAGs selecionados, no entanto, o gene-chave da subunidade alfa da ATP-citrato 

liase não foi identificada pelo METABOLIC, mas foi detectado com hmmsearch utilizando 
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valor de E com corte entre 2,00E-71 e 7,7E-68. O METABOLIC detectou o gene da subunidade 

alfa da ATP-citrato liase em MAGs de Nitrospirota e Desulfobacterota, no entanto, esses não 

foram selecionados, pois, apresentaram completude de genes para a via 3HP entre 66-41%. 

O ciclo CBB foi identificado em quatro MAGs. A Rubisco do tipo I foi predita em 

um MAG de Alphaproteobacteria Rhodobacterales e um MAG de Gammaproteobacteria 

Arenicellales. Rubisco tipo IV foi predita em um MAG de Dehalococcoidia dentro de 

Chloroflexota e um MAG de Rhodobacterales. 

Observamos a maior completitude dos genes 3HP (58,3%) em quatro MAGs 

Rhodobacteraceae. Os genes-chave: malonil-CoA redutase/3-hidroxipropionato desidrogenase 

(NADP+) e acrilil-CoA redutase (NADPH)/3-hidroxipropionil-CoA desidratase/3-

hidroxipropionil-CoA sintetase foram detectados apenas utilizando um valor de E menos 

estringente. 
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Figura 16. Filogenia de bactérias dos MAGs de alta qualidade recuperados do microbioma do 

GARS. A árvore foi enraizada com Mycoplasma genitalium (RS_GCF_000027325.1). Os 

MAGs relacionados as vias de fixação de carbono estão destacados por círculos coloridos: ácido 

tricarboxílico redutor (rTCA), amarelo; ciclo Calvin–Benson–Bassham (CBB), verde; 3-

hidroxipropionato/4-hidroxibutirato (3HP/4HB), azul; 3-hidroxipropionato biciclo (3HP), 

roxo. Os MAGs que não atenderam ao corte para as vias de fixação de carbono estão marcados 

em cinza (não predito). O número de MAGs relacionados a cada via de fixação de carbono é 

mostrado entre parênteses. A filogenia dos MAGs está sombreada por filo, o super filo 

Proteobacteria foi dividido em classes. As barras vermelhas ao lado de cada MAG representam 

a cobertura (%) no microbioma de sua respectiva esponja do GARS. 

Selecionamos oito Thermoproteota Nitrosopumilaceae e uma Desulfobacterota 

com possível envolvimento no ciclo 3-hidroxipropionato/4-hidroxibutirato (3HP/4HB). Todos 

os MAGs selecionados apresentaram a enzima chave 4-hidroxibutiril-CoA 

desidratase/vinilacetil-CoA-Delta-isomerase. Esses genomas mostraram 36% de completude 

máxima para o 3HP/4HB. Os MAGs de Thermoproteota apresentaram todos os genes ausentes 

quando considerado um valor de E menos estringente. No entanto, o gene para malonil-
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CoA/succinil-CoA redutase (NADPH) permaneceu ausente em Desulfobacterota mesmo 

utilizando condições de busca menos estringente.  

 

Figura 17. Filogenia de Archaea dos MAGs de alta qualidade recuperados do microbioma do 

GARS. A árvore foi enraizada com Methanosarcina acetivorans (RS_GCF_000007345.1). Os 

MAGs relacionados as vias de fixação de carbono estão destacados com círculos coloridos: 3-

hidroxipropionato/4-hidroxibutirato (3HP/4HB), azul. Os MAGs não relacionados às vias de 

fixação de carbono estão marcados em cinza (não predito). O número de MAGs em cada via de 

fixação de carbono é mostrado entre parênteses. A filogenia dos MAGs está sombreada por filo. 

As barras vermelhas ao lado de cada MAG representam a cobertura (%) no microbioma de sua 

respectiva esponja do GARS.  
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8. DISCUSSÃO 

Descobrimos que o Grande Sistema de Recifes do Amazonas (GARS) abriga 

esponjas com microbioma único. O microbioma das águas turvas da pluma do rio Amazonas 

influencia no microbioma das esponjas do GARS. No entanto, os dados sugerem que a maior 

influência se da devido às características do ambiente e não a microbiota compartilhada. 

