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RESUMO

Emiliania huxleyié uma microalga unicelular ou cocolitoforideo com grande
importancia na captagdo do gas carbonico e potencial para aplicagdo industrial nas areas de
ortodontia, nanotecnologia, alimentagdo, farmacéutica e bioenergia. Novas possiveis
aplicagOes industriais podem ser descobertas determinando-se padrdes para transformacdo da
Emiliania huxleyi. Dentre os possiveis métodos de transformagdo a técnica de biobalistica
destaca-se por sua capacidade de transformar qualquer tipo de célula, independente da rigidez
ou espessura, tendo sido usada com sucesso inclusive em diversos tipos de algas. A técnica
consiste em acelerar microparticulas carregadas com DNA exégeno em dire¢do a célula alvo
por meio de alta pressdo. Diversos fatores operacionais influenciam na eficiéncia da
biobalistica. Portanto, esse trabalho teve como objetivo determinar condi¢des Otimas de
bombardeamento de microparticulas para a cepa nao calcificada da microalga Emiliania
huxleyi CCMP 1516. Foram estabelecidos 10 padroes experimentais variando-se o0s
parametros de distancia entre a pressao inserida e as microparticulas bombardeadas (1/8, 1/4 e
3/8 polegadas), a distancia do alvo (3, 6, 9 e 12 centimetros), discos de ruptura que resistem as
pressdes de 900,1350 e 1550 psi e amostras controles que ndo foram bombardeadas. Foram
utilizados beads fluorescentes magnéticos para determinar a melhor condigdo de
bombardeamento e apds as analises dos resultados, foi feito um bombardeamento com
microportadores de ouro carregados com DNA plasmidial sintético chamado PAYCO com
gene de resisténcia a piromicina. Avaliou-se a insercao dos beads por citometria de fluxo e
microscopia de fluorescénciaA microscopia de fluorescéncia mostrou a insercdo dos beads
dentro da célula da microalga Emiliania huxleyie a sobrevivéncia da mesma apos 0s processos
de estresse. Embora ndo tenha sido possivel definir um padrao 6timo de bombardeamento
para a Emiliania huxleyi como proposto, comprovou-se que o método de biobalistica ¢ um
método efetivo para insercdo de DNA exdgeno dentro da cepa CCMP 1516 da microalga

Emiliania huxleyi.

PALAVRAS-CHAVE: Microalga. Bombardeamento. Transformacao.



ABSTRACT

Emiliania huxleyi is a unicellular microalgae or cocolitoforid that has great importance in
the capture of carbon dioxide and potential for industrial application in the areas of
orthodontics, nanotechnology, food, pharmaceutical and bioenergy. New possible industrial
applications can be discovered by determining standards Emiliania huxleyi transformation.
Among the possible methods of transformation, the technique of biolistics stands out for its
ability to transform any type of cell, regardless of stiffness or thickness, and has been
successfully used even in various types of algae. The technique consists in accelerating
microparticles loaded with exogenous DNA towards the target cell by means of high pressure.
Several operational factors influence the efficiency of biobalistics. Thus, this study aimed to
determine optimal microparticle bombardment conditions for the non-calcified strain of
Emiliania huxleyi CCMP 1516 .Ten experimental standards were established by varying the
distance parameters between the inserted pressure and the bombarded microparticles (1 /8, 1/
4 and 3/8 inches), the target distance (3, 6, 9 and 12 centimeters), the rupture disks that resist
pressures of 900,1350 and 1550 psi and control samples that were not bombarded. Magnetic
fluorescent beads were used to determine the best bombardment condition and after analysis
of the results, a bombardment was performed with gold microcarriers loaded with synthetic
plasmid called PAYCO with puromycin resistance gene. Fluorescence microscopy showed
the insertion of the beads into the cell of the microalgae E.hux.microalgae and its survival
after the stress processes. Although it was not possible to define an optimal bombardment
standard for Emiliania huxleyi as proposed, it was proved that the biolistics method is an
effective method for insertion of exogenous DNA into the CCMP 1516 strain of the

microalgae Emiliania huxleyi.

KEY WORDS: Microalgae. Bombarment. Transformation.
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1. INTRODUCAO

Algas sao plantas que ndo possuem raizes, caules ou folhas de estrutura unicelular ou
multicelular. Todas contém cloroplastos, organelas membranosas que lhes conferem a
capacidade de realizar fotossintese. Elas podem ser encontradas em 4dguas marinha e doce, em
solos, na superficie de plantas e fazendo simbiose com fungos (liquens). Seus grupos sdo
classificados de acordo com a quantidade de espécies, tipos de pigmentos fotossintetizantes,
presenga e quantidade de flagelos, reserva de carboidratos e estrutura da superficie celular e
habitat natural(Parker et al, 1997 e Raven et al, 2014). Elas podem ser cultivadas em
biorreatores, em tanques de grandes volumes ou em pequenas lagoas (Scregg, 2005; Yusoff et
al, 2015; Chang et al, 2017) etém grandes aplicagdes na industria de alimentos, cosmética,
farmacéutica, biocombustiveis, biorremediagdo entre outras.Portanto, é de grande importancia
o estudo do potencial, da aplicabilidade industrial das algas devido a substituigdo por
compostos ndo renovaveis e menos saudaveis, e principalmente pelo descobrimento de novas
aplicagoes em prol da sociedade. (Scregg 2005; Rebours et al, 2012;Vaz et al 2015 e
Rajendran e Hu, 2016).

Emiliania huxleyitem um potencial diferenciado das outras algas ja utilizadas
industrialmente, pelos potenciais deprodugdo de materiais para estruturas periodontais,
armagOes Osseas, engenharia de tecidos, como implantes biodegradaveis ou ainda em
nanotecnologias que produzem equipamentos ou materiais eletronicos na area de
telecomunicagdo (Read, Betsy). Essa microalga ¢ do grupo das haptofitas, considerada um
cocolitoforideo por possuir na sua forma diploide cocdlitos ou exoesqueletos, que sdo
estruturas compostas de carbonato de cdlcio que envolve a célula da microalga. Ela ¢
conhecida por suas floragdes ou “blooms” de cor azul turquesa nos oceanos que podem ser
vistos por imagens de satélite. Emiliania huxleyitambém tem grande importancia na captagao
do géas carbonico, participando em grande parte da fixagdo total de carbono em certas regides
(Baker, 2013; Read et al, 2013, Merico e Tyrell, 2004; Mireles, 2014), sintetiza lipidios que
sd0 usados como suplementos nutricionais, substituintes de petréleo e precursores de
polimeros como outras algas em aplica¢des industriais (Read et al, 2013).0 que torna essa
alga um Segundo Mireles (2014) e Mystikouet al (2016),Emiliania huxleyise destaca entre os
outros cocolitoforideos por crescer mais do que qualquer outro cocolitoforideo e facilidade de

adaptagao para cultivo em laboratoério.
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Seu genoma foi completamente sequenciado, em 2013, por Dr. Read e colaboradores
queconstataram que a FEmiliania huxleyi possui aproximadamente trinta mil genes. A
determinag¢do de um sistema de transformacdo genética padrdo para a microalga Emiliania
huxleyi proporcionara estudos mais aprofundados sobre detalhes de suas vias metabdlicas,
expressdo génica (silenciamento ou superexpressdo dos genes) e os processos bioldgicos das
c¢lulas. A compreensdo dos mecanismos moleculares, identificando genes e proteinas que
regulam a calcificagdo (biomineraliza¢cdo), ou seja, a formacdo de estruturas exogenas
compostas de cdlcio (cocolitos) do lado externo dessa microalga, proporcionard a tornar seus
potenciais em aplicagdes industriais. Assim diversas aplicagcdes dessa microalga na industria
de bioenergia, biorremediacdo de aguas e solos, alimentacdo e outras poderdo ser definidos
(Read et al,2013; Mireles, 2014).

