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RESUMO

A demanda por alimentos mais saudaveis, cultivados sem utilizacdo de fertilizantes quimicos e
tratados sem pesticidas € cada vez maior. Ainda que os residuos desses insumos agricolas
sintéticos encontrados nos alimentos ndo excedam os limites permitidos para consumo humano,
ndo se tem conhecimento exato dos efeitos do acimulo dessas substancias no organismo. Neste
contexto, microalgas podem representar potenciais alternativas para o melhoramento de
cultivos agricolas, pois possuem em sua cCOmposi¢do compostos que atuam como promotores
do desenvolvimento vegetal. Estes compostos, também chamados de fitohormdnios,
desempenham papel importante na mediacao do crescimento e respostas ao estresse nas plantas.
Entre os principais fitohormonios estudados, estdo a auxina &cido 3-indolacético (AlA) e a
citocinina trans-zeatina (t-Z). Diante do exposto, 0 presente estudo tem como objetivo avaliar
a obtencdo de promotores de crescimento vegetal a partir de microalgas. As cepas
Chlamydomonas reinhardtii CC 1021, Chlorella fusca LEB 111, Chlorella vulgaris LEB 112,
Scenedesmus obliquus LEB 117, Synechococcus nidulans LEB 115 e Spirulina sp. LEB 18
pertencentes a Colecdo do Laboratdrio de Engenharia Bioquimica da Universidade Federal do
Rio Grande, foram cultivadas com o intuito de verificar quais se apresentam como potencias
produtoras de AIA e t-Z. Assim, foram realizados cultivos autotroficos com fotoperiodo 12 h
claro/escuro e com luz continua. Tambeém foram realizados cultivos heterotroficos em modo
batelada alimentada com adicdo de glicose. Os cultivos autotréficos foram realizados durante
15 dias em fotobiorretores tipo Erlenmeyer com volume util de 0,4 L, mantidos a 30 °C em
estufa termostatizada, 70 pmolsetons M? s e agitacio realizada com injecéo de ar estéril. Os
cultivos heterotréficos foram realizados durante 10 dias em fotobiorretores tipo Erlenmeyer
com volume util de 0,4 L, mantidos a 30 °C em camara incubadora, com agitacdo orbital de
100 rpm, sem a presenca de luz e em modo batelada alimentada mantendo concentragéo de
0,5 g L1 de glicose nos meios de cultivo. A microalga Chlamydomonas reinhardtii foi cultivada
em meio Tris Acetato Fosfato (TAP) durante 10 dias em fotobiorreatores tipo Erlenmeyer com
volume atil de 0,4 L mantidos em camara incubadora, com agitagdo orbital de 100 rpm a 25 °C
e 70 umolsstons M2 s, nas condicBes autotroficas e heterotréficas citadas anteriormente. Como
resultados, todas as microalgas cresceram e produziram AlA e trans-zeatina enddgenos nas trés
condicdes avaliadas (autotréfico 12 h claro/escuro, autotréfico 24 h claro e heterotrofico). As
concentracdes de AIA variaram de 1,94 a 56,45 nmol g*. Enquanto que as concentracdes de t-
Z obtidas variaram de 0,06 a 35,52 pmol g*. A microalga Chlamydomonas reinhardtii CC1021,
apresentou as maiores concentragdes de AIA (20237,34 nmol g?) e t-Z (2593,89 nmol g1) com
o cultivo heterotréfico, destacando-se entre as demais microalgas estudadas. Além disso, as
condigdes de cultivo estudadas foram capazes de incrementar as concentracGes de carboidratos
e proteinas na biomassa das microalgas cultivadas. Logo, as condi¢des de cultivo e a espécies
microalgais utilizadas, apresentaram resultados promissores. Portanto, este estudo contribui
com alternativas de minimizacao das consequéncias ambientais causadas pelo uso de insumos
quimicos sintéticos na agricultura.

Palavras-chave: Auxinas. Citocininas. Fitohormdnios. Fotoperiodo. Microalgas.






ABSTRACT
OBTAINMENT OF VEGETABLE GROWTH PROMOTERS BY MICROALGAE

The demand for healthier foods, obtained without chemical fertilizers and pesticides is
increasing nowadays. Although the residues of these synthetic agricultural inputs found in foods
do not exceed the limits allowed for human consumption, there is no exact knowledgement
about the accumulation effects of these substances in the healthy. In this context, microalgae
may represent potential alternatives for the improvement of agricultural crops, since they have
in their composition many compounds that can act as plant promoters. These compounds, also
called phytohormones, and play an important role in mediating growth and stress responses in
plants. Among the main phytohormones are the auxin 3-indoleacetic acid (AlA) and the
cytokinin trans-zeatin (t-Z). Therefore, the present study aims to evaluate the obtainment of
vegetable plant promoters by microalgae. The strains Chlamydomonas reinhardtii CC 1021,
Chlorella fusca LEB 111, Chlorella vulgaris LEB 112, Scenedesmus obliquus LEB 117,
Synechococcus nidulans LEB 115 and Spirulina sp. LEB 18 were cultivated with the purpose
of verifying which microalga can be considered as producing potential of AIA and t-Z. Thus,
were performed autotrophic cultivations with photoperiod 12 light/dark and continuous light.
Heterotrophic cultivations were also performed with addition of glucose in fed batch. The
autotrophic cultivations were performed for 15 days in Erlenmeyers photobioreactors
(0.4 L), at 30 °C in a growth chamber, under 70 pmolpnotons M s™* of illuminance and aeration
by sterile air injection. The heterotrophic cultivations were carried out for 10 days on
Erlenmeyer type photobioreaders with a useful volume of 0.4 L, kept at 30° C in incubator
chamber, with orbital agitation of 100 rpm, without the presence of light and in batch mode fed
while maintaining concentration of 0.5 g L™ of glucose in culture media. The microalga
Chlamydomonas reinhardtii CC1021 was cultured in Tris Acetate Phosphate (TAP) medium
for 10 days in Erlenmeyer photobioreactors (0.4 L), in incubator chamber with orbital shaking,
at 100 rpm at 25 °C and 70 pmolpnotons M-2 s7%, at autotrophic and heterotrophic conditions
mentioned above. As a result, all microalgae grew and produced AIA and t-Z endogenous in
the three conditions evaluated (12 h light/dark, 24 h light and heterotrophic). The concentrations
of AIA ranged from 1.94 to 56.45 nmol g*. While the obtained t-Z concentrations ranged from
0.06 to 35.52 pmol g*. The microalgae Chlamydomonas reinhardtii CC1021 had the highest
concentration of AIA (20237,34 nmol g?) and t-Z (2593,89 nmol g*) with the heterotrophic
cultivation, highlighting among other microalgae cultivated. In addition, the culture conditions
studied were able to increase the carbohydrate and protein content in the microalgal biomass.
The culture conditions and microalgal species evaluated showed promising results. Therefore,
this study contributes with alternatives to minimize the environmental consequences caused by
the use of synthetic chemical inputs in agriculture.

Keywords: Auxins. Cytokinins. Phytohormones. Photoperiod. Microalgae.
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1 INTRODUCAO

A agricultura é considerada uma atividade essencial para a vida humana, portanto
é imprescindivel o estabelecimento de praticas agricolas sustentaveis, que preservem o meio
ambiente e proporcionem seguranca alimentar (GOMIERO, 2017). Na agricultura, pesticidas e
fertilizantes quimicos sdo utilizados em grandes concentra¢fes. Os pesticidas evitam perdas
causadas por doencas e pragas nas plantacfes agricolas, enquanto que os fertilizantes sdo
aplicados em cultivos vegetais a fim de fornecer substancias necessérias para o
desenvolvimento e crescimento de vegetais (BALE; VAN LENTEREN; BIGLER, 2008).

Pesquisas apontaram que a populacdo mundial ird aumentar 50% neste século,
atingindo cerca de 11,2 bilhdes até 2100 (UNITED NATIONS, 2015). Isso implica expansao
do sistema agricola moderno para atender as crescentes necessidades alimentares da populacéo.
No entanto, essa modernizacao da agricultura vem acarretando o aumento do uso de pesticidas
e fertilizantes quimicos. Ambos contém elementos toxicos contaminantes dos alimentos, solo e
agua, que podem causar diversas consequéncias ambientais, como reducdo da biodiversidade
global (LANZ; DIETZ; SWANSON, 2018; STEHLE; SCHULS, 2015).

Devido a esses fatores, pesquisas na area agricola visam desenvolver alternativas
para minimizar essas consequéncias ambientais, como a producdo de insumos agricolas
naturais. Os biofertilizantes sdo insumos agricolas naturais que podem ser produzidos a partir
de micro-organismos, como as microalgas (GOMIERO, 2017). Além de apresentarem
biomassa rica em macro e micronutrientes, as microalgas produzem substancias promotoras do
crescimento vegetal, como auxinas e citocininas (LU; XU, 2015).

A aplicagéo da biomassa de microalgas na agricultura apresenta diversas vantagens,
visto que estes micro-organismos podem ser cultivados apresentando maior producdo de
biomassa por area, producdo sem regime de safras, coleta diaria, além de ndo utilizar terras
araveis para serem cultivados (RICHMOND, 1986). Dessa forma, a adicdo de biomassa
microalgal aos cultivos vegetais é alternativa sustentavel, que pode contribuir para a
minimizacgdo das consequéncias ambientais causadas pelo uso de insumos quimicos sintéticos
na agricultura.

Dentre os principais promotores de crescimento vegetal, ou fitohormdnios, como
também sdo chamados estdo a auxina acido 3-indolacético (AlA) e a citocinina trans-zeatina
(t-Z), devido suas funcdes de promoverem o crescimento e desenvolvimento quando aplicados
em cultivos vegetais (LU; XU, 2015; STIRK et al, 2013). Estudos visando a obtencdo de
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promotores de crescimento vegetal a partir de microalgas foram desenvolvidos com o objetivo
de identificar quais géneros sdo capazes de sintetizar estas substancias. Stirk et al. (2013),
verificaram a producdo de diferentes tipos de auxinas e citocininas em 24 espécies de
microalgas, entre estas a microalga Chlamydomonas reinhardtii se destacou produzindo cerca
de 9,2 pmol g de citocininas e aproximadamente 38 nmol g* de auxinas em base seca. Ordog
et al. (2004) avaliaram a produgdo enddgena de citocininas por Chlorophytas, mostrando que
0s géneros Chlorella e Scenedesmus sdo capazes de sintetizar este fitohormonio. A producéo
de auxinas e citocininas também foi estudada em cianobactérias por Ahmed, Stal e Hasnain
(2010), que verificaram a producdo de AIA em Spirulina platensis. Stirk et al. (2002),
estudaram a producdo de auxinas e citocininas em cianobactérias dos géneros Calothrix e
Phormidium, mostrando que cianobactérias sdo capazes de sintetizar promotores de
crescimento vegetal (STIRK et al., 2002). Entretanto, novos estudos sdo necessarios a fim de
otimizar a sintese de fitohorménios por microalgas e esclarecer as vias metabdlicas de producao
(LU; XU, 2015), pois se tem conhecimento destes aspectos em plantas superiores, mas poucos
estudos com microalgas, mostrando a necessidade de trabalhos nesta linha de pesquisa.

O Laboratério de Engenharia Bioquimica, localizado na Escola de Quimica e
Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande, destaca-se por possuir estrutura dedicada
ao estudo do cultivo de microalgas desde 1996. Em sua colecdo de micro-organismos,
encontram-se diversas cepas de microalgas com ambas estruturas (procarioticas e eucaridticas),
como, por exemplo, Chlamydomonas, Chlorella, Scenedesmus, Spirulina, Synechococcus,
entre outras, que possuem potencial para serem utilizadas na obtencdo de promotores de
crescimento vegetal.

Com isso, este estudo avaliou a obtencdo de promotores de crescimento vegetal a
partir de microalgas, visando a futura utilizacdo da biomassa destas espécies como

biofertilizantes agricolas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo avaliar a obtencdo de promotores de

crescimento vegetal a partir de microalgas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar se as microalgas Chlamydomonas reinhardtii CC1021, Chlorella fusca LEB
111, Chlorella vulgaris LEB 112, Scenedesmus obliquus LEB 117, Spirulina sp. LEB
18 e Synechococcus nidulans LEB 115 sdo capazes de produzir a auxina acido 3-
indolacético e a citocinina trans-zeatina;

e Auvaliar nos cultivos das microalgas se a variacdo de fotoperiodo e cultivo em modo
heterotréfico influenciam na producéo de fitohormonios;

e Caracterizar as biomassas microalgais quanto ao contetdo de carboidratos, proteinas e

lipidios, a fim de verificar a relacdo entre fitohormoénios e macromoléculas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 MICROALGAS

Microalgas sdo micro-organismos que vivem em meio aquético e podem apresentar
dois tipos de estrutura: procaridtica ou eucariética (DERNER et al., 2006; VONSHAK, 1997).
As divisdes Cyanophyta (cianobactérias) e Prochlorophyta correspondem as microalgas com
estrutura procaridtica. As divisdes Chlorophyta, Euglenophyta, Rhodophyta, Haptophyta,
Heterokontophyta, Cryptophyta e Dinophyta correspondem as microalgas eucarioticas
(DERNER et al., 2006).

As microalgas sdao amplamente aplicadas como suplementos alimentares, em que a
biomassa ou seu extrato € incorporada na alimentacdo humana (LUCAS et al., 2018; KHAN;
SHIN; KIM, 2018). Entretanto, diversos estudos utilizam a biomassa microalgal em outras
aplicacdes de interesse comercial como: alimentacdo animal (MADEIRA et al.,, 2017;
SMETANA et al., 2017), para extracao de pigmentos e vitaminas (HU et al., 2018; PRATES et
al., 2018), producdo de compostos antioxidantes, antitumorais, anti-inflamatérios e
antimicrobianos (SATHASIVAM et al., 2017), producdo de biocombustiveis (FARIED et al.,
2017; ISLAM; HEIMANN; BROWN, 2017) e na mitigacdo dos gases do efeito estufa
(CARDIAS; MORAIS; COSTA, 2018; DUARTE et al., 2017). A Figura 1 mostra algumas das
diversas aplicagcdes da biomassa de microalgas.

Além das aplicacdes relatadas, as microalgas sdo capazes de produzir substancias
com potencial aplicacdo como biofertilizantes. Pesquisas tém demonstrado que a utilizacdo de
extratos microalgais em cultivos vegetais, resulta em maior absorcdo de nutrientes pelas plantas,
maior acimulo de biomassa vegetal e maior rendimento de plantas. Microalgas possuem a
capacidade de produzir substancias que auxiliam no crescimento das plantas, como auxinas e
citocininas, além de compostos que podem melhorar a estrutura do solo como vitaminas,
aminoacidos, substancias antibacterianas e antifingicas (GARCIA-GONZALES;
SOMMERFELD, 2016).

Em comparacdo ao cultivo de vegetais, microalgas se destacam por apresentar
varias vantagens quando cultivadas para obtencdo de promotores de crescimento vegetal.
Microalgas demonstram maior eficiéncia fotossintética, rapido crescimento, maior producao de
biomassa por &rea, producdo sem regime de safras, coleta diaria, cultivos em condi¢tes
climaticas ambientais, além de ndo utilizar terras araveis para serem cultivadas (DARCY -
VRILLON, 1993; RICHMOND, 1986).
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Figura 1 -AplicacOes da biomassa de microalgas.
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Fonte: Adaptado de KHAN; SHIN; KIM (2018)

3.1.1 Chlorella

Microalgas do género Chlorella (Figura 2) possuem estrutura celular eucariética
unicelular esférica, microscépica, e com didmetro varia de 5-10 um, encontram-se na divisao
Chlorophyta e ordem Chlorococcales (MARGULIS; SCHWARTZ, 2001). Possuem em média
53 % de proteinas, 23 % de carboidratos, 9 % de lipideos e 5 % de minerais em seu peso Seco,
0 que leva este género a ser muito aplicado em alimentacdo humana. Uma caracteristica
importante das microalgas deste género é que possuem o certificado GRAS (Generally
Recognized As Safe) emitido pelo FDA (Food and Drug Administration), podendo ser utilizada
como alimento sem apresentar risco a saide (LOURENCO, 2006).

Estudos relataram que varias espécies de Chlorella possuem em sua composi¢ao
auxinas e citocininas que podem ser utilizadas como promotores de crescimento vegetal (LU;
XU, 2015; STIRK et al., 2002, 2013). Stirk et al. (2014) testaram o efeito da luz, escuro
continuo e condicdo heterotréfica na producdo de fitohorménios endégenos em Chlorella
minutissima MACC 360 , obtendo como resultados o aumento das concentragdes de auxinas e

citocininas presentes na biomassa desta microalga em fotoperido 14 h claro/10 h escuro
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(3,7 pg mg’ e 67,8 pg mg?, de t-Z e AIA, respectivamente) e em cultivo heterotréfico
(3,9 pg mg* e 649,4 pg mg?, de t-Z e AIA, respectivamente), porém na condigio de escuro

continuo ndo ocorreu aumento nas concentragdes destes fitohorménios.

