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RESUMO

A necessidade do desenvolvimento de alternativas energéticas renovaveis, limpas e de baixo custo,
capazes de substituir o “petrodiesel” sem impactar a producgéo de alimentos, € a principal motivagdo para o
desenvolvimento do projeto. Entre as alternativas, o cultivo de microalgas tem sido recorrentemente
relatado como muito promissor. Microalgas sdo espécies unicelulares fotossintetizantes capazes de
acumular lipideos naturalmente. Entretanto, ainda ndo hd cepas desenvolvidas para o uso industrial,
havendo diversas barreiras tecnoldgicas a serem vencidas, como os altos custos de implantacdo e a
dificuldade de encontrar organismos que aliem velocidade de crescimento e boa produtividade lipidica.
Para o desenvolvimento do projeto selecionamos a espécie de microalga Neochloris oleoabundans devido
a sua capacidade naturalmente superior em acumular lipideos. O principal objetivo foi identificar
estimulos ambientais capazes de induzir maior producdo e acimulo de cadeias carbdnicas lipidicas nessa
espécie e, entdo, iniciar andlises moleculares nessas situagdes. Os primeiros cultivos de N. oleoabundans
caracterizaram-se pelo crescimento muito lento nos diversos meios autotréficos testados, porém, ao final
do projeto, percebemos que os cultivos cresciam com velocidade muito superior as culturas iniciais. Ao
compilar os dados de crescimento obtidos nesses dois anos, vimos que as taxas de duplicacdo de N.
oleoabundans foram elevadas em cerca de seis vezes nesse periodo. Acreditamos que houve selecdo
artificial de células mais velozes a medida que repicivamos os cultivos a fim de iniciar culturas novas.
Para identificar condi¢des capazes de induzir maior acimulo lipidico, N. oleoabundans foi submetida a
situagdes de estresse como privagdo de fésforo e nitrogénio. Observamos que a privagdo de nitrogénio foi
capaz de desencadear aumento de teor lipidico muito expressivo. Entdo, sequenciamos o genoma e
averiguamos a expressdo génica de algumas enzimas da via de biossintese de acidos graxos em privacgio
de nitrogénio. Observamos também que cultivos feitos em meio heterotréfico mostravam-se rapidamente
contaminados. A montagem do genoma pode dar indicios da natureza dessa contaminacio recorrente, pois
foram encontradas sequéncias de uma bactéria do género Brevundimonas. Ao investigar esse
contaminante vimos que o mesmo pode estar em simbiose com a microalga, hé relatos na literatura sobre
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simbioses dessa natureza, onde o procarioto fornece vitamina B12 e a microalga, matéria organica para o
crescimento do mesmo. Encontramos enzimas dependentes dessa vitamina como cofator no genoma de N.
oleoabundans, indicando que pode haver uma simbiose entre esses organismos. Devido aos bons
resultados obtidos acreditamos que o estudo e manipulacdo a nivel molecular dessa espécie podem torna-
la potencialmente aplicdvel na indistria. O entendimento do mecanismo molecular de acimulo lipidico
sobre estresse, aliado ao potencial de sele¢do artificial de cepas velozes revelado, permite gerar

conhecimento suficiente para agrupar em uma Unica espécie rapido crescimento e teor lipidico elevado.
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RESUME

Coal, petroleum and natural gas are cheap and may not run out soon. However, considering political and
environmental implications associated with them, there appears to be no net economic benefit in its use.
Therefore, sustainable alternatives are really necessary due to the global growing demand of energy.
Among the alternatives, cultivation of microalgae has been reported as a promising technology. Algae use
sunlight to produce biochemical energy via photosynthesis and its oil productivity and growth rates greatly
exceeds that of vascular plants. Unlike the existing crop-derived biofuels, algae fuels can be produced
without encroaching on food cropland. The technology is being intensively investigated by nearly every
major and startups oil companies nowadays. However, there are no species developed for industrial use
and there are several technological barriers to overcome. In this study we investigated the
microalga Neochloris oleoabundans, selected for its naturally higher ability to accumulate lipids.
Initially, N. oleoabundans growth rates were very low. We decreased by six times the cell doubling time,
we believe that occurred artificial selection of faster growing cells during the master’s period. Nitrogen
starvation led to great increases in cellular lipid content. Real-time PCR experiments show that some key
enzymes of fatty acid biosynthesis are differentially expressed in nitrogen starved cultures.
The genome of N. oleoabundans was sequenced using Solexa® technology and preliminary analysis show
the presence of a bacterium associated with the microalga. We believe that there is a symbiotic
relationship between them, since the alga needs vitamin B12 despite being not capable of producing it.
Our analysis show that N. oleoabundans is a very promising strain. The
excellent response to nitrogen starvation and knowledge acquired with genomic approach led us to a better
understanding of N. oleoabundans metabolism, indicating that this specie may be suitable for industrial

application.
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1. PANORAMA ENERGETICO MUNDIAL

1.1. Evolucao das fontes de energia

Entende-se por energia primaria aquela oriunda de fontes providas pela natureza na sua forma
direta, como o petréleo, gds natural, carvdo mineral, energia hidraulica e biomassa. A maior parcela da
energia primdria é consumida pelos centros de transformacao (refinarias de petréleo, plantas de gds natural
e usinas hidrelétricas) onde é convertida em energia secundaria (6leo diesel, gasolina, coque de carvao
mineral, eletricidade) e direcionada ao consumo final.

As fontes de energia e diferentes tecnologias evoluem com o tempo e influenciam umas as outras.
Em 1850, por exemplo, a combustdo da madeira era amplamente utilizada; ja em 1900, com a evolugdo da
mineragdo, o carvao havia passado a predominar e a impulsionar a industrializa¢do de alguns paises. Neste
periodo, o crescente acesso a energia possibilitou o desenvolvimento de economias industriais e por sua
vez, a modernizacdo e riquezas por eles geradas resultaram no aumento da demanda energética. Na década
de 1950 o petréleo comecou a passar a frente do carvao devido ao aumento da aquisicdo de veiculos e o
surgimento das companhias aéreas comerciais que geraram novas necessidades por combustiveis liquidos.
Na mesma época, a energia hidrelétrica passou a ser utilizada e o géds natural ajudou a atender as
necessidades industriais e de aquecimento. De 1950 a 2000, vimos a introdu¢do da energia nuclear e a
primeira apari¢do significativa dos combustiveis renovdveis modernos. Proje¢cdes mostram que pelo
menos até 2030 as fontes de energia primdria continuardo a se diversificar, importante para reforcar a
seguranca energética reduzindo o risco de interrupcdes de fornecimento de uma fonte individual

(Rodrigue, 2011). A Figura 1 ilustra de modo geral essa evolugdo das fontes de energia.
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Figura 1. Evolugdo das fontes de energia. O termo “Outras” refere-se a hidraulica, solar, eélica e biomassa moderna.
Adaptado de Rodrigue (2011).

Dentre as fontes primdrias de energia, o petréleo, o carvdo mineral e o gds natural compdem 0s
recursos fosseis. Essa denominagdo sugere o tempo demandado para a formaciao dos mesmos, sendo que
as reservas atualmente exploradas foram formadas ha mais de 100 milhdes de anos. Portanto, esses
recursos sao considerados ndo renovéveis em escala de tempo humana, ainda que em escala geoldgica sua
formacdo seja continua (Tissot e Welte, 1984). Constituidos basicamente por carbono e hidrogénio, sdo
originados a partir da matéria orginica de organismos mortos, como protozodrios, celenterados, crusticeos
e microalgas que se depositam no assoalho de oceanos e lagos e sofrem sedimentag@o ao longo do tempo.
Esse processo submete a matéria orgdnica a pressdo e temperatura muito elevadas, resultando na
conversdo da matéria organica em petréleo, gis natural e carvao (Tissot e Welte, 1984).

Por serem ndo renovaveis em escala de tempo humana, acredita-se que as reservas fosseis serao
esgotadas em um futuro préximo e apesar de controvérsias do passado, hoje esta é uma realidade cada vez
menos contestada. A BP (Bristish Petroleum) em seu estudo “Revisdo Estatistica de Energia Mundial” de
2004 afirma que nos moldes atuais de consumo as reservas de petréleo durariam em torno de 41 anos e as

de gas natural 67 anos (British Petroleum), enquanto as de carvao, 120 anos (World Coal Association).
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1.2. Panorama energético atual e perspectivas

O petréleo constitui a fonte de energia primdria mais importante no cendrio atual; suas reservas ja
conhecidas, assim como as que poderdo ser ainda descobertas, ddo ao mesmo uma extraordindria
importancia que provavelmente se estenderd por todo século XXI. Atualmente, aproximadamente 80% da

energia consumida no mundo é proveniente de combustiveis fosseis (Figura 2).

Uso global de energia por fonte

40.00%

35.00% 34.30%

30.00%
25.00% 2341%
2000% —
15.00% f— — — —_———
10.00% i —1— — T
6.47%
5.36%
5.00%
0.00% ' ' e

Petrdleo Carvdo Gas natural Nuclear Hidrdulica

Figura 2. Panorama energético mundial (estimativas para 2010). Adaptado de BP Statistical Review of World
Energy.

Segundo a Agéncia Internacional de Energia (IEA), os maiores produtores de energia primdria sao
os Estados Unidos, Russia e China, com 39 % da producdo mundial, seguidos de Ardbia Saudita e Canada.
Juntos, estes cinco paises concentram aproximadamente 50% da produg@o de energia primaria do mundo.
Os maiores consumidores sdo também os Estados Unidos, China e Russia com 41%; seguidos por Japdo e
Alemanha, totalizando 51%. A Figura 3 mostra os valores de producio e consumo em trilhdes de BTU por

ano (1 BTU = 1,056k).
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Produgdo anual total Consumo anual total

i Pai e
e (trilhdes de BTU) ats (Trilhdes de BTU)
1 W= Estados Unidos 71,503.62 1 W Estados Unidos 101,553.86
2 il china 70,796.18 2 [l china 77,807.73
3 g Russia 53,971.33 3 [ Russia 30,354.82
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11 [I*'B México 9,919.91 e
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13 == Venezuela 7,968.47
13w Iran 7,916.02
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Figura 3. Producéo e consumo de energia primaria. Para os cdlculos sdo considerados: petréleo, gas natural, carvao e
eletricidade. Fonte: IEA 2009.

O Brasil ocupa o 9° lugar no ranking de paises consumidores e a0 mesmo tempo é um fornecedor
importante de 6leo e gds para a América do Sul, ficando em 12° lugar no ranking de producdo. Em termos
de eletricidade, o pais € o 9° maior produtor do mundo e o 4° maior produtor de energia a partir de fontes
renovaveis, segundo o Ministério de Minas e Energia (MME 2011).

O crescimento da economia mundial € a principal influéncia na demanda de energia. Projecdes
mostram que até 2030 é previsto crescimento econdmico de 3,2% ao ano, suavemente menor que O
ocorrido nas trés décadas anteriores (ExxonMobil 2008). Neste periodo estima-se que o PIB aumentara em
quatro vezes e a populacdo mundial em quase duas. A taxa de crescimento da demanda energética esta
estimada em 1,2% ao ano; isso significa que em 2030 o consumo de energia serd 35% maior que o
reportado em 2005 (ExxonMobil 2008). Os paises em desenvolvimento continuardo crescendo
rapidamente e responderdo por dois tercos deste aumento; os setores de transporte e geragdo de energia
absorverdo grande parte do crescimento desta demanda. Em um cendrio sem alteracdo da matriz
energética mundial, os combustiveis fésseis continuariam suprindo aproximadamente 90% da nova

demanda (Biodieselbr 2011).

17



Ao analisar o atual panorama energético, bem como as tendéncias previstas, notam-se muitos
aspectos positivos, como recuperagdo e crescimento econdomicos, melhores padrdes de vida, reducdo na
pobreza e novas tecnologias. No entanto, também vemos um enorme desafio: como atender as
necessidades de uma populagdo global crescente e ao mesmo tempo reduzir o impacto do uso da energia

sobre 0 meio ambiente.

1.3. Problematica dos combustiveis fésseis

E indiscutivel que o uso destes recursos teve grande impacto positivo na evolucdo do homem a
nivel social, tecnoldgico e econdomico, uma vez que o desenvolvimento econdmico estd intimamente
atrelado ao consumo de energia. Entretanto, hd dois aspectos negativos muito fortes acerca do uso de
combustiveis fosseis: o apelo ambiental e a questdo econdmica.

Aspecto ambiental

O principal problema ecolégico resultante da atual politica energética é o agravamento do efeito
estufa e, apesar de outros gases também contribuirem, o CO, € o de maior importancia. Nos dltimos dois
séculos os niveis atmosféricos deste gas aumentaram em 30% (Coutinho 2004) e calcula-se que
atualmente a queima de combustiveis fésseis colabore com 7,9 Gt de carbono emitido por ano, cerca de
30% das emissdes totais (Hughes e Benemann, 1997). Estes ntimeros vém preocupando as autoridades,
uma vez que o retorno do carbono para as reservas fosseis é cerca de 600 vezes menor que a liberacdo
(Hughes e Benemann, 1997).

O agravamento do efeito estufa, que naturalmente impede o escape das ondas de calor, gera o
fendmeno do aquecimento global. Calcula-se que a temperatura média de superficie da Terra ja tenha
subido 0,8°C desde a era pré-industrial e a previsdo dos especialistas ndo ¢é otimista, o IPCC
(Intergovernmental Panel on Climate Change) estima que as temperaturas globais devam aumentar entre
1,1 e 6,4 °C até 2100.

Autoridades mundiais reconhecem a necessidade de reducio substancial das emissdes de gases de
efeito estufa (GEE), tendo firmado diversos acordos nos tltimos anos. Em 1997 foi dado o 1° passo com o
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Protocolo de Kyoto. Na ocasido estabeleceu-se a meta de reducdo das emissdes em 5,2% entre 2008 e
2012 em relacdo as taxas de 1990 (Simeonova e Diaz-Bone 2005). Em 2009 a ONU reuniu em
Copenhagen (Copenhagen Conference of the Parties) os representantes do G-8 e estes se comprometeram
a colaborar com a reducdo das emissdes globais em 50% até 2050 (ano base, 1990) e limitar o aumento da
temperatura global em no maximo 2°C, tendo como base a era pré-industrial. Em setembro do mesmo ano,
dirigentes do G-20 encontraram-se em Pittsburg, EUA e comprometeram-se a racionalizar e abandonar,
em médio prazo, a politica de subsidios a energias fésseis, uma vez que a mesma distorce o mercado e
pode atrasar o desenvolvimento de alternativas renovdveis (International Energy Agency em “Wolrd
Energy Outlook 2010”).

Aspecto econdmico

Sabe-se que a economia mundial requer suprimentos cada vez maiores de petréleo a um preco
razoavel e o Oriente Médio (detentor de quase 60% das reservas) ainda pode suprir essa demanda. Por um
século, desde a descoberta de petréleo na Pérsia antes da Primeira Guerra, o ocidente t&ém repetidamente
promovido intervencdes no Oriente Médio para garantir a sobrevivéncia de governos dedicados a
producdo e exportacdo de petréleo. Especialistas acreditam que sem tais intervengdes a expansdo das
economias ocidentais apds a Segunda Guerra e a atual abundancia das sociedades industriais seria
inconcebivel (Klare 2011).

Desde a Segunda Guerra Mundial a comercializacdo de petrdleo enfrentou algumas crises
principais. Algumas causadas por conflitos envolvendo paises produtores, outras por movimentos
especulativos a nivel global, como a crise de 2008/09. A Figura 4 mostra a dinamica dos precos do barril

desde 1970 e percebe-se claramente a influéncia dessas crises no valor do combustivel (Biodiesel BR).
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Figura 4. Dindmica dos precos do barril de petréleo ao longo do tempo. Fonte: Biodieselbr.com

A medida que surgiram esses primeiros percalcos, veio crescendo a consciéncia de que a
economia do petrdleo, do gis e do carvao era instavel, insegura e insustentdvel. Mas foi a tdltima crise
econdmica mundial (2008/09) que evidenciou a urgéncia de dar inicio em larga escala a geracdo de uma
economia verde.

A realidade é que atualmente nos confrontamos com diversas crises — financeira, econdmica,
energética, alimentar e climitica — que necessitam ser enfrentadas simultaneamente. De forma otimista,
pode-se dizer que os aumentos do preco de petrdleo, assim como a consciéncia dos efeitos do aquecimento
global, criaram o ambiente necessdrio para o inicio da transicdo da economia que hoje é baseada na

energia de combustiveis fosseis, para um sistema baseado em energia limpa, renovavel e eficiente.

2. ALTERNATIVAS

O novo cendrio energético vem modificando o enfoque das autoridades politicas e das principais
empresas petroliferas do mundo. E o caso, por exemplo, da British Petroleum (agora chamada “Beyond
Petroleum”), ExxonMobil, Shell e a propria Petrobras, que tornaram publicas suas estratégias de investir
no desenvolvimento de energias renovaveis, provenientes de recursos como sol, vento, chuva, marés,

dgua, calor e biomassa. J4 se pode perceber a insercdo dessas alternativas na matriz energética mundial.
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Em 2008, 19% do suprimento mundial teve origem renovédvel (Figura 5); a maior parte através da

combustdo de biomassa (uso tradicional) que, apesar de ndo constituir a forma mais nobre de

aproveitamento da mesma, € mais limpa que a fossil. Dentre as op¢des, a mais promissora € o uso

moderno da biomassa, com a producdo de cadeias carbdnicas portateis, como etanol e biodiesel.

