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RESUMO

Os estudos sobre cultivos de microlgas ganharam grande avango nos ultimos
tempos, devido a diversidade de seus potenciais biotecnoldgicos ativos. Juntamente
com os cultivos intensivos das microalgas, surgiram as contaminacgdes por diversos
organismos, inclusive as bactérias, as quais estdo presentes em praticamente todos
0s ambientes. Associadas aos cultivos de microalgas as bactérias podem ser
benéficas ou prejudiciais. O presente trabalho visa a caracterizacdo da diversidade
bacteriana associada aos cultivos das microalgas Scenedesmus obliquus e
Phaeodactylum triconurtum utilizando a técnica ARDRA, através das enzimas de
restricdo Haell, Haelll, Mspl, Rsal e Hsp92ll. Os cultivos de S. obliquus e P.
tricornutum foram realizados em triplicatas durante 15 e 17 dias, respectivamente,
onde as amostras foram coletadas no momento do inéculo e nas trés fases da curva
de crescimento (24h apoOs a inoculacdo; exponencial; estacionaria). Os cultivos
foram mantidos com iluminacdo constante e a temperatura de 24 C° + 1,0 C°.
Paralelamente ao cultivo foram mensurados a densidade celular microalgal e o pH
do cultivo. Os cultivos das duas espécies obtiveram elevada densidade celular. O pH
de P. triconurtum ficou mais acido conforme as fases de crescimento, ja S. obliquus
era neutro no inicio e permaneceu alcalino até o fim do cultivo. Foram encontrados
para P. tricornutum 9, 11, 7, 8, e 7 e para S. Obliquus 0, 5, 9, 10 e 6 padrbes
ARDRA diferentes, entre os trés cultivos para as enzimas Haell, Haelll, Mspl, Rsal e
Hsp92ll, respectivamente. A maior diversidade bacteriana encontrada foi na fase
exponencial para ambas as espécies e fase estacionaria foi responsavel pela
diminuicdo da diversidade bacteriana. Algumas bactérias permaneceram ao longo
de todas as fases de crescimento das microalgas. A competicdo por nutrientes e
pelo espacgo dentro do cultivo pode ter sido o principal responsavel pela diminui¢cao
da diversidade na fase estacionaria. A técnica ARDRA foi eficiente para identificar os
diferentes grupos bacterianos ao longo dos cultivos, consequentemente, foi possivel

mensurar a diversidade bacteriana presente nos cultivos.

Palavras-chave: Phaeodactylum triconurtum. Scenedesmus obliquus.
Diversidade Bacteriana. ARDRA.



ABSTRACT

Studies on microlga cultivation have gained great progress in recent times
due to the diversity of their active biotechnological potentials. Alongside the intensive
cultivation of microalgae, contamination has arisen from various organisms, including
bacteria, which are present in virtually every environment. Associated with
microalgae cultivation bacteria can be beneficial or harmful. The present work aims
to characterize the bacterial diversity associated with the microalgae cultivation
Scenedesmus obliquus and Phaeodactylum triconurtum using the ARDRA technique
through the restriction enzymes Haell, Haelll, Mspl, Rsal and Hsp92II. Cultivations of
S. obliquus and P. tricornutum were performed in triplicates for 15 and 17 days,
respectively, where samples were collected at the time of inoculum and in the three
phases of the growth curve (24h after inoculation; exponential; stationary). The crops
were kept under constant illumination and the temperature of 24 + 1.0 ° C. Parallel to
the cultivation, the microalgal cell density and the pH of the culture were measured.
The crops of both species obtained high cell density. The pH of P. triconurtum
became more acidic according to the growth stages, whereas S. obliquus was
neutral at the beginning and remained alkaline until the end of cultivation. For P.
tricornutum 9, 11, 7, 8, and 7 and S. Obliquus 0, 5, 9, 10 and 6 different ARDRA
patterns were found among the three cultures for the enzymes Haell, Haelll, Mspl,
Rsal and Hsp92Il. respectively. The highest bacterial diversity found was in the
exponential phase for both species and the stationary phase was responsible for the
decrease in bacterial diversity. Some bacteria remained throughout the microalgae
growth stages. Competition for nutrients and space within the crop may have been
primarily responsible for decreasing stationary phase diversity. The ARDRA
technigue was efficient to identify the different bacterial groups throughout the
cultures, therefore, it was possible to measure the bacterial diversity present in the

cultures.

Keywords: Phaeodactylum triconurtum. Scenedesmus obliquus.
Bacterial Diversity. ARDRA.
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1. INTRODUCAO

1.1 IMPORTANCIA BIOTECNOLOGICA DA MICROLGAS

O estudo sobre as microalgas tem sido bastante retratado nos ultimos
tempos, devido a vasta variedade que esse grupo compreende, tanto pela alta
diversidade e abundancia de espécies, quanto pelos seus potenciais
biotecnoldgicos. A capacidade metabdlica das microalgas € muito abrangente, em
funcao disso, suas diferentes propriedades podem ser utilizadas de diversas formas
e em diversas areas, tais como na industria farmacéutica, cosmética, de alimentos,
nutracéutica e mais recentemente na producdo de energia (LOURENCO, 2006,
p.27-49). A composicdo da biomassa microalgal compreende em maiores
guantidade os pigmentos fotossintéticos, carboidratos, proteinas e lipideos. As
quantidades desses componentes variam de acordo com cada espécie e com 0
meio externo que esta disposto, como a intensidade luminosa, a temperatura e a
disponibilidade de nutrientes.

A pesquisa que envolve o potencial das microalgas na atualidade,
compreende a exploracdo da sua concentracao lipidica e de sua biomassa para a
producdo de energia renovavel. Com base nisso, as investigacfes de cultivos em
massa e mais eficientes ganharam muita forca proveniente das demandas
industriais. No entanto, com o avanc¢o dos cultivos, naturalmente surgiu uma série de
desafios relacionados com fatores dependentes para o desenvolvimento do cultivo,
tais como a luz, a temperatura, a salinidade, os nutrientes e o0 controle das
contaminacgdes, devido a maioria dos cultivos em massa serem desenvolvidos em
ambientes abertos, utilizando a luz solar.

As contaminagdes podem ser por diversos microorganismos, tais como
fungos, leveduras, bactérias e outros. O principal problema hoje dentro dos cultivos
de microalgas sdo as contaminacdes por bactérias, pois jA& sabemos que a
diversidade bacteriana é muito grande. No entanto, a associacdo bactéria-microalga
também pode ser uma relacdo muito benéfica ao cultivo e muitas vezes essencial
para o seu crescimento. Com base nisso, uma das ferramentas biotecnolégicas que
mais vem evoluindo nos cultivos de organismos aquaticos é o uso de bactérias

benéficas visando a biorremediacdo dos solos e da agua (AVNIMELEC, 2009, p.).
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Os nutrientes nao assimilados pelas microalgas dispersos no ambiente tendem a se
acumular favorecendo a proliferacdo de bactérias. Com o manejo adequado da
bacteriologia associada ao cultivo, permitird proporcionar as microalgas um
ambiente propicio para seu crescimento (OLIVEIRA; SETTE, GARBOGGINI, 2006).

As bactérias associadas as microalgas desempenham um papel fundamental
nao apenas no crescimento, mas também na composicao da biomassa microalgal. A
composicdo quimica da biomassa de microalgas é certamente um fator chave na
aquicultura; portanto, as interacdes microalgas-bactérias merecem grande
importancia em atividades de aquicultura. Na piscicultura, por exemplo, a
composicdo dos alimentos fornecidos na fase larval, especialmente a composicao
em termos de &cidos graxos e outros componentes lipidicos, determinard a
qualidade nutricional final dos peixes produzidos (SILVA, 1999, p. 269). As culturas
simbidticas de microalgas e bactérias muitas vezes resultam em eliminacdo
completa de bactérias contaminantes em sistemas de aquicultura.

A identificagdo bacteriana tradicional esta sustentada pela técnica de cultivo
em meios nutritivos, para entdo uma posterior identificacdo bioquimica. O meio de
cultura artificial ndo possibilita o crescimento de todas as bactérias existentes em
determinado ambiente (ACINAS; ANTIN; RODRIGS-VARRA, 1999, p. 515), sendo
que 50 % das sequéncias do gene 16S rDNA depositadas no NCBI-Data Base
pertencem a espécies de microorganismos desconhecidos. Esta disparidade tem
ocasionado um aumento da importancia dos métodos independentes de cultivo, para
o estudo da diversidade microbiana (AMANN; LUDWIG; SCHLEIFER,1995, p. 144;
HEAD; SAUNDERS, PICKUP, 1998, p. 2), principalmente com a analise das
sequéncias de acidos nucléicos (SZEWZYK; BAZ; BARTOCHA, 2000, p. ). A técnica
ARDRA (Analise de Restricdo do rDNA Ribossomal Amplificado) permite avaliar a
diversidade bacteriana existente em um determinado meio, pois consiste na digestéo
do DNA amplificado com o uso de enzimas de restricdo para formar sitios
conservadores de acordo com os padrdes filogenéticos (SANTOS et al., 2016, p. ).
Atraves da amplificacdo do rRNA ribossomal 16S, que é tradicionalmente aplicado a
bacteriologia, ou melhor, em organismos procariotos, é possivel mensurar a
diversidade bacteriana de uma forma mais eficiente.

Potencializar os meios de cultivo das microalgas com o manejo adequado da
bacteriologia, pode-se obter cultivos teoricamente limpos, para que sejam

preservados suas propriedades e obter um cultivo com densidades elevadas. A
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interacdo entre bactérias e microalgas envolvem diferentes mecanismos, incluindo o
crescimento estimulante ou inibitério da producdo composta. Nesse sentido, as
bactérias podem estimular o crescimento das microalgas, potencializando os cultivos
e também um melhoramento na dieta de outros organismos, tendo em vista seu uso
frequente na aquicultura. A falta atual de conhecimento leva a varios desafios
importantes. Neste contexto, é importante obter uma visdo mais profunda das
espécies bacterianas existentes, que estdo associadas ao desenvolvimento dentros
dos cultivos das microalgas. Isso envolve, a diversidade da interacdo bactérias-
microalgas, a compreensdo dos processos envolvidos e principalmente ao uso das
técnicas moleculares, ja que estas sdo comprovadamente mais eficientes que as

técnicas rotineiramente utilizadas.

1.2 OBJETIVOS

e Objetivo Geral

O presente trabalho visa a caracterizacdo da diversidade bacteriana
associada aos cultivos das microalgas Scenedesmus obliquus e
Phaeodactylum tricornutum ao longo das fases de crescimento, utilizando a

técnica molecular ARDRA.

e Objetivos Especificos

- Verificar a similaridade bacteriana entre os cultivos nas fases da curva

de crescimento, para obter a diversidade bacteriana;

- Mensurar a diversidade bacteriana existente no meio de cultivo de P.
tricornutum e S. obliquus a partir da técnica molecular ARDRA, atravées

das enzimas de restricao Haell, Haelll, Mspl, Rsal e Hspa92lII.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 HISTORICO SOBRE CULTIVOS DE MICROALGAS

Os estudos sobre cultivos de microalgas iniciaram a aproximadamente 150
anos e o0 seu desenvolvimento seguiu com principios baseados em estudos
bacteriol6gicos (LOURENCO, 2006, p. 1-25). Em 1886, Jackson e Elms relataram a
producdo de H2 a partir de microalgas, o que tornou uma pesquisa cientifica em
1940 (BENEMANN, 2000, p.292). No entanto, foi a partir de 1960 as primeiras
pesquisas relacionadas com a producdo em larga escala da biomassa das
microalgas. Somente em meados de 1990 até os dias de hoje os estudos obtiveram
intenso avanco (LOURENCO, 2006, p. 1-26).