Figura 2 - Micrografia de Chlorella sp.

Fonte: Laboratério de Engenharia bioquimica-LEB-FURG.

3.1.2 Chlamydomonas

Microalgas do género Chlamydomonas (Figura 3) podem apresentar estrutura
celular com flagelos na regido anterior (com func¢Ges de mobilidade e reproducgédo) e um nimero
variavel de mitocondrias. Chlamydomonas reinhardtii € considerado um organismo modelo
fotossintético para estudos metabdlicos, pois possui todo genoma disponivel, sendo assim a
espécie de Chlamydomonas que mais se destaca. Trata-se de uma alga verde eucariotica e
unicelular, com um Unico cloroplasto, onde se encontra todo o aparelho fotossintético
(MERCHANT et al., 2012).

Além disso, estudos evidenciam a utilizacéo de vérias espécies de Chlamydomonas
como produtora de auxinas e citocininas, sendo que a microalga Chlamydomonas reinhardtii
apresenta as maiores concentragdes desses fitorhormdnios em comparacao a outras espécies de
seu género (STIRK et al. 2002, 2013, ZIZKOVA et al. 2017). Stirk et al. (2013) obtiveram
19,1 pmol g* da citocinina trans-zeatina e aproximadamente 40 nmol g da auxina acido
indolacético em Chlamydomonas reinhardtii cultivada em meio Bristol, com temperatura de
25 °C, fotoperiodo 14 h claro/10 h escuro, intensidade luminosa 130 pmoltstons M s,

mostrando a capacidade desta microalga em produzir fitohorménios.
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Figura 3 - Micrografia de Chlamydomonas sp.
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Fonte: Laboratorio de Engenharia bioguimica-LEB-FURG.
3.1.3 Scenedesmus

As microalgas do género Scenedesmus (Figura 4) sdo Chlorophytas, unicelulares e
uninucleadas, pertencem a familia Scenedesmaceae. Estas microalgas possuem forma
elipsoidal, formam col6nias planas pela unido de 5 - 6 células (LOURENCO, 2006).

Em relagdo a presenca de fitohormonios para este género, auxinas e citocininas
foram identificadas por Zizkova et al. (2017) em Scenedesmus obliquus, obtendo como
resultados 0,048 nmol g* de AIA e 3 pmol.mg™ de t-Z. Auxinas foram identificadas por Lu e
Xu (2015) em Scenedesmus armatus com objetivo de demonstrar os papéis desses
fitorhdmonios no crescimento e divisdo celular dessa microalga. Outros estudos relataram que
espécies do género Scenedesmus sdo produtoras de citocininas, com concentragdes de
citocininas variando de 0,018 a 6,5 nmol g (ORDOG et al. 2004; STIRK et al., 2002, 2013;
ZIZKOVA et al. 2017).

Figura 4 -Micrografia de Scenedesmus sp.

Fonte: Laboratério de Engenharia bioquimica-LEB-FURG.
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3.1.4 Spirulina

Spirulina (Figura 5) é uma cianobactéria pertencente ao grupo das Cyanophytas.
Essa microalga possui estrutura procariotica, filamentosa, que forma tricomas cilindricos
multicelulares, e se dispde na forma espiralada (VONSHAK, 1997). Além de &gua, requer
diéxido de carbono, energia luminosa e nutrientes inorganicos para seu crescimento
(RADMER; PARKER, 1994).
Figura 5 -Micrografia de Spirulina sp. LEB 18.
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Fonte: Laboratorio de Engenharia bioquimica-LEB-FURG.

A biomassa da microalga Spirulina pode ser utilizada em diversas aplicacodes,
destacando-se na aplicacdo em alimentos, principalmente por seu valor nutricional, elevada
produtividade em biomassa e facilidade de cultivo (DARCY-VRILLON, 1993; TREDICI et
al., 2009). Possui certificado GRAS emitido pelo FDA, podendo ser adicionada em produtos
para consumo humano (LOURENCO, 2006).

Desde 1981, a microalga Spirulina é utilizada em substituicdo a fertilizantes
quimicos e reconstrucao de solos (FAO, 1981). Spirulina platensis foi utilizada por Wuang et
al. (2016) a fim de avaliar a capacidade desta microalga como fertilizante no crescimento de
racula (Eruca sativa), a aplicacdo da biomassa de Spirulina no solo, resultou em aumento de
71,8% na altura da planta em comparacéo as plantas cultivadas com fertilizante quimico, além
da melhora em outros pardmetros de crescimento destas plantas. Em relacdo a producdo de
auxinas e citocininas por Spirulina, um estudo de Ahmed et al. (2010), avaliou a producéo de
acido indolacético por Spirulina platensis obtendo até 211,67 pug mL™, entretanto a microalga
foi cultivada com a adicdo de um precursor desta substancia, o L-triptofano, o que acarretou em
incremento na concentracdo de acido indolacético. Em relacdo a producdo de citocininas, ndo

foram encontrados estudos de identificacdo destas substancias na microalga Spirulina.
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3.1.5 Synechococcus

A microalga Synechococcus (Figura 6) € uma cianobactéria presente principalmente
em oceanos, pertencente a classe Coccogoneae. O género Synechococcus € caracterizado por
ser procariotico, cocotide e unicelular, com tamanho variando de 0,8 a 1,5 pm (MARGULIS;
SCHWARTZ, 2001). Este género € estudado na literatura para extracdo de carotenoides
(SANCHEZ et al., 2007), producéo de bioetanol (CHOW et al., 2015), mitigacéo bioldgica de
CO2 (DUARTE; COSTA, 2017, RADMANN, 2011), entre outras aplicacdes. Ainda ndo foram
realizados estudos que avaliem a producéo de auxinas e citocininas em microalgas do género

Synechococcus, mostrando a importancia da utilizagdo desta microalga neste estudo.

Figura 6 - Micrografia de Synechococcus nidulans LEB 115.
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Fonte: Laboratdrio de Engenharia Bioquimica-LEB-FURG.

3.2 FOTOSSINTESE

A fotossintese € um processo de conversdo da luz solar em energia, na qual
compostos inorganicos e energia da luz sdo convertidos em matéria organica por organismos
fotoautotroficos. Este processo € dividido em duas fases (Figura 7), a fase clara, que acontece
nas membranas fotossintéticas, onde energia da luz é convertida em energia quimica,
proporcionando um redutor bioquimico, NADPH, e um composto de alta energia, ATP.
Enquanto a fase escura, acontece no estroma, onde os produtos ricos em energia, obtidos na
fase clara (NADPH e ATP) sdo utilizados na reducdo sequencial bioquimica de dioxido de
carbono a carboidratos como, por exemplo, glicose (MASOJIDEK; TORZILLO; KOBLIZEK,
2013).
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Figura 7 -Esquema do processo de fotossintese dividido em dois estagios, fase clara e
fase escura.
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Fonte: MASOJIDEK; TORZILLO; KOBLIZEK (2013).

As microalgas possuem um mecanismo fotossintético muito similar ao dos vegetais
superiores, convertendo dgua e CO2 em biomassa e O2. Em geral, as microalgas convertem a
energia solar mais eficientemente, pois possuem estrutura celular simples. A agua, o CO; e
outros nutrientes ficam facilmente disponiveis devido ao fato dos micro-organismos crescerem
suspensos em meio liquido (LOURENCO, 2006).

3.3 CULTIVO DE MICROALGAS

O cultivo de microalgas pode ser realizado de trés maneiras distintas: autotrofico
(fotoautotrofico), heterotréfico e mixotrofico (CHEN et al., 2011). No cultivo autotréfico as
microalgas crescem utilizando luz e dioxido de carbono como fonte de carbono e energia.
Enguanto que nos cultivos em modo heterotréfico as microalgas usam compostos organicos
como energia e fonte de carbono. Enquanto que o0s cultivos mixotroficos utilizam
simultaneamente a fonte luminosa e o substrato organico como fonte de energia, além de CO>
e substrato organico como fontes de carbono (DERNER, 2006).

Por meio de variacBes nas condi¢bes de cultivo, a composicdo bioquimica de
microalgas pode ser alterada e, com isso, pode-se otimizar os cultivos para producdo de
compostos de interesse comercial (PRAVEENKUMAR et al., 2012). Quando as microalgas sdo
submetidas a condicdo de estresse, como por exemplo a reducdo de algum nutriente do meio de
cultivo, sdo estimuladas a produzir maior concentracdo de determinada substancia (MORAIS,
2006). Sob condicbes Otimas de crescimento, as células microalgais irdo sintetizar proteinas
que serdo utilizadas para o crescimento. No entanto, a velocidade de crescimento é reduzida
por fatores limitantes como nutrientes, temperatura e iluminancia, podendo ocasionar maior

producéo de lipidios, carboidratos e outros metabolitos (SUKENIK, 1999).
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O crescimento microalgal é resultado da interacdo entre fatores bioldgicos, fisicos
e quimicos. Os fatores bioldgicos estdo relacionados as proprias taxas metabdlicas de cada
espécie cultivada. Enquanto que os fatores fisicos e quimicos que afetam o cultivo sdo
principalmente a temperatura, intensidade luminosa, nutrientes (CHEN; CHEN, 2006), pH,
agitacdo (CHEN; CHEN, 2006; MIAO; WU, 2004) e biorreatores (SONG et al., 2008).

Dentre os trabalhos que modificaram condic¢es de cultivo a fim de otimizar a
producdo de biocompostos, destaca-se 0 estudo de Stirk et al. (2014), estes testaram cultivos de
Chlorella minutissima com modificacdes no fotoperiodo e cultivos heterotréficos, mostrando
que a luz é capaz de afetar no crescimento e alterar as concentracfes enddgenas de promotores
de crescimento vegetal. Como resultados, as concentra¢fes enddgenas de auxinas e citocininas
aumentaram com o tempo nos cultivos com luz/escuro e no cultivo heterotréfico utilizando
glicose como fonte de carbono, mas ndo aumentaram nos cultivos com escuro continuo sem
adicédo de fonte de carbono. A maior concentracdo de AlA foi obtida nos cultivos heterotréficos
(649,4 pg mg?), enquanto que nos cultivos com luz/escuro foram obtidas as maiores
concentragBes de citocininas (795,9 pg mg™?). Este estudo foi um dos principais motivos para a
escolha das condicBes a serem testadas neste trabalho, visto que os autores evidenciam que a

luz é capaz de influenciar as concentracfes de AlA e t-Z.

3.3.1 Luz

A luz é essencial para o desenvolvimento das microalgas. A quantidade de energia
luminosa recebida pelas células ird repercutir na quantidade de carbono fixado, influenciando
a producado de biomassa e a taxa de crescimento das culturas microalgais (DERNER, 2006). A
exposicao de cultivos a elevadas intensidades luminosas é responsavel por dois fenbmenos
prejudiciais ao cultivo: a foto-oxidacdo e a fotoinibi¢do. O primeiro pode causar efeitos letais
para as células, podendo levar a perda total da cultura. Enquanto que fotoinibicdo pode acarretar
decréscimo no crescimento, o qual também pode ocorrer sob intensidade luminosa moderada,
caso a taxa fotossintética esteja limitada por alguns fatores estressantes, como a utilizacdo de
baixas temperaturas (JENSEN; KNUTSEN, 1993).

Em relacéo a influéncia da luz em fitohormdnios, sabe-se que a luz € um dos fatores
ambientais mais importantes. Nas plantas a exposicdo a luz regula os processos de
desenvolvimento. As plantas rastreiam o status de luz ambiente, transduzem os sinais para o
nucleo e direcionam as mudancas de expressdo génica para induzir respostas a luz. Por ndo

apresentarem sistema nervoso, as plantas sdo capazes de sintetizar fitohormdnios que agem
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como mensageiros quimicos internos para comunicacdo multicelular e coordenam o
crescimento e desenvolvimento das plantas em adaptacdo a varias condi¢des ambientais. Além
disso, as vias de sinalizacdo de luz e fitohorménio parecem estar integradas no nivel dos
fotorreceptores, fornecendo uma nova estrutura molecular para como as plantas transduzem
informacdes de luz externa para direcionar respostas hormonais internas (LUO; SHI, 2018).

A influéncia da luz na sintese de fitohormoénios por microalgas ainda é pouco
explorada, entretanto alguns aspectos foram investigados no estudo de Stirk et al. (2014), em
que os autores realizaram cultivos de Chlorella minutissima com modificac6es no fotoperiodo
e cultivos heterotroficos, mostrando que a luz é capaz de afetar no crescimento e alterar as
concentracdes enddgenas de promotores de crescimento vegetal. A auxina acido 3-indolacético
é a mais biologicamente ativa e sua atividade fisioldgica relacionada a promocdo da divisao e
alongamento celular muitas vezes se da em resposta a luz, como demonstrado nos primeiros
experimentos de fototropismo de Charles Darwin com coledptilos. No estudo de Stirk et al.
(2014), as concentracdes de auxina em C. minutissima foram afetadas pela luz. As
concentracdes de auxina aumentaram ao longo do tempo nas culturas com luz/escuro em
comparagao as com escuro continuo.

Anteriormente, em cultivo de Chlorella minutissima sincronizada (MACC 361) e
Chlorella sp. (MACC 458) cultivadas em condicdes luz/escuro, as concentracdes de citocininas
aumentaram gradualmente durante os cultivos, enquanto os cultivos realizados em escuro
continuo tiveram pouca diviséo celular, ndo ocorreu aumento no tamanho celular e contetdo de
DNA, além disso, as concentracdes de citocinina permaneceram constantes e baixas (STIRK et
al.,, 2011). Estes estudos mostraram que existe influéncia da luz na concentracdo de
fitohormonios. Dessa forma, a luz é uns dos principais parametros a ser estudo no cultivo de

microalgas e também para sintese de fitohorménios.

3.3.2 Nutrientes

Para producdo de biomassa com determinadas caracteristicas desejadas, a
composi¢do do meio de cultivo € um fator fundamental, o que pode afetar a taxa de crescimento
e produtividade de biomassa. A deficiéncia de nutrientes no meio pode fazer com que a
microalga adapte seu metabolismo as novas condi¢Ges. Em geral, as modificacbes no meio
mudam a composicdo bioquimica da biomassa, principalmente a composicdo de proteinas,

lipidios e pigmentos. Os nutrientes necessarios para o cultivo microalgal se dividem em
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macronutrientes (C, H, O, N, P, S, K, Mg, Si e Fe) e micronutrientes (Mn, Cu, Zn, Mo, V, B,
Co, Ca, Na, Se e Ni) (LOURENCO, 2006).

O carbono é considerado o0 macronutriente mais importante nos cultivos de
microalgas, constituindo cerca de 50 % da biomassa, e por isso pode atuar como fator limitante
no crescimento microalgal. Além disso, a elevada demanda deste macronutriente é explicada
pelo fato do mesmo estar presente em todas as substancias que a célula microalgal sintetiza
(LOURENCO, 2006). Outra importancia da fonte de carbono nos cultivos de microalgas € a
prevencdo da perda de biomassa e a ativacdo do crescimento celular continuo durante o
fotoperiodo escuro. Durante este fotoperiodo, a concentracdo celular dos micro-organismos
fotossintéticos diminui sendo reestabelecida na subsequente fase de crescimento autotrofico,
logo a adicdo de uma fonte de carbono organico, diminui problemas gerados pela auséncia de
luz (OGBONNA; TANAKA, 1998). Sob condicdes heterotroficas e mixotroficas, algumas
espécies de microalgas podem metabolizar uma variedade de fontes de carbono, como glicose
e 4cido acético e ainda, compostos presentes em residuos industriais (KUMAR et al., 2010).

Além disso, nas condi¢des de cultivo citadas, o processo pode ser realizado com a adi¢ao
destes nutrientes ao longo do cultivo. Isso pode evitar uma saturacdo do nutriente no meio, que
poderia causar uma inibigdo do crescimento por excesso de nutrientes e consequentemente, uma
menor formacéo de produto. Este sistema de cultivo é chamado de descontinuo alimentado, em
que um ou mais nutrientes sao fornecidos ao biorreator durante o processo. Este modo de cultivo
permite que a concentracdo de um ou mais dos nutrientes no meio possa ser manipulada
externamente, alterando a taxa de alimentacdo durante a fermentacdo de acordo com a
concentragdo desejada (SCHMIDELL et al., 2001).

