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Resumo geral 1 

Esta tese investiga a identificação, as estratégias de cultivo e a manipulação genética de 2 

cepas de microalgas utilizando métodos de mutação randômica e mutação dirigida por meio da 3 

tecnologia CRISPR/Cas9 RNP, com o objetivo de aumentar a produção de lipídeos, 4 

especialmente lipídeos neutros, visando a potencialização de sua aplicação na produção de 5 

biodiesel. Primeiramente, as cepas foram identificadas como Scenedesmus obliquus e uma 6 

espécie não descrita do gênero Desmodesmus, através de técnicas de taxonomia molecular. 7 

Posteriormente, na estratégia de mutação randômica, a irradiação com luz UV-C foi utilizada 8 

para induzir mutações aleatórias, resultando na obtenção de mutantes da cepa Desmodesmus 9 

sp. com redução total (tM-10) e parcial (tN-30) da síntese de amido. Ambos apresentaram um 10 

aumento significativo nos níveis de lipídeos neutros em comparação com a cepa selvagem. A 11 

inibição da síntese de amido redirecionou o fluxo de carbono para a síntese de triglicerídeos 12 

(TAGs), sem comprometer o crescimento das cepas mutantes. Adicionalmente, estratégias de 13 

cultivo, como ajustes de salinidade, intensidade luminosa e deficiência de nitrogênio em 14 

cultivos de duas etapas, foram validadas para maximizar a produção de biomassa e lipídeos 15 

neutros do mutante tN-30, demonstrando a viabilidade desse mutante em condições 16 

estressantes. Também foram realizados estudos sobre o perfil de ácidos graxos e o 17 

sequenciamento de genes relacionados à síntese de amido e parede celular, além da elaboração 18 

de protocolos de extração de RNA e validação de RNAs guias para a endonuclease Cas9, 19 

utilizados na implementação da tecnologia CRISPR/Cas9 em ambas as cepas de microalgas. 20 

Os resultados sugerem que, para a cepa Desmodesmus sp., a mutação aleatória por irradiação 21 

com luz UV é uma abordagem eficaz para a obtenção de mutantes com potencial para a 22 

produção de lipídeos neutros, destacando a relação com a tecnologia CRISPR/Cas9 RNP. Os 23 

resultados dessa Tese destacam a importância do uso de ferramentas genéticas que 24 

potencializam o uso das microalgas em processos biotecnológicos e especificamente a cepa tN-25 

30 na produção de biodiesel. 26 

Palavras-chave: UV-mutagênese; Delineamento composto central; Síntese de amido; Lipídeo 27 

neutro; CRISPR/Cas9.  28 
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Abstract 1 

This thesis investigates the identification, cultivation strategies, and genetic manipulation of 2 

microalgae strains through strategies of random mutagenesis and targeted mutagenesis using 3 

CRISPR/Cas9 RNP technology to enhance lipid production, with emphasis on neutral lipids, 4 

aiming to enhance their application in biodiesel production. Initially, the strains were identified 5 

as Scenedesmus obliquus and an undescribed species of the genus Desmodesmus through 6 

molecular taxonomy techniques. Subsequently, in the random mutagenesis strategy, UV-C light 7 

irradiation was used to induce random mutations, resulting in the acquisition of mutants of the 8 

Desmodesmus sp. strain with total (tM-10) and partial (tN-30) reduction of starch synthesis, 9 

both showing a significant increase in neutral lipid levels compared to the wild-type strain. 10 

Inhibiting starch synthesis redirected carbon flow towards triglyceride (TAG) synthesis without 11 

compromising the growth of mutant strains. Additionally, cultivation strategies, such as 12 

adjustments in salinity, light intensity, and nitrogen deficiency in two-stage cultures, were 13 

validated to maximize biomass and neutral lipid production of the tN-30 mutant, demonstrating 14 

the viability of this mutant under stressful conditions. Studies on fatty acid profiles and 15 

sequencing of genes related to starch and cell wall synthesis were also conducted, along with 16 

the development of RNA extraction protocols and validation of guide RNAs for the Cas9 17 

endonuclease, used in the implementation of CRISPR/Cas9 technology in both microalgae 18 

strains. The results suggest that for the Desmodesmus sp. strain, random mutagenesis by UV 19 

light irradiation is an effective approach for obtaining mutants with potential for neutral lipid 20 

production, highlighting its relationship with CRISPR/Cas9 RNP technology. The results of 21 

this thesis underscore the importance of using genetic tools that enhance the use of microalgae 22 

in biotechnological processes, specifically the tN-30 strain in biodiesel production. 23 

 24 

Keywords: UV mutagenesis; Central Composite Design; Starch synthesis; Neutral lipid; 25 

CRISPR/Cas9. 26 

27 
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INTRODUÇÃO GERAL 1 

As microalgas são organismos fotossintéticos que utilizam energia luminosa juntamente 2 

com nutrientes inorgânicos para produzir matéria orgânica (MARKOU; NERANTZIS, 2013) e 3 

são as principais responsáveis pela produção de oxigênio atmosférico, produzindo até quase 4 

metade do oxigênio do planeta (SAFI et al., 2014). Além disso, são consideradas os produtores 5 

primários dos meios aquáticos onde, através da fotossíntese, transformam a matéria inorgânica 6 

em orgânica disponibilizando-a para o resto dos níveis tróficos superiores (GRANUM; 7 

RAVEN; LEEGOOD, 2005) .   8 

No processo da fotossíntese (fase fotoquímica), nas membranas do tilacoide, os 9 

pigmentos canalizam a energia luminosa utilizada para gerar energia química em forma de 10 

adenosina tri-fosfato e adenina dinucleotídeo fosfato, com oxigênio como produto devido a 11 

fotólise da água que se utiliza como doador de elétrons (STIRBET et al., 2020). Posteriormente, 12 

na fase bioquímica (estroma), as moléculas energéticas obtidas são utilizadas no ciclo de 13 

Calvin-Benson para fixar e reduzir CO2 em matéria orgânica por meio da ação da enzima 14 

Ribulose 1,5 bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco). Como produto do ciclo de Calvin-15 

Benson se obtem um carboidrato de três carbonos denominado gliceraldeído 3-fosfato a partir 16 

do qual são sintetizados o resto de componentes celulares (STIRBET et al., 2020; CHISTI, 17 

2007). 18 

As algas são amplamente conhecidas pelo seu papel na aquicultura, sendo utilizadas 19 

como fonte de alimento de alto valor nutricional, no cultivo animais aquáticos (e.g. moluscos, 20 

camarões e peixes) em diferentes estágios de crescimento (BOROWITZKA, 1998), compõem 21 

o sistema de bioflocos (bio-flocs technology – BFT) (PACHECO-VEGA et al.,  2018), atuam 22 

no tratamento de efluentes dos cultivos (SIVAKUMAR et al., 2012) e são fontes valiosas para 23 

obtenção de compostos de elevado valor comercial (e.g. proteínas, carotenóides, lipídeos, 24 

polissacarídeos) (BRASIL et al., 2017). Com uma produção anual de algas de 25 

aproximadamente 13 milhoes de toneladas e especificamente 9.200 toneladas de biomassa seca 26 

de microalgas, o desenvolvimento de pesquisas, bem como o uso biotecnológico desses 27 

organismos fotossintetizantes, têm contribuído para expansão da área de atuação da aquicultura 28 

para o campo da bioenergia através da sua utilização para a produção de biocombustível (ROY; 29 

PAL, 2015; VASSILEV; VASSILEVA, 2016) . 30 

 31 

As microalgas e os biocombustíveis de 3 geração (3G) 32 

Os combustíveis fósseis são a principal fonte de energia utilizada, correspondendo a 33 

mais de 80% da matriz energética mundial. Impulsionado pela demanda energética, o setor de 34 
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energia foi responsável por um aumento nas emissões globais de CO2 de 0,9%, ou 321 milhões 1 

de toneladas, em 2022, atingindo um novo recorde de mais de 36,8 bilhões de toneladas (IEA, 2 

2023). Impulsionada pela maior demanda de energia em 2023, as emissões globais de CO2 3 

aumentaram em 410 milhões de toneladas, 1,1% a mais do que o ano anterior, atingindo uma 4 

alta histórica de 37,4 bilhões de toneladas (IEA, 2024). Além do crescimento das energias de 5 

origem fosseis, as energias limpas também tem apresentado um crescimento importantes; 6 

segundo os dados da Agência Internacional de Energia (IEA), o crescimento das energias 7 

limpas foi o dobro do que as energias fósseis, especialmente nos últimos cinco anos (IEA, 8 

2024). 9 

Nos últimos anos, os biocombustíveis vêm ganhando destaque na matriz energética por 10 

utilizar matérias-primas de origem vegetal para sua produção. Porém, o cultivo dessas matrizes 11 

(e.g. cana-de-açúcar, milho, girassol, resíduos agrícolas ou florestais) utiliza terras 12 

agricultáveis, água doce, e até os próprios alimentos, que poderiam ser utilizadas para produção 13 

de alimento (NAIK et al., 2010; SIMS et al., 2010). Como alternativa, os biocombustíveis de 14 

3a geração (3G) são obtidos a partir do cultivo de biomassa de algas pudendo se produzir 15 

biodiesel, biometanol, bioetanol, biobutanol, entre outros (CHISTI, 2007; SAHA et al., 2019). 16 

Microalgas podem ser cultivadas em águas salinas ou de águas de rejeito, o que confere 17 

a vantagem de não competirem com as terras e os recursos utilizados para a agricultura 18 

(CHISTI, 2007). Os biocombustíveis 3G reduzem o efeito estufa, já que a biomassa a partir da 19 

qual são gerados provem da fixação de CO2 atmosférico mediante a fotossíntese, além disso, as 20 

microalgas a partir das quais são gerados os combustíveis 3G apresentam uma maior 21 

produtividade comparado com os seus antecessores (CHISTI, 2007; SAHA et al., 2019), e 22 

especificamente,  possuem alta produtividade de lipídeos os quais, após extração, são 23 

transesterificados para a obtenção do biodiesel (WIJFFELS; BARBOSA, 2010). Apesar das 24 

vantagens do uso de biocombustíveis de microalgas, todavia existem diversos desafios que 25 

afetam ao custo de produção, dificultando a competição em preço com os combustíveis de 26 

origem fóssil. Para a geração de biodiesel por exemplo; metodologias de coleta ou concentração 27 

dos cultivos e os solventes para a extração dos lipídeos ou quebra celular são os principais 28 

processos que incrementam o custo de produção de biodiesel (ALAM; WANG, 2019). Por isso 29 

é necessário aumentar os teor de lipídeos celulares e o rendimento lipídico para reduzir as 30 

diferenças com os custos de produção dos combustíveis fósseis e poder viabilizar a produção 31 

do biodiesel a partir do cultivo de microalgas.  32 

Com eficiência fotossintética maior que as plantas terrestres, utilizando 33 

aproximadamente 183 Gt de CO2 para produzir 100 Gt de biomassa, a aplicação das microalgas 34 
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para produção de biocombustível também pode estar associada com a mitigação de CO2 gerado 1 

pelas instalações industriais, contribuindo ainda mais para a sustentabilidade da produção 2 

(HUANG; TAN, 2014). Além disso, esses microrganismos possuem (i) taxas de crescimento 3 

elevadas, (ii) diversidade ecológica e metabólica, que possibilita selecionar espécies adaptadas 4 

a cada região, (iii) possibilidade de cultivo em água salgada, resíduos municipais e 5 

agroindustriais, e terras impróprias para a agricultura, (iv) necessitam de requisitos mínimos de 6 

nutrientes, o que contribui para diminuir o custo de produção, e (v) cultivos em diversos 7 

sistemas (e.g. lagoas, fotobiorreatores), possibilitando a produção próxima ao local de 8 

utilização, diminuindo o custo com o transporte (BRENNAN; OWENDE, 2013; CHEN et al., 9 

2011; PITTMAN; DEAN; OSUNDEKO, 2011). 10 

Um pré-requisito fundamental para selecionar cepas de microalgas para a geração de 11 

biodiesel é a alta produção de lipídeos neutros, como os triacilgliceróis (TAGs). TAGs e amido 12 

são substâncias de reserva produzidas pelas microalgas quando a condição do ambiente se torna 13 

desfavorável. A Figura 1 ilustra, simplificadamente, duas vias possíveis para a formação de 14 

TAGs em microalgas: uma das rotas se dá nos cloroplastos e a outra rota é através das 15 

membranas do retículo endoplasmático (ER) no citosol. Sabe-se que o acúmulo dessas 16 

moléculas energéticas em condições limitantes de crescimento é espécie-específica. Além 17 

disso, também agem como “drenos” de elétrons produzidos em excesso pelos fotossistemas, os 18 

quais podem gerar espécies reativas de oxigênio (EROS) e causar estresse fotooxidativo (Hu et 19 

al., 2008). Espécies do gênero Scenedesmus são conhecidas por acumular TAGs, em alguns 20 

casos correspondendo em até 45% do peso da sua biomassa seca (CHISTI, 2007; KLEIN‐21 

MARCUSCHAMER et al., 2013).  22 

As microalgas do gênero Scenedesmus sp. são microalgas de água doce pertencentes à 23 

divisão Chlorophyta, as quais possuem alto conteúdo lipídico, e que são chamadas de 24 

“oleaginosas” e que sintetizam tais moléculas em situações ambientais desfavoráveis (e.g. 25 

deficiência de nitrogênio ou fósforo) (ABOU-SHANAB et al., 2011; XIN; HONG-YING; YU-26 

PING, 2011), tornando-as como matéria para produção de biodiesel 3G. Em alguns casos, 27 

espécies do gênero Scenedesmus podem acumular TAGs, correspondendo em até 45% do peso 28 

da sua biomassa seca (CHISTI, 2007; KLEIN‐MARCUSCHAMER et al., 2013). Por outro 29 

lado, espécies de Desmodesmus também são cosmopolitas e apresentam características 30 

interessantes, como alta taxa de crescimento, resistência e adaptabilidade a diferentes condições 31 

ambientais (HEGEWALD; BRABAND, 2017), além de alta produção de lipídeos e capacidade 32 

de bioremediação de ambientes eutróficos (RAI et al., 2022; SAMORI et al., 2013).  33 
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1 

Figura 1. Rota de síntese dos triacilglicerois (TAG) e amido em microalgas. As linhas 2 

tracejadas referem-se às reações que ocorrem no citosol. 3 

 4 

Recentemente, pesquisadores do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento Leopoldo 5 

Américo Miguez de Mello (CENPES/PETROBRAS, Brasil) isolaram duas cepas 6 

preliminarmente classificada como pertencente aos gêneros Scenedesmus e Desmodesmus 7 

(Figuras 2A e 2B, respectivamente), ambas com capacidade de crescer em água de produção, 8 

resíduo derivado da extração do petróleo. A água de produção é um resíduo rico em carbonatos, 9 

bicarbonatos, sulfatos, cloro e outros metais como Ca, Mg, Na, Fe, Ba ou Sn, que é extraído 10 

juntamente com o petróleo de depósitos naturais. Após a extração e separação dos óleos, a água 11 

de produção pode ser re-injetada nos poços de petróleo, ou armazenada, tornando-se um risco 12 

potencial para o meio ambiente. A cepa Desmodesmus sp. Petrobras/Furg tem capacidade de 13 

crescimento em altas temperaturas (acima de 40 °C) e alta resistência à contaminação biológica 14 

pela produção de compostos alelopáticos (infoquímicos). Essa cepa Desmodesmus sp. 15 

Petrobras/Furg, tem um tamanho que varia aproximadamente entre os 3 – 12 μm, também 16 

demonstrou alto desempenho quanto à coleta de biomassa usando processos de baixa energia 17 

(floculação e sedimentação) e excelente desempenho para o uso de resíduos sólidos da indústria 18 
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de petróleo e gás, e pode ser cultivada com a adição de CO2 e cascalho de rocha de perfuração 1 

em um ambiente marítimo (Patente NI 21/123; dados não publicados). 2 

 3 

 4 

Figura 2. Visualização ao microscópio ótico (1000 X de magnificação) das cepas Scenedesmus 5 

obliquus (A) e Desmodesmus sp. (B). 6 

 7 

 Scenedesmus sp. podem variar de tamanho entre 3 - 31 μm, possuindo células de 8 

diversos formatos e são encontradas em colônias (RAMIREZ; FARENZENA; TRIERWEILER, 9 

2014). Na última década, espécies de Scenedesmus têm despertado um grande interesse devido 10 

às suas qualidades, como crescimento rápido e produção de moléculas de interesse comercial, 11 

como carotenóides e astaxantina (QIN et al., 2008), ou luteína (FERNÁNDEZ-SEVILLA; ACIÉN 12 

FERNÁNDEZ; MOLINA GRIMA, 2010; SÁNCHEZ et al., 2008). Com a capacidade de tolerar um 13 

intervalo amplo de temperatura e crescer utilizando diferentes fontes de nutrientes, 14 

Scenedesmus sp. tem sido utilizada para produção de biomassa, tratamento de efluentes, 15 

eliminando uma grande quantidade de nutrientes inorgânicos após o seu crescimento, e na 16 

produção de biodiesel (RAMIREZ; FARENZENA; TRIERWEILER, 2014; XIN et al., 2010). 17 

Estudos realizados por HO et al. (2010) concluíram que Scenedesmus obliquus é uma espécie 18 

com potencial para a mitigação das emissões de CO2 e produção de biodiesel. Em situações 19 
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ambientais desfavoráveis ou de estresse, como deficiência de nitrogênio ou fósforo, 1 

Scenedesmus pode produzir uma grande quantidade de lipídeos (MANDAL; MALLICK, 2 

2009), o que a torna uma forte candidata para a produção de biodiesel. Além disso, algumas 3 

cepas de Scenedesmus podem crescer de 4 a 35°C, como é o caso de Scenedesmus sp. NJ-1 4 

(CHEN et al., 2012), e outras como Scenedesmus abundans que toleram até 45°C (GUPTA et 5 

al., 2016). Entretanto, BREUER et al. (2013a) mostraram que S. obliquus pode acumular mais 6 

carboidratos (40 a 60% do peso seco) do que TAGs (30 a 45% do peso seco), evidenciando que 7 

o fluxo de carbono, mesmo em uma microalga considerada oleaginosa, é desfavorável em 8 

relação ao acúmulo de carboidratos. 9 

 10 

Engenharia genética em microalgas 11 

Através da aplicação de técnicas de engenharia genética, é possível realizar alterações 12 

nas rotas metabólicas desses microrganismos em questão, desenvolvendo linhagens 13 

recombinantes que aumentem a produtividade de biocombustível por biomassa (SAVAKIS; 14 

HELLINGWER, 2015). Poucos estudos incluem engenharia genética ou modificações 15 

genéticas usando técnicas moleculares em Scenedesmus. A maior parte deste tipo de trabalho 16 

em microrganismos fotossintéticos é realizada em organismos modelo como a microalga 17 

Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella sp. ou Nannochloropsis sp. (DORON; SEGAL; 18 

SHAPIRA, 2016; MUSSGNUG, 2015; POLINER; FARRÉ; BENNING, 2018). Até o 19 

momento, existem apenas cinco genomas sequenciados para o gênero Scenedesmus no 20 

GenBank da plataforma NCBI: 21 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/?taxon=91192). Na mesma plataforma, 22 

existem só duas entradas ao genoma sequenciado de cepas correspondentes a espécie 23 

Desmodesmus armatus (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/?taxon=91202). 24 

 25 

Mutação randômica 26 

O método mais comumente empregado na engenharia genética é mutação randômica, 27 

que pode ser realizada, por exemplo, por exposição à radiação de luz ultravioleta (UV-C) ou 28 

reação em cadeia da polimerase propensa a erros (Ep-PCR). A aplicação dessa técnica permite 29 

a criação de uma biblioteca de variantes de uma determinada enzima por meio de mutações 30 

aleatórias em seu gene (McCullum et al., 2010). Apesar de fornecer inúmeros mutantes de uma 31 

mesma proteína, essa técnica geralmente produz mais mutações deletérias do que mutações 32 

vantajosas e é dependente do rastreamento para identificar as variantes desejadas, o que pode 33 

vir a ser um processo caro, demorado, totalmente aleatório e nem sempre fornecer o resultado 34 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/?taxon=91192
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/?taxon=91202
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esperado (KIM et al., 2020). DE JAEGUER e colaboradores (2014) realizaram modificações 1 

genéticas em uma espécie de Scenedesmus por mutação randômica, utilizando luz UV para 2 

bloquear a síntese de amido visando aumentar a produção de TAGs. Tratamento com luz UV 3 

em microalgas do gênero Desmodesmus também têm sido relatados. SIJIL e colaboradores 4 

expuseram cultivos de Desmodesmus a luz UV com a finalidade de aumentar a produção de 5 

lipídeos (SIJIL; SARADA; CHAUHAN, 2019).  6 

 7 

Tecnologia CRISPR/Cas9 8 

O sistema CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) é 9 

composto por um ou mais locus presentes nos genomas de algumas bactérias e na maioria das 10 

arqueias, constituído de múltiplas sequências palindrômicas curtas, as quais são espaçadas por 11 

sequências exógenas pequenas (27 a 72 pb). Essas sequências espaçadoras, em geral, têm 12 

origem no DNA de vírus e constituem a base de um sistema imune adaptativo de procariontes 13 

(FAURE; MAKAROVA; KOONIN, 2019; MAKAROVA et al., 2020). Associado ao locus 14 

CRISPR, foi identificado outro locus denominado Cas (CRISPR-associated), cujos genes 15 

codificam para nucleases de DNA (GASIUNAS et al., 2012; JINEK et al., 2012). O sistema 16 

funciona a partir da transcrição do locus CRISPR, cujos transcritos são processados por 17 

endonucleases Cas para gerar pequenos RNAs CRISPR (crRNAs). Estes crRNAs interagem 18 

com RNAs auxiliares transativadores (tracrRNAs), originando uma dupla fita de RNA 19 

denominada RNA guia (gRNA). Os gRNAs interagem com a nuclease Cas, principalmente a 20 

Cas9, formando um complexo que irá atuar clivando qualquer DNA que seja compatível com 21 

o gRNA. Assim, o DNA viral que tiver parte da sua informação genética anteriormente 22 

incorporada no locus CRISPR da bactéria poderá ser eliminado numa segunda invasão através 23 

da ação da Cas9 direcionada por gRNA (FAURE; MAKAROVA; KOONIN, 2019; 24 

MAKAROVA et al., 2020). 25 

CRISPR/Cas9 representa uma das técnicas mais promissoras para a edição de genes e 26 

genomas, uma vez que basta sintetizar um gRNA e expressar uma Cas9 para clivar uma região 27 

específica do genoma da célula-alvo. Caso o sistema seja utilizado apenas para fazer uma 28 

quebra na dupla fita do DNA, as falhas naturais do sistema de reparo, geradas pela inserção de 29 

“indels” (inserções ou deleções), ocasionarão na perda da funcionalidade do gene. Se uma 30 

molécula de DNA homóloga à região do corte contendo a alteração desejada for introduzida 31 

junto com o sistema CRISPR/Cas9, o sistema de recombinação homóloga poderá substituir o 32 

gene original por uma versão modificada, “editando” a informação original (KIM; KIM, 2014). 33 

Além disso, a metodologia CRISPR/Cas9 RNP sintetiza o gRNA e a proteína Cas9 in vitro, 34 
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formando o sistema gRNA-Cas9 que é introduzido no interior da célula para efetuar a edição. 1 

Esse sistema de “Ribonucleoproteína” (RNA + proteína) é livre de transgenes, o que gera cepas 2 

geneticamente editadas, mas não transgênicas (CHANG et al., 2020). Até a presente data, não 3 

conhecemos estudos que tenham implementado a tecnologia CRISPR/Cas9 no gênero 4 

Scenedesmus e Desmodesmus. Porém, já se conhecem alguns trabalhos de engenharia genética 5 

dirigida no gênero Scenedesmus. CHEN et al. (2016) utilizaram a técnica de eletroporação para 6 

inserir em Scenedesmus sp. o gene DGTT1 de diacilglicerol aciltransferase tipo 2 (DGAT) para 7 

aumentar a produção de lipídeos. Um estudo recente mostrou a compatibilidade de 8 

Scenedesmus sp. com a transformação por Agrobacterium tumefaciens (SUTTANGKAKUL et 9 

al., 2019). Embora espécies de Scenedesmus sejam bastante promissoras para a produção de 10 

óleo, que pode ser usado para a produção de biodiesel, existe uma carência no desenvolvimento 11 

de técnicas moleculares avançadas e otimizadas para essas microalgas, como por exemplo a 12 

aplicação da tecnologia CRISPR/Cas9. 13 

O Centro de Pesquisas da Petrobras (CENPES) isolou cepas do gênero Scenedesmus e 14 

Desmodesmus em águas oriundas da extração de petróleo. Dentro desse contexto, a aplicação 15 

de técnicas moleculares, como a mutação randômica por exposição à radiação ultravioleta (UV) 16 

e a metodologia CRISPR-Cas9 RNP, visando aumentar a produção lipídica em cepas de 17 

Scenedesmus obliquus e Desmodesmus sp., cultivadas em água de produção, pode contribuir 18 

para o desenvolvimento de microalgas mutantes não transgênicas capazes não só de viabilizar 19 

a produção de biodiesel 3G, como também possibilitar integrar nesse processo o 20 

reaproveitamento de um resíduo acumulado na indústria petroquímica.  21 

 22 

OBJETIVO GERAL 23 

Produzir mutantes não-transgênicos com menor capacidade de sintetizar amido 24 

(starchless) e maior teor de lipídeos neutros, em cepas de Scenedesmus obliquus e 25 

Desmodesmus sp. da coleção do CENPES-PETROBRAS. 26 

 27 

Objetivos específicos 28 

1. Confirmar o status taxonômico das duas cepas de microalgas alvo deste estudo através 29 

de filogenia molecular;  30 

2. Sequenciar genes relacionados à sińtese de amido; 31 

3. Produzir e selecionar mutantes de microalgas com menor produção de amido utilizando 32 

mutagênese randômica e CRISPR/Cas9; 33 
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4. Avaliar a produção de biomassa e o acúmulo de lipídeos neutros, carboidratos e 1 

proteínas em escala laboratorial dos mutantes obtidos; 2 

5. Determinar as melhores condições de cultivo dos mutantes que permitam o incremento 3 

da produção de lipídeos neutros sem comprometimento da produção de biomassa.  4 
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Resumo 1 

 A utilização de microalgas para a produção de biodiesel é promissora, mas o teor de 2 

lipídeos neutros em algumas cepas não é suficiente para alcançar viabilidade econômica. 3 

Consequentemente, identificar cepas com conteúdo lipídico aprimorado é crucial para avançar 4 

na produção de biodiesel baseado em microalgas. A microalga Desmodesmus sp. 5 

PETROBRAS/FURG, uma candidata potencial para a produção de biocombustíveis, possui 6 

características distintas como tolerância a altas temperaturas, produção de compostos 7 

alelopáticos e utilização de resíduos. Embora as microalgas do gênero Desmodesmus são 8 

consideradas oleaginosas, o conteúdo lipídico neutro da cepa Desmodesmus sp. 9 

Petrobras/FURG ainda não é suficiente para gerar biodiesel economicamente viável. Este 10 

estudo teve como objetivo aumentar a produtividade de lipídeos em Desmodesmus sp. 11 

PETROBRAS /FURG através de mutagênese induzida por UV-C. Mutantes com baixa 12 

produção de amido foram gerados e avaliados quanto ao seu potencial de produção de lipídeos. 13 

Os mutantes apresentaram dinâmicas de crescimento comparáveis ao tipo selvagem, com os 14 

mutantes tM-10 e tN-30 exibindo aumentos significativos na acumulação de lipídeos neutros e 15 

também, um aumento dos níveis de proteínas totais do mutante tN-30. Paralelamente, uma 16 

análise filogenética refinou a classificação taxonômica de Desmodesmus sp. 17 

PETROBRAS/FURG, indicando uma possível espécie ainda não descrita. O estudo enfatiza a 18 

eficiência da mutagênese induzida por UV na geração de cepas de microalgas ricas em lipídeos. 19 

Os atributos únicos dos mutantes, juntamente com sua produtividade de lipídeos aprimorada, 20 

oferecem promessas para a indústria de biocombustíveis. Além disso, as informações obtidas 21 

com esta pesquisa contribuem para a compreensão das vias metabólicas de microalgas e 22 

destacam o potencial de Desmodesmus sp. Petrobras/FURG como uma fonte sustentável para a 23 

produção de lipídeos conversíveis a biodiesel. A exploração contínua deste caminho, 24 

juntamente com futuros esforços de sequenciamento genômico, podem dar passo a um setor de 25 

biocombustíveis mais amigável ao meio ambiente e economicamente viável. 26 

 27 

Palavras-chave: Microalga; filogenia molecular; mutagênese randômica; Triacilglicerol 28 

(TAG); produtividade lipídica. 29 
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Abstract  1 

