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1. INTRODUCERE

Microalgele verzi (Chlorophyta), organisme capabile de fotosinteza oxigenica,
contribuie alaturi de alte specii fitoplanctonice la producerea a peste jumatate din productia
globala de oxigen. Diversitatea de forme, marimi si cai metabolice este responsabilda de
raspandirea microalgelor in habitate acvatice din toate regiunile geografice. Similaritatile
structurale si functionale cu plantele superioare, organizarea celulard simpla, capacitatea de a
sintetiza o gama variatd de metaboliti secundari cu aplicatii in industria farmaceutica,
alimentara, cosmeticd §i petrochimica etc., sunt considerente pe care se bazeaza alegerea
algelor verzi drept organisme model in studii de ultrastructura, biochimice si moleculare
(Chlorella spp., Chlamydomonas spp., Dunaliella spp. etc). Lucrarea de fatd se refera la
specia Botryococcus braunii, o algd verde cu potential biotehnologic in sinteza
comubustibililor lichizi.

Intre algele verzi, genul Botryococcus (clasa Trebouxiophyceae) se remarci prin
capacitatea de a sintetiza cantitdti insemnate de hidrocarburi (pana la 75% din biomasa
uscatd), nesaturate, similare hidrocarburilor fosile din depozitele de titei (Moldowan si Seifert,
1980). Analizele fizico-chimice ale kerogenului din carbunii algali identificati in diverse zone
geografice au evidentiat o compozitie similard cu hidrocarburile algei verzi B. braunii.
Aceasta constatare a reprezentat premisa numeroaselor studii care au urmarit in primul rand
evaluarea diversitatii chimice a tulpinilor. In aceastid directic s-au remarcat indeosebi,
cercetarile lui Pierre Metzger, Claude Largeau, Eliette Casadevall si altii, apartindnd
Laboratorului de Chimie Bioorganica si Fizicd Organicad din Paris. Concluziile lor au stat la
baza clasificarii tulpinilor in cele trei tipuri de rase chimice, A, B si L. Rasa A produce
alcadiene (Cy3-Cs;) si alcatriene (C,7-Csp), in timp ce rasa B sintetizeaza preponderent
hidrocarburi de tipul triterpenelor numite botriococcene si scvalene (Cs3p-Cs7) cu formula
generald C,Hyp 10, Tulpinile B. braunii din cele doua rase prezintd un areal de raspandire mai
mare, fiind semnalate in regiuni temperate, tropicale si alpine. Putinele tulpini care sunt
cunoscute ca apartindnd rasei L au fost colectate numai din zone tropicale (Metzger si colab.,
1988). Dintre aceste rase, rasa B este cea mai potrivitd pentru aplicatiilor biotehnologice
datoritd continutului mai ridicat de hidrocarburi, mai mare fatd de celelalte rase, dar rata
redusa de diviziune reprezintd un inconvenient major in aceasta directie. Numeroase incercari
au fost derulate pentru imbundtitirea procesului de crestere, coroborat cu sinteza

hidrocarburilor. Un timp de dublare de aproximativ 3 zile a fost obtinut in conditii de



administrare de CO; (1%) si agitare mecanicd, o valoare mult mai scazuta in comparatie cu
alte alge verzi (Chlorella spp., Scenedesmus spp.).

Capacitatea de a sintetiza predominant un anumit tip de hidrocarburi reprezinta
deocamdata singurul criteriu de diferentiere al tulpinilor acestei alge. Gradul ridicat de
diversitate morfologica face imposibila sistematizarea acestora din acest punct de vedere, fapt
sesizat 1n literatura de specialitate in care a fost propus fie un gen cu 13 specii (Komarek si
Marvan, 1992), fie cu 2 specii (Zalessky, 1926; Komarkova, J., 1991). Analize filogenetice pe
baza markerilor moleculari (ADNr 18S) sustin un gen monospecific, B. braunii fiind singura
specie a genului (Plain si colab., 1993).

Lucrarea de fata si-a propus: 1) caracterizarea morfologica, biochimica si moleculara a
unor tulpini de B. braunii din Colectia de Alge si Cianobacterii a Institutului de Cercetari
Biologice, Cluj-Napoca (AICB); 2) evaluarea potentialului biotehnologic prin prisma ratei de
crestere si a sintezei hidrocarburilor la tulpinile studiate.

Gradul de originalitate pe plan national si international al acestei lucrari reiese din mai
multe aspecte. In primul rand, prin cele 30 de tulpini investigate (rasele chimice A si B),
izolate din material biologic colectate din diverse zone ale Transilvaniei, acest studiu
reprezinta o valorificare a colectiei AICB, unicd in tara noastrd prin numarul si diversitatea
microorganismelor fotosintetizante.

Pe plan international, caracterul de noutate al tezei este reliefat prin analiza unui
numar mare de tulpini apartinnd algei B. braunii, dar si prin aspectele multiple care au fost
urmadrite. Acestea s-au referit la observatii morfologice, monitorizarea cresterii in sistem batch
cu/fara barbotare de CO,, identificarea calitativdi si cantitativd a hidrocarburilor,
carotenoidelor, clorofilelor si acizilor grasi sintetizati. Analizele filogenetice pe baza
secventelor ADNr 18S au urmarit identificarea unor markeri moleculari care ar putea sustine
clasificarea tulpinilor in cele doud rase chimice A si B. Avand in vedere potentialul
biotehnologic al acestei alge a fost propus un set de tulpini AICB capabile de sinteza unor
cantitati importante de hidrocarburi (botriococcene si scvalene metilate), Intr-un proces de

crestere cu o valoare minima a timpului de dublare al biomasei.
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2. OBIECTIVELE STUDIULUI