No Brasil, os estudos sdo mais recentes, porém desde a década de 1970
erificar iniciaram-se estudos sobre microalgas, com énfase na diatoméacea
Phaeodactylum tricornutum no famoso trabalho de Teixeira e Vieira (1976, p.29). Os
estudos no Brasil eram baseados na extracao de proteinas e mais tarde no uso na
aquicultura e extracdo de 6leo para a producdo de biocombustivel (LOURENCO,
2006, p.29-32). No Parana, o Instituto Agrébnomico do Parana (IAPAR) conduz um
projeto no desenvolvimento de tecnologias para a producdo de biocombustivel e
derivados da biomassa a partir das microalgas (BARBOZA et al., 2014, p. 23-327).

As algas sao organismos eucariontes considerados mais antigos do planeta,
0s quais podem ter sido responsaveis pelo acumulo de Oz na atmosfera da Terra, 0
gue possibilitou vida dos demais organismos existentes (RAVEN et al., 2001, p. 11).
Segundo Kurano et al. (1995, p.689), as microalgas possuem eficiéncia
fotossintética superior a das plantas, pois possuem alta e rapida taxa de
proliferacdo, e muitas espécies possuem alta tolerancia a ambientes extremos. As
microalgas também possuem facil adaptabilidade a cultivos intensivos, tornando-as
organismos importantes, pois podem ser cultivados em massa. As microalgas séo
muito eficazes na reducéo de CO2 atmosférico, pois elas através do sistema que é
conhecido por “Bomba Bioldgica”, leva o CO2 para o fundo oceanico onde é
aprisionado e utilizado pelos organismos, diferentemente quando esse CO:2 €
absorvido pelo solo terrestre, que quando utilizado, liberard muito CO:2 para
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atmosfera. Esse gas € muito importante para o planeta, porém o excesso dele pode
gerar varios problemas, como a intensificagdo do “efeito estufa’. No caso, o
potencial fixador de CO2também é bem maior que o das plantas (BROWN, ZEILER,
1993, p. 9).

As microalgas estudadas nesse trabalho compreendem uma microalga de
agua doce e uma microalga de agua salgada. A microalga de agua doce
Scenedesmus obliquus, esté integrada em um grupo caracteristico por centenas de
flagelos que ajudam na locomocdo e possuem pelo menos um plasto
fotossintetizante, onde se encontram a clorofila a, a clorofila b, o beta-caroteno, e
varios outros pigmentos fotossintetizantes (LOURENCO, 2006, p. 121). Este grupo
possui, em sua maioria, algas dulciquicolas e apenas algumas sao marinhas (HOEK
et al., 1988, citado por REVIERS (2006, p. 125)). Algumas podem até suportar pH
muito acidos, como por exemplo préximos a 1 (MELKONIAN 1990, citado por
REVIERS (2006, p.125)). S. obliquus € uma espécie comum que ja foi identificada
com diversos homes, mas atualmente é aceita como Tetradesmus obliquus, descrita
por Kutzing Turpin em 1833 (MARINE SPECIES, 2017). J4 Phaeodactylum
tricornutum é uma microalga marinha, que pertence ao grupo das diatomaceas e foi
descrita por Bohlin em 1897, onde descreveu um novo género de algas unicelulares,
Phaeodactylum, com espécie Unica como P. tricornutum, uma diatomacea unicelular,
geralmente possui um cromatéforo marrom parietal na regido central. Podem possuir
formas diferentes, com 3 ou 2 bragos (LEWIN, 1958, p. 419). As formas celulares
diferentes podem ser variadas de acordo com variacdes nas condicdes ambientes.
P. tricornutum pode se desenvolver na auséncia de silicio, mas impossibilita o
desenvolvimento da sua frustula silicificada (DEVI; SUBHASH; MOHAN, 2012, p.
278). Elas se reproduzem assexuadamente, e estudos ainda séao falhos na questéo
da sua reproducdo sexuadamente. Vetores de interferéncia do RNA dessa espécie
sao descritos e livres nos bancos de dados, o que facilita todo estudo molecular
dessa espécie. Possui seu genoma sequenciado, o que representa 10% de genes
procariotas. No NCI Data base foram descritos cerca de 30.000 marcadores da
sequéncia expressa desta espécie (NCI DATA BASE, 2017). A espécie € rica em
lipidios, o que representa 20-30% do seu peso celular seco. (ALGA E BASE, 2017).
A limitacdo de nitrogénio nesta espécie afeta diretamente a quantidade de lipidios
(LOURENCO, 2006, p.177).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Sil%C3%ADcio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Marcador_de_sequ%C3%AAncia_expressa
https://pt.wikipedia.org/wiki/Marcador_de_sequ%C3%AAncia_expressa
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Tanto S. obliquus, quanto P. tricornutum sdo microalgas faceis de serem
cultivadas in vitro e em massa para cultivos industriais. Possibilitando o seu uso

frequente no mercado atual e também por suas propriedade bioativas de alto valor.

TABELA 1 - QUADRO DA LINHAGEM DAS MICROALGAS.

Classe Chlorophyceae Bacillariophyta

Ordem Sphaeropleales Naviculales

Familia Scenedesmaceae Phaeodactylaceae

Género Scenedesmus Scenedesmus

Espécie Scenedesmus obliquus Phaeodactylum tricornutum

FONTE: O autor (2017).

2.2 DIVERSIDADE BACTERIANA

As células procariontes sao 0s organismos mais antigos do planeta
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2015, p. 293). O mundo microbiano foi descoberto por
Antony Van Leeuwenhoek, no século 17 (PELCZAR et al., 2005, p. 23). Os estudos
com microorganismos iniciaram em 1673 com Van Leeuwenheek, no entanto
somente em 1857 ganharam maior énfase nos estudos de Louis Pasteur. A maior
dificuldade daquela época era o tamanho dos organismos (citado por TORTORA,
FUNKE, CASE, 2017, p.36). Esses organismos eram estudados somente através de
meios de cultura (TORSVIK; OVREAS, 2002, p.240). Todavia os meios de cultura
possuem suas limitacfes, devido ao grau de seletividade de cada microorganismo, e
também pela capacidade desses microorganismos serem cultivaveis ou ndo no
ambiente (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004, p.15).

Os microorganismos estdo em constante evolugéo e durante bilhdes de anos
eram a unica forma de vida existente o planeta (MADIGAN; MARTINKO; PARKER,
2004, p.30; ALTERTHUM, 2008, p. 7). Devido esta constante evolucéo, esses
organismos desenvolveram diversas adaptacdes a diversos tipos de ambientes,
como consequéncia, a diversidade genética que abrange esses organismos € maior

do que qualquer outro grupo de organismo existente. A rica diversidade quimica e


http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=94671
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Naviculales&action=edit&redlink=1
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=77622
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molecular dos microorganismos representam uma peca chave nos processos
ecologicos, como nos ciclos biogeoquimicos na cadeia tréfica, além das associactes
vitais com outros organismos (HUNTER-CEVERA, 1998, p. 278).

Os microorganismos compreendem um grupo muito numeroso, porém o
conhecimento sobre esse grupo ainda é pequeno. Sdo descritos aproximadamente
47.000 fungos, 30.000 protozoarios, 26.000 algas, 5.000 bactérias e 1.000 virus. O
que representa em pelo menos 10% das espécies microbianas existentes (WILSON,
1988, p. 4; ROSSELLO-MORA; AMMAN, 2001, p.40).

As bactérias sdo capazes de utilizar variados nutrientes como fonte de
carbono e de energia e apresentam resisténcia a temperaturas muitos variadas. Isso
explica a possibilidade de sua existéncia em diversos ambientes ou até em
ambientes muito extremos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2015, p. 297).

Os estudos da biologia molecular dos microorganismos trouxeram grande
avanco no estudo da diversidade microbiana, no entanto esses estudos soO
ganharam maior importancia a partir da década de 80, nos estudos de Stackebrandt
e colaboradores (1985), que demonstraram o uso do rDNA ribossémico 16S como
base para os grupos bacterianos (ZILLI et al., 2003, p.392). O DNA na genética
bacteriana foi estudada por Oswald Avery, Colin MacLeod e Maclyn McCarty, com
pesquisas desenvolvidas no Instituto Rockefeller, em estudos com a bactéria
responsavel pela pneumonia, a pneumococos (citado por PELCZAR et al., 2005,
p.24). As bactérias estdo presentes em todas as formas de vida, elas possuem
esporos que as tornam resistentes a variados ambientes, e sua divisdo € por fissdo
e nao por mitose, o que possibilita seu vasto numero celular (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2015, p.291). As células procariotas também possuem os plasmidios, 0
que possibilita a transferéncia para os cromossomos de uma forma facilitada, o que
aumenta a sobrevivéncia das bactérias (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2015, p.292).
Dentro do grupo das bactérias destacam-se as Cianobactérias “algas azuis” que
possuem capacidade fotossintética e sdo capazes de fixar o nitrogénio (MADIGAN;
MARTINKO; PARKER, 2004, p.399-402).

O DNA nos procariontes é uma macromolécula em forma de dupla fita
circular, com seu comprimento em aproximadamente 1,1 milimetros (DE ROBERTIS;
HIB, 2006, p. 246; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2015, p.298). O RNA dos procariontes
possui trés propriedades que distingue o DNA, assim como nos eucariontes: sao

unifilamentares, com a presenca de ribose e contem a uracila no lugar da timina. As
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ribossomas ficam no protoplasma da célula, e possuem 25 milimetros de diametro,
compostas por acidos ribonucléicos (RNA) e proteinas, e sao responsaveis pela
sintese proteica. Estdo presentes também no citosol, nas mitocondrias e nos
cloroplastos das células procariotas (BROWN, 1999, p.130). Os RNA mensageiros e
transportadores se diferem também daquelas caracteristicas dos organismos
eucariontes, geralmente realizando processos mais simples que nas células
eucariotas (DE ROBERTIS; HIB, 2006, p. 251). Os ribossomos catalisam a sintese
das proteinas usando sequéncias de nucleotideos das moléculas de RNA
mensageiro para especificar a sequéncia de aminoacidos (POLLARD; EARNSHAW,
2006, p.135). O RNA ribossémico forma parte da estrutura do ribossomo e € muito
estavel quando comparados com outras moléculas. O gene selecionado para
estudos bacteriolégicos € o gene do RNA ribossémico 16S (PACE; OLSEN;
WOESE, 1986, p.325). O fragmento 16S possui 1.541 nucleotideos e foi descrito a
partir de E. Coli. (FIGURA 1). Porém o RNA ribossémico dos procariontes possui 2
subunidades: a menor com apenas uma molécula de rRNA (16S + 21 poliptideos) e
a molécula maior com duas moléculas de rRNA (235S e 55S + 34 poliptideos)
(BROWN, 1999, p. 130; ALBERTS et al., 2011, p.124).
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FIGURA 1 — DIAGRAMA DE ESTRUTURA SECUNDARIA PARA UMA SEQUENCIA
REPRESENTATIVA DA MOLECULA 16S BACTERIANA DE Escherichia coli.
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2.3 TECNICAS MOLECULARES PARA O ESTUDO DA MICROBIOLOGIA

As técnicas moleculares utilizadas hoje para obtencdo da diversidade
microbiana se baseiam na investigacao da parte da sequéncia do DNA, através do
gene 16S rDNA para bactérias, onde por PCR € possivel amplificar o DNA
bacteriano do produto extraido. A partir da amplificacdo é possivel obter um perfil da
comunidade bacteriana existente por meio das técnicas ARDRA, (Amplified
Ribosomal DNA restriction Analysis), T-RFLP (restriction fragment length
polymorphism), RAPD (random amplified polymorphic DNA), RISA (ribosomal
intergenic spacer analysis)), DGGE-TGGE (Electrophoretic separation using a
denaturing gradient) e a técnica de hibridizagdo FISH (Fluoroscent in situ
hybridization) (RANJARD; POLY; NAZARET, 2000, p. 168; KOZDROJ; VAN ELSAS,
2001, p. 199; JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2015, p.286). Uma das técnicas mais
utilizadas nos estudos de diversidade microbiana é a técnica ARDRA, que se
caracteriza pela digestdo por enzimas de restricio dDNA amplificado por PCR,
seguida de uma separacao eletroforética dos fragmentos, em gel de agarose ou
poliacrilamida (LAGUERRE, et al., 1994, p.56; ALBERTS et al., 2011, p.36). Na
técnica ARDRA, o uso de diversas enzimas € necessario, pois o sitio de corte
especifico da enzima pode nao ser suficiente para a descriminacado de diferentes
espécies. Essas enzimas também sdo chamadas de endonucleases de restricao,
elas podem reconhecer entre 4 e 6 nucleotideos (DE ROBERTIS; HIB, 2006, p.
375).

