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RESUMO 

 

Os estudos das comunidades bacterianas associadas às culturas de microalgas ainda não são 

bem compreendidos em relação às funções benéficas ou prejudiciais destes micro-organismos 

nos ambientes de cultivo. Neste sentido, o objetivo desse trabalho foi a caracterização das 

comunidades bacterianas associadas a diferentes sistemas de cultivo na microalga Scenedesmus 

obliquus. Para tal fim, foi desenvolvido um cultivo sequencial em três sistemas diferentes com 

base nos sistemas de cultivo do Laboratório de Cultivo de Algas (LCA/UFSC): Sistema de 

Cultivo de Bancada (SCB); Sistema Fotobiorreator tipo flat-panel (SFFP) considerados 

sistemas intensivos e Sistema Laminar de Cultivo de Microalgas (SLCA), considerado um 

sistema superintensivo. As culturas foram monitoradas diariamente em relação aos parâmetros 

de crescimento (densidade celular e biomassa) e as amostras foram coletadas, em cada sistema 

de cultivo, na fase de crescimento exponencial para a caracterização das comunidades 

bacterianas utilizando a análise metagenômica de sequenciamento de alto rendimento. Foram 

produzidas 195.177 leituras, permitindo a identificação de 72 Unidades Taxonômicas 

Operacionais (UTOs) em uma faixa de 25.000 a 30.000 leituras por réplica técnica nos três 

sistemas de cultivo. No agrupamento das comunidades bacterianas foram encontrados 3 Filos, 

6 Classes, 28 Famílias e 35 Espécies. As espécies Brevundimonas aurantiaca e Porphyrobacter 

neustonensis presentaram uma abundância relativa mais alta em relação a outras espécies 

encontradas como Aquimonas voraii, Hydrogenophaga intermedia, Phenylobacterium falsum, 

Brevundimonas vesicularis, Chryseoglobus frigidaquae e Rhizobium rosettiforman; as 

anteriores espécies estiveram presentes em todos os sistemas de cultivo formando uma possível 

comunidade “core”. As comunidades bacterianas associadas a diferentes sistemas de cultivo da 

microalga S. obliquus mostraram um aumento na riqueza e diversidade de espécies no sistema 

superintensivo e intensivo, sendo que o SFFP apresentou uma maior riqueza e diversidade das 

comunidades bacterianas.  

 

Palavras chave: Aquicultura; Metagenômica; RNAr16S, Amplicons; NGS; Chlorophyceae.

  



 

 

ABSTRACT 

 

Studies of bacterial communities associated with microalgae cultures are still not well 

understood in terms of beneficial or harmful functions of these microorganisms in culture 

environments. In this sense, the objective of this work was to characterize the bacterial 

communities associated with different culture systems in the microalgae Scenedesmus obliquus. 

To this end, sequential cultivation was developed in three different systems based on the 

cultivation systems of the Algae Cultivation Laboratory (LCA/UFSC): Bench Cultivation 

System (SCB); Flat-panel Photobioreactor System (SFFP) considered as intensive sistems and 

Laminar Microalgae Cultivation System (SLCA), considered as super-intensive systems. 

Cultures were monitored daily for growth parameters (cell density and biomass) and samples 

were collected from each culture system in the exponential growth phase for characterization 

of bacterial communities using high-throughput sequencing metagenomic analysis. 195,177 

reads were produced, allowing the identification of 72 Operational Taxonomic Units (UTOs) 

in a range of 25,000 to 30,000 reads per technical replication in the three culture systems. Within 

the grouping of bacterial communities, 3 Phyla, 6 Classes, 28 Families, and 35 species were 

found. Brevundimonas aurantiaca and Porphyrobacter neustonensis had a higher relative 

abundance compared to other species found such as Aquimonas voraii, Hydrogenophaga 

intermedia, Phenylobacterium falsum, Brevundimonas vesicularis, Chryseoglobus frigidaquae, 

and Rhizobium rosettiforman; these species were present in all cultivation systems forming a 

possible “core” community. Bacterial communities associated with different cultivation 

systems of the microalgae S. obliquus showed an increase in species richness and diversity in 

superintensive and intensive system, and the SFFP presented a greater richness and diversity of 

these bacterial communities. 

 

Keywords: Aquaculture; Metagenomics; RNAr16S; Amplicons; NGS; Chlorophyceae. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 O termo microalgas é empregado para denominar um grupo de organismos 

unicelulares, fotoautotróficos em sua maioria e que reúnem outras características em comum 

(SOUTH; WHITTICK, 1987). São encontradas em diversos ambientes úmidos e compreendem 

um grande número de táxons constituídos em um grupo de organismos polifiléticos que 

filogeneticamente tem uma única unificação característica sendo a presença de plastídios, 

derivados inicialmente de um evento endossimbiótico (Figura 1)  

 

Figura 1 - Esquema de endossimbioses sucessivas que deram origem às microalgas. 

 

Fonte: COOPER; SMITH, (2015). 

 

Entre um antigo micro-organismos eucarionte com uma cianobactéria fotossintética 

(COOPER; SMITH, 2015) consequentemente, pode se aludir como uma hipótese à fonte final 

da fotossíntese em eucariontes, refere-se à captação e retenção de uma cianobactéria é um dos 

Endossimbioses secundaria 

Endossimbioses primaria 

Cianobactéria 

antiga 

Eucarionte 

antigo

Microalga

ancestral 

Diversificação 

Alga verde Alga vermelha

Plantas

Glaucofitas
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motivos que evolutivamente têm sido associados as microalgas e outros micro-organismos 

como as bactérias jazem próximos aos ambientes naturais e artificiais (KEELING, 2013). 

As microalgas estão envolvidas em várias cadeias tróficas aquáticas além de estar 

envolvidas na ciclagem ou reciclagem de nutrientes e na transferência de energia em 

ecossistemas naturais e artificiais (MURDOCK; WETZEL, 2009). Nos últimos anos, a 

produção das microalgas têm crescido rapidamente, principalmente em relação à alimentação 

de organismos aquáticos na aquicultura devido ao seu elevado valor nutricional, também como 

potenciais aplicações biotecnológicas nas indústrias alimentícia, cosmética, farmacêutica, 

setores de horticultura (WANG et al., 2015a). Entre outras finalidades, por exemplo, as 

microalgas são notoriamente conhecidas como agentes produtores de pigmentos específicos e 

como micro-organismos que contribuem no tratamento biológico para a remoção de amônia, 

fósforo e metais pesados de águas residuais (KUMAR et al., 2015) 

  

1.1 Scenedesmus obliquus 

 

O gênero Scenedesmus pertencente a classe Clorofícea é representado por microalgas 

de água doce e marinha, espécies de dito gênero podem apresentar algumas caraterísticas de 

interesse biotecnológico e de cultivo, por exemplo: alta produtividade lipídica, alto rendimento 

de biomassa na fase estacionária (OLIVEIRA et al., 2020a). 

Além do mais, a espécie S. obliquus também contém elevadas quantidades de 

aminoácidos essenciais, teores proteicos e minerais que podem ser usados como complemento 

de alimentos vivos na aquicultura e nos sistemas biológicos de tratamento de água (TOYUB et 

al., 2008). 

Particularmente. S. obliquus (Figura 2), é uma espécie conhecida devido às suas 

características de rusticidade. Foi relatado por LI, (2011) como ter a capacidade de crescer 

rapidamente com alto teor de nutrientes, tolerância ao calor e também adequada para cultivo 

em clima tropical. Tendo, potencial para a produção de biocombustíveis, fixação de CO2 e 

biorremediação (ÁLVAREZ-DÍAZ et al., 2015; MANDAL; MALLICK, 2009). Em virtude das 

características referidas, no Laboratório de Cultivo de Algas (LCA) são desenvolvidos estudos 

sobre essa espécie (OLIVEIRA et al., 2020a; OLIVEIRA et al., 2020b; VENANCIO et al., 

2020). 
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Figura 2 - Fotografia de células de Scenedesmus obliquus. 

Fonte: Laboratório de Cultivo de Algas (2020). 

 

1.2 INTERAÇÕES ENTRE MICROALGAS E BACTÉRIAS 

 

Nas culturas monoalgais (uma só espécie de microalga), tanto em laboratório quanto 

em escala industrial, gerar condições axênicas é extremamente difícil de alcançar e manter, 

portanto, as microalgas são geralmente cultivadas em conjunto com bactérias e outros micro-

organismos associados. Nesse caso, as bactérias podem ser derivadas das comunidades 

bacterianas associadas diretamente com a microalga, sistema de cultivo ou de uma fonte 

externa, como: soluções de nutrientes, água e a própria interface ambiente/sistema de cultivo 

(CARNEY; SORENSEN, 2016; DEL CAMPO; GARCÍA-GONZÁLEZ; GUERRERO, 2007). 

A maioria das microalgas vive em simbiose com múltiplos micro-organismos 

associados ao longo de seu ciclo de vida (DITTAMI, S. M.; EVEILLARD, D.; TONON, 2014). 

