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RESUMO

A busca de fontes sustentaveis de biocombustiveis tem levado ao interesse
renovado em microalgas como potencial matéria-prima. Esses organismos acumulam
grandes quantidades de éleos sob a forma de triacilglicerideos (TAG) quando em privagao
de nutrientes, entretanto, uma analise aprofundada dos mecanismos moleculares
envolvidos nesse acimulo ainda esta no inicio. E improvavel que uma espécie apresente
naturalmente todas as caracteristicas necessdrias para a producdo industrial de
biocombustiveis, como altas taxas de crescimento e acimulo de lipidios. Sendo assim, faz-
se necessdria a ampliacdo do conhecimento da genética, bioquimica e das técnicas de
manipulacdo 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
guando em privacdo de nitrogénio. Seu genoma foi sequenciado, visando a obtencdo de
indicios da origem genética do fendtipo de interesse. Foram preditos 10.006 genes
distribuidos ao longo de 1.544 scaffolds, totalizando aproximadamente 40 Mb de genoma
nuclear. A andlise comparativa com outras cinco espécies de microalgas mostrou que o
conteldo do genoma de Neochloris se assemelha ao de Chlorella variabilis. A presenca de
familias génicas ortdlogas muito pequenas na espécie estudada motivou a expansdo dessa
analise para as demais espécies de alga ja sequenciadas, indicando que essa auséncia de
expansoes génicas pode ser um padrao de microalgas. As familias génicas exclusivas de
Neochloris mostraram que a parede celular dessa espécie pode ser formada por
hemicelulose e quitina, ja que foram encontrados genes da sintese desses polissacarideos
no genoma. As vias de metabolismo energético foram mapeadas, permitindo entender o
caminho energético existente na célula estudada. Além disso, a comparacdao do numero
de copias dos diversos genes envolvidos nos processos de interesse permitiu levantar vias
e moléculas chaves para estudos mais detalhados. Uma enzima chave envolvida na
sinalizacdo de privacdo de nitrogénio, a AMP deaminase, foi encontrada em maior nimero
de coépias e pode estar envolvida no direcionamento para acimulo de TAG. Ha indicios de

gue um possivel resultado da auséncia de nitrogénio seja a remodelacdo de membranas



celulares, principalmente do cloroplasto, e quebra de pigmentos fotossintéticos. Essas
reacOes podem gerar acidos graxos livres e substancias toxicas para a célula que sao
neutralizadas através de sua participacdo na sintese de TAG. O mecanismo de
concentracdo de carbono empregado por um organismo fotossintetizante afeta o
acumulo de biomassa, pois plantas que utilizam o mecanismo C4-like sdo mais eficientes
na fixacdo de carbono do que plantas C3. Ndo foi possivel 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
manipulagdo genética, visando direcionar a fixacdo de carbono para C4-like. A maior
eficiéncia fotossintética resultante pode ocasionar aumento da biomassa e do acimulo de

cadeias carbonicas na célula dessa alga, podendo gerar um maior acumulo lipidico.



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. INTRODUCAO

1.1. Problematica das fontes fosseis de energia

O aumento continuo no consumo de combustiveis derivados de petrdleo (figura 1)
jd é considerado preocupacgao global por consumir sua fonte geradora e contribuir
consideravelmente para a acumulacdo de gds carboOnico na atmosfera, principal causador
do efeito estufa. Assim, o grande acimulo deste gds tornou-se uma questao importante
em discussdes sobre desenvolvimento do conceito de economia verde, ja que o CO, esta
relacionado com 85% do efeito estufa e, anualmente, 9,4 Gton (9,4'106 toneladas) desse
gads sdo liberadas na atmosfera, sendo 7,9 Gton de origem féssil (Raupach, 2007).
Considerando que nada seja feito, predi¢des indicam que em 2030 as emissdes de gas

carbonico oriundas de combustivel serdo 50-110% maiores que as observadas em 2000,

estimadas em 25,5 Gt de CO, (IPCC, 2007).

Consumo mundial de energia comercializada

por tipo de combustivel, 1990 - 2030 (projecao)
Quatrilhoes de Btu (unidade térmica britdnica)

Fontes renovaveis . —/

Nuclear ‘
Carvao .m

Gas natural m

Petréleo

1990 2010 2015 2020 2025 2030

{projegio) (projecdo) (projesso) (projecdo) (projegio)
Fonte: Energy Information Administration.___Dossié Terra, 2009, p. 84-85.

1995

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

Além dos impactos ambientais cada vez maiores, as proje¢des indicam um
aumento significativo no consumo de petréleo e outros compostos de origem fdssil até

2030 (figura 1). A demanda crescente acalenta ainda mais a preocupag¢ao com o
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esgotamento das reservas e com a dependéncia do crescimento econémico de uma soé
fonte de energia. Combustiveis fésseis fornecem mais de 90% da energia utilizada no
mundo todo, mas as reservas sdo limitadas a algumas regides (Boudghene Stambouli &
Traversa, 2002) cujas questdes politicas repercutem nos custos de produgao 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

flutuagdes nos pregos dos barris (figura 2).

PRECOS DO PETROLEO BRUTO DESDE
O FIM DA 22 GUERRA MUNDIAL
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Figura 2: Oscilagdo do prego do petrdleo bruto em fungdo de conflitos politicos ocorridos nos paises com
reservas mais expressivas. Fonte: BBC Brasil.com

Portanto, a busca de fontes sustentaveis e ambientalmente seguras de energia
para a nossa economia e sociedade industrial de consumo tornou-se urgente nos ultimos
anos (Mabee et al., 2005). Consequentemente, é renovado o interesse na producdo e
utilizacdo de combustiveis a partir de outras fontes como plantas ou residuos orgéanicos

(Naik et al., 2010).

13



1.2. Biocombustiveis — Problemas e alternativas

Atualmente, procura-se uma matéria-prima industrial alternativa e processos
verdes para obter os produtos quimicos de origem féssil a partir de recursos renovaveis,
como a biomassa (Naik et al., 2010). Biocombustiveis produzidos a partir de plantas ou
residuos organicos podem ajudar a reduzir a dependéncia mundial do petréleo e a
producdo de CO,, uma vez que as plantas consomem gas carbonico a medida que crescem
(Osamu & Carl, 1989). Todavia, a melhoria na utilizacdo de biomassa requer um esforco
tremendo para desenvolver sistemas novos, nos quais conversao, producao e utilizacdo de
produtos de base biolégica devem ser realizadas de forma eficiente e com baixo impacto
ambiental (Osamu & Carl, 1989). Sendo assim, muitos pesquisadores e empresas de todo
o mundo estdo trabalhando no desenvolvimento de tecnologias integradas de conversao

de biomassa.

1.2.1. Biocombustiveis de 12 geracao

A primeira geracdo de biocombustiveis é caracterizada por sua capacidade de ser
gueimado na combustdo interna dos motores e distribuido através da infraestrutura
existente, além de alguns serem usados em veiculos com tecnologia “Flex” e a gés natural
(Naik et al., 2010). Anualmente, sdo produzidos comercialmente quase 105 bilhGes de
litros (Worldwatch Institute).

Os trés principais tipos utilizados comercialmente sdo biodiesel, etanol e biogas,
embora o butanol também seja considerado um biocombustivel de primeira geracao. O
biodiesel é um substituto do dleo diesel produzido através de transesterificacdo de 6leos
vegetais ou Oleos e gorduras residuais. O bioetanol é um substituto da gasolina, derivado
do acucar ou do amido através da fermentacdo 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 agucar. Somos o Unico pais a utilizar o bioetanol em
larga escala, sendo que mais de 15% da frota nacional pode rodar com alcool (Favaro,
2007). Recentemente, incentivos a producdo vem possibilitando a adi¢cdo crescente desse

biocombustivel a gasolina.
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Entretanto, existem preocupacdes sobre o fornecimento de matérias-primas,
incluindo o impacto que ele pode ter sobre a biodiversidade, uso do solo e competicao
com culturas alimentares. A principal desvantagem dos biocombustiveis de primeira
geracao é o debate alimento versus combustivel, sendo que uma das razdes para a alta do
preco dos alimentos é o aumento na producdo destes combustiveis (Laursen, 2006). Além
disso, é alegado que biodiesel ndo é uma tecnologia com custo eficaz para a reducdo das

emissGes de CO, (Naik et al., 2010).

1.2.2. Biocombustiveis de 22 gerac¢ao

Visando solucionar o problema da competicdo com alimentos e encontrar uma
matéria-prima barata surgiram os biocombustiveis de segunda gerag¢do. Sdo produzidos a
partir de materiais lignoceluldsicos da biomassa vegetal, que é composta em grande parte
por paredes celulares de plantas das quais tipicamente 75% sdo polissacarideos (Pauly,
2008). Tais moléculas representam uma valiosa matéria-prima para biocombustiveis
avancados que podem ser obtidos por meio de hidrélise e fermentacdo (etanol, por
exemplo) ou gaseificacdo. Tipicos recursos para estes combustiveis sdo as culturas
florestais de curta rotacdo (choupo, salgueiro e eucalipto), gramineas perenes e residuos
provenientes da industria da madeira, da silvicultura e da agricultura. No Brasil,
pesquisadores tentam utilizar o bagaco da cana de aglUcar como substrato para a
fermentacdo que produz o etanol. Tratam-se dos mais baratos e abundantes materiais
ndo alimentares disponiveis a partir de plantas (Gomez et al., 2008; Zabaniotou et al.,
2008).

Atualmente, a producdo de tais combustiveis ainda ndo é comercial e rentavel
porque ha um numero de barreiras técnicas que necessitam ser superadas antes que seu
potencial possa ser concretizado, embora ja existam instala¢des piloto e de demonstracgao
sendo desenvolvidas. No entanto, a producdo a partir de subprodutos agricolas sé poderia
satisfazer uma proporcdo da crescente demanda por combustiveis liquidos. Isso tem
gerado grande interesse em fazer uso de culturas de biomassa dedicadas como matéria-

prima para producdo de biocombustiveis (Gomez et al., 2008).
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Muitas pesquisas ainda estdo em desenvolvimento para encontrar o
microrganismo ou a enzima ideal, capaz de degradar os residuos lignocelulésicos em
moléculas mais simples que outros organismos utilizardo como substrato para a
fermentagdo. Enquanto esse processo ainda é otimizado e viabilizado financeiramente,

buscam-se alternativas mais simples e naturalmente mais eficientes.