Nuclear 2.8%

Fossil fuels
78% 19%

-~

__\Biofuels 0.6%
-—\\

Wind/solar/biomass/geothermal
power generation 0.7%

Biomass/solar/geothermal
hot water/heating 1.4%
Hydropower 3.2%

Traditional biomass 13%

REN21

Figura 5. Consumo de energia final global (2008). Fonte: REN21 (2010).

No Brasil, antes mesmo de o efeito estufa e o aquecimento global se transformarem em uma das

principais preocupagdes do século XX, os dois choques do petréleo da década de 70 levaram o pais a

aumentar o uso de fontes renovdveis, como energia hidrdulica e produtos da cana-de-acticar, como dlcool

e bagaco. O pais se destaca entre as economias mundiais pela elevada participacdo das fontes renovaveis

em sua matriz energética (Figura 6) e parte da superioridade brasileira explica-se por alguns privilégios da

natureza, como bacia hidrogréfica favordvel e clima tropical ideal a produgdo de biomassa vegetal.

PETROLEO e
Blggﬁ(%ZSA DERIVADOS
, 37,9%
HIDRAULICAE

ELETRICIDADE
15,2%

GAS NATURAL
URANIO 8,8%
1,4% B
CARVAO
MINERAL

4,8%

Biomassa:

Lenha: 10,1%
Produtos da cana: 18,0%
Outras: 3,8%

Renovaveis:

Brasil: 47,2%
Mundo: 12,7 %

Figura 6. Oferta interna de energia no Brasil. Fonte: Resenha Energética Brasileira 2010/Ministério de Minas e

Energia.
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Parte da grande representatividade que as fontes renovéveis t&ém na nossa matriz deve-se ao etanol;
somos 0 Unico pais a utilizd-lo em larga escala, mais de 15% da frota nacional pode rodar com dlcool
(Favaro 2007). Recentemente, incentivos a producdo de biodiesel véem possibilitando a adi¢do crescente
desse biocombustivel ao derivado do petréleo. Tudo indica que a industria brasileira tem 6timas condig¢des
de se tornar uma fornecedora de energia limpa em escala global em médio prazo.

Por fim, é consenso que a biomassa moderna ¢ a Uinica alternativa capaz de “refazer o barril de
petrdleo”. Esforcos tém sido direcionados para conseguir sua transformacgao praticamente total em energia
ja que o rendimento da biomassa, da forma que é processada atualmente, ainda ndo € ideal. Acredita-se

que através de abordagens de aproveitamento residual o rendimento possa ser multiplicado.

2.1. Biocombustiveis de 1* Gerac¢ao

Os combustiveis substitutos para o petrodiesel devem atender aos critérios basicos de equivaléncia
econdmica e factibilidade técnica, devem ser renovéveis e obtidos a partir de matéria prima abundante e
de oferta estdvel. Dessa forma, os biocombustiveis de 1* geragdo surgiram como possivel alternativa.
Representados pelo bioetanol e biodiesel, sdo provenientes de matéria prima renovavel, em sua maioria
vegetal, ndo exigem a substituicdo da infraestrutura existente e podem ser obtidos a partir de diversas
fontes de biomassa.

O processo bioldgico bdsico mais importante para a producdo desses combustiveis é a fixacdo do
CO, atmosférico em esqueletos carbonicos, promovido por organismos fotossintetizantes. A energia
quimica é alocada no vegetal sob a forma de diversas moléculas, como lignina, celulose, amido e lipidios
(Schenk et al., 2008), sendo que o processo de producdo dos biocombustiveis de 1* geracao consiste em
extrair da biomassa os compostos primdrios de interesse e entdo transforma-los em produto final. Para o
etanol, a matéria prima é o amido ou sacarose; para o biodiesel, os 6leos vegetais.

Nos ultimos anos, andlises cautelosas t€ém mostrado uma face pessimista em relacdo a essa
alternativa, acredita-se que a tecnologia da forma que conhecemos hoje ndo seria capaz de substituir o
petrdleo. Sdo vérios os percalcos acerca da producdo desses biocombustiveis: quando feitos a partir de
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milho, soja ou canola ocorre um impacto negativo nos precos de alimentos e quando baseados em
extrativismo, ameagam a biodiversidade (palma e mamona, por exemplo); seu balangco energético e de
carbono ndo € satisfatério devido as técnicas de agricultura convencional, além da dependéncia de
tecnologias de conversdo relativamente ineficientes, como fermentacdo ou tratamentos quimicos
(Biodieselbr 2008). Por fim, dreas férteis muito extensas seriam necessarias para atender a demanda, o que
¢ um fator de complicac@o no cendrio internacional. A Figura 7 ilustra outra face do problema, expondo
financeiramente os motivos pelos quais os agricultores tendem a preferir investir em commodities com

finalidade energética as alimenticias.

CANA* FEWAD
Investimento inicial R$2.750/ha** R$2.160/ha*™*
Despesa por safra R$820/ha R%1.600/ha
Frete (500km) RS&0/ton RS66/ton
Retorno 1 ano 3 1/2 anos
Seqglestro anual de carbono 1,6 ton/ha 1,3 ton/ha

* Lavoura sem irrigacio ** ha = hectare
Fontes: Estincia S0 Pedro, Fazenda Lagoa Bonita, IBGE, Camil, Jodo Carlos 3a8/UEPG, Telmo
Amado/UFSM, Cimélio Bayer /UFRGS & Humberto Zomer

Figura 7. Producdo de commodities para mercado alimenticio versus energético. Fonte: Tiraboschi (2009).

O pessimismo do cendrio é corroborado por estudos que demonstram que plantas oleaginosas e
gramineas possuem rendimento fotossintético insatisfatério (Chisti 2007; Rittmann 2008). Estima-se que a
porcentagem de luz que é de fato fixada em energia quimica (eficiéncia fotossintética) em plantas
oleaginosas seja proxima de 1% e em gramineas, 8% (Moore, 1995).

Conclui-se que o sucesso do emprego de biomassa para fins energéticos tem como condi¢do
determinante o aumento de produtividade que pode ser alcancado por dois meios: aperfeicoamento das
tecnologias de produgdo; ou desenvolvimento cientifico e tecnoldgico visando a insercdo quase total da

biomassa na cadeia de produgdo, o chamado biocombustivel de segunda geracao.
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2.2. Biocombustiveis de 2* geracio

Apesar de as proprias usinas de dlcool e biodiesel aproveitarem a biomassa residual em processos
de combustdo, faz-se necessario investir em tecnologias que possibilitem um direcionamento mais nobre
para essa biomassa.

Considerando o peso seco da cana-de-agicar como exemplo, apenas 14% é formado por agicares
(Carroll e Somerville 2009), enquanto cerca de 45% é composto por celulose, hemicelulose e lignina:
polimeros complexos de glicose componentes da parede celular (Andrade et al., 2004). A idéia de
disponibilizar a glicose estocada nesses polimeros, através de processos quimicos enzimaticos, originou a
tecnologia de segunda geracdo possibilitando um destino mais inteligente a biomassa residual com a
inser¢do da mesma na cadeia de produgdo de combustivel.

A estimativa é de que o aproveitamento do bagago da cana-de-acticar eleve a producdo de dlcool em
30 a 40% para uma mesma drea plantada (Pacheco 2011). As demais matérias-primas para as quais se
buscam tecnologias de processamento, tais como capim-elefante, braquidrias, panicuns e &arvores de
crescimento rdpido podem representar alternativas competitivas e eficientes para locais onde nio se
cultiva cana-de-agticar ou outras commodities.

Atualmente nido hi tecnologia comercidvel para a producdo da glicose de celulose, porém os
esforcos em pesquisa e desenvolvimento sdo crescentes e acredita-se que em pouco tempo essa tecnologia
vai estar disponivel. A combinacdo das rotas de primeira e segunda geracdo permitird obter maior
quantidade de combustivel sem aumentar o volume de matéria-prima cultivada nem a édrea plantada. O
desenvolvimento tecnoldgico do etanol de segunda geracdo ndo exclui a tecnologia em uso atualmente
nem tampouco limita o surgimento de alternativas mais verdes e avangadas, como é o caso dos

biocombustiveis de 3* geracdo.

2.3. Biocombustiveis de 3" geracio
Essa alternativa surgiu como parte da solucdo para o baixo rendimento e alto requerimento de
terras férteis e 4gua que seus antecessores apresentam. A tecnologia envolve o cultivo de microorganismos
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fotossintetizantes, como microalgas e cianobactérias, visando a producdo de diversos tipos de cadeias
carbonicas (Tredici e Materassi, 1992; Herzog e Drake, 1996). Ha estudos envolvendo o uso de biomassa
de microalgas para a obtencdo de etanol, porém a estratégia mais promissora prevé o emprego desses
organismos na cadeia de producao de biodiesel ja que algumas espécies sdo capazes de produzir e estocar
naturalmente altas quantidades de 6leo (Griffiths e Harrison, 2009).

A producdo do biodiesel de algas é similar ao que acontece com as sementes de plantas oleaginosas;
apods a prensagem e extracdo dos lipideos € feita uma reacio de transesterificacdo com esse 6leo, obtendo-
se o produto final. A torta residual pode ser aproveitada na propria usina, através de combustio, ou
comercializada visto que a biomassa de microalgas possui compostos de alto valor agregado.

O cultivo pode ser feito em dgua salobra, marinha ou doce, em dreas desérticas ou 4ridas, onde a
incidéncia luminosa é alta. A Figura 8 auxilia a visualizacdo de uma “fazenda” de microalgas em sistema

aberto.

Figura 8. Exemplo de “fazenda de microalgas” com sistema aberto. Os tanques sd3o conhecidos como raceway
ponds, possuem profundidade reduzida para permitir a penetra¢cdo maxima de luz. Créditos: Alegnol.

Assim como os de 2% geracdo, ainda nao hé tecnologia suficiente para a implanta¢io dessa vertente
em escala comercial. Os empecilhos estdo na escolha de espécies robustas e produtivas e nos altos custos
de implantacdo da infraestrutura. Porém, apesar dos percalcos, especialistas afirmam que a idéia €
promissora e factivel em médio prazo, necessitando de investimentos macicos em pesquisa e

desenvolvimento na fase atual.
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1. MICROALGAS: ASPECTOS GERAIS

O grupo Algas compreende varios tdxons de organismos aqudticos e fotoautotréficos agrupados
principalmente no Reino Plantae. A maior parte das espécies é unicelular e mesmo as pluricelulares mais
complexas ndo possuem raizes, caules ou folhas verdadeiras. Todas as espécies sdo eucaridticas,
possuindo nucleo verdadeiro envolto por carioteca. Embora tenham sido consideradas plantas durante
muito tempo, apenas as algas verdes (Chlorophyta) tém uma relagdo evolutiva estreita com vegetais
superiores.

As algas podem ser divididas didaticamente em dois grandes grupos: microalgas e macroalgas. As
microalgas s@o unicelulares e frequentemente confundidas com cianobactérias. Apesar de
fotossintetizantes, cianobactérias ndo possuem nucleo verdadeiro (sdo procariotas) sendo classificadas no
Reino Eubacteria, como as bactérias. Acredita-se que as microalgas surgiram a partir da simbiose entre
um eucarioto primitivo e uma cianobactéria (Figura 9). Segundo essa hipdtese, uma vez dentro da célula, a
cianobactéria teria evoluido a cloroplasto ao longo do tempo, perdendo genes e tornando-se dependente do
controle nuclear do hospedeiro eucaridtico. As primeiras microalgas datam de 1,5 bilhdes de anos e
acredita-se que esses microorganismos sao a principal matéria orginica formadora de petréleo e gds

natural, juntamente com o zooplancton (Ball 2005).

heterotrophic protist

Ocyanobacterium

l EGT
proto-alga | gene loss

Plantae

greenalga
red algae \

Figura 9. Teoria da endossimbiose. Um eucarioto primitivo teria internalizado uma cianobactéria, originando um
ancestral comum a algas e plantas. Adaptado de Chan (2010).

glaucophytes
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Existem vérios grupos taxondmicos de microalgas, sendo as principais: diatomdceas, algas verdes
e dinoflageladas. Estes grupos sdo os maiores componentes do fitoplancton, formando a base das cadeias
alimentares aqudticas, e respondem por 50% do oxigénio presente na atmosfera (Field et al., 1998).

Estima-se que a producdo de uma tonelada de biomassa de algas proporcione a remocao de 1,83
toneladas de CO, através de processos fotossintéticos (Chisti 2007). Assim a proposta de utiliz4-las para
producdo de biocombustiveis, em paralelo com a mitigacdo do CO,, surgiu como uma alternativa bastante
plausivel (Herzog eDrake, 1996), sendo considerada sucessora do etanol celuldésico ainda em
desenvolvimento (Andrich et al., 2005; Ratledge e Cohen, 2008).

Por se tratar de um grupo de extrema biodiversidade, hd organismos capazes de produzir vérios
compostos de interesse econdmico como pigmentos, vitaminas, aglcares e Oleos (Borowitzka, 1995;
Pruvost et al., 2002). Algumas espécies sao utilizadas para nutricdo humana e industria cosmética; outras
t&ém parede celular silicosa, ideais para a indistria de tintas e filtros. Essa grande biodiversidade e
conseqiiente variabilidade na composicdo bioquimica da biomassa, aliadas ao estabelecimento de
tecnologia de cultivo em larga escala, vém permitindo a utilizacdo comercial de algumas espécies (Derner
et al., 2006).

Vérios tipos de combustiveis renovaveis podem ser obtidos a partir de microalgas (Figura 10):
metano, através de fermentacdo da biomassa (Spolaore et al., 2006); bio-hidrogénio, diretamente do
processo de fotossintese (Kapdan e Kargi 2006); biodiesel a partir do 6leo extraido (Sawayama et al.,

1995; Sheehan, 1998; Gavrilescu e Chisti 2005) e etanol a partir de carboidratos (Stephens et al., 2010).

Inputs Feedstocks Fuels
Light — —> (O H, OH,
co, — = () Lipids (Diesel
HO = ~___»-—>() Sugars (O Ethanol
i Phot
Huents  — Symﬁe‘;s —>() Starch ©Ethanol
() Protein (OMethane

TRENDS in Plant Science
Figura 10. Producgdo de biocombustiveis de 3* gerac@o a partir de microalgas. Os compostos produzidos a partir de
luz, CO,, dgua e nutrientes podem ser explorados pelas diversas frentes do mercado energético Fonte: Stephens e
colaboradores (2010).
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Os 6leos produzidos sdo matérias-primas propicias para a producdo de diesel, suas caracteristicas
fisico-quimicas sdo similares as de dleos vegetais (Teixeira 2007a), dispensando a substituicio da
infraestrutura existente em motores e sistemas de abastecimento (Briggs 2004). Enquanto sementes
oleaginosas, como a soja, contém cerca de 18% de lipideos em peso seco, algumas espécies de microalgas
chegam a ter valores préximos a 80%, favorecendo seu emprego para fins energéticos (Metzger e Largeau

2005; Hu et al., 2008).

1.1. Vantagens das microalgas sobre plantas superiores para producio de biocombustiveis

Como fonte renovavel de energia, a microalga € vantajosa por combinar fotossintese mais eficiente
devido a estrutura celular simplificada (Rittmann, 2008); o alto rendimento, caracteristico do cultivo
controlado de microorganismos (Rosenberg et al., 2008) e elevadas taxas de crescimento (Aradjo et al.,
2009). Tal rendimento € corroborado pelo fato de existirem espécies cujo conteudo lipidico atinge 80% da
biomassa seca e pela estimativa de que possam produzir de 20.000 a 30.000 vezes mais 6leo que a maioria
das oleaginosas numa mesma drea (Teixeira 2007a) devido a alta eficiéncia fotossintética e de fixacdo de
carbono (Ratledge e Cohen 2008). Especialistas estimam que para a completa substitui¢do do petrodiesel
destinado ao transporte nos EUA pelo biodiesel a partir de microalgas seria requerida de 2% a 6% da area
classificada como cultivavel dos EUA; enquanto para o cultivo de palma, 48% da 4rea fértil seria
necessdria para suprir essa demanda (Chisti 2007).

As vantagens estendem-se ainda ao processo de cultivo, pois a cultura ndo compete por solos
viaveis para a agricultura podendo ser mantida em qualquer tipo de area, inclusive em regides aridas e
desérticas que desfrutam de iluminacdo abundante boa parte do ano. Os cultivos em sistema fechado
podem estender-se verticalmente, diminuindo ainda mais a necessidade de area (Tredici e Materassi,
1992). Os gastos com dgua sdo menores, visto que o liquido é utilizado apenas como suporte das culturas e
pode ser reciclado, tdo logo a biomassa é aproveitada (Sheehan, 1998); hd ainda espécies capazes de

crescer em dgua salobra, rejeitos e dgua marinha. Ao fator sustentabilidade, adiciona-se a fécil
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manipulacdo por serem unicelulares, de estrutura simples e ciclo de vida relativamente curto (Hallmann,

2007).

1.2. Como superar as barreiras de produtividade

Apesar de tecnicamente exequivel, a produgdo de biodiesel a partir de microalgas precisa ter os
custos drasticamente reduzidos. Além das reducdes da receita destinada a infraestrutura, duas outras
estratégias principais podem ser adotadas: o aproveitamento completo da biomassa de algas; e a aplica¢do
de técnicas de melhoramento genético, visando aumentar a produtividade em 6leo e biomassa.