A técnica T-RFLP (terminal-restriction fragment length polymorphism) esta
associada a técnica ARDRA, ela é bastante promissora para analise de
comunidades microbianas, tendo uma alta resolucdo e habilidade para incluir um
grande valor padrdo em cada amostra. A capacidade do T-RFLP de analisar
variacfes entre rRNA 16S amplificado de diferentes bactérias e obter informacdes
sobre a estrutura da comunidade foi demonstrada por Liu et al. (1997, p.417) e
Clement et al. (1998, p.135). Bruce (1997, p.4914) explorou o método para analisar
diversos genes resistentes ao mercurio em solos poluidos. Mais recentemente, 0 T-
RFLP tem sido usado para estudar bactérias (LIU et al., 1998, p.417), o grupo
arquea (VAN DER MAAREL et al., 1998, p.899) e eucaria (MARSH et al., 1998,
p.455) em habitats naturais.
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2.4 ASSOCIACAO BACTERIA-MICROALGA

Segundo Riqueme e Avedafio-Herrera (2003, p.725) uma das principais
aplicacoes das interacdes entre as bactérias e as microalgas é no controle dos
blooms fitoplantdnicos, onde as bactérias interagem no controle das microalgas,
principalmente nas diatomaceas. Outra importancia éna aquicultura, que em estudos
realizados por Brown e colaboradores (1996, p.341) um bivalve alimentado com
microalga e bactéria associada, cresceu muito mais do que quando alimentado
somente com microalgas. Sendo assim, as microalgas também podem utilizar o
produto das bactérias que estdo em suspensdo no meio de cultivo, assim
potencializando seu crescimento. Segundo Fuentes e colaboradores (2016, p.3) as
principais associacfes entre as microalgas e as bactérias sdo o mutualismo, o
comensalismo, o parasitismo. No mutualismo, por exemplo, as bactérias suprem a
vitamina Bi2 para microalgas, que fixam o carbono que é essencial as bactérias.
Kazamia e colaboradores (2012, p.1466) reproduziram culturas da microalga
Lobomonas rostrata e da bactéria Rhizobium loti dependentes de vitamina Bi2. Eles
foram cultivados juntos em um meio de cultura que inicialmente nédo tinha vitamina
Bi12 e nem uma fonte de carbono orgénico, impossibilitando o crescimento dos
organismos, mesmo assim conseguiram se desenvolver normalmente. Cho e
colaboradores (2015, p.481) demonstroram que, quando algumas algas sao
cultivadas em associacdo com bactérias mutualistas, elas fornecem carbono
organico e as bactérias consequentemente fornecem compostos organicos que
podem ser metabolizados pelas algas. Segundo Amin e colaboradores (2009,
p.17071), algumas microalgas, tal como a Scrippsiella trochoidea usa os sideroforos
bacterianos, que sdo produzidos por algumas bactérias, que transformam o Fe (lll),
tornando-o disponivel para as microalgas e bactérias. Posteriormente, as microalgas
usam esse ferro nos processos de fixacdo de carbono inorganico, o que em parte
volta para o ambiente e sera usado pelas bactérias. Segundo Santos e Reis (2014,
p.5839) a bactéria Azotobacter vinelandii produz os sideréfaros para o género de
microalgas Scenedesmus sp.

Em estudos realizados por Leyva e colaboradores (2014, p.819) Chlorella

vulgaris, em condi¢des heterotréficas, mostrou um aumento na acumulacdo de
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acidos graxos e lipidios totais quando associada com a bactéria Azospirillum
brasilense, que € uma bactéria promotora de crescimento em plantas superiores.
Segundo Forjan e colaboradores (2015, p.1705), os efeitos prejudiciais das
bactérias sobre o crescimento da biomassa microalgal, principalmente com baixo ou
mesmo nenhum controle microbiano pode resultar em menor densidade de células
de algas, em comparacdo com cultivos teoricamente puros. Em culturas de alta
densidade celular, pode-se esperar que a presenca de bactérias reduza a
disponibilidade de luz, o que também diminuird a quantidade de carotendides e
acidos gordurosos, que exigem o fornecimento de maior irradiacdo de luz. Devido a
isso deve-se obter o controle microbiano do cultivo para controlar sua abundancia.
Segundo Liu e colaboradores (1997, p. 4516) a técnica ARDRA fornece
adjuntos poderosos as técnicas dependentes de cultura. Uma abordagem em
particular que os pares PCR e a filogenia baseada em rRNA tem sido eficaz na
exploracdo de ambientes microbianos e na identificacdo de organismos nao
cultivados. Pois isolar o DNA da comunidade total e usar esse DNA como um
modelo para amplificacdo por PCR de genes 16S rRNA com primers especificos,
possibilita demonstrar a rigueza e a uniformidade de uma analise qualitativa da
comunidade, sendo estimado com base no numero de clivagens Unicas e nas
frequéncias relativas dos varios "ribotipos" detectados. Porém ARDRA é de uso
limitado para demonstrar a presenca de grupos filogenéticos especificos ou para
estimar a diversidade e uniformidade das espécies. O autor combinou varias
enzimas, tais como Hhal plus Haelll, Hhal plus Mspl ou Hhal plus Rsal, para obter o
padrdo filogenético, porém com as combina¢bes as sequéncias produziram um
namero muito menor, do que se realizadas com as enzimas isoladadas, porém a
combinacdo de enzimas é importante para taxonomia, como no trabalho de
Heyndrickx e colaboradores (1996, p.247) a técnica ARDRA também pode ser
utilizada para se obter a filogenia e taxonomia de bactérias. Ele demonstrou que a
técnica baseada na combinacdo de 5 enzimas restritivas com dois grupos distintos
de enzimas (A= Hae lll+Hha I+ALU I+ Taq | + BstU | e B= hae Ill + Dpn Il +Rsa | +
Bfa | + Tru 9 I) foram confiaveis e valiosas para estudos filogenéticos e taxonémicos
de grandes grupos taxondmicos. Uma vantagem importante do ARDRA sobre o
sequenciamento de rDNA ou rRNA 16S é o resultado ser rapido comparado a outras

técnicas.
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Em estudos sobre a diversidade genética e a caracterizacdo de bactérias
ligadas a duas espécies de plantas tolerantes ao cobre, Sun e colaboradores (2009,
p.501) conseguiram identificar 20 padroes ARDRA de restricdo diferentes, apos a
digestdo do rDNA 16S amplificado com enzimas restritivas Mspl e Haelll, o que
permitiu uma identificacdo, de que os isolados resistentes ao cobre pertenciam a
trés grandes grupos: Actinobacteria (15.6%), Firmicutes (37.5%) e Proteobacteria
(46.9%). A ARDRA também pode diferenciar espécies, como no trabalho de Oliveira
e Costa (2002, p.631), no qual utilizou ARDRA para caracterizar espécies de
Fusarium spp. patogénicas e ndo patogénicas. Onde foi analisada a regido ITS1 —
5,8S rDNA - ITS2, que foi amplificada com os primers ITS5 e ITS4. Os produtos
amplificados foram digeridos com as enzimas de restricdao Haelll e Mspl. O melhor
resultado foi para a enzima Hae Il permitiu diferenciar trés grupos com 100% de
similaridade entre os 11 isolados estudados.

A técnica ARDRA é uma técnica que permite avaliar a diversidade de
organismos, como no estudo de Liu e colaboradores (1997, p.4516) em seu trabalho
sobre caracterizacdo da diversidade microbiana em varios ambientes, através da
técnica T-RFLP (Determining Terminal Restriction Fragment Length Polymorphisms),
gue compreende outra titulacdo dada a técnica ARDRA. A T-RFLP apresentou 72,
61, 45 e 61 padrdes unicos para as enzimas Hha |, Msp |, Rsa | e Hha I1+Msp |,
respectivamente. Essa técnica além de estimar a riqueza de espécies ou a
biodiversidade, o padrdo de comunidade do T-RFLP pode ser visto como impressao
digital de uma comunidade utilizado para identificar diferencas e igualdades. Liu e
colaboradores (1997, p.4516) e Bruce (1997, p.4914) trataram também da
possibilidade do T-RFLP de proporcionar uma analise semi-quantitativa da
proporcao relativa de genotipos dominantes dentro de uma comunidade microbiana,
porém deve-se supor as falhas e as tendéncias ligados ao processo da PCR.

Quanto maior o numero de enzimas na ARDRA, melhores serdo os
resultados, porém as enzimas possuem um custo alto e na maioria dos trabalhos
séo escolhidas de acordo com seu valor no mercado. Como por exemplo, no
trabalho de Roy e Sirois (2000, p.17), que precisavam de um perfil de restricdo para
ter uma diferenciagcdo entre algumas espécies proximas. Eles mostraram a
diferenciacdo  entre  Bifidobacterium. animalis, Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium bifidum e

Bifidobacterium adolescentis apdés uma amplificacdo da regido de 914pb do gene
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16S rRNA, utilizando a restricdo com Bam HI, Sau 3Al e Taq I. S6 com a enzima
Sau3Al conseguiram a diferenciacdo, pois as demais forneceram estirpes idénticas
das espécies. A enzima Nci |, por exemplo, é utilizada para distinguir entre B.
animalis e B. lactis. Existem muitos métodos moleculares para identificacéo,
caracterizacéo e deteccdo de Bifidobacterium e muitas dessas técnicas baseiam-se
no gene ribossomal 16S. PCR e ARDRA séo dois métodos faceis e sensiveis para a
deteccdo e identificacdo de diversos géneros e espécies.