3.4 AGRICULTURA SUSTENTAVEL

As consequéncias causadas pelas atividades agricolas incluem o esgotamento da
fertilidade e erosdo do solo, além do amplo uso de agroguimicos nocivos, como fertilizantes
quimicos e pesticidas, que contaminam os alimentos, o solo e a agua (STEHLE; SCHULS,
2015). Dessa forma, é crescente o interesse em pesquisas que visam diminuir ou evitar o uso de
insumos agricolas sinteticos, a fim de garantir maior conservacdo ambiental, produzindo
alimentos sem contaminagdo por metais pesados e com maior valor bioldégico (GOMIERO,
2017). Sistemas agroecoldgicos utilizam insumos naturais que fornecem nutrientes essenciais
as plantas (SCHERER et al., 2003). Os biofertilizantes sdo insumos naturais, que conforme

Instrucdo Normativa n® 46 do Ministério da Agricultura contém componentes ativos ou agentes



35

bioldgicos, que melhoram o desempenho do sistema de producéo e sdo isentos de substancias
proibidas pela regulamentacdo de orgénicos (BRASIL, 2007). De acordo com Bezerra et al.
(2007), os biofertilizantes estimulam o crescimento das raizes e o desenvolvimento das plantas,

funcionando como promotores do crescimento vegetal.

3.4.1 Microalgas na agricultura

Dentre 0s micro-organismos que podem ser utilizados como biofertilizantes
destacam-se as microalgas, que sdo consideradas como modelo de organismo fotossintético
pois possuem promotores de crescimento de plantas. Biofertilizantes devem propiciar 0s
nutrientes necessarios para o estimulo do crescimento de culturas agricolas. As microalgas
produzem biomassa rica em carbono, nitrogénio e fosforo, além de substancias como auxinas e
citocininas, que sdo responsaveis pela regulacao e estimulo do crescimento de plantas (LEM;
GLICK, 1985). Além dessas vantagens, o uso de microalgas na agricultura organica se justifica
por outras vantagens como: fonte segura de nitrogénio; ndo causam poluicdo da dgua e do solo
(MANJUNATH et al., 2016); ndo causam efeitos toxicos nas plantas nem nos consumidores
finais (LOURENCO, 2006); apresentam a capacidade de sintetizar metabolitos com acéo
biopesticida (COSTA et al., 2019), atuam na recuperacao de solos, no tratamento de aguas
residuais agricolas e na remocdo de metais pesados do solo (ABDEL-RAOUF; AL-
HOMAIDAN; IBRAHEEM, 2012).

As microalgas vém sendo estudadas por apresentarem resultados satisfatorios
qguando aplicadas a cultivos vegetais. Isto porque sdo capazes de atuar no crescimento e
desenvolvimento destes, como foi relatado por Gemim (2016) ao realizar a aplicacdo de
suspensdes da biomassa liofilizada da microalga Scenedesmus subspicatus como biofertilizante
em cultivos orgénicos de tomates. Como resultados, a suspenséo da biomassa microalgal nas
concentragdes de 0,5, 1,0 e 1,5 g L promoveu alteragdes no niimero de frutos, calibre dos
frutos, incremento na producgdo, expansao foliar e aumento na concentracdo de aminoacido
livres nas folhas, apresentando efeito biofertilizante no cultivo do tomateiro em sistema
organico.

Faheed e Fattah (2008), avaliaram o efeito da biomassa fresca e seca de Chlorella
vulgaris como biofertilizantes em mudas de alface, como resultados, a aplicagéo da biomassa
fresca e seca aumentou os parametros de crescimento e contetdo de pigmentos, em comparagdo
com as plantas néo fertilizadas. Os melhores resultados foram obtidos nos experimentos com

aplicacio de 2 e 3 Qpiomassa seca Kg™solo, NOS quais foi verificado aumento 3 vezes de massa da
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planta, aproximadamente em relacdo ao controle. Wuang et al. (2016), avaliaram a capacidade
de Spirulina como biofertilizante no crescimento de rucula (Eruca sativa), em que foi aplicada
a biomassa desta microalga obtida a partir de cultivo para tratamento de agua residual. As
plantas de rdcula cultivadas em solo enriquecido com 5 g de Spirulina apresentaram aumento
de altura, do teor de clorofila, da massa fresca e seca em relacéo ao controle.

Em relacdo a aplicacdo de fitohormdnios de microalgas na agricultura ainda nédo
foram desenvolvidos produtos regulamentados, entretanto existe um produto a base de algas
regulamentado pela Instrugdo Normativa n° 2, de 12 de julho de 2013 do Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), que estabelece especificacdes de referéncia
de produtos fitossanitarios com uso aprovado para a agricultura organica. Dentre estes produtos,
destaca-se 0 Regulador de Crescimento & base de Ecklonia maxima, desenvolvido a partir do
extrato aquoso da matéria fresca da alga contendo 9,63 a 11,77 mg de auxinas naturais / kg do
produto formulado, em que o principio ativo sdo auxinas naturais com efeito equivalente ao
acido 4-indol-3ilbutirico. Este produto apresenta Eficiéncia agronémica comprovada para as
culturas do algoddo, milho e soja (MAPA, 2013).

3.4.2 Promotores de crescimento vegetal

O crescimento e desenvolvimento das plantas sdo regulados por uma série de
horménios vegetais, cuja biossintese e degradacdo se produzem em resposta a uma complexa
interacdo de fatores fisioldgicos, metabdlicos e ambientais (FACHINELLO; NACHTIGAL;
KERSTEN, 2007). Segundo Weaver (1976) promotores de crescimento vegetal ou
fitohorménios sdo substancias naturais ou sintéticas que, em pequenas concentracdes, Sao
capazes de alterar qualquer processo fisioldgico das plantas, como, por exemplo, a emissdo de
raizes, elongacéo de caules, abscisao de folhas e frutos, maturacao de frutos, entre outros.

O uso de substancias capazes de promover o crescimento vegetal produzidas
sinteticamente, conhecidas por fertilizantes quimicos, causam efeitos prejudiciais ao meio
ambiente e riscos a salde da populacdo. Entretanto, as vantagens do uso de fertilizantes
quimicos incluem baixo custo de producdo, melhoramentos nos cultivos vegetais e maiores
rendimentos dos mesmos. Devido a isso, estes produtos ainda sdo amplamente utilizados em
sistemas agricolas de producdo, mas ainda assim, devido as consequéncias causadas pelos
mesmos, a substituicdo dos mesmos por agentes biologicos tem sido exigida tanto pela

populagdo, quanto por 6rgdos regulamentadores (SHAABAN et al., 2010).
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Pesquisas sobre a utilizacdo de substancias reguladoras do crescimento na
agricultura séo realizadas mundialmente, com as mais variadas finalidades, de modo que cada
vez mais sdo descobertos mecanismos de controle hormonal do crescimento e desenvolvimento
vegetal (BARRAGAN-OCANA; VALLE-RIVERA, 2016; BORDOLOI; BARUAH;
THAKUR, 2018). Os fitohormoénios ou hormonios vegetais séo classificados em cinco grupos:
auxinas, citocininas, giberelinas, &cido abscissico e etileno (HARTMANN et al., 1997). Porém,
0s mais estudados por suas fungdes em vegetais séo as auxinas e citocininas (WOODWARD;
BARTEL, 2005).

As vias de biossintese de fitohormdnios em plantas superiores sdo suficientemente
estudadas e conhecidas, porém as caracteristicas especificas do metabolismo hormonal em
diferentes grupos de microalgas permanecem em grande parte desconhecidas e nao
sistematizadas. Mesmo com os estudos sobre o metabolismo de producdo de hormdnios em
microalgas ainda fragmentado, acredita-se que os sistemas de producdo de hormonios vegetais
em plantas superiores tenham evoluido a partir de sistemas metabolicos primarios pré-
existentes em microalgas (KISELEVA; TARACHOVSKAYA, 2012; LU; XU, 2015).

Em relacdo a quantificacdo de fitohérmonios em microalgas, sdo comumente
utilizadas técnicas cromatogréficas, como cromatografia liquida de alta eficiéncia, entretanto
foram desenvolvidos ensaios rapidos que podem ser usados sem padronizacdo interna
sofisticada para detectar hormonios vegetais especificos em inimeras cepas microalgais e
identificar cepas que produzem altos niveis dos fitohorménios (JIRASKOVA et al., 2009).
Estes ensaios sdo chamados de ELISAs direto, em que sdo utilizados kits de deteccdo de
imunoensaio de reguladores de crescimento de plantas.

A Figura 8 exemplifica o principio do ensaio ELISA para quantificacdo de
promotores de crescimento vegetal (PGR). Este método de determinacdo utiliza o principio da
ligacdo competitiva para medir a concentracdo de fitohorménio nos extratos microalgais. Os
anticorpos especificos do fitohormdnio a ser quantificado sdo adicionados aos pocos de reagéo.
A amostra de extrato, contendo uma quantidade desconhecida de fitohorménio, € misturada no
poco de reagcdo com uma quantidade conhecida de um marcador (PGR-fosfatase alcalina) para
reagir com um numero limitado de anticorpos nos pocos de reacdo. Durante a incubacéo, o
fitohormbnio na amostra compete com o marcador pelos sitios de ligacdo contendo os
anticorpos. O marcador nao ligado € lavado dos pocos de reacdo e apés é realizada a adi¢éo do
substrato (p-nitrofenilfosfato - PNPP), que reage com o marcador ligado ao anticorpo. Como
resultado da ligagdo enzimatica, ocorrera a producdo de um produto de cor amarela (p-

nitrofenol), que é inversamente proporcional a concentracdo de fitohormoénio na amostra. A
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absorbancia da amostra é medida em 405 nm e é relacionada com a concentracdo de
fitohorménios presente na amostra por meio de uma curva padrdo especifica para cada
fitohormaénio a ser quantificado (AGRISERA, 2018).

Figura 8 -Esquema exemplificando o principio do ensaio ELISA para quantificacéo de
promotores de crescimento vegetal.

Micropocos
revestidos com
anticorpos

PGR-
fosfatase
alcalina

Incubacio

Substrato
+ W W p-nitrofenilfosfato
(PINPP)

Incubacio

Reacdo enzima/substrato

produz p-nitrofenol
(cor amarela)

Fonte: Adaptado de SIGMA-ALDRICH (2019)

3.4.2.1 Auxinas e citocininas

As auxinas e as citocininas sdo essenciais para 0 crescimento vegetal, essas
substancias estdo envolvidas no funcionamento de quase todos 0s aspectos de crescimento e
desenvolvimento vegetal (WOODWARD; BARTEL, 2005). As auxinas compreendem
substancias que tém em comum a capacidade de promover crescimento e divisdo celular em
cultura de tecidos (KRIKORIAN, 1991). Dentre as diversas substancias que pertencem a este
grupo, destacam-se: o &cido 3-indolacético (AlA), o acido indolbutirico (AIB), o acido
naftalenoacético (ANA) e o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). Essas substancias sao
relacionadas com o acido indolacético (AlA), a principal auxina sintetizada por vegetais e a ser
identificada (FACHINELLO; NACHTIGAL; KERSTEN, 2007).
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As citocininas formam o grupo dos fitohorménios vegetais responsaveis pela
divisdo e diferenciacdo celular, além de participar do controle do desenvolvimento e
senescéncia dos vegetais, na germinacdo de sementes de algumas espécies, na maturacdo dos
cloroplastos, entre outros (HARTMANN et al., 1997). A citocinina de maior ocorréncia natural
em vegetais é a zeatina. A maioria das citocininas utilizadas comercialmente s&o sintéticas,
sendo que as principais sdo a benziladenina (BA) e a tetrahidropiranilbenziladenina (PBA)
(FACHINELLO; NACHTIGAL; KERSTEN, 2007). Além de serem sintetizadas por
organismos vegetais, as auxinas e citocininas sdo produzidas sinteticamente por processos
quimicos ou naturalmente por bactérias (RUSSO et al., 2008), fungos (KARABAGHLI-
DEGRON et al., 1998) e microalgas (GRZESIK; ROMANOWSKA-DUDA, 2014; LU; XU,
2015; ORDOG et al., 2004; STIRK et al., 2002, 2013; ZIZKOVA et al. 2017).

Devido suas funcbes comprovadas em cultivos vegetais, e a capacidade das
microalgas de producdo, optou-se por estudar neste trabalho a auxina acido 3-indolacético e a
citocinina trans-zeatina. A Figura 9 mostra a estrutura de ambos fitohormonios estudados.
Embora as vias metabdlicas de producéo de fitohormonios por microalgas ainda ndo estejam
estabelecidas de forma definitiva, a identificacdo destes compostos na biomassa destes micro-
organismos tem aumentado o nimero de estudos que buscam estabelecer as vias de sintese

destes fitohormonios.

Figura 9 - Estrutura quimica dos fitohorménios Acido 3-indolacético e trans-zeatina.

OH

HM
N
I E | \\>
H ‘\“ NH

M
Arido 3-indolacético trems-Featina

Fonte: BAJGUZ; PIOTROWSKA (2009).

Com relacéo a biossintese de auxinas a principal via de producdo considerada ¢ a
sintese dependente de triptofano. Além desta, sdo propostas quatro vias individuais para

biossintese de AlA, sendo cada uma denominada de acordo com o radical abaixo do triptofano,
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sendo as vias: indol-3-acetaldoxima (IAOx), indol-3-acetamida (IAM), triptamina e indol-3-
4cido pirtvico (IPyA) (ZIZKOVA et al. 2017).

As citocininas de ocorréncia natural séo derivadas de adenina, classificadas como
isoprenoides ou aromaticas em funcdo da configuracio da cadeia lateral ligada ao N°. As
citocininas isoprenoides sdo aquelas que apresentam uma cadeia lateral reta de isopreno e sao
divididas em grupos isopenteniladenina (iP), trans-zeatina (t-Z), cis-zeatina (c-Z) e di-
hidrozeatina (DZ) enquanto as citocininas aromaticas com estrutura de anel isoprendico séo
representadas por grupos benziladenina (BA) e topolina (HUSSAIN et al., 2010). As vias de
biossintese de citocininas em microalgas diferem das rotas metabdlicas propostas para algas,
porém o estudo destas vias ainda é pouco explorado. Uma das propostas aceitas, € que as
citocininas de microalgas sejam produzidas pela degradacdo de RNA transportador (RNA:)
(STIRK et al., 2013).

Como foi mostrado ao longo desta revisdo, varios estudos evidenciam a presenca
de promotores de crescimento vegetal em microalgas, entretanto novos estudos sao necessarios
a fim de otimizar a sintese de fitohormdnios por microalgas e esclarecer 0s aspectos
bioquimicos de producéo de fitohormdnios em microalgas bem como as vias metabdlicas de
producdo (LU; XU, 2015), pois se tem conhecimento destes aspectos em plantas superiores,

mas poucos estudos com microalgas.



CAPITULO 1lI
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4 DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

O presente estudo foi desenvolvido em 2 etapas, nas quais primeiramente foram
realizados ensaios autotroficos e heterotroficos com microalgas pertencentes ao banco de cepas
do Laboratorio de Engenharia Bioquimica (LEB) - Chlorella fusca LEB 111, Chlorella vulgaris
LEB 112, Scenedesmus obliquus LEB 117, Synechococcus nidulans LEB 115 e Spirulina sp.
LEB 18. Esta etapa foi realizada a fim de verificar quais microalgas eram capazes de produzir
os fitohorménios acido 3-indolacético e trans-zeatina, além de verificar se as modificacbes nas
condigdes de cultivo seriam capazes de alterar as concentracfes destes fitohormonios. Na
segunda etapa, foram realizados experimentos com a microalga Chlamydomonas reinhardtii
CC1021, adquirida do banco de cepas “Chlamydomonas Resource Center”. Para os estudos
com essa microalga também foram testados cultivos autotréficos e heterotroficos, sendo
analisados perfil de proteinas e lipidios neutros, a fim de verificar as alteragdes metabdlicas na
cepa em estudo. Cada etapa originou um artigo para submissao em periddicos de alto fator de

impacto, contando com resultados promissores que ainda ndo haviam sido investigados.

ARTIGO 1: PRODUCAO DOS FITOHORMONIOS ACIDO 3-INDOLACETICO E trans-
ZEATINA A PARTIR DE MICROALGAS

ARTIGO 2: INFLUENCIA DA LUZ NA PRODUCAO DE FITOHORMONIOS
ENDOGENOS ACIDO 3-INDOLACETICO E trans-ZEATINA NO CULTIVO DE
Chlamydomonas reinhardtii CC1021






ARTIGO I
PRODUCAO DOS FITOHORMONIOS ACIDO 3-INDOLACETICO E trans-ZEATINA A
PARTIR DE MICROALGAS






RESUMO

Algumas microalgas sdo capazes de biossintetizar substancias capazes de promover o
crescimento e desenvolvimento de organismos vegetais. Essas substancias, também chamadas
de fitohormonios, podem substituir insumos agricolas sintéticos prejudiciais ao meio ambiente
que sdo utilizados para este fim. Entre os principais fitohorménios, estdo a auxina acido 3-
indolacético (AlA) e a citocinina trans-zeatina (t-Z). Assim, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a producédo dos fitohormdnios acido 3-indolacético e trans-zeatina endégenos
pelas microalgas Chlorella fusca LEB 111, Chlorella vulgaris LEB 112, Scenedesmus obliquus
LEB 117, Synechococcus nidulans LEB 115 e Spirulina sp. LEB 18 em condicdes autotroficas
e heterotroficas de crescimento. Os cultivos autotréficos foram realizados com fotoperiodo de
12 h claro/escuro e com luz continua. Os cultivos heterotréficos foram realizados sem a
presenca de luz e em modo batelada alimentada mantendo concentragéo de 0,5 g L™ de glicose
nos meios de cultivo. Como resultados, todas as microalgas produziram AlA e t-Z enddgenos
nas trés condicbes avaliadas (autotréfico 12 h claro/escuro, autotrofico 24 h claro e
heterotrofico). As concentragdes obtidas de AIA variaram de 1,94 a 56,45 nmol g. Enquanto
que as concentragdes de t-Z variaram de 0,06 a 35,52 pmol g*. Além disso, as condicdes de
cultivo foram capazes de incrementar as concentracGes de carboidratos e proteinas, porém nao
houveram diferencas estatisticas nos conteudos de lipidios. Logo, as condi¢des de cultivo e as
espéecies de microalgas utilizadas, apresentaram resultados promissores. Dessa forma, este
estudo contribui com alternativas de minimizacéo das consequéncias ambientais causadas pelo
uso de insumos quimicos sintéticos na agricultura.