The use of microalgae to produce biodiesel is promising, but the content of neutral lipids 2 

in some strains is not sufficient to achieve economic viability. Consequently, identifying strains 3 

with enhanced lipid content is crucial for advancing the production of microalgae-based 4 

biodiesel. The microalga Desmodesmus sp. Petrbras/FURG, a potential candidate for biofuel 5 

production, has distinct characteristics such as high-temperature tolerance, allelopathic 6 

compound production, and waste utilization. Although microalgae of the genus Desmodesmus 7 

are considered oleaginous, the neutral lipid content of the Desmodesmus sp. 8 

PETROBRAS/FURG is still not enough to generate economically viable biodiesel. This study 9 

aimed to increase lipid productivity in Desmodesmus sp. PETROBRAS/FURG through UV-C-10 

induced mutagenesis. Mutants with low starch production were generated and evaluated for 11 

their lipid production potential. The mutants exhibited growth dynamics comparable to the wild 12 

type, with mutants tM-10 and tN-30 showing significant increases in neutral lipid accumulation 13 

and also an increase in the total protein levels of the tN-30 mutant. Concurrently, a phylogenetic 14 

analysis refined the taxonomic classification of Desmodesmus sp. Petrobras/FURG, indicating 15 

a possible species not yet described. The study emphasizes the efficiency of UV-induced 16 

mutagenesis in generating lipid-rich microalgae strains. The unique attributes of the mutants, 17 

together with their enhanced lipid productivity, hold promise for the biofuel industry. 18 

Additionally, the information obtained from this research contributes to the understanding of 19 

microalgal metabolic pathways and highlights the potential of Desmodesmus sp. 20 

PETROBRAS/FURG as a sustainable source to produce biodiesel-convertible lipids. The 21 

continued exploration of this path, along with future genomic sequencing efforts, may pave the 22 

way for an environmentally friendly and economically viable biofuel sector. 23 

 24 

Keywords: Microalgae; molecular phylogeny; random mutagenesis; Triacylglycerol; lipid 25 

productivity 26 
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1. Introdução 1 

O crescimento da economia mundial depende inteiramente do uso de energia, e os 2 

combustíveis fósseis são a principal fonte de energia utilizada globalmente. Óleos, gás natural 3 

e carvão representam mais de 80% da matriz energética mundial, cujo uso libera altas 4 

concentrações de CO2 na atmosfera, juntamente com outros gases de efeito estufa (GEEs). 5 

Esses gases contribuem para intensificar o aquecimento global, causando mudanças climáticas 6 

em todo o mundo. Impulsionada pela maior demanda de energia em 2023, as emissões globais 7 

de CO2 aumentaram em 410 milhões de toneladas, um 1,1% a mais do que o ano anterior, 8 

atingindo uma alta histórica de 37,4 bilhões de toneladas (IEA, 2024). Segundo os dados da 9 

Agência Internacional de Energia (IEA), o  crescimento das energias limpas foi o dobro das 10 

energias fósseis (IEA, 2024). Nos últimos cinco anos o uso de tecnologias de energias 11 

alternativas tem desacelerado notavelmente o acréscimo da demanda de energias fósseis (IEA, 12 

2024). Além disso, por ser uma fonte de energia não renovável, as reservas de combustíveis 13 

fósseis são limitadas, sugerindo uma crise energética global em um futuro próximo. Embora 14 

várias fontes de energia alternativas tenham sido estudadas, os biocombustíveis são 15 

considerados uma das mais promissoras para substituir o uso de petróleo devido à sua 16 

viabilidade econômica e capacidade de produção em larga escala (Basile e Dalena, 2019). 17 

Nos últimos anos, os biocombustíveis ganharam destaque na matriz energética 18 

(aproximadamente 10%) porque utilizam matérias-primas de origem vegetal para sua produção. 19 

No entanto, o cultivo dessas matrizes (por exemplo, cana-de-açúcar, milho, girassol) utilizam 20 

plantas alimentares ou terras aráveis e água doce que poderiam ser usadas para a produção de 21 

alimentos (Naik et al., 2010; Sims et al., 2010). Como alternativa, os biocombustíveis de 3ª 22 

geração (3G) são obtidos a partir do cultivo de biomassa de microalgas que possuem alta 23 

produtividade de lipídeos, os quais, após extração, são transesterificados para obter biodiesel 24 

(Wijffels e Barbosa, 2010). 25 

Com eficiência fotossintética superior às plantas terrestres, a aplicação de microalgas 26 

para produção de biocombustíveis também pode estar associada à mitigação do CO2 gerado por 27 

instalações industriais, contribuindo ainda mais para a sustentabilidade da produção (Huang e 28 

Tan, 2014). Além disso, esses microrganismos apresentam altas taxas de crescimento, 29 

diversidade ecológica e metabólica, o que permite selecionar espécies adaptadas a cada região, 30 

possibilitando o cultivo em água salgada, resíduos municipais e agroindustriais e terras 31 

inadequadas para agricultura. Além disso, eles necessitam de nutrientes mínimos, o que 32 

contribui para reduzir os custos de produção, e podem ser cultivados em diferentes sistemas 33 
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(por exemplo, lagoas, fotobiorreatores), permitindo a produção próxima ao local de uso, 1 

reduzindo os custos de transporte (Chen et al., 2011; Pittman et al., 2011). 2 

Embora existam inúmeras espécies de microalgas que podem ser usadas para produção 3 

de biocombustíveis, aquelas conhecidas como "oleaginosas" parecem ser as mais adequadas 4 

para o desenvolvimento dessa tecnologia. Entre elas, destacam-se o gênero Desmodesmus, cuja 5 

classificação taxonômica foi assegurada por meio de análises de sequências de genes 6 

ribossomais, como o Internal Transcribed Spacer 2 (ITS-2), conforme relatado por An et al. 7 

(1999) e Van Hannen et al. (2002). As espécies de Desmodesmus são cosmopolitas e 8 

apresentam características interessantes, como alta taxa de crescimento, resistência e 9 

adaptabilidade a diferentes condições ambientais (Hegewald e Braband, 2017), além de alta 10 

produção de lipídeos e capacidade de bioremediação de ambientes eutróficos (Rai et al., 2022; 11 

Samorì et al., 2013). Recentemente, pesquisadores do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento 12 

Leopoldo Américo Miguez de Mello (CENPES/PETROBRAS, Brasil) isolaram uma cepa 13 

preliminarmente classificada como pertencente a Desmodesmus com capacidade de 14 

crescimento em altas temperaturas (acima de 40 °C) e alta resistência à contaminação biológica 15 

pela produção de compostos alelopáticos (infoquímicos). Também, esta cepa (aqui denominada 16 

Desmodesmus sp. Petrobras/Furg) demonstrou alto desempenho quanto à coleta de biomassa 17 

usando processos de baixa energia (floculação e sedimentação) e excelente desempenho para o 18 

uso de resíduos sólidos da indústria de petróleo e gás, e pode ser cultivada com a adição de CO2 19 

e cascalho de rocha de perfuração em um ambiente marítimo (Patente NI 21/123; dados não 20 

publicados). 21 

Embora microalgas oleaginosas como a cepa Desmodesmus sp. Petrobras/Furg 22 

apresentem características interessantes para serem consideradas como plataforma para a 23 

produção de biodiesel, ainda existem diversos obstáculos para a viabilidade econômica dessa 24 

tecnologia. Entre esses desafios estão o desenvolvimento de metodologias para a coleta ou 25 

concentração de culturas, a busca por solventes mais adequados para extração de lipídeos ou 26 

ruptura celular, bem como alcançar uma produção elevada e consistente de lipídeos neutros 27 

(Alam e Wang, 2019). Existem várias metodologias de engenharia genética para aumentar o 28 

teor de lipídeos em microalgas, incluindo recombinação homóloga, TALENs ou CRISPR/Cas 29 

(Hao et al., 2018; Kilian et al., 2011; Lin e Ng, 2020). No entanto, essas ferramentas exigem 30 

conhecimento genético específico das cepas a serem manipuladas, limitando suas aplicabilidade 31 

para espécies sem informações genéticas básicas (Woolston et al., 2013). Para microalgas desse 32 

tipo, a exposição a agentes mutagênicos físicos ou químicos, sendo o tratamento com radiação 33 

UV um dos métodos mais comuns, é a abordagem mais frequentemente utilizada para induzir 34 



 34 

e obter mutantes (Bleisch et al., 2022). Embora esses tratamentos resultem em mutações 1 

distribuídas aleatoriamente, a obtenção de mutantes com maior produção de lipídeos 2 

geralmente depende de mutações deletérias em genes relacionados a vias anabólicas que não 3 

sejam a síntese de lipídeos. De fato, bloquear a síntese de amido pela exclusão de genes 4 

associados a essa via anabólica pode redirecionar o fluxo de carbono fixo para a síntese de 5 

triacilgliceróis (TAGs), como demonstrado em organismos como Chlamydomonas reinhardtii 6 

(Li et al., 2010b) e Scenedesmus obliquus (de Jaeger et al., 2014). 7 

O principal objetivo deste estudo foi confirmar o status taxonômico da cepa 8 

Desmodesmus sp. Petrobras/Furg usando a sequência de nucleotídeos do ITS-2 em uma 9 

filogenia molecular. Além disso, mutantes aleatórios foram gerados por exposição à radiação 10 

UV, com seleção baseada em baixa produção de amido. Posteriormente, os mutantes amido-11 

deficientes obtidos foram avaliados quanto à capacidade de produzir TAGs, proteínas e 12 

carboidratos. 13 

 14 

2. Materiais e métodos 15 

 16 

2.1. Cultivo e filogenia molecular de Desmodesmus sp. Petrobras/Furg 17 

A microalga foi cultivada em condições mixotróficas em Erlenmeyers de 125 mL 18 

contendo 50 mL de meio Tris-Acetato-Fosfato (Gorman e Levine, 1965), com adição de ácido 19 

acético glacial como fonte de carbono orgânico, salinidade de 10 g/L, pH = 8,0, a 30 °C, com 20 

agitação a 100 rpm, 50 µmol/m2/s de intensidade de luz e um fotoperíodo de 16:8 horas 21 

luz/escuro.  22 

Para extração de DNA genômico foram utilizados aproximadamente 150-200 mg de 23 

biomassa fresca de Desmodesmus sp. Petrobras/Furg em fase exponencial de crescimento, 24 

utilizando o kit DNeasy Plant Mini (Qiagen). O procedimento foi realizado seguindo o 25 

protocolo do fabricante, analisado em eletroforese em gel de agarose a 1%, e quantificado por 26 

fluorometria (Qubit, Invitrogen). O sequenciamento de próxima geração (NGS), utilizando a 27 

plataforma Illumina, foi conduzido pela empresa GenOne (https://geneone.com.br/). Os dados 28 

de sequenciamento NGS (não publicados) foram inicialmente avaliados quanto a estatísticas de 29 

mapeamento, profundidade e cobertura em relação ao genoma de referência. O genoma de 30 

Desmodesmus armatus (assembly ASM744998v2), disponível no National Center for 31 

Biotechnology Information (NCBI; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), foi utilizado como 32 

referência. Para a taxonomia molecular, foi utilizada a sequência nuclear incluindo os ITSs 33 

(Internal Transcribed Spacers) 1 e 2, as quais flanqueiam a sequência ribossomal 5.8S. A 34 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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sequência ITS1/5.8S/ITS2 de Acutodesmus obliquus (AB917127) foi utilizada como gene de 1 

referência para o mapeamento contra o pacote de dados obtidos a partir do sequenciamento 2 

NGS, utilizando a versão trial do software Geneious Prime (https://www.geneious.com). As 3 

sequências de consenso obtidas para Desmodesmus sp. Petrobras/Furg foram submetidas à 4 

ferramenta BLAST do NCBI para obtenção do índice de identidade com sequências disponíveis 5 

de ITS1/5.8S/ITS2. Para análise filogenética de Desmodesmus sp. Petrobras/Furg, apenas a 6 

sequência de nucleotídeos do Internal Transcribed Spacer 2 (ITS-2) foi utilizada, a qual separa 7 

os genes ribossomais 5.8S e 28S. A sequência de ITS-2 aqui obtida foi submetida ao NCBI e 8 

recebeu o número de acesso OR600244.1. 9 

Para a construção de uma árvore filogenética, as sequências de nucleotídeos do ITS-2 10 

de microalgas relacionadas ao ITS-2 de Desmodesmus sp. Petrobras/Furg foram obtidas usando 11 

a ferramenta BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para identificar sequências com 12 

identidade próxima. O resultado dessa abordagem preliminar sugeriu as seguintes sequências: 13 

Desmodesmus opoliensis (AB917110.1), Desmodesmus protuberans (JQ922412.1), 14 

Desmodesmus pannonicus (FR865712.1), Desmodesmus maximus (HG514417.1), 15 

Desmodesmus brasiliensis (FR865708.1), Scenedesmus rubescens (HG514422.1), 16 

Scenedesmus obtusus (HG514425.1), Scenedesmus obliquus (AJ249506.1), Scenedesmus 17 

naegelii (AJ249510.1), Scenedesmus incrassatulus (FR865722.1), Scenedesmus acutus 18 

(AJ249509.1), Scenedesmus acuminatus (AJ249511.1), Asterarcys sp. (MH684000.1) e 19 

Asterarcys quadricellulare (MW343486.1). Ankistrodesmus spiralis (MH203052.1) foi 20 

utilizado como um grupo externo para a raiz da árvore filogenética. A árvore filogenética foi 21 

construída utilizando o método de Neighbor-joining, com o modelo de substituição de Poisson 22 

e usando 10.000 bootstraps no software MEGA 11 (Tamura et al., 2021). 23 

 24 

2.2. Geração e seleção de mutantes 25 

Mutantes foram obtidos da cepa Desmodesmus sp. Petrobras/Furg por meio de 26 

irradiação com luz UV. Um total de 2 x 105 células em fase de crescimento exponencial 27 

(Cultivadas conforme a seção 2.1) foram semeadas em meio TAP (Tris-Acetato-Fosfato) com 28 

adição de 15 g/L de ágar e secas ao ar por 30 min antes da irradiação. As placas com a cepa 29 

foram irradiadas com uma dose de 25.000 µJ/cm² de luz UV monocromática com comprimento 30 

de onda de 254 nm em uma câmara de fluxo vertical (Purificador Classe II de Segurança 31 

Biológica, LABCONCO). Como controle negativo, foram utilizadas 3 placas com cultivo que 32 

replicaram todo o processo exceto a irradiação com luz UV. Subsequentemente, as placas foram 33 

incubadas a 30 °C na completa escuridão por 24 h e depois incubadas com luz (50 µmol/m2/s) 34 
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e um fotoperíodo de 12:12 até o aparecimento de colônias (aproximadamente 2 semanas). A 1 

dose e o tempo de exposição à luz UV foram determinados com base na irradiância e na fórmula 2 

(Diffey, 2002): T(tempo) = (1000 * Dose) / (60 min * Irradiância). 3 

Para a seleção de mutantes com interferência na síntese de amido, foi utilizado o teste 4 

de coloração I2 (Work et al., 2010). As colônias de microalgas obtidas foram transferidas e 5 

cultivadas para meio sólido TAP (ágar 15 g/L) sem adição de nitrogênio (N-TAP) por 5 dias a 6 

30 °C, 50 µmol/m2/s, e fotoperíodo constante. Após esse período de incubação, as colônias 7 

foram expostas ao vapor de iodo proveniente da sublimação de um comprimido sólido de I2 8 

colocado dentro da placa de cultura. Colônias que mostraram redução ou ausência de coloração 9 

foram consideradas como potenciais mutantes sem amido com potencial para aumento do 10 

conteúdo lipídico. Esses mutantes foram selecionados para análises futuras e também foram 11 

submetidos a um segundo teste de validação de estabilidade fenotípica usando a coloração I2. 12 

 13 

2.3. Crescimento e biomassa 14 

Para as curvas de crescimento, Desmodesmus sp. Petrobras/Furg (cepa controle) e seus 15 

mutantes foram cultivados em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio TAP, 16 

salinidade de 10 g/L e pH = 8,0, com agitação a 100 rpm, 2.400 Lux, um fotoperíodo de 16 h 17 

de luz e 8 h de escuridão, e com uma densidade celular inicial de aproximadamente 5 x 18 

105células/mL. Cada cepa foi cultivada em triplicata por nove dias, e amostras diárias foram 19 

retiradas e fixadas com Lugol para contagem celular usando uma câmara de Neubauer com 1 20 

mL de cultura, sob um microscópio óptico (Walsby, 1995). 21 

A taxa de crescimento foi calculada usando a contagem de células correspondente da 22 

fase de crescimento logarítmico da curva de crescimento, seguindo a fórmula: µ = ln(N2/N1) / 23 

(t2 – t1), onde N2 e N1 são números de células e t2 e t1 são os tempos correspondentes (WEHR, 24 

2007). 25 

A concentração de biomassa foi determinada por análise de peso seco; 10 mL de cultura 26 

foram filtrados e concentrados em um filtro GF50/A pré-secado e pesado. Subsequentemente, 27 

os filtros foram lavados com uma solução de formiato de amônio 50 mM para remover o 28 

excesso de sal (Zhu e Lee, 1997), e depois secos a 60 °C por 24 h. A biomassa foi determinada 29 

pela diferença de peso entre os filtros secos antes e após a filtração (Moheimani et al., 2013). 30 

 31 

2.4. Determinação do conteúdo de lipídeos neutros  32 

Para avaliar a concentração de lipídeos neutros em microalgas, foi utilizada a coloração 33 

com Nile red (Chen et al., 2009). Volumes de 5 mL de culturas de Desmodesmus sp. 34 
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Petrobras/Furg e seus mutantes foram centrifugados a 8.000 g a temperatura ambiente por 10 1 

minutos e lavados com água ultrapura três vezes. Posteriormente, as células coletadas foram 2 

ressuspendidas em 5 mL de água ultrapura, e 15 μL de solução de Nile red (0,5 mg/mL em 3 

acetona) foram adicionados e levemente agitados por 1 min. Após 15 min de incubação no 4 

escuro, 200 μL foram adicionados a uma placa preta de 96 poços, e a fluorescência foi medida 5 

usando um fluorímetro (BioTek, leitor de microplacas SYNERGY H1) com comprimentos de 6 

onda de excitação e emissão de 530 nm e 568 nm, respectivamente. O experimento foi realizado 7 

em triplicata, e os dados foram normalizados por volume (mL) e pelo número de células nas 8 

culturas. 9 

 10 

2.5. Determinação de carboidratos, lipídeos e proteínas totais 11 

A determinação de carboidratos e proteínas foi realizada com 10 mg de biomassa 12 

liofilizada de cada amostra, que foram hidratadas com 10 mL de água destilada e submetidas à 13 

ruptura celular por sonicação (QSonica, modelo Q55, EUA) com um programa de 10 ciclos de 14 

1 min (ligado/desligado). Os carboidratos totais foram quantificados usando o método fenol-15 

ácido com uma curva padrão de glicose (DuBois et al., 1956). O método colorimétrico de Lowry 16 

foi utilizado para a determinação de proteínas totais, com pré-solubilização com hidróxido de 17 

sódio (NaOH) e utilizando uma curva padrão de albumina sérica bovina (LOWRY et al., 1951). 18 

Para extração de lipídeos, 10 mg de biomassa liofilizada foram tratados com solventes 19 

orgânicos metanol-clorofórmio em uma proporção de 2:1, respectivamente (Marsh and 20 

Weinstein, 1966). Posteriormente, para a medição do teor total de lipídeos, foi utilizada uma 21 

curva padrão de tripalmitina (Holland and Gabbott, 1971). A produtividade de lipídeos (P) foi 22 

calculada usando a seguinte equação (Cordeiro et al., 2021): P = (Xf * % lipid / t)*10, onde Xf 23 

é a concentração final de biomassa (g/L), e t é o tempo de cultura em dias. 24 

 25 

2.6. Análises estatísticas 26 

Para verificar se existiam diferenças estatísticas, os dados foram analisados utilizando o 27 

teste estatístico ANOVA de uma via (p < 0,05), seguido pelo teste de comparação de Tukey. 28 

Normalidade e homogeneidade foram verificadas usando o teste de Shapiro-Wilk e o teste de 29 

Levene, respectivamente. 30 

 31 

3. Resultados e discussão 32 

Embora as cepas de Desmodesmus sejam consideradas microalgas oleaginosas, o teor 33 

de lipídeos neutros encontrado ainda não é o suficiente para gerar biodiesel economicamente 34 
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viável. Portanto, é necessário a identificação de novas cepas com capacidades distintas é de 1 

interesse para viabilizar a produção de biodiesel à base de microalgas. Estudos não publicados 2 

com a cepa Desmodesmus sp. Petrobras/Furg demonstraram sua capacidade de crescimento em 3 

altas temperaturas (acima de 40 °C) e alta resistência à contaminação biológica pela produção 4 

de compostos alelopáticos (infoquímicos). Esta cepa também apresentou alto desempenho em 5 

relação à coleta de biomassa usando processos de baixa energia (floculação e sedimentação), e 6 

excelente desempenho na utilização de resíduos sólidos da indústria de petróleo e gás, podendo 7 

ser cultivada com a adição de CO2 e cascalho de perfuração em um ambiente offshore (Patente 8 

NI 21/123; dados não publicados). Considerando as características únicas desta cepa, o 9 

desenvolvimento de mutantes com aumento na produção de lipídeos convertíveis em biodiesel 10 

é uma via interessante a ser explorada.  11 

Desmodesmus sp. Petrobras/FURG foi inicialmente identificada como membro do 12 

gênero Desmodesmus com base em seus traços morfológicos observáveis usando um 13 

microscópio óptico. A forma padrão de Desmodesmus sp. Petrobras/FURG é elíptica ou 14 

ocasionalmente esférica, com um espinho curto em cada ápice. Ela pode ser encontrada tanto 15 

na forma unicelular quanto em cenóbios lineares de 2, 4 e, raramente, 8 células, que são 16 

características do gênero Desmodesmus. (An et al., 1999; Hegewald, 2000) (Figura 1a).  Ela 17 

tem um tamanho de aproximadamente 5-12 micrômetros e o morfotipo elíptico e as formações 18 

de cenóbios lineares predominam no crescimento em meio autotrófico e, sobretudo, durante a 19 

fase de crescimento exponencial, enquanto o morfotipo unicelular e arredondado predomina na 20 

fase estacionária e em meios de cultivos mixotroficos, onde as microalgas alcançam seu 21 

tamanho máximo e adquirem uma forma esférica devido ao acúmulo de substâncias de reserva. 22 

No entanto, para estabelecer uma classificação taxonômica mais abrangente, foi conduzida uma 23 

análise filogenética utilizando a sequência de nucleotídeos (228 pb) da região ITS-2, obtida por 24 

sequenciamento de próxima geração (NGS). A análise filogenética resultante é mostrada na 25 

Figura 1b, revelando claramente que ITS-2 serve como uma ferramenta taxonômica 26 

significativa para distinguir entre as espécies de Scenedesmus e Desmodesmus, como 27 

previamente documentado por An et al. (1999). Além disso, é evidente que as espécies de 28 

Asterarcys são geneticamente mais semelhantes a Scenedesmus do que Desmodesmus. Os 29 

resultados também indicaram uma proximidade filogenética íntima entre Desmodesmus sp. 30 

Petrobras/FURG e Desmodesmus opoliensis (AB917110.1), embora não a ponto de estabelecer 31 

definitivamente sua caracterização em nível de espécie. A cepa focada no presente estudo ainda 32 

pode ser considerada uma espécie não descrita. De qualquer forma, essa relação próxima com 33 

D. opoliensis também pode indicar que ambas as espécies podem compartilhar características 34 
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fenotípicas interessantes. D. opoliensis foi documentada como uma das espécies mais 1 

prevalentes em sistemas de tratamento de água municipal que fazem uso de “high-rate algal 2 

ponds” (HRAPs; Sutherland et al., 2018). 3 

 4 

 5 

 6 

 7 

Figura 1. a) Imagem de microscopia óptica de Desmodesmus sp. Petrobras/Furg (ampliação 8 

1.000X). b) Árvore filogenética inferida a partir de sequências de nucleotídeos do Internal 9 

Transcribed Spacer 2. A árvore foi reconstruída utilizando o método de Neighbor-joining, com 10 

o modelo de substituição de Poisson e utilizando 10.000 bootstraps, cujos valores (%) são 11 

mostrados em cada nó. Ankistrodesmus spiralis foi usado como um grupo externo para enraizar 12 

a árvore. 13 

 14 

A estratégia de irradiar as células com a UV durante a fase log de crescimento tem o 15 

fundamento de que a expressão dos genes da síntese de amido é maior, sendo encontrados 16 

desenrolados das histonas para que enzimas responsáveis da transcrição tenha acesso aos genes 17 

e possam ser transcritos (Sirikhachornkit et al., 2018). Nesse momento os genes estão mais 18 

expostos à radiação UV, aumentando a probabilidade de serem atingidos pela radiação UV e 19 

possam sofrer mutações. Após duas semanas da exposição à radiação UV na fase exponencial, 20 

um total de 1957 colônias de Desmodesmus sp. Petrobras/Furg sobreviveram ao tratamento. 21 

Deste total, apenas quatro colônias não mostraram coloração ou reação ao vapor de iodo 22 
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semelhante aos controles selvagens quando cultivadas em meio pobre em nitrogênio (Figura 2). 1 

Estas cepas foram então identificadas como tM-10, tN-30, tO-06 e tO-11. Na ausência de 2 

nitrogênio, microalgas direcionam o uso de carbono orgânico para a síntese de macromoléculas 3 

de armazenamento como amido e TAGs. Portanto, este tipo de metodologia é amplamente 4 

utilizado na seleção de organismos com baixa ou nenhuma síntese de amido (de Jaeger et al., 5 

2014; Sirikhachornkit et al., 2016; Work et al., 2010). 6 

 7 

 8 

Figura 2. Identificação de mutantes amido-deficientes mediante exposição ao vapor de iodo 9 

das colônias obtidas por irradiação UV na cepa Desmodesmus sp. Petrobras/Furg. Colônias que 10 

não apresentaram coloração roxa ou coloração reduzida foram classificadas como possíveis 11 

mutantes amido-deficientes. 12 

 13 

Para determinar a estabilidade fenotípica das cepas obtidas, uma segunda exposição ao 14 

vapor de iodo foi realizada após dez ciclos de cultivo em meio líquido, que mais uma vez 15 

confirmou o fenótipo para os mutantes tM-10 (que não mostrou coloração) e tN-30 (Figura 3). 16 

O mutante tN-30, embora tenha reagido ao vapor de iodo, exibiu uma coloração diferente em 17 

comparação com a cepa selvagem, apresentando uma cor marrom-avermelhada diferente da cor 18 

roxa escura tipicamente mostrada pelo amido exposto ao vapor de iodo. É provável que a 19 

irradiação com luz UV tenha afetado parcialmente a capacidade de síntese de amido para este 20 

mutante ou que ele tenha uma estrutura de amido diferente do normal. Por outro lado, os 21 

mutantes tO-06 e tO-11 mostraram coloração semelhante à do tipo selvagem, indicando uma 22 

reversão fenotípica da mutação que inicialmente causou a deficiência de amido.  23 

 24 

 25 
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 1 

Figura 3. Confirmação da estabilidade de mutantes-amido deficientes utilizando o teste de 2 

coloração com vapor de iodo. Tipo selvagem (Wt) e mutantes tM-10, tN-30, tO-06 e tO-11. 3 

 4 

A carência de nitrogênio reduz drasticamente a divisão e o crescimento das células, 5 

induzindo a formação de polímeros de estocagem, incluindo carboidratos como amido, e 6 

lipídeos neutros (TAGs) (Akgül, 2019; Dixit et al., 2019). O nitrogênio é um elemento essencial 7 

na formação de várias biomoléculas vitais para o correto funcionamento das células; ele é 8 

responsável por formar parte do grupo amino dos aminoácidos e das bases nitrogenadas dos 9 

ácidos nucleicos (DNA e RNA). Com a supressão desse elemento, as células de microalgas não 10 

podem replicar o seu material genético, nem fornecer toda a maquinaria proteica necessária 11 

para gerar duas células completamente funcionais na divisão celular. Nesta situação, e 12 

mantendo os níveis dos outros elementos junto com as condições ideais de cultivo, o carbono 13 

fixado através da fotossíntese e obtido do meio de cultivo TAP (acetato como fonte de carbono 14 

orgânico), é redirecionado para a formação de compostos de estoque, como o amido e os 15 

lipídeos neutros.  16 

Tratamentos com luz UV em microalgas do gênero Desmodesmus já tem sido relatados. 17 

Sijil e colaboradores expuseram cultivos de Desmodesmus a luz UV com a finalidade de 18 

aumentar a produção de lipídeos, obtendo um aumento de 1.6 vezes no conteúdo de lipídeos 19 

após um tratamento de 60 minutos com luz UV (Sijil et al., 2018). Embora esse tratamento 20 

tenha sido efetivo, essa metodologia não incluiu um processo de seleção nem de isolamento de 21 

cepas. Esses autores apenas analisaram o conjunto de todas as células do cultivo sem diferenciar 22 

entre as possíveis mutações existentes que cada uma delas poderiam ter adquirido após a 23 
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exposição a UV. Diferentemente, no presente trabalho nós isolamos cepas mutantes amido-1 

deficientes de Desmodesmus sp. Petrobras/Furg provenientes de uma única célula ou unidade 2 

formadora de colônia (UFC), sendo esta a primeira vez que se obtém mutantes amido-3 

deficientes fenotipicamente estáveis do gênero Desmodesmus. 4 

Quanto à dinâmica de crescimento, as cepas mutantes exibiram um crescimento 5 

semelhante ao da cepa selvagem. Todos os mutantes atingiram a fase estacionária no quinto dia 6 

de cultivo, assim como a cepa selvagem, com densidades celulares semelhantes em torno de 20 7 

x 106 células/mL, exceto para mutante tM-10, que alcançou apenas 17 x 106 células/mL. No 8 

entanto, não foram encontradas diferenças significativas entre nenhum dos mutantes em 9 

comparação com a cepa selvagem ao longo do experimento, exceto no quarto dia de cultivo 10 

