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Resumo

Sdo reportados os procedimentos realizados com o objetivo de caracterizar os
morfotipos obtidos de col6nias de microalgas isoladadas em meio de cultura tendo
como fonte principal de Nitrogénio o nitrato (meio BG11) ou amonio (meio BGUF). Estes
isolados resultaram do crescimento de microalgas coletadas de lagoas ou pocas de dgua
ao longo da Estrada Parque Pantanal, no Mato Grosso do Sul, em viagem realizada em
11 de novembro de 2019. Apds crescimento inicial em meio liquido, amostras foram
riscadas em placas com meios semissolidos, com posterior repicagem de col6nias
selecionadas ao acaso para novo crescimento em meio liquido. Entdo, fracdes de 1 mL
foram separadas, tratadas com solucdo fixadora (2,5% glutaraldeido em 0,1M cacodilato
de sédio, pH 7,2) e montadas em laminulas, para observa¢do em Microscépio Optico
Axiolmage 72, marca Zeiss, em contraste de interferéncia diferencial. As microalgas
presentes foram registradas digitalmente, usando-se camera digital 1cC3 e o software
Zen-Zeiss, avaliando-se os descritores morfoldgicos visiveis de nucleo, estrutura do talo,
forma e cor. A fotodocumentacdo das microalgas isoladas resultou numa variedade
significativa de morfotipos, com predominancia de formas cocoides ou assemelhadas,
em detrimento de formas filamentosas. Tal resultado indica que é necessario cuidado
nos procedimentos iniciais de selecdo para ndo serem isolados apenas microalgas de um
macrogrupo especifico, limitando-se o enriquecimento da diversidade de algas numa
colecdo de diferentes espécies.

Palavras-chave: biodiversidade, microalgas cocoides, microalgas filamentosas,
microscopia de contraste, morfotipos.

Introducao

Microalgas sdao organismos fotossintéticos que crescem em ambientes Umidos
(rios, lagos, mares ou solos) e tem potencial econébmico para a sua utilizacdio em
varios bioprodutos como dleos combustiveis, producdo de pigmentos, formulacdes
cosmeéticas, racdo animal e suplementos alimentares (Khan et al., 2018). As microalgas
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englobam organismos de dois super-reinos procariontes e eucariontes, por isso a
classificacdo taxondmica acurada dos individuos deve ser multidisciplinar atendendo a
critérios minimos de caracteristicas morfolégicas, composicdo bioquimica (pigmentos
e cloroplastos), ultraestrutura celular (disposi¢cdo dos tilacoides), ciclo de vida, tipo de
reproducdo e dados de sequéncias gendmicas por técnicas de biologia molecular.

A colecdo de microalgas do Laboratério de Biotecnologia de Algas da Embrapa
Agroenergia foi iniciada em 2012 (Brasil; Garcia, 2016) e conta atualmente com 24
acessos cadastrados no Banco de Microrganismos e Microalgas Aplicados a Agroenergia
e Biorrefinarias no Portal Alelo (http://alelo.cenargen.embrapa.br/). Estes acessos
foram inicialmente isolados de varios biomas brasileiros, como Pantanal, Amazonia,
Mata Atlantica e Cerrados, os quais foram caracterizados por biologia molecular ou por
morfologia para designacdo taxonOmica possibilitando assim o seu registro no banco
e a sua utilizacdo em estudos para producdo de biomassa e metabdlitos de interesse,
visando o desenvolvimento de bioprodutos.

A colecdo é mantida atualizada, por repicagem e limpeza de manutenc¢ao das cepas
armazenadas, bem como aumentada, por troca com outras cole¢des ou por coletas
proprias. Neste trabalho s3ao apresentados resultados iniciais de estudos morfolégicos
de um grupo de cepas isoladas a partir de viagem de coleta realizada em 2019, visando
avaliar o potencial de cepas individuais para inclusao na colegdo e estudos posteriores.

O objetivo deste trabalho é produzir informacgdes preliminares sobre acessos isolados
através de fotodocumentacao diferencial, para facilitar o reconhecimento e andlise dos
principais descritores morfoldgicos individuais para auxiliar sua posterior classificacao
taxondmica.

Material e Métodos

Em viagem de coleta realizada no dia 11 de novembro de 2019, foram coletadas,
principalmente, ao longo da Estrada Parque do Pantanal (rodovias MS 184 e MS 228),
amostras de dgua de lagoas ou pocas de dgua a beira da estrada, cerca de 50 mL de
agua, que foram armazenadas em tubos Falcon. Para cada local de foram anotadas as
coordenadas geograficas (Tabela 1), obtidas usando-se aplicativo interno de telefone
celular.