Palavras-chave: Agricultura sustentavel. Auxinas. Citocininas. Condigdes de cultivo.
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1 INTRODUCAO

O crescente aumento da populacdo mundial, juntamente com a maior demanda de
alimentos, vem mostrando a necessidade do desenvolvimento de estratégias para minimizar as
consequéncias ambientais causadas pelo elevado uso de insumos agricolas prejudiciais ao meio
ambiente, como fertilizantes quimicos. Entretanto, o desenvolvimento de novas estratégias para
o cultivo vegetal sustentavel deve manter os padrdes de cultivos com altos rendimentos, porém
envolvendo menores danos ambientais (ALVES-DIAS et al. 2016). Uma alternativa é a
substituicdo desses produtos quimicos por substancias biolégicas (ELARROUSSI et al. 2016).

Biofertilizantes e promotores de crescimento vegetal se destacam como
componentes promissores para o crescimento e desenvolvimento de cultivos vegetais, e,
consequentemente, sdo capazes de promover maiores rendimentos agricolas (FAHEED;
FATTAH, 2008). Entre os principais promotores de crescimento vegetal ou fitohormonios
estudados, estdo a auxina acido 3-indolacético (AlA) e a citocinina trans-zeatina (t-Z) (STIRK
etal., 2013).

Microalgas sdo micro-organismos fotossintéticos, tipicamente autotréficos,
cultivados por apresentarem diversas aplicacOes, dentre elas a producdo de promotores de
crescimento vegetal (fitohormonios), como AlA e t-Z (STIRK et al, 2013; LU; XU, 2015). A
biomassa microalgal pode ser utilizada na alimentacdo humana ndo apresentando efeitos
toxicos e é indicada como método de prevencdo de cancer, diabetes, obesidade, entre outras
doencas (ANITHA; CHANDRALEKHA, 2010). Além disso, a biomassa de microalgas
contribui com a ingestéo diaria de proteinas, carboidratos e acidos graxos essenciais (DEAMICI
etal., 2018, LUCAS et al., 2018; MORAIS et al., 2019).

Entre as substdncias identificadas nas microalgas com possivel efeito
biofertilizante, destacam-se os fitohorménios auxinas e citocininas visto que correspondem as
maiores concentragdes. Zizkova et al. (2017) analisaram o perfil de auxinas e citocininas em 20
microalgas consideradas principais representantes de nove classes (Cyanophyceae,
Xanthophyceae, Eustigmatophyceae, Porphyridiophyceae, Chlorophyceae, Ulvophyceae,
Trebouxiophyceae, Zygnematophyceae e Klebsormidiophyceae). No geral, as citocininas
isopenteniladenina, trans-zeatina e cis-zeatina foram predominantes em todas as microalgas
analisadas. Com relacéo ao perfil de auxinas, os autores relataram que o acido 3-indolacético é
predominante.

O uso de extratos microalgais vem sendo estudado como bioestimulante para

aumentar o crescimento e reduzir estresses abidticos e bidticos de plantas. Mesmo com
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resultados positivos em relagdo aos efeitos em culturas agricolas, a biossintese de fitohorménios
por microalgas permanece pouco explorada (LU, XU, 2015).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a producdo dos fitohormonios acido
3-indolacético e trans-zeatina endogenos, em condi¢bes autotréficas e heterotréficas de
crescimento pelas microalgas C. fusca LEB 111, C. vulgaris LEB 112, S. obliquus LEB 117, S.
nidulans LEB 115 e Spirulina sp. LEB 18.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 SELECAO DE MICROALGA E CONDICOES DE CULTIVO

As microalgas Chlorella vulgaris LEB 112, Chlorella fusca LEB 111, Scenedesmus
obliquus LEB 117, Spirulina sp. LEB 18 e Synechococcus nidulans LEB 115, pertencentes a
colecdo de culturas do Laborat6rio de Engenharia Bioquimica da Universidade Federal do Rio
Grande (FURG), Rio Grande do Sul, Brasil, foram utilizadas neste estudo.

Para o cultivo das microalgas foram utilizados os meios BG-11 (RIPPKA et al.,
1979) para as microalgas C. vulgaris LEB 112, C. fusca LEB 111, S. obliquus LEB117 e S.
nidulans LEB 115 e Zarrouk (ZARROUK, 1966) para a microalga Spirulina sp. LEB 18. As
microalgas foram cultivadas em condig¢des autotroficas e heterotroficas. Os cultivos
autotroficos foram realizados com fotoperiodo de 12 h claro/escuro e fotoperiodo de 24 h claro
(STIRK et al., 2014), ambos durante 15 dias em fotobiorreatores tipo Erlenmeyer com volume
total de 0,5 L (volume (til 0,4 L) e concentrag&o inicial de biomassa de 0,2 g L. A temperatura
foi mantida a 30°C em camara termostatizada (REICHERT; REINEHR; COSTA, 2006) com
intensidade luminosa de 70 pmoltsons M2 572, A agitagdo das culturas foi realizada por meio de
ar comprimido. Os cultivos heterotroficos, foram realizados durante 10 dias em fotobiorretores
tipo Erlenmeyer com volume util de 0,4 L, mantidos a 30 °C em camara incubadora, com
agitacdo orbital de 100 rpm, sem a presenca de luz e em modo batelada alimentada mantendo

concentracdo de 0,5 g L™ de glicose nos meios de cultivo.

2.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE BIOMASSA E pH DOS CULTIVOS

A concentragdo de biomassa foi determinada diariamente mediante a leitura da
densidade otica das culturas em espectrofotobmetro (Shimadzu UV/VIS UVmin-1240
spectrophotometer, Japdo), no comprimento de onda de 670 nm, a partir de uma curva padrao



o1

correspondente a cada microalga, que relaciona a densidade dtica e a massa seca de biomassa
(COSTA et al., 2002). O pH dos cultivos também foi determinado diariamente por meio da

leitura direta em pHmetro digital (Mettler Toledo FiveGoTM, Suica).

2.3 PRODUTIVIDADE MAXIMA DE BIOMASSA

A produtividade maxima de biomassa (Pmax, mg L™ * d”*) foi determinada de acordo
com a equagio Pmax = (Xi— Xo) / t — to, onde X € a concentracio de biomassa (g L™ 1) no tempo
t (d) e Xo € a concentragio de biomassa (g L™ 1) no tempo to (d) (BAILEY; OLLIS, 1986).

2.4 VELOCIDADE ESPECIFICA MAXIMA DE CRESCIMENTO E TEMPO DE
GERACAO

A velocidade especifica maxima de crescimento (umax, d~ 1) foi determinada
utilizando regressao exponencial aplicada a fase de crescimento logaritmico. O tempo de
geragdo (tg), que corresponde ao tempo de duplicagdo celular, foi determinado na fase
exponencial de crescimento dos cultivos (BAILEY; OLLIS, 1986).

2.5 CONSUMO DE GLICOSE

O consumo de glicose foi verificado diariamente pelo método de determinacao de
acucares redutores utilizando acido 3,5-dinitrossalicilico (MILLER, 1959). O sistema de cultivo
foi realizado em batelada alimentada, sendo mantida em 0,5 g L™ a concentragdo da fonte de
carbono no meio de cultivo, adicionando diariamente glicose de acordo com o consumo a partir

de uma solucéo estoque com concentragdo de 40 g L.

2.6 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE ACIDO 3-INDOLACETICO E trans-ZEATINA

Para a extracdo dos fitohormonios, foi utilizada metodologia descrita por Chokshi
etal. (2017), em que 1 mL de meio liquido foi coletado no periodo inicial, intermediario e final
de cada experimento (0, 7 e 15 d) e centrifugado (Eppendorf, Microcentrifuge 5410,
Alemanha). Apds, o sobrenadante foi descartado e a biomassa microalgal homogeneizada
(COLE PARMER CPX 130 - Illinois - EUA) com tampéo de extracdo produzido com &cido
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cloridrico, 2-propanol e H>O destilada segundo Pan, Welti e Wang (2010). Os fitohorménios
foram separados da mistura pela adi¢cdo de diclorometano, concentrados em atmosfera de
nitrogénio e ressuspendidos em metanol. As concentra¢des dos fitohormonios auxina (acido 3-
indolacético) e citocinina (trans-zeatina) extraidos das biomassas microalgais foram
determinadas em ensaio ELISA utilizando kits de deteccdo de imunoensaio de reguladores de
crescimento de plantas (acido 3- indolacético - AS11 1749, trans-zeatina - AS11 1784,
AGRISERA ANTIBODIES, SUECIA) de acordo com as instrucdes descritas pelo fabricante.
Os fitohorménios foram quantificados em placas ELISA 96 pogos e as densidades oOpticas
(D.0O.) foram registradas a 405 nm em leitor de placas (Gen5 Microplate Reader and Imager
Software, BIOTEK, EL808, USA). As concentracfes dos fitohormonios foram calculadas por
meio de curva padrdo de acido 3-indolacético e trans-zeatina, utilizando a seguinte equacao
para padrdes e amostras: % Ligacdo (L%) = [Padrdo ou Amostra (D.0O.)/Controle Positivo
(D.0.) x 100]. Os resultados foram expressos em relagdo a concentragdo de fitohormonio pela
concentracdo de biomassa no respectivo periodo analisado.

2.7 RECUPERACAO E CARACTERIZACAO DA BIOMASSA MICROALGAL

No final dos cultivos, a biomassa foi recuperada por centrifugacdo (HITACHI,
himac CR-GlIII, Japdo) a 9000 g por 20 min, ressuspensa em agua destilada e novamente
centrifugada por 20 min nas mesmas condi¢des para melhor remocdo de sais do meio. A
biomassa centrifugada foi congelada a -80 ° C (Eppendorf, New Brunswick Scientific Innova
U535, Brasil) por 48 h e depois liofilizada (LAB CONCO, EUA). As amostras liofilizadas

foram armazenadas a -20 ° C para posterior caracterizacao.

2.7.1 Concentracdo de carboidratos, proteinas e lipidios

Determinagfes do conteddo de proteinas e carboidratos foram realizadas ao final
dos experimentos em extratos de biomassa preparados com 5 mg de biomassa e 10 mL de agua
destilada submetidos a sonda ultrassonica (COLE PARMER CPX 130 - Illinois - EUA). A
concentracdo total de carboidratos na biomassa foi determinada usando o método fenol-
sulfurico, com uma curva padrdao de glicose (DUBOIS et al., 1956). O teor de proteina na
biomassa foi determinado pelo método colorimétrico proposto por Lowry et al. (1951), com
etapa de pré-tratamento térmico e alcalino com hidréxido de sodio para solubilizacdo de


https://www.selectscience.net/products/gen5-microplate-reader-and-imager-software/?prodID=14074
https://www.selectscience.net/products/gen5-microplate-reader-and-imager-software/?prodID=14074
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proteinas insollveis e quantificacdo com curva padrdo de albumina de soro bovino. A
concentracdo lipidica na biomassa foi determinada também ao final dos experimentos pelo
método colorimétrico proposto por Marsh e Weinsteins (1966) usando cloroférmio e metanol

como solventes para extracdo e quantificacdo com curva padréo de tripalmitina.

2.8 ANALISE ESTATISTICA

As respostas obtidas nos ensaios foram avaliadas por meio de andlise de variancia
(ANOVA), seguidas de teste de Tukey para comparagdo entre as médias, ao nivel de 95% de

confianca.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CRESCIMENTO MICROALGAL E pH DOS CULTIVOS

As microalgas cultivadas foram capazes de crescer em todas condigoes
experimentais (Figura 1) com excecdo da microalga S. nidulans LEB 115 na condigdo
heterotrofica em que a concentracgdo se manteve de 0,2 g L a 0,27 g L™ (Figura 1c), mostrando
gue o meio de cultivo BG-11 com suplementacdo de glicose ndo foi capaz de suprir a demanda
nutricional por carbono sem a presenca de luz durante o crescimento dessa microalga.

A microalga Spirulina sp. LEB 18 apresentou as maiores concentragdes de
biomassa em relacdo as demais microalgas cultivadas no ensaio com presenca continua de luz
(Figura 1b). Este fato ndo foi observado nas demais microalgas cultivadas com fotoperiodo de
24 h, em que as concentracfes maximas de biomassa foram significativamente iguais ou
menores que no fotoperiodo de 12 h claro/escuro (Tabela 1).

Também é possivel observar que, com exce¢do da microalga S. nidulans LEB 115
na condicdo heterotrofica, as microalgas cultivadas apresentaram crescimento exponencial sem
fase de adaptacdo nas 3 condi¢des estudadas. Além disso, ndo ocorreu morte celular até o tltimo
dia dos experimentos em nenhuma condigéo.

A variacdo de pH dos cultivos nas condi¢cfes estudadas pode ser visualizada na
Figura 2. Observa-se que o pH permaneceu na faixa de 8,0 a 11,0 para todas as microalgas
cultivadas, ocorrendo variac@es justificadas pelo crescimento das microalgas. Também, pode-
se observar que com a variagdo do fotoperiodo, o pH dos cultivos apresentou variagéo,

entretanto manteve-se nesta faixa citada. .
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Concentracgao de biomassa (g L)

Figura 1 - Curvas de crescimento das microalgas Spirulina sp. LEB 18 (#), C. fusca LEB 111 (o), C. vulgaris LEB 112 (m), S. nidulans

A e G N - N
o v o v o v o uw

LEB 115 (o) e S. obliquus LEB 117 ( A) cultivadas no fotoperiodo 12 h claro/escuro (a), 24 h claro (b) e heterotrofico (c).
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Figura 2 - pH durante o cultivo das microalgas Spirulina sp. LEB 18 (#), C. fusca LEB 111 (o), C. vulgaris LEB 112 (m), S. nidulans LEB
115 (o) e S. obliquus LEB 117 ( A) cultivadas no fotoperiodo 12 h claro/escuro (), 24 h claro (b) e heterotrofico (c).
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E importante ressaltar que, com excecdo da microalga Spirulina sp. LEB 18, as
microalgas estudadas foram isoladas de uma lagoa de estabilizacdo de cinzas proxima a uma
usina termoelétrica, onde o pH corresponde a faixa de 9,0-10,0 o que pode justificar a faixa de
pH obtida nos ensaios. Assim, como foi relatado no estudo de Radmann et al. (2011), em que
amostras da microalga S. obliquus LEB 117 apresentavam pH de aproximadamente 10,0.
Segundo Shi et al. (2016), com o aumento do pH a taxa de crescimento de Spirulina aumenta
no primeiro momento, seguido de queda, sendo encontrado o maximo crescimento entre pH
9,5-10. Os ensaios se mantiveram nessa faixa em quase todo o tempo de cultivo para microalga
Spirulina sp. LEB 18.

A microalga C. fusca LEB 111 apresentou pH semelhante entre as condigdes
estudadas, na faixa de 9,0 a 10,0, resultado que vai de acordo com estudo de Cassuriaga et al.
(2018) com a mesma espécie microagal e condicdes de cultivo semelhantes, em que o pH obtido
manteve-se na faixa de 9,5 a 10,1. Em relagdo a microalga C. vulgaris LEB 112, os resultados
de pH obtidos foram semelhantes aos de C. fusca LEB 111, pois estas espécies pertencem ao
mesmo género microalgal. A microalga S. nidulans LEB 115 apresentou pH na faixa de 8,4 a
10,6 nas trés condices testadas. Este resultado esta de acordo com o estudo de Duarte e Costa
(2017), que realizaram o cultivo desta mesma espécie de microalga, entretanto em diferentes
condicdes de cultivo em que o pH se manteve na faixa de 8,8 a 10,0.

