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RESUMO

O potencial biotecnoldgico das microalgas vem sendo explorado,
particularmente em relacdo a obtencdo de diversos compostos naturais
(bioativos) presentes na biomassa. Dentre estes compostos, com elevado
valor comercial, se destacam os carotenoides devido as suas aplicacdes
na aquicultura e na saude humana em nutracéuticos. A biossintese dos
carotenoides € regulada principalmente pela luz, porém ainda ha um
conhecimento limitado em relacdo aos mecanismos moleculares e a
regulacdo da transcricdo génica nessa rota metabdlica frente a esse
contexto ambiental. Estudos apontam que a diatoméacea Phaeodactylum
tricornutum é uma espécie com grande potencial biotecnol6gico, portanto
sugerem melhorias no que tange a producao de pigmentos. Neste trabalho
foi proposto determinar o efeito de diferentes irradiancias na producéo de
pigmentos e no perfil de transcricdo génica envolvidas na biossintese dos
carotenoides na microalga Phaeodactylum tricornutum. Foram
empregadas duas irradiancias (100 e 600 pmol fétons m2 s?1) com
fotoperiodo 12:12, sendo que os cultivos experimentais foram
comparados a partir da determinacdo da biomassa, das medicGes de
fluorescéncia da clorofila a no Fotossistema 1, da determinacéo do teor
de pigmentos e analises da transcri¢do génica por qPCR. As maiores
biomassas foram alcancadas com o emprego de 600 pumol fétons m= s,
os resultados do Y e do Fv/Fm mostraram que a maior irradiancia pode
ter causado estresse as células de P. tricornutum. Além disso, neste
tratamento foi verificada uma taxa de transferéncia de elétrons quatro
vezes superior aquela do 100 umol fétons m2 s, e consequentemente,
mais energia foi dissipada pelo mecanismo NPQ. Com base na
concentracdo de pigmentos e no nivel de transcritos, com excec¢éo do gene
LUT1, todos os outros genes da via — LCYB, ZEP1, ZEP2, ZEP3, VDE,
VDL1 e VDL2 foram influenciados, tanto pela irradiancia, quanto pelo
fotoperiodo, corroborando a ideia de que estes efeitos ambientais de fato
influenciaram a biossintese dos carotenoides em P. tricornutum.

Palavras-chave: Aquicultura. Luz. Microalga. Nivel de transcritos.
Pigmentos.






ABSTRACT

The biotechnological potential of microalgae has been explored,
particularly in relation to obtaining several natural bioactive compounds
present in the biomass. Among the compounds, with high commercial
value, carotenoids are outstanding due to their applications in aquaculture
and human health in nutraceuticals. The biosynthesis of carotenoids is
mainly regulated by light, but there is still limited knowledge regarding
the molecular mechanisms and the regulation of gene transcription in this
metabolic pathway of this environmental context. Studies indicate that the
diatom Phaeodactylum tricornutum is a model species with great
biotechnological potential, therefore suggesting improvements in the
production of pigments. In this work it was proposed to determine the
effect of different irradiances on pigment production and on the gene
transcription profile of carotenoid biosynthesis in the microalgae
Phaeodactylum tricornutum. Two irradiances (100 and 600 pwmol photons
m2 s) with 12:12 photoperiod were employed, and the experimental
cultures were compared upon the biomass determination, chlorophyll a
fluorescence measurement in photosystem Il, determination of pigment
content and gene transcription analyzes by qPCR. The highest biomasses
were achieved using 600 pmol photons m™ s and the results of Yy and
Fv / Fm showed that the higher irradiance may have caused stress to P.
tricornutum cells. Moreover, this treatment was associated to an electron
transfer rate four times higher than the treatment of 100 umol photons m
2 s and consequently, more energy was dissipated by the NPQ
mechanism. Based on pigment content and gene transcript levels, with the
exception of the LUTL gene, all other (pathway) genes - LCYB, ZEP1,
ZEP2, ZEP3, VDE, VDL1 and VDL2 were influenced by both the amount
of light and the photoperiod, corroborating the idea that these
environmental effects actually influenced the carotenoid biosynthesis in
P. tricornutum.

Keywords: Aquaculture. Light. Microalgae. Pigments. Transcript level.
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1 INTRODUCAO

1.1 MICROALGAS

As microalgas sdo  micro-organismos  unicelulares —
fotoautotréficos em sua maioria — encontrados em diversos ambientes
Umidos e podem ser definidas como um grupo de organismos que
possuem clorofila a como pigmento fotossintético primério e que abrange
um grande ndmero de taxa, sem ter, necessariamente, uma ligacdo
evolutiva (LEE, 2008). Por integrar grande parte do fitoplancton, ¢
considerado o grupo responsavel pela producdo de oxigénio da atmosfera
através da fotossintese oxigénica (FALKOWSKI; RAVEN, 2007).

As microalgas sdo extremamente importantes em aquicultura, pois
ao constituirem a base de diversas cadeias troficas nos ambientes naturais,
sdo empregadas como alimento para diversos organismos aquaticos
cultivados, como larvas de crustaceos, moluscos e peixes, principalmente
devido ao seu elevado valor nutricional (DERNER et al., 2006). Ademais,
a utilizacdo das microalgas tem ganhado destaque devido a sua funcéo
como biorremediarores, uma vez que tém sido empregadas na melhora da
qualidade da agua em efluentes provenientes da piscicultura (BORGES
et al., 2005) e da carcinicultura (MAGNOTTI et al., 2015). Esta é uma
estratégia de baixo custo e alta eficiéncia, pois estes organismos sdo
capazes de assimilar compostos (principalmente nitrogénio e fésforo) —
gue em excesso causam a eutrofizacdo (VIADERO et al., 2005) dos
ambientes aquaticos.

Também, as microalgas podem ser utilizadas em diferentes fases
do tratamento dos esgotos domésticos e/ou industriais, pela capacidade
de reter metais pesados na biomassa (KUMAR et al., 2015). Embora haja
um questionamento sobre o que fazer com a biomassa produzida em
efluentes, pois dependendo dos nutrientes ou metais acumulados nesta,
pode se tornar invidvel para alimentacdo humana/animal, porém pode ser
viavel em outras atividades como o possivel uso de biofertilizantes para
a agroindustria (WIN et al., 2018).

Além disso, as microalgas podem apresentar diversas outras
aplicacdes biotecnoldgicas, que incluem a extragdo de varios compostos
de interesse (acidos graxos poli-insaturados, polissacarideos, moléculas
antioxidantes, compostos bioativos, carotenoides) da biomassa
microalgal (PULZ; GROSS, 2004; SPOLAORE et al., 2006; CHEW et
al., 2017).

Dentre os principais &cidos graxos poli-insaturados (PUFA)
encontrados nas microalgas, 0 &cido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) e
0 acido docosahexaenoico (DHA, 22:6 n-3) sdo os compostos bioativos



24

mais importantes, considerados essenciais na salde animal e humana.
(SHAHIDI;  WANASUNDARA, 1998; WEN; CHEN, 2003;
SIMOPOULOQOS, 2008).

Nos ultimos anos, uma das principais fontes disponiveis em escala
comercial de EPA é o 6leo de peixe e diante disto sua quantidade vem
decrescendo devido ao aumento do consumo e a exploracéo excessiva dos
estogues pesqueiros (BELARBI et al., 2000; TOCHER, 2010). Além
disso, um possivel problema potencial para a nutricdo humana tem sido a
presenga de contaminantes como pesticidas e metais pesados (mercurio,
por exemplo) associados ao emprego de 6leo de peixe como fonte de EPA
(KHOZIN-GOLDBERG; ISKANDAROV; COHEN, 2011; PEREZ-
LOPEZ et al., 2014). Por isso, o cultivo de microalgas marinhas para a
producdo de PUFA n-3 é uma alternativa interessante devido & sua
capacidade de sintetizar e acumular grandes quantidades destes
compostos (PATIL et al., 2005; PATIL et al., 2007).

1.2 FONTE E IMPORTANCIA DOS CAROTENOIDES

As microalgas séo fonte natural de diversos compostos, incluindo
uma variedade de pigmentos, como as clorofilas, os carotenoides e as
ficobiliproteinas, que tém fungdes especificas no metabolismo celular.
Dentre estes compostos, os carotenoides tém elevado valor comercial,
uma vez que sdo utilizados em muitas aplicac@es biotecnoldgicas (DEL
CAMPO; GARCIA-GONZALEZ; GUERRERO, 2007; MULDERS et
al., 2014).

Os carotenoides séo tetraterpenos (com 40 atomos de carbono) —
derivados dos isoprenoides, lipofilicos e geralmente coloridos, ou seja,
absorvem a luz em diferentes faixas do espectro luminoso (400-550 nm),
os quais Ihe conferem coloracdo amarela, laranja, vermelha e marrom por
exemplo, e sdo sintetizados por bactérias, fungos, plantas e algas
(LICHTENTHALER, 1999; SANDMANN, 2002; SOLOVCHENKO;
NEVEROV, 2017).