Caracterizarea procesului de crestere pe baza parametrilor specifici (curba de crestere,
pH-ul, densitatea optica, rata de crestere exponentiald, timpul de dublare, pigmentii
clorofilieni) In conditii de cultivare cu si fara administrare de CO»;

Caracterizarea morfologica si ultrastructurald a 30 de tulpini ale algei B. braunii, din
rasele chimice A si B, cu scopul de a evidentia trasaturile specifice rasei chimice;
Identificarea si cuantificarea hidrocarburilor sintetizate de tulpinile AICB, apartinand
raselor A si B;

Determinarea calitativa si cantitativa a acizilor grasi si reliefarea diferentelor constate
intre tulpinile celor doua rase;

Analiza cantitativa si calitativd a pigmentilor carotenoidici identificati in extractele
tulpinilor AICB, rasele A si B;

Analiza filogeneticd pe baza markerului nuclear ADNr 18S, cu scopul de a evidentia o
posibild sustinere geneticd pentru departajarea tulpinilor de B. braunii in rasele

chimice A si B.

3. MATERIAL $SI METODE
3.1 Material biologic

Materialul biologic care a facut obiectul acestui studiu a constat din 30 de tulpini ale

B. braunii, depozitate in Colectia de Alge si Cianobacterii (AICB) a Institutului de Cercetari

Biologice din Cluj-Napoca (tab. 1). Acestea au fost colectate din algoflora Transilvaniei (jud.

Cluj, Mures, Bihor si Sibiu). Cu o singura exceptie AICB 476 care provine dintr-un bazin

acvatic salin (Ocna Sibiului), toate tulpinile AICB analizate au fost colectate din bazine

acvatice dulcicole sau salmastre. In prezent, toate tulpinile AICB investigate, apartinand algei

B. braunii sunt mentinute in colectie pe mediul BG 11.

Tabel nr. 1
Lista tulpinilor AICB, apartinand speciei B. braunii, investigate morfologic, biochimic si
molecular.

Nr. Codul tulpinii Rasa Biotop Localizare Mediul Stadiul

crt. geografica nutritiv actual

1 AICB 53 A balta eutrofa Salicea (jud. Cluj) BG 11  tulpini unialgala
2 AICB 413 B baltd eutrofd ~ Cheile Turului (jud. Cluyj) BG 11  tulpind unialgala
3 AICB 414 B balta piscicola Matrtinesti (jud. Cluj) BG 11  tulpind unialgald
4 AICB 415 A balta piscicola Turda (jud. Cluj) BG 11  tulpind unialgald
5 AICB 416 B balté piscicola Martinesti (jud. Cluj) BG 11 tulpind unialgald



6 AICB 418 B baltd piscicold  Martinesti (jud. Cluj) BG 11  tulpind unialgald
7 AICB 434 B balta eutrofa Matrtinesti (jud. Cluj) BG 11  tulpind unialgald
8 AICB 438 B balta piscicola Matrtinesti (jud. Cluj) BG 11  tulpind unialgald
9 AICB 440 B baltd piscicola Martinesti (jud. Cluj) BG 11  tulpind unialgald
10 AICB 441 A Dbalta salmastra Turda (jud. Cluj) BG 11 tulpind unialgald
11  AICB 442 B balta piscicola Matrtinesti (jud. Cluj) BG 11  tulpind unialgala
12 AICB462 A baltd salmastra Turda (jud. Cluj) BG 11 tulpind unialgald
13 AICB 464 A baltd salmastra Turda (jud. Cluj) BG 11 tulpind unialgald
14 AICB472 A Dbaltad dulcicola Turda (jud. Cluj) BG 11  tulpind unialgala
15 AICB475 A Dbalta salmastra Turda (jud. Clyj) BG 11 tulpind unialgala
16 AICB 476 A lac salin Ocna Sibiului (jud. Sibiu)  BG 11  tulpina unialgala
17  AICB 749 A balta eutrofa Turda (jud. Cluj) BG 11  tulpind unialgala
18  AICB 851 A balta piscicola Taga Mare (jud. Cluj) BG 11  tulpind unialgala
19  AICB 855 A balta piscicola Taureni (jud. Mures) BG 11  tulpind unialgala
20  AICB 856 A lac Lacul Stelutei (jud. Bihor) BG 11 tulpina unialgala
21  AICB 857 A balta piscicola Téureni (jud. Mures) BG 11 tulpind unialgala
22 AICB 858 A balta piscicola Téureni (jud. Mures) BG 11 tulpind unialgala
23 AICB 859 A balta piscicola Taureni (jud. Mures) BG 11  tulpind unialgala
24 AICB 860 A balta piscicola Taureni (jud. Mures) BG 11  tulpind unialgald
25 AICB 861 A balta piscicola Taureni (jud. Mures) BG 11  tulpind unialgald
26  AICB 862 A balta piscicola Téureni (jud. Mures) BG 11  tulpind unialgala
27  AICB 870 B balté piscicola Cristuru (jud. Bihor) BG 11 tulpind unialgald
28 AICB 872 B balté piscicola Taureni (jud. Mures) BG 11  tulpind unialgald
29 AICB874 A balta eutrofa Turda (jud. Cluj) BG 11  tulpind unialgala
30 AICB&78 A balta eutrofd Turda (jud. Cluj) BG 11 tulpind unialgald

3.2 Metode de cultivare si analiza a cresterii
Protocolul de analiza a cresterii a presupus utilizarea unui inocul prelevat din

preculturi aflate in faza exponentiald de crestere. Au fost folosite vase de crestere de aprox.
250 ml ori 500 ml cu solutie nutritivd BG 11. Vasele de crestere au fost mentinute la
temperatura camerei (204+2°C), iluminate permanent cu lumina fluorescenta alba (2500 lucsi)
si agitate continuu cu flux de aer. Perioada de cultivare s-a incadrat in intervalul 30-100 zile.
Toate cele 30 de tulpini AICB care au facut obiectul acestui studiu au fost cultivate in acest
mod cel putin o data.