Um método direto de transformagdo para células de algas ¢ o bombardeamento de
microparticulas ou biobalistica, que consistena transferéncia de microportadores de tungsténio
ou ouro carregados com DNA em células por meio de pressdo emitida por gas hélio gerando
uma alta velocidade de emissdo das microparticulas. O bombardeamento de microparticulas
pode ser utilizado para transformar células de bactérias, fungos, insetos, plantas e animais.
(Bio-Rad Laboratories;Yadava et al,2016;Doron et al,2016). Variando-se os parametros desse
processo de acordo com organismo a ser transformado, pode-se conquistar um padrao 6timo
de transformagao (Bio-Rad Laboratories e Mireles, 2014).Dentre as técnicas de transformagao
disponiveis a biobalistica se destaca pela capacidade de grande quantidade de microparticulas
de ou tungsténio carregadas com DNA (microportadores) com alta energia cinética
penetrarem todas as barreiras celulares independente da rigidez ou da espessura transformar
assim qualquer tipo de célula(Hallmann, 2007 e Cejudo et al2008). Segundo Hallmann (2007)
e Mireles (2014),véarios tipos de algas foram transformadas por meio da técnica de
biobalistica: Chlamydomonas reinhardtii, Volvox carteri, Dunaliella salina, Gracilaria
changii, Laminaria japonica, Phaeodactylum tricornutum, Navicula saprophila, Cyclotella
cryptica, Euglena gracilis, Porphyridium sp., Cylindrotheca fusiformis, Haematococcus
pluvialis, 'Chlorella’ kessleri, e Chlorella sorokiniana.

Sendo assim, determinando-se parametros padrdo para transformacdo da Emiliania
huxleyi por meio do bombardeamento de microparticulas de forma eficiente e economicaé
possivel a abertura de novos horizontes de possiveis aplicagcdes industriais em areas de

bioenergia, biorremediagdo, alimentacdo e outras possiveis de serem descobertas.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Determinar condig¢des otimas de bombardeamento de microparticulas para a cepa nao
calcificada da microalga Emiliania huxleyi CCMP (atual NCMA) 1516 para a transferéncia

direta de DNA plasmidial para dentro da célula almejando.

2.2. Objetivos Especificos
2.2.1. Obter células de Emiliania huxleyi para transformagao;
2.2.2. Obter e prepararo DNA exdgeno a ser inserido;
2.2.3. Efetuar o bombardeamento e separagdo magnética (quando usado beads
magnéticos);Avaliar o uso da técnica de bombardeamento para a inser¢do de DNA
exogeno em Emiliania huxleyi e seu impacto na viabilidade celular por meio da

citometria de fluxo e microscopia fluorescente.



12

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Algas

Segundo Slonczewski e Foster, algas sdo plantas que ndo possuem raizes, caules ou
folhas de estrutura unicelular ou multicelular. Todas contém cloroplastos, organelas
membranosas que lhes conferem a capacidade de realizar fotossintese. Elas podem ser
encontradas em aguas marinha e doce, em solos, na superficie de plantas e fazendo simbiose
com fungos (liquens). As algas marinhas flutuantes captam mais didoxido carbono que as
plantas terrestres devido ao seu metabolismo versatil que ndo s realiza fotossintese, mas
também pode crescer utilizando compostos organicos (Scregg, 2005 ¢ Yamagishi-Costa et
al,2017).

Alguns fatores sdo usados para caracterizar algas, tais como o habitat natural (agua
doce ou marinhos), o tipo de pigmento (clorofila a, b, c,ou ficobilinas,fucoxantinas ou
carotendides), o tipo de carboidratos usado como estoque (amido, paramido,
crisolaminarina,6leo, laminarina ou manitol), a estrutura da parede celular(peliculas,camadas
de placas ou vesiculas, escamas, ou plasmodesmos) e o tipo de motilidade (presenca ou nao
de flagelos)(Parker et al , 1997 e Raven et al, 2014). A presenca de clorofila na maioria das
algas € o que caracteriza a pigmentacdo verde presente nas mesmas.A tabela 1 apresenta os
grupos de algas existentes: euglenofitas, criptofitas, haptofitas,dinoflagelados,
diatomaceas,douradas,verdes- amarelas, pardas, vermelhas e verdes (Parker et al, 1997 e
Raven et al, 2014).Essa tabela indica o numero de espécies, os pigmentos fotossintetizantes, a
reserva de carboidratos, a presenca de flagelos, a superficie celular e o habitat de cada grupo.

Na figura 1 ¢ mostrado exemplos de representantes de cada grupo de algas.
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Grupo Nimero Pigmentos Reserva de Flagelos Superficie Habitat
de fotossintetiz  carboidrat celular
espécies antes 0s
Euglenoides 800 a A maioria Paramido.  Geralmente 2;  Pelicula com Principalmen
(Euglenophyta) 7000 nao tem ou frequentement  estrias te 4gua doce,
tem e desiguais, proteicas, alguns sao
clorofilas a e com 1 anterior  flexivel ou marinhos.
b; e 1 posterior rigida sob a
carotenoides. ou muito curto, membrana
estendem-se plasmatica.
apicalmente.
Criptofitas 200 Nenhum ou Amido. 2; desiguais; Camada Marinho e
(Cryptophita) clorofilasa e subapicais; rigida de agua doce;
c; pilosos. placas aguas frias.
ficobilinas; proteicas sob
carotenoides. a membrana
plasmatica.
Haptofitas 300 Clorofilasae Crisolamin Nenhumou?2; Escamasde A grande
(Haptophyta) c; arina. iguais ou celunose; maioria das
carotenoides; desiguais; a escamas de espécies €
especialment maioria tem material marinha,
e haptonema organico algumas sao
fucoxantina. calcificado de 4gua
em algumas.  doce.
Dinoflagelados 4000 Nenhum ou Amido. Nenhum Camadas de  Muitas
muitos ou (exceto nos vesiculas sob  espécies sdo
clorofilas a ¢ gametas) ou 2, amembrana  marinhas,
c; desiguais; plasmatica, varias
carotenoides, lateral (1 comousem  espécies sdo
principalmen transverso, 1 placas de de 4gua
te peridinina longitudinal) celulose. doce;
algumas
espécies
mantém
relagdes
simbioticas.
Diatomaceas* 10000 a Nenhum ou Crisolamin  Nenhum ou 1;  Silica. Marinho ou
(Bacillariophyc 712000 clorofilasae arina. apenas nos de agua
eae) reconheci  c; gametas do doce.
dos. carotenoides; tipo céntrico,
principalmen apical; piloso.
te
fucoxantina.
Algas 1000 Nenhum ou Crisolamin ~ Nenhum ou 2;  Escamasde  Predominant
douradas* clorofilasae arina. apical; piloso silica; emente de
(Chrysophyceae c; anterior, liso celulose nas  agua doce;
) carotenoides; posterior. escamas de algumas
principalmen algumas. marinhas.
te

fucoxantina.



Algas verdes- 600
amarelas
(Xanthophycea

e)

Algas pardas* 1500

(Phaephyceace)

Algas 6000
vermelhas

(Rhodophyta)

Algas verdes 17000

Clorofilas a e
c;
carotenoides;
mas sem
fucoxantina.

Clorofilas a e
C;
carotenoides;
principalmen
te
fucoxantina.

Clorofila a;
ficobilinas;
carotenoides.

Clorofilas a e
b;
carotenoides.

Oleo.

Laminarina
; manitol
(transporta
do).

Amido das
florideas.

Amido.

Nenhum ou 2;
piloso anterior,
liso posterior.

2; apenas nas
células
reprodutoras;
laterais; piloso
anterior, liso
posterior.

Nenhum.

Nenhum ou 2
(ou mais);
apicais ou
subapicais;
iguais ou
desiguais;
lisos.

Celulose,
algumas
vezes com
silica.

Celulose
embebida na
matriz de
algina,
mucilaginosa

bl
plasmodesm
0s em
algumas
espécies.

Microfibrilas
de celulose
embebidas
na matriz
(geralmente
galactanas);
depositos de
carbonato de
calcio em
muitas
espécies.

Glicoprotéin
as, celulose
ou
polissacaride
0s ndo
celulosicos;
plasmodesm
0s em
algumas
espécies.

14

Predominant
emente agua
doce ou solo,
algumas
marinhas.

Quase todas
as espécies
sdo
marinhas; a
maioria das
regides
temperadas e
polares,
florescem em
aguas
oceénicas
geladas.

Predominant
emente
marinho,
cerca de 100
espécies sdo
de 4gua
doce; muitas
espécies
tropicais.

A maioria
das espécies
¢é aquatica,
agua doce ou
salgada;
muitas
espécies
mantém
relagdes
simbioticas.