Em muitos casos, tentativas de remover bactérias ou fungos das culturas de microalgas em 

escala laboratorial e industrial não são bem sucedidas, porém, quando tais tentativas são bem-

sucedidas, a microbiota algal purificada geralmente exibe crescimento mais baixo ou apresenta 

anomalias nos fenótipos, em comparação às cepas isentas do processo de axenização. O que 

indica que uma possível associação entre as microalgas e diferentes micro-organismos é 

importante para seu desenvolvimento (HOM et al., 2015). 

Estudos indicam que as microalgas liberam matéria orgânica dissolvida ou moléculas 

sinalizadoras para nutrir as comunidades bacterianas específicas na ficosfera (phycosphere) 
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(AMIN; PARKER; ARMBRUST, 2012) e que essas interações estreitas na ficosfera 

influenciaram a evolução das microalgas de várias maneiras. 

Por exemplo, Phaeodactylum tricornutum e Thalassiosira pseudonana adquiriram 

centenas de genes das bactérias associadas, tais como: Aureococcus anophagefferens, 

Planctomyces maris DSM 8797, Blastopirellula marina DSM 3645 dentre outras, que acredita-

se estar envolvidos na utilização do nitrogênio e do carbono orgânico, na montagem da parede 

celular, na recombinação do DNA e no ciclo de ornitina-ureia, e  que parece que tais interações 

vêm ocorrendo durante mais de 200 milhões de anos (BOWLER et al., 2008). 

Por outro lado, as bactérias também sintetizam compostos importantes para 

estimulação do crescimento microalgal, germinação de esporos, morfogênese e resistência a 

patógenos (AMIN; PARKER; ARMBRUST, 2012; RAMANAN et al., 2016). Esses compostos 

incluem micronutrientes, sideróforos, estimulantes de crescimento e antibióticos (AMIN et al., 

2009; BRUHN; GRAM; BELAS, 2007; DANCHIN; BRAHAM, 2017; WAHL et al., 2012). 

Além do mais, determinados micro-organismoss simbióticos ajudam suas algas hospedeiras a 

lidar com as mudanças nas condições ambientais (DITTAMI et al., 2016; XIE et al., 2013). 

Por conseguinte, a caracterização da diversidade bacteriana vem sendo estudada nos 

últimos anos em cultivos de microalgas marinhas e dulcícolas. A dominância da diversidade 

bacteriana ocorre de acordo com as características e propriedades dos sistemas de cultivo, 

estação do ano, meios de cultura, local geográfico de isolamento, entre outros fatores 

(PIAMPIANO et al., 2019). Pesquisas feitas com diferentes gêneros de microalgas em distintos 

sistemas de cultivo, revelam a dominância dos seguintes Filos bacterianos: Proteobactéria, em 

um sistema de cultivo tipo raceway com Nannochloropsis salina; Bacteroidestes, em um 

sistema de fotobiorreator; Proteobactéria e Firmicutes, em um sistema fechado de laboratório 

com Botryococcus braunii. (CARNEY; LANE, 2014; FULBRIGHT et al., 2018; SAMBLES 

et al., 2017). Em outro estudo realizado com uma mistura de Chlorella vulgaris e S.  obliquus 

(KROHN-MOLT et al., 2013), os Filos Proteobactéria e Bacteroidetes foram aproximadamente 

75% da comunidade bacteriana total num sistema de biofilme. Particularmente, o Filo 

Proteobactéria é encontrado formando associação com as microalgas de cultivo 

independentemente do gênero e da água doce ou marinha. 
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1.3  CARATERÍSTICAS FAVORÁVEIS OFERECIDAS POR BACTÉRIAS NO CULTIVO 

DE MICROALGAS   

 

1.3.1 Crescimento  

 

Em relação à maioria das bactérias detectadas nos sistemas de cultivo de microalgas, 

ainda não é completamente compreendido como acontecem as interações microalga-bactéria. 

Observações recentes demonstraram que tais interações mutualísticas são predominantes 

(SEYMOUR et al., 2017). Múltiplas bactérias têm sido testadas em cocultivo, para avaliar os 

efeitos sobre o crescimento das microalgas (BIONDI et al., 2017; LE CHEVANTON et al., 

2013), conforme apresentado na Tabela 1 alguns estudos feitos com diferentes gêneros de 

microalgas. 

 

Tabela 1 - Estudos onde o cocultivo corrobora benefícios no crescimento nas culturas algais. 
(continua) 

Microalga Bactéria associada Efeito 
Metodología para 

cultivo axênico 
Referência 

Chlorella vulgaris Bacillus pumilus 

Densidade final das 

células aumentou em 

150% em meio sem 

nitrogênio 

Método não 

mencionado 

(HERNANDEZ et 

al., 2009) 

Chlorella vulgaris 

 

Flavobacterium sp., 

Rhizobium sp, 

Hyphomonas sp, 

Sphingomonas sp. 

 

A densidade celular 

aumentou em mais de 

100% 

Ultra-som, 

classificador de 

células ativadas por 

fluorescência e 

micropicking 

(CHO et al., 2015) 

Chlorella vulgaris Rhizobium sp. 

A contagem de células 

aumentou 72% e a taxa 

de crescimento 

aumentou 11% 

Não axênico (KIM et al., 2014) 

Chlorella vulgaris 
Várias bactérias de 

aguas domesticas 

Maior taxa de 

crescimento 
Não axênico 

(LAKANIEMI et 

al., 2012) 

Chlorella 

ellipsoidea 
Brevundimonas sp. 

A densidade das células 

algais aumentou três 

vezes após sete dias 

Estrias seriais 
(PARK et al., 

2008) 

Chlorella 

sorokiniana IAM 

C- 212co 

Microbactéria 

tricotecenolíti 

Taxa de crescimento 

aumentou 16% 

Estreptomicina, 

gentamicina, 

penicilina G, 

vancomicina 

epimaricina 

(WATANABE et 

al., 2005) 
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Adaptado de LIAN et al. (2018). 

 

1.3.2 Aclimatação da salinidade e tolerância à temperatura 

 

Além dos papéis ecofisiológicos mencionados anteriormente, as bactérias podem 

apresentar um reservatório gênico, para a evolução e adaptação das microalgas a diferentes 

condições ambientais por meio de uma via gênica de transferência horizontal (BOWLER et al., 

2008). 

Por exemplo, a cepa SENEW3 da microalga Picochlorum sp. (Division Clorofíta) tem 

uma ampla tolerância a grandes flutuações na salinidade de pelo menos 35 % para 10,8 % 

(WANG et al., 2014). Comparando com cepas menos halotolerantes, o genoma da cepa 

SENEW3 tolerante ao sal, revelou conter um conjunto de funções adicionais, sendo que 24 

genes dos quais foram derivados de fontes bacteriana, funcionavam em resposta ao estresse 

salino (FOFLONKER et al., 2015). Segundo DITTAMI et al., (2016), culturas privadas de 

bactérias associadas (culturas axênicas) dificilmente são capazes de sobreviver a um estresse 

causado por mudança intensa de salinidade, enquanto que essa capacidade pode ser restaurada 

pela recomposição da microbiota bacteriana. 

O fator da temperatura é relevante com cepas de algas cultivadas industrialmente em 

sistemas de produção superintensivo tipo raceway, sistema de fluxo laminar ou biorreatores de 

tela plana, que normalmente são expostos a consideráveis flutuações de temperatura. A 

microalga Chlamydomonas reinhardtii cresce melhor em uma temperatura entre 20 e 32 °C 

Microalga Bactéria associada Efeito 
Metodología para 

cultivo axênico 
Referência 

Dunaliella sp. 

SAG 19.3. 

Alteromonas sp. e 

Muricauda sp 

Aumento na biomassa 

por 22% e 26% 

Ampicilina, 

gentamicina,canami

cina e neomicina 

(LE 

CHEVANTON et 

al., 2013) 

Botryococcus 

braunii 
BOTRYCO-2 

Crescimento mais 

rápido e biomassa 

aumentado em 80% 

Ampicilina 
(TANABE et al., 

2015) 

Lobomonas 

rostrataium 
Mesorhizob loti 

Fornecendo vitamina B 

12 

Método não 

mencionado 

(GRANT et al., 

2014) 

Scrippsiella 

trochoidea 

Marinobacter sp. cepa 

DG879A 

Densidade celular 

aumentou mais de 6% 
Estreptomicina 

(AMIN et al., 

2009) 

Thalassiosira 

rotula. 

Roseobacter sp. e 

Hyphomonas sp 

Início precoce do 

crescimento e números 

mais altos de células 

algais. 