O a doua modalitate de crestere a presupus inocularea unui volum de aproximativ 100
ml suspensie algala intr-un bioreactor de tip Applikon, prevazut cu anexele necesare pentru
realizarea unei iluminari permanente, 24h/zi (630 pmol'-m*s™). Unele tulpini AICB au fost
crescute cu sau fard administrare de CO,, 1n bioreactorul Applikon. CO, a fost administrat sub
forma de amestec aer-CO; in diverse proportii. Indiferent de concentratia CO, 1n amestec,
prin reglarea debitului, s-a obtinut un debit efectiv al CO; in vasul de cultura (1 litru) de 0,02

l/min. Schimbul de gaze dintre suspensia algala si aer a fost facilitat printr-o agitare mecanica



permanenta (400 rpm). Temperatura a fost mentinuté la o valoare constantd de 25°C. Valoarea
pH-ului a fost urmarita zilnic.

Curbele de crestere au fost calculate dupd Sorokin (1973), pe baza densitatii optice.
Valorile brute au fost logaritmate in baza 2, diferentele fatd de inocul (Alog,) fiind
reprezentate grafic (curba de crestere). Logaritmarea in baza 2 a fost necesard deoarece
permite o calculare facila atat a ratei de crestere cat — mai ales — a timpului de dublare.

Extractia pigmentilor s-a efectuat in acetona. Identificarea componentilor pigmentari
s-a facut pe baza lungimii maxime de absorbtie, respectiv: 663 nm pentru clorofila a, 645 nm
pentru clorofila b si 480 nm pentru totalul de carotenoide. Exprimarea cantitativa s-a facut pe
baza coeficientilor specifici de absorbtie dupa metoda lui Arnon (1949) pentru clorofile, iar

pentru carotenoide s-a utilizat metoda lui Goodwin (1976) si Britton si colab. (1995).

3.3 Metode de microscopie optica si electronica
In ceea ce priveste microscopia optica, protocolul de lucru a presupus observarea

directa a fiecdrei tulpini la un microscop optic Olympus BX-41 si fotografierea digitald si
efectuarea masuratorilor necesare (dimensiuni ale celulelor si coloniilor, etc).

Pentru observarea in SEM, esantioancle de suspensie algala au fost analizate cu
ajutorul unui microscop electronic cu baleia;j tip Jeol JISM 5510LV, la o tensiune de accelerare
de 10 kV si cu un spot marimea 5.

Investigatiile TEM au permis obtinerea unor sectiuni ultrafine utilizand un microscop

TEM Jeol JEM 1010.

3.4 Analiza cantitatii si calitatii hidrocarburilor prin GC-MS

In cazul algei Botryococcus braunii am utilizat un amestec de extractie: cloroform:
metanol: apa in raportul de 1 : 1 : 0,5 (v/v/v). Separarea amestecului in doua faze specifice a
facut posibila extragerea hidrocarburilor in cloroform, care constituie faza inferioara.

Cuplajul gaz cromatografie — spectrometrie de masd s-a dovedit a fi nu numai o
tehnica de detectie foarte sensibild, ci §i cea mai sigurd metoda de identificare a compusilor
separati. In spectrometrul de masi, moleculele separate prin gaz cromatografie sunt
fragmentate in fragmente ionizate, accelerate si ulterior detectate in functie de sarcina
electrica, specificd fiecdrui compus. Separarea s-a realizat cu programarea liniara a
temperaturii coloanei de la 60° C pana la 280-300°C. Ca faza mobild s-a utilizat azotul
(pentru detectorul cu ionizare in flacard) respectiv heliul (pentru spectrometrul de masa). S-a
utilizat in acest scop un gaz cromatograf Agilent Tehnologies 6890 N cuplat cu un

spectrometru de masa Agilent Tehnologies 5973 N.



3.5 Analiza cantitatii si calitatii acizilor grasi prin GC-MS

Au fost identificati si dozati in special acizi grasi cu catene lungi (Cj2- Csy), saturati,
respectiv nesaturati, cu diverse grade de nesaturare. Acizii grasi au fost determinati din
aceleasi extracte ale biomasei algale din care s-au analizat si hidrocarburile, prelucrate asa
cum s-a ardtat mai sus. Pentru separarea acizilor grasi s-a utilizat o coloana capilara continand
o faza stationara polard. O buna separare s-a putut obtine prin programarea liniard a
temperaturii coloanei intr-un gaz cromatograf gaz - cromatograf HP 4890 D. Analiza
cantitativd a acizilor grasi s-a realizat prin metoda normarii ariilor. Ariile picurilor

cromatografice au fost calculate electronic.

3.6 Analiza cantitatii si calitatii pigmentilor carotenoidici prin
HPLC

Extractia carotenoidelor din suspensiile algale s-a efectuat prin saponificare directd a
acestora cu o solutie de 30% KOH 1in etanol. Spectrofotometru Pekin-Elmer Lambda 3
conectat la un finregistrator Perkin Elmer R 100 A a fost utilizat pentru masurarea
absorbantelor extractelor de carotenoide (in vederea determindrii continutului total de
carotenoide) si a solutiilor de referinta (in vederea determindrii cu acuratete a concentratiei
acestora). Monitorizarea separdrilor a fost efectuata la lungimea de unda de 450 nm, separarile
fiind conduse la o temperatura de 35°C; in aceste conditii, presiunea din sistem a inregistrat o
valoare constantd de 144 bar. S-a utilizat un sistem HPLC Agilent 1100. Analiza cantitativa a
carotenoidelor a fost limitata la carotenoidele pentru care au existat standarde disponibile, s-a

bazat pe metoda standardului extern, procedura de lucru fiind cea a lui Hart (1995).