Os trabalhos sobre diversidade bacteriana associada aos cultivos de
microalgas, em sua maioria, sao trabalhos bem recentes, como o trabalho de Biondi
e colaboradores (2016, p.1l), foram isoladas col6nias de bactérias do cultivo da
microalga Tetraselmis suecica durante as estacdes do ano. O T-RFLP também foi
feita com T. suecica, com a enzima F&M-M33 para avaliar a possivel interferéncia da
amplificacdo de genes rRNA 16S da microalga. O resultado identificou que as
bactérias associadas ao cultivo, que foram cultivadas no meio externo (ambiente
livre) foram menores que as bactérias associadas aos cultivos, que foram realizados
em laboratdrio. No cultivo externo, a maior abundancia de bactérias ocorreu no
inverno, quando a diluicho do cultivo era menos frequente devido ao menor
crescimento. Analisando 152 amostras isoladas de Cfol e Haelll, identificou-se 16
tipologias de colbnias, resultando em 36 grupos ARDRA distintos. O maior niamero
de grupos ARDRA foi identificado no outono, enquanto que o menor foi no inverno e
verdo. A cultura laboratorial apresentou 9 grupos. O numero total de ribotipos
encontrados com 3 enzimas (Haelll, Cfol e Mspl) foi maior no laboratério do que no
cultivo externo. Verdo e primavera foram as estagdes mais ricas em ribotipos. Neste
trabalho foi utilizado o coeficiente de similaridade de Sorensen, que identificou que
as comunidades associadas ao cultivo externo tinham maior similaridade do que as
de laboratério. Entre as estacdes, a maior similaridade ficou entre primavera e verao.
Nesse trabalho, foi encontrada uma comunidade bacteriana rica e complexa
taxonomicamente, associada com T.suecica. Tetraselmis spp. (TULLI et al., 2012,
p.190).

Outros trabalhos com técnicas diferentes ja foram realizados no estudo de
Scenedesmus spp., como no trabalho de Greses e colaboradores (2017, p.121), que
caracterizaram a comunidade microbiana durante a digestdo anaerobia de
Scenedesmus spp. através de um biorreator de membrana anaerébica mesofila

(AnMBR) e um reator de tanque de agitacdo continua termofilica (CSTR). A analise
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de sequenciamento de 16S rRNA foi realizada quando o AnMBR obteve 70% de
biodegradacdo de algas e revelou alta diversidade microbiana, provavelmente
devido a alta retencao de solidos. No estudo de Schwenk, Nohynek e Rischer (2014,
p.356), que também trabalharam com Scenedesmus obliquus e outras espécies de
microalgas, quarenta cepas bacterianas cultivaveis visualmente distintas foram
isoladas de quatro paises do Baltico culturas de microalgas, e foram mantidos por
varios anos em o laboratorio. Os isolados bacterianos foram caracterizados em
relacdo a morfologia, susceptibilidade a antibiéticos e sequéncia de DNA ribossomal
16S. Foram encontradas 17 cepas Unicas dos isolados.

Poucos trabalhos com P. tricornutum e Scenedesmus obliquus foram
realizados para mensurar a diversidade bacteriana através de técnicas moleculares,
pois o avango vem sendo trabalhado atualmente. No entanto, o estudo da
diversidade bacteriana associada aos cultivos de microalgas vem se demonstrando

muito eficiente.

3. METODOLOGIA

3.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Os cultivos de Phaeodactylum tricornutum (PTR) e Scenedesmus obliquus
(SAC) foram desenvolvidos a partir do meio Conway, sendo LCA-AM e LCA-AD
rotineiramente utilizados no Laboratério de Cultivos de Algas da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC). O meio o LCA-AM ¢é proprio para microalgas
marinhas com uma solucdo de nitrato, de fosfato (vitaminas) e uma solucdo de
silicato e o0 meio LCA-AD é proprio para microalgas dulcicolas com uma solugéo de
nitrato, de cloreto de calcio, de hidréxido de potassio, de sulfato de ferro, de acido
borico e de sulfato de zinco (ANEXO 1). A agua empregada nos cultivos foi
previamente tratada num sistema contendo filtros de discos e de cartuchos com
porosidade decrescente (5,0 até 0,5um) e aplicacdo de luz ultravioleta. A agua e os
meios de cultura foram esterilizados em autoclave & 125°C numa pressao de 1,3 Kgf

cm2 por 30 minutos, em seguida foram mantidas em ambiente asséptico, no escuro
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numa temperatura de 22°C durante 2 dias. As culturas microalgais foram
desenvolvidas em frascos cilindricos de vidro borossilicato contendo 1,8 L de meio
de cultivo, com agitacdo constante por borbulhamento com ar atmosférico
enriquecido com 0,5% de COz. A iluminacéo foi mantida em 250 pumol fétons m2s?t
em fotoperiodo integral (24:0) com uma luminéaria de 40 W, a temperatura ambiente
foi controlada em 24+1°C. Com o auxilio de microscopio Optico e Camara de
Neubauer, o crescimento das culturas de microalgas foi determinado pelo
incremento diario da densidade celular por meio da elaboracdo das curvas de
crescimento. As amostras foram retiradas em trés momentos da curva de
crescimento como, T1: 24 horas ap0s a inoculacao, T2: na fase exponencial e T3: na
fase estaciondaria. Adicionalmente foram amostrados os TO: in6culos dos cultivos.
Para as analises foram coletados 50 mL de e posteriormente congelados. Os

cultivos foram realizados em triplicatas, durante 15 dias.

3.2 IDENTIFICACAO DAS ESPECIES

As espécies de microalgas foram identificadas por PCR (Reacdo em Cadeia
da Polimerase) pela amplificacdo parcial RNA Ribossémico 18S e posterior
sequenciamento. As sequéncias obtidas foram comparadas com as sequéncias
disponiveis na base mundial de dados genéticos GENBAMK e identificadas como

Scenedesmus obliquus e Phaeodactylum tricornutum (GENBAMK, 2017).

3.3 DIVERSIDADE BACTERIANA

A diversidade microbiana foi caracterizada através do meétodo ARDRA
(Andlise de Restricdo do DNA Ribossomal), através da amplificacdo do gene 16S
(regibes 27F e 1492R para amplificacdo de 1500 pb). O gene amplificado foi
submetido a cinco enzimas de restricao: Haell, Haelll, Mspl, Rsal e Hsp92Il.
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3.3.1 Coleta das Amostras

Para cada espécie foram retiradas trés amostras de 50 ml do meio de cultivo
em trés periodos das fases da curva de crescimento. Foram trés réplicas biologicas
para cada um dos trés momentos da curva de crescimento fase inicial (TO — 24
horas apds a inoculacdo), fase exponencial (T1) e fase estacionaria final (T2) para
as duas espécies, mais uma amostra do inéculo para cada espécie, totalizando 10
amostras para cada espécie. As amostras foram centrifugadas a 4800xg. durante 5
min. A biomassa foi ressuspendida em 5 mL de alcool etilico e as amostras foram
transportadas congeladas do Laboratorio de Algas (UFSC) para o Laboratério de
Genética (UFPR).

3.3.2 Extracdo do DNA

A extracdo do DNA foi realizada conforme o protocolo AxyPrep descrito pelo
fabricante AxygenBiosciences “lll. Purificacdo de DNA Gendmico a partir de Cultura
Celular de Animais, Linfécitos, Medula e Ossos (protocolo por centrifugacéo)”. Para
extracdo do DNA foi utilizado 2 mL de cada amostras de acordo com protocolo
AxyPrep, para purificagdo de DNA gendmico a partir de cultura celular utilizando o
protocolo de centrifugacdo. Apods, foi realizado a quantificacdo do DNA pelo
espectrofotometro para DNA Eppendorf para confirmacdo da extracdo do DNA. As
amostras foram levadas a centrifuga e adicionado os reagentes conforme figura

abaixo:
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FIGURA 2. CICLOS DE REAGENTES PARA REALIZACAO DA EXTRAGCAO DO DNA BACTERIANO.

(***xg é a forga da centrifugagdo equivalente a vezes(x) a forca gravitacional da terra).

350uL PBS

10000xg*** | 150yL TAMPAO

C-L

Descanso

0,8ul de

RNse A Proteinase

K

Agitado por
15 Incubado

segundos |52 horas
a562C

FONTE: O autor (2017).

O sobrenadante foi sempre despejado e apds adicionado o proximo reagente,

que sempre foi passado no vortex para melhor homogeneizacdo. A incubagdo no

final dos processos € realizada para ocorrer lise nas células. Apés o periodo de

incubacédo foram adicionados os reagentes segundo tabela 2.

TABELA 2. CICLOS DE REAGENTES PARA REALIZACAO DA EXTRACAO DO DNA BACTERIANO.

(***xg representa em vezes a forca gravitacional da Terra; **O sobranadante que resulta do

processo de centrifugacdo deve sempre ser retirado para a adicdo do proximo reagente,

somente no uso da coluna Spin/Vac deve ser usado o sobrenadante, pois nesse passo

troca-se de recipiente. A coluna serve como filtro para retirar varios residuos que estdo

presentes no processo da extracao).
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Passo dos Reagentes Centrifugacao

350ul de tampao P-D centrifugado por 10min a 12000xg***.

Depois foi utilizado o filtro Spin/Vac** (neste filtro foi centrifugado por 1 min. a 12000xg***.

colocado o sobrenadante que resultou da etapa

anterior)
Adicionado 500ul de W1 e centrifugado por 1 min. a 12000xg***.
Adicionado de 700ul de W2 e centrifugado por 1 min a 12000xg***.

(processo repetido 1 vez para melhor

lavagem).

50 ul de Eluente, que foi previamente aquecido a apos foi colocado em repouso por 1 minuto
aproximadamente 65°C e centrifugado por 1 min a 12000xg***.
FONTE: O autor (2017).

3.3.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase - PCR

Para amplificagdo do DNA foi utilizado um volume de reagdo de 25 l,
contendo 23l da solugado tampéao Master Mix (5X), 0,2 yl de Taq Polimerase 5U.pl-
1, 0,25ul ANTP 10mM, 0,1ul de cada primer Forwardoverhang e Reverse overhang,
0,3 yl MgClI2-25mM e 19,15 pl de agua miliQ estéril, conforme a tabela 3.

Os primers escolhidos para a amplificagdo do DNA bacteriano (TABELA 3),
foram as regides do RNA ribossémico 16S (1492R e 27F), onde podem amplificar

praticamente o seguimento 16S todo com aproximadamente 1500pb.

TABELA 3. SOLUCOES PARA PREPARACAO DO MIX DE REAGENTES PARA REALIZACAO DA

TECNICA PCR.
Volume Produto
5ul Solucdo tampéo Master Mix (5X)
0,2 pl Taq Polimerase 5U.pul-1
0,25pl dNTP 10mM
0,1yl Primer 16S 27F
0,1yl Primer 16S 1492R

0,3 ul MgCI2 25mM
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18,05 l Agua miliQ estéril
2ul Amostra de DNA

FONTE: O autor (2017).

Para a amplificacdo do DNA, foi utilizado o termociclador na seguinte

programacao:

TABELA 4. CICLOS DE TEMPERATURA PARA REALIZACAO DA TECNICA PCR.

Sequéncia da dupla fita de DNA Temperatura Duracédo
Desnaturacao inicial 94°C 5 min.
30 ciclos de desnaturagéo 94°C 30 seg.
Anelamento dos primers 58°C 1 min.
Extenséo da fita de DNA 72°C 2 min.
Extensao final 72°C 7 min.

FONTE: O autor (2017).

3.3.4 Andlise de Restricdo do DNA Ribossomal Amplificado - ARDRA

Para andlise de restricdo foi utilizado o método da Andlise de Restricdo do
DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA), em um volume de 30 pl contendo 3 pl de
tampéo de incubacdo (MultiCore 10X Promega), 0,5 ul de cada enzima de restricao
5U.ul-1, 15 pl do produto do PCR néo purificado e 11 ul de agua miliQ estéril, apos a
mistura serd incubado a 37°C por 4 horas, conforme tabela 4. As enzimas de

restricdo possuem sitios de cortes especificos conforme tabela 5.