Método não 

mencionado 

(GROSSART; 

SIMON, 2007) 

Phaeodactylum 

tricornutum 

Utex646 

AlphaProteobactéria 

sp. Cepa 29 

A densidade celular 

aumentou até 55% 

Método não 

mencionado 

(BRUCKNER et 

al., 2011) 
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(SCHRODA, 2004), por exemplo. A transferência direta de C. reinhardtii de uma temperatura 

ótima (25 °C) a uma temperatura alta (45 °C) resulta em clorose e morte celular, causadas pela 

repressão da enzima metionina sintase, dependente de cobalamina, durante o estresse por calor. 

Através da adição de cobalamina exógena ou coculturas de alga com uma bactéria produtora de 

cobalamina como é Sinorhizobium meliloti, a enzima metionina sintase dependente de 

cobalamina, pode ser reativada mediante a biossíntese de metionina,  impedindo assim a morte 

das células algais (XIE et al., 2013). 

 

1.3.3 Fornecimento de nutrientes 

 

Certamente, as microalgas precisam principalmente de CO2, fontes inorgânicas de 

nitrogênio e fosfato para crescimento, junto com alguns micronutrientes e cofatores (SINGH; 

DAS, 2014). Nos cultivos de microalgas, o custo com os nutrientes é responsável por uma 

grande parte dos custos de produção, assim, a reciclagem ou o fornecimento desses nutrientes 

via bacteriana pode, eventualmente, permitir que a produção de biomassa de microalgas em 

larga escala seja mais economicamente viável (CLARENS et al., 2010). 

 

1.3.4 Macronutrientes  

 

Frequentemente o CO2 é o substrato limitante em cultivos intensivos de microalgas, 

constitui ao redor de 50% da biomassa (CHISTI, 2007; PUTT et al., 2011). Uma estratégias 

para aumentar as baixas concentrações de CO2 em culturas de algas é aumentar a pressão do 

CO2 no sistema de cultivo através da injeção de ar atmosférico enriquecido com CO2, embora 

o fornecimento adicional do CO2 tem um custo significativo (CLARENS et al., 2010).  

Como alternativa e como fonte adicional de CO2 é possível o eventual aproveitamento 

do CO2 resultante da ação bacteriana na degradação de compostos orgânicos liberados pelas 

microalgas contribui com uma fonte adicional de CO2 para seu crescimento, pois esse Carbono 

pode ser fixado novamente, por parte das microalgas (SUBASHCHANDRABOSE et al., 2011). 

Assim como há bactérias relacionadas ao ciclo do carbono, também existem bactérias 

fixadoras de nitrogênio que reduzem o dinitrogênio (N2) atmosférico a amônia que é uma fonte 

de nitrogênio a qual algumas microalgas tem preferência para ser assimilado no interior da 

célula (SINGH; DAS, 2014). Por exemplo, Bacillus pumilus ES4 é um bacilo promotor de 

crescimento que fixa nitrogênio para aumentar o crescimento da microalga Chlorella vulgaris 

(HERNANDEZ et al., 2009).  
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Essa fixação simbiótica do nitrogênio também está presente nos holobiontes de corais, 

onde ocorre com o Symbiodinium, que é o gênero de dinoflagelado mais comumente associado 

aos corais (SILVERSTEIN; CORREA; BAKER, 2012). Estudos revelaram uma correlação 

positiva entre a densidade celular de Symbiodinium e o número de cópias de genes de fixação 

de nitrogênio de bactérias fixadoras, que demonstram parcialmente como os corais e seus 

simbiontes dinoflagelados poderiam sobreviver com condições de baixo teor de nutrientes 

(RESHEF et al., 2006). 

Outro nutriente essencial para o crescimento das microalgas é o fósforo. Na maioria dos 

casos, as algas só podem assimilar fosforo inorgânico (Pi) derivado da hidrólise do fósforo 

orgânico (Po) (ZHU et al., 2013). Sendo que, as bactérias são os principais agentes envolvidos 

na decomposição e mineralização do Pi através da secreção de enzimas fosfatases 

(KONONOVA; NESMEYANOVA, 2002). O Po oriundo da decomposição das células algais 

mortas pode então ser reciclado otimizando o rendimento. ZHAO et al, (2012) demostraram a 

ocorrência desse processo em lagos eutróficos com abundante Po mais limitado Pi onde 

Gordonia sp. txj1302RI e Burkholderia sp. txj1302Y4, degradaram o Po fornecendo o Pi 

necessário para o crescimento de Microcystis aeruginosa. 

Assim, ao considerar as relações complexas e incalculáveis que microalgas e as 

bactérias possam ter, há uma necessidade importante de se estudar essas associações e suas 

inter-relações. Além disso, a maioria das questões relacionadas à comunicação entre microalgas 

e bactérias de modo recente podem ser abordada usando ferramentas ômicas. (AMIN et al., 

2015; RAMANAN et al., 2016; RAYMOND, 2014; SCHÖNKNECHT et al., 2013). 

 

1.4 IMPORTÂNCIA DO 16S RNAr NAS CARACTERIZAÇÕES BACTERIANAS 

 

Dentre as múltiplas formas de caracterização de micro-organismos, o gene 16S RNAr é 

comumente utilizado para realizar estudos filogenéticos em Bactérias e Archeas. Este gene 

contém nove regiões hipervariáveis (V1-V9) que podem ser utilizadas para estudos de 

taxonomia (YANG; WANG; QIAN, 2016). Recentemente, a análise do gene 16S RNAr nas 

comunidades bacterianas foi investigado em fragmentos de gelo, sangue, solo, amostras da água 

e intestino de animais, se mostrando como uma alternativa que viabiliza estudos da microbiota 

bacteriana em diferentes ecossistemas, ambientes e organismos (KERKHOF et al., 2017; SHIN 

et al., 2016). 

Eventualmente, a precisão nas análises do gene 16S RNAr na identificação de bactérias 

depende diretamente de vários fatores relacionados à preparação da biblioteca, sequenciamento 
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de DNA e análise de dados (GOHL et al., 2016). Os métodos atualmente disponíveis para 

determinar a diversidade bacteriana, dependem maiormente do sequenciamento “Illumina” ou 

também chamado de sequenciamento por sínteses, baseado em de regiões curtas e 

hipervariáveis no 16S RNAr (CHAKRAVORTY et al., 2007). 

Com finalidade de procurar algumas alternativas aos métodos tradicionais para estudar 

as interações das associações bacterianas em várias aplicações biotecnológicas, onde se incluem 

a microscopia, classificação de células, espectrometria de massa e engenharia genética, 

inegavelmente o aparecimento das ferramentas ômicas atualmente fornecem uma compreensão 

melhor e clara das relações entre microalga-bactéria (DE ROY et al., 2014). 

 

1.5 SEQUENCIAMENTO DE ALTO RENDIMENTO   

 

O aparecimento da metagenômica e de outras metodologias ômicas (como 

metabolômica, transcriptômica, lipidômica e proteômica) está permitindo que sejam 

esclarecidos os mecanismos de interação entre microalgas e bactérias. Por exemplo, a 

tecnologia de Sequenciamento De Alto Rendimento do inglês High Troughput Sequensing 

(HTS) é uma abordagem de clonagem imparcial que ajuda na identificação da diversidade 

bacteriana da ficosfera e os aspectos funcionais das comunidades bacterianas (COOPER; 

SMITH, 2015). Além do sequenciamento do DNA, a tecnologia do HTS também pode ser 

utilizada para sequenciar o RNA ambiental, independentemente da riqueza e abundância 

relativa das comunidades presentes em determinadas associações (COOPER; SMITH, 2015).  

Em geral, para ser considerado um marcador molecular para estudos de índices de 

diversidade ou em qualquer estudo taxonômico ou evolutivo, uma região do DNA deve atender 

às seguintes características: conter variabilidade e divergência genética significativas ao nível 

da espécie; apresentar locais conservados adjacentes, que permitem o projeto de iniciadores 

universais para sua amplificação por PCR; ter um comprimento adequado que permita a 

extração e o sequenciamento de maneira fácil, reproduzível e precisa (KRESS; ERICKSON, 

2012). 

Claramente os índices de diversidade são uma maneira de avaliar ou caracterizar às 

comunidades bacterianas de um ecossistema, de modo que a capacidade do par de iniciadores 

(primers) a região do gene 16S RNAr que são amplificados, tenham um efeito determinante na 

descrição da diversidade bacteriana. Por exemplo, em uma análise de populações de sedimentos 

microbianos, Miller et al. (2013) utilizaram a região V3 e V4 do gene 16S RNAr como uma 

ferramenta taxonômica, em vez da sequência completa e observaram que, a diversidade 



21 

 

estimada era maior e o número de unidades taxonômicas operacionais (UTOs) que não podiam 

ser classificadas, mesmo no nível mais avançado, aumentou de 8,6% para 34,6%. Na 

caracterização de comunidades de águas residuais microbianas, as informações obtidas com um 

fragmento contendo as regiões V1 e V2 não foram suficientes para detectar organismos dos 

Filos de Verrucomicrobia, Planctomycetes e Chlamydiae (CAI et al., 2013).  

