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Resumo

O presente trabalho teve por objetivos principais caracterizar a diversidade de
organismos fototréficos aciddfilos ou acidotolerantes presentes nas dguas dcidas provenientes
da drenagem é&cida de mina, na Area Mineira Abandonada de S. Domingos (Mértola,
Portugal); produzir culturas unialgais de microalgas acidotolerantes e/ou acidodfilas; e verificar
o potencial biotecnoldgico de uma estirpe isolada com base na sua caracterizagao fisioldgica.

Procedeu-se a recolha de amostras que foram identificadas morfologicamente,
recorrendo a microscopia, € molecularmente, recorrendo a técnicas de extracio de DNA, de
amplificacdo por PCR, de clonagem e de sequenciacdo, com base em marcadores como
sequéncias conservadas dos 18S rDNA e 23S rDNA. Identificou-se quatro géneros de
organismos fototréficos acidéfilos, nomeadamente, Euglena, Coccomyxa, Chlamydomonas e
Klebsormidium, bem como diatomdceas (Bacillariopheceae). Além destes eucariotas, também
foi possivel identificar, molecularmente, dois géneros de bactérias, Acidiphilium e
Variovorax.

Isolou-se duas microalgas dos géneros Coccomyxa e Chlamydomonas, em culturas
unialgais, mas ndo axénicas, utilizando o meio MK a pH 2.5 e recorrendo a técnicas como o
riscado a exaustdo. Com o isolado de Coccomyxa sp. foi possivel fazer estudos fisioldgicos,
de modo a determinar os potenciais biotecnoldgicos desta microalga, utilizando como alvos a
acumulacdo de carotendides e a producdo malondialdeido (MDA). Verificou-se a taxa de
crescimento desta microalga em dois niveis de pH diferentes (2.5 e 6.5/7.0), duas fontes de
azoto (ureia - MKU e nitrato - MK) e em duas intensidades luminosas diferentes. A
combinacdo entre o pH 6.5, a intensidade luminosa mais elevada e a fonte de azoto sob a
forma de nitrato proporcionou a taxa de crescimento média mais elevada. A acumulacdo de
carotenoides foi maior na cultura em meio MK a pH 6.5 com a intensidade luminosa elevada.
Mediu-se MDA como parametro indicador da indugdo de stress oxidativo em duas

concentracdes de cobre (0.4 e 0.8 mM).

Palavras-chave: AMD; microalgas; extremofilos; isolamento; cultivo; interesse

biotecnoldgico; carotenoides; stress oxidativo.
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Abstract

The objective of this work was to characterize the main diversity of acidophilic and
acid tolerant phototrophic organisms present in acidic waters produced by acid mine drainage
at the Abandoned Mining Site of S. Domingos (Mértola, Portugal); to produce unialgal
cultures of acidophilic / acid tolerant microalgae and to assess their biotechnological potential
based on physiological characters.

Collected samples were morphologically identified through microscopic observations
and molecularly, using DNA extraction techniques, PCR amplification, cloning and
sequencing, with 18S rDNA and 23S rDNA genes as markers. Four genera of phototrophic
acidophilic organisms were identified, namely FEuglena, Coccomyxa, Chlamydomonas,
Klebsormidium as well as diatoms (Bacillariopheceae). In addition to these eukaryota, it was
possible to molecularly identify two genera of bacteria, Acidiphilium and Variovorax.

Two microalgae from the genera Coccomyxa and Chlamydomonas were isolated in
unialgal but non axenic cultures, using the MK medium pH 2.5 and techniques such as plate
streaking for purification. The Coccomyxa sp. isolate was submitted to physiological studies in
order to estimate the biotechnology potential, by targeting carotenoid accumulation and
malondialdehyde (MDA) production. Growth rates at two different pH levels (2.5 and
6.5/7.0), two sources of nitrogen (urea - MKU and nitrate - MK) and two different light
intensities were determined. The combination of pH 6.5, with the highest light intensity and
nitrate as nitrogen source provided the highest median growth rate. Higher carotenoid
accumulation was detected in MK medium cultures at pH 6.5 with the high radiation
intensity. MDA was measured as indicator parameter for oxidative stress induction, for two

concentrations of copper (0.4 and 0.8 mM).

Keywords: AMD, microalgae, extremophiles, isolation, cultivation, biotechnological interest,

carotenoids, oxidative stress.
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Abreviaturas

A — Absorvéncia

AMA — Area Mineira Abandonada

AMD - Acid Mine Drainage

ARD - Acid Rock Drainage

Aps — Ammonium Persulfate

BHT — Butylated Hydroxytoluene (hidroxitolueno butilato)

BLAST - Basic Local Alignment Search Tool

bp — base pair(s) (par(es) de bases)

C — Concentragao

CCAP - Culture Collection of Algae and Protozoa (Cole¢do de Culturas de Algas e
Protozoarios)

CCMAR - Centro de Ciéncias do Mar

Cu’* - Tao Cobre (II)

DGGE - Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (Electroforese em Gel com Gradiente
Desnaturante)

DMSO - Dimetil sulfoxide

DNA — Deoxyribonucleic Acid (Acido Desoxirribonucleico)

DO - Densidade Otica

EDTA - Ethylenediamine tetraacetic acid

EPS — Extracellular Polymeric Substances (substancias poliméricas extracelulares)
Fe,S — Sulfureto de ferro (pirite)

HL - High Light

H,S — Acido Sulfidrico

IPB — Iberian Pyrite Belt (Faixa Piritosa Ibérica)

IPTG - Isopropyl-beta-D-Thiogalactopyranoside

LB Agar — Lysogeny Bertani Agar

LL — Low Light

MDA - Malondialdeido

MK - K9 Modificado (meio de cultura)

MKU - K9 Modificado com Ureia (meio de cultura)
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Abreviaturas

Mt — Megatoneladas (106 toneladas)

NCBI - National Center for Biotechnology Information

PCR — Polymerase Chain Reaction

pf — Peso fresco

RNA - Ribonucleic Acid (Acido Ribonucleico)

ROS — Reactive Oxygen Species (Espécies Reativas de Oxigénio)
rpm — rotagdes por minuto

RuBisCO - Ribulose-Bisfosfato Carboxilase Oxigenase

SSCP — Single Strand Conformation Polymorphism

t — Tempo

TAE — Tris-Acetate-EDTA

TBA — Thiobarbituric Acid (Acido Tiobarbitdrico)

TBE - Tris-Borate-EDTA

TCA - Trichloroacetic Acid (Acido Tricloroacético)

TGGE — Temperature Gradient Gel Electrophoresis (Eletroforese Desnaturante por Gradiente
de Temperatura)

UV — Ultravioleta

X-gal — 5-Bromo-4-Chloro-Indolyl-B-D-Galactopyranoside

°C — Graus centigrados
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I. Enquadramento e objetivos

1. Ambientes Extremos

Na Terra existem diversos ambientes extremos, resultantes quer de atividades
geoldgicas, quer de atividades antropicas (Gross, 2000). Fontes hidrotermais, glaciares,
salinas e lagos de dguas acidas sdo alguns exemplos de ambientes naturais onde se verifica a

presenca de organismos expostos a condi¢des extremas (Oarga, 2009).

I1.1. Drenagem Acida de Mina

As aguas 4cidas podem ter origem natural, como nos lagos de Yellowstone National
Park, mas em muitos casos, a presenca de dgua 4dcida em cursos de dgua, lagos e lagoas deve-
se a agdo do Homem (Johnson, 1995). O 4cido sulfirico comummente encontrado no meio
ambiente estabelece um tampdo fraco a pH 2. Este provém ou de 4cido sulfidrico (H,S)
maioritariamente de origem bioldgica, ou de sulfuretos metdlicos, como por exemplo, a pirite
(FeS,), sendo produzido por oxidagao quimica ou por atividade sulfo-oxidante de bactérias
(Gross, 2000). De facto, a drenagem é&cida proveniente de rocha (ARD) € um processo
continuo. Os sulfuretos metdlicos sdo estdveis em condicdes de andxia e de desidratacdo
(Johnson, 2003), mas quando expostos ao ar (oxigénio) e a 4gua, os ides presentes nos
sulfuretos metdlicos constitutivos de rochas como a pirite sao oxidados, com solubilizacao de
grandes quantidades de sulfato. A drenagem &cida de mina (Acid Mine Drainage — AMD) é
um caso particular da ARD, em que as escombreiras e as escorias de pirite libertam para a
dgua ido ferroso, sulfato e protdes (equacdo 1) com consequente diminui¢do do pH para
valores frequentemente inferiores a 3. O processo de acidificagdo origina a dissolucdo e
ionizacdo de metais promovendo o aumento de elementos dissolvidos (Brake e Hasiotis,

2010; Johnson, 2003).

FeS, +% 0, + H,0 — Fe?* + 2503~ + 2H™ (equagdo 1)
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., . . ~ .~ 2 z :
Na presenca de oxigénio ocorre a oxidacdo do ido ferroso (Fe™"), que é potenciada pela

acdo de bactérias quimiolitotréficas oxidadoras do ferro (equagio 2).
Fe?* + 7 0, + H* - Fe3* +~H,0 (equagiio 2)

Quando o pH varia entre 2,3 e 3,5 a maioria do ido férrico (Fe’*) precipita sob a forma
de hidréxido de ferro (III) (equacdo 3) com uma cor amarela-alaranjada ou mesmo

avermelhada, caracteristica de muitos cursos de AMD (Das et al., 2009).
Fe3* + 3H,0 - Fe(OH); | +3H* (equagdo 3)

A pequena percentagem de ido férrico que ndo precipita permite a oxidacdo da pirite
que estd exposta, formando-se novamente ido ferroso, sulfato e protdes, como indicado na

equacao 4 (Akcil e Koldas, 2006).
FeS, + 14Fe3* 4+ 8H,0 — 15Fe?* + 250%™ + 16H* (equagio 4)

A regeneracgdo do ido ferroso, por reacdo do ido férrico com a pirite é o ponto-chave da
reacdo de oxidacao dos sulfuretos metédlicos (Johnson e Hallberg, 2005), que faz da AMD um

processo autossustentado.

1.2. Area Mineira Abandonada de Sdo Domingos

A Faixa Piritosa Ibérica (Iberian Pyrite Belt — IPB) (figura 1) € uma das maiores
reservas de macigcos de sulfuretos, com mais de 1700 Megatoneladas (Mt). Esta reserva,
através da exploracdo mineira, permitiu durante milhares de anos a subsisténcia de populacdes

que se fixaram nesta zona.
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Figura 1 — Faixa Piritosa Ibérica e a localiza¢io da Area Mineira Abandonada de S. Domingos ©. Adaptado de

Torno, (2006).

O registo de atividade mineira aponta os fenicios e cartagineses como 0s primeiros
povos a principiarem a perscrutacdo. Os Romanos também contribuiram para a exploragao,
mas a atividade mineira mais intensa ocorreu durante a segunda metade do século XIX e nas
primeiras décadas do século XX. A maioria das minas foi encerrada na segunda metade do
século XX. Apesar de abandonadas, estas continuam a ser uma fonte de polui¢ao causada pela
oxidagdo de sulfuretos promovida pelo contacto das escombreiras e escorias (figura 2) com
dgua da chuva. Estes processos biogeoquimicos naturais geram um sistema de dguas dcidas de

mina (Pérez-Lopez et al. 2008, Pérez-Lopez et al. 2010, Novis e Harding 2007, Oliveira e

Oliveira 2002).
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Figura 2 - Escombreira (A1), cinzas (A2) e escorias (B), Achada do Gamo, Area Mineira Abandonada de S.
Domingos (31 de mar¢o de 2011, Fotografias Telma Valente)

A Area Mineira Abandonada (AMA) de Sdo Domingos situada em plena IPB (figura
1) é um dos exemplos de ocorréncia de AMD, com afetacdo de uma area de 16km?, na qual se
encontram depositadas escérias e escombreiras resultantes da exploragdo mineira. Além
destas geram AMD os sedimentos enriquecidos em diversos metais, acumulados ao longo de
muitos anos de utilizagdo de um método para minimizacao da contaminagao para jusante, que
consistia na evaporacao das aguas acidas enriquecidas em ferro por dispersao ao longo das
“terras queimadas” (figura 3). A permanéncia de zonas expostas a dgua da chuva, apos a sua
desativacdo, contribuiu para o agravamento de um processo que comecou com a atividade
mineira. O minério extraido, desta mina, consistia essencialmente em cobre, chumbo e zinco,
no entanto hd indicios da extracdo de outros metais na época romana como, por exemplo,
ouro e prata. O enxofre também teve muita importancia na industria quimica, para o fabrico
de acido sulftrico, mas a sua recolha foi gradualmente descontinuada (Custodio, 2002,

Oliveira e Oliveira, 2002).
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Figura 3 — Exemplo das terras queimadas. (31 de margo de 2011, Telheiro — Area Mineira Abandonada de S.

Domingos, Fotografia Telma Valente).

2. Organismos extremofilos

Os ambientes &dcidos sdo classificados como oligotréficos pois a quantidade de
carbono organico dissolvido € muito baixa. Neste contexto sdo favorecidos os organismos
fixadores de di6éxido de carbono, com resisténcia ou tolerancia a toxicidade por metais, que
podem ser quimioautotréficos capazes de obter energia a partir dos elementos disponiveis
como o ferro e enxofre ou fotoautotréficos que utilizam a luz solar para produgdo de energia
(Johnson 1998). Os organismos que colonizam os ambientes 4dcidos sdo denominados
acidofilos, mas esta designacdo abrange, muitas vezes, um leque de organismos que toleram o
meio 4cido (4cidotolerantes), mas que ndo sdo verdadeiramente acidéfilos (Brake e Hasiotis,
2010). Para autores como Gross (2000) e Johnson (1998), a definicio de organismos
aciddfilos diz respeito apenas a organismos que tenham como pH 6timo de crescimento
valores inferiores ou iguais a trés; todos os outros que subsistem em meio 4cido sdo apenas
acidotolerantes, visto que o seu pH 6timo de crescimento € na maior parte dos casos proximo

de valores neutros.
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Nas duas ultimas décadas, o interesse pelos organismos que habitam os ambientes
extremos aumentou, por multiplas razdes, que incluem a preciosa informacdo que podem
oferecer sobre o processamento celular de proteinas, as propriedades das membranas e os
mecanismos de reparacdo celular em condi¢des de stress (Rothschild, 2001). Além disso, tém
sido estudados, em Astrobiologia, como modelos de vida fora do planeta Terra (Aguilera et
al., 2007). Estes organismos e os seus componentes celulares t€ém igualmente recebido
atencdo por permitirem a operacdo de processos num leque mais alargado de condicdes do
que os isolados a partir de ambientes neutros (Johnson, 1998).

Os organismos procariotas quimiolitotréficos habitantes de dguas dcidas t€m vindo a
ser estudados, devido ao seu papel na diminuicao do pH durante a exposi¢do da pirite extraida
das minas e a sua utilizacdo em biomineracao (Barton e Northup, 2011). Em contrapartida, a
preponderancia de organismos eucariotas nos contextos fisico-quimicos das dguas 4cidas, nao
apresenta estudos tdo aprofundados (Brake e Hasiotis, 2010; Bond, Druschel e Banfield,

2000).

2.1. Microalgas

Nas 4guas acidas surgem muitas vezes extensos biofilmes dominados por eucariotas
fototroficos. As microalgas eucariotas dominam as comunidades aqudticas dos leitos dos
cursos de dguas acidas com um fluxo estavel e sdo representantes de um grande nimero de
taxa (Johnson, 1998, Aguilera et al., 2007). Na verdade, o termo microalga engloba uma
variedade de organismos que ndo tém uma origem comum e que tém diferentes origens
filogenéticas, sendo um grupo polifilético. Deste modo, encontram-se microalgas em quatro
das cinco linhagens, nomeadamente, Plantae, Chromalveolata, Rhizaria e Excavata. Verifica-
se que Protozoa do género Euglena e Cardfita do género Klebsormidium ocorrem com mais

frequéncia que outros géneros nos leitos dos cursos de dguas dcidas (Novis e Harding, 2007).

2.1.1. Adaptacao a meios acidos

A colonizagdo das zonas de AMD por microalgas beneficia de algumas vantagens

Caracterizacdo da Diversidade de Eucariotas Fototrificos Provenientes de Aguas Acidas de Mina

6



I. Enquadramento e objetivos

como, por exemplo, a auséncia total de predadores como peixes e a reduzida abundancia de
invertebrados benténicos. Esta limitagcdo da sua predacdo favorece o aumento da sua
biomassa. Porém, estas algas estdo sujeitas a desvantagens que condicionam o seu
desenvolvimento, como € o caso do pH ser inferior a 3, a elevada concentracdo de metais
existente na dgua e a diminui¢do do caudal dos cursos de dgua durante o tempo seco com
sobre-elevacao do teor da 4gua em metais (Novis e Harding, 2007, Aguilera et al. ,2007).

Os metais como o ferro, o aluminio, o cobre, o chumbo, o zinco, o cadmio e o selénio
em quantidades adequadas sdo benéficos para os eucariotas, pois sdo importantes para o bom
funcionamento de proteinas e enzimas. Mas em AMD a concentracio destes metais € elevada,
sendo muitas vezes tdxica e provoca, nestes organismos, alteracdes nos processos
metabolicos. Estas alteragcdes podem comprometer a integridade da membrana celular e dos
organelos, ou promover a desnaturacdo das proteinas, bloqueando o grupo funcional,
permutando um metal essencial ou alterando a conformacgdo do centro ativo (Das et al., 2009;
Brake, Dannelly e Connors, 2001).

Nestas condi¢des, as células desenvolveram mecanismos de proteccdo ao nivel da
membrana, nomeadamente modificacdes na membrana plasmdatica de modo a diminuir a
permeabilidade a protdes e o aumento do nimero de bombas de protdes, assim como de
outros canais i6nicos que estejam em contacto com o meio exterior, permitindo assim o seu
efluxo. Estes mecanismos permitem aos microrganismos manterem o pH intracelular préximo
de valores neutros. A superficie extracelular é carregada positivamente devido ao pH baixo e
permite uma reducdo do influxo de protdes para o citosol (Brake e Hasiotis, 2010; Gross,
2000).

Alguns eucariotas fototréficos aqudticos desenvolveram mecanismos para
conseguirem colonizar os meios dcidos evitando e/ou minimizando a toxicidade dos metais.
Mecanismos que permitem complexar metais no exterior da célula, como ligagcdo extracelular
e precipitagdo, reduzem a quantidade de metais que entram na célula. Além disto, ha um
efluxo aumentado de metais e destoxificacdo ou compartimentacao destes na célula (Brake e
Hasiotis, 2010).

A formacdo de substancias poliméricas extracelulares (EPS), normalmente
denominadas por mucilagem, permite as células enfrentar o meio indspito que as rodeia. As
EPS ndo tém uma composi¢do definida em todos os organismos, mas a sua finalidade &

similar para todos, principalmente no conjunto das populacdes associadas em biofilmes
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(Brake e Hasiotis, 2010).

As substancias poliméricas extracelulares podem ser secretadas de vérias formas, por
exemplo, bainhas, tubos e filamentos. Para além de auxiliarem na aderéncia, também
promovem a protec¢do das células minimizando as mudancas fisico-quimicas bruscas. Tém,
ainda, a capacidade de agir como uma barreira de difusdo que protege contra toxinas. Em
biofilmes, onde se verificam populacdes mistas, as EPS permitem-lhes subsistir

concomitantemente em diferentes dreas quimicas (Brake e Hasiotis, 2010).

2.1.2. Identificagcad taxondmica

Como se disse, as microalgas sdo um grupo polifilético, cuja identificagcdo morfoldgica
requer conhecimentos de especialistas na sistemdtica de vérios filos. Além disso, a
identificacdo taxondmica, destes organismos, € muitas vezes dificultada pela falta de
informacao relativa as diferencas entre tipos morfoldgicos . Estes podem resultar apenas de
diferencas nas substdncias que os envolvem ou em estruturas que estdo reduzidas ou
aumentadas ou mesmo da falta de cruzamento de dados por parte dos investigadores. Geram-
se deficiéncias na identificagdo de géneros e espécies, o que leva a que alguns organismos
acabem por mudar de nome passado algum tempo e outros tenham dois nomes (Brake e
Hasiotis, 2010). Estas dificuldades podem ser superadas pela utilizacio de métodos
moleculares que permitem a identificacio com base em classificacdes filogenéticas, através
da homologia de zonas conservadas de genes. Zonas do DNA que codifiquem para proteinas
sdo as mais utilizadas, pois estas sdao mantidas ao longo da evolugcdo, mas apresentam
pequenas diferencas que permitem distinguir entre géneros ou familias. As regides que
codificam para as subunidades ribossomais sdo as mais utilizadas, uma vez que estas
proteinas t€ém um papel importante na célula. Qualquer alteragao significativa na sequéncia de
DNA gera proteinas nio funcionais, travando a difusdo da altera¢do ocorrida. Nos eucariotas,
o gene que codifica para a subunidade ribossomal 18S é o mais comumente utilizado,
enquanto nos procariotas e nas linhagens cloroplastidiais utiliza-se frequentemente o gene que
codifica para a subunidade ribossomal 16S, no entanto o gene que codifica para a subunidade

ribossomal 23S também tem adquirido credibilidade (Sherwood e Presting, 2007).
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I. Enquadramento e objetivos

3. Objetivos

A AMD proporciona condi¢des para o desenvolvimento de organismos fototréficos
acido-tolerantes e acidéfilos, com adaptacdes ecofisioldgicas especificas que estdo em grande
parte por identificar e estudar. A prospecao da diversidade destes organismos, com a sua
inventariacdo taxondmica e avaliacdo de potenciais utilizacdes de metabolitos produzidos
como resposta ao stresse ambiental deveria constituir uma das prioridades no estudo da AMD.
O presente trabalho pretende contribuir para o estudo das potencialidades oferecidas pela
AMD da area mineira abandonada de S. Domingos.