1.2.3. Biocombustiveis de 32 geracao

No contexto atual uma alternativa sustentavel, e talvez a mais promissora, sdo as
microalgas (Ratledge & Cohen, 2008). Trata-se de organismos fotossintetizantes capazes
de utilizar energia solar para promover a fixacdo de CO, em cadeias carbbnicas ricas em
energia, as quais podem ser utilizadas como biocombustiveis de terceira geragao.

Deve-se considerar também que a cultura de microalgas ndo compete por solos
agricultaveis, ja que cresce em substratos simples e de baixo custo, podendo se estender
verticalmente, multiplicando seu rendimento (Tredici & Materassi, 1992). Além disso,
diferentemente de combustiveis mais alternativos como o hidrogénio, o biodiesel de
microalgas ndo implica na substituicdo da infra-estrutura existente, por exemplo, em
motores de veiculos e sistemas de abastecimento (Briggs, 2004).

As microalgas tém cada vez mais se mostrado promissoras, ndo apresentando
riscos de impacto ambiental ou prejuizo as atividades humanas (Harwood & Guschina,
2009). Entretanto, so tornar-se-d3o uma possibilidade real quando houver competitividade

de custo de producdo e visdo estratégica de mercados (Benemann, 2008).

1.3. Caracteristicas gerais das microalgas

As microalgas sdo responsaveis pela liberacdo de cerca de 50% do oxigénio da
atmosfera (Field et al., 1998). Devido a sua grande diversidade, podem ser encontrados
organismos no grupo capazes de produzir varios compostos de interesse comercial, como
pigmentos, vitaminas, acucares e oleos (Pruvost et al., 2002; Borowitzka, 2006). Sao
organismos unicelulares, cujo ciclo de vida é curto e de estruturas simples, sendo

considerados de facil manipulacdo e cultivo em laboratérios (Hallmann, 2007).
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Ao contrario de plantas superiores oleaginosas, as microalgas apresentam
altissimas 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 6leo vegetal do que a maioria das oleaginosas em uma d4rea 100 vezes menor
(Teixeira et al., 2007). Sao consideradas como potencial matéria-prima para a produgdo de
biodiesel, pois os éleos que produzem possuem caracteristicas fisico-quimicas e quimicas
similares as de 6leos vegetais (Teixeira et al., 2007). O conteudo lipidico 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 superacdo das limitagdes atuais do uso de microalgas (Sheehan et
al., 1998). E importante encontrar um organismo naturalmente capaz de acumular altas
guantidades de triacilglicerideos, o substrato para a producdo de biodiesel. Sendo assim,
diversas informacgGes foram levantadas na literatura e a espécie Neochloris oleoabundans

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

1.4. Neochloris oleoabundans

E uma microalga verde, unicelular, pertencente a classe Chlorophyceae, mesmo
tdxon da espécie modelo Chlamydomonas reinhardtii. Apesar de pouco estudada, é
bastante citada devido a seu teor lipidico alto e foi escolhida com base em revisGes
bibliograficas 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 composicao lipidica de Neochloris oleoabundans foi
realizado por Tornabene e colaboradores em 1983. Eles observaram que em privacao de
nitrogénio, a alga apresenta um acumulo significativo de triacilglicerideos. Trabalhos mais
recentes (Gouveia et. al, 2009) detalham a producdo de biomassa, o crescimento e vdrias

condi¢cGes de cultivo que podem ser empregadas para induzir maior producdo de dleo,
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sendo que a maioria delas emprega meios sem carbono e com concentracdes limitantes
de compostos com nitrogénio e fésforo. A maior concentragdo de lipidios ocorre em meio
sem nitrogénio apds 6 dias de privagdo (figura 3), chegando a 56% g/g da biomassa
produzida. Em meio suplementado com nitrato a produgdo cai para apenas 20% g/g

(Gouveia et. al, 2009).

Lipid concentration (g/g alga)
100

10,0
0.0 T T T T r r Y r ,
o 1 2 5 ¥ 8 g 12 18
Time {days)
—4— N+/30CHC02 —d— N+/30'C —l- N-26°C
== N-30FC/C02 == N-/30°C b {2650

Figura 3: Conteudo lipidico de Neochloris oleabundans (valores médios) detectado por citometria de fluxo
usando o corante vermelho do Nilo em diversas condi¢des experimentais (Gouveia et. al, 2009).

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

mostrou a maior concentragao de lipidios e produtividade global (figura 4, Li et. al, 2008).
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Figura 4: Conteudo e produtividade lipidica de N. oleoabundans cultivadas em meios de cultura
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contendo 5 mM de nitrato de sddio, ureia ou bicarbonato de amanio (Li et. al, 2008).

Além da quantidade de TAG produzida, o perfil de dcidos graxos também faz dessa
espécie uma promessa para a producdo de biocombustiveis (figura 5). O acido oléico
(18:1w9) é o mais abundante, seguido do palmitico (16:0) e do estedrico (18:0) (Gouveia
et. al, 2009). As cadeias mais abundantes sdo médias e longas com poucas insaturacdes
(Tornabene et al., 1983) e a proporc¢do de acido linoleico (18:3w3) estd abaixo de 12%,

atendendo aos requerimentos do padrdo europeu EN 14214 para a producdo de biodiesel

(Gouveia et. al, 2009).

*

Figura 5: Perfil de acidos graxos de Neochloris oleoabundans. Adaptado de Gouveia et. al, 2009.
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O sistema de cultivo mais estudado é em pequena escala no laboratério, mas
existem trabalhos relatando também crescimento em pequenos biorreatores (Gouveia et.
al, 2009) ou em lagoas abertas (Murray et. al, 2010). O acumulo de biomassa, como
esperado, € mais lento em sistemas abertos (figura 6, b) levando de 15 a 20 dias para
atingir a fase estaciondria. Isso ocorre devido a grande variacdo das condicdes ambientais
ao longo do crescimento (Murray et. al, 2010). Com maior controle sobre as varidveis que
atuam no crescimento, a fase estacionaria pode ser atingida em 5 dias, tanto em privacao

quanto em presenca de nitrogénio (figura 6, a; Gouveia et. al, 2009).
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Figura 6: Curvas de crescimento de Neochloris oleoabundans em sistema fechado (a; Gouveia et. al, 2009 ) e
lagoa aberta (b; Murray et. al, 2010) em diversas condi¢Ges experimentais.

1.5. Estratégia de produgdo: fracionamento em trés etapas

E possivel observar (figura 6, a) que, quando sob privacdo de nutrientes, o
crescimento e, consequentemente, o acimulo de biomassa é comprometido. Sabe-se que
em microalgas a duplica¢do celular e o acimulo lipidico sdo metabolicamente divergentes.
Enquanto no primeiro caso as cadeias carboOnicas sdo desviadas para a sintese protéica, no
segundo o objetivo é o armazenamento dessas cadeias (Rodolfi, et al., 2008). Na tentativa
de solucionar esse impasse dividiu-se o processo de cultivo em trés etapas subsequentes
(Figura 7): (1) a primeira etapa dedicada ao aumento da quantidade de células na cultura
por divisdo celular, (2) a segunda consistindo na acumula¢do efetiva de lipidios e (3) a

terceira finalizaria o processo com a secrecdo espontanea dos lipidios.
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Figura 7: Representagdo do modelo de producdo de cadeias carbdnicas lipidicas em trés etapas.

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

Mesmo considerando a importancia de triagens da biodiversidade, admite-se que é
bastante improvavel a juncdo espontanea de todas as caracteristicas industrialmente
desejaveis em um unico organismo selvagem (Alper & Stephanopoulos, 2009). Assim
sendo, a principal plataforma tecnoldgica para a otimizagao da produgdo de lipidios e o
estabelecimento da estratégia de cultivo de microalgas ¢, indiscutivelmente, a
manipulacdo genética, destacando-se a engenharia metabdlica (Walker et al., 2005;

Rosenberg et al., 2008; Alper & Stephanopoulos, 2009) e o sequenciamento de genomas,
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visando compreender os mecanismos moleculares que levam a acumulacdo de dleo e

nortear a estratégia de manipulagao genética.

1.6. A fixagao de carbono e o acumulo lipidico

Para compreender o metabolismo energético de Neochloris oleoabundans as
principais vias a serem estudadas sdao as de fixagao de carbono e de sintese de TAG. As
microalgas possuem processo fotossintético e de biossintese de lipidios 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 trés

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

Atmosphere

/s
/

" o
Ribulose- 1.5- (-——'COz + H20
_~|bisphosphate] 4,

ADP Q { Corbcixvlaﬂon

\

\
\
\

-

N
l\‘ "’,'
Regeneration ' 3) { 3-phosphoglycerate E

I\ | ATP
/A / +
ATP N\ /—— NADPH
(2) Reduction
e, e
Y oidose ] — |\
phosptate N ATP
+
P; NADP*

Y

Sucrose, starch

Figura 8: Esquema simplificado do ciclo de Calvin.

O composto inicial e final do ciclo é um acucar de cinco carbonos, a ribulose-1,5-
bifosfato, que se liga covalentemente ao CO,. O componente resultante contendo seis
carbonos sofre uma reducdo e quebra-se, formando uma molécula com trés carbonos. A
cada volta completa, uma molécula de didxido de carbono entra no ciclo. Seis voltas sao

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

O ciclo de Calvin ndo é a Unica via fixadora de carbono. Em algumas plantas, o
primeiro produto da fixagao do CO;, é uma molécula com quatro carbonos, o oxaloacetato.
As plantas que empregam essa via junto com o ciclo de Calvin s3o chamadas de C4,
deferentes das C3, que utilizam apenas o ciclo descrito na figura 8. A anatomia das plantas
C4 permite uma separacdo espacial entre a via C4 e o ciclo de Calvin (Raven, et al., 1992).
O mecanismo empregado por N. oleabundans é desconhecido e serd discutido no
presente trabalho.