Embora, o HTS tenha levado a uma explosão de estudos de diversidade bacteriana em 

pesquisa ecológica, há um número limitado de estudos publicados na análise da microbiota no 

contexto dos sistemas de produção de microalgas baseada nessa técnica. De fato, a maioria do 

conhecimento das comunidades de bactérias e algas em cenários aplicados às análises provêm 

de estudos de tratamento de águas residuais (GARCÍA et al., 2017; SUN et al., 2018; YANG 

et al., 2018). 

Ultimamente o sequenciamento de alto rendimento, está permitindo a obtenção de 

resultados rápidos e de alta resolução, revolucionando o campo da microbiologia. Inúmeros 

micro-organismos que não poderiam ser cultivados, agora podem ser caracterizados usando 

técnicas moleculares baseadas em sequências de DNA. O gene 16S RNAr é realmente um 

marcador versátil e disponível, uma vez que possui resolução filogenética entre bactérias e um 

dos maiores bancos de dados de sequência do DNA (HUGENHOLTZ; SKARSHEWSKI; 

PARKS, 2016; YANG; WANG; QIAN, 2016). 

   

1.6 OBJETIVO GERAL 

 

A caracterização das comunidades bacterianas associadas às culturas da microalga 

Scenedesmus obliquus em três sistemas de cultivo: Sistemas de Cultivo de Bancada, 

Fotobiorreator tipo flat-panel e no Sistema Laminar de Cultivo de Microalgas. Mediante uma 

abordagem da metagenômica.  

 

1.6.1 Objetivos Específicos 

 

Identificar as bactérias associadas às culturas da microalga S. obliquus em relação aos 

diferentes sistemas de cultivo (Sistema de Cultivo de Bancada, Fotobiorreator Tipo Flat-Panel 

e no Sistema Laminar de Cultivo de Microalgas), usando sequenciamento de alto rendimento, 

com o gene RNAr 16S.   

Determinar a Diversidade, a Dominância, a Riqueza dos organismos que constituem 

as comunidades bacterianas nos sistemas de cultivo.  
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2.1 INTRODUÇÃO  

 

As aplicações biotecnológicas das microalgas, para a produção de biomassa e para a 

obtenção de biocompostos, têm abordado o estudo de diferentes gêneros de microalgas tanto 

marinhas quanto dulcícolas. Dentre diversos gêneros, Scenedesmus apresenta algumas 

caraterísticas de interesse biotecnológico e de cultivo, como: alto rendimento em biomassa e 

alta produtividade lipídica, sendo que, a biomassa de espécies desse gênero também contém 

elevada concentração de aminoácidos essenciais e relevante conteúdo proteico e mineral, 

podendo ser empregada como complemento nutricional de organismos usados como alimento 

vivo (rotíferos, copépodes, artêmia etc.) empregados na aquicultura [1].  

Ainda das possíveis aplicações de representantes desse gênero, Mandal e Mallick [2] e 

Álvarez-Díaz et al. [3] reportam que, a espécie S. obliquus têm potencial para a produção de 

biocombustíveis, para a biofixação de CO2 e para a biorremediação. Em virtude dessas 

características, a microalga S. obliquus  tem despertado interesse em desenvolver trabalhos 

relacionados à produção em diferentes escalas, tanto para aquicultura quanto para aplicações 

biotecnológicas, comprovando que esta espécie alcança elevada biomassa em sistema de cultivo 

superintensivo [4]. Também alcança adequados teores de ácidos graxos poli-insaturados para 

uso industrial [5] e apresenta uma  rápida adaptação a diferentes concentrações de médios de 

cultura sem afetar o crescimento e a composição bioquímica [6] 
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Desde sua origem, a maioria das microalgas tem habitado em simbiose com múltiplos 

micro-organismos associados [7]. Em geral, nas culturas de microalgas, busca-se evitar a 

contaminação com bactérias, entretanto, quando em condições axênicas, ditas culturas 

frequentemente exibem crescimento menor ou apresentam anomalias fenotípicas. Isso indica 

que a associação entre microalgas e outros micro-organismos é importante para o 

desenvolvimento das culturas [8]. 

Como aspectos positivos para as microalgas, considera-se que as  bactérias sintetizam 

compostos importantes para estimulação do crescimento microalgal, para a germinação de 

esporos, para a morfogênese e para a resistência a patógenos [9,10]. Esses compostos incluem 

micronutrientes, sideróforos, estimulantes de crescimento e antibióticos [11–14]. Do mesmo 

modo, determinados micro-organismos simbióticos ajudam  as microalgas que os hospedam a 

lidar com mudanças nas condições ambientais [15,16]. Em contrapartida, as microalgas liberam 

na água matéria orgânica dissolvida e moléculas sinalizadoras para a nutrição de comunidades 

bacterianas específicas [10].  

Assim, ao se considerar o número de espécies de microalgas e de bactérias e suas 

relações complexas, há uma necessidade importante de se estudar essas uniões e suas inter-

relações separadamente. Além disso, a maioria das questões relacionadas à comunicação entre 

microalgas e bactérias pode ser abordada usando ferramentas moleculares [9,17–19]. 

Atualmente, as ferramentas ômicas estão fornecendo resultados rápidos e de alta 

resolução, revolucionando o campo da microbiologia. Assim, muitos micro-organismos que 

não puderam ser cultivados, podem agora ser caracterizados utilizando técnicas moleculares 

baseadas em sequências de DNA ou RNA. Para tanto, tem sido empregado o 16S RNAr, que é 

um gene marcador mais versátil e disponível, uma vez que possui boa resolução filogenética 

entre bactérias e um dos maiores bancos de dados de sequência do DNA [20,21].  

Similarmente, são caracterizadas algumas comunidades bacterianas em diferentes 

espécies de microalgas, tanto marinhas quanto de água doce, [22–24]. Pontualmente, no gênero 

Scenedesmus, Krohn-Molt et al [25] caracterizaram a microbiota bacteriana sequenciando o 

RNAr  da microalga S. quadriculata além de descrever o metatranscriptoma, em um sistema de 

fotobiorreator.   

Nesse trabalho se propõe a caraterização das comunidades bacterianas associadas aos 

diferentes sistemas de cultivo da microalga S. obliquus, buscando futuramente um melhor 

entendimento das interações benéficas entre as bactérias e as microalgas. Desse modo, este 

trabalho teve como objetivos identificar bactérias associadas à microalga S. obliquus 

encontradas na fase de crescimento exponencial em relação aos diferentes sistemas de cultivo 
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Sistema de Cultivo de Bancada, Sistema Fotobiorreator tipo Flat Panel e Sistema Laminar de 

Cultivo de Microalgas.   

 

2.2 MATERIAL E MÉTODOS  

 

2.2.1 Material biológico e condições experimentais 

 

Nas culturas experimentais foi utilizada uma cepa Scenedesmus obliquus, isolada há 

mais de 10 anos e mantida no Laboratório de Cultivo de Algas (LCA) da Universidade de 

Federal de Santa Catarina. Os cultivos experimentais foram desenvolvidos sequencialmente a 

partir de um único inoculo em três diferentes sistemas de cultivo: Sistema de Bancada (SCB), 

constituído por frascos de 2 L; Sistema Fotobiorreator tipo flat-panel (SFFP), com 100 L; 

considerados sistemas intensivos e Sistema Laminar de Cultivo de Microalgas (SLCA), com 

180 L, considerado como sistema superintensivo. As características e condições ambientais das 

culturas experimentais estão apresentadas na Tabela 2. 

 

Tabela 2 - Características e condições ambientais em cada sistema de cultivo experimental de S. 

obliquus. 

Fonte: Elaborada pelo autor, Fotografias Laboratório de Cultivo de Algas (2020). 

 

Sistemas de 

cultivo 
Culturas 

Características 

físico-técnicas 

Temperatu

ra 
Identificação Iluminação 

Bancada 

 

Frascos de 

borossilicato, 2 L 

com aeração 

24 ± 0,5 °C SCB 

Artificial de 

400 µmol 

fótons m-2 s-1 

em 

fotoperíodo 

24:0 

Fotobioreator 

tipo flat panel 

 

Polietileno, 100 L, 

com aeração 
24 ± 0,5 °C SFFP 

Artifical de 

400 µmol 

fótons m-2 s-1 

em 

fotoperíodo 

24:0 

Laminar de 

Microalgas 

 

Sistema Laminar 

de Cultivo de 

Microalgas, 200 L, 

com aeração 

Ambiente SLCA 
Natural em 

fotoperíodo 

12:12 
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Nas culturas experimentais foi empregado o Meio de cultura  LCA-AD contendo: 1,0 g 

L-1 NaNO3; 0,75 g L-1 MgSO4 7H2O; 0,6 g L-1 KH2PO4; 0,05 g L-1 EDTA-Na2; 0,03 g L-1 KOH; 

0,25 g L-1 K2HPO4; 0,25 g L-1 NaCl; 0,25 g L-1 CaCl2 2H2O; 0,11 g L-1 H3BO3; 0,05 g L-1 FeSO4 

7H2O; 0,014 g L-1 MnCl 4H2O; 0,016 g L-1 CuSO4 5H2O; 0,00071 g L-1 MoO3; 0,0004 g L-1 Co 

(NO3) 6H2O [5]. Os cultivos experimentais foram desenvolvidos a partir de uma mesma cultura 

inicial (inóculo) de forma sequencial na seguinte ordem SCB, SFFP e SLCA (Fig. 3). 

