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Resumo

As microalgas compdem um grupo de microrganismos taxonomicamente
diversos com grande potencial biotecnolégico. No entanto, a identificacao
taxondmica tradicional desses microrganismos é laboriosa e demorada.
Neste trabalho, foi realizada a identificacdo molecular (DNA barcoding) das
cepas de microalgas pertencentes a colecdao de microrganismos e microalgas
da Embrapa, utilizando o marcador ITS2 e uma andlise filogenética das
suas relacdes taxondmicas. A partir dessas informacdes, foi realizado
um levantamento bibliografico das principais aplicacbdes biotecnoldgicas
relacionadas a utilizacao de microalgas, bem como sua correlacdao com as
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taxas de microalgas presentes na colecdo. Os resultados deste trabalho
demonstraram que a diversidade de cepas depositadas na colecao abrange
as principais familias de microalgas utilizadas em estudos biotecnolégicos
nacionais e internacionais.

Termos para indexacdao: identificacao. diversidade. aplicacao.
bioproduto. Chlorophyta.



Prospective assessment
of the biotechnological
potential of microalgae: a
phylogenetic approach

Abstract

Microalgae is a taxonomic diverse group of microrganisms with great
biotechnological potential. However, the taxonomical identification of
these microrganisms is laborious and time consuming. In this work, the
molecular identification using the ITS2 marker (DNA barcoding) of the
microalgae strains belonging to Embrapa’s Collection of Microrganisms
and Microalgae, and the phylogenetic analysis of the taxonomic
relationship. Using these data, a bibliographic survey of the main
biotechnological applications related to the use of microalgae, as well
as the establishment of the correlation of these with microalgae taxa
belonging to the Embrapa’s collection were performed. The results of
this work demonstrate that the diversity of strains deposited in the
collection include the main microalgae families used in biotechnological
studies around the world.

Index terms: identification. diversity. application. bioproduct.
Chlorophyta.
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Introducéo

As microalgas verdes (divisdo Chlorophyta) sdo um grupo de
microrganismos fotossintetizantes taxonomicamente diversos com
aproximadamente 8 mil espécies descritas. Esses organismos sao
importantes produtores de matéria organica em ecossistemas terrestres,
sendo alvo de crescente interesse para aplicacdes biotecnoldgicas,
como a producao de combustiveis, produtos quimicos, pigmentos e
alimentos em geral (HADI et al., 2016).

O isolamento, a identificacdo e a preservacao de recursos genéticos
algais diversificados em colecao biolégica de referéncia é fundamental
para amparar o desenvolvimento de um programa de melhoramento
genético de microalgas. Todavia, a identificacdo de microalgas por
morfologia é bastante desafiadora, especialmente para as espécies de
maior interesse biotecnolégico. Sendo assim, a utilizacdo de métodos
moleculares de identificacao, como o DNA Barcoding, é fundamental
para a adequada identificacdo e avaliacdo da diversidade de espécies
depositadas em uma colecéo bioldgica (FUQIKOVA et al., 2010).

A fim de avaliar se as principais espécies de interesse biotecnolégico
estdo representadas e disponiveis na Colecdo de Microrganismos

e Microalgas Aplicados a Agroenergia e Biorrefinarias da Embrapa
(HADI et al., 2016; BRASIL et al., 2016), este trabalho analisou a
diversidade das microalgas presentes na colecao. Posteriormente,

foi feita a correlacdo entre a identidade taxonémica desses recursos
genéticos ao seu potencial de exploracdo biotecnolégica, com base em
informacoes disponiveis na literatura. Este trabalho foi publicado nos
anais do IV Encontro de Pesquisa e Inovacao da Embrapa Agroenergia
(CEREIJO et al., 2017) e esta publicacao visa divulgar e tornar amplo
o conhecimento sobre as areas de aplicacao das microalgas e definir o
impacto das suas atuais areas de pesquisa, como também vislumbrar
as linhas de pesquisa ainda nao desenvolvidas na Embrapa Agroenergia.
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Material e métodos

Identificacdo de cepas baseada no marcador Internal Transcribed
Spacer 2 (ITS2)

Para a identificacdo das cepas de microalgas pertencentes a colecao de
microrganismos e microalgas aplicados a agroenergia e biorrefinarias
da Embrapa (subsequentemente denominada como colecao de
microrganismos da Embrapa), foi realizada a extracao do DNA
gendmico total de 76 cepas, utilizando o protocolo CTAB. O DNA
extraido foi submetido a PCR para amplificacdo da regido ITS1-5.8S-
ITS2 e o produto da reacdo foi sequenciado pelo método de Sanger.
Os resultados obtidos foram analisados utilizando o software Geneious
9, por meio do qual foi obtida uma sequéncia consenso para cada
cepa. Essas sequéncias foram anotadas no ITS2 database (http://its2.
bioapps.biozentrum.uni-wuerzburg.de/) para obtencao das sequéncias
ITS2, que foram comparadas com o banco de dados GenBank (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) por meio da ferramenta BLAST. Para
identificacdo das cepas, foram adotados os critérios utilizados por Hadi
et al. (2016).