Estes compostos sdo divididos em dois grupos: os carotenos (cuja
estrutura quimica é formada por hidrocarbonetos) e as xantofilas
(carotenos oxigenados, também conhecidos como oxicarotenoides).
Embora existam centenas de carotenoides distintos, as suas caracteristicas
estruturais sdo muito comuns devido a sua relagdo com a fotossintese
(FRANK; COGDELL, 1996; CHUYEN; EUN, 2015).

Os carotenoides desempenham diversas funcfes de extrema
importancia & salde humana, pois estdo associados as atividades
antioxidantes, anticancerigenas e anti-inflamatérias, com potencial
aplicacdo nas inddstrias alimenticias e farmacéuticas (PANGESTUTI;
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KIM, 2011, GONG; BASSI, 2016). Entretanto, estes compostos naturais
ndo sao sintetizados por humanos, assim devem ser assimilados através
da dieta (DEL CAMPO; GARCIA-GONZALEZ; GUERRERO, 2007).

Os carotenoides estdo geralmente relacionados ao metabolismo
secundario das microalgas (fotoprotecdo e alelopatia, por exemplo), e
vém sendo empregados em alguns setores da aquicultura, como na
coloracdo da carne de camar6es e de peixes (ex: salmao), além de reforcar
a coloracdo da pele de peixes ornamentais (DILER; DILEK, 2002;
BAKER; GUNTHER, 2004). Dentre as microalgas produtoras de
carotenoides, pode-se citar o grupo das cloroficeas que compreende as
espécies Haematococcus pluvialis e Dunaliella salina, que séao
empregadas na producdo comercial de astaxantina e [-caroteno,
respectivamente (DEL CAMPO; GARCIA-GONZALEZ; GUERRERO,
2007; MULDERS et al., 2014).

1.3 DIATOMACEAS e Phaeodactylum tricornutum

Além das cloroficeas anteriormente citadas, outras classes
também sdo produtoras de carotenoides, a exemplo de algumas
diatoméaceas (Classe Bacillariophyceae) (Tabela 1). As diatoméaceas séo
micro-organismos fotossintéticos encontrados em ambientes marinhos e
dulcicolas, responsaveis por até 25% da produtividade primaria global
(SCALA; BOWLER, 2001). Os representantes desta classe, possuem
parede celular composta por uma frastula de silicio, que em conjunto com
outros nutrientes, sdo importantes para a eficiéncia fotossintética (LOPEZ
et al., 2005).

Além da importancia ecoldgica, as diatomaceas também
apresentam um alto potencial biotecnolégico, particularmente a producéo
de acidos graxos (principalmente PUFA n-3), proteinas, carboidratos e
carotenoides (XIA et al., 2018) que podem ser empregados
principalmente na inddstria alimenticia, como aditivos alimentares, e
indUstria farmacéutica (PANGESTUTI; KIM, 2011).

No grupo das diatoméaceas, sdo encontrados majoritariamente
oito tipos de carotenoides, que podem ser enquadrados em dois grupos:
0s carotenos, que incluem o B-caroteno; e as xantofilas, representadas pela
zeaxantina, anteraxantina, violaxantina, neoxantina, diadinoxantina,
diatoxantina e fucoxantina (COESEL et al., 2008; KUCZYNSKA et al.,
2015).

Na classe Bacillariophyceae, se destaca Phaeodactylum
tricornutum (Figura 1), que é uma diatomacea penada marinha
reconhecida como um organismo-modelo para estudos fisioldgicos e
moleculares (DE MARTINO et al., 2007; BOWLER et al., 2008), além
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de ser uma candidata interessante para a producdo de carotenoides,
principalmente fucoxantina (poderoso antioxidante e anticancerigeno),
cujas aplicagbes envolvem importantes propriedades nutracéuticas no
combate a diversas doencas (XIA et al., 2013; LIU et al., 2016;
ANDRADE et al., 2018).

Os teores de fucoxantina em P. tricornutum podem atingir
elevadas concentragdes (até 22 mg g* de biomassa seca) em certas
condi¢des de cultivo, como: concentracdo de nitrogénio, fase de
crescimento, fotoperiodo, intensidade/qualidade de luz (RAGNI;
D’ALCALA, 2007; XIA et al., 2013; VALLE et al., 2014; McCLURE et
al., 2018; YI et al., 2018). Também, a limitagcdo de alguns nutrientes,
como o ferro, provoca alteracbes no metabolismo celular, que tem
impacto na regulacdo da atividade fotossintética e, consequentemente,
reduz a sintese deste pigmento (ALLEN et al., 2008; YOSHINAGA et
al., 2014).

Figura 1. Fotografia da diatomécea Phaeodactylum tricornutum CCAP1055/1.

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).
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Tabela 1 - Carotenoides encontrados em diversas microalgas.

Microalgas

Carotenoides

Referéncias

Phaeodactylum tricornutum*

Thalassiosira pseudonana*

Scenedesmus obliquus**
Dunaliella salina**
Choricystis ~ minor  var.

minor**

Chlamydomonas

reinhardtii**

Haematococcus pluvialis**

[-caroteno,
zeaxantina,
anteraxantina,
violaxantina,
neoxantina,
diadinoxantina,
diatoxantina,
fucoxantina

a-caroteno,
[-caroteno,
luteina,
zeaxantina,
violaxantina,
neoxantina

luteina,
zeaxantina,
anteraxantina,
violaxantina

a-caroteno,
[-caroteno,
luteina,
anteraxantina,
violaxantina,
neoxantina,
cantaxantina,
astaxantina

Lohr e Wilhelm
(2001)
Coesel et al,
(2008)
Kuczynskaetal.,
(2015)

Lamers et al.
(2008)
Chan et al
(2013)
Fuetal. (2014)
Menezes et al.

(2016)

Mansouri e
Hajizadeh
(2018)

Faraloni e

Torzillo (2013)

Torzillo et al.

(2003)
Derner et al.
(2006)
Recht et al.
(2014)

Um asterisco (*) indica o grupo das diatoméceas e dois asteriscos (**) indicam
as cloroficeas. Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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1.4 BIOSSINTESE DOS CAROTENOIDES E ISOPRENOIDES

Os carotenoides sdo derivados da sintese dos isoprenoides, cujo
principal precursor desta via é o isopentenilpirofosfato (IPP). Duas rotas
foram descobertas a partir da molécula de IPP: a primeira conhecida como
rota do Mevalonato (MEV), com os carotenoides presentes em fungos; e
a segunda via, denominada 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP), é
encontrada em bactérias e nos plastidios de plantas e algas
(LICHTENTHALER, 1999; ROHMER, 1999). Na Figura 2 estdo
representadas as rotas, que segundo Rohmer et al. (1993), a via de MEP
comeca com a formacdo do IPP a partir da rota alternativa do 1-
desoxixilulose-5-fosfato (DXP) que deriva da condensagdo do
gliceraldeido-3-fostato e do piruvato a partir da enzima 1-Deoxi-D-
xilulose 5-fosfato sintase (DXS). Em seguida a reacdo é catalisada pela
enzima 1-Deoxi-D-xilulose 5-fosfato reductoisomerase (DXR) a partir da
molécula de DXP para a formacdo do MEP. Apo6s algumas etapas sdo
formados alguns intermediarios como as moléculas de 4-(Citidina 5°-
difosfo)-2-C-metil-D-eritritol (CDMDE), 4-Difosfocitidil-2-C-metil-D-
eritritol 2-fosfato (DME), 2-C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato (CEC)
e 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfato (HMED) até finalmente formar a
molécula de IPP, com esta reacdo sendo catalisada pela enzima difosfato
de isopentenilo:difosfato de dimetilalilo isomerase (IDI) originando o
difosfato dimetilalilo (DMAPP). Em seguida ocorre a formacdo do
geranilgeranil pirofosfato (GGPP) pela condensagdo das moléculas de
IPP pela enzima GGPP sintase (GGPPS), que por sua vez leva & formacéo
do fitoeno através da enzima fitoeno sintase (PSY). Este é um passo
importante na biossintese dos carotenoides, pois a enzima codificada pelo
gene PSY é considerada uma das principais proteinas da via (KADONO
etal., 2015; ZHOU et al., 2015).

