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RESUMO 

 
A busca de fontes sustentáveis de biocombustíveis tem levado ao interesse 

renovado em microalgas como potencial matéria-prima. Esses organismos acumulam 

grandes quantidades de óleos sob a forma de triacilglicerídeos (TAG) quando em privação 

de nutrientes, entretanto, uma análise aprofundada dos mecanismos moleculares 

envolvidos nesse acúmulo ainda está no início. É improvável que uma espécie apresente 

naturalmente todas as características necessárias para a produção industrial de 

biocombustíveis, como altas taxas de crescimento e acúmulo de lipídios. Sendo assim, faz-

se necessária a ampliação do conhecimento da genética, bioquímica e das técnicas de 

manipulação desses organismos para que futuramente a cepa ideal seja obtida por 

engenharia genética. A microalga verde Neochloris oleoabundans foi escolhida como 

objeto de estudo por ser naturalmente capaz de acumular grandes quantidades de TAG 

quando em privação de nitrogênio. Seu genoma foi sequenciado, visando a obtenção de 

indícios da origem genética do fenótipo de interesse. Foram preditos 10.006 genes 

distribuídos ao longo de 1.544 scaffolds, totalizando aproximadamente 40 Mb de genoma 

nuclear. A análise comparativa com outras cinco espécies de microalgas mostrou que o 

conteúdo do genoma de Neochloris se assemelha ao de Chlorella variabilis. A presença de 

famílias gênicas ortólogas muito pequenas na espécie estudada motivou a expansão dessa 

análise para as demais espécies de alga já sequenciadas, indicando que essa ausência de 

expansões gênicas pode ser um padrão de microalgas. As famílias gênicas exclusivas de 

Neochloris mostraram que a parede celular dessa espécie pode ser formada por 

hemicelulose e quitina, já que foram encontrados genes da síntese desses polissacarídeos 

no genoma. As vias de metabolismo energético foram mapeadas, permitindo entender o 

caminho energético existente na célula estudada. Além disso, a comparação do número 

de cópias dos diversos genes envolvidos nos processos de interesse permitiu levantar vias 

e moléculas chaves para estudos mais detalhados. Uma enzima chave envolvida na 

sinalização de privação de nitrogênio, a AMP deaminase, foi encontrada em maior número 

de cópias e pode estar envolvida no direcionamento para acúmulo de TAG. Há indícios de 

que um possível resultado da ausência de nitrogênio seja a remodelação de membranas 
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celulares, principalmente do cloroplasto, e quebra de pigmentos fotossintéticos. Essas 

reações podem gerar ácidos graxos livres e substâncias tóxicas para a célula que são 

neutralizadas através de sua participação na síntese de TAG. O mecanismo de 

concentração de carbono empregado por um organismo fotossintetizante afeta o 

acúmulo de biomassa, pois plantas que utilizam o mecanismo C4-like são mais eficientes 

na fixação de carbono do que plantas C3. Não foi possível determinar qual o mecanismo 

preferencialmente empregado por Neochloris, mas grande parte dos genes envolvidos no 

mecanismo C4-like foram identificados no genoma. Tais genes consistem em alvos para 

manipulação genética, visando direcionar a fixação de carbono para C4-like. A maior 

eficiência fotossintética resultante pode ocasionar aumento da biomassa e do acúmulo de 

cadeias carbônicas na célula dessa alga, podendo gerar um maior acúmulo lipídico. 
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ABSTRACT 

 

The search for sustainable sources for the production of biofuels has resulted in an 

increased interest in microalgae as a potential feedstock. These microrganisms 

accumulate large amounts of lipids in the form of triglycerides (TAG) when subjected to 

some types of nutrient deprivation. However, the elucidation of the molecular 

mechanisms involved in these metabolic responses is far from necessary for the effective 

use of microalgae in industrial processes. It is unlikely that a species naturally present all 

the characteristics necessary for the industrial production of biofuels, as for example high 

rates of growth and lipid accumulation. Thus, it is necessary to expand the knowledge of 

genetics, biochemistry and genetic manipulation of microalgae in order to adapt the 

productivity of wild-strains to the demands of the bioenergy sector. In this context, the 

green algae Neochloris oleoabundans was chosen as the object of study because it is 

naturally capable of accumulating large amounts of TAG when subjected to nitrogen 

deprivation. Its genome was sequenced in order to obtain genetic data to increase the 

understanding and, in the future, to produce phenotypes of interest. A total of 10,006 

predicted genes were identified over the 1,544 scaffolds generated, totalizing 

approximately 40 Mb of nuclear genome. The comparative analysis with five other 

microalgae species showed that the genetic content of Neochloris resembles that of other 

green algae, Chlorella variabilis. The presence of small gene families in the species studied 

led to the expansion of this analysis for some other sequenced species of algae, indicating 

that the absence of gene expansions can be a common pattern of microalgae. The unique 

Neochloris gene families showed that the cell wall of this species may be formed from 

hemicelluloses and chitin, since genes associated to the metabolism of these 

polysaccharides were found in the in the genome. Metabolic reconstruction of energetic 

pathways allowed an increase in the comprehension of energy routes in Neochloris. 

Moreover, comparing the number of copies of several genes involved in the processes of 

interest allowed us the identification of key candidates for further studies. A key enzyme 

involved in signaling nitrogen deprivation, AMP deaminase, was found as presenting 
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various gene copies in Neochloris genome and may be involved in the response of TAG 

accumulation in situations of nitrogen deprivation. Also, there are some results indicating 

that the lack of nitrogen may promote the remodeling of cell membranes, especially in the 

chloroplast, as well as the breakage of photosynthetic pigments. These responses would 

generate free fatty acids and toxic substances, which would be therefore neutralized by 

the synthesis of TAG. Other response studied was the carbon concentration after 

photosynthesis. The carbon concentration mechanism employed by a photosynthetic 

organism affect the accumulation of biomass; it is known that plants using C4-like 

mechanism are more efficient than C3 plants. Despite the in silico data is insufficient to 

determine the mechanism employed by Neochloris, it was observed that most of the 

genes involved in C4-like mechanism were identified in its genome. These genes are 

interesting targets for genetic manipulation of Neochloris in order to adjust its metabolism 

towards a C4-like metabolism. In that case, it is expected that the resulting higher 

photosynthetic efficiency can lead to an increased biomass and larger accumulation of 

carbon chains in the cell of this alga, resulting in an increase in lipid productivity rates.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Problemática das fontes fósseis de energia 

O aumento contínuo no consumo de combustíveis derivados de petróleo (figura 1) 

já é considerado preocupação global por consumir sua fonte geradora e contribuir 

consideravelmente para a acumulação de gás carbônico na atmosfera, principal causador 

do efeito estufa. Assim, o grande acúmulo deste gás tornou-se uma questão importante 

em discussões sobre desenvolvimento do conceito de economia verde, já que o CO2 está 

relacionado com 85% do efeito estufa e, anualmente, 9,4 Gton (9,4.106 toneladas) desse 

gás são liberadas na atmosfera, sendo 7,9 Gton de origem fóssil (Raupach, 2007). 

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 de CO2 (IPCC, 2007). 

 

 

Figura 1: Consumo mundial de energia comercializada por tipo de combustível. A projeção do consumo foi 
feita de 2010 a 2030. 

 

Além dos impactos ambientais cada vez maiores, as projeções indicam um 

aumento significativo no consumo de petróleo e outros compostos de origem fóssil até 

2030 (figura 1). A demanda crescente acalenta ainda mais a preocupação com o 
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esgotamento das reservas e com a dependência do crescimento econômico de uma só 

fonte de energia. Combustíveis fósseis fornecem mais de 90% da energia utilizada no 

mundo todo, mas as reservas são limitadas a algumas regiões (Boudghene Stambouli & 

Traversa, 2002) cujas questões políticas repercutem nos custos de produção e de bens de 

consumo em todo o mundo (Abbasi et al., 2011). O problema é agravado com a grande 

instabilidade que ocorre nos maiores produtores, como o Oriente Médio, ocasionando 

flutuações nos preços dos barris (figura 2). 

 

 

Figura 2: Oscilação do preço do petróleo bruto em função de conflitos políticos ocorridos nos países com 
reservas mais expressivas. Fonte: BBC Brasil.com 

 

Portanto, a busca de fontes sustentáveis e ambientalmente seguras de energia 

para a nossa economia e sociedade industrial de consumo tornou-se urgente nos últimos 

anos (Mabee et al., 2005). Consequentemente, é renovado o interesse na produção e 

utilização de combustíveis a partir de outras fontes como plantas ou resíduos orgânicos 

(Naik et al., 2010).  
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1.2. Biocombustíveis – Problemas e alternativas 

Atualmente, procura-se uma matéria-prima industrial alternativa e processos 

verdes para obter os produtos químicos de origem fóssil a partir de recursos renováveis, 

como a biomassa (Naik et al., 2010). Biocombustíveis produzidos a partir de plantas ou 

resíduos orgânicos podem ajudar a reduzir a dependência mundial do petróleo e a 

produção de CO2, uma vez que as plantas consomem gás carbônico à medida que crescem 

(Osamu & Carl, 1989). Todavia, a melhoria na utilização de biomassa requer um esforço 

tremendo para desenvolver sistemas novos, nos quais conversão, produção e utilização de 

produtos de base biológica devem ser realizadas de forma eficiente e com baixo impacto 

ambiental (Osamu & Carl, 1989). Sendo assim, muitos pesquisadores e empresas de todo 

o mundo estão trabalhando no desenvolvimento de tecnologias integradas de conversão 

de biomassa. 

 

1.2.1. Biocombustíveis de 1ª geração 

A primeira geração de biocombustíveis é caracterizada por sua capacidade de ser 

queimado na combustão interna dos motores e distribuído através da infraestrutura 

existente, além de alguns serem usados em veículos com tecnologia “Flex” e a gás natural 

(Naik et al., 2010). Anualmente, são produzidos comercialmente quase 105 bilhões de 

litros (Worldwatch Institute). 

Os três principais tipos utilizados comercialmente são biodiesel, etanol e biogás, 

embora o butanol também seja considerado um biocombustível de primeira geração. O 

biodiesel é um substituto do óleo diesel produzido através de transesterificação de óleos 

vegetais ou óleos e gorduras residuais. O bioetanol é um substituto da gasolina, derivado 

do açúcar ou do amido através da fermentação por microrganismos (Naik et al., 2010). 