Significativamente e em contraste com outros sistemas de recife, os microrganismos 

fotossintetizantes (cianobactérias) estavam presentes apenas em baixa proporção nas análises 

de rRNA 16S e MAGs. A alta diversidade do microbioma de esponjas do GARS sugere que a 

camada da pluma amazônica não restringe ou enriquece a microbiota para um grupo 

taxonômico específico. 

Além disso, 32 taxa a nível de classe foram estatisticamente diferentes entre o 

microbioma das esponjas do GARS e de recifes tradicionais do Caribe, indicando que a água 

barrenta contribui para uma microbiota adaptada. Ao contrário de recifes turvos originados pela 

recente ação antropogênica, a turbidez do GARS tem como origem a constante descarga de 

água do rio Amazonas que viabilizou o desenvolvimento de uma microbiota única e adaptada. 

Comparações entre o microbioma do Caribe (Curaçao, Ilhas Cayman e Belize) e região 

amazônica usando esponjas de gêneros diferentes e distintas localidades do Caribe mostram 

que os resultados encontrados neste estudo são mais gerais do que seriam se tivéssemos feito 

essa comparação usando um único gênero e localização. Um estudo indica que a luz no fundo 

do GARS é fraca, mas suficiente; esse estudo mostra a presença de radiação fotossinteticamente 

disponível (PAR) entre 0,01 e 19,3 µE m-2 s-1 (FRANCINI-FILHO et al., 2018; OMACHI et 

al., 2019). Tal proporção pode suportar a fotossíntese de algas coralinas que são as principais 

construtoras desse recife, presentes no GARS há pelo menos 4487 anos (MOURA et al., 2016). 

Cyanobacteria foram detectadas em proporção superior a 1% somente em amostras de Agelas 

do Caribe e não nas amostras de Geodia do Caribe, sugerindo que a luz não é o fator limitante 

que torno o microbioma de esponjas do GARS único. Estudos sugerem a alta sedimentação 

como principal fator de estresse no GARS, resultando na cobertura total ou parcial do fundo do 

GARS por sedimentos (MOURA et al., 2016; OMACHI et al., 2019). 

Os taxa encontrados em maior abundância no GARS estão relacionados a ambientes 

anaeróbicos, microaerofílicos e termofílicos, sugerindo uma dinâmica metabólica diferente de 

outros recifes (BELAY; BOOPATHY; VOSKUILEN, 1997; GODON et al., 1997; HUBER et 
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al., 1986; KIELAK et al., 2016; NORDGÅRD et al., 2017; XIA et al., 2016). Outro grupo 

encontrado em maior proporção foi o de bactérias não classificadas. O banco de dados do 

Metaxa2 utilizado para fazer a classificação das sequências do rRNA 16S é composto por 

sequências curadas, indicando que pelo menos parte dos taxa presentes nesse grupo estão 

relacionados a membros de filos Candidatus. Os dados de cobertura dos MAGs de alta 

qualidade corroboram com essa hipótese, dado que um único MAG afiliado ao filo Candidatus 

Poribacteria compõe 14% do metagenoma de Agelas dispar. 

Os dados metabólicos indicam um estilo de vida predominante heterotrófico para a 

microbiota das esponjas do GARS. A abundância de matéria orgânica transportada pelo rio 

Amazonas pode explicar o sucesso das esponjas nesse ecossistema (MEDEIROS et al., 2015; 

MOURA et al., 2016). Esponjas são competidores vorazes por nutrientes e espaço, elas 

perfuram a estrutura do recife e crescem sobre outros invertebrados sésseis (COBB, 1969; 

STUBLER; FURMAN; PETERSON, 2015). Um estudo revelou que o carbono orgânico 

dissolvido na região do GARS varia de 102,3 a 165,69 µM, e o carbono orgânico particulado 

de 4,1 a 6,21 µM (dados não publicados).  