Tabela 1: Grupos de algas existentes segundo Raven et al (2014) e Parker et al (1997):

as euglenofitas,

criptofitas, as haptofitas, dinoflagelados, diatomaceas, douradas, verdes-amarelas, pardas, vermelhas e verdes.
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Figura 1: Representantes de cada grupo de algas existentes segundo Raven et al (2014). Em (a), tem-se uma
célula de uma alga representante do grupo Euglenoéfitas, a Euglena, exibindo dois grandes grdos de paramido e
sua superficie estriada; (b) Cryptomonas,uma criptéfita; (c) uma coldnia da alga dourada Chrysosphaerella
longispina, do grupo das crisofitas ;(d)Ceratium tripos, um dinoflagelado sem placas;(e) Emiliania huxleyi,
representando o grupo das haptéfitas (f) Cyclotella meneghiniana, uma diatomacea céntrica; (g) Vaucheria,
representando o grupo das algas verdes-amarelas; (h) Fucus vesiculosus,representante das algas pardas; (i)
Bonnemaisonia hamifera, representante das algas vermelhas; (j)Chlamydomonas sp.,representante do grupo das

algas verdes (adaptado de Raven et al, 2014 ¢ Baker et al, 2013).

Alguns exemplos de aplicagdes de algas sdo: suplementos alimenticios oriundos das algas
Chlorella e Spirulina; adi¢do de 4cidos graxos da alga Cryptocodium cohnii no leite; adi¢do
de compostos ativos da Spirullina spp em gelatinas, gomas de mascar, em cosméticos e outros
produtos diarios; suplementagdo com proteinas de algas verdes na alimentacdo de animais
terrestres; alimentagdo direta de seres aquaticos por didtomos e crisofitas; producdo de
pigmentos para conferir coloracdo rosada para frutos do mar, produgao de vitaminas por meio
dos carotenoides de algas verdes e outras coloracdes de alimentos utilizando algas vermelhas;
producdo de 4acidos graxos insaturados (Omega-3 e Omega-6) que sdo essenciais na dieta
humana e animal, além do uso em tratamento de solos e dguas; producdo de biocombustiveis
como hidrogénio, biodiesel e bioetanol, (Scregg 2005; Rebours et al, 2012;Vaz et al 2015 e
Rajendran e Hu, 2016;).
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As microalgas sao algas unicelulares que crescem em agua doce ou salgada (Scregg,2005
e Vaz et al,2015). Vaz et al (2015) acrescenta que os metabolitos produzidos por microalgas,
especificamente, como acidos graxos, vitaminas, proteinas e pigmentos possuem atividades
antimicrobianas. Na maioria das microalgas esses compostos estdo presentes na biomassa,
mas também ocorrem de serem excretados no meio onde crescem(exometabolitos). As
microalgas tém tido grandes aplicacdes na industria de alimentos (Scregg, 2005; Smith et al,
2016; Vaz et al, 2015), cosmética (Bajguz et al, 2017), farmacéutica (Bajguz et al, 2017;
Rebours et al, 2012; Vaz et al 2015), biocombustiveis (Scregg, 2005;Rasala et al, 2011;Tweed
et al, 2012; Rebours et al, 2012;Sciandra et al, 2015 e Bajguz et al, 2017), biorremediagao
(Scregg, 2005; Rebours et al, 2012 e Rajendran e¢ Hu, 2016;) e tratamento de aguas
residudria(Hallmann,2007). Com isso se verifica a importancia do estudo das mesmas para

extragdo de produtos que possam ser aplicados industrialmente.

3.2.Emiliania huxleyi

Segundo Merico e Tyrell (2004), Emiliania huxleyi ¢ uma microalga considerada um
fitoplancton de diametro variando de 5 a 10 micrometros e volume de 158-270 micrometros
cubicos.Sendo uma das espécies de cocolitoforideos,cujos cocolitéforos ou cocoélitos sao
escamas ou exoesqueletos compostos de carbonato de célcio(calcéario) (Parker et al, 1997;
Raven et al, 2014; Merico e Tyrell, 2004; Read et al,2013;).Pertencendo ao grupo das
Haptofitas é considerada a mais numerosa espécie de fitoplanctons (Raven et al, 2014; Merico
e Tyrell,2004).Devido aos diversas sobreposi¢des do cocolitoforos, a Emiliania huxleyi possui
diferentes tipos celulares como mostrado na Figura 2 (Read et al, 2013).

A microalga Emiliania huxleyifoi nomeada em homenagem a seus descobridores
Cesare Emiliani(1922-1995) e Thomas Huxley, que extrairam os cocolitoforideos de
sedimentos do fundo do oceano e os examinaram(Baker, 2013;Black, 2013; Department of
Geological, 2017; Merico e Tyrell,2004). Seu genoma foi completamente sequenciado, em
2013, por Dr. Read e colaboradores que constataram que a possui aproximadamente trinta mil

genes (Read et al,2013).
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Figura 2: Diferentes tipos da estrutura dos cocolitoforos da microalga Emiliania huxleyi. A microalga Emiliania
huxleyipossui cocolitos que parecem microconchas compostas de carbonato de célcio que ¢ considerada uma

barreira para o processo de transformagdo por biobalistica(Read et al,2013).

Essa microalga possui grande importancia na captagdo do gas carbonico, participando
em grande parte da fixacdo total de carbono em certas regides. Quando reunidas em grandes
quantidades, abrangem milhares de quimilometros nos oceanos formando floragdes ou
“blooms”. Esses “blooms” sdo responsaveis pela coloracdo azul turquesa nos oceanos e
podem ser facilmente observados do espago por imagens de satélite como mostrado na Figura
3(Shiraiwa et al, 2015; Baker et al, 2013; Read, Betsy; Merico e Tyrell, 2004; Mireles,
2014).Porém segundo Merico e Tyrell (2004), nem sempre o aspecto claro ou azul turquesa
dos oceanos ¢ devido a presenca das floracdes da Emiliania huxleyi nessas regides.A Figura 4
exibe uma micrografia eletronica de um amostra de dgua azul turquesa retirada do leste do
mar de Bering com sedimentos calcario oriundo das costas ou penhascos, de camadas de
carbonato de calcio ja existente no mar , altas concentracdes de enxofre no oceano ou
simplesmente a somente os cocolitos da microalga (célula ja morta) remanescentes de um ano
anterior, que foram ressuspendidos pela moviment¢ao do mar durante tempestades.Logo para
saber se da existéncia da Emiliania huxleyi em qualquer regido do oceano, deve-se

primeiramente retirar-se uma amostra e verificar de que se trata da microalga viva.
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Figura 3: Um bloom de Emiliania huxleyi no sul de Cornwall no Reino Unido tirado em 24 de julho de 1999 por
Steve Groom no laboratério marinho Plymouth (Plymouth Marine Laboratories). Sob certas condi¢des esses
“blooms” da Emiliania huxleyipodem ser detectados por satélites parecendo nuvens na agua, o que na verdade é

o reflexo da luz de bilhdes de seus cocolitos flutuando na coluna de agua(Groom,1999).

Figura 4:Microscopia eletronica de uma agua azul turquesa no leste do Mar de Bering. A imagem exemplifica
que a cor vista ndo corresponde exatamente a microalga Emiliania huxleyi, mas sim de restos de paredes de

silica de didtomos, outro tipo de fitoplancton (Merico e Tyrell,2004).

Emiliania huxleyitem um potencial diferenciado das outras algas ja utilizadas
industrialmente, pelos potenciais de producao de materiais para estruturas periodontais,

armacdes Osseas, engenharia de tecidos, como implantes biodegraddveis ou ainda em
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nanotecnologias que produzem equipamentos ou materiais eletronicos na area de
telecomunicagdo (Read, Betsy). Emiliania huxleyitambém sintetiza lipidios que sdo usados
como suplementos nutricionais, substituintes de petroleo e precursores de polimeros como
outras algas em aplicagdes industriais (Read et al, 2013).Segundo Mireles (2014) e
Mystikouet al (2016),a Emiliania huxleyise destaca entre os outros cocolitoforideos por
crescer mais do que qualquer outro cocolitoforideo e facilidade de adaptacdo para cultivo em

laboratorio.

3.3. Métodos de transferéncia direta /inser¢do de DNA

Transformagdo genética ¢ a captagdo de DNA livre do meio ambiente que leva a
modificagdo genética de um organismo (Raven et al, 2014; Simmons e Snustad, 2009) de
forma a lhe conferir caracteristicas novas como aumento da producao de proteinas (Grosser et
al, 2014;Yao et al,2015), lipidios (Chattopadhyay et al,2014), ganho de resisténcia a
antibioticos (Andersson e Hugges,2017), ganho de resisténcia a insetos e herbicidas (Saucy et
al,2017; Walker et al,2015 e Scregg,2005).