Os tubos com as amostras foram armazenados em caixa de isopor e transportados
para a Embrapa Agroenergia, onde amostras de 5 mL foram dispostas em tubos de
ensaio fechados contendo 50 mL de meio de crescimento BG11, como descrito por Allen
e Steiner (1968), ou meio de crescimento BGUF, como descrito em Ribeiro et al. (2020),
respectivamente. Posteriormente, observando-se turbidez do meio e outros sinais
caracteristicos de crescimento de algas, especialmente a coloracado esverdeada, fez-se de
repicagem de cada um dos tubos para placas contendo os mesmos meios semissélidos,
pelo acréscimo de Agar. Apds o crescimento de colonias individuais nas placas, um total
de 40 col6nias (20 do meio BGUF e 20 do meio BG11) foi escolhido, sendo repicadas
novamente nos respectivos meios liquidos, para conservacao e analises posteriores.
De forma geral, os procedimentos de isolamento e crescimento das amostras seguiram
aqueles preconizados nos trabalhos apresentados na obra de Andersen (2005).

Das 40 amostras obtidas, 1 mL foi colhido apds agitacdo do meio respectivo e disposto
em Ependorf para avaliagdes microscdpicas, apds processo inicial de fixacdo e montagem
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das laminas. Para tal, foram retirados 200 uL de amostra e colocados em 400 ulL de
solucdo fixadora (2,5% glutaraldeido em 0,1M cacodilato de sddio, pH 7,2), por 24h a
49C. Apdés uma centrifugacao rapida a solugao fixadora foi trocada por tampao 0,05M
de cacodilato de sddio, pH 7,2, montando-se rapidamente as laminas com glicerol 25%
sob laminulas pré-lavadas. As laminas foram entdo avaliadas utilizando-se o Microscépio
6ptico Axiolmage Z2 da marca Zeiss, em contraste de interferéncia diferencial. Durante as
observagdes, as microalgas presentes foram registradas digitalmente, usando-se cdmera
digital 1cC3 e o software Zen-Zeiss. Foram avaliados para os descritores morfoldgicos
visiveis de nucleo, estrutura do talo, forma e cor, segundo Bellinger e Sigee (2010) e
Andrade e Colozzi Filho (2014), utilizando-se os seguintes critérios:

I. Nducleo
A. Presente (eucarioto).
B. Ausente (procarioto).
[I. Estrutura do talo
A. Talo unicelular
i. Imovel: auséncia de flagelos.
ii. Movel: flagelado (geralmente 2).
B. Talo colonial
i. Cenobial: nimero de individuos e forma de col6nia definidos.
ii. Tetraspdrica: numero de individuos e forma da col6nia indefinidos.
C. Talo multicelular
i. Filamentoso (filamento unitario ou soldado a outros).
ii. Parenquimatoso (tecido mais ou menos compacto).
lll. Forma principal
A. Cocoide — célula arredondada ou esférica.
Ovoide/elipsoide — esférica ovalada simétrica.
Obovoide — oval com uma extremidade mais larga e a outra afilada.
Cilindrica — forma de cilindro que pode ser curto ou longo com extremidades
arredondadas.
Fusiforme — forma cilindrica alongada com as extremidades afuniladas.
Filamentosa — formato de fios.
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Resultados e Discussoes

As caracteristicas gerais das cepas observadas por microscopia, a partir de isolados
da viagem de coleta realizada ao longo da Estrada Parque Pantanal, no Mato Grosso do
Sul (Tabela 1) estdo dispostas na Tabela 2. De forma geral, verifica-se que predominaram
as formas cocoides ou caracteristicas de microalgas individuais (Tabela 2, Figura 1).
Apenas um isolado, o numero 9, apresentou forma filamentosa, muito embora fossem
observadas vdrias formas indicativas destes morfotipos de microalgas nas amostras
crescidas na primeira fase.

Tabela 1. Identificacdo das amostras e seus locais de coleta ao longo da Estrada Parque Pantanal, bem

como o meio de cultural do isolamento original. Coleta realizada em 11 de Novembro de 2019.

hITLERCE . DG Latitude Longitude Altitude (m)
amostra isolamento

1 BGUF 20; 27; 32.20000 55; 37, 17.37499 nd
2 BGUF 19; 28; 18.52139 57; 2;39.53969 99.55
3 BGUF 19; 28; 10.28250 57; 2; 40.00810 112.517
5 BGUF 20; 27; 32.20000 55; 37;17.3749 nd
6 BGUF 20; 14; 1.259799 56;22;52.05710 122
7 BGUF 20; 27; 16.74999 54; 35; 1.43160 580
8 BGUF 20; 27; 16.74999 54; 35; 1.43160 580
9 BGUF 20; 14; 1.259799 56;22;52.05710 122 "
10 BGUF 19; 23; 25.48759 57; 2; 59.36656 92,667 'g
11 BGUF 19; 23; 25.48759 57; 2; 59.36656 92,667 -8
15 BGUF 19; 28; 18.52139 57; 2; 39.53969 99.55 %
18 BGUF 19; 37; 14.94150 57; 2; 4.287099 98.44 &
23 BG11 20; 14; 1.259799 56;22;52.05710 122
24 BG11 20; 27; 32.20000 55; 37; 17.3749 nd
27 BG11 19; 28; 18.52139 57; 2; 39.53969 99.55
28 BG11 19; 37; 14.94150 57; 2; 4.287099 98.44
31 BG11 19; 23; 25.48759 57; 2; 59.36656 92,667
32 BG11 19; 15; 35.87919 57; 14; 1.00459 106.944
33 BG11 19; 15; 35.87919 57; 14; 1.00459 106.944
36 BG11 20; 4; 56.415099 56; 45; 17.2282 134,01
38 BG11 19; 15; 28.89860 57;9; 3.570500 112,575
39 BG11 19; 15; 27.22669 57, 18; 6.05489 95.776
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Tabela 2. Resumo dos descritores morfoldgicos observados nos isolados de microalgas.