3.7. Analiza filogenetica pe baza ADNr 18S

Obtinerea secventelor de ADNr 18S a presupus extractia de ADN genomic,
folosind kituri comerciale cu ajutorul carora am obtinut un grad ridicat de puritate. Folosind
amorse specifice (Senousy si colab., 2004) am efectuat reactia PCR standard. Fragmentele
obtinute au fost direct secventate sau clonate in prealabil in vectori de clonare (pGEM-T).
Secventarea s-a realizat folosind analizorul genetic ABI Prism 310 si Beckman Coulter 8800
(ICEI). Fragmentele genice obtinute au fost asamblate folosind programul Vector NTI
Advanced v. 9.0. Validarea secventelor s-a efectuat folosind optiunea blastn (BLAST-NCBI).
Pentru alinierea multipld a secventelor obtinute au fost extrase din baza de date Entez Gene

(NCBI) 42 secvente ADNr 188S. Pentru aliniere a fost folosit programul Mega 4.1.



Pentru construirea arborilor filogenetici pe baza secventelor ADNr 18S obtinute in

urma secventdrii am folosit doud metode distincte: feneticd (de distantd) (metoda ,,Evolutiei

Minime”) si cladistica (metoda ,,Parcimoniei Maxime™).

4. REZULTATE $I DISCUTII

4.1 Caracterizarea cresterii tulpinilor AICB cu si fara

administrare de CO,
Evaluarea procesului de crestere al tulpinilor AICB prin parametrii calculati au

evidentiat diferente majore in functie de tulpina si conditiile de crestere. Culturile barbotate cu

aer ambiental si fara agitare, au prezentat valori ale ratei de crestere intre 0,03-0,31 DO/zi cu

un timp de dublare de la 3,27 la 33,14 zile (tab. 2).
Tabel nr. 2

Parametrii de crestere calculati pe baza masurarii densitatii optice a suspensiilor algale la
tulpinile AICB studiate.
Tulpina AICB
Pac:;;'l‘l‘l’;rt“l 53 851 416 418 442 440
+CO, -CO, +CO, +CO, -CO, +CO, -CO, +CO, -CO, -CO,

Rata exponentiala ) ., o (7 03 031 200 024 025 008 003

de crestere
Timpul de dublare 0,58 9,69 6,05 3,35 3,27 0,5 4,12 4,05 12,21 3344

Nota:Timpul de dublare este cuantificat in zile iar rata exponentiala de crestere 1n unitati relative de DO/zi.

Administrarea de amestec CO; in aer, n conditii de agitare permanentd a Tmbunatatit
procesul de crestere. In aceste conditii, rata de crestere s-a situat in intervalul 0,17-2,01, iar

timpul de dublare a prezentat un minim de 0,5 si un maxim de 6,05 zile (tab. 2,. fig. 1-4).

AICB 53

Alog, D.O.

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Wfara CO2 A cuCO2 Nr. de zile

Fig. 1. Curbele de crestere obtinute pe baza D.O. (600 nm) la tulpina AICB 53 (rasa A),
cultivata 1n bioreactorul Applikon, in prezenta si absenta CO, (0,02 I/min).
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Fig. 2. Curbele de crestere obtinute pe baza D.O. (600 nm) la tulpina AICB 416 (rasa B),
cultivata in bioreactorul Applikon, in prezenta si absenta CO, (0,02 I/min).

25 | AICB 418

Alog, D.O.

Wfara CO2 A cuCO2 Nr. de zile

Fig. 3. Curbele de crestere obtinute pe baza D.O. (600 nm) la tulpina AICB 418 (rasa B),
cultivata 1n bioreactorul Applikon, in prezenta si absenta CO, (0,02 I/min).
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AICB 442

Wfara CO2 A cuCO2 Nr. de zile

Fig. 4. Curbele de crestere obtinute pe baza D.O. (600 nm) la tulpina AICB 442 (rasa B),
cultivata 1n bioreactorul Applikon, In prezenta si absenta CO, (0,02 I/min).

In timp ce continutul minim de pigmenti clorofilieni a fost relativ constant pentru
tulpinile celor doua rase (0,52% rasa B si 0,50% rasa A) limita superioard a fost mai ridicata
pentru tulpinile rasei A. Diferentele majore ale valorilor raportului clorofile/carotenoide,
observate intre cele doud rase, au evidentiat capacitatea tulpinilor rasei A de a sintetiza
cantitati mai ridicate de clorofile si mai scdzute in cazul carotenoidelor (fig. 5). Acestea din
urma au fost prezente intr-un procentaj mai ridicat la tulpinile rasei B, care au produs cantitati

mai reduse de clorofile.

0,48 %

Rasa B

0,35 %

Rasa A 0,49 %

1,34 %

Fig. 5. Reprezentarea continutului de clorofila a, clorofila b si carotenoide la tulpinile AICB
apartinand raselor chimice A si B, cultivate in absenta CO,.
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Desi toate tulpinile cultivate in conditii de administrare cu CO, au manifestat rate de
crestere exponentiale mai ridicate, continutul de clorofile a scazut in cazul tulpinilor rasei A si
a unei tulpini din rasa B (fig. 6). Cu exceptia tulpinii AICB 53, tendintele de crestere/scidere

a continutului de pigmenti clorofilieni a urmat aceeasi tendintd cu procesul de sinteza al

2,04
1,81
1,61
1,41
+CO
121 +CO, .
104 +CO, e +CO,
’ +CO, L .
081 5 ] L&
0,6 L2
0,4
0,2 3
0,0

53- 53+  851-851+  416-416+  418-418+  442-442+

hidrocarburilor.