Para tal o trabalho foi dividido em trés partes que se complementam, executadas por
uma ordem cronolégica. Na primeira parte pretendeu-se identificar, morfolégica e
molecularmente, a diversidade de eucariotas fototréficos presentes na dgua dcida da AMA de
S. Domingos. Na segunda parte do trabalho pretendeu-se isolar organismos recolhidos de
modo a obter culturas unialgais. Na terceira parte pretendeu-se estudar as caracteristicas

fisiolégicas de um isolado unialgal, verificando as potencialidades biotecnoldgicas deste.
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I1. Identificacdo de eucariotas fototroficos acidofilos
aqudticos

1. Introducdo

A taxonomia das algas baseou-se durante muito tempo em critérios morfolégicos e
quimiotaxondémicos, como o tipo e diversidade de pigmentos. No inicio do século XX
diversos investigadores observaram, em microscopia 6tica, e descreveram formas vegetativas,
de resisténcia e estruturas reprodutivas de géneros e espécies de organismos fototréficos
aquaticos, elucidando os seus ciclos de vida e construindo chaves baseadas na morfologia
celular (Lewis 2007). Assim, a observacdo ao microscopio de estruturas e formas celulares
pode permitir a identificacio de microalgas pelo menos até ao nivel do género. O
reconhecimento de estruturas com valor taxonémico requer, no entanto, experiéncia que se
baseia em informacao nem sempre devidamente registada.

Situagdes de evolucdo convergente, estase morfologica e plasticidade fenotipica
podem, no entanto, interferir na identificacdo taxondémica (Lewis 2007). Atualmente ¢é
possivel colmatar este tipo de falhas através da utilizacdo de técnicas de biologia molecular.
Estas para além de grande utilidade para complementar a investigacdo realizada através de
técnicas de microscopia quer Gtica, quer eletrénica (Klaveness e LAvh@iden 2007), permitem
identificar espécies nao cultivadas, revelando a presenca de mais espécies do que as que se
conheciam inicialmente. Além disso, permitem esclarecer a taxonomia atribuida quer as
espécies com dimorfismo, quer a espécies com morfologia idéntica ou convergente (Lewis
2007).

Novis e Harding (2007) referem que Klebsormidium rivulare elucida bem a
dificuldade de nomear as espécies que crescem em AMD. Em 1845, Kiitzing recolheu
microalgas que identificou como Hormidium rivulare. Um século depois desta identificacao,
dois investigadores mostraram, através de microscopia eletronica, que as espécies recolhidas
eram do género Klebsormidium. Em meados da década de 90 do século passado, Lokhordt
identificou as mesmas espécies como Ulothrix implexa, e ndo concordou com a mudanca de

nome das espécies de Hormidium rivulare para Klebsormidium rivulare. As descricdes
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I1. Identificagdo de eucariotas fototrificos aciddfilos aqudticos

fornecidas por Kiitzing (1845) ndo permitiam distinguir os géneros referidos e ndo era
possivel fazer uma andlise ultra-estrutural (Novis e Harding 2007).

Algumas espécies sdo identificadas com o recurso a informacdo molecular, usando
genes com valor filogenético, ou seja, genes que tenham uma evolucao lenta para distinguir
relacdes filogenéticas distantes, ou genes com evolucdo suficientemente rdpida para permitir
distinguir espécies proximas. Utilizando ainda o exemplo das microalgas do género
Klebsormidium, a identificacdo da espécie Klebsormidium acidophilum foi elucidada
recorrendo as variagdes contidas no gene que codifica para a subunidade grande da enzima
RuBisCO (rbcL), onde se verifica a resolucdo desta espécie em relacdo as outras ja
conhecidas (Novis e Harding 2007).

A sistematica das algas evoluiu, assim, decisivamente nas ultimas trés décadas com o
desenvolvimento de técnicas de amplificacio de DNA, baseadas na reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), as técnicas de detecdo de assinaturas moleculares (“fingerprinting”) e as
técnicas de sequenciacdo de DNA (Lopez-Bautista et al., 2007).

A amplificacdo por PCR requer a escolha de genes que tenham valor filogenético, e
posteriormente a obtencdo de primers que franqueiem zonas previamente definidas nesses
genes. Nos eucariotas fototréficos os genes que mais se utiliza para a filogenia sdo os genes
que codificam para a subunidade ribossomal 18S rRNA (alguns autores utilizam a
denominacdo 18S rDNA, referindo-se ao gene), para a subunidade 16S rRNA, para a
subunidade 23S rRNA e para a subunidade maior da RuBisCO (rbcL).

Os cloroplastos apresentam ribossomas constituidos por uma subunidade grande (50S)
e uma subunidade pequena (30S). A subunidade 50S contém os genes que codificam para o
23S rRNA e 5S rRNA, e a subunidade 30S contem o gene que codifica para o 16S rRNA. As
arvores filogenéticas baseadas nos genes 16S e 23S rRNA apresentam uma boa concordancia
entre si, no entanto o gene 5S rRNA ndo apresenta um nimero de sequéncias suficiente para
gerar uma concordancia significativa (Pei et al., 2009). O gene 23S rRNA ndo tem sido
utilizado para a andlise filogenética em favorecimento do gene 16S rRNA (Sherwood e
Presting 2007). Estudos recentes mostram que o gene que codifica para a subunidade
23SrRNA tem regides conservadas permitindo a conce¢do de primers universais, que
franqueiam estas regides, com um grau de similaridade aos primers universais que franqueiam

o gene que codifica para a subunidade 16S rRNA (Pei et al. 2009, Sherwood et al., 2008). O
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Dominio V do gene 23S rRNA € uma da zona conservada que se pode utilizar pois este € o
principal sitio de ligacdo do tRNA a subunidade ribossomal 50S (Harris et al., 1994).

As pequenas alteragdes nas zonas conservadas permitem obter padrdes (assinaturas
moleculares) que podem ser analisados pela técnica que deteta polimorfismos de cadeias
simples (SSCP — “Single-Strand Conformation Polymorphism™). A técnica € simples e é
usada apés a amplificagdo por PCR das zonas alvo no DNA. Os fragmentos obtidos,
designados por amplicdes, sdo entdo desnaturados antes da sua aplicacio num gel de
eletroforese em acrilamida. A conformacao das cadeias simples do DNA desnaturado difere
sempre que existam diferencas de pelo menos um nucleétidos nas sequéncias. Os padroes de
migracdo dos fragmentos no gel, durante a eletroforese, sdo condicionados pelo seu tamanho
e pela sua conformagdo. Técnicas como a eletroforese em gel com gradiente desnaturante
(DGGE - “Denaturing Gradient Gel Electrophoresis™) e eletroforese desnaturante por
gradiente de temperatura (TGGE - “Temperature Gradient Gel Electrophoresis”) sdo muito
semelhantes a de SSCP, pois fragmentos de DNA com o mesmo tamanho, mas sequéncias
diferentes, podem ser separados através da diferente mobilidade baseada no ponto de fusdo da
cadeia. Esta separacdo € feita por eletroforese, sendo no contexto de DGGE usado um gel de
poliacrilamida de gradiente desnaturante, produzido com uma mistura de ureia e formamida.
Em TGGE o gradiente desnaturante é de temperatura. (Beier 1993, Muyzer e Small 1998,
Muyzer 1999).

A obtencdo de assinaturas moleculares permite determinar a variabilidade de
organismos na amostra. Mesmo que ndo seja possivel cultivar os organismos todos de uma
amostra ambiental pode-se, através do isolamento destas assinaturas moleculares, tentar obter
a identificacdo dos organismos. A sequenciacdo ¢ uma ferramenta muito util que permite
obter uma sequéncia do fragmento de DNA que foi amplificado e gerou a assinatura
molecular. As sequéncias obtidas podem ser depositadas em bases de dados, com o GenBank,
que permitem uma maior divulgacdo da informagdo obtida, permitindo que outros

investigadores possam comparar dados.
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2.  Objetivos

Nesta primeira parte do trabalho pretendeu-se investigar a diversidade de organismos
fototréficos aquaticos acidéfilos associados a AMD detetada na Ribeira de S. Domingos.

Para tal, delinearam-se objetivos especificos como 1) recolher amostras diversificadas
ao longo da AMD da Ribeira de S. Domingos até ao Telheiro (figura 4); ii) observar
organismos fototréficos aquéaticos acidofilos ou acido-tolerantes recolhidos; iii) identificar,
morfologicamente, alguns géneros presentes nas dguas acidas e iv) verificar a diversidade de
organismos presentes por métodos moleculares, utilizando como marcadores moleculares o

18S rDNA e o dominio V do 23S rDNA.
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3. Metodologia

3.1. Amostragem

A amostragem teve sobretudo objetivos qualitativos de detecdo da diversidade de
organismos recolhidos, sem qualquer preocupagdo quantitativa ou recurso a volumes e dreas
fixas nas 3 estacoes de recolha.

As amostras foram recolhidas em trés ocasides, a saber, em 16 de Junho de 2008 e a 9
de Fevereiro e 31 de Marc¢o de 2011 de acordo com a tabela I. Cada local de amostragem esta

assinalado no mapa da figura 4. Foram recolhidas amostras bentonicas e planctonicas (figura
5).

Tabela I — Numero de amostras recolhidas por data e localizag@o na drea mineira abandonada de S. Domingos

Locais da ) _
16 de junho de 2008 9 de fevereiro de 2011 31 de marco de 2011
amostragem/Data
Lagoa de drenagem Trés amostras Trés amostras
do caminho-de- plancténicas e uma bentdnicas e trés
ferro (1) amostra benténica amostras plancténicas
Trés amostras
Achada do Gamo _ )
bentdnicas e oito
(2) .
amostras plancténicas
Telheiro (3) Uma amostra benténica
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Figura 4 — Locais de amostragem assinalados (1, 2 e 3) no mapa da drea mineira abandonada de S. Domingos.
Fonte: Google Earth (8.05.2011).

Figura 5 — Aspeto dos locais de recolha de biofilme em diferentes pontos na Achada do Gamo (AMA de S.
Domingos, 31 de marco de 2011). A - zona onde foi recolhido bentos; B - zona onde foi recolhido pldncton; C -

zona onde foi recolhido pldncton. (Fotografias Telma Valente)

As amostras plancténicas foram recolhidas com o recurso a um copo adaptado a um
cabo extensivel (figura 6) e colocadas em tubos estéreis de 50 ml identificados, que foram
acondicionados no frio. As amostras bentdnicas foram recolhidas raspando diretamente, os
tubos estéreis de recolha, no fundo. Depois de fechados e identificados foram também
acondicionados no frio. A dgua para concentracdo de amostras foi recolhida em garrafées de

51 em Politereftalato de etileno (PET).
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Figura 6 — Recolha de amostras plancténicas usando um copo adaptado a um cabo extensivel, Achada do Gamo

(AMA de S. Domingos, 31 de mar¢o de 2011). (Fotografias Telma Valente)

3.2. Processamento das amostras

A amostra de 16 de junho de 2008 foi filtrada por filtros de acetato de celulose EZ-Pak
0.45 um de poro e 47 mm de diametro (Ref. EZHAWG474, MF-Millipore, Merck, Franca) e
colocada em frascos de vidro exposta a luz do dia.

As amostras recolhidas no dia 9 de fevereiro de 2011 foram colocadas em baldes de
vidro de 51 para manter, as condicdes naturais usando a dgua 4cida, proveniente da Area
Mineira Abandonada de S. Domingos, recolhida no dia da amostragem como suporte nutritivo
(figura 7).

Das 17 amostras recolhidas no dia 31 de margo de 2011 dez foram processadas, as
restantes sete ndo continham material suficiente para todo o processo ou apresentavam um
volume de sedimento que ndo permitia a extracao conveniente de DNA.

As 15 amostras referidas foram observadas em microscopia (cf. 3.3) e extraiu-se DNA

total (cf. 3.4).
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Figura 7 — Trés das quatro amostras recolhidas dia 9 de fevereiro de 2011 na Area Mineira Abandonada de S.
Domingos. A - amostra de plancton; B - amostra de pliancton; C - amostra de bentos. (Fotografias Telma

Valente)

3.3. Microscopia e identificacao

Preparacdes frescas, de cada amostra, foram observadas em microscopia de campo
claro e de epifluorescéncia. Utilizou-se o microscopio Leitz DMLB, com oculares HC Plan
12.5x/16 (Leica), objetivas NPlan 10x/0.25 e NPlan 40x/0.65, e as objetivas de imersdo Plan
APO 63x/1.32 — 0.6 e NPlan 100x/1.25. Este microscépio tem acoplado uma camara
fotografica digital Leica DC 300FX com um sistema de aquisicdo de imagem servido pelo
programa Leica QWin versdo 3.2.1.

Em microscopia de campo claro observou-se a forma e dimensdo das células e
estruturas como cloroplastos, flagelos, estigmas, pirenoides, zodsporos e frustulas, entre
outras, necessdrias para identificar microalgas. Em microscopia de epifluorescéncia observou-
se a autofluorescéncia das estruturas cloroplastidiais, recorrendo a um filtro verde (Leica
LP590 N2.1) para excitar a clorofila @ a comprimentos de onda entre os 515 e os 560 nm, o
que permitiu verificar a viabilidade das células observadas. Para além da fluorescéncia
natural, recorreu-se ao corante Azul do Nilo para registar a presenca de lipidos nas células
fotossintéticas. Este corante tem uma afinidade para as moléculas lipidicas formando um
complexo que, quando excitado com luz azul, emite luz amarela que € mais intensa quanto
maior a quantidade de lipidos (Bertozzini et al., 2011). A intercalagdo de um filtro (Leica
LP515 13) no feixe de luz UV emitida pelo microscpio permitiu obter luz azul de

comprimento de onda entre 450 e 490nm.
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34. Extracdo de DNA

As amostras selecionadas para extrair DNA foram colocadas em tubos Eppendorf de
1.5 ml e de seguida centrifugadas a 10000 xg para eliminar a dgua 4cida. Esta dgua foi
decantada, adicionou-se 800ul de PBS 1x a cada tubo para lavar as amostras e foram
novamente centrifugadas. Repetiu-se o processo de decantacdo, retirando todo o liquido
presente nos tubos com a ajuda de uma pipeta, apos o que as amostras foram extraidas em
triplicado com DNeasy Plant mini kit (Qiagen, Valencia, CA, EUA), de acordo com as

indicagdes do fabricante.

3.5. Amplificacao de regides alvo para identificacdo molecular

Depois de extraido, o DNA foi amplificado com um conjunto de primers escolhidos
que flanqueassem duas zonas conservadas, com o propdsito de obter amplicdoes que
abrangesse toda a diversidade de microalgas presentes nas amostras. Com os primers
escolhidos para o gene nuclear que codifica para a subunidade 18S rRNA (designado por 18S
rDNA) obteve-se fragmentos com = 700 bp. No caso dos primers escolhidos para o gene
plastidial que codifica o Dominio V da subunidade ribossomal 23S rRNA (designado por 23S
rDNA) obtiveram-se fragmentos de + 410 bp. Os primers foram sintetizados por Metabion

(Alemanha), de acordo com as sequéncias indicadas na tabela II.

Tabela II — Primer escolhidos para amplificar duas regides conservadas do genoma de eucariotas fototréficos.

Referéncia Primer Sequencia 5°—3’ Dominio
Rasoul-Amini ef al., 18S_f GTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTA
18S rRNA
2009
18S_r AGGGCAGGGACGTAATCAACG
23SrV_f1 GGACAGAAAGACCCTATGAA Dominio V
Sherwood e Presting,
23S rRNA
2007 23SrvV_rl TCAGCCTGTTATCCCTAGAG
Plastidial
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Os replicados extraidos, de cada amostra, foram amplificados, por PCR, usando os
volumes de cada componente conforme descrito na tabela III, para um volume final de reacdo
de 50 ul. Foram usados tubos para PCR (VWR Collection) de 0.2 ml livres de DNase, RNase
e DNA humano. Os tubos de PCR foram sujeitos a ciclos de temperaturas num termociclador
(Biometra Uno-Thermoblock) iniciando a 95°C durante 3 minutos, seguido de 35 ciclos de
aquecimento e arrefecimento sucessivo a 3 temperaturas com a seguinte sequéncia: 95°C
durante 30s, 55°C durante 30s e 72°C durante 60s; e uma extensao final a 72°C durante 10

minutos.

Tabela III — Mistura dos componentes usados para a amplificagdo por PCR.

Volume para cada Concentracao

Componentes
reacio final
Agua para biologia molecular estéril
40.8 ul -
(Sigma-Aldrich, USA)
Tampao 10X Dream Taq
(Fermentas, Thermo Fisher 5.0l 1x
Scientific Inc., USA)
dNTP (Fermentas, Thermo Fisher
1.0 ul 400uM
Scientific Inc., USA)
Primer direto 1.0 ul 400uM
Primer inverso 1.0 pul 400uM
Dream Taq DNA (Fermentas, .
0.2 ul 0,04U.ul"

Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
DNA extraido 1.0 ul -

NOTA: O tampao 10x Dream Taq ja contém MgCl, adequado a reagao.

Para verificar se os fragmentos amplificados correspondiam as regides pretendidas
foram realizadas eletroforeses em gel de agarose (1.5%) com greensafe, usando o marcador
O'GeneRuler™100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc.) como
referencia. A migracdo do DNA foi efetuada durante 30 minutos a 100V. Os géis foram
visualizados num transiluminador (Elettrofor UV for transilluminator) com aquisi¢do de

imagem.
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3.6. Clonagem

As amostras que apresentavam uma banda de DNA na zona dos 700bp ou 400bp,
foram ligadas ao vetor pGem — Teasy (Promega, Madison, WI) e clonadas por transformacao
de células competentes previamente preparadas. A reacdo foi feita pela ordem apresentada na

tabela IV, misturada e incubada a 4°C durante a noite.

Tabela IV — Componentes usados na rea¢do de ligacdo do fragmento de interesse ao vetor pGem — Teasy

(Promega, Madison, WI) e os respetivos volumes usados.

Componente Volume (ul)
Tampao de ligacao rapido 2x para T4 DNA ligase 5.0
Vetor pGem — Teasy 1.0
Produto de PCR 6.0
T4 DNA ligase 1.0

As células competentes (DhSa — preparadas no laboratério, pelo método do cloreto de
calcio e armazenadas a -80° C, com adicado de DMSO) foram descongeladas lentamente por
manutencdo em gelo. Adicionou-se 6ul de cada produto de ligacdo a cada tubo de células
competentes, devidamente identificadas, e foram incubadas durante 30 minutos no gelo.
Posteriormente foram colocadas durante 90s a 42°C, e de seguida foram arrefecidas em gelo
durante 90s. Retiraram-se os tubos com as células do gelo e adicionou-se 250ul de meio SOC
incubando-se de seguida numa estufa (Heidolph inkubator 1000 com Heidolph unimax 1010)
a 37° C durante pelo menos 45 minutos com agitacdo a 200 rotacdes por minuto (rpm).

As placas com meio LB Agar (Promadisa, Espanha) com ampicilina (50 pg/ml,
Stratagene) foi adicionado 40ul de X-gal (20 mg/ml). De seguida adicionou-se Sul de IPTG
(1IM), a cada tubo de células. As células competentes transformadas foram plaqueadas de
imediato e as placas foram colocadas na estufa (Heidolph inkubator 1000) a 37° C durante
16h.

As coldnias foram rastreadas pela diferenciacdo da cor azul que evidenciam a presenga
de vetor sem fragmento. S6 as coldnias brancas foram testadas para confirmar, por PCR, a
presenca do fragmento de interesse no vetor, o que permitiu selecionar s6 as coldnias

adequadas para o prosseguimento do trabalho. Para tanto, as coldnias foram repicadas para
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novas placas com o mesmo meio e amplificadas em 50 ul de solucdo para PCR (tabela V),
utilizando, no termociclador (Biometra Uno Thermoblock), a sequéncia de ciclos acima
referida. Todos os clones que apresentavam o fragmento de interesse, amplificado pelo
correspondente par de primers, foram escolhidos para gerar polimorfismos de acordo com a

técnica designada por SSCP.

Tabela V — Componentes para amplificar colénias por PCR.

Volume por cada Concentracao

Componentes
reacio final
Agua estéril (Sigma-Aldrich, USA) 41.8 ul -
Tampao 10X Dream Taq
(Fermentas, Thermo Fisher 5.0 ul 1x
Scientific Inc., EUA)
dNTP (Fermentas, Thermo Fisher
1.0 ul 400 uM
Scientific Inc., EUA)
Primer direto 1.0 ul 400 uM
Primer inverso 1.0 ul 400 uM
Dream Taq DNA (Fermentas, .
0.2 ul 0.04 U.ul’

Thermo Fisher Scientific Inc., EUA)

3.7. Single-strand conformation polymorphism (SSCP)

A andlise SSCP permitiu obter padroes dos diferentes clones. Os géis de acrilamida a
8% (v/v) foram feitos de acordo com o descrito na tabela VI. O tampado de desnaturacdo foi
constituido por 950 ul de formamida, 40 ul de EDTA (0.5 M; a pH 8) e azul de bromofenol e
misturado no agitador de vortex. O processo de desnaturagdo dos fragmentos estd ilustrado na

figura 8.
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Tabela VI — Reagentes e volumes necessarios para a formagao de dois géis de acrilamida 8% em TBE 1x.

Reagente Volume
Agua miliQ estéril 6 ml
TBE 5x (Takara, Japao) 2 ml
Acrilamida/ Bisacrilamida 40% (29:1) 5l
(Applichem, Alemanha)
APS 10 % (MERCK, Alemanha) 100 pl
Temed (MERCK, Alemanha) 10 ul

+

9ul de tampdo de desnaturacio
1ul do produto de PCR

5 minutos a 90°C

5 minutos no gelo

Aplicar os 10 pl na electroforese

Figura 8 — Esquema do processo de desnaturacio dos fragmentos para aplicar nos géis de acrilamida 8% (v/v)

em TBE 1x.

A migracdo em eletroforese, para a obten¢do dos padroes de SSCP, foi feita a 4° C
durante duas horas para os fragmentos de 400 bp ou duas horas e trinta minutos para os
fragmentos de 700 bp, a 200 V e 400 mA. Apds a eletroforese, os géis foram retirados,
marcados e colocados em acido acético a 10%, no minimo 20 minutos. As solu¢des foram
feitas sempre que foi necessdrio revelar géis de SSCP de acordo com a tabela VII. O

protocolo da revelacdo apresenta-se em esquema na figura 9.
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Tabela VII — Solucdes para a revelag@o dos géis de SSCP.