 

Figura 3 - Fluxo de cultivo da microalga S. obliquus com relação à metodologia 

proposta para a realização do experimento. 

Bancada

(SCB)  

- Aamostra em triplicata: 10 ml do material de cultivo.

- Armazenamento da biomassa (-80 C).

- Análise HTS. 

Sistema Laminar de 

Cultivo de microalgas

(SLCA)

Fotobioreator Tipo 

Flat Panel

(SFFP)

Coleta de 

amostras

Coleta de 

amostras

Fase exponencial 

Determinação da biomassa e densidade celular

Fase exponencial 

Fase exponencial 

Cultura inicial S. obliquus

Coleta de 

amostras

Determinação da biomassa e densidade celular

Determinação da biomassa e densidade celular

 

Fonte: Elaborado pelo autor (2020). 

 

 As culturas de SCB e SFFP foram mantidas com agitação constante através do 

borbulhamento com ar atmosférico com adição de 0,5% de CO2 (v/v). As culturas no SLCA 

foram mantidas em circulação constante com auxílio de duas bombas hidráulicas para o 
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aumento da oferta de carbono, foi injetado empregando CO2 (100%, v/v) através de 

borbulhamento. Foram coletadas amostras diariamente para a determinação dos parâmetros de 

cultivo relacionados ao crescimento das culturas (densidade celular e biomassa). A densidade 

celular foi determinada pela contagem diária de células empregando a Câmara de Neubauer e 

microscópio óptico e a biomassa foi determinada através do método gravimétrico[26].  

 

2.2.2 Sequenciamento de alto rendimento  

 

As análises das comunidades bacterianas presentes nas culturas foram desenvolvidas 

através da técnica de sequenciamento de alto rendimento (HTS), procedimento que foi feito 

pela empresa Neoprospecta Microbiome Technologies (Florianópolis, SC, Brasil). Nos três 

sistemas de cultivo, foi realizada uma coleta por sistema de cultivo em três réplicas, no 

momento em que as culturas se encontravam na fase de crescimento exponencial, perfazendo 

um total de nove amostras. Os procedimentos de coleta, preparação e armazenamento das 

amostras foram realizados conforme o protocolo descrito por Christoff et al. [27], (Figura 3). 

Esta abordagem consta fundamentalmente dos seguintes passos: (1) Extração de DNA de um 

conjunto de amostras; (2) Amplificação da região alvo de aproximadamente 400 pares de bases 

(pb) usando a PCR, com um par de iniciadores que tem como objetivo a informação das regiões 

conservadas em ambos os lados amplificados; (3) Codificação dos amplicons iniciais em 

sequências curtas; (4) Combinação dos amplicons iniciais em uma única execução de 

sequenciamento criando milhares de cópias daqueles fragmentos. Após esses processos, o 

processamento de dados resulta em uma lista de abundâncias de táxons compostas 

individualmente pelas unidades taxonômicas operacionais (UTOs) presentes em cada amostra 

[28]. 

 

2.2.2.1 Extração e amplificação do DNA Bacteriano 

 

O DNA bacteriano correspondente às amostras das culturas de S. obliquus foi extraído 

utilizando o kit de purificação DNA Genomic Wizard (Promega Corp., Madison, WI, EUA) e 

foi armazenado a -20 °C. O DNA genômico total das amostras, foi usado como modelo para o 

sequenciamento de alto rendimento utilizando a plataforma Illumina MiSeq (Illumina Inc., San 

Diego, CA, USA). A preparação da biblioteca foi realizada utilizando o protocolo descrito por 

Christoff et al. [27]. Resumidamente, a região hiper variável V3-V4 do gene 16S RNAr foi 
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amplificada com os iniciadores encontrados nas regiões conservadas e hiper variáveis descritos 

na Tabela 3. 

 

Tabela 3 – Sequência de iniciadores usados para o sequenciamento. 

Primer Sequência Referência 

341F CCTACGGGRSGCAGCAG [29] 

806R GGACTACHVGGGTWTCTAAT [30] 

 

2.2.2.2 Amplificação por PCR  

 

A reação de PCR foi realizada em triplicata utilizando o reagente Platinum Taq 

Polymerase (Invitrogen, EUA) com as seguintes condições: 95 °C por 5 min, 25 ciclos de 95 

°C por 45 s, 55 °C por 30 s, 72 °C por 45 s e uma extensão final de 72 °C por 2 min. A 

preparação da biblioteca (anexo de adaptadores TruSeq, purificação com esferas AMPureXP e 

quantificação qPCR) foi realizada usando o protocolo de preparação da biblioteca Illumina 16S 

(nota técnica Illumina 15044223 Rev. B)[31]. O sequenciamento foi realizado usando o Kit 

MiSeq Reagent V3 com reações emparelhadas de 2 × 300 bp.com uma abrangência de 50.000 

leituras por amostra [27]  

 

2.2.2.3 Identificação do DNA bacteriano   

 

Os dados de sequenciamento para cada amostra foram processados no software 

Quantitative Insights on Microbial Ecology (QIIME) [30]. Inicialmente, a saída do 

sequenciamento foi analisada por um filtro de qualidade de leitura, para a remoção de leituras 

com uma pontuação média de Phred <20 seguida por um agrupamento de leituras 100% 

idênticas. Para a remoção de sequências quiméricas putativas, foram excluídos de análises 

posteriores os grupos com menos de 30 leituras. As demais sequências de boa qualidade foram 

agrupadas em 97% de semelhança para definir UTOs. A classificação das UTOs foi realizada 

comparando-as com um banco de dados 16S RNAr personalizado (NEORefDB, Neoprospecta 

Microbiome Technologies, Brasil). As sequências foram atribuídas taxonomicamente com pelo 

menos 99% de identidade no banco de dados de referência  [30]. 

 

 

 



28 

 

2.2.3 Determinação da Riqueza, Diversidade e Dominância 

 

As sequências foram atribuídas taxonomicamente no banco de dados de referência 

utilizados pela empresa NEOPROSPECTA [27]. Para avaliar as mudanças da comunidade 

bacteriana entre as amostras, foi empregado o visualizador Krona para os níveis Filo e Classe. 

Para o nível taxonômico Família foi elaborado um gráfico de abundância relativa, enquanto que 

para o nível de espécie as UTOs foram normalizadas com o valor de raiz quadrada, foram 

usados os índices de α-diversidade. Onde, foi calculado o índice diversidade de Shannon-

Weiner (KREBS, 1998), índice de dominância (SIMPSON, 1949) e o índice de Riqueza 

realizadas no Software Past. Posteriormente foram testadas a normalidade (Teste de Shapiro-

Wilk) empregando o software Past. Foi aplicado o teste paramétrico de ANOVA e Tukey com 

o mesmo software e as diferenças estatísticas foram consideradas para p<0,05. Para os 

parâmetros número de leituras, diversidade de Shannon e dominância de Simpson, os dados 

estão apresentados como as médias das réplicas técnicas (n=3) ± desvio-padrão. A análise do 

possível core bacteriano foi realizada através da elaboração de um Diagrama de Venn, mediante 

a utilização da ferramenta disponível no site 

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/, do grupo Bioinformatics and Evolutionary 

Genomics, Universidade de Ghent, Alemanha. As abundâncias relativas foram comparadas 

através de um heatmap, utilizando o índice de correlação de Spearman, empregando a 

ferramenta Heatmaper [32] disponível no endereço, http://www.heatmapper.ca/expression/. A 

análise de agrupamento hierárquico (coeficiente de similaridade de Bray-Curtis) foi realizada 

com base nas abundâncias relativas das UTOs das espécies entre os diferentes sistemas de 

cultivo com emprego do software Primer 6. 

 

2.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

2.3.1 Biomassa  

 

O crescimento em Biomassa das culturas sequenciais da microalga S. obliquus 

desenvolvidas nos três sistemas de cultivo:  Bancada (SCB); Fotobiorreator tipo flat-panel 

(SFFP); e Laminar de Cultivo de Microalgas (SLCA).  No SCB a cultura foi iniciada com uma 

biomassa (peso seco) de 0,26 g L¯¹ e, após 6 dias alcançou a fase exponencial, com uma 

biomassa de 1,37 g L¯¹. Nesse momento a cultura foi integralmente transferida para o SFFP, 

resultando em uma biomassa inicial de 0,30 g L¯¹ e, quando alcançou a fase exponencial em 5 
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dias, com biomassa de 1,12 L¯¹, foi transferida integralmente para o SLCA, resultando em uma 

biomassa inicial de 0,52 g L¯¹, chegando ao final da fase exponencial após 15 dias e alcançando 

biomassa de 9.03 g L¯¹.  

