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RESUMO 

Há no mundo um consenso sobre a necessidade de se encontrar fontes de carbono 

renováveis para a substituição do petróleo. O cultivo de microalgas tem sido considerado uma 

alternativa promissora para suprir essas cadeias carbônicas e biocombustíveis, visto que são 

microorganismos fotossintetizantes que podem acumular grandes quantidades de triacilglicerol 

(TAG) como reserva energética. A transesterificação desses TAG por alcoóis simples gera alquil-

esteres, cujas propriedades são muito próximas às encontradas na composição do biodiesel. O 

glicerol, subproduto da produção de biodiesel, pode ser convertido em propeno, bloco de 

construção fundamental para a indústria petroquímica. A obtenção de TAG de microalgas requer 

o cultivo do microorganismo, a recuperação da biomassa do meio líquido e o processamento 

dessa biomassa para separação da fração lipídica. As etapas de recuperação da biomassa e 

obtenção da fração lipídica são estágios realmente críticos, de modo que são considerados os 

principais obstáculos para a viabilidade econômica da produção. A indução artificial da secreção 

das reservas lipídicas é uma idéia promissora que pode viabilizar a produção de lipídios por 

microalgas em escala industrial. Em vista disso, o objetivo do presente trabalho foi o 

desenvolvimento de bases metodológicas para a construção de um vetor que proporcione 

comprometimento de das reservas lipídicas com o processo de exocitose. Alguns membros da 

família SNARE são responsáveis por comprometer vesículas com a via exocítica. Propriedade 

que pode ser artificialmente introduzida nas reservas lipídicas por meio do domínio SNARE. A 

busca no genoma de Neochloris oleoabundans, microalga com alto teor lipídico sequenciada por 

nosso laboratório, indicou 19 sequências pertencentes à família SNARE. A análise dessas 

sequencias indicou o gene responsável pela via exocítica. A principal forma de reserva energética 

de microalga são vesículas de TAG chamadas de oilbodies. Em plantas é encontrada a proteína 

oleosina inserida nesses oilbodies, a cuja existência relaciona-se a um aumento de óleo nas 

sementes. A oleosina pode ser um bom candidato para carregar o motivo SNARE para as 

reservas lipídicas dos oilbodies, levando-os a se fusionarem com a membrana plasmática. A 

necessidade de se confirmar a funcionalidade da oleosina em microalgas levou a construção de 

um plasmídeo contendo a ORF para oleosina fundida no mesmo quadro de leitura com uma 

marca visual. A construção foi adaptada para testes em Chlamydomonas reinhardtii, uma 
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miroalga modelo. Uma marca de seleção por antibiótico foi adicionada a fim de se facilitar a 

busca por tranformantes. Uma vez confirmado o funcionamento da oleosina, uma construção 

contendo a proteína ligada ao domínio SNARE de exocitose pode ser construída para N. 

oleoabundans ou qualquer microalga com potencial industrial. Uma tecnologia como essa 

permitiria a recuperação dos lipídios diretamente do meio de cultura, eliminando etapas críticas 

para a produção de hidrocarbonetos em larga escala a partir de microalgas e tem potencial de 

aumentar a taxa de conversão da energia capturada da biomassa em óleo. 
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ABSTRACT 

It is worldwide accepted the vital need to find renewable carbon sources to replace the use 

of petrol. Microalgae can storage triacylglycerol (TAG) as their major energy reservoir. Hence, 

culturing these photosynthetic microorganisms has been considered a promising alternative for 

renewable carbon sources and biofuels production. TAG transestherification produces alquil-

esther, which properties are very similar to those found in biodiesel. Furthermore, a byproduct of 

biodiesel production is glicerol, which can be easily converted to propen, the fundamental block 

for petro-chemistry industry. Algal TAG production requires the cultivation of the 

microorganism, followed by dewatering and processing of its biomass in order to obtain the lipid 

fraction. These last two processes are considered critical and may be regarded as one of the 

primary obstacles to economic viability of production. Thus, engineered organisms that actively 

secrete their triacylglycerol content would afford the production of lipids by microalgae in an 

industrial scale. The aim of this study, therefore, is to establish methodological basis for the 

development of a molecular device which commits lipid reserves in the exocytosis pathway. 

Some proteins of SNARE family have the ability to engage their associated vesicles to 

exocytosis. This property can be artificially introduced into the lipid reserves through the SNARE 

domain. The triacylglycerol is stored in vesicles called oilbodies, which are the main energy 

storage in microalgae. Seed plants oilbodies contain imbibed in their membranes proteins called 

Oleosins, which existence was related to increase in oil reservoir. The anchoring ability of 

oleosins may be used to carry the SNARE motif to oilbodies, causing them to fuse with the 

plasma membrane. The genome of Neochloris oleoabundans, a high lipid content microalga, was 

sequenced by our laboratory. Genome wide analysis revealed 19 SNAREs sequences. The 

probable SNARE required in the exocytosis pathway and the domains were identified and 

characterized. Aiming to confirm the functionality of oleosin in microalgae, a plasmid containing 

an oleosin fused in frame with a GFP reporter was built for Chlamydomonas reinhardtii, a model 

microalga. An antibiotic resistance marker was added to allow efficient screening of transformed 

cells. Once the oloeosin function is confirmed in the model, a molecular device comprising the 

exocytic SNARE domain connected to an oleosin can be built. A device like this can be adapted 

not only for N. oleoabundans, but also to any microalgae with industrial use potential. Such 
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technology could enable the recovery of TAG lipids directly from the culture medium and would 

eliminate costly stages of high-scale hydrocarbon production from microalgae. Moreover, it 

could potentially improve the conversion rate of energy to lipids. 
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INTRODUÇÃO 

 

1. Fontes fósseis de cadeias carbônicas: problema e alternativas 

A longevidade das reservas de petróleo e de outras reservas fósseis preocupa a 

humanidade há mais de meio século, se tornando foco de inúmeras discussões e estudos. Em 

1956 foi realizada uma das primeiras conjecturas sobre o princípio do declínio da produção de 

petróleo nos Estados Unidos, prevista para a década de 1970 (Hubbert, 1956), suposição 

realmente confirmada anos mais tarde (Deffeyes, 2005).  

Mais grave que o esgotamento das reservas fósseis são as possíveis consequências de sua 

utilização. Neste sentido, pode-se dizer que o efeito estufa, o consumo de combustíveis e de 

outros compostos fósseis tem como agravante comum a presença do dióxido de carbono (CO2) 

(Johnston et al. 2003; IPCC 2007, pg136). 

Assim, levando em conta as emissões antropogênicas, o CO2 corresponde a 77% da massa 

de gases estufa liberados, que significou cerca de 38 Gt do gás na atmosfera em 2004 (Bernstein 

et al., 2007; IPCC, 2007). Pode-se dizer que o quadro torna-se ainda mais assustador ao se 

constatar que a liberação do carbono de origem fóssil é cerca de 600 vezes maior que o retorno 

do elemento para reservas fósseis (Hughes & J.R. Benemann, 1997). 

Considerando que nada seja feito, predições indicam que em 2030 as emissões de gás 

carbônico oriundas de combustível serão 50-110% maiores que as observadas em 2000, 

estimadas em 25,5 Gt CO2 (IPCC, 2000, 2007). 

A preocupação com o tema deu origem a acordos globais, que delinearam como principal 

objetivo a necessidade de se estabilizar as concentrações de gases estufa na atmosfera a níveis 

que permitam prevenir danos ao sistema climático (United Nation, 1992).  

A fragilidade de um sistema econômico baseado em derivados fósseis, energéticos ou não, 

se manifesta em crises mundiais há mais de 40 anos. Combustíveis fósseis fornecem mais de 90% 

da energia utilizada no mundo todo, mas as reservas são limitadas a algumas regiões (Boudghene 

Stambouli & Traversa, 2002). Assim sendo, as freqüentes questões políticas nos países detentores 
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das maiores reservas repercute nos custos de produção de bens e serviços (Abbasi et al., 2011) 

(Figura 1).  

 

 

Figura 1: Oscilação do preço do petróleo (óleo bruto), como exemplo de reserva fóssil, por interferência de questões 

políticas dos países com as reservas mais expressivas (Adaptado de WTRG Economics – www.wtrg.com, acesso em 

20/10/2011). 

 
O desenvolvimento de energias alternativas e fontes renováveis de esqueletos carbônicos 

pode ser desafiador, mas a dependência de reservas fósseis será cada vez mais restritiva para a 

economia global (IPCC, 2007; Nel & Cooper, 2009).  

Sabe-se que dentre as alternativas viáveis, a utilização da energia solar é de longe a mais 

promissora: a superfície terrestre recebe 2.200.000 exaJoules (eJ, 1018 Joules) anualmente, 

considerando os comprimentos de onda disponíveis para fotossíntese. Essa quantia é suficiente 

para suprir cerca de 5.000 vezes a demanda suprida por combustíveis fósseis (500 eJ em 2005). 

(Goldemberg & Johansson, 2004; Larkum, 2010). 

Neste sentido, pode-se afirmar que os organismos fotossintetizantes possuem sistemas 

eficientes de conversão de energia solar em química, especialmente na forma de cadeias 

carbônicas (Moheimani, 2005; Sheehan et al., 1998). Estas podem ser empregadas tanto para fins 
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energéticos quanto para síntese de plásticos, polímeros e outros produtos usualmente fabricados a 

partir do petróleo (Rittmann, 2008).  

O termo biocombustíveis designa os combustíveis produzidos a partir de biomassa 

renovável, podendo englobar produtos de natureza bastante diversa (i.e. Etanol, biodiesel, 

metanol, hidrogênio), obtidos de matérias primas também diversas (i.e. açúcares, amido, óleos, 

lignocelulose) (Royal Society, 2008). Diversos países têm adotado programas de biocombustíveis 

baseados na utilização de plantas terrestres, como o etanol de cana-de-açúcar no Brasil, biodiesel 

de canola na Alemanha e etanol de milho nos Estados Unidos, iniciativas com bons resultados 

(Demirbas, 2008; Gavrilescu & Chisti, 2005). 

 Biodiesel é o bicombustível composto por ésteres obtidos de óleos e gorduras de origem 

renovável (Clements, 1992). A utilização comercial do biodiesel tem se mostrado muito 

promissora, já que seu desempenho é tão bom quanto o do diesel de petróleo, além de apresentar 

níveis de gases estufa 40% menores e menos poluentes de ar, em relação ao equivalente fóssil 

(Brown, 1993; Hill et al., 2006; Raymer & Dyne, 1992). A energia necessária para conversão da 

matéria prima (óleos e gorduras) em biodiesel é, atualmente, consideravelmente menor que a 

necessária para a produção de álcool a partir de açúcares (Hill et al., 2006). Hidrocarbonetos de 

cadeia longa, como encontrado no biodiesel, têm utilidade também como matriz renovável para a 

indústria petroquímica (Barbirato et al., 1997; Lee et al., 2004). 

A importância da substituição das fontes de carbono de origem fóssil é inquestionável, 

mas os impactos ambientais, econômicos e sociais devem ser considerados no desenvolvimento 

de políticas para promoção de biocombustíveis. A substituição de fontes fósseis por fontes 

baseadas em plantas terrestres, principalmente para produção de energia, geraria uma enorme 

competição com cultivares voltados para alimentação (Cockerill & Martin, 2008; Rittmann, 

2008). O aumento na produção de etanol de milho nos Estados Unidos, por exemplo, levou a 

mais de 50% de aumento nos preços de milho nos últimos anos (UNDP, 2007).  

As opções baseadas no uso de microorganismos para a produção de biocombustíveis e 

matriz renovável para a indústria petroquímica têm se mostrado bastante promissoras, sem 

apresentar riscos de grandes impactos ambientais ou prejuízo às atividades humanas (Harwood & 

Guschina, 2009). 
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Seguindo essa lógica, as microalgas são opções excelentes ao combinarem a capacidade 

fotossintética com a comodidade e alto rendimento do cultivo controlado de microorganismos 

(Rosenberg et al., 2008). Os mecanismos moleculares de fotossíntese em microalgas são bastante 

similares aos de plantas superiores, porém, mais eficientes na disponibilização de energia solar 

dada a sua estrutura celular simplificada (Sheehan et al., 1998). A eficiência na conversão da 

energia solar apresentada pelas microalgas também colabora por sua utilização na geração de 

biomassa, já que, enquanto o máximo teórico para gramíneas C3 é de 2,4% e para as C4 é de 

3,7%, a eficiência na conversão da energia solar por microalgas é de 3-9% (Rittmann, 2008; 

Zhukova & Aizdaicher, 1995). 

Certas espécies apresentam conteúdo de óleo que ultrapassam 80% do peso seco da 

biomassa e representam, portanto, um potencial valioso para a produção de biodiesel e 

aproveitamento desses esqueletos carbônicos para outros fins (Spolaore et al., 2006). 

 

2. O uso de microalgas para produção de hidrocarbonetos em larga escala 

As microalgas já são cultivadas há décadas em escala comercial, voltadas principalmente 

para indústria alimentícia e produção de metabólitos de valor agregado (Rosenberg et al., 2008). 

Mas a possibilidade de utilização de microalgas em escalas maiores, para produção de cadeias 

carbônicas de qualidade a custos baixos, expandiu a busca de tecnologias que tornem possível sua 

entrada no mercado de forma competitiva (Sheehan et al., 1998). 

A biomassa algal apresenta vantagens consideráveis em relação à produção de biomassa a 

partir de plantas terrestres. A principal delas é que não há competição com culturas voltadas para 

a alimentação, visto que não há a necessidade de solos férteis. (Benemann, 2008). Possibilita 

poupar água potável, pois pode utilizar águas residuais ou salgadas para o cultivo, além de 

utilizar proporcionalmente volumes menores que culturas tradicionais (Chisti, 2007; Sheehan et 

al., 1998). 

Considerando as principais estimativas em relação a cultivares terrestres, microalgas são 

capazes de produzir 20 a 30 vezes mais óleo por unidade de área, utilizando substratos de baixo 

custo (Rosenberg et al., 2008; Sheehan et al., 1998). Entretanto, essas estimativas se baseiam em 
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espécies altamente produtivas associadas a taxas de conversão de luz em biomassa próximas do 

ideal, fornecendo projeções possíveis, embora ainda não existentes (Stephens et al., 2010). 

As prospecções acerca do cultivo em larga escala de microalgas para a produção de 

biodiesel demonstraram que as limitações não estão associadas a processos de engenharia, mas 

sim com limitações biotecnológicas dos microorganismos (Rosenberg et al., 2008).  