Além disso, no cultivo com luz continua, é possivel observar aumento no pH
seguido de queda até o final dos ensaios para todas as microalgas com exce¢do da microalga
Spirulina sp. LEB 18. Entretanto, ao verificar os resultados de crescimento celular, observa-se
que apenas a microalga Spirulina sp. LEB 18 apresentou incremento na concentragdo de
biomassa na condi¢do de luz continua em relacdo a condicdo 12 h claro/ escuro. E como citado
anteriormente, as variacoes de pH podem ser explicadas pelo crescimento das microalgas.

Os resultados de concentracdo maxima de biomassa (Xmax), produtividade maxima
de biomassa (Pmax), velocidade especifica maxima de crescimento (umax) € tempo de geracao
(tg) dos ensaios realizados com fotoperiodo 12 h claro/escuro, 24 h claro e heterotréfico, podem
ser verificados na Tabela 1. Observa-se que no fotoperiodo de 24 h claro a microalga Spirulina
sp. LEB 18 apresentou 0 maior valor de Xm (3,39 g L), Pmax (438,78 mg L d?) e pmax
(0,47 d), resultados significativamente maiores (p<0,05) que no fotoperiodo de 12 h
claro/escuro e que as demais microalgas cultivadas, mostrando a facilidade de adaptacdo desta
microalga na presenca de luz durante os 15 dias de cultivo. Este resultado de Xmax foi
semelhante ao encontrado por Deamici et al. (2018) em cultivo outdoor de Spirulina sp., onde

a concentracdo maxima de biomassa em cultivo outdoor foi 3,40 g L.
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Tabela 1 -Concentragdo maxima de biomassa (Xmax), produtividade maxima de biomassa
(Pmax), velocidade especifica maxima de crescimento (umax) € tempo de geragcdo nos ensaios
realizados com fotoperiodo 12 h claro/escuro, 24 h claro e cultivo heterotrofico.

Fotoperiodo 12 h claro/escuro

Respostas C. fusca C. vulgaris S. obliquus Spirulina sp. S. nidulans
LEB 111 LEB 112 LEB 117 LEB 18 LEB 115
Xméx 1,232+0,10 1,09°+0,02 1,39%+0,09 1,66°+0,06 0,922+0,05
(gL
Pmax 335,422 483,302 236,63° 221,43° 183,767
(mg L d?) +48,44 +72,19 +57,85 +31,42 +59,67
Umax (d1) 0,13%+0,03 0,27%+0,02 0,23%<0,01 0,29°<0,01 0,10%<0,01
tg (d) 5,79°+1,46 2,62°+0,18 2,99°+0,01 2,43°+0,01 7,20°+1,23
*R? 0,99+0,01 0,99<0,01 0,99+0,01 0,99<0,01 0,98<0,01
**At (d) 27 0-4 0-5 0-4 5-10
Fotoperiodo 24 h claro
Respostas C. fusca C. vulgaris S. obliquus Spirulina sp. S. nidulans
LEB 111 LEB 112 LEB 117 LEB 18 LEB 115
Ximax 0,86°+0,12 1,07°+0,02 0,74°+0,14 3,39°+0,15 0,85°+0,02
(gL
Pmax 246,09¢ 109,18° 103,00¢ 438,782 130,81°
(mg Lt d?) +26,15 +10,69 +41,09 +46,83 +23,21
Umax (A1) 0,09°+0,02 0,07°+0,03 0,10°+0,02 0,472+£0,01 0,122+0,01
tg (d) 8,08%+2,03 11,892+£5,43 7,50+1,56 1,47°+0,04 6,00°+0,51
*R? 0,98<0,01 0,99<0,01 0,99+0,01 0,99<0,01 0,99<0,01
**At (d) 5-9 4-10 2-6 0-4 17
Cultivo heterotrofico
Respostas C. fusca C. vulgaris S. obliquus Spirulina sp. S. nidulans
LEB 111 LEB 112 LEB 117 LEB 18 LEB 115
Kmax 1,03+ 0,02 1,40%< 0,01 0,92°+ 0,05 1,10°+ 0,10 0,27°< 0,01
(gL
Pmax 321,56° 210,37° 294,522 335,35° 42,04¢
(mg Lt d?) +35,20 +51,85 +3,24 +0,50 +21,57
max (A1) 0,10°<0,01 0,18°+0,02 0,10°<0,01 0,10°+0,02 0,04<0,01
tg (d) 7,21°+0,09 3,99°+0,48 7,01°+0,99 7,10+1,49 19,812+6,64
*R? 0,99<0,01 0,99<0,01 0,99+0,01 0,99<0,01 0,98<0,01
At (d) 15 1-5 2-6 3-7 2-6

Letras minGsculas diferentes sobrescritas na mesma coluna correspondem a diferenca significativa (p<0,05) para a
mesma resposta. *R?: o coeficiente de determinagdo da regressdo linear foi aplicado na fase logaritmica de
crescimento. **At: tempo inicial-tempo final da fase exponencial de crescimento.
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Outra cianobactéria utilizada neste estudo, Synechococcus nidulans LEB 115,
obteve a maior concentracdo de biomassa e produtividade maxima de biomassa no fotoperiodo
12 h claro/escuro (0,92 g L™ e 183,76 mg L d, respectivamente). Duarte e Costa (2017)
obtiveram Xms 0,94 g L™ no cultivo desta mesma espécie em fotobiorreatores tubulares,
durante 10 dias de experimento e demais condicGes iguais as do presente estudo. Mostrando
comportamento de crescimento microalgal semelhante entre os estudos com a mesma espécie.

Em relacdo as microalgas do género Chlorella, a microalga C. fusca LEB 111
obteve maximo crescimento celular (1,23 g L) e produtividade (335,42 mg L* d*) no
fotoperiodo 12 h claro/escuro. Cassuriaga et al. (2018) obtiveram resultados de Xmax € Pmax de
0,84 g Lt e 60 mg L d?, respectivamente, com a mesma espécie microalgal e mesmas
condicdes do presente estudo, entretanto com menor intensidade luminosa, o que influencia
diretamente na concentracdo celular, segundo os autores. A microalga C. vulgaris LEB 112
apresentou Xmax significativamente maior no ensaio heterotréfico (1,40 g L), entretanto néo
ocorreram diferencas significativas na concentracdo de biomassa devido a alteracdo de
fotoperiodo, onde foram obtidos valores de Xms de 1,09 e 1,07 g L' para
12h claro/escuro e 24 h claro, respectivamente. Perez-Garcia, Bashan e Puente (2002)
obtiveram os melhores resultados de crescimento de C. vulgaris em cultivos heterotréficos com
1% de glicose ou 1% de acetato em comparacdo a cultivos autotréficos, e relataram que esta
espécie é capaz de crescer eficientemente na auséncia de luz com uma fonte de carbono
organico, como mostram os resultados do presente estudo. A microalga S. obliquus LEB 117
obteve maior Xmasx com fotoperiodo 12 h claro/escuro (1,39 g L), assim como as microalgas
C. fusca LEB 111 e S. nidulans LEB 115, mostrando que a condicdo 12 h claro/escuro é a

condicdo Gtima para o crescimento destas microalgas.

3.2 CONTEUDO DE ACIDO 3-INDOLACETICO NAS MICROALGAS

Os resultados das concentracfes de acido 3-indolacético (AlA) obtidas no periodo
inicial, intermediario e final dos ensaios com fotoperiodo 12 h claro/escuro, 24 h claro e
heterotréfico das microalgas Chlorella fusca LEB 111, Chlorella vulgaris LEB 112,
Scenedesmus obliquus LEB 117, Synechococcus nidulans LEB 115 e Spirulina sp. LEB 18

podem ser verificados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Concentragdo de Acido 3-indolacético (AIA) durante os ensaios realizados com
fotoperiodo 12 h claro/escuro, 24 h claro e heterotroéfico.

AIA (nmol g 1)
. Tempo Spirulina S.
Condigdo @ C.fusca  C.vulgaris S. obliquus P _
sp. LEB nidulans
LEB 111 LEB 112 LEB 117
18 LEB 115
. 14,78f 16,39¢ 17,924 10,79¢ 15,09¢
+1,61 +0,39 +1,77 +0,37 +1,13
; 22,158 30,83° 41,912 22,082 16,25¢
12h +0,44 +1,83 +0,49 +0,48 +0,18
claro/escuro 5 28,02¢ 35,232 3,21¢ 1,94¢ 19,23¢
+0,19 +0,17 +0,06 +0,18 +0,21
; 31,32¢ 10,499 35,57P 6,699 48,642
+0,78 +0,05 +0,60 +0,08 +0,10
24 h claro
5 56,452 2,0f 4,62¢ 7,419 6,93
+0,16 +0,18 +0,18 +0,04 +0,24
i 21,01¢ 12,0 38,02ab 15,08P 32,34¢
_ +0,11 +0,34 +1,04 +0,46 +0,48
Heterotréfico
10 34,17° 5,32¢ 26,73¢ 9,83¢ 38,24°
+0,27 +0,45 +0,41 +0,04 +1,04

Letras minGsculas diferentes sobrescritas na mesma coluna correspondem a diferenca significativa (p<0,05) para a
mesma resposta (p<0,05).

Pode-se observar por meio dos resultados obtidos (Tabela 2), que as concentracdes de
AIA variaram de 1,94 a 56,45 nmol g* para as microalgas estudadas. Zizkova et al. (2017) ao
analisarem as concentrac6es de auxinas em 20 espécies de microalgas obtiveram concentragdes de
AlIA variando de 0,003 a 0,288 nmol g em condic@es de cultivo autotréficas com luz continua a
intensidade de 230 pumoltstons M2 s com duragéo dos cultivos variando de 10 a 14 dias. Dentre as
espécies estudadas por estes autores foi obtida concentragio de 0,048 nmol g de AIA para a
microalga S. obliquus, resultado inferior ao presente estudo. Em estudo de Jiraskova et al., (2009),
foram obtidas concentracdes de AIA de 0,45 a 4,45 nmol g em espécies de Chlorella, estes
autores realizaram a quantificacdo dos fitohormonios pela técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia e compararam com ensaios ELISA, mostrando que os ensaios ELISA sédo rapidos,

especificos e podem ser utilizados para este fim. Logo, os resultados obtidos (Tabela 2) mostram
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que as espécies de microalgas utilizadas neste estudo sdo capazes de biossintetizar AIA e
apresentaram resultados promissores.

Em relacdo as condi¢des estudadas, pode-se observar que os resultados de AlA variam
de espécie para espécie, para a microalga C. fusca LEB 111, e S. nidulans LEB 115 as
concentracdes de AIA tiveram incremento na condi¢do de luz continua. Enquanto que para as
microalgas C. vulgaris LEB 112, S. obliquus LEB 117 e Spirulina sp. LEB 18, foram obtidas
maiores concentracfes de AIA com o fotoperiodo de 12 h claro/escuro. No cultivo heterotréfico,
a concentracdo de AIA para a microalga S. nidulans LEB 115 foi estatisticamente igual a condi¢éo
de luz continua. Um resultado importante visto que a luz é um dos maiores custos no cultivo de
microalgas.

Sergeeva, Liaimer e Bergman (2002) avaliaram a producdo de AIA em 34 espécies de
cianobactérias a fim de verificar se diferentes morfologias de microalgas influenciariam na
producdo deste fitohormdnio. Como resultados, obtiveram a produgdo de AIA pelas espécies
testadas, entretanto ndo ocorreu nenhuma correlacdo entre a producéo de AIA e a complexidade
morfoldgica das cianobactérias.

Além disso, também foi possivel verificar por meio dos resultados obtidos (Tabelas 2
e 3), que existe uma tendéncia de variacdo nas concentracGes dos fitohormonios com o tempo. Em
relacdo ao dia 0, as concentracfes podem aumentar ao longo do tempo, apresentando maiores
resultados no ultimo dia de experimento ou aumentar no 7° d e diminuir posteriormente. O mesmo
fato ocorre em estudo de Stirk et al. (2014), em que os autores realizam a quantificacdo de AlA e
t-Z em Chlorella minutissima, entretanto em menores periodos de tempo (10 h, 15h, 24 h, 34 he
48 h), porém também ocorrem variagdes nas concentracdes destes fitohormonios, assim como no
presente estudo. Os autores relacionam isso com a variagdo da concentracdo dos precursores de
AlA e t-Z que sdo produzidos naturalmente pelo metabolismo da microalga e estdo presentes no
meio, que pode ocasionar no aumento ou diminuicdo da biossintese destes fitohormonios. Dessa
forma, seria necessaria a realizagdo de mais estudos, a fim de verificar qual seria o0 melhor tempo
de cultivo de cada microalga estudada para producao de biomassa e fitohormonios.

Outro fator a ser destacado, € a presenca de AIA em S. nidulans LEB 115 e C. fusca
LEB 111, pois ainda ndo haviam sido realizados estudos de quantificacéo de fitohormonios nestas
espécies microalgais. Neste estudo, obteve-se a maxima concentracdo de AIA de
48,64 nmol gt e 56,45 nmol g™ para S. nidulans LEB 115 e C. fusca LEB 111, respectivamente.
Resultado aproximadamente 222,3% maior em relacdo ao dia O para a microalga S. nidulans LEB
115 e 281,9% maior em relacdo ao dia O para a microalga C. fusca LEB 111. Além disso, estas

foram as maiores concentragdes de AlA obtidas em comparacdo as demais microalgas estudadas.
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3.3 CONTEUDO DE trans-ZEATINA NAS MICROALGAS

De acordo com os resultados de concentracfes de t-Z obtidos (Tabela 3), foi possivel
quantificar o fitohormonio t-z em todas as condicbes e espécies de microalgas cultivadas. As
concentragdes de t-z obtidas variaram de 0,06 a 35,52 pmol g™.

Zizkova et al. (2017) ao analisarem as concentragdes de citocininas em 20 espécies de
microalgas obtiveram concentragdes de t-Z variando de 0,18 a 23,93 pmol g em condicbes de
cultivo autotréficas com luz continua e intensidade de 230 pumolsstons M2 st com duragio dos
cultivos variando de 10 a 14 dias. Entretanto as condicdes de cultivo eram diferentes das utilizadas
no presente estudo, como descrito anteriormente, mostrando que as espécies cultivadas e condi¢des

testadas sdo capazes de otimizar a biossintese de t-z.

Tabela 3 -Concentracdo de trans-zeatina (t-Z) durante os ensaios realizados com
fotoperiodo 12 h claro/escuro, 24 h claro e heterotrofico.

t-Z (pmol g1)
. Tempo
Condigdo d C. fusca C.vulgaris  S.obliqguus  Spirulina S. nidulans
LEB 111 LEB 112 LEB 117 sp.LEB 18 LEB 115
0 1,69°+0,16  2,44%+0,14  2,349+0,02 2,43°+0,25 1,85'+0,19
12 h 7 0,73%9<0,01 0,23%<0,01 5,92°+0,10 1,68%+0,07 7,66°+0,09
claro/fescuro 15 0,599<0,01 0,129%<0,01  1,05°+0,15 1,04°+0,02 1,019%<0,01
oah el 7 0,599+0,04 2,67+0,10 0,50™+0,07 0,06<0,01 6,82°+0,03
claro
15 0,94°+0,07 0,24°+0,07 0,66™+0,03 0,12/<0,01 5,779+0,07
6 456%+0,13 1,17°40,19 6,44%+0,11 3,84°+0,10 5,15°+0,07
Heterotrofico
10 4,622+0,08 1,75°+0,04 5,07°<0,01 3,15°+0,12 35,522+0,14

Letras minGsculas diferentes sobrescritas na mesma coluna correspondem a diferenca significativa (p<0,05) para a
mesma resposta (p=<0,05).

Stirk et al. (2013) avaliaram os niveis de biossintese de auxinas e citocininas em 24
espécies de microalgas em condigdes autotrdficas de crescimento. Dentre as espécies avaliadas,
Chlorella minutissima e Chlorella vulgaris ndo apresentaram niveis de producdo da citocinina
trans-zeatina. No presente estudo com as condi¢des testadas, obtiveram-se concentracbes maximas

de t-Z de 4,62 pmol g* em Chlorella fusca com o cultivo heterotréfico, além de 2,44 e
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2,67 pmol gt em Chlorella vulgaris no inicio dos experimentos. Mostrando ser possivel a obtencéo
de trans-zeatina em microalgas do género Chlorella.

Stirk et al. (2011) avaliaram a producéo de citocininas em Chlorella sp. e Chlorella
minutissima, em que as células de ambas as espécies iniciavam a divisdo celular logo apos o inicio
do periodo escuro dos cultivos, além disso ndo ocorria mais divisdo celular durante o término dos
periodos de luz. Os autores relataram que a producdo de citocininas € maior no inicio do periodo
escuro, pois estes fitohormonios atuam principalmente na divisdo celular. Estes resultados indicam
que existe relacdo entre a luz, o ciclo de divisao celular e a producao de citocininas. No presente
estudo as maiores concentragdes de t-Z obtidas foram no cultivo heterotréfico (Tabela 3). No inicio
dos experimentos, os indculos utilizados foram mantidos nas condi¢bes dos experimentos com
fotoperiodo 12 h claro/escuro. Entdo as células ja estavam passando por diviséo celular, e poderiam
estar produzindo t-Z no inicio dos experimentos, como mostram os resultados. No entanto, ap6s o
inicio dos experimentos, as concentracfes foram diminuindo nas condigdes 12 h claro/escuro e 24
h claro, e aumentando na condi¢édo heterotrofica.