Alguns dos métodos utilizados para transformagdo genética sdo bombardeamento de

microparticulas ou biobalistica, eletroporagao efibras de carboneto de silicio.

3.3.1. Eletroporagao

A eletroporagdo consiste em expor a célula alvo em um campo de alta intensidade
elétrica que forma poros na membrana temporariamente ou permanentemente (Rubinsky et al,
2016; Bio-Rad Laboratories). Segundo Stasi; Borges e lorio(2007), a formagao dos poros se
da pelo fendmeno chamado iontoforese ou ionoforese. Nesse fenomeno, a acdo de um
gradiente elétrico constante ocasiona um aumento do momento dipolar das cabegas lipidicas
hidrofilicas da membrana, fazendo estas repelirem-se entre si e temporariamente separam-se
permitindo a transferéncia de massa de moléculas por difusdo. Horne; Kera e Agerwala;
(2009)acrescenta que a entrada de reagentes carregados como DNA plasmidial é facilitada
devido a esse fenomeno, que facilita o movimento das moléculas de DNA carregadas
negativamente em direcdo ao eletrodo de polo positivo. Dessa forma, como mostrado na
figura 5, a membrana se desestabiliza, tornando-se permedvel e consequentemente o DNA
exdgeno presente no meio move-se por difusdo para dentro da célula. Quando o campo
elétrico ¢ desligado, os poros da membrana fecham e bloqueiam a saida do DNA exo6geno de

volta para o meio, garantindo assim a inser¢do do DNA na célula.
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Figura 5: Esquema geral do principio de eletroporagdo. Um campo elétrico de alta intensidade € aplicado em um
meio contendo a célula alvo, o gene a ser inserido e ions de cargas opostas. Uma vez criado os poros o gene a ser
inserido passa para dentro da célula. Quando o campo elétrico € desligado os poros da membrana se fecham de

maneira que o gene exogeno permanece no interior da célula (adaptagdo da Bio-Rad Laboratories).

Existem dois tipos de pulsos elétricos que podem ser aplicados: com formas de onda
exponenciais ou quadradas, como exibido na Figura 6. Nas formas de ondas exponenciais, 0s
capacitores sdo carregados a uma voltagem pré-determinada. Essa voltagem fixa ¢ liberada do
capacitor selecionado e cai de forma exponencial de acordo com o tempo. J4 na forma de

onda quadrada, a voltagem ¢ determinada pela dura¢do do pulso e/ou pelo niumero de pulsos
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dados. Uma sequéncia de pulsos variados pode ser mais vantajosa do que um pulso longo. As
formas de ondas geradas durante a eletroporagdo estdo relacionadas na eficiéncia do processo
para diferentes tipos de células. Tanto o pulso de onda de queda exponencial quanto a de
forma quadrada tem sido utilizada de forma efetivas para eletroporacdo (Bio-Rad

Laboratories).

Voltagem, V Voltagem, V

tempo, ms tempo, ms

(a) Forma de onda exponencial b} Forma de onda-quadsida

Figura 6:Diferentes tipos de ondas liberados durante o processo de cletroporagdo. Em (a), a forma de onda
exponencial possui uma voltagem fixa pré-determinada que durante o processo de descarga ela vai sofrendo uma
queda de forma exponencial. Ja a forma de onda quadrada mostrada em (b) se d& quando pulsos de intensidade
variadas sdo dados em sequéncia ou quando somente um pulso ¢ dado por um tempo mais longo. Nesse caso, a
cada pulso dado vai de uma voltagem inicial maxima e depois sofre uma queda brusca quando o pulso é

finalizado (adaptado de Bio-Rad Laboratories).

A Figura 7 mostra o equipamento de eletroporacdo Gene Pulser Xcell da Bio-Rad
Laboratories do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Universidade do Estado da
California (CSUSM). Esse equipamento possui o visor onde as configura¢des dos processos
sdo determinadas, a cdmara onde a cubeta com as células alvo e o gene exdgeno sdo

colocados, e o botao vermelho ¢ o pulso.

A eletroporacdo ¢ uma metodologia facil de reproduzir e pode ser aplicada a uma
grande variedade de células. Porém ocorre a morte de algumas ou todas as células. Essa
desvantagem foi vistapor Peter; Azencott e Prausnitz;(2007)ao observar a lise celular da alga
Chlamydomonas reinhardtii submetida a eletropora¢do. Nesse caso a otimiza¢do do processo

pode controlar essa desvantagem (Bio-Rad Laboratories; Peter; Azencott; Prausnitz;2007).
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Figura 7:Equipamento de eletroporagdo Gene Pulser Xcell da Bio-Rad Laboratories do Departamento de
Ciéncias Biologias da Universidade do Estado da Califérnia (CSUSM). O equipamento possui o visor onde as
configurag¢des dos processos sdo determinadas, a camara onde a cubeta com as células alvo ¢ o gene exdgeno sdo

colocados, ¢ o botdo vermelho ¢ o pulsor (foto da autora).

3.3.2. Fibras de carboneto de silicio (Silicon Carbide Whiskers)

E uma técnica recentemente desenvolvida para transferéncia direta de DNA que
mistura fibrasde carboneto de silicio, o DNA contendo o gene de interesse a ser inserido € a
suspensdao de células a serem transformadas. Quando essa mistura ¢ agitada as fibras com
formato de agulha, como mostrado na Figura 8, penetra nas células furando-as resultando na
transferéncia do DNA (Scregg,2005).

A duragdo e a velocidade do processo de mistura € a parte mais critica do processo,
pois afetam significativamente a inser¢do do DNA na célula alvo. O uso do vortex tem sido
mais utilizado para o processo de mistura. A oscilagdo rapida das células com a nanoestrutura
das fibras de carboneto de silicio pode resultar em uma efetiva entrega do DNA exogeno e
uma quantidade suficiente de células sobrevivem para reproduzir outras células, o que
condiciona uma transformagdo estavel. Outro parametro que também pode ser variado ¢ a
concentragdo das fibras de carboneto de silicio adicionada. Quando se utiliza alta velocidade e
duracdo da agitacdo mais uma alta concentragdo das fibras adicionadas, o dano causado as

células aumenta, ocasionando morte celular(Arshad e Asad, 2011).
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s

Figura 8: Estrutura da ﬁbra de carboneto de sﬂlclo na escala de lum (1magem da esquerda) ¢ 10um (imagem da

direita). A estrutura da fibra de carboneto de silicio se compara ao formato de uma agulha, que ao entrar em
contato com a célula, penectras na membrana celular, promovendo a transferéncia de DNA para dentro da célula

(Bakke et al,2008).

De acordo com TG Dunahay (1993), a transformacado da alga verde Clhlamydomonas
reinhardtii foi realizada utilizando pela agitagdo de fibras de carboneto de silicio e DNA
plasmidial. Segundo Dunahay, esse método ¢ considerado um método eficiente e pode ser

utilizado para outras espécies de alga.

3.3.3. Biobalistica

O processo de biobalistica consiste na transferéncia de macromoléculas como DNA
ou RNA para dentro de células por meio de alta pressdo de gas que acelera essas particulas na
direcdo das células (Scregg, 2005). O bombardeamento de microparticulas pode ser utilizado
para transformar células de fungos (Santiago-Tirado et al, 2015; Bose et al, 2015 e Peng et al,
2011),insetos (Mauchamp, 2001), plantas (Sambade et al, 2009; Girijashankar e Swathisree,
2009; Plackett et al, 2014 e Raghu et al, 2016), algas (Klemm et al, 2014; Read et al 2013;
Mireles, 2014; Suzuki et al, 2015) e animais (Parra et al, 1999; Sinclair et al, 2014 ¢ Pattekar
et al, 2015).

Como apresentado na Figura 9, algumas principais parte do equipamento biobalistico
da Bio-Rad Biolistics® PDS-1000/He Particle Delivery sdo (a) Botdo liga/desliga; (b) botao
controlador de véacuo e ventilacdo; (c) botdo de atirar; (d) indicador da pressdo do gés hélio;
(e) indicador de vacuo; (f) valvulas de controle e de taxa de ventilagdo e de vacuo; (g)
distancia entre o disco de ruptura e a tela de parada; (h) distancia entre a tela de parada e a
placa contendo as células alvo tampa de retencdo de disco. O equipamento de biobalistica
introduz microportadores de tungsténio ou ouro carregados com DNA em células por meio de

pressao emitida por gas hélio (Bio-Rad Laboratories; Yadava et al, 2017; Doron et al, 2016).
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Na Figura 10 ¢ apresentado o processo de bombardeamento onde o gas hélio
pressurizado ¢ liberado por um disco de ruptura — disco de poliamida de diferentes espessuras
que se rompe a uma pressdo previamente determinada - e acelera as microparticulas
(tungsténio ou ouro) previamente cobertas com DNA contendo o gene de interesse em dire¢ao
a célula alvo a ser transformada. Essas microparticulas carregadas com DNA exodgeno sdo
adicionadas ao macroportador — disco de poliamida fino onde o DNA ¢ adicionado - que ap6s
o bombardeamento ¢ segurado pela tela de parada (Mauchamp et al,2001;Bio Rad

Laboratories).