Clororfila a si b (%)

Tulpina AICB

Fig. 6. Reprezentarea continutului de clorofila a si b la tulpinile AICB apartinand raselor
chimice A si B, cultivate In prezenta/absenta CO,.

4.2 Caracterizarea morfologica si ultrastructurala a tulpinilor
AICB

Examindrile Tn microscopica opticd au evidentiat anumite trasaturi distinctive la
tulpinile celor doua rase. Acestea au fost detaliate in explicatiile celor 3 planse (PL. 1-3).
Caracterele morfologice ale coloniilor provenite din culturi crescute in prezenta CO, nu se
modificd, cu exceptia matricii extracelulare mai ample, in cazul in care a fost sesizatd o
sintezd mai mare a hidrocarburilor.

Abordarea ultrastructurala (TEM) in caracterizarea tulpinilor AICB nu a surprins
diferente semnificative Intre tulpinile celor doua rase (A si B).

La tulpinile rasei A (AICB 851, 53), hidrocarburile sunt localizate cu precadere in
interiorul celulei sub forma de corpuri lipidice. In cazul rasei B (AICB 440), acestea sunt
externalizate, intre plasmalema si peretele celular (TLS) formand impreuna cu straturile
succesive ale TLS, o matrice extracelulard abundenta. Corpurile lipidice sunt inconjurate de
formatiuni tubulare (probabil REN) si numerosi poliribozomi. Cloroplastul a fost evidentiat
parietal in imediata vecinatate a plasmalemei. Pirenoidul a fost vizibil la tulpina AICB 440,

alaturi de numeroase granule de amidon, in timp ce tulpina AICB 851 este aparent lipsitd de
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aceastd formatiune. RER si aparatul Golgi au fost observate in regiunea apicala a celulei, sub

cupa de hidrocarburi.

Plansa I (fig. 1-8). Botryococcus braunii, rasa A — microscopie opticd. Colonii variabile ca
numar de celule si consistentd; au fost observate colonii compacte, cu numar mare de celule la
tulpina AICB 859 (fig. 1) si colonii laxe cu numar mai mic de celule la AICB 441 (fig. 2). De
asemenea, au fost prezente si celulele singulare la care au fost observate formatiuni ingrosate in
regiunea superioara a cupei (evidentiat prin sageatd) (fig. 3 - AICB 861). La unele tulpini (AICB
53) celule nu au prezentat numai forme tipice (fig. 4), planul de diviziune fiind localizat
longitudinal (evidentiat prin sageatd). Prin presare pe lama microscopica, hidrocarburile au fost
eliberate la periferia coloniei sub formé de picaturi (fig. 5 - AICB 857). Elementele structurale
fibroase, au fost observate in unele suspensii (fig. 6 - AICB 415). Uneori, celulele au prezentat o
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calotd care acoperd regiunea apicald (evidentiatd prin sageatd) (fig. 7 - AICB 857). Dupa
eliberarea celulelor din cupe, acestea si-a pastrat forma (fig. 8 - AICB 475).

Plansa II (fig. 1-6). Botryococcus braunii, rasa B — microscopie optica. Coloniile sunt
compacte, cu numar mare de celule (fig. 1 — AICB 442), inglobate complet in matricea
extracelulara (fig. 3 — AICB 872). Celulele au un aspect piriform tipic si pot fi observate doar
prin presare pe lama microscopica (fig. 2, fig. 4 — AICB 872). Formatiuni fibrilare care
interconecteaza coloniile Intre ele au fost observate la toate tulpinile AICB analizate (fig. 5 —
AICB 413). Unele colonii pot fi mai mici (fig. 6 — AICB 872), dar organizarea botrioida se
pastreaza si in acest caz.
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Plansa III (fig. 1,2). Botryococcus braunii, rasa A — SEM. Celulele sunt acoperite de
teaca poliglucidica impregnata cu hidrocarburi pe aproximativ doua treimi din suprafata
lor, apexul proeminénd la periferie (fig. 1, 2 - AICB 415); (fig. 3, 4). Botryococcus
braunii, rasa B — SEM. Coloniile au un aspect compact, cu matrice extracelulara bine
dezvoltatd. Cupa impregnata cu hidrocarburi, acopera in intregime (fig. 3 — AICB 438)
sau aproape in intregime (fig. 4 — AICB 870) apexul celular.

4.3 Identificarea si cuantificarea hidrocarburilor la tulpinile
AICB

Din punct de vedere al calititii §i cantitatii hidrocarburilor sintetizate au fost
investigate un numar de 30 de tulpini AICB apartinand speciei B. braunii, 10 din rasa B si 20
din rasa A. In cazul a 20 de tulpini apartinand ambelor rase am efectuat 2-3 extracte lipidice
provenite din experimente de crestere distincte. Cinci tulpini AICB (2 din rasa A si 3 din rasa
B) au fost cultivate In conditii de administrare de CO,.

Tulpinile AICB apartinand rasei B au sintetizat un continut mai mare de hidrocarburi
(16,77%), comparativ cu tulpinile rasei A (5,26%) (fig. 7).