 

3. Lipídios de microalgas para a indústria 

Triacilglicerídeos (TAG) são armazenados em vesículas chamadas de oilbodies e 

constituem a principal forma de reserva energética de microalgas, que são capazes de produzir e 

estocar naturalmente grandes quantidades desse óleo (Griffiths & Harrison, 2008). Esses lipídios 

neutros são os precursores mais favoráveis na produção de biodiesel, podendo ser introduzidos na 

cadeia de produção através de metodologias já empregadas em plantas oleaginosas. 

A transesterificação de TAG por alcoóis simples gera alquil-esteres, cujas propriedades 

são muito próximas às encontradas na composição do biodiesel. O glicerol é gerado como 

subproduto da reação e tem emprego como matéria prima para produção de vários compostos 

químicos. 

Alguns processos industriais podem converter com facilidade o glicerol em propeno, 

bloco de construção fundamental para a indústria petroquímica. A biomassa residual ainda pode 

ser vendida como ração animal, ou ser convertida a biogás para produção de energia (Benemann, 

2008). 

A obtenção de TAG de microalgas requer o cultivo do microorganismo, a recuperação da 

biomassa do meio líquido e o processamento dessa biomassa para separação da fração lipídica. 

As metodologias usuais para obtenção da fração lipídica envolvem prensas, solventes ou extração 

com fluidos supercríticos, as quais implicam na destruição das células. O pequeno tamanho 

celular das microalgas (3–30µm de diâmetro) constitui um problema importante na recuperação 

da biomassa (Stephens et al., 2010). 

As etapas de recuperação da biomassa e obtenção da fração lipídica são estágios realmente 

críticos, de modo que são considerados os principais obstáculos para a viabilidade econômica da 

produção comercial de biodiesel de microalgas (Stephens et al., 2010). Juntos, esses processos 
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correspondem a uma porcentagem relevante do preço do óleo, podendo representar mais de 70% 

do custo final do óleo bruto (Grima et al., 2003; Pate, 2009; Vaswani, 2009). 

Assim, elaborar um processo que permita a recuperação dos lipídios diretamente do meio 

de cultura, como é feito com o etanol nas usinas de produção de alcool, pode revolucionar a 

produção de lipídios por microalgas em escala industrial.  

Algumas empresas e grupos de pesquisa vêm propondo diferentes tecnologias nesse 

sentido, como a produção e secreção de ácidos graxos por cianobactérias modificadas, proposta 

por Liu e colaboradores (2010), ou a extração de lipídios proposta pela empresa OriginOil (Liu et 

al., 2010; Roessler et al., 2008). Esta última permite a sobrevivências das células e sua 

reutilização em novos ciclos de acúmulo de lipídios, representando uma enorme economia no 

tempo necessário para replicação das células (http://www.originoil.com). 

Estudos revelam que algumas espécies de algas, i.e. Botryococcus braunii e zooxanthellae, 

secretam ativamente seus lipídios no meio externo, sugerindo a possibilidade de utilizar 

processos semelhantes em culturas de microalgas visando a obtenção da fração lipídica (Patton & 

Burris, 1983; Wolf et al., 2004). Assim, empregando engenharia genética, reservas lipídicas 

poderiam ser artificialmente induzidas à secreção, de forma espontânea e não invasiva, 

permitindo a recuperação dos lipídios diretamente do meio de cultura. 

 

4. Microalgas em nosso laboratório 

Apesar do grande potencial de produção de lipídios, as microalgas poderão se tornar uma 

oportunidade viável desde que haja competitividade de custo de produção e visão estratégica de 

mercados (Benemann, 2008). 

Os conhecimentos acerca da biologia desses organismos são imprescindíveis para o 

desenvolvimento de processos tecnológicos visando o barateamento do processo e o aumento da 

produção de lipídios. 

Há três anos o LGE (Laboratório de Genômica e Expressão) vem adquirindo experiência 

no uso de manipulação genética e biologia sintética, mas um dos passos iniciais neste estudo 

consistiu na escolha da espécie de microalga a ser estudada. Com apoio da bibliografia, nosso 
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grupo de pesquisa se propôs a trabalhar com duas espécies com potencial biotecnológico: As 

microalgas Dunaliella tertiolecta e Neochloris oleoabundans. 

Como se tratam de espécies pouco estudadas, a microalga Chlamydomonas reinhardtii foi 

escolhida para os experimentos envolvendo manipulação molecular fina, visto que é um 

organismo modelo para o estudo de vários processos biológicos e possui diversos protocolos de 

manipulação estabelecidos (Harris, 2009). Posteriormente os conhecimentos gerados serão 

aplicados para as outras microalgas com maior potencial para produção de biocombustíveis. 

A grande atenção da indústria biotecnológica a microalgas pertencentes ao gênero 

Dunaliella se deve a diversos fatores, como a facilidade de cultivo das espécies do grupo; a 

adaptabilidade a faixas de temperaturas que variam de 0 a 40ºC; e a enorme halotolerância, que 

abrange concentrações salinas de 50 mM a 5 M  (Rosenberg et al., 2008). O conteúdo de óleo foi 

também um atrativo, já que espécies próximas do gênero Dunaliella podem apresentar até 57% 

do peso seco em óleo (Takagi et al., 2006). 

Em nosso laboratório, ao contrário da robustez descrita em literatura, o cultivo de D. 

tertiolecta apresentou contaminações recorrentes, crescimento lento e produtividade baixa. 

Devido a esses e outros problemas apresentados nos estudos com a microalga, esta espécie foi 

relegada. 

A microalga N. oleoabundans, por outro lado, apresentou progressiva melhora nas taxas 

de crescimento (Curado, 2011). Apesar de pouco estudada, foi mencionada em diversos trabalhos 

por seu teor lipídico alto, em torno de 35 a 54%, podendo apresentar valores próximos a 80% em 

condições de cultivo favoráveis (Thomas et al., 1984; Tornabene et al., 1983). Os experimentos 

de manejo realizados por nosso grupo de pesquisa comprovaram esses valores e mostraram que a 

espécie apresenta excelente resposta à privação de nitrogênio, aumentando em várias vezes seus 

teores de lipídeos apolares (Curado, 2011). 

Sabe-se que em microalgas a duplicação celular e o acúmulo lipídico são metabolicamente 

divergentes. Enquanto no primeiro caso as cadeias carbônicas são desviadas para a síntese 

protéica, no segundo o objetivo é o armazenamento dessas cadeias (Rodolfi et al., 2008). 

Desse modo, nosso grupo de pesquisa propôs um sistema de cultivo fracionado em duas 

etapas, a primeira em condições que favoreçam a proliferação celular e a segunda em condições 

que favoreçam o acúmulo de lipídios (Figura 2). A proposta acarretando a extrusão dessas 
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 OBJETIVOS 

 

Este trabalho visa à obtenção de bases metodológicas para se desenvolver uma construção 

que proporcione comprometimento das reservas lipídicas com o processo de exocitose em 

microalgas, mediante sinalização específica. A proteína oleosina foi identificada como possível 

candidato para levar o sinal de exocitose às reservas lipídicas. 

 

1. Compreensão dos mecanismos de secreção de microalga potencial comercial 

Compreensão dos mecanismos de secreção. 

Análise genômica da viabilidade da estratégia em microalga com potencial comercial. 

 

2. Desenvolvimento de sistema de secreção  

Elaborar estratégias para comprometimento de oilbodies com o processo de exocitose em 

microalgas. 

Montagem de vetor para introdução da oleosina na microalga modelo. 
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CAPÍTULO I 

Compreensão dos mecanismos de transporte vesicular para proposição de estratégia de secreção 

viável em microalga com potencial biotecnológico. Os principais genes relacionados à via que 

poderiam ser empregados na estratégia foram identificados no genoma recém sequenciado da 

microalga Neochloris oleoabundans. 

 

1. Introdução: Tráfego de vesículas em eucariotos 

Células eucarióticas são divididas em compartimentos funcionalmente distintos 

delimitados por membranas. O tráfego entre os compartimentos membranosos, assim como 

através da membrana plasmática, é frequentemente mediado por carregadores membranosos, ou 

vesículas de transporte (Figura 3) (Ungar & Hughson, 2003). 

 

 

Figura 3: Organelas membranosas e as principais vias de tráfego de vesículas em uma célula eucariótica idealizada. 

A entrada das proteínas no sistema de endomembranas, na maior parte das vezes, se dá no retículo endoplasmático 

(RE), antes de serem encaminhadas por meio de vesículas para o complexo golgiense. Depois de atravessarem os 

compartimentos dessa organela, as proteínas distribuídas em vesículas de transporte são direcionadas para organelas 

como endossomos, vacúolos, pré-vacúolos, ou são encaminhadas para a membrana plasmática (MP) para exocitose 

(adaptado de Bonifacino & Glick 2004). 
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O transporte vesicular se inicia com o brotamento de uma vesícula de um compartimento 

doador, por meio de um processo que permite a incorporação seletiva de carga na vesícula em 

formação. Cada um dos compartimentos membranosos tem conteúdo protéico único e o trânsito 

de vesículas deve identificar corretamente os destinos para entrega. Depois de encontrar seu 

destino, a vesícula prossegue com o acoplamento e sua fusão com a membrana alvo, liberando 

seu conteúdo.  

O endereçamento apropriado das vesículas é garantido por mecanismos seletivos de 

reconhecimento da membrana-alvo, proporcionados por famílias de moléculas bastante 

conservadas em eucariotos. A importância dessas moléculas é tão grande, que se considera o 

controle do tráfego de vesículas uma inovação chave para permitir o surgimento de organismos 

eucariotos (Cavalier-Smith, 2002; Jekely, 2003). 

 

1.1. Papel das proteínas da família SNARE na fusão de vesículas 

Proteínas cruciais no endereçamento e na fusão de vesículas de transporte intracelular são 

as pertencentes à família SNAREs (sigla para Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor 

Attachment protein REceptor) (Jahn & Scheller, 2006). 

Com base na localização e estrutura geral, SNAREs foram inicialmente classificados 

como t-SNAREs, localizados na membrana alvo, e v-SNAREs, localizados na membrana 

vesicular, mas são frequentemente identificados por seus correspondentes de vesículas sinápticas 

(Jahn & Südhof, 1999). 

Proteínas pertencentes a esse grupo carregam o motivo helicoidal SNARE, de cerca de 60-

65 aminoácidos, que são classificados em Qa-, Qb, Qc e R- de acordo com resíduos altamente 

conservados no trecho (Bock et al., 2001; Weimbs et al., 1997). De acordo com o modelo 

vigente, R-SNAREs na membrana de vesículas reconhecem Qa-, Qb- e Qc-SNAREs cognatos na 

membrana alvo através de domínios característicos (Jahn & Scheller, 2006). 

Os resíduos hidrofóbicos dos motivos SNARE tendem a se agrupar em uma tetra-hélice 

estável, cuja formação libera a energia necessária para a fusão das bicamadas lipídicas (Figura 4) 

(Waters & Hughson, 2000; Weber et al., 1998).  
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Figura 4: SNAREs separados e localizados de acordo com os padrões conservados de seus motivos: Qa-, Qb-, Qc- e 

R. O complexo aceptor na membrana alvo, formado por motivos Q-SNAREs, interage com o motivo R-SNARE 

vesicular formando uma tetra-hélice estável. O complexo trans-SNARE passa de frouxo para apertado, aproximando 

as membranas o suficiente para a formação do poro de fusão. 

 

São necessários, portanto, quatro domínios SNARE para que ocorra a fusão das bicamadas 

lipídicas, um motivo R- fornecido pela vesícula (v-SNARE) e três motivos Q- encontrados na 

membrana alvo (t-SNAREs). Vesículas são endereçadas ao receberem o v-SNARE que 

reconhece os t- correspondentes na membrana a qual se destinam, de modo que cada trajeto da 

via de transporte vesicular é identificada por um conjunto específico (Uemura et al., 2004). 

Estudos demonstraram que a propriedade de se complexar em uma tetra-hélice e promover 

a fusão de membranas é mantida também in vitro, de forma mais lenta, mas com eficiência 

razoável, mesmo na ausência de qualquer outra proteína (Hu et al., 2003; McNew et al., 2000; 

Söllner et al., 1993; Weber et al., 1998). 

Weber e colaboradores (Weber et al., 1998) demonstraram que vesículas sintéticas com v-

SNARE são capazes de se fundir com outras incorporadas com t-SNAREs cognatos. Em um 

trabalho subsequente, células foram modificadas por Hu e colaboradores (Hu et al., 2003) para 

produzir SNAREs com sua porção citoplasmática voltados para o meio extracelular. Células 

expressando v-SNAREs nesta configuração fundiam-se com eficiência a outras expressando t-
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SNAREs correspondentes, confirmando em membranas nativas que se trata de um evento 

independente de proteínas acessórias. 

 

1.2. Proposição de estratégia de secreção para microalga 

Conforme comentado anteriormente, as vesículas recebem o v-SNARE que reconhece os 

t-SNAREs da membrana a qual se destinam. Uma vesícula destinada à exocitose contém o v-

SNARE que reconhece um conjunto de t-SNAREs na membrana plasmática. O reconhecimento é 

seguido pelo acoplamento, que progressivamente une os motivos SNARES de sua porção N-

terminal em direção aos pontos de ancoragem, acoplando as duas membranas.  

Conhecendo o funcionamento da fusão de vesículas, o v-SNARE da via de exocitose 

poderia ser inserido nas membranas das reservas lipídicas, os oilbodies, levando-a a ser 

secretada? 

Há diversas indicações que só a presença de SNAREs é suficiente para promover a fusão 

de membranas. Weber e colaboradores introduziram a fusão de vesículas sintéticas apenas 

introduzindo v- e t-SNAREs recombinantes correspondentes. Hu e colaboradores (Hu et al., 

2003) inseriram SNAREs na superfície da membrana plasmática de células de mamíferos. 

Observaram que as células expressando v-SNARE se fundiam com aquelas que expressavam os 

t-SNAREs correspondentes. 

O direcionamento para a membrana plasmática foi promovido pela fusão dos SNAREs 

com uma sequência sinal, indicando para a célula que a proteína deveria ser inserida na 

membrana plasmática. Com a possibilidade de se introduzir uma sinalização que direcione o v-

SNARE de exocitose para as reservas lipídicas, tornou-se necessário conhecer com detalhes o 

funcionamento dessas proteínas. Como a intenção é montar um sistema de secreção para a 

microalga N. oleoabundans, realizou-se uma busca em seu genoma para os SNAREs conhecidos. 