A velocidade das microparticulas em cada bombardeamento depende da pressdo do
gas hélio selecionada pelo tipo de disco de ruptura utilizado, a quantidade de vacuo na cdmara
de bombardeamento, a distdncia entre o macroportador e a tela de parada, e a distincia entre a

tela de parada e as células alvo. (Mauchamp et al,2001;Scregg, 2005 e Bio-Rad Laboratories).

Figura 9: Esquema geral de uma maquina de bombardeamento de microparticulas utilizada durante os
experimentos e suas partes(Biolistics® PDS-1000/He Particle Delivery). Em (a) Botdo liga/desliga; (b) botdo
controlador de vacuo e ventilagdo; (c) botdo de atirar; (d) indicador da pressdo do gas hélio; (e) indicador de
vacuo; (f) valvulas de controle e de taxa de ventilagdo e de vacuo; (g) distancia entre o disco de ruptura ¢ a tela

de parada ; (h) distancia entre a tela de parada e

a placa contendo as células alvo; tampa de retengdo de disco; porta da cimara de bombardeamento (figura da

autora).
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Figura 10: Esquema do processo de bombardeamento de microparticulas. Durante o bombardeamento o gas ¢
passado pelo tubo de aceleragdo de gas em uma pressdo especifica que também corresponde ao numero de
pressdo que o disco de ruptura suporta até ele ser rompido; tal pressdo atinge o os microportadores revestidos de

DNA e consequentemente atingindo as células alvo na placa (adaptado de Bio-Rad Laboratories).

Para otimizar um processo de biobalistica pode-se variar os valores de alguns
parametros tais como o tamanho e tipo de microportador do DNA; a quantidade de vacuo
emitida dentro da camara de bombardeamento; a pressao liberada pelo gas hélio controlada
pelo tipo de disco de ruptura a ser utilizado; a distincia entre a tela de parada,que segura o
macroportador contendo os microportadores carregados com DNA, e a prateleira alvo, que
contém a placa ou membrana com as células alvo; a distancia entre o disco de ruptura e a tela

de parada(Linskens e Jackson, 2003;Mireles, 2014 ¢ Bio-Rad Laboratories).

O microportador de tungsténio é mais barato porém possui forma mais irregular, seu
tamanho ¢ considerado bem maior do que a de ouro além de ser considerado téxico para
certos tipos de células e pode oxidar e alterar a ligagdo do DNA exo6geno no DNA da célula
receptora. Os microportadores de ouro sdo mais esféricos e possuem tamanhos mais
uniformes, sdo inertes biologicamente, porém a fixagdo de DNA em sua superficie varia mais
do que em particulas de tungsténio(Cejudo et al, 2008).0 tamanho do microportador interfere
na velocidade em que ele atingira a célula alvo e consequentemente na eficiencia na inser¢ao
do mesmo dentro da célula, ou seja, na eficiéncia da transformac¢do(Linskens e Jackson,

2003eBio-Rad Laboratories).

O vécuo na camara de bombardeamento reduz o possivel arraste das microparticulas
durante o bombardeamento.O uso de gas hélio de baixo peso molecular aumenta a aceleracdo

dos microcarreadores com o DNA e também dimuir a for¢a do choque do gis que atinge as
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c¢lulas alvo minimizando o dano celular.A pressdo de gas helio liberada durante o processo
também interfere no processo.Essa pressdo ¢ controlada pelos discos de ruptura que possuem
resisténcias a determinadas pressdes.Uma vez atingido esse limite de pressdo esses discos se
rompem permitido essa pressa atravessar os microportadores que com essa for¢a atingem as
c¢lulas alvo.Quanto menor a pressdo emitida em dire¢do as células alvo, menor dano sera
causado as mesmas. (Mauchamp et al,2001e Mireles, 2014).Quanto menor a distancia entre o
disco de ruptura e macroportador, mais forte serd o efeito da onda de choque do gas na
aceleragdo no macroportador.Quando se inicia um experimento de otimizagdo de parametros,
¢ sugerido que se inicie com a distdncia maior.Outro pardmetro utilizado para otimizar o
processo, ¢ a distancia entre a tela de para a prateleira alvo (contém a placa ou membrana com
a célula alvo. Quanto menor o nivel for colocada a prateleira alvo, maior serd a forga do
choque do gas hélio com os microportadores ¢ DNA atirados nas células alvo (Bio-Rad

Laboratories).

Como apresentado na tabela 2, algumas sugestdes de valores desses e outros
parametros para iniciar um processo de otimizag¢ao de biobalistica sdo densidade celular e
osmotica para bactérias, leveduras, células ou tecidos animais, embrides de plantas e algas.
Segundo a tabela 2, a fase de crescimento celular varia da fase log para algas, células animais
e culturas celulares; meio-log para organelas, estado estaciondrio precoce para leveduras, e de
uma hora a 4 dias para secgdes de tecidos; a densidade celular a ser colocada no placa ou
membrana na prateleira alvo também varia, a osmotica varia somente para bactérias e
leveduras e para os outros tipos de tecido ndo exige nenhuma pressdo osmotica; a pressao
liberada de vacuo varia de 15 para tecidos animais a 29 para bactérias e de vacuo , a distancia
do alvo sugerida ¢ de 9 cm para sec¢des de tecidos e culturas de células, 6¢cm para bactérias,
leveduras, algas, embrides de plantas e organelas; a pressdo do gas hélio é de 1100 psi para
tecidos animais e cultura de células e 1300 psi; o tamanho e o tipo da microparticula a ser
utilizada € particulas de ouro de 0,6 um para leveduras, algas e organelas, particulas de ouro
de 1,6um para secgOes de tecidos e culturas de tecidos animais tecidos, particulas de ouro de
1,0 um para culturas celulares e embrides de plantas, e uso de tungsténio de 0,7 um (MS5)

somente para bactérias (Bio-Rad Laboratories).



Tipo de Fase de Densidade Osmoticu  Vacuo Distanci Pressio Tamanho
célula cresciment da célula m (Hg) a -alvo - Hélio da
o (cm) (psi) particula
Bactéria Fase log 108 — 0.75 M 29 6 1,100 0,7 pm
final e fase  10° por sorbitol de
estacionari  100mm tungsténi
a inicial plate 0
Fase
Levedura estacionari 108 — 0.75 M 28 6 1,300 0.6 p de
a inicial 10° por sorbitol ouro
100mm e 075 M
plate manitol
Algas Log 108 — - 29 6 1,300 0.6 u de
10° por ouro
100mm
plate
Planta - 10 explants Nenhum 28 6 1,300 1.0 p de
- embrides por 100mm ouro
plate
0.75ml
packed cell
- calos ou Log volume Nenhum 28 9 1,100 1.0 p de
cultura ouro
celular
5x107 por
100mm
Organelas Mid-log plate Nenhum 28 6 1,300 0.6 p de
subcelulares ouro
50-80%
confluente
Animal Log em 35mm Nenhum 15 3 1,100 1.6 p de
- cultura de plates ouro
tecidos
400 pum
secoes
- segoes de lhr - 4 Nenhum 25 9 1,100 1.6 p de
tecidos dias apods ouro
excisdo
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Tabela 2: Sugestoes de valores de pardmetros as serem otimizados em um processo de biobalistica de acordo

com o tipo de célula ou tecido (adaptado da Bio-Rad Laboratories).