Reagente Quantidade (por 100 ml) Solugdo
Carbonato de sédio (Panreac, Espanha) 30¢g
Formaldeido 37 % (Sigma-Aldrich, EUA) 150 ul A
Tiossulfato de sodio (Sigma-Aldrich, EUA) 100 pl
Nitrato de prata (Sigma-Aldrich, EUA) 0.1g B
Formaldeido 37 % (Sigma-Aldrich, EUA) 150 pl
Acido nitrico 1% (Sigma-Aldrich, EUA) 1.0 ml C

Colocar os géis em dgua
20 minutos, no minimo, destilada durante 3 Colocar os géis na
de permanencia dos géis |::> minutos |::> solugdo C durante 3

no acido acético a 10% . minutos
*Repetir 2 vezes

&

Colocar os géis em dgua
destilada durante 3

Colocar os géis em dgua : Colocar os géis na

5

destilada durante 3 solucdo B durante 30 minutos
minutos minutos «Repeti
epetir 2 vezes
Colocar os géis na Os géis foram lavados

solucdo A até ao Colocar os géis em vdrias vezes em 4gua
aparecimento das acido acético 10% miliQ antes de se
bandas proceder a digitalizacdo

Figura 9 — Protocolo de revelagdo dos géis de SSCP.

Apos o tratamento de revelacdo dos géis de acrilamida foram escolhidos padrdes. Esta
escolha foi feita com base na distdncia entre as bandas resultantes da migra¢dao dos
fragmentos de DNA desnaturado. Todos os padrdes diferentes foram selecionados. Dentro

dos diferentes padroes foram selecionados dois iguais.
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3.8. Amplificacao e isolamento do plasmideo

Para obter um nimero elevado de cépias do plasmideo com o fragmento de interesse,
cada coldnia selecionada foi colocada em 5 ml de meio LB (Pronadisa, Espanha) com
ampicilina (50 pg/ml, Stratagene) e foram incubadas (Heidolph inkubator 1000 com Heidolph
unimax 1010) com agitacdo (200 rpm) a 37° C durante 16 h. O plasmideo foi extraido com
NZYMiniprep kit (NZYTech) de acordo com as indicacOes do fabricante. A restrigdo do
fragmento foi feita com a enzima EcoRI (Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc., EUA). A
qualidade da purificagdo do plasmideo e a respetiva restri¢ao foi verificada por eletroforese.
As restricdes que apresentaram o fragmento foram selecionadas para enviar para sequenciagao

comercial no Centro de Ciéncias do Mar (CCMAR - UALG).

3.9. Analise de dados

As sequéncias foram separadas em dois ficheiros, um para cada marcador molecular
utilizado. De seguida, foram verificadas e tratadas através do programa BioEdit (versao
7.0.9.0) (Hall 1999) para averiguar a presenca de quimeras e a qualidade.

Cada clone foi submetido a uma anélise com o programa bioinformdtico Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) no Site National Center for Biotechnology Information
(NCBI). As sequéncias devolvidas pela base de dados sao agrupadas com um parametro de
identidade maxima em relacdo ao clone que foi submetido. Todas as sequéncias que
apresentavam pelo menos 97% de identidade mdxima foram, entdo, introduzidas no BioEdit
juntamente com os clones de modo a construir uma base de dados. Quando cada ficheiro ficou
completo, as sequéncias foram alinhadas com a opg¢ao ClustalW multiple alignment, no
BioEdit. O alinhamento foi verificado e corrigido a mao. As sequéncias foram truncadas ao
comprimento das sequéncias do respetivo marcador molecular. Cada ficheiro foi submetido
no programa MEGAS (Tamura K 2011) para a elaboracdo de dendrogramas e posterior

analise.
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4. Resultados

4.1. Identificagdo morfoldgica

A identificagdo morfolégica dos géneros observados foi feita com base em John,
Whitton e Brook (2008). As figuras compreendidas entre 10 e 19 corroboram a premissa de
que se encontram organismos fototrficos na AMD da Area Mineira Abandonada de S.
Domingos.

As microalgas recolhidas na drea mineira abandonada apresentaram filamentos que
foram observados ao microscépio, sendo possivel identificar estruturas como o cloroplasto, os
zoosporos e os zoosporangios (figura 10, 11 e 12). Apds a identificacdo destas estruturas, a
microalga filamentosa foi considerada como semelhante a microalgas do género
Klebsormidium (reino Viridiplantae, filo Streptophyta, Classe Klebsormidiophyceae, ordem
Klebsormidiales, familia Klebsormidiaceae). Este apresenta células cilindricas (figura 10) ou
em forma de barril (figura 11) com parede fina e lisa, unisseriadas e sem ramificagcdes
observadas. Em cada célula, o cloroplasto € tinico e parietal, com uma constricdo a meio, ndo
ocupando totalmente a periferia da célula (figura 12). Apresenta reproducido assexuada por
zo6sporos, em que em cada célula hi formacdo de um zodsporo que sai, posteriormente, por

um poro (figura 10).

Figura 10 — Microalga filamentosa do género Klebsormidium; 1. Zo6sporos dentro dos zoosporangios, 2.

Cloroplasto, 3. Poro de saida do zoésporo.
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10pm

Figura 11 — Microalga filamentosa do género Klebsormidium; 1. Cloroplasto.

10pum

Figura 12 — Microscopia de epifluorescéncia com o corante azul do Nilo; Microalga filamentosa do género

Klebsormidium; 1. Cloroplasto, 2. Estrutura Lipidica.

Nas amostras de microalgas filamentosas observou-se uma estrutura esférica com
“flagelos” que ndo apresentava cloroplastos vidveis na observagdo com o filtro verde em
microscopia de epifluorescéncia. Esta estrutura esférica sugere ser um conjunto de
microrganismos flagelados que estdo agregados em colénia, denominados coanoflagelados

(figura 13).
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Figura 13 — Microscopia de campo claro, colénia de organismos eucariotas idénticos a coanoflagelados.

As amostras bentdnicas recolhidas apresentavam microalgas unicelulares com formas
elipsoides, muitas vezes assimétricas e com parede fina (figura 14). Nao foram observados
grupos nestas microalgas delimitados por mucilagem, nem apresentavam mobilidade.
Apresentam um cloroplasto parietal, tipo placa, em posi¢do lateral (figura 14 B). Estas
microalgas apresentam semelhangas morfoldgicas com as microalgas do género Coccomyxa
(reino Viridiplantae, filo Chlorophyta, classe Trebouxiophyceae, ordem ndo atribuida

«Trebouxiophyceae incertae sedis», familia Coccomyxaceae).

13um
JE—

Figura 14 — A: Microscopia de campo claro. Microalgas do género Coccomyxa; B: Microscopia de

epifluorescéncia. Estruturas cloroplastidiais da microalga do género Coccomyxa.

Além das microalgas do género Coccomyxa, verificou-se a presenca de diatoméceas
(filo Bacillariophyta) em outras amostras bentonicas recolhidas. Estas sdo classificadas de

acordo com a estrutura e ornamentagdo da parede celular — frastula. Para a identifica¢do que é
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feita em material ndo vivo, é necessario um tratamento prévio. As preparagdes analisadas
continham material vivo e de acordo com as estruturas observadas as células ndo tinham
simetria radial, sendo pinuladas. Apresentam uma forma alongada (figura 15 A) com um

cloroplasto amarelo esverdeado em forma de H (figura 15 B).

20um @46 20um
: o B

Figura 15 — Diatoméceas. A - microscopia de campo claro com identificagdo de: 1 - vista valvar, 2 - vista

A

pleural. B — microscopia de epifluorescéncia onde se observa os cloroplastos.

As células presentes nas figuras 16, 17 e 18 s@o do género Chlamydomonas (reino
Viridiplantae, filo Chlorophyta, classe Chlorophyceae, ordem Chlamydomonadales, familia
Chlamydomonadaceae). As células sao arredondadas ou ovoides com paredes finas e lisas.
Estas células tém dois flagelos iguais, mais compridos que a célula e inseridos apicalmente
(figura 16). Tém reproducdo sexuada e assexuada, verificando-se a presenca de zoOsporos nas

amostras (figura 18).

6um

Figura 16 — 1 - Microalga do género Chlamydomonas; 2 - Flagelos.

Caracterizacdo da Diversidade de Eucariotas Fototrificos Provententes de Aguas Acidas de Mina

28



I1. Identificacdo de eucariotas fototrificos aciddfilos aqudticos

Figura 18 — A - Formas vegetativa da microalga do género Chlamydomonas. B - Microscopia de
epifluorescéncia, Cloroplastos (vermelho) e gotas lipidicas (amarelo) nas formas vegetativas da microalga do

género Chlamydomonas.

O biofilme recolhido permitiu observar organismos dos géneros Euglena (reino
Viridiplantae, filo Chlorophyta, classe Chlorophyceae, ordem Chlamydomonadales, familia
Chlamydomonadaceae). As microalgas do género Euglena observadas eram unicelulares
alongadas, ndo foram observados flagelos (figura 19). As células apresentavam trés ou mais

cloroplastos e um estigma.

Figura 19 — Eucariota do tipo Euglena.
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4.2. Identificacao molecular

4.2.1. Amplificacdo por PCR

A amplificagdo dos marcadores moleculares pretendidos foi melhor sucedida para o
23S rDNA do que para o 18S rDNA. Das quinze amostras selecionadas seis amplificaram
com o par de primers 18S rDNA e 12 amplificaram com o par de primers 23S rDNA. A figura
20 exemplifica o resultado da amplificagdo dos triplicados da amostra 3, recolhida dia 9 de

fevereiro de 2011 para ambos os marcadores moleculares.

200
Figura 20 — Exemplo de um gel de eletroforese resultante da amplificagdo dos triplicados da amostra 3 (9 de
fevereiro de 2011). A - fragmento de 700 bp correspondente ao marcador molecular 18S rDNA e de 410 bp

correspondente ao marcador molecular 23S rDNA; C+: Controlo positivo; C-: Controlo negativo; M: Marcador

de DNA. B — Marcador O'GeneRuler™100 bp Plus.

4.2.2. Analise de SSCP

Os padroes (figura 21) obtidos através de SSCP, para o marcador 18S rDNA,
correspondem a amostra recolhida em 2008 e a duas amostras recolhidas dia 9 de fevereiro de
2011. Os padrdes (figura 22) referentes ao marcador 23S correspondem a amostra recolhida

em 2008, a quatro de 9 de fevereiro e cinco amostras de dia 31 de margo de 2011.
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Figura 21 - Padrdes de SSCP referentes ao marcador molecular 18S rDNA, os nimeros assinalados

correspondem aos padrdes enviados para sequenciacio.
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Figura 22 - Padrdes de SSCP referentes ao marcador molecular 23S rDNA, os numeros assinalados

correspondem aos padrdes enviados para sequenciaco.
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4.2.3. Andlise Filogenética

O agrupamento das associacOes de taxa foi feito pelo método Neighbor-Joining,
obtendo-se um dendrograma de consenso a partir da andlise de 1000 replicados. O
dendrograma (figura 23) que corresponde ao marcador 18S rDNA evidencia os organismos
eucariotas presentes na AMD da AMA de S. Domingos, que agrupam com outras sequéncias
depositadas na base de dados GenBank, por diversos autores, e que permitem identificar os
grupos Viridiplantae (Chlorophyta e Streptophyta), Stramenopiles, Choanoflagellata e Fungi.
Por sua vez, o dendrograma (figura 24) correspondente ao marcador 23S rDNA mostra
organismos da linhagem cloroplastidial que agrupam com sequéncias obtidas na base de
dados GenBank, verificando a presenca dos grupos Viridiplantae (Chlorophyta e
Streptophyta), Stramenopiles — Bacillariophyta, Euglenozoa, Alfaproteobacteria e

Betaproteobacteria.
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51.3A
2.3A
33.3A
14.3A
39.3A
43.3A
44.3A
32.3A
2.2B
AY082975Uncultured eukaryote clone RT5in45 RIO TINTO
AY082973Uncultured eukaryote clone RT5iin10
FN861273Uncultured eukaryote clone A230806A06 RT
FN861214Uncultured eukaryote clone A222706G12 RT
59 FN861162Uncultured eukaryote clone A222706A10 RT
65 FN861731Uncultured eukaryote clone A31206C10 RT
56 FN861009Uncultured eukaryote clone A213506D10 RT
AY082986Uncultured eukaryote clone RT5iin8
FN860950Uncultured eukaryote clone A213406F11 RT
40.3A
AJ853452Mesotaenium caldariorum partial strain ACOI127
54 65 AJ553923Mesotaenium cf. chlamydosporum M-2155
48 FM992332F ottea pyrenoidosa strain SAG1.88
AF514397 Ancylonema nordenskioeldii Streptophyta
AJ428078Mesotaenium endlicherianum strain SAG 12.97
FM992323Zygnematales sp. M3003
49 AJ853451Zygnema cylindricum strain SAG698-2
FM992328Cylindrocystis sp. M3015
AF408238Zygnema peliosporum
X79495Zygnema circumcarinata
97 AJ549230Zygogonium tunetanum strain UTCC 136
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50 75 AM920380Cosmarium undulatum strain SVCK 482
35.3A
99 12.3A
AF408230Coleochaete soluta
FR717537Klebsormidium flaccidum
99 AF408242Klebsormidium nitens
AF223019Aphanorrhegma serratum
AF 023679 Bryobrittonia longipes
AF223008Bryoxiphium norvegicum
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M95615NIF RGEA Nitella sp.
99 U05260CAU05260 Chara australis
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FJ592339 Uncultured eukaryote clone D08 SE1A from fumarole
FJ946891Trebouxiophyceae sp. VPL5-6
18S clonel
E18-8
E18-11
E18-15
AY082997Uncultured eukaryote clone RT5iin49
AY082980Uncultured eukaryote clone RT5iin2
AJ439399Chlorella protothecoides var. acidicola
18S clonel8
AJ852427 Chlamydomonas acidophila
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76 ————————————————— EF165132Uroglena sp. CCMP2768
99 DQ388542Spumella-like flagellate JBNA46
99 52 AB023070Poteriochromonas malhamensis
EF1651150chromonas sp. ACOI-1258 Stramenopiles
EF1651130chromonas cf. gloeopara strain CCMP2060
FN865448Uncultured eukaryote clone O117506F 10 RIO TINTO

E18-10
63 IE 15.3A
E18-14 B
85 AJ867611Uncultured Sphaeroeca clone WS 3-Uni05
81 HM135088Uncultured choanoflagellate clone STFeb 136 } Choanoflagellata

50

92

sejuediplaip

92
92

Chlorophyta

47

74

55 E18-12
AF452024Scypha raphanus
99 AF452017Soleniscus radovani
92 29.3A
99 DQ536479Rhizophydium elyensis isolate AFTOL-ID 693
95 NG 017171Boothiomyces macroporosum strain PL AUS 21
98 EF014367Entophlyctis confervae-glomeratae
GQ995334Uncultured Chytridiomycota clone TSP2AeH09
73 AY635830Catenomyces sp. JEL342 isolate AFTOL-ID 47

] Metazoa

Fungi

Figura 23 — Dendrograma, obtido com o marcador molecular 18S rDNA nuclear, da diversidade presente nas

dguas 4cidas da AMA de S. Domingos.
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Figura 24 — Dendrograma, obtido com o marcador molecular 23S rDNA plastidial, da diversidade presente nas

dguas 4cidas da AMA de S. Domingos. A - Organismos fototréficos; B — Bactérias.
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5. Discussdo

No final deste capitulo € possivel verificar a presenca de diferentes géneros de
microalgas. A observacdo da morfologia permitiu identificar microalgas dos géneros
Klebsormidium, Chlamydomonas, Coccomyxa e Euglena. A presenca de diatomdceas também
foi referenciada, mas estas ndo foram identificadas até ao género, pois, o método de
identifica¢do requer um tratamentos em que apenas a fristula é observada ao microscopio, e
com base nesta atribui-se a identificacdo. Com estes cinco tipos de organismos observados
distinguem-se 3 linhas evolutivas distintas. A identificacio morfolégica requer, como ja foi
referido, treino de observacdo e comparacao das estruturas observadas, com outras descritas,
por autores que tenham executado o mesmo tipo de identificacdo em organismos expostos as
condi¢cdes existentes nas dguas 4cidas de onde provém as amostras. Muitas vezes, as
comparagdes dos organismos amostrados sdo feitas com base em organismos identificados
que provém de ambientes considerados ideais, enquanto estes organismos provém de
ambientes designados extremos onde as condi¢des ndo sdo as ideais, apesar de se verificar a
adaptacdo dos mesmos.

Na identificagdo molecular encontraram-se grupos de organismos que iam ao encontro
do que foi observado através da microscopia, excetuando as bactérias. Estudos efetuados por
Aguilera A. et al., 2007; Aguilera, A. et al., 2007 e Das et al., 2009 em Rio Tinto mostram a
presenca de organismos fotototroficos acidéfilos como os que foram identificados na AMA de
S. Domingos. Sendo regides proximas e com condi¢des ambientais muito idénticas, esperava-
se uma concordancia na identificacdo dos organismos presentes nas amostras recolhidas.

A amplificacdo, com os primers escolhidos, foi melhor para o marcador 23S rDNA
uma vez que dos cloroplastos resultam multiplas copias do genoma (Heinhorst e Cannon
1993) enquanto o nucleo tem apenas uma copia do genoma nuclear.

O marcador 18S rDNA apresenta ramos com 45% de consenso que distinguem as
relacdes filogenéticas entre os diferentes grupos. Os ramos que distinguem as relacdes
filogenéticas, da diversidade amostrada, com base no marcador 23S rDNA apresentam 70%
de consenso. Com estes valores de percentagem de consenso mostra-se que a definicdo dada
para as amostras aqui tratadas € melhor para o marcador molecular 23S rDNA do que para o

marcador molecular 18S rDNA. Verifica-se que a base de dados disponivel no Genbank ¢é
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mais completa, em termos de diversidade, para o marcador 18S rDNA do que para o 23S

rDNA.
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eucariotas fototroficos acidodfilos aqudticos

1. Introducdo

O desenvolvimento de técnicas de cultivo de microalgas tem sido muito importante
para o estudo das mesmas, quer a nivel morfolégico, quer a nivel experimental (Silva, 2008).

As algas sdo consideradas autotréficas e em cultura crescem sem fonte de carbono
organico. No entanto ha algumas espécies que requerem uma fonte de carbono organico assim
como vitaminas. Portanto, um meio de cultura deve conter fontes de todos os elementos
constituintes das células a cultivar numa forma que seja por elas assimildvel. Na auséncia de
conhecimento sobre a constitui¢do das células poder-se-4, teoricamente, obter um meio
apropriado, reproduzindo aproximadamente o ambiente de onde se retirou o organismo a
cultivar e/ou isolar (Barsanti e Gualtieri, 2006). Organismos adaptados a flutuagdes do meio
ambiente sejam elas nictemerais, sazonais ou interanuais, € a viver em consorcio, passarao
inevitavelmente por uma fase de adaptacao as condi¢des de cultivo que incluem, para além do
meio de cultura, as condi¢des de iluminacao e de temperatura, mesmo que estas mimetizem as
existentes no seu habitat natural (Barsanti e Gualtieri, 2006). Alteracdes na composi¢do do
meio, assim como nas condi¢des de temperatura e de luz sdo fatores que terdo repercussoes
nas taxas de crescimento.

As técnicas de cultivo podem ser aplicadas a microalgas unicelulares, coloniais ou
filamentosas. As microalgas filamentosas podem ser recolhidas com uma ponta curva e os
filamentos, preferencialmente jovens, podem ser passados por uma superficie com agar pouco
gelificado para retirar outros organismos que estejam associados a alga filamentosa e que nao
interessam manter em conjunto com esta (Barsanti e Gualtieri, 2006).

Para obter culturas unialgais pode-se usar diferentes técnicas, nomeadamente, riscado
e inoculagdo sucessiva em placas Petri com meio gelificado com agar agar, diluicdes seriadas
ou recolha de células por capilares.

As culturas axénicas devem conter apenas uma espécie de microalga eliminando os

restantes organismos associados a microalga, quer sejam bactérias, fungos ou protozodrios.
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As culturas axénicas podem ser obtidas através de um numero elevado de lavagens sucessivas
ou do uso de um ou mais antibidticos na constituicdo do meio. No entanto, verifica-se que
algumas culturas de microalgas ndao podem ser axénicas pois, a presenca de bactérias
(principalmente) influencia o seu crescimento.

A utilizagdo de meios com composicao seletiva ird permitir, como o préprio nome
indica, selecionar diferentes organismos em detrimento de outros. Este método ndao produz
culturas unialgais mas pode ser um primeiro passo para posteriores isolamentos.

As diluicdes seriadas sdo eficientes quando existe um organismo ‘“‘dominante” na
amostra recolhida. Esta é diluida sequencialmente em um meio adequado e incubada em
condi¢des Otimas de crescimento. A maior diluicdo, onde ocorra crescimento, ¢é
provavelmente unialgal, no entanto este método ndo garante que a cultura obtida seja clonal e
muito raramente axénica.

A selecdo de estruturas individuais, em condicdes de esterilidade, permite obter
culturas axénicas e clonais. Estas culturas requerem no entanto um bom microscépio de
dissec¢do, pipetas capilares e, por parte do investigador impde-se destreza e paciéncia. Os
microrganismos a selecionar deverdo apresentar um tamanho relativamente grande e ter
movimentos lentos. Existem outos métodos fisicos, nomeadamente, filtracdo seletiva,
centrifugacdo por gradientes de densidade e citometria de fluxo que também podem auxiliar
no isolamento de microalgas, pois baseiam-se essencialmente na densidade e no tamanho da
célula (Warren, Day e Brown, 1997).

As placas de agar agar sdo préticas para o crescimento e individualizagdo de colonias
de microalgas. Uma gota de amostra pode ser colocada na superficie do meio sélido e
espalhada com um espalhador estéril, as coldnias irdo crescer a partir de uma célula ou de um
conjunto de células quando incubadas a condi¢des 6timas de crescimento. Estas coldnias
devem ser recolhidas, de forma asséptica, e ressuspendidas em meio liquido, repetindo-se o
método do espalhamento (Warren, Day e Brown, 1997).

