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RESUMO

Prasiola crispa € uma macroalga verde taloide, pertencente a classe Treboxiophyceae, de
distribuicio biogeografica cosmopolita, estando presente do Artico ao continente Antartico.
Na Antértica, P. crispa atua como importante produtor primario, resistindo a condigdes
ambientais extremas como baixas temperaturas, estresse osmatico, radiacdo ultravioleta, entre
outros. Devido a sua capacidade de colonizar um ambiente tdo indspito, esta alga deve possuir
mecanismos adaptativos, cujos genes envolvidos sdo de grande interesse na &rea da
Biotecnologia. Entre as principais biomoléculas de interesse, as proteinas de ligacdo ao gelo
(IBPs) destacam-se. IBPs sdo polipeptideos que permitem a sobrevivéncia de células a baixas
temperaturas. Este grupo de proteinas possui grande aplicabilidade na agricultura,
biomedicina e indUstria alimenticia. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi sequenciar, montar e
anotar funcionalmente o transcriptoma de P. crispa e identificar produtos génicos que estdo
diretamente relacionados a capacidade de sobrevivéncia deste organismo no continente
Antartico, principalmente IBPs. A amostra foi coletada na llha do Rei George, Antartica. O
RNA total foi extraido, a biblioteca montada e sequenciada por Illumina HiSeq 2000, com
estratégia paired-end reads. Reads de baixa qualidade e adaptadores foram removidos e as
reads processadas submetidas a montagem pelo montador Trinity. Os transcritos montados
foram anotados pelo servidor web-based MG-RAST em pipeline automatizado e indicaram a
contaminacdo com a microbiota. O transcriptoma de P. crispa foi entdo descontaminado e
posteriormente anotado funcionalmente através da ferramenta Blast2GO. IBPs de P. crispa e
microbiota foram buscadas por algoritmo BLASTX, alinhando os transcritos contra as
sequéncias de IBPs em um banco de dados local. Transcritos identificados através da busca
tiveram a sequéncia aminoacidica predita utilizando o Trandescoder e modeladas
computacionalmente através do servidor Phyre2. O sequenciamento gerou 31.563.740 reads
de boa qualidade. A montagem gerou 376.797 contigs, totalizando 209.870.963 pares de
bases (pb) e tamanho médio de 557 pb. Em anotacéo realizada pelo web-server MG-RAST,
93% dos hits foram caracterizados como pertencentes as bactérias. Apds processo de
descontaminacdo, 17.201 contigs foram mantidos como o transcriptoma de P. crispa, sendo
que 52,19% destes foram identificados através do processo de anotagédo funcional. Da busca
com o BLASTX, identificou-se 127 transcritos como possiveis IBPs, com homologia a
proteinas de plantas, bactérias e fungos. A modelagem computacional da estrutura
tridimensional indicou que 17 destas possiveis IBPs possuem estrutura semelhante a outras

proteinas do grupo, sendo que 8 delas possuem maior potencial. Em conclusdo, a montagem e



anotacdo funcional foram realizadas de maneira satisfatoria e permitiu a identificacdo de
potenciais IBPs. Como perspectiva, simulagdes de Dindmica Molecular serdo realizadas para
verificar o comportamento destas proteinas em diferentes temperaturas para a escolha de

quais serdo expressas heterologamente.

Palavras-Chave:  Sequenciamento de  RNA.  Treboxiophyceae.  Bioinformatica.

Transcriptdmica.



ABSTRACT

Prasiola crispa is a green macroalga belonging to the Trebouxiophyceae class, with
cosmopolitan biogeographic distribution, from Arctic to Antarctic. In Antarctic continent, P.
crispa is among the most important primary producers, surviving to extreme environmental
conditions such as low temperatures, osmotic stress, ultraviolet radiation and others. Due to
its ability to colonize such an inhospitable environment, this alga must have adaptive
mechanisms whose genes involved are of great interest in the area of Biotechnology. Among
the main biomolecules of interest, the Ice-binding proteins (IBPs) stand out. IBPs are
polypeptides that allow the survival of cells at low temperatures. This group of proteins has
great applicability in agriculture, biomedicine and food industry. Thus, the aim of this work
was sequencing, assembly and functional annotation of P. crispa transcriptome and identify
genic products that are directly related to the survive ability of this organism in the Antarctic
continent, mainly IBPs. Samples were collected at King George Island, Antarctic. The RNA
was extracted, the library built and sequenced by Illumina HiSeq 2000, with paired-end reads
strategy. Low-quality reads and adapters were removed and processed reads were subdued to
the assembly by Trinity assembler. Assembled transcripts were annotated by an automatized
pipeline of the MG-RAST webserver and indicated contamination with the microbiota. P.
crispa transcriptome was decontaminated and subsequently functionally annotated by
BLAST2GO. IBPs of P. crispa and microbiota were searched by algorithm BLASTX,
aligning the transcripts against IBPs sequences in a local database. Identified transcripts
through search had its amino acid sequence predicted by Transdecoder and computationally
modeled by Phyre 2. The sequencing generated 31,563,740 high-quality reads. The assembly
resulted in 376,797 contigs, totalizing 209,870,963 base pair (bp) and an average size of 557
bp. In the annotation by MG-RAST, 93% of the hits were characterized as belonging to
bacteria. After decontamination process, 17,201 contigs were maintained as belonging to P.
crispa transcriptome, of which 52.19% were identified through functional annotation. 127
transcripts were identified by BLASTX search as potential IBPs, with homology with proteins
from plants, bacteria and fungi. The computational modeling of the three-dimensional
structure indicated that 17 of these possible IBPs have a similar structure to other proteins in
the group, of which 8 have a higher potential. In conclusion, the assembly and functional
annotation was performed in a satisfactory manner and allowed the identification of potential

IBPs. As a perspective, Molecular Dynamics simulations will be performed to verify the



behavior of these proteins at different temperatures for the choice of which will be expressed

heterologously.

Keywords: RNA-Sequencing. Trebouxiophyceae. Bioinformatics. Transcriptomics.
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1 INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Algas verdes e Prasiola crispa

O termo alga compreende uma gama de organismos de grande diversidade, agrupados
artificialmente, contendo espécies de eucariotos e procariotos, que filogeneticamente pouco
tém em comum e ndo compreendem um grupo taxonémico [1].

As algas verdes, uma das trés linhagens de algas com plastidios primarios, possuem
ampla diversidade morfoldgica, apresentando diferentes graus de complexidade, desde
organismos microscopicos unicelulares a multicelulares com mais de um metro de tamanho
[2]. S&o componentes essenciais de ecossistemas marinhos, de dgua doce e terrestres. Estima-
se que existam entre 6.000 e 8.000 espécies [3]. Ao longo da evolucdo as algas verdes
construiram uma importante relagdo de simbiose com fungos [4] e bactérias [5].