Dentre as técnicas de transformagdo disponiveis a biobalistica se destaca pela capacidade

de grande

quantidade

de microparticulas

de

ou tungsténio

carregadas

com

DNA (microportadores) com alta energia cinética penetrarem todas as barreiras celulares

independente da rigidez ou da espessura transformar

assim qualquer

tipo de
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c¢lula(Hallmann,2007 e Cejudo et al, 2008). Segundo Hallmann (2007) e Mireles
(2014),vérios tipos de algas foram transformadas com sucesso por meio da técnica de
biobalistica: Chlamydomonas reinhardtii, Volvox carteri, Dunaliella salina, Gracilaria
changii, Laminaria japonica, Phaeodactylum tricornutum, Navicula saprophila, Cyclotella
cryptica, Euglena gracilis, Porphyridium sp., Cylindrotheca fusiformis, Haematococcus

pluvialis, 'Chlorella’ kessleri, e Chlorella sorokiniana .
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Obtengao das células de Emiliania huxleyipara transformacao

Cultivou-se as células da microalga Emiliania huxleyi cepa CCMP 1516(antiga
Culture of Marine Phytoplancton 1516 ou atual NCMA_National Center for Marine Algae
and Micriobiota) oriunda do oceano pacifico na regido mais proxima da América do Sul
(2.6667°a0 Sul e 82.7167°a0 oeste) (NCMA), em agua fresca do mar (fresh seawater-FSW)
de forma a obter a densidade celular de 10° células por mL. A agua fresca do mar ¢ agua do
mar filtrada 2 vezes e depois acrescida com 8,82x10* M de NaNOs oriundo de uma solugio
estoque de 75 g/l dH,O (4gua destilada); 3,62)(10'5 M de NaH,PO;H>0 oriundo de uma
solugdo estoque de 5 g/l dH,0;1,06 x10* M de Na,Si03.9H,0 oriundo de uma solucao
estoque de 30 g/LdH,O;vitaminas: tiamina (vitamina B1);2,05x10° M biotina (vitamina H)
oriundo de uma solugdo estoque de 0,1 g/L dH,Oe 3,69x107'° M de cobalamina oriundo de
uma solugdo estoque de 1g/L dH,O(vitmina BI2);elementos traco: 1,17x10° M de
Na,EDTA.2H,0:1,17x10°> M de FeCl; .6H,0; 9,10x10”7" M de MnCl,.4H2Ooriundo de uma
solugdo estoque de 180 g/L dH,0;7,65 x10®* M ZnS0O4.7H,Ooriundo de uma solugdo estoque
de 22,0 g/L dH,0O; 4,20){10’8 M CoCl, 6H;Oo0riundo de uma solugdo estoque de 10,0 g/L
dH20;3,97XlO'8 MdeCuSOy4. SH,O oriundo de uma solugdo estoque de 9,8 g/L dH,O
(BIGELOW). As células foram incubadas a temperatura ambiente sob iluminagdo artificial
constante por cerca de trés a quatro dias até a obtencdo aproximada de 10° células por mL.

Para obter-se uma amostra final de 200 pL de concentrado de células, centrifugou-se a
cultura obtidaem tubos de centrifuga de 250mL a 6000 rpm por 12 minutos a 4°C. Apos a
centrifugacdo, ressuspendeu-se o pellet de células em 1 mL de FSW e transferiu-se para
umtubo eppendorf e centrifugou-se novamente em 13.000 rpm por 8 minutos a 24-
26°C,removeu-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 1mL de FS.Repetiu-se o
processo (13.000 rpm por 8 minutos a 24-26°C) duas vezes, sendo que na ultima ressuspensao
foi em 200 uL deFSW que é o volume exato que sera adicionado na placa alvo.

Para a obtencdo de uma unidade de meio sélido contido na placa alvo, utilizou-se
0,093g deSuperclear Agar, 25 mL de Fresh Seawatere 8,33 mL de agua mili-q (4gua
ultrapura).Marcou-se um circulo de diametro de aproximadamente 4 centimetros na da placa
para facilitar a visualiza¢do de onde se depositaria o concentrado de 200 pL de células obtido
na etapa anterior. Em seguida, adicionou-se o concetrado de células dentro do circulo centro
marcado e deixou elas secarem em temperatura ambiente em uma cabine de fluxo laminar

para evitar possiveis contamiagdes.
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4.2. Obtengao e preparo do DNA exdgeno a ser inserido

Para o processo de transformagdo por biobalistica, foi utilizado o DNA plasmidial
PAYCO, que ¢ um plasmidio sintético criado por Dr. Betsy Read no Departamento de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade da Califérnia San Marcos (CSUSM). Ele contém o gene
de resisténcia a piromicina € um cddon especifico que combina com as sequéncias de DNA da
Emiliania huxleyi que sdo utilizadas para transcrever ou produzir proteinas, aumentando as
chances da transformag¢do do DNA da mesma. Para multiplicar a quantidade desse plamidio
foi utilizado um kit de transformagdo Library Efficiency® DH5a™ Competent Cells
(Invtrogen) usando o meio Luria Bertani (Luria Broth) sélido, o plasmidio PAYCO e o
antibidtico piromicina para selecdo de transformantes. Ao final do processo de transformagao
recolheram-se as colonias transformadas, ou seja, contendo multiplos plasmidios PAYCO.
Para precipitagdo do DNA plasmidial adicionou-se 50 pL (10mg/mL) de microportadores
beads fluorescentes emagnéticos de 0,86um (Bangs Laboratories, codigo MEO3F) ou de ouro
0.60um (Bio-Rad Laboratories), 5 pL do DNA plasmidial PAYCO, 2,5 pL CaCl, (2,5M), 20
uL espermidina (fixa o DNA nos microportadores). Agitou-se mecanicamente a mistura com
vortex durante 3minutos e em seguida centrifugou-se a mesma por 2 minutos a 13000 rpm
para remover-se 0 maximo de sobrenadante possivel. Em seguida lavou-se com 500uL de
etanol 100%. Apo6s a lavagem com etanol, centrifugou-se a mistura por 2 minutos

(13000rpm), retirou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 100 pL de etanol 100%.

Observacao: foram utilizadas microparticulas de ouro como microportadores somente no
final da pesquisa quando se constatou a inser¢do dos beads fluorescentes e magnéticos dentro
da célula da microalga. Logo, durante a pesquisa o processo de biobalistica foi feito utilizando
beads fluorescentes e magnéticos e no final da mesma utilizou-se microparticulas de ouro.

Essa decisao foi tomada baseada na economia desses materiais por seu alto custo.
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4.3. Bombardeamento e separagcdo magnética (quando usado beads magnéticos)

4.3.1. Bombardeamento

Estabeleceu-se os pardmetros variaveis para otimizagdo do processo apresentados na

tabela 3.

Condigdes Distancia  da Distancia do Disco de
abertura alvo (cm) ruptura
(polegadas) (psi)
Padréo 1 1/8 3 900
Padrao 2 3/8 3 900
Padrdo 3 1/8 12 900
Padrao 4 3/8 12 900
Padrdo 5 1/8 3 1550
Padrio 6 3/8 3 1550
Padréao 7 1/8 12 1550
Padrao 8 3/8 12 1550
Padrao 9 1/4 6 1350
Padrao 10 1/4 9 1350

Tabela 3: Variaveis utilizadas para otimizagdo do processo biobalistico da cepa 1516 da microalga

Emiliania huxleyi.

Para o procedimento de biobalistica ¢ imprescindivel que as pecas sejam esterilizadas.
Por isso, antes de iniciar o processo, esterilizaram-se todas as partes da mdaquina de
biobalistica adequadamente. Autoclavaram-se as partes removiveis do equipamento. No
interior da méaquina: borrifou-se com alcool 70%; esterilizaram-se os discos de ruptura com

alcool isopropilico; esterilizaram-se as telas de parada com etanol 100%.

Adicionou-se 10 microlitros da solugdo de DNA com beads no centro do
microportador; conectaram-se as pegas de acordo com o manual de instru¢do do equipamento;
checou-se o os pardmetros varidveis para assegurar se estavam com os corretos discos de
ruptura ,a pressdo do gas hélio, distancia do alvo e distancia de abertura entre a pressao de
bombardeio emitida  do disco de ruptura e as microparticulas bombardeadas no
microportador; ligou-se a maquina pressionando o botdo “on/off” da méaquina; pressionou-se o
botao de controle de “vacuo ou ventilacdo” até que a press@o no mandmetro permanecesse na
posicao zero; pressionou-se o botdo “atirar” até o mandmetro atingir a pressao correspondente

ao disco de ruptura e causar o bombardeamento; depois pressionou-se o botdo de “vacuo ou



32

ventilacdo” para aliviar a pressao no sentido de ventilar a camara e remover o gas hélio dentro

da camara;

Removeu-se a placa com as células ja bombardeadas da maquina, lavou-se
imediatamente a regido central contendo as células bombardeadas com 1 mL 4gua fresca do
mar (Fresh seawater).