Ap6s a formacdo do fitoeno, alguns intermedidrios como
fitoflueno, {-caroteno e neurosporeno sdo formados a partir das enzimas
fitoeno desaturase e (-caroteno desaturase, (PDS) e (ZDS),
respectivamente, dando origem ao licopeno, que é o precursor dos
carotenoides. As proximas reagdes tém como finalidade o aumento das
insaturacGes (duplas ligagbes) das moléculas, além da insercéo de alguns
grupos quimicos como anéis aromaticos, epoxidos, hidroxilas e
carbonilas (BERTRAND, 2010).
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Figura 2 — Esquema grafico da sintese dos isoprenoides em microalgas (via
MEP).
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Continuacéo da Figura 2.
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As primeiras etapas para a formagédo dos carotenoides a partir do gliceraldeido-
3-fosfato até o licopeno. As siglas das enzimas estéo circuladas. As abreviacoes
das enzimas sdo: DXS: 1-Deoxi-D-xilulose 5-fosfato sintase; DXR: 1-Deoxi-D-
xilulose 5-fosfato reductoisomerase; CMS: 4-Difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol
sintase; CMK: 4-(Citidina 5’-difosfo)-2-C-metil-D-eritritol quinase; MCS: 2-C-
metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato sintase; HDS: 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil
difosfato sintase; HDR: 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfato redutase; IDI:
difosfato de isopentenilo:difosfato de dimetilalilo isomerase; GGPPS:
geranilgeranil pirofosfato sintase; PSY: fitoeno sintase; PDS: fitoeno desaturase;
ZDS: ¢-caroteno desaturase. Fonte: adaptado de Bertrand (2010).
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A proxima etapa consiste na formagdo dos carotenos e das
xantofilas em diferentes grupos de microalgas. No grupo das cloroficeas
(Dunaliella salina e Haematococcus pluvialis, por exemplo) (Figura 3),
o licopeno (Figura 3, seta verde) pode formar tanto a molécula a-caroteno
a partir das enzimas licopeno e-ciclase (LCYE) ou licopeno B-ciclase
(LCYB). Em seguida a reagdo é catalisada pela enzima B-caroteno
hidroxilase (BCH) a partir do a-caroteno formando a zeinoxantina que
por sua vez é convertida em luteina pela enzima luteina-like (LUT1).
Além disso, o licopeno (Figura 3, seta cinza) pode ser convertido em B-
caroteno e zeaxantina através das enzimas LCYB e BCH (MIKAMI;
HOSOKAWA, 2013). Por conseguinte, a zeaxantina pode ser convertida
em violaxantina através das enzimas zeaxantina epoxidases (ZEP1, ZEP2,
ZEP3). O caminho inverso se d4 a partir das enzimas violaxantina
epoxidases (VDE, VDL1, VDL2). Além disso, a violaxantina pode ser
convertida em neoxantina através da enzima neoxantina sintase (NXS).
Conforme a Figura 3 (seta vermelha) o B-caroteno pode ser convertido
tanto em zeaxantina (D. salina) assim como em cantaxantina (H.
pluvialis), através das enzimas BCH e B-caroteno quetolase (BCK),
respectivamente, que por sua vez podem formar a molécula de
astaxantina, através das enzimas BCK e BCH (WANG et al., 2014).
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Figura 3. Esquema grafico da biossintese dos carotenoides em diferentes
cloroficeas.
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As siglas dos genes estdo em italico e os nomes das enzimas estdo enumerados:
(1): Licopeno e-ciclase; (2): Licopeno B-ciclase; (3): B-caroteno hidroxilase; (4):
Luteina-like; (5): PB-caroteno quetolase; (6): Zeaxantina epoxidase; (7):
Violaxantina de-epoxidase; (8): Neoxantina sintase. O asterisco (*) indica que o
gene ainda n&o foi identificado. Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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Ja os representantes do grupo das diatomaceas (Phaeodactylum
tricornutum e Thalassiosira pseudonana, por exemplo) apresentam uma
sintese mais extensa até a formacdo da fucoxantina (Figura 4). A
biossintese dos carotenoides em P. tricornutum foi descrita por Lohr e
Wilhelm (2001) a partir do licopeno via reagdes de hidroxilacdo e
epoxidacdo, e foram demonstradas duas rotas alternativas de producéo
das xantofilas. A primeira (Figura 4, seta marrom) considerando a
violaxantina como precursora de diadinoxantina, diatoxantina e
fucoxantina. A segunda rota, Dambek et al. (2012) (Figura 4, seta roxa)
sugerem que a neoxantina seja precursora de diadinoxantina e
fucoxantina. Com relagdo a esta segunda via alternativa, os mesmos
autores propuseram que a neoxantina é um ponto de ramificacdo que
impulsiona a sintese de diadinoxantina via formacao de ligacao triplas
(grupo acetileno), ou fucoxantina via formacéo de ligagdes duplas (grupo
aleno). No entanto, a deteccdo de um possivel intermediario bioquimico
e a identificacdo dos genes para a reacdo de cetolase e acetilase séo
necessarios para apoiar a hipotese da neoxantina.

Segundo Coesel et al. (2008) e Bertrand (2010), outras enzimas da
via permanecem ndo identificadas e/ou desconhecidas, tais como BCH e
NXS que foram substituidas pelas enzimas LUT1 e LCYB,
respectivamente. Até entdo, mesmo com o genoma de T. pseudonana e P.
tricornutum sequenciados por Armbrust et al. (2004) e Bowler et al.
(2008), respectivamente, esta via metabdlica ndo estd totalmente
esclarecida, nem em nivel bioquimico e nem molecular, embora estas
hipo6teses tenham sido propostas.

Conhecidamente, esta rota é regulada principalmente pela luz,
tanto na quantidade (intensidade) quanto na qualidade (comprimentos de
onda), portanto esse parametro tende a modular o contetido dos pigmentos
fotossintéticos desta via metabdlica, sendo que essas mudancas nha
pigmentacdo levam a variagdes nas respostas fotossintéticas, bem como
na taxa de crescimento (RAGNI; D’ALCALA, 2007; NIKOLAOU et al.,
2016).
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Figura 4. Esquema grafico da biossintese dos carotenoides em diatomaceas.
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As siglas dos genes estdo em italico e os nomes das enzimas estdo enumeradas:
(1): Licopeno pB-ciclase; (2): Luteina-like; (3): Zeaxantina epoxidase; (4)
Violaxantina de-epoxidase; (5): Neoxantina sintase. O (*) indica que o gene ainda
ndo foi identificado e o (?) indica os genes que ndo foram descobertos. As setas
pretas e amarelas indicam as reacOes de epoxidacdo e de-epoxidacéo,
respectivamente. As setas marrom e roxa indicam as hipoteses para a produgédo
de fucoxantina propostas por Lohr e Wilhelm (2001) e Dambek et al. (2012),
respectivamente. Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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1.4.1 Pigmentos envolvidos na fotossintese

A fucoxantina, pigmento majoritario e responsavel pela coloragdo
marrom das diatomaceas, esta localizada junto as clorofilas (a e c)
formando um complexo proteico denominado fucoxantina-clorofila a/c
(FCP) localizado nas membranas tilacoides do cloroplasto, local onde
ocorre a fase fotoquimica da fotossintese, o qual desempenha um papel
fundamental na captacdo de luz (GELZINIS et al., 2015).

Em raz8o das diferentes condi¢des da luz na coluna d’agua, as
diatoméceas evoluiram e desenvolveram diferentes mecanismos e
estratégias para otimizar a taxa fotossintética, como a fotoaclimatagéo e a
fotoadaptagdo (RAGNI; D’ALCALA, 2007; NYMARK et al., 2013).

Durante a fotoaclimatacdo, a quantidade de pigmentos é regulada
com base em mudancas na intensidade da luz, em um curto periodo de
tempo (caracteristica fenotipica). Em outras palavras, responde as
condicdes de irradiancia que incluem ajustes na quantidade e proporcéo
das clorofilas a, ¢ e fucoxantina, assim como no tamanho da unidade
fotossintética, 0 que altera a capacidade de assimilacdo de carbono
(NIKOLAOU et al., 2016). Geralmente, células aclimatadas em altas
irradiancias possuem um baixo teor de fucoxantina, enquanto em baixas
irradiancias, ha um maior teor deste pigmento (ANNING et al., 2000).

Por outro lado, a fotoadaptacdo esté relacionada a uma adaptacéo
evolutiva a longo prazo (caracteristica genotipica). A composicdo
espectral da luz desempenha um papel importante na taxa de crescimento,
atividade fotossintética e nos mecanismos de fotoprote¢do (COSTA etal.,
2013; VALLE et al., 2014). No ambiente natural, as diatoméaceas estdo
mais propensas a serem expostas a diferentes comprimentos de onda,
principalmente & luz vermelha e azul, e outras condi¢cbes como o
fotoperiodo (HOLDSWORTH, 1985; LI; TALMY; CAMPBELL, 2017).
Dependendo da polaridade do ambiente proteico FCP exposto a esta faixa
espectral, trés populagdes de fucoxantina (Fx) podem ser encontradas: Fx
azul, Fx vermelho ou Fx verde, onde a faixa de absorcdo compreende 0s
comprimentos de onda utilizados na fotossintese (PREMVARDHAN et
al., 2008).

Embora a fucoxantina seja um dos pigmentos acessorios utilizados
na captacdo de luz, o sucesso ecologico das diatomaceas pode ser
explicado pela sua capacidade de manter a atividade fotossintética no
ambiente oceénico dominado pela luz azul. Esta caracteristica confere as
espécies bentdnicas a habilidade de habitar regides influenciadas pela
turbuléncia e profundidade do ambiente marinho (MACINTYRE et al.,
2000; STRZEPK; HARRISON, 2004).
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1.4.2 Pigmentos envolvidos na fotoprotecdo

Uma das principais fun¢des dos carotenoides é estar envolvido
no mecanismo de fotoprotecdo que, por sua vez, conseguem dissipar com
rapidez o estado excitado das clorofilas. E, por este motivo, devido a sua
atividade antioxidante, protegem a célula de radicais livres e de espécies
reativas de oxigénio, o que promove o equilibrio e a funcionalidade do
aparato fotossintético (CHALLABATHUL et al., 2018).