Nos Estados Unidos é produzido a partir do milho e, no Brasil, um dos maiores produtores 

mundiais, a matéria-prima é a cana de açúcar. Somos o único país a utilizar o bioetanol em 

larga escala, sendo que mais de 15% da frota nacional pode rodar com álcool (Favaro, 

2007). Recentemente, incentivos à produção vem possibilitando a adição crescente desse 

biocombustível à gasolina. 
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Entretanto, existem preocupações sobre o fornecimento de matérias-primas, 

incluindo o impacto que ele pode ter sobre a biodiversidade, uso do solo e competição 

com culturas alimentares. A principal desvantagem dos biocombustíveis de primeira 

geração é o debate alimento versus combustível, sendo que uma das razões para a alta do 

preço dos alimentos é o aumento na produção destes combustíveis (Laursen, 2006). Além 

disso, é alegado que biodiesel não é uma tecnologia com custo eficaz para a redução das 

emissões de CO2 (Naik et al., 2010). 

 

1.2.2. Biocombustíveis de 2ª geração 

Visando solucionar o problema da competição com alimentos e encontrar uma 

matéria-prima barata surgiram os biocombustíveis de segunda geração. São produzidos a 

partir de materiais lignocelulósicos da biomassa vegetal, que é composta em grande parte 

por paredes celulares de plantas das quais tipicamente 75% são polissacarídeos (Pauly, 

2008). Tais moléculas representam uma valiosa matéria-prima para biocombustíveis 

avançados que podem ser obtidos por meio de hidrólise e fermentação (etanol, por 

exemplo) ou gaseificação. Típicos recursos para estes combustíveis são as culturas 

florestais de curta rotação (choupo, salgueiro e eucalipto), gramíneas perenes e resíduos 

provenientes da indústria da madeira, da silvicultura e da agricultura. No Brasil, 

pesquisadores tentam utilizar o bagaço da cana de açúcar como substrato para a 

fermentação que produz o etanol. Tratam-se dos mais baratos e abundantes materiais 

não alimentares disponíveis a partir de plantas (Gomez et al., 2008; Zabaniotou et al., 

2008). 

Atualmente, a produção de tais combustíveis ainda não é comercial e rentável 

porque há um número de barreiras técnicas que necessitam ser superadas antes que seu 

potencial possa ser concretizado, embora já existam instalações piloto e de demonstração 

sendo desenvolvidas. No entanto, a produção a partir de subprodutos agrícolas só poderia 

satisfazer uma proporção da crescente demanda por combustíveis líquidos. Isso tem 

gerado grande interesse em fazer uso de culturas de biomassa dedicadas como matéria-

prima para produção de biocombustíveis (Gomez et al., 2008). 
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Muitas pesquisas ainda estão em desenvolvimento para encontrar o 

microrganismo ou a enzima ideal, capaz de degradar os resíduos lignocelulósicos em 

moléculas mais simples que outros organismos utilizarão como substrato para a 

fermentação. Enquanto esse processo ainda é otimizado e viabilizado financeiramente, 

buscam-se alternativas mais simples e naturalmente mais eficientes.  

 

1.2.3. Biocombustíveis de 3ª geração 

No contexto atual uma alternativa sustentável, e talvez a mais promissora, são as 

microalgas (Ratledge & Cohen, 2008). Trata-se de organismos fotossintetizantes capazes 

de utilizar energia solar para promover a fixação de CO2 em cadeias carbônicas ricas em 

energia, as quais podem ser utilizadas como biocombustíveis de terceira geração.  

Deve-se considerar também que a cultura de microalgas não compete por solos 

agricultáveis, já que cresce em substratos simples e de baixo custo, podendo se estender 

verticalmente, multiplicando seu rendimento (Tredici & Materassi, 1992). Além disso, 

diferentemente de combustíveis mais alternativos como o hidrogênio, o biodiesel de 

microalgas não implica na substituição da infra-estrutura existente, por exemplo, em 

motores de veículos e sistemas de abastecimento (Briggs, 2004). 

As microalgas têm cada vez mais se mostrado promissoras, não apresentando 

riscos de impacto ambiental ou prejuízo às atividades humanas (Harwood & Guschina, 

2009). Entretanto, só tornar-se-ão uma possibilidade real quando houver competitividade 

de custo de produção e visão estratégica de mercados  (Benemann, 2008).  

 

1.3. Características gerais das microalgas 

As microalgas são responsáveis pela liberação de cerca de 50% do oxigênio da 

atmosfera (Field et al., 1998). Devido à sua grande diversidade, podem ser encontrados 

organismos no grupo capazes de produzir vários compostos de interesse comercial, como 

pigmentos, vitaminas, açúcares e óleos (Pruvost et al., 2002; Borowitzka, 2006). São 

organismos unicelulares, cujo ciclo de vida é curto e de estruturas simples, sendo 

considerados de fácil manipulação e cultivo em laboratórios (Hallmann, 2007).  
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Ao contrário de plantas superiores oleaginosas, as microalgas apresentam 

altíssimas taxas de crescimento chegando a dobrar sua biomassa em 24h (Teixeira et al., 

2007). Em escala experimental, estima-se que elas possam produzir de 200 a 300 vezes 

mais óleo vegetal do que a maioria das oleaginosas em uma área 100 vezes menor 

(Teixeira et al., 2007). São consideradas como potencial matéria-prima para a produção de 

biodiesel, pois os óleos que produzem possuem características físico-químicas e químicas 

similares às de óleos vegetais (Teixeira et al., 2007). O conteúdo lipídico de muitas 

espécies pode chegar a 80% do peso seco (Metting Jr., 2005; Spolaore et al., 2006), 

favorecendo seu emprego para fins energéticos (Chisti, 2007; Rocha et al., 2003). 

A busca por espécies e linhagens mais adequadas constitui o principal foco de 

diversas iniciativas para superação das limitações atuais do uso de microalgas (Sheehan et 

al., 1998).  É importante encontrar um organismo naturalmente capaz de acumular altas 

quantidades de triacilglicerídeos, o substrato para a produção de biodiesel. Sendo assim, 

diversas informações foram levantadas na literatura e a espécie Neochloris oleoabundans 

se destacou, tornando-se o objeto do presente trabalho. 

 

1.4. Neochloris oleoabundans 

É uma microalga verde, unicelular, pertencente à classe Chlorophyceae, mesmo 

táxon da espécie modelo Chlamydomonas reinhardtii. Apesar de pouco estudada, é 

bastante citada devido a seu teor lipídico alto e foi escolhida com base em revisões 

bibliográficas que comprovam essa superioridade (Tornabene, 1983; Sheehan et al., 1998; 

Li et al., 2008; Gouveia et al., 2009; da Silva et al., 2009; Griffiths & Harrison, 2009; 

Pruvost et al., 2009; Beal et al., 2010; Huang et al., 2010; Wahal & Viamajala, 2010; 

Murray et al., 2011; Pruvost et al., 2011; Wang & Lan, 2011).   

O primeiro estudo relatando a composição lipídica de Neochloris oleoabundans foi 

realizado por Tornabene e colaboradores em 1983. Eles observaram que em privação de 

nitrogênio, a alga apresenta um acúmulo significativo de triacilglicerídeos. Trabalhos mais 

recentes (Gouveia et. al, 2009) detalham a produção de biomassa, o crescimento e várias 

condições de cultivo que podem ser empregadas para induzir maior produção de óleo, 
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sendo que a maioria delas emprega meios sem carbono e com concentrações limitantes 

de compostos com nitrogênio e fósforo. A maior concentração de lipídios ocorre em meio 

sem nitrogênio após 6 dias de privação (figura 3), chegando a 56% g/g da biomassa 

produzida. Em meio suplementado com nitrato a produção cai para apenas 20% g/g 

(Gouveia et. al, 2009).  

 

 

Figura 3: Conteúdo lipídico de Neochloris oleabundans (valores médios) detectado por citometria de fluxo 
usando o corante vermelho do Nilo em diversas condições experimentais (Gouveia et. al, 2009). 

 
Culturas com diversas fontes de nitrogênio foram testadas e, dentre elas, nitrato 

mostrou a maior concentração de lipídios e produtividade global (figura 4, Li et. al, 2008). 
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Figura 4: Conteúdo e produtividade lipídica de N. oleoabundans cultivadas em meios de cultura 

contendo 5 mM de nitrato  de sódio, ureia ou bicarbonato de amônio (Li et. al, 2008). 

 

Além da quantidade de TAG produzida, o perfil de ácidos graxos também faz dessa 

espécie uma promessa para a produção de biocombustíveis (figura 5). O ácido oléico 

(18:1ω9) é o mais abundante, seguido do palmítico (16:0) e do esteárico (18:0) (Gouveia 

et. al, 2009). As cadeias mais abundantes são médias e longas com poucas insaturações 

(Tornabene et al., 1983) e a proporção de ácido linoleico (18:3ω3) está abaixo de 12%, 

atendendo aos requerimentos do padrão europeu EN 14214 para a produção de biodiesel 

(Gouveia et. al, 2009).  

 

Figura 5: Perfil de ácidos graxos de Neochloris oleoabundans. Adaptado de Gouveia et. al, 2009. 

 







 

22 

visando compreender os mecanismos moleculares que levam a acumulação de óleo e 

nortear a estratégia de manipulação genética. 

 

1.6. A fixação de carbono e o acúmulo lipídico  

Para compreender o metabolismo energético de Neochloris oleoabundans as 

principais vias a serem estudadas são as de fixação de carbono e de síntese de TAG. As 

microalgas possuem processo fotossintético e de biossíntese de lipídios similares ao 

descrito para plantas terrestres (Guschina & Harwood, 2006), assim estes podem nos 

servir de ponto de partida. Em todos os organismos fotossintetizantes o ciclo dos três 

carbonos, ou de Calvin, (figura 8) é o ponto inicial para o metabolismo de carbono. 

 

 

Figura 8: Esquema simplificado do ciclo de Calvin. 

 

 O composto inicial e final do ciclo é um açúcar de cinco carbonos, a ribulose-1,5-

bifosfato, que se liga covalentemente ao CO2. O componente resultante contendo seis 

carbonos sofre uma redução e quebra-se, formando uma molécula com três carbonos. A 

cada volta completa, uma molécula de dióxido de carbono entra no ciclo. Seis voltas são 

necessárias para produzir duas moléculas de três carbonos e, portanto, uma molécula de 
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glicose (Raven, et al., 1992). 