A diversificacdo de produtos tem o potencial de proteger a produg@o contra as flutuagdes do valor
do 6leo e subsidiar seu preco, sugerindo que a coprodugdo é necessaria em curto prazo (Stephens et al.,
2010). Pigmentos e outros compostos de alto valor agregado podem ser aproveitados, a biomassa residual
pode ser direcionada para a industria alimenticia, tanto na producido de suplementos alimentares com a
fracdo protéica (Ugwu et al., 2008), quanto na producdo de racdo animal (Ratledge e Cohen, 2008).
Também pode ser produzido etanol e metano via fermentagdo da biomassa ou tecnologia de segunda
geracdo (Ratledge e Cohen, 2008).

Além do aproveitamento inteligente da biomassa, a manipulacdo genética dos organismos se faz
necessdria, ndo s6 no sentido de aumentar a produtividade lipidica, mas também a robustez e as taxas de
crescimento da maioria das espécies (Roessler et al., 1994), pois espécies de ripido crescimento

geralmente apresentam baixos teores lipidicos, diminuindo o rendimento final (Tran et al., 2009).

2. ESTRATEGIA DE PRODUCAO: FRACIONAMENTO EM TRES ETAPAS

Sabe-se que em microalgas a duplicacdo celular e o acumulo lipidico sdo metabolicamente
divergentes. Enquanto no primeiro caso as cadeias carbdnicas sdo desviadas para a sintese protéica, no
segundo o objetivo é o armazenamento dessas cadeias (Rodolfi et al., 2009). Na tentativa de solucionar
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esse impasse dividiu-se o processo de cultivo em trés etapas subseqiientes (Figura 11): (1) a primeira etapa
dedicada ao aumento da quantidade de células na cultura por divisao celular, (2) a segunda consistindo na
acumulacgdo efetiva de lipideos e (3) a terceira finalizaria o processo com a secre¢do espontianea dos

lipidios.

Crescimento Engorda Extracao

Integragdo e otimizagdo

Multiplicacdo Acumulacdo de Exocitose de
celular lipidios lipideos

Figura 11: Representacdo do modelo de produgéo de cadeias carbonicas lipidicas em trés etapas. Figura gentilmente
cedida por Isabella Toni (LGE UNICAMP, Campinas-SP).

A situagdo mais préxima da ideal seria aquela em que as c€lulas primeiramente se multiplicassem
com alta velocidade, seguido de outro periodo no qual a quantidade de células nio sofreria alteracdo.
Nesta segunda etapa seria fornecida uma sinalizacdo capaz de induzir o acdmulo lipidico e,
consequentemente, aumento do volume celular. Ao final dessa etapa, ocorreria a secrecdo dos lipideos
para o meio extracelular, facilitando a recuperagdo dos mesmos e evitando a perda das células. Um
modelo semelhante foi anteriormente proposto por Walker e colaboradores (2005) para a produgédo de o -
3, exceto pela etapa de excre¢do. O processo de Walker (2005) , assim como o0 nosso, consiste em uma
etapa prévia de acumulacio de biomassa e uma etapa subsequente onde ocorre o aumento de massa devido
a acumulacdo do composto de interesse, mostrando que o processo € factivel.

O sucesso do modelo proporcionara o desenvolvimento de uma plataforma de producado de cadeias
carbonicas lipidicas que servird de base para aplicagdo em escala industrial. Adicionalmente, os dados
gerados em cada etapa deverao nortear a estratégia de manipulacao genética de forma a unir em uma tnica

espécie a capacidade de se multiplicar rapidamente e acumular lipideos no momento desejado. O projeto
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aqui descrito insere-se na segunda etapa, visando aumentar os teores lipidicos da espécie estudada e

entender as bases moleculares desse acimulo.

2.1. Estratégias para aumentar o actiimulo lipidico

As microalgas possuem processo fotossintético e de biossintese de lipidios similares ao descrito
para plantas superiores (Guschina e Harwood 2006), assim estas podem nos servir de ponto de partida. Em
plantas superiores o metabolismo de lipidios estd bem caracterizado e hd estudos descrevendo a
manipulagdo dessas vias tanto no sentido de modificar o perfil de 4cidos graxos (Broun e Somerville
2001), quanto aumentar a producgdo destes (Jaworski e Cahoon 2003). Em ambos os organismos, o ciclo

de Calvin € o ponto inicial para o metabolismo de carbono, como mostra a Figura 12.
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Figura 12. Sintese de lipideos no cloroplasto de plantas e algas (Dietz e Pfannschmidt, 2011).

H4 diversos estudos sobre a manipulagdo das condicdes de cultivo de microalgas com o objetivo
de aumentar a produtividade lipidica. A privacdo de nutrientes, como nitrogénio e a manipulacdo de
varidveis, como o pH, tém mostrado bons resultados (Sheehan, 1998). Em diatoméceas o aumento da
atividade da enzima ACCAse (enzima chave da biossintese de dcidos graxos) foi correlacionado a falta de
silicio no meio de cultura (Sheehan, 1998), assim como a falta de nitrogénio em algas verdes pode
influenciar positivamente o teor lipidico (Sheehan, 1998). Aumentos de até 70% foram reportados
recentemente para diversas espécies em resposta a limitacdo de nitrogénio, dentre os lipideos totais, TAGs

saturados e monoinsaturados respondem por 80% do total (Borowitzka, 1988; Roessler, 1990; Hu 2007).
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Acredita-se que as algas respondam dessa forma como estratégia de sobrevivéncia, pois a falta de
um nutriente essencial sinaliza estresse ambiental. Frente a isso, os organismos remodelam seu
metabolismo de forma a poupar as cadeias carbdnicas, parando o crescimento e estocando o carbono
recém assimilado para reforcar as reservas energéticas (Rodolfi et al., 2009). Dessa forma, boa
produtividade lipidica e altas taxas de crescimento parecem ser dois fatores mutuamente excludentes, uma
vez que para a “engorda” o cultivo deve ser feito em privagdo de nutrientes, condicdo desfavoravel a

multiplicacao celular. Por isso, a integragdo das diferentes etapas propostas pelo grupo se faz essencial.

3. ESCOLHA DA ESPECIE: NEOCHLORIS OLEOABUNDANS

Neochloris oleoabundans é uma microalga verde, unicelular, pertencente a classe Chlorophyceae,
mesmo tdxon da espécie modelo Chlamydomonas reinhardtii. Apesar de pouco estudada, é bastante citada
devido a seu teor lipidico alto e foi escolhida com base em revisdes bibliograficas que comprovam essa
superioridade (Tornabene TG, 1983; Sheehan, 1998; Li et al., 2008; da Silva et al., 2009; Griffiths e
Harrison 2009; Pruvost et al. 2009; Beal et al., 2010; Huang et al., 2010; Wahal e Viamajala, 2010;
Murray et al., 2011; Pruvost et al., 2011; Wang e Lan, 2011).

Para fins comparativos, plantas oleaginosas possuem eficiéncia fotossintética de aproximadamente
1% (Larkum, 1981; Moore, 1995) e o teor lipidico das sementes em torno de 18% (Teixeira, 2007a). Para
N. oleoabundans ndo ha relatos de dados especificos de eficiéncia fotossintética, porém sua porcentagem
lipidica gira em torno de 35 a 54% (Teixeira, 2007a), podendo apresentar valores proximos a 80% em
condicdes de cultivo especificas (Carvalho, 2005). Além de sua capacidade natural de acumular lipidios, a
espécie cresce em dgua doce e possui um perfil de dcidos graxos ideal para a conversdo a biodiesel, como
TAG com poucas insaturagdes e cadeias médias (Tornabene TG, 1983).

A prospecg¢do por espécies classificadas como promissoras, porém pouco conhecidas, assim como
N. oleoabundans, pode apontar espécies de futura aplicacdo industrial. Recentemente, uma extensa revisao
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analisou e comparou dados de produtividade publicados referentes a 55 microalgas (Griffiths e Harrison,
2009). Os autores colocam a N. oleoabundans em um patamar elevado de produtividade lipidica, sendo

considerada uma das trés melhores espécies para fins energéticos.
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1. O PROJETO

A necessidade do desenvolvimento de alternativas energéticas renovaveis, limpas e de baixo custo
¢ a principal motivagdo para o desenvolvimento do projeto. A proposta inicial era bastante ampla, visando
a caracterizacdo geral e genética da espécie Neochloris oleoabundans, além de propor a definicdo de um
estresse ambiental capaz de induzir o acimulo lipidico. Ao dar inicio as atividades de bancada observamos
que a espécie levava muito tempo para crescer, comprometendo a execugdo do projeto em tempo habil.
Através dos primeiros experimentos e do préprio amadurecimento de idéias, um caminho diferente foi
tracado deixando o projeto mais focado e menos amplo. Experimentos preliminares mostraram que a
manipulagdo do nitrogénio poderia causar mudangas no acimulo lipidico e dessa forma, nos posicionamos
a investigar as bases moleculares do acimulo nessa situac@o; além das andlises gendmicas e caracterizacao

do crescimento.

1.1. Objetivos

Geral

Avaliar os efeitos que a privagdo de nitrogénio pode causar em Neochloris oleoabundans com
enfoque no actimulo lipidico.

Especificos

- Caracterizagdo geral da espécie quanto ao crescimento.

- Prova do conceito de que a privagdo de nitrogé€nio induz o actimulo lipidico.

- Cultivo em meio completo, seguido de privagcao de nitrogénio e posterior avaliacdo de expressao
génica.

- Acompanhamento dos teores lipidicos em condic¢des controle e em privacdo de nitrogé€nio.

- Sequenciamento e andlise do genoma da espécie.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material biolégico e cultivo

A espécie Neochloris oleoabundans foi adquirida através da colecdo de microalgas da Universidade
do Texas (UTEX). A mesma estd contida no Reino Plantae, Divisao Chlorophyta, Classe Chlorophyceae,
Ordem Chlorococcales, Familia Cholococcaceae.

A partir da literatura e de testes preliminares definimos os pardmetros que utilizamos durante o
projeto: meio de crescimento Bold’s Basal Medium (Tabelal) (Nichols e Bold, 1965), temperatura de
27°C +3 (Wang e Lan, 2011), regime integral de luz a 50 ou 100 pmol de fétons/m’s' (Wahal e Viamajala
2010), agitacdo de 100 rpm * 10 (Iyovo GD 2010), pH 7,5 (Pruvost et al., 2009) e auséncia de injecdo de
ar. Todos os parametros estdo dentro das faixas recomendadas (Sorgeloos, 1996). Os cultivos eram
mantidos em erlenmeyers de volumes variados e os indculos eram feitos a partir de meio s6lido ou liquido,
neste caso usdvamos de 0,5 a 10% v/v de pré indculo.

Tabela 1. Composi¢do do meio Bold’s Basal Medium (Nichols e Bold, 1965).

Componente Concentragao
NaNO; 2,9mM
MgS0,.7H,0 0,3mM
NaCl 0,4mM
KH,PO, 1,3mM
K;HPO, 0,4mM
CaCl,.2H,0 0,17mM
ZnS0,4.7H,0 30,7uM
MnCl,.4H,0 7,3uM
MoO; 4,9uM
CuS0,.5H,0 6,3uM
CoNO,.6H,0 1,7uM
H3BO3 0,18mM
EDTA 0,17mM
KOH 0,18mM
FeS0,.7H,0 17,9mM
Acido Citrico 10mM

2.2. Avaliacao do crescimento
Para a avaliagd@o das taxas de crescimento escolhemos o método que utiliza densidade 6tica (D.O.

ou turbidez) ou contagem de células. Fizemos as medicdes de turbidez ao comprimento de onda de 750
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nm (Sager, 1953; Siripornadulsil et al., 2002; Rodolfi et al., 2009) em espectrofotometro (Pharmacia
Biotech Ultrospec 2000) uma vez ao dia ou a cada dois dias em média.

A avaliacdo da turbidez de uma cultura de microorganismos constitui um método confidvel de
estimar a concentracdo celular, embora indireto. Um feixe de luz direcionado a suspensdo celular é
parcialmente desviado pelas células e a percentagem de luz ndo desviada € medida pelo equipamento. A
quantidade de luz que atravessa a suspensdo depende da concentracdo de células, do tamanho destas, do
comprimento de onda, da intensidade da luz incidente e do didmetro da cubeta utilizada. Estes tltimos
valores sdo todos fixos, de forma que temos como varidveis apenas os parametros celulares. Os valores de
absorbancia sdo plotados em razdo do tempo, permitindo a construcdo de curvas de crescimento. Existe,
dentro de certos limites, uma relacdo linear entre a absorbancia da cultura e o nimero total de células por
volume, contudo, para suspensdes celulares muito densas é frequentemente necessario diluir as aliquotas.

Além de medicdes de absorbancia, fizemos contagem de células em cimara de Neubauer (Lobban,
1988). A camara € uma lamina espessa de vidro, de uso microscépico, com formato retangular e uma
depressio no centro. E utilizada para fazer contagem de células por unidade de volume de uma suspensio.
No centro da ldmina ha vdrias linhas perpendiculares com marca¢des em quadrantes (Figura 13). Os
quadrantes menores tém volume definido e sdo considerados para as contagens, possibilitando determinar

a concentracdo de células em um dado volume de cultura (células/uL). A Figura 13 ilustra como € feita a

contagem.
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Figura 13. Esquema de contagem de células em cimara de Neubauer. Adaptado de Lobban (1988).

2.3. Experimentos de privacao de nutrientes

Para a realizacdo dos experimentos, inoculamos as amostras em erlenmeyers de dois litros,
contendo 500mL de meio BBM completo, incubamos até a cultura atingir a fase exponencial
(aproximadamente 30 dias, para N. oleoabundans) entdo, coletamos a biomassa por centrifugacdo a
2.000g por 30 minutos e a dividimos em trés fracdes. Em seguida, um ter¢o da biomassa foi transferido
para meio de cultivo sem nitrogénio e/ou fésforo, enquanto outro ter¢o foi mantido no mesmo meio e a
dltima parte foi transferida para meio novo, igual ao original (Figura 14). O actimulo lipidico em todas as

situagdes foi acompanhado através de fluorimetria.
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Figura 14. Estratégia experimental para transferéncia de meio de cultivo.

2.4. Fluorimetria

Para a determinagdo indireta e relativa do teor lipidico utilizamos fluorimetria. Essa metodologia é
indicada para determinagdo quantitativa de substancias nas quais ocorre o fendmeno da fluorescéncia que,
segundo Mendham e colaboradores (2002) € resultado da absorcdo de energia radiante e da posterior
emissdo de parte dessa energia. A fluorimetria tem como vantagens a elevada sensibilidade e maior
seletividade, ja que nem todas as substincias que absorvem radiacdo eletromagnética sdo capazes de
emitir fluorescéncia (Gil 2009). Trata-se de uma metodologia amplamente aceita; aplicada em quimica,
medicina, monitoramento ambiental, fisiologia vegetal e mais recentemente, lipideos intracelulares.

No nosso caso, aliquotas dos cultivos a serem analisados eram tratadas com o corante Nile Red,
conhecido por corar lipidios apolares. Ajustamos no equipamento o comprimento de onda que provoca a
excitacdo da corante e o espectro de ondas a ser lido pelo sensor. O fluoréforo Nile Red (9-diethylamino-
5H-benzo[a]phenoxazine-5-one) € lipofilico e altamente fluorescente em ambiente apolar, utilizado
também em microscopia de fluorescéncia e citometria de fluxo. Essa molécula entra nas células e difunde-
se nas goticulas de lipideos; quanto maior a quantidade de lipideos apolares dentro da célula, maior a
emissdo de fluorescéncia por ele em 580nm, aproximadamente (Chen et al., 2009).

Para a realizacdo dos experimentos, a primeira etapa consiste em incubar uma pequena aliquota do

cultivo com 20% v/v de DMSO (dimetil sulféxido) por pelo menos 12 horas, no caso de N. oleoabundans.
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Essa etapa € necessdria, pois o DMSO age como carreador do corante, facilitando a entrada do mesmo na
célula (Chen et al., 2009). Apés a incubagdo, faz-se a contagem das células com o auxilio da cimara de
Neubauer e incuba-se por 10 minutos o equivalente a 6.10° células em 1,5ml de meio de cultivo com 5uL
de Nile Red diluido em acetona (0,1mg/ml). As amostras incubadas s@o entdo colocadas em cubetas de
quartzo e as leituras sio feitas. E de suma importancia que nio haja variacio na quantidade de células em
cada medicdo para que os dados possam ser comparativos. O comprimento de onda utilizado para a
excitacdo do corante nos experimentos iniciais foi 488nm, apds diversos testes observou-se melhor
resposta do mesmo para excitacio em S515nm. Em ambiente apolar, o Nile Red emite ondas com
comprimento préximo a 580nm e a quantidade de fluorescéncia emitida é entao captada e quantificada em
unidades arbitrarias de fluorescéncia, tornando possivel a comparagdo entre duas amostras.

As andlises iniciais foram feitas com o auxilio da professora Eneida do Laboratério de
Biomembranas (Departamento de Bioquimica do IB) que nos cedeu o uso do equipamento HITACHI
F4500. Nas etapas finais, o equipamento Shimadzu RF 5301(Shimadzu Scientific Instruments, Inc., EUA)
foi adquirido e as andlises finalizadas com ele. A Figura 15 mostra o exemplo de uma curva tipica gerada
pelo fluorimetro. Os dados brutos sd@o normalizados em Excel e Origin (OriginLab, Northampton, MA) e a
curva é plotada com Unidades Arbitrdrias de Fluorescéncia (UAF) no eixo y e comprimentos de onda no
eixo x. A fim de facilitar a comparagdo dos resultados, fazemos o céalculo da drea do pico compreendido
entre 540nm e 640nm, indicador da presenca de lipideos, conforme ilustra a Figura 15. Dessa forma,

temos valores que podem ser comparados, facilitando a visualizacio dos resultados dos tratamentos.
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Figura 15. Curva tipica gerada por fluorimetria. Em vermelho, destaque para a area utilizada para os cdlculos.