Por exemplo, sob alta irradiancia estes pigmentos tém a sintese
aumentada, isto visa a protecdo do aparato fotossintético de um potencial
dano foto-oxidativo (OWENS et al. 1980; ANNING et al., 2000; RAGNI;
D’ALCALA, 2007; NYMARK et al., 2013). Portanto, as diatoméceas
fotoautotrdficas tém mecanismos fotoprotetores para dissipar 0 excesso
de energia, como o non-photochemical quenching (NPQ), que esta
associado ao estado de de-epoxidacdo dos carotenoides envolvidos no
ciclo das xantofilas (LOHR; WILHELM, 1999; GOSS; LEPETIT, 2015).

As diatomaceas possuem dois ciclos de xantofilas, sendo um
deles idéntico ao encontrado nas cloroficeas, onde a violaxantina é
epoxidada pelas enzimas zeaxantina epoxidase (ZEP1, ZEP2, ZEP3)
(Figura 4, seta preta) a partir da zeaxantina via anteraxantina. Este
processo de epoxidacdo se d4 em ambientes com pouca ou auséncia de
luz, e caso haja iluminacdo com alta intensidade, este mecanismo
fotoprotetor dissipa 0 excesso de energia transformando a violaxantina
em anteraxantina e zeaxantina através da enzima violaxantina de-
epoxidase (VDE, VDL1, VDL2) (Figura 4, seta amarela). O outro ciclo
refere-se ao ciclo principal das xantofilas nas diatomaceas e consiste na
de-epoxidacdo (seta amarela) da diadinoxantina em diatoxantina ou na
epoxidagdo (seta preta) da diatoxantina em diadinoxantina através das
mesmas enzimas do ciclo da violaxantina (KUCZYNSKA et al., 2015).
Entretanto, o ciclo diadino-diato é considerado mais eficiente, uma vez
gue a taxa de de-epoxidacao deste ciclo € quatro vezes superior ao ciclo
da violaxantina (LOHR; WILHELM, 1999).

1.5 Phaeodactylum tricornutum e BIOTECNOLOGIA

A partir da conclusdo do sequenciamento do genoma dessa
microalga, foram propostas novas estratégias para o conhecimento de sua
fisiologia, o que permitiu uma compreensdo mais aprofundada de alguns
fatores que regulam importantes processos celulares em diatoméaceas
(BOWLER et al., 2008).

A recente disponibilidade de sequéncias do genoma oferece novas
oportunidades para estudos sobre a expressdo génica em P. tricornutum
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(SIAUT etal., 2007). Porém, os mecanismos moleculares relacionados ao
sucesso evolutivo das diatoméceas ainda sdo inexplorados, sendo
necessario o emprego de ferramentas moleculares, como a transformagéo
genética, para estudos de gendmica funcional (KROTH, 2007). Técnicas
como TALEN endonuclease (CHRISTIAN et al., 2010) e CRISPR/Cas9
(DOUDNA; CHARPENTIER, 2014) aplicadas a geracdo de bibliotecas
visando familias de genes ou o proprio genoma, podem facilitar a
descoberta de novas fungfes genéticas como por exemplo, a descoberta
das enzimas que sintetizam a fucoxantina em diatomaceas (KROTH et
al., 2018).

Em um contexto ambiental, a regulacdo da transcricdo génica
depende de mecanismos que sdo induzidos frente a determinadas
condi¢des de cultivo, porém, em muitos casos, 0S mecanismos por tras
dessa plasticidade fisioldgica ainda ndo sdo compreendidos
(FALCIATORE et al., 2000; DEPAUW et al., 2012; KUCZYNSKA et
al., 2015).

A diatomacea Phaeodactylum tricornutum vém ganhando atencédo
especial devido a sua capacidade de sintetizar compostos naturais que sao
utilizados em muitas aplicagdes biotecnoldgicas. Dentre estes compostos,
0s carotenoides (pigmentos de elevado valor comercial), por exemplo,
tém sido amplamente empregados na aquicultura e na sadde humana
como nutracéuticos. Porém, ainda ndo estd claro como os fatores
fisioldgicos poderiam influenciar a biossintese destes pigmentos em nivel
molecular. Diante disto, este estudo visou o entendimento da rota
metabdlica responsavel pela sintese dos carotenoides na microalga
Phaeodactylum tricornutum, permitindo um melhor conhecimento da
producgdo desses pigmentos.
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1.6 OBJETIVO GERAL

Determinar o efeito de diferentes irradiancias na producdo de
pigmentos e no perfil de transcri¢cdo génica associadas a biossintese dos
carotenoides na microalga Phaeodactylum tricornutum.

1.6.1 Objetivos especificos

e Determinar a concentracdo dos pigmentos fotossintetizantes
(clorofila a, clorofila ¢, fucoxantina, diadinoxantina e B-caroteno)
nas células da microalga Phaeodactylum tricornutum;

e Determinar o perfil de transcricdo dos genes Licopeno B-ciclase
(LCYB), P-caroteno hidroxilase (LUT1), Zeaxantina epoxidases
(ZEP1, ZEP2, ZEP3) e Violaxantina de-epoxidases (VDE, VDL1 e
VDL2) nas células da microalga Phaeodactylum tricornutum;

e Determinar os parametros fotossintéticos da clorofila a no
fotossistema Il (Yy, Fv/Fm, ETR e NPQ) nas células da microalga
Phaeodactylum tricornutum.
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2 ARTIGO CIENTIFICO
Artigo a ser submetido a revista Algal Research (ISSN: 2211-9264,
IF: 3,994, Qualis A1, Area Zootecnia e Recursos Pesqueiros).

Respostas moleculares associadas a biossintese dos carotenoides na
microalga Phaeodactylum tricornutum submetida ao estresse
luminoso

RESUMO

A biossintese dos carotenoides nas diatomaceas é regulada
principalmente pela luz, porém ainda ha um conhecimento limitado em
relagdo aos mecanismos moleculares e a regulagéo da transcricdo génica
nessa rota metabdlica frente a esse contexto ambiental. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi examinar como diferentes irradiancias
poderiam influenciar a atividade fotossintética, a concentracdo de
pigmentos e o nivel de transcritos envolvidos na biossintese dos
carotenoides em Phaeodactylum tricornutum. Foram empregadas duas
irradiancias (100 e 600 umol fétons m? s) com fotoperiodo 12:12 e
duracéo de 48 horas, sendo os cultivos experimentais comparados a partir
da determinagdo da biomassa, das medicOes de fluorescéncia da clorofila
a no Fotossistema Il, da determinacao do teor de pigmentos e analises da
transcricdo génica por gPCR. Os resultados apontaram que maiores
biomassas foram alcangadas com iluminagdo de 600 umol fétons m2 st
e 0s resultados do Y e do Fv/Fm mostraram que a maior irradiancia pode
ter causado estresse as células de P. tricornutum. Além disso, neste
tratamento foi verificada uma taxa de transferéncia de elétrons quatro
vezes superior aquela observada nas células do tratamento 100 pumol
fétons m? s, e consequentemente, mais energia foi dissipada pelo
mecanismo NPQ. Com base na concentracdo dos pigmentos e no nivel de
transcritos, com excecdo do gene LUT1, todos 0s outros genes da via —
LCYB, ZEP1, ZEP2, ZEP3, VDE, VDL1 e VDL2 foram influenciados
tanto pela irradidncia quanto pelo fotoperiodo, corroborando a ideia de
que estes efeitos ambientais de fato influenciam a biossintese dos
carotenoides em P. tricornutum.

Palavras-chave: Diatomacea. Irradiancia. Pigmentos. Transcrigdo
génica.
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2.1 INTRODUCAO

As diatomaceas planctbnicas (Bacillariophyceae) sdo micro-
organismos fotossintéticos encontrados em ambientes marinhos e
dulcicolas, responsaveis por até 25% da produtividade primaria global [1]
Possuem parede celular predominantemente constituida por uma fristula
de silicio, que em conjunto com outros nutrientes, sdo importantes para a
eficiéncia fotossintética [2]. Sdo fonte natural de diversos compostos,
incluindo uma variedade de pigmentos, como as clorofilas e os
carotenoides (pigmentos de elevado valor comercial), que tém fungdes
especificas no metabolismo celular [3]. Entre as diatomaceas, sao
encontrados majoritariamente oito tipos de carotenoides, que podem ser
enquadrados em dois grupos: os carotenos, que incluem B-caroteno; e as
xantofilas, representadas pela zeaxantina, anteraxantina, violaxantina,
neoxantina, diadinoxantina, diatoxantina e fucoxantina [4, 5]. Neste
grupo, se destaca Phaeodactylum tricornutum, que é uma diatoméacea
penada marinha reconhecida como um organismo-modelo para estudos
fisiolégicos e moleculares [6, 7]. Além disso, € uma candidata
interessante para a producdo de carotenoides, principalmente de
fucoxantina (poderoso antioxidante e anticancerigeno), cujas aplicacdes
envolvem importantes propriedades nutracéuticas no combate a diversas
doencas [8-10].