De acordo com OLIVEIRA et al. [5,6]  e VENANCIO et al. [4] os valores de biomassa 

foram semelhantes aos valores obtidos no presente trabalho, sendo de 1,5 g L¯¹  no quinto dia 

de cultivo e  12 g L¯¹ no quinquagésimo dia de cultivo. 

 

2.3.2  Descrição da riqueza, diversidade e dominância das comunidades bacterianas 

presentes nos sistemas de cultivo da microalga S. obliquus 

 

A composição das comunidades bacterianas associadas aos sistemas de cultivo de S. 

obliquus, foi analisada em diferentes níveis taxonômicos mediante o sequenciamento Illumina 

MiSeq, foram produzidas 195.177 leituras, permitindo a identificação de 85 UTOs com uma 

faixa de 25.000 a 30.000 leituras por replica técnica nos três sistemas de cultivo. No 

agrupamento das comunidades bacterianas foram encontrados três Filos (Figura 4), seis Classes 

(Figura 4), vinte nove famílias (Figura 5) e trinta e cinco espécies (Figura 7).  

A figura 5 apresenta a classificação taxonômica das comunidades bacterianas em 

termos de abundâncias relativas para os níveis de Filo, Classe e Ordem identificados nas 

culturas experimentais. 

Sendo que os Filos apresentaram uma abundância relativa de 71% a 90% no 

Proteobactéria, 6% a 16% no Bacteriodetes e de 3% a 15% no Actinobacteria, estando presentes 

nos três sistemas de cultivo na fase de crescimento exponencial.  

Em relação a Classe, as abundâncias relativas maiores foram: com 60% a 89% 

Alphaproteobactéria, sendo o SLCA o sistema com maior dominância dessa Classe bacteriana 

com uma abundância relativa aproximada ao 80%, a abundancia relativa na Classe 

Actinobacteria foi de 5% a 15% na fase de SCB e SFFP e de 6% a 17% na Classe 

Sphingobacteriia sendo dominante no SFFP de 12% a 17%.  
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Figura 4 - Composição taxonômica (Filo e Classe) das comunidades bacterianas presentes nas culturas 

de S. obliquus no Sistema de Cultivo de Bancada (SCB), no Sistema Fotobiorreator tipo flat panel 

(SFFP) e no Sistema Laminar de Cultivo de Microalgas (SLCA). 
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As Classes pertencentes ao Filo Proteobactérias foram abreviadas:  α-bacteria: Alphaproteobactéria, β-

bacteria: Betaproteobacteria, γ-bacteria: Gammaproteobacteria. 

 

De acordo com Ramanan et al. [9], nos ensaios filogenéticos demonstram que as 

bactérias pertencentes aos Filos Proteobactéria e Bacteroidetes são mais propensas a estabelecer 

interações com microalgas Clorofíceas. Coincidindo com a classificação filogenética a nível de 

Filo descrita por Sánchez-Zurano et al. [23]  num Sistema de Fluxo Laminar, que o Filo 

Proteobactérias foi comumente registrado, variando entre 55% e 70% ao longo dos meses do 

teste, enquanto o Filo Bacteroidetes foi o segundo mais abundante nas amostras, com registro 

entre 8% e 20% nas culturas da microalga S. obliquus quando foi cultivada utilizando águas 

residuais como única fonte de nutrientes. Conforme Abell e Bowman [33], a maioria de 

bactérias pertencentes a esses Filos compartilha a capacidade de degradar rapidamente a matéria 

orgânica sustentando uma potencial transferência direta de carbono orgânico das microalgas 

para as bactérias. 

Krohn-Molt et al. [34] também relatam a dominância da Classe Alphaproteobactéria 

estando presente em quase 75% da comunidade bacteriana, junto com Bacteriodetes, 

Betaproteobactéria no biofilme de cultura de C. vulgaris e de S. obliquus cultivadas de forma 

conjunta num sistema de fotobiorreator. As classes Sphingobacteriia e Actinobacteria também 

foram encontrada em baixas proporções em cultivo de S. obliquus. Num sistema de fluxo 

SCB SFFP SLCA
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laminar, Sánchez-Zurano et al. [23] sendo que resultados similares foram encontrados no 

presente trabalho, onde a Classe de Alphaproteobactéria foi altamente dominante no SLCA e 

as classes Actinobacteria e Sphingobacteriia estiveram presentes em todos os sistemas de 

cultivo.  

Na Figura 5 são apresentadas as comunidades bacterianas ao nível de Família. A 

Família com maior abundância relativa foi Caulobacteraceae no SFFP e SLCA. No SCB a 

abundância de Caulobacteraceae apresentou variação entre 29% e 32%, no sistema SFFP foi de 

29 a 50%,  e um aumento no SLCA com valores entre 22% e 58%. A Família 

Erythrobacteraceae foi a segunda mais representativa com abundância relativa no SCB variando 

de 35% a 38%, tendo uma drástica redução no SFFP, com abundância de 1% a 7% e 

aumentando no SLCA com valores entre 20% e 39%. A família Sphingobacteriaceae teve 

abundância relativa nos SCB e SLCA de 4% e 9%, enquanto no SFFP de 12% a 17%. 

Microbacteriaceae apresentou abundância relativa de SFFP e SLCA de 2% a 7%, enquanto no 

SCB foi de 10% a 15%. Essas quatro famílias totalizaram de 70% a 87% das comunidades 

bacterianas registrada nos sistemas de cultivo desse estudo. 

 

Figura 5 - Abundância relativa ao nível de Família das comunidades bacterianas registradas nos três 

sistemas de cultivo: Sistema de Cultivo de Bancada (SCB), Sistema Fotobiorreator tipo flat panel 

(SFFP) e Sistema Laminar de Cultivo de Microalgas (SLCA). 
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De acordo com Krohn-Molt et al. [34] em estudo realizado com bioflme presente em 

um fotobioreator onde foram cultivadas em conjunto as microalga C. vulgaris e S. obliquus, foi 

observada maior abundância relativa de bactérias das famílias Sphingomonadaceae, 

Caulobacteraceae, Rhizobiaceae, Xanthomonadaceae. Vale ressaltar que no trabalho de Krohn-

Molt et al. [25], as principais famílias bacterianas observadas pertencem às Comamonadaceae, 

Caulobacteraceae, Chitinophagaceae, Flexibacteraceae, e Sphingomonadaceae, e, o autor 

corrobora que as comunidades bacterianas associadas à Classe Clorofícea parecem se amoldar 

aos diferentes fatores bióticos e abióticos, onde provavelmente compartilham em sua estrutura 

filogenética conteúdo de informação genômica que permita ter algumas comunidades que 

permanecem independentemente dos fatores bióticos e abióticos [34]. Os resultados de Krohn-

Molt et al. [34] em relação às famílias são semelhantes àqueles obtidos no presente trabalho, 

sendo as famílias Caulobacteraceae e Erythrobacteraceae as mais abundantes. 

Nas culturas desenvolvidas sequencialmente nos três sistemas de cultivo, o número 

observado de espécies variou entre treze e vinte e quatro (Tabela 4), A maior diversidade foi 

observada no SFFP (24 espécies), seguido pelo SLCA (19 espécies). Para entender a estrutura 

bacteriana das amostras, tanto a diversidade quanto a dominância foram medidas pelos índices 

de Shannon e Simpson respectivamente. Onde, se apresenta uma diversidade e riqueza baixa 

no SCB em contraste com SFFP e SLCA onde apresenta uma diversidade e riqueza maior. A 

Dominância é alta em todos os níveis de cultivo (Tabela 4). 

 

Tabela 4 - Métricas de Diversidade Alfa das comunidades bacterianas das culturas de S. obliquus 

desenvolvidas nos três sistemas de cultivo: Sistema de Cultivo de Bancada (SCB), Sistema 

Fotobiorreator tipo flat panel (SFFP) e Sistema Laminar de Cultivo de Microalgas (SLCA). 

Dados médios ±desvio padrão, n = 3. ANOVA simples. Letras diferentes na mesma coluna indicam 

diferenças estatísticas significativas (Teste de Tukey, p<0,05). 

 

Krohn-Molt et al. [34] encontraram 28 UTOs no biofilme aderido às paredes de um 

fotobiorreator onde foram cultivadas as microalgas S. obliquus e C. vulgaris. As análises 

moleculares indicaram que a comunidade microbiana foi bastante estável ao longo do tempo de 

cultivo. Diferentemente, onde foram empregados três diferentes sistemas de cultivo. Nesse 

trabalho onde foram empregados três diferentes sistemas de cultivo de S. obliquus e o número 

Sistema de Cultivo Riqueza 

(n° espécies) 

Número de Leituras Diversidade 

(Índ. de Shannon-Weaver) 
Dominância 

(Índ. de Simpson) 

SCB 13 24.039,3 ±10.900b 1,75 ±0,04b 0,78 ±0,01b 

SFFP 24 33.156 ±40.985a 2,53 ±0,10a 0,89 ±0,02a 

SLCA 19 24.522,3 ±14.409b 2,31 ±0,21a 0,82 ±0,06ab 
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de UTOs foi de 35 nas espécies sendo superior aos resultados obtidos por Krohn-Molt et al. 