Todos os SNAREs encontrados foram identificados e seus principais domínios foram anotados, 

visando a identificação dos envolvidos na exocitose. 
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2. Materiais e métodos 

2.1.  Extração de DNA e seqüenciamento da microalga Neochloris oleoabundans 

A microalga Neochloris oleoabundans foi obtida da coleção de microalgas da 

Universidade do Texas (UTEX). Seu crescimento foi feito em bold’s basal medium (Nichols & 

Bold, 1965), a aproximadamente 27ºC de temperatura, regime integral de luz de cerca de 80 

µmol.m-2.s-1 de fótons e agitação de 100 rpm (Tabela 1). Células foram coletadas por 

centrifugação a 2000.g durante 30 minutos e congeladas em nitrogênio líquido. 

 

Tabela 1: Composição do meio Bold’s Basal Medium (Nichols & Bold, 1965). 

Componente Concentração final 

NaNO3 2,9 mM 

MgSO4 0,3 mM 

NaCl 0,4 mM 

KH2PO4 1,3 mM 

K2HPO4 0,4 mM 

CaCl2 0,17 mM 

ZnSO4 30,7 µM 

MnCl2 7,3 µM 

MoO3 4,9 µM 

CuSO4 6,3 µM 

CoNO2 1,7 µM 

H3BO3 0,18 mM 

EDTA 0,17 mM 

KOH 0,18 mM 

FeSO4 17,9 mM 

Ácido Cítrico 10 mM 
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O material congelado foi macerado com cadinho e pistilo e submetido ao isolamento de 

DNA conforme descrito por Magneschi 2008. A qualidade dos ácidos nucléicos extraídos foi 

avaliada em gel de agarose (0,7% m.v-1) e por meio de espectrofotometria (NanoDrop 2000c). 

A preparação do material foi realizada pela aluna Raissa Estrela Curado, como parte do 

seu projeto de mestrado. O sequenciamento foi realizado através da plataforma Solexa™ 

(Illumina, EUA) na High Troughput Sequencing Core Facility da Universidade da Carolina do 

Norte, em Chapel Hill (Bennett, 2004). O protocolo de preparo das amostras deu-se de acordo 

com as recomendações do fabricante 

 

2.2. Montagem do genoma de Neochloris oleoabundans 

O genoma de N. oleoabundans, sequenciado utilizando a tecnologia Illumina/Solexa 

(Bennett, 2004), gerou uma calha de seqüências do tipo paired-ends com 2 x 75 pb e tamanho do 

inserto de 400 pb, e uma calha de seqüências do tipo mate-pair com 2 x 50 pb e tamanho do 

inserto de ~3500 pb. 

A montagem foi realizada pela equipe de bioinformática do LGE. As seqüências paired-

end foram montadas isoladamente. Os contigs obtidos foram em seguida montados em conjunto 

com as seqüências mate-pair, com o objetivo de formar scaffolds. Foi utilizado o aplicativo 

Velvet versão 1.0.04 (Zerbino & Birney, 2008). 

Uma primeira versão de modelos de genes (banco MG) foi obtida com o auxílio do 

software Augustus versão 2.3.1, utilizando o pré-treinamento com a espécie Chlamydomonas 

reinhardtii (Stanke et al., 2008). Quando este trabalho foi desenvolvido, não havia treinamento 

baseado em outras algas e a predição baseada em N. oleoabundans ainda estava sendo 

desenvolvida. 

 

2.3. Identificação das sequências da família SNARE de Neochloris oleoabundans 

As sequências de N. oleoabundans foram identificadas pela comparação com as 

sequências conhecidas de S. cerevisae e A. thaliana, organismos modelos para estudo de trafego 

de vesículas e, portanto, melhor caracterizados (Novick et al., 1980; Sanderfoot et al., 2000; 

Uemura et al., 2004) (Figura 5).  
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Figura 5: Fluxograma desenvolvido para identificação in silico dos genes da família SNARE de N. oleoabundans. 
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Quando as sequências similares não eram encontradas, ou eram pouco similares, 

buscavam-se os equivalentes de C. reinhardtii, Chlorella variabilis, Ostreococcus tauri e Volvox 

carteri para comparação com a microalga. Apesar de não serem organismos muito estudados, são 

as microalgas evolutivamente próximas de N. oleoabundans cujos genomas estão disponíveis e 

anotados. 

Para o caso de se tratar de uma proteína ausente nas outras microalgas e cuja sequência é 

distante de A. thaliana, uma última busca no genoma de N. oleoabundans era feita utilizando as 

sequências de O. sativa ou Z. mays. 

As buscas eram feitas por meio do algoritmo tblastn, utilizando as sequências protéicas 

conhecidas dos organismos anotados contra o banco MG de N. oleabundans. Buscas adicionais 

eram feitas do mesmo modo contra o banco genômico da alga e contra o banco genômico bruto, 

que incluía sequências identificadas como possíveis contaminantes. A comparação era feita, 

portanto, entre uma sequência de aminoácidos conhecida com sequências de DNA da microalga 

N. oleoabundans traduzida nos seis quadros de leitura possíveis. 

Se a busca no banco MG retornasse fragmentos com grande semelhança à proteína 

conhecida (i.e. Score de alinhamento maior que 50 e e-value menor que 1e-5), as análises 

prosseguiam. Caso não houvesse fragmentos semelhantes ou a identidade fosse baixa, 

observavam-se os alinhamentos obtidos contra os bancos genômicos da alga e bruto. 

As sequências de nucleotídios obtidas desse modo eram submetidas à comparação com o 

banco de proteínas do NCBI (National Center for Biotechnology Information), através do 

algorítimo blastx, a fim de se confirmar a identidade do fragmento. 

Nesta comparação também era observada a cobertura do gene obtido de N. oleoabundans, 

i.e, se a este estava representado do início ao fim na microalga ou se faltavam fragmentos, exons 

ou ainda se apresentava fragmentos extras. Essa análise de cobertura era feita em relação ao 

conjunto de sequências obtidas no NCBI com maior identidade à da microalga, de modo que o 

padrão geral daquele gene nos organismos mais próximos à microalga servisse como guia para 

avaliação da cobertura. 

Quando a sequência era incompleta ou discrepante, a região correspondente do genoma e 

1.000 bases que a flanqueavam eram utilizada para uma nova predição com o programa Augustus 

utilizando pré-treinamento com Z. mays, disponível em rede aberta. A proteína predita era 
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novamente submetida à comparação com o banco de proteínas do NCBI através do algorítimo 

blastp, para confirmar a identidade da proteína e possível melhora nos alinhamentos. 

Em último caso, se ainda assim a sequência gênica traduzida de N. oleoabundans 

apresentasse semelhanças com a proteína conhecida, mas a predição gênica destoasse, o primeiro 

hit de um blastx contra o NCBI era alinhado no genoma da microalga. Os alinhamentos coerentes 

com uma composição de introns e exons eram montados de forma a se obter uma sequência 

aproximada da proteína de N. oleoabundans. 

 

2.4. Caracterização dos membros da família SNARE e análise das sequências 

encontradas em Neochloris oleoabundans 

Inicialmente, foi feito um estudo abrangente da família SNARE e seus domínios, a fim de 

proporcionar a classificação correta e o reconhecimento de estruturas nas sequências encontradas 

em N. oleoabundans. 

Grande parte do conhecimento do papel e estrutura dos SNAREs se deve ao uso de 

neurotoxinas clostridiais (i.e. botulínica e tetânica), que proteolizam SNAREs específicos em 

sinapses neuronais (Galli et al., 1998; Lang & Jahn, 2008; Sugita, 2008). Por esse motivo, os 

SNAREs recém descobertos eram denominados por meio de similaridades com os conhecidos em 

neurosinapses. Com mais estudos acerca da estrutura e funcionamento dessas proteínas, novas 

categorias foram criadas e novos padrões foram identificados nos vários genomas. 

A nomenclatura originalmente proposta foi mantida em diversas revisões e classificações 

gênicas, mas é imprecisa quanto ao significado funcional das proteínas. Para compreensão das 

análises das sequências encontradas, foi elaborada uma divisão de SNAREs baseada na 

organização de seus domínios conservados e grupos descritos em bibliografia. 

Os principais domínios e seus e-values foram anotados com base nas comparações com o 

banco de dados Pfam, usando o algoritmo HMM para realizar a busca (Finn et al., 2010; Mistry 

et al., 2007). Os domínios transmembranares foram preditos através do programa TMHMM, que 

também utiliza o algorítimo HMM adaptado para busca de domínios dessa natureza (Krogh et al., 

2001; Sonnhammer et al., 1998). 
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O banco de dados integrativo InterPro foi utilizado para confirmar os domínios 

apresentados pelo Pfam (Hunter et al., 2009). A comparação com o gene homólogo de A. 

thaliana foi realizada com o programa ClustalW e os alinhamentos foram adaptados do programa 

Geneious (Drummond et al., 2011; Thompson et al., 1994). 

Os integrantes da família SNARE foram definidos a partir da hierarquia funcional BRITE 

(BR:ko04131), fornecida pelo banco de dados Kegg (Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes, Kanehisa & Goto 2000). Esses integrantes nortearam a busca dos integrantes da via em 

outros genomas por meio do próprio Kegg e com o banco de dados unificados UniProt (Universal 

Protein Resource, Uniprot Consortium 2011). 

 

3. Resultados e discussão 

3.1. Caracterização dos membros da família SNARE baseada nos domínios conservados 

Apesar de usual, a distinção em v- ou t-SNAREs é um tanto limitada, já que subclasses 

particulares de SNAREs são encontradas de forma conservada em diversos eucariotos. 

Todas as proteínas pertencentes à família contêm o motivo SNARE de 60–70 

aminoácidos, mas podem variar no tipo e número de motivos e na presença ou ausência de outros 

domínios (Jahn & Scheller, 2006). A estrutura típica consiste em um motivo SNARE flanqueado 

por uma extensão N-terminal, conservada ou variada, e por uma âncora transmembrana C-

terminal. 

A subclasse das Syntaxin1-like é o único que carrega o motivo Qa-SNARE e, portanto, é 

sempre encontrado um representante seu no complexo SNARE (Figura 6 – Syntaxin1-like) 

(Sanderfoot et al., 2001). É importante ressaltar que todos Qa-SNARE são sintaxinas, mas 

algumas proteínas atribuídas ao grupo das sintaxinas, discutidas mais à frente, apresentam 

motivos Qc-SNARE (Prekeris et al., 1999). 

 

http://www.genome.jp/kegg-bin/get_htext?ko04131
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Figura 6: Estrutura geral dos membros da família SNARE, organizados de acordo os principais grupos conservados 

descritos em bibliografia. As regiões acinzentadas C-terminais correspondem a domínios transmembranares (DTM), 

enquanto o segmento em zig-zag (marrom) são fragmentos pós-traducionais para ancoragem na membrana. A tri-

hélice das Syntaxin1-like está representada dobrada em sua conformação antiparalela (Stx). A região cor areia das 

Syntaxin6-like corresponde ao domínio helicoidal semelhante ao encontrado no subgrupo das Syntaxinas1-like. As 

elipses roxas correspondem a domínios longin ricos em prolinas (PR) e a elipse rosa escuro corresponde ao domínio 

longin adicional descrito por Filippini e colaboradores (2001). As TML estão representadas à parte dos t- e v-

SNARE, pois apresentam função regulatória não-fusogênica, não se localizando em membranas. Seu motivo de 

repetições WD40 está representado em rosa claro e o domínio Tail em azul claro. 
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Aparentemente, todas as Syntaxin1-like são ancoradas à membrana por um domínio C-

terminal transmembranar e suas extensões N-terminal consistem em uma tri-hélice antiparalela 

conectada ao motivo SNARE por um segmento flexível (Figura 6 – Stx). Essa extensão interage 

intramolecularmente com o motivo SNARE gerando uma conformação ―fechada‖, que dificulta a 

interação com os SNAREs conjugados e regula a formação do complexo (Misura et al., 1998). 

Experimentos demonstraram que a exclusão da tri-hélice N-terminal não só forma 

complexos viáveis com os SNAREs cognatos, como o faz de forma mais rápida in vitro que a 

molécula selvagem (Nicholson et al., 1998). O genoma de Arabidopsis thaliana revelou 24 

sintaxinas, enquanto Saccharomyces cerevisae contém oito conhecidas, duas das quais são 

altamente similares e funcionalmente redundantes (Pelham, 1999). 

A proteína SNAP-25 de sinapses de mamíferos é alvo de uma neurotoxina botulínica e foi 

o primeiro membro descrito do subgrupo SNAP-25-like (Figura 6). Os seus representantes 

possuem dois motivos em uma única proteína, um do tipo Qb- e outro do tipo Qc-, separados por 

um segmento conector onde provavelmente se dá a ligação com a membrana (McNew et al., 

2000; Oyler et al., 1989). 

Outra particularidade dos SNAP-25-like é a ausência do domínio transmembranar, se 

conectando à membrana geralmente através de motivos lipídicos covalentemente ligados, 

adicionados pós-traducionalmente (Waters & Hughson, 2000). Mamíferos possuem pelo menos 

três membros SNAP-25-like e leveduras possuem dois, mas estão ausentes em alguns eucariotos 

(Oyler et al., 1989; Ravichandran et al., 1996; Steegmaier et al., 1998). 

Nos organismos e vias que não possuem proteínas SNAP-25-like, os motivos Qb- Qc-

SNARE para formação do complexo são fornecidos por duas proteínas adicionais na membrana 

alvo, contendo cada um dos motivos (Figura 6 – Qb- Qc-SNARE) (Bao et al., 2008; McNew et 

al., 2000). 

Alguns Qc-SNAREs apresentaram homologia com membros da família das sintaxinas de 

mamíferos e foram classificadas como tais, mesmo apresentando um motivo do tipo Qc (Figura 6 

– Syntaxin6-like) (Bock et al., 1996). A estrutura secundária predita para estas sintaxinas é 

bastante semelhante à apresentada por pertencentes ao grupo Syntaxin1-like, mas a função dos 

motivos N-terminais não parece ser a mesma (Wendler & Tooze, 2001). 
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Os v-SNAREs, também chamados de VAMP (Vesicle-Associated Membrane Proteins), 

são os únicos normalmente encontrados na membrana vesicular e constituem um grupo bastante 

diverso. Inicialmente, podem ser divididos em duas subclasses de acordo com a presença 

(longinas) ou ausência (brevinas) de uma extensão N-terminal, chamada de domínio longin 

(Figura 6 – longinas) (Nicholson et al., 1998). 