2.5. Isolamento de DNA e RNA

Células em crescimento exponencial ou estaciondrio foram coletadas por centrifugacido a 2.000g
durante 30 minutos e congeladas em nitrogénio liquido, podendo ser utilizadas imediatamente ou mantidas
em biofreezer a -80°C. O rompimento da parede e membrana celular foi feito por macera¢do da biomassa
congelada em cadinho e pistilo de porcelana. O protocolo de isolamento do DNA e RNA foi realizado
conforme descrito por Magneschi (2008). Apds a maceragdo das células, adicionou-se 750uL. de tampao
SDS-EB (2% SDS, 400 mM NacCl, 40 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI ph=8) com 75uL de acetato de sédio
3M ph 5. A essa solugdo foi adicionado 750uL de fenol:cloroférmio (1:1), seguido de agitagdo em vortex
e centrifugacdo por 5 minutos a 12.000g. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo e a etapa de
adicdo de fenol:cloroférmio foi repetida duas vezes. Em seguida, adicionou-se cloroférmio, agitou-se em
vortex e entdo centrifugamos as amostras por 5 minutos a 12.000g. Recuperamos a fase aquosa,
adicionamos volume equivalente de cloreto de litio 8M e incubamos a 4°C por 4 horas. Centrifugamos a
13.000g a 4°C, lavamos o pellet com etanol 70%, secamos o mesmo e ressuspendemos em dgua tratada
com DEPC (livre de RNAses). Antes da utilizacdo do RNA para sintese de cDNA, tratamos as amostras

com DNAse.
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O protocolo de extracdo de DNA € muito similar ao de RNA, porém ha tratamento com RNAse, ndo
com DNAse, e a precipitagdo é feita com etanol 100%, ndo cloreto de litio. Apds isolamento, a
quantificacdo dos 4cidos nucléicos foi feita em NanoDrop 2000c e a qualidade foi aferida em gel de

agarose (0,7% p/v).

2.6. Sequenciamento de DNA

O sequenciamento foi realizado através da plataforma Solexa™ (Illumina, EUA) (Bennett 2004).
A “Duke University” nos EUA viabilizou o acesso e a utilizagdo dos equipamentos de seqiienciamento de
DNA e RNA da “High Troughput Sequencing Core Facility” da Universidade da Carolina do Norte, em
Chapel Hill, que utiliza equipamentos Illumina/Solexa de dltima geracdo. O protocolo de preparo das
amostras foi realizado de acordo com as recomendagdes do fabricante (Illumina, EUA).

Essa tecnologia apresenta maior eficiéncia devido ao uso da chamada clonagem in vitro e de
sistemas de suporte sélido para as unidades de sequenciamento, permitindo que milhares de leituras
possam ser produzidas de uma sé vez. O sequenciamento é realizado por sintese através da DNA
polimerase e nucleotideos terminadores marcados com diferentes fluor6foros. O DNA da amostra é
quebrado em fragmentos e estes sdo ligados aos adaptadores em ambas as extremidades, o que permite sua
fixacdo ao suporte de sequenciamento por hibridizagdo a outro adaptador pré-fixado. Ciclos de
amplificacdo sdo repetidos por 35 vezes e, apds a incorporacio de cada nucleotideo marcado no fragmento
em sintese, € feita a leitura do sinal de fluorescéncia. Por fim, a juncdo dessas leituras gera os dados de

sequenciamento.

2.7. Montagem do genoma e predi¢ao génica

O genoma de Neochloris oleoabundans, sequenciado utilizando a tecnologia Illumina/Solexa
(Bennett 2004), gerou uma calha de seqiiéncias do tipo paired-ends com 2 x 75 pb e tamanho do inserto de
400 pb, e uma calha de seqiiéncias do tipo mate-pair com 2 x 50 pb e tamanho do inserto de ~3500 pb. A
montagem foi realizada pela equipe de bioinforméatica do LGE. As seqiiéncias paired-end foram montadas
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isoladamente. Os contigs obtidos foram em seguida, montados em conjunto com as seqiiéncias mate-pair,
com o objetivo de formar scaffolds. Foi utilizando o aplicativo Velvet (Zerbino e Birney 2008) versao
1.0.04. Uma primeira versdo de modelos de genes foi obtida com o auxilio do software Augustus (Stanke,
Diekhans et al., 2008) versdao 2.3.1, utilizando o pré-treinamento com a espécie Chlamydomonas
reinhardtii. Foram identificados apenas 4.896 genes nos contigs classificados como de algas, nimero
muito distante do encontrado na espécie relacionada, Chlorella variabilis (9.994 genes), por isso o
software devera ser treinado com genes de Chlorella variabilis disponiveis para gerar uma segunda versao

de modelos de genes, mais confidvel.

2.8. Construcao dos iniciadores

Os primers, ou iniciadores, sdo pequenas sequéncias (de aproximadamente 20 pares de bases)
complementares ao DNA molde e especificas para o gene a partir do qual ele foi construido. Podem ter a
funcdo de auxiliar a amplificac@o de genes inteiros ou apenas identificd-los dentre um pool génico maior,
como ¢é feito no Real-time PCR. Foram desenhados primers adequados a realizacdo de Real-time PCR
para os genes escolhidos. Os pares de primers para esse tipo de PCR devem amplificar fragmentos entre
95 e 105 pares de bases, devem possuir porcentagem de guanina e citosina (%CG) similares entre si e ndo
podem formar estruturas secunddrias, como hairpins, dimeros e loops. O desenho foi feito com o auxilio
do software on-line “Primer 3” (Skaletsky 2000) e a qualidade dos mesmos foi aferida através do
programa “Gene Runner” (Hastings Software, Inc.). A especificidade foi analisada através da ferramenta
de alinhamento Blastn (Basic Local Alignment Search Tool <http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi>)
contra o banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information — banco de dados
publico de sequéncias de organismos) e contra o proprio genoma de N. oleoabundans, para evitar

amplificacdes inespecificas.
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2.9. Sintese de cDNA e Real-time PCR

A andlise da expressdo dos genes escolhidos foi realizada através de experimentos de Real-time
PCR. Para tanto, a microalga foi cultivada em meio BBM normal até a fase exponencial e em seguida a
biomassa foi centrifugada e recuperada. Um ter¢o dessa biomassa continuou crescendo no mesmo
meio, outro ter¢co foi transferido para meio BBM sem nitrogénio e a porcao final foi transferida para
meio BBM normal, conforme descrito no tépico 2.3. Incubaram-se as amostras nessas condi¢des por
cinco dias, quando as células foram coletadas e congeladas a -80°C até o RNA ser extraido.

O RNA total extraido foi tratado com RQ1 RNAse-free DNAse (Promega), quantificado no
NanodropTM 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific) e em seguida utilizado para a sintese de
cDNA. Tal sintese foi realizada através de lpug de RNA e a enzima transcriptase reversa
SuperscriptTM II (Invitrogen) seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante. A partir do cDNA
sintetizado, foram realizados os experimentos de Real-time PCR, de forma a quantificar a expressdo
relativa dos genes estudados. A quantificacdo da expressao foi realizada detectando a fluorescéncia do
reagente SYBRGreen (Applied Biosystems), utilizando a plataforma Step One Plus (Applied
Biosystems). O programa de amplificacdo utilizado consistia em um ciclo inicial de desnaturacio a 95
°C por 10 minutos, seguido por 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C, 20 segundos a 55 °C e 60 segundos a
60 °C. Apéds cada ciclo de extensdo, o aparelho media a fluorescéncia da amostra. Terminada a
amplificacdo dos fragmentos, foi iniciada a etapa para a formagdo da curva de melting, composto por
um ciclo a 95 °C por 15 segundos, seguido por uma rampa entre 60 °C e 95 °C, com leituras do nivel
de fluorescéncia a cada aumento de 0,3 °C.

A andlise dos dados foi realizada segundo o método proposto por Pfaffl e colaboradores
(2001). A partir desses dados, foram calculados os valores de expressdo relativa dos genes em todas as
condicdes. O cultivo mantido no mesmo meio ou transferido para meio novo foi escolhido como
condicdo normalizadora do experimento; o gene codificante para actina foi utilizado como
normalizador da expressdo, visto que sua expressdo se mantém relativamente constante nas condi¢cdes

analisadas.
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2.10. Cromatografia

As andlises de perfil de dcidos graxos em cromatdgrafo gasoso foram feitas em parceria com o
Laboratério de Oleos e Gorduras da Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP. Utilizou-se
protocolo padrao empregado com freqii€ncia pelo laboratério. Os perfis dos dcidos graxos foram avaliados
na forma de ésteres metilicos (EMAG) e a fase orginica obtida foi analisada por cromatografia gasosa

usando uma coluna capilar DB-WAX (J&W, Agilent) e hélio como gés carreador.
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1. PANORAMA

Nesta fase dos experimentos, o objetivo era caracterizar o crescimento da espécie e realizar alguns
diferentes tratamentos. Trabalhamos também com Chlamydomonas reinhardtii para fins comparativos,
uma vez que se trata da espécie modelo. O meio de cultivo utilizado para Neochloris oleoabundans foi o
BBM e o meio TAP (Gorman, 1965) para Chlamydomonas reinhardtii. As curvas de crescimento foram
feitas a partir da medicao da absorbancia em 750nm, foi adotada também a metodologia de contagem de
células através da cAmara de Neubauer.

A partir das férmulas descritas na Tabela 2, obtiveram-se as taxas de crescimento e tempo de
geracdo para os cultivos. O tempo de geracdo representa o intervalo necessario para a duplicacdo de uma
célula ou populagdo, sendo também conhecido como tempo de duplicacdo. Para os célculos, os valores
escolhidos (N1 e N2) devem estar compreendidos necessariamente na fase exponencial (log) da curva e
devem conter a reta que mais se aproxima da por¢do linear. Quanto menor esse valor, maior € a velocidade
de crescimento da cultura na fase exponencial. A comparagdo de valores de tempo de geracdo € bastante
aceita, podendo ser adotada para identificar espécies superiores em multiplicacdo celular (Griffiths e

Harrison 2009).

Tabela 2. Férmulas para obtencdo de taxas de crescimento, divisdes por dia e tempo de geragdo. Fonte: CSIRO
Microalgae Research Centre (Jameson 2005).

Férmula Especificagbes
k: taxa de crescimento
K= Ln(N2/N1)/(t2-t1) N2 e N1: medidas em absorbancia ou nimero de células

t2-t1: intervalo de tempo (dias) correspondente ao periodo entre N2 e N1
D: divisdes por dia
k: taxa de crescimento

G: tempo de geragao, dias que uma célula mae leva para gerar duas
G=1/D células filhas

D: divisdes por dia

D=K/Ln2
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2. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1. Aspectos gerais e observacoes acerca do crescimento de Neochloris oleoabundans

A espécie foi comprada do banco de microalgas da Universidade do Texas (UTEX), sendo
recebida em meio sdlido e conservada em refrigeracdo (4°C). Os primeiros indculos em meio liquido
foram feitos a partir da retirada de uma pequena amostra de células do cultivo sélido, através de leve
raspagem. Os indculos posteriores eram replicados a partir de meio liquido, evitando a manipulacdo
recorrente do inéculo original, uma vez que nao possuiamos protocolo efetivo para criopreservacdo da
espécie.

Os primeiros contatos com Neochloris oleoabundans nos revelaram crescimento lento em todos os
meios autotréficos testados. As curvas estendiam-se por mais de 50 dias e a fase lag (fase inicial, ou fase
de inducdo) era bastante longa, principalmente quando o inéculo era feito a partir de meio sélido. A
literatura descreve essa fase como o periodo necessdrio para a célula se adequar ao novo ambiente,
identificar os metabdlitos presentes no meio e entdo produzir as enzimas necessdrias (Zwietering et al.,
1990; Black, 1996), sendo normal que uma populacéio apresente crescimento mais lento, principalmente
quando o indculo € muito jovem ou velho.

Todos os cultivos foram feitos em erlenmeyers de volumes variados e mantidos em shaker
iluminado. A agitacdo € importante, uma vez que o meio de cultura ndo tem carbono orginico e nio
possuimos mecanismo de inje¢do de gases nos erlenmeyers. O carbono fixado pela microalga encontra-se
naturalmente dissolvido na dgua a partir do CO, atmosférico, com o auxilio da agitacdo. Ao decorrer do
projeto adquirimos um fotobiorreator (Labfors Lux, InforsHT) com capacidade para 1,5L de cultura,
porém a metodologia para o cultivo de N. oleoabundans neste equipamento ainda estd sendo padronizada,
devido aos finos ajustes que o aparelho permite fazer.

Testamos também variagdes do meio BBM através da adicdo de diferentes fontes de carbono
organico, conforme sugerido por Andersen (2005). Em todos esses testes os cultivos rapidamente
mostravam-se turvos, tipicamente contaminados com bactérias, sendo que as vezes a alga nem mesmo
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chegava a se desenvolver. O mesmo ocorria tanto em meio liquido quanto em meio sélido, ambos
enriquecidos. Acreditamos que, mesmo em autotrofia, as bactérias contaminantes estejam presentes nos
cultivos, porém de forma latente e em nimero controlado devido a falta de carbono orgénico (Levine et
al., 2011). E importante salientar que a cultura sauddvel (ou limpa) apresentava-se verde e limpida, nunca
turvada. Sempre que ocorria mudanca de coloragdo para verde amarelado, ou turvacdo do meio, os

cultivos eram descartados. A Figura 16 mostra culturas sadias de N. oleoabundans.

Figura 16. Cultivos sadios de Neochloris oleoabundans em erlenmeyers de volumes variados. Diferengas de
coloragdo indicam cultivos em idades diferentes.

2.2. Curva padrao de Neochloris oleoabundans

A curva padrio realizada corresponde a relagdo grafica entre os valores de absorbancia e o nimero
de células por unidade de volume, onde € possivel verificar a linearidade entre os pontos e entdo calcular
um fator de conversio entre os valores. Para a confec¢do da curva, foi feita a contagem de células de uma
aliquota do cultivo e entdo, sucessivas diluicdes da mesma foram submetidas a medicdo de turbidez a
750nm.

A Figura 17 confirma a relago linear entre nimero de células e a turbidez do meio; a equacdo da
reta mostrada no gréfico apresenta um valor de R* adequado. Esse Coeficiente de Determinagio de
Pearson (R*) mede o grau de relagdo entre os pontos analisados. O valor 0 (zero) significa que ndo ha
relacdo linear, o valor 1 ou -1 indica uma relagéo linear perfeita; quanto mais proximo da unidade, mais

forte € a linearidade entre as variaveis (REF).
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Curva padrao: absorbancia versus nimero de
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Figura 17. Curva padrido de Neochloris oleoabundans. Nota-se a relacdo linear entre turbidez do meio e quantidade
de células para uma mesma amostra. A equagdo permite fazer a conversdo dos valores e o R préximo de 1confirma
a linearidade dos dados.
2.3. Curva de crescimento tipica de Neochloris oleoabundans

Quando semeada em meio liquido de composicdo apropriada e incubada em temperatura, agitacao
e luminosidade adequadas, o seu crescimento segue uma curva definida e caracteristica, tipica de
microorganismos unicelulares (Figura 18). A quantidade de células na populacdo é representada pela
turbidez e a curva é feita relacionando esses valores com unidades de tempo. E relatado na literatura que

microalgas possuem dindmica de crescimento populacional similar ao bacteriano, com pelos menos quatro

fases distintas: lag, log, estaciondria e declinio (Fogg, 1966).

Stationary phase
Ei
= Death phase
E Log
s (exponential)
= phase
£
=
=
H
Lag phase
Time

Figura 18. Crescimento populacional tipico de microorganismos unicelulares como bactérias, leveduras e
microalgas. Observam-se quarto fases caracteristicas. No eixo x adiciona-se o tempo € no eixo y, o nimero de
células. Copyright © 2006 Pearson Education Inc.

A fase lag corresponde ao periodo de adaptagdo metabdlica das células as novas condigdes; ha

intenso metabolismo de sintese, porém praticamente ndo ocorre divisdo celular (Luiz Trabulsi 2008). A
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fase log € o periodo onde a populacio apresenta multiplicacio celular mdxima e constante. O crescimento
ocorre em escala logaritmica e as taxas de duplicagdo referentes a essa fase dependem das condi¢des de
incubagdo. A fase estaciondria inicia-se quando a composicido do meio de cultivo ja estd bastante alterada
pelo préprio metabolismo das microalgas e alguns nutrientes ja se encontram em deplec¢ao, ficando dificil
sustentar as taxas de crescimento da etapa anterior. Nessa fase, a quantidade de células que surgem
equipara-se as que estdo morrendo. Por fim, na fase de declinio j4 ndo ha divisao celular e o processo de
morte da populacio encontra-se avancado.

A Figura 19 mostra curvas de crescimento tipicas de Neochloris oleoabundans em termos de
absorbancia e nimero de células para um mesmo cultivo. Foram feitas diversas curvas durante o projeto,
escolhemos esta por representar melhor o padrdo de crescimento inicialmente apresentado pela espécie.
Este experimento ndo conta com réplica bioldégica, uma vez que no inicio dos cultivos era extremamente
dificil conseguir biomassa satisfatéria devido ao longo tempo que a espécie levava para crescer. A cultura
foi feita em erlenmeyer de 3L, com volume de 1L de meio e inoculo de 10% v/v, mantida sob agitacdo de

100 rpm e submetida a regime integral de luz 4 50 pmol fétons/m?/s'.
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Figura 19. Curvas de crescimento de Neochloris oleoabundans em meio BBM. Acima: valores de absorbancia.
Abaixo: numero de células por volume. O tempo de duplicacdo calculado € de 4 dias.