O entendimento da via de sintese de lipidios na espécie estudada também é
importante, para que se possa estabelecer uma possivel relacdo entre a privacdo de
nitrogénio e o alto acimulo de TAG. Embora esse processo seja bastante conhecido, os
fatores genéticos que controlam o acumulo de lipidios em um organismo em particular
ainda sdo desconhecidos (Zhang et al., 2007).

Todos os atomos de carbono encontrados em um acido graxo sao derivados da
acetil-coenzima A (acetil-CoA), que é um intermedidrio em muitas vias metabdlicas
celulares. Uma vez que as membranas s3ao impermeaveis aos derivados CoA, pode-se
inferir que a acetil-CoA é gerada em pelo menos quatro grupos metabdlicos distintos
representando os quatro compartimentos subcelulares onde o metabolismo de acetil-CoA
ocorre: plastidios (local da sintese de acidos graxos), mitocondrias, peroxissomos e citosol
(Buchanan et al., 2002).

A via de sintese global de TAG (figura 9) nas células compreende trés grandes
etapas: (1) carboxilacdo do acetil-CoA para formar malonil-CoA, sendo esta uma etapa de
comprometimento com a sintese de acidos graxos; (2) Elongamento das cadeias acil; e (3)

formacao de TAG (Courchesne et al., 2009).
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Figura 9: Via de biossintese de acidos graxos e triacilglicerideos (Courchesne et al., 2009).

A analise do genoma de Neochloris oleoabundans fornece uma base para a
compreensdao do funcionamento dessas e outras vias de interesse e a possivel interagdo
entre elas, levantando indicios da origem do fendtipo que desperta interesse industrial. Os
dados obtidos podem ser empregados em trabalhos futuros, visando a domesticacado, o

aumento de produtividade da espécie estudada e sua adequacdo a processos de cultivo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral
Avaliar o conteudo do genoma da microalga Neochloris oleoabundans com
enfoque em sua alta capacidade de aciumulo de lipidios ocasionada pela priva¢ao de

nitrogénio, visando a producao de combustiveis de terceira geracao.

2.2. Especificos

a) Sequenciamento do genoma;
b) Montagem do genoma;

c) Predicdo génica;

d) Analise do genoma da espécie;

e) Levantamento de alvos para manipulacao genética.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Condig¢6es de crescimento

N. oleoabundans (UTEX 1185) foi obtida da colecdo 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
iluminacdo de 100umol fétons.m™s ™, temperatura de 27°C e agitacio de 90 rpm, sem

adi¢do de CO,. Os cultivos foram inoculados com 10% v/v de pré-indculo.

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

Componente Concentragao
NaNO; 2,9mM
MgSO,7H,0 0,3mM
NaCl 0,4mM
KH,PO, 1,3mM
K;HPO, 0,4mM
CaCl,2H,0 0,17mM
ZnS0O47H,0 30,7uM
MnCl,4H,0 7,3 UM
MoQO; 4,9 uM
CuS0,5H,0 6,3 UM
CoNO,6H,0 1,7 uM
H3BO; 0,18mM
EDTA 0,17mM
KOH 0,18mM
FeSO,7H,0 17,9mM
Acido citrico 10mM
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3.2. Extracao de DNA

As células foram precipitadas por centrifugacdo a 2.000g durante 30 minutos e
congeladas em nitrogénio liquido. O rompimento da parede e membrana celular foi feito
por macerag¢ao da biomassa congelada em cadinho e pistilo de porcelana. O protocolo de
isolamento do DNA foi realizado conforme descrito por Magneschi (2008). Apds a
maceracdo das células, adicionou-se 750uL de tampdo SDS-EB (1% SDS; 200mM NacCl,
20mM EDTA pH 8,0; e 50mM Tris-HCl pH8,0). Foram adicionados 750ul da mistura
fenol:cloroférmio (1:1) e o resultante foi misturado em vortex por 30 segundos. Depois de
centrifugacdo a 12.000g por cinco minutos a 4°C, o sobrenadante foi misturado a um
volume de cloroférmio e submetido a nova centrifugacdo nas mesmas condices. Foi
adicionado um volume de isopropanol ao novo sobrenadante que foi reservado por 1 hora
a -20°C, depois de delicadamente misturado. Findo esse tempo, o DNA foi separado do
meio liquido através de centrifugacdo a 13.000g por 20 minutos a 4°C. O precipitado foi
lavado com 500ul de etanol 70% e ressuspendido em 50ul de agua MilliQ depois de seco.
O DNA extraido 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, predicao génica e anotacdao automatica foram feitas pela equipe de
bioinformatica do LGE — Laboratério de GenOmica e Expressdo — UNICAMP, sendo os
principais envolvidos no trabalho os bioinformatas Lucas P. Parizzi e Leandro Costa
Nascimento.

Aproximadamente 23,9 milhdes de reads paired-end com 2x76 pb foram
produzidos a partir de fragmentos de 400pb de DNA utilizando o sequenciador Genome
Analyzer I, (Illumina). Adicionalmente, também foram produzidos aproximadamente 70,2
milhdes de reads mate-pairs com 2x50 pb a partir de fragmentos de DNA com 3.000 pb
em um sequenciador HiSeq 2000 (lllumina). 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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seguir, os reads mate-pairs foram utilizados para a producao de scaffolds com o software
Sspace (Boetzer, et al., 2010).

Foram encontradas nos scaffolds sequencias possivelmente oriundas de bactérias.
Suspeitando que possa ter havido contaminacdo bacteriana no DNA enviado para
sequenciamento, uma acurada busca por similaridade com genomas de bactérias e
Chlorophytas foi conduzida (figura 10). Os contigs montados foram fragmentados em
pequenas partes contendo 300 pb cada e foi feita uma busca por similaridade através de
um Blastn (Altschul et al., 1997) contra o nt com um e-value de corte e, 0 tamanho
escolhido para os fragmentos além de possibilitar uma similaridade significativa confere
alta resolucdo a separacdo. Os fragmentos foram posteriormente separados de acordo

com a maior semelhancga encontrada entre os fragmentos e o banco de dados.

Contig A

<——900pb —>

I Contig B I
1200 pb

<—600 pb—>

I Contig D I
1200 pb

Fragmentagao
em 300 pb

| 300pb | | 300pb | | 300pb |

| 300pb | | 300pb | | 300pb | | 300pb |

| 300pb | | 300pb | | 300pb | | 300pb |

BLASTN contra nt
e-value de corte: e-3°

Classificagdo:

| Bactéria | | Bactéria | Contig de Bactéria

| Aga || Aga || Aga |———> ContigdeAlga
@ Contig de Organelas
| nNohit || Nonit | Contig de No hit

Figura 10: Esquema da separac¢do dos contigs do genoma de alga, de bactéria e das organelas.
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3.4. Predicao génica

O genoma de Neochloris oleobundans foi anotado utilizando uma combinac¢do de
métodos: predicdo ab initio e predicdo comparativa. Para predicdo comparativa as
proteinas de Chlorella variabilis foram alinhadas no genoma de Neochloris utilizando o
software Exonerate (Slater & Birney, 2005). No caso da predicdo ab initio, a equipe de
bioinformatica rodou primeiramente o preditor Genemark (Lomsadze et al., 2005) em
todas as sequéncias do genoma para conseguir um catdlogo inicial de genes. A partir do
resultado do Genemark, foram selecionadas, de maneira aleatéria, 1.000 proteinas que
serviram de treinamento para o preditor Augustus (Stanke et al., 2006). Para combinacado
dos resultados da predicdo comparativa e das predicdes ab initio foi utilizado o
EVidenceModeler (Haas et al., 2008) considerando de maior importancia a predicdo

gerada pelo Augustus.

3.5. Anotagdo e andlise

O programa Autofact (Koski et al., 2005) foi escolhido para a realizacdo de uma
anotacado automatica dos genes preditos. A principal contribuicdo Autofact é a capacidade
de retomar a anotacdo com base em pesquisas de similaridade de sequencia em varias
bases de dados. Para isso, foi utilizado o procedimento BLASTX (Altschul et al., 1997; e-
value de corte de 1e) para alinhar os genes em bancos de dados de proteinas
determinadas, incluindo: banco de dados ndo redundante (NR) do NCBI, uniref90 e
unirefl00 - bancos de dados contendo conjuntos agrupados de proteinas a partir do
UniProt e o KEGG - um banco de dados de vias metabdlicas (Kanehisa & Goto, 2000). O
banco de dados de dominios conservados (CDD) juntamente com um RPSBLAST (e-value
de corte: 1e”) foi empregado para buscar homdlogos dos genes de N. oleoabundans nas
outras espécies de microalgas empregadas na andlise de gendmica comparativa.

Para avaliar a composicdao de familias génicas, as proteinas de N. oleoabundans
foram agrupados por similaridade de sequéncias usando o OrthoMCL (Li et al., 2003)
versdao 1.4. Para essa analise foram utilizados os datasets de proteinas 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 predi¢do de localizagdo celular, o programa SignalP (Bendtesen et al., 2004)
foi utilizado para identificar as proteinas de N. oleobundans com alta probabilidade de
conter o peptideo sinal (>= 90%). Depois, o resultado do SignalP foi filtrado usando o
WoLF PSORT (Horton et al., 2007).

A filogenia foi construida por maxima verossimilhanga usando as sequéncias
de rRNA nuclear 185 e 23S disponiveis ja alinhadas na SILVA rRNA database
(Pruesse et al., 2007). Foi usado o modelo de evolucdo GTR com correcdo gamma
aproximada por quatro categorias e uma propor¢ao de sitios invariantes estimada pelo
programa. Este modelo foi escolhido por meio do Critério de Informacdo de Akaike (AIC)
usando o script PERL MTrAIC (Nylander 2019, distribuido 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
etal., 2010).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Implementacao da linha de pesquisa

Em 2009 o LGE (Laboratério de Gendmica e Expressdo) passou a empregar a
experiéncia adquirida ao longo dos anos em manipulacdo genética e biologia sintética no
estudo das microalgas. Os primeiros passos na implementag¢ao dessa linha de pesquisa
consistiram na escolha da espécie de microalga a ser estudada e na metodologia que seria
empregada.