A biossintese dos carotenoides (Figura 5) em P. tricornutum foi
descrita por Lohr e Wilhelm [11] a partir do licopeno (precursor dos
carotenoides) via reacGes de hidroxilagdo e epoxidacdo, e foram
demonstradas duas rotas alternativas de producdo das xantofilas,
considerando a violaxantina como precursora de diadinoxantina,
diatoxantina e fucoxantina, enquanto Dambek et al. [12] sugerem que a
neoxantina seja precursora de diadinoxantina e fucoxantina.
Conhecidamente, a biossintese dos carotenoides é regulada
principalmente pela luz e, diante disto, as diatoméceas respondem as
variacbes na intensidade e qualidade de luz modulando o teor de
pigmentos fotossintetizantes, entre eles as clorofilas (a e c) e o perfil de
carotenoides. Tais mudangas na pigmentagédo conduzem as alteragdes nas
respostas fotossintéticas, bem como, na taxa de crescimento [13, 14].
Embora as clorofilas sejam responsaveis pela captacdo da luz, as
diatoméceas possuem um perfil de pigmentos diferente das outras
microalgas. A fucoxantina, pigmento majoritario e responsavel pela
coloracdo marrom das diatomaceas, esta localizada junto as clorofilas (a
e c¢) formando um complexo proteico denominado fucoxantina-clorofila
a/c (FCP) localizado nas membranas tilacoides do cloroplasto, local onde
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ocorre a fase fotoquimica da fotossintese [15]. Quando a intensidade
luminosa é aumentada ou reduzida, P. tricornutum pode apresentar
diferentes mecanismos e estratégias para otimizar a taxa fotossintética,
por exemplo, em elevadas irradidncias, estes pigmentos tém a sintese
potencializada para proteger o aparato fotossintético de um potencial
dano foto-oxidativo [13, 16-18]. Para isso, as diatoméaceas
fotoautotréficas desenvolveram mecanismos fotoprotetores para dissipar
0 excesso de energia como o non-photochemical quenching (NPQ) que
esta associado ao estado de de-epoxidacdo dos carotenoides envolvidos
no ciclo das xantofilas [19, 20].

A partir da conclusdo do sequenciamento do genoma de P.
tricornutum, foram propostas novas estratégias para o conhecimento de
sua fisiologia, 0 que permitiu uma compreensdao mais aprofundada de
alguns fatores que regulam importantes processos celulares em
diatoméaceas [7]. Em um contexto ambiental, a regulacdo da transcri¢do
génica depende de mecanismos que sdo induzidos frente a determinadas
condi¢des de cultivo, porém, em muitos casos, 0S mecanismos por tras
dessa plasticidade fisioldgica ainda ndo sdo compreendidos [5, 21, 22].
Desta forma o objetivo deste trabalho foi examinar como diferentes
irradiancias influenciaram a atividade fotossintética, a concentracdo de
pigmentos e o nivel de transcritos dos genes-alvo associados a via de
biossintese dos carotenoides em P. tricornutum.
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Figura 5. Esquema gréfico da biossintese dos carotenoides em P. tricornutum a
partir do licopeno até a fucoxantina.
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As siglas dos genes estdo em italico e 0s nomes das enzimas estdo enumeradas:
(1): Licopeno B-ciclase; (2): Luteina-like; (3): Zeaxantina epoxidase; (4)
Violaxantina de-epoxidase; (5): Neoxantina sintase. O (*) indica que o gene ainda
n&o foi identificado e o (?) indica os genes que ndo foram descobertos. As setas
pretas e amarelas indicam as reacfes de epoxidacdo e de-epoxidacao,
respectivamente. As setas marrom e roxa indicam as hip6teses propostas por Lohr
e Wilhelm [11] e Dambek et al. [12], respectivamente. Fonte: elaborado pelo
autor (2019).
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2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Organismo e condigdes de cultivo

A cepa da diatomacea Phaeodactylum tricornutum CCAP1055/1
estd mantida no banco de cepas do Laboratério de Cultivo de Algas
(LCA) da Universidade Federal de Santa Catarina em meio LCA-AM (4
vezes mais nitrogénio e fésforo) modificado de Conway [23].

As culturas foram desenvolvidas em frascos de borossilicato
contendo 1 L de meio LCA-AM, em agitacdo constante através do
borbulhamento com ar atmosférico (com adi¢édo de 0,5% de CO2 (v/V)
durante o periodo iluminado) e em temperatura de 20 + 0,5 °C. Durante o
periodo escuro do ciclo ndo houve injecdo de CO.. O experimento foi
desenvolvido em fotoperiodo 12:12 empregando dois tratamentos:
irradiancias de 100 e de 600 pumol fétons m2 s, em quadruplicata. Estes
valores foram previamente selecionados através dos resultados de uma
curva PxI, a fim de estabelecer uma irradiancia cuja producédo de oxigénio
dissolvido ndo estivesse saturada (100 pmol fétons m2 s?) e quando ja se
encontrava na saturagdo (600 umol fétons m=2 s1). Para a curva PxI foi
empregado um painel de LED (75 W) e as irradidncias foram
determinadas com auxilio de um irradiémetro (LI-250A, LI-COR).

Antes do inicio do periodo experimental, as culturas de ambos os
tratamentos foram aclimatadas nas respectivas irradiancias durante 3 dias
e foram mantidas com a mesma biomassa (50 mg L) através da diluicéo
diaria a cada 24 horas. Durante o experimento, as culturas foram
submetidas a dois ciclos em fotoperiodo 12:12 (simulagéo do ambiente
natural) por 45 horas, e as amostras foram coletadas em diferentes
intervalos de tempo (TO; T3; T6; T9; T15; T21; T27; T30; T33; T39 e
T45) para a determinacdo da biomassa, das medicbes de fluorescéncia,
para a determinacdo do teor de pigmentos e analises da transcricdo génica
por gPCR.

2.2,2 Determinacao da biomassa

A biomassa foi estimada indiretamente através da leitura da
absorbancia em 700 nm em espectrofotémetro (Genesys 10vis, Thermo),
pela aplicacéo da de acordo com a equacao:
Biomassa (mg L) = ABS700%2,5, R? = 0,9963.
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2.2.3 Medic0Oes da fluorescéncia da clorofila a no fotossistema 11

Os parametros fotossintéticos foram medidos através da
fluorescéncia com pulso de amplitude modulada (WATER-PAM — Heinz
Walz GmbH, 2000), de acordo com as metodologias de Klughammer e
Schreiber [24] e Malapascua et al. [25] (Tabela 2).

Tabela 2 - Parametros calculados a partir de medicoes de fluorescéncia.

Medicbes Simbolos Férmulas
Rendimento quéntico Y ou AF/Fm’ Yi=(Fm’-F)/Fm’
efetivo no
fotossistema 11 (PSII)

Rendimento quantico Fv/Fm Fv/iFm = (Fm — Fo) /
maximo no Fm

fotossistema 11 (PSII)

Taxa de transporte de ETR ETR = Yy X Epar X
elétrons (umol ABSt x Fy

elétrons m2 s1)

Non-photochemical NPQ NPQ = (Fm — Fm’) /
quenching Fm’

Fo, Fv e Fm = fluorescéncia minima, variavel e méaxima no estado adaptado ao
escuro. F e Fm’ = fluorescéncia no estado estavel e maxima no estado adaptado
a luz. E = irradiancia. ABSt = absortancia. Fy, = fracdo do total de clorofila a no
PSII. Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Durante a aclimatacdo, os niveis de fluorescéncia minimo (Fo) e
méaximo (Fm) foram medidos ap6s uma adaptacdo no escuro por 10
minutos para calcular o rendimento quantico maximo no PSII (Fv/Fm),
enquanto os niveis de fluorescéncia estavel (F) e maxima (Fm”) foram
medidos apds uma adaptacdo no periodo claro para calcular o rendimento
guantico efetivo no PSII (Yy). As fluorescéncias foram coletadas em
intervalos de 1 hora (no escuro e no claro) a fim de determinar os
rendimentos maximos, e apds trés dias, o Y se manteve constante, o que
indica a aclimatacdo das células a condicdo ambiental (o experimento s6
comegou quando essa estabilidade no Y\ foi alcancada). Os valores de
absortancia (ABSt) e a fracdo do total de clorofila a no PSII (Fy) foram
medidos de acordo com Johnsen e Sakshaug [26].
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2.2.4 Determinacdo do teor de pigmentos

Em cada intervalo de tempo foram coletadas amostras de 15 mL
de cada unidade experimental. As amostras foram filtradas com
microfiltro de fibra de vidro 0,45 uM e congeladas a -20 °C para posterior
analise. Os pigmentos fotossintetizantes (clorofila a, clorofila c,
fucoxantina, diadinoxantina e p-caroteno) foram extraidos com acetona
90% e quantificados em espectrofotdmetro (Genesys 10 vis, Thermo) nos
comprimentos de onda 664, 630 e 480 nm, respectivamente [27]. A
concentracdo de clorofila e dos carotenoides foi determinada conforme as
metodologias de Jeffrey e Humphrey [28] e Carreto e Catoggio [29]
respectivamente, de acordo com as equagBes abaixo. Todas as
concentracdes dos pigmentos foram normalizadas como mg g de
biomassa seca.