Os membros do grupo VAMP também podem ser chamados de sinaptobrevinas, mas essa 

denominação não será utilizada a fim de evitar confusão com a Sinaptobrevina1 de 

neurosinapses, que é da subclasse das brevinas. Esta última apresenta região N-terminal curta e 

pouco conservada e é restrita ao táxon bilatéria, enquanto as longinas são comuns e conservadas 

em todos eucariotos (Figura 6 – Synaptobrevin1-like/Brevinas) (Filippini et al., 2001; Rossi et al., 

2004). 

Aparentemente, domínio longin das longinas tem participação na regulação da fusão das 

membranas e atua no direcionamento do SNARE para a membrana vesicular (Grote et al., 1995; 

Rossi et al., 2004; Tochio et al., 2001). Experimentos com combinações quiméricas de domínios 

de diferentes longinas indicaram que o longin é crítico para a localização subcelular dessas 

proteínas (Uemura et al., 2005). 

VAMP1, o R-SNARE específico de vesículas sinápticas, pertence ao subgrupo das 

longinas VAMP7-like e foi um dos primeiros a ser associado ao transporte vesicular, pois é alvo 

de uma neurotoxina tetânica (Figura 6 – VAMP7-like) (Trimble et al., 1988; Trimble, 1993). 

Longinas VAMP7-like foram primeiramente agrupadas por Filippini e colaboradores 

(2001), que descreveram proteínas cujas regiões C-terminal e SNARE se assemelhavam às 

brevinas, mas com região N-terminal mais longa e altamente conservada (Figura 6 – Longin) 

(Filippini et al., 2001). A distribuição das VAMP7-like é limitada, sendo ausente em leveduras, 

enquanto os outros dois grupos de longinas, Sec22- e YKT6-like, ocorrem em todos os eucariotos 

estudados (Filippini et al., 2001; Rossi et al., 2004). Estes últimos apresentam domínios N-

terminais característicos ricos em prolinas (PR), diferindo entre si apenas no modo como de 

prendem à membrana (Figura 6 – Longin PR). 

As proteínas TML (sigla para Tomosyn-like) são incluídas na família SNARE na 

hierarquia funcional BRITE (Kegg) devido a presença domínio do tipo R-SNARE em seus 

homólogos (Figura 6 – TML). Mas diferente dos v-SNARE, as TML estão relacionadas à 
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regulação negativa da fusão e a sua superexpressão tende a inibir a exocitose em diversos tipos 

celulares (Hatsuzawa et al., 2003; Yamamoto et al., 2009). O domínio R-SNARE dessas 

proteínas impede a de fusão de membranas, pois forma um complexo não-fusogênico com os t-

SNAREs, competindo com o v-SNARE correspondente pela ligação. 

Em geral, TMLs possuem três domínios principais: a região C-terminal contendo um R-

SNARE, um domínio chamado de Tail e uma região N-terminal enriquecida com repetições 

WD40 (Williams et al., 2011). A função inibitória depende tanto do motivo WD40 quanto do R-

SNARE, pois proteínas mutantes sem a região C-terminal também são capazes de inibir a fusão 

de vesículas em menor grau. Modelos recentes descrevem que a ligação do domínio Tail com o 

WD40 expõe o R-SNARE, levando a formação de um complexo bastante estável (Yamamoto et 

al., 2009).  

 

3.2. Análise dos membros da família SNARE encontrados no genoma de Neochloris 

oleoabundans 

Foram encontradas 19 sequências com grande similaridade à SNAREs no genoma de N. 

oleoabundans. Depois de confirmadas, a predição das proteínas foi apurada e os domínios 

encontrados foram anotados. As Figuras 7, 8, 9 e 10 apresentam essas proteínas e as respectivas 

anotações dos domínios, além do alinhamento a suas principais homólogas em Arabidopsis 

thaliana. 

Esse organismo foi escolhido como referência, pois se trata de um modelo de estudo 

relativamente próximo à microalgas, cuja via de tráfego de vesículas está bem caracterizada 

(Merchant et al., 2007; Sanderfoot et al., 2000, 2001; Uemura et al., 2005, 2004). 

Os grupos foram separados de acordo com os motivos Qa- (Figura 7), Qb- (Figura 8), Qc- 

(Figura 9) e R- (Figura 10), indicando os subgrupos conforme os apresentados na Figura 6. Os 

homólogos de A. thaliana estão acima das sequências da microalga, com os nomes das proteínas 

incicados com um prefixo At (de A. thaliana). Os SNAREs são considerados proteínas muito 

conservadas nos eucariotos e por esse motivo o alinhamento com os homólogos de A. thaliana foi 

possível, com valores de pairwise sequence identity variando de 14 a 56%. A anotação das 

sequências foi incorporada em escala, na forma de um modelo da proteína da microalga com os 
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domínios e os respectivos e-values disponíveis. A denominação das proteínas encontradas foi 

feita da seguinte forma: No (N. oleoabundans), o número do contig onde foi encontrada, e o 

principal nome encontrado nos primeiros hits no BLAST. 

A microalga Chlorella variabilis foi indicado como o organismo mais próximo nos 

alinhamentos com o banco de dados do NCBI em 16 das 19 proteínas encontradas. Os outros três 

organismos que apresentaram as maiores similaridades com os SNAREs de N. oleoabundans 

foram as microalgas Volvox carteri (No1696_Stx1) e Chlamydomonas reinhardtii 

(No1667_SYP7); e, curiosamente, a planta superior Oryza sativa (No918_YKT6). 

O número de SNAREs varia muito entre organismos, compreendendo 25 elementos em 

leveduras, 36 em mamíferos e mais de 50 em plantas (Lang & Jahn, 2008). Observa-se um 

número semelhante de membros da família em leveduras, moscas e vermes, indicando que um 

conjunto de SNAREs-chave pode ser suficiente para mediar a maioria dos eventos de fusão 

(Bock et al., 2001). Mamíferos e principalmente plantas apresentam sistema de tráfego de 

membranas mais complexo que outros eucariotos, com uma numerosa família SNARE 

diferencialmente expressa nos tecidos (Bock et al., 2001). 
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Figura 7: As cinco proteínas encontradas contendo o motivo Qa-SNARE, pertencentes ao subgrupo das Syntaxin1-

like. As regiões acinzentadas C-terminais correspondem aos domínios transmembranares (DTM) previstos pelo 

TMHMM. A região provavelmente responsável pela formação da tri-hélice antiparalela está representada como três 

retângulos vermelhos em sequência (T-H Stx). Pi expressa a porcentagem de Pairwise sequence identity do 

alinhamento com a sequência de A. thaliana (Figura desenvolvida a partir de alinhamentos gerados pelo programa 

Geneious, domínios fornecidos pelo programa InterProScan e domínios transmembranares previstos pelo TMHMM).  

 
As sintaxinas com motivo Qa- são chamadas como Syntaxin1-like devido a sua 

proximidade com a Syntaxin1 de sinapses, uma das primeiras identificadas e caracterizadas. 

Entretanto, a identificação com sintaxina1 é normalmente atribuída ao Qa-SNARE encontrado na 

membrana plasmática, assim como a Syntaxin1 de sinapses (Dun et al., 2010). 

A No1696_Stx1 apresentou maior similaridade com proteínas preditas como sintaxinas1, 

de membrana plasmática. A comparação com a proteína de A. thaliana apoiou essa possibilidade, 

visto que apontou uma grande identidade (Pi: 49%) com a Sintaxina 123 (Stx1B23, no NCBI), 
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encontrada exclusivamente associada à membrana plasmática (Uemura et al., 2004). Existe uma 

grande possibilidade, portanto, da No1696_Stx1 ser a sintaxina responsável pela via exocítica. 

 

 

 Figura 8: As quatro proteínas encontradas contendo o motivo Qb-SNARE. As regiões acinzentadas C-terminais 

correspondem aos domínios transmembranares (DTM) previstos pelo TMHMM. Pi expressa a porcentagem de 

Pairwise sequence identity do alinhamento com a sequência de A. thaliana (Figura desenvolvida a partir de 

alinhamentos gerados pelo programa Geneious, domínios fornecidos pelo programa InterProScan e domínios 

transmembranares previstos pelo TMHMM). 

 

Em mamíferos, leveduras e plantas, os motivos Qb- e Qc-SNARE de exocitose são 

fornecidos por uma proteína SNAP-25-like, mas não foram identificadas similares em N. 

oleoabundans. SNAP25-like podem estar ausentes em alguns eucariotos e a busca nos genomas 

de outras microalgas não apontou nenhum homólogo à proteína. Não foi possível, portanto, 

identificar qual das proteínas encontradas contribui com os motivos Qb- e Qc-SNARE na 

exocitose. 
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Figura 9: As cinco proteínas encontradas contendo o motivo Qc-SNAREs. As regiões acinzentadas C-terminais 

correspondem a domínios transmembranares (DTM) previstos pelo TMHMM. A região cor areia das Syntaxin6-like 

corresponde ao provável domínio helicoidal semelhante ao encontrado no subgrupo das Syntaxinas1-like pela 

formação hélice antiparalela está representada como três retângulos vermelhos em sequência (T-H Stx). Pi expressa a 

porcentagem de Pairwise sequence identity do alinhamento com a sequência de A. thaliana (Figura desenvolvida a 

partir de alinhamentos gerados pelo programa Geneious, domínios fornecidos pelo programa InterProScan e 

domínios transmembranares previstos pelo TMHMM). 
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Figura 10: As cinco proteínas encontradas contendo o motivo R-SNARE. Quatro das quais são consideradas 

SNARE de vesículas (VAMP71, VAMP72, Sec22 e YKT6) e uma apresentou similaridade com o grupo das 

tomosinas (TML). As regiões acinzentadas C-terminais correspondem a domínios transmembranares (DTM) 

previstos pelo TMHMM. As elipses roxas correspondem a domínios previstos como longin ricos em prolinas (PR-

Longin) e a elipse rosa escuro foram previstas como o domínio longin adicional descrito por Filippini e 

colaboradores (2001). O motivo de repetições WD40, típico das TML, está representado em rosa claro. Pi expressa a 

porcentagem de Pairwise sequence identity do alinhamento com a sequência de A. thaliana. A microalga não 

apresentou nenhum R-SNARE do tipo brevina, assim como plantas também não apresentam (Figura desenvolvida a 

partir de alinhamentos gerados pelo programa Geneious, domínios fornecidos pelo programa InterProScan e 

domínios transmembranares previstos pelo TMHMM). 

 

As proteínas identificadas como v-SNARE consistiram nas mais próximas a A. thaliana, 

com valores de Pairwise sequence identity variando de 37,8% a 56%. 
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As TML estão relacionadas à regulação negativa da fusão e, apesar de possuírem um 

domínio R-SNARE, não podem ser consideras v-SNAREs. A sequência No1753_TML 

apresentou um Pi mais baixo que o observado para os outros R-SNAREs quando comparado com 

a sequência de A. thaliana. 

Curiosamente, TML parecem ser extremamente conservadas na maioria dos eucariotos, 

com exceção das algas verdes. A maior homologia encontrada com a proteína No1753_TML foi 

uma proteína hipotética de C. variabilis, com e-value = 0 e cobertura de 84% da sequência. 

Entretanto, a segunda proteína mais próxima apresentava um e-value =1e-12 e cobertura de 33% 

da sequência, correspondendo a um R-SNARE Tomosyn-like de C. heinhardtii. 

Essa diferença em proteínas de organismos filogeneticamente próximos pode ser um 

indicativo de perda de função, que passou a sofrer pressões evolutivas menores e a acumular mais 

mutações. 

A comparação dos v-SNAREs encontrados na microalga com as proteínas de A. thaliana 

indicou que a proteína No918_VAMP72 apresenta maior similaridade com a VAMP727 de A. 

thaliana, responsável pelo tráfego endossomal na planta. Mas a segunda e a terceira proteínas 

mais similares foram a VAMP726 e VAMP722, que identificam vesículas exocíticas. 

Observa-se um número maior de SNAREs em eucariotos pluricelulares, em relação aos 

unicelulares, sendo que plantas superiores tendem a apresentar sistema de tráfego de membranas 

mais complexo que outros eucariotos (Bock et al., 2001). Nos organismos com menos 

representantes SNARE, algumas vias próximas, como a endocítica e a exocítica, tendem a 

apresentar complexos redundantes. A proteína No918_VAMP72, portanto, pode ser a 

responsável pela identificação das vesículas pertencentes à via exocítica. 

 

4. Conclusões parciais 

A comparação dos v-SNAREs encontrados na microalga com as proteínas de A. thaliana 

indicou No918_VAMP72 como um candidato bastante provável a R-SNARE de vesículas de 

secreção. Uma vez confirmada sua participação na exocitose, sua sequência poderia ser utilizada 

para comprometer os oilbodies com a via exocítica. 
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Os domínios longins dos v-SNAREs foram relacionados com o encaminhamento dessas 

proteínas para as respectivas membranas (Grote et al., 1995). Constatou-se também que podem 

ter um efeito negativo na fusão das membranas, visto que há um aumento da conjugação dos R-

SNAREs cujo domínio longin foi retirado. 

A exclusão do domínio longin deve ser considerada para a utilização da proteína 

No918_VAMP72 em oilbodies, pensando tanto em evitar possíveis conflitos entre sinais de 

encaminhamento, quanto em aumentar a taxa exocítica das vesículas de reserva lipídica. 
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CAPÍTULO II 

Proposição da oleosina para o transporte da sinalização para secreção de vesículas e montagem 

de um vetor para comprovar seu funcionamento em microalga modelo. 

 

1. Introdução  

1.1. A síntese de triacilglicerídeos e seu armazenamento nos oilbodies 

A síntese de lipídios se dá no plastídio, quando um grupo carboxila é transferido para o 

acetil-CoA para formar o malonil-CoA, pela ação da enzima ACCase (Acetyl-CoA Carboxylase). 

As unidades de malonil são inseridas no complexo multienzimático FAS (Fatty-Acid Synthase), 

associado à subunidade ACP (Acyl carrier protein) através de uma ligação tioéster (Nelson & 

Cox, 1993) (Figura 11). O complexo FAS catalisa a fusão do malonil com um grupo acil 

previamente ligado, utilizando a energia fornecida pela liberação do grupo carboxila. O ácido 

graxo em formação é transferido para o sítio de ligação do grupo acil e submetido a novos ciclos 

de fusão com malonil. A elongação da cadeia é interrompida pelas enzimas tioesterases do 

organismo, que reconhecem o tamanho do ácido graxo e cliva a ligação tioéster, liberando a 

molécula do complexo FAS.  
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Figura 11: Rota metabólica das microalgas para a produção de triacilglicerol e seu armazenamento em oilbodies. 