Este grupo se evidencia dos outros pois foram as algas verdes que inicialmente
colonizaram o ambiente terrestre, ha 470-500 milhdes de anos atras, dando inicio a toda flora
terrestre, sendo que plantas terrestres e algas verdes formam o clado filogenético
Viridiplantae [6-9] (Figura 1). Entre suas aplicacfes biotecnoldgicas, algas verdes sdo
importantes fontes de compostos para a industria quimica farmacéutica, alimenticia e de
biocombustiveis [2, 10].

O grupo é dividido em dois filos: caréfita (Charophyta) e cloréfita (Chlorophyta). As
carofitas possuem poucos taxa mas que sdo bem diversificados, exibindo uma ampla gama de
formas como organismos unicelulares, filamentosos ou "parenquimatosos” [7]. Junto as
plantas terrestres formam o clado Streptophyta. Ademais, cardfitas sdo importantes modelos
para estudos de estruturas como a parede celular e outros mecanismos adaptativos que foram
importantes para coloniza¢do do ambiente terrestre [11]. Ja o filo Chlorophyta possui a maior
quantidade de espécies de algas verdes descritas, com grande diversidade morfologica e
ecologica [7].

Entre as espécies clorofitas, Prasiola crispa (Lightfoot) Kitzing 1843 pode ser
destacada. P. crispa € uma macroalga taloide, descrita pela primeira vez na Escocia em 1777
[12, 13]. Esta alga inicialmente foi nomeada Ulva crispa e classificada como pertencente a
classe Ulvophyceae, entretanto, estudos posteriores e as aplicacdes de ferramentas de biologia
molecular permitiram a sua classificagdo como uma alga pertencente a classe
Trebouxiophyceae [13-15]. P. crispa participa do liqguen Mastodia tessellata, através da

relacdo simbiotica com o fungo ascomiceto Guignardia prasiolae (WINTER) REED [12, 16].



20

Figura 1 - Representagdo das relacdes evolutivas entre as algas e as plantas e dos
eventos de endossimbiose ao longo das diferentes eras geoldgicas: Proterozoica,
Paleozoica, Mesozoica e Cenozoica.

Era Milhdes de anos Eventos principais/Radiacdes
Cenozoico
65
Mesozoico
248 | I
Paleozoico
543 S
Neo
900
Proterozoico
1200 g
Meso Endossimbiose (o]
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2]
o
1600 o
Paleo - Endossimbiose primadria <B® :"

Legenda: CB: cianobactéria (CB)
Fonte: YOON et al., 2004. [7]

O género Prasiola possui como caracteristica células individuais com cloroplasto axial
estrelado e apenas um pirenoide, sua reproducdo pode ser de modo sexuado (oogamia) ou
assexuado (esporos ou fragmentacdo), e sua distribuicdo biogeografica € cosmopolita,
presentes do Artico ao continente Antartico [12, 13].

No continente Antartico, P. crispa é um dos organismos mais presentes e importante
produtor primario [17]. Esta alga estd presente nas regides supralitorais, formando grandes
tapetes verdes, sendo encontrada principalmente em locais proximos a coldnias de aves,
substrato rico em guano, onde h4 altas concentracfes de nitrogénio e &cido urico (Figura 2)
[12, 18].

O continente Antartico € indspito a vida, sendo o0 mais seco, frio e ventoso do planeta,
sem registros da existéncia de populacdo humana nativa [19]. A precipitacdo anual media é de
apenas 200 mm, ademais, ventos de 327 km/h e temperaturas abaixo de — 90 °C ja foram
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registradas [20]. A érea total é de 14.000.000 kmz2, sendo 98 a 99,7% coberta por neve e gelo,
com camadas em média de 1,6 km de espessura [20, 21]. Além disso, o buraco na camada de
0zOnio sobre a regido Antartica, descrito pela primeira vez na década de 80, faz com que haja
um alto indice de radiacéo ultravioleta sobre a regido, que é intensificada pelo reflexo gerado
pelo gelo [22, 23]. Outros fatores abidticos como alteraces constantes de salinidade e baixa
disponibilidade de nutrientes organicos também s&o desafios para a sobrevivéncia [24].

Figura 2 - P. crispa no continente Antartico.

Fonte: Graciele Alves de Menezes.

Devido a sua capacidade de colonizar um ambiente tdo inospito e extremo, P. crispa
deve possuir mecanismos adaptativos naturalmente selecionados durante sua evolugdo. Os
genes e biomoléculas envolvidos nestes importantes mecanismos sdo de grande interesse e

potencial na &rea da Biotecnologia.

1.2 Potencial Biotecnoldgico e Proteinas de Ligacdo ao gelo

O potencial biotecnoldgico de P. crispa ja foi demonstrado em outros trabalhos.
Estudos avaliando o extrato desta alga demonstraram o efeito inseticida em espécies modelos,
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Drosophila melanogaster e Nauphoeta cinerea, provavelmente atraves da modificagdo de
sistemas antioxidantes do organismo [25]. J& o composto quimico 7-ceto-estigmasterol, um
esterol purificado a partir do extrato de P. crispa, apresentou atividade antiviral quando
testado contra o Herpesvirus equino 1, o virus causador de uma doenca até 0 momento sem
tratamento eficiente [26].

Um grande potencial, ainda ndo explorado neste organismo, principalmente tratando-
se de um organismo Antartico, sdo as proteinas de ligacdo ao gelo (do inglés Ice-binding
protein, IBP). IBPs sdo polipeptideos expressos em uma ampla gama de organismos que
permitem a sobrevivéncia das células & baixas temperaturas [27, 28]. A primeira IBP foi
identificada em 1969, quando Arthur DeVries demonstrou que proteinas presentes no sangue
de peixes teledsteos, habitantes da regido Antartica, diminuem o seu ponto de congelamento
[29, 30]. Estas proteinas foram inicialmente denominadas proteinas anticongelantes (do inglés
antifreeze proteins, AFPs), um termo utilizado de maneira genérica por muitos anos, mas que
atualmente compreende apenas um subconjunto das IBPs [31].

Além dos peixes, este grupo de proteinas ja foram identificadas em grande nimero de
bactérias [32], fungos [33], insetos [34, 35] e plantas [36]. Ademais, IBPs foram encontradas
em algumas algas da Antértica [37-42]. A distribuicdo de IBPs em tantas espécies distintas
ocorreu provavelmente através de eventos de convergéncia evolutiva e transferéncia
horizontal de genes [43].

