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Em busca do 
contaminante de 

H. pluvialis



Haematococcus pluvialis
(Chlorophyceae, Volvocales)

u Espécie de alto interesse para a biotecnologia

u Produz astaxantina – Pigmento Vermelho com 
potente propriedade antioxidante.

u Tem uma fase do ciclo de vida com cúlulas
flageladas.

u Problema! Observámos a cultura e muitas
células não nadavam e possuiam
caracteristicas diferentes das que estavamos à 
espera:

uCultura contaminada!



Identificação taxonomica

u Foi-vos pedido que nos
ajudassem a identificar
qual seria o organismo
com que iriam
trabalhar.

Morfologia Biologia molecular



Em busca do contaminante
de H. pluvialis

u Para o encontrarmos foi preciso:

u Isolar o contaminante e isolar o Haematococcus

u Esperar que as culturas se desenvolvam

u Recolher biomassa num Eppendorf



Em busca do contaminante de 
H. pluvialis

u Como as células são muito pequenas para conseguirmos
identificar por morfologia, fomos procurar na biologia 
molecular.

u Taxonomia moderna incluí a ajuda de analises 
moleculares.

u Nuclear ribosomal RNA genes: 

u Intergenic spacer (IGS)

u Small subunit (SSU)

u Internal transcribed spacer 1 (ITS1)

u 5.8S rRNA subunit (5.8S)

u Internal transcribed spacer 2 (ITS2)

u Large subunit (LSU)

Hill et al., 2014



Cell lysis Filter DNA 
binding

Wash 2x Elution

DNA Kit extraction

• Breaking cells open
• Isolation and purification of nucleic acid
• Recovering nucleic acids
• Quantifying the amount of nucleic acid

• Existem vários Kits e formas de extração



PCR
u Polymerase chain reaction/Reação de Polimerização em Cadeia

u Um processo cíclico e rápido que termina com várias cópias de uma 
parte específica do ADN.

1º - DESNATURAÇÃO

2º -
EMPARELHAMENTO

3º - EXTENSÃO / 
SÍNTESE

primer reverso

pri
mer
dire
to

DNA polimerase

Temperatura a 94 –
96 °C

Temperatura a 50 °C –
65 °C  

Temperatura a 72 °C 

Taq polymerase optimal 
temperature

1° ci
cl
o

DNA 
denaturation

Primer 
annealing Primer 

extension



PCR

O TERMOCICLADOR faz
variar ciclicamente a
temperatura e os
tempos de reação de
acordo com os três
passos da PCR

• DNA molde
• BioMix (nucleótidos, 

Tampão de reação, 
DNA polimerase termoestável,
Magnésio)

• Primers (direto e reverso)
• Água ultrapura

Mistura de reação:

Termociclador



Que sets de primers usar?

u Extraímos o ADN e para amplificar…
u Que pares de primers usar?

u Verificar quais as regiões mais apropriadas

u Procurar em artigos cientificos

u Se existem sequêncies nas bases de dados

Região amplificada Primers

ITS1-5.8S-ITS2 ITS1F/ITS1R

SSU SSU1F/SSU1R



Gel Electroforese

M  A. B. C. T.             A  B  C  T 

M = Marcador molecular 1Kb

A. = Haematococcus isolado
B. = Contaminante isolado
C. = Controlo da vossa experiência
T.  = Tratamento da vossa experiência

Região amplificada Primers

ITS1-5.8S-ITS2 ITS1F/ITS1R

SSU SSU1F/SSU1R



Temos resultados, e agora o 
que fazer?

u Purificar as amostras de PCR

u Enviar para sequenciar:



• Cromatogramas:                                                                                                         Sequências
em formato Fasta

•

Resultados da sequênciação



BioEdit



Análise Bioinformática

Comparação de 
sequências com banco 

de dados

(Blast - Basic Local 
Alignment Search Tool )

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi



Blast



Então o que é?
Halochlorella rubescens?
Scenedesmus rubescens?
Scotiellopsis reticulata?

Verificar as sequências que o Blast nos deu!



Artigo de Kessler et al., 1996



Alinhar várias
sequências

MUSCLE
(MUltiple Sequence Comparison

by Log- Expectation)

1. Inserir sequências. 
Importante ter o símbolo “>” 

antes do nome para o 
algoritmo perceber que é 

uma nova sequência.

2. Mudar o parâmetro do 
output de ClustalW para 

Pearson/Fasta

3. Click Submit



Alinhar várias sequências

• Ir para “Results Summary” e em “Alignment in FASTA format”, clicar no botão direito e guardar
o alinhamento para o PC. 



MEGA



u Filogenia à Estudo da relação evolutiva entre grupos de organismos
u O resultado de estudos filogenéticos é a história evolutiva dos grupos taxonómicos.

u Árvore Filogenética à representação gráfica que apresenta as relações 
evolutivas entre varias espécies ou outras entidades que possam ter um 
ancestral comum.
u Cada nó na árvore representa o mais recente antepassado comum

u O comprimento dos ramos representa estimativas do tempo evolutivo

u Analises estatísticas robustas:
u Neighbor-Joining

u Maximum Likelihood

u Maximum Parsimony

Analises Filogenéticas



MEGA



 MK975491.1 Halochlorella rubescens strain SAG 5.95

 B ITS1F/ITS1R

 C ITS1F/ITS1R

 HG514422.1 Scenedesmus rubescens SAG 5.95

 KT778095.1 Scenedesmus sp. SM8 1

 OP810416.1 Halochlorella rubescens strain SBB-20

 MT645778.1 Halochlorella rubescens strain KNUA042

 T ITS1F/ITS1R

 KT778097.1 Scenedesmus sp. SM8 2

 DQ417568.1 Scenedesmus obliquus isolate Tow 9/21 P-1W

 MK975476.1 Scenedesmus falcatus strain SAG 2.81

 MN633929.1 Scenedesmus quadricauda isolate PUMCC 4.1.40

 OP808227.1 Scenedesmus vacuolatus isolate 63

 OQ888171.1 Scenedesmus vacuolatus culture UTEX:252

 MW805744.1 Scenedesmus vacuolatus isolate SAG 211-8c

 MK975479.1 Scenedesmus producto-capitatus strain SAG 21.81

 ON063234.1 Scenedesmus obtusus isolate m3

 HG514421.1 Scenedesmus obtususSAG 52.80

 AY170858.2 Scenedesmus obtusus strain Hegewald 1980-9

 ON532079.1 Scenedesmus quadricauda culture UTEX:614

 KT778085.1 Scenedesmus quadricauda isolate 44 2

 KT778081.1 Scenedesmus bijugus isolate 76 4

 OQ888178.1 Scenedesmus bijugus culture UTEX:2980

 KJ801562.1 Scenedesmus armatus

 A ITS1F/ITS1R
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E que é o contaminante? 

Scenedesmus rubescens