In extractele lipidice ale tulpinilor AICB au fost evidentiate atat diolefine (alcadiene si
alcatriene), cat si hexaolefine (hexadiene), indiferent de rasa chimica. Proportia celor doua
categorii de hidrocarburi au fost diferite la cele doud rase. Astfel, prima categorie a

predominat la tulpinile rasei A (4,92%) si a fost mai putin reprezentatd la tulpinile rasei B
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(2,74%). Hexadienele au reprezentat fractiunea majoritara la tulpinile rasei B (14,41%) si au

fost prezente Intr-o fractiune nesemnificativa la tulpinile rasei A (0,39%) (fig. 7, 8).

Rasa A Rasa B

B Hexadiene
| Alcadiene+alcatriene

Fig. 7. Valorile procentuale ale continutului absolut al alcadienelor, alcarienelor

(verde) si hexadienelor (maron) la tulpinile AICB apartinand celor doua rase chimice.

Indiferent de rasa chimicd, alcadiena C,9 a fost cea mai bine reprezentata la tulpinile
AICB analizate, iar alcadiena C,; a lipsit in majoritatea extractelor lipidice. Dintre hexadiene,
compusul Cj;y (cel mai probabil scvalena) a predominat la tulpinile rasei A. La tulpinile rasei
B, acest statut l-au avut omologii superiori ai hexadienelor Cs;, Cs; (cel mai probabil
botriococcene).

Administrarea unei concentratii de 0,02 I/min CO, a contribuit la cresterea
continutului de hidrocarburi la trei tulpini (AICB 53, 416, 418), in timp ce la celelalte doua s-
a observat scaderea acestuia (AICB 851, 442) (fig. 10). Aceste rezultate au fost independente
de rasa chimica careia i-au apartinut tulpinile. Cresterea a avut loc pe seama alcadienei Cy9 la
tulpina AICB 53 (rasa A) si pe baza hexadienelor Cs;, Cs;, la tulpinile rasei B (AICB 416,
418) (fig. 11). Scaderea continutului absolut al hidrocarburilor s-a datorat absentei alcadienei
Cyo la tulpinile AICB 442 (rasa B) si 851 (rasa A) (fig. 11). In acest ultim caz, am observat

cresterea cantitatii alcadienei Cs;.
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si hexadienelor (mov) la tulpinile AICB analizate.
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Fig. 9. Reprezentarea grafica a diferitelor tipuri de hidrocarburi sintetizate de tulpinile AICB
ale algei B. braunii, apartinand celor doua rase chimice.
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Fig. 10. Reprezentarea graficd a continutului absolut al celor doud categorii de hidrocarburi la
tulpinile AICB rasa A (53, 851) si rasa B (416, 418, 442), cultivate in prezenta si absenta CO,,
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Fig. 11. Reprezentarea grafica a diferitelor tipuri de hidrocarburi la tulpinile AICB rasa A (53,
851) sirasa B (416, 418, 442), cultivate in prezenta si absenta CO,.
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4.4 Identificarea si cuantificarea acizilor grasi la tulpinile AICB
Rezultatele obtinute in cazul celor 30 de tulpini AICB analizate au evidentiat proportia

majoritara a acizilor grasi nesaturati (73,70%) fata de acizii grasi saturati (26,29%) (fig. 12).

Valorile procentuale medii ale AG saturati si
nesaturati la tulpinile AICB

AG nesaturati
73,70%

Fig. 12. Reprezentarea grafica a procentului acizilor grasi (AG) saturati si nesaturati la
tulpinile B. braunii AICB.
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Fig. 13. Reprezentarea grafica a valorile procentuale medii ale acizilor grasi (AG), calculate
la toate tulpinile AICB si separat in functie de rasa chimica (A si B).
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In majoritatea extractelor lipidice au fost evidentiate 5 tipuri de acizi grasi saturati
(26,29%) si 7 tipuri de acizi grasi nesaturati (73,7%) cu grade diferite de nesaturare. Cu
exceptia acizilor lauric, arahidic, arahidonic, EPA si DHE, majoritatea acizilor grasi au fost
prezenti in toate extractele lipidice.

Cu exceptia acizilor oleic si palmitic, acizii grasi au fost mai bine reprezentati la
tulpinile rasei B. Preponderenta acizilor palmitic si oleic la tulpinile rasei A concorda cu

capacitatea acestora de a sintetiza cantititi mai mari de diolefine (4,92%), fatd de rasa B
(2,79%) (fig. 13).
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Fig. 14. Reprezentarea grafica a procentelor de HC (hidrocarburi de tipul alcadienelor si alcatrienelor)
si acizilor oleic, palmitic, linoleic i linolenic la tulpinile AICB, apartinand celor doud rase chimice A
(albastru) si B (portocaliu). Valorile numerice reprezintd continutul relativ de acid gras, respectiv
continutul absolut de hidrocarbura (g/100g biomasa uscatd). Mediile aritmetice aferente fiecarei rase
au fost evidentiate prin linii.

Acizii oleic (31%), palmitic (19%), linoleic (17%) si linolenic (12%) au reprezentat
fractiunile majoritare din totalul acizilor grasi (fig. 13). Valorile mai mari ale acizilor palmitic
si oleic argumenteaza in favoarea utilizarii acestor acizi drept precursori in calea de sinteza a
diolefinelor.

Tendinta crescatoare a continutului absolut si relativ al diolefinelor nu s-a corelat in
mod clar cu o anumita tendintd a acizilor grasi majoritari in extractele lipidice, intre tulpinile
aceleiasi rase. Acest fapt sugereaza un grad ridicat de variabilitate in interiorul fiecarei rase,
iar aceste corelatii nu se pot efectua decat individual, pentru fiecare tulpina in parte.

Lipsa unei relatii similare intre datele obtinute din extractele lipidice ale aceleiasi
tulpini s-a observat in cazul tulpinilor ambelor rase chimice. Totusi, la 11 tulpini din cele 19

analizate, s-a Tnregistrat o scadere a continutului acizilor oleic si palmitic, o datd cu cresterea
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continutului absolut al hidrocarburilor (fig. 14). Cel mai probabil, sinteza acestora este
coroboratd cu consumul acizilor grasi precursori.