TABELA 5. ENZIMAS DE RESTRICAO COM SEUS RESPECTIVOS SITIOS DE CORTES

ESPECIFICOS
Enzima Sitio de Corte Temperatura de Incubacao Tampao de Incubacédo
HAEII 5'GCGC3 37°C B
HAEIII 5'GCCC% 37°C
MSPI 5'CCGG3 37°C B
RSAI 5GTAC3 37°C C
HSP92II 5CATG3’ 37°C K

FONTE: O autor (2017).
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As enzimas com cortes especificos foram utilizadas de acordo com os
padrées solicitados do fabricante (Promega). Para analise dos padrbes dos
fragmentos de restricdo foi utilizado mix de reagentes (TABELA 6) e os resultados
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 3% e em gel de poliacrilamida
em condi¢cdes de corrida de 100V durante 90 minutos.

O tamanho molecular dos produtos de digestdo foi determinado através da

utilizacdo do marcador GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder, ready-to-use.

TABELA 6. SOLUCOES UTILIZADAS PARA PREPARACAO DO MIX PARA REALIZACAO DA
TECNICA ARDRA.

Volume Produto
3 ul Tampéo de incubagéo (MultiCore 10X Promega)
5ul Cada enzima de restricao (Haell, Hae Ill, Mspl, RSAI, Hsp92Il )5U.ul-1
15 ul Produto da PCR néo purificado
11 ul Agua miliQ estéril

FONTE: O autor (2017).

3.3.5 Visualizagdo em Gel de Poliacrilamida e Gel de Agarose

3.3.5.1 Visualizagdo em Gel de Poliacrilamida

A visualizagdo dos resultados obtido pelo gel de poliacrilamida (TABELA 7),
foi preparado conforme tabela 5, onde a coloracdo e revelagdo foi a partir do
protocolo padréo, onde o gel foi retirado e lavado com agua destilada, ap6s lavado
com acido nitrico (HNO3) a 1% para fixacdo das bandas por 1 minuto, apds colocado
na solucéo de Nitrato de Prata (AgNO3) por 10 minutos. Apds colocado na solugéo
de Carbonato de Calcio (Na2CO3) com formol e agitado até aparecer as bandas.

Logo apds a solugdo de glicerol 5% por 10 minutos para hidratacdo e clarear o gel.

TABELA 7. SOLUCOES UTILIZADAS PARA PREPARACAO DO GEL DE POLIACRILAMIDA.
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Volume Produto

3,85 ml  Solucdo de Acrylamida
1,6 ml  Solucdo de TRIS
46ml  H0 Mili-Q
70 pl Persulfato de Aménia
7,35y  TEMED

FONTE: O autor (2017).

3.3.5.2 Visualizacdo em Gel de Agarose

Para a analise dos produtos de PCR em géis de agarose, a concentragcédo do
gel deve ser escolhida de acordo com o tamanho do produto amplificado. Como por
exemplo para o produto da PCR pode ser o gel de agarose a 1%: 0,3 g de agarose
para 30 mL de gel, que deve ser preparado com tampao tris—borato—EDTA 1. Para
isso, aplicar 5 puL de produto de amplificacdo + 1 uL de loading buffer (tampéo de
corrida). J& para os resultados das digestdes com enzimas de restricdo da técnica
ARDRA foi utilizado o gel de agarose a 3%: 0,9 g de agarose de baixo ponto de
fusdo para 30 mL de gel, que deve ser preparado com tampao tris—borato—EDTA 1.
Neste ultimo caso, foi aplicado todo o produto da digestao (13 uL) + 3 uL de loading
buffer.

3.3.5.3 Eletroforese

Os produtos da PCR foram obtidos utilizando o método de separacéo
eletroforese horizontal, para o gel de agarose 1% as condi¢cdes de corrida foram de
60V por 50 minutos, e para o gel de agarose 3% foram de 60V por 1 hora e 30
minutos, e apos visualizados utilizando Syber Green em Transluminador com auxilio
da ultravioleta. J&4 o gel de poliacrilamida foi submetido as condi¢cdes de corrida

vertical em 60v por 1 hora e 30 minutos.



35

3.3.6 Parametros Analisados

Os padrées de migracdo das bandas geradas resultantes da restricao
enzimatica foram comparados e as semelhancas estimadas pelo Iindice de
Similaridade de Jaccard (1J= 100* (c/a+b-c)), onde “a e b” representam o numero de
bandas de cada amostra sendo o “c” o numero comum de bandas entre elas. O
indice de Similaridade de Jaccard mensura a similaridade pela distancia entre as
amostras tomando elas par a par. O teste de Kruscal-Wallis foi utilizado para a
comparacdo da similaridade entre as fases do cultivo. Havendo diferengas
significativas o teste de Mann-Whitney foi usado para testar entre as amostras a
significancias par a par.

A diversidade bacteriana foi analisada através do numero de bandas
representado pelos possiveis padroes ARDRAS diferentes.

4. RESULTADOS

4.1 PARAMETROS DOS CULTIVOS DAS MICROALGAS

Os cultivos de P. tricornutum e S. obliquus alcancaram os resultados
esperados, que evidenciaram um ritmo de crescimento com o padrao classico da
curva de crescimento para esses organismos encontrados na literatura, como
podem ser observados na figura 3 e 4.

O pH nos trés cultivos quanto para P. tricornutum tanto para S. obliquus,
mantiveram-se semelhantes (FIGURA 3 e 4). O pH no cultivo de P. tricornutum,
iniciou basico (8), depois diminuiu até o sexto dia, tornou-se &cido (6) e se manteve
assim até o fim do cultivo. J4 o pH no cultivo de S. obliquus, iniciou neutro (7), logo
nas primeiras 24 horas teve uma elevacao significativa, tornando-se basico (11),

apos o segundo dia permaneceu basico (em média 8) até o fim do cultivo.
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FIGURA 3 DENSIDADE CELULAR E pH DE P. tricornutum PARA OS TRES CULTIVOS.
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FONTE: O autor (2017).
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FIGURA 4. DENSIDADE CELULAR E pH DE S. obliquus PARA OS TRES CULTIVOS.
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FONTE: O autor (2017).

A gquantificacdo do DNA é utilizada para avaliar a qualidade do DNA extraido.

Segundo Rosa (2006) a leitura pelo espectrofotbmetro das razdes entre 260/280 e

260/230, pode identificar a contaminacdo das amostras por proteinas, fendis e

outros contaminantes. A razdo 260/280 indica a contaminacg&o por proteinas, onde

se o DNA extraido estiver entre os valores 1,8 e 2,0 ndo ha contaminagdo por

proteinas. A razdo 260/230 é a relacdo de absorbancia que entre os valores 1,8 e
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2,2 indica que ndo ha contaminacdo por fenodis ou por algum outro tipo de
contaminante (SILVA, 2015). No entanto, mesmo com contaminacdo de todas as
amostras (TABELA 8), a contaminagdo nao foi capaz de inibir a amplificacdo do
DNA bacteriano (FIGURAS 5 e 6).

Na amplificacdo do DNA bacteriano através dos primers 27F e 1492R foram
amplificados os 1500pb (pares de base) para os cultivos de P. tricornutum (FIGURA
2) e S. obliquus (FIGURA 3), o que praticamente representa todo o comprimento do
gene, que é de 1542pb (pode ser verificado na figura 1) resultando numa maior
confiabilidade nos resultados da restricao.

TABELA 8. QUANTIFICACAO DO DNA EXTRAIDO DOS CULTIVOS. P (Phaeodactylum
trocornutum); S (Scenedesmus Obliquus); 24h (24h apés o inoculo); Exp (Fase exponencial); Esta
(Fase estacionéria); [ ] pg/ ml (concentragdo de microgramas por mililitro); 260/280 (razéo da
contaminagdo por proteinas, onde 1,8 a 2,0 representa sem contaminantes); 260/230 (razdo da
contaminagéo por fenol ou outros residuos, onde 1,8 a 2,2 representa sem contaminantes);*** (ndo foi
possivel fazer a razdo).

Espécie/ Fase/Cultivo [1ug/ mi 260/280 260/230
P. In6culo 18,1 1,72 0,77
P.24h -1 15,6 1,63 0,76
P.24h -2 19 15 0,67
P.24h -3 12,1 1,7 0,4
P.Exp.-1 22,2 1,44 0,82
P. Exp.-2 40,1 1,27 0,64
P. Exp.-3 22,2 1,73 0,85
P.Esta-1 38,6 1,43 0,66
P. Esta-2 56,3 1,32 B
P. Esta-3 25,6 1,44 0,33
S. Inéculo 88,6 1,21 0,95
S.24h -1 62,1 1,07 1,02
S.24h -2 58,4 1,29 0,83
S.24h -3 110,7 1,29 0,87
S. Exp.-1 56,2 1,69 0,91
S. Exp.-2 73,4 1,07 0,97
S. Exp. -3 101,2 1,6 1,06
S.Esta-1 72,5 1,27 0,78
S.Esta-2 55,6 1,31 0,78
S. Esta-3 81,1 1,16 0,82

FONTE: O autor (2017).

FIGURA 5. PCR REALIZADA PARA AMPLIFICACAO DO DNA BACTERIANO APARTIR DO
CULTIVO DE Phaeodactylum tricornutum EM GEL DE AGAROSE 1%. Massa DNA (concentracéo do
DNA); pb (pares de bases); Ladder (marcador); Fases de Crescimento do cultivo: Inéculo (momento
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da inoculacdo da microalga - controle), 24h (24 horas apds a inoculacdo da microalga), Exp. (fase
exponencial) e Esta. (fase estacionaria); 1 (cultivo 1); 2 (cultivo 2); 3 (cultivo 3).

Massz 9\2 Ladder Indculo 24h1 24h2 24n 3 Exp.1 Exp.2 Exp.3 Esta 1 Est3.2 Esta.3
DNA

40-3.000

70-1.500

50-1.000
40-300
40-800
30-700
30-600
90-500
40-300

30-300

40-200

40-100

FONTE: O autor (2017).

FIGURA 6. PCR REALIZADA PARA AMPLIFICACAO DO DNA BACTERIANO APARTIR DO
CULTIVO DE Scenedesmus obliquus EM GEL DE AGAROSE 1%. Massa DNA (concentracdo do
DNA); pb (pares de bases); Ladder (marcador); Fases de Crescimento do cultivo: In6culo (momento
da inoculagdo da microalga - controle), 24h (24 horas ap6s a inoculagdo da microalga), Exp. (fase
exponencial) e Esta. (fase estacionaria); 1 (cultivo 1); 2 (cultivo 2); 3 (cultivo 3).

Massa pb Ladder Indculs  2ahd 2ah2 24h3  Exp.l Ep.2  Exp.3 Esta 1 Esta. 2  Esta3
DNA
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30-300

40-200
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FONTE: O autor (2017).

4.2 RESULTADOS DA ANALISE BACTERIANA NOS CULTIVOS DAS
MICROALGAS

Conforme os perfis eletroforéticos (ANEXO 2-12) foram encontrados para P.
Tricornutum 9, 11, 7, 8, e 7 padrées ARDRA e para S. Obliquus 0, 5, 9, 10 e 6
padrées ARDRA (TABELA 9) diferentes nas trés réplicas, considerando as trés
fases de cultivo para as enzimas Haell, Haelll, Mspl, Rsal e Hsp92ll,
respectivamente.