(fase exponencial), onde o mutante tM-10 apresentou um menor crescimento do que a cepa 11 

selvagem (Figura 4). Essa diferença pode ser explicada pela completa ausência de amido no 12 

mutante tM-10 que, sem uma reserva de energia facilmente metabolizável como os 13 

carboidratos, depende principalmente da energia obtida do catabolismo lipídico, como ácidos 14 

graxos dos TAGs. Resultados semelhantes foram encontrados em mutantes de Scenedesmus 15 

obliquus e Dunaliella tertiolecta obtidos pela mesma metodologia de exposição à luz UV, que 16 

não produziram amido e não comprometeram a dinâmica de crescimento (de Jaeger et al., 2014; 17 

Sirikhachornkit et al., 2016). Quanto à taxa de crescimento, não foram encontradas diferenças 18 

estatísticas entre a cepa selvagem e qualquer um dos mutantes (Tabela 1). No entanto, uma 19 

diferença foi observada entre a cepa tM-10 (que apresentou o menor valor de taxa de 20 

crescimento) e os mutantes tO-06 e tO-11 (Tabela 1). O mesmo resultado foi observado para a 21 

concentração de biomassa, nenhum dos mutantes apresentou diferencias significativas com a 22 

cepa selvagem (Figura 5). Hu et al. (2013) relataram achados semelhantes para cepas de 23 

Desmodesmus sp. também obtidas por meio de mutação induzida, resultando em um aumento 24 

no teor de lipídeos sem comprometer os rendimentos de biomassa. 25 

 26 

Tabela 1. Taxa de crescimento (µ*d-1) das cepas wild-type Desmodesmus sp. Petrobras/Furg e 27 

dos mutantes obtidos por irradiação UV. Letras diferentes representam diferenças 28 

estatisticamente significativas determinadas por ANOVA de uma via (p < 0,05). 29 

Wt tM-10 tN-30 tO-06 tO-11 

0,87 ± 0,01ab 0,79 ± 0,08a 0,86 ± 0,03ab 0,95 ± 0,04b 0,92 ± 0,02b 

 30 

 31 
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 1 

 2 

Figura 4. Curvas de crescimento da cepa wild-type Desmodesmus sp. Petrobras/Furg e dos 3 

mutantes obtidos por irradiação UV. A linha vermelha representa a cepa selvagem, a linha 4 

laranja representa o mutante tM-10, a linha roxa representa o mutante tN-30, a linha verde 5 

representa o mutante tO-06 e a linha azul representa o mutante tO-11. 6 

 7 

 8 

Figura 5. Concentração de biomassa da cepa wild-type Desmodesmus sp. Petrobras/Furg e dos 9 

mutantes obtidos por irradiação UV. Letras diferentes representam diferenças estatisticamente 10 

significativas determinadas por ANOVA de uma via (p < 0,05). 11 
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 1 

Sabe-se que as microalgas, quando em fase estacionária de crescimento ou na ausência 2 

de crescimento celular, tendem a acumular moléculas de armazenamento como lipídeos neutros 3 

(Alonso et al., 2000). Nesse contexto, o conteúdo de lipídeos neutros da cepa selvagem e dos 4 

mutantes foi avaliado após cinco dias em fase estacionária (dia 9), utilizando o corante 5 

fluorescente Nile red para (TAGs). As cepas mutantes tM-10 e tN-30 exibiram os valores mais 6 

altos de fluorescência média por célula, sendo significativamente diferentes em 1,5 e 2,3 vezes 7 

maiores do que a cepa selvagem, respectivamente (Figura 6a). Esses resultados indicam que 8 

esses mutantes acumularam uma quantidade maior de lipídeos neutros do que a cepa selvagem. 9 

Portanto, esses dados confirmaram que a estratégia de interferir na síntese de amido 10 

redirecionou o fluxo de carbono para a síntese de lipídeos na microalga Desmodesmus sp. 11 

Petrobras/Furg. A relação entre a deficiência na biossíntese de amido e seu efeito na produção 12 

de lipídeos já é conhecida em microalgas. A interferência na transcrição do gene que codifica 13 

a ADP-glucose pirofosforilase (AGP), a enzima reguladora chave na via de biossíntese de 14 

amido, por recombinação homóloga em Chlamydomonas reinhardtii, levou a um aumento de 15 

aproximadamente 10 vezes na produção de TAGs em condições deficientes em nitrogênio (Li 16 

et al., 2010a; Zabawinski et al., 2001). Um resultado semelhante foi observado na microalga 17 

Tetraselmis sp., onde a interferência na enzima AGP usando a tecnologia CRISPR/Cas9 18 

também resultou em um aumento de três vezes na produção de lipídeos (Chang et al., 2020). 19 

Por outro lado, os mutantes que resgataram o fenótipo de síntese de amido, tO-06 e tO-11, não 20 

apresentaram nenhum aumento significativo na produção de lipídeos neutros. O mutante tO-21 

06, pelo contrário, teve um decaimento significativo de 23% comparado com a cepa selvagem. 22 

Quando os resultados foram normalizados pelo volume do cultivo, os mutantes tM-10 e 23 

tN-30, mantiveram os valores significativamente superiores aos da cepa controle. O mutante 24 

tN-30 teve 2,14 vezes mais intensidade de fluorescência do que a cepa controle, mantendo ainda 25 

mais do dobro de lipídeos neutros. Já o mutante tM-10 que, mesmo tendo uma densidade celular 26 

menor, ainda apresentou 23% a mais por unidade de volume do que a cepa Wt (Fig. 6b). 27 

Inicialmente, uma alta produção de lipídeos neutros era esperada para o mutante tM-10, 28 

assumindo-se que, ao não produzir amido, todo o carbono orgânico fixado seria priorizado para 29 

a síntese de TAGs. No entanto, surpreendentemente, o mutante tN-30 apresentou o maior 30 

resultado de fluorescência do Nile red. Esse aumento substancial pode ser explicado por um 31 

gasto de energia mais eficiente pela cepa tN-30, que, ao armazenar uma certa quantidade de 32 

amido, poderia utilizar essa molécula de energia para atender às demandas metabólicas de seu 33 

crescimento. Para a mutante tM-10, é possível que suas reservas lipídicas sejam a única ou 34 
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principal fonte de energia para a manutenção e o crescimento celular, limitando potencialmente 1 

sua capacidade de armazenar quantidades maiores dessas biomoléculas. Além disso, uma 2 

quantidade maior de amido no mutante tN-30 poderia fornecer um caminho extra para a 3 

conversão de amido em lipídeos na forma de TAGs (Li et al., 2011). Para o mutante tO-11 o 4 

fluorescência por volume de cultivo se manteve praticamente igual a cepa controle e sem 5 

diferenças significativas. Já para o mutante tO-06 as análises revelaram uma queda significativa 6 

nos valores obtidos de fluorescência, indicando que a exposição à irradiação UV teve um efeito 7 

negativo no metabolismo de lipídeos neutros nesta cepa. A relação inversa que apresenta o 8 

mutante tO-06 entre o aumento da taxa de crescimento e diminuição dos níveis de lipídeos 9 

neutros tem sido observada em outras microalgas (Hu et al., 2008).  10 

Os resultados das cepas tO-06 e tO-11 em relação aos níveis de lipídeos e à restauração 11 

do fenótipo original de produção de amido indicam que, apesar do comprometimento inicial na 12 

síntese de amido, ambas as cepas de microalgas conseguiram de alguma forma reverter os 13 

efeitos das mutações induzidas por UV. Isso pode ser devido a mecanismos de reparo de danos 14 

no DNA ou à plasticidade fenotípica das microalgas, aumentando potencialmente a expressão 15 

de outras enzimas ou vias alternativas envolvidas na síntese de amido. A plasticidade fenotípica 16 

em espécies de Desmodesmus já foi relatada anteriormente (Chung et al., 2018). 17 
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 1 

Figura 6. Intensidade de fluorescência do Nile red da cepa selvagem Desmodesmus sp. 2 

Petrobras/Furg e os mutantes obtidos por irradiação UV. a) Intensidade de fluorescência da 3 

cultura de células normalizada pelo número de células (100.000 células). b) Intensidade de 4 

fluorescência da cultura de células normalizada pelo volume de cultivo. Letras diferentes 5 

representam diferenças estatisticamente significativas determinadas por ANOVA de uma via 6 

(p < 0,05). 7 

 8 

 9 

 10 
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A Figura 7 mostra os resultados das quantificações de lipídeos totais, carboidratos e 1 

proteínas apenas para os mutantes tM-10 e tN-30, uma vez que estes foram os que deram os 2 

melhores resultados nas análises de lipídeos neutros. Embora o objetivo principal deste estudo 3 

seja aumentar a produção de lipídeos neutros convertíveis em biodiesel, os lipídeos totais 4 

também têm uma importância econômica significativa, assim como as proteínas e os 5 

carboidratos. A quantificação de lipídeos totais nos mutantes tM-10 e tN-30 mostrou níveis 6 

significativamente mais altos em comparação com a cepa selvagem, com aumentos de 19% e 7 

25%, respectivamente. Em comparação, Zhang et al. ( 2016) observaram um aumento de 8 

lipídeos totais de cerca de 8% e 10% para as mutantes aleatórias S81 e G41 de Desmodesmus 9 

sp., respectivamente. Assim, o aumento observado nos lipídeos totais para os mutantes testados 10 

aqui parece ser bastante representativo. No caso da concentração de carboidratos totais, uma 11 

redução significativa foi observada tanto nos mutantes tM-10 quanto no tN-30 em comparação 12 

com a cepa selvagem, de 11% e 18%, respectivamente. Embora esta quantificação leve em 13 

conta os carboidratos totais, é provável que as mutações induzidas por UV tenham de fato 14 

afetado a capacidade de síntese de amido dos mutantes tM-10 e tN-30. Em relação à 15 

concentração de proteínas, apenas o mutante tN-30 mostrou um aumento significativo em 16 

relação à cepa selvagem, de aproximadamente 13%. Esses dados indicam que o fluxo de 17 

carbono orgânico, quando a via do amido é afetada, é redirecionado não apenas para a síntese 18 

de TAGs, mas também para a síntese de proteínas. A concentração de proteínas observada aqui 19 

está dentro da faixa normalmente observada em microalgas (Koyande et al., 2019). Os 20 

aminoácidos essenciais das microalgas têm um valor biotecnológico significativo e podem ser 21 

usados como alimento humano (Lafarga et al., 2020) ou incorporados na alimentação de 22 

animais comercialmente importantes (de Medeiros et al., 2021). As proteínas de microalgas 23 

estão sendo utilizadas nas indústrias farmacêutica, nutracêutica e cosmética, com aplicações 24 

que incluem propriedades anti-inflamatórias, fotoprotetoras, antioxidantes, reológicas, 25 

estimulantes de colágeno, tratamento de doenças crônicas, antimicrobianas e antivirais 26 

(Levasseur et al., 2020; López-Sánchez et al., 2022). 27 
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 1 

Figura 7. Composição proximal (lipídeos, carboidratos e proteínas) da cepa wild-type de 2 

Desmodesmus sp. Petrobras/Furg e dos mutantes tM-10 e tN-30 obtidos por irradiação UV. 3 

Letras diferentes representam diferenças estatisticamente significativas determinadas por 4 

ANOVA de uma via (p < 0,05). 5 

 6 

Os resultados da produtividade lipídica (Tabela 2) mostraram um aumento significativo 7 

para a cepa tN-30, que alcançou 28,47 mg/L/d, melhorando a produtividade de lipídeos em 22% 8 

em comparação com a cepa controle (23,30 mg/L/d). Um resultado muito semelhante foi 9 

relatado para o mutante randômico de uma cepa de Desmodesmus obtida por exposição a íons 10 

de carbono pesado, onde o mutante D90G-19 mostrou um aumento de 20,6% em comparação 11 

com sua cepa selvagem (Hu et al., 2013). Outros estudos com cepas do gênero Desmodesmus 12 

expostas ao sulfonato de etilmetano e luz UV também relataram um aumento na produtividade 13 

de lipídeos (Sijil et al., 2019; Zhang et al., 2016). Esses dados mostram que a mutante tN-30 14 

tem o perfil promissor para a produção em larga escala de biocombustíveis. Por outro lado, a 15 

produtividade de lipídeos do mutante tM-10 (23,74 mg/L/d) não mostrou diferenças 16 

significativas em comparação com a cepa selvagem, mesmo com um aumento significativo nos 17 

níveis de lipídeos celulares. Este resultado se deve a uma densidade celular ligeiramente menor 18 

no mutante em comparação com a cepa selvagem, resultando em uma produtividade de lipídeos 19 

semelhante entre as duas cepas. Embora ambas as cepas tenham produtividade de lipídeos 20 

semelhante, a mutante tM-10 parece ser a melhor candidata para a produção de biodiesel. Com 21 

menor densidade celular e a mesma produtividade de lipídeos, espera-se uma redução no 22 

esforço e na energia necessários para a coleta de células e a ruptura celular durante a extração 23 
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de lipídeos sensíveis à conversão de biodiesel, reduzindo os custos de produção de biodiesel 1 

em comparação com a cepa selvagem. 2 

 3 

Tabela 3. Produtividade lipídica (mg/L/d) da cepa wild-type Desmodesmus sp. Petrobras/Furg 4 

e dos mutantes tM-10 e tN-30 obtidos por irradiação UV. Letras diferentes representam 5 

diferenças estatisticamente significativas determinadas por ANOVA de uma via (p < 0,05). 6 

Wt tM-10 tN-30 

23,3 ± 1,41a 23,74 ± 1,14ab 28,47 ± 2,85b 

 7 

 8 

4. Conclusões 9 

O presente estudo destacou o potencial de Desmodesmus sp. Petrobras/Furg, 10 

provavelmente uma espécie ainda não descrita, como uma candidata viável para a produção de 11 

biodiesel devido a seus atributos únicos, incluindo a capacidade de crescer em altas 12 

temperaturas, resistência à contaminação biológica e coleta eficiente de biomassa. Além disso, 13 

este estudo selecionou e caracterizou os mutantes tM-10 e tN-30, gerados por mutagênese 14 

induzida por UV, com produção de lipídeos aprimorada, um fator-chave para a produção de 15 

biodiesel. A mutante tM-10 apresentou deficiência completa de amido, enquanto a mutante tN-16 

30 exibiu redução parcial de amido e aumento dos níveis de proteína. Interessantemente, os 17 

mutantes também revelaram que a interferência na síntese de amido desencadeia uma mudança 18 

no fluxo de carbono em direção à produção de lipídeos e proteínas. Os níveis elevados de 19 

lipídeos totais nos mutantes ressaltam ainda mais o potencial dessas cepas para aplicações em 20 

biodiesel e bioprodutos. A capacidade da cepa de utilizar resíduos sólidos da indústria de 21 

petróleo e gás e suas capacidades de cultivo com a adição de CO2 e cascalho rochoso de 22 

perfuração oferecem uma abordagem de produção sustentável e economicamente viável. Além 23 

disso, as proteínas microalgais com aminoácidos essenciais possuem um valor biotecnológico 24 

significativo e podem ser aplicadas em diversas indústrias, incluindo farmacêutica, nutracêutica 25 

e cosmética.  26 

 27 

  28 
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RESUMO 1 

Em um estudo prévio, nosso grupo de pesquisa produziu um mutante amido-deficiente 2 

(tN-30) da microalga oleaginosa Desmodesmus sp. Petrobras/Furg, o qual mostrou um aumento 3 

significativo na produção de lipídeos neutros e um potencial interessante para a produção de 4 

biodiesel de terceira geração. Com o objetivo de maximizar o potencial deste mutante, utilizou-5 

se a ferramenta Delineamento Composto Central (DCC) para otimizar os parâmetros de 6 

salinidade e intensidade luminosa, visando maximizar a síntese de lipídeos neutros em 7 

condições de presença ou ausência de nitrogênio. Também, foram avaliados o crescimento, a 8 

biomassa, o conteúdo de lipídeos neutros, lipídeos totais, carboidratos, proteínas e perfil de 9 

ácidos graxos, comparando o mutante tN30 com a cepa selvagem de Desmodesmus sp. 10 

Petrobras/Furg. Os resultados da DCC apontaram que a intensidade luminosidade alta (693 11 

μmol/m2/s) é a mais eficiente tanto para produção de biomassa quanto para acúmulo de lipídeos 12 

neutros. No caso da salinidade, a CCD mostrou que para biomassa é melhor salinidade 6,9 g/L, 13 

enquanto para acúmulo de lipídeos neutros é 24,5 g/L. Nos ensaios de validação fixou-se a 14 

intensidade luminosa em 693 μmol/m2/s e variou-se a salinidade (6,9, 10 e 15,7 g/L) para 15 

determinar o ponto de melhor custo-benefício para esse parâmetro na relação 16 

crescimento/biomassa/lipídeos neutros. Os resultados para o crescimento, produção de 17 

biomassa e lipídeos neutros mostraram que o cultivo em salinidade 10 g/L, associado com a 18 

intensidade luminosa de 693 μmol/m2/s, aumenta significativamente o potencial do mutante tN-19 

30, especialmente em condições de ausência de nitrogênio. Nessas condições, análise do perfil 20 

de ácidos graxos mostrou um aumento significativo de ácidos graxos saturados e ácidos graxos 21 

monoinsaturados na cepa tN-30, em comparação com a cepa controle. Estes resultados sugerem 22 

que a cepa tN-30 tem potencial promissor para produção de biodiesel, especialmente sob 23 

condições de estresse salino e luminoso. A otimização desses parâmetros de cultivo pode ser 24 

crucial para maximizar a produção de lipídeos neutros, essenciais para a fabricação de biodiesel. 25 

Em resumo, o estudo demonstrou que a cepa tN-30 é capaz de produzir altos níveis de lipídeos 26 

neutros em condições específicas de cultivo, oferecendo uma alternativa viável e promissora 27 

para a produção sustentável de biodiesel. 28 

 29 

Palavras-chave: Triacilglicerol (TAG); microalga oleaginosa; estresse salino; intensidade 30 

luminosa; biodiesel de terceira geração. 31 

 32 
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ABSTRACT 1 

In a previous study, our research group produced a starch-deficient mutant (tN-30) of 2 

the oleaginous microalga Desmodesmus sp. Petrobras/Furg, which showed a significant 3 

increase in neutral lipid production and promising potential for third-generation biodiesel 4 

production. To maximize this mutant's potential, the Central Composite Design (CCD) tool was 5 

used to optimize salinity and light intensity parameters, aiming to maximize neutral lipid 6 

synthesis under conditions with or without nitrogen. Also, growth, biomass, neutral lipid 7 

content, total lipids, carbohydrates, proteins, and fatty acid profile were evaluated, comparing 8 

the tN30 mutant with the wild strain of Desmodesmus sp. Petrobras/Furg. The CCD results 9 

indicated that high light intensity (693 μmol/m2/s) is the most efficient for both biomass 10 

production and neutral lipid accumulation. For salinity, the CCD showed that 6,9 g/L is better 11 

for biomass, while 24,5 g/L is optimal for neutral lipid accumulation. In the validation trials, 12 

the light intensity was set at 693 μmol/m2/s, and salinity varied (6,9, 10, and 15,7 g/L) to 13 

determine the best cost-benefit point for this parameter in the growth/biomass/neutral lipids 14 

relationship. The results for growth, biomass production, and neutral lipids showed that 15 

cultivation at 10 g/L salinity, combined with a light intensity of 693 μmol/m2/s, significantly 16 

increases the potential of the tN-30 mutant, especially under nitrogen absence conditions. Under 17 

these conditions, fatty acid profile analysis showed a significant increase in saturated fatty acids 18 

and monounsaturated fatty acids in the tN-30 strain, compared to the control strain. These 19 

results suggest that the tN-30 strain has promising potential for biodiesel production, especially 20 

under saline and light stress conditions. Optimizing these cultivation parameters can be crucial 21 

to maximizing neutral lipid production, essential for biodiesel manufacturing. In summary, the 22 

study demonstrated that the tN-30 strain can produce high levels of neutral lipids under specific 23 

cultivation conditions, offering a viable and promising alternative for sustainable biodiesel 24 

production. 25 

 26 

Keywords: Triacylglycerol (TAG); oleaginous microalgae; saline stress; light intensity; third-27 

generation biodiesel  28 
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1. INTRODUÇÃO 1 

Microalgas são microrganismos fotoautotróficos que têm a capacidade de crescer em 2 

presença de luz e, ao mesmo tempo, produzir moléculas diversas de interesse industrial e 3 

elevado valor comercial (e.g. proteínas, carotenoides, lipídeos polissacarídeos) (BRASIL et al., 4 

2017). Entre esses compostos, os lipídeos têm sido foco da indústria energética por serem 5 

precursores para a produção de biodiesel de terceira-geração (3G) (ABOMOHRA; EL-6 

SHEEKH; HANELT, 2017). A partir dos triacilglicerídeos (TAG), e mediante trans-7 

esterificação, são obtidos os ésteres metílicos de ácidos graxos, um tipo de biodiesel (ZHU, L. 8 

D.; LI; HILTUNEN, 2016). Porém, os custos de produção de biodiesel a partir de microalga 9 

ainda é elevado para o mercado atual. É preciso melhorar e otimizar diversas etapas do processo 10 

para viabilizar a produção de biodiesel a partir de microalgas. Entre essas melhoras, estão os 11 

cultivos e as condições abióticas para aumentar o rendimento de lipídeos e, especificamente, os 12 

lipídeos neutros ou TAGs que são as moléculas precursoras para a produção de biodiesel (ZHU, 13 

L. D. et al., 2016; ZHU, L. D.; LI; HILTUNEN, 2016). 14 

A composição proximal e os mecanismos metabólicos das microalgas dependem de 15 

diversos fatores como temperatura, salinidade, disponibilidade de luz e disponibilidade de 16 

nutrientes (RINCON; BEYENAL; ROMERO, 2024). A salinidade é um dos fatores que mais 17 

influencia na composição e nos processos bioquímicos das microalgas (HARIS et al., 2022; 18 

PANDIT; FULEKAR; KARUNA, 2017). O estresse salino provoca mudanças e reajustes de 19 

moléculas no interior celular como resposta adaptativa a pressão osmótica que a salinidade pode 20 

causar nas microalgas. Entre essas respostas intrínsecas está a sínteses de lipídeos, mudando 21 

também a sua composição (ALISHAH ARATBONI et al., 2019; SHARMA; SCHUHMANN; 22 

SCHENK, 2012). O efeito da salinidade como indutor da produção de lipídeos tem sido bastante 23 

utilizado e documentado (BARTLEY et al., 2013; CHOKSHI et al., 2017; JI et al., 2018; 24 

SRIVASTAVA; NISHCHAL; GOUD, 2017). 25 

A luz, e especificamente a intensidade de luz, é um fator importante nas microalgas que 26 

afeta diretamente ao crescimento e o armazenamento de lipídeos neutros. Tanto intensidades 27 

baixas como muito elevadas podem provocar um crescimento reduzido devido à falta de energia 28 

para estimular os fotossistemas no caso das intensidades baixas, ou por provocar fotooxidação 29 

e fotoinhibição no caso de intensidades altas (ALISHAH ARATBONI et al., 2019). O efeito da 30 

intensidade de luz na síntese de lipídeos varia de espécie para espécie mas, no geral, o estresse 31 

por intensidade de luz promove a síntese de lipídeos como resposta (SEO et al., 2017; 32 

TAKESHITA et al., 2014). Por isso, é importante conhecer e otimizar a intensidade de luz para 33 

maximizar as produções de lipídeos e biomassa. Da mesma forma, a modificação da 34 
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composição de nutrientes também é um sinal de indução para a acumulação de lipídeos 1 

(ANANTHI; PUGAZHENDHI; ARUN, 2021; CHU et al., 2020), sendo o déficit de nitrogênio 2 

um dos maiores indutores da sínteses de lipídeos em microalgas (KAWAMURA et al., 2021; 3 

TOUMI; POLITAEVA, 2021; XIN et al., 2010). 4 

É possível se obter um aumento adicional dos níveis de lipídeos neutros e de biomassa 5 

otimizando as condições de salinidade e intensidade luminosa na qual se cultiva cepas com 6 

potencial industrial, tais como o mutante amido-deficiente tN-30 de Desmodesmus sp. 7 

Petrobras/Furg. Em um estudo prévio de nosso grupo de pesquisa (não publicado), esta cepa 8 

demonstrou o dobro da capacidade de estocar lipídeos neutros em comparação com a cepa 9 

selvagem. Entretanto, é necessário aprofundar o conhecimento sobre o potencial de produção 10 

de lipídeos neutros do mutante tN-30 no que tange as melhores condições abióticas para seu 11 

cultivo. Para esse objetivo existem modelos matemáticos de otimização estatística baseados em 12 

uma premissa empírica como a metodologia de superfície-resposta (RSM), a qual possibilita a 13 

maximização da produção de compostos de interesse em um sistema biológico (MACHADO; 14 

DUARTE; SANTOS, 2023; RUGNINI, LORENZA et al., 2020). Atualmente, já se tem 15 

conhecimento de estudos de otimização por SRM em microalgas do gênero Desmodesmus, 16 

onde o cultivo de Desmodesmus sp. VV2 foi otimizado para melhorar os teores de lipídeos e o 17 

perfil de ácidos graxos para a produção de biodiesel (VIMALI et al., 2022). Zhang e 18 

colaboradores (2022) também aplicaram a SRM para otimizar a processo de coleta por auto-19 

floculação de Desmodesmus sp. CHX1. 20 

O presente estudo tem como objetivo otimizar os parâmetros de salinidade e intensidade 21 

de luz para aprimorar a síntese de lipídeos neutros no mutante amido-deficiente tN-30 de 22 

Desmodesmus sp. FURG/Petrobras. Primeiramente, foi utilizada a ferramenta Delineamento 23 

central composto rotacional (DCCR), um tipo específico de planejamento experimental da 24 

metodologia superfície-resposta (RSM), para determinar as condições ideais de salinidade e 25 

intensidade de luz, com intuito de maximizar a produção de lipídeos neutros do mutante tN-30. 26 

Posteriormente, após a determinação das melhores condições de salinidade e intensidade 27 

luminosa, foi avaliado o efeito da restrição de nitrogênio em um cultivo de duas fases: I) cultivo 28 

com condições que favorecem o crescimento da microalga (em presença de nitrogênio), e II) 29 

cultivo que favorece a síntese de moléculas de estoque (utilizando a retirada de nitrogênio como 30 

indutor). Ao final dos experimentos foram analisados o crescimento, a biomassa, o conteúdo 31 

de lipídeos neutros, lipídeos totais, carboidratos, proteínas e perfil de ácidos graxos, 32 

comparando o mutante tN30 com a cepa selvagem de Desmodesmus sp. Petrobras/Furg. 33 

 34 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 1 

 2 

2.1. Microalgas, condições de cultivo e desenho experimental 3 

Primeiramente, a microalga alvo do presente estudo foi produzida em um estudo prévio 4 

(não publicado) onde a cepa selvagem de Desmodesmus sp. Petrobras/Furg foi exposta à 5 

radiação ultravioleta (UV) para a obtenção de mutantes amido-deficientes. Entre os mutantes 6 

selecionados, tN-30 foi o mais promissor pela sua capacidade dobrada de armazenar lipídeos 7 

neutros em comparação com a cepa selvagem. Para planejar os experimentos de maximização 8 

da produção de lipídeos neutros no mutante tN-30 em função da salinidade e da intensidade 9 

luminosa, foi utilizada a ferramenta Delineamento central composto rotacional (DCCR). O 10 

planejamento com a DCCR consistiu em onze ensaios em cinco níveis codificados de salinidade 11 

(0,5, 4, 12,5, 21, 24,5 g/L) e cinco de intensidade de luz (56,8, 150, 375, 600, 693,2 μmol/m2/s), 12 

utilizando três réplicas nos pontos centrais.  13 

O mutante tN-30 foi cultivado em meio mixotrófico TAP (GORMAN:LEVINE, 1965) 14 

com densidade inicial de 250.000 células/mL em frascos Erlenmeyer com volume final de 250 15 

mL. O pH inicial foi de 8.1, temperatura de 30°C com fotoperíodo de 12:12 (claro/escuro), 16 

sendo os cultivos homogeneizados por aeração filtrada em filtro de poros de 0,22 μm de 17 

diâmetro por 12 dias. O modelo quadrático foi utilizado para analisar o efeito dos fatores 18 

independentes sobre os fatores dependentes (rendimento de biomassa e rendimento da 19 

fluorescência dos lipídeos neutros).  20 

No experimento de validação, tanto a cepa mutante tN-30 quanto a cepa selvagem de 21 

Desmodesmus sp. FURG/Petrobras foram cultivadas em três diferentes salinidades (6,9, 10 e 22 

15,7 g/L) e uma intensidade luminosa (693 μmol/m2/s). Os outros parâmetros de cultivo foram 23 

mantidos conforme descrito acima. O experimento começou com seis repetições para cada 24 

tratamento e, para observar o efeito da depleção de nitrogênio sob diferentes condições de 25 

cultivo, no final da fase de crescimento exponencial as microalgas foram centrifugadas a 2.000 26 

g por 3 minutos, sendo três delas (escolhidas aleatoriamente) ressuspendidas em meio N-TAP 27 