A microbiota das esponjas também recicla e se beneficia do DOM (AZAM et al., 

1983) e contribui para mais da metade da dieta das esponjas (BART et al., 2021; KAZANIDIS 

et al., 2018; RIX et al., 2020). Estima-se que um quilo de esponja possa filtrar 50.000 L de água 

diariamente e remover mais de 90% dos micróbios da água (HILL; HILL, 2009). Estudos 

demonstraram que a redução da rede fotossintética e o aumento da capacidade heterotrófica são 

respostas adaptativas para superar condições extremas em recifes turvos (BURT et al., 2020).  

Microrganismos autotróficos têm um papel auxiliar no microbioma das esponjas do 

GARS. O MW-score indica a via Calvin–Benson–Bassham (CBB) como a menos relevante na 

fixação de carbono no microbioma de esponjas amazônicas adaptadas à pluma, em contraste 

com o oceano aberto, onde cianobactérias e algas são os principais fixadores de carbono pela 

via CBB (BOWLER; VARDI; ALLEN, 2010; RAVEN, 2009). Nossa análise metabólica dos 

MAGs previu a ocorrência de CBB em Rhodobacterales e Arenicellales. A Rubisco do tipo IV, 

detectada em um MAG Chloroflexota, possui função não relacionada com a fixação de carbono 

(TABITA et al., 2007a, 2007b). A presença de genes do ciclo CBB, especialmente Rubisco, em 

Proteobacteria e Rhodobacterales, já foi descrita, incluindo no microbioma de esponjas 

(ASPLUND-SAMUELSSON; HUDSON, 2021; BADGER; BEK, 2008). 
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As previsões metabólicas indicaram 3HP/4HB como a via de fixação de carbono 

mais relevante no microbioma das esponjas do GARS, significativamente mais abundante que 

CBB e rTCA (teste de Wilcoxon, P < 0,05). Previmos a ocorrência de 3HP/4HB em 

Thermoproteota e uma MAG de Desulfobacterota. A capacidade de 3HP/4HB para 

Desulfobacterota MAG permanece incerta, pois um dos dois genes marcadores, malonil-

CoA/succinil-CoA redutase (NADPH), não pôde ser identificado neste MAG. Além disso, a 4-

hidroxibutiril-CoA desidratase bacteriana está envolvida na fermentação do aminobutirato 

(BUCKEL; GOLDING, 2006). As inferências metabólicas desse estudo foram baseadas em 

observações de conteúdo e cobertura de genes em MAGs de alta qualidade - não são dados de 

expressão. Além disso, é importante mencionar que a metagenômica resolvida pelo genoma 

recupera apenas uma fração dos genomas presentes na comunidade microbiana. O objetivo 

desta análise nesse estudo foi utilizar dados in silico para acessar a capacidade funcional 

microbiana de amostras para as quais não há informações experimentais disponíveis. 

A variação da via 3HP/4HB em Thaumarchaeota (Thermoproteota) é bem descrita, 

considerada a via aeróbia de fixação de carbono mais eficiente em termos energéticos 

(KONNEKE et al., 2014; PESTER; SCHLEPER; WAGNER, 2011; WALKER et al., 2010). 

Estudos demonstraram a presença de Thaumarchaeota na água da pluma amazônica e no 

microbioma de esponjas (ENGELBERTS et al., 2020; PINTO et al., 2020). Nossos dados 

indicam que esses microrganismos desempenham múltiplos papéis na fisiologia do holobionte 

esponja; além da fixação de carbono, previmos as funções de oxidação de amônia, oxidação de 

enxofre e redução de sulfato. A amônia é o principal resíduo nitrogenado das esponjas que é 

tóxico quando em níveis altos. A oxidação da amônia pode impedir seu acúmulo nos tecidos da 

esponja. O mesmo acontece com a oxidação do enxofre, que previne níveis altos de sulfeto de 

hidrogênio (TAYLOR et al., 2007). 