Stirk et al. (2011) também relataram que os cultivos que utilizam periodos de luz e
escuro obtém maiores concentracfes de citocininas do que 0s experimentos com escuro continuo.
Entretanto, no presente estudo, a adicdo de glicose como fonte de carbono e energia no cultivo
heterotréfico, incrementou a producdo de t-Z, permitindo o crescimento e divisdo celular, e
consequentemente maiores concentragdes de t-Z, assim como no estudo de Stirk et al. (2014), onde
os autores obtiveram 3,9 pg mg? de t-Z em cultivo heterotréfico da microalga Chlorella
minutissima com adicdo de glicose. Além disso, existem evidéncias que as citocininas sao
utilizadas pelas células microalgais durante o crescimento exponencial, como foi visto por Stirk et
al. (2011). Assim, onde sdo encontradas maiores concentragdes de t-Z, pode significar uma forma
de armazenamento devido a condi¢cbes de estresse microalgal ou periodos de crescimento nao
exponencial, como mostram os resultados do presente estudo.

Stirk et al. (2014) verificaram em cultivo heterotréfico de Chlorella minutissima com
adico de glicose (5 g L), que apds periodo inicial dos experimentos a microalga estava ajustando
seu metabolismo para utilizar a glicose como fonte de energia. Apds este periodo, a biossintese de
citocininas foi iniciada. Estes resultados mostraram que a luz, por si s6, ndo € um requisito para a
biossintese de citocininas, mas sim reservas de energia suficientes, como a glicose.

A maior concentracdo de t-Z obtida nesse estudo foi 35,52 pmol g em S. nidulans
LEB 115, resultado que ndo havia sido investigado anteriormente, pois ainda ndo haviam sido

realizados estudos de quantificacdo de fitohormdnios nesta espécie de microalgas.
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3.4 COMPOSICAO DAS BIOMASSAS MICROALGAIS

De acordo com os resultados de composi¢do de biomassa obtidos (Tabela 4), €
possivel observar que as variacBes nas condicdes de cultivo foram capazes de alterar os
conteddos de proteinas e carboidratos das microalgas estudadas. Entretanto, o contetudo de
lipidios ndo apresentou diferengas estatisticas, mostrando que os cultivos autotroficos e
heterotréficos utilizados neste estudo ndo comprometeram as concentragfes de lipidios
presentes nas microalgas estudadas, porém as condic6es estudadas foram capazes de modificar

as concentracdes das demais macromoléculas e dos fitohormonios AlA e t-Z.

Tabela 4 -Contetdo de carboidratos (% m m™), proteinas (% m m™) e lipidios (% m m™) dos
ensaios realizados com fotoperiodo 12 h claro/escuro, 24 h claro e heterotrofico.

Microalga Fotoperiodo Fotoperiodo Hetergtréfico
12 h claro/escuro 24 h claro +glicose
Carboidratos (%)
C. fusca LEB 111 22,7°40,3 30,9°+1,7 56,9°+1,3
C. wulgaris LEB 112 21,2%b+0,8 19,8+1,7 22,7%+0,6
S. obliquus LEB 117 17,9°+1,8 33,3%+0,9 21,7°+1,9
Spirulina sp. LEB 18 9,5°+1,5 15,6%+0,1 6,4°+0,6
S. nidulans LEB 115 11,0°+1,67 32,3%1,4 10,5°+1,0
Proteinas (%)
C. fusca LEB 111 63,6%+1,1 30,8°+2,8 19,4°+1,0
C. vulgaris LEB 112 64,12+1,0 48,6°+0,3 30,2°+0,7
S. obliquus LEB 117 47,13%+1,4 40,3°+0,4 31,2°+1,7
Spirulina sp. LEB 18 55,71%+1,1 56,27+0,3 39,8°+1,4
S. nidulans LEB 115 49,87%+0,7 41,1°+0,4 31,8°+0,4
Lipidios (%)
C. fusca LEB 111 19,0%+1,6 13,9%+0,9 14,22+1,0
C. vulgaris LEB 112 23,9%+2,6 26,6%+3,1 19,0%+2,6
S. obliquus LEB 117 19,6%1,7 19,6%+2,2 19,2%42,2
Spirulina sp. LEB 18 17,0%0+1,8 15,9%0+0,1 12,02°+0,8
S. nidulans LEB 115 11,2%42,6 12,1%42,4 10,69%+1,2

Letras minusculas diferentes sobrescritas na mesma linha correspondem a diferenga significativa (p<0,05) para a
mesma resposta (p<0,05).
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A microalga Chlorella fusca LEB 111 apresentou incremento na concentracéo de
carboidratos com o cultivo heterotrofico (56,9%), e na concentracdo de proteinas com o
fotoperiodo 12 h claro/escuro (63,6%). Cassuriaga et al. (2018) obtiveram com a mesma espécie
microalgal contetdos semelhantes de carboidratos e lipidios que a condicao 12 h claro/escuro
deste estudo. Entretanto, o conteddo de proteinas foi 42,6 %, resultado inferior ao obtido no
presente estudo. Porém a menor intensidade luminosa utilizada pelos autores (58 ptmolsstons M™
s2) pode ter ocasionado 0 menor contelido proteico.

Semelhantemente, a microalga Chlorella vulgaris LEB 112 quando cultivada na
condicéo heterotréfica resultou em maior contetdo de carboidratos (22,7%) e com a condi¢do
12 h claro/escuro esta microalga apresentou maior contetdo proteico (64,1%). Liang; Sarkany
e Cui (2009) verificaram que porcentagem de carboidratos na biomassa da Chlorella vulgaris
é capaz de aumentar em modo heterotrofico variando de acordo com a fonte de carbono
utilizada, obtendo 44% quando suplementado com glicose. Entretanto os autores néo utilizaram
0 modo de batelada alimentada para adi¢cdo de glicose, o que pode ter ocasionado maior
acumulo de carboidratos devido estresse microalgal causado pela saturacdo de glicose no meio.

Logo, pode-se observar que no presente estudo a auséncia de luz e utilizacdo de
glicose como fonte de carbono incrementou o conteldo de carboidratos das biomassas
microalgais do género Chlorella. Porém ocasionou em conteldos de proteinas
significativamente menores em relagdo a outras condi¢des estudadas. De acordo com Perez-
Garcia et al. (2011), a sintese de transportadores proteicos pelas microalgas é reduzida na
presenca de glicose, o que pode justificar o menor teor proteico obtido nos cultivos
heterotréficos das 5 microalgas estudadas.

A microalga Spirulina sp. LEB 18 foi a Unica espécie que apresentou contetdo
proteico significativamente igual nas condic¢des 12 h claro/escuro e 24 h de luz. Esta microalga
também apresentou maior conteddo de carboidratos, concentracdo de biomassa e produtividade
méaxima de biomassa com luz continua, mostrando a melhor adaptacdo desta espécie na
presenca de luz em relagéo as demais microalgas cultivadas. Entretanto, as concentragdes dos
fitohorménios t-Z e AIA ndo foram maiores nesta condi¢do. O fato de serem obtidos maiores
concentragdes de biomassa e conteddos proteicos, ndo estd relacionado diretamente com o
aumento das concentragdes de fitohormonios, como relataram Stirk et al. (2014).

Assim como ocorrido nos cultivos da microalga Spirulina sp LEB 18, os contetdos
de carboidratos nas biomassas de S. obliquus LEB 117 e S. nidulans LEB 115, foram
significativamente maiores com a presenga de luz continua. Entretanto, o contetido de proteinas

permaneceu maior na condicdo 12 h claro/escuro. Sukenik (1999) relatou que quando as
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microalgas estdo sob condigdes 6timas de crescimento, como no cultivo 12 h claro/escuro
realizado neste estudo, as células microalgais irdo sintetizar proteinas que seréo utilizadas para
0 crescimento. Poréem, a velocidade de crescimento é reduzida por fatores limitantes como
nutrientes, temperatura, excesso ou falta de luz, podendo ocasionar maior producao de lipidios,

carboidratos e outros metabolitos.

4 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, as microalgas Chlorella fusca
LEB 111, Chlorella vulgaris LEB 112, Scenedesmus obliquus LEB 117, Synechococcus
nidulans LEB 115 e Spirulina sp. LEB 18 foram capazes de produzir AlA e trans-zeatina
enddgenos nas trés condicbes avaliadas (autotréfico 12 h claro/escuro, autotréfico 24 h claro e
heterotrofico). A maior concentragdo de AlA, 56,45 nmol g™ foi obtida por microalga C. fusca
LEB 111 na condi¢do 12 h claro/escuro, enquanto que a maior concentracdo de t-Z foi
35,52 pmol gt por S. nidulans LEB 115 na condicdo heterotréfica. As condicdes de cultivo
foram capazes de incrementar o crescimento celular, as concentragdes de carboidratos e
proteinas. Logo, as condi¢cdes de cultivo e a espécies microalgais utilizadas, apresentaram
resultados promissores. Além disso, as maiores concentracdes de AlA e t-Z foram obtidas por
espécies de microalgas (Chlorella fusca LEB 111 e Synechoccocus nidulans LEB 115) que
ainda ndo haviam sido investigadas para este fim. Portanto, as informacgdes e resultados
apresentados neste estudo, demostraram o potencial das microalgas utilizadas para a producao
dos principais fitohorménios com acdo biofertilizante. Substancias que sdo consideradas
essenciais para a substituicdo dos produtos agroquimicos utilizados na agricultura, e assim,
contribuindo com alternativas para a reducéo de problemas ambientais e garantindo seguranga

alimentar para a populacéo.
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ARTIGO II:
INFLUENCIA DA LUZ NA PRODUGAO DE FITOHORMONIOS ENDOGENOS ACIDO 3-
INDOLACETICO E trans-ZEATINA NO CULTIVO DE
Chlamydomonas reinhardtii CC1021






RESUMO

Microalgas podem representar potenciais alternativas para o melhoramento e protecdo de
cultivos agricolas, pois possuem em sua COMposi¢do compostos que atuam como promotores
do desenvolvimento vegetal. Estes compostos, também chamados de fitohormonios,
desempenham um papel importante na mediacdo do crescimento e respostas ao estresse nas
plantas. Entre os principais fitohormonios estudados, estdo a auxina &cido 3-indolacético (AlA)
e a citocinina trans-zeatina (t-Z). No cultivo de microalgas, a luz e o modo de cultivo séo fatores
que podem influenciar a producdo de fitohorménios por estes micro-organismos. Diante do
exposto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia do fotoperiodo e de modos
de cultivo no crescimento, composigéo da biomassa e na producéo fitohorménios AlA e t-Z por
Chlamydomonas reinhardtii CC1021. Assim, foram realizados cultivos autotroficos com
fotoperiodo 12 h claro/escuro e com luz continua e cultivo heterotréfico em modo batelada
alimentada com adicéo de glicose. Os resultados mostraram que C. reinhardtii foi capaz de
produzir AlA e t-Z nas trés condicGes avaliadas. Entretanto, com o cultivo heterotrofico foi
possivel obter as maiores concentragdes de AIA (20237,34 nmol g1) e t-Z (2593,89 nmol gb).
Além disso, o maior contetdo de lipidios neutros também foi obtido na condicdo heterotréfica
(7,75 mg 107 cél). Portanto, o uso da biomassa de C. reinhardtii na agricultura pode ser uma
alternativa sustentavel para a minimizacdo dos problemas ambientais causados pelo uso de
insumos quimicos sintéticos na agricultura.

Palavras-chave: Auxinas. Citocininas. Cultivo heterotrofico. Microalgas.
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1 INTRODUCAO

Pesquisas apontaram que a populacdo mundial aumentara em média 50% neste
século, alcancando cerca de 11,2 bilhdes até 2100 (UNITED NATIONS, 2017). Este aumento
populacional implicard em maior demanda por alimentos, resultando na necessidade de
expansao do sistema agricola e maior demanda pelo uso de agroquimicos para producgdo de
cultivos vegetais. Neste sentido, ha uma busca crescente pelo desenvolvimento de estratégias
ecologicamente corretas para producéo de culturas agricolas com alto rendimento, envolvendo
menores danos ambientais. Estas estratégias tém como base a reducéo ou substitui¢do do uso
de insumos quimicos, especialmente fertilizantes e pesticidas, por substancias naturais ou
bioldgicas (PLAZA, 2018; GOMIERO, 2017).

As microalgas sdo micro-organismos amplamente utilizados na alimentacao
humana, pois possuem biomassa rica em proteinas, carboidratos e lipidios (VAZ et al., 2016;
SANTOS et al., 2016; LUCAS et al., 2018). Além disso, estes micro-organismos fotossintéticos
sdo produtores de substancias naturais promotoras de crescimento vegetal (fitohormdnios),
como a auxina acido 3-indolacético e a citocinina trans-zeatina (STIRK et al, 2013; LU; XU,
2015). O género Chlamydomonas tém biomassa rica em proteinas, com média de 50% de seu
peso seco, composto por esta macromolécula, além de apresentar uma concentragdo relevante
de carboidratos, lipidios, vitaminas, minerais, clorofila e fitohorménios (BECKER, 2007;
ZIZKOVA et al., 2017).

Estudos visando a obtencdo de fitohorménios a partir de microalgas estdo sendo
desenvolvidos com o objetivo de identificar quais géneros sdo capazes de sintetizar estas
substancias. Stirk et al. (2013) avaliaram a producdo de fitohormdnios em 24 espécies de
microalgas. Os autores verificaram que todas as cepas estudadas foram capazes de produzir
fitohorménios, como auxinas e citocininas. Entretanto, novos estudos séo necessarios a fim de
esclarecer as vias de producao e otimizar a sintese de destes biocompostos por microalgas. (LU;
XU, 2015).

As microalgas utilizam a luz como fonte de energia durante a fotossintese para
produzir diversos compostos. Os mecanismos envolvidos na fotossintese, como a ativa¢éo ou
inativacdo de sistemas fotossintéticos, podem ser modulados por modificagfes na presenca e
periodicidade da luz (fotoperiodo). Além disso, algumas microalgas podem crescer na auséncia
de luz, nos cultivos chamados heterotroficos, em que as microalgas usam compostos organicos,
como a glicose, como energia e fonte de carbono. Essas modificacbes sdo consideradas

estratégias eficientes para estimular o crescimento de microalgas e o acuimulo de biomoléculas
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especificas (KRZEMINSKA et al., 2014). Além disso, essas modificagcbes podem estimular o
acumulo de compostos, como auxinas e citocininas (STIRK et al, 2014; LU; XU, 2015).

Diante do exposto, o presente estudo tem por objetivo avaliar o crescimento,
composicdo de biomassa e producdo de fitohormdnios acido 3-indolacético e trans-zeatina
enddgenos em cultivos de Chlamydomonas reinhardtii CC1021 quando submetidos a diferentes
fotoperiodos e modos de cultivo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MICROALGA E CONDICOES DE CULTIVO

O micro-organismo utilizado neste estudo foi a microalga Chlamydomonas
reinhardtii CC1021 (Spreitzer; Mets, 1981), adquirida do Banco de cepas “Chlamydomonas
Resource Center”. As culturas de C. reinhardtii cresceram em meio Tris Acetato Fosfato (TAP)
liquido durante 7 d para dar inicio aos experimentos. Apos este periodo, as culturas foram
recolhidas por centrifugacdo a 500 g por 5 min e ressuspendidas em meio de cultivo TAP.

Os experimentos foram realizados em duplicata em fotobiorreatores tipo
Erlenmeyer com volume de 0,5 L (volume til de 0,4 L) e mantidos em camara incubadora a
25°C com agitacdo orbital de 100 rpm, durante 10 d. Os cultivos conduzidos em condi¢bes
autotréficas de crescimento foram realizados com fotoperiodo 12 h claro/escuro e luz continua
(24:0), ambos com intensidade luminosa de aproximadamente 70 pumolsetons M2 st Os
experimentos em condicdes heterotréficas foram realizados durante 10 d, conduzidos na
auséncia de luz em modo batelada alimentada com adicdo de fonte de carbono organica (Stirk

et al., 2014), sendo mantida em 0,5 g L™ a concentracio de glicose no meio de cultivo.