(sem nitrogênio), e as três restantes ressuspendidas em meio TAP (com nitrogênio). Amostras 28 

de 2 mL foram coletadas diariamente para monitorar lipídeos neutros (1 mL) e a densidade de 29 

células usando um hemocitômetro Neubauer sob um microscópio óptico (MOHEIMANI et al., 30 

2013). Além disso, água doce autoclavada (pH 8,1) foi adicionada diariamente para compensar 31 

a perda por evaporação e manter os níveis de salinidade constantes nas culturas. Finalmente, 32 

foram coletados 10 mL de cultura a cada dois dias para avaliar os níveis de biomassa.  33 

 34 
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2.2. Rendimento de biomassa e porcentagem de cinzas 1 

O crescimento da biomassa foi determinado pela análise do peso seco. Dez mL de 2 

cultura foram filtrados e concentrados em um filtro GF50/A pré-seco e pesado. Posteriormente, 3 

os filtros foram lavados com solução de formiato de amônio 50 mM para remover o excesso de 4 

sal (ZHU;LEE, 1997), e depois secos a 60 ° C por 24 horas. A biomassa foi determinada pela 5 

diferença de peso entre os filtros secos antes e depois da filtração. Para determinação do peso 6 

seco isento de cinzas e do percentual de cinzas, a biomassa contida no filtro foi incinerada a 7 

450°C em forno mufla por 5 h. Em seguida, os filtros foram resfriados em dessecador a vácuo 8 

e rapidamente pesados. O peso seco livre de cinzas da biomassa (mg/mL) e a porcentagem de 9 

cinzas foram calculados de acordo com as seguintes equações (MOHEIMANI et al., 2013): 10 

 11 

Peso seco (PS) = [(peso do filtro mais algas) - (peso do filtro)] / Volume filtrado 12 

 13 

Peso das cinzas (PC) = [(Peso do filtro mais alga após a incineração) - (peso do filtro)] /  Volume 14 

filtrado 15 

 16 

Peso seco sem cinzas (PSSC) = (Peso seco) - (Peso das cinzas) 17 

 18 

Porcentagem de cinzas = (peso de cinzas / peso seco) * 100 19 

 20 

2.3. Análise de lipídeos neutros 21 

Para avaliar a concentração de lipídeos neutros nas microalgas, foi utilizada a coloração 22 

com Nile red (CHEN et al., 2009). Três μL de solução de Nile red (0,5 mg/mL em acetona) 23 

foram adicionados a 1 mL de cultura e agitados em vórtice por 1 min. Após 15 minutos de 24 

incubação no escuro, 200 μL foram adicionados a uma placa preta de 96 poços, e a fluorescência 25 

foi medida usando um fluorímetro (BioTek, leitor de microplacas SYNERGY H1) com 26 

comprimentos de onda de excitação e emissão de 530 nm e 568 nm, respectivamente, quando 27 

a placa apresentou fluorescência própria foi descontada do valor de fluorescência da amostra 28 

medida. Os dados foram normalizados por volume (mL) e, consequentemente, a produtividade 29 

da fluorescência foi calculada pela seguinte equação: 30 

 31 

Produtividade de fluorescência (a.u./L/d) = Fluorescência (t) − Fluorescência inicial (t0) / dias 32 

(t) 33 

 34 
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2.4. Determinação de carboidratos, lipídeos e proteínas totais 1 

A determinação de carboidratos e proteínas foi realizada com 10 mg de biomassa 2 

liofilizada de cada amostra, hidratada com 10 mL de água destilada e submetida à ruptura 3 

celular por sonicação (QSonica, modelo Q55, EUA) com programa de 10 ciclos de 1 min 4 

(on/off) e frequência de 20 kHz. Os carboidratos totais foram quantificados pelo método fenol-5 

sulfúrico com curva padrão de glicose (DUBOIS et al., 1956). Para determinação da proteína 6 

total foi utilizado o método colorimétrico de Lowry, com prévia solubilização com hidróxido 7 

de sódio (NaOH) e utilizando uma curva padrão de albumina sérica bovina (LOWRY et al., 8 

1951). Para a extração lipídica, 10 mg de biomassa liofilizada foram tratados com solventes 9 

orgânicos metanol-clorofórmio na proporção de 2:1, respectivamente (MARSH; WEINSTEIN, 10 

1966). Posteriormente, para a medição do conteúdo lipídico total, foi utilizada uma curva 11 

padrão de tripalmitina (HOLLAND; GABBOTT, 1971). 12 

 13 

2.5. Determinação do perfil de ácidos graxos (FAMEs) 14 

O preparo das amostras de óleo para determinação do perfil graxo foi realizado seguindo 15 

o método proposto por HARTMAN e LAGO (1973), através da pesagem de aproximadamente 16 

30 mg da amostra em uma balança analítica, seguido de adição de 500 µL de KOH 0,1 mol L-17 

1. A solução ficou por 1h e 30 mim em banho maria a 60 °C, seguido da adição de 1,5 mL de 18 

H2SO4 1 mol L-1 em banho maria a 60 °C. Em seguida, foi realizado o resfriamento da solução 19 

até temperatura ambiente e adicionou-se 2 mL de hexano, que foi agitado em vórtex por 1 min 20 

e centrifugado por 5 min a 7.000 rpm para separação das fases. Após a centrifugação, uma 21 

alíquota de hexano foi transferida para um vial para posterior análise cromatográfica. 22 

A determinação do teor de ácidos graxos foi realizada por Cromatografia Gasosa 23 

acoplada à Espectrometria de Massas em Série (GC-MS/MS) empregando método proposto por 24 

LEMÕES et al. (2016), em um cromatógrafo a gás modelo GC-2010, equipado com amostrador 25 

automático modelo Combipal AOC 6000 e detector espectrômetro de massa com um analisador 26 

do tipo triplo quadrupolo modelo TQ 8050, todos da Shimadzu. O gás de arraste usado foi o 27 

hélio (99,999% pureza) a uma taxa de fluxo constante de 1,30 mL min−1. A temperatura do 28 

injetor foi 250 °C e 1 μL do extrato foram injetados a uma pressão de 300 kPa no modo split, 29 

com uma taxa de divisão da amostra de 1:100. Para a separação dos compostos foi utilizada 30 

uma coluna capilar Rtx®-5MS (30 m × 0,25 mm × 0,25 μm) (Restek, Bellefonte, PA, EUA), 31 

empregando uma rampa de temperatura iniciando em 80 °C e permanecendo nesta temperatura 32 

por 1 min, seguido por uma taxa de aquecimento de 10 °C min−1 até 180 °C. Por fim, o forno 33 

foi aquecido até 330 °C a 7 °C min-1, com tempo total de análise de 32,43 min. A ionização dos 34 
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compostos foi realizada por impacto de elétrons (EI) com energia de 70 eV. As temperaturas 1 

da interface e da fonte de íons foram 280 °C e 230 °C, respectivamente. As determinações 2 

foram realizadas no modo varredura, na faixa entre 50 a 500 m/z. A manipulação do 3 

equipamento, coleta e tratamento de dados foram realizados pelo software GCMS solution, 4 

versão 4.45 SP1 (Shimadzu). 5 

 6 

2.6. Análise estatística 7 

O experimento de otimização (CCD) foi avaliado pelo Statistica versão 5 (StatSoft, 8 

Tulsa, OK). A normalidade e homogeneidade das curvas de crescimento e fluorescência lipídica 9 

neutra foram analisadas pelo teste de D'Agostino & Pearson, enquanto os níveis de biomassa e 10 

composição proximal foram analisados pelo teste de Shapiro-Wilk. As curvas de crescimento, 11 

fluorescência lipídica neutra e biomassa foram avaliadas por meio de ANOVA de duas vias 12 

seguida pelo teste de comparações múltiplas de Šídák. A produtividade da fluorescência lipídica 13 

neutra foi avaliada pelo teste não paramétrico "tipo Anova", seguido de comparações múltiplas 14 

e intervalos de confiança simultâneos pelo método "tipo Tukey" com os pacotes nparLD e 15 

nparcomp do software RStudio, respectivamente. A composição proximal foi analisada por 16 

ANOVA de uma via, seguida de teste post hoc de Tukey. Os valores foram considerados 17 

significativamente diferentes quando p < 0,05. 18 

 19 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO  20 

 21 

3.1. Influência da salinidade e da intensidade luminosa na biomassa e no acúmulo de 22 

lipídeos neutros 23 

É conhecida a influência da salinidade e da intensidade de luz no crescimento e no 24 

estoque de macromoléculas de reserva, como os triacilgliceróis (TAGs), nas microalgas, 25 

podendo ter um efeito positivo ou negativo, dependendo da espécie. Portanto, o DCCR foi 26 

utilizado para conhecer o efeito de ambos os fatores no crescimento (biomassa) e no estoque de 27 

lipídeos neutros no mutante tN-30. A Tabela 1 mostra a matriz com os diferentes níveis de 28 

ambas as variáveis estudadas e também a resposta obtida para a biomassa e a fluorescência de 29 

lipídeos neutros. 30 

Para a biomassa observamos que a salinidade influencia estatisticamente (p<0,05) nos 31 

níveis de biomassa tendo um efeito positivo até a salinidade de 6,9 g/L (valor máximo 32 

otimizado) e, em salinidades mais altas, passa a ter um efeito negativo no crescimento do 33 

mutante tN-30. A intensidade de luz também influencia estatisticamente e positivamente no 34 
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crescimento da microalga, sendo o ótimo estabelecido de 693 μmol/m2/s (dentro do intervalo 1 

testado), o valor extremo positivo (+1,414) na matriz experimental de otimização (Figura 1a). 2 

Para a resposta de fluorescência de lipídeos neutros, observou-se que tanto a salinidade como a 3 

intensidade de luz foram significativamente positivas, sendo os máximos valores alcançados 4 

(dentro dos intervalos testados) para ambos os extremos positivos (+1,414) de ambas as 5 

variáveis 24,5 g L-1 e 693 μmol/m2/s, respectivamente (Figura 1b). 6 

 7 

Tabela 1. A ferramenta Delineamento central composto rotacional (DCCR) 22 representa a 8 

produção de biomassa e fluorescência de lipídeos neutros do mutante tN-30 de Desmodesmus 9 

sp. Petrobras/Furg conforme é influenciada pela concentração de salinidade e intensidade de 10 

luz. 11 

Ensaio Fator 1 Fator 2 Resposta 1 Resposta 2 

 Salinidade  

(g/L) 

Intensidade luz 

(µmol/m2/s) 

Biomassa 

(g/L) 

Fluorescência 

(a.u./mL) 

1 -1 (4) -1 (150) 1,283 4.310 

2 +1 (21) -1 (150) 0,931 6.270 

3 -1 (4) +1 (600) 1,414 9.298 

4 +1 (21) +1 (600) 0,931 18.263 

5 -1,414 (0,5) 0 (375) 1,343 7.223 

6 +1,414 (24,3) 0 (375) 0,579 19.063 

7 0 (12,5) -1,414 (56,8) 0,848 3.755 

8 0 (12,5) +1,414 (693,2) 1,559 6.560 

9 0 (12,5) 0 (375) 1,469 5.018 

10 0 (12,5) 0 (375) 1,352 4.353 

11 0 (12,5) 0 (375) 1,379 4.038 
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 1 

Figura 1. Gráfico de superfície de resposta do mutante tN-30 de Desmodesmus sp. 2 

Petrobras/Furg para as duas variáveis dependentes (salinidade e intensidade luminosa). a) efeito 3 

da salinidade e intensidade de luz no rendimento da biomassa (g/L), b) efeito da salinidade e 4 

intensidade de luz na fluorescência dos lipídeos neutros (a.u./mL).  5 

 6 
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3.2. Ensaios de validação 1 

O ensaio de validação representa uma confirmação empírica dos resultados observados 2 

no ensaio de otimização. No caso da biomassa, os melhores resultados previstos segundo o 3 

modelo empírico quadrático foram para a salinidade 6,9 g/L e intensidade luminosa de 693 4 

μmol/m2/s, com uma resposta predita de 1,6 g/L. Já para a produção de lipídeos, o melhor 5 

resultado foi com salinidade 24,5 g/L e intensidade luminosa de 693 μmol/m2/s. Fica nítido que 6 

a intensidade luminosa de 693 μmol/m2/s não é limitante para o mutante tN-30 no que se refere 7 

à produção de biomassa e de lipídeos neutros. Ao contrário, a salinidade parece ser um fator 8 

limitante, pois não há convergência entre o ótimo de produção de biomassa (salinidade 6,9 g/L) 9 

e o ótimo para a produção de lipídeos neutros (salinidade 24,5 g/L). Para manter uma condição 10 

com o melhor custo-benefício no ensaio de validação, optamos pela intensidade luminosa de 11 

693 μmol/m2/s e uma salinidade que representa o ponto intermediário entre 6,9 e 24,5 g/L, neste 12 

caso 15,7 g/L. Além das salinidades 6,9 e 15,7 g/L, foi também incluída no ensaio uma 13 

salinidade intermediária (10 g/L), a qual já havia sido testada previamente (manuscrito 1 sob 14 

preparação), porém com baixa intensidade luminosa (50 µmol/m2/s). Neste ensaio de validação, 15 

a salinidade 10 g/L será testada em maior intensidade luminosa (693 µmol/m2/s), os cultivos 16 

serão de volume maior (250 mL), com um tipo de homogeneização diferente e, pela primeira 17 

vez, a microalga cultivada nesta condição também será submetida a estresse por déficit de 18 

nitrogênio. Todos os resultados a seguir derivam de experimentos realizados em intensidade 19 

luminosa de 693 μmol/m2/s, em três salinidades (6,9, 10 e 15,7 g/L), comparando o mutante 20 

tN-30 com a cepa selvagem de Desmodesmus sp. Petrobras/Furg. 21 

 22 

3.3. Crescimento das microalgas 23 

O crescimento das microalgas depende da disponibilidade de nutrientes, principalmente 24 

do tipo de carbono e nitrogênio e da intensidade luminosa. Nesse estudo optamos por utilizar 25 

fontes de carbono e nitrogênio orgânicos (acetato e amônio, respectivamente) a fim de 26 

maximizar os resultados esperados e, pelo mesmo motivo, aplicou-se a metodologia DCCR 27 

para maximizar o efeito da luz na microalga foco desse estudo. 28 

As curvas de crescimento estão mostradas na Figura 2. Com relação à salinidade 6,9 g/L 29 

(Figura 2a), os resultados revelaram uma melhor performance do mutante tN-30, comparando 30 

com a cepa selvagem. Observou-se a melhor taxa de densidade celular para a cepa tN-30 com 31 

valores que se aproximavam ao 5*107 células/mL na fase estacionária. Por outro lado, a cepa 32 

selvagem atingiu apenas 4*107 células/mL, também na fase estacionária. Apesar de que tN-30 33 
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apresentou uma densidade celular sempre maior do que a cepa selvagem, não foram encontradas 1 

diferenças estatísticas entre ambas as cepas na fase estacionária. Entretanto, na fase exponencial 2 

observou-se um crescimento estatisticamente significativo maior de tN-30 em relação à cepa 3 

selvagem, atingindo o final da fase exponencial no quinto dia de cultivo (momento de indução 4 

por déficit de nitrogênio). A cepa selvagem atingiu o final da fase exponencial um dia depois, 5 

no sexto dia de cultivo. Quando o crescimento de ambas as cepas foi realizado em situação de 6 

déficit de nitrogênio, observamos que nenhuma delas foi significativamente diferente ao cultivo 7 

com nitrogênio, validando o dia escolhido para a troca de meio sem nitrogênio. 8 

Na salinidade 10 (Figura 2b), tN-30 apresentou um crescimento superior do que a cepa 9 

selvagem, desde o terceiro dia de cultivo (fase exponencial) até o final do experimento (fase 10 

estacionária). Do mesmo jeito do que na salinidade 6,9 g/L, a cepa tN-30 atingiu o final da fase 11 

exponencial um dia antes do que a cepa selvagem. Então a indução por déficit de nitrogênio 12 

para as cepas tN-30 e selvagem foram nos dias 5 e 6, respectivamente, e não se observou 13 

diferenças estatísticas de ambas as cepas entre o cultivo com e sem nitrogênio. Finalmente, na 14 

salinidade 10 a cepa tN-30 atingiu densidades de quase 4*107 células/mL na fase estacionária, 15 

enquanto a cepa selvagem só atingiu os 3,3*107 células/mL nessa mesma fase. Na salinidade 16 

maior (15,7 g/L) (Figura 2c), novamente a cepa tN-30 se destacou com uma maior densidade e 17 

velocidade de crescimento do que a cepa selvagem. A cepa tN-30 foi estatisticamente superior 18 

desde o dia 4 de cultivo até o último dia de experimento. O final da fase exponencial e o dia de 19 

indução do déficit de nitrogênio foram os dias 8 e 10 para as cepas tN-30 e selvagem, 20 

respectivamente. E novamente não se encontrou diferenças estatísticas entre o cultivo com e 21 

sem nitrogênio entre ambas as cepas. Por último, as densidades celulares máximas atingidas 22 

nessa condição de salinidade foram superiores aos 2*107 células/mL para a cepa tN-30, 23 

enquanto a cepa selvagem só conseguiu atingir os 1.6*107 células/mL (fase estacionária). 24 

É claro que a salinidade está tendo uma influência na divisão e densidade celular, sendo 25 

esta reduzida conforme aumenta a salinidade. MEHARIYA et al. (2022) avaliaram também o 26 

crescimento celular de duas cepas do gênero Desmodesmus em diferentes salinidades e em 27 

condição de intensidade de luz otimizada. Eles observaram que para ambas as cepas de 28 

microalgas a salinidade teve um efeito de redução do crescimento, porém a cepa Desmodesmus 29 

sp. (RUC-2) apresentou uma alta tolerância a baixas e médias salinidades (2 e 4 g/L). Em 30 

comparação, o mutante tN-30 também apresentou uma certa tolerância a salinidade, uma vez 31 

que atinge a mesma densidade celular em salinidade 10 g/L do que a cepa selvagem em 32 

salinidade de 6,9 g/L. 33 

 34 
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 1 

Figura 2. Curvas de crescimento do mutante tN-30 e da cepa selvagem (Wt) de Desmodesmus 2 

sp. Petrobras/Furg cultivadas a 693 µmol/m2/s e nas diferentes condições de salinidade: a) 6,9 3 

g/L, b) 10 g/L, c) 15,7 g/L. As linhas contínuas representam crescimento em meio de cultivo 4 

com nitrogênio e as linhas tracejadas representam a ausência de nitrogênio no meio de cultivo. 5 
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Letras diferentes representam diferenças estatisticamente significativas entre os tratamentos por 1 

cada unidade de tempo determinadas por two-way-Anova (p < 0,05). 2 

 3 

É interessante como o estresse salino tem um maior efeito na cepa selvagem, que atinge 4 

densidades menores do que o mutante tN-30 nas condições de salinidades superiores (10 e 15,7 5 

g/L). Ou seja, a cepa tN-30 está tendo uma maior adaptabilidade a salinidade, e é provável que 6 

as mutações obtidas mediante irradiação UV (manuscrito 1 sob preparação) não sejam 7 

unicamente em genes da síntese de amido, e sim também em outros genes que direta ou 8 

indiretamente estejam envolvidos com a homeostase para esse tipo de estresse. Essa melhor 9 

adaptabilidade pode se observar também na velocidade de crescimento (divisão celular), pois 10 

tN-30, além de atingir maiores densidades celulares quando aumenta a salinidade, também 11 

atinge antes a fase estacionária do que a cepa selvagem. Este resultado outorga ao mutante tN-12 

30 uma característica especial, porque normalmente para as microalgas nas condições que 13 

aumentam a síntese de moléculas de estoque como os lipídeos neutros, se tem uma redução do 14 

crescimento, e isso é devido ao fato de que normalmente os indutores de acumulação de lipídeos 15 

são estresses que afetam o crescimento da microalga (XIN et al., 2010; ZARRINMEHR et al., 16 

2020). De fato, existem situações nas quais o aumento dos TAGs não afeta o crescimento, 17 

porém estas não são comuns (DE JAEGER et al., 2014; SIRIKHACHORNKIT et al., 2016). 18 

No caso do presente estudo, o mutante tN-30 além de apresentar um maior conteúdo de lipídeos 19 

neutros do que cepa selvagem, também apresenta uma maior e mais rápida dinâmica de 20 

crescimento, conferindo uma característica pouco comum e vantajosa para este mutante frente 21 

a esse tipo de estresse abiótico. 22 

 23 

3.4. Produção de biomassa 24 

Diferentes salinidades foram testadas para avaliar o melhor crescimento (biomassa) do 25 

mutante tN-30, incluindo o valor otimizado da DCCR obtida em 6,9 g/L, e as salinidades de 10 26 

e 15,7 g/L. Como controle, utilizou-se a cepa selvagem de Desmodesmus sp. Petrobras/Furg. 27 

Os resultados da produção de biomassa são mostrados na Figura 3. Para a salinidade de 6,9 g/L 28 

(Figura 3a), observou-se uma maior biomassa do mutante tN-30 sobre a cepa selvagem na 29 

presença de nitrogênio, sendo significativamente diferente desde o dia 4 até o último dia do 30 

experimento, quando atingiram os valores máximos de 1,743 e 1,303 g/L respectivamente. O 31 

nível da biomassa da cepa tN-30 (1,743 g/L) superior ao valor predito pelo modelo (1,6 g/L) 32 

valida o nosso modelo para a variável biomassa. Em ausência de nitrogênio, ambas as cepas 33 

apresentaram níveis de biomassa superiores e significativamente diferentes em comparação 34 
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com as condições de cultivo com nitrogênio. tN-30 (-N) apresentou uma biomassa de 2,260 g/L 1 

no último dia do experimento (dia 12), enquanto a cepa selvagem (-N) teve valores de 1,743 2 

g/L. A restrição de nitrogênio induziu um aumento nos níveis de biomassa da cepa selvagem (-3 

N) até se igualar com a cepa tN-30 (+N), com a qual não houve diferenças estatísticas desde o 4 

início da restrição de nitrogênio. 5 

Na salinidade de 10 g/L (Figura 3b), em condições de nitrogênio, ambas as cepas 6 

apresentaram um crescimento de biomassa semelhante, não havendo diferenças estatísticas 7 

entre ambas ao longo do experimento, exceto no dia 4 (fase exponencial de crescimento). O 8 

valor máximo de biomassa obtido para as cepas tN-30 (+N) e selvagem (+N) foi de 1,627 9 

(novamente a biomassa observada foi igual à predita) e 1,423 g/L, respectivamente. Em 10 

ausência de nitrogênio, ambas as cepas aumentaram significativamente seus níveis de biomassa. 11 

A cepa tN-30 (-N) atingiu o valor máximo para essa salinidade no dia 12, com 2,203 g/L, sendo 12 

estatisticamente superior a todos os outros tratamentos na salinidade de 10. A cepa selvagem (-13 

N) atingiu o valor máximo também no dia 12 de cultivo, com 1,803 g/L; o acréscimo da indução 14 

pelo déficit de nitrogênio permitiu a cepa selvagem (-N) atingir valores de biomassa próximos 15 

a cepa tN-30 (+N) com a qual não foram encontradas diferenças estatísticas. 16 

Surpreendentemente, na condição de salinidade de 15,7 g/L (Figura 3c) e em presença 17 

de nitrogênio, não houve diferenças estatísticas entre ambas as cepas ao longo do experimento, 18 

atingindo nesse último dia os valores máximos de biomassa de 1,240 e 1,258 g/L para tN-30 19 

(+N) e selvagem (+N), respectivamente. Embora o nível de biomassa nessa salinidade é menor 20 

do que o valor predito (1.4 g/L), ainda está dentro do intervalo de confiança que prediz o 21 

modelo. Em ausência de nitrogênio, o mutante tN-30 (-N) foi estatisticamente superior à cepa 22 

selvagem (-N), com valores máximos no dia 12 de 1,750 e 1,465 g/L, respectivamente. Ambas 23 

as cepas foram significativamente superior aos tratamentos em presença de nitrogênio. 24 

Para a cepa tN-30, como a DCCR previu, os melhores valores de biomassa tanto em 25 

presença como em ausência de nitrogênio foram na salinidade de 6,9 g/L. A cepa tN-30 26 

apresentou um aumento de 34% e 30% em condições de presença e ausência de nitrogênio, 27 

respectivamente, comparado com a cepa selvagem. No entanto, para a cepa selvagem, os 28 

melhores índices de biomassa foram alcançados na salinidade de 10, onde o aumento de tN-30 29 

em comparação com a cepa selvagem foi reduzido para 14% e 22% em presença e ausência de 30 

nitrogênio, respectivamente. Finalmente, para a salinidade de 15,7, o aumento da cepa tN-30 31 

em ausência de nitrogênio em relação à cepa selvagem foi de 19%. É evidente que salinidade 32 

tem um efeito indutor da biomassa até um determinado valor. No caso de tN-30 é 6,9 g/L e para 33 

a cepa selvagem é 10 g/L. Em valores de salinidade acima desses, a produção de biomassa tende 34 
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a diminuir. Dinâmicas semelhantes têm sido relatadas para a Desmodesmus sp. WC08, que 1 

atingiu os valores mais altos de biomassa na faixa de salinidade de 15 – 20 g/L, a qual foi se 2 

reduzindo conforme aumentava a salinidade (ZHAO et al., 2016). MEHARIYA et al., 2022, 3 

trabalhando com Desmodesmus sp. (RUC-2), também observaram um aumento da biomassa 4 

quando a microalga foi submetida a estresse por salinidade (2 g/L), com gradual decaimento 5 

em salinidades superiores. Para espécies de outros gêneros têm-se observado o mesmo 6 

comportamento. Chlorella vulgaris YH703 apresentou um aumento dos níveis de biomassa a 7 

1,7 g/L de NaCl, enquanto concentrações mais altas de NaCl tiveram um efeito negativo (YUN 8 

et al., 2019). 9 

Finalmente, o estresse por déficit de nitrogênio teve um efeito significativo em todos os 10 

tratamentos, mostrando acréscimos para ambas as cepas de microalgas em todas as condições 11 

de cultivo. Uma das consequências do déficit de nitrogênio nas microalgas é a redução do 12 

crescimento (divisão) celular e isso se traduz com uma redução também da biomassa 13 

(MALTSEV; KULIKOVSKIY; MALTSEVA, 2023). Porém, nos cultivos de duas fases onde 14 

primeiramente se potencializa o crescimento celular, o posterior estresse por déficit de 15 

nitrogênio não tem um efeito significante no crescimento, pois com cultivos com densidades 16 

celulares praticamente saturadas a redução do crescimento ou divisão celular é irrelevante. 17 

Dessa forma, se potencializa o acumulo de moléculas de estoque ou de interesse para outras 18 

áreas biológicas ou industriais como consequência da privação do nitrogênio. Esse tipo de 19 

estratégia é amplamente utilizada para potencializar a síntese de diversos compostos e, ao 20 

mesmo tempo, se aumentam os níveis de biomassa. Com vistas ao escalonamento progressivo 21 

de cultivos, os níveis de nitrogênio do meio podem ser formulados com ênfase em esgotar-se 22 

quando as densidades celulares do cultivo estiverem próximas da fase estacionária de 23 

crescimento. Para Neochloris oleoabundans HK-129 o sistema de cultivo de duas fases, 24 

primeiro com uma concentração maior de nitrogênio e segundo com uma concentração reduzida 25 

e alta intensidade luminosa, melhorou significativamente a produção de TAGs e carboidratos 26 

(SUN et al., 2014). Este tipo de cultivo é muito utilizado para a obtenção de produtos 27 

nutracêuticos como o pigmento astaxantina em Haematococcus pluvialis, na qual a redução ou 28 

déficit de nitrogênio é um dos principais indutores na segunda fase de cultivo (OSLAN et al., 29 

2021; ZHANG, Wen-wen et al., 2018). 30 

 31 

 32 
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 1 

Figura 3. Rendimento da biomassa do mutante tN-30 e da cepa selvagem (Wt) de 2 

Desmodesmus sp. Petrobras/Furg cultivadas a 693 µmol/m2/s e nas diferentes condições de 3 

salinidade: a) 6,9 g/L, b) 10 g/L, c) 15,7 g/L. As linhas contínuas representam crescimento em 4 
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meio de cultivo com nitrogênio e as linhas pontilhadas representam a ausência de nitrogênio no 1 

meio de cultivo. Letras diferentes representam diferenças estatisticamente significativas entre 2 

os tratamentos por cada unidade de tempo determinadas por two-way-Anova (p < 0,05). 3 

 4 

3.5. Produção de lipídeos neutros 5 

Os resultados das análises de Nile Red são mostrados na Figura 4. Para a salinidade de 6 