O ciclo de Calvin não é a única via fixadora de carbono. Em algumas plantas, o 

primeiro produto da fixação do CO2 é uma molécula com quatro carbonos, o oxaloacetato. 

As plantas que empregam essa via junto com o ciclo de Calvin são chamadas de C4, 

deferentes das C3, que utilizam apenas o ciclo descrito na figura 8. A anatomia das plantas 

C4 permite uma separação espacial entre a via C4 e o ciclo de Calvin (Raven, et al., 1992). 

O mecanismo empregado por N. oleabundans é desconhecido e será discutido no 

presente trabalho. 

O entendimento da via de síntese de lipídios na espécie estudada também é 

importante, para que se possa estabelecer uma possível relação entre a privação de 

nitrogênio e o alto acúmulo de TAG. Embora esse processo seja bastante conhecido, os 

fatores genéticos que controlam o acúmulo de lipídios em um organismo em particular 

ainda são desconhecidos (Zhang et al., 2007).  

Todos os átomos de carbono encontrados em um ácido graxo são derivados da 

acetil-coenzima A (acetil-CoA), que é um intermediário em muitas vias metabólicas 

celulares. Uma vez que as membranas são impermeáveis aos derivados CoA, pode-se 

inferir que a acetil-CoA é gerada em pelo menos quatro grupos metabólicos distintos 

representando os quatro compartimentos subcelulares onde o metabolismo de acetil-CoA 

ocorre: plastídios (local da síntese de ácidos graxos), mitocôndrias, peroxissomos e citosol 

(Buchanan et al., 2002).  

A via de síntese global de TAG (figura 9) nas células compreende três grandes 

etapas: (1) carboxilação do acetil-CoA para formar malonil-CoA, sendo esta uma etapa de 

comprometimento com a síntese de ácidos graxos; (2) Elongamento das cadeias acil; e (3) 

formação de TAG (Courchesne et al., 2009). 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1.  Geral 

Avaliar o conteúdo do genoma da microalga Neochloris oleoabundans com 

enfoque em sua alta capacidade de acúmulo de lipídios ocasionada pela privação de 

nitrogênio, visando à produção de combustíveis de terceira geração.  

 

2.2. Específicos 

a) Sequenciamento do genoma; 

b) Montagem do genoma; 

c) Predição gênica; 

d) Análise do genoma da espécie; 

e) Levantamento de alvos para manipulação genética.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Condições de crescimento 

N. oleoabundans (UTEX 1185) foi obtida da coleção de culturas da UTEX (The 

Culture Collection of Algae, University of Texas, TX - USA) e cultivada no meio definido 

Bold’s Basal Medium (Nichols e Bold 1965; tabela 1). As culturas cresceram sob constante 

iluminação de 100µmol fótons.m-2s-1, temperatura de 27°C e agitação de 90 rpm, sem 

adição de CO2. Os cultivos foram inoculados com 10% v/v de pré-inóculo.  

 

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

Componente Concentração 

NaNO3 2,9mM 

MgSO4
.7H2O 0,3mM 

NaCl 0,4mM 

KH2PO4 1,3mM 

K2HPO4 0,4mM 

CaCl2
.2H2O 0,17mM 

ZnSO4
.7H2O 30,7µM 

MnCl2
.4H2O 7,3 µM 

MoO3 4,9 µM 

CuSO4
.5H2O 6,3 µM 

CoNO2
.6H2O 1,7 µM 

H3BO3 0,18mM 

EDTA 0,17mM 

KOH 0,18mM 

FeSO4
.7H2O 17,9mM 

Ácido cítrico 10mM 
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3.2. Extração de DNA 

As células foram precipitadas por centrifugação a 2.000g durante 30 minutos e 

congeladas em nitrogênio líquido.  O rompimento da parede e membrana celular foi feito 

por maceração da biomassa congelada em cadinho e pistilo de porcelana. O protocolo de 

isolamento do DNA foi realizado conforme descrito por Magneschi (2008). Após a 

maceração das células, adicionou-se 750µL de tampão 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 12.000g 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 líquido através de centrifugação a 13.000g 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. 

O DNA extraído foi quantificado em  NanoDrop  2000c e sua qualidade foi avaliada em gel 

de agarose 1%. 

 

3.3. Sequenciamento de DNA e montagem do genoma 

 A montagem, predição gênica e anotação automática foram feitas pela equipe de 

bioinformática do LGE – Laboratório de Genômica e Expressão – UNICAMP, sendo os 

principais envolvidos no trabalho os bioinformatas Lucas P. Parizzi e Leandro Costa 

Nascimento. 

Aproximadamente 23,9 milhões de reads paired-end com 2x76 pb foram 

produzidos a partir de fragmentos de 400pb de DNA utilizando o sequenciador Genome 

Analyzer IIx (Illumina). Adicionalmente, também foram produzidos aproximadamente 70,2 

milhões de reads mate-pairs com 2x50 pb a partir de fragmentos de DNA com 3.000 pb 

em um sequenciador HiSeq 2000 (Illumina). Os reads paired-end foram montados 

inicialmente utilizando o software Velvet (Zerbino et al., 2008) com um k-mer de 41. A 
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3.4. Predição gênica 

O genoma de Neochloris oleobundans foi anotado utilizando uma combinação de 

métodos: predição ab initio e predição comparativa. Para predição comparativa as 

proteínas de Chlorella variabilis foram alinhadas no genoma de Neochloris utilizando o 

software Exonerate (Slater & Birney, 2005). No caso da predição ab initio, a equipe de 

bioinformática rodou primeiramente o preditor Genemark (Lomsadze et al., 2005) em 

todas as sequências do genoma para conseguir um catálogo inicial de genes. A partir do 

resultado do Genemark, foram selecionadas, de maneira aleatória, 1.000 proteínas que 

serviram de treinamento para o preditor Augustus (Stanke et al., 2006). Para combinação 

dos resultados da predição comparativa e das predições ab initio foi utilizado o 

EVidenceModeler (Haas et al., 2008) considerando de maior importância a predição 

gerada pelo Augustus. 

 

3.5. Anotação e análise 

 O programa Autofact (Koski et al., 2005) foi escolhido para a realização de uma 

anotação automática dos genes preditos. A principal contribuição Autofact é a capacidade 

de retomar a anotação com base em pesquisas de similaridade de sequencia em várias 

bases de dados. Para isso, foi utilizado o procedimento BLASTX (Altschul et al., 1997; e-

value de corte de 1e-5) para alinhar os genes em bancos de dados de proteínas 

determinadas, incluindo: banco de dados não redundante (NR) do NCBI, uniref90 e 

uniref100 - bancos de dados contendo conjuntos agrupados de proteínas a partir do 

UniProt e o KEGG - um banco de dados de vias metabólicas (Kanehisa & Goto, 2000). O 

banco de dados de domínios conservados (CDD) juntamente com um RPSBLAST (e-value 

de corte: 1e-5) foi empregado para buscar homólogos dos genes de N. oleoabundans nas 

outras espécies de microalgas empregadas na análise de genômica comparativa.  

Para avaliar a composição de famílias gênicas, as proteínas de N. oleoabundans 

foram agrupados por similaridade de sequências usando o OrthoMCL (Li et al., 2003) 

versão 1.4. Para essa análise foram utilizados os datasets de proteínas dos seguintes 

organismos: Neochloris oleoabundans, Chlamydomonas reinhardtii (Merchant et al., 
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2007), Volvox carteri (Prochnik et al., 2010), Chlorella variabilis (Blanc et al., 2010), 

Ostreococcus lucimarinus (Palenik et al., 2007) e Nannochloropsis gaditana (Radakovits et 

al., 2012). 

Para predição de localização celular, o programa SignalP (Bendtesen et al., 2004) 

foi utilizado para identificar as proteínas de N. oleobundans com alta probabilidade de 

conter o peptídeo sinal (>= 90%). Depois, o resultado do SignalP foi filtrado usando o 

WoLF PSORT (Horton et al., 2007). 

A filogenia foi construída por máxima verossimilhança usando as sequências 

de rRNA nuclear 18S e 23S disponíveis já alinhadas na SILVA rRNA database 

(Pruesse et al., 2007). Foi usado o modelo de evolução GTR com correção gamma 

aproximada por quatro categorias e uma proporção de sítios invariantes estimada pelo 

programa. Este modelo foi escolhido por meio do Critério de Informação de Akaike (AIC) 

usando o script PERL MrAIC (Nylander 2019, distribuído pelo autor em  

http://www.abc.se/~nylander/mraic/mraic.html. O suporte dos ramos internos foi inferido 

com 1000 bootstraps. A filogenia foi computada usando o programa PhyML 3.0 (Guindon 

et al., 2010). 

http://www.abc.se/~nylander/mraic/mraic.html
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Implementação da linha de pesquisa 

 Em 2009 o LGE (Laboratório de Genômica e Expressão) passou a empregar a 

experiência adquirida ao longo dos anos em manipulação genética e biologia sintética no 

estudo das microalgas. Os primeiros passos na implementação dessa linha de pesquisa 

consistiram na escolha da espécie de microalga a ser estudada e na metodologia que seria 

empregada. 

 Com apoio da literatura científica, nosso grupo de pesquisa se propôs a trabalhar 

com a espécie com potencial biotecnológico Neochloris oleoabundans. Como se trata de 

uma espécie pouco estudada, 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). Os protocolos de interesse para os estudos do 

grupo disponíveis para C. reinhardtii foram adaptados e padronizados para a espécie 

estudada. Os dados de crescimento e acúmulo de lipídios relatados na literatura foram 

validados experimentalmente em nosso laboratório. 

 

4.2. Montagem do genoma 

 Após o sequenciamento do DNA, a montagem do genoma evidenciou a presença 

de sequencias bacterianas dentre as sequencias de Neochloris. Para a separação dos 

genomas os contigs obtidos na montagem tiveram fragmentos de 300pb identificados por 

similaridade como sendo de alga, bactéria, organelas (cloroplasto e mitocôndria) e no hits. 

Um mesmo fragmento pode ter similaridade com mais de uma destas categorias. Contigs 

pequenos com fragmentos mistos foram classificados como não identificados. Todos os 

scaffolds foram comparados quanto ao seu conteúdo GC e área de cobertura. Na figura 11 

é possível perceber uma clara separação entre os contigs de alga, bactéria e das 

organelas. Além disso, todos os no hits encontrados são pertencentes à Neochloris 

oleoabundans. Devido à presença de 15578 contigs muito pequenos e fragmentados a 
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descontaminação da cultura. A dificuldade encontrada ao separar esses dois organismos 

sugere que a presença da bactéria pode não ser um evento isolado resultante de 

contaminação. 