Com apoio da literatura cientifica, nosso grupo de pesquisa se propos a trabalhar
com a espécie com potencial biotecnoldégico Neochloris oleoabundans. Como se trata de
uma espécie pouco estudada, a microalga Chlamydomonas reinhardtii foi escolhida para
os experimentos envolvendo manipulagdo molecular fina, visto que é um organismo
modelo para o estudo de vdrios processos bioldgicos e possui diversos protocolos de
manipulacdo estabelecidos (Harris, 2009). Os protocolos de interesse para os estudos do
grupo disponiveis para C. reinhardtii foram adaptados e padronizados para a espécie
estudada. Os dados de crescimento e acumulo de lipidios relatados na literatura foram

validados experimentalmente em nosso laboratério.

4.2. Montagem do genoma

Apds o sequenciamento do DNA, a montagem do genoma evidenciou a presenca
de sequencias bacterianas dentre as sequencias de Neochloris. Para a separa¢dao dos
genomas os contigs obtidos na montagem tiveram fragmentos de 300pb identificados por
similaridade como sendo de alga, bactéria, organelas (cloroplasto e mitocéndria) e no hits.
Um mesmo fragmento pode ter similaridade com mais de uma destas categorias. Contigs
pequenos com fragmentos mistos foram classificados como ndo identificados. Todos os
scaffolds foram comparados quanto ao seu conteldo GC e drea de cobertura. Na figura 11
é possivel perceber uma clara separacdo entre os contigs de alga, bactéria e das
organelas. Além disso, todos os no hits encontrados s3o pertencentes a Neochloris

oleoabundans. Devido a presenga de 15578 contigs muito pequenos e fragmentados a
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montagem final do genoma consiste em um draft, apresentando diversos gaps que
podem limitar as analises realizadas. A principal limitacdo é a dificuldade em precisar se os

genes ndo encontrados estdo ausentes no genoma ou contidos em um desses gaps.
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Figura 11: Classificagdo dos scaffolds por contetdo GC e cobertura médios.

A andlise de similaridade utilizando alinhamento de nucleotideos (blastn) indicou
alta probabilidade deste DNA ser proveniente de uma bactéria pertencente (ou préxima)
ao género Brevundimonas. Apesar de analises aprofundadas buscando a identificacdo da
espécie e seu posicionamento filogenético ndo terem sido realizadas, os resultados de
similaridade indicam bastante semelhanca com Brevundimonas sp. BAL3

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

A relacdo de 1:1 entre a alga e a bactéria que pode ser observada na figura 11
despertou a curiosidade do grupo, pois contaminantes presentes nas culturas costumam
crescer mais rapido que a alga, apresentando um maior nimero relativo de organismos.

Uma vez detectada a presenca da bactéria, foram realizadas diversas tentativas de
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descontaminacgdo da cultura. A dificuldade encontrada ao separar esses dois organismos
sugere que a presenca da bactéria pode ndao ser um evento isolado resultante de
contaminagao.

As sequencias de origem bacteriana foram entdo 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 género 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
género Brevundimonas e a alga verde Chlorella ellipsoidea e, apesar da natureza da
relacdo entre as duas espécies ndo ter sido explorada neste estudo, os autores sugerem
que a presenca da bactéria pode ajudar a fornecer cobalamina (vitamina B12) para a alga.
Eles também afirmam que as associacOes sdo espécie-especificas 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 possivel que este mesmo tipo de relagdo simbidtica ocorra em outros grupos
de algas.

Neste contexto, imaginou-se que poderia estar ocorrendo uma associacdo de
natureza semelhante entre Neochloris e a bactéria identificada em nossa andlise do
genoma. O estudo de Croft e colaboradores indica que a principal funcdo da cobalamina
em algas é atuar como cofator da enzima metionina sintase, sendo que existe a versao
dependente e independente dessa proteina. No estudo, verificou-se que as algas que
dependem da vitamina perderam a versao independente da enzima, diferentemente do

gue ocorre nas espécies auxotréficas. Das 154 Chlorophytas estudadas, apenas 49
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espécies necessitam de suplementacdo de B12, indicando que esse ndo é um fendmeno
comum nas algas verdes.

Ao observar que cinco espécies do género Neochloris entraram no estudo e nao
apresentam a dependéncia do cofator, concluiu-se que esse tipo de associagdo ndo deve
ocorrer com a espécie sequenciada pelo nosso grupo (Croft et al., 2005). Essa hipdtese foi
corroborada ao identificarmos cépias do gene metE — metionina sintase independente de
cobalamina no genoma de Neochloris oleoabundans. A versao dependente do cofator
também esta presente no genoma, como ocorre nas outras espécies estudadas por Croft e
colaboradores. Além disso, ha familias de alguns genes relacionados a sintese de B12 em

N. oleoabundans (tabela 2).

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

Gene Anotacao

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
Genel775 METH1; cobalamin-dependent methionine synthase (EC:2.1.1.13); K00548

Assim, apesar da presenca da bactéria identificada como Brevundimonas ter sido
observada nas culturas de Neochloris, a natureza desta relacdo parece constituir um
tépico complexo. Sua investigacdo pode ser objeto de estudos futuros, de forma que este
tema ndo serd aprofundado no presente trabalho.

Para as etapas seguintes de anotacdo e andlise do genoma, apenas as sequencias
provenientes de N. oleoabundans foram utilizadas. Os genomas de cloroplasto e

mitocondria ndo foram estudados nesse trabalho.
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4.3. Predigao génica
Ap0ds os procedimentos de montagem do genoma de N. oleoabundans, os scaffolds
obtidos foram analisados por trés programas de predicdao génica, resultando na predicao

final. Os principais resultados desta analise estdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3: Estatisticas do genoma.

Estatisticas do genoma nuclear de Neochloris oleoabundans

Tamanho estimado do genoma 40.201,792 pb (40,2 Mb)
Numero de scaffolds 1.544

N50 115.608 pb (99 scaffolds)
Tamanho médio do scaffold 26.037,43 pb
Maior scaffold 619.196 pb
Conteudo GC (genoma) 57,32%
Conteudo GC (codante) 62,56%
Estatisticas de predi¢do génica de Neochloris oleoabundans

Numero de genes 10.006
Tamanho médio do gene 1.269,95 pb
Genes anotados (banco de dados NR) 8.526 (85,22%)
Exons por gene 7,71
Tamanho médio do éxon 164,64 pb
Introns por gene 6,71

Durante a andlise do genoma de N. oleoabundans, houve certa dificuldade em
obter dados relativos a outras algas, tanto devido a falta de estudos envolvendo
transcriptomas e proteomas, como pela ocorréncia de poucos projetos genomas
disponiveis em bancos publicos. Na data 15/07/2012, consulta ao NCBI revelou a
existéncia 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 predicdo génica com base nestes dados disponiveis. A figura 12 apresenta
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uma avaliacdo da densidade génica observada em outras espécies de alga e sua relacao

com o tamanho do genoma de cada uma destas espécies.

0,7 -
@ Ostreococcus tauri
0,6 4 .. W Ostreococcus lucimarinus
A Micromonas RCC299
0,5 B A
> Phaeodactylum tricornutum
£0
X 04 - ¥ Thalassiosira pseudonana
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2 + + Cyanidioschyzon merolae
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0,2 - u Neochloris oleobundans
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0,1 1 W Aureococcus anophagefferens
0 . . Chlamydomonas reinhardtii
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Tamanho do genoma {Mb) Volvox carteri

Figura 12: Correlagdo do genoma de diversas microalgas com sua respectiva densidade génica (genes/Kb).
Dados calculados a partir da divisdo da quantidade de genes preditos no genoma de cada uma das espécies
pelo  respectivo tamanho de cada genoma. Os dados foram obtidos no  NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome).

E possivel observar na figura 12 que existe uma tendéncia de que a densidade
génica sofra uma redugdo conforme os genomas sofram um aumento de tamanho. A
densidade génica de N. oleoabundans (0,249 genes/Kb) esta perfeitamente inserida nesta
curva, o que valida a estratégia utilizada em nosso trabalho para a montagem e predicao
génica desta microalga.

As espécies utilizadas nesta andlise constituem ndo apenas algas verdes, mas
também vermelhas e pardas. Observou-se que o genoma de 40 Mb de N.oleoabundans é
quase quatro vezes maior que o das algas verdes Ostreococcus tauri e O. lucimarinus (13
Mb) e duas vezes maior que Micromonas (21 Mb). Tal resultado é esperado, ja que o
género Ostreococcus possui um genoma e um tamanho celular bastante reduzido (Palenik
et al., 2007).

E interessante observar que as espécies com tamanhos de genoma mais préximos

de N. oleoabundans sdo Nannochloropsis gaditana (34 Mb) e Chlorella variabilis (46 Mb).
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C. variabilis é filogeneticamente bastante préxima de N. oleoabundans, portanto a
semelhanca das caracteristicas gendmicas de ambas ja seria esperada. O mesmo nao 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 observacdo da similaridade da densidade génica entre
ambas as espécies. Isto poderia indicar uma convergéncia entre caracteristicas gendmicas

destas algas oleaginosas.

4.4. GenOmica comparativa

Para identificar novas caracteristicas e tentar encontrar genes que possam
justificar a condicdo oleaginosa da microalga estudada, foram determinados quais genes
possuem ortélogos 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 préximas da alga estudada, conforme apresentado pela figura 13. Enquanto C.
variabilis e C. reinhardtii foram incluidas por possuirem genomas mais estudados e bem
anotados, as demais algas verdes foram incluidas para auxiliarem na anotacao das familias

e dos genes que ndo sdao comuns entre essas espécies.

R AT I Nannochloropsis gaditana
1
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100 100 Chlamydomonas reinhardftii
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—

Neochloris oleoabundans
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Figura 13: Filogenia das espécies utilizadas para a detecgdo de familia génicas em Neochloris oleoabundans.
Os valores préximos aos ramos internos sdo porcentagens de bootstraps. O ramo de Nannochloropsis
gaditana (pontilhado) esta fora de escala.