2.2 DETERMINACOES ANALITICAS

2.2.1 Concentracao de biomassa

A concentragdo de biomassa foi determinada diariamente a partir de uma curva
padrdo correspondente a microalga, que relaciona a concentracdo celular e a massa seca de

biomassa (COSTA et al., 2002). A contagem celular foi realizada diariamente com auxilio de
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hemacitdmetro (Neubauer- Brigh Line, BOECO, Alemanha), e visualizagdo com auxilio de
microscopio 6tico (AxioCan ERc 5s Microscope camera, Zeizz, Alemanha)

2.2.2 Consumo de glicose

O consumo de glicose foi verificado diariamente pelo método de determinacao de
acucares redutores utilizando acido 3,5-dinitrossalicilico (MILLER, 1959). O sistema de cultivo
foi realizado em batelada alimentada, sendo mantida em 0,5 g L a concentragio da fonte de
carbono no meio de cultivo, completando diariamente de acordo com o consumo, a partir de

uma solucéo estoque de glicose com concentracdo de 40 g L.

2.2.3 Extracao e quantificacdo de fitohormonios

A extracdo dos fitohormonios foi realizada de acordo com metodologia descrita por
Chokshi et al. (2017), na qual 1 mL de cultivo foi coletado nos tempos 0, 6 e 10 d de cada
experimento e centrifugado (Eppendorf, Microcentrifuge 5410, Alemanha). Apos, o
sobrenadante foi descartado e a biomassa homogeneizada (COLE PARMER CPX 130 - lllinois
- EUA) com tampao de extracdo produzido com &cido cloridrico, 2-propanol e H.O destilada
segundo Pan, Welti e Wang (2010). Os fitohorménios foram separados da mistura pela adi¢cao
de diclorometano (P. A.), concentrados em atmosfera de nitrogénio e ressuspendidos em
metanol (P.A.). As concentracfes dos fitohorménios auxina (acido 3-indolacético) e citocinina
(trans-zeatina) extraidos das biomassas microalgais foram determinadas em ensaio ELISA
utilizando kits de deteccdo de imunoensaio de reguladores de crescimento de plantas (acido 3-
indolacético - AS11 1749, trans-zeatina - AS11 1784, Agrisera Antibodies, Suécia) de acordo
com as instrucdes descritas pelo fabricante.

Os fitohormonios foram quantificados em placas ELISA 96 pogos e as densidades
opticas (D.O.) foram registradas a 405 nm em leitor de placas (Gen5 Microplate Reader and
Imager Software, BIOTEK, EL808, EUA). As concentracfes dos fitohormoénios foram
calculadas por meio de curva padrdo de acido 3-indolacético e trans-zeatina, utilizando a
seguinte equagao para padrdes e amostras: % Ligacdo (L%) = [Padrdo ou Amostra (D.O.) /
Controle Positivo (D.0O.) x 100]. Os resultados foram expressos em relagdo a concentracdo de
biomassa de cada amostra nos tempos 0, 6 e 10 d.


https://www.selectscience.net/products/gen5-microplate-reader-and-imager-software/?prodID=14074
https://www.selectscience.net/products/gen5-microplate-reader-and-imager-software/?prodID=14074
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2.2.4 Concentracdo de lipidios neutros

A quantificacdo de lipidios neutros nas células microalgais foi realizada de acordo
com o método de fluorescéncia utilizando Nile red como agente corante. Para tal, aliquotas de
100 pL de cultivo foram diretamente coradas com o mesmo volume de solugao de 0,1 pL mL"
! de Nile red (concentracéo final da solugo de trabalho dissolvido em DMSO a 50% (v v1)), e
mantidas no escuro por 10 min. O sinal de Nile red foi capturado utilizando comprimento de
excitacdo entre 515 e 560 nm e a emissao medida em 580 nm (WANG et al., 2009). O teor
lipidico (ug/10° células) foi calculado aplicando a seguinte Equacéo: Teor lipidico = [(0,0004
* Fp- 0,0038) / nimero de células], onde Fp é a diferenca entre as fluorescéncias emitidas pelas

células antes e apds adicdo do corante Nile red (DENG et al., 2011).

2.2.5 Perfil de proteinas

Para determinacao do perfil de proteinas 1 mL de cultivo liquido foi coletado nos
tempos 0, 6 e 10 d de experimentos. As proteinas foram extraidas pela adi¢cdo de tampédo de
amostra de dodecil sulfato de sddio (SDS) e posterior aquecimento por 5 min a 100°C, seguido
de centrifugacdo a 10.000 g por 1 min. As amostras foram entdo submetidas a eletroforese em
gel de poliacrilamida-SDS descontinua (SDS-PAGE) de acordo com Laemmli (1970),
utilizando um gel de concentracdo de acrilamida a 5% e um gel de separacao de acrilamida a
12,5%.

2.3 RECUPERACAO E CARACTERIZACAO DA BIOMASSA MICROALGAL

No final dos cultivos, a biomassa foi recuperada por centrifugacdo (HITACHI,
himac CR-GlII, Japdo) a 9000 g por 20 min, ressuspedida em &gua destilada e novamente
centrifugada por 20 min nas mesmas condi¢6es para melhor remogéo de sais do meio de cultivo.
A biomassa centrifugada foi congelada a -80 °C (Eppendorf, New Brunswick Scientific Innova
U535, Brasil) por 48 h e depois liofilizada (LAB CONCO, EUA). As amostras liofilizadas

foram armazenadas a -20 °C para posterior caracterizagéo.
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2.3.1 Concentracdo de carboidratos, proteinas e lipidios

A quantificacdo das concentracGes de carboidratos e proteinas foi realizada na
biomassa final dos experimentos. Para tal, foram preparados extratos contendo 5 mg de
biomassa liofilizada e 10 mL de &gua destilada e apos submetidos a sonda ultrassénica com 10
ciclos de funcionamento (59 s ligada e 59 s desligada) (COLE PARMER CPX 130 - Illinois -
EUA). A concentracao total de carboidratos na biomassa foi determinada de acordo com o
método fenol-sulfarico, utilizando curva padrdo de glicose (DUBOIS et al., 1956). O teor de
proteinas na biomassa foi determinado de acordo com o método colorimétrico proposto por
Lowry et al. (1951), com etapa de pré-tratamento térmico e alcalino com hidréxido de sdédio
para solubilizacdo de proteinas insollveis, e quantificacdo por meio de curva padrdo de
albumina de soro bovino. A concentracdo lipidica na biomassa liofilizada foi determinada
também ao final dos experimentos pelo método colorimétrico proposto por Marsh e Weinsteins
(1966), usando cloroférmio e metanol como solventes para extracao e quantificacdo mediante

curva padréo de tripalmitina.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

As respostas obtidas nos ensaios foram avaliadas por meio de analise de variancia
(ANOVA), seguidas de teste de Tukey para comparagdo entre as médias, ao nivel de 95% de

confianca.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CRESCIMENTO MICROALGAL

A Figura 1 apresenta as curvas de crescimento da microalga C. reinhardtii CC1021
nos ensaios com fotoperiodo de 12 h claro/escuro, 24 h claro e heterotrofico. Nao ocorreu
diferencga estatistica (p<0,05) entre os valores de concentracdo méxima de biomassa obtidos no
cultivo heterotréfico (0,76 g L), 12 h claro/escuro (0,60 g L) e 24 h claro (0,63 g L™b).
Entretanto, a concentragdo maxima de biomassa foi alcanga no 3° d no cultivo heterotrofico e
no 7° para os cultivos conduzidos com fotoperiodo 12 h claro/escuro e 24 h de luz. Este

incremento no crescimento celular obtido no inicio dos ensaios heterotroficos, pode ser



78

explicado devido ao fato que esta espécie apresenta elevada velocidade especifica de
crescimento celular e curto tempo de geragéo, desencadeando maior permeabilidade celular,
juntamente com rapido consumo dos nutrientes fornecidos no meio de cultivo. Além disso, no
cultivo heterotrofico a fonte de carbono adicionada (glicose) faz parte do metabolismo celular
deste micro-organismo, facilitando sua absorcao e elevando a taxa de crescimento mesmo sem
a presenca de luz (ZHANG et al., 2018).

Figura 1 - Perfil de crescimento de Chlamydomonas reinhardtii CC1021 cultivada nas
condi¢des 12 h claro/escuro (m), luz continua ( A) e heterotréfico ().
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3.2 CONTEUDO DE ACIDO 3-INDOLACETICO E trans-ZEATINA

C. reinhardti CC1021 apresentou contetidos de auxina &cido 3-indolacético (AlA)
e a citocinina trans-zeatina (t-Z) em todas condicGes estudadas. Entretanto, no cultivo
heterotréfico houve incremento significativo (p<0,05) nas concentracdes destes fitohormonios
em relacdo as demais condigdes avaliadas (Tabela 1). No cultivo heterotréfico, em relacéo ao
dia 0, ocorreu aumento meédio de auxinas de 113,0% de AIA no 6° d e de 709,0% de AlIA no
10° d dos experimentos. Além disso, também no cultivo heterotréfico, em relagdo ao dia O,
ocorreu aumento médio de citocinininas de 315,8% de t-Z no 6° d e de 165,4% de t-Z no 10°d
dos experimentos.

Stirk et al. (2014) ao avaliarem o efeito da luz no cultivo de Chlorella minutissima
verificaram que as maiores concentragcdes de AIA foram obtidas no cultivo heterotréfico com

adicio de 5 g L™ de glicose (649,4 pg mg*de AIA), em comparago aos cultivos com presenca
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de luz e com e auséncia de luz sem adigdo de glicose. Além disso, foi verificado aumento de
precursores de AIA ao longo do tempo, como triptofano e indol-3-acetamida
(21520,4 e 3974,7 pg mg™), respectivamente, 0 que ocasionou aumento das concentragdes de
AlA. Os resultados verificados pelos autores vao ao encontro dos resultados observados no
presente estudo com a cepa C. reinhardtii, demonstrando que a conducdo dos cultivos em modo

heterotrofico favoreceu a produgdo de fitohormdnios, como auxinas e citocininas.

Tabela 1 -Contetido de Acido 3-indolacético (AIA) (nmol g!) e trans-zeatina
(t-Z) (nmol g*) de Chlamydomonas reinhardtii CC1021 cultivada em diferentes condicdes.

AlA t-Z
Tempo (d) (nmol gt (nmol g1
0 2501,55°+0,07 623,85°¢0,07
Claro/escuro (12:12)

6 1305,55+0,07 145,25°+0,07
10 905,83%< 0,01 137,23+0,05
Luz continua (24:0)

6 1846,579<0,01 174,66%+0,08
10 1835,82°<0,01 59,049+0,06
Heterotrofico
6 5327,55"<0,01 2593,89%+0,13
10 20237,34°+0,06 1655,87°+0,10

Letras mindsculas diferentes sobrescritas na mesma coluna, correspondem a diferenca significativa (p<<0,05) para
a mesma resposta.

As auxinas desempenham papel importante na regulacdo da divisdo celular em
plantas vasculares e podem ter um papel similar nas microalgas (WOODWARD; BARTEL,
2005). Em estudo realizado por de Stirk et al. (2013) com 24 espécies de microalgas, foi
verificado que cepas de rapido crescimento apresentam maiores teores de auxinas comparado a
cepas de crescimento mais lento. C. reinhardtii, considerada de rapido crescimento, obteve
melhores resultados quanto a producédo de fitohormonios neste estudo de Stirk et al. (2013),
cerca de 19,1 pmol g da citocinina t-Z e aproximadamente 40 nmol g da auxina AIA. Estes
resultados mostraram que as condicdes de cultivo utilizadas no presente estudo foram capazes
de incrementar as concentragdes de AlA e t-Z em C. reinhardtii (Tabela 1).

Stirk et al. (2014) ao realizarem estudo com Chlorella minutissima, também

verificaram que as concentragdes de citocininas foram maiores no cultivo
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claro/escuro, entretanto na condigdo escuro continuo+glicose, foi obtida a maior concentracéo
da citocinina t-Z (3,9 pmol mg™). No presente estudo, as maiores concentragdes de citocinina
t-Z produzidas por C. reinhardtii também foram verificadas no cultivo heterotrofico (Tabela 1),
corroborando com os resultados obtidos no estudo de Stirk et al. (2014).

Os autores Stirk et al. (2014) também relataram que ap6s um periodo inicial em que
as culturas heterotréficas estavam ajustando seu metabolismo para utilizar a glicose como fonte
energia, a biossintese de citocinina foi iniciada, assim como verificado (Tabela 1) no presente
estudo. Estes resultados mostraram que somente a luz ndo € um requisito para a biossintese de

citocininas, mas sim a presenca de reservas de energia suficientes, como a glicose.

3.3 COMPOSICAO DA BIOMASSA

Os resultados de composi¢cdo de biomassa obtidos (Tabela 2), mostram que as
variacdes de cultivo estudadas foram capazes de modificar os conteddos de macromoléculas na
biomassa de C. reinhartdii. Assim, o maior conteudo de carboidratos foi obtido na condicéo
heterotréfica, enquanto que o maior conteudo de proteinas foi obtido no fotoperiodo 12 h
claro/escuro. Em relacdo ao contetdo de lipidios, ndo houve diferencas estatisticas (p<0,05)
entre os fotoperiodos 12 h claro/escuro e 24 h claro, porém em ambos fotoperiodos, foram

obtidos maiores contetdos de lipidios que na condicdo heterotrofica.

Tabela 2 - Conteldos de carboidratos (% m m™), proteinas (% m m™?), lipidios (%o mm™) e
lipidios neutros (ug 10 cél™) (média + desvio padrdo) de Chlamydomonas reinhardtii
CC1021 cultivada em diferentes condigdes.

Respostas Claro/escuro Luz continua Heterotrofico
Carboidratos (% m m™) 16,1°+ 0,2 15,3+ 1,9 375+ 1,2
Proteinas (% m m™) 63,1%+ 3,6 48,7°+ 3,3 20,8°+ 2,5
Lipidios (% m m™%) 35,32+ 2,8 39,0%+1,9 19,1°+2,1
Dia0 Dia0 Dia0
0,52¢<0,01 0,52¢<0,01 0,52¢<0,01
Lipidios neutros Dia 6 Dia 6 Dia 6
(mg 10 cél?) 0,1¢<0,01 0,07¢+0,03 7,75%+0,07
Dia 10 Dia 10 Dia 10
0,05¢+0,03 0,02¢<0,01 2,148+0,37

Letras minusculas diferentes sobrescritas na mesma linha e letras mailsculas diferentes sobrescritas na mesma
linha e coluna correspondem a diferenca significativa (p<<0,05) para a mesma resposta.



81

Em relacdo ao contelido de carboidratos na biomassa de C. reinhardtii, a maior
concentracdo  desta  macromolécula  foi obtida na condicdo  heterotrofica
(37,5% m m™) (Tabela 2). De acordo com Liang, Sarkany e Cui (2009), a composi¢io
bioquimica da biomassa de microalgas pode ser influenciada pela fonte e pela concentracédo de
carbono no meio de cultivo. Estes autores verificaram que o contetdo de carboidratos na
biomassa da Chlorella vulgaris variou de acordo com a fonte de carbono utilizada, sendo
obtidas concentracdes de 23% m m™ e 44% (m m™) quando o meio de cultivo foi suplementado
com acetato e glicose, respectivamente.

Quanto a concentracdo de proteinas e lipidios na biomassa de C. reinhardtii, foi
possivel observar que os cultivos autotréficos com fotoperiodo de 12 h claro/ escuro e luz
continua apresentaram incremento significativo (p<0,05) destas biomoléculas em relagdo ao
observado no cultivo heterotréfico. No cultivo autotréfico com  fotoperiodo
12 h claro/escuro foi verificado a maxima concentracéo de proteinas (63,1% m m™), sendo este
resultado 202% superior ao verificado no experimento em condicdo heterotrofica. Sukenik
(1999) relatou que microalgas cultivadas sob condi¢des étimas de crescimento, como no cultivo
12 h claro/escuro realizado no presente estudo, tem sua rota metabdlica desviada para a sintese
de proteinas, as quais serdo utilizadas para a manutenc¢éo do crescimento celular. Por outo lado,
qguando condicGes de estresse séo aplicadas, como limitacdo de nutrientes, temperatura, excesso
ou falta de luz, isso pode ocasionar a reducéo da velocidade de crescimento e maior producao
de compostos como lipidios, carboidratos e outros metabdlitos.

Quando utilizada a condicdo de 24 h claro, o conteddo de proteinas em C.
reinhardtii foi estatisticamente menor (p<0,05) ao verificado no cultivo com fotoperiodo 12 h
claro/escuro. Este resultado foi semelhante ao encontrado por Xu, Cheng e Wang (2018), em
que os autores obtiveram 59% (m m™) de proteinas quando os cultivos de Chlamydomonas
reinhardtii foram expostos a luz continua. Estes resultados mostraram que a luz continua pode
ter ocasionado condicdo de estresse para a microalga e diminuicdo da sintese proteica.

O cultivo heterotrofico de C. reinhardtii apresentou a menor concentracdo de
proteinas em relagdo aos demais tratamentos (Tabela 2). De acordo com Perez-Garcia et al.
(2011), a sintese de transportadores proteicos nas células microalgais € reduzida na presenca de
glicose, o que pode justificar o menor teor proteico obtido nos cultivos heterotroficos.