Os métodos de isolamento descritos anteriormente sdo os mais comummente usados,
no entanto existem outros que se podem usar. Por exemplo o uso de bactericidas nado
especificos para eliminar os organismos nao desejados, o uso de didéxido de germénio para
eliminar diatomdceas, radiacdes UV, fragmentacdo e ultrasonicacdo, centrifugacdo a baixa
velocidade, estimulo de migracdo e incubacdo a temperatura elevada (apenas para organismos

termofilos) (Warren, Day e Brown, 1997).
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Usualmente, em laboratério, utiliza-se a subcultura como forma de manter um isolado
de microalga. A frequéncia da subcultura depende do meio onde se encontra assim como da
espécie a manter. Subculturas em placas com meio sélido deverdo ser repicadas antes da
superficie sélida perder a maioria da 4gua, principalmente se forem microalgas com
mobilidade. Normalmente, os isolados sdo observados ao microscOpio para verificar a
presenca de células vidveis e a auséncia de outros organismos. O uso de condi¢des assépticas
diminui o risco de contaminacdes (Warren, Day e Brown, 1997). Verifica-se, no entanto, que
as microalgas eucariotas, em subcultura, podem mudar a sua morfologia, perder a viabilidade
dos cistos ou ndo formar flagelos; e em alguns casos, as alteragdes sdo irreversiveis (Warren,

Day e Brown, 1997).

2. Objetivos

Os objetivos tracados para este capitulo tinham em vista: i) cultivar, isolar e purificar
microalgas provenientes da Area Mineira Abandonada de S. Domingos recorrendo a meios de
cultivo liquidos e sélidos, com base no pH a que se encontra o habitat destas, ii) identificar os
isolados obtidos, quer morfologicamente, quer molecularmente e iii) manter os isolados

unialgais, através de subculturas.
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3. Metodologia

3.1. Meios de cultura

3.1.1. Meio liquido

Inicialmente procedeu-se a esterilizacdo da dgua &cida por filtragdo, pretendendo-se
cultivar os organismos recolhidos na AMD da AMA de S. Domingos com esta dgua. A dgua
acida foi filtrada primeiro por um filtro de acetato de celulose EZ-Pak 0.45 um de poro e 47
mm de diametro (Ref. EZHAWG474, Millipore, Merck, Franga) e depois com um filtro de
acetato de celulose EZ-Pak 0.22 um de poro e 47 mm de didmetro (Ref. EZGSWG474,
Millipore, Merck, Franga). Esta 4gua 4cida foi armazenada num armério escuro.

O meio de cultura K9 Modificado (MK, anexo I) (Cuaresma et al., 2006), testado por
outros investigadores, foi usado para cultivar e isolar os microrganismos eucariotas
fototréficos provenientes das dguas dcidas da AMA de S. Domingos. Um meio de cultura
sintético definido que mimetiza-se a dgua dcida permitiu fazer ajustes na sua composicao
para, por exemplo, fazer crescer os microrganismos e manipular a producdo de determinado
metabolito, ou aumentar a quantidade de um composto para verificar se interfere na produgao

final de biomassa.
3.1.2. Meio Solido com agar

O meio sdlido foi preparado com base no meio MK. O agar foi preparado
separadamente do meio MK (Cuaresma et al., 2006). Para fazer um litro de meio sélido
preparou-se 700ml de meio MK (anexo I) e 300 ml de agar (6 g) em 4dgua destilada. A mistura
foi feita quando ainda estavam quentes (apds a esterilizacdo) e procedeu-se a distribui¢cdo
pelas placas de Petri (Sarstedt, Alemanha), descartaveis e estéreis, logo de seguida. Depois de
misturado e gelificado, este meio, ndo deve ser reaquecido para distribuir por placas de Petri,
pois verificou-se uma deficiente gelificacdo deste e que inviabiliza a realizacao de riscados na

superficie do meio sélido.
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3.2. Cultivo e Isolamento

As diferentes amostras recolhidas, em 2008 e 2011, foram inoculadas em frascos de
cultura com tampa com filtro hidrofébico (Orange Scientific, Bélgica) estéreis por raios
Gama, livres de DNA e RNA, com meio MK e placas de Petri com meio MK sélido. Nos
frascos de cultura de 40 ml, com 15 ml de volume maximo de trabalho, colocou-se 1 ml de
amostra e 9 ml de meio liquido MK. Nas placas com meio sélido MK forma colocados 500 ul
de amostra e espalhada de seguida. Os frascos foram colocados na posi¢ao horizontal para que
a superficie exposta 4 luz e ao ar fosse maior, o facto de estes frascos terem uma tampa com
filtro hidrofébico permitiu ter as culturas arejadas com um baixo risco de contaminacao. Os
frascos e as placas foram colocados em prateleiras com luz (48.5 + 1.0 umol.s’.m?) e
temperatura (25 + 3 °C) constantes. Os microrganismos foram sujeitos a um fotoperiodo
didrio de 16h de luz.

As placas foram repicadas, por riscado a exaustdo (figura 25 A), quando se
distinguiam coldnias isoladas. O riscado simples também foi usado, mas apenas para manter a

cultura (figura 25 B).

Figura 25 — A. Esquema do riscado usado no isolamento e purificagdo de organismos eucariotas fototréficos

aqudticos acidoéfilos. B. Esquema do riscado simples usado para manter as culturas em placa (subcultura).

A figura 26 esquematiza brevemente o processo de isolamento aplicado nas amostras.
Entre repicagens, por riscado, as culturas foram observadas no microscépio Leitz DMLB,
referido anteriormente, de modo a documentar a presenca de uma sé microalga.

ApOs seis repicagens, uma colénia isolada foi transferida para 5 ml de meio MK
utilizando tubos de vidro estéreis com tampa. Quando se verificou o desenvolvimento da
microalga (por aquisi¢ao de cor verde), este volume foi vertido para um frasco de cultura de

40 ml, adicionando meio MK até completar 15 ml. O desenvolvimento das microalgas no
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volume anterior proporcionou a possibilidade de inocular frascos de cultura maiores (400 ml

com volume méiximo de trabalho de 100 ml). Com este processo obteve-se biomassa

suficiente para realizar extracdo de DNA e averiguar a presenga de uma sé espécie de

microalga em cada cultura, por métodos moleculares.
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B ( NI 2 B ~
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T | | |
. p — p — (—— N
Inéculo em . Obsetvacao Obsetvacao Inéculo em
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riscado \ J | microscopio | || mictoscopio ||| Liquido |
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Figura 26 — Esquema do procedimento utilizado para obter culturas unialgais.
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3.3. Observacdo ao microscopio

As amostras das culturas (preparacdes frescas) foram observadas em microscopia de
campo claro e de epifluorescéncia para verificar se a cultura estava ou nao unialgal. Utilizou-
se o microscopio Leitz DMLB, referido anteriormente.

Como nas amostras ambientais, também se observou a presenca de estruturas lipidicas
com o corante Azul do Nilo (Sigma, EUA). Apds as observacdes ao microscopio, foram

selecionadas seis culturas para extrair DNA.

3.4. Extracdao de DNA

A extracdo de DNA foi realizada para cada uma das culturas que indicava estar
unialgal. Foram pipetados 6 ml de cultura para frascos tipo Falcon de 50 ml que foram
centrifugados a 9000g durante 10 minutos para eliminar o meio MK. O meio MK foi
decantado, adicionou-se 500ul de PBS 1x a cada frasco para lavar e ressuspender as amostras.
O resultado foi colocado em tubos de 1.5 ml que foram centrifugados a 11000g durante 8
minutos. Repetiu-se o processo de decantacdo, retirando todo o PBS presente em cada tubo
com a ajuda de uma micropipeta. A extracdo de DNA foi realizada com DNeasy Plant mini
kit (Qiagen, Valencia, CA, EUA). As amostras foram extraidas de acordo com as indicacdes

do fabricante.

3.5. Amplificacao de regides alvo para identificacdo molecular

Realizou-se amplificacdes, por PCR, para ambos os fragmentos de interesse descritos

no capitulo anterior utilizando os primers referidos na tabela 2.
O programa de PCR, para a amplificagdo dos fragmentos, foi o descrito no capitulo
anterior. A eletroforese para verificar a amplificacdo dos fragmentos decorreu durante 30
minutos a 100V. Os géis foram fotografados sobre um transiluminador (Elettrofor UV for

transilluminator).
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3.6. Clonagem

Os fragmentos amplificados por PCR foram ligados com CloneJET PCR Cloning Kit
(Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc., EUA) de acordo com o protocolo proposto pelo
fabricante. O protocolo dividiu-se em dois passos: i) a reagdo de blunting, a enzima DNA
blunting reconhece as extremidades do fragmento de DNA, na extremidade 3’ retira os
nucledtidos até que as duas cadeias estejam do mesmo tamanho e na extremidade 5’ faz o
resto da sequéncia para que as duas cadeias fiquem, também, do mesmo tamanho e; ii) ligagao
do fragmento ao vetor (figura 27). A adicdo dos componentes para a execugdo da tarefa foi
feita sempre no gelo. A ligacdo obtida foi usada de imediato na transformacdo das células
competentes da estirpe XL1Blue (preparadas no laboratério, pelo método de Cloreto de

calcio, armazenadas a -80°C com DMSO).

Reagio de blunting

Tampio de reacio 2x - Produto de PCR - 1ul Agua (livre de Enzima DNA Blunting
10l v H nucleases) - 6ul - 1ul
Agitar Incubar a 70°C, 5 min Arrefecer no gelo
Reacio de ligagao
Vetor de clonagem pJET1.2/blunt - 1ul T4 DNA Ligase - 1ul

Agitar Incubar a temperatura ambiente, 20 min.

Figura 27 — Esquema da reacdo de ligagdo do fragmento de interesse ao vetor pJET1.2/blunt.

As células competentes foram retiradas do armazenamento (-80° C) e mantidas em
gelo para descongelarem lentamente. Adicionou-se 6 puL de cada produto de ligacdo a cada
tubo de células competentes, devidamente identificadas, e foram incubadas durante 30

minutos no gelo. Posteriormente foram colocadas durante 90s a 42° C, e de seguida foram
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arrefecidas em gelo durante 90 s. Retiraram-se os tubos das células do gelo e adicionou-se
250 puL de meio SOC, colocando-se de seguida numa estufa de incubag¢do (Heidolph
inkubator 1000 com Heidolph unimax 1010) com temperatura a 37° C pelo menos 45 minutos
com agitagdo a 200 rpm. As células competentes transformadas foram inoculadas em placas
de Petri com meio LB Agar com ampicilina (50 pg/ml, Stratagene). As placas de Petri foram
colocadas na estufa (Heidolph inkubator 1000) a 37° C durante 16 h.

Para confirmar que cada colénia continha o vetor com o fragmento de interesse
realizou-se amplificacdes, por PCR, permitindo selecionar s6 as coldnias adequadas para o
prosseguimento do trabalho. As coldnias foram repicadas e amplificadas em 50 pl de solugdo
para PCR (capitulo II, tabela III). O programa de PCR foi descrito anteriormente. Todos os
clones que apresentavam o fragmento de interesse, amplificado pelo correspondente par de

primers, foram escolhidos para obter SSCP.

3.7. Single-strand conformation polymorphism (SSCP)

O processo utilizado para obter padrdes por SSCP foi o mesmo referido no capitulo II.

3.8. Amplificacao e isolamento do plasmideo

O procedimento referente a amplificacdo e obtencdo do plasmideo foi o mesmo

referido no capitulo 1L

3.9. Analise de dados

As sequéncias foram verificadas no BioEdit para averiguar a qualidade e se existiam
quimeras. Foram criados dois ficheiros, um para cada marcador. As sequéncias foram tratadas
e submetidas a um BLAST no Site National Center for Biotechnology Information (NCBI).

As sequéncias que retornaram do BLAST, com 97% de identidade, foram adicionadas ao
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respetivo ficheiro, alinhadas com a op¢do ClustalW multiple alignment e corrigidas a mao.
Foram truncadas ao tamanho das sequéncias do respetivo marcador molecular, excluindo os
primers. Cada ficheiro foi submetido no programa MEGAS (Tamura K 2011) para a

elaboracdo de dendrogramas e posterior andlise.
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4. Resultados

4.1. Cultivo e 1solamento

As culturas unialgais obtidas por riscado em meio MK sdlido estdo ilustradas na figura
28. No riscado a exaustdo, as primeiras linhas do riscado evidenciam logo alguma cor e onde
ndo se distinguem coldnias, contrariamente as ultimas linhas do riscado, em que leva algum
tempo (+1 més) até se distinguirem colénias e consequentemente cor. As coldnias adquirem

um tom verde-escuro com a antiguidade da cultura.

Figura 28 — Placas com meio MK sélido. Riscados de culturas unialgais.

A cultura em meio liquido apresentou-se, inicialmente, quase incolor (figura 29 A),
dependendo da quantidade de in6culo que se usou. Esta vai adquirindo um tom mais verde
com o decorrer do tempo. Tal como acontece com as culturas em placa, a antiguidade da

cultura confere-lhe um tom verde-escuro como mostra a figura 29 B.

Figura 29 — Cultura unialgal, volume 15 ml. A. Cultura em meio MK a pH 2.5 — in6culo; B. Cultura em meio

MK a pH 2.5 ap6s 2 meses.
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4.2. Identificagdo morfologica das culturas unialgais

Nas seis culturas que aparentavam estar unialgais foram distinguidos dois géneros de
microalgas. As figuras seguintes apresentam isolados de microalgas pertencentes ao género

Coccomyxa (figura 30) e ao género Chlamydomonas (figura 31).

Figura 30 — Isolado unialgal do género Coccomyxa em microscopia de campo claro (A) e microscopia de

epifluorescéncia com as estruturas cloroplastidiais (B).

10um

Figura 31 — Isolados unialgais do género Chlamydomonas. 1. Flagelos; 2. Estigma; 3. Cloroplasto; 4. Pirenoide.
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4.3.  Identificacdo molecular das culturas unialgais

4.3.1. Amplificacdo por PCR

A figura 32 mostra os fragmentos amplificados, que foram verificados por
eletroforese, das 6 culturas que, apds observagdo ao microscopio, indicavam estar unialgais.

Ambos os marcadores apresentaram amplifica¢do na zona pretendida.

A

Figura 32 - Eletroforese em agarose com os fragmentos amplificados para cada um dos marcadores
moleculares. A: eletroforese correspondente ao marcador molecular 18S rDNA com a amplificacdo de
fragmentos com +700bp. B: eletroforese correspondente ao marcador molecular 23S rDNA com a amplificacdo
de fragmentos com * 410bp. Legenda: M — marcador de DNA (O'GeneRuler™100 bp Plus); 1-4 — isolados de

Coccomyxa; 5-6 — isolados de Chlamydomonas.

4.3.2. Analise de SSCP

Nos géis de SSCP dos isolados unialgais distinguiu-se oito padrdes diferentes para o
marcador molecular 18S rDNA (fig. 33 A) e quinze padrdes diferentes para o marcador

molecular 23S rDNA (fig. 33 B).
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Figura 33 — Padrdes de SSCP obtidos das culturas unialgais. Nimeros selecionados sdo os padrdes que foram
enviados para sequenciagdo. A: padrdes dos fragmentos do marcador molecular 18S rDNA. B: padrdes dos

fragmentos do marcador molecular 23S rDNA.

4.4.  Analise Filogenética

As sequéncias verificadas no programa BioEdit, relativas ao marcador molecular 18S
rDNA, apresentavam dois grupos diferentes (anexo II) evidenciando dois tipos de
organismos. As sequéncias retiradas do GenBank apresentavam muitos organismos ‘ndo
cultivados” que possuem 99% de identidade maxima relativamente aos isolados de
Chlamydomonas obtidos. O dendrograma (anexo III) apresenta um grupo em que os isolados
unialgais aparecem conjuntamente com 0s organismos “ndo cultivados” e com organismos da
espécie Chlamydomonas acidophila da colecdo de culturas de algas e protozoarios (CCAP).
Uma vez que os organismos ndo cultivados ndo fornecem informacdo taxondmica, optou-se
por fazer um dendrograma sem as sequéncias dos organismos nao cultivados (figura 34).

O dendrograma referente aos isolados de Coccomyxa mostra os clones todos

agrupados, sem a ocorréncia de outros isolados retirados da base de dados do GenBank. O
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grupo mais proximo apresenta organismos, na sua maioria, do género Coccomyxa, alguns do
género Pseudococcomyxa, do género Chlorella e do género Paradoxia (figura 35).

—— @ 18S clone14
—— @ 18S clonel8
——— @ 18S clonel6
—— AJ783842 Chlamydomonas acidophila isolate CCAP 11/134
87——— AJ783844 Chlamydomonas acidophila isolate CCAP 11/136
———AJ783843 Chlamydomonas acidophila isolate CCAP 11/135

———— AJ852427 Chlamydomonas acidophila strain CCAP 11/137
84 ———— AJ783841 Chlamydomonas acidophila isolate CCAP 11/133
——— @ 18S clonel7
L—— @ 18S clonel5
FR865531 Chlamydomonas sp. CCAP 11/119
AY220571 Chlamydomonad sp. BogD6/3T-6w
EF432529 Chlorophyta sp. I-155 clone A1
— GU117580 Chlamydomonadaceae sp. CCCryo 216-05
99; GU117581 Chlamydomonadaceae sp. CCCryo217-05 18S
U70782 Chlamydomonas noctigama
AJ781311 Chlamydomonas noctigama isolate SAG 33.72
AF 008239 Chlamydomonas noctigama
U70787 Chlamydomonas noctigama
FR865568 Chlamydomonas noctigama CCAP 11/17
AF 008242 Chlamydomonas noctigama
FR865582 Chlamydomonas dorsoventralis CCAP 11/4
AF 008241 Chlamydomonas noctigama
AF 008238 Chlamydomonas noctigama
AY220093 Chlamydomonad sp. Tow 2/24 P-6w
AF517098 Chlamydomonas bilatus
AY220576 Chlamydomonad sp. WTwin2/24P-1w
AB290341 Chlamydomonas sordida
—— AB058350 Chlamydomonas sp. MBIC10471
AB058351 Chlamydomonas sp. MBIC10473
———— AB058349 Chlamydomonas sp. MBIC10468
{ JF343798 Chlamydomonas raudensis
82 84 AJ781313 Chlamydomonas raudensis CCAP 11/131
{ DQ009747 Chlamydomonas parkeae strain SAG 24.89
99 AB058373 Chlamydomonas parkeae MBIC10599
—— DQ009751 Chlamydomonas sp. CCMP 219
——DQ009750 Chlamydomonas sp. CCMP 1236
DQ009754 Chlamydomonas sp. CCMP 235
99 DQ009755 Chlamydomonas sp. CCMP 236
———— DQ459878 Chlamydomonas sp. KNU-M-2003-C2
U41178 Chlorococcum sp.
DQ009752 Chlamydomonas sp. CCMP 222
—— AB058333 Chlorococcum sp. MBIC10212
— AJ781312 Chlamydomonas hedleyi isolate ATCC 50216
————AB058302 Chlorococcum dorsiventrale MBIC10044
——— GQ122365 Chlorococcum minutum KMMCC:EC-2
——— AB183581 Chlorococcum sp. MBIC10047
——— AB058332 Chlorococcum sp. MBIC10211
——— GQ122363 Chlorococcum sp. KMMCC C-252
99— GQ122366 Chlamydomonas sp. KMMCC EC-11
—— AB058336 Chlorococcum littorale MBIC10280

99

95

———AB058335 Chlorococcum sp. MBIC10214
——— AB058334 Chlorococcum sp. MBIC10213
———AB183580 Chlorococcum sp. MBIC10045

——— AB058303 Chlorococcum dorsiventrale MBIC10046
GQ122368 Chlamydomonas hedleyi KMMCC:EC-36

{92 AY220588 Chlamydomonad sp. Pic6/3T-3w
U41175 Tetracystis aeria

97 AJ628979 Chlamydomonas acidophila strain UTCC 121
E AJ628977 Chlamydomonas acidophila strain OU 030/a
92 AJ628976 Chlorococcum elkhartiense UTEX 293

Figura 34 — Dendrograma (marcador filogenético 18S rDNA) de isolados do género Chlamydomonas, obtido

com o programa MEGAS através do método de Neighbor-Joining.