6,9 g/L, o mutante tN-30 mostrou uma maior fluorescência, sendo estatisticamente superior à 7 

cepa selvagem desde o dia 3 até o final do cultivo, exceto no dia 6. No último dia (12), a cepa 8 

tN-30 (+N) obteve um valor de fluorescência de 7.821 a.u./mL (dentro do intervalo de confiança 9 

que prediz o modelo), um aumento de 95% em relação à cepa selvagem (+N), que atingiu uma 10 

fluorescência de 4.003 a.u./mL (Figura 4a). A indução por restrição de nitrogênio ocorreu nos 11 

dias 5 e 6 para as cepas tN-30 e selvagem, respectivamente, indicando uma melhor adaptação 12 

da cepa tN-30 a essa condição de cultivo, atingindo o final da fase exponencial um dia antes do 13 

que a cepa selvagem. Em restrição de nitrogênio, observamos que ambas as cepas apresentaram 14 

um crescimento significativo em comparação com o cultivo com nitrogênio. A cepa tN-30 (-N) 15 

apresentou o valor de fluorescência mais alto (9.242 a.u./mL) no dia 12, significativamente 16 

superior ao resto dos tratamentos. Já a cepa selvagem (-N) atingiu 6.879 a.u./mL, um valor 17 

similar e sem diferenças estatísticas com a cepa tN-30 (+N). Quando comparamos as 18 

produtividades das cepas, observamos claramente o melhor desenvolvimento da cepa tN-30, 19 

significativamente superior à cepa controle tanto na presença como na ausência de nitrogênio. 20 

Especificamente, a cepa tN-30 (-N) obteve os melhores valores de produtividade de 21 

fluorescência, atingindo o valor máximo no dia 6 de cultivo com uma produtividade de 976.667 22 

a.u./L/d. Para a cepa selvagem, o melhor valor de produtividade foi alcançado no dia 7, em 23 

ausência de nitrogênio, com 720.000 a.u./L/d (Figura 4b). 24 

Para a salinidade de 10 g/L, observou-se um comportamento semelhante à salinidade de 25 

6,9 g/L. Na presença de nitrogênio, a cepa tN-30 (+N) foi significativamente superior à cepa 26 

selvagem (+N) desde o dia 3 até o dia 12, exceto nos dias 6 e 7, onde as análises estatísticas 27 

não revelaram diferenças significativas entre ambas as cepas. No último dia de cultivo, a cepa 28 

tN-30 (+N) atingiu um valor máximo de fluorescência de 8.593 a.u./mL, e a cepa selvagem 29 

(+N) de 5.888 a.u./mL, respectivamente (Figura 4c). Nessas condições, a cepa tN-30 validou 30 

novamente o valor predito pelo modelo (8255 a.u./mL). A cepa tN-30 novamente alcançou o 31 

final da fase exponencial um dia antes da cepa selvagem (dia 5 e 6, respectivamente), 32 

apresentando uma velocidade de crescimento maior. Em deficiência de nitrogênio, ambas as 33 

cepas apresentaram um aumento significativo da fluorescência, sendo a cepa tN-30 (-N) quem 34 
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atingiu o valor máximo de fluorescência com 11.064 a.u./mL, enquanto a cepa selvagem (-N) 1 

em ausência de nitrogênio obteve um valor máximo de 7.588 a.u./mL. Os valores de 2 

produtividade foram estatisticamente diferentes entre todas as condições de cultivo, sendo as 3 

melhores produtividades da cepa tN-30, que em ausência de nitrogênio atingiu o valor máximo 4 

de 1.250.139 a.u./L/d no dia 6 de cultivo. Para a cepa selvagem, a produtividade máxima 5 

atingida foi 2 dias depois (dia 8), e também em ausência de nitrogênio, com 719.063 a.u./L/d 6 

(Figura 4d). 7 

Para a salinidade de 15,7 g/L, novamente observou-se uma maior fluorescência por parte 8 

da cepa tN-30 (+N) sobre a cepa selvagem (+N) com valores máximos de 12.897 a.u./mL e 9 

6.015 a.u./mL respectivamente no dia 12 de cultivo. Nessas condições, novamente a cepa tN-10 

30 validou o valor predito pelo modelo (10836 a.u./mL). Observou-se, também, que para ambas 11 

as cepas uma maior salinidade teve um efeito negativo na velocidade de crescimento, sendo 12 

que a cepa tN-30 atingiu o final da fase exponencial no dia 8 de cultivo e a cepa selvagem no 13 

dia 10. Em ausência de nitrogênio, ambas as cepas alcançaram seu valor máximo de 14 

fluorescência no último dia de cultivo, com 15.844 a.u./mL para a cepa tN-30 (-N) e 10113 15 

a.u./mL para a cepa selvagem (-N), obtendo diferenças significativas entre ambas as cepas e 16 

entre todas as condições de presença/ausência de nitrogênio (Figura 4e). Quando olhamos para 17 

produtividade, observamos um padrão semelhante à fluorescência (a.u./mL), obtendo 18 

diferenças significativas entre todos os tratamentos, sendo em ordem de maior a menor 19 

produtividade tN-30 (–N): 1.247.496 a.u./L/d, tN-30 (+N): 1.246.367 a.u./L/d, selvagem (-N): 20 

814.861 a.u./L/d e selvagem (+N): 473.333 a.u./L/d. Embora o valor máximo conseguido para 21 

a salinidade de 15,7 g/L seja da cepa tN-30 (-N) no dia 9 de cultivo, no dia 7 e em presença de 22 

nitrogênio, obteve-se um valor de produtividade parecido (1.246.367 a.u./mL) pela mesma cepa 23 

(Figura 4f). 24 

Em termos gerais, a cepa tN-30 apresentou maiores níveis de lipídeos neutros do que a 25 

cepa selvagens em todas as condições de salinidade, tanto em ausência como em presença de 26 

nitrogênio. Na presença de nitrogênio, a cepa tN-30 (+N) mostrou valores que, para algumas 27 

condições, rondam o dobro da cepa selvagem, com acréscimos de 95%, 46% e 114% para as 28 

salinidades de 6,9, 10 e 15,7 g/L, respectivamente. Cabe destacar que, conforme aumenta a 29 

salinidade, também aumenta a quantidade de fluorescência para ambas as cepas. O aumento da 30 

síntese de lipídeos neutros devido ao aumento da salinidade é conhecido nas microalgas como 31 

um ajuste metabólico que implica não só a síntese de ácidos de cargas negativas (ácidos graxos), 32 

se não também todo um ajuste das sustâncias de reserva e do fluxo dos canais iônicos, além de 33 

outros processos com o objetivo de manter a homeostase celular ante o estresse salino (ARORA 34 
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et al., 2019). O acréscimo dos lipídeos neutros devido ao aumento da salinidade tem se 1 

documentado em microalgas como por exemplo Nannochloropsis oceanica e Scenedesmus 2 

obliquus BHU1 (PAL et al., 2011; SINGH et al., 2023). Em deficiência de nitrogênio, a cepa 3 

tN-30 (-N) continua mostrando uma superioridade na hora de estocar lipídeos neutros, como 4 

indicam seus níveis superiores de fluorescência em relação à cepa selvagem (-N). No entanto, 5 

nessas condições, os acréscimos reduziram-se para valores de 34% e 57% para as condições de 6 

6,9 e 15,7 g/L, respectivamente, enquanto o acréscimo na condição de salinidade 10 g/L se 7 

manteve novamente em 46%.  8 

Quando analisamos a produtividade da fluorescência dos lipídeos neutros, observamos 9 

que o maior valor foi para a cepa tN-30 na salinidade 10 g/L em condições de restrição de 10 

nitrogênio (1.250.139 a.u./L/d), que, embora não consiga estocar tanta quantidade de lipídeos 11 

como na salinidade de 15,7 g/L, o rápido crescimento comparado com essa salinidade 12 

compensa, obtendo uma produtividade similar e em menos tempo (6 dias). Essa melhor 13 

produtividade foi 74% maior do que a produtividade de fluorescência da cepa selvagem. 14 

BOUGARAM et al. (2012) obtiveram resultados parecidos para os mutantes de Isochrysis 15 

affinis galbana clon Tahiti (T-Iso) obtidos também por exposição da microalga a irradiação 16 

com luz UV que resultou também em um acréscimo da produtividade de lipídeos neutros de 17 

80% comparado com o cultivo controle. 18 
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 1 

Figura 4. Rendimento da fluorescência de lipídeos neutros e a produtividade da fluorescência 2 

dos lipídeos neutros do mutante tN-30 e da cepa selvagem (Wt) de Desmodesmus sp. 3 

Petrobras/Furg cultivadas a 693 µmol/m2/s e nas diferentes condições de salinidade. Gráficos 4 

de Fluorescência: a) 6,9 g/L, c) 10 g/L, e) 15,7 g/L. Gráficos da produtividade: b) 6,9 g/L, d) 5 

10 g/L, f) 15,7 g/L. As linhas contínuas representam crescimento em meio de cultivo com 6 

nitrogênio e as linhas pontilhadas representam a ausência de nitrogênio no meio de cultivo. 7 

Letras diferentes representam diferenças estatisticamente significativas entre os tratamentos por 8 

cada unidade de tempo determinadas por two-way-Anova (p < 0,05). 9 

 10 

3.6. Composição proximal  11 

O conteúdo bioquímico (lipídeos, carboidratos e proteínas) de Desmodesmus tN-30 e a 12 

cepa selvagem sofreu variações com as diferentes salinidades testadas e com a intensidade de 13 



 78 

luz. Sabe-se que, em geral, as microalgas acumulam lipídeos como resposta ao estresse salino 1 

e armazenam esses compostos de alto valor energético até conseguir voltar a uma situação 2 

ambiental favorável onde serão utilizados como fonte de energia (SHETTY; GITAU e 3 

MARÓTI, 2019). Na Figura 5 podemos observar que, para os lipídeos totais, a cepa tN-30 4 

apresentou uma maior porcentagem do que a cepa selvagem em todas as condições de 5 

salinidade, tanto em presença como em ausência de nitrogênio. Os valores máximos foram 6 

observados para a salinidade de 10, com porcentagens de 36% e 41% em presença e ausência 7 

de nitrogênio, respectivamente. Para a salinidade de 6,9 g/L, foram 34% e 37%, enquanto para 8 

a salinidade de 15,7 g/L foram 28% e 36%, respectivamente. Comparadas com a cepa selvagem, 9 

na melhor condição de salinidade 10 em ausência de nitrogênio, a cepa tN-30 teve aumento de 10 

35% de lipídeos totais. Desmodesmus sp. (6-2) e Desmodesmus sp. (RUC-2) apresentaram 11 

também as maiores porcentagens de lipídeos com 32,5% e 43,3% respectivamente, numa 12 

salinidade intermediaria (8 g/L) e posteriormente a uma salinidade maior ambas as cepas 13 

apresentaram uma redução das porcentagens de lipídeos totais (MEHARIYA et al., 2022). 14 

Esses dados indicam que um estresse moderado pode favorecer a sínteses de lipídeos, porém 15 

um estresse excessivo (salinidade maior) pode terminar reduzindo as porcentagens de lipídeos 16 

totais. É conhecido que o excesso de íons Na+ no meio pode danificar o aparato fotossintético 17 

ao provocar o desligamento da proteína PsbP do fotosistema II devido à diminuição da taxa de 18 

troca de elétrons provocada pelo excesso de íons de Na+ (SRIVASTAVA; NISHCHAL; 19 

GOUD, 2017). Desmodesmus sp. GS12 também apresentou um incremento da porcentagens de 20 

lipídeos totais quando foi submetida na condição de estresse de salinidade (SRIVASTAVA; 21 

NISHCHAL; GOUD, 2017). Outro estudo mostrou que a microalga Scenedesmus sp. BHU1 22 

incrementa os níveis de lipídeos com o aumento do estresse salino (SINGH et al., 2023).  23 

Os carboidratos são utilizados como osmoprotetores em condições de estresse salino 24 

para manter a homeostase celular (TIETEL et al., 2020). Em relação aos níveis de carboidratos, 25 

observamos diferentes situações. Nas salinidades de 10 e 15,7 g/L, a cepa selvagem obteve os 26 

maiores valores, em alguns casos com diferenças estatísticas (Figura 5). Especificamente na 27 

salinidade 10, a cepa selvagem (+N) obteve 33%, significativamente superior aos 29% e 28% 28 

da cepa tN-30 em presença e ausência de nitrogênio, respectivamente (Figura 5b). Na salinidade 29 

de 15,7 g/L, a cepa selvagem (-N) atingiu a porcentagem máxima de carboidratos para essa 30 

salinidade, com 40%, estatisticamente superior aos 31% da cepa tN-30 (+N), enquanto a cepa 31 

tN-30 (-N) e a cepa selvagem (+N) mostraram porcentagens de 34% e 35%, respectivamente, 32 

sem diferenças significativas com nenhum dos tratamentos (Figura 5c). Na salinidade de 6,9 33 

g/L, embora a cepa selvagem tenha apresentado os maiores valores de carboidratos, com 39% 34 
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e 35% em presença e ausência de nitrogênio, respectivamente, não houve diferenças 1 

significativas com a cepa tN-30, que obteve as porcentagens de 34% e 33% em condições de 2 

presença e ausência de nitrogênio (Figura 5a). Para todas as condições de salinidade a cepa tN-3 

30 apresentou menor teor de carboidratos do que a cepa selvagem, tanto em presença como em 4 

ausência de nitrogênio, comprovando novamente o fluxo de carbono desde os carboidratos a 5 

favor dos TAGs, devido às mutações provavelmente ocasionadas em genes relacionados com a 6 

síntese de amido (manuscrito 1 sob preparação). Também foi observado que, em geral, o 7 

aumento moderado da salinidade provoca uma redução das porcentagens de carboidratos, e isto 8 

foi observado quando comparamos a evolução de todas ambas as cepas nas salinidades de 6,9 9 

e 10 g/L. Porém, quando o mudamos para um estresse salino maior (salinidade 15,7 g/L) 10 

porcentagens de carboidratos totais aumentam novamente. Este comportamento dinâmico é 11 

inversamente proporcional ao observado para os lipídeos totais que comprova uma vez mais o 12 

fluxo competitivo entre a síntese de lipídeos e a síntese de carboidratos, especificamente a inter-13 

relação entre amido e TAGs. BOUSSIBA e VONSHAK (1991) observaram que o cultivo 14 

Haematococcus pluvialis, com 0,8% de NaCl, aumentou o índice de carboidratos totais até 45% 15 

da biomassa total comparado com a situação controle (sem adição de NaCl), a qual apresentou 16 

39% de carboidratos. Da mesma forma, para Dunaliella salina, o aumento da salinidade no 17 

cultivo (desde 0,5 até 5,5 M de NaCl) aumentou significativamente o teor de carboidratos totais, 18 

atingindo uma concentração de (250µg/105 células) (MISHRA; MANDOLI; JHA, 2008). 19 

Para os níveis de proteínas, foi observado que para todas as condições experimentais as 20 

porcentagens de proteínas totais diminuem conforme aumenta a salinidade. As maiores 21 

porcentagens de proteínas totais foram para a cepa selvagem na salinidade 6,9 g/L, tanto em 22 

presença como ausência de nitrogênio (35% e 31%, respectivamente), e foram 23 

significativamente maiores em comparação com a cepa tN-30 em condições de restrição de 24 

nitrogênio (26%), a cepa tN-30 (+N) teve um 30% sem diferenças estatísticas (Figura 5). Nas 25 

salinidades de 10 e 15,7 g/L, não houve diferenças estatísticas entre nenhuma das cepas e 26 

nenhuma das condições de presença/ausência de nitrogênio, e só foi observado um decréscimo 27 

dos níveis de proteínas ao aumentar a concentração de salinidade, como enunciado 28 

anteriormente (Figuras 5b e 5c). No manuscrito 1 (sob preparação), o cultivo da cepa tN-30 em 29 

salinidade 10 g/L e 50 µmol/m2/s de intensidade luminosa mostrou um aumento significativo 30 

no conteúdo proteico em comparação com a cepa selvagem, determinando que as mutações 31 

adquiridas por parte da cepa tN-30 não só redirecionavam o fluxo de carbono a favor dos 32 

lipídeos, mas também em favor das proteínas. Porém, na condição de 693 µmol/m2/s de 33 

intensidade luminosa não foi observado o mesmo resultado em nenhuma das condições de 34 
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salinidade testadas e, inclusive, na condição de 6,9 g/L, a cepa tN-30 apresentou uma 1 

porcentagem de proteínas estatisticamente menor do que a cepa controle em ausência de 2 

nitrogênio. Entretanto, é preciso deixar claro que essa porcentagem menor por parte da cepa 3 

tN-30 é devida ao acréscimo do estoque de lipídeos neutros e totais que reduzem a porcentagem 4 

de proteínas no cômputo total da composição proximal. Diante desses resultados, não podemos 5 

concluir ou corroborar que as mutações adquiridas por parte da cepa tN-30 redirecionam o 6 

carbono orgânico assimilado a favor da síntese de proteínas. O efeito negativo da salinidade 7 

sobre os níveis de proteínas tem sido observado em outras espécies de microalgas. Para 8 

Chlorella vulgaris, o estresse salino provocou um decréscimo proporcional dos níveis de 9 

proteínas totais ao aumento da salinidade, tanto em presença ou ausência de bicarbonato (10 

ADAV; GUPTA; SINGH, 2022). Por outro lado, o efeito contrário foi observado em 11 

Pterocladiella capillacea, a qual aumentou a concentração de aminoácidos totais em resposta 12 

ao estresse salino (SCHMIDT et al., 2016). 13 

Finalmente, os níveis de cinzas foram diferentes para ambas as cepas nas diferentes 14 

condições estudadas. Na salinidade de 6,9 g/L, ambas as cepas mostraram diferenças 15 

significativas quando comparadas entre si em presença e ausência de nitrogênio. Em presença 16 

de nitrogênio, as cepas tN-30 e selvagem apresentaram um teor de cinzas de 2,1% e 2,4%, sem 17 

diferenças estatísticas entre elas. Em ausência de nitrogênio, esses valores foram de 3,8% e 18 

4,3%, respectivamente. Na salinidade de 10, os teores da cepa tN-30 (+N), tN-30 (-N) e 19 

selvagem (N+) não apresentaram diferenças significativas. No entanto, a cepa selvagem (-N) 20 

apresentou os teores de cinzas mais altos (8,1%), sendo significativamente superior ao resto dos 21 

tratamentos nessa salinidade. Finalmente, para a salinidade de 15,7 g/L, apresentaram-se os 22 

maiores níveis de cinzas. Para a cepa tN-30, em presença e ausência de nitrogênio, foram de 23 

7,4% e 7,9%, respectivamente, e para a cepa selvagem, de 7,2% e 7,5%. Não foram encontradas 24 

diferenças significativas entre nenhum dos tratamentos. O teor de cinza contém as quantidades 25 

totais de minerais que tem as microalgas e nos dão a informação da riqueza mineral na qual as 26 

microalgas foram desenvolvidas. Os minerais que contém as cinzas de microalgas podem ser 27 

utilizados como suplemento alimentar para animais de consumo como frangos, aportando 28 

nutrientes como Ca, K, Mg, Na, P e S (COSTA; SPÍNOLA; PRATES, 2024). 29 

 30 

 31 

 32 
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 1 

Figura 5. Composição proximal (lipídeos, carboidratos, proteínas e cinzas totais) do mutante 2 

tN-30 e da cepa selvagem (Wt) de Desmodesmus sp. Petrobras/Furg cultivadas a 693 µmol/m2/s 3 

e nas diferentes condições de salinidade: a) 6,9 g/L, b) 10 g/L, c) 15,7 g/L. Letras diferentes 4 

representam diferenças estatisticamente significativas determinadas por one-way-Anova (p < 5 

0,05). 6 
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3.7. Perfil de ácidos graxos 1 

Em geral, ácidos graxos podem apresentar nenhuma, uma ou mais de uma instauração, 2 

sendo denominados como ácidos graxos saturados (SFA), ácido graxo monoinsaturado 3 

(MUFA) e ácido graxo poliinsaturado (PUFA), respectivamente. À vista dos resultados obtidos, 4 

podemos comprovar que ambos os estresses (salinidade e supressão de nitrogênio) induzem a 5 

produção de SFAs e MUFAs em contraposição dos ácidos graxos poliinsaturados (PUFAs), em 6 

ambas as cepas (Tabela 2). Observamos que a salinidade induziu a síntese dos SFAs e MUFAs, 7 

os ácidos graxos mas desejados para a formação de biodiesel, e reduziu os PUFAs, os menos 8 

aptos. Ácidos graxos saturados são ideais para gerar biodiesel de qualidade, preferindo-se o 9 

ácido palmítico (C16:0), pois uma alta porcentagem de SFAs favorece uma melhor viscosidade 10 

(propriedades de fluxo) e a aplicabilidade do biodiesel em baixas temperaturas. Por outro lado, 11 

os MUFAs são também importantes para obter um biodiesel de qualidade devido ao aumento 12 

da estabilidade oxidativa em condições de frio (MANDOTRA et al., 2014; RUGNINI, L. et al., 13 

2018). Já os PUFAs são normalmente desconsiderados devido a que apresentam sítios reativos 14 

que apresentam certa sensibilidade a ataques nos seus radicais livres, o que afeta a estabilidade 15 

oxidativa do biodiesel, diminuindo a sua qualidade (PEREIRA et al., 2013). 16 

Para ambas as cepas, na presença de nitrogênio, os valores mais altos de SFAs e MUFAs 17 

foram na maior salinidade testada (15,7 g/L), com porcentagens de SFAs = 30,85% e MUFAs 18 

= 41,52% para a cepa tN-30. Nesta mesma condição, a cepa selvagem produziu SFAs = 29,38% 19 

e MUFAs = 41,34%. Para as cepas tN-30 e selvagem na presença de nitrogênio, os maiores 20 

níveis de SFAs foram do ácido palmítico (C16:0) com 27,38% e 25,57%, respectivamente. 21 

Quando observamos os MUFAs na maior salinidade, a maior representação foi do ácido oleico 22 

(C18:1) com porcentagens de 37,26% para tN-30 e 35,14% para a cepa selvagem. Opostamente, 23 

os PUFAs foram menores na salinidade 15,7 g/L e atingiram as maiores porcentagens nas 24 

salinidades menores. Para a cepa tN-30 foi na salinidade 6,9 g/L com uma porcentagem de 25 

37,05% e para a cepa selvagem foi na salinidade 10 g/L com 46,37%. Do mesmo modo do que 26 

para as cepas tN-30 e selvagem, as cepas Desmodesmus sp. (2-6) e Desmodesmus sp. (RUC-2) 27 

também tiveram o ácido palmítico (16:0) e o ácido oleico (18:1) como os ácido graxos mais 28 

significativos (MEHARIYA et al., 2022). 29 

 30 

 31 

Tabela 2. Perfil de ácidos graxos do mutante tN-30 e da cepa selvagem (Wt) de Desmodesmus 32 

sp. Petrobras/Furg cultivadas a 693 µmol/m2/s, nas diferentes condições de salinidade (6,9, 10, 33 

e 15,7 g/L), e na presença e ausência de nitrogênio.  34 
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 1 

 2 

O estresse por déficit de nitrogênio aumentou os níveis de SFAs e MUFAs em todas as 3 

condições testadas e para ambas as cepas de microalgas. Para a cepa selvagem, as maiores 4 

porcentagens de SFAs e MUFAs em condições de déficit de nitrogênio foram na salinidade 5 

maior (15,7 g/L), com valores do 32,79% 43,48%, respectivamente. Surpreendentemente, as 6 

porcentagens mais altas de SFAs e MUFAs para a cepa tN-30 em condições de déficit de 7 

nitrogênio não foram na salinidade maior, mas sim na salinidade 10 g/L com porcentagens de 8 

34,54% e 47,28%, respectivamente. Porém, é preciso destacar que essas porcentagens são 9 

levemente superiores a salinidade 15,7 g/L. Para ambas as cepas, novamente os ácidos graxos 10 

mais representativos de SFAs e MUFAs em déficit de nitrogênio foram o ácido palmítico 11 

(C16:0) com 31,96% e 28,68 para as cepas tN-30 e selvagem, respectivamente, e o ácido oleico 12 

(C18:1) com 42,31% e 38,08%, respectivamente. O acréscimo de MUFAs por déficit de 13 

nitrogênio tem sido relatado em outras microalgas como Scenedesmus rubescense que em 14 

déficit de nitrogênio apresentou um incremento do ácido oleico (C18:1) de 430% (Li; LIN, 15 

2012). Finalmente, quanto às porcentagens de PUFAs em déficit de nitrogênio, os valores mais 16 

altos foram para a cepa selvagem na salinidade 10 g/L com 30,39%, e o mais baixo foi para a 17 
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cepa tN-30, nessa mesma salinidade. Um perfil de resposta similar foi observado para 1 

Scenedesmus obliquus e Desmodesmus abundans, cujo perfil de ácidos graxos também 2 

experimentou um aumento dos SFAs e MUFAs em condições de déficit de nitrogênio, quando 3 

comparados na presença de nitrogênio no meio de cultivo. Observou-se, também, o efeito 4 

contrário para os níveis de PUFAs que, para ambas as cepas, foi maior em presença de 5 

nitrogênio do que na ausência, e para ambas as cepas o ácido graxo mais representativo foi o 6 

ácido palmítico (16:0) (RUGNINI et al., 2020).  7 

 8 

4. CONCLUSÕES 9 

Utilizou-se a CCD para determinar a influência ou efeito do estresse de salinidade e da 10 

intensidade de luz e, posteriormente, se validou as condição ótimas de ambos os parâmetros 11 

(salinidade 10 g/L e 693 µmol/m2/s) para otimizar a produção de lipídeos neutros no cultivo da 12 

cepa mutante tN-30, a qual foi obtida a partir de mutação aleatória por irradiação com luz UV 13 

na cepa Desmosdesmus sp. FURG/Petrobras. Ao mesmo tempo, testou-se o efeito do estresse 14 

por déficit de nitrogênio mediante cultivo em duas fases, resultado que aprimorou ainda mais a 15 

produção de lipídeos neutros sensíveis a conversão de biodiesel (em déficit de nitrogênio). 16 

Finalmente, pela primeira vez, foi avaliado e descrito o perfil de ácidos graxos das cepas tN-30 17 

e selvagem da microalga Desmodesmus sp. FURG/Petrobras, que mostrou um perfil de ácidos 18 

graxos com maiores taxas de SFAs e MUFAs e representações de C16:0 e 18:1 sensíveis a 19 

conversão de biodiesel de melhor qualidade do que a cepa original. 20 

 21 

  22 
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RESUMO 1 

Otimizar os processos de produção de biodiesel de terceira geração é essencial para aumentar 2 

a eficiência na obtenção de triacilgliceróis (TAGs), cruciais para a produção de biodiesel. A 3 

aplicação de tecnologias de edição genética em microalgas promissoras como a tecnologia 4 

CRISPR/Cas9 RNP, é essencial para aumentar os níveis de TAG e adaptar o perfil das cepas 5 

para esse fim. Neste estudo, foram obtidas as sequências parciais do gene AGPS1 (ADP-glicose 6 

pirofosforilase), responsável pela síntese de amido, em duas cepas de microalgas. Além disso, 7 

desenvolvemos um protocolo unificado de extração de RNA e validamos RNAs guia, cuja 8 

sequência é complementar a sequências correspondentes aos genes das AGPS1, para a 9 

endonuclease Cas9. A partir desses RNAs guia, e junto com a Cas9, se criou um complexo 10 

ribonucleoproteico livre de DNA com potencial de manipulação genética precisa e livre de 11 

transgenia, cuja atividade foi validada in vitro. Diversas tentativas em diferentes condições 12 

evidenciaram uma possível incompatibilidade ou resistência de ambas as cepas à edição 13 

mediante essa tecnologia. É destacada a importância da implementação da tecnologia 14 

CRISPR/Cas9 para permitir modificações genéticas específicas e eficazes, abrindo caminho 15 

para melhorias significativas na produção de biodiesel a partir de microalgas. Além disso, 16 

demonstramos a viabilidade celular de microalgas sob condições de estresse elétrico 17 

(eletroporação), fornecendo informações para futuras aplicações biotecnológicas. 18 

 19 

Palavras-chave: Microalgas, complexo ribonucleoproteico; RNA guia; mutagênese dirigida; 20 

eletroporação.  21 
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ABSTRACT 1 

Optimizing third-generation biodiesel production processes is essential for increasing 2 

efficiency in obtaining triacylglycerols (TAGs), which are crucial for biodiesel production. The 3 

application of genetic editing technologies in promising microalgae, such as CRISPR/Cas9 4 

RNP technology, is essential for increasing TAG levels and adapting strain profiles for this 5 

purpose. In this study, partial sequences of the AGPS1 gene (ADP-glucose pirofosforilase), 6 

responsible for starch synthesis, were obtained and confirmed in two microalgae strains. 7 

Additionally, we validated guide RNAs, whose sequences are complementary to sequences 8 

corresponding to AGPS1 genes, for the Cas9 endonuclease. Using these guide RNAs, along 9 

with Cas9, a DNA-free ribonucleoprotein complex with potential for precise genetic 10 

manipulation and transgene-free was created, whose activity was validated in vitro. Several 11 

attempts under different conditions revealed a possible incompatibility or resistance of both 12 

strains to editing using this technology. The importance of implementing CRISPR/Cas9 13 

technology to allow specific and effective genetic modifications is highlighted, paving the way 14 

for significant improvements in biodiesel production from microalgae. Additionally, we 15 

demonstrated the cellular viability of microalgae under electrical stress conditions 16 

(electroporation), providing valuable insights for future biotechnological applications. 17 

 18 

Keywords: Microalgae, ribonucleoprotein complex; guide RNA, targeted mutagenesis, 19 

electroporation.   20 
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1. INTRODUÇÃO 1 