A auséncia destas proteinas, e de outros agentes crioprotetores, em organismos
expostos a baixas temperaturas teriam como consequéncia o congelamento da agua e
concentracdo dos fluidos, causando a desidratacdo, choque osmotico e rompimento da
membrana celular pela formacéo de cristais de gelo [43].

A propriedade essencial de uma IBP é a capacidade de adsor¢do de um ou mais planos
do gelo, que tem como consequéncia natural a alteracdo do formato dos cristais de gelo, sendo
esta ligacao irreversivel [44]. As IBPs também possuem outras propriedades, estas que podem
ser utilizadas para classificagdo dos seus diferentes subgrupos.

A principal propriedade do subgrupo das AFPs, por exemplo, € sua atividade de
histerese térmica (em inglés thermal hysteresis, TH), atraves da diminui¢do das temperaturas
de fusdo e solidificacdo da agua (Figura 3A). Os mecanismos de acdo ainda ndo sdo
completamente entendidos, mas estudos indicam que a inibicdo de eventos de nucleacdo
secundaria tem papel essencial [34, 45]. AFPs com alta atividade TH, também denominadas
de TH hiperativas, s@o expressas principalmente em insetos, cuja hemolinfa isolada pode

baixar até 12 °C o ponto de congelamento [45].
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Em plantas tolerantes ao frio, IBPs com alta atividade de inibigc&o da recristalizacéo do
gelo (em inglés ice recrystallization, IR) s&o mais comumente encontradas (Figura 3B) [36].
Quando os fluidos de uma planta atingem a temperatura de congelamento, cristais de gelo sdo
formados. Por questdes termodinamicas, com o passar do tempo grandes cristais de gelo tém a
tendéncia de aumentar de tamanho, enquanto 0s pequenos cristais se fundem, sendo este
processo denominado IR. Assim, as IBPs possuem a capacidade de inibir a IR com grande
eficiéncia até mesmo em baixas concentracOes [46], sendo a hipotese de adsorcao-inibicao aos

sitios de crescimento do gelo a mais aceita para 0 mecanismo de atuacdo das IBPs [47].

Figura 3 - Funcdes bioldgicas/categorias de IBPs: (A) Anticongelante; (B) Inibicdo da
recristalizacdo do gelo; (C) Estruturacéo do gelo; (D) Adeséo ao gelo.

(A) Anticongelante (B) Inibicio da recristalizacdo do gelo
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Fonte: Modificado de DAVIES, 2014. [31]

Ja o subgrupo denominado proteinas de estruturacdo do gelo (do inglés ice-structuring
proteins, ISPs), mais encontradas em algas unicelulares, sdo secretadas para o meio
extracelular a fim de formar pequenos bolsbes estaveis durante o congelamento da agua do
mar, formando um microambiente liquido (Figura 3C) [31]. ISPs também foram encontradas
em outros grupos de organismos, como em bacterias [48].

A propriedade mais recentemente identificada em IBPs foi a atividade de adesdo ao
gelo, encontrada na bactéria Antéartica Marinomonas primoryensis (Figura 3D) [49].

Especula-se que esta adesina possa ter a funcdo de manter a bactéria préxima dos nutrientes e
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oxigénio na zona fototrofica [45]. Diante das variadas funcdes bioldgicas e origens a estrutura
tridimensional deste grupo de proteinas é bem variada.

A producdo em larga escala de IBPs ainda precisa de melhorias para se tornar viavel e
amplamente difundida, mas as possibilidades sdo variadas. Entre as aplicabilidades podem ser
citadas a utilizacédo para a preservagédo e melhoria da qualidade de alimentos congelados [50],
producdo de culturas tolerantes ao frio [51], crioprotecdo de tecidos e 6rgdos [52] e até

mesmo a aplicacdo na industria petroleira [53].

1.3 Sequenciamento de RNAs em larga escala

Para acessar este potencial Biotecnologico, o transcriptoma de P. crispa foi
sequenciado. Transcriptoma é o conjunto de todos os acidos ribonucleicos (RNAS) expressos
por um organismo, sendo o objeto de estudo de uma das areas da Gendémica Funcional, a
Transcriptomica. O sequenciamento de RNAs em larga escala é uma abordagem recente,
amplamente utilizada para a descoberta de novos genes em organismos ndo-modelo [54]. Esta
abordagem, quando comparada a outras empregadas para analises do transcriptoma como, por
exemplo, os chips de microarray e sequenciamento de pequenas sequéncias expressas (ESTS),
traz grandes vantagens como: bom custo-beneficio, alta sensibilidade e acuracia [55].

O sequenciamento do transcriptoma ja foi realizado em outras algas da classe
Trebouxiophyceae, objetivando a identificacdo de transcritos associados a resisténcia a
estresses bidticos e abidticos, e genes com aplicabilidade na producdo de biocombustivel [56-
60].

Para o sequenciamento do transcriptoma, o RNA total é extraido da amostra e
convertido em fragmentos de acido desoxirribonucleico complementar (¢cDNA), formando a
biblioteca de sequenciamento. Esta biblioteca entdo é sequenciada, gerando pequenas reads
que devem ser montadas e anotadas, de maneira muito semelhante aos genomas. Assim, este
estudo so foi possivel devido a evolucao e barateamento das técnicas de sequenciamento.

Os primeiros métodos de sequenciamento de &cido desoxirribonucleico (DNA) foram
criados na década de 70, quando Sanger e Coulson desenvolveram a técnica “mais e menos”
[61] e Maxam e Gilbert a de clivagem quimica [62].

Porém, o grande avanco ocorreu quando Sanger desenvolveu o sequenciamento por
terminacdo de cadeia. O mesmo consiste na sintese de uma cadeia nucleotidica utilizando o
fragmento a ser sequenciado como molde, sendo a base correspondente para cada posicéo da

cadeia identificada através do interrompimento da sintese, que ocorre a partir da adicdo de
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dideoxinucleotideos (ddNTPs) marcados radioativamente, em quatro reagdes paralelas [63]. A
principio, a metodologia utilizava a migracdo em gel de poliacrilamida para identificacdo das
bases. Posteriormente o processo foi automatizado, sendo transformado em uma maquina com
a utilizacdo de ddNTPs marcados com fluor6foros e a migracdo em capilar, tornando-se a
metodologia mais aplicada para o sequenciamento de DNA [64]. O sequenciador de Sanger é
considerado a primeira geragéo, e gerava reads de ~1 kilobase (kb).

O sequenciamento de Sanger foi extremamente importante para as descobertas na area
de Genbmica estrutural, por exemplo, no Projeto Genoma Humano, porém sua aplicabilidade
na area de Transcriptdmica era limitada devido a baixa quantidade de dados gerados, alto
custo e dificuldade da avaliacdo de niveis quantitativos em larga escala [55, 65].