Outra via de fixação de carbono prevista foi 3-hidroxipropionato biciclo (3HP). 

Esta via foi descrita pela primeira vez em Chloroflexus aurantiacus, um membro da 

Chloroflexaceae capaz de realizar fotossíntese anoxigênica (HERTER et al., 2001; ZARZYCKI 

et al., 2009). Em nossa análise taxonômica, identificamos a presença de MAGs afiliados a 

Chloroflexota relacionados às famílias Anaerolineae, Dehalococcoidia e UBA223, não 

descritas anteriormente como tendo essa via. Os MAGs previstos para codificar essa via em 

nosso microbioma de esponjas do GARS foram classificados como Rhodobacteraceae. Um 
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estudo sugeriu Dinoroseobacter shibae, um membro de Rhodobacteraceae, com metabolismo 

mixotrófico, assimilando glicose pela via Entner-Doudoroff e fixando carbono por 3-

hidroxipropionato biciclo (TOMASCH et al., 2011). Vias alternativas de fixação de carbono 

podem facilitar a assimilação de substâncias orgânicas simples, conferindo uma vantagem 

competitiva sobre autótrofos ou heterótrofos obrigatórios (HÜGLER; SIEVERT, 2011). A 

comparação genômica dos genes 3HP entre nossos MAGs e D. shibae mostrou que eles são 

semelhantes. 

A mesma incerteza para predição de vias de fixação de carbono acontece para 

rTCA, o gene ATP-citrato liase foi detectado utilizando o programa hmmsearch apenas com 

um corte menos restrito. A via rTCA foi predita como a mais difundida no microbioma das 

esponjas do GARS, presente em MAGs de Acidobacteriota, Gammaproteobacteria, 

Latescibacterota, Bacteroidota, Chloroflexota, Actinobacteriota, Verrucomicrobiota e 

Spirochaetota. O rTCA incompleto já foi descrito em estudos com Acidobacteriota 

(FERNANDEZ et al., 2020), Bacteroidota Salinibacter ruber (BAGHERI; MARASHI; 

AMOOZEGAR, 2019) e outros filos como Actinobacteriota e Chloroflexota (VIKRAM et al., 

2016). Entre nossos MAGs de baixa qualidade, recuperamos membros de Aquificota, que como 

Chlorobiota e Campylobacterota são frequentemente descritos a participarem do rTCA 

(HÜGLER; SIEVERT, 2011). Devido à sensibilidade das enzimas dessa via ao oxigênio, ela é 

geralmente encontrada em ambientes anaeróbios associados a fontes hidrotermais de 

profundidade, oceanos escuros e em microrganismos encontrados em condições 

microaerofílicas (BERG, 2011; ERB, 2011). Esses dados corroboram com os valores de 

oxigênio dissolvido (3,25-3,81 mg. L-1) relatados no GARS (dados não publicados). 

A predição de vias metabólicas complexas foi um dos principais desafios desse 

estudo. Essas vias possuem muitos genes promíscuos, o que dificulta estabelecer seu 

envolvimento. Além disso, os perfis de banco de dados estão incompletos. Alguns genes já 

conhecidos a participarem de uma via não estão incluídos em bancos de dados. Um exemplo é 

a via 3HP/4HB que carece de genes de Thaumarchaeta no perfil do KEGG – dificultando a 

identificação de vias não clássicas. Nesse exemplo, o banco de dados do KEGG para a via 

3HP/4HB contém apenas genes de Crenarchaeal Sulfolobales. Além disso, a caracterização 

metabólica de organismos com base em seu potencial metabólico utilizando dados in silico não 

pode ser usada para confirmar seu metabolismo in vivo. Assim, é necessária uma validação 
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experimental adicional, por métodos independentes de cultivo, como, por exemplo, 

metatranscritoma e proteoma, ou por de cultivo seguido de caracterização em cultura. 

Outra limitação desse estudo é a falta de amostras controle propriamente adequadas. 