 As sequencias de origem bacteriana foram então utilizadas em uma nova 

montagem, resultando em 471 scaffolds e genoma de tamanho aproximado de 3,7 Mb. 

Este tamanho de genoma é condizente com o observado nas outras espécies 

sequenciadas do gênero Brevundimonas, B. diminuta (3,24 Mb; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/2821), B. subvibrioides (3,45 Mb; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/1931) e Brevundimonas sp. BAL3 (3,64 Mb; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/13676). 

 Park e colaboradores observaram, em 2008, a simbiose entre uma bactéria do 

gênero Brevundimonas e a alga verde Chlorella ellipsoidea e, apesar da natureza da 

relação entre as duas espécies não ter sido explorada neste estudo, os autores sugerem 

que a presença da bactéria pode ajudar a fornecer cobalamina (vitamina B12) para a alga. 

Eles também afirmam que as associações são espécie-específicas e uma bactéria que 

contribui para o crescimento de uma espécie de alga, como é o caso apresentado no 

estudo, pode comprometer grandemente o crescimento de outra espécie. Em 2005, Croft 

e colaboradores realizaram um amplo estudo em que constataram que, de mais de 300 

espécies de algas analisadas, 171 espécies necessitam de uma fonte externa de vitamina 

B12. Assim, é possível que este mesmo tipo de relação simbiótica ocorra em outros grupos 

de algas.  

 Neste contexto, imaginou-se que poderia estar ocorrendo uma associação de 

natureza semelhante entre Neochloris e a bactéria identificada em nossa análise do 

genoma. O estudo de Croft e colaboradores indica que a principal função da cobalamina 

em algas é atuar como cofator da enzima metionina sintase, sendo que existe a versão 

dependente e independente dessa proteína. No estudo, verificou-se que as algas que 

dependem da vitamina perderam a versão independente da enzima, diferentemente do 

que ocorre nas espécies auxotróficas. Das 154 Chlorophytas estudadas, apenas 49 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/2821
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/1931
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/13676
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espécies necessitam de suplementação de B12, indicando que esse não é um fenômeno 

comum nas algas verdes.  

 Ao observar que cinco espécies do gênero Neochloris entraram no estudo e não 

apresentam a dependência do cofator, concluiu-se que esse tipo de associação não deve 

ocorrer com a espécie sequenciada pelo nosso grupo (Croft et al., 2005). Essa hipótese foi 

corroborada ao identificarmos cópias do gene metE – metionina sintase independente de 

cobalamina no genoma de Neochloris oleoabundans. A versão dependente do cofator 

também está presente no genoma, como ocorre nas outras espécies estudadas por Croft e 

colaboradores. Além disso, há famílias de alguns genes relacionados à síntese de B12 em 

N. oleoabundans (tabela 2).  

 

Tabela 2: Genes envolvidos no metabolismo de cobalamina presentes no genoma de Neochloris 

oleoabundans. 

Gene  Anotação  

Gene7387  cobalamin synthesis protein P47K  

Gene8284  cobalamin synthesis protein/P47K  

Gene9529  cobalamin synthesis protein P47K  

Gene867  cobalamin synthesis protein P47K  

Gene7968  Cobalamin biosynthesis CobW-like protein  

Gene6748  Cobalamine-independent methonine synthase,MetE, EC:2.1.1.14  

Gene9430  Cobalamine-independent methonine synthase,MetE, EC:2.1.1.14  

Gene7184   METH1; cobalamin-dependent methionine synthase (EC:2.1.1.13); K00548  

Gene1775  METH1; cobalamin-dependent methionine synthase (EC:2.1.1.13); K00548  

 

 Assim, apesar da presença da bactéria identificada como Brevundimonas ter sido 

observada nas culturas de Neochloris, a natureza desta relação parece constituir um 

tópico complexo. Sua investigação pode ser objeto de estudos futuros, de forma que este 

tema não será aprofundado no presente trabalho. 

 Para as etapas seguintes de anotação e análise do genoma, apenas as sequencias 

provenientes de N. oleoabundans foram utilizadas. Os genomas de cloroplasto e 

mitocôndria não foram estudados nesse trabalho.  
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4.3. Predição gênica 

 Após os procedimentos de montagem do genoma de N. oleoabundans, os scaffolds 

obtidos foram analisados por três programas de predição gênica, resultando na predição 

final. Os principais resultados desta análise estão apresentados na tabela 3.  

 

Tabela 3: Estatísticas do genoma. 

Estatísticas do genoma nuclear de Neochloris oleoabundans 

Tamanho estimado do genoma 40.201,792 pb (40,2 Mb) 

Número de scaffolds 1.544 

N50 115.608 pb (99 scaffolds) 

Tamanho médio do scaffold 26.037,43 pb 

Maior scaffold 619.196 pb 

Conteúdo GC (genoma) 57,32% 

Conteúdo GC (codante) 62,56% 

Estatísticas de predição gênica de Neochloris oleoabundans 

Número de genes 10.006 

Tamanho médio do gene 1.269,95 pb 

Genes anotados (banco de dados NR) 8.526 (85,22%) 

Éxons por gene 7,71 

Tamanho médio do éxon 164,64 pb 

Íntrons por gene 6,71 

 

 Durante a análise do genoma de N. oleoabundans, houve certa dificuldade em 

obter dados relativos a outras algas, tanto devido à falta de estudos envolvendo 

transcriptomas e proteomas, como pela ocorrência de poucos projetos genomas 

disponíveis em bancos públicos. Na data 15/07/2012, consulta ao NCBI revelou a 

existência de 10 genomas completos e 10 em andamento 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome?term=chlorophyta) e, destes, a maioria se 

encontra pouco anotada. Desta forma, buscou-se avaliar os resultados da presente 

montagem e predição gênica com base nestes dados disponíveis. A figura 12 apresenta 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome?term=chlorophyta
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C. variabilis é filogeneticamente bastante próxima de N. oleoabundans, portanto a 

semelhança das características genômicas de ambas já seria esperada. O mesmo não pode 

ser dito de N. gaditana, a qual pertence a um grupo filogenético mais distante. 

Entretanto, como esta espécie também apresenta comportamento oleaginoso, 

considerou-se bastante relevante a observação da similaridade da densidade gênica entre 

ambas as espécies. Isto poderia indicar uma convergência entre características genômicas 

destas algas oleaginosas.  

 

4.4. Genômica comparativa 

 Para identificar novas características e tentar encontrar genes que possam 

justificar a condição oleaginosa da microalga estudada, foram determinados quais genes 

possuem ortólogos nas algas verdes Chlorella variabilis NC64A38 (Blanc et al., 2010), 

Chlamydomonas reinhardtii (Merchant et al., 2007), Ostreococcus lucimarinus (Palenik et 

al., 2007) e Volvox carteri (Prochnik et al., 2010) e na Eustigmatophyta  oleaginosa 

Nannochloropsis  gaditana (Radakovits et al., 2012).  

 Essas espécies de Chlorophytas foram escolhidas por serem filogeneticamente 

mais próximas da alga estudada, conforme apresentado pela figura 13. Enquanto C. 

variabilis e C. reinhardtii foram incluídas por possuírem genomas mais estudados e bem 

anotados, as demais algas verdes foram incluídas para auxiliarem na anotação das famílias 

e dos genes que não são comuns entre essas espécies. 
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das demais que entraram na comparação, embora deva ser considerada a maior 

disponibilidade de genomas de plantas terrestres. 

 A comparação entre os genes destas cinco espécies de alga gerou um resultado 

bastante peculiar. As famílias gênicas obtidas são muito pequenas, sendo que a maior 

família de N. oleoabundans possui apenas oito genes.  

 As outras espécies de alga apresentaram dados semelhantes, levando em 

consideração o tamanho do genoma de cada espécie, fato esse que levou à análise das 

famílias de genes ortólogos em diversas espécies de microalgas. A planta Arabidopsis 

thaliana também foi analisada para fins de comparação, uma vez que apresenta grandes 

famílias gênicas (Swarbreck et al., 2008). A tabela 4 apresenta estes resultados. 

 

Tabela 4: Porcentagem do genoma de diversas algas e A. thaliana contidas em famílias ortólogas 
classificadas por tamanho. 

 

 Como pode ser visto na tabela 4, em todas as espécies de alga analisadas a maior 

fração do genoma não apresenta expansões. Dentre os genes que apresentam expansão, 

a maioria constitui famílias com apenas dois genes. Esta condição se inverte em A. 

thaliana, em que a maioria das famílias expandidas apresenta mais de três genes. Este 

resultado sugere que a ocorrência de famílias pequenas pode ser uma peculiaridade de 

algas. 

 As espécies utilizadas na comparação possuem diversas famílias ortólogas comuns 

a todas elas. Assim, foi realizada uma comparação mais detalhada entre Neochloris, 

% de genes 
em famílias 
com 

N. 

oleoabundans 

C. 

variabillis 

C. 

reinhardtii 

 

O. lucimarinus 

 

O. tauri 

Micromonas 

sp. 

V. carteri 

2 genes 10,0 8,7 6,3 7,5 4,5 5,7 4,3 

3 genes 1,6 1,9 1,8 0,9 0,5 1,1 1,1 

mais de 3 1,1 3,5 3,5 0,3 0,1 1,2 2,8 

        

% de genes 
em famílias 
com 

 

C. merolae 

T. 

pseudonana 

P. 

tricornutum 

A. 

anophagefferens 

E. 

siliculosus 

 

N. gaditana 

A. 

thaliana 

2 genes 5,9 5,2 5,5 6,4 4,7 5,1 6,0 

3 genes 0,8 1,5 1,4 2,1 1,2 1,1 3,5 

mais de 3 1,0 1,5 0,9 2,8 3,3 0,5 13,2 
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Chlamydomonas, Chlorella e Nannochloropsis, cujos resultados estão apresentados na 

figura 15. 

 

 

Figura 15: Diagrama de Venn mostrando as famílias de genes ortólogos encontradas na espécie estudada N. 

oleoabundans, na espécie filogeneticamente mais próxima C. variabilis, no organismo modelo C. reinhardtii 

e na alga oleaginosa N. gaditana. 

 

 Foram encontradas 2023 famílias presentes nas quatro espécies. Ao analisar os 

genes que compõem estas famílias, observou-se que as principais funções desses genes 

são a fotossíntese e síntese de pigmentos. Este resultado constitui uma observação 

esperada, uma vez que todas as espécies avaliadas são fotossintetizantes.  