Foram feitas amostras controle, que ndo passaram pelo processo de bombardeamento,
sendo elas contendo: somente células; células e microportadores de DNA (beads fluorescentes
magnéticos ou microparticulas de ouro carregados com DNA)misturados; e somente
microportadores de DNA (beads fluorescentes magnéticos ou microparticulas de ouro

carregados com DNA)misturados.

4.3.2. Separagdo magnética (para as esferas magnéticas)

Transferiram-se as células recuperadas para um tubo eppendorf posicionado em um
separador magnético. Aguardaram-se alguns instantes até que se observar uma “mancha” na
parede do eppendorf, indicando a atracdo dos beads magnéticos e fluorescentes separados do
meio de cultura e atraidos pelo ima do separador, podendo estar dentro das células ou ndo. Para
remocao do concentrado magnético da parede do tubo eppendorf, removeu-se o meio de cultura
com uma micropipeta com cuidado de ndo remover as esferas (beads) fluorescentes magnéticas
que foram atraidos para a parede do tubo, ressuspendeu-se o pellet separado magneticamente

em 0,5-1 mL de Fresh seawater.

4.4. Avaliagdoda técnica de bombardeamento para a inser¢do de DNA exo6geno na
microalgae o seu impacto na viabilidade por meio da citometria de fluxo e microscopia

fluorescente

Apbs o processo de separagdo magnética, encaminharam-se as amostras para a analise
no citdmetro de fluxo para contagem e deteccdo da fluorescéncia da clorofila presente nas
células e a fluorescéncia das esferas magnéticas fluorescentes. Estabeleceu-se a plotagem dos
gréaficos (citogramas) selecionando no SSC versus FSC (complexidade ou granulometria das
particulas versus tamanho das particulas);FL3versusFSC (canal de fluorescéncia da clorofila
versus tamanho das particulas) e FL3 versus FLI (canal de fluorescéncia da clorofila versus
canal de fluorescéncia dos beads fluorescentes magnéticos).Nos citogramas de SSC versus
FSC selecionou-se cerca de 99,5% a 100% da regido correspondente ao tamanho e

granulometria das células e beads coletados.
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Foram feitas micrografias de luz e fluorescente utilizando um microscopio
fluorescente para avaliar as mostras que tiveram um resultado positivo de acordo com os
graficos gerados no citdmetro de fluxo e revelar a localizagdo dos beads em relagdo as
células. Foram tiradas imagens com 40X de aumento, a autofluorescéncia da clorofila foi
detectada utilizando um filtro TRICI enquanto os beads foram detectados utilizando um filtro
YGFP (filtro de cor azul que entrar em contato com a fluorescéncia amarela dos beads gera
uma imagem com os beads na coloragdo verde). A luz branca foi utilizada para visualizagao

da posicao das células e dos beads.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Utilizou-se do citometro de fluxo para analisar a eficiéncia da possivel inser¢ao dos beads
fluorescentes magnéticos na célula da microalga Emiliania huxleyi. Os citogramas gerados
pelo software de um citométro de fluxo fornecem a contagem e o tamanho das células, a
complexidade ou granulometria interna da célula e a fluorescéncia emitida pelas particulas
e/ou células presentes nas amostras. Logo a autofluorescéncia emitida da clorofila pode ser
detectada por essa técnica a0 mesmo tempo em que detecta a fluorescéncia das esferas
(beads) magnéticas fluorescentes. Para a interpretacdo dos citogramas gerados € necessario

compreender seus €ixos:

. FSC (Forward Scattered Light) ou Dispersdo de Luz Direta fornece uma
estimativa da superficie ou do tamanho das células;
. SSC (Side Scattered Light) ou Dispersdo de Luz Lateral corresponde a

complexidade ou granulosidade interna da célula;

. FL1 representa o canal a fluorescéncia amarela beads fluorescentes e
magnéticos;
. FL3 representa o canal detecta fluorescéncia verde ou a autofluorescéncia da

clorofila da microalga.

. O quadrante que corresponde a concomitdncia das maiores intensidades das
fluorescéncias emitidas da clorofila (canal FL3) e do bead fluorescente magnético (canal
FLI) é o quadrante Q4-UR, localizado no canto superior direito dos citogramas de FL/
versus FL3. Assim pode-se dizer que altas porcentagens no quadrante Q4-UR corresponde
as grandes quantidades de possiveis células transformadas, pois os beads fluorescentes

magnéticos e as células estdo coincidindo na mesma regiao.

Apos recolhidas as particulas contidas na amostra pelo citémetro, ¢ gerado o primeiro
citograma de SSC versus FSC, onde possibilita a selecdo da regido onde as particulas de
interresse, células e os beads, se encontram : pequeno tamanho (menores indices de FSC) e
baixa granulometria interna(menores indices de SSC). Esta selecdo ¢ mostrada na figura 11
em C1(A), onde a amostra recolhida foi um controle contendo a mistura de células e beads
que passaram por todo processo, porém nao foram bombardeados. O processo de sele¢do da
regido de interesse foi feito com todas as amostras, sempre abrangendo de 99 a 100% do total
de particulas recolhidas pelo citometro.Em CI1(A), C1 (B) e C1 (C) tem-se respectivamente

SSC versus FSC, FL3 versus FSC e FL3 versus FL1 da amostra controle da mistura de células
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e beads (ndo bombardeada). O citogramas C2 e mostra FL3 versus FL1 das controles
contendo somente células e o C3 mostra FL3 versus FLL1 da amostra controle contendo

somente o pellet dos beads. O citograma denominado Exp 6 indica o resultado para amostra

do padrao 6, sendo Exp 6 (A) FL3 versus FL1 do sobrenadante da amostra.
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Figura 11: Citogramas gerados de amostras bombardeadas de acordo com os padrdes pré- estabelecidos na tabela
1 e das amostras controles. Em C1(A), C1 (B) e C1 (C) tem-se respectivamenteSSC versus FSC, FL3 versus
FSCeFL3 versus FLI da amostra controle da mistura de células e beads (ndo bombardeada). O citogramas C2 e
mostraFL3 versus FLI das controles contendo somente células e o C3 mostra FL3 versus FL/da amostra
controle contendo somente o pelletdos beads.O citograma denominado Exp 6 indica o resultado para amostra do

padrdo 6 (900 psi; 3 cm; 3/8 in), sendo Exp 6 (A) FL3 versus FLI do sobrenadante da amostra.

Em C1(B) ¢ mostrado um citograma da mesma amostra controle citada anteriormente
(mistura de células e beads, sem bombardeamento), exibindoa intensa fluorescéncia da
clorofila emitida pelo canal FL3 correspondente ao pequeno tamanho da células (FSC). O
quadrante Q3-UL do citograma C1(B) mostra que 75,7 % das particulas (células e beads)
selecionadas em no citograma C1(A) possui alta intensidade de emissdo da autofluorescéncia
da clorofila, comprovando a viabilidade celular com a mistura das células com os beads antes
do bombardeamento,J4 no citograma C1(C) representado por FL3 versus FL1 da amostra

controle da mistura de células e beads, exibe o quadrante de interesse para o estudo:o
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quadrante Q4-UR, que ¢ a regido onde tanto a fluorescéncia dos beads quanto a
autofluorescéncia da clorofila coexistem. Como a amostra controle ndo foi bombardeada, o
valor percentual dessa regido indica um falso positivo. Logo, a porcentagem encontrada nessa
regido serd o valor subtraido das porcentagens dos quadrantes Q4-UR das amostras
bombardeadas. Observando o quadrante Q4-UL do citograma C2, constata-se que 96% da
regido selecionada do citograma SSC versus FSC da amostra controle contendo somente
células (ndo exibida na figura 11)ndo continha nenhum sinal de fluorescéncia amarela (canal
FLI) oriunda dos beads, emitindo somente a autofluorescéncia da clorofila (canal FL3)
indicando que as células estavam vivas antes da mistura com os beads e do
bombardeamento.O citograma C3 representa FL1 versus FL3 da amostra controle contendo
somente beads. No quadrante Q4-LR do citograma C3 mostra que 16,7% da regido
selecionada do citograma SSC versus FFSC da amostra controle contendo somente beads (nao
mostrado na figura 11) sugeriu que existiam beads que ndo estavam emitindo fluorescéncia
os outros exibiam alta intensidade de emissdo de fluorescéncia amarela (FL1. O citograma
apresentado em Exp 6(A) ¢ do sobrenadante da amostra do padrao 6, com os eixos FL3 versus
FL1, que mostra a eficiéncia da separacdo magnética: sem alta intensidade da fluorescéncia
dos beads (FL1) e somente fluorescéncia da clorofila (FL3), representando um resultado
coerente uma vez que os beads devem ser encontrados somente no pellet formado pela

atracdo do ima do separador magnético.