RE: Retículo endoplasmático; TE: tioesterase; TAG: triacilglicerol.(Desenvolvido à partir de Nelson & Cox 1993; e 

Radakovits et al. 2010). 

 

Os ácidos graxos livres são transferidos para o retículo endoplasmático (RE) onde sofrem 

as modificações necessárias para formação de membranas ou outros componentes celulares, ou 
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são incorporados a moléculas de glicerol para reserva energética. O triacilglicerol, formado desse 

modo, é acumulado entre a bicamada lipídica do RE, formando vesículas denominadas oilbodies. 

As principais reservas lipídicas das células consistem em TAG encapsulados nesses 

oilbodies, organelas relativamente simples encontradas em uma grande diversidade de 

organismos (Graham, 2008; Tzen and Huang, 1992). Estes oilbodies brotam do retículo 

endoplasmático, à medida que os TAG são acumulados no interior hidrofóbico de sua bicamada 

lipídica, e contém um grupo particular de proteínas embebidos na membrana que o delimita 

(Frandsen et al., 2001; Wanner et al., 1981). A oleosina é uma dessas proteínas, encontradas na 

maioria das plantas superiores e preferencialmente expressas durante o desenvolvimento das 

sementes e em pólen. 

 

1.2. Oleosinas, proteínas acessórias dos oilbodies 

O papel da oleosina não é totalmente conhecido, mas acredita-se que estabilizam os 

oilbodies, protegendo-os contra a dessecação da semente ou pólen, além de possivelmente 

facilitar o acesso à reserva energética no momento da germinação (Huang, 1992; Murphy, 2004). 

Possivelmente favorece o armazenamento de TAG, já que plantas cujas oleosinas foram 

excluídas apresentam reservas lipídicas menores e parecem aumentar o acúmulo de proteínas 

totais, quase de maneira compensatória (Siloto et al., 2006). 

As sequências variam muito entre os organismos, mas a estrutura das oleosinas é bastante 

conservada. É composta por uma região central de 50 a 70 aminoácidos predominantemente 

hidrofóbicos, flanqueada por duas regiões hidrofílicas N- e C-terminais (Hsieh & Huang, 2004) 

(Figura 12). Todas apresentam, no centro da região hidrofóbica, um único motivo conservado 

chamado Proline knot (nó de prolinas), cuja sequência de aminoácidos -PX5SPX3P- dobra a 

proteína na forma de um grampo (Abell et al., 2004; Abell et al., 1997). 
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Figura 12: Estrutura conservada das oleosinas. (A) As três regiões da proteína: os domínios hidrofílicos N- e C- 

terminal (roxo), flanqueando um domínio bastante hidrofóbico (laranja) contendo o nó de prolinas no centro 

(vermelho). (B) Um modelo da estrutura assumida pelo nó de prolinas, contendo a sequência -PX5SPX3P- 

conservada. (C) Esquema de uma oleosina, com sua estrutura em grampo proporcionada pelo nó de prolinas, inserida 

em uma monocamada lipídica por seu domínio hidrofóbico. Adaptado de Hsieh & Huang (Hsieh & Huang, 2004). 

 
Complexos ribossomo-mRNA sintetizando oleosinas são prontamente encaminhados para 

o RE por intermédio de uma sinalização presente numa região da porção hidrofóbica do 

polipeptídio. As oleosinas recém-sintetizadas e os TAG acumulados no RE encontram maior 

estabilidade no meio hidrofóbico e tendem a se difundir para o oilbody em formação. O domínio 

central da oleosina se insere na região igualmente hidrofóbica dos fosfolipídios da membrana, 

mas somente a matriz do oilbody fornece um excesso hidrofóbico, necessário para conformação 

mais estável da proteína (Abell et al., 2002; Abell et al., 1997; Beaudoin & Napier, 2002).  

 

 

Figura 13: Integração das oleosinas na monocamada lipídica do oilbody, logo após sua tradução por ribossomos 

associados ao retículo endoplasmático. RE: retículo endoplasmático; TAG: triacilglicerídeos.  
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As porções N- e C- terminais são anfipáticas e se mantêm na face citoplasmática da 

membrana, possivelmente interagindo com a superfície do oilbody. Apesar de serem pouco 

conservados, esses domínios são tão essenciais quanto o centro hidrofóbico para a localização das 

oleosinas nos oilbodies, visto que mutações reduzindo o tamanho dos domínios hidrofílicos 

restringem consideravelmente o direcionamento da proteína para os oilbodies (Abell et al., 2004). 

 

1.3. Oleosinas como transportadora de moléculas para oilbodies  

Apesar de serem encontradas apenas em plantas, o padrão de localização das oleosinas é 

conservado mesmo na expressão heteróloga e a proteína pode ser utilizada em organismos 

distantes. Ting e colaboradores (Ting et al., 1997) mostraram que a oleosina de milho é 

corretamente direcionada para oilbodies de S. cerevisiae, organismo que não possui a proteína. 

Pons e colaboladores (Pons et al., 2009) expressaram a oleosina de amendoim em diversas 

linhagens celulares de mamíferos. 

Devido à propriedade das oleosinas de se encaminhar e se inserir com grande afinidade na 

membrana de oilbodies, sua fusão com outras proteínas foi proposta para o transporte e 

ancoragem destas na membrana dos oilbodies (Rooijen & Moloney, 1995). 

Diversos experimentos comprovam que, mesmo associada a outras proteínas, sua 

funcionalidade é mantida (Abell et al., 2004; Pons et al., 2009; Rooijen et al., 1993). Rooijen e 

colaboradores (1993) mostraram que o gene oleosina de arabidopsis fusionado com o gene que 

codifica a P-glucuronidase (GUS) produz uma proteína quimérica que é corretamente direcionada 

para oilbodies de Brassica napus. 

O trabalho de Pons e colaboladores (Pons et al., 2009) foi mais longe, expressando em 

células de mamíferos uma proteína quimera composta por um GFP e uma transcobalamina (TC) 

ligados à oleosina de amendoim. Para que a expressão fosse bem-sucedida, foi necessário 

confeccionar uma sequência de DNA que codificasse o GFP no mesmo quadro de leitura com a 

transcobalamina, sem os respectivos códons de parada, seguido pela sequência da oleosina 

também no mesmo quadro de leitura. 
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A transcobalamina é um carregador para vitamina B12 normalmente secretado no meio 

extracelular, assim, a sequência de sinalização de secreção dessa proteína também foi retirada 

para seu reposicionamento com a oleosina. 

A exemplo do que foi feito com a transcobalamina em células de mamífero, a oleosina 

pode ser um bom candidato para carregar um motivo SNARE para as reservas lipídicas dos 

oilbodies, levando-os a se fusionarem com a membrana plasmática. Há a necessidade, entretanto, 

de confirmar a funcionalidade da oleosina em microalgas.  

 

1.4. Particularidades do organismo modelo para transgenia 

A microalga Chlamydomonas reinhardtii foi escolhida para a execução dos experimentos 

envolvendo manipulação molecular, visto que é um organismo modelo para o qual diversos 

protocolos e ferramentas moleculares já foram desenvolvidos. 

Apresenta um ciclo de vida simples, rápido crescimento, pode ser cultivada em condições 

foto-, mixo-, e heterotrofia (Harris, 2009). Seu genoma já foi sequenciado e anotado, informações 

disponíveis em uma ampla base de dados on-line, que facilita o planejamento in silico (Merchant 

et al., 2007). Diversos métodos moleculares têm sido desenvolvidos nos últimos anos para esta 

alga, inclusive técnicas de transformação do DNA de diferentes compartimentos celulares 

(núcleo, cloroplasto e mitocôndria). 

No entanto, apesar dos protocolos já desenvolvidos, a transformação gênica de C. 

reinhardtii tem eficiência baixa e apresenta diversos empecilhos, que devem ser considerados no 

planejamento da transgenia (Weisheit et al., 2009). A recombinação homóloga é rara na 

microalga, que também não reconhece DNAs plasmidiais, como fazem leveduras. A tendência 

nas células de C. reinhardtii é a incorporação aleatória no genoma do material genético 

introduzido, que frequentemente resulta em expressões indetectáveis ou instáveis (Cerutti et al., 

1997; Stevens et al., 1996). 

A expressão genética heteróloga é bastante limitada, possivelmente devido à supressão 

epigenética, dificuldade no reconhecimento dos elementos de controle ou uso de códons restrito 

(Harris, 2001; Kindle, 1990). Desse modo, o uso de promotores e terminadores homólogos é 

descrito como decisivo para a expressão de qualquer gene (Mayfield & Kindle, 1990).  
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O padrão de códons utilizados na sequência transgênica deve ser semelhante ao utilizado 

por C. reinhardtii, para proporcionar o reconhecimento e tradução pelo organismo (Stevens et al., 

1996). A taxa de transcrição pode ser influenciada também por elementos aentuadores ou 

repressores localizados em introns de algumas sequências (Lumbreras et al., 1998). 

O primeiro intron do gene Rubisco, de C. reinhardtii, é um exemplo de acentuadores 

muito utilizado para melhorar a expressão de transgenes, podendo aumentar consideravelmente a 

eficiência da transformação genética (Fuhrmann et al., 2004; Fuhrmann et al., 1999; Lumbreras et 

al., 1998). 

 

2. Materiais e métodos 

2.1. Microalga e condições de crescimento 

A linhagem selvagem de Chlamydomonas reinhardtii CC-1009 (wild type MT-) foi obtida 

da coleção de culturas da UTEX (The Culture Collection of Algae, University of Texas, TX - 

USA) e amostras das linhagens CC-400 (cw15 mt+) e CC-1690 (wild type mt+) foram obtidas do 

Chlamy Center (www.chlamy.org, Duke university, NC - USA). 

O meio de manutenção das culturas consiste em uma adaptação do meio Sueoka High Salt 

Medium, HS (Sueoka, 1960), no qual foram acrescentados 1,5% de agar e 0,4% de extrato de 

leveduras (Tabela 2). Mensalmente as culturas eram repicadas em novo meio de manutenção e 

mantidas sob iluminação constante de c.a. 50 µM fótons.m-2s-1, a 25ºC.  

 

Tabela 2: Composição molecular dos meios Sueoka High Salt Medium (HS) e Tris-Acetato-Fosfato (TAP). 

Componente HS TAP 

HCOOCH3 (mM) - 17,4 

NH4Cl (mM) 9,35 7,48 

K2HPO4(mM) 8,27 0,60 

KH2PO4(mM) 5,29 0,40 

H3BO3(µM) 184 184 

EDTA(µM) 149 149 

Mg(II)(µM) 81,1 406 
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Componente HS TAP 

Zn(II)(µM) 76,5 76,5 

CaCl2(µM) 45,6 228 

MnCl2(µM) 25,6 25,8 

Fe(II)(µM) 17,9 18,0 

CoCl2(µM) 6,77 0,67 

Cu(II)(µM) 6,29 0,64 

(NH4)6Mo7O24(µM) 0,89 0,59 

 

O cultivo para experimentação foi feito em meio Tris-Acetato-Fosfato (TAP, Tabela 2) 

líquido a 100 rpm, 28ºC e fotoperíodo claro:escuro de 12:12h (100 µM fótons.m-2s-1) (Harris, 

2009). 

 

2.2. Obtenção da Oleosina 

Foram propostas duas possíveis formas de se obter um gene da oleosina compatível com a 

microalga. A primeira consiste na busca por um organismo cuja oleosina apresente sequência 

com um padrão de códons semelhante ao utilizado pela C. reinhardtii e a segunda consiste na 

síntese de novo de um gene com o padrão adaptado. 

A filogenia das algas verdes em relação às plantas superiores foi observada no NCBI, a 

fim de se identificar os organismos evolutivamente mais próximos das microalgas que continham 

olesinas. As análises do uso de códons das sequências gênicas de oleosinas foram feitas com o 

programa Gcua (Graphical Codon Usage Analyser - http://gcua.schoedl.de/), utilizando a tabela 

de preferência de códons de C. reinhardtii. 

Sementes de arroz (Oryza sativa) da variedade japônica, cedidas pelo Prof. Michel 

Vincentz, foram semeadas em solo composto por humus e vermiculita (1:1). Utilizaram-se folhas 

coletadas com duas semanas de crescimento para a extração de DNA, descrita no item 2.3 deste 

capítulo. O DNA foi utilizado para a amplificação do gene da Oleosina com os primers 

apropriados para cada estratégia de montagem.  
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O desenho do gene sintético de oleosina com padrão de códons adaptados para C. 

reinhardtii foi feito através do programa Gene designer, com base nas informações de uso de 

códons fornecidas pelo programa Gcua (Villalobos et al., 2006).  

 

2.3. Extração do DNA genômico de Oryza sativa e Chlamydomonas reinhardtii 

Para a extração de DNA genômico de O. sativa, foi utilizado uma adaptação do protocolo 

de extração de DNA descrito por Aljanabi e Martinez (1997).  

Adicionou-se 500µl de tampão de extração (0,4M NaCl; 10mM trisHCl pH 8,0; e 2mM 

EDTA pH 8,0) em cerca de 100 mg de folhas. A mistura foi congelada com nitrogênio líquido e 

macerada com cadinho e pistilo, mantendo-se a refrigeração. Adicionou-se 40µl de SDS 20% e 

60 µg.ml-1 de proteinase K ao material processado, misturando em vortex por 10 segundos antes 

de se aquecer a 55°C por uma hora. Terminado o tempo, foram adicionados 300µl de NaCl 6M a 

mistura, que foi agitada por 30 segundos em vortex e centrifugada por 30 minutos à velocidade 

de 10.000 x g à temperatura ambiente. O sobrenadante foi coletado e seus ácidos nucléicos foram 

precipitados com 2 volumes de etanol absoluto e centrifugação por 20 minutos, à 10.000 x g e 

4°C. O precipitado foi lavado com etanol 70% e ressuspendido em 50µl de água MilliQ depois de 

seco. A qualidade do DNA extraído foi avaliada em gel de agarose 1%. 

Para a extração de DNA genômico de C. reinhardtii, foi utilizado uma adaptação do 

protocolo de extração de DNA sugerido no Chlamy Center (www.chlamy.org, Duke university, 

NC - USA). 