2.2.5 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

As amostras foram processadas de acordo com Siaut et al. [30].
Cada unidade experimental e centrifugadas a 2950 x g durante 5 minutos,
lavadas uma vez com &gua do mar estéril, com o pellet imediatamente
congelado a -80 °C. O RNA total foi extraido a partir de uma amostra de
108 células, utilizando 1 mL de Qiazol Lysis Reagent (Qiagen) de acordo
com as instrugdes do fabricante. A concentragdo do RNA foi estimada em
260 nm, com a pureza sendo verificada em espectrofotdmetro (Nanodrop
1000, Thermo) nas relacGes 260/280 (>1.8) e 260/230.

Em seguida, o cDNA foi sintetizado com o QuantiTect® Reverse
Transcription kit (Qiagen), de acordo com as instru¢fes do fabricante.
Antes da transcricao reversa, 1 g do RNA total foi tratado com 0 gDNA
Wipeout Buffer empregando o mesmo kit por 2 minutos a 42 °C para
eliminar a contaminacdo do gDNA. Apds o procedimento, a concentracéo
do cDNA e sua pureza foram verificadas no Nanodrop, como descrito
anteriormente.

2.2.6 Condicdes/andlises da gPCR

Os iniciadores para os genes selecionados como alvo foram
desenhados  utilizando o  software  OlygoAnalyzer  (IDT.
http://idtdna.com) baseado nas sequéncias de mRNA a partir da
DiatomCyc database (http://www.diatomcyc.org), resultando nos pares
de iniciadores listados na Tabela 3.
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Tabela 3. Lista de iniciadores utilizados para a amplificacdo dos genes-alvo.

Tamanho

Nomes dos Nome dos iniciadores Sequéncias dos Referéncias das
genes fragmentos sequéncias
amplificados (NCBI)
(t)
LCYB LCYBf 5-AATCGGAGGTGGAGAAAGA-3” 20 XM 0021765761
LCYBr 5"-GACTCAAGATCCCTGCTTTG-3"
Luri LUTIf 5"-GGCCGTGAAGCTAAAGTAA-3” 107 XM_002184999.1
LUTIr 5"-CGTAATGGGTCGAAGGTATC-3"
ZEPI ZEPIf 5"-TGTCAGGCTACCGAAGAT-3’ 100 XM_002180202.1
ZEPIr 5"-GTTTGCGGTAGTACTCTTGT-3"
ZEP2 ZEP2f 5"-GCATCGTACGAGTGAGTATTG-3’ 108 XM_002176899.1
ZEP2r 5"-AGGACTTTCCGAGGTTGT-3"
ZEP3 ZEP3f 5"-TGGTTGGAAGAACGACAAG-3 93 XM_002178331.1
ZEP3r 5"-AGCTCAAATAGGACCAGAGA-3”
VDE VDEf 5"-TGGACGACTCTACATCTCAG-3 99 XM_002178607.1
VDEr 5"-CCGAAGAACTTGCCCTTT-3"
VDLl VDLIf 5"-GAGTGACAAGGAACTCGATATG-3 100 XM_002180599.1
VDLIr 5 -GATCATGTGTTCGGTGAGAG-3
VDL2 VDL2f 5"-CATCAAGGTCGCCATTCT-3" o8 XM _002180015.1
VDL2r 5"-GCAGGGATTTCGGATCAA-3"
He H4f 3-ATTCGTGATTCCGTCACCTATAC-3' 108 XM _002179469.1
Hir 5“TCCGAATCCGTAGAGAGTCTT-3'
I8P TBPf 5"-TACTGGTGCCAAGAAGGAAATG-3 100 XM _002186285.1
TBPr 5 -CCCGGGTACCGTAGTTATATGT-3’

Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Em todas as unidades experimentais foram realizadas reacdes de
gPCR utilizando 100 ng de cDNA como molde num volume total de
reacdo de 20 pL. As amostras foram amplificadas com o QuantiFast®
SYBR® Green PCR kit (Qiagen) de acordo com as instru¢fes do
fabricante, utilizando o termociclador (Real-Time Cycler Rotor Gene
Q®) (Qiagen) e rotor (Rotor Gene 6000 Series software) (Qiagen). As
condicdes dos ciclos foram as seguintes: ativagdo inicial da PCR (95 °C
por 5 minutos); desnaturacdo (95 °C por 10 segundos) e combinagdo de
anelamento/extensdo (60 °C por 30 segundos) repetido para um total de
35 ciclos. Os fragmentos amplificados foram submetidos a uma curva de
fusdo (72 °C a 95 £ 1 °C) para garantir que ndo ocorressem anelamentos
ndo-especificos. Em cada corrida, um controle negativo de transcri¢do
reversa (RNA tratado com DNAse) foi incluido, assim como um branco
de controle em duplicata (agua molecular ultrapura). Ndo ocorreu
amplificacéo apds os 35 ciclos em todos os controles.

Em cada corrida, a eficiéncia (E) da qPCR foi verificada para cada
par de iniciadores pela construcdo de uma curva padrdo a partir de
diluigdes seriadas (1:2) com 400; 200; 100; 50 e 25 ng (em duplicata) a
partir de um conjunto de todas as amostras de cDNA (88). Somente
curvas com eficiéncias que variam entre 99% e 101% foram utilizadas e
E foi automaticamente calculada empregando o software Rotor Gene
6000 Series.
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2.2.7 Niveis de transcricdo dos genes

Para a normalizacdo dos niveis de transcricdo foram utilizados
como genes referéncia H4 (Histona H4) e TBP (TATA-box binding
protein) (Tabela 3) de acordo com Siaut et al. [30]. Para uma andlise da
transcri¢do relativa mais robusta, aplicando o software geNORM, foi
utilizada a média geométrica dos dois genes referéncia (Ref GM). O valor
da média 2-2¢9 no intervalo de tempo TO de cada tratamento para cada
gene (n=4) foi adotado como condicdo de calibracdo. Os niveis de
transcri¢do relativa dos genes foram calculados para cada tratamento
utilizando o método 2-2¢4 [31] e apresentados como a razdo logz.

2.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram testados quanto a homogeneidade de variancia
(Teste de Levene) e normalidade (Teste de Shapiro-Wilk) empregando o
software Statistica 7,0. Foi aplicado o teste ndo-paramétrico de Mann-
Whitney (empregando o software GraphPad Prism 7) e as diferencgas
estatisticas foram consideradas para p<0,05. Todos 0s dados de biomassa,
das medigdes de fluorescéncia, do teor de pigmentos e niveis de
transcritos estdo apresentados como a média de cada tratamento (n=4) £
desvio-padrao.

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.4.1 Biomassa

Na figura 6 é apresentado o efeito da intensidade da luz no acimulo
de biomassa, em fotoperiodo 12:12. Ambos os tratamentos (100 e 600
umol fétons m2 s) foram iniciados com a biomassa de 50 mg L e, ap6s
as primeiras 24 horas, as culturas foram diluidas para a mesma biomassa
inicial, afim de evitar um possivel autossombreamento. Embora os
valores de cada tratamento nao tenham apresentado diferencas estatisticas
nas primeiras 6 horas de cada ciclo (24 horas), ha um actimulo de
biomassa em 600 umol fétons m s que se estende até o periodo escuro,
chegando a alcancar aproximadamente o dobro (p<0.05) como mostrado
nos tempos 15-21 e 39-45. De acordo com Wagner et al. [32], 0 aumento
da irradiancia leva a uma maior atividade fotossintética, e
consequentemente a uma maior concentragao de biomassa. Ainda assim,
guando comparados os tempos no claro com os tempos no escuro (T3-15;
T9-21; T27-39 e T33-45), o acimulo de biomassa pode ser influenciado
tanto pela irradiancia, quanto pelo fotoperiodo.
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Figura 6. Concentracdo de biomassa (mg L) em células de P. tricornutum
expostas a duas irradiancias (100 e 600 umol fétons m2 st) em fotoperiodo 12:12
durante 45 horas.
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O retangulo cinza representa o periodo escuro. A seta vermelha indica a dilui¢do
a mesma biomassa inicial (TO). Todos os valores estdo apresentados como a
média (n=4) + desvio padrdo (p<0,05). O grafico A indica diferenca significativa
entre os dois tratamentos (*). A tabela B indica diferenga estatistica entre o
periodo claro e o periodo escuro em um intervalo de 12 horas no mesmo
tratamento (**). SD = sem diferenca. Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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2.4.2 Medicdes da clorofila a no PSI|I

Conforme pode ser visualizado na Figura 7, o rendimento quantico
maximo do PSII (Fv/Fm) e o rendimento quantico efetivo do PSII (Yy)
variaram em média de 0,53 para 0,62 (p<0.05) e 0,4 para 0,6 (p<0.05)
respectivamente, em ambos os ciclos e entre os dois tratamentos. Os
valores obtidos de Fv/Fm estdo dentro do esperado, uma vez que
geralmente chegam proximos a 0,7 em culturas ndo estressadas [33].
Como esta variavel é geralmente utilizada como indicador de fotoinibicdo
e, frequentemente estd associada a uma combinacdo entre elevada
irradiancia e outras condicdes de estresse [25], é possivel suportar a ideia
de que a irradiancia de 600 pmol fotons m2 s causou estresse as células
de P. tricornutum. Seguindo raciocinio semelhante, 0 mesmo aplica-se a
irradiancia de 100 pumol fétons m2 s, onde os valores de Y}, (0,6) quase
alcangaram o valor maximo de Fv/Fm (0,62), indicando que as células
ndo estavam estressadas. Pode-se observar também que nédo ha diferencas
entre os rendimentos ao longo do tempo, o que indica que as células
continuaram aclimatadas durante todo o cultivo experimental.