As amostras controle utilizadas correspondem a esponjas do mesmo gênero em região próxima 

(Caribe) que não recebem influência da pluma do rio Amazonas. Essas amostras vieram de 

dados da literatura com diferentes métodos de extração de DNA e sequenciamento que podem 

enviesar as análises (QUINCE et al., 2017). Para minimizar esse viés foram escolhidas amostras 

controle de diferentes estudos. Muitos dos taxa que mais contribuem para a dissimilaridade 

entre as amostras desse estudo não foram estatisticamente diferentes, mostrando que a 

metodologia aplicada conseguiu diferenciar os taxa relacionados as diferenças entre o 

microbioma das esponjas do GARS e Caribe e os que estavam relacionados as diferenças de 

amostras específicas. 

Na anotação taxonômica de alguns taxa da amostra Agelas dispar foram acrescentados 

extra “Uncultured”, fazendo com que essa amostra fosse mais dissimilar (Figura 10) às outras 

amostras do GARS e apresenta-se um número maior de taxa únicos (Figura 9). Essa 

classificação é mais perceptível em nível de espécie, não ficando claro se esses “Uncultured” 

foram adicionados devido a serem taxa diferentes ou a um viés metodológico do Metaxa2. No 

entanto, essa amostra foi mantida, porque a remoção dela não alterou as inferências relatadas 

nesse estudo. 
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9. CONCLUSÕES 

Em resumo (Figura 18), nossos dados indicam que a pluma não impede 

completamente a ocorrência de organismos fotossintetizantes no microbioma das esponjas do 

GARS. Encontramos predominância de metabolismo heterotrófico em comparação ao 

autotrófico na comunidade microbiana de esponjas da Amazônia adaptada à pluma. Propomos 

que no GARS as esponjas acumulam matéria orgânica dissolvida (DOM), assimilada por elas 

e pela microbiota heterotrófica. Além disso, a microbiota das esponjas pode atuar na 

desintoxicação de compostos tóxicos liberados pela esponja. Outros recifes turvos apresentam 

condições de luminosidade ou sedimentação semelhantes às encontradas no GARS 

(ZWEIFLER (ZVIFLER) et al., 2021). No entanto, nenhum desses ambientes recebe um fluxo 

de água tão grande. O rio Amazonas descarrega 20% da água doce global no Oceano Atlântico 

(DAI; TRENBERTH, 2002; RICHEY et al., 1990). Esse enorme fluxo de água no oceano altera 

drasticamente os parâmetros ambientais, como salinidade, pH, luminosidade, oxigenação e 

sedimentação, criando assim um ambiente único. Este estudo mostra uma estratégia de 

acumulação de biomassa diferente do encontrado em esponjas de recifes tradicionais. Estudos 

mostram uma tendência das esponjas se tornarem dominantes em recifes turvos, a principal 

hipótese apontada se refere a capacidade das esponjas criarem um fluxo de água para remover 

os sedimentos de seu tecido (BELL et al., 2013; BIGGERSTAFF et al., 2017). 

A singularidade do microbioma das esponjas do GARS está pronta para a 

prospecção biotecnológica, considerando que novos genes e precursores de drogas podem ser 

descobertos. Além disso, do ponto de vista ecológico, os dados do microbioma das esponjas do 

GARS podem ser úteis para explorar possíveis impactos ambientais que podem ser gerados 

devido à ação antropogênica de companhias petrolíferas próximas a essa região. 



 

 

55 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 18. Resumo das principais inferências do estudo da influência da 

pluma do rio Amazonas no microbioma das esponjas do GARS. Figura 

autoral.  
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12. ANEXO 

 

Anexo 1. Análise de rede do perfil metabólico dos MAGs de alta qualidade recuperados do microbioma de esponjas do GARS. (A) Agelas dispar; 

(B) Agelas clathrodes 1; (C) Agelas clathrodes 2; (D) Geodia cf. corticostylifera; (E) Geodia neptuni; (F) Geodia sp.. As cores estão preenchidas 

pela taxonomia. A espessura das redes representa a média da cobertura. Os círculos pretos representam a quantidade de redes para as funções 

metabólicas. 