Células cultivadas em meio TAP líquido por dez dias foram precipitadas, separadas do 

meio de cultura e submetidas a cinco ciclos de congelamento em nitrogênio líquido e 

descongelamento em banho úmido a 30°C. Cerca de 500µl desse material foi misturado a 750µl 

de SDS-EB (1% SDS; 200mM NaCl, 20mM EDTA pH 8,0; e 50mM Tris-HCl pH8,0). Foram 

adicionados 750µl da mistura fenol:clorofórmio (1:1) e o resultante foi misturado em vortex por 

30 segundos. Depois de centrifugação a 12.000 x g por cinco minutos a 4°C, o sobrenadante foi 

misturado à um volume de clorofórmio e submetido à nova centrifugação nas mesmas condições. 

Foi adicionado um volume de isopropanol ao novo sobrenadante que foi reservado por 1 hora à -

20°C, depois de delicadamente misturado. Findo esse tempo, o DNA foi separado do meio 
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líquido através de centrifugação a 13.000 x g por 20 minutos a 4°C. O precipitado foi lavado com 

500µl de etanol 70% e ressuspendido em 50µl de água MilliQ depois de seco. Novamente, a 

qualidade do DNA extraído foi avaliada em gel de agarose 1%. 

 

2.4. Plasmídeos e primers  

Uma vez que o desenvolvimento de ferramentas moleculares não é o objetivo principal 

desse projeto, procurou-se- opções de promotores, terminadores e marcadores gênicos já 

adaptados e testados em C. reinhardtii. 

A proposta para montagem do vetor contendo a oleosina foi planejada, a partir das opções 

fornecidas pelo Chlamy Center, um centro norte americano da Universidade de Duke, que 

mantém e distribui um acervo de ferramentas moleculares em estudos da microalga. (Tabela 3). 

 
Tabela 3: Plasmídeos com sequências adaptadas para expressão em C. reinhardtii utilizados no projeto. Todos 

obtidos no Chlamy Center. Todos os plasmídeos possuem uma origem de replicação e resistência a antibiótico para 

replicação e seleção em Escherichia coli. 

Plasmídeo Características Referência 

pKScGFP 
Gene repórter GFP sintético otimizado para o uso de códons de 
C. reinhardtii sob controle das regiões flanqueadoras do gene 

RBCS. Resistência à ampicilina para E.coli (AmpR). 
(Fuhrmann et al., 1999) 

pHsp70A/RBCS2-
cgLuc 

Luciferase de Gaussia princes, adaptada para o uso de códons 
de C. reinhardtii sob controle dos promotores HSP70A e 

RBCS2. Resistência à kanamicina para E. coli (KanR). 
(Fuhrmann et al., 2004) 

pSP124S 

Contém o gene ble adaptado, no qual foram inseridas duas 
cópias do intron1 do gene RBCS2, sob controle das regiões 
promotora e terminadora também do RBCS2. Resistência à 

ampicilina para E.coli (AmpR). 

(Lumbreras et al., 
1998)  

 

Os primers utilizados nas clonagens foram desenhados no programa Primer3 

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/), analisados no programa Gene Runner (Hastings Software, 

Inc.) e confeccionado pela empresa Prodimol (Tabela 4).  

 

http://frodo.wi.mit.edu/primer3/
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Tabela 4: Primers utilizados nas amplificações dos fragmentos para clonagens e em outras análises. Estão indicados 

as respectivas sequências e material genético alvo. Os sítios de restrição XhoI estão sublinhados nas sequências de 

Oleosin_FWD e Oleosin_REV. 

Primer Sequência 5’-3’ Material 

Oleosin_FWD AGGTGTGCTCGAGTCCCATG DNA Arroz 

Oleosin_REV GACCTCGAGAGACGCCTGCGCCTG DNA Arroz 

Prom_FWD CGCTGAGGCTTGACATGATT pHsp70A/RbcS2-cgLuc 

Prom_REV CTGCAAATGGAAACGGCGAC pHsp70A/RbcS2-cgLuc 

Oleo2_FWD GTCGCCGTTTCCATTTGCAGCATGGCTGATCAGCACAGAG DNA Arroz 

Oleo2_REV AGACGCCTGCGCCTGGTCGA DNA Arroz 

GFP2_FWD TCGACCAGGCGCAGGCGTCTGCCAAGGGCGAGGAGCTGTT pKScGFP 

GFP_REV TTACTTGTACAGCTCGTCCA pKScGFP 

Term_FWD TGGACGAGCTGTACAAGTAACCGACGTCGACCCACTCTAG pSP124S 

Term_REV TTCAGGCTGCGCAACTGTTG pSP124S 

Ble_FWD CAACAGTTGCGCAGCCTGAAGCCAGAAGGAGCGCAGCCAA pSP124S 

Ble_REV GCTTACAATTTCCATTCGCC pSP124S 

 

2.5. Reações de PCR  

As reações de amplificação foram realizadas em um volume final de 50µl, contendo o 

tampão de reação (50 mM KCl e 10 mM de Tris-HCl pH 9,0), 250µM de cada dNTP, 0,1 µM de 

cada primer, 0,04 unidades de Taq DNA Polimerase [Invitrogen], DNA e MgCl2. A quantidade 

de DNA adicionado à reação variou de 0,01 a 0,9 ɳg, conforme a natureza do material 

amplificado, i.e.  DNA genômico, plasmidial, previamente amplificado ou purificado. A 

quantidade de MgCl2 variou de 1.0 a 4.0mM, de acordo com o conteúdo de GC dos primers, 

tamanho do fragmento e presença de anelamentos inespecíficos. Nesses últimos casos, a adição 

de 5% de DMSO e/ou 2% de glicerol foi também testada.  

As amplificações consistiram em um ciclo de desnaturação à 95ºC por 1 minuto, seguido 

por 30 ciclos de 30 segundos de desnaturação a 95ºC, 20 segundos à temperatura de anelamento 
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do par de primers e extensão do fragmento por 1 minuto a 72ºC (Figura 14 e Tabela 5). A reação 

de amplificação é finalizada por um ciclo de extensão por 5 minutos.  

 

 
Figura 14: Reação padrão de PCR. Os ciclos estão representados de forma ordenada, com indicação do número de 

vezes que o ciclo é repetido, sua temperatura e o tempo de permanência da amostra nessas condições. As 

temperaturas de anelamento (Tm) dos pares de primers estão indicadas na Tabela 5 

 

Tabela 5: Temperaturas de anelamento (Tm) utilizadas para os pares de primer. Cada par de primer teve sua 

temperatura de anelamento inferida com auxílio do programa Clone Manager Professional Suite, mas um screening 

com diferentes condições foi realizado quando necessário para determinação da temperatura de anelamento mais 

adequada. 

Par de primer Tm 

Oleosin_FWD 
Oleosin_REV 

60°C 

Prom_FWD 
Prom_REV 

55°C 

Oleo2_FWD 
Oleo2_REV 

60°C 

GFP2_FWD 
GFP_REV 

60°C 

Term_FWD 
Term_REV 

55°C 

Ble_FWD 
Ble_REV 

56°C 

Prom_FWD 
Term_REV 

60°C 
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As reações de PCR double-joint foram realizadas em um volume final de 100µl, contendo 

o tampão de reação (50 mM KCl e 10 mM de Tris-HCl pH 9,0), 250µM de cada dNTP, 0,04 

unidades de Taq DNA Polimerase [Invitrogen], MgCl2 e c.a. de 0,5 ng de cada amostra de DNA 

por µl de reação. A quantidade de DNA adicionado à reação variou de 0,01 a 0,9 ng, conforme a 

natureza do material amplificado, i.e.  DNA genômico, plasmidial, previamente amplificado ou 

purificado. A quantidade de MgCl2 variou de 1.0 a 4.0mM, de acordo com o conteúdo de GC dos 

primers, tamanho do fragmento e presença de anelamentos inespecíficos. Nesses últimos casos, a 

adição de 5% de DMSO e/ou 2% de glicerol foi também testada.  

A reação de PCR double-joint é utilizada para a fusão de diferentes fragmentos 

introduzindo-se uma pequena região de sobreposição entre eles (Yu et al., 2004). A reação 

apresenta uma etapa de junção dos fragmentos e uma etapa de amplificação do sinal dos 

fragmentos amplificados (Chen & Janes, 2002). Essas duas etapas foram separadas em duas 

rodadas de reação, a primeira das quais era feita sem os primers e consistia em um ciclo de 95ºC 

por 2 minutos, seguido por sete ciclos de 45 segundos a 95ºC, 20 segundos à temperatura Tm1 e 

72ºC por aproximadamente 2 minutos (Figura 15). Depois de um ciclo de extensão por 2 

minutos, eram adicionados 0,1 µM de cada primer e mais 0,04 unidades de Taq DNA 

Polimerase. Esse material era submetido à segunda rodada, que consistia em um ciclo de 95ºC 

por 1 minuto, seguido por 30 ciclos de 30 segundos a 95ºC, 15 segundos à Tm2 dos primers, a 

72ºC por aproximadamente 2 minutos de DNA e um ciclo final de 5 minutos a 72°C (Figura 15 e 

Tabela 6). A montagem de fragmentos através de PCR double-joint será explicada com mais 

detalhes no item 3.2 deste capítulo. 
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Figura 15: Reação padrão de PCR double joint. Os ciclos estão representados de forma ordenada, com indicação do 

número de vezes que o ciclo é repetido, sua temperatura e o tempo de permanência da amostra nessas condições. As 

Tm1 e Tm2 estão relacionadas na Tabela 6. 

 

Tabela 6: Tm1 e Tm2 utilizadas nas reações de PCR double joint com indicação dos primers e fragmentos de DNA 

utilizados na reação. A Tm1 corresponde à temperatura média de anelamento dos fragmentos entre si e a Tm2 

corresponde à temperatura de anelamento do par de primers utilizados na amplificação do sinal, ambas inferidas com 

auxílio do programa Clone Manager Professional Suite. 

Fragmentos Tm1 Primers Tm2 

Promotor 
Oleosin 
cGFP 

3’UTR 
Ble 

70°C 
Prom_FWD 

Ble_REV 
62°C 

Promotor 
Oleosin 
cGFP 

3’UTR 

65°C 
Prom_FWD 
Term_REV 

60°C 

2RA 
Ble 

65°C 
Prom_FWD 

Ble_REV 
60°C 

3’UTR 
Ble 

65°C 
Term_FWD 

Ble_REV 
63°C 

 

2.6. Outras técnicas de manipulação genética e biologia molecular 

Técnicas básicas de manipulação de ácidos nucléicos, i.e. digestões enzimáticas, ligação 

de fragmentos com ligase, transformação de Escherichia coli (DH10-ß) e minipreparações de 
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DNA plasmídial foram realizados conforme descrito por Sambrook e colaboradores (Sambrook et 

al., 1989).  

Fragmentos de DNA foram purificados a partir de gel de agarose 1% por meio de kits 

purelink, Invitrogen, conforme descrito pelos fabricantes. O planejamento e simulação de todas 

as clonagens foram feitas in silico nos programas Clone Manager Suite (Sci Ed Central) e 

Geneious. 

 

2.7. Transformação de Chlamydomonas reinhardtii 

O plasmídeo pSP124S, contendo o gene de resistência a Zeomicina (ble), foi utilizado nos 

testes do protocolo de transformação gênica de C. reinhardtii. A eficácia da transformação e 

expressão dos genes será confirmada pela sobrevivência de colônias da microalga em meio 

contendo o antibiótico Zeomicina. 

Variações em diversos parâmetros foram testadas, mas o ponto de partida foi o protocolo 

estabelecido por Shimogawara e colaboradores (Shimogawara et al., 1998), que se baseia na 

eletroporação das células para proporcionar a incorporação do DNA. Esse protocolo foi 

satisfatoriamente empregado na obtenção de 16.000 mutantes por inserção no trabalho 

desenvolvido por Matsuo e colaboradores (Matsuo et al., 2008).  

 

3. Resultados e discussão 

3.1. Obtenção da Oleosina 

A Oleosina de O. sativa (NP_001053473.1) apresentou a menor diferença significativa 

com uso de códons de C. reinhardtii (18,48%), dentre as sequências analisadas. Além de ser a 

mais próxima estatisticamente, o material apresenta uma sequência bastante curta, com 447 

nucleotídeos do códon de início ao códon de parada. Considerou-se também que é um material de 

fácil cultivo além de ter muitos estudos que discutem e analisam suas propriedades de 

direcionamento e expressão (Chuang et al., 1996; Tzen et al.,1998; Wu et al., 1998).  

As principais divergências encontradas foram nas trincas de dois resíduos de arginina (R): 

uma na posição 6 (AGA) e outra na posição 126 (AGG). São códons raros, mas não estão 
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ausentes na microalga, que possibilita sua utilização esporádica na sequência. A análise da 

sequência com o programa TMHMM indicou os domínios N- e C- terminais hidrofílicos e o 

centro hidrofóbico (Figura 16). 

 

 

Figura 16: Análise da sequência protéica de oleosina de arroz utilizada no projeto com seus aminoácidos numerados 

acima da sequência. Os domínios hidrofílicos estão marcados em roxo e o centro hidrofóbico corresponde à região 

laranja. O nó de prolinas (vermelho) contém os motivos conservados (sublinhados) responsáveis pelo dobramento da 

proteína. 

 
As oleosinas são expressas durante o processo de maturação das sementes e do pólen, 

como parte da formação dos oilbodies (Tzen et al., 1998). Como o gene da oleosina não apresenta 

introns, a sequência pôde ser amplificada diretamente do DNA genômico da planta, não havendo 

necessidade de se utilizar os tecidos onde o gene é expresso. 

O fragmento de olesina amplificado do genoma de arroz foi ligado em pGEM-T e 

transformada em E. coli DH10ß e a presença do fragmento de oleosina foi confirmada por análise 

de restrição (Figura 17). 
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3.2. Construção do vetor de expressão de oleosina marcada 

A proposta para o vetor de expressão da oleosina consiste em uma construção contendo a 

ORF para oleosina fundida no mesmo quadro de leitura com a sequência de uma marca visual, 

como a luciferase ou GFP. Além da oleosina marcada, o vetor contém uma marca de seleção que 

permite uma triagem eficiente das células transformadas. 

Essas duas sequências são controladas por promotores e terminadores (3’UTR) homólogos 

de C. reinhardtii. A marca de seleção escolhida foi um gene que confere resistência à antibióticos 

da família das Zeomicinas/bleomicinas (ble), encontrada no plasmídeo pSP124S, fornecido pelo 

Chlamy Center (Tabela 3). 