[34] .  

De acordo com Kublanovskaya et al. [24], a diversidade bacteriana das culturas de 

laboratório, desenvolvidas em ambientes fechados, é muito menor de que a diversidade 

encontrada em amostras de cultivo em ambientes abertos ou nos ambientes naturais. Esse fato 

foi corroborado no presente estudo, uma vez que, o SCB, sistema fechado e em escala de 

laboratório (2,0 L), foi o sistema com menor diversidade, enquanto que a diversidade bacteriana 

aumentou sensivelmente no SFFP, que ainda mantinha condições laboratoriais porém tinha 

maior volume (100 L). Já no sistema SLCA, um sistema superintensivo de cultivo e sob 

condições ambientais naturais (outdoor), houve uma redução na diversi dade possivelmente o 

ambiente externo tenha influenciando o aparecimento e a supressão de algumas espécies, 

formando novas comunidades. Vale ressaltar a ocorrência e a dominância de algumas espécies 

em todos os três sistemas de cultivo estudados.  

Na figura 6 é apresentado o Diagrama de Venn, considerando as comunidades 

bacterianas comuns e especificas identificadas em cada um dos três sistemas de cultivo. As 

espécies descritas foram 9 espécies para o SFFP e 10 espécies únicas para o SLCA, enquanto 

no SCB não se obteve dados sobre espécies únicas. A possível comunidade bacteriana presente 

em todas as amostras (comunidade core) está composta pelas seguintes espécies de bactérias: 

Aquimonas voraii, Hydrogenophaga intermedia, Phenylobacterium falsum, Brevundimonas 

vesicularis, Chryseoglobus frigidaquae, Rhizobium rosettiforman, Brevundimonas aurantiaca, 

Porphyrobacter neustonensis, as quais foram registradas no três sistemas de cultivo, tendo 

somente ocorrido variações na quantidade de UTOs entre cada sistema.   

Para  Ramanan et al. [35] e Sapp et al. [36], frequentemente as espécies que compõem 

a comunidade core em culturas de microalgas não são em grande parte micro-organismos 

fotossintéticos, e é provável que estas comunidades bacterianas tenham se adaptado e criado 

uma alta resistência a um número de fatores de estresse [37], e por essa razão é possível manter 

as conexões inerentes entre as algas e as bactérias sob condições adversas [24]. Em contraste, 

com os resultados obtidos no presente estudo, duas espécies do gênero Brevundimonas e uma 

do gênero Porphyrobacter foram encontradas formando parte da comunidade bacteriana core 

apresentado alta abundancia relativa nos SFFP e SLCA. Segundo Tao; Rouvière; Cheng, [38], 

grande parte das bactérias do gênero Brevundimonas contém o pigmento astaxantina e bactérias 

do gênero Porphyrobacter é relatado possuir a capacidade de sintetizar bacterioclorofila em 

condições aeróbias[39], por essa razão conseguem realizar processos fotossintéticos. Diferindo 

ao escrito por Ramanan et al. [35]. 



34 

 

Figura 6 - Diagrama de Venn indicando a comunidade bacteriana core e comunidades únicas 

presente nos diferentes sistemas de cultivo da microalga S. obliquus. 
 

 

A fim de comparar a distribuição taxonômica da comunidade bacteriana das nove 

amostras (três sistemas de cultivo, três réplicas), a abundância relativa normalizada das UTOs 

ao nível de espécie foi utilizada para gerar um Heatmap de distribuição (Fig. 7). Conforme a 

abundância relativa as UTOs foram classificadas como alta (> 10%), média (> 1% e <10%), e 

baixa (<1%). O Heatmap revelou uma estratificação das comunidades bacterianas em relação 

aos sistemas de cultivo: as bactérias únicas do SLCA estão localizadas na parte superior; na 

parte intermedia estão localizadas as bactérias que compõem uma possível comunidade core 

que, por conseguinte, pertencem ao SCB; e na parte inferior do gráfico estão as comunidades 

bacterianas correspondentes ao SFFP. As espécies de maior abundância foram Porphyrobacter 

neustonensis com abundância entre 38% e 40% no SCB, enquanto Brevundimonas aurantiaca 

apresentou abundância entre 20% e 50% no SFFP e, novamente, Porphyrobacter neustonensis 

com 22% a 48% no SLCA. Essas duas espécies apresentaram abundância entre 32% e 87% em 

todas os sistemas de cultivo.  
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Figura 7 - Heatmap espécies. Abundância relativa de espécies bacterianas associadas à cultura de 

microalgas. Classificando UTOs como abundância alta verde, abundância média preto, baixa 

abundância, vermelho e vinho (0%). 

 

Obs.: Os quadrados localizados na frente de cada espécie são relativos às Famílias (Figura 5). 

 

Em contraste, no presente estudo as bactérias em comuns foram Brevundimonas e 

Rhizobium. Cabe ressaltar que Krohn-Molt et al. [34] também encontraram bacterias do gênero 

Brevundimonas, sendo que, membros desses gêneros têm sido frequentemente isolados do solo 
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e de ambientes aquáticos. Existe a possibilidade de que bactérias do gênero Brevundimonas 

estejam sempre presentes como cepas bacterianas comumente registradas nas culturas de S. 

obliquus, independente do sistema de cultivo até mesmo no ambiente natural. Tao, Rouvière e 

Cheng [38] relatam que as bactérias do gênero Brevundimonas sintetizam astaxantina que é um 

pigmento de alto valor econômico na indústria e sua obtenção, a partir de outras fontes, está 

sendo ativamente explorada. 

A astaxantina é frequentemente usada na aquicultura, sendo suplementado em dietas 

de salmonídeos principalmente para a pigmentação do tecido muscular, além de ser 

fundamental pela capacidade antioxidante. Os salmonídeos dos gêneros Salmo, Oncorhynchus 

e Salvelinus selvagens acumula carotenoides produzidos por algas transferidos através da 

cadeia alimentar, mas para salmonídeos criados em cativeiro esses carotenoides devem ser 

adicionados na como completo na ração [44,45]. Tao, Rouvière e Cheng [38] relatam que os 

genes de síntese de carotenoides identificados de Brevundimonas podem ser usados para a 

produção de astaxantina em outros micro-organismos através da engenharia genética. A 

microalga S. obliquus ao ser uma microalga com alto potencial biotecnológico principalmente 

pela rusticidade se adaptando as condições de cultivos superintensivos, atingindo uma elevada 

biomassa. Poderia ser um apropriado candidato para modificar seu DNA na produção do 

pigmento astaxantina, devido a que coabita com a bactéria B. auriantiaca sendo uma bactéria 

que apresenta uma alta abundância relativa e forma parte da comunidade core. Assim 

futuramente, poder empregar essa microalga como suplemento nas dietas nos cultivos de 

salmonídeos.   

Liu et al. [43] investigaram o metabolismo de P. neustonensis, onde foi sequenciado 

o genoma completo para compreender os principais caminhos metabólicos em relação às formas 

de carbono, nitrogênio, enxofre e fósforo com base nos principais genes que processa. Embora 

essa bactéria tenha genes relacionados com a síntese de bacterioclorofila e possa sintetizar 

energia química a partir da energia luminosa, a ausência de fixação de carbono e de co-genes 

oxidantes indica que a cepa não é capaz crescer autotroficamente, pois somente consegue 

utilizar fontes carbono orgânico. Não há uma via de glicólise completa, mas processa genes-

chave para as vias metabólicas pentose fosfato e no ciclo do ácido tricarboxílico. No presente 

estudo, P. neustonensis apresentou dominância nos sistemas SCB e SCLA estando presente em 

menor abundância no SFFP. Em um estudo com Scenedesmus quadriculata, onde foi 

desenvolvida uma caraterização metagenômica e uma análise de metatranscriptomica, Krohn-

Molt et al. [25] relataram que P. neustonensis revelou uma alta expressão dos genes relativos 

às vias metabólicas relacionadas com a sínteses de cobalamina, sendo que essa vitamina é 
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importante como cofator da enzima metionina sintase dependente da cobalamina[44] associada 

a tolerância na mudança de temperatura, crescimento, entre outros fatores importantes na 

fisiologia das microalgas [15]. 

A análise de agrupamento hierárquico (UPGMA, coeficiente de similaridade de Bray-

curtis) com base nas ocorrências de UTOs no nível taxonômico de espécie, baseado na 

presença-ausência das UTOs, indicou que as amostras SCB tinham uma semelhança perto do 

90% entre as réplicas e em comparação ao SFFP foi mais semelhante agrupando-se com 69% 

de similaridade, que com o SLCA que foi o diferente, com 35% de semelhança com os sistemas 

de produção nos sistemas SCB e SFFP (Fig. 8).  