A figura 12mostra os citogramas de SSC versus FSC do pellet da amostra 6(900 psi;
3 cm; 3/8 in) indicado por Exp 6 (B), FL3 versus FSC do pellet da amostra 6 indicado por
Exp 6 (C) e FL3 versus FLI do pellet da amostra 6 idnicado por Exp 6 (D). Nos citogramas
Exp 1, Exp 2 e Exp 3 tem-se FLL3 versus FLI do pellet das amostras dos padrdes 1,2 e 3.
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Figura 12: Citogramas gerados de amostras bombardeadas de acordo com os padrdes pré- estabelecidos na tabela
1 e das amostras controles. O citogramas indicado por Exp 6 (B) representa SSC versus FSC do pellet da
amostra 6(900 psi; 3 cm; 3/8 in), o citograma Exp 6 (C) mostra FL3 versus FSC do pelletco Exp 6 (D) FL3
versus FLI do pelletda amostra 6 . Nos citogramas Exp 1,Exp 2 ¢ Exp 3 tem-se FL3 versus FLI do pellet das

amostras dos padrdes 1, 2 e 3.

A porcentagem de 99,6% selecionada para andlise dos citogramas FLI versus FL3 e
FL3 versus FSC da amostra padrdo 6, apresentados na figura 12, mostram que esse valor esta
dentro da faixa de selecdo estipulada para analise (99 a 100%). No citograma Exp 6 (C)
mostra a que 97% das 99,6% das células selecionadas no citograma Exp 6 (B) emitem alta
intensidade de autofluorescéncia da clorofila, indicando a alta porcentagem de células vivas
dessa amostra recolhida. O citograma Exp 6 (D) ndo exibe no quadrante Q4-UR a diferenca
percentual com o falso positivo correspondente a amostra controle da mistura de beads e
células do citograma C1(C) na figura 11. Portanto, o valor percentual do quadrante Q4-UR da
amostra padrdo 6 que contém possiveis células transformadas ¢ de 1,7-1,1= 0,6 %.
Analisando e comparando o quadrante Q4-UR do citograma Exp 6 (D) com as outras
amostras bombardeadas 1,2 e 3, observa-se que este alcangou a maior porcentagem na regido

Q4-UR do que estes citogramas .
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A Figura 8 exibe os citogramas de FL3 versus FL1 das amostras padrdes 4, 5,7, 8,9 ¢
10.As porcentagens das amostras padrdes de 4 , 7- 10 possuem 0% da regido Q4-UR e que a

amostra 5 da amostra possui somente 0.1%.
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Figura 13: Citogramas gerados de amostras bombardeadas de acordo com os padrdes pré- estabelecidos na tabela
1 e das amostras controles. Nos citogramas Exp 4, Exp 5, Exp 7, Exp 8, Exp 9 e Exp 10 tem-se F.L3 versus FLI
do pellet das amostras dos padroes 4, 5, 7, 8,9 e 10.

Analisando e comparando o quadrante Q4-UR do citograma Exp 6 (D) da figura 11
com as amostras bombardeadas da figura 13 (Exp 4, Exp 5 e Exp 7-10) ,observa-se que este

alcangou a maior porcentagem na regido Q4-UR do que estes citogramas.

A alta porcentagem na regido Q4-UR indica que os beads podem estar tanto dentro da
célula ou aglutinados em sua superficie, mas ndo garante a insercdo dos mesmos. Essa
aglutinacdo pode ser causada pela geragdo de polissacarideos pela alga durante o estresse do
processo formando uma espécie de “cola” para os beads em sua superficie (MC., LC. E IW.,
1998; Read et al, 2013 e W. Decho e Gutierrez,2017). Isso ¢ um problema porque gera mais

falsos positivos para o processo. A microscopia de fluorescéncia auxilia para observar a
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localizagao exata dos beadse das células verificando a inser¢do dos mesmos e a sobrevivéncia

das células apds processo (viabilidade celular).

A figura 14 mostra imagens obtidas do microscopio 6Otico de fluorescéncia da amostra
com melhor resultado da citometria, o padrao 6 (900 psi; 3 cm; 3/8 in), com 40X de aumento.
Em (A) foi utilizado um filtro TRICI para detectar a autofluorescéncia da clorofila, gerando
uma imagem com as clorofilas das células na coloragdo vermelha, em (B) foi utilizado a
microscopia Otica de contraste fase normal, exibindo as células e os beads presentes na
amostra e em (C) mostra somente os beads da amostrana coloragdo verde devido a utiliza¢ao
de um filtro YGFP , um filtro azul que ao entra em contato com a fluorescéncia amarela dos

beads gera a coloracdo verde.

Figura 14: Micrografias de luz e fluorescente comprovando a inser¢do de um bead fluorescente magnético dentro
de uma célula de Emiliania huxleyi. As imagens foram tiradas do exp 6 (900 psi; 3 cm; 3/8 in) com 40X de
aumento. Em (A), ¢ indicado células vivas por exibirem a autofluorescéncia da clorofila na cor vermelha. As
mesmas células sob microscopia de contraste de fase normal sdo mostradas em (B). Os beads fluorescentes e
magnéticos sdo visiveis dentro da célula marcada por uma seta em (C). A autofluorescéncia da clorofila foi
detectada utilizando um filtro TRICI enquanto os beads foram detectados utilizando um filtro YGFP que é um
filtro de cor azul que entrar em contato com a fluorescéncia amarela dos beads gera uma imagem com os beads

na coloragdo verde (figura da autora).

Em (B) pode-se observar a posi¢do de uma célula contendo um bead em seu interior.
Em (A), foi comprovado que essa célula estd viva com o uso de um filtro detector da
autofluorescéncia da clorofila (TRICI) na cor vermelha. Em (C) mostra que ¢ de fato um
beadfluorescente e magnético localizado no interior dessa célula com o uso de um filtro de
cor azul que ao entrar em contato com a fluorescéncia amarela dos beads gera uma imagem
com 0s beads na coloragdo verde. Logo, pela microscopia fluorescente pode-se comprovando
a inser¢ao de um bead fluorescente magnético dentro da célula da microalgaEmiliania huxleyi

mostrando que a inser¢do de um microportador de tungsténio ou de ouro carregado de DNA
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exdgeno também ¢€ possivel. A Figura 8 mostra que o uso de biobalistica para transformar a

cepa 1516 da microalga € possivel.

6. CONCLUSAO

Nao foi possivel determinar as condigdes Otimas de bombardeamento utilizando o
citometro de fluxo para detectar a penetragdo dos beads. Porém, pelas observacdes pelo
microscopio de fluorescéncia, constatou-se a inser¢do dos beads dentro da célula da microalga
Emiliania huxleyie a sobrevivéncia da mesma apds os processos de estresse. Isso comprova
que o método de biobalistica para inser¢do de DNA exogeno dentro da cepa 1516 (sem

cocodlitos) da microalga Emiliania huxleyi € possivel.

7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho demonstrou ser possivel a inser¢do do plasmideo PAYCO em Emiliania
Huxleyi pela técnica de bombardeamento, mas nao avaliou a transcri¢do do gene exdogeno.
Para tal, deve-se bombardear as células com ouro 0,6 um revestidas de DNA plasmidial
sintéticoPAYCO, contendo o gene de resisténcia a piramicina e sequéncias que se liguem
efetivamente as sequéncias da microalga e cultivar as célulasbombardeadas nessas condi¢des
em meio so6lido (contendo piramicina) apds o processo para testar a viabilidade celular a
produgdo de células transformadas.Se elas crescerem no meio contendo o antibidtico significa
que as células foram transformadas com sucesso e sdo vidveis para outras finalidades de
uso.Um tratamento das células com uma enzima de degradacdo de polissacarideos
(polisacaridases) depois do processo de bombardeamento pode melhorar os resultados falsos
positivos gerados pela aglutinagdo dos beads em polissacarideos liberados pelas células
(Maere; Jensen; Eilertsen,2016;Hayes e Blaerkley, 2017; Salmean et al,2017).Modificar
algumas varidveis como a idade celular, didmetros das particulas e os numeros de células
pipetadas no diametro da placa de agar visando aumenta a eficdcia do processo de

transformagao por biobalistica.
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