Percebe-se que a espécie apresenta fase lag bastante extensa, levando aproximadamente 20 dias
para iniciar a etapa logaritmica. A duracdo dessa fase € caracteristica de cada espécie, mas também
depende diretamente do estado do indéculo inicial (Luiz Trabulsi , 2008). Indéculos feitos a partir de
culturas em fase lag ou estaciondrios tendem a se comportar dessa forma. Acreditamos que por isso nossas
curvas iniciais apresentaram fase lag extensa, os primeiros indculos eram feitos a partir de culturas jovens
ou de meio sélido. A curva foi feita considerando a populacdo total, sem distingdo de células vidveis e
mortas, por isso ndo ha fase de declinio caracteristica.

De um modo geral, conclui-se que N. oleoabundans nao é uma espécie de crescimento rapido. A
fase exponencial também € longa, o tempo de duplicag@o calculado € de quatro dias aproximadamente e a
turbidez maxima alcancada € inferior ao reportado para outras microalgas similares como Thalassiosira
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pseudonana, Chlorella vulgaris, Nannochloropsis oculata e Isochrysis galbana (Silvana Ohse, 2008).
Adicionalmente, o tempo requerido por N. oleoabundans para atingir a fase estaciondria € cerca de cinco
vezes maior que o reportado para essas outras microalgas (Silvana Ohse, 2008). Acreditamos que a adi¢do
de CO, as culturas poderia aumentar as velocidades de crescimento e quantidade de biomassa da espécie,
assim como visto para Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella pyrenoidosa, e Scenedesmus obliquus (Gao,
2003; Xia e Gao, 2003).

A grande biodiversidade do tdxon Microalgas permite espécies com padrdes de crescimento muito
divergentes. Apesar de lentas em relagdo a bactérias e leveduras, que completam seus ciclos em poucas
horas (Au et al.,, 2011), microalgas apresentam taxas de crescimento muito superiores a plantas
evolutivamente derivadas (Ratledge e Cohen, 2008). Porém, ainda € necessirio que esse tempo seja
reduzido, a fim de tornar esses organismos competitivos economicamente; principalmente no caso de

Neochloris oleoabundans que se apresenta ainda mais lenta que outras microalgas similares.

2.4. Curva de crescimento de Chlamydomonas reinhardtii

A realizagdo desse experimento teve como objetivo permitir a comparagdo entre C. reinhardtii e
N. oleoabundans em termos de dindmica de crescimento. Entretanto, a comparacao entre as duas espécies
deve ser vista com cautela, uma vez que uma ndo cresce bem no meio de cultivo da outra. O meio de
crescimento de C. reinhardtii contém adicdo de fonte de carbono orgéanica (acetato), ao contrario do meio
de N. oleoabundans onde todo o carbono existente € incorporado a partir do CO, que naturalmente se
dissolve na dgua. Como sdo espécies bastante diferentes, os requerimentos nutricionais sdo muito
divergentes, sendo dificil adotar um tnico meio que possibilite o crescimento de ambas. A Figura 20
mostra a curva de crescimento tipica de C. reinhardtii, nota-se que a espécie apresenta o0 mesmo padrdo de
crescimento que N. oleoabundans, em relagao as fases, porém com velocidade muito superior.

Mais do que comparar, € importante frisar que o crescimento de microalgas em geral é lento, se
comparado a bactérias e leveduras, e até mesmo a espécie considerada modelo apresenta limitagcdes, sendo
necessdria a adi¢do de carbono orgénico.
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Figura 20. Curva de crescimento de Chlamydomonas reinhardtii em fungdo de valores de absorbancia.

2.5. Cultivo continuo versus cultivo alimentado

A fim de caracterizar o crescimento populacional dessa espécie em meio alimentado e nao
alimentado (também chamado batelada), foram feitos dois cultivos em erlenmeyers de 3L, com volume de
ImL de meio e in6culo de 10% v/v, mantidas sob agitacdo de 100 rpm e submetidas a intensidade
luminosa de S0uM fétons/m’/s'.

O cultivo em batelada consiste em um unico inéculo de células em meio estéril e posterior
incubac@o da cultura por diversos dias até atingir a densidade celular méxima. Esse tipo de cultivo é
utilizado devido a sua simplicidade e flexibilidade, porém a produtividade € menor que no sistema
alimentado, pois a populacdo paralisa as divisdes celulares mais rapidamente, devido a deplecdo de
nutrientes. O sistema alimentado consiste em adicionar meio de cultivo a cultura na mesma razao em que
aliquotas sdo retiradas. Esse procedimento permite maior produtividade, pois mantém a populacdo em fase
estaciondria por mais tempo, com taxa de crescimento muito préxima da méxima. E o sistema mais
utilizado para producdo comercial de microalgas e seus produtos, apesar do alto custo e complexidade
(Sorgeloos, 1996).

A Figura 21 mostra as curvas feitas com dados de turbidez a 750nm. Os cultivos foram mantidos
durante 57 dias, contando com 22 pontos de coleta. A cada coleta era retirado 10mL de cada cultivo,

sendo 1mL para medicdes de absorbéncia e o restante para contagem de células e medi¢des de peso seco.
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No caso do cultivo alimentado, 10mL de meio novo era adicionado a cada coleta. Apesar dos esfor¢cos em
obter os valores de peso seco, a biomassa era muito pequena e as balangas utilizadas, mesmo de precisao,
ndo apresentavam reprodutibilidade suficiente para massas tao baixas. Acreditamos que se essas medicdes
tivessem sido feito de forma diferente, através de filtracdo e ndo evaporacdo do meio, a pesagem teria sido

possivel (Pruvost et al., 2009).

Curva de crescimento de Neochloris oleoabundans em
cultivo alimentado e continuo

0.7 ==4=Alimentado
0,6 === Continuo
0,5
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Figura 21. Crescimento de Neochloris oleoabundans em cultivo alimentado e cultivo continuo.

Nota-se que, como reportado na literatura para microalgas e diversos outros organismos, o cultivo
mantém-se em fase exponencial por mais tempo quando € alimentado com meio novo (Win et al., 1996).
Esse fendmeno ocorre devido ao fornecimento constante de nutrientes, capaz de suportar o metabolismo
de divisao celular. Acreditamos que a estabilizacdo do cultivo alimentado por volta do 46° dia, possa ser
explicada devido ao pequeno volume de meio que era reposto em relacdo ao volume total do cultivo.

Provavelmente o meio de cultura entrou em deplecdo, mesmo que tardiamente, estabilizando a populagdo.

2.6. Experimento preliminar: Neochloris oleoabundans em diferentes concentracoes de NaNQO;
Nas etapas iniciais do projeto foram feitos testes preliminares com algumas fontes de nitrogénio,
como amonia, nitrito, uréia e nitrato. Através de inspecdo visual e medi¢des de absorbancia, concluimos

que a melhor fonte foi o nitrato; inferéncia posteriormente confirmada em um estudo especifico para N.
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oleoabundans em diferentes fontes de nitrogénio (Li et al., 2008). Assim, todos os experimentos foram
feitos com BBM tendo nitrato de sddio (NaNO;) como fonte de nitrogénio.

Experimentos avaliando a variacdo da concentracdo inicial de nitrogénio no meio foram realizados
duas vezes durante o mestrado, a primeira delas foi feita ao inicio dos cultivos (junho de 2009) e contou
com duas concentragdes de NaNO; diferentes: SmM e 10mM. Os resultados estdo apresentados na Figura
22 e mostram que a partir de 20 dias de cultivo a amostra incubada em 5SmM de NaNO; mostra

crescimento mais acelerado que em 10mM.

Curva de crescimento de Neochloris oleoabundans
em 5mM e 10mM de NaNO,
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Figura 22. Curvas de crescimento de Neochloris oleoabundans em 5 e 10mM de NaNOs inicial.
Nessa ocasido, a hipétese que formulamos era a de que talvez 10mM de nitrato esteja acima da
concentracdo 6tima para o crescimento dessa espécie. Posteriormente, fizemos experimentos com outras
concentracdes de NaNOj; que corroboram essa teoria, eles estdo descritos no tépico 2.8 deste capitulo.
Este foi o primeiro teste feito com manejo de nitrogénio e, além do acompanhamento do
crescimento, foram realizadas também anélises fluorimétricas e cromatograficas a fim de avaliar os efeitos
do manejo em termos de quantidade e qualidade de lipideos produzidos pela alga. As Figuras 23 e 24

mostram esses resultados.
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Figura 23. Perfil de acidos graxos de Neochloris oleoabundans cultivada em SmM e 10mM de NaNO;. Eixo x: os
nimeros referem-se as quantidades de carbono e de insaturagdes nas cadeias, por exemplo, “18:1” é um acido graxo
de 18 carbonos e 1 insaturagao.

Esse experimento mostra a qualidade dos acidos graxos presentes na célula em porcentagem, nos
diferentes tratamentos (5 e 10mM de NaNO;). Em termos gerais, o efeito do cultivo nas diferentes
concentracdes de nitrogénio € evidente, nota-se que a porcentagem de cadeias insaturadas é maior na
amostra cultivada em 10mM de NaNO;, enquanto a amostra crescida em SmM apresenta 18:1 e 16:0
bastante aumentados. Esse experimento teve cardter preliminar e o objetivo do mesmo nao era avaliar os
tipos de dcidos graxos produzidos em cada situacdo. O objetivo de apresentd-lo aqui é apenas mostrar que
na ocasido observamos que provavelmente hd efeito qualitativo do nitrogénio na producdo de 4cidos
graxos. Esse tipo de fendmeno ja foi observado para outras espécies, como Botryococcus braunii (Zhila et
al., 2005), Chlorella sorokiniana e Oocystis polymorpha (Richardson et al., 1969).

Por outro lado, o efeito dessas duas concentracdes de NaNO; sobre a quantidade de lipideos,
evidenciado pela fluorimetria (Figura 24), mostra-se pequeno; a diferenca dos picos em 580nm ndo é
muito significativa, porém, apesar de inconclusivo, esse resultado ndo foi ignorado e outra abordagem

mais detalhada foi adotada.
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Neochloris olecabundans em 5 e 10mM de NaNO3
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Figura 24. Fluorimetria de Neochloris oleoabundans cultivada em SmM e 10mM de NaNOj inicial. O pico em
580nm mostra a presenca de lipideos apolares, enquanto o pico préximo de 700nm corresponde a autofluorescéncia
da clorofila.

Os resultados nos mostraram que as diferentes concentragdes iniciais de nitrogénio poderiam estar
exercendo efeito qualitativo e talvez quantitativo sobre a produgdo de dcidos graxos ou lipideos nessa
espécie. Pode-se afirmar que este foi o experimento responsdvel pelas proximas decisdes em relagdo ao

andamento do projeto, direcionando o foco ao manejo de nutrientes.

2.7. Tempos de geracao de Neochloris oleoabundans ao longo do tempo

Além das curvas de crescimento apresentadas até o momento, foram feitas diversas outras curvas
preliminares e todas elas mostraram crescimento parecido com o descrito: lento e com densidade celular
méaxima mediana. Essas curvas foram feitas no inicio do projeto de mestrado e, curiosamente, ao final
deste periodo observamos que os cultivos jd ndo demoravam tanto tempo para apresentar coloracdo e
turbidez satisfatéria. A fim de visualizar e quantificar esse fendmeno, reunimos todas as curvas feitas
desde 2009, sempre com o meio BBM padrio, e calculamos o tempo de duplicacio para cada uma delas

de acordo com as férmulas apresentadas na Tabela 2. Os resultados estdao apresentados na Figura 25.
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Figura 25. Valores de tempo de duplicagdo de diversas curvas feitas com Neochloris oleoabundans, cultivada em
meio BBM padréo, ao longo do periodo do mestrado.

Para nossa surpresa encontramos valores de tempo de geracdo cerca de dez vezes menores
atualmente (0,5 dia) do que os calculados para as curvas iniciais do projeto (5 dias, em média). A Unica
modificac@o significativa feita durante esse biénio foi a aquisi¢do de um equipamento shaker em maio de
2010 com iluminagdo melhor do que a que usavamos anteriormente, aproximadamente o dobro. Porém,
mesmo apds a aquisicdo do aparelho, os valores de tempo de geracdo continuaram apresentando
decréscimo, mostrando queda da ordem de seis vezes apds essa mudanga neste periodo (maio/2010 a
jan/2011). Além da melhora nas condi¢des de iluminagdo, que parece ter diminuido o tempo de geracdo
em quase duas vezes (curvas de 2009 em relacdo a maio e julho de 2010), acreditamos que pode ter
ocorrido selecdo artificial de células mais velozes ao longo do tempo, explicando a continuagdo da queda
nos tempos de geracdo mesmo apds a adocao do novo shaker.

O principio da selecdo artificial baseia-se na premissa de que a variabilidade genética continua
sendo gerada em populagdes em crescimento, enquanto ha divisdo celular (Lakeman et al., 2007). Os
organismos que tenham as caracteristicas que se deseja transmitir para proximas linhagens sio
selecionados e propagados por vdrias geracdes. No tipo de selecdo ndo intencional, o mecanismo é o
mesmo, porém nao ha a consciéncia de que ele estd sendo aplicado. Na literatura, hé relatos de selecdo
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artificial para tamanho de células de microalgas verdes (Michod e Roze, 2001), microorganismos para
biorremedia¢do (Swenson et al., 2000), bem como selecdo de larvas de bivalves de crescimento mais
rdpido (Taris, Batista et al., 2007).

Essa hipétese é plausivel, pois a manutengdo das nossas culturas € feita através de replicacdes
periddicas de cultivos liquidos mais maduros assim, uma cultura origina o indculo de outra. Durante esse
processo, células que cresciam primeiro podem ter sido selecionadas para originar novos cultivos e
sucessivamente, exatamente como € feita a propagacdo intencional. Adotamos essa metodologia de
manutencdo de culturas, pois ndo hd cultivo permanente crio-preservado dessa espécie no nosso
laboratdrio e preferimos evitar a manipulacio recorrente do indculo original. Observagdes em microscépio
confirmaram que ndo houve contaminacio cruzada de espécies e testes com a amostra original estdo sendo
iniciados a fim de realizar comparagdes com os cultivos atuais.

Acreditamos que se a metodologia de selec@o e propagacao tivesse sido feita de forma proposital
talvez os ganhos fossem ainda melhores. Neochloris oleoabundans ja & naturalmente superior em
produtividade lipidica (Griffiths e Harrison, 2009) e tendo sua velocidade de crescimento melhorada, as

chances de aplicacdo industrial dessa espécie aumentam.

2.8. Neochloris oleoabundans em diferentes concentracoes de NaNO;

Este experimento foi feito ao final do periodo do mestrado quando a espécie ja se apresentava
mais veloz, por isso as taxas de crescimento e a duragdo do teste sdo diferentes do que foi apresentado até
0 momento.

O objetivo era observar se ha diferenca em termos de crescimento quando o cultivo € feito em
diversas concentragdes iniciais de NaNOj. Testamos o efeito do nitrogénio, adicionando 2mM, 2,9mM
(concentragdo padrdao do BBM) 4,4mM, 5,8mM, 7,3mM, 8,8mM e 11,7mM de NaNO; ao meio BBM. Os

resultados estéo apresentados na Figura 26.
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Figura 26. Crescimento de Neochloris oleoabundans em diferentes concentracdes iniciais de NaNOs,

Nota-se que a concentragdo que suporta melhor crescimento de Neochloris oleoabundans é
2,9mM, concentracdo padrao do meio BBM, utilizada em todos os outros experimentos. Acreditamos que
esse valor seja adequado devido a propor¢do de fosfato e nitrato balanceada no meio BBM. Segundo
especialistas, o crescimento ¢ modulado principalmente pela razao entre esses dois macronutrientes, sendo
que o manejo de apenas um deles causa efeitos diferentes do que a manipulacdo de ambos; é possivel que,
ao modificar também as concentracdes de fosfato, os resultados sejam diferentes (Rowley, 2010).

O meio BBM tem razio N:P proxima de 2:1, sendo considerado o minimo para suportar
crescimento de varias espécies (Levich, 1999). Porém, a necessidade desses nutrientes € muito varidvel
entre os diversos tdxons de microalgas, de forma que a propor¢do N:P 6tima deve ser calculada
experimentalmente, com base na necessidade celular individual (Levich, 1999). Na literatura nao
encontramos valores de aporte de nitrogénio e fésforo especificos para Neochloris, porém ha experimentos
testando diversas concentracdes de NaNQOj3, sem variacao de fésforo (Li et al., 2008).