Para a montagem desse vetor, primeiramente foram propostas duas estratégias com 

metodologias de clonagem clássica. Ambas envolvem a introdução do gene Ble no arcabouço do 

plasmídeo pHsp70A/RbcS2-cgLuc, através de extremidades geradas por duas enzimas diferentes. 

A primeira estratégia utiliza diretamente o pHsp70A/RbcS2-cgLuc e a segunda substitui a ORF 

da Luciferase (cgLuc) por uma ORF de GFP adaptada para C. reinhardtii (cGFP), obtendo-se o 

plasmídeo pHsp70A/RbcS2-cGFP (Figura 19). Essa substituição seria uma alternativa para o 

caso de mau-funcionamento da Luciferase como marcador posicional dos oilbodies. 

 

 

Figura 19: Montagem do plasmídeo pHsp70A/Rbc-S2-cGFP, a partir dos plasmídeos pKScGFP e pHsp70A/Rbc-

S2-cgLuc. Ambos foram separadamente cortados com as enzimas de restrição BamHI e XhoI e os fragmentos 

gerados foram separados em gel de agarose. As bandas correspondentes ao cGFP e ao arcabouço do pHsp70A/Rbc-

S2-cgLuc foram cortadas, purificadas e ligadas para gerar o plasmídeo pHsp70A/Rbc-S2-cGFP. A ligação foi 

transformada em células de E. coli para seleção dos clones contendo a montagem correta. Vale ressaltar que a ligação 

dos dois fragmentos restitui o sítio XhoI, necessário para introduzir o fragmento contendo a oleosina. 
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A ORF de oleosina foi amplificada a partir do DNA de O. sativa, com os primers 

Oleosin_FWD e Oleosin_REV (Tabela 4), que incluem sítios de restrição XhoI nas extremidades 

do gene e excluem o códon de parada. 

A utilização de uma enzima de restrição para ambas as extremidades não é a mais 

adequada, pois pode permitir tanto a auto-circularização de fragmentos quanto a ligação anti-

senso, além de aumentar a possibilidade de ligação de múltiplos fragmentos. Todavia, a ausência 

de outros sítios de restrição em posições apropriados impossibilitou a utilização de extremidades 

coesivas diferentes para a integração da oleosina. 

Uma vez obtido um vetor no qual a oleosina foi corretamente incorporada, este seria 

tratado com as enzimas de restrição SmaI e SacI, que criariam extremidades compatíveis com o 

fragmento Ble, obtido da restrição do plasmídeo pSP124S com as enzimas PvuII e SacI (Figura 

20). O mesmo procedimento seria feito com o plasmídeo pHsp70A/Rbc-S2-cGFP (Figura 21). 

 

 

Figura 20: Esquema da obtenção do plasmídeo pBLucOleo-Ble. A oleosina tratada com a enzima de restrição XhoI 

é ligada com o plasmídeo pHsp70A/RbcS2-cgLuc tratado com a mesma enzima. Depois de selecionados plasmídios 

contendo a ligação correta, estes são tratados com as enzimas SmaI e SacI, que criam extremidades compatíveis para 

ligação com o fragmento Ble retirado do plasmídeo pSP124S com as enzimas Pvuii e SacI. Os plasmídeos 

pBLucOleo-Ble são selecionados a partir dessa ligação. 
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Figura 21: Esquema da obtenção do plasmídeo pCGFPOleo-Ble. O plasmídeo pHsp70A/RbcS2-cGFP é obtido 

conforme indicado na Figura . A oleosina tratada com a enzima de restrição XhoI é ligada no plasmídeo tratado com 

a mesma enzima. Depois de selecionados plasmídios contendo a ligação correta, estes são tratados com as enzimas 

SmaI e SacI, que criam extremidades compatíveis para ligação com o fragmento Ble retirado do plasmídeo pSP124S 

com as enzimas PvuII e SacI. 

 

Todos os materiais foram cortados separadamente com as enzimas de restrição propostas 

e os fragmentos desejados foram purificados em gel de agarose (Figura 22). 

 

 
Figura 22: Gel de agarose 1% contendo amostras dos plasmídeos pSP124S, pKScGFP e pHsp70A/RbcS2-cgLuc 

para a realização das montagens propostas. As amostras indicadas por  correspondem ao plasmídeo sem 

tratamento, seguidas por amostras tratadas com enzima de corte único (EcoRV e XhoI). As amostras para utilização 

na montagem estão marcadas com um quadrado branco: A banda menor de pSP124S cortado com SacI e PvuII para 

ligação com pHsp70A/RbcS2-cgLuc aberto com SacI e SmaI; a banda menor do pKScGFP cortado com XhoI e 

BamHI para ligação com pHsp70A/RbcS2-cgLuc coratdo com as mesmas enzimas; e o pHsp70A/RbcS2-cgLuc 

aberto para ligação com o fragmento de oleosina. 

 
Uma vez dispondo de todos os fragmentos necessários, iniciou-se a montagem conforme 

descrito nas Figuras 15, 16 e 17. Primeiramente, o fragmento cortado contendo a oleosina foi 
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ligado com o plasmídeo pHsp70A/Rbc-S2-cgLuc e transformado em E. coli DH10ß para seleção 

de ligações corretas. Análises de restrição foram feitas para verificar o direcionamento da 

sequência, senso ou anti-senso.  

Foram avaliadas 76 colônias de E. coli com prováveis aquisições de produtos da ligação, 

quanto à presença do fragmento de oleosina através de PCR com primers específicos para sua 

sequência. Uma colônia dentre as 76 apresentou o fragmento integrado (pB57), mas análises de 

padrão de restrição indicaram que o backbone não correspondia ao esperado para o plasmídeo 

pHsp70A/RbcS2-cgLuc (Figura 23). 

 

 
Figura 23: (A) Representação do plasmídeo pHsp70A/RbcS2-LucOleo, resultante esperado da ligação senso da 

oleosina com pHsp70A/RbcS2-cgLuc, e os sítios de restrição das enzimas testadas (B) gel de agarose 1% no qual 

foram aplicadas amostras do plasmídeo pB57 (lado esquerdo) e do plasmídeo pHsp70A/RbcS2-cgLuc (lado direito), 

tratadas ou não com diferentes enzimas de restrição. (C) Representação do plasmídeo pHsp70A/RbcS2-cgLuc e os 

sítios de restrição das enzimas testadas. A escala em pares de base está indicada nas duas representações (A e C). 

Quando pB57 é tratado com XhoI é gerado o fragmento possivelmente correspondente à oleosina (seta vermelha), 

mas este encontra-se incluído em uma estrutura de cerca de 8.000pb, enquanto o esperado eram 3.617pb. 

Adicionalmente, a enzima HindIII aprenta um único sítio nessa estrutura, que contraria a possibilidade de ligações de 

múltiplos pHsp70A/RbcS2-cgLuc. 

 

A ligação da oleosina com o plasmídeo era um passo crítico na montagem do vetor e o 

número limitado de sítios de restrição restringia as estratégias possíveis para a montagem. Optou-

se, então, por alterar a metodologia de montagem do vetor para o PCR double-joint,que é mais 

rápida, além de oferecer alternativas aos sítios de restrição (Figura  15).  
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Nessa técnica, são introduzidas pequenas extremidades homólogas nos diferentes 

fragmentos que se deseja unir, por meio de extensões nos primers utilizados para amplificar esses 

fragmentos. Na primeira rodada de amplificação, ocasionalmente a extremidade de um fragmento 

se anela com a extremidade homóloga do fragmento seguinte. A polimerase reconhece o grupo 

hidroxila-3’ livre do anelamento, como ocorre com um primer, e gera uma fita que corresponde à 

ligação dos dois fragmentos. 

No final da primeira rodada têm-se um pool de fragmentos no qual alguns correspondem 

ao produto esperado, assim adicionam-se os primers extremos e mais polimerase, submetendo a 

mistura a mais ciclos de desnaturação, anelamento e extensão para amplificar a sequência correta.  

Os fragmentos da reação de PCR double-joint foram planejados de que o produto final 

contenha a oleosina ligada ao GFP no mesmo quadro de leitura, controlada por um promotor e 

um terminador homólogo (3’UTR), além da marca de resistência (ble). 

Para a montagem do cassete, os fragmentos foram isolados de diferentes origens, por meio 

de uma amplificação com primers que introduzem 20pb de homologia com o fragmento anterior 

na sequência (Figura 24). 

 

 
Figura 24: Fragmentos utilizados para montagem do cassete na ordem correta, com indicação dos materiais a partir 

dos quais foram amplificados. Os nomes dos primers estão indicados e há uma representação com setas pequenas 

(azul escuro, mostarda, verde escuro, azul claro e roxo), em suas posições aproximadas nos esquemas dos 

plasmídeos/genoma. Os primers foward, além de 20 pb de homologia com o fragmento a ser amplificado, contém 

20pb adicionais não homólogos, que são introduzidos para a ligação com o fragmento anterior na sequência (cores 

correspondentes nos retângulos). 
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As reações de amplificação foram testadas a um gradiente de temperaturas, variando 2ºC 

no intervalo de ±5ºC da temperatura de anelamento para os primers, indicada pelo programa 

Clone Manager Professional Suite. Como algumas regiões apresentavam alto conteúdo de 

Citosina/Guanina, foram adicionado 5% DMSO e 2% de glicerol quando necessário. Uma vez 

que as melhores condições de amplificação foram determinadas, foi utilizada uma DNA 

polimerase de alta fidelidade nas reações para obtenção dos fragmentos desejados 

(PrimeSTAR®, TAKARA Bio INC) (Figura 25).  

 

   
Figura 25: Geis de agarose 1% contendo amostras da amplificação do Promotor (Prom. – 648pb), Oleosina (464pb), 

cGFP (734pb), Terminador (3’UTR – 496pb) e gene de resistência à bleomicina (Ble – 1405pb). Os pesos 

moleculares de referência estão indicados. 

 

Os primers precisavam ser desenhados em regiões bastante restritas para garantir a 

sequência correta do cassete, que raramente proporcionavam primers com boas características. 

Apesar da otimização das reações de PCR, ainda ocorriam amplificações inespecíficas em menor 

quantidade. 

A fim de se evitar montagens incorretas, os fragmentos de tamanho esperado foram 

isolados de gel de agarose e purificados. Os fragmentos purificados foram proporcionalmente 

misturados e submetidos à reação de PCR double-joint (Figura 26).  
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Figura 26: Os fragmentos amplificados em uma etapa anterior são misturados para a reação de PCR double-joint, na 

presença de dNTP e polimerase. (A) Ocasionalmente, as extremidades homólogas dos fragmentos se anelam e a 

extensão da polimerase gera uma fita que é produto da conexão entre os fragmentos. (B) Adicionam-se os primers 

extremos (setas azul e roxa) para amplificar o produto final produto. 

 

O produto final foi avaliado em gel de agarose, mas não houve amplificação específica no 

tamanho esperado. Outras temperaturas de anelamento e tempos diferentes para os ciclos foram 

testados, mas sem resultado. Devido as opções limitadas de ferramentas moleculares, as regiões 

promotoras e terminadoras das duas ORFs possuem trechos coincidentes. 

Possivelmente essa homologia interferiu nos anelamentos, prejudicando a geração da 

sequência correta. Optou-se, portanto, por realizar montagem do cassete em duas fases: a 

primeira conectando os fragmentos promotor, Oleosina, cGFP e 3’UTR e a segunda conectando 

esse produto com o fragmento de Resistência à Bleomicina (Figura 27). 

 

 

Figura 27: (A) Uma primeira reação de PCR double-joint une os fragmentos Promotor, Oleosina, cGFP e 3’UTR. 

(B) Adicionam-se os primers externos para amplificação da montagem correta. Os fragmentos gerados são separados 

em gel de agarose e a banda correspondente à montagem é isolada e purificada. (C) Uma segunda reação de PCR 

double-joint é preparada para unir este material purificado com o fragmento Ble. (D) Novamente, adicionam-se os 

primers externos para amplificação do cassete final, que é purificado em gel de agarose. 
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A primeira reação de montagem foi bem sucedida, unificando os fragmentos Promotor, 

Oleosina, cGFP e 3’UTR em um fragmento de 2282pb, chamado de 2RA, que foi isolado em gel 

de agarose e purificado. A segunda reação de montagem, que deveria gerar o cassete completo, 

não produziu nenhuma banda específica do tamanho esperado, apenas amplificações de arranjos 

diversos. 

Os fragmentos Promotor, Oleosina, cGFP e 3’UTR não apresentam regiões homólogas 

entre si, mas, como mencionado anteriormente, os fragmentos Promotor e 3’UTR tem homologia 

com regiões do fragmento Ble. O fato da primeira reação de montagem ter funcionado confirma 

que o problema não é da técnica, e corrobora com a possibilidade dessas regiões homólogas 

estarem interferindo nos alinhamentos corretos. 

Propôs-se, então, ligar o 3’UTR também com o Ble para aumentar a região de homologia 

da segunda reação de PCR double joint. Ou seja, uma primeira reação geraria o fragmento 2RA, 

uma segunda reação ligaria o 3’UTR com o Ble. 

Os produtos dessas duas reações seriam ligados em uma terceira reação. Desse modo, 

além dos 20pb de homologia introduzidos pelo primer, toda a extensão do fragmento 3’UTR 

seria coincidente, que aumentaria a afinidade da ligação entre esses dois fragmentos para a 

amplificação do produto correto (Figura 28).  

 

 
Figura 28: Novo esquema proposto para a montagem do cassete. (A)Uma reação de PCR double-joint une os 

fragmentos Promotor, Oleosina, cGFP e 3’UTR; (B) outra une os fragmentos 3’UTR e Ble. Os fragmentos são 

separados e purificados em gel de agarose; (C) e utilizados em uma terceira reação de PCR double-joint. 
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A reação de montagem dos fragmentos 3’UTR e Ble também produziu apenas 

amplificações de tamanhos incorretos em todas as condições testadas. 

A técnica de PCR double-joint foi eficiente para unificar os fragmentos Promotor, 

Oleosina, cGFP e 3’UTR, mas ainda era necessário introduzir a resistência ao antibiótico para 

concluir a montagem do vetor. Como a dificuldade era incorporar com o fragmento Ble, propôs-

se utilizar metodologias de clonágem clássica, paralelamente com a técnica de PCR double-joint. 

Algumas DNAs polimerases termoestáveis, como a Taq, introduzem uma extensão de um 

único nucleotídeo na extremidade 3’ do DNA, geralmente uma Adenina, de modo independente 

do molde. Essa particularidade é aproveitada na clonagem em vetores-T, como o pGEM-T, que 

contém uma Timina pendente na extremidade 3’, que pareia com a Adenina 3’ do DNA 

amplificado. 