Caracterizacdo da Diversidade de Eucariotas Fototrificos Provenientes de Aguas Acidas de Mina

52



I11. Cultivo e identificagdo de isolados unialgais de eucariotas fototrdficos aciddfilos aqudticos

FR865588 Chloromonas asteroidea
HQ287290 Coccomyxa sp. MW8233i clone L626
——— HQ287295 Coccomyxa sp. MW8238a clone L631
62— HQ287281 Coccomyxa sp. PLL3-3-3a clone LL574
——— AJ302939 Coccomyxa sp. SAG 2325
62 ——— HQ287278 Coccomyxa sp. PL3-2-3a clone LL571
——— FJ648513 Coccomyxa mucigena strain SAG 216-4
HQ287271 Coccomyxa sp. PL1-2 clone LL564
———— HQ287279 Coccomyxa sp. PL3-2-3b clone LL572
I HQ287293 Coccomyxa sp. MW8233n clone LL629
926 HQ287292 Coccomyxa sp. MW8233m clone L.628
————————————————— AM167525 Coccomyxa g aron%nsis

AM9I981206 Coccomyxa sp. CPCC 508
82 E EU127471 Coccomyxa sp. Flensburg fjord 2

88

20 EU127470 Coccomyxa sp. Flensbur ord 1
—————  FJ946891 Trebouxiophyceae sp. VP -6
499: HQ287928 Coccomyxa sp. KR 1988/12
FN298928 Coccomyxa sp. CCAP 211/97
G Q122371 Trebouxiophyceae sp. KMMCC FC-10
FJ648512 Coccomyxa chodatii strain SAG 216-2
—————— FIN298926 Pseudococcomyxa simplex
——— FJ648514 Pseudococcomyxa simplex strain UTEX 274
67 — HQ317304 Coccomyxa rayssiae isolate UTEX273
51— FR865679 Chlorella saccharophila
S FN298927 Coccomyxa sp. CCAP 216/24
—————————— AY762603 Coccomyxa pringsheimii strain SAG
L EU282454 Paradoxia sp. 294-GA206
63 422078 Paradoxia multiseta

— 18S clonel
18S cloneS
18S clone3

—— 18S clone7
98— 18S clonell

E— 18S clone2
18S clone9
— 18S clonelO
71— FJ946881 Trebouxiophyceae sp. SC2-2
L——— FR865691 Dictyosphaerium minutum
AJ306536 Koliella corcontica

74 EU123942 Trebouxia a%gregata strain SAG 219-1d
63 Z68705 T.arboricola (SAG 219-1a)
98 Z21553 T.asymmetrica
56 768702 T.usneae (UBT-87.019A1)
721551 T.impressa
1 AF516674 yrmecia sp. BC8-8
496: JN573893 Myrmecia sp. SH2018
9 728971 M.biatorellae TEX 907)
———— ZA7208 M.astigmatica
55 — JIN573892 Myrmecia sp. OB14.461
- ——— HQ902937 yrmecia sp. KF-2011 strain UTEX EE83
Y E— HQ902936 Myrmecia sp. KF-2011 strain UTEX EE76
—— HQ902938 Myrmecia sp. KF-2011 strain UTEX EE82
L AF513369 M{erecia ip. H1VF1
61 M62995 FRIUGEAA Friedmannia israeliensis
77 HQ287929 Neocystis brevis strain CAUPDS802
"1 HM565928 Kirchneriella phaseoliformis strain KR 1989/14
L AB017435 Coenocystis inconstans
—————— ZA7209 M.bisecta
——— AY762602 Myrmecia incisa strain SAG 2007
o8 — HQ902935 yrmecia irregularis strain CCAP 221/8
——— EUS878374 Parietochloris ovoidea strain ACKU 177-03
64— EU878372 Parietochloris cohaerens strain UTEX 1707

FJ548971 Parietochloris incisa
— ABO006051 Lobosphaera tirolensis
64 FR865695 Micractinium sp. CCAP 248/2
71 L FM205876 Micractinium sp. CCAP 248/2
\—: FM205864 Micractinium sp. CCAP 248/16
62 FM205835 Micractinium sp. CCAP 248/7
FM205884 Actinastrum hantzschii
FM205841 Actinastrum hantzschii
56 FM205883 Actinastrum hantzschii
FM205882 Actinastrum hantzschii
ABO55866 Stichococcus bacillaris
JQ315185 Chlorella sp. GTD8S8A1
ABO58372 Chlorella sp. MBIC10595
FM205863 Micractinium sp. CCAP 211/92
FM205865 Micractinium sp. CCAP 248/13
EF200517 Rosenvingiella radicans isolate Rrad3
EF200516 Rosenvingiella radicans isolate Rrad2
EF200515 Rosenvingiella polyrhiza isolate Rpoll
EF200523 Rosenvingiella sE. GALWO014367
EF200522 Prasiola sp. GALWO015488
EF200520 Rosenvingiella polyrhiza isolate Rpol3
EF200514 Rosenvingiella radicans isolate Rradl
EF200529 Rosenvingiella constricta isolate Rconl
— EF200532 Prasiola crispa isolate Pcri3
66— EF200531 Prasiola crispa isolate Pcri2
HQ111430 Chlorella sp. EN 2003/25
GQ122372 Chlorella sp. KMMCC FC-21
GOQ507371 Dictyosphaerium sp. CB 2008/108
FM205851 Micractinium SX. P-2008b
FM205857 Chlorella sp. SAG 222-2a
FM205834 Chlorella sorokiniana
GQ507369 Dictyosphaerium sp. CCAP 222/9
FM205852 Micractinium sp. -2008b
AB488573 Chlorella sorokiniana
AB488572 Chlorella sorokiniana
AB506071 Micractinium reisseri
AB488789 Chlorella sorokiniana
GQ122327 Chlorella sorokiniana isolate BE1
FM205860 Chlorella sorokiniana
AB506070 Micractinium reisseri
FM205839 Didymogenes anomala
FM205858 Chlorella sp. CCAP 222/18
FM205838 Micractinium sp. SAG 48.93
AB437244 Micractinium reisseri
FM205859 Chlorella sorokiniana
EF200521 Prasiola calophylla isolate Pcall

Figura 35 — Dendrograma (marcador filogenético 18S rDNA) de isolados do género Coccomyxa, obtido com o

programa MEGAS através do método de Neighbor-Joining.
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As sequéncias obtidas para o marcador molecular 23S rDNA mostraram quatro grupos
de sequéncias diferentes, prevendo quatro organismos diferentes (anexo IV e V). Apds o
BLAST das sequéncias verificou-se que existiam duas microalgas e duas bactérias, em que
cada microalga era acompanhada de uma bactéria. Os dendrogramas foram feitos com base
nesta associacdo. Assim, os isolados de Chlamydomonas apresentam uma alfaproteobactéria
do género Acidiphilium (figura 36 e anexo IV) e os isolados de Coccomyxa apresentam uma

betaproteobactéria do género Variovorax (figura 37 e anexo V).

Clone 72601

Clone 122602
———— " Clone 152601

77 f———— © Clone 52601
[———— " Clone 132602

Clone 92602
Clone 62602
Clone 92601

143355 Chlamydomonas pseudopertusa
E 143353 Chlamydomonas geitleri
X68892 Chlamydomonas geitleri

53 EF030095 Acidocella sp. GS19h
—— © Clone 132601
99 | © Clone 142601
EF030097 Acidiphilium symbioticum
59 |———— AP012035 Acidiphilium multivorum AIU301

CP000697 Acidiphilium cryptum JE-5

Figura 36 — Dendrograma (marcador molecular 23S) da cultura unialgal do género Chlamydomonas, obtido com
o programa MEGAS5 através do método de Neighbor-Joining. Os clones assinalados com * sdo identificados
como microalgas do género Chlamydomonas e os clones assinalados com sdo bactérias do género
Acidophilum.

Clone 11203
Clone 1403
Clone 15403
Clone 9403
Clone 1203
Clone 7203
Clone 6406
Clone 14406
Clone 7403
Clone 1406
Clone 5203
Clone 2406
Clone 5406
91 JQ278717 Coccomyxa sp. SAG 20.40
JQ278712 Coccomyxa mucigena strain SAG 216-4
JQ278714 Coccomyxa sp. SAG 49.84
50— HQ693844 Coccomyxa sp. C-169
JQ278713 Coccomyxa pringsheimii strain SAG 216-7
CP000316 Polaromonas sp. JS666
CP000245 Ramlibacter tataouinensis TTB310
GU925821 Uncultured bacterium clone FSK2Q4C04IL5DQ
CP000267 Rhodoferax ferrireducens T118
52 e DQ 150550 Comamonas testosteroni strain LMG1800
68 CP001392 Acidovorax ebreus
53 — 1 CP000539 Acidovorax sp. JS42
51— CP000529 Polaromonas naphthalenivorans CJ2
FN543107 Curvibacter WGA71069
CP002417 Variovorax paradoxus
61 Clone 12403
79 CP001635 Variovorax paradoxus S110

66

99

]

Figura 37 — Dendrograma (marcador molecular 23S) da cultura unialgal do género Coccomyxa. Os clones
assinalados com sdo identificados como microalgas do género Coccomyxa e o clone assinalado com
pertence ao género Variovorax.
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5. Discussdo

A tentativa de cultivar os organismos recolhidos, com a 4dgua acida recolhida na ARD
da AMA de S. Domingos, ndo retornou os resultados esperados. Verificou-se que o uso de
dgua dcida ndo era a solugdo vidvel por dois motivos: 1) seriam despendidas muitas horas na
recolha de dgua e na sua filtracdo e ii) a composi¢do da dgua altera ao longo do ano na
quantidade de metais, o que requereria a andlise desta, de cada vez que fosse recolhida, e
como tal nunca teriamos um meio de cultivo sempre igual.

O uso de meios sintéticos facilita, em grande medida, o isolamento e cultivo de
qualquer tipo de microalga. Sabe-se sempre a composi¢do do meio, é de facil obtencdo, na
maioria dos casos, e permite ajustar parametros para testar outras abordagens no crescimento
do(s) organismo(s) em estudo. Os meios de cultura para organismos acidéfilos podem ser
adaptados de meios de cultura ja existentes e testados (no cultivo de microalgas de 4gua
fresca, por exemplo), ajustando o pH e outros compostos que sejam necessarios ao
desenvolvimento do organismo.

O uso de meios s6lidos em microalgas, com ou sem mobilidade, pode ndao ser o mais
aconselhado, mas neste caso, se a quantidade de dgua disponivel for a adequada, estas formam
coldénias que serdo utilizadas para continuar o trabalho de isolamento. Nesta parte do trabalho
usou-se 6g de agar, para cada litro de meio sélido, garantido que o meio gelificava, mas
ficaria com uma disponibilidade de 4gua superior a que normalmente ocorre em placas com
meio sélido.

O isolamento de dois géneros de microalgas, com caracteristicas morfolégicas
ligeiramente diferentes, comprovou que o riscado em placa ndo é de todo desajustado a
obtencdo de isolados de microalgas aciddfilas. Os isolados de Coccomyxa sao microalgas
benténicas sendo 0o meio sélido, neste caso especifico, uma vantagem onde se possa cultivar
este género de microalgas. Os isolados de Chlamydomonas ofereceram algumas dudvidas
relativamente ao crescimento e isolamento em placa, no entanto verificou-se que este género
também cresce em placa com meio sélido.

A identificacdo molecular confirmou as observacdes feitas ao microscopio,
verificando-se que as culturas estavam unialgais, mas ndo estavam axénicas, pois foram

identificados dois géneros de bactérias acompanhantes, um para cada isolado obtido. Na
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identificacdo molecular dos isolados de Chlamydomonas obteve-se um elevado nimero de
sequéncias de organismos “nao cultivados”, através da base de dados do GenBank, para o
marcador molecular 18S rDNA, que ndo nos d4 informagdo taxonémica. A tentativa de obter
organismos cultivados para extragcdo de DNA € importante de forma a completar as bases de
dados existente e de forma a ter mais informagdo disponivel que permita fazer comparacdes
em investigacdes futuras. Nos isolados de Coccomyxa nao se verificou a ocorréncia de
organismos “ndo cultivados” nas sequéncias obtidas para o marcador molecular 18S rDNA,
existindo algumas espécies identificadas, mas nenhuma proveniente de ambientes com pH <3.

Ao observar a identificagdo obtida pelo marcador molecular 23S rDNA, verifica-se
que neste marcador e para estes dois organismos também existem lacunas que devem ser
preenchidas. Em ambos os isolados ndo se verificam organismos acidéfilos identificados com
este marcador. Relativamente as bactérias identificadas, existem organismos identificados
com base no marcador molecular 23S rDNA, provenientes de outros estudos, com identidade
méxima elevada. O clone 12403 apresentou 100% de identidade méxima com a bactéria
Variovorax paradoxus, e os clones 132601 e 142601 tinham 99% de identidade maxima com

as bactérias do género Acidiphilium.
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IV. Caracterizacdo fisiologica de um isolado unialgal
de Coccomyxa sp.

1. Introducdo

Em culturas, em que ndo ha renovacao do meio de cultura (sistema fechado), verifica-
se que os organismos t€ém um comportamento de crescimento dividido por fases (figura 38).
Inicialmente ocorre uma fase de adaptagdo (fase lag), em que os organismos se aclimatizam
havendo ou ndo uma ligeira diminui¢do dos mesmos. Depois hd uma fase de aceleramento
seguida de uma fase de crescimento exponencial onde ha crescimento a taxa maxima. Na fase
exponencial € possivel calcular a taxa de crescimento (u) da cultura através da equagdo 5, e o

tempo de duplicacdo (ty) através da equagao 6.

_ In(Ve/No)

to—to) (equacdo 5)

tyg = 1%2 (equacdo 6)

Quando o meio de cultura comega a ficar saturado, quer de células, quer de
metabolitos excretados por estas, ocorre uma fase de abrandamento e posteriormente uma fase
estaciondria onde a taxa de crescimento € igual a taxa de morte celular. Quando a cultura

esgota as fontes de nutrientes ocorre morte celular.

In N

Tempo

Figura 38 — Curva tedrica de crescimento de uma cultura em sistema fechado. Legenda: 1-fase lag; 2-fase de

aceleracdo; 3-fase exponencial; 4-fase de abrandamento; 5-fase estaciondria e 6-morte celular.

Algumas caracteristicas morfoldgicas sdo varidveis e dependentes das condicdes a que
0s organismos estdo sujeitos, como é o caso da temperatura e da luz. Como os organismos

fototroficos dependem da luz, para poderem proceder a fotossintese, este € um parametro
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muitas vezes usado como objeto de variagdo para estudos, tendo em vista a determinagdo da
melhor intensidade luminosa assim como os ciclos luz:escuro a usar, se estes forem a melhor
op¢ao (Cuaresma et al., 2011; Karsten e Holzinger, 2012). A fonte de azoto ou de carbono,
presente no meio de cultura, influenciam o tipo de carotenoide produzido pela microalga
como demonstram os artigos de Casal et al. (2011) e Cuaresma et al. (2011). A producdo de
carotenoides € um ponto de interesse biotecnoldgico que importa otimizar.

Os metais podem interferir na morfologia e na estrutura das células, alterando a forma,
o volume, a presenca ou auséncia de parede celular ou mesmo mucilagem (Sabatini et al.,
2009). O cobre é um metal essencial para a fotossintese, no entanto em concentracdes
elevadas € toxico para a maioria das espécies de microalgas. A toxicidade impde muitas vezes
stress oxidativo nas células. Como ja foi referido, os organismos de AMD convivem com
estas condicdes, pelo que serd de esperar que possuam mecanismos de resisténcia, quer a
nivel genético, quer a nivel metabodlico, que sdo importantes conhecer. O efeito toxico advém
da presenca do catido livre (Cu™), que catalisa as reacdes de Fenton, ou seja, permite a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). O aumento de ROS gera um maior risco de
danos nas membranas. Os cloroplastos sdo constituidos por membranas ricas em dcidos
gordos poli-insaturados e sdo um alvo de peroxidacao. Como consequéncia ocorre diminui¢ao
da quantidade de clorofila e pigmentos acessdrios, aumento da peroxidacdo lipidica e
diminui¢do da taxa de crescimento (Sabatini et al., 2009).

Uma forma das células diminuirem a formacdo de ROS é controlarem o aporte de
cobre. Estas podem complexar o metal com diferentes ligandos dentro ou fora da célula ou
armazena-lo em vactolos (Sabatini et al., 2009).

A producdo de enzimas como a catalase, glutationa peroxidase ou a superdxido
dismutase permite a célula diminuir a quantidade de ROS. A produc¢ao de carotenoides e de
glutationa na forma reduzida, entre outros compostos permitem as células reduzir a maior
parte dos ROS (Sabatini ef al., 2009).

Como j4 foi referido, a presenca de ROS leva a ocorréncia de peroxidacao lipidica. O
nivel de peroxidagao lipidica pode ser determinado com o recurso a compostos que se formam
na célula, como por exemplo, o malondialdeido (MDA). Este € um composto final que resulta
de uma via secunddria da oxidag@o de acidos gordos poli-insaturados quer por auto-oxidagao,
quer por degradacdo enzimdtica. Na determinacdo do MDA, cada molécula reage com duas

moléculas de 4cido tiobarbitirico (TBA) produzindo um composto num tom rosa-
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avermelhado que absorve no comprimento de onda de 532 nm (Hodges et al., 1999, Sabatini
et al. 2009). Quanto mais intensa for a cor, maior a quantidade de MDA e por isso maior o
indice de peroxidagdo lipidica nas células. O método de determinacdo do MDA requer um
fator de correcdo, pois compostos como as antocianinas e os hidratos de carbono interferem
com as leituras a 532 nm provocando a sobrestimacdo do MDA. Estudos realizados por
Hodges et al. (1999) e Taulavuori et al. (2001) comprovam esta sobrestimacao. Os extratos
sao lidos a trés comprimentos de onda, nomeadamente, 532 nm onde ocorre a absor¢ao do
complexo TBA-MDA, 440 nm onde ocorre absorcao das substancias que interferem com o
valor real do MDA e 600 nm que permite a corre¢do das leituras devido a turbidez. Para além
destas correcdes, € necessdrio verificar a absorvéncia do extrato, a 532 nm, com TBA e sem

TBA.

2. Objetivo

Neste capitulo pretendeu-se estudar a curva de crescimento de um isolado unialgal de
Coccomyxa sp.; avaliar os pigmentos produzidos durante a curva de crescimento e avaliar a
resposta da microalga a situacdes de stress oxidativo.

De forma a cumprir os objetivos referidos, foram tracados os seguintes objetivos
especificos: 1) testar duas condi¢des de luz, ii) testar diferentes valores de pH e iii) testar duas
fontes de azoto. Além destes, e para testar o stress oxidativo, na célula, foram usadas duas
concentracoes de cobre de forma a verificar o nivel de produ¢do de compostos secundarios de

peroxidacdo lipidica, por acumulagdo de MDA nas células.
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3. Metodologia

3.1. Curva de crescimento

3.1.1. Teste dos isolados obtidos

Os isolados obtidos (Coccomyxa sp. e Chlamydomonas sp.) foram testados durante
trés semanas, observando a sua tendéncia de crescimento em duas condic¢des de luz.

Para cada cultura foram inoculados 6 frascos de cultura com um volume de 100 ml
cada. Usou-se 5 ml de in6culo com 95 ml de meio MK. Os frascos de cultura, com tampas
com filtro para permitir as trocas gasosas, foram colocados na posi¢do horizontal para
aumentar a superficie de contacto com o ar. Trés frascos foram expostos a intensidade
luminosa mais elevada (95.79 pumol.s'.m™) e os outros trés foram expostos a intensidade
luminosa mais baixa (48.97 pmol.s'l.m'z), com temperatura constante (25+3 °C).

Foram recolhidos 300 puL de cada replicado das culturas e colocados numa placa de 96
pocos, estéril e descartavel (Sarstedt, Alemanha), para leitura a diferentes comprimentos de
onda. Esta iniciou-se a 300 nm e terminou a 850 nm, com intervalos de 10 em 10 nm, de
modo a ter os comprimentos de onda correspondentes aos pigmentos fotossintético e outros

componentes que fossem de interesse. As leituras foram realizadas trés vezes por semana.

3.1.2. Isolado de Coccomyxa sp.
3.1.2.1. In6culo

A cultura de Coccomyxa sp. foi escolhida para realizar estudos fisiolégicos de
influéncia da luz, do pH e da fonte de azoto (nitrato ou ureia). Esta escolha foi proporcionada
por um crescimento mais homogéneo e auséncia de um ciclo de vida dimérfico.

Com o objetivo de seguir a curva de crescimento durante 30 dias, optou-se por
aumentar o volume de indculo para 150 ml por frasco de cultura. Assim, inocularam-se 24
frascos de cultura distribuidos de acordo com a tabela VIII. O meio MK foi preparado como
descrito no anexo I, o pH foi acertado a 2.5+0.5 para um dos meios e a 6.5+0.5 para o outro

meio. O meio MKU foi preparado de acordo com o anexo citado anteriormente, mas a fonte
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de azoto foi alterada, ou seja, o nitrato de potédssio foi substituido por ureia, na mesma

concentracdo de azoto e o pH foi acertado a 7.020.5.

Tabela VIII — Niimero de frascos inoculados por cada meio de cultura a testar.

Meio MK Meio MKU
pH 2.5+0.5 6.5%0.5 7.0+£0.5
Numero de frascos de cultura 8 8 8

De forma a garantir um in6culo representativo procedeu-se a contagem celular,
utilizando uma camara de Neubauer, da cultura de Coccomyxa sp., no microscépio Leitz
DMLB, referido anteriormente. Para que cada frasco de cultura tivesse um inéculo de 5x10°
células.ml’! (Lopez-Elias et al., 2011), a cultura foi diluida 10 vezes, obtendo um volume de
400 ml para inocular os 24 frascos.

Para cada grupo de oito frascos foram necessarios 1080 ml de meio de cultura e 120
ml de inéculo. De forma a distribuir uniformemente pelos oito frascos, optou-se por misturar
tudo num erlenmeyer de 2000 ml, previamente estéril, e verter 150 ml em cada frasco de
cultura.

Os frascos de cultura foram colocados na posi¢cdo horizontal para permitir uma maior
superficie de contacto com o ar. Como referido anteriormente, os frascos para a realizacao
desta tarefa tinham tampas com filtro hidrofébico, permitindo as trocas gasosas com o
exterior, no entanto ndo permitiam a entrada de microrganismos pois apresentam um poro de
0.2 um.

Durante os primeiros sete dias de crescimento, as culturas estiveram acondicionadas
na intensidade luminosa mais baixa (48.97 pmol.s'l.m'z), de forma a aclimatarem-se as novas
condicdes. Apds os sete dias, cada grupo de oito frascos de cada tratamento foi dividido, ou
seja, quatro ficaram a intensidade luminosa baixa (48.97 pumol.s'.m?) e quatro ficaram a

intensidade luminosa alta (95.79 pmol.s'l.m'2).
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3.1.2.2. Contagem celular, pigmentos, pH e observacdo ao

microscopio

As contagens celulares e a extragdo dos pigmentos foram feitas trés vezes por
semana, durante os 30 dias da curva de crescimento.

Em cada dia foram retirados 1.5 ml de cada replicado. Este volume foi usado para
extrair pigmentos, para as contagens celulares e para medir o pH. A observacdo das células ao
microscopio foi feita uma vez por semana, no microscépio Leitz DMLB referido
precedentemente.

As contagens celulares foram feitas no microscépio de contraste de fase (Laborlux K -
Leitz) com o recurso a uma camara de Biirker. De cada replicado foram feitas duas contagens

na camara, com 6 campos cada (figura 39).

0.03

=l = ko

2mm

E>| 1.0mam ‘<::|

Figura 39 — Quadricula da Camara de Biirker com nove quadrados A, e cada um destes estd dividido em 16

quadrados B. A contagem das células foi feita de acordo com o seguimento dos nimeros de 1 a 6.

O ndmero de células por mililitro foi calculado de acordo com a equagao 7.