As microalgas são organismos com capacidade de produzir matéria orgânica mediante 2 

fotossíntese e que podem viver em diferentes ambientes (DOLGANYUK et al., 2020; SUN et 3 

al., 2018). As microalgas desempenham um papel vital na aquicultura sendo a base da cadeia 4 

trófica na criação de animais aquáticos, como moluscos, camarões e peixes em diferentes 5 

estágios de crescimento (BOROWITZKA, 1998). O crescimento da pesquisa, bem como do 6 

uso biotecnológico das microalgas nas últimas décadas, desenvolve e expande a área de ação 7 

da aquicultura da indústria alimentícia para novas áreas como a biorremediação, nutracêutica, 8 

farmacêutica ou bioenergética, graças ao uso desses microrganismos (ROY; PAL, 2015). Um 9 

exemplo dessas novas áreas de desenvolvimento é a produção de biocombustíveis, como o 10 

biodiesel de 3a geração (3G) que utiliza as microalgas como matéria-prima para sua produção.   11 

As microalgas apresentam um grande potencial para a geração de biodiesel graças à sua 12 

grande capacidade fotossintética, sua alta taxa de crescimento e sua considerável produção de 13 

lipídeos, que pode atingir até 50% de sua biomassa seca (CHISTI, 2007; KLEIN‐14 

MARCUSCHAMER et al., 2013). O uso de microalgas para a geração de biodiesel apresenta 15 

grandes vantagens como a formação de biomassa a partir de compostos inorgânicos como CO2, 16 

nitrogênio e fosfatos, os quais podem ser encontrados como resíduos no meio ambiente pelas 17 

atividades antrópicas. Microalgas podem, assim, reduzir o efeito “greenhouse” da atmosfera 18 

(RODOLFI et al., 2009). Outra vantagem é que o seu cultivo não compete com as terras 19 

utilizadas para a produção de alimentos, tendo nenhum efeito sobre a economia da agricultura 20 

(BRENNAN; OWENDE, 2013).  21 

   As espécies de Scenedesmus e Desmodesmus são microalgas oleaginosas pertencentes 22 

às clorofíceas (HEGEWALD; BRABAND, 2017; HU et al., 2008), as quais possuem alto 23 

conteúdo lipídico (ABOU-SHANAB et al., 2011; LI, Yantao et al., 2011; YANG; ZHANG; 24 

HU, 2020). Na última década, espécies de Scenedesmus têm despertado um grande interesse 25 

devido às suas qualidades, como crescimento rápido e produção de moléculas de interesse 26 

comercial, como carotenóides e astaxantina (KIM, Eun Song et al., 2023; QIN; LIU; HU, 2008), 27 

ou luteína (FERNÁNDEZ-SEVILLA; ACIÉN FERNÁNDEZ; MOLINA GRIMA, 2010; 28 

SÁNCHEZ et al., 2008). Scenedesmus e Desmodesmus também apresentam uma alta 29 

capacidade de tratamento de água, eliminando uma grande quantidade de nutrientes 30 

inorgânicos e compostos residuais provenientes de diferentes indústrias (DAS; DUNFORD; 31 

DEKA, 2022; SILAMBARASAN et al., 2023; WANG et al., 2023; XIN et al., 2010). Em 32 

situações ambientais desfavoráveis ou de estresse, como deficiência de nitrogênio ou fósforo, 33 
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Scenedesmus e Desmodesmus podem produzir uma grande quantidade de lipídeos (LI, Zhi et 1 

al., 2021; MANDAL; MALLICK, 2009), o que as torna fortes candidatas para a produção de 2 

biodiesel. Além de disso, algumas cepas pertencentes a esses gêneros podem crescer em 3 

temperaturas que variam de 4 a 35°C, como é o caso de Scenedesmus sp. NJ-1 (CHEN, Zhuo 4 

et al., 2012), e outras como Scenedesmus abundans e Desmodesmus sp. que toleram até 45°C 5 

(GUPTA et al., 2016; PAN et al., 2011).  6 

   Uma alta produção de lipídeos neutros, como os triacilgliceróis (TAGs), é um pré-7 

requisito fundamental quando se busca uma microalga para a produção de biodiesel. Amido e 8 

TAGs são substâncias de reserva produzidas pelas microalgas a partir de condições ambientais 9 

desfavoráveis. Essas moléculas energéticas servem também como “drenos” de elétrons 10 

produzidos em excesso pelos fotossistemas, os quais poderiam gerar espécies reativas de 11 

oxigênio (EROS) e causar estresse foto-oxidativo (HU et al., 2008). Sabe-se que a acumulação 12 

de amido ou TAGs em condições limitantes de crescimento é espécie-específica. Espécies de 13 

microalgas que tendem a acumular mais TAGs do que outras, o que as classificam como 14 

microalgas oleaginosas. Estas apresentam um alto potencial para a produção de biodiesel e, 15 

entre elas, estão incluídos os gêneros Scenedesmus e Desmodemus. Entretanto, BREUER et al. 16 

(2013) mostraram que S. obliquus pode acumular mais carboidratos (40 a 60% do peso seco) 17 

do que TAGs (30 a 45% do peso seco), mostrando que o fluxo de carbono, mesmo em uma 18 

microalga considerada oleaginosa, é desfavorável em relação ao acúmulo de carboidratos.  19 

Poucos estudos incluem engenharia genética ou modificações genéticas usando técnicas 20 

moleculares em Scenedesmus e Desmodesmus. A maior parte deste tipo de trabalho em 21 

microrganismos fotossintéticos é realizada em organismos modelo como a microalga 22 

Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella sp. ou Nannochloropsis sp. (DORON; SEGAL; 23 

SHAPIRA, 2016; MUSSGNUG, 2015; POLINER; FARRÉ; BENNING, 2018). Apesar disso, 24 

há relatos de modificações genéticas no gênero Scenedesmus como a produção de cepas amido-25 

deficientes de Scenedesmus obliquus CPC2, as quais foram obtidas por mutação randômica 26 

usando luz UV (DE JAEGER et al., 2014). Há, também, estudos de transformações genéticas 27 

de Scenedesmus por eletroporação (CHEN, Chun‐Yen et al., 2017, 2016). Um estudo recente 28 

mostra a compatibilidade de Scenedesmus com a transformação por Agrobacterium tumefaciens 29 

(SUTTANGKAKUL et al., 2019).  30 

   Embora espécies de Scenedesmus e Desmodesmus sejam bastante promissoras para a 31 

produção de biodiesel, existe uma carência no desenvolvimento de técnicas moleculares 32 

avançadas e otimizadas para estas microalgas. Um exemplo disso é a tecnologia conhecida por 33 
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Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR). Originalmente, o 1 

sistema CRISPR foi descoberto há trinta anos em genomas de bactérias por ISHINO e 2 

colaboradores em 1987 (ISHINO; KRUPOVIC; FORTERRE, 2018), os quais apenas 3 

descreveram uma estrutura não usual flanqueando a região 3’ do gene alvo do estudo (iap), o 4 

qual codifica para uma enzima proteolítica envolvida na conversão de fosfatases alcalinas. Esta 5 

estrutura nucleotídica estava constituída de cinco sequências altamente homólogas de 29 6 

nucleotídeos, organizadas em repetições com 32 nucleotídeos de espaçamento entre elas. Os 7 

autores concluíram o artigo afirmando que o significado biológico daquelas sequências não era, 8 

até então, conhecido.   9 

Hoje sabe-se com detalhes que o sistema CRISPR representa um ou mais lócus presentes 10 

nos genomas de Bacteria e Archaea, constituído de múltiplas sequências palindrômicas curtas, 11 

as quais são espaçadas por sequências exógenas também pequenas (27 a 72 pb). Essas 12 

sequências espaçadoras, em geral, têm origem no DNA de bacteriófagos ou plasmídios 13 

invasores e constituem a base de um sistema imune adaptativo de procariontes. Associado ao 14 

lócus CRISPR foi identificado outro lócus, denominado Cas (CRISPR-associated), cujos genes 15 

codificam para nucleases de DNA (GASIUNAS et al., 2012; JINEK et al., 2012; MAKAROVA 16 

et al., 2020). O sistema funciona a partir da transcrição do lócus CRISPR, cujos transcritos são 17 

processados por endonucleases Cas para gerar pequenos RNAs CRISPR (crRNAs). Estes 18 

crRNAs interagirão com RNAs auxiliares transativadores chamados tracrRNAs, formando um 19 

RNA duplex ou RNA guia (gRNA). Os gRNAs formarão complexos com uma nuclease Cas 20 

em especial, a Cas9. O tracrRNA ativa a Cas9 a clivar qualquer DNA que seja compatível com 21 

o gRNA que carrega, produzindo quebras de fita dupla no DNA-alvo. Assim, genomas 22 

invasores que tenham parte da sua informação genética anteriormente incorporada no lócus 23 

CRISPR poderão ser eliminados numa segunda invasão através da ação da Cas9 direcionada 24 

por gRNA. 25 

 O sistema CRISPR-Cas9 representa uma das técnicas mais promissoras para a edição 26 

de genes e genomas, uma vez que basta sintetizar um gRNA e expressar uma Cas9 para produzir 27 

um corte em uma região específica do genoma da célula-alvo. Se o sistema for utilizado apenas 28 

para fazer uma quebra na dupla fita do DNA, as falhas naturais do sistema de reparo de DNA 29 

pela inserção de “indels” (inserções ou deleções) ocasionarão uma perda de função para aquele 30 

gene. Se for introduzida, junto com o sistema CRISPR-Cas9, uma molécula de DNA homóloga 31 

à região do corte, mas com alguma alteração desejada, o sistema de recombinação homóloga 32 

poderá substituir o gene original por uma versão modificada daquela região, havendo uma 33 

verdadeira “edição” da informação original (KIM, Hyongbum; KIM, 2014).   34 
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A tecnologia CRISPR-Cas9 já foi aplicada com sucesso em algumas microalgas como 1 

Nannochloropsis oceanica e Thalassiosira pseudonana, nas quais proporcionaram a obtenção 2 

de mutantes para o gene da nitrato redutase (NR). Nesses estudos foi inserida toda a informação 3 

genética (DNA) para sintetizar o sistema CRISPR/Cas9, os guides e os agentes de seleção 4 

(BELSHAW et al., 2023; POLINER et al., 2018). Existem outras edições em microalgas 5 

mediante a tecnologia CRISPR/Cas que não implicam a utilização de DNAs exógenos na célula 6 

editada evitando a transgenia. Essa variante édenominada CRISPR/Cas9 RNP 7 

(Ribonucleoproteína), tecnologia que apenas utiliza o produto do sistema CRISPR (proteína 8 

Cas + RNA guia) complexados in vitro e, posteriormente, introduzido na célula alvo, evitando 9 

desse modo a introdução de DNA no interior celular. Um exemplo da aplicação da tecnologia 10 

CRISPR/Cas9 RNP em microalgas é na diatomácea Tetraselmis spp. KCTC12432BP, na qual 11 

se obteve um knockout para a ADP-glucose pirofosforilase (AGP) que mostrou uma produção 12 

aumentada de lipídeos (CHANG et al., 2020). Para Porphyridium purpureum também mediante 13 

CRISPR/Cas9 RNP foi produzido um knockout para o gene da chlorophyll synthase (CHS1) 14 

que levou a um aumento nos níveis de ficoeritrina (JEON et al., 2021).  15 

É evidente que a utilização da tecnologia CRISPR/Cas9 como ferramenta de edição 16 

gênica é precisa e aplicável para a indústria por não necessitar inserir DNA exógeno na célula. 17 

Isto permite o desenvolvimento de cepas com características desejadas e não transgênicas que 18 

podem se aplicadas aos cultivos em escala industrial, sem as restrições ou proibições que os 19 

organismos transgênicos apresentam. O desenvolvimento da tecnologia CRISPR/Cas9 RNP nos 20 

gêneros Scenedesmus e Desmodesmus parece ser, até o momento, inédito em ambos os gêneros. 21 

A implementação dessa tecnologia levaria ao desenvolvimento de uma ferramenta capaz de 22 

modificar o metabolismo celular, possibilitando aumentar a produção de lipídeos sem a 23 

implicação de transgenia; o que poderia ser aplicado posteriormente para a obtenção de diversas 24 

biomoléculas de grande interesse comercial nas diversas indústrias. Em resumo, há uma 25 

necessidade de desenvolver essa metodologia molecular direcionada e específica a fim de 26 

aumentar o desenvolvimento biotecnológico em ambas as cepas de microalgas. 27 

 28 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 29 

 30 

2.1. Microalgas e condições de cultivo 31 

As microalgas usadas neste estudo, Scenedesmus obliquus Petrobras/Furg e 32 

Desmodesmus sp. Petrobras/Furg, foram adquiridas da coleção CENPES/PETROBRAS. 33 

Ambas as microalgas foram cultivadas em Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 ml de meio 34 
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Tris-Acetato-Fosfato (GORMAN; LEVINE, 1965), salinidade de 10 g/L, pH = 8,0, a 30 °C, 1 

com agitação a 100 rpm, 50 µmol/m2/s e um fotoperíodo de 12:12 horas luz/escuro. 2 

 3 

2.2. Identificação dos genes-alvo 4 

Em um estudo prévio (não publicado), foi realizado sequenciamento de nova geração 5 

(NGS) a partir de amostras de DNA genômico de Scenedesmus obliquus e Desmodesmus sp., 6 

utilizando a plataforma Illumina na empresa GenOne (https://geneone.com.br/). Este 7 

sequenciamento gerou, para cada cepa, pacotes de dados de, aproximadamente, 50 milhões de 8 

sequências de 150 nucleotídeos cada. Estes pacotes de dados foram utilizados para identificar 9 

leituras compatíveis com a sequência do gene-alvo, no caso, o gene que codifica para a para a 10 

enzima ADP-glicose pirofosforilase (AGPS1), principal enzima envolvida na síntese de amido. 11 

Para isso foi utilizada a ferramenta “Map to Reference” da versão trial do software Geneious 12 

Prime (https://www.geneious.com). O pacote de dados do sequenciamento NGS foi, então, 13 

utilizado para mapear sobre o gene de referência da AGPS1 de Scenedesmus sp. PABB004 14 

disponível no GenBank (JABVCE010000001.1). Dessa forma foi possível identificar 15 

sequências parciais da AGPS1 tanto para Scenedesmus obliquus Petrobras/Furg, quanto para 16 

Desmodesmus sp. Petrobras/Furg. 17 

 18 

2.3. Desenho de primers específicos para o sequenciamento dos genes-alvo 19 

A partir das sequências parciais dos genes das AGPS1 foi realizado o desenho de 20 

primers específicos para o sequenciamento da zona de edição para S. obliquus e Desmodesmus 21 

sp. Além disso, foram desenhados primers para o sequenciamento do éxon 8 de Desmodesmus 22 

sp, o qual não foi obtido a partir do sequenciamento NGS. 23 

 24 

Tabela 1. Primers desenhados para o sequenciamento dos genes AGPS1 de S. obliquus e 25 

Desmodesmus sp. 26 

 Primers Forward primer (5’ - 3’) Reverse primer (5’- 3’) 

S. obliquus seqAGPase1(S3)-F 

seqAGPase1(S3)-R 

tgtcacaagcatacaacagcag atgacctcattcccaaagtcat 

    

Desmodesmus sp. seqAGPase1(D4)-F13 

seqAGPase1(D4)-R13 

agtacatgtggctgtttgagga gttaccaaagtcgtttgcgtct 

 

   

https://geneone.com.br/
https://www.geneious.com/
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seqAGPase1(D4)-F2 

seqAGPase1(D4)-R2 

ctgatgaagatcgacgaggag catggtctcgtagtagtcgctg 

 1 

 2 

2.4. Extração de RNA e síntese de cDNA de S. obliquus e Desmodesmus sp. 3 

Para a extração do RNA total das microalgas, 150 mg de biomassa fresca de cada uma 4 

das cepas, na fase log de crescimento para S. obliquus e fase estacionária para Desmodesmus 5 

sp., foram submetidas à quebra mecânica em um morteiro com adição de nitrogênio líquido e 6 

150 mg de beads de sílica (1:1). O RNA foi extraído através do kit RNeasy Plant Minikit 7 

(Quiagen), quantificado no fluorímetro Qubit (Life Technologies) e tratado com DNaseI 8 

(Invitrogen). O cDNA foi sintetizado utilizando o kit High Capacity cDNA Reverse 9 

Transcription (Applied Biosystems). Todos os protocolos foram realizados seguindo as 10 

recomendações dos fabricantes. 11 

 12 

2.5. Sequenciamento dos genes alvos de S. obliquus e Desmodesmus sp. 13 

Para verificar e validar as sequências dos genes alvo que serão utilizadas para a síntese 14 

dos RNAs guia (sgRNA) do sistema CRISPR/Cas9 e o fragmento referente ao éxon 8 da cepa 15 

Desmodesmus sp., o cDNA de ambas as cepas foi utilizado como molde para a reação em cadeia 16 

da polimerase (PCR). A PCR, realizada com os primers descritos na Tabela 1, teve a seguinte 17 

condição: 94°C/2 min, seguido de 35 ciclos de 94°C/30 s, 58°C/30 s, 72°C/90 s e uma extensão 18 

final 72°C/5 min. O resultado foi visualizado através de eletroforese em gel de agarose 1%. Os 19 

fragmentos amplificados por PCR foram purificados (QIAquick PCR Purification Kit - 20 

QIAGEN), quantificados no fluorímetro Qubit (Life Technologies) e enviados para a empresa 21 

ACTGene Análises Moleculares (https://actgene.com.br) para a realização do sequenciamento. 22 

 23 

2.6. Estudo in silico e desenho dos CRISPR-sgRNA 24 

Após a identificação das sequências dos genes-alvos, foi utilizada a ferramenta online 25 

CHOPCHOP (https://chopchop.cbu.uib.no) para o desenho dos RNAs guia (sgRNAs), 26 

utilizando as opções “Past Target”, “CRISPR/Cas9” e “Knock-out”. Esses sgRNAs são 27 

complementares e tem como alvos os genes da enzima AGPS1 de ambas as espécies de 28 

microalgas. As melhores sequências (Tabela 2) foram encaminhadas para síntese na empresa 29 

Thermo Fisher Scientific (Brasil). 30 

 31 

https://actgene.com.br/
https://chopchop.cbu.uib.no/
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Tabela 2. Primers desenhados para a síntese dos CRISPR-sgRNA complementares a AGPS1 1 

de S. obliquus e Desmodesmus sp. 2 

 Primers Forward primer (5’- 3’) 

Scenedemus 

obliquus 

 

 

 

sgAGPase1(S3)-1 aatacgactcactataggctgtttgaggaggcaatgagttttagagctagaa 

sgAGPase1(S3)-2 aatacgactcactataggagtttgtgcgcaagcacaggttttagagctaga 

sgAGPase1(S3)-3 aatacgactcactataggtacaagtggtcacctgacagttttagagctaga 

   

 

 

Desmodesmus sp. 

sgAGPase1(D4)-1 aatacgactcactatatggcctgatgaagatcgacgagttttagagctagaa 

sgAGPase1(D4)-2 aatacgactcactataaccgtcacgtctgcaacggaggttttagagctaga 

sgAGPase1(D4)-3 aatacgactcactataaggcgaccacctgtaccgcatgttttagagctaga 

 3 

2.7. Síntese dos gRNAs 4 

Após a análise do sequenciamento do gene que codifica para AGPS1 de S. obliquus e 5 

Desmodesmus sp., e a confirmação e validação dos primers desenhados para sintetizar os 6 

gRNAs do sistema CRISPR/Cas9 RNP, foi realizada a síntese dos moldes dos gRNAs. Para 7 

tanto, a reação em cadeia da polimerase (PCR) foi utilizada, tendo como moldes os primers 8 

descritos na Tabela 2. A PCR, utilizando o Platinum™ Taq DNA Polymerase (Thermo Fisher), 9 

teve a seguinte condição: 94°C/2 min, seguido de 30 ciclos de 94°C/30s, 45°C/30s, 72°C/30s e 10 

uma extensão final 72°C/5 min. O resultado foi visualizado através da eletroforese em gel de 11 

agarose 2%. Os fragmentos amplificados por PCR foram purificados (QIAquick PCR 12 

Purification Kit - QIAGEN), quantificados no fluorímetro Qubit (Life Technologies) e 13 

utilizados para síntese dos gRNAs. 14 

Os gRNAs foram sintetizados com o MEGAscript™ T7 Transcription Kit (Thermo 15 

Fisher Scientific, Brasil), tratados com DNase I (Thermo Fisher Scientific, Brasil), precipitados 16 

com acetato de sódio 3M, quantificados no fluorímetro Qubit (Life Technologies, Brasil) e 17 

visualizados em gel de agarose 2%. Todos os protocolos foram seguidos de acordo com as 18 

recomendações dos fabricantes.  19 

 20 

2.8. Montagem do complexo gRNA/Cas9 21 
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Para a formação do complexo gRNA/Cas9, se utilizou a proporção de 5:1 µg de Cas9 1 

Protein V2 (Thermo Fisher Scientific, Brasil) e gRNAs, respectivamente. Testou-se também a 2 

influência do buffer 10x NEBuffer 3.1  100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 100 3 

µg/mL BSA, pH 7,9. New England BioLabs) na formação dos complexos. O tempo de 4 

incubação para formação do complexo foi de 20-30 min, à temperatura ambiente. A reação foi 5 

realizada momentos antes do protocolo de eletroporação. 6 

 7 

2.9. Estabelecimento do protocolo de eletroporação 8 

Para determinar as condições ótimas de eletroporação, S. obliquus e Desmodesmus sp. 9 

foram eletroporadas com o complexo gRNA/Cas9 n as seguintes condições de voltagem:  150, 10 

300, 550, 750, 1000, 1200 V. Amostras de 500 µL do cultivo de Scenedesmus obliquus e 11 

Desmodesmus sp. contendo 106 células/mL, foram centrifugadas a temperatura ambiente por 2 12 

min a 3.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas em 500 µL de 13 

meio TAP-Sacarose 40 mM. Após esse processo, 50 µL foram transferidos para cubetas de 14 

eletroporação de 0,2 cm de afastamento entre os eletrodos e foram submetidos a eletroporação 15 

no eletroporador Gene Pulser Xcell Electroporation Systems (Bio-Rad, Brasil). Quando foram 16 

utilizados pulsos únicos do tipo decaimento exponencial com intensidades correspondentes a 17 

campos de 150, 550, 700, 1.000, 1.200 V/cm, a capacitância e a resistência foram fixadas em 18 

50 µF e a ∞, respectivamente. Quando foram testados pulsos duplos, as condições de 19 

eletroporação foram as mostradas na Tabela 3. Após a eletroporação, as células foram 20 

transferidas para uma placa de 24 poços transparente contendo 1 mL de meio TAP (salinidade 21 

10) e incubadas a 30 °C por 6 horas, sob luz fluorescente fria de 50 µmol/m2/s, fotoperíodo 22 

12:12 e homogeneizadas em mesas agitadoras, antes de seu plaqueamento. Para os cultivos em 23 

meio sólido, as microalgas foram cultivadas em meio TAP como descrito por GORMAN e 24 

LEVINE (1965), com adição de ágar 15 g/L, pH = 8,1, salinidade 10 g/L, sob luz fluorescente 25 

fria de 50 µmol/m2/s, fotoperíodo 12:12 e temperatura 30 °C. O experimento foi realizado em 26 

triplicata e as células se encontravam na fase exponencial de crescimento. 27 

 28 

Tabela 3. Parâmetros de eletroporação para a cepa Scenedesmus obliquus e Desmodesmus sp. 29 

A cepa controle foi eletroporada apenas com água ultrapura no lugar do complexo 30 

sgRNA:Cas9. 31 

Poring pulse Controle 150 V 550 V 750 V 1000 V 

Voltagem (V) 550 150 550 750 1000 
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Pulser lenght (ms) 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 

No. of pulse 2 2 2 2 2 

Pulse intervals (sec) 5.0 0.1 5.0 5.0 5.0 

      

Transfer pulse Controle 150 V 550 V 750 V 1000 V 

Voltagem (V) 20 20 20 20 20 

No. of pulse 5 5 5 5 5 

Pulse intervals (sec) 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 

 1 

 2 

2.10. Seleção dos mutantes mediante coloração com vapor de I2 3 

Para o screening dos mutantes com uma possível edição no gene da AGPS1 de ambas 4 

as cepas, utilizou vapor de iodo (I2) como agente de seleção (WORK et al., 2010). O I2 é um 5 

elemento que reage com o amido corando-o de roxo escuro, servindo como repórter para a 6 

síntese de amido. Para a otimização da metodologia para S. obliquus e Desmodesmus sp., 7 

colônias de ambas as cepas de microalgas foram cultivadas em placas com meio TAP sem 8 

nitrogênio (NH4Cl foi substituído por uma quantidade equimolar de KCl) por 5 dias a 9 

temperatura de 30°C, sob luz fluorescente fria de 2.300 Lux e fotoperíodo constante, para 10 

induzir a produção de moléculas de reserva nas células como TAG e amido 11 

(SIRIKHACHORNKIT et al., 2018). Após esse período, as microalgas foram expostas ao vapor 12 

de I2 por 24 horas. Colônias que não apresentem uma coloração roxa após a exposição foram 13 

consideradas como possíveis cepas editadas. 14 

 15 

2.11. Estabelecimento de um método diagnóstico por PCR em mutantes editados por 16 

CRISPR-Cas9 RNP  17 

Para o estabelecimento de um método diagnóstico de mutantes editados por CRISPR-18 

Cas9 RNP, a técnica de PCR a partir de biomassa de microalga foi testada e implementada. 19 

Primeiramente avaliou-se o uso direto de biomassa na reação de PCR e o sobrenadante obtido 20 

de colônias de microalgas preaquecidas em 10 μL de água UltraPureTM DNase/RNase-Free 21 

Distilled (Invitrogen) em tubos eppendorfs de 200 µL à 95°C durante 10 minutos. Foram 22 

testadas três quantidades de sobrenadante (1, 3 e 5 µL) como molde de DNA na reação de PCR. 23 

Todas a condições testadas foram realizadas em triplicata. Após optimização do protocolo de 24 

diagnostico por PCR, as colônias de microalgas que cresceram após o processo de eletroporação 25 
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com o complexo gRNA/Cas9 foram selecionadas e submetidas a esta análise para procurar uma 1 

possível edição. A PCR foi realizada no termociclador ProFlex PCR System (Life 2 

Technologies, Brasil) com condições de amplificação de: 94 °C por 2 min, 35 ciclos de 94 °C 3 

por 30 segundos, 60 °C por 30 s, 72 °C por 1 min e 30 s e uma extensão final 72 °C por 5 min. 4 

Após a PCR, as amostras foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 1%.  5 

 6 

2.12. Desenho de novos primers específicos para síntese de novos gRNAs   7 

Em virtude do insucesso nos testes com os primeiros gRNAs produzidos, foi realizado 8 

o desenho de novos primers específicos para a síntese de novos de gRNAs para o gene que 9 

codifica para AGPS1 de Scenedesmus obliquus e Desmodesmus sp., no programa CHOPCHOP 10 

(https://chopchop.cbu.uib.no/). A Tabela 4 apresenta as sequências dos novos primers, os quais 11 

foram desenhados através do software Primer Express 3.0 (Applied Biosystems) e sintetizados 12 

pela empresa Biogen (Brasil). 13 

 14 

Tabela 4.  Primers desenhados para a síntese dos novos CRISPR-sgRNA de S. obliquus e 15 

Desmodesmus sp. 16 

 Primers Forward primer (5’- 3’) 

Scenedesmus 

obliquus 

gRNASE6(1) 

 

taatacgactcactatagctgatgaagatagatgagagtgggttttagagctaga 

 gRNASE6(2) 

 

taatacgactcactatagtctcagcaaactcaatcacgcgggttttagagctaga 

 gRNASE6(3) 

 

taatacgactcactataggagtttgctgagaaacccaaggggttttagagctaga 

Desmodesmus sp. gRNADE6(1) 

 

taatacgactcactatagtctcagcaaactccaccacgcgggttttagagctaga 

 gRNADE6(2) 

 

taatacgactcactataggtgcgcaaggagtggttccaggggttttagagctaga 

 gRNADE6(3) 

 

taatacgactcactatagtggcctgatgaagatcgacgagggttttagagctaga 

 17 

 18 

2.13. Síntese dos novos gRNAs e montagem dos novos complexos gRNA/Cas9 19 

A partir da síntese dos novos primers, foi realizada a síntese dos moldes dos novos 20 

gRNAs e utilizados para a formação dos novos complexos gRNA/Cas9. Para tanto, foram 21 

utilizadas as mesmas condições descritas anteriormente.   22 

https://chopchop.cbu.uib.no/
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 1 

2.14. Ensaio in vitro da atividade dos novos gRNAs 2 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) foi utilizada para amplificar uma região que 3 

contém o exón 6 do gene AGPS1 para ambas as espécies de microalgas. Para a S. obliquus, 4 

foram utilizados os primers FW:5’- agtacatgtggctgtttgagga-3’ e RV:5’-atgacctcattcccaaagtcat-5 

3’, e para Desmodesmus sp., os primers FW:5’-gtaccgcatggactacaaggag-3’ e RV:5’- 6 

gttaccaaagtcgtttgcgtct-3’. Para ambas PCRs foram utilizados os seguintes parâmetros: 94 °C- 7 

2’; {94 °C - 30’’, 60 °C - 30’’, 72 °C - 60’’} 35X; 72 °C - 5’.  Os fragmentos amplificados por 8 