50

Figura 7. Valores do rendimento quantico efetivo (Y1) e maximo (Fv/Fm) do PSII
em células de P. tricornutum expostas a duas irradiancias (100 e 600 pumol fétons
m2s1) em fotoperiodo 12:12 durante 45 horas.
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O retangulo cinza representa o periodo escuro. A seta vermelha indica a diluicéo
da cultura. Todos os valores estéo apresentados como a média (n=4) + desvio
padrdo (p<0,05). (*) indica diferenca significativa entre os dois tratamentos.
Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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Além disso, houve diferencas significativas (p<0.05) na atividade
fotossintética das células que foram expostas a irradiancia de 600 pumol
fétons m2 s, com valores de ETR quatro vezes superiores aqueles
obtidos com irradiancia de 100 pmol fétons m2 s, e valores semelhantes
em ambos os ciclos, como apresentado na Figura 8. Além do mais, a
quantidade de luz ndo afetou a taxa de transporte de elétrons ao longo do
tempo em ambos os tratamentos. Em relacdo ao NPQ também houve
diferencas significativas entre as irradiancias (p<0.05), com 600 pmol
fétons m2 st levando a valores maximos (2,6) nas primeiras 3 horas de
cultivo e decrescentes a medida que se aproximava o periodo escuro. Esta
reducdo do NPQ pode estar relacionada a uma regulagdo répida
(geralmente segundos) da fase fotoquimica para conseguir desempenhar
0 mecanismo de fotoprote¢do com sucesso, assim como reportado por
Lavaud [34]. Comparando os resultados do NPQ com os valores de ETR,
pode-se observar que a saturacdo é atingida por conta de se ter mais
energia devido a alta taxa fotossintética e consequentemente, por existir
um excesso de energia, deve ser dissipado em forma de calor para evitar
danos ao aparato fotossintético. Conforme Lavaud et al. [35], 0 NPQ
tende a reduzir a emissao de fluorescéncia, ou seja, se torna inversamente
relacionado ao Y e ao centro de rea¢do do PSIl de modo a evitar danos
foto-oxidativos pelo excesso de energia. Por outro lado, menores
irradidncias apresentaram uma capacidade limitada no transporte de
elétrons devido & baixa conversdo de energia, 0 que implica numa
limitacdo de respostas fotoprotetoras pelo NPQ [36].
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Figura 8. Mudangas na taxa de transporte de elétrons (ETR) e no non-
photochemical quenching (NPQ) em células de P. tricornutum exposta a duas
irradiancias (100 e 600 umol fotons m? s) em fotoperiodo 12:12 durante 45
horas.
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O retdngulo cinza representa o periodo escuro. A seta vermelha indica a dilui¢éo
da cultura. Todos os valores estdo apresentados como a média (n=4) + desvio
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padrdo (p<0,05). (*) indica diferenga significativa entre os dois tratamentos.
Fonte: elaborado pelo autor (2019).

2.4.3 Teor de pigmentos

A concentracdo de pigmentos nas células de P. tricornutum variou
expressivamente em ambos os tratamentos conforme apresentado na
Figura 9. Os teores de fucoxantina, clorofila a, clorofila ¢, B-caroteno e
diadinoxantina aumentaram significativamente (p<0.05) nas células
cultivadas com 100 pmol fétons m2 s, sendo maiores no T6 — 24,75;
26,98; 3,6; 0,90 e 1,67 mg g respectivamente, em relagdo as culturas
expostas a 600 umol fétons m2 s, que apresentaram valores de 15,85;
15,8; 1,24; 0,61 e 1,31 respectivamente, no mesmo tempo. Segundo
Durnford [37], a captagdo de luz nas microalgas € realizada a partir dos
pigmentos fotossintetizantes (clorofilas e carotenoides) que formam uma
antena coletora de luz nas membranas tilacoides do cloroplasto. Assim, a
dependéncia da quantidade de luz na concentracdo de pigmentos esta
relacionada com a funcéo das células de maximizar a captura de luz sob
regimes de pouca iluminacdo e dissipar energia em alta irradiancia [14],
0 que corrobora com os valores encontrados neste experimento.

Durante as primeiras 24 horas de cultivo ndo houve diferenca
significativa no tratamento de 100 pmol f6tons m st entre os tempos no
claro (T3, T9, T27 e T39) e os tempos no escuro (T15, T21, T33 e T45).
Apo6s a diluigdo, os teores de fucoxantina, clorofila a e clorofila ¢
tenderam a diminuir ao longo do tempo. Tendo em vista a baixa
guantidade de luz, estes resultados podem estar associados a uma possivel
inativacdo da producéo destes pigmentos, uma vez que a energia pode ter
sido destinada para outras atividades da célula [22].

Em relagéo as células das culturas com 600 pumol fétons m=2 s,
estas apresentaram um padrdo semelhante na concentracdo de todos os
pigmentos durante o periodo claro do ciclo, com uma reducdo
significativa (p<0,05) ao longo do tempo no periodo escuro do ciclo,
resposta semelhante observada por Ragni e D’alcala [13]. De fato, a
alternéncia entre o ciclo claro/escuro é uma caracteristica da maioria dos
ambientes naturais, sugerindo que o metabolismo destes compostos esteja
relacionado ao fotoperiodo e ndo somente a quantidade de luz [13].
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Figura 9. Concentragdes de fucoxantina, clorofila a, clorofila ¢, p-caroteno e
diadinoxantina (mg g*) em células de P. tricornutum exposta a duas irradiancias
(100 e 600 umol fétons m2 s1) em fotoperiodo 12:12 durante 45 horas.
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Continuacéo da Figura 9.
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diferenca. Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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2.4.4 Niveis de transcritos na biossintese dos carotenoides

A biossintese dos carotenoides em P. tricornutum esta sujeita a
variacOes de acordo com alguns fatores ambientais (intensidade de luz e
regime de iluminagdo, por exemplo) aos quais as células sdo expostas.

O metabolismo dos carotenoides é conhecido por ser influenciado
por condicdes de estresse [5, 18, 38], assim, é possivel investigar
possiveis regulacfes nos niveis de transcricdo dos genes envolvidos na
via de sintese. Conforme pode ser visualizado na Figura 10, a enzima
licopeno B-ciclase, codificada pelo gene LCYB, apresenta um padrédo
similar de subexpressdo (down-regulation) nos dois tratamentos, com a
reducdo do nivel de transcritos (p<0,05) no periodo claro e um aumento
(p<0,05) no periodo escuro do ciclo, caracterizado por uma suposta
sincronizagdo relacionado ao fotoperiodo, porém sem diferencas entre as
diferentes irradidncias. Embora este gene seja 0 responsavel pela
formacdo do B-caroteno (precursor dos proximos carotenoides da via), a
concentracdo deste pigmento (Figura 9) foi influenciada tanto pela
irradiancia como pelo fotoperiodo, assim como observado por Faraloni e
Torzillo [39]. Este resultado sugere que a regulacdo deste gene possa ser
um fator chave na geracdo da diversidade dos carotenoides, conforme
reportado por Wang et al. [40]. Em relagdo ao gene LUT1, responsavel
pela produgdo de zeaxantina a partir do B-caroteno, este mostrou-se ser
pouco regulado em funcdo da irradiancia e do fotoperiodo. Embora o gene
LUTL seja o responsavel pela producdo de luteina nas cloroficeas, este
pigmento esté associado a captacdo de luz no complexo antena [41] assim
como a fucoxantina nas diatomaceas [15]. Ainda que a enzima p-caroteno
hidroxilase (BCH) ndo tenha sido encontrada no genoma de P.
tricornutum e assim substituida pela enzima putativa LUT1 [4], sugere-
se que a funcéo desta proteina seja diferente nestes dois grupos de algas.
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Figura 10. Nivel de transcritos dos genes LCYB e LUT1 em células de P.
tricornutum exposta a duas irradiancias (100 e 600 pmol fétons m2 s1) em
fotoperiodo 12:12 durante 45 horas.
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padrdo (p<0,05). O grafico A indica diferenga significativa entre os dois
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periodo escuro em um intervalo de 12 horas no mesmo tratamento (**). SD = sem