 Após a divergência de Chlorella, Chlamydomonas e Neochloris, 2.225 famílias se 

mantiveram comuns apenas entre essas espécies, mostrando que embora ainda exista 

uma grande semelhança genética entre elas, ela não está relacionada com a capacidade 

de acúmulo de lipídios. 

 A espécie que possui o maior número de famílias exclusivas é Chlamydomonas 

reinhardtii, com 4060 famílias, seguida por Nannochloropsis (355 famílias), Chlorella (190) 

e Neochloris (108). Esta observação é esperada, uma vez que Chlamydomonas possui o 

maior genoma. 

  A semelhança existente entre N. oleoabundans e C. variabilis aparece mais uma 

vez ao observarmos 1.566 famílias em comum entre as duas espécies. Tais famílias 
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apresentam as mais diversas funções, mas quase 1.000 delas são formadas apenas por 

proteínas hipotéticas. 

 A figura 15 também mostra 19 famílias compartilhadas apenas por 

Nannochloropsis e Neochloris. A tabela 5 apresenta a descrição destas famílias. 

 

Tabela 5: Anotação das famílias gênicas encontradas apenas em Nannochloropsis gaditana (N. g.) e 
Neochloris oleoabundans (N. o.) e o número de genes contido em cada família. 

N. g. N. o. Anotação Função 

5  1  Fator de transcrição nuclear Y subunidade alpha  Fator de transcrição  

3  1  Proteína hipotética  Não identificada  

2  1  
Proteína da família peptidase C53 - tripeptidil-peptidase I 
(EC:3.4.14.9) K01279  

Hidrolase lisossomal  

1  1  serina/treonina quinase 19 (EC:2.7.11.1) K08880  Quinase  

1  1  Proteína de manutenção estrutural do cromossomo 4  Manutenção estrutural de cromossomos 

1  1  Cassete de ligação ao ATP, sub-família E, membro 1  Biogênese de ribossomos  

1  1  Fenilalanil-tRNA sintetase (EC:6.1.1.20) K01889  Síntese de RNA transportador  

1  1  Dineína flagelar cadeia gama  Proteína de ligação ao GTP  

1  1  RNA helicase DHX8/PRP ATP-dependente (EC:3.6.4.13) K12818  Splicing de RNA  

1  1  Proteína de ligação ao GTP  Proteína de ligação ao GTP  

1  1  Esterase / lipase (EC:3.1.1.-) K01066  Metabolismo de lipídios  

1  1  N4-(beta-N-acetilglicosaminil)-L-asparaginase (EC:3.5.1.26) K01444  Hidrolase lisosomal  

1  1  p300/CBP acetil-transferase; (EC:2.3.1.48) K04498  Ciclo celular  

1  1  
glutamato sintase (NADPH/NADH) small chain K00266 
(EC:1.4.1.13/1.4.1.14) 

Metabolismo de nitrogênio  

1  1  Histona H4 K11254  Histona  

1  1  Batenina; proteína cln3-like K12389  Hidrolase lisossomal  

1  1  
 2-succinil-6-hidroxi2,4-ciclohexadieno-1-carboxilato sintase  
(EC 4.2.99.20)  

Síntese de vitamina K2  

1  1  Oxidase de álcool graxo de cadeia longa  Metabolismo de lipídios  

 

 Ao analisar as categorias funcionais representadas por estas famílias, observou-se 

que os genes compartilhados entre as duas algas oleaginosas apresentam funções 

biológicas diversas, como organização de cromossomos, regulação de processos celulares 

e regulação da transcrição do DNA. Em relação ao metabolismo de lipídios, o qual se 

esperava estar bem representado entre as famílias gênicas conservadas nas duas espécies 
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oleaginosas, foram encontradas apenas duas famílias: uma esterase/lípase e uma oxidase 

de álcool graxos. 

 Foi encontrada também uma glutamato sintase (EC: 1.4.1.13, 1.4.1.14), enzima que 

utiliza o glutamato para sintetizar glutamina e α-ketoglutarato, sendo o último um 

composto intermediário no ciclo de Krebs. A amônia é utilizada como cofator da reação 

que é uma das vias responsáveis pelo metabolismo de nitrogênio na célula. Essa 

semelhança pode estar relacionada com a resposta bastante significativa das duas 

espécies à privação de nitrogênio, resultando em maior acúmulo lipídico.  

 A presença de três famílias com função de hidrolases lisossomais é curiosa, em 

especial a oxidase de álcool graxo que atua na β-oxidação de ácidos graxos e a família de 

esterase/lípase que também está envolvida na degradação desses compostos.  

 A proteína hipotética encontrada deveria ser alvo de maiores estudos, uma vez 

que não pôde ser identificada, pois sua função poderia estar relacionada com o fenótipo 

de interesse. 

 A ausência de famílias que indiquem a natureza do comportamento comum entre 

as duas espécies no acúmulo de óleo pode ter ocorrido pela grande distância evolutiva 

existente entre elas. Houve uma convergência de fenótipo, mas não no genoma, sendo 

que as duas mantiveram, diferentemente das outras espécies, apenas genes relacionados 

com a degradação dos compostos de interesse e diversas famílias relacionadas com 

funções basais da célula. 

 A busca por indícios da causa do fenótipo de interesse passou então para as 

famílias gênicas exclusivas de Neochloris oleoabundans, ou seja, cujos ortólogos não estão 

presentes nas demais algas estudadas. Também foram analisadas famílias gênicas 

exclusivas obtidas através do banco de dados de domínios conservados (CDD), de modo 

que diversas outras famílias encontradas somente no genoma estudado foram 

identificadas.  

 De acordo com os resultados desta análise, foram encontradas 68 famílias 

exclusivas a N. oleoabundans, das quais apenas 12 puderam ser identificadas (tabela 6). 

Das famílias restantes, 20 são formadas por proteínas hipotéticas e 36 por no hits.  



 

43 

Tabela 6: Anotação das famílias gênicas encontradas apenas em Neochloris oleoabundans e o número de 
genes contido em cada família. As famílias marcadas com um asterisco (*) foram obtidas a partir de análise 
do CDD e as demais foram obtidas a partir do OrthoMCL. 

 

Número de genes Anotação 

6 serina/treonina proteína quinase 

4 ATPases da classe AAA+ 

3 glicosiltransferase putativa 

2 Quitinase 

2 Hedgehog 

2 RNase T2 

2 Preniltransferase 

2 PAS/PAC sensor protein 

2 Quitosanase 

2 cisteína peptidase 

2 fosfolipase A2 

2 6-fosfogliconolactonase (EC: 3.1.1.31) 

3 CESA like * 

1 Glutamato sintase (EC: 1.4.1.13)* 

 

 Dentre os resultados obtidos, foi considerada mais interessante a identificação de 

uma família semelhante à celulose sintase (CESA-like). O homólogo da proteína de 

Arabidopsis CESA-like está presente em duas cópias no genoma de N. oleoabundans. Essa 

família é membro da superfamília celulose sintase e ainda não tem sua função 

completamente determinada, mas em algumas plantas sabe-se que está envolvida na 

síntese de hemicelulose (Yin et al., 2009). Este resultado sugere que a parede celular de N. 

oleoabundans poderia ser formada por esse polissacarídeo. Isto constituiria uma 

característica particular desta espécie, pois sabe-se que tanto Chlamydomonas quanto 

Chlorella não apresentam hemicelulose em suas paredes celulares (Harris, 2009; Blanc et 

al., 2010).  

 Outra peculiaridade de Neochloris é a presença de quitinases e quitosanases, uma 

vez que quitina e compostos quitina-like são raros em paredes celulares de alga (Herth et 

al., 1986), mas já foram observados em Chlorella. Nessa última, a parede celular é 
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formada por quitina e quitosana, sendo que ela possui tanto os genes necessários para 

sua síntese como para seu remodelamento (Blanc et al., 2010). Curiosamente, apesar de 

terem sido identificados os genes de remodelamento em Neochloris (quitosanase e 

quitinase), só foi possível identificar genes que codificam para a síntese de quitina. A 

presença de duas cópias de quitina sintase no genoma sugere que esse polissacarídeo, 

assim como a hemicelulose, pode ser um constituinte da parede celular da alga estudada. 

 Uma vez que não foi possível identificar os genes responsáveis pela síntese de 

quitosana, imaginou-se qual seria a função exercida por essa enzima. Uma possibilidade é 

sua atuação, semelhante ao que ocorre em planta (Wang, et al., 2007), como mecanismo 

de defesa contra outros microrganismos contidos no plâncton, como fungos e pequenos 

crustáceos, os quais possuem quitosana na parede celular. Deve-se ressaltar que a não 

observação de genes associados à síntese de quitosana não significa necessariamente a 

sua ausência, uma vez que o genoma possui diversos gaps na sua montagem. Além disso, 

é necessário um estudo mais detalhado dessa quitosanase para precisar sua função nas 

células de Neochloris. 

 Outro resultado considerado bastante interessante foi a identificação de duas 

cópias do gene que codifica a proteína sinalizatória Hedgehog (HH). A via de sinalização 

HH é fundamental para a diferenciação e proliferação celular no desenvolvimento animal. 

Há relatos de que mutações nessa via causam defeitos congênitos e vários tipos de câncer 

(Ingham et al., 2011). A molécula chave dessa via é HH, um ligante secretado que atua 

como morfógeno. A mais difundida e bem caracterizada resposta das células à sinalização 

HH é a regulação positiva da transcrição de genes-alvo cuja identidade varia entre as 

espécies (Ingham et al., 2011). 

 Estruturalmente, HH é uma proteína de 45kD composta por dois domínios (figura 

16): o de sinalização amino-terminal e o de autoprocessamento carboxi-terminal (Bürglin, 

2008). Sua atividade sinalizatória depende da porção N-terminal, denominada Hedge ou 

HH-N, a qual possui a pouco usual propriedade de se ligar covalentemente a uma 

molécula de colesterol. A porção C-terminal é denominada Hog ou HH-C, e sua única 

função conhecida é promover uma reação de autoprocessamento. Este domínio possui 
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uma região de similaridade com a sequência de inteínas de self-splicing denominado Hint 

(Ingham et al., 2011), o qual está presente nos dois genes de Neochloris. 