A andlise filogenética mostra um maior parentesco de Neochloris com
Chlamydomonas e Volvox seguido por Chlorella e Ostreococus. Este maior parentesco é
visto também na similaridade entre os genes destas espécies, como indicado pelos

resultados de Blastp contra o NR (figura 14) das proteinas preditas de Neochloris.
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Figura 14: As predi¢des génicas de N. oleoabundans foram comparadas com todos os genomas ja
sequenciados contidos no banco de dados de proteinas ndo-redundantes (NR) utilizando um Blastp. O
numero de vezes que um organismo foi o primeiro hit (e-value menor que e-5) sdo indicados. Os hits com
Chlorella variabilis ndo aparecem no grafico por inviabilizara visualizagdo do mesmo.

7

A maior similaridade para os genes de N. oleoabundans é encontrada em C.
variabilis (dado ndo mostrado), com 7945 genes em primeiros hits com N. oleoabundans.
Em seguida aparecem Chlamydomonas e Volvox, comprovando as relacdes mostradas na
filogenia. Isso pode sugerir que N. oleoabundans manteve formas ancestrais dos genes,
enquanto Chlamydomonas e Volvox passaram por um processo generalizado de evolugao
mais acelerada. Interessantemente, Neochloris apresenta ainda maior semelhanca com
plantas terrestres do que com Ostreococcus. Isso pode ser devido a grande reducdo que

ocorreu no genoma desse género, ocasionando um maior distanciamento dessa espécie
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das demais que entraram na comparacdo, embora deva ser considerada a maior
disponibilidade de genomas de plantas terrestres.

A comparacgdo entre os genes destas cinco espécies de alga gerou um resultado
bastante peculiar. As familias génicas obtidas sdo muito pequenas, sendo que a maior
familia de N. oleoabundans possui apenas oito genes.

As outras espécies de alga apresentaram dados semelhantes, levando em
consideragdao o tamanho do genoma de cada espécie, fato esse que levou a analise das
familias de genes ortélogos em diversas espécies de microalgas. A planta Arabidopsis
thaliana também foi analisada para fins de comparagcao, uma vez que apresenta grandes

familias génicas (Swarbreck et al., 2008). A tabela 4 apresenta estes resultados.

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

% de genes N. C. C. Micromonas V. carteri
em familias oleoabundans  variabillis  reinhardtii O. lucimarinus O. tauri sp.

com

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 T. P. A. E. A.
em familias C. merolae pseudonana  tricornutum  anophagefferens  siliculosus N. gaditana  thaliana
com

2 genes 5,9 5,2 5,5 6,4 4,7 51 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

Como pode ser visto na tabela 4, em todas as espécies de alga analisadas a maior
fragdo do genoma ndo apresenta expansdes. Dentre os genes que apresentam expansao,
a maioria constitui familias com apenas dois genes. Esta condicdo se inverte em A.
thaliana, em que a maioria das familias expandidas apresenta mais de trés genes. Este
resultado sugere que a ocorréncia de familias pequenas pode ser uma peculiaridade de
algas.

As espécies utilizadas na comparacao possuem diversas familias ortélogas comuns

a todas elas. Assim, foi realizada uma comparagcdo mais detalhada entre Neochloris,
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Chlamydomonas, Chlorella e Nannochloropsis, cujos resultados estdo apresentados na

figura 15.

190

Figura 15: Diagrama de Venn mostrando as familias de genes ortélogos encontradas na espécie estudada N.
oleoabundans, na espécie filogeneticamente mais proxima C. variabilis, no organismo modelo C. reinhardtii
e na alga oleaginosa N. gaditana.

Foram encontradas 2023 familias presentes nas quatro espécies. Ao analisar os
genes que compdem estas familias, observou-se que as principais funcGes desses genes
sdo a fotossintese e sintese de pigmentos. Este resultado constitui uma observacao
esperada, uma vez que todas as espécies avaliadas sdo fotossintetizantes.

Apds a divergéncia de Chlorella, Chlamydomonas e Neochloris, 2.225 familias se
mantiveram comuns apenas entre essas espécies, mostrando que embora ainda exista
uma grande semelhanca genética entre elas, ela ndo estd relacionada com a capacidade
de acumulo de lipidios.

A espécie que possui 0 maior numero de familias exclusivas é Chlamydomonas
reinhardtii, com 4060 familias, seguida por Nannochloropsis (355 familias), Chlorella (190)
e Neochloris (108). Esta observacdo é esperada, uma vez que Chlamydomonas possui o
maior genoma.

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

vez ao observarmos 1.566 familias em comum entre as duas espécies. Tais familias
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apresentam as mais diversas fun¢des, mas quase 1.000 delas sdo formadas apenas por
proteinas hipotéticas.
A figura 15 também mostra 19 familias compartilhadas apenas por

Nannochloropsis e Neochloris. A tabela 5 apresenta a descri¢gdo destas familias.

Tabela 5: Anotagdo das familias génicas encontradas apenas em Nannochloropsis gaditana (N. g.) e
Neochloris oleoabundans (N. 0.) e o numero de genes contido em cada familia.

. N.o. Anotagao Fungao
1 Fator de transcrigdo nuclear Y subunidade alpha Fator de transcricdo
1 Proteina hipotética N&o identificada

Proteina da familia peptidase C53 - tripeptidil-peptidase |

1 (EC:3.4.14.9) K01279 Hidrolase lisossomal

1 serina/treonina quinase 19 (EC:2.7.11.1) KO8880 Quinase

1 Proteina de manutencio estrutural do cromossomo 4 Manutencdo estrutural de cromossomos
1 Cassete de ligagcdo ao ATP, sub-familia E, membro 1 Biogénese de ribossomos

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

1 Dineina flagelar cadeia gama Proteina de ligagdo ao GTP

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

1 Proteina de ligagdo ao GTP Proteina de ligagdo ao GTP
1 Esterase / lipase (EC:3.1.1.-) K01066 Metabolismo de lipidios

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

1 p300/CBP acetil-transferase; (EC:2.3.1.48) K04498 Ciclo celular
glutamato sintase (NADPH/NADH) small chain K00266

1 (EC:1.4.1.13/1.4.1.14) Metabolismo de nitrogénio

1 Histona H4 K11254 Histona

1 Batenina; proteina cln3-like K12389 Hidrolase lisossomal
2-succinil-6-hidroxi2,4-ciclohexadieno-1-carboxilato sintase

1 (EC 4.2.99.20) Sintese de vitamina K2

1 Oxidase de alcool graxo de cadeia longa Metabolismo de lipidios

Ao analisar as categorias funcionais representadas por estas familias, observou-se
gue os genes compartilhados entre as duas algas oleaginosas apresentam funcdes
bioldgicas diversas, como organizacao de cromossomos, regulacdo de processos celulares
e regulagdo da transcricdo do DNA. Em relagdao ao metabolismo de lipidios, o qual se

esperava estar bem representado entre as familias génicas conservadas nas duas espécies
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oleaginosas, foram encontradas apenas duas familias: uma esterase/lipase e uma oxidase
de dlcool 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 a-ketoglutarato, sendo o ultimo um
composto intermediario no ciclo de Krebs. A amoénia é utilizada como cofator da reagao
gue é uma das vias responsdveis pelo metabolismo de nitrogénio na célula. Essa
semelhanga pode estar relacionada com a resposta bastante significativa das duas
espécies a privacao de nitrogénio, resultando em maior acimulo lipidico.

A presenca de trés familias com funcdo de hidrolases lisossomais é curiosa, em
especial a oxidase de alcool graxo que atua na B-oxidacdo de acidos graxos e a familia de
esterase/lipase que também esta envolvida na degradac¢do desses compostos.

A proteina hipotética encontrada deveria ser alvo de maiores estudos, uma vez
gue ndo pobde ser identificada, pois sua funcdo poderia estar relacionada com o fendtipo
de interesse.

A auséncia de familias que indiquem a natureza do comportamento comum entre
as duas espécies no acumulo de éleo pode ter ocorrido pela grande distancia evolutiva
existente entre elas. Houve uma convergéncia de fendtipo, mas ndo no genoma, sendo
gue as duas mantiveram, diferentemente das outras espécies, apenas genes relacionados
com a degradacdo dos compostos de interesse e diversas familias relacionadas com
funcdes basais da célula.

A busca por indicios da causa do fendtipo de interesse passou entdo para as
familias génicas exclusivas de Neochloris oleoabundans, ou seja, cujos ortélogos ndo estdo
presentes nas demais algas estudadas. Também foram analisadas familias génicas
exclusivas obtidas através do banco de dados de dominios conservados (CDD), de modo
que diversas outras familias encontradas somente no genoma estudado foram
identificadas.

De acordo com os resultados desta andlise, foram encontradas 68 familias
exclusivas a N. oleoabundans, das quais apenas 12 puderam ser identificadas (tabela 6).

Das familias restantes, 20 sdo formadas por proteinas hipotéticas e 36 por no hits.

42



Tabela 6: Anotagdo das familias génicas encontradas apenas em Neochloris oleoabundans e o nimero de
genes contido em cada familia. As familias marcadas com um asterisco (*) foram obtidas a partir de analise
do CDD e as demais foram obtidas a partir do OrthoMCL.

Numero de genes Anotagdo

6 serina/treonina proteina quinase
ATPases da classe AAA+
glicosiltransferase putativa
Quitinase
Hedgehog
RNase T2
Preniltransferase
PAS/PAC sensor protein
Quitosanase
cisteina peptidase
fosfolipase A2
6-fosfogliconolactonase (EC: 3.1.1.31)
CESA like *

R W NN N N N NN N DN WD

Glutamato sintase (EC: 1.4.1.13)*

Dentre os resultados obtidos, foi considerada mais interessante a identificacdo de
uma familia semelhante a celulose sintase (CESA-like). O homdlogo da proteina de
Arabidopsis CESA-like esta presente em duas cépias no genoma de N. oleoabundans. Essa
familia é membro da superfamilia celulose sintase e ainda ndo tem sua funcdo
completamente determinada, mas em algumas plantas sabe-se que esta envolvida na
sintese de hemicelulose (Yin et al., 2009). Este resultado sugere que a parede celular de N.
oleoabundans poderia ser formada por esse polissacarideo. Isto constituiria uma
caracteristica particular desta espécie, pois sabe-se que tanto Chlamydomonas quanto
Chlorella ndao apresentam hemicelulose em suas paredes celulares (Harris, 2009; Blanc et
al., 2010).