Construcéo da arvore filogenética

Para estabelecer a relacdo evolutiva entre as cepas de microalgas, foi
construida uma arvore filogenética baseada no marcador ITS2. Para
isso, foi utilizado o software MEGA7, no qual as sequéncias ITS2 das
cepas foram alinhadas com o ClustalW, e a arvore foi construida. Foi
utilizado o método Maximum Likelihood baseado no modelo General
Time Reversible (GTR) com sitios invariadveis (I) e pardmetro de
distribuicdo Gamma (G).

Levantamento bibliografico
O levantamento do nimero de pesquisas relacionadas a microalgas nas

areas de biorremediacao, biocombustiveis, quimica fina, nanoparticulas
e alimentacao, no periodo entre 2007 e 2016, foi realizado com o
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Google Scholar com os géneros mais representados (mais frequentes),
pertencentes as familias Chlamydomonadaceae (Chlamydomonas e
Dunaliella), Chlorellaceae (Chlorella e Micractinium), Chlorococcaceae
(Chlorococcum e Tetracystis), Scenedesmaceae (Desmodesmus

e Scenedesmus) e Uronemataceae (Uronema). Critérios de busca
utilizados: “Género” AND [“Area OR Area no plural”], excluindo
citacoes da busca.

Resultados e discussao

Com o resultado da identificagcdo molecular das 76 microalgas da
colecao de microrganismos da Embrapa utilizando o marcador ITS2, foi
construida uma arvore filogenética para analisar a relacdao taxon6mica
das cepas presentes na colecao (Figura 1).

Os dados resultantes da identificacdo molecular permitiram verificar
que as cepas da colecao estao distribuidas em cinco familias, sendo
47% (36) Scenedesmaceae, 25% (19) Chlorococcaceae, 16%

(12) Chlorellaceae, 11% (8) Chlamydomonadadaceae e 1% (1)
Uronemataceae. Analisando a Figura 1, é possivel observar que as
cepas da familia Chlorellaceae, pertencente a ordem Chlorellales, esta
filogeneticamente mais distante das demais familias da colecao, que

se agrupam nas ordens Chlamydomonadales (Chlamydomonadaceae e
Chlorococcaceae) e Sphaeropleales (Scenedesmaceae). O representante
da ordem Chaetophorales (Uronema trentonense), no entanto, foi
agrupado no mesmo braco da arvore que estavam algumas espécies do
género Chlamydomonas (Ordem Chlamydomonadaceae), indicando uma
maior relacao filogenética entre os representantes dessas duas ordens.

A partir dessas informacdes, foi realizado um levantamento na
literatura para se verificar as areas de estudo nas quais os géneros
mais representados na colecdo sado aplicados (Figura 2). Os resultados
mostraram que, no periodo analisado, as principais areas de interesse
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tém sido a de biocombustiveis, de alimentacao e de biorremediacao.
De fato, nos ultimos anos, tem-se observado um crescente interesse
no uso de opcoes sustentdveis para a producao de energia e para as
atividades agroindustriais, e as microalgas tém se mostrado como uma
opcao com grande potencial para essas finalidades.
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Figura 1. Arvore filogenética das cepas de microalgas depositadas na colecdo de
microrganismos e microalgas aplicados a agroenergia e biorrefinarias da Embrapa
Agroenergia. A arvore foi construida utilizando o método Maximum Likelihood baseado no
modelo General Time Reversible (GTR) com sitios invariadveis (l) e parametro de distribuicao
Gamma (G) (GTR+ G +1). A andlise foi realizada com base em 83 alinhamentos de 76
sequéncias ITS2. Os valores de bootstrap (1.000 replicatas) sdo mostrados préximos aos
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galhos. Valor de cutoff = 30%. A anélise evolutiva foi realizada no software MEGA?7.
As ordens Clorellales, Chlamydomnadales Chaetophorales e Sphaeropleales estédo

representadas, respectivamente, pelas cores oliva, vermelho, roxo e verde.

Na area de biorremediacado de efluentes, por exemplo, Sukacova et

al. (2015) conseguiram remover 97 + 1% do fésforo presente na
agua residual urbana utilizando um consércio entre cianobactérias
(Phormidium autumnale e Pseudanabaena sp.) e uma microalga da
familia Scenedesmaceae (Scenedesmus acutus). Resultados similares
foram observados em outro trabalho com a vinhaca, residuo da cadeia
de producao do etanol, em que o cultivo da cepa Micractinium sp.
Embrapa|LBA32 (Chlorellaceae) levou a reducdo do teor de nitrato no
efluente (SANTANA et al., 2017). Esses resultados indicam o potencial
de aplicacédo de representantes dessas familias para a biorremediacao
de efluentes, resultado que esta associado com o crescente interesse
em espécies dessas familias na literatura (Figura 2).
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Figura 2. Nimero de resultados de pesquisa para estudos envolvendo microalgas em
diferentes areas entre 2007 e 2016. Para a obtencao dos resultados, foram realizadas
buscas por estudos com espécies dos géneros mais representativos de cada uma das