Analisando as enzimas individualmente, a maior diversidade bacteriana
observada para P. tricornutum foi com a ezima Haelll (ANEXOS 3 e 4) com 11
padroes ARDRA diferentes. Com as enzimas Mspl, Rsa | e Hsp92Il (ANEXOS 7, 8 e
9, respectivamente) o padrdo de clivagem foi semelhante ao longo das fases de
crescimento. Apenas a enzima Haell (ANEXO 2) ndo demonstrou nenhuma
contaminagdo no inoculo, ou seja, esta enzima nado identificou nenhum corte ou
padrdo ARDRA no momento de sua inoculagéo.

Para S. obliquus, a maior diversidade bacteriana observada foi com as
enzimas Mspl e Rsal que demonstraram 9 e 10 padrées ARDRA diferentes. Com o
uso da enzima Haell (ANEXO 8), ndo se observaram cortes devido a auséncia de
bactérias que apresentassem o sitio de restricdo de corte da enzima. As enzimas
Haelll, Mspl, Rsal e Hsp92ll (ANEXOS 9, 10, 11 e 12, respectivamente)
demonstraram um padrao de clivagem semelhante ao longo das fases dos cultivos,
sendo que na fase estacionaria ocorreu 0 menor numero de cortes comparado com

as outras fases.
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TABELA 9. QUANTIDADE DE BANDAS ENCONTRADAS AO LONGO DAS FASES DE
CRESCIMENTO NOS TRES CULTIVOS; PARA TODAS AS ENZIMAS; P (Phaeodactylum
trocornutum) e S (Scenedesmus Obliquus); Ino (Inéculo); 24h (24h apds o inoculo); Exp (Fase
exponencial); Esta (Fase estacionaria); * O numero total de bandas diferentes, refere-se ao nimero
de bandas diferentes encontradas ao longo das fases, respectivamente para cada enzima.

CULTIVO 1 CULTIVO 2 CULTIVO 3 *N° Total
Ino. de

Bandas

24h  Exp. Esta. | 24h Exp. Esta. | 24h Exp. Esta. |diferentes
P. Haell 0 1 3 4 8 3 0 5 4 2 9
P. Haelll 4 7 8 8 5 8 5 5 11 5 11
P. Mspl 5 5 2 5 7 5 2 4 3 4 7
P. Rsal 6 5 5 6 4 3 2 6 6 3 8
P. Hsp92ll 6 6 6 4 6 7 5 6 6 3 7
S. Haell 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S. Haelll 4 4 2 4 3 1 2 4 5 4 5
S. Mspl 8 8 7 3 8 3 5 8 5 8 9
S. Rsal 7 7 7 4 7 4 6 7 3 6 10
S. Hsp92ll 4 6 3 3 5 2 4 3 2 0 6

FONTE: O autor (2017).

Analisando a diversidade com o uso do Coeficiente de Similaridade de
Jacard, as médias da percentagem de similaridade bacteriana entre os trés cultivos
de P. tricornutum para todas as enzimas variou ao longo de todas as fases da curva
de crescimento entre 51,3% e 68,6% (TABELA 10). Pode ser observada uma
reducdo na percentagem de similaridade entre as fases da curva, porém, ndo houve
diferencas significativas quando aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
(p=0,097).

Para a espécie S. obliquus as médias da percentagem de similaridade
bacteriana variaram entre 50,4% e 84,9% evidenciando um decréscimo significativo
ao longo das fases da curva (TABELA 11). Pelo teste de Kruskal-Wallis os dados
apresentaram alta significancia entre as fases de cultivo (p=0,005). Quando
comparadas as fases par a par com o teste U de Mann-Whitney, foram observadas
significativas diferencas na porcentagem de similaridade entre as fases 24 horas e

exponencial (p= 0,00010); e entre 24 horas e a fase estacionaria (p= 0,0018).
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Quando comparadas as fases par a par através do teste U de Mann-Whitney
nao foram observadas diferencas significativas na porcentagem de similaridade
entre as amostras do indculo e da fase 24 horas tanto no cultivo de S. obliquus como

no cultivo de P. tricornutum (p=0,37).

TABELA 10. RESULTADOS DAS MEDIAS E MEDIANAS DO INDICE DE SIMILARIDADE
BACTERIANA EM PORCENTAGEM ENTRE OS TRES CULTIVOS DE P. tricornotum PARA AS
DIFERENTES FASES DA CURVA DE CRESCIMENTO UTILIZANDO 5 ENZIMAS.

Média Mediana Desvio Minimo-Maximo
Padréao

Inéculo 84,7 81,5 15,20 57-100

24hs 68,6 71,0 29,67 0-100

Fase 63,13 72,0 30,51 0-100
exponencial

Fase 51,3 60,0 24,74 0-80
estacionaria

FONTE: O autor (2017).

TABELA 11. RESULTADOS DAS MEDIAS E MEDIANAS DO INDICE DE SIMILARIDADE
BACTERIANA EM PORCENTAGEM ENTRE O. TRES CULTIVOS DE S. obliquus PARA AS
DIFERENTES FASES DA CURVA DE CRESCIMENTO UTILIZANDO 4 ENZIMAS.

Media Mediana Desvio Minimo-Maximo
Padrao
In6culo 91,3 100 13,15 66-100
24hs 84,9 88 17,04 50-100
Fase 43,7 46,5 25,40 0-75
exponencial
Fase 50,4 52,5 28,68 0-100
estacionaria

FONTE: O autor (2017).
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5. DISCUSSAO

Conforme o indice de Similaridade aplicado neste estudo, pode-se identificar
uma diminuicdo da similaridade conforme as fases de crescimento das microalgas,
tanto para P. tricornutum como para S. obliquus. O indice de Similaridade testou a
média e a mediana das 5 enzimas utilizadas para andlise e encontrou um padrédo de
diminuicdo da similaridade conforme os estagios da curva de crescimento, ou seja, a
diversidade bacteriana diminuiu conforme as fases de crescimento das microalgas.
Também pode-se identificar que a diversidade bacteriana de S. obliquus foi menor
quando comparada a P. tricornutum, devido ter obtido maiores porcentagens de
similaridade conforme o indice. O indice de Similaridade apontou um minimo e um
maximo (TABELA 10 e 11), esses que variaram muito, como por exemplo, as fases
24h e a fase exponencial foram de 0% até 100%, isto ocorreu, pois 0 indice somou
as 5 enzimas e exemplificou com a média e a mediana. Com esses dados é possivel
ter um parametro geral, mas ndo para cada enzima. Quando se baseamos no
namero de cortes de padrées ARDRA para cada enzima (ANEXO 2 até 12 —
TABELA 9), pode identificar-se algumas diferencas que o teste anterior ndo
conseguiu identificar. Como por exemplo, um aumento da diversidade bacteriana na
fase exponencial de cada espécie (TABELA 8).

O aumento da diversidade bacteriana ocorreu principalmente na fase
exponencial, para as duas espécies. Isto pode ter ocorrido pelo crescimento rapido
neste momento da curva de crescimento e pela disponibilidade de nutrientes ainda
presentes no cultivo, pois como a taxa de divisdo das microalgas estd em sua
maxima expressdao na fase exponencial, a interacdo com os diferentes grupos
bacterianos pode resultar no crescimento de ambos o0s grupos, pela disponibilidade
de nutrientes ainda existentes nos cultivos . Neste momento da curva de
crescimento, pode comecar ou intensificar uma competicdo por espagco entre as
espécies. Esta competicdo pode resultar no acréscimo de determinados grupos,
contribuindo para um acréscimo da diversidade bacteriana dentro dos cultivos
(FUENTES, et al. 2016, p.1405). No entanto, ao chegar na fase estacionaria
percebe-se uma nitida reducédo dos grupos bacterianos, pois esta competicdo pode
ter se intensificado muito, consequentemente, ocorrendo a perda de alguns grupos

bacterianos, estes grupos, que nao foram capazes de competir com as microalgas.
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O aumento da diversidade bacteriana na fase exponencial também pode ser
explicado pela dependéncia das espécies a determinados grupos bacterianos, de
acordo com FUENTES e colaboradores (2017, p.1705) e Cho e colaboradores
(2015, p.481), as microalgas possuem a necessidade de alguns grupos bacterianos
em seu cultivo para que possam eventualmente se desenvolver. Segundo Bell e
Mitchell (1972, p.190), os produtos extracelulares presentes nas algas, tais como
aminoacidos, peptideos, acucares, polidlcools, vitaminas, enzimas, toxinas e material
organico extracelular em geral, desempenham um papel importante nas cadeias
alimentares marinhas, especialmente como nutrientes potenciais para bactérias. De
acordo com ele, para o desenvolvimento natural de ambas, sua associacdo &
essencial. Segundo Ukeles e Bishop (1975, p.142) e Caldwell (1977, p.305) as
bactérias também podem estimular o crescimento das algas, com a liberacdo de
vitaminas, fatores de crescimento organicos, ou até mesmo modificando o pH do
meio.

O pH no cultivo de microalgas € um fator determinante para o
desenvolvimento microalgal, devido ao crescimento das microalgas envolverem o
consumo de CO: dissolvido, com o CO2 em excesso no cultivo pode baixar muito o
pH, tornando-o inadequado para o crescimento das microalgas (LOURENCO, 2006,
p.190). O controle do pH em um cultivo contribui para elevar a assimilacdo do
carbono inorganico, como consequéncia aumenta a produtividade da microalga
(COSTA et al., 2014). O ph do meio varia entre neutro e alcalino para a maioria das
espécies de microalgas (RAVEN, 1990, p.724). A 4gua do mar tende a ter pH 8, e 0
cultivo de P. tricornutum iniciou em 8 e se tornou acido na fase estacionaria. Isso
pode ter controlado a abundéncia de P. tricornutum nesta fase pela menor
assimilacdo do carbono inorganico dentro do cultivo, consequentemente, as
bactérias puderam ter mais espaco para seu desenvolvimento. No entanto o pH se
tornando acido ao longo do cultivo, pode ter restringido o crescimento e a
permanéncia de muitas bactérias, que em geral possuem o valor de pH ideal para
crescimento de 7 (neutro) ou semelhante (MADIGAN; MARTINKO. PARKER, 2004,
p.148); Ja4 o pH nos cultivos de S. obliquus permaneceram na faixa de 8 na maior
parte do cultivo, como a espécie é dulcicola tende a ter a 4gua do cultivo mais
proximo da neutralidade (LOURENCO, 2006, p.190). Sofre apenas um pico de pH

logo na fase 24 horas apods a inoculagéo, talvez pelo impacto da inoculagdo no meio
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de cultivo, pois logo apds ganha estabilidade no pH. Teoricamente, poucas bactérias
conseguem sobreviver em pH muito basico, porém nao foi suficiente para extinguir
0S grupos que ja existiam no cultivo de S. obliguus no momento do indculo
(MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).

O pH além de afetar negativamente a assimilacdo do carbono, o aumento no
pH dos cultivos também pode influenciar a concentracdo de nutrientes no meio, em
condi¢cbes de pH maiores que 9,5 e em temperaturas maiores que 25°C, resulta na
dissociagdo do ion de amodnio (NH4*) em aménia livre (NHs), que é mais dificil
assimilacdo. Essa amonia por ser gasosa, desprende-se da fase liquida, e a parte
que se dissolve pode reduzir as taxas fotossintéticas em até 90% (AZOV,
GOLDMAN, 1982, p.735). Ainda, com o aumento do pH associado a presenca de
alguns cations metalicos bivalentes (Ca?*) pode ocasionar a precipitacdo do foésforo
na forma de sais insolaveis, diminuindo a quantidade de fosforo disponivel para o
cultivo: microalgas e as bactérias (CAl et al., 2013, p.360)

A fase estacionéria foi responsavel por grande parte do declinio no nimero
padrées ARDRA de grupos bacterianos, principalmente em S. obliquus, conforme o
indice de Similaridade, na fase estacionéria a porcentagem de similaridade diminuiu
muito para as duas espécies. Isso pode ter ocorrido pela competicdo das espécies,
onde a microalga ficou em vantagem sob alguns grupos bacterianos,
consequentemente, alguns grupos se extinguiram. Esta competicdo pode ter
acontecido pelos nutrientes presentes no cultivo, principalmente algumas vitaminas
e o fosfato, que séo importantes e limitantes para o crescimento desses organismos.
Segundo Andrade et al., (2004), as bactérias necessitam de mais nutrientes para
seu crescimento do que as microalgas, pois as microalgas conseguem extrair 0s
principais compostos de seu proprio metabolismo autotrofico.