PCR foram purificados e quantificados no espectrofotômetro NanoDrop, seguindo as 9 

indicações do fabricante. Os fragmentos gerados foram utilizados como “alvo” para o teste o 10 

ensaio de atividade catalítica da enzima Cas9. 11 

Para cada espécie de microalga, foram testados os três novos gRNAs (Tabela 4). Para a 12 

formação do complexo sgRNA/Cas9 foram utilizados 500 ng de cada gRNA, 250 ng de Cas9, 13 

NEB buffer 3.1 (100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 100 µg/mL BSA, pH 7,9) e 14 

H2O ultrapura até completar 10 µL de volume de reação. Posteriormente, a reação foi incubada 15 

por 30 minutos a temperatura ambiente (25 °C). Para cada complexo formado (Cas9 + sgRNA) 16 

foram adicionados 150 ng do amplicon purificado correspondente à cepa de microalga para a 17 

qual foi desenhado o gRNA. A reação foi incubada a 37ºC por 1 hora. Posteriormente, cada 18 

reação foi tratada com 1,5 µL de RNase A (37ºC por 60 minutos) e 1 µL de Proteinase K (37ºC 19 

por 30 minutos). O resultado do ensaio da atividade catalítica foi avaliado através de 20 

eletroforese em gel de agarose 1%, visualizado em transiluminador de luz UV 21 

 22 

2.15. Eletroporação com os novos complexos gRNA/Cas9 23 

Scenedesmus obliquus e Desmodesmus sp. foram eletroporadas com o novo complexo 24 

gRNA/Cas9 nas mesmas condições estabelecidas anteriormente.   25 

 26 

2.16. Desenvolvimento de um método diagnóstico de edição por qPCR 27 

Para o estabelecimento de um método diagnóstico de mutantes editados por CRISPR- 28 

Cas9 que possa abranger um maior número de colônias ao mesmo tempo, foram desenhados 29 

primers que, além da utilização para o diagnóstico mediante PCR convencional, também 30 

possam ser utilizados na técnica de PCR em Tempo Real (qPCR) (Tabela 5). Além disso, foram 31 

desenhados um par de primers para amplificar e sequenciar a região de edição dos novos 32 

gRNAs para cada cepa. As colônias de microalgas que cresceram após o processo de 33 

eletroporação com o complexo sgRNA/Cas9 foram selecionadas e transferidas para tubos 34 
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eppendorfs de 200 µL contendo 10 μL de água UltraPure DNase/RNase-Free Distilled 1 

(Invitrogen, Brasil). O DNA genômico foi extraído por aquecimento à 95 °C durante 10 min. 2 

A qPCR foi realizada no 7500 Fast Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, Brasil) 3 

com PowerUp SYBR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Brasil).  4 

 5 

Tabela 5. Sequências de primers utilizadas no método diagnóstico por PCR para os novos 6 

gRNAs do sistema CRISPR-Cas9 RNP. 7 

 Sequenciamento Sequência (5’- 3’) 

 seqXE6-F gtgcgcaaggagtggttccaggg 

 seqSE6-R gtttgtgggtccactcccagga 

 

Scenedesmus obliquus Diagnóstico Sequência (5’- 3’) 

 diagSE6(1)-F ctgatgaagatagatgagagtgg 

 diagSE6(2)-R tctcagcaaactcaatcacgcgg 

 diagSE6(3)-F tctcagcaaactcaatcacgcgg 

   

 Sequenciamento Sequência (5’- 3’) 

 seqXE6-F gtgcgcaaggagtggttccaggg 

 seqDE6-R gtcttctcgtccacgcccagca 

 

Desmodesmus sp. Diagnostico Sequência (5’- 3’) 

 diagDE6(1)-R tctcagcaaactccaccacgcgg 

 diagDE6(2)-R gtgcgcaaggagtggttccaggg 

 diagDE6(3)-F tggcctgatgaagatcgacgagg 

 8 

 9 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 10 

 11 

3.1. Identificação dos genes AGPS1 de S. obliquus e Desmodesmus sp. 12 

O mapeamento dos dados do sequenciamento NGS permitiu a identificação parcial dos 13 

genes AGPS1 para ambas as microalgas. Entretanto, como observado nas sequências 14 

disponíveis no GenBank, o gene AGPS1 está constituído de 10 éxons, intercalado por 9 íntrons. 15 

Os resultados permitiram identificar as sequências dos éxons 4, 5, 6, 7 e 9 de ambas as cepas. 16 

A sequências obtidas somando esses 5 éxons totalizaram aproximadamente 1.000 nucleotídeos 17 
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(nt) tanto para S. obliquus quanto para Desmodesmus sp. É importante informar que estas 1 

sequências estão protegidas por confidencialidade determinada em convênio formal 2 

estabelecido entre a PETROBRAS e a FURG (Convênio 5900.0113234.19.9) e, por isso, não 3 

serão publicizadas aqui. A análise de identidade dessas sequências parciais traduzidas para 4 

aminoácidos de S. obliquus e Desmodesmus sp. obtidas com a ferramenta BLAST do GenBank 5 

apontou índices de 98,25% e 89,95%, respectivamente, com sequências de aminoácidos de 6 

Scenedesmus sp. disponíveis no GenBank. Cabe ressaltar que o gene AGPS1 não está anotado 7 

para Desmodesmus sp. no GenBank.  8 

 9 

3.2. Extração de RNA e sequenciamento dos genes-alvo de S. obliquus e Desmodesmus sp. 10 

O estabelecimento de um protocolo para extração de RNA com alta concentração e 11 

qualidade pode ser observado em gel de agarose para as duas espécies. Na Figura 1 é possível 12 

visualizar a fragmentos que correspondem aos RNAs ribossomais 18S e 28S, característicos de 13 

células eucariontes, confirmando a integridade do RNA extraído. Quando medidos mediante 14 

fluorescência com o kit Qubit ® RNA assay kit (Invitrogem), as amostras de S. obliquus 15 

apresentaram uma maior concentração de RNA total (aproximadamente 800 ng/μL) quando 16 

comparadas com as amostras de Desmodesmus sp. (aproximadamente 140 ng/μL). 17 

Provavelmente, essa diferença ocorreu devido ao fato de Desmodesmus sp. estar na fase 18 

estacionária de crescimento no momento da extração, o que não ocorreu com S. obliquus, que 19 

se encontrava na fase exponencial de crescimento. A fase estacionária se caracteriza pela 20 

diminuição da divisão celular e acúmulo de moléculas de estoque (amidos e lipídeos), podendo 21 

apresentar uma parede celular mais rígida e resistente, como foi observado para Chlorella 22 

vulgaris (CANELLI et al., 2021).  23 

 24 

 25 

Figura 1. Eletroforeses em gel de agarose do RNA extraído de S. obliquus e Desmodesmus sp. 26 

A) S. obliquus, B) Desmodesmus sp. M: Marcador Molecular; 1: Réplica 1; 2: Réplica 2. 27 
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Depois da extração do RNA de ambas as cepas de microalga, 1 µg de RNA foi utilizada 1 

para a obtenção do cDNA por meio de retrotranscrição que, posteriormente, foi utilizado como 2 

molde para amplificar as regiões alvos do gene AGPS1 de ambas as cepas e o éxon 8 da cepa 3 

Desmodesmus sp. O resultado da PCR, realizada para amplificar a região onde se localizam as 4 

sequências utilizadas para desenhar os sgRNA do sistema CRISPR/Cas9 RNP e a zona de 5 

edição, mostrou a amplificação da região do gene AGPS1 no tamanho esperado, tanto para S. 6 

obliquus (427 pb) como para Desmodesmus sp. (401 pb) (Figura 2). Também foram testados e 7 

validados os primers para o sequenciamento do éxon 8 de Desmodesmus sp. com a amplificação 8 

de um fragmento do tamanho esperado (585 pb) (Figura 4). O resultado preliminar do 9 

sequenciamento dos fragmentos amplificados por PCR mostra total similaridade com as 10 

sequências parciais dos genes das AGPS1, confirmando que todos os primers desenhados para 11 

sintetizar os sgRNA estão corretos e possibilita a estratégia do silenciamento dos genes das 12 

AGPS1 mediante a edição dirigida pela metodologia CRISPR/Cas9 RNP. 13 

 14 

 15 

Figura 2. Resultado da PCR para amplificação da região onde se localizam as sequências 16 

utilizadas para desenhar os sgRNA do sistema CRISPR/Cas9 RNP e a zona de edição. 1) 17 

Sequenciamento da zona de edição da AGPS1 de S. obliquus, 2) Sequenciamento da zona de 18 

edição da AGPS1 de Desmodesmus sp. e 3) PCR incluindo o éxon 8 da AGPS1 de 19 

Desmodesmus sp. M: Marcador molecular. 20 

 21 

3.3. Eletroporação de microalgas 22 
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Tanto S. obliquus como Desmodesmus sp. apresentaram sobrevivência e crescimento 1 

em placas nas diferentes voltagens de pulso único de 150V, 550V, 750V, 1000V e 1200V. As 2 

condições de capacitância (50 µF) e a resistência (∞) foram mantidas fixas a fim de diminuir o 3 

número de variáveis no experimento. Essa alta sobrevivência nos permitiu submeter a ambas 4 

as microalgas a um maior estresse (choque elétrico mais intenso), aumentando as nossas 5 

possibilidades de alcançar o nosso objetivo sem comprometer demasiado a viabilidade das 6 

células. Entretanto, quando realizado o screening com o vapor de iodo (I2) para seleção das 7 

potenciais cepas produtoras de lipídeos, todas as colônias, de ambas as cepas, apresentaram 8 

coloração roxa, sendo reprovadas no teste de screening, inclusive nas colônias obtidas das 9 

maiores voltagem como 1000V e 1200V, tratamento no qual esperávamos obter uma maior 10 

quantidade de possíveis mutantes, pois uma maior voltagem significaria microporos maiores 11 

facilitando a incorporação do complexo gRNA:Cas9 no interior celular. 12 

Posteriormente foi testado outra programação de eletroporação com multiplex pulsos 13 

(poring pulse + transfer pulse) a fim de melhorar a eletroporação e obter os possíveis mutantes 14 

editados. Nesta nova tentativa as microalgas e o complexo gRNA:Cas9 iniciavam com um pulso 15 

duplo de diferentes voltagens (150, 550, 750 e 1000V) com a finalidade de introduzir o 16 

complexo no interior celular (poring pulse). Posteriormente, a solução foi submetida a 5 pulsos 17 

consecutivos a baixa voltagem (20V) com o objetivo transferir os possíveis complexos que 18 

tenham sido introduzidos no interior celular desde o citosol ao núcleo celular (transfer pulse) 19 

para poder exercer ali a sua função de clivagem no alvo desejado. Posteriormente, as colônias 20 

obtidas foram categorizadas ou etiquetadas numa placa nova (grid) e submetidas às análises de 21 

diagnóstico molecular por PCR de colônia. 22 

Em vista que um dos possíveis fatores determinantes na falta de sucesso que possa ser 23 

a toxicidade da enzima de clivagem Cas9, ou do tampão utilizado, foram testadas, na cepa S. 24 

obliquus, diferentes concentrações da enzima Cas9 (2.5, 1.25 e 0.625 µg). Nesse experimento, 25 

foi retirado o tampão utilizado na formação do complexo e mantendo a proporção de 5:1 µg de 26 

Cas9 e gRNA, respectivamente. Existem diferentes trabalhos que aplicam a metodologia 27 

CRISPR/Cas9 em outros organismos sem o uso do tampão ou com prévia filtração da enzima 28 

para retirada do tampão (NADUTHODI et al., 2021). Para não ter o efeito de outras variáveis, 29 

a eletroporação foi realizada para todos os tratamentos a voltagens de 2 x 550 V + 5 x 20 V 30 

(poring pulse + transfer pulse). Quanto ao surgimento das colônias, foi observado um maior 31 

número de colônias para as placas controle (eletroporadas sem o complexo gRNA:Cas9) e uma 32 

redução conforme aumentava a concentração da Cas9 (Figura 3). Embora todas as placas 33 

tenham apresentado surgimento de colônias, essa redução proporcional indica uma possível 34 
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toxicidade da Cas9 na cepa S. obliquus. A toxicidade da Cas9 já tem sido relatada em outros 1 

microrganismos fotoautotróficos (NADUTHODI; BARBOSA; VAN DER OOST, 2018). 2 

Diante os resultados obtidos, nas próximas tentativas de eletroporação a quantidade de Cas9 3 

utilizada foi reduzida de 5 µg para 2.5 µg. 4 

 5 

 6 

Figura 3. Placas com colônias resultantes da eletroporação de S. obliquus a 2 x 550V + 5 x 7 

20V, e diferentes concentrações de Cas9 utilizadas: Controle (0 µg), 0,625 µg, 1,25 µg e 2,5 8 

µg. 9 

 10 

3.4. Screening mediante coloração com vapor de I2 11 

Lamentavelmente, a metodologia de screening por exposição ao vapor de I2 que reporta 12 

cepas de microalgas com déficit ou supressão da síntese de amido, não revelou nenhuma colônia 13 

com déficit de amido. De todas as colônias analisadas mediante esta metodologia (Figura 4), 14 
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não foi observada nenhuma colônia que não reagiu ao vapor de I2, sendo que nenhuma colônia 1 

foi identificada como possível cepa editada.  2 

 3 

 4 

Figura 4. Placa submetida a teste de vapor de I2 como método para o screening de colônias 5 

com redução da síntese de amido e, possivelmente, editadas mediante ação do complexo 6 

gRNA:Cas9 de ambas as cepas: S. obliquus (esquerda) e Desmodesmus sp. (direita). 7 

 8 

De fato, o screening por vapor de iodo (I2) é uma metodologia que pode ser empregada 9 

para a seleção de cepas de microalgas com déficit total ou redução de amido (DE JAEGER et 10 

al., 2014; SIRIKHACHORNKIT et al., 2016; WORK et al., 2010). A premissa da aplicação 11 

desse método baseia-se no fato de que a produção de amido pelas microalgas está inversamente 12 

relacionada com a produção de lipídeos, ou seja, quanto menor o acúmulo de amido, maior será 13 

o de lipídeos. Uma vez que esse teste detecta a presença de amido e, na edição por CRISPR-14 

Cas9 RNP, propomos fazer uma deleção em uma região de um gene específico que codifica a 15 

AGPS1 a fim de inativá-lo e bloquear/ou diminuir a via de síntese de amido, não podemos 16 

garantir que a edição realizada terá um impacto a nível de inibir a produção total de amido a 17 

ponto de ser detectado visivelmente pelo método do vapor de iodo (I2). Portanto, talvez essa 18 

metodologia não seja a melhor a ser aplicada para a seleção de mutantes editados por CRISPR-19 

Cas9 RNP. Deste modo, foi necessário o desenvolvimento ou utilização de uma metodologia 20 

de screening de maior precisão e focada diretamente na edição que possa ser produzida pela 21 

tecnologia CRISPR/Cas9, e não pela medição ou avaliação de efeitos indiretos produzidos pela 22 

edição. 23 

 24 
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3.5. Método diagnóstico por PCR em mutantes editados por CRISPR-Cas9 RNP 1 

Como alternativa ao teste de vapor de I2, foi desenvolvido um método de diagnóstico 2 

por PCR, onde foram utilizados primers específicos que anelam na região de corte prevista para 3 

o complexo gRNA/Cas9. As microalgas que tenham sido editadas pelo complexo gRNA:Cas9 4 

não apresentam amplificação por PCR, devido a que a região de corte onde anela o primer terá 5 

mudado a sua sequência devido a adição de inserções ou deleções (indels) mediante “Non-6 

homologus end joining” (NHEJ). Essas indels aleatórias de nucleotídeos ocorrem à medida que 7 

a célula liga a ruptura do DNA, resultando na modificação da sequência original, impedindo o 8 

anelamento do primer diagnóstico. Por outro lado, as microalgas que não tenham sido editadas 9 

apresentam amplificação por PCR devido ao anelamento correto do primer na região de corte 10 

(veja esquema geral na Figura 5 e mais detalhamento na Figura 6).  11 

 12 

 13 

Figura 5. Esquema geral do PCR diagnóstico para edição gênica. Ilustração do anelamento de 14 

primers na região de corte do sistema CRISPR/Cas9. NHEJ é induzido por CRISPR/Cas9. Após 15 

o DNA ser clivado pela Cas9, a célula repara a quebra de dupla fita por NHEJ. PAM: 16 

protospacer adjacent motif; sgRNA: single guide RNA.  17 

 18 
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1 

Figura 6. Esquema de primers utilizados como screening de cepas editadas mediante PCR 2 

diagnóstico. Caixas azuis simbolizam a sequência parcial da AGPS1 de S. obliquus e caixas 3 

vermelhas simbolizam as sequências parciais da AGPS1 de Desmodesmus sp. As setas 4 

simbolizam os primers e os triângulos amarelos a região de corte do complexo gRNA:Cas9. 5 

 6 

O resultado do teste para a otimização do diagnóstico por PCR de colônia revelou ser 7 

eficiente para ambas as cepas de microalgas. Porém, especificamente para S. obliquus, os 8 

melhores resultados obtidos foram para os tratamentos com preaquecimento e utilizando 9 

maiores quantidades de sobrenadante (5 µL) como molde de DNA na reação de PCR. Já os 10 

tratamentos de 1 µL e de uso direto de biomassa exibiram pouca amplificação e, em algumas 11 

réplicas, imperceptíveis. Por outro lado, a cepa Desmodesmus sp. mostrou uma melhor 12 

sensibilidade a estas análises com bandas bem visíveis em todas as condições de 13 

preaquecimento de biomassa (1, 3, e 5 µL). O uso de biomassa direta na reação de PCR mostrou 14 

também amplificação, porém as bandas exibidas eram de menor intensidade (Figura 7). É 15 

provável que o tamanho das células tenha uma influência direta na sensibilidade desse análises. 16 

Com um tamanho maior, S. obliquus poderia precisar de uma maior energia para a ruptura de 17 

uma única célula comparada com a cepa Desmodesmus sp. que tem um tamanho menor, além 18 

disso, a composição da parede/membrana de ambas as cepas poderia também ter uma influência 19 

direta na hora da quebra celular. Esse fato poderia explicar a maior intensidade das bandas dos 20 

tratamentos preaquecidos de Desmodesmus sp. que conseguiria extrair maior quantidade de 21 

DNA genômico, que estaria disponível para a amplificação por PCR. Baseado nos dados 22 
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obtidos, ficou estabelecido que para a PCR diagnóstico de colônia da cepa S. obliquus a melhor 1 

opção é utilizar biomassa preaquecida e 5 µL de sobrenadante como molde na reação de PCR. 2 

Já para a cepa Desmodesmus sp. pode-se utilizar qualquer dos três volumes de sobrenadante 3 

obtido a partir de biomassa preaquecida como molde na reação de PCR diagnóstico. 4 

 5 

 6 

Figura 7. Eletroforeses da PCR diagnóstico para as cepas a) S. obliquus e b) Desmodesmus sp. 7 

O marcador molecular (1Kb Plus DNA Ladder) se localiza na esquerda de ambas as 8 

eletroforeses; C-: Controle negativo. Biomassa: tratamento que utiliza biomassa diretamente 9 

como molde na reação de PCR, e 1, 3 e 5 µL indicam o volume de sobrenadante de biomassa 10 

preaquecida, utilizado como molde na reação de PCR. 1, 2 e 3 indicam o número da réplica de 11 

cada tratamento experimental 12 

 13 

Apesar de ambas as cepas de microalgas apresentarem crescimento em placas em todas 14 

as condições de voltagens testadas e também nas diferentes quantidades de Cas9 utilizadas 15 

(Tabela 6), das 100 colônias analisadas para cada tratamento, todas apresentaram amplificação, 16 
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o que significa que não tem inserção de nucleotídeos, e por tanto, são reprovadas no teste de 1 

diagnóstico.  2 

 3 

Tabela 6. Número de colônias analisadas para as diferentes condições de eletroporação 4 

(Voltagem e quantidade de Cas9 utilizada) mediante teste de vapor de I2 e PCR diagnóstico de 5 

colônias para o screening de possíveis edições na AGPS1 de ambas as cepas S. obliquus e 6 

Desmodesmus sp. 7 

 µg Cas9/eletroporação 

 S. obliquus  Desmodesmus sp. 

Voltagem  5 2,50 1,25 0,625  5 2,5 1,25 0,625 

150 V 100 - - -  100 - - - 

550 V 100 100 100 100  100 - - - 

750 V 100 - - -  100 - - - 

1000 V 100 - - -  100 - - - 

1200 V 100 - - -  100 - - - 

2x150 V - 100 - -  - 100 - - 

2x550 V - 100 - -  - 100 - - 

2x750 V - 100 - -  - 100 - - 

2x1000 V - 100 - -  - 100 - - 

 8 

 9 

3.6. Síntese dos novos gRNAs 10 

Após a análise dos resultados das eletroporações de S. obliquus e Desmodesmus sp., não 11 

obtivemos nenhuma colônia positiva para edição por CRISPR-Cas9 RNP, tanto pelo teste de 12 

screening por vapor de iodo (I2) como pelo método diagnóstico por PCR. Assim, novos primers 13 

foram desenhados para a síntese de novos RNAs guias, onde foi modificada a região de corte 14 

do gene da AGPS1 com o intuito de encontrar uma região “mais favorável” para a Cas9 realizar 15 

a edição. Nesta situação, foram desenhados também primers diagnósticos específicos para cada 16 

novo gRNA desenhado. Para cada cepa de microalga, foram desenhados três novos gRNAs e, 17 

portanto, três novos primers diagnósticos também. 18 

O resultado da PCR realizada para amplificar os novos moldes dos gRNAs, mostrou 19 

amplificação na altura esperada, tanto para S. obliquus como para Desmodesmus sp. (Figura 8). 20 

Após a purificação e quantificação dos fragmentos, estes foram utilizados para síntese dos 21 

novos gRNAs (Figura 9).   22 
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 1 

 2 

Figura 8. Resultado da PCR para amplificação das regiões onde se localizam as sequências 3 

utilizadas para desenhar os novos gRNAs do sistema CRISPR/Cas9 RNP de S. obliquus e 4 

Desmodesmus sp.. 1 Kb Plus DNA Ladder (Marcador molecular) está localizado à esquerda.  5 

 6 

 7 

Figura 9. Resultado da síntese dos três novos gRNAs para o gene da AGPS1 de Scenedesmus 8 

obliquus e Desmodesmus sp., sintetizados com o MEGAscript™ T7 Transcription Kit. 1 Kb 9 

Plus DNA Ladder (marcador molecular) está localizado à esquerda. C+: Controle positivo 10 

fornecido pelo próprio Kit.  11 

 12 

3.7. Ensaio de eficácia de clivagem dos sgRNAs 13 
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Os resultados do ensaio in vitro da atividade de clivagem da Cas9 dirigida pelos novos 1 

gRNAs desenhados para Scenedesmus obliquus mostraram que os três tipos de complexos RNP 2 

foram efetivos na degradação do amplicon que contém a região de edição para os três guias, 3 

indicando que para S. obliquus os gRNAs foram corretamente desenhados e, quando associados 4 

a Cas9, clivam a sequência alvo do gene que codifica a AGPS1 (Figura 10). O controle negativo 5 

(somente o amplicon de PCR) manteve o tamanho inicial sem sinal de degradação ou clivagem, 6 

indicando que nos tratamentos contendo o complexo Cas9/gRNAs, a clivagem do amplicon foi 7 

realizada pela Cas9. Para os outros controles (amplicon + Cas9), novamente não foi observada 8 

degradação do amplicon, confirmando que a enzima Cas9, por si mesma, não possui a 9 

capacidade de clivar o fragmento de DNA, necessitando de um “guia” para exercer sua 10 

atividade catalítica. Por último, não foi observada nenhuma diferença entre os controles de 11 

amplicon+Cas9 com e sem tratamento com Proteinase K, determinando que a Cas9 não tem 12 

nenhuma interferência nos resultados observados na eletroforese. 13 

 14 

 15 

Figura 10. Gel de eletroforese mostrando os resultados do teste de clivagem dos complexos 16 

Cas9/gRNA (1, 2 e 3) para amplicon do gene AGPS1 de Scenedesmus obliquus: 1) Marcador 17 

molecular 1Kb plus DNA ladder (Invitrogem), 2) Controle – (amplicon), 3) Amplicom+Cas9 18 

tratado com Proteinase K, 4) Amplicon+Cas9 sem tratamento com Proteinase K, 5) Amplicon 19 

+ Cas9:gRNA-1, 6) Amplicon + Cas9:gRNA-2, 7) Amplicon + Cas9:gRNA-3. 20 

 21 

Observando o resultado da eletroforese para Desmodesmus sp. mostrado na Figura 11, 22 

observamos que os complexos Cas9/gRNAs 1 e 3 apresentaram degradação do amplicon 23 

utilizado como alvo. Por outro lado, o gRNA 2 mostrou pouca efetividade de clivagem, não 24 

conseguindo degradar totalmente o amplicon correspondente. Existem duas possibilidades para 25 
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esta redução da atividade: 1) o gRNA não foi produzido adequadamente, ou 2) A região 1 

escolhida para o desenho do gRNADE6-2 da AGPS1 não é uma região favorável para a 2 

aplicação do sistema CRISPR/Cas9 RNP e que impede o correto pareamento do complexo por 3 

homologia com a sua sequência alvo. Os controles negativos (somente o amplicon e amplicon 4 

+ Cas9) não apresentaram degradação e não foram observadas diferenças entre os controles 5 

tratados com e sem Proteinase K (Figura 11). 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

Figura 11. Gel de eletroforese mostrando os resultados do teste de clivagem dos complexos 11 

Cas9/gRNA (1, 2 e 3) para amplicon do gene AGPS1 de Desmodesmus sp.: 1) Marcador 12 

molecular 1Kb plus DNA ladder (Invitrogem, 2) Controle – (amplicon), 3) Amplicom+Cas9 13 

tratado com Proteinase K, 4) Amplicon+Cas9 sem tratamento com Proteinase K, 5) Amplicon 14 

+ Cas9:gRNA-1, 6) Amplicon + Cas9:gRNA-2, 7) Amplicon + Cas9:gRNA-3.  15 

 16 

3.8. Eletroporação de microalgas com os novos gRNAS 17 

A eletroporação de ambas as cepas com o complexo formados com os novos primers 18 

foi feita nas seguintes condições de voltagem: pulso duplo de 150, 550, 750 e 1000V como é 19 

descrito na Tabela 6 para os antigos RNAs guias. Nessa situação, as quantidades de Cas9 20 

empregadas foram de 1,25 µg de Cas9 para cada RNA guia. S. obliquus foi eletroporada com 21 

complexos que carregam três tipos de gRNAs, o que significa que por cada cubeta de 22 

eletroporação/tratamento foram eletroporadas com 3.75 µg de Cas9 totais (1.25 µg x 3). Para a 23 

cepa Desmodesmus sp., as eletroporações foram feitas apenas com complexos carregados com 24 

dois tipos de guias (gRNADE6-1 e gRNADE6-3), o guia gRNADE6-2 foi descartado devido à 25 

falta de uma PCR diagnóstico para a sua região de clivagem. S. obliquus como Desmodesmus 26 
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sp. apresentaram sobrevivência quando eletroporadas com o novo complexo gRNA/Cas9 em 1 

todas as condições de eletroporação testadas. A Figura 12 mostra o surgimento de colônias em 2 

placas após uma semana da eletroporação. 3 

 4 

 5 

Figura 12. Placas com colônias de S. obliquus e Desmodesmus sp. após uma semana da 6 

realização do experimento de eletroporação. A) Scenedesmus obliquus na condição de 7 

eletroporação de 2x550 V + 5x20 V e B) Desmodesmus sp. na condição de eletroporação de 8 

2x150 V + 5x20 V. 9 

 10 

3.9. Diagnóstico de colônias para os novos primers mediante PCR e qPCR 11 

Para o screening ou diagnóstico de cepas possivelmente editadas com os novos 12 

complexos, utilizou-se exclusivamente metodologias moleculares, especificamente PCR 13 

convencional e qPCR. Os novos primers diagnósticos foram desenhados para anelar na região 14 

de corte prevista para a Cas9 e junto com um dos primers exteriores (primers de sequenciamento 15 

da região de edição) foram utilizados para a PCR diagnóstico amplificando a região de corte 16 

com um produto de PCR de tamanho aproximado de 200 pb, como indica o esquema da Figura 17 

13. Primeiramente, foram validadas as PCRs diagnósticos para as três regiões de edição dos 18 

três RNAs guias de ambas as cepas utilizando DNA genômico como molde. O resultado foi 19 

visualizado em gel de agarose ao 1% (Figura 14). Para a cepa S. obliquus foi observado 20 

amplificação na altura esperada para as três PCRs diagnóstico. Ao mesmo tempo, também se 21 

observou correta amplificação e sem interferências quando as PCRs diagnóstico foram 22 

combinadas com a PCR que amplifica a região de sequenciamento, servindo como controle 23 

positivo de reação para as três PCR diagnóstico de S. obliquus (Figura 14a). Para a cepa 24 