O inicio da segunda geracdo, os denominados sequenciadores de nova geracdo (Next-
Generation sequencing, NGS), foi marcado pelo desenvolvimento do pirosequenciador. Esta
metodologia também utilizava o método “sequenciamento por sintese” aplicando a DNA
polimerase, mas os nucleotideos ndo mais eram marcados e a adi¢cdo das bases acompanhadas
em tempo real, sem a necessidade de migracdo em capilar [65].

O pirosequenciamento detecta o pirofosfato liberado durante o processo de formacao
da ligagdo fosfodiéster entre nucleotideos, sendo a deteccdo realizada através de
luminescéncia [66]. A técnica foi licenciada a 454 Life Sciences para a producdo de maquinas
de pirosequenciamento, que se valiam da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
em emulsdo para amplificacdo de DNA aderido em beads antes do sequenciamento. As reads
geradas possuem entre 400 e 500 pares de bases (pb).

Apb6s 0 sucesso dos pirosequenciadores, outras plataformas com competitividade
foram desenvolvidas, destacando-se as maquinas Solexa/lllumina e SOLID, todas possuindo
como caracteristica 0 sequenciamento em massa. O sistema SOLiID (Sequencing by
Oligonucleotide Ligation and Detection) é fundamentado na hibridizacdo e ligacdo de
oligonucleotideos marcados com fluordforos, utilizando a enzima DNA ligase. Apesar das
pequenas reads geradas e de ndo possuir grande profundidade, o SOLID & competitivo por
conta do menor custo por base sequenciada [65].

A plataforma Solexa/lllumina baseia-se na adi¢cdo de adaptadores nas extremidades
dos fragmentos de DNA, formacéo de clusters por PCR em ponte e 0 sequenciamento por
sintese através da incorporagdo de nucleotideos “terminadores reversiveis” marcados com
fluoroforos [67]. As primeiras maquinas produziam reads de apenas 35pb, mas a introdugéo
da estratégia de paired-end reads (reads geradas no sentido forward e reverse do fragmento

sequenciado) permitiram um melhor mapeamento entre as reads para a montagem [65]. Os
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modelos posteriormente langados, nomeados Illumina HiSeq e Illumina MiSeq, trouxeram
como vantagem a geragéo de reads maiores e menor custo.

Estes NGS, através do sequenciamento em massa por um preco mais acessivel,
permitiram o desenvolvimento e maior popularizacdo da area de sequenciamento de
transcriptomas, sendo a plataforma Illumina a mais empregada neste tipo de estudos. Porém,
como as reads sdo pequenas, surgiram os desafios para a montagem do transcriptoma. Assim,
além da evolucdo das técnicas de sequenciamento, o desenvolvimento das ferramentas de
Bioinformatica para a montagem e analise da avalanche de dados gerados também foram

essenciais.

1.4 Montagem e Anotacdo de Transcriptomas

A montagem das pequenas reads geradas em transcritos pode ser realizada em duas
abordagens: montagem com referéncia ou de novo. A montagem de referéncia é escolhida
guando ha um genoma para guiar a montagem, podendo ser da mesma espécie ou de espécies
relacionadas. Neste tipo de abordagem as reads sdo mapeadas contra o genoma de referéncia
utilizando programas de alinhamento de sequéncias [68]. Porém, a maioria das espécies néo-
modelo nem sempre possuem um genoma a ser utilizado como referéncia, como no caso de P.
crispa, sendo necessaria a montagem de novo.

Por isso, diversos algoritmos foram desenvolvidos para a reconstrucdo de novo e estes
sdo classificados em duas classes: overlap-layout-consensus (OLC) e grafos de Bruijn (DBG).
Os algoritmos OLC trabalham em trés passos: (I) todas as sobreposicGes entre as reads séo
identificadas; (I1) todas as informacgdes sdo dispostas em um grafo de sobreposicao e; (I11)
através do grafo, a sequéncia consenso € inferida (Figura 4) [69]. Neste grafo, cada read €
considerada um vértice, e as arestas que conectam dois vertices correspondem as
sobreposicdes de reads. O algoritmo entdo deve resolver o problema passando exatamente
uma vez em cada vertice, caracterizando o problema do caminho Hamiltoniano [70].

Entre os softwares da categoria destacam-se o Celera Assembler [71], CAP3 [72] e
Phrap [73], aplicados principalmente para a montagem de reads provenientes do
sequenciamento de Sanger. Contudo, a solugéo de problemas pelo caminho Hamiltoniano séo
computacionalmente dispendiosos e possuem grandes dificuldades para montagem correta de

regides repetitivas e montagem de reads geradas por NGS (Figura 5A) [74].
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Figura 4 - Funcionamento bésico das ferramentas de montagem Overlap—layout—
consensus.

Identificacio do caminho Hamiltoniano anfinkets o,

+ Construcio do grafo de sobreposicio

Sequéncia consenso

Legenda: Setas cinzas indicam as sobreposicdes e setas vermelhas o melhor caminho Hamiltoniano.
Fonte: Modificado de COMMINS et al., 2009. [75]

E assim, os montadores que aplicam o modelo DBG foram desenvolvidos. O primeiro
passo para a montagem utilizando softwares da classe DBG é a quebra virtual de todas as
reads em fragmentos de tamanho k (k-mers) [76]. Por exemplo, quando se deseja utilizar
fragmentos de 25 pb (k = 25), cada read de tamanho 100 (T) é quebrada em 76 fragmentos de
25 (T - k + 1), sendo k um namero impar para reduzir o nimero de sequéncias palindrémicas
[77]. Apds a fragmentacdo, os grafos de Bruijn sdo formados, sendo o prefixo e sufixo de
cada k-mer distinto representado como um vértice de comprimento k-1, e as arestas que
conectam estes vértices sdo os k-mer que os compdem (Figura 5B). Entdo, o caminho
Euleriano, aquele que visita todas as arestas uma unica vez, é tracado entre todos os k-mers
que se sobrepde perfeitamente em k-1 nucleotideos, levando a reconstrugdo das sequéncias
[74]. O problema do caminho Euleriano € muito mais simples de se resolver que o
Hamiltoniano. Para a montagem de transcriptomas, cada caminho no grafo representa um
possivel transcrito. A Figura 5 compara o funcionamento do caminho Hamiltoniano e

Euleriano com 3-mers.
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Entre os montadores da categoria DBG destacam-se o Trans-ABySS [78],
SOAPdenovo [79], Oases [80] e Trinity [77], sendo este ultimo o utilizado em todas as

montagens realizadas de novo do transcriptoma de algas da classe Trebouxiophyceae.

Figura 5 - Comparacdo entre o caminho (A) Hamiltoniano e (B) Euleriano em um
grafo.