No trabalho de Rhee (1972, p.141) ele discutiu a competicdo de algas e
bactérias pelo fosfato, utilizando Scenesdesmus sp. e Pseudemonas sp. O acumulo
de fosfato por esses organismos ndo é o mesmo, ela varia de acordo com sua
fisiologia. A microalgas possuem maior capacidade de acumular o fosfato do que as
bactérias (KUHL, 1960, p.144; HAROLD, 1966, p.307). Essa diferen¢a possibilita a
vantagem de crescimento das microalgas sobre as bactérias. O fésforo é muito
importante, quando em pequenas quantidades em um cultivo, pode limitar o
crescimento das microalgas (ROUND, CRAWFORD, MANN, 1990; HAYES,
PHILIPIS, 1958, p.459).
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Uma das principais relacées mutualisticas entre as microalgas e as bactérias
séo o fluxo de Oz entre elas, segundo o trabalho de Mouget e colaboradores (1995)
demonstra uma dependéncia das microalgas em relacdo as bactérias para as trocas
gasosas naturais, pois os cultivos envolvem o consumo e a remogao de Oz. Tendo
em vista que, em contato com o ar, as células microalgais cresceram muito mais do
gue em cultivos tampados com algoddo em seu experimento, pois restringir 0 gas,
pode acumular o oxigénio dissolvido, o que por sua vez pode limitar a fixacdo do
carbono e alterar os processos da fotossintese. Os cultivos com baixas
concentracbes de carbono inorganico, nota—se um aumento da atividade
fotossintética. No seu trabalho ficou evidenciado que o crescimento bacteriano
impulsionou o crescimento microalgal, no entanto, a populacdo bacteriana diminuiu
posteriormente, mas nao afetando o crescimento das algas. O autor refor¢ca que a
relacdo benéfica bactéria-microlga esta ligeiramente relacionada se as bactérias
competem ou ndo com algas em relacdo aos nutrientes, como o fésforo ou
nitrogénio. Isto ocorreu de forma parecida para as enzimas Rsal e Haelll para P.
tricornutum, onde nota-se um aumento nos padrdes de corte na fase exponencial e
logo na fase estacionaria esse padrao diminui. Os dados fornecem o mesmo padréo
para os cultivos, as bactérias associadas podem ter impulsionado o crescimento das
microalgas na fase exponencial e apds ocorre a diminuicdo da diversidade
bacteriana na fase estacionaria.

As condi¢bes ideais de cultivo também podem ter afetado a diversidade
bacteriana, devido ndo estar sendo influenciado por situagdes adversas, como seria
em ambiente externo, a microalga pode se desenvolver livremente, teoricamente em
um cultivo mais puros.

A diversidade bacteriana existente nos cultivos, n&o afetaram seu
desenvolvimento, mas pelo contrario podem ter influenciado de forma positiva, isso
pode ser observado principalmente nas bactérias que permaneceram no cultivo em
todas as fases, e aquelas que surgiram na fase exponencial e permaneceram na

fase estacionaria.



47

6. CONCLUSAO

O estudo da diversidade bacteriana em cultivos de microalgas é importante
para obtengcdo de um cultivo puro, sem contaminagdes. A técnica ARDRA, através
das cinco enzimas utilizadas, foi eficiente para inferir a diversidade bacteriana das
diferentes fases dos cultivos das duas espécies estudadas. No entanto, a maior
eficiéncia da técnica pode ser analisada quando comparamos as enzimas
isoladamente. Para ambas as espécies, apesar de serem de ambientes totalmente
diferentes, observou-se maior diversidade bacteriana na fase exponencial para as
duas espécies de microalgas e uma reducédo da diversidade bacteriana entre o inicio
e a fase estacionéria dos cultivos. Os cultivos de microalgas ndo foram afetados pela
diversidade bacteriana existente, pois desenvolveram-se normalmente mesmo com
a presenca dos grupos bacterianos. Neste trabalho as enzimas foram utilizadas
separadamente, no entanto seria interessante também utilizar um mix das enzimas

para obter grupos bacterianos ainda mais especificos.
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ANEXO 1 - MEIO DE CULTIVO

Composicdo do Meio LCA-AM* usado no LCA/UFSC, empregado nas culturas de
microalgas marinhas. * Desenvolvido a partir do Meio Conway.

1. Solucéao de Nitrato

NANO3 ---mmmmmmm e oo 510,09
FeCls.6H20 oo ---80¢
EDTA Naz S — --------10,0 g
Sol. Tracos de Metais ------------ 2,0 mL (de cada solugéo)
Agua destilada ----------=======m=mmmmeemm oo al0L

Filtrar 100 mL da Solucdo de Nitrato em filtro de membrana de 0,2 um de
porosidade. Todo o material usado neste processo deve ter sido esterilizado
em autoclave. A Solucéo de Nitrato filtrada deve ser substituida a cada 15 dias.

Solucéo de Trago de Metais

ZnCl2.7H20 e e 1,659
COoCl2.6H20 --=--m=mmmmmemmme oo e 1,509
(NH4)6M07024.4H20 ------mmmmmmmmmmm oo 0,60 g
CuS04.5H20 -----m-mmmmmmmmm oo 1,479
MNCl2.6H20 -----mmmmmmmmmmm e 27,09
Agua destilada para cada solucdo ------- a 150,0 mL
2. Solucdo de Fosfato
NaH2P0O4.H20 ----------mmmmmmmmm oo oo ---48,0 ¢
Solucéo de Vitaminas -------------==-==mmmmmmmem oo 1,0 mL
Agua destilada ----------=====-mmmmmmm e al0lL

Filtrar 100 mL da Solucdo de Fosfato em filtro de membrana de 0,2 um de
porosidade. Todo o material usado neste processo deve ter sido esterilizado em
autoclave. A Solucédo de Fosfato filtrada deve ser substituida a cada 15 dias.

Solucéao de Vitaminas
Citoneurim 5.000 mg (Merck) ----- 2 ampolas de 3,0 mL

N e R —————————— 100 mL
3. Solucao de Silicato (somente para cultivo de diatomaceas)
Silicato de Sédio Comercial (H-300, QUIMIDROL -------- 80,09
Agua destilada --------======mmmmmm e alolL

Para elaborar o meio: Filtrar 100 mL da Solucao de Silicato em filtro de membrana
de 0,2 um de porosidade. Todo o material usado neste processo deve ter sido
esterilizado em autoclave. A Solucdo de Nitrato filtrada deve ser substituida a cada
15 dias.

Para elaborar o Meio LCA-AM, adicionar:

Solucéao de Nitrato ------ 2,0 mL

Solucéo de Fosfato ----- 2,0 mL

Solucéao de Silicato ----- 1,0 mL

Para cada litro de agua do mar esterilizada em autoclave (aguardar 2 dias antes
de usar). O meio pronto, devera ser usado imediatamente ou armazenado por
até 5 dias.




Composicédo do Meio LCA-AD* usado no LCA/UFSC, empregado nas culturas de
microalgas dulcicolas. * Desenvolvido a partir do Meio BBM.

Solucéo 1
NaNO3 ---=-=mmmmmmmm oo 100 g

K2HPO4 ----=-=nmmemmmeem e -25¢

Solucgéao 2
CaClz.2H20 -----mmmmmmmmmmmmmmoo oo 2549
Agua destilada ----------=-=---=-m-mmommeoeo aloL

Solugéo 3

Ci10H16N20s-Naz (EDTA — Naz) --- 50 g
KOH -------mmommmmeeeee e ---31g
L [ o —— ——— al0L

Solucéo 4
FeS04.7H20 -----mmmmmmmmmmmmmmmmcoo oo 4,98 ¢
Agua destilada --------------------m-momomeooo aloL

Solucéo 5
HsBOg -------mmmmmmomomoo oo 11,42 ¢
Agua destilada ----------=-=---=-m-mmommeoeo aloL

Solucéo 6
ZNS04.7H20 ----=-mmmmmmmmmmmmeme e 8,82 ¢g
MnCl2.4H20 -------------m-mm oo 1,449

CuS04.5H20 -----mmmmmmmm e 1,57 g
CO(NO3)2.6H20 -------==mr-mmmmmmoeeee 0,49 g
Agua destilada --------===-===--==----- al0lL

Para elaborar o Meio LCA-AD, adicionar:

Solugéo 1 ------ 10,0 mL

Solucgéo 2 ------ 10,0 mL

Solugéo 3 ------- 1,0 mL

Solugéao 4 ------- 1,0 mL

Solugéo 5 ------- 1,0 mL

Solugéao 6 ------- 1,0 mL

Para cada litro de agua doce.

O Meio deve serd esterilizado em autoclave (aguardar 2 dias antes de usar) e
podera ser armazenado por até 7 dias.
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ANEXO 2 — PERFIS ELETROFORETICOS P. tricornutum

ARDRA REALIZADA PARA CORTE DO DNA BACTERIANO APARTIR DO CULTIVO DE
Phaeodactylum tricornutum COM A ENZIMA Haell EM GEL DE AGAROSE 3%. Massa DNA
(concentracdo do DNA); pb (pares de bases); Ladder (marcador); Fases de Crescimento do cultivo:
Inéculo (momento da inoculagdo da microalga - controle), 24h (24 horas apds a inoculagédo da
microalga), Exp. (fase exponencial) e Esta. (fase estacionaria); 1 (cultivo 1); 2 (cultivo 2); 3 (cultivo 3).

Massaag

DNA 24h 2

Ladder Indculs 24h1 24h3  Exp.1  Exp.2 Exp.3  Estal Estal Esta3
WAANAAAN  AAAAAN

40-3.000

70-1.500

50-1.000
40-300
40-800
30-700

30-500

90-500

40-400

FONTE: O autor (2017).
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ANEXO 3 — PERFIS ELETROFORETICOS P. tricornutum

ARDRA REALIZADA PARA CORTE DO DNA BACTERIANO APARTIR DO CULTIVO DE
Phaeodactylum tricornutum COM A ENZIMA Haelll EM GEL DE AGAROSE 3%. Massa DNA
(concentracdo do DNA); pb (pares de bases); Ladder (marcador); Fases de Crescimento do cultivo:
In6culo (momento da inoculacdo da microalga - controle), 24h (24 horas apds a inoculagédo da
microalga), Exp. (fase exponencial) e Esta. (fase estacionaria); 1 (cultivo 1); 2 (cultivo 2); 3 (cultivo 3).