 

 

Figura 16: A proteína Hedgehog (HH) inteira é composta de dois domínios distintos: o domínio amino-
terminal 'Hedge' (mostrado em verde escuro) e o domínio 'Hog' carboxi-terminal (mostrado em azul), ambos 
os quais são também encontrados em outras proteínas que não são membros da família HH (Ingham et al., 
2011). 

 

 A capacidade do domínio Hog de processar proteínas secretadas parece ser 

evolutivamente ancestral. Já foram identificados domínios Hog em diversos organismos 

como algas vermelhas, dinoflagelados, musgos, Alveolata e entre os metazoa, mas não em 

plantas superiores (Koonin, 1995). Somente eumetazoários fazem a associação dos 

domínios Hedge e Hog na forma em que as proteínas HH apareceram pela primeira vez 

(Bürglin, 2008). 

 Apesar de haver relatos da presença de proteínas da via HH em eucariotos 

ancestrais, nunca foi relatada a presença desses genes em algas verdes (Ingham et al., 

2011). Entretanto, a anotação automática dos genes de N. oleoabundans indicou a 

presença de vários componentes desta via de sinalização (figura 17). Para confirmar tais 

resultados, toda a via HH foi analisada manualmente. 
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4.5. Análise funcional 

 A última análise conduzida utilizando os dados do genoma de N. oleoabundans, e 

uma das principais do ponto de vista de seu uso como plataforma biotecnológica na 

produção de biocombustíveis, foi sua reconstrução metabólica.  

 Em resumo, com base nas informações relativas à presença ou não de genes no 

genoma de N. oleoabundans foi possível identificar quais as vias metabólicas presentes 

nesta espécie. A figura 18 apresenta as principais vias de interesse deste trabalho. 
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as enzimas presentes nestas vias. A tabela apresentada no Anexo I detalha estes 

resultados. 

 Tal mapeamento permitiu comparar o número de cópias dos diversos genes 

envolvidos nos processos de interesse permitiu levantar vias e moléculas-chave para 

estudos mais detalhados. 

 Na figura 18 foram correlacionadas as vias da fotossíntese, fixação de carbono, 

glicólise, ciclo TCA, fixação de nitrogênio, síntese de ácidos graxos e síntese de TAG. 

Através da observação da mesma é possível compreender o caminho mais provável do 

carbono dentro de uma célula de N. oleoabundans, desde sua entrada como dióxido de 

carbono (CO2) ou íons bicarbonato (HCO3
-) dissolvidos na água, até sua incorporação em 

uma molécula de triacilglicerol (TAG).  

 Complementando esta análise com a investigação do número de cópias de cada 

gene (tabela 7), foi possível perceber que algumas vias, como a glicólise, possuem 

praticamente todos os seus genes expandidos em Neochloris em comparação com as 

outras algas analisadas. Isso pode ser um indicativo de que essa espécie possui uma 

grande eficiência na quebra de glicose, além de alguns dos genes contidos na via também 

participarem da fixação de carbono, que é outra via metabólica em que quase todos os 

genes envolvidos aparecem com mais cópias na espécie estudada.  
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Tabela 7: Genes das vias mostradas na figura 18 que aparecem em maior número de cópias no genoma de 
Neochloris oleoabundans (N.o) quando comparada com Volvox carteri (V.c.), Chlamydomonas reinhardtii 
(C.r.), Chlorella variabilis (C.v.), Ostreococcus lucimarinus (O.l.) e Nannochloropsis gaditana (N.g.). 

Reação Função  KO EC number N.o V. c C.r C.v O.l N.g. 

2 Hexokinase  K00844 2.7.1.1 1 0 0 0 0 0 

4 6-phosphofructokinase  K00850 2.7.1.11 3 2 2 2 2 0 

8 glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase  K00134 1.2.1.12 4 2 2 3 1 2 

10 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (NADP)  K00131 1.2.1.9 2 1 1 1 1 1 

11 2,3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase   K15633 5.4.2.1 4 3 3 2 1 0 

21 pyruvate carboxylase  K01958 6.4.1.1 2 1 1 1 1 1 

22 NAD-dependent malate dehydrogenase  K00025 1.1.1.37 2 1 0 0 1 0 

31 aconitate hydratase   K01681 4.2.1.3 1 0 0 0 0 0 

37 succinate dehydrogenase flavoprotein subunit   K00234 1.3.5.1 2 1 1 1 1 1 

14 phosphoenolpyruvate carboxykinase (ATP)  K01610 4.1.1.49 1 0 0 0 0 1 

41 glutamate synthase (ferredoxin)  K00284 1.4.7.1 2 0 0 1 0 0 

47 nitrate reductase (NADH)  K00360 1.7.1.1 4 1 2 1 3 1 

50 acetyl-CoA carboxylase  K11262 6.4.1.2 6 5 3 5 1 4 

51 malonyl-CoA:ACP-trans-acylase  K00645 2.3.1.39 3 2 2 2 2 1 

62 glycerol-3-phosphate dehydrogenase (NAD(P)+)  K00057 1.1.1.94 3 2 2 2 2 2 

64 AMP deaminase  K01490 3.5.4.6 2 1 1 1 1 0 

 

 Caso o maior número de cópias esteja refletindo um aumento da intensidade de 

expressão gênica dos genes que codificam cada uma dessas enzimas, fato esse que é 

impossível determinar apenas com a análise do genoma, então seria possível supor que N. 

oleoabundans apresenta uma alta capacidade de fixação do CO2 atmosférico em cadeias 

carbônicas, além de uma alta eficiência na quebra de tais moléculas para obtenção de 

energia.  

 Além disso, essas vias fornecem os substratos para as mais diversas reações 

metabólicas celulares, entre elas a síntese de TAG. As duas primeiras enzimas da via de 

síntese de lipídios (figura 18; 50,51) são as responsáveis pelo comprometimento do acetil-

CoA com a síntese de ácidos graxos, já que essa substância também participa de diversas 

outras reações metabólicas importantes. O fato de essas enzimas apresentarem um maior 

número de cópias na espécie estudada pode indicar que a alta capacidade de produção de 

acetil-CoA pode ser canalizada para a maior síntese de lipídios e, consequentemente, TAG. 
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 É importante ressaltar a grande distância evolutiva entre a espécie 

Nannochloropsis gaditana e a alga verde estudada. Consequentemente, muitos dos genes 

de N. gaditana, embora apresentem as mesmas funções, possuem sequencias tão 

distintas das presentes na espécie estudada que não permitem seu agrupamento como 

sequencias ortólogas. Tal fato é a razão de N. gaditana apresentar tão poucas cópias dos 

genes de síntese e ainda assim ser produtiva. Essa espécie apresenta também genes que 

realizam essas mesmas funções, mas são muito distintos de Neochloris para entrar na 

comparação. 

 

4.5.1. Privação de nitrogênio 

 Foi possível identificar a possível relação entre a privação de nitrogênio e a síntese 

de TAG (figura 18, vias marcadas em vermelho) a partir de um modelo descrito para 

leveduras oleaginosas (Rossi et al., 2011). De acordo com este modelo, a limitação de 

nitrogênio ativa a enzima AMP deaminase que fornece amônia para a célula em privação a 

partir de AMP. Como consequência, a concentração de AMP mitocondrial diminui, 

causando queda na atividade da enzima isocitrato desidrogenase. O ciclo de TCA é então 

bloqueado no nível de isocitrato, que se acumula e é convertido a citrato através da 

aconitase. O excesso de citrato no ciclo TCA é exportado para fora da mitocôndria através 

do antiporte malato / citrato.  A enzima citosólica ATP-citrato liase (ACL) cliva o citrato em 

oxaloacetato e acetil-CoA, que é posteriormente convertido em piruvato. Esse é 

transportado para o cloroplasto onde é direcionado para a síntese de lipídios (Ratledge & 

Wynn, 2002).  

 O fato de que os genes codantes da AMP deaminase e da aconitase estarem 

presentes em maior número de cópias em Neochloris oleoabundans, mostram que esse 

deve ser um caminho de sinalização importante para essa alga. Considerando que essa 

alga possui famílias gênicas pequenas e justamente esses genes aparecem em maior 

número de cópias que as demais espécies com baixo acúmulo lipídico, esse parece ser um 

forte indício da origem de sua alta capacidade para acúmulo de óleo. 
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4.5.2. Remodelamento de membranas celulares 

 Foi demonstrado que a privação de nitrogênio, além de levar ao acúmulo de TAG, 

ocasiona mudanças estruturais e quebra de membranas intracelulares como as dos 

tilacóides e do retículo endoplasmático (Martin et al., 1976; Moellering & Benning, 2010). 

Essas alterações foram comprovadas pelo transcriptoma de Chlamydomonas reinhardtii 

realizado em privação de nitrogênio (Miller et al., 2010) e há muitos indícios de que o 

mesmo ocorra em Neochloris oleoabundans. Após algum tempo de privação, a cultura que 

normalmente é verde-clara passa a ter uma coloração levemente amarelada, indicando 

que pode estar havendo degradação de membranas e pigmentos do cloroplasto. 

 Há relatos de que em plantas, durante a senescência ou stress por privação de 

nitrogênio, membranas de tilacóides no cloroplasto são desintegradas e a clorofila e os 

galactolipídios são quebrados, resultando no acúmulo de intermediários tóxicos, como 

tetrapirroles, fitol e ácidos graxos livres (Lippold et al., 2012). Cerca de 80% do nitrogênio 

contido em uma folha está localizado no cloroplasto e essa quebra serve para liberar esse 

e outros compostos para os novos órgãos da planta (Liu & Bassham, 2012). Nessas 

condições, uma grande proporção do fitol e dos ácidos graxos são convertidos em ácidos 

graxos fitilo ésteres e TAG para evitar os efeitos tóxicos de tais substâncias.  

 Consistente com a teoria de que o remodelamento de membranas é uma das 

mudanças ocasionadas pela privação de nitrogênio, no transcriptoma de Chlamydomonas 

os transcritos que tiveram maior aumento de expressão codificam genes para lipases 

putativas (Miller et al., 2010). A presença de 66 lipases putativas encontradas no genoma 

de Neochloris sugere que esse fenômeno poderia ocorrer de maneira similar ao descrito 

em Chlamydomonas e em folhas senescentes. Infelizmente, entretanto, não é possível 

determinar somente com base na análise do genoma quais são as lipases envolvidas nesse 

processo, uma vez que as mesmas não são bem caracterizadas em microalgas e nem o 

transcriptoma de Chlamydomonas conseguiu determinar quais, dentre as muitas lipases 

encontradas nessa alga, atuariam no processo de quebra de membranas celulares.  
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 Outras enzimas podem estar envolvidas com a relação entre privação de 

nitrogênio e o remodelamento de paredes celulares, como a acil-ACP tioesterase (FAT1) e 

a diacilglicerol acil-transferase (DGAT).  