Acreditamos que as necessidades especificas de N:P de Neochloris oleoabundans precisam ser
determinadas de forma a maximizar a captagcdo e aproveitamento desses nutrientes, evitando fornecimento
excessivo ou insuficiente dos mesmos. De acordo com os resultados conseguidos, continuamos utilizando

a concentracdo original do meio BBM: 2,9mM de NaNO;.
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3. CONCLUSOES

Os experimentos realizados nesta fase mostraram que a espécie apresentava taxas de crescimento
muito baixas no inicio do projeto, ao contrario do que ocorria ao final. Observamos taxas de duplicac¢do
em torno de 10 vezes maiores em relacdo aos primeiros cultivos (feitos dois anos antes) e seis vezes
maiores em relagdo os primeiros cultivos em iluminagdo adequada (feitos oito meses antes). Além do
efeito da iluminacdo adequada, acreditamos que pode ter ocorrido selecdo artificial ndo intencional de
cepas mais velozes. Adicionalmente, realizamos alguns testes preliminares com manejo de nitrogénio que

nos sugeriram que a espécie poderia responder bem a esse procedimento.
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1. PANORAMA

A deficiéncia de nutrientes tem sido considerada a forma mais eficiente de aumentar o teor
lipidico em microalgas (Spoehr e Milner, 1949), entretanto hd muita variacdo nas respostas,
principalmente quanto a privagdo de nitrogénio. Diatoméceas por exemplo, ndo aumentam seus teores
lipidicos em deplecdo desse nutriente (Shifrin e Chisholm, 1981; Benemann, 1996). Microalgas verdes
(Chlorophyceae) mostram vdérias respostas diferentes, desde aumentos considerdaveis (como em C.
pyrenoidosa) até reducdes ou auséncia de efeito, como em algumas espécies do género Dunaliella e
Tetraselmis suecica (Borowitzka, 1988). Até mesmo dentro de um Género (por exemplo, Chlorella) ha
espécies que acumulam amido, enquanto outras, lipideos (Hu, 2007).

Acredita-se que o fendmeno ocorre, pois quando uma cultura é colocada em privacio de um
nutriente mas € mantida em condic¢des ideais de aeracdo e iluminagdo, a fotossintese continua e o fluxo de
carbono fixado € desviado da sintese de proteinas para lipideos ou carboidratos. A capacidade de sintetizar
lipideos de novo, parece ser caracteristica de algumas microalgas oleaginosas que, em estresse, canalizam
o fluxo de carbono e energia para sintese de moléculas de reserva, principalmente triacilglicerideos
(TAGs) (Rodolfi et al., 2009). Os TAGs sdo facilmente armazenados nas células e, quando oxidados,
geram mais energia que carboidratos, por isso, sdo considerados a melhor reserva energética para
reconstrucdo celular apds o estresse (Roessler, 1990).

Visamos investigar se Neochloris oleoabundans é uma espécie que responde bem a privagdo de
nutrientes e entdo avaliar a resposta em nivel de expressdo génica. Para tal, testamos os efeitos do manejo
de fésforo e nitrogénio em termos de actimulo lipidico. O procedimento experimental foi detalhado no
topico 2.3 do Capitulo III e ilustrado na Figura 14. Para avaliac@o indireta dos teores lipidicos utilizamos

técnicas de fluorimetria, conforme descrito no Capitulo III, tépico 2.4.
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2. RESULTADOS E DISCUSSAO: MANEJO DE NUTRIENTES

2.1. Fluorimetria - padronizacio da metodologia

A metodologia fluorimétrica foi utilizada para comparar os teores lipidicos de amostras
submetidas a diferentes tratamentos. Testes preliminares feitos com C. reinhardtii € N. oleoabundans
(dados ndo apresentados) mostraram a primeira dificuldade: o corante Nile Red é capaz de entrar nas
células da primeira espécie facilmente, enquanto que em N. oleoabundans isso nao ocorria com a mesma
facilidade. Dessa forma, buscamos solu¢des na literatura e testamos a adicio de CTAB ou DMSO as
amostras previamente a incubacdo com o corante. O CTAB ¢é um detergente que interfere na
permeabilidade da membrana celular, podendo facilitar a entrada de moléculas nas células; o DMSO é um
solvente potente capaz de solubilizar compostos hidro e lipossoliveis, conhecido por ser um O6timo
carreador de moléculas maiores, como o Nile Red.

Observamos que para N. oleoabundans a adicdo de DMSO melhorou significativamente as
medi¢des fluorimétricas, resultando em picos mais especificos, enquanto para o CTAB o resultado nao foi
satisfatorio. Foram testadas diferentes quantidades e periodos de incuba¢do com DMSO e concluiu-se que
o mais eficiente é tratar com 20% v/v over night. Assim, os experimentos foram feitos seguindo esses
critérios. Adicionalmente, testaram-se vdarias quantidades de células e de corante e escolheu-se trabalhar

sempre com 6.10° células em volume final de 1,5mL e 5puL de corante a 0,1 mg/mL.

2.2. Chlamydomonas reinhardtii e Neochloris oleoabundans em privacao de nitrogénio

O objetivo desse experimento foi comparar as respostas de C. reinhardtii € N. oleoabundans a
privacdo de nitrogénio. As espécies foram cultivadas em seus respectivos meios completos até a fase
exponencial e entdo, parte da biomassa foi transferida para meio de cultivo sem nitrogénio, enquanto a
outra fra¢do continuou sendo cultivada no mesmo meio como controle.

Acompanhou-se o actimulo de lipideos apolares utilizando 488nm para excitacdo e normalizagdo
das curvas fluorimétricas. Foram feitas medicdes durante trés dias consecutivos apds a troca de meio de
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cultivo, além de afericdes anteriores a transferéncia. Os resultados estdo apresentados na Figura 27 e

referem-se ao 3° dia apds a troca, quando o efeito foi mais visivel.
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Figura 27. Fluorimetria de Chlamydomonas reinhardtii e Neochloris oleoabundans em privacdo de nitrogénio e no
meio controle (mesmo meio). O pico observado em ~488nm refere-se a emissdo, por volta de 580nm tem-se o pico
correspondente a presenca de lipideos e préximo de 700nm ha a autofluorescéncia da clorofila. Os graficos estdo na
mesma escala, permitindo comparacio entre as espécies.

Observa-se que para N. oleoabundans a amostra privada de nitrogénio apresenta maior emissao de
fluorescéncia em 580nm, indicando maior quantidade de lipideos apolares nessa amostra em relagdo ao
controle. Por outro lado, C. reinhardtii parece ndo apresentar resposta boa a privagdo de nitrogénio. O
resultado concorda com o esperado, uma vez que essa espécie nao é considerada uma espécie oleaginosa,
tendo apenas 13% do peso seco em lipideos (Li et al., 2010). Apesar do cariter preliminar, este
experimento direcionou os préximos testes a fim de confirmar o efeito positivo do nitrogénio sobre o
acumulo lipidico em N. oleoabundans.

Na literatura hd testes de privagcdo de nitrogénio em C. reinhardtii e os autores reportam queda na
eficiéncia fotossintética e producdo de transportadores de nitrato de maior afinidade (Grossman et al.,
2010); porém o estudo é focado na fotossintese, ndo apresentando andlises acerca do teor lipidico. Ha
ainda outros estudos feitos com mutantes de C. reinhardtii incapazes de produzir amido, estes apresentam
teores lipidicos cerca de duas vezes maiores que o tipo selvagem (Wang et al., 2009). Acredita-se que este

seria um indicio da distribuicdo das cadeias carbOnicas entre a sintese de lipideos e amido, sendo que o
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desligamento desta ultima via poderia indicar um caminho interessante para intervencdo genética,

aumentando o fluxo de carbono para a sintese lipidica (Li et al., 2010).

2.3. Neochloris oleoabundans em diferentes concentracdes de nitrogénio

Uma vez tendo sido sugerido que a auséncia de nitrogénio pode influenciar os teores lipidicos
nessa espécie, decidimos testar se a transferéncia para meios com diferentes concentracdes, além da
privacdo, também surtia efeito. Foram utilizadas 100% da quantidade de NaNOj; presente no BBM para a
amostra controle e 50%, 25% e 0% para as demais (2,9mM, 1,5mM, 0,75mM e OmM, respectivamente).
Foram feitos dois controles, um deles era composto por meio BBM novo completo (chamado de amostra
“meio novo™) e o outro consistia em continuar cultivando a amostra no mesmo meio BBM do inoculo
inicial (“mesmo meio”), ja com os nutrientes em possivel deplecdo. O actimulo lipidico foi acompanhado
através de fluorimetria. O fluorimetro foi ajustado a emitir ondas em 515nm e a normalizacdo das curvas
foi feita com base nesse pico (0 mesmo nio estd representado nos graficos). Apds a troca dos meios, foram
feitas trés andlises em fluorimetro no 3°, 4° e 5° dias. Os resultados apresentados na Figura 28 sdo

referentes ao 4° dia, pois neste periodo os efeitos estao mais destacados.

Neochloris olecabundans em diferentes
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Figura 28. Fluorimetria de Neochloris oleoabundans em diferentes concentracdes de NaNO;. O pico em 580nm, na
situacdo de privacao total de nitrogénio, mostra que a espécie responde bem ao manejo desse nutriente.
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Observa-se que a privacao total de NaNOj; € claramente mais eficaz em induzir actimulo lipidico,
enquanto concentragdes intermedidrias ndo causam o mesmo efeito. A Figura 29 mostra os mesmos dados

em escala menor, com mais detalhes.
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Figura 29. Fluorimetria de Neochloris oleoabundans em diferentes concentracdes de NaNO; em escala menor. O

pico em 660nm corresponde a autofluorescéncia da clorofila. Nota-se que ndo houve diferenca em 580nm
significativa entre as concentra¢des intermedidrias de nitrogénio e os controles.

A partir desse experimento concluimos que a transferéncia para um meio em completa deplecdo
de NaNO; é muito mais eficaz em induzir o acimulo lipidico do que concentra¢des intermedidrias (50% e
25% do inicial). Notamos também que apds o quarto dia de privagcdo o pico de fluorescéncia em 580nm
comeca a diminuir, indicando que hd um momento 6timo de acimulo lipidico, apés o qual o teor parece
comegar a decrescer (dados ndo apresentados).

Recentemente encontramos relatos que corroboram com nossos experimentos. Testes feitos com
Neochloris oleoabundans em privagdo total de nitrogénio mostram que a mesma chega a aumentar o teor
lipidico para cerca de 60% em peso seco (Gouveia et al., 2009; Pruvost et al., 2011). Apesar de confirmar
nossa hipétese, esses experimentos diferem dos nossos em dois aspectos principais: metodologia aplicada
e objetivo final.

Quanto a metodologia, observamos que a maioria nao foi feita com a troca de meio de cultivo e

sim, deixando a cultura atingir a deplecio sozinha ou j4 iniciando o cultivo sem nitrogénio (Gouveia et al.,
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2009; Pruvost et al., 2009). Mesmo quando havia a troca de meio, o objetivo ndo era aplicar o conceito de
fracionamento do cultivo visando compensar a perda de rendimento natural da fase de privacdo. De uma
forma geral, todos os experimentos documentados com essa espécie visam principalmente confirmar o
potencial industrial da mesma, caracterizar (Gouveia et al., 2009), escalonar a producdo de biomassa
(Pruvost et al., 2011) e validar novas metodologias de detec¢do de lipideos, como ressonancia magnética
nuclear em estado liquido (Beal et al., 2010), citometria de fluxo (Gouveia et al., 2009) e “microfluidic
devices” para prospeccao em larga escala (Holcomb et al., 2011).

Além da metodologia, temos outro objetivo final para os experimentos de privacdo. Visamos
analisar o estresse a nivel molecular, em termos de expressdao gé€nica, com foco no acimulo lipidico. No
mestrado ndo houve tempo hébil para a realizagdo de todos os experimentos necessarios, mas ji temos o
gatilho de “engorda” definido ¢ j4 sabemos como determinar o melhor momento para a coleta das
amostras e posterior andlise dos transcritos a partir do sequenciamento de RNA. Come¢amos a analisar a
expressao em estresse de alguns genes isoladamente (tdpico 3.2 deste Capitulo), porém a meta € verificar a

expressdo génica em larga escala.

2.4. Neochloris oleoabundans em diferentes concentracoes de fésforo

Uma vez verificado o efeito do nitrogénio, decidimos avaliar se a privacdo de fésforo também
seria capaz de causar efeitos similares. O objetivo foi observar se hd alteracdo no teor lipidico de N.
oleoabundans quando submetida a diferentes concentragdes e a privacdo de fésforo. As fontes de foésforo
presentes no meio BBM sio: K,HPO, e KH,PO,. Foram utilizadas: 100% da quantidade de ambas as
fontes de fosfato presentes no meio BBM, 50%, 25% e 0% correspondendo, respectivamente, a 1,9mM,
0,95mM, 0,475mM e Om de fosfatos totais. Foram feitos dois controles, um deles composto por meio
BBM novo completo (“meio novo”) o e o outro consistia em continuar cultivando a amostra no mesmo
meio BBM do inoculo inicial (“mesmo meio”), assim como foi feito para o teste com nitrogénio. O
fluorimetro foi ajustado para emitir ondas em 515nm e a normaliza¢do das curvas foi feita com base nesse
pico (ndo representado nos graficos). Apds a troca dos meios, foram feitas trés andlises em fluorimetro, no
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3°, 4° e 5° dias. Os resultados apresentados (Figura 30) sdo referentes ao 4° dia, pois notamos que nesse

periodo os efeitos estdo mais destacados.

Neochloris oleoabundans em diferentes concentragbes de fésforo

Unidades de Fluorescéncla ( UAF)

T —rrrrr—rr—rr—rr—r—r
520 540 560 580 600 620 640 660 680 700

Comprimento de onda ( nm)

Figura 30. Efeito de diferentes concentragdes de fésforo sobre Neochloris oleoabundans. Em 580nm ha
fluorescéncia referente a presenca de lipideos apolares e em 660nm, autofluorescéncia da clorofila.

Nota-se que a privacdo de fésforo ndo causa efeitos consideraveis no teor lipidico das amostras,
pois quase ndo hd variacdo nos picos correspondentes a presenca de lipideos (580nm). As diferencas na
autofluorescéncia da clorofila estdo relacionadas a idade da populagdo, sendo maior no cultivo que ndo
sofreu troca de meio.

O fésforo € componente essencial de varias moléculas fundamentais, como DNA, RNA,
fosfolipideos de membrana, ATP e ADP. Tem papel central na transferéncia de energia, regulacdo
metabdlica e sinalizacdo celular (Clarkson, 1995). Na literatura, hd relatos de que a privacdo desse
nutriente modifica a composi¢ao lipidica de algumas espécies alterando as porcentagens dos diferentes
tipos de 4cidos graxos, além de aumentar a porcentagem de TAGs em relacdo ao total de lipideos (Khozin-
Goldberg e Cohen, 2006; Rodolfi, Chini Zittelli et al., 2009). Por outro lado hé espécies que respondem de
forma completamente diferente, como Nannochloris atomus e Tetraselmis sp., apresentando teores
lipidicos reduzidos (Xiaodong, 2011). Em termos de genética, a ativagdo de vdrios genes ja foi reportada

em amostras privadas de fosforo, como RNAses, fosfatases e transportadores de alta afinidade (Rubio et
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al., 2001), porém ndo foram encontradas evidencias moleculares que suportem o aumento do actimulo
lipidico nessa situacdo, apesar de esse efeito ser observado em algumas espécies
Concluimos que a deplecao de fésforo parece nao possuir a mesma capacidade que o nitrogénio em

sinalizar para a producio de lipideos em N. oleoabundans.

2.5. Manejo conjunto de nitrogénio e fosforo

Uma vez visto o efeito da privacdo de nitrogénio e fdésforo isoladamente, avaliamos se
concentracdes menores desses nutrientes em conjunto implicariam em maior acimulo lipidico. Nao foi
avaliada a privacdo total de ambos os nutrientes, apenas 50% e 25% da concentracio do meio BBM
original de cada um. A metodologia experimental foi a mesma adotada para os experimentos anteriores e a

Figura 31 compila os dados obtidos com fluorimetria, a partir do mesmo protocolo descrito anteriormente.

Neochloris oleoabundans em diferentes
concentragoes de nitrogénio e fésforo

40 — Ctrl - meio novo
—— Ctrl - mesmo meio
35 ——50% Ne50%P

—25%Ne25%P

Unidades de fluorescéncia (UAPF)

T ' T T T T T T T T T T T T 1
540 560 580 600 620 640 660 680 700

Comprimentos de onda (nm)

Figura 31. Manejo conjunto de nitrogénio e fésforo e seus efeitos na producao de lipideos.
Observa-se que a situacdo que gera melhor resultado em termos de teor lipidico é aquela que
combina o menor teor de fésforo e o menor teor de nitrogénio. Entretanto, vé-se claramente que a resposta

a privagdo total de nitrogé€nio, mostrada no tépico 2.3 deste Capitulo, € muito superior.
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2.6. Compilacao de todos os dados de manejo
A fim de facilitar a visualizagdo conjunta dos resultados apresentados nos tépicos 2.3, 2.4 e 2.5,

calculamos através de integracdo as dreas dos picos compreendidos entre os comprimentos de onda 540nm

N

e 640nm, correspondentes a presenca de lipideos. Dessa forma obtivemos valores absolutos de drea,

facilitando a comparacgao (Figura 32).
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Figura 32. Area dos picos gerados por fluorimetria, compreendidos entre 540nm e 640nm, correspondendo a
presenca de lipideos apolares na amostra.

E evidente a resposta de N. oleoabundans muito superior a privagao total de nitrogénio em relacio
a todas as outras condi¢des testadas, chegando a apresentar drea quase 14 vezes maior que a média das

amostras controle.

3. ANALISE DE EXPRESSAO GENICA DE Neochloris oleoabundans EM PRIVACAO DE
NITROGENIO
Como os experimentos de manejo nos mostram que ha maior aci9876mulo de lipideos em

privacdo total de nitrogénio, decidimos avaliar a expressdo de algumas enzimas da via de biossintese de
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4cidos graxos nessa condi¢do. Entretanto, o objetivo final € analisar em larga escala a expressao génica em
privacdo, porém as dificuldades iniciais, naturais a implantacdo de uma linha de pesquisa nova, fizeram
com que os experimentos finais fossem adiados. Neste primeiro momento, definimos alguns genes
pontuais para terem sua expressdo avaliada, partindo da premissa que a via de biossintese de dcidos graxos

provavelmente estaria com a expressdao da maioria de seus genes aumentada em privagdo de nitrogénio.