familias, utilizando a base de dados do Google Scholar.
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A area de biocombustiveis tem sido o principal alvo de estudos com
microalgas nos ultimos 10 anos (Figura 2), sendo a maior parte

dos trabalhos relacionada a espécies das familias Chlorellaceae e
Chlamydomonaceae. De fato, observa-se um grande potencial para
espécies dessas familias, como é observado em um trabalho realizado
por Hodgskiss et al. (2016), no qual foi possivel isolar uma cepa da
familia Chlorellaceae capaz de acumular 27% de teor de lipideos em
sua biomassa total. Segundo Cao et al. (2013), em decorréncia da
alta capacidade de acumulo de lipideos de espécies dessa familia, é
possivel produzir biodiesel com alto rendimento a partir da biomassa
Umida desse grupo de microrganismos. Dentre as cepas da colecao
de microrganismos da Embrapa, 16% do total sdo representantes da
familia Chlorellacea.

Assim como na area de biocombustiveis, os dados obtidos com o
levantamento bibliografico mostram que as espécies das familias
Chlamydomonadaceae e Chlorellaceae também sdo as mais estudadas
quanto ao seu potencial uso na indUstria de alimentos. Em trabalho
realizado por Tibbetts et al. (2015), a caracterizacdo da biomassa
produzida por uma microalga da familia Chlorellaceae mostrou que

a mesma é alta produtora de aminoacidos essenciais e que por isso
poderia ser utilizada para suplementacdo animal. Dentre as cepas da
colecdo, a C. biconvexa Embrapa|LBA40 (Chlamydomonadaceae)
(SANTANA et al., 2017) e Tetranephris sp. Embrapa|LBA52
(Scenedesmaceae) (CEREIJO et al., dados ndo publicados) também
apontaram um alto acumulo de proteinas, indicando o potencial desses
organismos para serem utilizados na nutricdo animal ou humana.
Como apontado por Cheunbarn e Cheunbarn (2015), em geral, a
biomassa microalgal é altamente rica em proteinas essenciais para

o desenvolvimento de peixes como a tildpia (Oreochromis niloticus),
podendo ser aplicada industrialmente para essa finalidade.

A industria quimica é um segmento de alto valor agregado, que
ainda explora pouco o potencial das microalgas. Esses organismos
podem ser utilizados para a producao de varios produtos, dentre
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eles o 1,2 propanodiol e o etileno glicol. De acordo com o trabalho
desenvolvido por Miao et al. (2015), é possivel utilizar um processo de
producao direta dessas substancias a partir de biomassa de microalgas
da Familia Chlorococcaceae com um rendimento de 41,5%. Wang

et al. (2016), por sua vez, produziram 5-hidroximetilfurfural também
utilizando uma espécie da familia Chlorococcaceae. Esses resultados
indicam uma potencial aplicacdo de cerca de 25% das cepas de
microalgas da colecdao de microrganismos da Embrapa (Figura 2).

Outro segmento de alto valor agregado é a producao de farmacos.
Nesse setor, a nanotecnologia busca alternativas de tratamentos

de vérias patologias de maneira mais direcionada, evitando assim a
exposicao do organismo a maiores niveis de medicamentos. Segundo
Khalid et al. (2017), é possivel sintetizar nanoparticulas de prata,
utilizados para o tratamento de infeccOes virais e bacterianas e também
no combate a neoplasias, a partir de extratos retirados de microalgas
das familias Chlorellaceae e Scenedesmaceae. Tendo em vista que
47% da colecdo de microalgas da Embrapa Agroenergia sdo da familia
Scenedesmaceae, podem-se desenvolver pesquisas mais especificas
para esse segmento.

Conclusoes

Os resultados do trabalho demostram que a colecao de microalgas

da Embrapa apresenta significativa diversidade filogenética e possui
representantes dos géneros com potencial biotecnoldgico e industrial,
como, por exemplo, as espécies das familias Chlorellaceae e
Chlamydomonadales. Levando em consideracao os dados levantados,

é possivel verificar que a maior parte das cepas da colecao de
microrganismos da Embrapa pertence a familia Scenedesmaceae, sendo
esta pouco explorada em todas as areas de pesquisa analisadas. No
entanto, esse dado nao restringe a aplicacao das cepas analisadas em
outras areas, como as de quimica fina e nanoparticulas. Foi possivel

15
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apontar potenciais usos de espécies das familias representadas na
colecao de microrganismos da Embrapa, o que podera permitir o
direcionamento de futuros trabalhos com esses microrganismos para a
producao de biocombustiveis, suplementos alimentares, quimicos finos
e nanoparticulas.
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