Em relacdo ao contetido de lipidios, os maiores resultados foram obtidos para as
condigdes de 12 h claro/ escuro e 24 h claro (35,3 e 39,0%, respectivamente), concentragoes
significativamente (p<0,05) maiores que as obtidas na condi¢do heterotrofica. Estes resultados

foram superiores aos obtidos por Xu, Cheng e Wang (2018) que obtiveram cerca de 15% de
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lipidios em cultivo de uma cepa selvagem de C. reinhardtii em condigdes de cultivo
semelhantes as de 24 h de luz realizada neste estudo. Outro fator a ser destacado, é a adigdo de
glicose como fonte de carbono no cultivo heterotréfico, o que pode ter ocasionado reducéo na
sintese de lipidios e incremento na sintese de carboidratos, como observado no estudo de Liang,
Sarkany e Cui (2009). Estes autores avaliaram os efeitos das condicBes autotrdficas,
mixotroficas e heterotroficas de crescimento nos cultivos de Chlorella vulgaris, e a menor
concentracio de lipidios (21% m m™) foi obtida em modo heterotréfico com adic&o de glicose

como fonte de carbono organica.

3.4 CONTEUDO DE LIPIDIOS NEUTROS

Em relacdo ao contetdo de lipidios neutros, as maiores concentracdes foram obtidas
no cultivo heterotrofico (Tabela 2). Semelhante as plantas superiores, os lipidios microalgais
sdo compostos de lipidios neutros e lipidios polares. Lipidios neutros consistem em
triacilglicerois (TAG) e éster, principalmente nas formas de TAG (HARWOOD, 1998). Deng,
Fei e Li (2011) relataram que sob condi¢cBes ambientais favoraveis, microalgas sintetizam
principalmente lipidios polares, como glicolipidios e fosfolipidios. Entretanto, quando as
condi¢cdes ambientais sdo desfavoraveis para o crescimento celular, microalgas tendem a
acumular lipidios neutros como forma de armazenamento de carbono e energia.

O actmulo de lipidios neutros também esta associado com baixa producdo de
biomassa, devido ao fato que as condi¢des de cultivo realizadas para este fim sdo geralmente
relacionadas a limitacdo de nutrientes essenciais para o crescimento microalgal. Logo, uma
alternativa seria adicionar uma fonte de carbono como glicose ou sacarose no meio de cultivo,
para aumentar o crescimento microalgal e manter o incremento na concentracdo de lipidios
neutros. Com variag¢fes na concentracao de nitrogénio em cultivo de C. reinhardtii Deng, Fei e
Li (2011) alcancaram uma concentracdo de lipidios neutros de 2,0 pug 10 cél"t apos 0 5° d de
experimento, resultado inferior ao alcangado no presente estudo para 0 mesmo periodo (Tabela
2). Dessa forma, no presente estudo o cultivo heterotréfico proporcionou uma condigcdo de
estresse celular que pode ter ocasionado incremento na concentracdo de lipidios neutros
(7,75 pg 107 cél ) significativamente (p<0,05) superior as demais condigdes estudadas, porém
sem comprometer o crescimento microalgal (Figura 1), visto que foi adicionada glicose como
fonte de carbono.

Tambem é possivel observar que nas condicdes fotoautotréficas, que sdo favoraveis

ao crescimento celular, foram obtidas concentracdes de lipidios neutros estatisticamente iguais
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(p>0,05), porém em relagdo ao cultivo heterotréfico, essas concentragdes foram menores
(Tabela 2). Este fato pode estar relacionado com maior producdo de lipidios polares nas
condicdes 12h claro/escuro e de luz continua, como mostram os estudos de Deng, Fei e Li
(2011).

3.5 PERFIL DE PROTEINAS

Com as mudancas obtidas no contetdo total de proteinas das diferentes condigdes
estudadas de C. reinhardtii (Tabela 1), foi interessante abordar o perfil destas proteinas em cada
condigdo, utilizando SDS-PAGE, que fornece valores aproximados do peso molecular das
proteinas. O perfil de proteinas observado por SDS-PAGE para cada condicdo nos dias O
(controle), 6 e 10 (Figura 2), mostram que os niveis de proteinas foram alterados de acordo com

a mudanca realizada em relac&o ao indculo (dia 0).

Figura 2 -Perfil de proteinas em Chlamydomonas reinhardtii CC1021 em diferentes
tempos e condicBes de cultivo da microalga. P: padrdo; 0: inéculono 0 d; 1: 12 h
claro/escuro no 6° d; 2: 12 h claro/escuro no 10° d; 3: 24 h claro no 6° d; 4: 24 h claro
no 10° d; 5: heterotrofico no 6° d; 6: heterotrofico no 10° d. Pontos brancos indicam
variacao na expressdo de proteinas.
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No 6° dia de cultivo da condicédo autotrofica com fotoperiodo 12 h claro/escuro foi
observado bandas das proteinas com maiores intensidades e menor degradacdo destas. O gel
desta condicdo mostra proteinas de diferentes pesos moleculares de até 150 kDa. Em relacéo
ao 10° d de cultivo desta condicdo, observou-se degradacao das proteinas na faixa entre 25 e
150 kDa. Em relacdo a Figura 2, também é possivel observar que as maiores intensidades das



84

bandas foram obtidas para 50 kDa e um pouco acima de 25 kDa em ambas condicGes
autotréficas (12 claro/escuro e 24 h claro).

A ribulose-1,5-bisfosfato-carboxilase /oxigenase (Rubisco) € uma enzima estavel
sob condi¢des normais. No entanto, sob condicdes de estresse, é rapidamente degradavel. Esta
enzima, responsével pela assimilagdo do CO. atmosférico, localiza-se nos cloroplastos das
celulas fotossintéticas (ANDERSSON; BACKLUND, 2008).

Os niveis de proteinas nos ensaios com a presenca de luz (12 h claro/escuro e 24 h
claro) apresentaram incremento da enzima Rubisco, que corresponde a um peso molecular de
aproximadamente 56 kDa, indicando que para estes periodos pode ter ocorrido maior taxa
fotossintética. Também foi verificado que a banda que apresentou maior incremento da enzima
Rubisco, foi no 6° d do experimento 12 h claro/escuro. Na condicdo 12 h claro/escuro, também
foram obtidos maior perfil proteico e bandas mais intensas. Entretanto, no cultivo heterotrofico,
a auséncia de luz pode ter ocasionado menores taxas fotossintéticas, o que pode explicar a
degradacéo da enzima Rubisco.

A energia absorvida pelas microalgas é refletida pelos componentes do nucleo do
fotossistema 1. Neste fotossistema, as subunidades D1 e D2 sdo responsaveis por transportar
elétrons através da membrana do tilacoide (MELIS et al., 2000). Portanto, é possivel observar
que em todas as condicdes avaliadas pode ter ocorrido a presenca das subunidades D1 (38 kDa)
e D2 (39 kDa). O aumento nas proteinas D1 e D2 (38-39 kDa) pode indicar um periodo de
maior atividade fotossintética, logo assim como ocorrido para a enzima Rubisco, no cultivo
heterotréfico, pode ter ocorrido uma maior degradacdo das subunidades D1 e D2.

As condicdes autotrdficas testadas (12 h claro/escuro e 24 h claro) tiveram efeito
positivo no perfil protéico, estimulando a producdo de enzimas responsaveis pela organizacéo
do aparato fotossintético. Essas enzimas, correspondem ao complexo LHCB (Complexo de
captacdo de luz) (MELIS et al., 2000). Entretanto, as alteracdes nos perfis de enzimas do LHCB
(24-28 kDa), como no cultivo heterotréfico, podem ter ocorrido como resposta as condigdes
impostas de estresse (auséncia de luz).

No cultivo autotrofico submetido a luz continua foi observado a presenga das
mesmas bandas de proteinas que na condicdo 12 h claro/escuro. Entretanto, é possivel verificar
menor intensidade das bandas e que ndo houve consideravel variacdo na intensidade entre 0s
tempos 6 e 10 d, ao contrario da condigéo anterior. Por outro lado, para o cultivo heterotrofico,
no 6° d de cultivo apenas uma banda de proteina de baixa intensidade com peso molecular de
aproximadamente 37 kDa foi observada, que pode estar relacionada com a presenca de

proteinas D1 e D2, como discutido anteriormente. No 10° d de cultivo desta condigéo, bandas
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com menores intensidades e com pesos moleculares menores que 100 kDa foram obtidas,
mostrando que o cultivo heterotrofico apresenta perfil com proteinas de menores pesos
moleculares, além de apresentar maior degradacdo de proteinas em relacdo as demais
condigdes, como mostram os resultados.

Em relacdo a associacdo de auxinas e citocininas com o perfil proteico, estudos
mostraram que os hormonios vegetais de plantas ou fitohormdnios s&o moléculas com peso
molecular extremamente baixo (menor que 1000 kDa), entretanto na maioria dos casos 0s
fitohormonios se ligam/conjugam a moléculas de maior peso molecular, como proteinas e
polissacarideos, chamadas de carreadores (LOSSO et al., 1993).

Estudos bioquimicos mostraram que existe a conjugacao do AIA a muitos tipos de
moléculas, e estas ligacdes fazem parte de um mecanismo regulador para controlar os niveis de
AlA nas células de plantas. O AIA nas plantas ocorre tanto nas formas conjugadas quanto nas
formas livres, e ha evidéncias crescentes de que a proporcao de AlA livre para conjugado é
controlada por processos especificos e regulados pelo desenvolvimento celular. Ensaios de
ligacdo in vitro verificaram que existe uma proteina de ligacdo de auxina (ABP1) existente em
plantas e microalgas, capaz de se ligar ao AIlA, e resultar em um peso molecular de
aproximadamente 5,106 kDa (TROMAS; PAPONOV; PERROT-RECHENMANN, 2010).
Com isso, ndo foi possivel obter estas fragdes proteicas na técnica utilizada, visto que o padrao
utilizado apresentava 0 menor peso molecular de 25 kDa.

Em relacdo as citocininas, ocorre 0 mesmo fato, seria necessaria a identificacdo de
ligacdo/conjugacdo a algum carreador de maior peso molecular. Entretanto, os carreadores e
derivados deste fitohormonio (O-glicosideos, N-glicosideos) também apresentam peso
molecular menor que 25 kDa e ndo poderiam ser identificados por esta técnica (SDS-PAGE)
(DOBRA et al., 2015).

4 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, Chlamydomonas reinhardtii
CC1021 foi capaz de produzir é&cido 3-indolacético (AIA) e trans-zeatina
(t-Z) nas trés condicdes avaliadas (autotréfico 12 h claro:escuro, autotrofico 24 h claro e
heterotrofico+glicose). O cultivo autotrofico 12 h claro:escuro apresentou 0 maior conteudo
proteico (63,1%) e mais fragdes proteicas em comparacdo as demais condicOes testadas.
Entretanto, no cultivo heterotréfico foi possivel obter maior contetdo de carboidratos (37,5%)

e as maiores concentracdes de AIA (20237,34 nmol g?) e trans-zeatina (2593,89 nmol g1),
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mostrando que a luz ndo é essencial para biossintese destes fitohormonios para essa espécie
microalgal. Portanto, o cultivo de C. reinhardtii em modo heterotréfico possibilitou a maior
concentracdo de promotores crescimento vegetal, além disso, conclui-se que o uso da biomassa
de C. reinhardtii na agricultura pode ser uma alternativa sustentavel para a minimizacdo dos

problemas ambientais causados pelo uso de insumos quimicos sintéticos na agricultura.
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5 CONCLUSAO GERAL

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, as microalgas Chlamydomonas
reinhardtii CC1021, Chlorella fusca LEB 111, Chlorella vulgaris LEB 112, Scenedesmus
obliquus LEB 117, Synechococcus nidulans LEB 115 e Spirulina sp. LEB 18 foram capazes de
produzir AIA e trans-zeatina enddgenos nas trés condi¢bes estudadas (autotrofico
12 h claro/escuro, autotréfico 24 h claro e heterotréfico).

A maior concentracéo de biomassa (3,39 g L) foi obtida com Spirulina sp. LEB 18 na
condigdo de luz continua. As concentragbes de AIA variaram de 194 a
56,45 nmol g?!. Enquanto que as concentracdes de t-Z obtidas variaram de 0,06 a
35,52 pmol gt. As maiores concentrages de AIA e t-Z foram obtidas por espécies de
microalgas (Chlorella fusca LEB 111 e Synechoccocus nidulans LEB 115) que ainda nédo
haviam sido investigadas para este fim. Sendo a maior concentracdo de AIA, 56,45 nmol g*
obtida pela microalga C. fusca LEB 111 na condig&o 12 h claro/escuro, e a maior concentragdo
de t-z obtida foi 35,52 pmol g* pela microalga S. nidulans LEB 115 na condic&o heterotrofica.

Em relacdo ao estudo de C. reinhardtii CC1021, com o cultivo heterotréfico se obteve
as maiores concentracdes de AIA (20237,34 nmol g?) e trans-zeatina (2593,89 nmol g2),
resultado superior em relacdo as demais microalgas estudadas, mostrando que a microalga
C. reinhardtii recebe destaque para a biossintese das principais auxinas e citocininas. Além
disso, as condi¢cdes de cultivo utilizadas foram capazes de incrementar os conteldos de
proteinas e carboidratos na biomassa de todas as microalgas estudadas.

Portanto, as informacdes e resultados apresentados neste estudo, demostraram o
potencial das microalgas utilizadas para a produgdo dos principais fitohorménios com acao
biofertilizante. Conclui-se que a utilizacdo da biomassa de microalgas em cultivos vegetais
pode ser uma alternativa sustentavel para a minimizacao dos problemas ambientais causados

pelo uso de insumos quimicos sintéticos na agricultura.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Estudar diferentes condicGes de cultivo e diferentes espécies de microalgas da colecéo do
Laboratorio de Engenharia Bioquimica para a identificacdo de fitohormonios.

¢ Realizar a identificacdo de diferentes classes de fitohormdnios em microalgas.

e Estudar diferentes métodos de quantificacdo de fitohormoénios em microalgas e realizar a
comparacao dos resultados obtidos pelos diferentes métodos.

eEstudar os melhores tempos de cultivo de microalgas para obtencdo de biomassa e
fitohorménios.

¢ Avaliar o efeito do uso de outras fontes de carbono organico no cultivo heretotréfico, bem
como a realizacdo de cultivos mixotréficos.

e Estudar o perfil de producdo de fitohormdnios por microalgas, realizando a quantificacao
diéria dos mesmos.

e Estudar o efeito da aplicacdo da biomassa de microalgas ricas em fitohorménios em cultivos

vegetais.
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APENDICES

Figura 1 - Curva padrdo da microalga Chlorella fusca LEB 111.
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Figura 2 - Curva padrdo da microalga Chlorella vulgaris LEB 112.
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Figura 3 - Curva padrdo da microalga Scenedesmus obliquus LEB 117.
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Figura 4 - Curva padrdo da microalga Synechococcus nidulans LEB 115.
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Figura 5 - Curva padrdo da microalga Spirulina sp. LEB 18.
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Figura 6 - Curva padrdo da microalga Chlamydomonas reinhardtii CC1021.
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Figura 7 - Disposicdo dos fotobiorreatores Erlenmeyer nos ensaios realizados com as
microalgas Chlorella fusca LEB 111, Chlorella vulgaris LEB 112, Scenedesmus
obliquus LEB 117, Spirulina sp. LEB 18 e Synechococcus nidulans LEB 115 em

estufa termostatizada com fotoperiodo
12 h claro/escuro.

Figura 8 - Disposicéo dos fotobiorreatores Erlenmeyer nos ensaios realizados com as
microalgas Chlorella fusca LEB 111, Chlorella vulgaris LEB 112, Scenedesmus
obliquus LEB 117, Spirulina sp. LEB 18 e Synechococcus nidulans LEB 115 em

estufa termostatizada com fotoperiodo 24 h claro.




113

Figura 9 - Disposicéo dos fotobiorreatores Erlenmeyer nos ensaios realizados com as
microalgas Chlorella fusca LEB 111, Chlorella vulgaris LEB 112, Scenedesmus
obliquus LEB 117, Spirulina sp. LEB 18 e Synechococcus nidulans LEB 115 em

etufa termostatizada em modo heterotrofico.

Figura 10 - Disposic¢do dos fotobiorreatores Erlenmeyer em um dos ensaios realizados
com a microalga Chlamydomonas reinhardtii CC1021.
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Figura 11 - Curva padréo de acido 3-indolacético.
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Figura 12 - Curva padrédo de trans-zeatina.
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Figura 13 - Amostra de fitohorménios ap0s a extracdo a partir da biomassa microalgal.

Figura 14 - Concentragdes de ficocianina obtidas nos cultivos de Spirulina sp. LEB 18
com fotoperiodo 12 h claro/escuro e 24 h claro.
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