Compozitia relativa a acizilor grasi a variat la cele 5 tulpini cultivate in prezenta si
absenta CO,, cu exceptia acidului stearic, indiferent de rasa chimicd. Acesta a scdzut in
extractele tuturor suspensiilor barbotate cu CO; (fig. 15, 16).

Cresterea continutului de hidrocarburi a fost corelata cu scdderea valorilor procentuale
ale acizilor oleic si palmitic. Continutul relativ al celor patru acizi grasi majoritari in
extractele lipidice a crescut In biomasa culturilor barbotate cu amestec aer-CO,, indiferent de

rasa chimica sau continutul de diolefine sintetizate.

AICB 53 AICB 851

DHE DHE

EPA EPA

Arahidonic Arahidonic

Arahidic Arahidic

Linolenic Linolenic

Linoleic Linoleic

Oleic Oleic +C02

Stearic Stearic

Palmitoleic Palmitoleic
Palmitic Palmitic
Miristic Miristic

Lauric

80

AG % AG%

Fig. 15. Reprezentarea grafica comparativa a continutului relativ de acizi grasi, la tulpinile
AICB (rasa A), cultivate in prezenta/absenta CO,.
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Fig. 16. Reprezentarea grafica comparativa a continutului relativ de acizi grasi, la tulpinile
AICB (rasa B), cultivate in prezenta/absenta CO,.
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4.5 Identificarea si cuantificarea pigmentilor carotenoidici la
tulpinile AICB
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749
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874
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472
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418
438

870
413 Rasa B >
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414
434
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0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

Carotenoide (g/100g s.u.)

Fig. 17. Reprezentarea grafica a valorilor procentuale (g/100g biomasa uscatd) obtinute pentru
fractiunile carotenoidelor extrase din biomasa tulpinilor AICB apartinind raselor chimice A si
B.

Algele B. braunii AICB au produs cantitati variate de pigmenti carotenoidici in functie
de tulpina si rasa chimica (fig. 17). In general, biomasa tulpinilor AICB, din rasa B au
sintetizat un procentual mai ridicat de carotenoide (0,48 g/100g biomasa uscata), fatd de
tulpinile rasei A (0,35%). Acest fapt poate fi explicat pe baza structurii chimice de tip
terpenic, comuna atdt carotenoidelor cat si botricoccenelor, cdile lor metabolice fiind

interconectate (fig. 18).
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Fig. 18. Reprezentarea graficé a valorilor procentuale medii ale fractiunilor carotenoidice ale
tulpinilor AICB apartinand raselor chimice A si B (P=0,022).

Din punct de vedere calitativ, s-au evidentiat 13 tipuri de pigmenti carotenoidici, in
extractele lipidice prelevate de la 17 tulpini AICB. Dintre acestia, luteina a fost cel mai bine
reprezentatd cantitativ, iar ca frecventa, violaxantina, anteraxantina, a-carotenul, f-carotenul

si luteina au fost prezente in cantitati variabile Tn majoritatea extractelor (fig. 19).
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Fig. 19. Reprezentarea gradului de prezenta al diferitelor tipuri de pigmenti carotenoidici in
cele 23 de extracte provenite de la 17 tulpini AICB, apartinand raselor chimice A si B.

Rezultatele cantitative ale carotenoidelor obtinute la tulpinile cultivate in prezenta
0,02% I/min CO, au reliefat un aspect surprinzator. Indiferent de cresterea/scaderea
concentratiei de hidrocarburi produse (atat botriococcene, cat si alcadiene si alcatriene), la
tulpinile cultivate In conditii de aer liftat, concentratia procentuald a carotenoidelor a scazut,

fata de aceleasi tulpini, cultivate in absenta CO, (fig. 20).
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Fig. 20. Reprezentarea graficd a continutului pigmentilor carotenoidici la tulpinile AICB
cultivate 1n prezenta si absenta CO,, 0,02 I/min. Pentru diferentiere, tulpinile celor doua rase
chimice au fost reprezentate prin culori diferite: verde pentru rasa A si rosu pentru rasa B.
Procentele sunt grame raportate la 100 grame biomasa uscata.

Tendinta de crestere observatd in cazul carotenoidelor s-a pastrat §i pentru
hidrocarburile de tip triterpenic (hexadiene) (fig. 21). In acelasi timp, continutul de
hidrocarburi cu catena lungd si numar impar de atomi de carbon, majoritare in cazul rasei A,

au manifestat o tendintd descrescatoare (fig. 22).
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Fig. 21. Reprezentarea grafica a tendintelor de crestere pe baza valorilor procentuale medii ale
fractiunilor carotenoidice si hexadienelor identificate in extractele lipidice ale tulpinilor AICB

apartinand raselor chimice A si B. Procentele sunt grame raportate la 100 grame biomasa
uscata .
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Fig. 22. Reprezentarea grafica a tendintelor de crestere pe baza valorilor procentuale medii ale
fractiunilor carotenoidice si alcadienelor, respectiv alcatrienelor, identificate in extractele
lipidice ale tulpinilor AICB apartinand raselor chimice A si B. Procentele sunt grame raportate
la 100 grame biomasa uscata .

4.6. Pozitia filogenetica a tulpinilor AICB pe baza genelor
pentru ARNr 18S

17 tulpini apartinand colectiei AICB din rasele chimice A si B au fost investigate din
punct de vedere al lungimii si secventei genei pentru ARNr 18S. Dintre acestea 5 au apartinut
rasei B si 12 rasei A.