Vértices sio k-mers Vértices sdo (k-1)-mers
Arestas sdo os alinhamentos pareados Arestas sio os k-mers

ATG
Genome: ATGGCGTGCAATG

Caminho Hamiltoniano Caminho Euleriano
Visita cada vértice uma vez Visita cada aresta uma vez
(Dificil resolucio) (Mais ficil de resolver)

Legenda: As setas vermelhas o melhor caminho (A) Hamiltoniano (B) Euleriano; setas pretas indicam
problemas dificeis de serem resolvidos pelo algoritmo.
Fonte: Modificado de COMPEAU et al., 2011. [74]

Apds a montagem, o Ultimo passo é a anotacdo do transcriptoma. A anotacao consiste
em agregar de informacdes bioldgicas aos transcritos, por meio da busca de sequéncias
homélogas, havendo uma ampla gama de pipelines e ferramentas que podem ser aplicadas
[81]. Esta metodologia de busca baseada em homologia é aplicada ndo apenas para anotacdo
Transcriptomas, mas também genomas, metagenomas e metatranscriptomas [82]. Entre as
ferramentas o Blast2GO é um dos mais utilizados, sendo robusto e simples [83, 84].

O primeiro passo da anotacdo feita pelo Blast2GO ¢ a busca utilizando a ferramenta de
alinhamento BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) [85] por sequéncias que sejam
similares aos transcritos. Os resultados sdo expressos através do E-value, que descreve o
numero de hits que se espera ao realizar um alinhamento de sequéncias contra um banco de
dados de determinado tamanho apenas ao acaso [86]. Também é levado em consideracdo o
tamanho do alinhamento e similaridade. Assim, quanto menor o E-value, mais significante €
considerado aquele alinhamento entre as sequéncias.

ApoOs isso, as sequéncias sdo mapeadas e anotadas para associacdo de termos

funcionais do banco de dados Gene Ontology (GO) de acordo com o resultado do BLAST. O
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Gene Ontology Consortium é um projeto que permite classificar os genes e seus produtos de
maneira uniforme, atuando como uma linguagem universal, rotineiramente empregado na
pesquisa durante o processo anotacdo funcional [87]. Este projeto possui trés categorias
principais que indicam que o produto génico possui (I) determinada atividade ou processo a
nivel molecular (Funcdo Molecular, FM), (Il) que ocorre em uma localizacdo especifica
celular (Componente celular, CC) e (Ill) que contribui para um efeito biolégico (Processo
bioldgico, PB). Além disso, existe a divisao de niveis que vao dos termos mais gerais para 0s
mais especificos.

Outras ferramentas, como 0 MG-RAST [88], ndo possuem anotacdo tdo detalhada
quanto o Blast2GO mas tem como vantagem a grande velocidade para trabalhar com nimeros
muito grandes de contigs. Além disso, outros vocabularios de anotacdo como o COG (Cluster
of Orthologous Groups) [89] e Subsystems [90] podem ser aplicados.

Ao fim do processo de anotacédo, o transcriptoma pode ser analisado para a busca por

transcritos de interesse, como as IBPs.

1.5 Bioinformatica: Modelos Tridimensionais de Proteinas

A Bioinformética é dividida em duas categorias: Bioinformatica Tradicional e a
Bioinformatica Estrutural. A Tradicional aborda principalmente problemas envolvidos com
sequéncias de nucleotideos e aminoacidos, como a montagem e anotacdo de transcriptomas.
Ja a Bioinformatica Estrutural, aborda as questdes de um ponto de vista tridimensional,
abrangendo as técnicas de modelagem molecular e quimica computacional [91]. A unido de
ambas as vertentes permite maior confiabilidade e valor aos dados analisados in silico.

A similaridade entre as sequéncias € importante durante o processo identificacdo da
funcdo do transcrito, porém, ndo é suficiente. Isso porque a funcdo bioldgica de uma proteina
estd intimamente relacionada a sua estrutura tridimensional [92]. Contudo, a determinagéo
experimental da estrutura de proteinas € um processo longo e caro, sendo a cristalografia de
raio-X a metodologia mais eficiente e aplicada [93]. Apenas uma pequena fragdo das
proteinas possuem estrutura conhecida. Assim, a predi¢do da estrutura tridimensional de
proteinas através de abordagens computacionais € uma importante area da Bioinformatica,
que esta em franco desenvolvimento e possui grandes impactos sobre a Biotecnologia [91].

A modelagem computacional de proteinas pode seguir por dois métodos: 0s
independentes de estrutura molde e os baseados em estrutura molde. Os métodos

independentes de proteina molde séo divididos em ab initio e de novo, enquanto os baseados
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em estrutura molde dividem-se em threading e modelagem comparativa. Estas abordagens
sdo assim classificadas de acordo com as informacdes que utilizam a partir dos bancos de
dados, sendo o Protein Data Bank (PDB) o mais utilizado [91].

A escolha do método estd associada a taxa de identidade entre a sequéncia a ser
modelada e as estruturas presentes no PDB. A abordagem ab initio € utilizada quando néo ha
qualquer identidade de sequéncia com as proteinas do banco de dados, sendo que a mesma se
baseia apenas em parametros fisico-quimicos e algoritmos desenvolvidos para a modelagem
[94]. A abordagem de novo, também escolhida quando ndo ha identidade encontrada, utiliza a
informacdo da estrutura de proteinas ndo homdélogas para modelagem. Porém, apesar de todo
o esfor¢o para o desenvolvimento de bons algoritmos ab initio e de novo, ainda ndo ha
ferramentas que possam realizar predicdes confiaveis através destas abordagens [95].

O método de threading baseia-se no principio de que a estrutura tridimensional é mais
conservada do que a sequéncia, onde sequéncias com pouca identidade podem possuir o
mesmo tipo de enovelamento [91]. Esta abordagem é utilizada quando a sequéncia molde
possui menos de 30% de identidade com a sequéncia a ser modelada [96]. Ja a modelagem
comparativa, a mais aplicada, é realizada quando existe uma proteina com mais de 30% de
identidade que possa ser utilizada como referéncia, partindo do principio que pequenas
mudangas, como mutacGes pontuais, geralmente ndo causam grandes alteracGes
conformacionais [94]. Os métodos que utilizam proteinas de estrutura conhecida como molde
sdo 0s mais confiaveis e faceis de serem realizados, contudo, possuem a limitacdo da auséncia
de informacdes sobre as estruturas tridimensionais da grande maioria das proteinas [96].