Mazssz RB
DNA

Ladder Inoculo 24h1 24h2 24h3 Exp.1 Exp.2 Exp.3 Esta.l Esta.2 Esta3
WWAAAANS WWAAAANS

40-3.000

70-1.500

50-1.000
40-200
40-300
30-700
30-80C
90-500
40-400

30-300

40-200

40-100

FONTE: O autor (2017).
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ANEXO 4 — PERFIS ELETROFORETICOS P. tricornutum

ARDRA REALIZADA PARA CORTE DO DNA BACTERIANO APARTIR DO CULTIVO DE
Phaeodactylum tricornutum COM A ENZIMA Haelll EM GEL DE POLIACRILAMIDA. Massa DNA
(concentracdo do DNA); pb (pares de bases); Ladder (marcador); Fases de Crescimento do cultivo:
In6culo (momento da inoculacdo da microalga - controle), 24h (24 horas apds a inoculagédo da
microalga), Exp. (fase exponencial) e Esta. (fase estacionaria); 1 (cultivo 1); 2 (cultivo 2); 3 (cultivo 3).

Massa RP,
DNA
40-3.000

Ladder Indculo 24h1 24h2 24h3 Exp.1 Exp.2 Exp.3 Esta.l Esta.2 Esta.3
VWAAAAANS WAAAAANS

70-1.500

50-1.000
40-300
40-300
30-700
30-600
90-500
40-400

30-300

40-200

40-100

FONTE: O autor (2017).
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ANEXO 5 — PERFIS ELETROFORETICOS P. tricornutum

ARDRA REALIZADA PARA CORTE DO DNA BACTERIANO APARTIR DO CULTIVO DE
Phaeodactylum tricornutum COM A ENZIMA Mspl EM GEL DE AGAROSE 3%. Massa DNA
(concentracdo do DNA); pb (pares de bases); Ladder (marcador); Fases de Crescimento do cultivo:
In6culo (momento da inoculacdo da microalga - controle), 24h (24 horas apds a inoculagédo da
microalga), Exp. (fase exponencial) e Esta. (fase estacionéria); 1 (cultivo 1); 2 (cultivo 2); 3 (cultivo 3).

Massa pb .
DNA Ladder Incculs 24h1  24h2 24h3  Exp.1 Exp.2 Exp.3 Bsta 1 B2 523

40-3.000
70-1.500

50-1.000
40-300
40-800
30-700
30-600
90-500
40-200

30-300

40-200

40-100

FONTE: O autor (2017).
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ANEXO 6 — PERFIS ELETROFORETICOS P. tricornutum

ARDRA REALIZADA PARA CORTE DO DNA BACTERIANO APARTIR DO CULTIVO DE
Phaeodactylum tricornutum COM A ENZIMA Rsal EM GEL DE AGAROSE. Massa DNA
(concentracdo do DNA); pb (pares de bases); Ladder (marcador); Fases de Crescimento do cultivo:
In6culo (momento da inoculacdo da microalga - controle), 24h (24 horas apds a inoculagédo da
microalga), Exp. (fase exponencial) e Esta. (fase estacionaria); 1 (cultivo 1); 2 (cultivo 2); 3 (cultivo 3).

Massa pb
DNA
40-3.000
70-1.500
50-1.000
40-300
40-800
30-700
30-500
90-500
40-300

Ladder Insculc 24h1 24h2 24h3 Bg.i1  Bqp.2 Exp.3 Btal S22 B2l
WAAAANS WWAANAANS

30-300

40-200

40-100

FONTE: O autor (2017).
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ANEXO 7 — PERFIS ELETROFORETICOS P. tricornutum

ARDRA REALIZADA PARA CORTE DO DNA BACTERIANO APARTIR DO CULTIVO DE
Phaeodactylum tricornutum COM A ENZIMA Hsp92ll EM GEL DE POLIACRILAMIDA. Massa DNA
(concentracdo do DNA); pb (pares de bases); Ladder (marcador); Fases de Crescimento do cultivo:
In6culo (momento da inoculacdo da microalga - controle), 24h (24 horas apds a inoculagédo da
microalga), Exp. (fase exponencial) e Esta. (fase estacionaria); 1 (cultivo 1); 2 (cultivo 2); 3 (cultivo 3).

Massa pb ladder lndculo 24h124h2 2403 Bl Exp.2 Ep.3 Etal Eta2 Eta3

DNA
40-3.000

70-1.500

50-1.000
40-300
40-800
30-700
30-600

90-500
40-300
30-300

40-200

40-100

FONTE: O autor(2017).
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ANEXO 8 — PERFIS ELETROFORETICOS S. obliqus

ARDRA REALIZADA PARA CORTE DO DNA BACTERIANO APARTIR DO CULTIVO DE
Scenedesmus obliqguus COM A ENZIMA HAE Il EM GEL DE AGAROSE. Massa DNA (concentragao
do DNA); pb (pares de bases); Ladder (marcador); Fases de Crescimento do cultivo: Inéculo
(momento da inoculagdo da microalga - controle), 24h (24 horas apds a inoculacdo da microalga),
Exp. (fase exponencial) e Esta. (fase estacionaria); 1 (cultivo 1); 2 (cultivo 2); 3 (cultivo 3).

Massa pb ladder Inculs 28h1  28h2  2#h3  Bpl Bp2 Ep3  EBwl  EBa2  Ba3
DNA
40-2.000

70-1.500

50-1.000
40-900
40-800
30-700
30-500

90-500
40-a00

30-300

40-200

40-100

FONTE: O autor (2017).
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ANEXO 9 — PERFIS ELETROFORETICOS S. obliqus

ARDRA REALIZADA PARA CORTE DO DNA BACTERIANO APARTIR DO CULTIVO DE
Scenedesmus obliguus COM A ENZIMA Haelll EM GEL DE POLIACRILAMIDA. Massa DNA
(concentracdo do DNA); pb (pares de bases); Ladder (marcador); Fases de Crescimento do cultivo:
Inéculo (momento da inoculacdo da microalga - controle), 24h (24 horas apds a inoculagédo da
microalga), Exp. (fase exponencial) e Esta. (fase estacionaria); 1 (cultivo 1); 2 (cultivo 2); 3 (cultivo 3).

Massa pb
DNA

Ladder Inoculc 23h1 24h2 24h3 Exp.1 Exp.2 Exp.3 Estal Esta2 Esta3

40-3.000

70-1.500

50-1.000
40-300
40-800
30-700
30-500

90-500
40-400
30-300

40-200

40-100

FONTE: O autor (2017).
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ANEXO 10 — PERFIS ELETROFORETICOS S. obliqus

ARDRA REALIZADA PARA CORTE DO DNA BACTERIANO APARTIR DO CULTIVO DE
Scenedesmus obliquus COM A ENZIMA Mspl EM GEL DE POLIACRILAMIDA. Massa DNA
(concentracdo do DNA); pb (pares de bases); Ladder (marcador); Fases de Crescimento do cultivo:
In6culo (momento da inoculacdo da microalga - controle), 24h (24 horas apds a inoculagédo da
microalga), Exp. (fase exponencial) e Esta. (fase estacionaria); 1 (cultivo 1); 2 (cultivo 2); 3 (cultivo 3).

Massa pb Ladder indculo 24h1 24h2 24h3 Exp.1 Exp.2 Exp.3 Esta.l Esta2 Esta3
DNA

40-3.000

70-1.500

50-1.000
40-900
40-800 |
30-700 |
30-600

90-500
40-400
30-300

40-200

40-100 *

FONTE: O autor (2017).
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ANEXO 11 — PERFIS ELETROFORETICOS S. obliqus

ARDRA REALIZADA PARA CORTE DO DNA BACTERIANO APARTIR DO CULTIVO DE
Scenedesmus obliquus COM A ENZIMA Rsal EM GEL DE POLIACRILAMIDA. Massa DNA
(concentracdo do DNA); pb (pares de bases); Ladder (marcador); Fases de Crescimento do cultivo:
In6culo (momento da inoculacdo da microalga - controle), 24h (24 horas apds a inoculagédo da
microalga), Exp. (fase exponencial) e Esta. (fase estacionaria); 1 (cultivo 1); 2 (cultivo 2); 3 (cultivo 3).

Ladder Indculo 24h1 24h2 24h3 Exp.l Exp.2 Exp.3 stal Esta 2 Esta3

Mazassa Qvtl
DNA

40-3.000

70-1.500

50-1000
40-300
40-800
30-700
30-600

90-500

40-200
30-300

40-200

40-100

FONTE: O autor (2017).
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ANEXO 12 — PERFIS ELETROFORETICOS S. obliqus

ARDRA REALIZADA PARA CORTE DO DNA BACTERIANO APARTIR DO CULTIVO DE
Scenedesmus obliguus COM A ENZIMA Hsp92 II| EM GEL DE POLIACRILAMIDA. Massa DNA
(concentracdo do DNA); pb (pares de bases); Ladder (marcador); Fases de Crescimento do cultivo:
In6culo (momento da inoculacdo da microalga - controle), 24h (24 horas apds a inoculagédo da
microalga), Exp. (fase exponencial) e Esta. (fase estacionéria); 1 (cultivo 1); 2 (cultivo 2); 3 (cultivo 3).

Ladder Indculo 28h1 24h2 24h3 Exp.l Exp.2 Exp.3 Estal Esta2 Esta.3
? E1 B} %1 &

g L S ’
40-3.000 ' §

Massag}\:,
DNA

70-1.500

50-1000

40-800
30-700
30-800

90-500

30-300

40-200

40-100

FONTE: O autor (2017).
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ANEXO 13 — INDICE DE SIMILARIDADE DE P. tricornutum

INDICE DE SIMILARIDADE DA DIVERSIDADE BACTERIANA ENTRE OS CULTIVOS DE
Phaeodactylum trocornutum AO LONGO DAS FASES DE CRESCIMENTO PARA AS ENZIMAS
Haell, Haelll, Mspl, Rsal e Hsp92ll. Cultivo 1 (1); Cultivo 2 (2); Cultivo 3 (3); indice de similaridade
entre (*).

24h ap0s Exponencial Estacionéria

HAE I

1*2 13% 0% 0%

1*3 0% 0% 0%

2*3 63% 75% 50%
HAE lIl

1*2 71% 100% 62%

1*3 71% 72% 62%

2*3 100% 72% 100%
MSP |

1*2 71% 40% 40%

1*3 80% 66% 80%

2*3 57% 60% 50%
RSA |

1*2 80% 60% 33%

1*3 57% 83% 50%

2*3 66% 50% 66%

HSP92ll

1*2 100% 86% 80%

1*3 100% 100% 75%

2*3 100% 86% 60%

FONTE: O autor (2017).
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ANEXO 14 — INDICE DE SIMILARIDADE DE S. obliquus

INDICE DE SIMILARIDADE DA DIVERSIDADE BACTERIANA ENTRE OS CULTIVOS DE
Scenedesmus obliquus AO LONGO DAS FASES DE CRESCIMENTO PARA AS ENZIMAS Haell,
Haelll, Mspl, Rsal e Hsp92ll.. Cultivo 1 (1); Cultivo 2 (2); Cultivo 3 (3); indice de similaridade entre (*);
N&o ocorreu nenhum corte (***).

1*2
1*3
2*3

1*2
1*3
2*3

1*2
1*3
2*3

1*2
1*3
2*3

1*2
1*3
2*3

24h apés

*kk
*kk

*kk

75%
100%
75%

88%
100%
88%

100%
100%
100%

83%
50%
60%

Exponencial

HAE Il

*kk
*kk

k%

HAE Il
50%
40%
20%
MSP |
43%
71%
60%
RSA |
57%
43%
75%

HSPO92II

0%
66%
0%

FONTE: O autor (2017).

Estacionaria

*kk
*k%

*kk

50%
100%
50%

60%
33%
55%

66%
66%
50%

75%
0%
0%