(n1+n24+n3+n4+n5+né6)
IXIXhXn® quadrados

numero de células = x 1000 (equagdo 7)
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As varidveis nl até n6 correspondem ao nimero de células de cada quadrado

7z

assinalado na figura 39, “1” € a largura do quadrado e “h” a profundidade; o “n° quadrados”
refere-se ao nimero de quadrados contados e “1000” € o fator de conversdo para mililitro.
Para a extragdo dos pigmentos usou-se 1.0 ml que foi dividido (500ul para cada tubo)
e centrifugado durante 5 minutos a 10000xg. O meio foi descartado, juntou-se 500ul de
DMSO a cada tubo, agitou-se no vortex e colocou-se na estufa a 65°C durante 10 minutos. Os
tubos foram guardados a -20°C até a leitura. Os pigmentos foram lidos no leitor de placas
(Biotek Synergy 4 microplate reader) numa amplitude de comprimentos de onda entre os 400
e 0os 700 nm de 2 em 2 nm. Durante a extracdo e determinacdo dos pigmentos tentou-se que
nao houvesse exposicdo a luz. Para determinar as quantidades de clorofila a (equagdo 8),

clorofila b (equagao 9) e carotenoides (equacdo 10) foram usadas as equacdes descritas por

Wellburn em 1994 (Wellburn 1994).

clr a = (12.19 X Agganm) — (3.45 X Agagnm) (equagdo 8)

clr b = (21.99 X Agagnm) — (5.32 X Agganm) (equagdo 9)

(1000XA480 nm)—(2.14X%clr a)—(70.16Xclr b)
220

carotenoides = (equacao 10)

3.2. Inducao de stress oxidativo

3.2.1. Inéculo

Inoculou-se 24 frascos de cultura com volume final de 100 ml de cultura de
Coccomyxa sp., para que o numero de células fosse equivalente ao que existiria na fase do
crescimento exponencial. Preparou-se doze frascos com meio MK pH 2.5+0.5 e doze frascos
com meio MK pH 6.5+0.5. O procedimento da tarefa estd descrito na figura 40 e foi realizado

para ambos os meios referidos previamente.
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Inéculo 12 frascos
| 1 | 1
Uma semana
- 3 frascos 3 frascos 3 frascos 3 frascos
adaptacgao
t_Oh Recuperacdo C=0 mM C=0.4 mM C=0.8 mM
— da biomassa Cu? Cu?* Cu?*
— Recuperacao Recuperacdo Recuperacio
t_72h da biomassa da biomassa da biomassa

Figura 40 — Esquema do trabalho para determinar o pardmetro MDA que permite verificar o stress oxidativo

provocado pelo sulfato de cobre.

A extracdo de pigmentos e a sua determinagdo foi feita como referido anteriormente,
neste capitulo.

O volume de cada frasco de cultura foi recolhido em tubos Falcons de 50 ml. Os tubos
foram centrifugados (Multifuge 3S-R Heraeus) a 6000xg, durante 20 minutos, com 10°C de
temperatura, permitindo concentrar a biomassa. O meio de cultura foi descartado deixando
apenas um pequeno volume (< 1.5 ml) no fundo juntamente com a biomassa. Para determinar
0 peso fresco das amostras pesaram-se tubos de 2.0 ml, um por cada frasco de cultura. A
biomassa e o pequeno volume de meio que ficou no tubo Falcon foram transferidos, com o
recurso a uma pipeta, para o tubo de 2.0 ml. Estes foram outra vez centrifugados (Centrifuge
5415 R) a 6000xg, durante 20 minutos, a 10°C. O meio de cultura foi descartado totalmente.
Os tubos foram pesados novamente para determinar o peso fresco da biomassa e congelados a

-20°C.
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3.2.2. Determinag¢do de MDA

A determinagdo do MDA permitiu perceber se as células estiveram sob stress
oxidativo. O método usado foi o proposto por Hodges, DelLong, Forney, & Prange, 1999.

As 24 amostras foram descongeladas no escuro. Estas foram extraidas com
etanol:dgua 80:20 (v:v), usando-se 1.5 ml. Agitou-se no vortex até ndo se verificar a presenca
de aglomerados e colocou-se em gelo. Depois de todas as amostras estarem tratadas foram de
novo agitadas no vortex e centrifugadas a 3000 rpm durante 10 minutos.

A determinac¢do do teor de MDA foi feita com duas solugdes. Solu¢do A constituida
por é&cido tricloroacético (TCA) 20% (p/v), acido tiobarbitirico (TBA) 0.65% (p/v) e
hidroxitolueno butilato (BTH) 0.01% (p/v) e a solu¢do B constituida por TCA 20% (p/v) e
BTH 0.01% (p/v).

O esquema da figura 41 explica sucintamente o procedimento do extrato obtido e a
adicdo das duas solugdes para uma amostra, sendo repetido para todas as amostras de forma
igual. O “tubo 1” e o “tubo 2” funcionaram como replicados e o “tubo 3” foi usado para fazer

a correcao do valor de MDA.

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3
Amostra 1 Amostra 1 Amostra 1

* 300 ul de solucao A * 300 ul de solu¢ao A * 300 pl de solugio B
* 300 ul de extrato * 300 ul de extrato * 300 ul de extrato

Figura 41 — Volumes de cada solugdo e de extrato para cada amostra a determinar o teor de MDA.

Os tubos foram agitados no vortex e colocados num banho térmico a 90°C durante 25
minutos (na hotte). Posteriormente foram arrefecidos em gelo durante 15 minutos, novamente
agitados no vortex e centrifugados a 3000 rpm durante 10 minutos. Foram recolhidos 200 ul
de sobrenadante de cada tubo para leitura numa placa de 96 pocos (Sarstedt, Alemanha). Os
pocos foram lidos a trés comprimentos de onda (A) diferentes, nomeadamente 440 nm, 532
nm e 600nm, no leitor de placas (Biotek Synergy 4 microplate reader), para depois se

proceder aos cdlculos.
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3.2.3. Calculos

O teor de MDA foi calculado utilizando as equagdes de Hodges et al., 1999. Para
determinar esta quantificacdo em nmol por grama de peso fresco a partir do valor de

equivalente de MDA usou-se a equagdo 11.

B
157000

equivalentes de MDA (nmol.ml™') = A — x 10°(equacdo 11)

O valor de A e B que figuram na equacdo anterior foram calculados de acordo com a

equacdo 12 e 13.
A = (Abs532 154 — Abs600,75,4) — (Abs532_rp, — Abs600_r5,) (equacdo 12)
B = (Abs440,75, — Abs600,75,) X 0.0571 (equagdo 13)
Com todos os parametros encontrados, utilizou-se a equagdo 14 para calcular o valor
de MDA por grama de peso fresco, como referido anteriormente. O volume presente na

equacgdo 14 corresponde ao volume de extracdo (Ve), em ml.

equivalentes de MDA (nmol.g~'p f) = equivalentes de MDA (nmol.ml™') x Ve X % (equacdol4)
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4. Resultados

4.1. Curva de crescimento

4.1.1. Isolados obtidos

O primeiro experimento realizado para ver o desenvolvimento das curvas de
crescimento, de dois isolados unialgais, teve a duracdo de trés semanas. No final deste
periodo, os triplicados, expostos a uma intensidade luminosa mais baixa, da cultura do género
Chlamydomonas sp. evidenciavam uma maior quantidade de pigmentos fotossintéticos,
contrariamente aos triplicados expostos a intensidade luminosa mais elevada (figura 42 A).
Os triplicados da cultura do género Coccomyxa sp. ndo apresentavam uma evidéncia

acentuada na diferenca de cor da cultura (figura 42 B).

Figura 42 — Triplicados das culturas unialgais no final da curva de crescimento. A. Cultura de microalgas do
género Chlamydomonas sp.; 3 primeiros replicados sujeitos a intensidade luminosa elevada, 3 tltimos replicados
expostos a intensidade luminosa mais baixa. B. Cultura de microalgas do género Coccomyxa sp., 3 primeiros
replicados sujeitos a intensidade luminosa elevada, 3 dltimos replicados expostos a intensidade luminosa mais

baixa.

As curvas de crescimento das culturas permitiram perceber que a exposi¢@o a luz mais
intensa ndo teve, aparentemente, o mesmo efeito nas duas culturas. A cultura de microalgas
do género Coccomyxa sp. apresentou uma densidade 6tica (DO), a 680 nm, maior para a
curva exposta a intensidade luminosa mais elevada, do que para a curva onde a intensidade
luminosa € mais baixa (figura 43 A).

Na cultura de microalgas do género Chlamydomonas sp. observou-se uma inversao

das curvas de crescimento. Esta microalga apresenta uma DO, a 680 nm, mais elevada para a
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curva que corresponde ao grupo de triplicados que estava exposto a uma intensidade luminosa

mais baixa (figura 43 B).
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Figura 43 — Curvas de crescimento de isolados unialgais. A. A Cultura Coccomyxa sp., intensidade luminosa

alta; A Cultura Coccomyxa sp., intensidade luminosa baixa; B. @ Cultura Chlamydomonas sp., intensidade

luminosa alta; O Cultura Chlamydomonas sp., intensidade luminosa baixa.

Caractertzacdo da Diversidade de Eucariotas Fototrdficos Proventientes de Aguas Acidas de Mina

68



1V. Caracterizagao fisiologica de um isolado unialgal de Coccomyxa sp.

4.2. Estudo fisiologico de um isolado de Coccomyxa.

4.2.1. Curva de crescimento

4.2.1.1. Biomassa

A curva de crescimento decorreu durante 30 dias e permitiu observar parametros
fisioldgicos das células quando se alterou a disponibilidade de luz, o pH e a fonte de azoto.

O aumento de biomassa foi verificado pela contagem celular. Verificou-se que a
microalga Coccomyxa sp. manteve a tendéncia de aumentar a biomassa quando estava exposta
a intensidades luminosas mais elevadas. A influéncia do pH no aumento da biomassa foi
confirmada através do meio MK a pH 2.5 e a pH 6.5. Verificou-se neste parametro que as

células dividiram-se mais, obtendo-se um nimero maior de células no meio MK pH 6.5 do

que no meio MK pH 2.5.
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Figura 44 — Curvas de crescimento da microalga Coccomyxa sp. a diferentes condi¢des de luz, pH e fonte azoto.
B Meio MKU, pH 7.0 com intensidade luminosa baixa; [1 Meio MKU, pH 7.0 com intensidade luminosa alta;
A Meio MK, pH 6.5 com intensidade luminosa baixa; /A Meio MK, pH 6.5 com intensidade luminosa alta; @
Meio MK, pH 2.5 com intensidade luminosa baixa; O Meio MK, pH 2.5 com intensidade luminosa alta. A seta

indica o dia em que as culturas foram separadas, ou seja, metade dos replicados ficaram a luz de intensidade

baixa e a outra metade foi colocada a intensidade luminosa alta.
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Com base nas curvas de crescimento efetuou-se o cédlculo da taxa de crescimento
maxima através da equacdo 5 para cada tratamento entre o sétimo dia e o trigésimo dia. A
taxa maxima de crescimento ocorre entre o sétimo e o nono dia para todos os tratamentos,
com exce¢do do meio MK a pH 6.5 na intensidade luminosa mais elevada, que tem a taxa
méxima de crescimento entre o nono e o décimo primeiro dia. O tempo de duplicacdo foi

calculado com a equagdo 6 usando a taxa maxima de crescimento (tabela IX).

Tabela IX — Taxa de crescimento média, taxa maxima de crescimento e tempo de duplicagio para a

microalga Coccomyxa sp. nos diferentes tratamentos.

MK pH 2.5 MK pH 6.5 MKU pH 7.0
LL HL LL HL LL HL
Taxa de crescimento
. 0.061 0.075 0.071 0.095 0.061 0.009
média (dia™)
Taxa maxima de
’ 0.347 0.432 0.316 0.425 0.298 0.351
crescimento (dia™)
Tempo de
2.0 1.6 2.2 1.6 2.3 2.0
Duplicacao (dia)

Observando as células ao microscopio foi possivel verificar a presenca de lipidos por
reacdo com o corante azul do Nilo. Verificou-se a existéncia de células (figuras 45, 46 e 47)
com estruturas lipidicas em todos os meio utilizados nesta parte do trabalho, no entanto, o
meio MK pH 6.5 evidenciou um menor nimero de células com estas estruturas lipidicas

(figura 47 C).
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10pum

Figura 45 — Células de microalga Coccomyxa sp. em cultura em meio MK a pH 2,5. A. microscopia de campo

claro, B. microscopia de epifluorescéncia com filtro azul, cloroplasto a vermelho e estruturas lipidicas a amarelo.

Figura 46 — Células de microalga Coccomyxa sp. em cultura em meio MKU a pH 7.0. A. microscopia de campo

claro. B. microscopia de epifluorescéncia com filtro azul, cloroplasto a vermelho e estruturas lipidicas a amarelo.
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10pm

Figura 47 — Células de microalga Coccomyxa sp. em cultura em meio MK a pH 6.5. A. microscopia de campo
claro. B. microscopia de epifluorescéncia com filtro azul, cloroplasto a vermelho. C. microscopia de

epifluorescéncia com filtro azul, cloroplasto a vermelho e estruturas lipidicas a amarelo.

A cultura de Coccomyxa sp. com meio MKU pH 7.0 evidenciou células com uma
forma mais redonda do que as que se observavam nos outros dois meios de cultura. As células
foram medidas para verificar o volume celular (figura 48 A) e a relacdo entre o eixo maior € 0

eixo menor (figura 48 B).
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Figura 48 — Volume celular (A) e a razdo entre a altura e a largura (B) das células de Coccomyxa sp. dos trés

meios de cultura para a intensidade luminosa baixa.
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Com o intuito de analisar a significancia deste resultado foi aplicado um teste
estatistico One-wayANOVA utilizando o programa GraphPad Prism (versdao 5.00 para
Windows, GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com). Utilizou-se

um teste (teste de comparacdo multiplo de Tukey) que permite comparar os diferentes
tratamentos com um intervalo de confianca de 99%. O volume celular ndo apresenta diferenca
significativa nas médias e o teste aplicado para comparar os tratamentos (tabela X) também

ndo retornou significancia.

Tabela X — Teste de comparagdo mdltiplo de Tukey para o volume celular, nos diferentes tratamentos para a

intensidade luminosa baixa.

Teste comparativo P <0.01
MK pH 2.5 vs MKU pH 7.0 Nio
MK pH 2.5 vs MK pH 6.5 Nio
MKU pH 7.0 vs MK pH 6.5 Nao

A diferenca da média para a razdo entre os eixos maior € menor das células é
significativa, com P < 0.001. O teste de comparacdo aplicado aos diferentes tratamentos
(tabela XI) mostrou que a cultura em meio MKU a pH 7.0 teve uma média significativamente
diferente em relacdo as culturas em meio MK a pH 2.5 e 6.5. No entanto, as culturas em meio

MK (pH 2.5 e 6.5) ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas.

Tabela XI — Teste de comparacéo miiltiplo de Tukey para a relagdo altura vs. altura, nos diferentes tratamentos

para a intensidade luminosa baixa.

Teste comparativo P <0.01

MK pH 2.5 vs. MKU pH 7.0 Sim (¥#%)
MK pH 2.5 vs. MK pH 6.5 Nao

MKU pH 7.0 vs. MK pH 6.5 Sim (¥*%)

Assim, o biovolume ndo apresentou alteracdo quando comparados os diferentes
tratamentos para a intensidade luminosa baixa, mas o tamanho/forma das células foi alterado

quando se comparou os diferentes tratamentos usados.
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1V. Caracterizagao fisiologica de um isolado unialgal de Coccomyxa sp.

4.2.1.2. Pigmentos fotossintéticos

Os pigmentos fotossintéticos foram seguidos ao longo do tempo que decorreram as
curvas de crescimento, trés vezes por semana, em conjunto com as contagens celulares. A
extracdo foi feita em DMSO e usou-se as equagdes descritas anteriormente para calcular as
concentracoes de clorofila a e b, e a concentragio de carotenoides. Observou-se o aumento da
concentracdo de pigmentos fotossintéticos em geral, no entanto as culturas em meio MK a pH
2.5 (figura 49) e em meio MKU (figura 50) a pH 7.0 tiveram menor concentragcdo de cada um
dos pigmentos em relagdo as culturas em meio MK a pH 6.5 (figura 51). A varia¢do da
intensidade luminosa, dentro do mesmo meio de cultura, ndo pareceu ter uma influéncia
grande na diferenca da concentracdo de pigmentos, mas verificou-se que o aparecimento de
concentracdes mensuraveis de carotenoides ocorreu mais cedo no meio exposto a intensidade

luminosa mais elevada.
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Figura 49 — Pigmentos fotossintéticos, extraidos com DMSO, de células de microalga Coccomyxa sp. cultivadas

em meio MK a pH 2.5. A. Intensidade luminosa baixa. B. Intensidade luminosa alta.

Caractertzacdo da Diversidade de Eucariotas Fototrdficos Proventientes de Aguas Acidas de Mina

75



1V. Caracterizagdo fisiologica de um isolado unialgal de Coccomyxa sp.

>
w

—
—
E
oh 2
2 -
7}
S ==
s - — — - _ = == ==
e 1
=1}
o =
=5 =

Q 9% % A o XD L0 0 q:\ q‘},
Tempo (dias)
[] Clorofila a [] Clorofila b [] Carotenoides

—~
-

E

ep 21

3

A ==
17,) =
8 ==

= - == = —— = == =

5

& ]

& +

O U X A O A LD L WO P
Tempo (dias)
[] Clorofilaa [ Clorofila » [[] Carotenoides

Figura 50 — Pigmentos fotossintéticos, extraidos em DMSO, de células de microalga Coccomyxa sp. cultivadas

em meio MKU a pH 7.0. A. Intensidade luminosa baixa. B. Intensidade luminosa alta.
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Figura 51 — Pigmentos fotossintéticos, extraidos em DMSO, de células de microalga Coccomyxa sp. cultivadas

em meio MK a pH 6.5. A. Intensidade luminosa baixa. B. Intensidade luminosa alta.
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A razdo entre as clorofilas (figura 52) permitiu verificar que ha um aumento
gradual da clorofila @ em relacdo a clorofila b. No caso da cultura que estava em meio MK pH
6.5 verificou-se uma inversdo da quantidade de clorofilas (@ e b) a meio da curva de
crescimento, e verificou-se ainda, para este meio de cultura, que a razdo das clorofilas para a
intensidade luminosa mais elevada ficou ligeiramente abaixo da razdo das clorofilas para a
intensidade luminosa mais baixa. No meio MK pH 2.5 nao se verificou esta tendéncia no que

diz respeito a intensidade luminosa.

1.2
1.0

_Q

5 0.8

S 0.6;

S 0.4

0.2
0.0
Q

N\ ® b o
Tempo (dias)

<pH25HL =pH65HL < pH7.0HL

«pH25LL +~pH65LL <+pH7.0LL

Figura 52 — Razio entre a clorofila a e a clorofila b para cada meio e intensidades luminosas testadas. @ Meio
MK, pH 2.5 com intensidade luminosa baixa; O Meio MK, pH 2.5 com intensidade luminosa alta; A Meio
MKU, pH 7.0 com intensidade luminosa baixa; A Meio MKU, pH 7.0 com intensidade luminosa alta; ¢ Meio

MK, pH 6.5 com intensidade luminosa baixa; <> Meio MK, pH 6.5 com intensidade luminosa alta.

A clorofila total por célula (figura 53) diminuiu ao logo do tempo, acabando por
estabilizar a diferentes niveis, consoante o meio e a intensidade luminosa. Relativamente aos

carotenoides (figura 54) verificou-se um aumento destes por célula ao longo do tempo.

Caracterizacdo da Diversidade de Eucariotas Fototrificos Provenientes de Aguas Acidas de Mina

78



1V. Caracterizagao fisiologica de um isolado unialgal de Coccomyxa sp.

N
@

-
a

ot
L

clr total (pg.célula'l)
&

o
(=)

o P o
Tempo (dias)

MK LL pH 2.5 MK LL pH 6.5 MKU LL pH 7.0

= MKHLpH2.5 ¢« MKHLpH 6.5 -~ MKUHL pH 7.0

o
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Figura 54 — Carotenoides por célula para cada meio e intensidades luminosas testadas. @ Meio MK, pH 2.5
com intensidade luminosa baixa; O Meio MK, pH 2.5 com intensidade luminosa alta; A Meio MKU, pH 7.0
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Caracterizacdo da Diversidade de Eucariotas Fototrificos Provenientes de Aguas Acidas de Mina

79



1V. Caracterizagao fisiologica de um isolado unialgal de Coccomyxa sp.

4.2.1.3. Variagdo do pH

O pH das culturas foi monitorizado ao longo do tempo verificando-se pequenas

alteracdes do pH como indicado no grafico da figura 55, no entanto apenas o ponto assinalado

*

com sofreu uma alteracdo significativa no pH para intensidades luminosa diferentes.
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Figura 55 — Variacio do pH ao longo da curva de crescimento para cada meio de cultura. ® Meio MK, pH 2.5
com intensidade luminosa baixa; O Meio MK, pH 2.5 com intensidade luminosa alta; A Meio MKU, pH 7.0

com intensidade luminosa baixa; A Meio MKU, pH 7.0 com intensidade luminosa alta; ¢ Meio MK, pH 6.5

com intensidade luminosa baixa; & Meio MK, pH 6.5 com intensidade luminosa alta. *** P<0.001

4.2.2. Stress oxidativo

4.2.2.1. Biomassa e pigmentos

Ap6s 72h, depois da adicdo do cobre as culturas, estas tinham aspetos diferentes,
como se pode verificar na figura 56. Os replicados cultivados em meio MK a pH 2.5
apresentavam cor verde como nos replicados controlo, no entanto os replicados cultivados no
meio MK a pH 6.5 apresentavam uma cor azul-esverdeada comparativamente aos replicados

controlo.
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1V. Caracterizagdo fisiologica de um isolado unialgal de Coccomyxa sp.

Figura 56 — Replicados para a determinacdo do MDA apés as 72h. A. Meio MK a pH 2,5; B. Meio MK a pH
6,5. 1. Controlo, 2. C (Cu **) =0.4 mM, 3. C (Cu **) =0.8 mM;

A avaliagdo da biomassa através da contagem celular permitiu perceber se as
células tinham mantido um crescimento dentro do esperado. As células em cultura com meio
MK a pH 2.5 (figura 57 A) apresentavam aumento do nimero de células para qualquer das
concentragdes de Cu®* adicionada, verificando-se um crescimento ligeiramente superior nos
replicados com concentragdo de 0.4 mM de Cu®* relativamente aos replicados do controlo. O
crescimento nos replicados com concentracio de 0.8 mM de Cu”* nio foi tdo evidente como o
respetivo controlo.

As células em cultura com meio MK a pH 6.5 (figura 57 B) apresentaram
aumento do numero de células apenas nos replicados do controlo; nos restantes replicados,
para as diferentes concentragdes de Cu2+, nio se verificou aumento do ndmero de células,

tendo-se mesmo registado um decréscimo nos replicados expostos a 0.8 mM de Cu**.
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Figura 57 — Numero de células no tempo zero e 72h depois de adicionar as concentragdes de cobre em ambos os

meios de cultura. A. Meio MK a pH 2.5; B. Meio MK a pH 6.5.