O evento bianual CASP (Critical Assessment of Protein Structure Prediction), criado
para avaliar o desenvolvimento das predi¢Ges de estruturas proteicas a partir da sequéncia de
aminoéacidos, reforca o grande interesse e importancia do desenvolvimento da area e permite a
identificacdo das melhores ferramentas a serem empregadas [97]. Entre as ferramentas
apresentadas no CASP, o web-server Phyre 2 [95] tem se confirmado como um dos melhores,
realizando modelagens ab initio e comparativas [98].

Esta ferramenta aplica um pipeline automatizado de predicdo, dividido em vérios
estagios (Figura 6), onde ndo ha a necessidade de adi¢cGes/modificacBes de pardmetros por
parte do usuario. O primeiro estagio do processo € a busca por sequéncias homdlogas e
construcao do perfil evolutivo de substituicdo de aminoacidos no grupo, feito heuristicamente
pelo algoritmo HHblists [99]. A estrutura secundaria entdo é predita utilizando o PSIPRED. O
segundo estagio converte o perfil evolutivo e a estrutura secundaria predita em um modelo

oculto de Markov (em inglés Hidden Markov Model, HMM), que serad analisado contra o
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banco de dados contendo HMMs de proteinas de estrutura j& conhecida para a formagéo de
diversos alinhamentos query-molde.

Figura 6 - Pipeline de predicdo da estrutura tridimensional de proteinas utilizando
Phyre 2: (I) Alinhamento e predi¢do de estrutura secundaria; (I1) Alinhamento com
banco de dados HMM; (111) Modelagem de loops; (IVV) Modelagem com multiplos
moldes; (V) Simulacéo de traducdo e formagdo do modelo final.
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Legenda: HMM — Modelos ocultos de Markov.
Fonte: Modificado de KELLEY et al., 2015. [95]

O terceiro estagio € a solucdo de insercdes e delecdes presentes no alinhamento, 0s
indels, que sdo analisados de acordo com a estrutura das regides proximas e sequéncias
aminoacidicas flanqueadoras. A melhor solugcdo para a modelagem de loops é indicada através
do célculo de energia livre da estrutura.

O quarto estagio € a modelagem Poing, utilizando multiplos moldes para os diferentes
dominios proteicos. Poing realiza a simulacdo dos processos de traducdo e enovelamento.
Regides modeladas por diferentes moldes formam sitios restritos, e regifes ndo cobertas pelo

alinhamento sdo modeladas de forma ab initio. Poing considera apenas o carbono a, gerando
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somente a espinha dorsal da estrutura tridimensional. No quinto e Gltimo estdgio, as cadeias
laterais dos aminoé&cidos sdo adicionadas para a formacdo do modelo final.
A estrutura final permite entdo a inferéncia mais precisa da funcdo biologica do

produto génico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi sequenciar, montar e anotar funcionalmente o
transcriptoma de P. crispa e identificar produtos génicos diretamente relacionados a
capacidade de sobrevivéncia deste organismo no continente Antartico, principalmente de

resisténcia ao frio.

2.2 Objetivos Especificos

e Extrair e sequenciar o RNA total de P. crispa;

e Realizar analises de validacdo e qualidade dos dados;

e Reconstruir os transcritos a partir das reads de alta qualidade;

e Identificar e anotar funcionalmente os transcritos;

e Comparar as métricas do transcriptoma de P. crispa com as de outros organismos da
classe Trebouxiophyceae;

e Identificar potenciais IBPs por alinhamento contra banco de dados local;

e Modelar a estrutura tridimensional de IBPs identificadas a partir de sua sequéncia

aminoacidica.



34

3 METODOLOGIA

A Figura 7 apresenta o resumo de todo pipeline aplicado durante o estudo.

Figura 7 - Resumo da metodologia empregada neste trabalho.
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3.1 Coleta da alga

Prasiola crispa foi coletada na Ilha do Rei George, Antartica (61°50” — 62°15” S e
57°30° — 59°00°W). A coleta foi realizada no verdo Antartico, em janeiro de 2014. As
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amostras foram mantidas no tampdo RNAlater® (Sigma-Aldrich, USA) até a extracdo do
RNA.

3.2 Extracdo do RNA total e sequenciamento

O RNA total foi obtido através extracdo com o kit RNAqueous®-Micro Total RNA
Isolation (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) de acordo com as instrucfes do fabricante. A
biblioteca de sequenciamento foi preparada utilizando primers randémicos. O transcriptoma
foi sequenciado pelo servico da Macrogen, utilizando a plataforma Solexa-Illumina HiSeq
2000, manipulada de acordo com as instrucdes do fabricante. A estratégia de paired-end reads
de ~100 pb, separadas por inserto de 300 pb foi aplicada.

3.3 Montagem do transcriptoma de novo

Reads brutas foram filtradas para a remocdo dos adaptadores e das reads de baixa
qualidade com Fastx-toolkit (cut-off de qualidade = 30) [100] e Trimmomatic v 0.36 em
parametros default [101]. Apds isso, a ferramenta Trinity [102] versdo r2014-07-17 foi
utilizada como montador DBG para a geracao dos contigs, utilizando k-mers de 25 pb.

Devido a complexidade do solo Antéartico e as relacBes simbioticas que naturalmente
ocorrem, esperavamos contaminagfes com bactérias e fungos. Para verificacdo de
contaminacdo, as sequéncias foram submetidas ao pipeline automatizado de busca por
homologia do web-server MG-RAST, aplicado na anotacdo de metagenomas e
metatranscriptomas, buscando a identificacdo da presenga e origem de transcritos
contaminantes [88]. A fim de remover as sequéncias contaminantes, o transcriptoma de P.
crispa foi submetido a alinhamento pelo algoritmo TBLASTN com parametros default [85]
contra o banco de dados de nucleotideos ndo-redundantes do NCBI. Todos os contigs cujo
melhor BLAST hit ocorreram com sequéncias de plantas e algas foram mantidos, e os demais
removidos. Através do Bowtie2 [103], apenas as reads que constituiam os contigs mantidos

no transcriptoma de P. crispa foram recuperados.

3.4 Anotacéo Funcional

Os contigs montados e recuperados foram alinhados contra o banco de proteinas néo-

redundantes do NCBI, sendo o cut-off escolhido 1e-10. Identificou-se os transcritos de acordo
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com o melhor hit contra sequéncias de funcdo conhecida. Blast2GO [84] foi utilizado para
mapear e anotar as sequéncias, associando termos do GO e predizendo suas fungoes.

3.5 Criacao de banco de dados locais e busca por I1BPs

Os termos Ice-binding protein, Anti-freezing protein, Thermal hysteresis e Ice-
structuring protein foram buscados no banco de dados de proteinas do NCBI. Todas as
sequéncias associadas a estes termos foram baixadas e um banco de dados local foi criado.
Apos a criagdo do banco, todos os transcritos, inclusive os contaminantes, foram submetidos a
busca contra o banco de dados local utilizando o algoritmo BLASTX (cut-off: 1e-10), a partir

do alinhamento de sequéncias proteicas contra as seis fases de leitura dos transcritos [104].