Figura 8 - Análise de similaridade Bray-Curtis entre os três sistemas de cultivo: Sistema de Cultivo de 

Bancada (SCB); Sistema Fotobiorreator tipo flat panel (SFFP); e Sistema Laminar  

de Cultivo de Microalgas (SLCA). 

  

Ao contrário da rizosfera das plantas, a formação e o tamanho da ficosfera de 

microalgas depende fortemente também das forças hidrodinâmicas no ambiente de cultivo [45]. 

Portanto, a estrutura das comunidades bacterianas deve ser determinada pelo regime 

hidrodinâmico durante cultivo das microalgas em um laboratório [24]. Nesse sentido, os 

sistemas SCB e SFFP tem condições de cultivo similares (cultivo indoor) em contraste com o 

SLCA que é um cultivo outdoor, cujo sistema é influenciado pelos fatores ambientais (luz e 

temperatura, por exemplo). Conforme Sánchez-Zurano et al. [23], nos cultivos de S. obliquus 

os parâmetros de cultivo influenciaram as flutuações na abundância das principais populações 

de bactérias detectadas e na atividade microalgal,  

Particularmente no SLCA é onde se produz uma elevada Biomassa microalgal; obtida 

pela alta capacidade de contato das células microlagais com a energia luminosa no recorrido 
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pelo SLCA [4]. Cabe a possibilidade de relacionar com atividade alelopática que comumente é 

definida como um processo que envolve compostos químicos liberados no meio aquático, nesse 

caso pelas microalgas, referindo efeitos adversos, seja diretamente ou indiretamente, no 

crescimento de outros micro-organismoss [46]. Cabe a possibilidade de ser uma das razões da 

diminuição na riqueza e diversidade, do SLCA que teoricamente deveria ser superior por ser 

um sistema outdoor [22].    

 

2.4 CONCLUSÕES  

 

No agrupamento das comunidades bacterianas foram encontrados três Filos, seis 

Classes, doze Ordens, vinte oito famílias e trinta e cinco espécies. As espécies Brevundimonas 

aurantiaca e Porphyrobacter neustonensis apresentaram maior abundância relativa em relação 

a outras espécies encontradas como Aquimonas voraii, Hydrogenophaga intermedia, 

Phenylobacterium falsum, Brevundimonas vesicularis, Chryseoglobus frigidaquae e 

Rhizobium rosettiforman, sendo que essas espécies estiveram presentes em todos os sistemas 

de cultivo formando uma possível comunidade “core”. As comunidades bacterianas associadas 

aos diferentes sistemas de cultivo da microalga S. obliquus mostraram um aumento na riqueza 

e diversidade de espécies nos sistemas superintensivo e intensivo, sendo que no SFFP foi 

verificada uma maior riqueza destas comunidades bacterianas. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

Este um estudo inédito de caracterização bacteriana feita em diferentes sistemas de 

cultivo a partir de um único inóculo de S. obliquus, espécie que tem mostrado alto potencial 

biotecnológico em diversas aplicações. Com essa caracterização, foram identificadas oito 

espécies de bactérias que compõem a comunidade bacteriana core, sendo que estas poderão ser 

isoladas dependendo das particularidades de cada espécie, também da riqueza e dominância em 

relação ao sistema de cultivo, e poderão ser usadas em benefício das culturas da microalga S. 

obliquus, como micro-organismos com propriedades probióticas. 

Em futuros trabalhos de HTS para a caracterização de outras microalgas, visando à 

redução dos (elevados) custos das análises, se recomenda suprimir as réplicas técnicas quando 

se tratar de sistemas fechados em frascos de vidro (SCB), uma vez que, na presente 

caracterização bacteriana, o número de leituras das espécies com abundâncias relativas maiores 

foi mantido na mesma proporção a respeito dos parâmetros de leitura gerados pelo 

sequenciamento. 

Na comunidade core foram observadas as espécies B. aurantiaca e P. neustonensis, as 

quais podem ser candidatas a futuros estudos, uma vez que  B. aurantiaca pode sintetizar o 

pigmento carotenoide astaxantina - pigmento altamente valorizado na indústria e na aquicultura 

- e, tendo em conta a proximidade dessa espécie em vários estudos de caracterização bacteriana, 

poderia se plantear a possibilidade de inserir esses de genes com o uso da engenharia genética, 

em S. obliquus, principalmente pela receptividade na transferência de genes horizontal que as 

microalgas possuem e P. neustonensi por já ter sequenciado o genoma e apresentar relação com 

a síntese de cobalamina que é uma vitamina importante na fisiologia da microalga em fatores 

como tolerância ao estresse, crescimento entre outros relatado em S. quadriculata.  
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APÊNDICE A – Abundância relativa das espécies encontradas nos três sistemas de 

cultivo: Sistema de Cultivo de Bancada (SCB), Sistema Fotobiorreator tipo flat panel 

(SFFP) e Sistema Laminar de Cultivo de Microalgas (SLCA)  

 

 

SCB  

1 

SCB  

2 

SCB  

3 

SFFP 

 1 

SFFP 

 2 

SFFP 

 3 

SLCA 

 1 

SLCA  

2 

SLCA 

 3 

Acinetobacter baumannii 0,03 0,05 0,06 0,53 0,67 0,83 0,00 0,00 0,00 

Acinetobacter guillouiae 0,11 0,09 0,08 2,26 2,05 3,26 0,00 0,00 0,00 

Acinetobacter johnsonii 0,11 0,15 0,12 0,16 0,18 0,59 0,00 0,00 0,00 

Algoriphagus aquaeductus 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,84 1,42 1,60 

Algoriphagus mannitolivorans 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,80 0,38 0,45 

Aliihoeflea aestuarii 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,65 0,35 0,32 

Aquimonas voraii 3,41 5,36 4,51 5,86 5,98 7,45 1,19 0,46 0,63 

Blastomonas natatoria 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,43 0,29 0,21 

Bosea massiliensis 0,00 0,00 0,00 0,16 0,09 0,21 0,00 0,00 0,00 

Bosea minatitlanensis 0,00 0,00 0,00 0,20 0,07 0,21 0,00 0,00 0,00 

Bradyrhizobium elkanii 0,00 0,00 0,00 0,13 0,10 0,22 0,00 0,00 0,00 

Bradyrhizobium japonicum 0,00 0,00 0,00 0,28 0,23 0,20 0,00 0,00 0,00 

Brevundimonas aurantiaca 29,22 31,84 34,12 54,99 57,03 23,21 24,76 58,28 65,29 

Brevundimonas 

kwangchunensis 

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,22 0,10 0,09 

Brevundimonas vesicularis 0,04 0,09 0,05 0,03 0,11 0,12 0,52 0,28 0,26 

Caulobacter mirabilis 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,13 0,03 0,06 

Cellulomonas hominis 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,69 0,38 0,23 

Chryseoglobus frigidaquae 16,59 12,80 11,70 7,28 6,27 10,37 6,89 2,86 3,03 

Cupriavidus pauculus 0,00 0,00 0,00 0,80 0,71 1,80 0,00 0,00 0,00 

Curvibacter delicatus 0,00 0,00 0,00 0,21 0,23 0,35 0,00 0,00 0,00 

Curvibacter lanceolatus 0,00 0,00 0,00 2,01 2,47 3,20 0,00 0,00 0,00 

Devosia hwasunensis 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,77 0,98 0,86 

Devosia insulae 0,00 0,00 0,00 0,41 0,41 0,68 0,00 0,00 0,00 

Devosia riboflavina 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,24 0,14 0,11 

Dyadobacter fermentans 0,00 0,00 0,00 3,44 2,79 4,42 0,00 0,00 0,00 

Escherichia coli 0,09 0,09 0,10 0,78 0,47 0,33 0,00 0,00 0,00 

Gemmobacter nectariphilus 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,20 0,52 0,52 

Hydrogenophaga defluvii 6,46 7,38 6,69 5,87 5,48 8,44 0,00 0,00 0,00 

Hydrogenophaga intermedia 0,76 1,02 0,96 0,28 0,42 0,42 0,19 0,13 0,12 

Hyphomonas polymorpha 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,33 0,81 0,52 

Rhizobium giardinii 0,00 0,00 0,00 1,16 1,28 1,79 0,00 0,00 0,00 

Rhizobium leguminosarum 0,00 0,00 0,00 3,55 3,15 4,67 0,00 0,00 0,00 

Rhizobium rosettiformans 0,10 0,13 0,09 2,22 2,40 3,60 3,62 2,10 1,60 

Phenylobacterium falsum 2,65 2,14 2,53 5,92 1,47 14,08 3,41 2,08 1,51 

Porphyrobacter neustonensis 40,44 38,87 39,00 1,48 5,94 9,55 49,10 28,41 22,58 
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