3.1. Escolha dos genes e construcao dos inciadores

A Figura 33 apresenta uma visdo simplificada da via de biossintese de dcidos graxos, destacando
as enzimas de interesse, investigadas quanto a expressao génica. A principal reserva lipidica de microalgas
sdo os triacilglicerideos (TAGs); armazenados nas goticulas lipidicas intracelulares, eles sdo formados por
4cidos graxos e glicerol e respondem por 80% de todos os lipideos da célula. Acreditamos que a resposta
ao nitrogénio que vimos com a fluorimetria deve corresponder ao acimulo destes compostos.

A sintese de 4dcidos graxos em algas e plantas ocorre dentro dos cloroplastos e pode ser dividida
em duas principais fases: iniciacdo e elongacdo. Na fase inicial ocorre o comprometimento de substratos,
na fase de elongac@o ha adicdo ciclica de moléculas de dois carbonos ao esqueleto em formacgdo. Dois
complexos enzimdticos s@o responsdveis pela sintese: Acetil-CoA carboxilase (ACCase) e Sintase de
Acidos Graxos (FAS ou KAS). O sistema ACCase é responsdvel pela iniciacio da via, sintetizando
malonil-CoA a partir de acetil-CoA. As enzimas do complexo FAS catalisam o crescimento do esqueleto
carbdnico, adicionando blocos de dois carbonos sucessivamente. Essa elongacdo ¢ feita pelas enzimas 3-
Ketoacyl-ACP sintase (KAS), as quais sdo representadas por 3 isoenzimas: KASI, KASII e KASIIL. A
KASIII atua no inicio da via, tendo acetil-CoA e malonil-ACP como substratos. A KASI tem preferéncia
por substratos acil-ACP, alongando a cadeia até palmitoil-ACP (16:0-ACP) e a KASII tem afinidade alta
por palmitoil-ACP, alongando o mesmo até estearoil-ACP (18:0-ACP). Normalmente a cadeia é alongada
até 16 ou 18 carbonos, sendo entdo clivada por tioesterases (TE) que liberam éacidos graxos livres e a

porcao acil-ACP. Escolhemos enzimas representantes do sistema FAS, conforme mostra a Figura 33.
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Figura 33. Representagio esquematica da via de biossintese de dcidos graxos em plantas e algas. As setas vermelhas
indicam as enzimas escolhidas para terem seus transcritos avaliados. Adaptado de Aghoram e colaboradores (2006).

Os primers foram construidos conforme a metodologia apresentada no tépico 2.8 do Capitulo Il e

estdo apresentados na Tabela 3. Além dos dois genes especificos da via (KAS II e KAS III) escolhemos

mais dois genes para controle endégeno: actina (Nematollahi et al., 2006) e CIA5 (Wang et al., 2008). As

escolhas foram feitas com base em estudos da biossintese de dcidos graxos e em revisdes bibliograficas.

Além desses quatro genes, escolhemos mais outros dois da mesma via, porém testes preliminares

mostraram amplificac¢do inespecifica e os mesmos foram descartados.

Tabela 3. Iniciadores empregados no Real-time PCR.

KAS|I  Forward1  5'ATTATCGGAAGGAGAGACGCT3'  47% 21bp o6
p
(FabH) Reverse 1 5' ATCAGGTCCACATCTTCT 3' 44% 18bp
KAS|  Forward1  5'CAGGCGTGCTTGTTCTTGAG3'  57% 20bp oa
p
(FabF) Reverse 1 5' GCATCACAAGTGAAGGCG 3' 55% 18bp
forward 5'CTGTTAGCCTTGGGGTTGAG 3'  55% 20bp
ACTINA 96bp
Reverse 5' GATCTGGCACCACACCTTCT3'  55% 20bp
Forward 5' GGCGGCTAAAGGTCCACT 3' 61% 18bp
CIAS 95bp
Reverse 5' GCACTTGGGGCAGAACT 3' 58% 17bp
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3.2. Padronizacio das reacoes de amplificacio e experimento de Real-time PCR

Foram feitos PCRs preliminares a fim de se verificar o funcionamento e especificidade de todos os
pares de primers. A Figura 34 mostra o RNA extraido de duas amostras em gel de agarose e as
padronizacdes dos PCRs, mostrando que o cDNA e os primers estavam adequados para a realizacdo do
Real-time PCR, amplificando fragmentos especificos na altura correspondente a 100 pares de bases,
conforme esperado.

Actina 1006 KASH | Kasi| | 100bp

RNA 539C 559C syec ladder 539C 559C 579C 539C 55°C S79C vazio ladder

Figura 34. Gel de agarose contento RNA total de Neochloris oleoabundans de duas amostras, a esquerda. As duas
bandas superiores correspondem a RNA ribossomal (25S e 18S), as outras a RNA plastidial (23S e 16S). A direita:
PCRs de padronizagdo para Real-time PCR. Marcador: 100bp ladder (Invitrogen, EUA).

A técnica de Real-time PCR permite o acompanhamento da reacdo de polimerizacdo e a
quantificagdo relativa dos produtos em cada ciclo. O objetivo é avaliar se hd expressdo génica diferencial
de KASII e KASIII em privacao de nitrogénio em relacdo a amostra que nio sofreu mudancga de meio e a
que foi transferida para meio novo. As andlises dos dados gerados pelo Real-time foram feitos com auxilio
da ferramenta de andlise de expressao relativa REST (Pfaffl, Horgan et al., 2002) e a Figura 35 mostra os

resultados.
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Figura 35. Expressdo relativa de KAS II e KAS III em privagdo de nitrogénio. O valor de 0% nitro foi fixado com
expressdo em igual a 1, de forma a facilitar a visualizacdo dos resultados.

Curiosamente, observamos que os genes apresentam expressao reprimida na condi¢c@o de estresse
de nitrogénio em relacdo a ambos os controles (meio novo e mesmo meio). Esses resultados diferem do
esperado, pois o fluorimetro mostra que os teores lipidicos da amostra em estresse sdo muito maiores que

os das amostras controle.

Ao buscar respostas na literatura, encontramos indicios de que no estigio avaliado ja estaria
ocorrendo feedback negativo na via de sintese de 4cidos graxos (Schuch, 1997). Segundo os autores,
quando ha estimulagc@o excessiva da sintese (como no caso da privagdo), o préprio excesso de alguns
metabolitos intermedidrios inicia o processo de feedback negativo. Sabe-se que a primeira enzima da via, a
Acetil-CoA carboxilase (ACCase), sofre regulacdo por retroalimentacdo principalmente pelo palmitoil-
CoA (Campbell, 1993) e acredita-se que a KASIII e aKASII também sofram acdo direta do excesso de
intermedidrios na célula (Schuch, 1997). Além da regulacdo alostérica, a via também ¢é regulada a nivel
via de expressdo génica segundo Campbell (1993), dessa forma acreditamos que a produgdo excessiva de
lipideos causada pela privacdo de nitrogénio, e agravada pelo longo periodo de incubacio nessa situacao
(cinco dias), esteja ativando os mecanismos de feedback negativo, por isso a expressdo das enzimas ja

encontra-se reprimida em relagdo aos controles. A Figura 36 mostra esse mecanismo.
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Figura 36. Feedback negativo sobre a via de biossintese de dcidos graxos. Esquema proposto por Schuch (1997) em

seu estudo com sementes de Cuphea lanceolata. O excesso de decanoil-ACP, bem como outros dcidos de cadeia
média, inibe a atividade da enzima KASIII diretamente.

A partir desses experimentos concluimos que antes de prosseguir com o sequenciamento de RNA
e a andlise de express@o gé€nica em larga escala, é necessdria a realizagdo de experimentos Real-time PCR
em time-course com o objetivo de determinar o exato momento onde estdo ocorrendo modificacdes do
metabolismo em resposta ao estresse, pois acreditamos que o momento avaliado ndo correspondia a esse

ponto, e sim, um pouco posterior a ele.

4. CONCLUSOES

Os experimentos de manejo nos mostraram que N. oleoabundans apresenta excelente resposta a
privacdo de nitrogé€nio, aumentando em vérias vezes seus teores de lipideos apolares, efeito que ndo foi
visto para C. reinhardtii. Adicionalmente, a espécie parece nao responder da mesma forma a privagdo de
fosforo. Através dos experimentos de Real-time PCR observamos que faz-se necessdrio determinar o

momento exato no qual essa espécie promove a adequacdo de seu metabolismo em resposta a esse
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estresse, antes de prosseguir com as andlises em larga escala. Por fim, a metodologia fluorimétrica

mostrou-se eficaz em comparar indiretamente o conteido de lipideos apolares em N. oleoabundans.
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1. PANORAMA

As andlises feitas com Neochloris oleoabundans em termos de produtividade lipidica, resposta ao
manejo de nutrientes e capacidade de selecdo artificial sugerem que essa espécie pode ser um organismo
adequado para aplicacdo industrial. Entretanto, para auxiliar na completa domesticacio e entendimento da
espécie faz-se necessario o sequenciamento do genoma da mesma. Ha seqiienciadas gendmicas completas
disponiveis em bases publicas para 15 espécies, dentre elas: a microalga vermelha Cyanidioschyzon
merolae (Matsuzaki et al., 2004), a diatomacea Thalassiosira pseudonana (Armbrust et al., 2004) e as
algas verdes Chlamydomonas reinhardtii (Sabeeha et al., 2007), Ostreococcus tauri (Derelle et al.,
2006), Ostreococcus lucimarinus (Palenik et al., 2007) e Micromonas sp. (Worden et al., 2009). Além

destes, alguns outros genomas estdo em fase de finalizacao e logo estardo disponiveis.
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2. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1. Montagem do genoma de Neochloris oleoabundans

As sequéncias geradas estdo sendo montadas pela equipe de bioinformdtica do LGE. Andlises
preliminares mostraram a presenca de sequéncias bacterianas na amostra, indicando que a montagem
precisa ser finalizada de maneira cuidadosa a fim de separar sequéncias de diferentes origens.

A montagem total tem 51Mbp (51 milhdes de pares de bases); excluindo contigs ndo classificados
como de algas , o tamanho estimado do genoma de N. oleoabundans é préximo de 40Mbp, tamanho
parecido com Chlorella vulgaris (Noutoshi, 1998) e o conteido GC (guanina e citosina) médio é de 58%.
A Figura 37 ilustra o procedimento adotado para a separacio dos contigs para a montagem do genoma da
alga. A classificac@o dos contigs como provenientes de algas, bacterianos, no hits e desconhecidos foi feita
através de busca por similaridade. Fragmentaram-se os contigs em por¢des de 300 pares de bases e
submeteram-se esses fragmentos a busca por similaridade em banco de dados puiblico (NCBI-nr) em nivel

de proteina (Blastx).
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| Contig A
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| Contig B |
€« 1200pbp —m88 >
| Contig C |
600pb
| Contig D |
l Fragmentagdao em 300
pares da bases
Contig A
| 300pb || 300pb || 300pb |
ContigB
| 300pb || 300pb || 300pb || 300pb |
Contig C
| 300pb || 300pb |
ContigD
| 300pb || 300pb || 300pb |
Busca por similaridade
l(BIastNCBI-nr) e
Contig A Classificacdo
| Bactéria || Bactéria || Bactéria ———————> Contig bacteriano
Contig B
|_Alga || Alga |[ Alga || Alga |—> Contigalgal
Contig C
| Alga || Bactéria | Contig desconhecido
Contig D

| Nohit || Nohit || Nohit ———————> Contigno hit

Figura 37. Esquema da classificagdo dos contigs para montagem do genoma.

N

Uma vez classificados, os contigs foram submetidos a andlise de GC médio e cobertura.
Sequéncias de alto conteido GC combinadas com alta cobertura sugerem origem bacteriana, enquanto
baixo CG e cobertura mediana indicam sequéncia de alga. A Figura 38 mostra um histograma da
distribuicao das sequéncias quanto a esses dois pardmetros. As dreas representam as sequéncias; o eixo X,
o contetido GC e o eixo y, a cobertura encontrada na montagem. A bactéria encontrada (através de busca
por similaridade no NCBI) é do Género Brevundimonas, proxima de Breundimonas sp. BAL3., e ndo esta

sequenciada.
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Figura 38. Histograma 2D da distribuicio de scaffolds agrupados em Algas (verde), Bactéria (azul) e No-hits (preto)
com base em contetddo GC e cobertura médios.

Notam-se trés diferentes agrupamentos de sequéncias. A esquerda, com CG mais baixo e

cobertura de aproximadamente 20 vezes, temos sequéncias de DNA de alga. A direita temos sequéncias de

GC alto e cobertura média em torno de 12 vezes, possivelmente oriundas de bactéria contaminante. No

quadrante superior direito temos GC também elevado e cobertura bastante alta, em torno de 50 vezes,

sugerindo sequéncias oriundas de DNA mitocondrial, plastidial e plasmidial devido as altissimas

coberturas das mesmas. Contigs desconhecidos nio estio representados nesta figura, justamente por ndo

ser possivel sua classificagdo.

montagem do genoma

9%

H Alga
M Bactéria

[ Desconhecido

Origem das sequéncias encontradas na

Figura 39. Porcentagem de sequéncias de diferentes origens encontradas no genoma. “Desconhecido” refere-se aos
contigs que ndo foram agrupados nem como de alga nem bacteriano, correspondendo a regides duvidosas no

histograma.
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De forma geral, os first hits para as sequéncias de Neochloris oleoabundans, em sua maioria, sao
provenientes de Chlorella variabilis ou C. vulgaris e ndo Chlamydomonas reinhardtii, como esperavamos.
O tamanho do genoma parecido com C. variabillis e distante de C. reinhardtii (100Mpb) também
corrobora a teoria de que N. oleoabundans deve ser mais proxima taxonomicamente do género Chlorella e
nao Chlamydomonas, apesar de ser distante de ambas e da maioria das outras espécies seqiienciadas. A
escassez de dados reforca a importancia do sequenciamento e andlise do genoma dessa espécie.

Os resultados do genoma podem ser visualizados no site <http://bioinfo03.ibi.unicamp.br/algas/>.

Usudrio: FAPESP, Senha: projeto_algas.

2.2. Investigacao de simbiose entre N. oleoabundans e Brevundimonas sp.

A presenca de sequéncias provenientes de uma bactéria do género Brevundimonas na amostra
sequenciada atraiu a atencio para esses organismos. Da mesma familia do género Caulobacter, o grupo de
bacilos é formado por bactérias gram-negativas capazes de crescer em ambientes pobres em nutrientes,
assim como o meio de cultivo das algas.

Park e colaboradores (2008) reportaram um caso de simbiose entre Brevundimonas sp. € Chlorella
ellipsoidea. Os autores isolaram oito espécies diferentes de bactérias naturalmente presentes em um
cultivo de C. ellipsoidea e testaram os efeitos que a adicdo de cada uma delas poderia causar no
crescimento da mesma. Eles observaram que em presenca de Brevundimonas sp. o crescimento da
microalga mostrou-se trés vezes maior em relagdo ao cultivo puro. Da mesma forma, o crescimento da
bactéria também foi melhor em presenca da alga. A hipdtese levantada é a de que a bactéria estaria
produzindo vitamina B12 (cobalamina), cofator essencial para o funcionamento de algumas enzimas da
microalga, em troca de nutrientes presentes na parede celular da alga. Na literatura ha relatos de outros
casos de simbiose justamente pelo fornecimento de vitamina B12 (Croft et al., 2005).

Acreditamos que no caso de N. oleoabundans também haja uma relacdo dessa natureza, uma vez

que é extremamente dificil cultivar a alga sem a presenga de contaminantes bacterianos e a adi¢do de

85


http://bioinfo03.ibi.unicamp.br/algas/

carbono organico faz com que a populacio bacteriana se sobressaia rapidamente. A fim de verificar essa
hipétese, buscamos evidéncias gendmicas que suportem a teoria.

Existem trés enzimas descritas em algas que apresentam necessidade de cobalamina como cofator:
metionina sintase (METH), metil malonil-CoA mutase (MCM) e ribonucleotideo redutase (RNR II)
(Banerjee e Ragsdale, 2003; Helliwell et al., 2011). Apesar de essas enzimas ocorrerem em diversos
tdxons, sabe-se que apenas procariotos possuem a complexa maquinaria enzimatica necessiria a producao
de B12 (Croft, Lawrence et al., 2005), outros organismos precisam consegui-la a partir de fontes
exdgenas. Algumas espécies possuem ainda enzimas alternativas independentes de cobalamina que
exercem a mesma funcdo que o tipo dependente (Croft et al., 2005; Schneider et al., 2008). A existéncia
de ambas as isoenzimas em um organismo € recorrente e a expressdo desses isotipos é regulada pela
auséncia ou presenca de B12, como relatado para C. reinhardtii (Croft et al., 2005).

Investigamos no genoma de N. oleoabundans a existéncia de genes possivelmente codificantes das
trés enzimas, além do tipo independente de B12 da metionina sintase. Os resultados estdo apresentados
nos tépicos subsequentes.