Pe baza lungimii fragmentelor migrate electroforetic, tulpinile s-au departajat in doua
categorii. Astfel, toate tulpinile rasei B si 4 dintre tulpinile rasei A au detinut un fragment de

aproximativ 2000 pb, in timp ce 8 tulpini ale rasei B au prezentat un fragment de aproximativ
2500 pb (fig. 23).

Fig. 23. Electroforegrama ampliconilor ADNr 18S, obtinuti prin PCR, cu perechea de amorse
CV1, ITS2B.
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Alinierea multipla a secventelor obtinute In urma secventdrii, alaturi de alte secvente
adnotate, descarcate din bazele de date publice de nucleotide au reliefat prezenta suplimentara
a unei regiuni intronice la cele 12 tulpini AICB. Aceasta regiune a insumat 457-461 pb (fig.
24). Prezenta sporadica a acestei regiuni a fost semnalata si la alte alge verzi, unde a fost

clasificata in categoria intronilor IC1.

18S exon 18S intron 18S exon ITS1 5.8S ITS2 28S

e Y= VSN o YN o 1\
| |

CV1 CcV3 — .
— — CV4 ITS2 3000 pb
D
CV2

Fig. 24. Reprezentarea schematica a pozitiei celor 5 amorse 1n fragmentul genic secventat la
tulpinile AICB, precum si succesiunea genelor, exonilor si intronilor.

Indiferent de prezenta/absenta regiunii intronice, tulpinile apartinand rasei A se
grupeazd distinct fatd de cele din rasa B (indiferent de la ce colectie de alge provin),
departajare asigurata de o valoare Boostrap semnificativa (fig. 25, 26). Acest fapt se regaseste
in toti arborii generati, independent de algoritmul utilizat. Pe baza acestui considerent putem
afirma faptul ca separarea tulpinilor in rasele chimice A si B este sustinutd si la nivel
molecular, pe baza marker-ului ADNr 18S.

In interiorul filogramelor obtinute, tulpinile rasei A se grupeaza distinct, in functie de
prezenta sau absenta intronului, cu exceptia tulpinii AICB 860. Totusi, diferentele dintre
secventele ADNr 18S constatate la tulpinile AICB ale rasei A nu se limiteazd numai la
prezenta sau absenta acestei regiunii. Indepartarea ei din aliniere a generat arbori aproape
identici. Analize ulterioare, probabil o resecventare, in cazul tulpinii AICB 860 vor certifica
presupunerae cd cele doua grupuri de secvente identificate pentru rasa A corespund unor

specii distincte sau cel putin subspecii.
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Fig. 25. Arborele filogenetic, construit pe baza secventelor ADNr 18S provenite de la tulpinile
AICB si din baza de date GenBank (NCBI), construit prin algoritmul Parcimonei Maxime (PM).
Pe ramuri sunt notate valorile testului de semnificatie Bootstrap, la 100 de replicate.
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Fig. 26. Arborele filogenetic, construit pe baza secventelor ADNr 18S provenite de la tulpinile
AICB si din baza de date GenBank (NCBI), construit prin algoritmul Evolutiei Minime (EM).
Pe ramuri sunt notate valorile testului de semnificatie Bootstrap, la 100 de replicate.
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5. Concluzii finale
Investigarea trasaturilor morfologice la 30 de tulpini AICB a avut drept rezultat

identificarea unor caractere (aspectul si consistenta coloniilor, prezenta/absenta
celulelor singulare in suspensiile celulare, gradul de dezvoltare al matricii
extracelulare etc.) care ofera un suport morfologic departajarii tulpinilor B. braunii in
cele doua rase chimice.

Analizele biochimice legate de identificarea si cuantificarea hidrocarburilor, acizilor
grasi si carotenoidelor au evidentiat deosebiri majore pe baza carora tulpinilor rasei A,
pot fi usor deosebite de tulpinile rasei B, inalt producatoare de hidrocarburi. La
ultimele s-a observat un continut mai mare al carotenoidelor (responsabile de culoarea
brun-portocalie), hidrocarburilor si dintre aceastea prezenta majoritard a
botriococcenelor. Capacitatea tulpinilor din rasa B de a sintetiza alcadiene si alcatriene
sustine implicarea acestor categorii de compusi chimici in sinteza algenanului.
Prezenta majoritara a acizilor grasi oleic si palmitic, indeosebi in extractele provenite
de la tulpinile rasei A 1i fac precursorii cei mai probabili ai alcadienelor si
alcatrienelor.

Experimentele de crestere coroborate cu continutul de hidrocarburi si acizi grasi au
evidentiat gradul ridicat de variabiliatate al tulpinilor B. braunii, independent de rasa
chimicd. Administrarea CO,, a determinat cresterea ratei de diviziune celulard si
reducerea timpul de dublare la majoritatea tulpinilor AICB.

In arborii filogenetici generati pe baza secventelor ADNr 188, tulpinile B. braunii au
format un singur cluster in clasa Trebouxiophyceae. Departajarea tulpinilor in doua
grupuri distincte dovedeste in premiera existenta a cel putin doua specii distincte de B.
braunii, oferind astfel un suport genetic clasificarii tulpinilor in rase chimice (A si B).
Prezenta unei secvente intronice in gena ADNr 18S la un numdr considerabil de
tulpini din rasa A care ar putea fi eventual sustinutd si prin markeri moleculari
aditionali ar putea fundamenta si o a treia specie de B. braunii.

Dintre tulpinile investigate, tulpinile AICB 416 si 418, rasa B ar putea reprezenta o
premisa pentru viitoare studii in sensul dezvoltarii unor biotehnologii de obtinere a

hidrocarburilor.
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