diferenca. Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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No presente trabalho, as respostas mais interessantes e
representativas foram a regulacéo instantanea dos genes dependentes de
luz e com reages reversiveis que estdo ligados ao papel de fotoprotecéo,
ou seja, o ciclo das xantofilas. No primeiro grupo (Figura 11), que
engloba os trés genes que codificam a enzima zeaxantina epoxidase
(ZEP1, ZEP2 e ZEP3), estes tiveram um comportamento similar,
principalmente com a irradiancia de 600 pumol fétons m s, Entretanto,
0s niveis de transcricdo desses genes foram, em geral, pouco afetados pela
exposicdo a alta irradiancia, assim como reportado por Nymark et al. [38].
Jaem relacdo a irradiancia de 100 pmol fétons m2 s, é possivel observar
uma certa sincronizacao devido ao fotoperiodo, com estes genes sendo
transcritos (p<0,05) mais claramente no periodo escuro (T15-21; T39-45)
e com uma reducdo mais acentuada no nivel de transcricdo dos genes
ZEP1 e ZEP2 no periodo claro (T9). Isto pode ser explicado pelo perfil
no acimulo de diadinoxantina quando exposta a baixa irradiancia. Diante
disto, a auséncia ou redugéo na quantidade de luz induz a um aumento na
eficiéncia da captacéo de luz no complexo antena e consequentemente a
um aumento no contedo pigmentar no inicio do periodo escuro [42],
assim como observado na Figura 9.
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Figura 11. Nivel de transcritos dos genes ZEP1, ZEP2 e ZEP3 em células de P.
tricornutum exposta a duas irradiancias (100 e 600 pmol fétons m2 s1) em
fotoperiodo 12:12 durante 45 horas.
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Continuacéo da Figura 11.
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O retangulo cinza representa o periodo escuro. A seta vermelha indica a diluicéo
da cultura. Todos os valores estdo apresentados como a média (n=4) + desvio
padrdo (p<0,05). O grafico A indica diferenca significativa entre os dois
tratamentos (*). A tabela B indica diferenca estatistica entre o periodo claro e o
periodo escuro em um intervalo de 12 horas no mesmo tratamento (**). SD = sem
diferenca. Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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O segundo grupo (Figura 12) é constituido pelos trés genes que
codificam a enzima violaxantina de-epoxidase (VDE, VDL1 e VDL2), esta
responsavel pela conversdo reversivel de violaxantina em zeaxantina e de
diadinoxantina em diatoxantina em um estado de grande dissipacdo de
energia, devido a alta irradiancia. Todos estes genes apresentaram um
perfil muito constante sob alta irradiancia durante as 45 horas do
experimento, independente do fotoperiodo. Ao contrério dos ZEP’s, estes
genes sao essencialmente necessarios para evitar um possivel dano foto-
oxidativo ao aparato fotossintético e, assim, permitir uma captagéo de luz
mais eficiente em condi¢bes de baixa irradidncia [43]. Ademais, as
culturas desenvolvidas com 100 pmol fétons m2 s também
apresentaram um perfil constante na dissipagdo de energia nas primeiras
24 horas do experimento. Entretanto, apds a diluicdo, VDE, VDL1 e VDL2
apresentaram um aumento significativo (p<0,05) no nivel de transcritos,
com valores maximos de 4,3; 4 e 3,6-fold change respectivamente no
periodo escuro, em comparacdo a irradiancia de 600 pmol fétons m2 s,
gue quase ndo houve variacdo no nivel de transcritos relativo. Levando
em consideracdo o aumento inicial do NPQ nas 3 primeiras horas de
cultivo (T3; T27) e com um relaxamento mais rapido perto do periodo
escuro (T9; T33), estes resultados podem indicar que o ciclo das
xantofilas pode ter sido restaurado e este aumento no nivel de transcritos
pode estar relacionado a uma possivel suspensdo do mecanismo de
dissipagdo de energia [44].
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Figura 12. Nivel de transcritos dos genes VDE, VDL1 e VDL2 em células de P.
tricornutum exposta a duas irradiancias (100 e 600 pmol fétons m2 s1) em
fotoperiodo 12:12 durante 45 horas.
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Continuacéo da Figura 12.
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O retdngulo cinza representa o periodo escuro. A seta vermelha indica a dilui¢éo
da cultura. Todos os valores estdo apresentados como a média (n=4) + desvio
padrdo (p<0,05). O grafico A indica diferenga significativa entre os dois
tratamentos (*). A tabela B indica diferenca estatistica entre o periodo claro e o
periodo escuro em um intervalo de 12 horas no mesmo tratamento (**). SD = sem
diferenca. Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Nas diatomaceas, o NPQ ¢ principalmente controlado pela
interconversdo entre a epoxidacdo e de-epoxidagdo dos carotenoides
enquadrados no ciclo das xantofilas, os quais estdo correlacionados com
a quantidade de luz [20, 45]. Conforme os resultados obtidos, € possivel
suportar a ideia de que a dissipacdo de energia esta interligada com os
processos fisioldgicos e moleculares em P. tricornutum. Ao que tudo
indica, a regulacéo dos genes VDE, VDL1 e VDL2 em alta irradiancia foi
possivel observar um aumento do NPQ e consequentemente uma reducédo
no teor de diadinoxantina que, provavelmente, esteja sendo sintetizada
muita diatoxantina [36, 46]. Conforme pode ser visualizado na Figura 9,
como o teor de fucoxantina também esta reduzido, acredita-se que este
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pigmento de fato ndo esteja relacionado com o papel de fotoprotecao [47].
Ainda assim, o excesso de luz ndo perturbou a capacidade do aparato
fotossintético e nem a capacidade das células para a producdo de
biomassa. Apesar do conteddo dos carotenoides ser modulado por
condi¢des de estresse luminoso, também é possivel destacar o periodo em
que a cultura se encontra (ciclo claro/escuro) como responsavel pelos
efeitos sob a biossintese e 0 acumulo de fucoxantina. Ainda que outros
grupos de microalgas apresentam uma via de sintese mais estabelecida,
ainda ndo esta totalmente esclarecida a biossintese em um nivel molecular
nas diatoméceas, principalmente pela falta de conhecimento em relagdo
as enzimas que sintetizam a fucoxantina.

No presente estudo foi proposto investigar 0s mecanismos
celulares responsaveis pelas condicfes de estresse em alta irradiancia,
levando em consideracdo o regime de iluminacdo (fotoperiodo). Isso
mostra a relevancia de se compreender o efeito do ciclo celular na
biossintese e acimulo destes pigmentos, uma vez que se busca melhorar
0s rendimentos dos sistemas de producgdo. Os resultados deste trabalho
mostraram que podem ser empregadas estratégias de cultivo para a
producdo dos pigmentos de interesse, como por exemplo, o cultivo em
duas fases. Neste cenario, a primeira etapa seria 0 alcance da maxima
producdo de biomassa (fase vegetativa) pela irradiancia de 600 pumol
fétons m2 s sequida da segunda etapa, onde a iluminacéo de 100 pmol
fétons m? s? induziria as células a produzir uma maior concentracdo
destes compostos. Apds a extensiva pesquisa bibliogréafica sobre este
assunto, o presente primeiro trabalho parece se tratar do estudo que
explora a combinagéo dos parametros fisiolégicos (teor de pigmentos e
parametros fotossintéticos) com os parametros moleculares (niveis de
transcritos) na biossintese dos carotenoides em P. tricornutum, com o
intuito de mimetizar o ambiente natural in vitro.

2.5 CONCLUSAO

Neste estudo, a producdo de biomassa foi 1,5 vezes maior na
irradiancia de 600 pmol fétons m2 s mesmo com mais estresse luminoso
de acordo com os parametros fotossintéticos. Por outro lado, os teores dos
pigmentos foram mais elevados com a irradiancia de 100 pmol f6tons m-
2571, O perfil de transcricdo dos genes LCYB, ZEP1, ZEP2, ZEP3, VDE,
VDL1 e VDL2 foi influenciado pelas irradiancias e o fotoperiodo, com
excec¢do do gene LUT1. Além disso, um padrdo de transcri¢do similar foi
encontrado entre as isoformas dos genes ZEP assim como nos genes VDE,
corroborando a ideia de que estes efeitos ambientais de fato influenciam
a biossintese dos carotenoides em P. tricornutum. Em relacdo as
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perspectivas futuras, é de grande importancia explorar e caracterizar a via
biossintética da fucoxantina para identificar as enzimas envolvidas que
ainda ndo foram descobertas e a especificidade de suas rea¢bes. Dentro
deste contexto, sugere-se quantificar as respectivas proteinas para se obter
os dados de expressdo génica, testar as hip6teses propostas por Lohr e
Wilhelm e Dambek et al. e fazer uma analise mais detalhada dos teores
de pigmentos encontrados em diatoméceas.
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