3.6 Modelagem computacional

Todas as sequéncias que tiveram alinhamento por BLASTX contra as IBPs, foram
submetidas a analise pela ferramenta Transdecoder [102] para a identificacdo de fases de
leitura aberta (ORFs) e a sequéncia proteica correspondente. As sequéncias aminoacidicas dos
transcritos com ORFs identificadas foram submetidas a modelagem no web-server Phyre 2
[95].

3.7 Deposito de dados

As reads brutas e o Transcriptoma montado foram depositados em repositérios
publicos sob os seguintes codigos de acesso:
e Bioproject ID: PRINA329112
e Biosample: SAMNO05392062
e Sequence Read Archive (SRA): SRR5754271
e Transcriptome Shotgun Assembly (TSA): GFTS00000000
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Montagem e anotacéo funcional do transcriptoma de P. crispa

O sequenciamento pela plataforma Solexa-lllumina HiSeq 2000 gerou 42.978.976
reads. Apds o processo de remocdo das reads de baixa qualidade, 31.563.740 foram mantidas.
A montagem das mesmas gerou 354.661 contigs, com tamanho médio de 477 pb. Estes e
outros valores da montagem sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Métricas da montagem inicial do Transcriptoma.

Atributos Valor
Total de reads brutas 42.978.976
Reads de alta qualidade 31.563.740
NUmero de contigs 354.661
Tamanho total (pb) 169.085.999
GC (%) 53,00
Tamanho médio (pb) 477

Legenda: pb - pares de bases.

Este nimero de contigs é 37 vezes maior que o transcriptoma de Coccomyxa
subellipsoidea [59], alga também pertencente a classe Trebouxiophyceae, indicando a
provavel contaminacdo com sequéncias de outros organismos. A rapida anotacdo através do
server MG-RAST permitiu a confirmacdo da contaminacdo. De todos os contigs, 152.909
(44,11%) foram anotadas como transcritos que seriam expressos em proteinas com funcéao
conhecida e 193.077 (55,69%) com funcdo desconhecida (Figura 8A). A distribuicdo
taxonémica indicou que 612.522 hits (93%) ocorreram com sequéncias de bactérias, 1.163
(0,18%) de arqueias e apenas 39.414 (6,03%) de eucariotos (Figura 8B).

Ap0s processo o de descontaminacdo apenas 17.201 contigs (4,84%), constituidos por
5.233.428 reads, foram recuperados. As estatisticas da montagem séo resumidas na Tabela 2.

As métricas da montagem foram comparadas a todos o0s transcriptomas ja
sequenciados da classe Trebouxiophyceae: Chlorella minutissima [60], Trebouxia gelatinosa

[57], Coccomyxa subellipsoidea [59], Chlorella sorokiniana [58] e Botryococcus braunii



38

[105] (Tabela 3). A aplicagdo do mesmo montador para os projetos de montagem de novo
permite boa comparacéo dos dados.

Figura 8 - Gréafico do processo de anotacdo da metamontagem realizada pelo MG-
RAST: (A) Caracteristicas preditas de cada contig e (B) Distribuicdo de hits por
Dominios.

A - Caracteristicas preditas B - Dominios

B Bactérias - 612.522 (93,65%)
B Eucariotos - 39.414 (6,03%)
B Arqueias - 1.1163 (0,18%)
M Virus - 481 (0,07%)

[l Protemna desconhecida - 193.077 (55,69%)
B Proteina anotada - 1352.909 (44,11%)
B RNA nbossomal - 689 (0,20%)

Tabela 2 - Resumo das métricas do Transcriptoma de P. crispa.

Atributos Valor
Total de reads brutas 42.978.976
Reads de alta qualidade 31.563.740
Total de reads processadas 5.233.428
Numero de contigs 17.201
Tamanho total (pb) 13.127.645
N50 1.036
GC (%) 49,66
Tamanho médio (pb) 763,19
Espectro de tamanho (pb) 200 — 12.802

Legenda: pb - pares de bases.



Tabela 3 - Comparacao das montagens de Transcriptomas de algas da classe Trebouxiophyceae.

. . . Chlorella Trebouxia Coccomyxa Chlorella Botryococcus
Atributos Prasiola crispa L . e . .
minutissima gelatinosa subellipsoidea  sorokiniana braunii
Total de reads brutas 42.978.976 69.011.712 243.763.578 - 244.291.069 -
Total de reads 5.233.428 67.559.338 237.404.631  46.000.000  229.228.757 .
processadas
Numero de contigs 17.201 14.905 19.601 9.409 63.811 61.220
Tamanho médio (pb) 763,1 2.998,04 1.605 - 1.022 -
Sequences com BLAST
hits (%6) 52,19 53,50 53,60 - 36,80 -
Maior contig (pb) 12.802 - 31.749 - 15.932 -
N50 1.036 - 3.594 - 2.502 -
Montador Trinity Trinity Trinity (Genoma como Trinity Trinity

referéncia

Legenda: pb - pares de bases; (-) - Dado néo reportado.
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O numero de contigs de P. crispa teve posi¢do intermedidria. Isto indica que o
processo de descontaminagdo do transcriptoma foi satisfatorio, compreendendo um ndmero
plausivel de transcritos. Além disso, os transcritos depositados no NCBI passaram por
verificacdo de contaminantes como requisito para aprovacao.

Contudo, a remocdo de 88% das reads sequenciadas diminuiu consideravelmente o
numero de reads processadas, comprometendo os outros valores da métrica. P. crispa teve o
menor tamanho medio e maximo de contigs, reflexo da baixa cobertura de sequenciamento
[106]. Quanto maior 0 numero de reads, mais completa seria a reconstituicdo dos transcritos.

Apesar dos dados de N50 serem apresentados e estarem presentes na maioria dos
artigos, a tendéncia é que caia em desuso devido a pouca informagdo agregada na montagem
de transcriptomas, sendo uma métrica importante para a montagem de genomas [106].

A busca de sequéncias dentro do banco de dados de proteinas ndo-redundantes do
NCBI teve 52,19% dos contigs com pelo menos um BLAST hit. Esse valor, quando
comparado aos de Chlorella minutissima e Trebouxia gelatinosa com 53,5% e 53,6%,
respectivamente, nao apresentou diferencas significativas. Isto indica a baixa quantidade de
informacao de espécies relacionadas nos bancos de dados. Além disso, podem compreender
um grupo de transcritos caracteristicos da classe, de grande importancia bioldgica, mas que
computacionalmente ainda ndo se pode inferir as fungdes [83].