 O gene FAT1 foi encontrado no genoma de N. oleoabundans e foi reportado um 

aumento de seus níveis de expressão em Chlamydomonas após a privação de nitrogênio 

(quase 4 vezes; Miller et al., 2010). A reação catalisada por FAT1 termina a biossíntese de 

ácidos graxos pela separação da cadeia acil do ACP. Essa reação compete com a direta 

transacilação do ACP pela glicerol-3-fosfato aciltransferase para a formação de 

fosfatidato. Um aumento na atividade de FAT1, desse modo, poderia indicar um aumento 

da exportação de ácidos graxos do cloroplasto para o retículo endoplasmático, onde a 

montagem de TAG ocorre, já que acil-ACPs precisam ser hidrolisados antes da exportação 

(Pollard & Ohlrogge, 1999).  

 Apesar da impossibilidade de inferir os níveis de atividade dessa enzima nesse 

trabalho, a presença no genoma de N. oleabundans de um gene FAT1 completo e, 

portanto, potencialmente funcional, sugere que o aumento da síntese de lipídios poderia 

ocorrer também a partir da quebra de ácidos graxos de membrana. 

 O outro gene chave identificado é o que codifica DGAT, enzima responsável pela 

etapa de comprometimento dos ácidos graxos livres com a síntese de TAG. Este gene 

parece estar expandido em todas as espécies de algas estudadas, estando presente em 

três cópias em Neochloris. Dentre os cinco genes putativos identificados na versão 4.0 do 

genoma de Chlamydomonas reinhardtii, foram identificados somente quatro destes genes 

transcritos nos transcriptomas estudados por Miller e colegas, 2010. Interessantemente, a 

expressão de um desses genes foi quase completamente suprimida em condições de 

suplementação de N, mas mostrou um grande aumento na abundância de transcritos 

após a privação de nitrogênio (Miller et al., 2010). Assim, apesar da expressão desta 

família de genes parecer ser regulada pela presença ou não de nitrogênio, a natureza 

desta regulação pode não depender da quantidade de cópias presentes no genoma.  

 Isso indica a possibilidade de que apenas um gene putativo, dos três encontrados 

no genoma de N. oleoabundans, atuaria na condição de stress fazendo com que com os 
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ácidos graxos livres, tanto da síntese de novo quanto oriundos da quebra de membranas 

sejam direcionados para a síntese de TAG. 

 

4.5.3. Mecanismos de fixação de carbono 

 Foram investigados também os mecanismos pelos quais a alga N. oleoabundans 

assimila o CO2 em compostos de interesse. Os possíveis mecanismos empregados para a 

fixação de carbono variam entre as microalgas. Nos organismos mais estudados, como 

Chlamydomonas e Chlorella, o processo conta com apenas uma etapa, em que a ribulose-

1,5-bifosfato é o aceptor primário do CO2, sendo convertido em duas moléculas de três 

carbonos (3-fosfoglicerato) pela enzima Rubisco (Kutschera & Niklas, 2007).  

 Este mecanismo, denominado C3, foi descrito pela primeira vez em uma espécie 

do gênero Chlorella no final dos anos 50, por Calvin e colaboradores, fazendo que o ciclo 

por ele descrito levasse seu nome (Calvin, 1958). Recentemente, com o aumento na 

quantidade de genomas sequenciados de microalgas, foi possível observar que o 

mecanismo C3 não é o único existente entre esses organismos. Em algumas espécies 

foram encontrados genes que participam de um mecanismo mais complexo de fixação de 

carbono, em que o CO2 é convertido em uma molécula de quatro carbonos em duas 

etapas. 

 Esse mecanismo, conhecido como C4, foi descrito por Karpilov e colaboradores no 

começo dos anos 60 e está presente em diversas plantas superiores, como milho, cana-de-

açúcar e sorgo (Karpilov, 1960). No mecanismo C4 o CO2 é inicialmente fixado em células 

do mesófilo em oxaloacetato, o qual é posteriormente reduzido a malato pela NADP-

malato desidrogenase (30; figura 18). O malato é então transportado para as células da 

bainha vascular e, no cloroplasto dessas células, é decarboxilado pela enzima málica NAD-

dependente, formando piruvato, CO2 e NADPH (Pessarakli, 2005). 

 Primeiramente, pensava-se haver a necessidade de separação espacial das reações 

que caracterizam o mecanismo C4, mas algumas espécies de microalgas aparentemente 

possuem um mecanismo semelhante ao descrito acima, utilizando bombas de transporte 

ativo de bicarbonato para concentrar o CO2 no cloroplasto, região de atuação da enzima 
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Rubisco. Neste caso, portanto a separação espacial ocorre entre compartimentos 

intracelulares, e não entre células específicas. Esse mecanismo é chamado C4-like e foi 

descrito no genoma de N. gaditana (Radakovits et al., 2012). 

 Assim, buscou-se investigar se o mecanismo C4-like poderia ser o mecanismo de 

fixação de carbono em Neochloris oleoabundans, apesar de ser esperado encontrar 

apenas o mecanismo C3, já que as espécies filogeneticamente mais próximas de N. 

oleoabundans utilizam esse mecanismo. Entretanto, foram encontradas todas as enzimas 

necessárias para a fixação de carbono por C4-like descritas para Nannochloropsis 

gaditana, sugerindo ser este o mecanismo preferencialmente adotado por N. 

oleoabundans. Foram identificados tanto os genes que viabilizam a fixação de carbono por 

C4-like, como as anidrases carbônicas, enzimas responsáveis pela interconversão do CO2 

em bicarbonato, além de um transportador de bicarbonato no cloroplasto, entretanto não 

foi localizada a anidrase carbônica localizada no cloroplasto, a qual parece ser necessária 

para converter o bicarbonato em CO2 neste compartimento e, assim, concentrando esse 

gás para a Rubisco.  

 Sendo assim, não é possível afirmar somente com a análise do genoma qual o 

mecanismo mais empregado por Neochloris. Esta espécie de alga poderia empregar o 

mecanismo C3 e utilizar os genes de C4 como anapleróticos (reposição) dos intermediários 

do ciclo TCA, conforme descrito em Chlamydomonas (Reinfelder et al., 2004), ou ainda 

poderia utilizar ambos os  mecanismos, C3 e C4, sendo C3 o principal e C4 em baixas 

concentrações de CO2, como no caso descrito em Ostreococcus (Xu et al., 2012). Poderia 

ainda apresentar exclusivamente o mecanismo C4, como descrito em N. gaditana, ou 

exclusivamente C3 como descrito em Chlorella. 

 É importante investigar esse mecanismo a fundo, pois plantas C4 são uma 

sofisticação evolutiva de C3, garantindo altas taxas de fotossíntese mesmo quando a 

concentração de CO2 está baixa (Pessarakli, 2005). Outra vantagem seria o baixo índice de 

fotorrespiração, que ocorre quando a Rubisco, considerada uma enzima “promíscua” (pois 

pode atuar tanto como carboxilase como oxidase), fixa oxigênio em detrimento de gás 

carbônico. Como no mecanismo C4 há concentração de CO2 no local de atuação da 
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Rubisco, ocorre uma redução natural da competição com O2, diminuindo assim a 

possibilidade de ocorrer a fotorrespiração (Xu et al., 2012; Pessarakli, 2005). Nesse 

contexto, o uso de engenharia genética é de extrema importância para direcionar uma 

maquinaria celular já existente no genoma de Neochloris para seu uso de forma mais 

eficiente na forma do mecanismo C4-like. 

 

5. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

 As microalgas são consideradas uma fonte promissora de matéria-prima para a 

produção de biocombustíveis. Recentemente, a diminuição das reservas petrolíferas e o 

aumento dos níveis atmosféricos de CO2 despertaram o interesse e aumentaram as 

pesquisas envolvendo esses organismos. Um dos principais desafios é encontrar uma 

espécie capaz de concentrar todas as características de interesse, como grande acúmulo 

de biomassa e alta produção de lipídios. Para superá-lo será necessário empregar técnicas 

de engenharia genética para manipular a bioquímica desses organismos em favor do 

aumento da produtividade e maior adequação às plataformas de cultivo. 

 Por ser naturalmente capaz de grande acúmulo lipídico em resposta à privação de 

nitrogênio e possuir um perfil de ácidos graxos ideal para a produção de biodiesel, 

Neochloris oleoabundans é uma espécie de grande interesse biotecnológico para a 

produção de biocombustíveis de terceira geração. A caracterização de seu genoma 

permitiu levantar insumos para a compreensão das bases moleculares do fenótipo de 

interesse. Foram identificados os genes envolvidos no metabolismo energético, no 

acúmulo de lipídios e na resposta à privação de nitrogênio, permitindo levantar genes-

chave que podem ser objeto de estudos mais detalhados ou até mesmo de manipulação 

genética. 

A montagem do genoma gerou 10.006 genes preditos distribuídos ao longo de 

1.544 scaffolds. Devido à presença de vários contigs muito fragmentados, a montagem 

atual apresenta gaps, que devem ser fechados para que o genoma deixe de ser um draft e 
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seja possível precisar que os genes não encontrados estão efetivamente ausentes no 

genoma de Neochloris. 

O estudo do genoma também mostrou que, embora Neochloris seja 

filogeneticamente mais próxima de C. reinhardtii e V. carteri, seu genoma se assemelha 

mais com o de C. variabilis. As espécies mais próximas devem ter sofrido uma evolução 

global mais rápida, enquanto Neochloris parece ter mantidos genes ancestrais 

semelhantes aos de Chlorella.  

Foram encontradas 18 famílias gênicas ortólogas presentes apenas nas espécies 

oleaginosas Nannochloropsis gaditana e Neochloris oleoabundans. Entre elas, apenas duas 

estão relacionadas com o metabolismo de lipídios, uma esterase/lipase e uma oxidase de 

álcool graxos, ambas participando de sua degradação de ácidos graxos. As poucas 

semelhanças entre essas espécies se deve a grande distância filogenética, muito embora 

apresentem a uma resposta similar à privação de nitrogênio. 