Metionina Sintase Dependente de Cobalamina (METH)

A METH catalisa a dltima etapa de sintese do aminodcido metionina. A busca pelo seu gene no
genoma de N. oleoabundans foi feita tendo como referéncia a sequéncia de aminodcidos de METH de
Chlamydomonas reinhardtii. A investigacdo € realizada através de comparacdo pelo algoritmo de
alinhamento tBlastn que equipara a sequéncia de aminoacidos de referéncia contra nossa montagem,
indicando as coordenadas do contig onde o gene pode estar alocado. Através desses dados, pegamos a
possivel sequéncia de Neochloris oleoabundans no contig indicado e comparamos contra o banco de
dados total, em nivel de proteina (tBlastx contra o NCBI-nr). A presenca de proteinas similares em outras
espécies, bem anotadas e descritas de acordo com o esperado, indica que o gene deve estar presente em V.
oleoabundans. Devemos ressaltar que essa metodologia ndo deve ser adotada unicamente, apesar de
fornecer fortes indicios sobre a presenca ou auséncia de um gene. Devem-se construir primers para validar

a existéncia dos mesmos através de reacdes de amplificagdo.
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Através da comparagdo das sequéncias, sugerimos fortemente que o gene codificante da enzima
metionina sintase dependente de cobalamina (METH) esteja presente no genoma de N. oleoabundans. A

Figura 40 mostra os resultados que levaram a essa conclusao.

tBlastn de METH de C. reinhardtii contra o banco de dados de N. oleoabundans

Color Key for Alignment Scores
<40 40-50
lelll_
0 250 500 750 1000 1250
Score E

Sequences producing significant alignments: (bits) Value
NODE_1772_length_44676_cov_2.943818 169 2e-41
NODE_1288_length_59313_cov_2.912009 155 2e-37
NODE_936_length 215953 cov_2.887239 1 8.9

tBlastx da possivel METH de N. oleoabundans contra o banco de dados do NCBI

Color key for alignment scores

<40 40-50 50-80 80-200 >=200
Query |
| | | | | |
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- —
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kel — — —
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Sequences producing significant alignments:
Accession | Description |_.Evalue |
XM _002947079.1 Volvox carteri f. nagariensis vitamin B12 dependent methioni 0.0
XM _001702410.1 Chlamydomonas reinhardtii cobalamin-dependent methionine 0.0

XM _003078316.1 Ostreococcus tauri cobalamin-dependent methionine syntha  3e-144
XM _001696368.1 Chlamydomonas reinhardtii cobalamin-dependent methionine 2e-135

Figura 40. Busca da sequéncia de METH no genoma de N. oleoabundans. Acima: resultado da busca de METH no
genoma de N. oleoabundans a partir da METH de C. reinhardtii. Abaixo: tBlastx da regido indicada como similar do
contig 1772 contra o banco de dados do NCBI.

A Figura 40 nos mostra que no contig 1772 ha uma regido de similaridade com a METH de C.
reinhardtii. Apés o download da sequéncia contida nesse intervalo, comparamos a mesma com o banco de
dados do NCBI e encontramos similaridade com METH de diversos organismos, como as microalgas
Volvox carteri, Ostreococcus tauri, além de C. reinhardtii. Como a comparacio foi feita em nivel de

proteinas, acredita-se que as regides onde ndo ha similaridade representem os introns.

Fizemos o mesmo procedimento para a MET independente de B12 (METE) e encontramos fortes
indicios de que o possivel modelo génico ndo esteja presente no genoma de N. oleoabundans (Figura 41).

Apesar de ser uma proteina grande e geralmente conservada em toda a sua extensdo, conforme mostra a
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Figura 42, encontramos apenas uma pequena regido de aproximadamente 250 pares de bases em N.
oleoabundans similar a sequéncia de referéncia. Ao investigar essa por¢do, observamos que a mesma
trata-se da regido N-terminal da proteina. Essa regido contém o sitio de ligac@o ao substrato, porém para o
funcionamento da enzima a presencga da por¢do C-terminal também € essencial (InterProScan, EBI). Esse
dominio também € encontrado na familia Urod, presente na enzima Uroporphyrinogen decarboxylase que

participa do metabolismo da clorofila.

tBlastn da METE de C. reinhardtii contra o banco de dados de N. oleoabundans

Color Key for Alignment Scores

<40 40-50
lellll
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Score £
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
NODE_1731_length_112829_cov_2.901426 108  3e-23
NODE_889_length_42291 _cov_3.158119 72 2e-12

tBlastx da sequéncia de N. oleoabundans contra o NCBI

Color key for alignment scores

<40 40-50 50-80 80-200 >=200
Qe | mmm—
| I | | I |
1 400 800 1200 1600 2000
— —
— —
— — —
— - — —
- - e— —
— - -—

Sequences producing si ant ali t:

Accession | Description [_. E value
XM _001702882.1 Chlamydomonas reinhardtii cobalamin-independent methioni Se-43
U36197.1 Chlamydomonas reinhardtii cobalamin-independent methioni le-40
AK108840.1 Oryza sativa Japonica Group cDNA clone:002-151-HO0S, full 3e-37
U77388.1 Chlamydomonas moewusii cobalamin independent methionin 3e-30

Figura 41. Busca da sequéncia de METE no genoma de Neochloris oleoabundans. Acima: o resultado da busca de
METE no genoma de N. oleoabundans apresenta baixa similaridade. Abaixo: tBlastx da sequéncia de N.
oleoabundans indicada (contig 1731) contra o banco de dados do NCBI mostra que apenas uma pequena regido
apresenta-se conservada (dominio N-terminal).

A Figura 42 mostra que a proteina METE de C. reinhardtii tem diversas regides conservadas, ao

contrario do que foi observado para a regiao indicada no genoma de N. oleoabundans.
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tBlastx de METE de C. reinhardtii contra o NCBI

Color key for alignment scores

<40 40-50 50-80 80-200 >=200
Query I mm————————————
I | | | I |
1 550 1100 1650 2200 2750
- —

o —— —

—— — p——— —

— - —

Sequences producing significant alignments:

Accession ] Description Idm
XM _001702882.1 Chlamydomonas reinhardtii cobalamin-independent methionin 0.0
U36197.1 Chlamydomonas reinhardtii cobalamin-independent methionin 0.0
AK108840.1 Oryza sativa Japonica Group cDNA clone:002-151-H0S5, full il 0.0
CP000807.1 Cyanothece sp. ATCC 51142 linear chromosome, complete s Se-171
CP000240.1 Synechococcus sp. JA-2-3B'a(2-13), complete genome Se-171
CP002630.1 Marinithermus hydrothermalis DSM 14884, complete genome 7e-170

Figura 42. Comparagdo da sequéncia de cDNA de METE de Chlamydomonas reinhardtii contra o NCBI. Nota-se
que a sequéncia apresenta diversas regides conservadas em vérios organismos diferentes.

Metil Malonil-CoA Mutase Dependente de Cobalamina (MCM)

A MCM participa do metabolismo de diversos aminodcidos e também requer vitamina B12 como
cofator. J4 foi relatada em C. reinhardtii, T. pseudonana (Smith, 2005) e Chlorella variabilis, de onde
obtivemos a sequéncia de referéncia. A metodologia para deteccdo do possivel gene codificante desta
enzima aplicada foi a mesma usada para a METH e METE.

Devido a presenca de varias regides de similaridade acreditamos que o contig 728 possa alocar esse
gene em Neochloris oleoabundans. Entretanto, apesar de sugerirmos a existéncia do mesmo, a validacio

por PCR se faz necessdria. A Figura 43 mostra os resultados.
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tBlastn da MCM de Chlorella variabillis contra N. oleoabundans

Color Key for Alignment Scores

<40 40-50

R N N T T A A N
0 100 200 300 400 500 600 700

Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
NODE_728_length_71089_cov_2.956041 76  1le-17
NODE_882_length_10589_ cov_3.139862 35 0.36

tBlastx da possivel sequéncia de MCM de N. oleoabundans contra o NCBI

Color key for alignment scores

<40 40-50 50-80 80-200 >=200
Qe vy |
1 1 1 I 1 1
1 600 1200 1800 2400 3000
—-— - — - —— - — -—
- — - -— — -— -— —
- - — - —— - — —
— - —— - -— -

Sequences producing significant

Accession | Description _.E value
AC198639.1 Monosiga brevicollis clone MonoB-65H11, complete sequenc 3e-54
Fl445414.1 Rhodobacter sphaeroides strain 2.4.1 methylmalonyl-CoA m 8e-54
XM 001750238.1 Monosiga brevicollis MX1 predicted protein MONBRDRAFT_3¢ le-52
X51941.1 Mouse mRNA for methylmalonyl CoA mutase (EC 5.4.99.2) le-51

Figura 43. Busca da sequéncia de MCM no genoma de Neochloris oleoabundans. Acima: resultado da busca de
MCM na nossa montagem a partir da sequéncia referéncia de Chlorella variabilis. Abaixo: tBlastx da regido
indicada do contig 728 contra o banco de dados do NCBI. Ambas as comparacdes mostram similaridade, sugerindo
que a enzima pode estar presente no genoma da alga.

Ribonucleotideo Redutase Tipo II (RNR II)

Essa enzima participa do metabolismo das bases nitrogenadas e ja foi reportada em Ectocarpus
siliculosus (Helliwell et al., 2011). Além do tipo dependente de B12 (RNR II) hd o isotipo independente
(RNR I). A Figura 44 mostra os resultados das comparagdes de sequéncias. A sequéncia referéncia € de

Ectocarpus siliculosus, a tinica microalga sequenciada que apresenta esse isotipo da enzima (Helliwell et

al., 2011).
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tBlastn de RNR Il de Ectocarpus siliculosus contra N. oleoabundans

Color Key for Alignment Scores
<40 40-50
lelll_
0 100 200 300 400 500 600 700
Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
NODE 1734 length 146560 cov 2.935767 79 2e-14

tBlastx da sequéncia de N. oleoabundans contra o NCBI

Color key for alignment scores
<40 40-50 50-80 80-200 >=200

Sequences producing significant alignments:

., E
Accession I Description A val

Triticum aestivum cDNA, clone: WT005_MO03, cultivar: Chinese Spring  3e-81
8 Hordeum vulgare subsp. vulgare mRNA for predicted protein, complet¢  Se-81

8166.1 PREDICTED: Vitis vinifera hypothetical protein LOC100261117 (LOC10  Se-80
XM _001775623.1 Physcomitrella patens subsp. patens predicted protein (PHYPADRAFT,  1e-79
XM _002507347.1 Micromonas sp. RCC299 chromosome 1 ribonucleoside-diphosphate re  Se-72

XM _0022

Figura 44. Busca da sequéncia de RNR II no genoma de Neochloris oleoabundans. Acima: resultado da busca de
RNR II na nossa montagem a partir da sequéncia referéncia de Ectocarpus siliculosus. Abaixo: tBlastx da regido
indicada do contig 1734 contra o banco de dados do NCBI sugere similaridade com o tipo I da enzima (independente
de B12).

A busca em N. oleoabundans retorna o contig 1734 e ao comparar a regido indicada desse contig
contra o NCBI observamos que hd similaridade com o tipo de RNR independente de B12, ndo com o
dependente. Pegamos entdo a sequéncia de RNR I de C. reinhardtii e buscamos similaridade no genoma
de N. oleoabundans, a busca retorna o mesmo contig que o indicado no primeiro procedimento (Figura
45), com similaridade ainda maior, reforcando a hipétese de que hd o tipo independente, ndo o

dependente.
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tBlastn de RNR | de C. reinhardtii contra o genoma de N. oleoabundans

Mouse-over to show defline and scores. Click to show alignments

Color Key for Alignnent Scores

L1
0 100 200 300 400 500 600 700 800

Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value

NODE_1734_ length 146560 cov 2.935767 102 2e-21

Figura 45. tBlastn da RNR tipo I (independete de B12) de Chlamydomonas reinhardtii contra o genoma de
Neochloris oleoabundans. O resultado sugere que esse gene pode estar presente no genoma.

A existéncia do gene codificante do isotipo I ou II da RNR deve ser validada de forma cuidadosa,
pois sé ha uma espécie de microalga sequenciada que apresenta a forma dependente de B12 (Ectocarpus

siliculosus) e a mesma nao € proxima de N. oleoabundans evolutivamente.

2.3. Neochloris oleoabundans e vitamina B12

A presenca de enzimas dependentes de vitamina B12 e a auséncia de rotas de producdo da mesma
indicam a importancia da possivel simbiose com a bactéria. Estudos feitos com aproximadamente 300
espécies de microalgas revelaram que mais de 50% apresenta necessidade de vitamina B12 (Croft,
Lawrence et al., 2005), sendo que a concentracdo dessa vitamina encontrada livre nas dguas doces e
marinhas € insuficiente para suprir a demanda.

Atualmente, Helliwell (2011) investigou a evolu¢do da auxotrofia de vitamina B12 nas 15 espécies
de microalgas cujo genoma estd sequenciado. Eles reuniram dados da literatura e buscaram sequéncias de
genes codificantes de enzimas dependentes de B12 no genoma das diferentes espécies, confirmando a
necessidade desse nutriente para o metabolismo de algumas. A Tabela 4 mostra os resultados obtidos

pelos autores, de forma similar ao que fizemos para N. oleoabundans.

92



Genes Encoding Bj2- B2 )
dependent Enzymes Dependent? ©

RNR
Group Species METE METH i MCM
Chlamydomonas reinhardtii [2] v' v x x x[3,4]
Volvox carteri f. nagariensis EVE [5] Pse:udo v x x V1]
Micromonas pusilla (CCMP 1545) [6] x v = x v[1]
Chlorophyta Ostreococcus tauri (OTH95) x v x x V1]
Ostreococcus lucimarinus [7) x v x x @
Ostreococcus sp. RCC809 [7] x v x x V(1]
Coccomyxa sp. C-169 v x x x x [8]
Chlorella variabilis NC64A v v x v ?
Emiliania huxleyi (CCMP1516) x v x v x[1,9,10]
Phaeodactylum tricornutum
< 2
(CCAP1055/1) [11] ¥ v 5 v x[2
- ; -’ X “v /1 US .‘ -') 3
Gicinalvesiata Fragilariopsis cy [;lllgll]ll\ (CCMP 1102) v Pal;llal v x[1]
Thalassiosira pseudonana [14) x v x v  V[l5]
Ectocarpus siliculosus [16] v v v v  x[I7]
Aureococcus anophagefferens x Partial x v V[I8]
Rhodophyta Cyanidioschyzon merolae [19] v x x x x[15]

Tabela 4. Tabela mostrando a existéncia de genes dependentes de B12 no genoma de 15 espécies de microalgas. Na
ultima coluna os autores classificam as espécies em dependentes ou independentes de vitamina B12. O “x” significa
auséncia e o ¥ indica presenga.

Ao notarmos a possivel necessidade de vitamina B12 no metabolismo de Neochloris
oleoabundans a partir de andlises gendmicas, fizemos a suplementacdo do meio BBM com esse nutriente
(dados nao apresentados). Testamos quatro concentragdes de acordo com o que € descrito na literatura e
notamos que o controle crescia ligeiramente melhor que os cultivos suplementados. Acreditamos que,
assumindo a hipétese da simbiose como verdadeira, a bactéria seja capaz de suprir a demanda por B12,
sendo que a adi¢do de vitamina extra ndo alteraria significativamente o crescimento. Por fim, apesar de
sugerirmos a presenca desses genes no genoma da alga, achamos precipitado definir se ela apresenta ou

nao necessidade de B12. Testes mais completos devem ser feitos para definir esse parametro.
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3. CONCLUSOES

Andlises preliminares do genoma sugerem que a espécie seja mais proxima do género Chlorella.
Adicionalmente, foi detectada a presenca de sequéncias oriundas de uma bactéria do género
Brevundimonas, sugerindo uma relacao de dependéncia entre a alga e a bactéria em funcio da producdo de
vitamina B12. Sequéncias de genes codificantes de enzimas dependentes desse cofator parecem estar

presentes no genoma da alga, fortalecendo a hipétese.
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CONSIDERA COES FINAIS E PERSPECTIVAS

Os experimentos realizados mostraram melhora nas taxas de crescimento de Neochloris
oleoabundans. Acreditamos que, em partes, esse aumento ocorreu em funcdo da selecdo de células mais
velozes e sua continua replicagao.

Vimos também que a metodologia fluorimétrica é eficaz em comparar indiretamente o conteddo
de lipideos apolares nos diferentes tratamentos. Os experimentos de manejo nos mostraram que a espécie
apresenta excelente resposta a privacao de nitrogénio, aumentando em vérias vezes seus teores de lipideos
apolares. Porém, a privacdo desse nutriente por periodo muito longo pode desencadear feedkack negativo
na via de sintese de 4cidos graxos, como sugerem os resultados de expressdo génica.

Por fim, o genoma mostra a possivel existéncia de uma relacdo simbidtica entre a alga e uma
bactéria em funcdo da obtencdo de vitamina B12. A possivel presenca de enzimas dependentes desse
cofator no genoma da alga corrobora a hipétese.

Concluimos que a espécie é promissora para o setor energético, apresentando capacidade de
melhorar as taxas de crescimento, além de resposta excelente a privacado de nitrogénio.

Propomos como continuagdo do trabalho:

1. Término da anélise do genoma, com a predi¢cdo de genes e finalizacdo da montagem.

2. Andlise da expressdo génica em privacao de nitrogénio por Real-time PCR em time-course, a
fim de determinar o ponto onde a via de biossintese de lipideos se encontra mais estimulada e entfo,
sequenciar o RNA em larga escala.

3. Montagem de estratégia de manipulacdo genética com base nos dados de expressdo génica a
serem gerados pelo sequenciamento de RNA

4. Investigacdo profunda da relagdo entre a alga e a bactéria.
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