Outra peculiaridade de Neochloris é a presenga de quitinases e quitosanases, uma
vez que quitina e compostos quitina-like sdo raros em paredes celulares de alga (Herth et

al., 1986), mas ja foram observados em Chlorella. Nessa ultima, a parede celular é
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formada por quitina e quitosana, sendo que ela possui tanto os genes necessarios para
sua sintese como para seu remodelamento (Blanc et al., 2010). Curiosamente, apesar de
terem sido identificados os genes de remodelamento em Neochloris (quitosanase e
quitinase), so foi possivel identificar genes que codificam para a sintese de quitina. A
presenca de duas copias de quitina sintase no genoma sugere que esse polissacarideo,
assim como a hemicelulose, pode ser um constituinte da parede celular da alga estudada.

Uma vez que nado foi possivel identificar os genes responsaveis pela sintese de
guitosana, imaginou-se qual seria a funcdo exercida por essa enzima. Uma possibilidade é
sua atuacdo, semelhante ao que ocorre em planta (Wang, et al., 2007), como mecanismo
de defesa contra outros microrganismos contidos no plancton, como fungos e pequenos
crustaceos, 0s quais possuem quitosana na parede celular. Deve-se ressaltar que a nao
observacdo de genes associados a sintese de quitosana ndo significa necessariamente a
sua auséncia, uma vez que o genoma possui diversos gaps na sua montagem. Além disso,
é necessario um estudo mais detalhado dessa quitosanase para precisar sua funcdo nas
células de Neochloris.

Outro resultado considerado bastante interessante foi a identificacdo de duas
copias do gene que codifica a proteina sinalizatéria Hedgehog (HH). A via de sinalizacao
HH é fundamental para a diferenciacao e proliferacao celular no desenvolvimento animal.
Ha relatos de que mutagdes nessa via causam defeitos congénitos e varios tipos de cancer
(Ingham et al., 2011). A molécula chave dessa via é HH, um ligante secretado que atua
como morfégeno. A mais difundida e bem caracterizada resposta das células a sinalizagao
HH é a regulacdo positiva da transcricdo de genes-alvo cuja identidade varia entre as
espécies (Ingham et al., 2011).

Estruturalmente, HH é uma proteina de 45kD composta por dois dominios (figura
16): o de sinalizacdo amino-terminal e o de autoprocessamento carboxi-terminal (Birglin,
2008). Sua atividade sinalizatéria depende da por¢cdo N-terminal, denominada Hedge ou
HH-N, a qual possui a pouco usual propriedade de se ligar covalentemente a uma
molécula de colesterol. A por¢ao C-terminal é denominada Hog ou HH-C, e sua Unica

funcdo conhecida é promover uma reacdo de autoprocessamento. Este dominio possui
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uma regiao de similaridade com a sequéncia de inteinas de self-splicing denominado Hint

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

Hint SHR ar AKR
r —+ w ~+ =1
55 HH-N M- |
I - L 1 JL T J
85 Hedae Hog

Figura 16: A proteina Hedgehog (HH) inteira é composta de dois dominios distintos: o dominio amino-
terminal 'Hedge' (mostrado em verde escuro) e o dominio 'Hog' carboxi-terminal (mostrado em azul), ambos
0s quais sdo também encontrados em outras proteinas que ndo sdo membros da familia HH (Ingham et al.,
2011).

A capacidade do dominio Hog de processar proteinas secretadas parece ser
evolutivamente ancestral. J& foram identificados dominios Hog em diversos organismos
como algas vermelhas, dinoflagelados, musgos, Alveolata e entre os metazoa, mas ndo em
plantas superiores (Koonin, 1995). Somente eumetazodrios fazem a associagdao dos
dominios Hedge e Hog na forma em que as proteinas HH apareceram pela primeira vez
(Burglin, 2008).

Apesar de haver relatos da presenca de proteinas da via HH em eucariotos
ancestrais, nunca foi relatada a presenca desses genes em algas verdes (Ingham et al.,
2011). Entretanto, a anotacdo automadtica dos genes de N. oleoabundans indicou a
presenca de varios componentes desta via de sinalizacdo (figura 17). Para confirmar tais

resultados, toda a via HH foi analisada manualmente.
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Zic2

=

Figura 17: Via de sinalizagdo Hedgehog como foi descrita em organismos superiores. As proteinas marcadas
em verde estdo presentes no genoma de N. oleoabundans e as marcadas em branco estdo ausentes. A barra
dupla continua representa a membrana plasmadtica e a barra cinza clara pontilhada representa a parede
nuclear.

A figura 17 mostra que, embora muitos genes da via estejam presentes em N.
oleoabundans, ndo foram identificados componentes-chave da sinalizacdo, como os
receptores Ptc (Patched) ou Smo (Smoothened), tampouco o inibidor HHIP (HH-inhibitor
protein). Também ndo foram identificados os fatores de transcricdao zinc-finger, como Ci
ou Zic2. Apesar de ndo ser possivel afirmar que estes genes ndo estdo presentes no
genoma, devido a presenca de gaps na montagem, é provdvel que esta via ndo esteja
funcional em N. oleoabundans da maneira como é descrita para organismos superiores.

Ao investigar o genoma de Chlorella variabilis, a espécie evolutivamente mais
proxima de N. oleoabundans, foram encontrados os mesmos genes presentes na espécie

estudada, excetuando o inibidor negativo de HH cos2, que estd ausente em C. variabilis.

46



4.5. Analise funcional

A ultima andlise conduzida utilizando os dados do genoma de N. oleoabundans, e
uma das principais do ponto de vista de seu uso como plataforma biotecnoldgica na
producdo de biocombustiveis, foi sua reconstrugdao metabdlica.

Em resumo, com base nas informacdes relativas a presenca ou ndo de genes no
genoma de N. oleoabundans foi possivel identificar quais as vias metabdlicas presentes

nesta espécie. A figura 18 apresenta as principais vias de interesse deste trabalho.
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Figura 18: Vias do metabolismo energético de Neochloris oleoabundans. As reagdes em vermelho
representam a possivel reposta a privagdo de nitrogénio e os nimeros indicam as enzimas que realizam as
reagcOes detalhadas no Anexo I.

Foi possivel mapear as principais vias da fixacdo e metabolismo de carbono,
nitrogénio e da sintese e degradacao de triacilglicerideos, além de vias como fotossintese,
ciclo de Krebs, ciclo celular, mTOR, fosforilacdo oxidativa e via das pentose fosfato. Além

disso, buscou-se identificar a ocorréncia de familias génicas entre os genes que codificam
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as enzimas presentes nestas vias. A tabela apresentada no Anexo | detalha estes
resultados.

Tal mapeamento permitiu comparar o nimero de cdpias 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 fotossintese, fixagdo de carbono,
glicdlise, ciclo TCA, fixacdo de nitrogénio, sintese de acidos graxos e sintese de TAG.
Através da observacdo da mesma é possivel compreender o caminho mais provavel do
carbono dentro de uma célula de N. oleoabundans, desde sua entrada como didxido de
carbono (CO,) ou ions bicarbonato (HCO3') dissolvidos na dgua, até sua incorporagdo em
uma molécula de triacilglicerol (TAG).

Complementando esta analise com a investigacdo do numero de cépias de cada
gene (tabela 7), foi possivel perceber que algumas vias, como a glicélise, possuem
praticamente todos os seus genes expandidos em Neochloris em comparagao com as
outras algas analisadas. Isso pode ser um indicativo de que essa espécie possui uma
grande eficiéncia na quebra de glicose, além de alguns dos genes contidos na via também
participarem da fixacdo de carbono, que é outra via metabdlica em que quase todos os

genes envolvidos aparecem com mais cépias na espécie estudada.
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Reagao

10
11
21
22
31
37
14
41
47
50
51
62
64

Tabela 7: Genes das vias mostradas na figura 18 que aparecem em maior nimero de cdpias no genoma de
Neochloris oleoabundans (N.o) quando comparada com Volvox carteri (V.c.), Chlamydomonas reinhardtii
(C.r.), Chlorella variabilis (C.v.), Ostreococcus lucimarinus (0O.l.) e Nannochloropsis gaditana (N.g.).

Fungao KO ECnumber N.o V.c C.r C.v O.l
Hexokinase Ko0844 2.7.1.1 1 0 0 0 oO
6-phosphofructokinase K0O0850 2.7.1.11 3 2 2 2 2
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase K00134 1.2.1.12 4 2 2 3 1
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (NADP) Ko0o131 1.2.19 2 1 1 1 1
2,3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase K15633 5.4.2.1 4 3 3 2 1
pyruvate carboxylase K01958 6.4.1.1 2 1 1 1 1
NAD-dependent malate dehydrogenase K00025 1.1.1.37 2 1 0 0 1
aconitate hydratase KO1681 4.2.1.3 1 0O 0 O 0
succinate dehydrogenase flavoprotein subunit K00234 1.3.5.1 2 1 1 1 1
phosphoenolpyruvate carboxykinase (ATP) K01610 4.1.1.49 1 0 0 0 o
glutamate synthase (ferredoxin) K00284 1.4.7.1 2 0 0 1 o
nitrate reductase (NADH) Ko0360 1.7.1.1 4 1 2 1 3
acetyl-CoA carboxylase K11262 6.4.1.2 6 5 3 5 1
malonyl-CoA:ACP-trans-acylase K00645 2.3.1.39 3 2 2 2 2
glycerol-3-phosphate dehydrogenase (NAD(P)+) K00057 1.1.1.94 3 2 2 2 2
AMP deaminase K01490 3.5.4.6 2 1 1 1 1

Caso o maior nimero de cépias esteja refletindo um aumento da intensidade de
expressao génica dos genes que codificam cada uma dessas enzimas, fato esse que é
impossivel determinar apenas com a analise do genoma, entdo seria possivel supor que N.
oleoabundans apresenta uma alta capacidade de fixagdao do CO, atmosférico em cadeias
carbonicas, além de uma alta eficiéncia na quebra de tais moléculas para obtencdo de
energia.