Amostra Nucleo Estrutura do talo Cor do isolado
1 Presente Unicelular mével Cocoide Verde
2 Presente Unicelular imdvel Cocoide Verde
3 Presente Unicelular imével Cocoide Verde débil
5 Presente Unicelular imdvel Cocoide Verde débil
6 Presente Colonial cenobial Fusiforme Verde
7 Presente Unicelular imdvel Cocoide Verde
8 Presente Colonial cenobial Fusiforme Verde
9 Presente Multicelular filamentoso Filamentosa Pardo
10 nd Unicelular Cilindrica Verdestra
11 Presente Colonial cenobial Fusiforme Verde
15 Presente Colonial tetrasporica Cocoide Verde
18 Presente Colonial tetraspdrica(?) Elipsoide Verde
23 nd Unicelular Cilindrica Pardo
24 Presente Colonial tetrasporica(?) Elipsoide Verde
27 Presente Colonial cenobial Fusiforme Verde
28 nd Unicelular Cilindrica Pardo
31 nd Unicelular Cilindrica nd
32 Presente Colonial cenobial Fusiforme Verde
33 Presente Colonial tetrasporica Elipsoide Verde
36 Presente Colonial cenobial Fusiforme Verde
38 nd Unicelular Cilindrica Verde azulada
39 Presente Unicelular imdvel Cocoide Verde intenso

Devido a forma de isolamento, em meio liquido e posterior formacdo de colonias em
meio semissoélido, é de se esperar que as espécies com taxa de duplicacdo mais rapidas,
como as cocoides, predominem dentre os isolados. Isto, por um lado, é altamente
desejdvel, pois indica que estas espécies podem ser bastante competitivas, crescendo
rapidamente. Dependendo do seu conteido em metabdlitos de interesse e producado de
biomassa, podem ser de alto interesse para producdo massal (Coelho et al., 2019).

Por outro lado, as espécies filamentosas sdo mais dificeis de formarem col6nias em
meio semissélido. Com isto, dificilmente serdo selecionadas no tipo de procedimento
usado nesse estudo. Entretanto, elas possuem caracteristicas vantajosas relacionadas ao
seu morfotipo, pois sdo separadas e colhidas do meio do crescimento mais facilmente
e com menor custo do que células cocoides de menor didmetro e massa. Sabe-se que a
colheita de biomassa algal € um dos maiores impedimentos para o aproveitamento de
microalgas em escala industrial (Pragya et al., 2013).

91

A
]
c

2
(%]

.lh

=
o
S

a




BIOMASSA PARA USO INDUSTRIAL

Snap-697

\ .
Snap-526

Snap-539 ap L Snap-468

y »
h.
.

i

Figura 1. Fotodocumentagdo em contraste de interferéncia diferencial das microalgas isoladas.

Assim, neste estudo, de certa forma, foram privilegiadas as microalgas cocoides e
assemelhadas, sendo necessario buscarem-se formas alternativas de isolamento para
aumentar o numero de acessos de microalgas filamentosas.

O procedimento de fixagao das células com a técnica utilizada para observagao ao
microscopio se mostrou bastante favoravel para a fase de isolamento e caracterizagao
inicial, pois manteve as caracteristicas basicas das cepas, permitindo observagdes
com boa riqueza de detalhes. As informagbes microscdpicas coletadas constituem
informagdes importantes dos acessos isolados, suficientes para o preenchimento dos
principais descritores morfoldgicos individuais, sendo Uteis para fomentar a classificagdo
taxonomica dos candidatos a cadastro no Banco AleloMicro de microalgas. Desta forma,
a colecao de algas da Embrapa Agroenergia estd sendo enriquecida com estes novos
representantes da biodiversidade brasileira, abrindo-se o leque de opg¢des de espécies
para estudos posteriores nos diversos campos de aplicagdo biotecnoldgica destes
microrganismos.
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Conclusoes

A fotodocumentacdo de isolados de microalgas coletados em lagoas ou pocas
de dgua da regido do Pantanal por microscopia de contraste mostrou variedade de
morfotipos, com nivel de detalhes que permitira diferenciacdo entre isolados e posterior
classificacdo de géneros ou espécies.

O método de cultivo inicial em meio liquido e selecdo de colonias crescidas por
repique em meio semissoélido favorece a sele¢dao de formas cocoides ou assemelhadas,
em detrimento de formas filamentosas.
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