Caractertzacdo da Diversidade de Eucariotas Fototrdficos Proventientes de Aguas Acidas de Mina

81



1V. Caracterizagdo fisiologica de um isolado unialgal de Coccomyxa sp.

Os pigmentos extraidos mostraram a acumulacdo de carotenoides em todos os
replicados a pH 2.5. Os replicados a pH 6.5 apresentaram acumulagdo de carotenoides apenas
nos controlos, como se pode observar nos graficos da figura 58. Em relacdo as clorofilas,
nota-se um decréscimo mais acentuado na clorofila a do que na clorofila b nas culturas a pH
6.5 expostas a cobre, enquanto nas culturas a pH 2.5 ndo se registaram efeitos significativos

nas concentracdes de ambas.
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Figura 58 — Pigmentos extraidos para cada tratamento na inducdo de stress oxidativo com duas concentra¢des de

Cobre. A. Culturas em meio MK a pH 2.5. B. Culturas em meio MK a pH 6.5. * P < 0.05; *** P < 0.001
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4.2.2.2. Quantificacdo de MDA

Na determinacao do MDA (figura 59) verificou-se que para a concentracao de 0.4
mM de cobre, as células em cultura no meio MK a pH 2.5 apresentaram valores duas vezes
menores que as células em cultura no meio MK a pH 6.5. J4 nos replicados em que a
concentracdo de cobre usada foi de 0.8 mM ndo houve diferencas significativas quer em
relacdo as culturas a pH mais baixo quer em relacdo ao respetivo controlo.

Como se pode verificar, pelos graficos presentes na figura 57, houve um
decréscimo acentuado no nimero de células referentes ao meio de cultura MK a pH 6.5 para a
concentracdo de 0.8 mM de cobre testada. Por esse motivo os valores de MDA foram também
expressos em nmol por milhdo de células para cada um dos meios de cultura usados (figura
60). Deste modo verifica-se que o cobre a pH 6.5 aumenta significativamente os niveis de
MDA (cerca de 3 vezes). No entanto nao se registam diferengas significativas devidas

somente ao efeito do pH, como se pode ver comparando os controlos dos dois tipos de

culturas.
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Figura 59 — Valores de MDA, resultantes do teste de duas concentragdes de Cobre, apds 72h.
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Figura 60 — Valores de MDA, em nmol por 10° células, resultantes do teste de duas concentracdes de Cobre,

apods 72h, em meio MK. P <0.001

Caracterizagdo da Diversidade de Eucariotas Fototrificos Provenientes de Aguas Acidas de Mina

84



1V. Caracterizagao fisiologica de um isolado unialgal de Coccomyxa sp.

5. Discussdo

Nesta parte do trabalho pretendeu-se estudar um dos isolados obtidos no capitulo
anterior. Pretendeu-se verificar como € que a microalga isolada reagiria a diferentes
intensidades de luz, assim como a diferentes fontes de azoto e a diferentes valores de pH.
Como foram isolados duas microalgas, optou-se por testar as duas durante algum tempo de
forma a poder ver o comportamento em relacdo ao crescimento, tendo em vista escolher a que
fosse mais eficiente no crescimento, e apresentasse menos entraves a conclusdo do trabalho. A
Coccomyxa sp. apresentou ‘“‘vantagens” em relacio a Chlamydomonas sp., por,
aparentemente, nao ter um ciclo de vida dimérfico e ndo apresentar movimento. A presenca
de uma estrutura que se identificou como fungo, na cultura de Chlamydomonas sp., a
determinada altura da etapa de caracterizagdo fisioldgica, também foi um dos impedimentos a
escolhas dos isolados de Chlamydomonas sp..

A curva de crescimento realizada, para os isolados de Coccomyxa sp., decorreu
durante 30 dias com o objetivo de acompanhar todas as fases associadas ao desenvolvimento
de microrganismos. A curva deveria ter sido acompanhada mais frequentemente. No entanto
as curvas permitiram perceber que o crescimento da cultura a pH 2.5 apresenta um
desenvolvimento mais lento do que a curva de crescimento da cultura a pH 6.5, e a pH 7.0,
ndo permitindo observar a tendéncia da cultura de entrar em fase estaciondria ou mesmo na
fase de morte celular. Decorridos 16 dias a cultura em meio MKU a pH 7.0 entrou na fase de
morte celular e a cultura em meio MK pH 6.5, exposta a intensidade luminosa mais elevada,
mostrou uma tendéncia de abrandamento préximo do vigésimo dia.

As fontes de azoto testadas foram o nitrato e a ureia, e esperava-se que os replicados
testados com o meio MKU a pH 7.0 se mantivessem, em termos de crescimento celular,
proximos ou até ligeiramente superiores em relacdo aos replicados testados em meio MK a
pH 6.5. Estudos de Casal et al. (2011), onde se testaram diferentes fontes de azoto, para o
crescimento de um isolado do género Coccomyxa, mostraram ser a ureia melhor fonte de
azoto do que o nitrato, a pH 2.5. No presente trabalho, o que se verificou foi um decréscimo
rapido da cultura em meio MKU a pH 7.0 em relagdo a cultura em MK a pH 6.5, mesmo que
durante os primeiros 16 dias, estas se tenham mantido quase equivalentes em termos de

crescimento. Uma possivel razdo para explicar este decréscimo, antes do esperado, pode
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dever-se a microbiota acompanhante, pois a cultura ndo estava axénica. A bactéria
acompanhante, Variovorax paradoxus, metaboliza a ureia convertendo-a em amonia, sendo
esta a forma do azoto que assimila. Esta bactéria foi usada em estudos com herbicidas
(Sgrensen et al., 2008) onde se verifica a eficiéncia desta na metaboliza¢do de compostos com
ureia. Uma vez que tanto a microalga como a bactéria utilizavam a mesma fonte de azoto, a
disponibilidade em ureia pode ter sido comprometida e ser reduzida mais rapidamente
fazendo com que a cultura entrasse em declinio.

A utilizagcdo de dois niveis de luz mostrou que esta microalga apresentou um nimero
de células maior para a intensidade luminosa mais elevada (95.79 pmol.s'l.m'z) que se usou,
em ambos os pH usados. Mas se examinarmos relativamente a fonte de azoto, verificou-se
que, a cultura em meio MKU ndo apresenta diferencas relativamente ao aumento celular nas
duas condi¢des de luz, além disto, esta cultura evidenciou um decréscimo celular mais
acentuado nos replicados expostos a intensidade luminosa elevada, possivelmente pelas
razoes ja apresentadas.

A taxa de crescimento média foi diferente para qualquer dos tratamentos nas duas
intensidades luminosas testadas, sendo ligeiramente maior para a intensidade luminosa
elevada, com excecdo do meio de cultura MKU a pH 7.0. Dentro dos tratamentos verificou-se
que a taxa maxima de crescimento ocorreu no meio MK a pH 2.5 na intensidade luminosa
alta, com o valor 0.432 dia’l, mas a cultura no meio MK a pH 6.5 também apresentou uma
taxa maxima de crescimento muito semelhante para a mesma intensidade luminosa. Estas
microalgas apresentam um tempo de duplicacdo de 1.6 dias para as culturas em meio MK a
pH 2.5 e 6.5 na intensidade luminosa mais elevada. A cultura em meio MKU a pH 7.0
exposta a intensidade luminosa mais baixa apresenta o tempo de duplica¢cdo maior, com 2.3
dias.

Os pigmentos produzidos pelas células em cultura com meio MK a pH 2.5 mostraram
um aumento ligeiro das clorofilas a e b ao longo do tempo, para ambos os tratamentos de luz.
O aparecimento de carotenoides, no meio MK a pH 2.5, s6 se verificou a partir do décimo
primeiro dia para a intensidade luminosa mais elevada e a partir do décimo terceiro dia para a
intensidade luminosa mais baixa. Observou-se um aumento acentuado de pigmentos nas
células em cultura no meio MK a pH 6.5, ao longo do tempo. Neste meio, verificou-se o
aparecimento de carotenoides a partir do quarto dia para a intensidade luminosa mais elevada

e a partir do sétimo dia para a intensidade luminosa mais baixa. A diferenca que se verificou
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entre os dias em que apareceram os carotenoides para a intensidade luminosa mais elevada e
mais baixa era esperada. A exposi¢cdo do aparelho fotossintético a intensidade luminosa mais
elevada fez com que as células produzissem pigmentos acessérios, nomeadamente
carotenoides. Este aspeto pode ser interessante a nivel biotecnoldgico, pois os carotenoides
apresentam propriedades antioxidantes.

A razdo entre a clorofila a e a clorofila b foi crescente em qualquer dos tratamentos,
verificando-se que, na cultura em meio MK pH 6.5, o aumento € mais marcado em relagdo as
outras culturas.

A monitorizagdo do pH das culturas, ao longo do tempo que decorreu a curva de
crescimento, mostrou que o pH destas ndo se altera para as diferentes intensidades luminosas
testadas. Apenas uma das monitorizacdes na cultura em meio MK a pH 6.5 apresentou um
nivel de significancia elevado, com P < 0.001, no vigésimo primeiro dia. A cultura em meio
MK pH 2.5 ndo apresentou alteracdo do pH ao longo do tempo, ja a cultura em meio MK a
pH 6.5 apresentou um ligeiro aumento do pH ao longo do tempo. A cultura em meio MKU a
pH 7.0 apresentou um ligeiro decréscimo no pH ao longo do tempo.

O pH parece ter tido interferéncia na resposta de Coccomyxa sp. ao cobre. De facto, a
pH 2.5 verificou-se um ligeiro decréscimo no crescimento a 0.8 mM de cobre, embora ndo
significativo, enquanto que a pH 6.5 ao fim de 72h de exposicdo a 0.8 mM de cobre o
decréscimo do ndmero de células € bem evidente. Os valores de MDA para as duas
concentracdes de cobre testadas, na cultura em meio MK a pH 2.5, foram muito semelhantes,
e maiores em relacdo aos valores de MDA dos replicados controlo. Na cultura em meio MK a
pH 6.5 verificou-se um grande valor de MDA para os replicados onde se adicionou 0.4 mM
de cobre relativamente aos replicados de controlo e aos replicados com a concentragio 0.8
mM de cobre. A expressao dos valores de MDA por peso fresco mostrou grande variacao
quer entre culturas quer numa mesma cultura ao longo do tempo, mostrando ndo ser o mais
adequado quando o nimero de células por ml varia grandemente. De facto, o peso fresco
determinado ndo teve em conta as células mortas e em decomposicdo existentes no volume
celular pesado, nem variagdes de potencial hidrico celular que podem ter variado grandemente
entre culturas, afetando assim a determinagdo de MDA. Quando se calculou a concentragdo de
MDA por milhdo de células, um parametro mais préximo do estado de funcionamento de
cada cultura, verificou-se um aumento significativo de MDA causado pelo cobre, quer a 0.4

mM quer a 0.8 mM, a pH 6.5. Na cultura em meio MK a pH 2.5 observou-se que os valores
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de MDA por milhdo de células foram idénticos para ambas as concentracdes de cobre
testadas, e que os replicados controlo ndo apresentaram valores expressivos por milhao de
células. Uma vez que estas células provieram de um meio onde a quantidade de metais €
elevada, os mecanismos existentes para reduzir o aporte de metais, que ndo sejam necessarios
a célula, estavam ativos e permitiram as células diminuir a peroxidacdo lipidica.
Aparentemente, no entanto, a simultaneidade de pH 6.5 e concentracdes de cobre de 0.4 e 0.8
mM induzem um cendrio de stress oxidativo, tal como indicado pelos elevados niveis de
MDA. Estes resultados estdo de acordo com o facto de ndo se terem observado tantas
estruturas lipidicas nas células desta cultura em relagc@o as células da cultura em meio MK a
pH 2.5.

O facto de esta microalga ter mecanismos de defesa adaptados ao pH original (pH<3)
pode ter feito com que, quando exposta a um pH mais elevado nao tivesse que gerir o pH
interno com um controlo tdo rigoroso, o que lhe terd permitido duplicar o nimero de células
com maior facilidade em relacdo as culturas em meio MK a pH 2.5. No entanto, o pH neutro
pode estar na origem de uma fonte de stress, pois a maquinaria da célula estava “adaptada” a
um meio mais agressivo.

Com um interesse biotecnoldgico crescente na producdo de carotenoides, devido ao
seu potencial antioxidante, o meio de cultura testado a pH 6.5 € o que melhor evidenciou a
acumulacgdo de carotenoides com quantidades de biomassa maiores. No entanto estas parecem
ndo conseguir reagir ao aumento de cobre, principalmente a concentracdo mais elevada que
foi testada. De acordo com estudo de (Vaquero et al., 2012) foi verificado que as
concentracoes de cobre at¢é 0.4 mM sdo melhores para induzir stress em culturas de
Coccomyxa sp. a pH 2.5 permitindo o aumento da acumulacdo de carotenoides nas células.
Esperava-se que na cultura a pH 6.5 se verificasse algo semelhante ou até mais evidente, pois
com os resultados da curva de crescimento verificou-se que a acumulagdo de carotenoides

ocorria mais cedo e de forma mais elevada do que nas células em cultura a pH 2.5.
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A identificacdo de microrganismos presentes em amostras ambientais deve ser feita
com base em vdrias técnicas permitindo, assim, obterem-se resultados fidedignos, de modo a
que as bases de dados sejam mais completas na informacdo apresentada. Identificou-se
morfologicamente quatro tipos de organismos, nomeadamente Euglena, Coccomyxa,
Chlamydomonas, Klebsormidium e Diatoméceas, que representam 3 linhagens evolutivas
distintas de eucariotas. Molecularmente, estes mesmos organismos foram detetados por
ambos os marcadores moleculares usados, designadamente, 18S rDNA e 23S rDNA. Os
investigadores que t€ém estudado os microrganismos fototréficos de Rio Tinto (Espanha)
utilizaram um fragmento do gene 18S como marcador molecular, no entanto o gene rbcL €
também usado para identificar molecularmente microalgas filamentosas, como € o caso de
Klebsormidium isolado por Novis (2006). A utilizacdo do marcador filogenético 23S rDNA
(Sherwood e Presting 2007) estd documentada em amostras ambientais sobretudo marinhas.
Neste trabalho verificou-se que apresenta boa definicdo para a identificacdo especifica com as
sequéncias que obtivemos das amostras ambientais a pH < 3. A disponibilidade de sequéncias
do marcador 23S rDNA, na base de dados do GenBank, é no entanto ainda relativamente
baixa. Por outro lado, apesar de haver disponivel no GenBank um nimero elevado de
sequéncias do gene 18S, a maioria das que mostraram ter homologia com as obtidas neste
trabalho pertence a organismos de ambientes extremos (sobretudo Rio Tinto) mas ainda ndo
cultivados. Além da parte molecular carecer de uma boa documentacio, esta deve ser
associada a uma boa descricdo morfolégica. Futuros estudos ndo se podem ficar s6 pela
identificacdo molecular, mas deverdo caracterizar o(s) organismo(s) de modo a que seja
possivel perceber como se influenciam as espécies que vivem em consércio num biofilme, e
como tiram partido desta associa¢do, principalmente em AMD.

Foi possivel cultivar e isolar, em laboratério, espécies de dois géneros de microalgas, a
saber Chlamydomonas e Coccomyxa, que foram mantidas em cultura. Apesar de serem
microrganismos de meio 4cido foram isolados com alguma facilidade, pois a utilizacdo de um
meio semissélido (com pouca quantidade de agar) permitiu manter a disponibilidade da dgua
mas também imobilizar o organismo, importante principalmente no isolamento da microalga
Chlamydomonas sp., possibilitando obter coldnias que facilitam muito o processo de

isolamento. A identificacdo molecular dos microrganismos isolados apresentou as mesmas
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limitagcdes encontradas com os microrganismos recolhidos, nas amostras ambientais. A
situac@o mais relevante ocorreu com os isolados de Coccomyxa sp., pois existia, apenas, uma
sequéncia de um isolado do género Coccomyxa, na base de dados GenBank com 97% de
identidade méxima, quando se efetuou o BLAST das sequéncias obtidas. Posteriormente
foram adicionadas quatro novas sequéncias, porém também ndo eram de isolados
provenientes de meios acidos, no entanto consubstanciaram a classificacdo taxondémica dada
ao isolado obtido neste trabalho.

A avaliacdo fisiologica do isolado unialgal de Coccomyxa sp. permitiu perceber que
estes organismos desenvolveram mecanismos de adaptacido para o meio em que se encontram
(pH < 3), além de terem uma plasticidade fisiologica grande, pois quando colocadas em pH
6.5, estas microalgas apresentam uma taxa de crescimento média maior do que a obtida para
as microalgas cultivadas a pH 2.5. E uma espécie que apresenta uma boa adaptabilidade em
termos de manipulacio laboratorial, pois apesar de ndo ter as melhores condi¢des de cultura,
visto que ndo foi adaptado um sistema de arejamento, nem de injecdo de CO; e o crescimento
da cultura s6 ter sido efetuado em sistema fechado (sem renovac¢do do meio), esta apresentou
uma taxa de crescimento aceitavel, com um tempo de duplica¢do préximo dos 2 dias.

Aplicar a microalga Coccomyxa sp. a um sistema de cultura em larga escala para a
obtencdo de biomassa pode produzir bons resultados, principalmente no que se refere a
acumulacgdo de carotenoides. Este interesse biotecnoldgico pode ser ponderado com o uso do
meio MK a pH 6.5 na intensidade luminosa elevada, conseguindo uma maior quantidade de
biomassa, com uma taxa de crescimento média maior e producdo de carotenoides mais cedo.
A acumulagdo de carotenoides por parte das células de Coccomyxa sp., usando o meio MK a
pH 2.5, pode ser outra forma de uso do potencial desta microalga.

Futuramente poder-se-a averiguar outros antioxidantes produzidos pelas células, em
meio de cultura a pH 2.5, como resposta ao stress oxidativo, provocado por componentes do
meio. Na cultura de Coccomyxa sp. a pH 6.5 com uma concentracdo 0.4 mM de cobre
verificou-se um valor elevado de MDA, mas ndo se comprovou acumulacio de carotenoides,
pelo método de determinacdo usado.

A acumulagcdo de carotenoides é apenas um dos aspetos da resposta ao stress
oxidativo. Uma vez que ndo se verificou mais acumulagdo de carotenoides a pH 2.5 mesmo
quando a concentracdo de cobre no meio era elevada (0.8 mM) e por outro lado nao foi

encontrada evidéncia de peroxidacdo de lipidos (MDA) ou degradacdo de clorofila, sera
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interessante averiguar qual o papel dos componentes antioxidantes enzimdticos neste
organismo. Neste sentido, estudos futuros deverdo incluir a determinacdo da atividade de
enzimas como a superdxido dismutase, catalase, peroxidase, entre outras.

Uma perspetiva mais alargada de estudo dos mecanismos celulares que permitem a
sobrevivéncia em meio dcido com altas concentracdes de metais, deverd por sua vez recorrer a
aplicacdo de técnicas de gendmica funcional em organismos modelo recuperados destes

ambientes extremos.
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Anexos

I. Meio K9 Modificado (Cuaresma, Garbayo, Vega e Vilchez, 2006)

O meio de cultura utilizado tem uma solu¢do de elementos que foi preparada com
antecedéncia, pois tinha que ficar durante 48h no escuro. A solucdo de elementos foi preparada

como descrito no ponto 1, e o meio de cultura foi preparado de acordo com o descrito no ponto 2.
1. Solugao de elementos

A solucdo de elementos compde-se por micronutrientes essenciais. Esta solug¢do foi
realizada em duas partes. Primeiro adicionou-se 10 g de EDTA em 250 ml de dgua destilada com
pH ligeiramente bésico. A segunda solu¢do continha os elementos, pela ordem apresentada na

tabela seguinte, em 550 ml em dgua destilada, aquecida a 100°C.

Reagente

Nome Formula Quanfidade (2)
Acido bérico H;Bo; 2,28
Sulfato de zinco pentahidratado ZnS0,.7H,0 4,40
Cloreto de Manganés tetrahidratado MnCl,.4H,O 1,02
Sulfato de ferro pentahidratado FeSO,.7H,0O 1,00
Cloreto de cobalto hexahidratado CoCl,.6H,0 0,32
Sulfato de cobre pentahidratado CuSO0,.5H,0 0,32
Molibdato de amonio tetrahidratado Mo,0,4(NH,).4H,0O 0,22

Ap6s a adicdo dos elementos misturaram-se as duas solucdes preparadas, obtendo uma cor
verde, e voltou-se a aquecer até aos 100°C. Deixou-se arrefecer até aos 90°C — 80°C e acertou-se
o pH a 6,8 com KOH (20%, p/v) sempre com a temperatura acima dos 70°C. O volume foi

completado até aos 1000 ml.
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2. Meio de Cultura

Para um volume de 11 de meio de cultura usou-se os reagentes presentes na tabela seguinte,

pela ordem apresentada, num volume de 600 ml.

Reagente
Nome Formula Quantidade
Sulfato de potassio K,SO, 395¢g
Cloreto de potassio KCl1 0,1¢g
Fosfato dipotassio trihidratado K,HPO,.3H,0 05¢g
Cloreto de magnésio hexahidratado MgCl,.6H,0 041¢g
Nitrato de potassio KNO; 229¢
Cloreto de calcio dihidratado CaCl,.2H,0 0,0l g
Solucio de elementos - 5 ml

O pH foi ajustado a 2,5+0,5 com &cido sulfirico concentrado. O volume foi preenchido até

aos 700 ml, e foi autoclavado durante 20min a 121°C.

Para uso do meio liquido, ap6s o procedimento de autoclavagem adicionou-se 300 ml de

dgua destilada estéril para completar um litro de meio. Para o meio sélido, adicionou-se 300 ml

de Agar estéril 6%.
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II. Alinhamento dos clones obtidos das culturas unialgais

para o marcador 18S rDNA

10 20 30 40 50 60
B e e e e A O I

18S clonel TGAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGARAA
188 Clonell ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

188 ClonE2 L e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
188 ClonE3 L e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
B2 2 o o o V=Y. O
B2 2= < o o V=
18S clone9  ............... Gt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
18S Clonell ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
18S clonel7 ............. O G. ...t
18S clonel8 ............. R G. ...,
18S clonel5 ............. O G. ...t
18S cloneld ............. B G............ G
18S clonel6 ............. O G. ...t

T e e T e e e e
18S clonel GTTGGGGGCTCGAAGACGATTAGATACCGTCCTAGTCTCAACCATAAACGATGCCGACTA
188 Clomnell .. e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

B2 1 < o o V=
B2 2= < o V=0
B2 2= o o V=Y. O
188 ClonE T i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
188 ClonEd L e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
18S clonel0 ..... B e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e
18S clonel7 .. ... e e e e € C.
18S clonel8 .......... ..., G......... Gt e e e e e C.
18S clonels ... ... e e € C.
18S cloneld .. . A, . ... e e e Gt e e e e e e e C.
18S clonel6 . ... ... e € C.