Além disso, essas vias fornecem os substratos para as mais diversas reacoes
metabdlicas celulares, entre elas a sintese de TAG. As duas primeiras enzimas da via de
sintese de lipidios (figura 18; 50,51) sdo as responsaveis pelo comprometimento do acetil-
CoA com a sintese de acidos graxos, ja que essa substancia também participa de diversas
outras reacdes metabdlicas importantes. O fato de essas enzimas apresentarem um maior
numero de copias na espécie estudada pode indicar que a alta capacidade de producdo de

acetil-CoA pode ser canalizada para a maior sintese de lipidios e, consequentemente, TAG.
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E importante ressaltar a grande distdncia evolutiva entre a espécie
Nannochloropsis gaditana e a alga verde estudada. Consequentemente, muitos dos genes
de N. gaditana, embora apresentem as mesmas fungdes, possuem sequencias tdo
distintas das presentes na espécie estudada que ndo permitem seu agrupamento como
sequencias ortélogas. Tal fato é a razdo de N. gaditana apresentar tdo poucas cépias dos
genes de sintese e ainda assim ser produtiva. Essa espécie apresenta também genes que
realizam essas mesmas fungdes, mas sao muito distintos de Neochloris para entrar na

comparacao.

4.5.1. Privagao de nitrogénio

Foi possivel identificar a possivel relagdo entre a privacdo de nitrogénio e a sintese
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 limitacdo de
nitrogénio ativa a enzima AMP deaminase que fornece amonia para a célula em privagao a
partir de AMP. Como consequéncia, a concentracdio de AMP mitocondrial diminui,
causando queda na atividade da enzima isocitrato desidrogenase. O ciclo de TCA é entdo
blogueado no nivel 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 mitocondria através
do antiporte malato / citrato. A enzima citosdlica 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 sintese de lipidios (Ratledge &
Wynn, 2002).

O fato de que os genes codantes da AMP deaminase e da aconitase estarem
presentes em maior nimero de cépias em Neochloris oleoabundans, mostram que esse
deve ser um caminho de sinalizacdo importante para essa alga. Considerando que essa
alga possui familias génicas pequenas e justamente esses genes aparecem em maior
numero de cépias que as demais espécies com baixo acumulo lipidico, esse parece ser um

forte indicio da origem de sua alta capacidade para acumulo de éleo.
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4.5.2. Remodelamento de membranas celulares

Foi demonstrado que a privagdo de nitrogénio, além de levar ao acimulo de TAG,
ocasiona mudancgas estruturais e quebra de membranas intracelulares como as dos
tilacdides e do reticulo endoplasmatico (Martin et al., 1976; Moellering & Benning, 2010).
Essas alteragdes foram comprovadas pelo transcriptoma de Chlamydomonas reinhardtii
realizado em privacdo de nitrogénio (Miller et al., 2010) e had muitos indicios de que o
mesmo ocorra em Neochloris oleoabundans. Apds algum tempo de privagao, a cultura que
normalmente é verde-clara passa a ter uma coloracdo levemente amarelada, indicando
gue pode estar havendo degrada¢dao de membranas e pigmentos do cloroplasto.

Ha relatos de que em plantas, durante a senescéncia ou stress por privacdo de
nitrogénio, membranas de tilacdides no cloroplasto sdo desintegradas e a clorofila e os
galactolipidios sdao quebrados, resultando no acimulo de intermedidrios tdxicos, como
tetrapirroles, fitol e acidos graxos livres (Lippold et al., 2012). Cerca de 80% do nitrogénio
contido em uma folha esta localizado no cloroplasto e essa quebra serve para liberar esse
e outros compostos para os novos orgdos da planta (Liu & Bassham, 2012). Nessas
condi¢bes, uma grande proporg¢ao do fitol e dos dcidos graxos sdao convertidos em acidos
graxos fitilo ésteres e TAG para evitar os efeitos tdxicos de tais substancias.

Consistente com a teoria de que o remodelamento de membranas é uma das
mudancas ocasionadas pela privacdo de nitrogénio, no transcriptoma de Chlamydomonas
os transcritos que tiveram maior aumento de expressdo codificam genes para lipases
putativas (Miller et al., 2010). A presenca de 66 lipases putativas encontradas no genoma
de Neochloris sugere que esse fendmeno poderia ocorrer de maneira similar ao descrito
em Chlamydomonas e em folhas senescentes. Infelizmente, entretanto, ndo é possivel
determinar somente com base na andlise do genoma quais sdo as lipases envolvidas nesse
processo, uma vez que as mesmas ndo sdao 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 relacdo entre privacdo de
nitrogénio 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 niveis de expressao em Chlamydomonas apds a privagao de nitrogénio
(quase 4 vezes; Miller et al., 2010). A reacdo catalisada por FAT1 termina a biossintese de
acidos graxos pela separagdo da cadeia acil do ACP. Essa rea¢ao compete com a direta
transacilacio do ACP pela glicerol-3-fosfato aciltransferase para a formacdo de
fosfatidato. Um aumento na atividade de FAT1, desse modo, poderia indicar um aumento
da exportacdo de acidos graxos do cloroplasto para o reticulo endoplasmatico, onde a
montagem de TAG ocorre, ja que acil-ACPs precisam ser hidrolisados antes da exportacdo
(Pollard & Ohlrogge, 1999).

Apesar da impossibilidade de inferir os niveis de atividade dessa enzima nesse
trabalho, a presen¢a no genoma de N. oleabundans de um gene FAT1 completo e,
portanto, potencialmente funcional, sugere que o aumento da sintese de lipidios poderia
ocorrer também a partir da quebra de acidos graxos de membrana.

O outro gene chave identificado é o que codifica DGAT, enzima responsavel pela
etapa de comprometimento dos acidos graxos livres com a sintese de TAG. Este gene
parece estar expandido em todas as espécies de algas estudadas, estando presente em
trés cépias em Neochloris. Dentre os cinco genes putativos identificados na versdo 4.0 do
genoma de Chlamydomonas reinhardtii, foram identificados somente quatro destes genes
transcritos nos transcriptomas estudados por Miller e colegas, 2010. Interessantemente, a
expressdo de um desses genes foi quase completamente suprimida em condi¢Ges de
suplementacdo de N, mas mostrou um grande aumento na abundancia de transcritos
apods a privacdo de nitrogénio (Miller et al., 2010). Assim, apesar da expressdo desta
familia de genes parecer ser regulada pela presenca ou ndo de nitrogénio, a natureza
desta regulacdo pode ndo depender da quantidade de copias presentes no genoma.

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

no genoma de N. oleoabundans, atuaria na condicdo de stress fazendo com que com os
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acidos graxos livres, tanto da sintese de novo quanto oriundos da quebra de membranas

sejam direcionados para a sintese de TAG.

4.5.3. Mecanismos de fixagao de carbono

Foram investigados também os mecanismos pelos quais a alga N. oleoabundans
assimila o CO, em compostos de interesse. Os possiveis mecanismos empregados para a
fixacdo 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 primario do CO,, sendo convertido em duas moléculas de trés
carbonos (3-fosfoglicerato) pela enzima Rubisco (Kutschera & Niklas, 2007).

Este mecanismo, denominado C3, foi descrito pela primeira vez em uma espécie
do género 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 possivel observar que o
mecanismo C3 ndo é o Unico existente entre esses organismos. Em algumas espécies
foram encontrados genes que participam de um mecanismo mais complexo de fixacao de
carbono, em que o CO, é convertido em uma molécula de quatro carbonos em duas
etapas.

Esse mecanismo, conhecido como C4, foi descrito por Karpilov e colaboradores no
comeco dos anos 60 e esta presente em diversas plantas superiores, como milho, cana-de-
acucar e sorgo (Karpilov, 1960). No mecanismo C4 o CO; é inicialmente fixado em células
do mesdfilo em oxaloacetato, o qual é posteriormente reduzido a malato pela NADP-
malato desidrogenase (30; figura 18). O malato é entdo transportado para as células da
bainha vascular e, no cloroplasto dessas células, é decarboxilado pela enzima malica NAD-
dependente, formando piruvato, CO, e NADPH (Pessarakli, 2005).

Primeiramente, pensava-se haver a necessidade de separacdo espacial das reacdes
gue 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 CO, no cloroplasto, regido de atuacdo da enzima
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Rubisco. Neste caso, portanto a separacdo espacial ocorre entre compartimentos
intracelulares, e ndo entre células especificas. 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
fixacdo de carbono em Neochloris oleoabundans, apesar de ser esperado encontrar
apenas o mecanismo C3, ja que as espécies filogeneticamente mais préximas de N.
oleoabundans utilizam esse mecanismo. Entretanto, foram encontradas todas as enzimas
necessarias para a fixacdo 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 fixacdo de carbono por
C4-like, como as anidrases carbdnicas, enzimas responsaveis pela interconversdao do CO,
em bicarbonato, além de um transportador de bicarbonato no cloroplasto, entretanto ndo
foi localizada a anidrase carbonica localizada no cloroplasto, a qual parece ser necessaria
para converter o bicarbonato em CO, neste compartimento e, assim, concentrando esse
gas para a Rubisco.

Sendo assim, ndao é possivel afirmar somente com a analise 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 anapleréticos (reposicao) dos intermediarios
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
concentragdes de CO,, 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.

E importante investigar esse mecanismo a fundo, pois plantas C4 s3o uma
sofisticacdo evolutiva de C3, garantindo altas taxas de fotossintese mesmo quando a
concentracdo de CO, estd baixa (Pessarakli, 2005). Outra vantagem seria o baixo indice de
fotorrespiracao, que ocorre quando a Rubisco, considerada uma enzima “promiscua” (pois
pode atuar tanto como carboxilase como oxidase), fixa oxigénio em detrimento de gas

carbonico. Como no mecanismo C4 ha concentracdo de CO, no local de atuacdo da
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Rubisco, ocorre uma reducdo natural da competicio com O,, diminuindo assim a
possibilidade de ocorrer a fotorrespiracdao (Xu et al, 2012; Pessarakli, 2005). Nesse
contexto, o uso de engenharia genética é de extrema importancia para direcionar uma
magquinaria celular ja existente no genoma de Neochloris para seu uso de forma mais

eficiente na forma do mecanismo C4-like.