Desmodesmus sp. também foi observada correta amplificação para as PCRs diagnóstico 25 

correspondentes aos guias gRNADE6-1 e gRNADE6-3 (Figura 14b).  26 

 27 
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 1 

 2 

 3 

Figura 13. Esquema de primers utilizados como screening de cepas editadas mediante PCR 4 

diagnóstico. Caixas azuis simbolizam a sequência parcial da AGPS1 de S. obliquus e caixas 5 

vermelhas simbolizam as sequência parcial da AGPS1 de Desmodesmus sp. Os triângulos 6 

amarelos simbolizam a região de corte da Cas9. As setas azuis simbolizam os primers 7 

específicos para a cepa S. obliquus, enquanto setas vermelhas simbolizam primers específicos 8 

para a cepa Desmodesmus sp.; a seta verde simboliza o primer seqXE6-F que anela na AGPS1 9 

de ambasas cepas e que pode ser utilizado tanto para o sequenciamento da região de edição 10 

como para o diagnóstico de edição de alguns guias de ambas as cepas. 11 

 12 

Ambas PCR diagnóstico foram amplificadas junto com os novos primers de 13 

sequenciamento podendo utilizar esses como controle positivo da reação de PCR diagnóstico 14 

para a cepa Desmodesmus sp.. Infelizmente não se observou amplificação para PCR diagnóstico 15 

correspondente ao guia gRNADE6-2, que só amplificou o controle positivo de reação, o que 16 

determina que não temos um método de screening para possíveis edições causadas pela Cas9 17 

direcionada pelo guia gRNADE6-2 da cepa Desmodesmus sp. No ensaio da atividade in vitro 18 

da Cas9 associada a esse RNA guia já tínhamos observado uma clivagem ou degradação afetada 19 

(pouca efetividade) quando foi testada junto com região alvo que contém a sequência 20 

complementar ao gRNADE6-2 (Figura 11). Uma vez validadas as PCRs diagnóstico, foram 21 

submetidas a este teste 50 colônias da placa obtida da eletroporação 2x750V + 5x20V da cepa 22 

S. obliquus. Os resultados revelaram amplificação para todos os diagnósticos (1, 2 e 3) para 23 
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todas as colônias testadas (Figura 15), senda essas colônias reprovadas e por conseguinte, não 1 

apresentam edição. 2 

 3 

   4 

Figura 14. Validação dos novos primers de sequenciamento e diagnósticos para ambas as cepas 5 

S. obliquus e Desmodesmus sp. a) PCR utilizando os primer específicos e gDNA da cepa S. 6 

obliquus. Diag(1), Diag(2) e Diag(3) representam a PCR diagnostico para os guias gRNASE-7 

1, gRNASE-2 e gRNASE-3 respectivamente. “+C”: utilização do par de primer de 8 

sequenciamento (seqXE6-F x seqSE6-R) como controle positivo de reação de PCR. b) PCR 9 

utilizando os primers específicos e gDNA da cepa Desmodesmus sp. diagDE6(1), diagDE6(2) 10 

e diagDE6(3) representam a PCR diagnostico para os guides gRNADE6-1, gRNADE6-2 e 11 

gRNADE6-3 respectivamente. Junto a todos as PCRs diagnostico da cepa Desmodesmus sp. 12 

foram adicionados também o par de primers específicos para o sequenciamento da região de 13 

edição da Cas9 (seqXE6-F x seqDE6-R) como controle positivo da reação de PCR. Para ambas 14 

as cepas se utilizou como marcador molecular 1Kb plus DNA ladder (Invitrogem) localizado 15 

na primeira via de cada eletroforese; “-”: Controle negativo que utiliza H20 ultrapura como 16 

molde na reação de PCR. “+”: reação de PCR com gDNA como molde. 17 

 18 
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 1 

Figura 15. Eletroforese das PCR diagnóstico de colônias de S. obliquus com os novos primers, 2 

submetidas a eletroporação (2x750 V + 5x20 V) com os complexos formados com os guias: 3 

gRNASE.-1, gRNASE6-2 e gRNASE6-3. Todas as reações de PCR utilizaram o par de primers 4 

controle seqXE6-F x seqSE6-R e o primer diagnóstico correspondente. Na esquerda se localiza 5 

o marcador molecular 1Kb plus DNA ladder (Invitrogen). (1), (2) e (3) determinam o tipo de 6 

diagnóstico para a região de edição complementar aos guias gRNASE.-1, gRNASE6-2 e 7 

gRNASE6-3, respectivamente. 8 

 9 

A PCR diagnóstico parece ser um método de screening confiável pela sua especificidade 10 

e relativamente rápido. Assim, o screening por qPCR torna-se uma alternativa mais rápida com 11 

a mesma especificidade que a PCR convencional. Nesta outra metodologia de screening se 12 

aplica o mesmo princípio de não amplificação por incompatibilidade do primer em caso de 13 

houver edição genica do sistema CRISPR/Cas9. Só que para a qPCR não se precisa visualização 14 

por eletroforese, uma vez que o resultado pode ser visualizado diretamente num computador, 15 

reduzindo amplamente o tempo de análise, podendo analisar um maior número de amostras por 16 

rodada (96 reações) e evitando possíveis contaminações cruzadas na hora de carregar as 17 

amostras de PCR no gel de agarose. 18 

A metodologia de diagnóstico por qPCR foi utilizada para avaliar as possíveis edições 19 

por CRISPR/Cas9. No total, foram analisadas 400 colônias de cada cepa, como indicado na 20 

Tabela 7. Infelizmente, todas as colônias analisadas apresentaram amplificação quando foram 21 

submetidas ao teste de qPCR. Na Figura 15 pode-se observar as curvas de melting resultantes 22 
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da amplificação de uma qPCR para as cepas S. obliquus e Desmodesmus sp. Quando não se 1 

observa a curva de melting, como no caso da reação do controle negativo (sem adição de 2 

gDNA), pode se considerar que a colônia submetida ao teste apresenta uma possível edição 3 

mediante ação do complexo CRISPR/Cas9. Por outro lado, a presença da curva característica 4 

do melting determina que a colônia analisada não apresentou nenhuma edição gênica.  5 

 6 

Tabela 7. Número de colônias analisadas para as diferentes condições de eletroporação 7 

(Voltagem) mediante teste molecular de diagnóstico de colônias por qPCR. 8 

 2x150 V 2x550 V 2x750 V 2x1000 V 

S. obliquus 100 100 100 100 

Desmodesmus sp. 100 100 100 100 

 9 
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 1 

Figura 15. Screening de possíveis colônias editadas mediante análise de curva de melting da 2 

qPCR. Exemplo da análise diagnóstico de colônias após eletroporação de S. obliquus (2x750 V 3 

+ 5x20 V, Colônia 10) e Desmodesmus sp. (2x750 V + 5x20 V, colônia 15). a) Controle 4 

negativo das análises diagnóstico para a cepa S. obliquus, b) Diagnóstico qPCR para a edição 5 

do complexo Cas9:gRNASE6-1 (S. obliquus), c) Diagnóstico qPCR para a edição do complexo 6 

Cas9:gRNASE6-2 (S. obliquus), d) Diagnóstico qPCR para a edição do complexo 7 

Cas9:gRNASE6-3 (S. obliquus), e) Controle negativo do análises diagnóstico para a cepa 8 
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Desmodesmus sp., f) Diagnóstico qPCR para a edição do complexo Cas9:gRNADE6-1 1 

(Desmodesmus sp) e g) Diagnóstico qPCR para a edição do complexo Cas9:gRNADE6-3 2 

(Desmodesmus sp.). 3 

 4 

Em vista aos resultados obtidos até o momento, existem diferentes cenários que 5 

poderiam explicar a falta de resultados positivos na obtenção de cepas editadas mediante a 6 

tecnologia CRISPR/Cas9 RNP. A eficiência da tecnologia CRISPR/Cas9 pode variar 7 

dependendo de vários fatores, como o tipo de método de edição e a escolha do alvo para a 8 

edição. Embora o design dos gRNAs pelo programa utilizado leva em conta a melhor região 9 

possível para a edição de ambas as cepas, esses programas se baseiam em algoritmos criados a 10 

partir de cepas de microalgas que são comumente utilizadas como organismos modelos de 11 

pesquisa como, por exemplo, Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella sp. e Nannochloropsis sp. 12 

Foram essas microalgas que se utilizou como referência para o desenho dos gRNAs 1, 2 e 3 13 

para ambas cepas S. obliquus e Desmodesmus sp. Embora existam alguns trabalhos de 14 

engenharia genética em S. obliquus e Desmodesmus sp., até a presente data não existem relatos 15 

de edição gênica nessas espécies com a tecnologia CRISPR/Cas9 e, muito menos, ferramentas 16 

de estudos in silico ou de desenho de gRNAs específicos que possam melhorar o uso da 17 

tecnologia CRISPR/Cas9 nessas espécies. Por isso, e devido à pouca informação ou ferramentas 18 

disponíveis para outras cepas não modelo, o desenho e o uso desse tipo de ferramentas pode ser 19 

menos precisa. Outro fator possível que pode ser limitante na hora de aplicar a tecnologia 20 

CRISPR/Cas9 RNP é a capacidade de reparo do DNA da célula hospedeira. Embora não 21 

saibamos como pode ser essa capacidade de reparo em S. obliquus e Desmodesmus sp., não 22 

podemos descartar que uma clivagem do complexo Cas9:gRNA na região de corte prevista 23 

tenha um reparo mais eficiente do que em outras espécies de microalgas.  24 

Outro cenário que pode ser determinante é a toxicidade da nuclease Cas utilizada. Até 25 

o momento a Cas mais empregada é a Cas9, cuja toxicidade tem sido documentada para alguns 26 

organismos, podendo ter um efeito letal devido a clivagem fora das sequências-alvo (off-targed) 27 

levando a morte celular (NADUTHODI; BARBOSA; VAN DER OOST, 2018). Já tem sido 28 

documentado especificamente o efeito tóxico da Cas9 para microrganismos fotossintéticos 29 

(GREINER et al., 2017; HOPES et al., 2016; JIANG et al., 2014; LI, Hung et al., 2016; 30 

WANG, Qintao et al., 2016; WENDT et al., 2016). Porém, ante uma possível toxicidade por 31 

parte da Cas9, não podemos descartar que existam microalgas que possam superar ou 32 

sobreviver a essa toxicidade após incorporar no seu interior o complexo com a Cas9. 33 

Atualmente, vem sendo estudadas outros tipos de Cas com uma melhor performance e menor 34 
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toxicidade para organismos fotossintéticos como a Cas12, a qual surge como uma alternativa 1 

mais efetiva do que a Cas9 pra alguns organismos fotossintéticos, tanto em plantas como em 2 

microalgas ou cianobactérias (KIM, Hyeran et al., 2017; NADUTHODI et al., 2019; 3 

UNGERER; PAKRASI, 2016).  4 

Finalmente, e depois de muitas tentativas e diversas condições testadas, não podemos 5 

descartar tampouco a ineficiência da entrega do complexo Cas9:gRNA para ambas as 6 

microalgas. Devido a uma parede celular robusta por parte de ambas as cepas ou por uma 7 

eletroporação ineficiente ou não otimizada e, sobretudo, pela falta de um controle positivo, não 8 

podemos confirmar a entrada do complexo no interior celular nem validar as condições de 9 

eletroporação. Existem alternativas que talvez poderiam ser um método de “delivery” melhor 10 

do que a eletroporação como, por exemplo, a utilização de um peptídeo sinal de importação no 11 

interior celular e nuclear, que seja reconhecido pela célula e que permita a incorporação do 12 

complexo no interior das microalgas. Entretanto, isso requer um conhecimento mais 13 

aprofundado de proteínas de transporte que possam auxiliar nessa incorporação. Outra 14 

alternativa que não precisa de conhecimento de sequências de transporte é mediante balística; 15 

os complexos proteicos são carregados em micropartículas de ouro que posteriormente se 16 

utiliza para “bombardear” as células de com objetivo de atravessar a parede celular até atingir 17 

o interior celular e lá exercer sua função (MARTIN-ORTIGOSA; WANG, 2014). As 18 

microalgas Phaeodactylum tricornutum e Tetraselmis sp. têm sido editadas mediante a enzima 19 

Cas9 e introduzida mediante bombardeio proteolístico com sucesso (CHANG et al., 2020; 20 

SERIF et al., 2018). 21 

 22 

4. CONCLUSÕES 23 

Nesse estudo conseguimos obter e confirmar as sequências parciais do gene chave da 24 

síntese de amido AGPS1 das cepas Scenedesmus obliquus Petrobras/Furg (éxons 4, 5, 6 e 7) e 25 

Desmodesmus sp. Petrobras/Furg (éxons 4, 5, 6, 7, 8, e 9). Também, conseguimos elaborar um 26 

protocolo optimizado de extração de RNA unificado para ambas as microalgas. O desenho e 27 

validação in vitro de RNAs guias para a endonuclease Cas9 para ambas as microalgas, com um 28 

protocolo molecular de diagnóstico de edição específico para cada RNA guia. E, finalmente, 29 

confirmamos a viabilidade celular das microalgas a pulsos elétricos de até 1200V (S. obliquus) 30 

e 1000V (Desmodesmus sp.). 31 

 32 

  33 
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DISCUSSÃO GERAL  1 

As emissões de CO2 estão fortemente ligadas ao uso de combustíveis fosseis, como 2 

carvão, petróleo e gás natural, que são queimados para geração de energia, transporte, produção 3 

industrial e aquecimento. Essas atividades liberam grandes quantidades de CO2 na atmosfera, 4 

contribuindo significativamente para o aumento das concentrações atmosféricas desse e gás e 5 

potencializando cada vez mais o efeito estufa e o aquecimento global (LIU, Yuzhong et al., 6 

2021).  7 

Umas das alternativas para mitigar as emissões de CO2 e reduzir o impacto do 8 

aquecimento global é a utilização de biocombustíveis. Os biocombustíveis são combustíveis 9 

renováveis derivados de fontes biológicas, como plantas, algas ou resíduos orgânicos, e podem 10 

ser utilizados como substitutos ou aditivos aos combustíveis fosseis em veículos, usinas de 11 

energia ou processos industriais (GOMIERO, 2015; KANIAPAN et al., 2021; SUNDARAM 12 

et al., 2023). Entre eles destacam-se os combustíveis de 3 geração, que são os feitos a partir de 13 

microalgas.  14 

Os combustíveis 3G, reduzem as emissões de CO2 através do ciclo do carbono neutro, 15 

pois o CO2 liberado é equivalente ao CO2 absorvido pelas microalgas ao longo do crescimento, 16 

resultando em emissões liquidas de CO2 próximas a Zero (TREDICI, 2010). Outra vantagem, 17 

é que a queima de biocombustíveis geralmente emite menos gases de efeito estufa do que os 18 

combustíveis de origem fóssil (SUNDARAM et al., 2023). Os biocombustíveis 3G podem 19 

também ser produzidos a partir de resíduos industriais, agrícolas ou urbanos, aproveitando e 20 

bioremediando esses resíduos (GHAFFAR et al., 2023; RANJBAR; MALCATA, 2022; 21 

RATTANAPOLTEE; KAEWKANNETRA, 2014). Em comparação aos seus antecessores, o 22 

biodiesel de microalgas pode ser feito em águas salobras evitando o uso e competição de terras 23 

agrícolas e águas de consumo humano em geral (GENDY; EL-TEMTAMY, 2013; JOHNSON; 24 

WEN, 2010).  25 

Apesar de todas as vantagens, o custo de produção dos biocombustíveis feitos a partir 26 

de biomassa de microalgas não pode competir com o custo de produção dos combustíveis 27 

fosseis. O que demanda uma melhora de todos os processos envolvidos na sua produção, desde 28 

as estruturas e meios de cultivos, passando pelo teor de biomassa e lipídeos neutro, até os 29 

processos de coleta e metodologias de extração dos lipídeos, os quais tem que ser viáveis 30 

economicamente, respeitosos com o meio ambiente e escaláveis industrialmente 31 

(DEWANGAN; YADAV; MALLICK, 2018; ROSELET; BURKERT; ABREU, 2016; 32 

SNEHA et al., 2023). 33 
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Nessa tese, foram testadas duas estratégias genéticas para melhorar a produção de 1 

lipídeos de duas cepas de microalgas com características especiais. Primeiramente foram 2 

identificadas ambas as espécies mediante técnicas moleculares baseadas nas sequencias ITS 3 

ribossomais. Os resultados obtidos definiram que uma das cepas corresponde a espécie 4 

Scenedesmus obliquus (com 100% de similaridade), e a outra cepa é provavelmente uma 5 

espécie ainda não descrita pertencente ao gênero Desmodesmus. Apesar de ambas as cepas 6 

pertencer ao grupo de microalgas oleaginosas (YANG; ZHANG; HU, 2020), os custos de 7 

produção de biodiesel a partir delas ainda não consegue competir com os combustíveis de 8 

origem fóssil. Por isso, com intuito de melhorar essa produção, foram definidas estratégias 9 

genéticas para aumentar os níveis intrínsecos de lipídeos em ambas as espécies.  10 

O biodiesel é feito a partir dos TAGs, por isso o foco dessa tese foi redirecionar o fluxo 11 

de carbono a favor da síntese dessa macromolécula. É bem conhecido que o carbono orgânico 12 

fixado ou obtido pelas microalgas se distribui entre a formação do TAG e amido, que são os 13 

dois tipos de moléculas utilizadas como reserva de energia em células vegetais, o que torna as 14 

vias de sínteses de ambas as moléculas como competitivas pelo carbono orgânico (DE JAEGER 15 

et al., 2014; LI et al., 2010). A fim de alcançar o nosso objetivo, o foco dessa tese foi modificar 16 

ou alterar as rotas bioquímicas ou metabolismo de ambas as cepas de microalgas, para 17 

redistribuir esse carbono orgânico, reduzindo ou apagando a via de síntese do amido para 18 

favorecer mais a via de síntese dos TAG.   19 

Uma das estratégias utilizadas nessa tese foi a edição dirigida mediante a tecnologia 20 

CRISP/Cas9 RNP, cujo alvo foi a enzima chave da síntese de amido AGPS1. A tecnologia 21 

CRISPR/Cas9 RNP é uma feramente molecular que deleta especificamente uma sequência 22 

genica pudendo eliminar sua função sem implicar a adição de DNA exógeno (LIU et al., 2022; 23 

PICKAR-OLIVER; GERSBACH, 2019). Porém, para a correta aplicação dessa tecnologia, é 24 

necessário um conhecimento genético da microalga alvo bem específico enquanto a genoma e 25 

fisiologia. Embora muitos esforços e tempo nesse processo, não foi possível implementar essa 26 

técnica nas cepas de estudo, porém, alcançamos alguns dos nossos objetivos específicos como 27 

a implementação de um protocolo de extração de RNA para ambas as cepas e o sequenciamento 28 

parcial do gene alvo AGPS1 também em ambas as cepas de microalgas.  29 

A outra estratégia aplicada e implementada nessa tese para conseguir reduzir ou apagar 30 

a síntese de amido, foi a utilização da mutação randômica induzida por um agente físico. As 31 

mutações randômicas ocasionam mutações arbitrarias em lugares inespecíficos do genoma do 32 

organismo alvo (BLEISCH et al., 2022; TROVÃO et al., 2022), no nosso caso foi utilizado a 33 

irradiação com luz UV. Estratégia que mediante o screening adequado (teste de vapor de iodo), 34 
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foram obtidos 4 possíveis mutantes amido-deficientes dos quais apenas dois manteriam as 1 

mutações ou fenótipos desejados: o mutante tM-10, que apresentou uma redução total da síntese 2 

de amido, e o mutante tN-30 que apresentou uma redução parcial da síntese de amido. Ambos 3 

os mutantes, tM-10 e tN-30, apresentaram estabilidade de fenótipo após mais de 10 ciclos de 4 

cultivo, e comparados com a cepa selvagem, tanto tM-10 como tN-30 mostraram um aumento 5 

significativo de 1.5 e 2.3 vezes respectivamente dos lipídeos neutros.  6 

Ao fazer  uma comparação entre ambas estratégias empregadas, entendemos que o 7 

sucesso ou não depende da requisitos da aplicabilidade de ambas tecnologias, como foi 8 

enunciado antes, a tecnologia CRISPR/Cas9 é uma ferramenta que apresenta uma maior 9 

especificidade para a edição genética, ela precisa de um grande conhecimento de base da 10 

espécie alvo, e não é por acaso que a maioria de trabalhos que relatam a implementação desta 11 

técnica com sucesso, é em espécie de microalgas que são mundialmente utilizadas como 12 

espécies modelos ou estão perto de ser etiquetadas como tal (DHOKANE et al., 2023; 13 

NADUTHODI; BARBOSA; VAN DER OOST, 2018). Já para nossas cepas, não se tem 14 

conhecimento até o momento de implementações com sucesso dessa ferramenta nos gêneros 15 

Scenedesmus e Desmodesmus. Por outro lado, a metodologia de mutação aleatória, mesmo que 16 

não apresente especificidade pelos genes alvos e, uma baixa taxa de sucesso na hora de 17 

conseguir uma cepa com as mutações desejadas, é uma metodologia que para ser aplicada não 18 

tem a necessidade de um conhecimento aprimorado ou específico sobre a genética da espécie 19 

alvo. Em contrapartida, o efeito da não especificidade pode ser reduzido com um aumento dos 20 

mutantes gerados e com um aprimoramento do screening utilizado, por exemplo, a citometria 21 

de fluxo, utilizada adequadamente, permite uma seleção de alto rendimento ao conseguir 22 

analisar e selecionar um alto número de células individuares em pouco tempo e com uma grande 23 

variedade de características desejadas (ZENG et al., 2020). Porém, um aumento dos mutantes 24 

gerados não garante o sucesso de conseguir os fenótipos procurados, como no caso da cepa S. 25 

obliquus para a qual não foi possível conseguir nenhum mutante com os fenótipos procurados. 26 

No entanto, para a cepa Desmodesmus sp. Petrobras/FURG foram gerados 2 mutantes com os 27 

fenótipos de redução de amido como foi definido antes.  28 

É conhecido que a sínteses ou acumulação de TAG responde a diversos fatores ou 29 

estresses abióticos, tendo um grande impacto os fatores de salinidade, intensidade de luz e a 30 

carência de nitrogênio (ZIENKIEWICZ et al., 2016). De acordo com essas premissas e para 31 

melhorar ainda mais os resultados dessa tese, foi selecionado o mutante tN-30, quem apresentou 32 

os maiores níveis de lipídeos neutros, para incrementar ainda mais a sua produção otimizando 33 

as variáveis de salinidade e intensidade de luz mediante a CCD e a implementação de cultivos 34 
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em duas fases, uma primeira fase de crescimento e obtenção de biomassa em cultivos com 1 

adição de nitrogênio, e uma segunda fase de indução na qual foi retirado o nitrogênio. Traz 2 

esses ajustes das condições abióticas de salinidade, intensidade de luz e restrição de nitrogênio, 3 

a cepa tN-30 passou a produzir na fase estacionaria uma meia de 2,1 vezes mais lipídeos neutros 4 

do que nas condições de cultivos iniciais (salinidade 10 g/L, 50 µmol/m2/s e N+) e 4.5 vezes 5 

mais do que a cepa wild-type nessa mesma condição. Tendo em conta a variável tempo, nossos 6 

resultados nos indicaram que para a cepa Desmodesmus tN-30 a maior produtividade de 7 

lipídeos neutros foi obtida a salinidade 10 g/L, 693 µmol/m2/s, no sexto dia de cultivo em 8 

deficiência de nitrogênio. Com uma produtividade de fluorescência de lipídeos neutros de 9 

1.250.139 a.u./L/d, que foi 1.74 vezes maior do que a cepa wild-type na mesma condição.  10 

  11 
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CONCLUSÕES GERAIS  1 

Primeiramente nesse estudo, foi possível identificar ambas as cepas de microalgas por 2 

meio de taxonomia molecular utilizando a sequências ITSs: uma como Scenedesmus obliquus 3 

e a outra como uma espécie ainda não descrita do gênero Desmodesmus.  4 

A irradiação com luz UV (25.000 µJ/cm2) induz mutações randômicas na microalga 5 

Desmodesmus sp. FURG/Petrobras. 6 

Mediante irradiação com luz UV foram obtidos 2 mutantes da cepa Desmodesmus sp. 7 

Petrobras/FURG com redução total e parcial de amido: tM-10 e tN-30 respectivamente. 8 

As mutações dos mutantes tM-10 e tN-30 demostraram estabilidade fenotípica após 10 9 

ciclos de cultivos. 10 

Os mutantes tM-10 e tN-30 apresentaram um aumento significativo dos níveis de 11 

lipídeos neutros de 1.5 e 2.3 vezes maior do que a cepa wild-type. 12 

A inibição da síntese de amido redireciona o fluxo de carbono orgânico a favor da 13 

síntese de TAG na cepa Desmodesmus sp. Petrobras/FURG. 14 

O bloqueio da síntese de amido não compromete a dinâmica de crescimento das cepas 15 

mutantes tM-10 e tN-30. 16 

O aumento de lipídeos neutros nos mutantes tM-10 e tN-30 acentuam o potencial dessas 17 

cepas para a geração de biodiesel. 18 

Os mutantes tO-06 e tO-11 restauraram o fenótipo selvagem. 19 

Foram validadas as condições preestabelecidas, mediante a ferramenta Delineamento 20 

composto central, de salinidade e intensidade de luz para maximizar os níveis de biomassa na 21 

cepa Desmodesmus sp. tN-30; foi de 6,9 g/L e 693 µmol/m2/s, respectivamente. 22 

O déficit de nitrogênio em cultivo de duas etapas melhora os índices de biomassa na 23 

cepa Desmodesmus sp. tN-30. 24 

Foi validado que o aumento do estresse salino e da intensidade luminosa aumenta os 25 

níveis de lipídeos neutros da cepa Desmodesmus sp. tN-30, conforme a predição da ferramenta 26 

Delineamento composto central. 27 

O déficit de nitrogênio em cultivo de duas etapas melhora a produção de lipídeos neutros 28 

da cepa Desmodesmus sp. tN-30. 29 
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A melhor produtividade de lipídeos neutros foi a salinidade 10 g/L, intensidade de luz de 693 1 

µmol/m2/s, e em déficit de nitrogênio (cultivo de duas etapas) no sexto dia de cultivo com 2 

uma produtividade de 1.250.139 a.u./L/d. 3 

O mutante tN-30 apresenta um melhor crescimento do que a cepa wild-type em condições de 4 

estresse salino e de intensidade de luz. 5 

Pela primeira vez foi avaliado e descrito o perfil de ácidos graxos das cepas tN-30 e wild-type 6 

da microalga Desmodesmus sp. FURG/Petrobras. A cepa tN-30 mostrou um perfil de ácidos 7 

graxos com maiores taxas de SFAs e MUFAs do que a cepa wild-type. 8 

Os ácidos graxos mais representativos de ambas as cepas de microalgas tN-30 e wild-type foram 9 

o ácido palmítico (C16:0) e o ácido oleico (18:1). 10 

Foram obtidas e confirmadas as sequências parciais do gene chave da síntese de amido AGPS1 11 

da cepa de microalga Scenedesmus obliquus FURG/Petrobras (exóns 4, 5, 6 e 7). 12 

Foram obtidas e confirmadas as sequências parciais do gene chave da síntese de amido AGPS1 13 

da cepa de microalga Desmodesmus sp. FURG/Petrobras (exóns 4, 5, 6, 7, 8, e 9).  14 

Foi elaborado um protocolo optimizado de extração de RNA unificado para ambas as cepas de 15 

microalgas S. obliquus e Desmodesmus sp.. 16 

Foram desenhados e validados in vitro RNAs guias para a endonuclease Cas9 para ambas as 17 

cepas de microalgas S. obliquus e Desmodesmus sp., com um protocolo molecular de 18 

diagnóstico de edição especifico para cada RNA guia.  19 

Foi testada e validada a viabilidade celular das microalgas a pulsos elétricos de até 1200V (S. 20 

obliquus) e 1000V (Desmodesmus sp.). 21 

Foi comprovado que a mutação randômica por irradiação com luz UV foi mais efetiva do que 22 

a tecnologia CRISPR/Cas9 RNP na hora de obter mutantes com pouca ou nenhuma síntese de 23 

amido na cepa Desmodesmus sp. Petrobras/FURG. 24 

  25 
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PERSPECTIVAS  1 

O objetivo principal dessa tese foi conseguir uma cepa mais produtiva em quanto lipídeos 2 

neutros se refere. Embora esse objetivo tenha sido atingido com sucesso com a geração da cepa 3 

tN-30 e o melhoramento a traves das modificações nos fatores abióticos de salinidade, 4 

intensidade de luz e deficiência de nitrogênio em cultivos de duas etapas, ainda podem se 5 

aprimorar mais por médio de: 6 

 Estudo de intensidade de luz maiores a 693 µmol/m2/s. 7 

 Estudo de diferentes tipos de sais como indutores da sínteses de lipídeos neutros. 8 

 Estudo do déficit e suplementação de fosforo nos cultivos. 9 

Também, temos um grande interesse em sequenciar o genoma completo, através da 10 

tecnologia “Oxford Nanopore Sequencing”, de todas as nossas cepas obtidas nesse trabalho 11 

para caracterizar as mutações que apresentam os mutantes randômicos e compreender melhor 12 

o metabolismo bioquímico das nossas cepas. 13 

Finalmente, nossos esforços por implementar a tecnologia CRISPR/Cas continuarão com 14 

os seguintes focos: 15 

 Uso de outros tipos de Cas, como por exemplo a endonuclease Cpf1 ou Cas12, que têm 16 

mostrado um ótimo resultado de edição em organismo fotossintéticos. 17 

 Uso de outras formas de “delivery” do complexo gRNA:Cas como vias de entradas para 18 

o interior celular. 19 

 20 

  21 
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