Assim, o fragmento 2RA foi obtido utilizando a enzima Taq DNA polimerase na reação 

de montagem, ao invés da polimerase PrimeSTAR, e desse modo foi ligado no plasmídeo pGEM-

T. A reação de ligação foi transformada em E. coli DH10β para seleção de clones contendo o 

plasmídeo correto, chamado de pGEM-2RA. 

O fragmento 2RA passou a ser flanqueado por diversas opções de sítios de restrição, 

fornecidos pelo pGEM-T. Buscou-se, então, sítios compatíveis no plasmídeo pSP124S, que 

continha a resistência a Zeomicina (Figura 29). 

  

 
Figura 29: Montagem do vetor à partir do plasmídeo pSP124S e do fragmento 2RA incorporado em pGEM-T. A 

restrição com as enzimas EcoRI e SpeI liberam o fragmento 2RA com sítios compatíveis para a ligação com o 

plasmídeo pSP124S cortado com as mesmas enzimas. 

 



 61 

A amostra de pGEM-2RA foi simultaneamente tratada as enzimas EcoRI e SpeI, assim 

como a amostra de pSP124S (Figura 30). Os fragmentos desejados foram purificados a partir de 

um gel de agarose, ligados e transformados em E. coli DH10β. 

 

 
Figura 30: Géis de agarose 1% contendo amostras dos plasmídeos pGEM-2RA e pSP124S tratados e não tratados 

com enzimas de restrição. O fragmento menor de pGEM-2RA, gerado pela restrição com as enzimas de restrição 

SpeI e EcoRI, foi purificado do gel e ligado com a amostra de pSP124S tratada com as mesmas enzimas (retângulos 

brancos).   

 

Os plasmídeos obtidos de 33 transformantes de E. coli foram analisados com enzimas de 

restrição e PCR quando à presença do vetor final pOleoGFP-Ble, que continham a oleosina 

ligada ao GFP no mesmo quadro de leitura, controlada por um promotor e um terminador 

homólogo, além da marca de resistência Ble. 

Foram observados os padrões de restrição gerados pelas enzimas EcoRI, SacII, ApaI e 

NcoI e os produtos de amplificação com os pares de primers Oleo2_FWD/Oleo2_REV, 

GFP2_FWD/GFP_REV, Ble_FWD/Ble_REV e Prom_FWD/Term_REV (Tabela 7). Dos 33 

transformantes analisados, 21 foram positivos para a construção pOleoGFP-Ble. A Figura 31 

apresenta a análise de um desses transformantes positivos. O vetor de um desses transformantes 

foi confirmado mais tarde por seqüenciamento. 
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Tabela 7: Restrições e amplificações utilizadas para confirmar a construção pOleoGFP-Ble. Os tamanhos esperados 

dos fragmentos gerados com o tratamento estão indicados, assim como as enzimas e os primers utilizados. 

Tratamento 
Tamanhos esperados 

dos produtos 

R
es

tr
iç

ão
 

EcoRI 6405 pb 

SacII 4846e 1559 pb 

ApaI 3312 e 3093 pb 

NcoI 3222 e 3183 pb 

A
m

pl
if

ic
aç

ão
 Oleo2_FWD/Oleo2_REV 464 pb 

GFP2_FWD/GFP_REV 734 pb 

Ble_FWD/Ble_REV 1405 pb 

Prom_FWD/Term_REV 2282 pb 

 

 
Figura 31: Gel de agarose 1% contendo as amostras de um plasmídeo pOleoGFP-Ble confirmado, tratadas conforme 

indicado na Tabela . A enzima SacII apresentou uma banda não esperada entre 6.100 e 7.100pb. Quando utilizada 

para restrição de dois sítios de uma mesma sequência, a enzima SacII pode gerar restrições incompletas. Esse efeito 

foi comprovado prolongando-se o tratamento do material de 2h para 5h, pois nota-se que intensidade da banda não 

esperada diminui. 
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3.3. Tranformação de Chlamydomonas reinhardtii 

Os testes preliminares do protocolo de transformação celular de C. reinhardtii foram 

feitos com o plasmídeo pSP124S, que continha o gene de resistência a bleomicina (ble), 

flanqueado por regiões reguladoras e terminadoras de C. reinhardtii. O protocolo testado foi 

estabelecido por Shimogawara e colaboradores (Shimogawara et al., 1998) que tem como base a 

eletroporação das células. 

Conforme indicado do Chlamy Center, a sensibilidade ao antibiótico Zeomicina pode 

variar com a linhagem utilizada. Por esse motivo, diferentes concentrações do antibiótico foram 

testadas, a fim de se avaliar seu efeito nas células da linhagem CC-1690, mais utilizadas nos 

experimentos de transformação (Figura 32). 

 

 
Figura 32: Colônias de C. reinhardtii com 10 dias de crescimento em meio TAP contendo diferentes concentrações 

de Zeomicina: 0,312 ɳg.ml-1; 0,625 ɳg.ml-1; 1,25 ɳg.ml-1; 2,5 ɳg.ml-1; 5 ɳg.ml-1; 10 ɳg.ml-1; e sem antibiótico (0). A 

presença de 2,5 ɳg.ml-1 de antibiótico já inibe qualquer crescimento celular, mesmo depois de 30 dias. Mesmo assim, 

optou-se por utilizar 5 ɳg.ml-1 nos testes de transformação, para se evitar possíveis falsos-positivos. 

 
Para determinar a voltagem mais adequada para o experimento, considerando o 

eletroporador disponível (Eletroporador MicroPulser ™ Bio-Rad), foram testadas as voltagens 

700V, 1.000V, 1.300V, 1.600V, 1.900V, 2.200V e 2.500V, aplicadas de forma exponencial sem 

resistor de Shunt. 

 O experimento não produziu colônias transformantes de microalga, mas serviu para 

avaliar o efeito da voltagem sobre as células, cuja viabilidade em meio sem antibiótico caiu 

progressivamente até 2.500V. A densidade celular era alta de mais para permitir a contagem das 

células, mas comparando-se com uma amostra não eletroporada, estimou-se a taxa de 

sobrevivência das amostras em relação a voltagem: (i) 700V ~98%; (ii) 1.000V ~90%; (iii) 
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1.300V ~80%; (iv) 1.600V ~70%; (v) 1.900V ~50%; (vi) 2.200V ~25%; e (vii) 2.500V ~5%. 

Optou-se por utilizar 1.600V nos testes seguintes. 

O protocolo foi repetido variando-se diversos parâmetros: (i) com diferentes quantidades 

de plasmídeo pSP124S linearizado (5µg.ml-1,10µg.ml-1 e 15µg.ml-1). (ii) diferentes tempos de 

incubação das células sem antibiótico, após a transformação (2h, 4h, 12h e 24h). (iii) Pré- 

tratando as células com enzimas de sensibilização da parede celular (Kinoshita et al., 1992). Em 

todas as condições foram feitos controles de sobrevivência das células com e sem tratamento, na 

presença e ausência do antibiótico 

Até a conclusão desse trabalho, infelizmente não se obteve nenhum transformante. 

Discussões de pesquisadores da microalga em fóruns de C. reinhardtii indicaram que 

dificuldades com o protocolo de transformação são freqüentes 

(http://www.bio.net/hypermail/chlamydomonas/). O sucesso da técnica depende da otimização de 

diversas variáveis que são influenciadas pela linhagem utilizada, condições de cultivo, marca de 

produtos e equipamentos. 

 

4. Conclusões parciais 

O vetor para expressão da oleosina fundida com GFP, contendo a marca de seleção Ble, 

foi montado a fim de se confirmar o funcionamento da oleosina em microalgas. Optou-se por 

utilizar C. reinhardtii como modelo de microalga, já que a espécie é considerada modelo para 

diversos estudos e possui diversos protocolos de biologia molecular estabelecidos.  

A análise da oleosina de O. sativa indicou que a sequência é adequada para C. reinhardtii, 

de forma que há grande possibilidade de ser reconhecida expressada pela microalga. A ligação da 

oleosina com o plasmídeo foi um passo crítico na montagem do vetor e o número limitado de 

sítios de restrição restringia as estratégias possíveis para a montagem. Por esse motivo, foi 

necessária a utilização da técnica de PCR double-joint para se obter o vetor contendo oleosina 

fundida com GFP, contendo a marca de seleção Ble, adaptados para expressão em C. reinhardtii. 
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CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS 

 

A grande concentração de hidrocarbonetos lipídicos em algas motiva investigação da sua 

utilização como matéria prima para obtenção de biocombustíveis entre outros produtos. 

A recuperação da biomassa e obtenção da fração lipídica de uma cultura de microalga 

corresponde a uma porcentagem relevante do preço do óleo, podendo representar mais de 70% do 

custo final do óleo bruto. Prospecção científica neste sentido indica a necessidade de se elaborar 

um processo que permita a recuperação dos lipídios diretamente do meio de cultura, como é feito 

com o etanol nas usinas sucro-alcooleira.  

A secreção das reservas lipídicas de forma espontânea e não invasiva pode ser 

artificialmente introduzido nas microalgas por meio de engenharia genética. Uma tecnologia 

como essa permitiria a recuperação dos lipídios diretamente do meio de cultura, eliminando 

etapas críticas para a produção de hidrocarbonetos em larga escala a partir de microalgas e tem 

potencial de aumentar a taxa de conversão da energia capturada da biomassa em óleo. 

Com a intenção de desenvolver um sistema de secreção para as reservas lipídicas de 

microalgas, propôs-se inserir um fragmento de SNARE nas membranas dos oilbodies, levando-os 

à fusão com a membrana plasmática e extrusão de seu conteúdo.  

Uma vesícula destinada à secreção contém o v-SNARE que reconhece um conjunto de t-

SNAREs na membrana plasmática. Essa interação não só identifica a via exocítica, como também 

proporciona a fusão das membranas. As reservas lipídicas da microalga, desse modo, seriam 

comprometidas com a via de secreção e excretadas. A fração lipídica seria recuperada 

diretamente da cultura, sem a necessidade de outros processamentos da biomassa (Figura 33). 

 

 
Figura 33: Cultivo previsto de uma microalga modificada com a construção para secreção das reservas lipídicas. 
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Devido à tendência a ocuparem a membrana de oilbodies, as oleosinas já foram 

consideradas para o transporte de diversas moléculas para essas vesículas. Esse trabalho, então 

propôs a utilização de oleosinas como carregadores do domínio SNARE para oilbodies de 

microalgas 

Conhecendo a estrutura e o funcionamento das proteínas SNAREs, a utilização apenas do 

segmento que contém o domínio SNARE parece ser mais adequada (Figura 34). A exclusão do 

domínio longin foi considerada pensando tanto em evitar possíveis conflitos entre sinais de 

encaminhamento, quanto em aumentar a taxa exocítica das vesículas de reserva lipídica. 

 

 
Figura 34: Esquema do dispositivo proposto para promover a secreção de reservas lipídicas. O domínio SNARE 

seria clonado e ligado à sequência de uma oleosina. A montagem inserida na microalga seria encaminhada para a 

membrana dos oilbodies, comprometendo-os com a exocitose. 

 

Diversos trabalhos demonstraram que a afinidade com a qual os SNAREs se inserem nas 

membranas é determinante para proporcionar a fusão, em detrimento da sequência que 

proporciona essa afinidade (Fdez et al., 2010; Mcnew et al., 2000). A grande afinidade com a 

qual a oleosina se insere na membrana dos oilbodies, mesmo associada a outras proteínas, pode 

ser suficiente para a substituição do domínio transmembranar do SNARE (Figura 35).  

. 
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Figura 35: Inserção do dispositivo na membrana e seu funcionamento ao se complexar com os outros SNAREs. (A) 

Detalhe do dispositivo inserido em uma monocamada lipídica; (B) Oilbody em cuja membrana se encontra diversos 

dispositivos inseridos. O domínio SNARE seria encontrado na face citoplasmática da membrana; (C) Fusão do 

oilbody com a membrana plasmática, mediado pelo domínio SNARE do dispositivo. (MP – membrana plasmática) 

 

Trabalhos já comprovaram que as características da oleosina que promovem seu 

direcionamento para oil-bodies funcionam independente de outros mecanismos celulares. 

Beaudoin e Napier (2002) introduziram uma oleosina de girassol em Saccharomyces cerevisae, 

que não possui oleosinas, que foi expressa e encaminhada para os oilbodies do microorganismo. 

A introdução da proteína em microalgas, que originalmente não possui oleosinas, possivelmente 

não seria um limitante. 

A fim de se confirmar o funcionamento da oleosina em microalgas, montou-se um vetor 

para expressão da oleosina em C. reinhardtii, como modelo de microalga, já que a espécie possui 

diversos protocolos de biologia molecular estabelecidos. A transformação das células de C. 

reihardtii foi um empecilho, mas dificuldades com o protocolo de transformação são freqüentes 

entre outros grupos de pesquisa de C. reinhardii. Foi feito contato com Elizabeth Harris, da Duke 

university, NC – USA, para maiores detalhes dos passos críticos no protocolo de transformação. 

Está sendo avaliado o envio do material para centros de pesquisa já familiarizados com a 

metodologia de transformação. 

Uma vez confirmado o funcionamento da oleosina, uma construção contendo a proteína 

ligada ao domínio SNARE de exocitose seria construída também para a expressão em C. 
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reinhardtii. A microalga modelo seria novamente empregada a fim de se confirmar o conceito 

proposto. A nova construção seria baseada no plasmídeo desenvolvido nesse projeto, 

introduzindo-se o motivo SNARE entre a oleosina e o GFP (Figura 36). 

 

 
Figura 36: Construção contendo oleosina ligada ao domínio SNARE, identificada com a marca visual GFP. O vetor 

contém uma marca de seleção que permite uma triagem eficiente das células transformadas, Ble, que confere 

resistência aos antibióticos da família das Zeomicinas/bleomicinas. 

 
A fusão da oleosina com o domínio SNARE seria posteriormente adaptada para a 

microalga N. oleoabundans, a fim de se avaliar possíveis consequências da expressão da oleosina 

nesse organismo. No entanto, tal construção pode ser adaptada para expressão em qualquer 

microalga com potencial para utilização industrial. Um processo como esse proposto, que permite 

a recuperação dos lipídios diretamente do meio de cultura, representa uma enorme economia para 

a produção de cadeias carbônicas a partir de microalgas, em escala industrial.   
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