5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

As microalgas sdo consideradas uma fonte promissora de matéria-prima para a
producdo de biocombustiveis. Recentemente, a diminuicdo das reservas petroliferas e o
aumento dos niveis atmosféricos de CO, despertaram o interesse e aumentaram as
pesquisas envolvendo esses organismos. Um dos principais desafios é encontrar uma
espécie capaz de concentrar todas as caracteristicas de interesse, como grande acumulo
de biomassa e alta producao de lipidios. Para supera-lo sera necessdrio empregar técnicas
de engenharia genética para manipular a bioquimica desses organismos em favor do
aumento da produtividade e maior adequacao as plataformas de cultivo.

Por ser naturalmente capaz de grande acumulo lipidico em resposta a privacdo de
nitrogénio e possuir um perfil de acidos graxos ideal para a producdao de biodiesel,
Neochloris oleoabundans é uma espécie de grande interesse biotecnolégico para a
producdao de biocombustiveis de terceira geragdao. A caracterizacdao de seu genoma
permitiu levantar insumos para a compreensdo das bases moleculares do fendtipo de
interesse. Foram identificados os genes envolvidos no metabolismo energético, no
acumulo de lipidios e na resposta a privacdo de nitrogénio, permitindo levantar genes-
chave que podem ser objeto de estudos mais detalhados ou até mesmo de manipulagdo
genética.

A montagem do genoma gerou 10.006 genes preditos distribuidos ao longo de
1.544 scaffolds. Devido a presenca de varios 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 possivel precisar que os genes ndao encontrados estdo efetivamente ausentes no
genoma de Neochloris.

O estudo do genoma também mostrou que, embora Neochloris seja
filogeneticamente mais préxima de C. reinhardtii e V. carteri, seu genoma se assemelha
mais com o de C. variabilis. As espécies mais préximas devem ter sofrido uma evolucao
global mais rapida, enquanto Neochloris parece ter mantidos genes ancestrais
semelhantes aos de Chlorella.

Foram encontradas 18 familias génicas ortdlogas presentes apenas nas espécies
oleaginosas Nannochloropsis gaditana e Neochloris oleoabundans. Entre elas, apenas duas
estdo relacionadas com o metabolismo de lipidios, uma esterase/lipase e uma oxidase de
alcool graxos, ambas participando de sua degradacdo de acidos graxos. As poucas
semelhancas entre essas espécies se deve a grande distancia filogenética, muito embora
apresentem a uma resposta similar a privagao de nitrogénio.

A andlise das familias génicas exclusivas de Neochloris deram indicios de que sua
parede celular pode ser composta por hemicelulose e quitina. Este udltimo é um
componente pouco usual de paredes celulares de alga, estando presente apenas em
Chlorella.

As vias metabdlicas envolvidas no fendtipo de interesse foram integralmente
mapeadas e foi possivel identificar genes chave em maior nimero de cdpias, indicando a
natureza das reagdes que ocasionam o maior acumulo lipidico e a ampla resposta a
privacdo de nitrogénio. Para que as hipéteses sugeridas nesse trabalho sejam confirmadas
faz-se necessdria a realizacdo de um transcriptoma, para verificar se o maior numero de
copias desses genes acarreta uma maior expressao génica, indicando se as vias propostas
no presente trabalho sdo as responsaveis pela resposta de N. oleoabundans a privacao de
nitrogénio.

Através dos dados levantados na andlise do genoma de Neochloris pode-se concluir
gue o aumento significativo no acumulo de TAG decorrente da privacao de nitrogénio
possivelmente ocorre pela queda de AMP celular, pela acdo da AMP deaminase,

direcionando um intermediario do ciclo TCA para a sintese lipidica. Além disso, pode
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ocorrer também um remodelamento de membranas do cloroplasto e quebra de
pigmentos fotossintetizantes, como a clorofila. Como essa quebra pode liberar
substancias toxicas para as células, as mesmas sdo neutralizadas tornando-se TAG sem a
necessidade do uso de poder redutor da célula para que esse aumento aconteca.

Diante da existéncia de tantos mecanismos distintos para a fixacdo de carbono,
bem como sua importancia na definicdo da eficiéncia energética dos organismos
fotossintetizantes, é bastante relevante a compreensao deste metabolismo em microalgas
a serem utilizadas como plataformas biotecnoldgicas. Assim, este tdpico é indicado como
um assunto a ser objeto de estudos aprofundados em futuros projetos. Devido as
vantagens apontadas acima, caso N. oleoabundans atue como C3, tanto exclusivamente
como de forma complementar ao mecanismo C4, este seria um alvo importante a sua
manipulagao genética. Neste caso, as ferramentas de transformagao genética poderiam
atuar no sentido de direcionar esta alga para um metabolismo majoritariamente C4 ja que
a maior eficiéncia fotossintética pode ocasionar maior biomassa, maior producdo de
cadeias carbonicas e, consequentemente, aumento na sua capacidade potencial de
acumular lipidios. Ha 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 a promiscuidade da Rubisco e aumentando a eficiéncia fotossintética.
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ANEXO |

Anexo |: Enzimas que catalisam as reagGes mostradas na figura X, sendo que o nimero da reagdo representa
o numero mostrado na figura, seguido do nome da enzima, sua identificagdo no KEGG, seu EC number e o
numero de cépias 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.).

Reagdo Fungdo KO ECnumber N.o V.c Cr Cv Ol
1 phosphoglucomutase K01835 5.4.2.2 3 1 3 2 1
2 hexokinase k00844 2.7.1.1 1 0 0 0 0
3 glucose-6-phosphate isomerase K01810 5.3.1.9 1 1 1 1 1
4 6-phosphofructokinase Ko08s50  2.7.1.11 3 2 2 2 2
5 fructose-1,6-bisphosphatase | K03841 3.13.11 1 0 0 1 0
6 fructose-bisphosphate aldolase, class | KO1623  4.1.2.13 6 4 6 3 3
7 triosephosphate isomerase (TIM) k01803 5.3.11 3 1 1 2 3
8 glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase k00134 12112 4 2 2 3 1
10  glyceraldehyde-3-phosphate KO0131  1.2.1.9 2 1 1 1 1

dehydrogenase (NADP)
9 chosphoglycerate kinase K00927  2.7.2.3 2 2 2 3 1
11 2,3-bisphosphoglycerate-independent K15633 54.2.1 4 3 3 2 1

phosphoglycerate mutase
12 gnolase K01689  4.2.1.11 1 1 1 1 1
13 pyruvate kinase K00873 2.7.1.40 6 6 6 7 2
14 phosphoenolpyruvate carboxykinase (ATP) K01610 4.1.1.49 3 6 1 3 0
15 ribulose-phosphate 3-epimerase K01783 5.13.1 1 1 2 2 3
16 ribose 5-phosphate isomerase A K01807 53.1.6 1 0 0 0 1
17 phosphoribulokinase K00855 2.7.1.19 1 1 1 1 1
18 ribulose-bisphosphate carboxylase large KO1601  4.1.1.39 1 - - - -

chain
19 carbonic anhydrase K01673 EC:4.2.1.1 6 7 8 6 0
20 phosphoenolpyruvate carboxylase K01595 4.1.131 3 2 4 2 1
21 ,yruvate carboxylase K01958  6.4.1.1 2 1 1 1 1
22 NAD-dependent malate dehydrogenase K00025  1.1.1.37 2 1 0 0 1
22 malate dehydrogenase K00026 1.1.1.37 3 3 3 3 3
23 malate dehydrogenase (NAD") K00028  1.1.1.39 1 ) ) ) )
24 pyruvate dehydrogenase E1 component K00162 1241 5 4 5 3
25 K00627 2.3.1.12 3 2 4 1 3

pyruvate dehydrogenase E2 component
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27
28
30

29

31
32

33

34

35

36

36

37

38
39

40

41

42

43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54

dihydrolipoamide dehydrogenase
citrate synthase

ATP citrate (pro-S)-lyase

malate dehydrogenase (NADP+)

citrate lyase, citryl-ACP lyase (beta) subunit

aconitate hydratase

isocitrate dehydrogenase (NAD+)

2-oxoglutarate dehydrogenase E1
component
2-oxoglutarate dehydrogenase E2
component

dihydrolipoamide dehydrogenase

succinyl-CoA synthetase alpha subunit

succinyl-CoA synthetase beta subunit

succinate dehydrogenase flavoprotein
subunit

fumarate hydratase, class Il

malate dehydrogenase (NADP+)

glutamate synthase (NADPH/NADH)

glutamate synthase (ferredoxin)

asparagine synthase (glutamine-
hydrolysing)

glutamate dehydrogenase (NAD(P)+)
glutamate dehydrogenase (NADP+)
glutamine synthetase
ferredoxin-nitrite reductase

nitrate reductase (NADH)
3-oxoacyl-ACP synthase llI
3-oxoacyl-ACP synthase Il
acetyl-CoA carboxylase
malonyl-CoA:ACP-trans-acylase
3-oxoacyl-ACP reductase
3-hydroxy acyl-CoA dehydratase

enoyl-ACP reductase |

K00382
K01647
K01648
K00051

K01644

K01681
K00030

K0O164

K00658

K00382

K01899

K01900

K00234

K01679
K00029

K00264

K00284

K01953

K00261
K00262
K01915
K00366
K00360
K00648
K09458
K11262
K00645
K00059
K02372
K00208
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1.8.1.4
2331
2338
1.1.1.82
4.1.3.6
4.1.3.34
4.2.1.3
1.1.1.41

1.2.4.2

2.3.1.61

18.14
6.2.1.4/
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1351

4.2.1.2
1.1.1.40
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147.1
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1413
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55
56
56

57

58
59
60
61

62

63
64

acyl-ACP thioesterase
glycerol-3-phosphate acyltransferase

glycerol-3-phosphate O-acyltransferase

1-acylglycerol-3-phosphate O-
acyltransferase-

phosphatidate phosphatase
diacylglycerol kinase
diacylglycerol O-acyltransferase

glycerol-3-phosphate dehydrogenase

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

glycerol-3-phosphate dehydrogenase

AMP deaminase

K10782
K00629
K00630

K00655

K01080
K00901
K11155
K00111

K00057

K00006
K01490
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3.1.2.14
2.3.1.15
2.3.1.15

2.3.1.51

3.1.34
2.7.1.107
2.3.1.20
1153

1.1.1.94

1.1.1.8
3.54.6
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