A análise das famílias gênicas exclusivas de Neochloris deram indícios de que sua 

parede celular pode ser composta por hemicelulose e quitina. Este último é um 

componente pouco usual de paredes celulares de alga, estando presente apenas em 

Chlorella. 

As vias metabólicas envolvidas no fenótipo de interesse foram integralmente 

mapeadas e foi possível identificar genes chave em maior número de cópias, indicando a 

natureza das reações que ocasionam o maior acúmulo lipídico e a ampla resposta à 

privação de nitrogênio. Para que as hipóteses sugeridas nesse trabalho sejam confirmadas 

faz-se necessária a realização de um transcriptoma, para verificar se o maior número de 

cópias desses genes acarreta uma maior expressão gênica, indicando se as vias propostas 

no presente trabalho são as responsáveis pela resposta de N. oleoabundans à privação de 

nitrogênio. 

Através dos dados levantados na análise do genoma de Neochloris pode-se concluir 

que o aumento significativo no acúmulo de TAG decorrente da privação de nitrogênio 

possivelmente ocorre pela queda de AMP celular, pela ação da AMP deaminase, 

direcionando um intermediário do ciclo TCA para a síntese lipídica. Além disso, pode 



 

58 

ocorrer também um remodelamento de membranas do cloroplasto e quebra de 

pigmentos fotossintetizantes, como a clorofila. Como essa quebra pode liberar 

substâncias tóxicas para as células, as mesmas são neutralizadas tornando-se TAG sem a 

necessidade do uso de poder redutor da célula para que esse aumento aconteça. 

 Diante da existência de tantos mecanismos distintos para a fixação de carbono, 

bem como sua importância na definição da eficiência energética dos organismos 

fotossintetizantes, é bastante relevante a compreensão deste metabolismo em microalgas 

a serem utilizadas como plataformas biotecnológicas. Assim, este tópico é indicado como 

um assunto a ser objeto de estudos aprofundados em futuros projetos.  Devido às 

vantagens apontadas acima, caso N. oleoabundans atue como C3, tanto exclusivamente 

como de forma complementar ao mecanismo C4, este seria um alvo importante à sua 

manipulação genética. Neste caso, as ferramentas de transformação genética poderiam 

atuar no sentido de direcionar esta alga para um metabolismo majoritariamente C4 já que 

a maior eficiência fotossintética pode ocasionar maior biomassa, maior produção de 

cadeias carbônicas e, consequentemente, aumento na sua capacidade potencial de 

acumular lipídios.  Há casos na literatura (Sheriff, et al., 1998) de tentativas de manipular 

geneticamente plantas superiores C3 para que passem a atuar como C4, diminuindo assim 

as perdas devido à promiscuidade da Rubisco e aumentando a eficiência fotossintética.  
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ANEXO I 

 

Anexo I: Enzimas que catalisam as reações mostradas na figura X, sendo que o número da reação representa 
o número mostrado na figura, seguido do nome da enzima, sua identificação no KEGG, seu EC number e o 
número de cópias presentes no genoma de Neochloris oleoabundans (N.o) quando comparada com Volvox 

carteri (V.c.), Chlamydomonas reinhardtii (C.r.), Chlorella variabilis (C.v.), Ostreococcus lucimarinus (O.l.) e 
Nannochloropsis gaditana (N.g.). 
 

Reação Função KO EC number N.o V. c C.r C.v O.l N.g. 

1 phosphoglucomutase  K01835 5.4.2.2 3 1 3 2 1 1 

2 hexokinase  K00844 2.7.1.1 1 0 0 0 0 0 

3 glucose-6-phosphate isomerase  K01810 5.3.1.9 1 1 1 1 1 1 

4 6-phosphofructokinase  K00850 2.7.1.11 3 2 2 2 2 0 

5 fructose-1,6-bisphosphatase I  K03841 3.1.3.11 1 0 0 1 0 0 

6 fructose-bisphosphate aldolase, class I  K01623 4.1.2.13 6 4 6 3 3 4 

7 triosephosphate isomerase (TIM)  K01803 5.3.1.1 3 1 1 2 3 1 

8 glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase  K00134 1.2.1.12 4 2 2 3 1 2 

10 glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (NADP)  

K00131 1.2.1.9 2 1 1 1 1 1 

9 phosphoglycerate kinase  K00927 2.7.2.3 2 2 2 3 1 3 

11 2,3-bisphosphoglycerate-independent 
phosphoglycerate mutase   

K15633 5.4.2.1 4 3 3 2 1 0 

12 enolase  K01689 4.2.1.11 1 1 1 1 1 2 

13 pyruvate kinase  K00873 2.7.1.40 6 6 6 7 2 1 

14 phosphoenolpyruvate carboxykinase (ATP)  K01610 4.1.1.49 3 6 1 3 0 1 

15 ribulose-phosphate 3-epimerase  K01783 5.1.3.1 1 1 2 2 3 0 

16 ribose 5-phosphate isomerase A  K01807 5.3.1.6 1 0 0 0 1 0 

17 phosphoribulokinase  K00855 2.7.1.19 1 1 1 1 1 1 

18 ribulose-bisphosphate carboxylase large 
chain  

K01601 4.1.1.39 1 - - - - - 

19 carbonic anhydrase  K01673 EC:4.2.1.1 6 7 8 6 0 2 

20 phosphoenolpyruvate carboxylase  K01595 4.1.1.31 3 2 4 2 1 0 

21 pyruvate carboxylase  K01958 6.4.1.1 2 1 1 1 1 1 

22 NAD-dependent malate dehydrogenase  K00025 1.1.1.37 2 1 0 0 1 0 

22 malate dehydrogenase  K00026 1.1.1.37 3 3 3 3 3 0 

23 malate dehydrogenase (NAD
+
)  K00028 1.1.1.39 1 - - - - - 

24 pyruvate dehydrogenase E1 component  K00162 1.2.4.1 5 5 4 5 3 2 

25 pyruvate dehydrogenase E2 component  K00627 2.3.1.12 3 2 4 1 3 3 
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26 dihydrolipoamide dehydrogenase  K00382 1.8.1.4 1 1 1 1 1 1 

27 citrate synthase  K01647 2.3.3.1 2 3 2 1 1 2 

28 ATP citrate (pro-S)-lyase  K01648 2.3.3.8 1 1 1 1 0 1 

30 malate dehydrogenase (NADP+)  K00051 1.1.1.82 1 1 1 1 1 0 

29 citrate lyase, citryl-ACP lyase (beta) subunit  K01644 
4.1.3.6 

4.1.3.34 
1 0 0 1 0 0 

31 aconitate hydratase   K01681 4.2.1.3 1 0 0 0 0 0 

32 isocitrate dehydrogenase (NAD+)  K00030 1.1.1.41 1 1 1 1 0 0 

33 2-oxoglutarate dehydrogenase E1 
component  

K00164 1.2.4.2 1 0 0 1 3 0 

34 2-oxoglutarate dehydrogenase E2 
component  

K00658 2.3.1.61 1 0 1 0 1 3 

35 dihydrolipoamide dehydrogenase  K00382 1.8.1.4 1 1 1 1 1 1 

36 succinyl-CoA synthetase alpha subunit  K01899 
6.2.1.4/ 

6.2.1.5 
1 1 1 1 1 1 

36 succinyl-CoA synthetase beta subunit  K01900 
6.2.1.4/ 

6.2.1.5 
1 1 1 1 1 1 

37 succinate dehydrogenase flavoprotein 
subunit   

K00234 1.3.5.1 2 1 1 1 1 1 

38 fumarate hydratase, class II  K01679 4.2.1.2 1 1 1 1 1 1 

39 malate dehydrogenase (NADP+)   K00029 1.1.1.40 5 2 7 2 5 2 

40 glutamate synthase (NADPH/NADH)  K00264 
1.4.1.13/ 

1.4.1.14 
2 2 2 2 1 2 

41 glutamate synthase (ferredoxin)  K00284 1.4.7.1 2 0 0 1 0 0 

42 asparagine synthase (glutamine-
hydrolysing)  

K01953 6.3.5.4 1 1 1 1 2 1 

43 glutamate dehydrogenase (NAD(P)+)  K00261 1.4.1.3 2 2 2 2 0 0 

44 glutamate dehydrogenase (NADP+)  K00262 1.4.1.4 2 0 0 2 0 1 

45 glutamine synthetase  K01915 6.3.1.2 2 4 4 2 0 1 

46 ferredoxin-nitrite reductase  K00366 1.7.7.1 1 1 1 1 1 0 

47 nitrate reductase (NADH)  K00360 1.7.1.1 4 1 2 1 3 1 

48 3-oxoacyl-ACP synthase III  K00648 2.3.1.180 1 1 1 1 1 0 

49 3-oxoacyl-ACP synthase II  K09458 2.3.1.179 2 2 2 2 3 0 

50 acetyl-CoA carboxylase  K11262 6.4.1.2 6 5 3 5 1 4 

51 malonyl-CoA:ACP-trans-acylase  K00645 2.3.1.39 3 2 2 2 2 1 

52 3-oxoacyl-ACP reductase  K00059 1.1.1.100 2 2 2 1 1 1 

53 3-hydroxy acyl-CoA dehydratase  K02372 4.2.1.- 1 1 1 1 1 1 

54 enoyl-ACP reductase I  K00208 1.3.1.9 1 1 1 1 1 0 
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55 acyl-ACP thioesterase  K10782 3.1.2.14 1 1 1 1 1 0 

56 glycerol-3-phosphate acyltransferase  K00629 2.3.1.15 1 0 0 1 0 0 

56 glycerol-3-phosphate O-acyltransferase  K00630 2.3.1.15 1 2 1 0 1 0 

57 1-acylglycerol-3-phosphate O-
acyltransferase-  

K00655 2.3.1.51 2 2 2 2 2 0 

58 phosphatidate phosphatase  K01080 3.1.3.4 3 3 2 3 1 0 

59 diacylglycerol kinase  K00901 2.7.1.107 2 1 2 2 2 2 

60 diacylglycerol O-acyltransferase  K11155 2.3.1.20 3 5 5 5 3 9 

61 glycerol-3-phosphate dehydrogenase  K00111 1.1.5.3 1 1 1 1 1 1 

62 glycerol-3-phosphate dehydrogenase 
(NAD(P)+)  

K00057 1.1.1.94 3 2 2 2 2 2 

63 glycerol-3-phosphate dehydrogenase  K00006 1.1.1.8 1 1 3 1 0 0 

64 AMP deaminase  K01490 3.5.4.6 2 1 1 1 1 0 
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