T e e T e e e T
18S clonel GGGATTGGCGGGCGTTCTTTTGATGACCTCGCCAGCACCTTATGAGAAATCAAAGTTTTT
18S Clonell .. e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

B2 2 < o o V=
188 Clomned L e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
B2 2 < o o V=Y. O
188 Clomne T L e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
188 ClonEd L e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
18S Clonell ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
18S clonel7 ............ T........ A...... C.iiiiii et GA......... G...C

18S clonel8 ............ T........ A...... C.iiiiii .. GA......... G...C...
18S clonel5 ............ T........ A...... C.iiiiii .. GA......... G...C...
18S cloneld ............ T........ A...... C.iiiiii .. GA......... G...C

18S clonel6 ............ T........ A...... C.iiii i GA......... G...C
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18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s

18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s

18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s

clonel
clonell
clone2
clone3
clone5
clone7
clone9
clonelO
clonel?
clonel8
clonelb
cloneld
clonelé6

clonel
clonell
clone2
clone3
clone5
clone7
clone?9
clonelO
clonel?
clonel8
clonelb
cloneld
clonelé6

clonel
clonell
clone2
clone3
clone5
clone7
clone9
clonelO
clonel?
clonel8
clonelb
cloneld
clonelé6

190 200 210 220 230 240

D e e e e e
GGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACC

D e e e e
ACCAGGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACCAGGTCCAGA

. e e e e I T
CATAGTGAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGC

CGAG. .T....A. ... ..., T...... €
CGAG. .T....A. ... ... ..., T...... T.G.oviii i
CGAG. .T....A. ... ..., T...... 1
CGAG. .T....A. ... ... ..., T...... T.G.oviii i
CGAG. .T....A. ... ..., T...... T.G.oviiii i
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18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s

18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s

18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s
18s

clonel
clonell
clone2
clone3
clone5
clone7
clone9
clonelO
clonel?
clonel8
clonelb
cloneld
clonelé6

clonel
clonell
clone2
clone3
clone5
clone7
clone?9
clonelO
clonel?
clonel8
clonelb
cloneld
clonelé6

clonel
clonell
clone2
clone3
clone5
clone7
clone9
clonelO
clonel?
clonel8
clonelb
cloneld
clonelé6

370

D e e e e e
CGTTCTTAGTTGGTGGGTTGCCTTGTCAGGTTGATTCCGGTAACGAACGAGACCTCAGCC

380 390 400 410 420

D e e e e
TGCTAACTAGTCACGGTTGGTTTTACCAGCCGGCCGACTTCTTAGAGGGACTATTGGCGA

........................ T e e e e
...... A........T..CC CTGG.TA..CTT.....................T..T
...... A........T..CC CTGG.TA. .CTT...........civvve....T..T
...... A........T..CC CTGG.TA..CT......................T..T
...... A........T..CC CTGG.TA. .CTT...........covvve....T.. T
...... A........T..CC CTGG.TA. .CTT...........civvve....T..T
490 500 510 520 530 540

. e e e e I T
CTAGCCAATGGAAGTGTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCG
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550 560 570 580 590 600
T e e T e e e T

18S clonel CACGCGCGCTACACTGATGCAATCAACGAGCCTAGCCTTGGCCGAGAGGTCCGGGTAATC
18S clonell .. e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
18S clone2 .. e e e e e e e e e Cot e e e e
3= T o o3+ =0
2 2 < o 1=
2 2= < o V=
2 2 < o V=Y
18S Clonell ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
18S clonel7 . .......'iiiuiunnnn. b b C.T........
18S clonel8 .. ....... .. . ... b b C.T........
18S cloneld . ......... ... ... b b C.T........
18S cloneld ... ... ... . . ... b b C.T........
18S clonel6 . ..........ciiiiiinnn. b b C.T........

D e e e e
18S clonel TTTGAAACTGCATCGTGATGGGGATAGATTATTGCAATTATTAATCTTCAACGAGGAATG

188 clonell .. e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
188 ClonE2 L e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
188 Clomned L e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
188 CloneS e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
188 ClonE T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
188 Clomne . e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
18S Clonell ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e G..
18S clonel Tl ... e e e e e e e e e e e e e e e G. . e
18S clonel8 . ... e e e e e e e e e e G. it
18S clonell . ... e e e e e e e e G. i
18S cloneld ... e e e e e e e e e G. i e
18S Clonelb . ... e e e e e e e e e e e G. i e

. I R e I I
18S clonel CCTAGTAAGCGCGAGTCATCAGCTCG
18S clonell ... ... .. ...
18S clone2 ... ... e e e
18S clone3 ... ... e e
18S clonebS ... ... e e
18S clone7 ... .. e e e
18S cloned ... ... e e
18S clonell ... ... .. ..
18S clonel7 ... ... e
18S clonel8 ... ... .. ... e
18S clonelS . ... ... . .. ..
18S cloneld ... ... ...
18S clonel6 ....... ...
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I11. Ramo do dendrograma com os clones de Chlamydomonas

e os clones nao cultivados de Rio Tinto.

FN862744 Uncultured eukaryote clone B12306E08
i13008025211embIFN865876.11 Uncultured eu karyote clone O138106C09
362850 Uncultured eukaryote clone B1 HO08
FN862940 Uncultured eukaryote clone B126106H09
FN862978 Uncultured eukaryote clone B133606C12
FN863005 Uncultured eukaryote clone B133606F05
FN863020 Uncultured eukaryote clone B133606G08
63088 Uncultured eukaryote clone B133706E07
63113 Uncultured eukaryote clone B133706G10
FN863171 Uncultured eukaryote clone B133806D11
63190 Uncultured eukaryote clone B133806F09
62960 Uncultured eukaryote clone B133606B05
862558 Uncultured eukaryote clone B1170 6F10
63035 Uncultured eukaryote clone B133606H12
63264 Uncultured eukaryote clone B216406E05
66351 Uncultured eukaryote clone O218606G08
63266 Uncultured eukaryote clone B216406E07
FN863267 Uncultured eukaryote clone B216406E10
FN863392 Uncultured eukaryote clone B216606C09
FN863424 Uncultured eukaryote clone B216606F10
FN863443 Uncultured eukaryote clone B216606H09
63456 Uncultured eukaryote clone B216706B02
63461 Uncultured eukaryote clone B216706B07
63469 Uncultured eukaryote clone B216706C06
FN863554 Uncultured eukaryote clone B225206C10
FN863613 Uncultured eukaryote clone B225306B01
FN863697 Uncultured eukaryote clone B225406B04
AY082979 Uncultured eukaryote clone RT1nl
FN863067 Uncultured eukaryote clone B133706C10
63134 Uncultured eukaryote clone B133806A09
66976 Uncultured eukaryote clone O239306H08
63957 Uncultured eukaryote clone B234906G02
64291 Uncultured eukaryote clone B315706E10
FN864307 Uncultured eukaryote clone B315706G02
FN864872 Uncultured eukaryote clone B334406A01
FN864918 Uncultured eukaryote clone B334506A11
FN 65027 Uncultured eukaryote clone B334606D02
37 Uncultured eukaryote clone B334606E02
N 45 Uncultured eukaryote clone B334606E10
FN. 0 Uncultured eukaryote clone B3346! 6G01
FN 63104 Uncultured eukaryote clone B133706F11
66161 Uncultured eukaryote clone ()218406F11
FN:-65059 Uncultured eukaryote clone B334606F12
FN864390 Uncultured eukaryote clone B315806F 04
FN865072 Uncultured eukaryote clone B334606H02
FN866394 Uncultured eukaryote clone O218706C
FN865079 Uncultured eukaryote clone B334606H!
FN865812 Uncultured eukaryote clone O138006E
FN866236 Uncultured eukaryote clone O218506E
FN866292 Uncultured eukaryote clone 0218606B
——— FN866424 Uncultured eukaryote clone 02187 6F
77— FN866581 Uncultured eukaryote clone 02289
FN866806 Uncultured eukaryote clone 0239206A
FN863634 Uncultured eukaryote clone B225306D!
FN866722 Uncultured eukaryote clone O229106B
FN862974 Uncultured eukaryote clone B133606C
FN863086 Uncultured eukaryote clone B133706E05
FN866869 Uncultured eukaryote clone 0239206G04
FN866925 Uncultured eukaryote clone 0239306D04
FN863147 Uncultured eukaryote clone B133806B10
FN866302 Uncultured eukaryote clone O218606C06
FN866981 Uncultured eukaryote clone O239406A01
FN864876 Uncultured eukaryote clone B334406A05
FN866207 Uncultured eukaryote clone 0218506C01
FN863238 Uncultured eukaryote clone B216406C01
FN866825 Uncultured eukaryote clone 0239206C07
FN864551 Uncultured eukaryote clone B324006D04
FN867058 Uncultured eukaryote clone O239406G12
:g 62338 Uncultured eukaryote clone B116806A10
N

2

227774

RAXNNNCXACCN

Z

63760 Uncultured eukaryote clone B225406H01
366598 Uncultured eukaryote clone 0228906G11
FN860920 Uncultured eukaryote clone A213406D03
FN867108 Uncultured eukaryote clone O239506E01
FN867148 Uncultured eukaryote clone O239506H11
FN861417 Uncultured eukaryote clone A2 0905F05

AJ783841 Chlamyd te CCAP 11/133
867114 Uncultured eukaryote clone 0239506E07
783842 Chlamyd CCAP 11/134

FN866993 Uncultured eukaryote clone 0239406B04
FN867046 Uncultured eukaryote clone 0239406F11
AJ783844 Chlamydomonas acidophila isolate CCAP 11/136
18S clonel?

AJ852427 Chlamydomonas acidophila strain CCAP 11/137
FN866334 Uncultured eukaryote clone O218606F03
FN862472 Uncultured eukaryote clone B116906F09
FN863556 Uncultured eukaryote clone B225206C12

18S clonel6

FN867102 Uncultured eukaryote clone 0239506D06

18S clonel8

FN864535 Uncultured eukaryote clone 8324006810

783843 Chlai CCAP 11/135
FN862712 Uncultured eukaryote clone B12306B07
FN864349 Uncultured eukaryote clone B315806B11

- 18S clonel4

62 FN866894 Uncultured eukaryote clone O239306A05

——— FN863006 Uncultured eukaryote clone B133606F 06
FN863490 Uncultured eukaryote clone B216706E07
FN864320 Uncultured eukaryote clone B315706H04
FN864247 Uncultured eukaryote clone B315706B01
FN863299 Uncultured eukaryote clone B216506A03
FN866370 Uncultured eukaryote clone O218706A11
FN862568 Uncultured eukaryote clone B117006G08
FN867012 Uncultured eukaryote clone 0239406C12
18S clonel5
FN866690 Uncultured eukaryote clone 0229006G10
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IV. Alinhamento obtido para os isolados da microalga do

género Coccomyxa e para a bactéria acompanhante, com o marcador

23S rDNA

10 20 30 40 50 60

P O S L O I e TR I Y I I

Clone 1203 GCTTTACTGTAGCCTGGAATTGGGTTTGGGCCCCTTCTGCGCAGCCTAGGTGGGAGGCTA
Clone 2406 e e e e e e e e e e e e e e e e
Clone 1406 e e e e e e e e e e
Clone 5406 e e e e e e e e e e
Clone 7403 e e e e e e e e e e e e e e
Clone 6406 e e e e e e e e e e e e e e e
Clone 7203 e e e e e e e e e
Clone 11203 e e e e e e e e e e e e
Clone 5203 e e e e e e e e e e e e e e e e
Clone 15403 e e e e e e e e e e e e e e e e e
Clone 1403 e e e e e e e e e e
Clone 9403 e e e e e e e e e e e
Clone 14406 e e e e e e e e e e e e e e e
HQ693844 Coccomyxa sp. C-169  ........... A e e e [
CP001635 Variovorax paradoxus Cooiiiii, T.T.T..... AC..T.AA.AGA....T.T..GA............. T
CP002417 Variovorax paradoxus Cooiiiii, T.T.T..... AC..T.AA.AGA....T.T..GA............. T
Clone 12403 C...oii. T.T.T..... AC. T.AA.AGA....T.T..GA............. T

70 80 90 100 110 120

P R P O I TR I Y I I

Clone 1203 TGAGAGCTCTCTTCCGGGGGAGCTGGAGCCAACAGTGAGAGACCACTCTGGAGGGGCTAG
Clone 2406 e e e e e e e e e e e e e e e e
Clone 1406 e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Clone 5406 e e e e e e e e e
Clone 7403 e e e e e e e e e e e e
Clone 6406 e e e e e e e e e e e e e e e e
Clone 7203 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Clone 11203 e e e e e e e e e
Clone 5203 e e e e e e e e e e
Clone 15403 e e e e e e e e e e e e e e e e
Clone 1403 e e e e e e e e e e e e e e e e e
Clone 9403 e e e e e e G e
Clone 14406 e e e e e e e e e
HQ693844 Coccomyxa sp. C-169  .................. - A
CP001635 Variovorax paradoxus .. .AGCAGGGTCG.TA.ATCTTG. ......... GT...A.T..... C....T.T.TT.GA
CP002417 Variovorax paradoxus .. .AGCAGGGTCG.TA.ATCTTG. ......... GT...A.T..... C....T.T.TT.GA
Clone 12403 .. .AGCAGGGTCG.TA.ATCTTG. ... ...... GT...A.T..... cC....T.T.TT.GA
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Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone

HQ693844 Coccomyxa sp. C-169
CP001635 Variovorax paradoxus
CP002417 Variovorax paradoxus

Clone

Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone

HQ693844 Coccomyxa sp. C-169
CP001635 Variovorax paradoxus
CP002417 Variovorax paradoxus

Clone

Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone

HQ693844 Coccomyxa sp. C-169
CP001635 Variovorax paradoxus
CP002417 Variovorax paradoxus

Clone

1203
2406
1406
5406
7403
6406
7203
11203
5203
15403
1403
9403
14406

12403

1203
2406
1406
5406
7403
6406
7203
11203
5203
15403
1403
9403
14406

12403

1203
2406
1406
5406
7403
6406
7203
11203
5203
15403
1403
9403
14406

12403

130 140 150 160 170 180

D T L T e T |
AATCCTAATGGCGCTCCTTGAAGCAGGACGCTTGACAGTTTCAGGTGGGCAGTTTGACTG

.......... A e e e i e e e e e

........................................................ G..

T....... T, A...... A e e e

GG.T CCTA.G A.T.T-.T TCGGG. .. ... GCAT A, i

GG.T CCTA.G A.T.T-.T TCGGG. .. ... GCAT A,

GG.T CCTA.G A.T.T-.T TCGGG. ..... GCAT Ao i
190 200 210 220 230 240

D T L T e T |
GGGCGGTCACCTCCTAAAGGGTAACGGAGGTGTGCAAAGGTCCCCTCAGGCTGGACGGAA

............................................... G..... ...
...... o e e e e e e e
................ Gt e e e
.................. e
........ T.....C....C..........A,..T.G.....A.G..AGTTAC..T....C
........ T.....C....C..........A..T.G.....A.G..AGTTAC..T....C
........ T.....C....C..........A..T.G.....A.G..AGTTAC..T....C
250 260 270 280 290 300

S e T T T s I T I
ATCAGCCGTAGAGTGTAAAGGCATAAGGGGGCTTGACTGCAAGACCTACAAGTCGAGCAG

......... I
...GTGACG.T....C..T........ C.T....A..... G....TG.............
...GTGACG.T....C..T........ C.T....A..... G....TG.............
...GTGACG.T....C..T........ C.T....A..... G....TG.............
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Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone

HQ693844 Coccomyxa sp. C-169

310

1203 GGGCGAAAGCCGGCCTTAGTGATCCGACGGTGCCGAGTGGAAGGGCCGTCGCTCAACGGA

320
\ \

330
\

340
\

350
\

360
\

2406 e e e e e e
1406 e e e e e
BA06 e e e e
TA03 e e e e
6406 e e e e e et e
T203 e e e
11203 e e e e e
5203 e e e s
15403 e e e e
1403 e e e e e
9403 e e e e e e e e e e
14406 e e e e s

CP001635 Variovorax paradoxus AT........
CP002417 Variovorax paradoxus AT........

Clone

Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone

HQ693844 Coccomyxa sp. C-169

12403 AT........

1203 TAAAAGTTA
2406  LLLiia.
1406 L.
5406 ...
7403 L.l
6406 L.l
7203 ...
11203 ...
5203 L.l
15403 L.l
1403 L
9403 L.
14406 L.l

CP001635 Variovorax paradoxus  ...... G..
CP002417 Variovorax paradoxus  ...... G..

Clone

12403 L. G..
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V. Alinhamento obtido para os isolados da microalga do

género Chlamydomonas e para a bactéria acompanhante, com o

marcador 23S rDNA

10 20 30 40 50 60
P R L O I T I Y I I
Clone 132602 GCTTGACTGTATCCTGGAATTGGGTTCGGGCTTTTCTTGCGCAGCCTAGGTGGGAGGCTA
Clone 52601 e e e e e e e e e e e e e
Clone 72601 e e e e e et e G. it e
Clone 92601 e e e e e e e e e e e e e e e e
Clone 152601 e e e e e e e e e e e e e e
Clone 62602 e e e e e e e e e e e e e
Clone 92602 e e e e e e e e e e e e e e e
Clone 122602 e e e e e e e e e e e e e e
L43353 Chlamydomonas geitleri ... ... ...ttt e e e e e e e
Clone 132601 Cc...T....C.G.T.T.C.G...CA..A.AAGAG.GC..T.T..GA....C....... AT
Clone 142601 c...T....C.G.T.T.C.G...CA..A.AAGAG.GC..T.T..GA....C....... AT
AP012035 Acidiphilium multivor C...T C.G.T.T.C.G...CA. .A.AAGAG.GC..T.T..GA....C....... AT
70 80 90 100 110 120
P R P O I TR I Y I I
Clone 132602 TGATGATTTTCTTCCGGGAAAATTGGAGCCAACATTGAGAGACCACTCTGGAAGAGCTAG
Clone 52601 e e e e e e e e e e e e e
Clone 72601 e e e e e e e e e e e e e
Clone 92601 e e e e e e e e e e e e e e e e e
Clone 152601 e e e e e e e e e e e e e e e e
Clone 62602 e e e e e e e e e e e e e
Clone 92602 e e e e e e e e e e e e e e e
Clone 122602 e e e e e e e e e e e e e e
L43353 Chlamydomonas geitleri A.G..CC........ GG....T...... A
Clone 132601 AACCGGGGCG.TA.CTTCGG. .. ....... C....A.T G.C...CGC.CTT.T.
Clone 142601 AACCGGGGCG.TA.CTTCGG. .. ....... C....A.T...G.C...CGC.CTT.T.
AP012035 Acidiphilium multivor AACCGGGGCG.TA.CTTCGG. .. ....... C....A.T G.C...CGC.CTT.T.
130 140 150 160 170 180
D e e I I T
Clone 132602 AATCCTAATGGTGATCTTTGAATCAAGACACTTGACAGTTTCAGGTGGGCAGTTTATCTG
Clone 52601 e e e e e e e e e e e e e e e e
Clone 72601 e e e e e e e e e e e e e e e e e
Clone 92601 e e e e e e e e e e e e e
Clone 152601 e e e e e e e e e e e e e
Clone 62602 e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Clone 92602 e e e e e e e e e e e e e e e e
Clone 122602 e e e e e e e e e e e e
L43353 Chlamydomonas geitleri ... ... ..t e e e e e e
Clone 132601 .TGT....CC.C.GC.GG.T.TC.TG.T. .GG...CC.GCAT............ GA
Clone 142601 .TGT....CC.C.GC.GG.T.TC.TG.T. .GG...CC.GCAT............ GA
AP012035 Acidiphilium multivor .TGT....CC.C.GC.GG.T.TC.CG.T.-.GG...CC.GCAT............ GA
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Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone

132602
52601
72601
92601
152601
62602
92602
122602

L43353 Chlamydomonas geitleri

Clone
Clone

132601
142601

AP012035 Acidiphilium multivor

Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone

132602
52601
72601
92601
152601
62602
92602
122602

L43353 Chlamydomonas geitleri

Clone
Clone

132601
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AP012035 Acidiphilium multivor

Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone

132602
52601
72601
92601
152601
62602
92602
122602

L43353 Chlamydomonas geitleri

Clone
Clone

132601
142601

AP012035 Acidiphilium multivor

Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
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Clone

132602
52601
72601
92601
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92602
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L43353 Chlamydomonas geitleri
Clone 132601

Clone 142601

AP012035 Acidiphilium multivor

190 200 210 220 230 240
P P L e T e IETIC Y IrTrer oy ROt N I
GGGCGGATACCTCCTAAAGTGTAACGGAGGTGTGCAAAGGTTCTCTCAGTCTGGACGGAA

........ 1
...... TCG..........A..........C.C..G.T...GGG. AG.C..T C
...... TCG..........A..........C.C..G.T...GGG....AG.C..T C
...... TCG..........A..........C.C..G.T...GGG. AG.C..T C
250 260 270 280 290 300

D T T O e I I
ATCAGACATTGAGTGCAAAGGCAAAAGAGAGCTTGACTGTAAGACCAACAAGTCGAGCAG

G.CTG.......... T T CCC..C...... CcG G.G...GC........

G.CTG.......... T T CCC..C...... CG G.G...GC........

G.CTG.......... T T CCC..C...... CG G.G...GC........
310 320 330 340 350 360

e O e .. O I I
GGGCGAAAGCCGGCCTTAGTGATCCGACGGTGCCGTGTGGAAGGGCCGTCGCTCAACGGA

.................................................. A.........
AA...... T..... A.......... GT T..AC........... A............
A.A...... T..... A.......... GT T..AC........... A............
AA...... T..... A.......... GT T..AC........... A,
P I

TAAAAGTTA

...... G..

...... G..

...... G..
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