A Figura 9 demonstra a distribui¢éo dos hits de acordo com seus E-values. De todos 0s
hits, 62,93% estdo entre 1e-10 a 1le-20 e apenas 10% eram menores que le-50. Isto é
compreensivel devido a baixa média de tamanho dos contigs, tendo em vista que maiores
transcritos sdo mais sujeitos a conter dominios proteicos, que refletem em um melhor
alinhamento [107].

Figura 9 - Distribuicdo de hits de acordo com seu e-value.
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A distribuigdo da porcentagem de similaridade entre as sequéncias variou bastante,
sendo a minima de 40%, com maior concentracdo de hits entre 75 e 90% (Figura 10).

Destaca-se que 1.534 hits que tiveram similaridade de 100%.

Figura 10 - Distribui¢do da porcentagem de similaridade dos hits.
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Os contigs com BLAST hits foram submetidos a mapeamento para associacdo de
termos do GO. Destes, 7.009 foram mapeados com ao menos um termo do GO, sendo que
3.639 tiveram termos da categoria CC associados, 5.343 da categoria FM e 4.782 da categoria
PB. A Figura 11 demonstra a distribuicdo do nimero de anota¢des ao longo de cada um dos
niveis, sendo o nivel 2 o mais geral e o nivel 15 o mais especifico, para as trés diferentes
categorias.

Figura 11 - Distribuicdo das anotacdes em todos os niveis do GO para as trés

categorias: Processos Bioldgicos, Funcdo Molecular e Componente Celular.
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A distribuicdo dos termos no nivel 7, de carater intermediario, demonstra que a
fosforilagdo proteica foi o PB com maior nimero de anotacdes (Figura 12). A fosforilacdo
proteica € uma modificacdo pds-traducional cuja dindmica é essencial para a regulacdo de
diversos processos celulares. Entre os ja demonstrados, em plantas ou algas, pode-se citar as
regulacdes de respostas ao estresse oxidativo [108, 109] e osmético [110, 111], a seca [112] e
o frio [113, 114]. Estudos recentes em murinos demonstraram que a fosforilacdo proteica esta

associada a capacidade anticongelante dos embrides [115].

Figura 12 - Top 15 termos do nivel 7 do GO para as trés categorias: Processos
Bioldgicos, Fungdo Molecular e Componente Celular.
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Os trés principais termos da categoria de FM foram os de Nucleosideo-Trifosfatase,
ligacdo ao ion zinco e a atividade serina/treonina quinase. A funcdo molecular de ligacdo ao
zinco esta relacionada a formacéo do dominio proteico zinc finger, que também esta associado
a resposta a diversos estresses como desidratacdo, frio e salinidade [116]. Ja os outros dois

estdo associados ao PB de fosforilagdo proteica.
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Os CC com maior nimero de anotagdes no nivel 7 foram o complexo ribonucleico U5
snRNP e vesiculas revestidas com clatrina, associados a small nuclear RNAs e 0 processo
endocitose, respectivamente.

Os dados da montagem e anotacdo do transcriptoma de P. crispa foram submetidos ao

periddico online GigaScience (ISSN 2047-217X), o artigo é apresentado no Apéndice A.
4.2 Bioprospeccao de Proteinas de Ligacdo ao Gelo

Com o transcriptoma montado e anotado, 0 segundo passo foi 0 processo de busca por
IBPs. No primeiro momento, a contaminacdo com transcritos de outras espécies nao era
desejada e por isso estas sequéncias foram removidas. No entanto, a microbiota associada a P.
crispa esta exposta as mesmas condi¢cdes ambientais extremas e também devem possuir
mecanismos que permitam a sua sobrevivéncia, podendo haver até mesmo relagdes
mutualisticas com o hospedeiro. A anotacdo por MG-RAST aplicando o vocabulario

Subsystem apresenta que 5.604 hits estdo associados a resposta ao estresse (Figura 13).

Figura 13 - Distribuicdo dos hits anotadas pelo MG-RAST para as diferentes categorias do
vocabulério Subsystem.
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Viruléncia, Doencas e defesa - 6.676 (2,82%)
Respiragio - 5.899 (2.49%)

Nucleotideos e mucleosideos - 5.810 (2,45%)

Resposta ao estresse - 5.604 (2,36%)

|

Desta forma, a microbiota associada também possui potencial para a presenca de IBPs.
Assim, todos os contigs gerados na metamontagem foram submetidos a busca por BLASTX

contra o0 banco de dados de local, construido com os diferentes grupos de IBPs. A busca



44

identificou 127 sequéncias com ao menos um BLAST hit, com E-value variando entre 1e-10 e
le-111. A origem das proteinas apresentou grande variacao, contendo sequéncias oriundas de
plantas, algas, bactérias e fungos, sendo o maior numero de hits com proteinas bacterianas. A
Tabela 4 apresenta 10 contigs com 0s menores E-values de representantes de cada um dos

grupos citados anteriormente. Os dados completos sdo apresentados no Anexo A.

Tabela 4 - Top 10 hits BLASTX de algas, bactérias, plantas e fungos do banco de

IBPs.
Descricéo E-value Similaridade (%0) Espécie
Ice antifreeze protein 8,44E-23 57,4 Flagilariopsis curta
Flagilariopsis
Ice antifreeze protein 3,18E-23 92,6 cylindrus
Ice-binding Protein 2,00E-80 79,5 Bactéria NI
Antifreeze protein 1,45E-101 74,1 Chitinophaga eiseniae
Neisseria
Antifreeze protein 1,02E-111 78,9 bacilliformis
29 kDa chitinase-like
thermal hysteresis 8,98E-59 60,6 Solanum dulcamara
29 kDa chitinase-like
thermal hysteresis 1,38E-59 60,6 Solanum dulcamara
29 kDa chitinase-like
thermal hysteresis 4,88E-62 60,6 Solanum dulcamara
Antifreeze protein 4,20E-29 74,2 Fibularhizoctonia sp.
Antifreeze protein 9,65E-37 74,2 Stereum hirsutum

Legenda: NI — N&o identificada.

Os 127 contigs foram submetidos para a anélise de presenca de ORFs e obtencdo da
sequéncia aminoacidica. Apenas 11 contigs apresentaram ORF completa e 45 ndo continham
OREFs. Isto é um reflexo da baixa cobertura de sequenciamento, principalmente levando-se em
consideracdo que o experimento néo foi planejado para a identificacdo de uma quantidade tdo
grande de transcritos. As sequéncias aminoacidicas de contigs com ORFs, completas ou
parciais, foram submetidas a modelagem pelo web-server Phyre 2.

Ao todo, 81 modelagens foram realizadas, sendo que em 27 destas a abordagem ab
initio foi aplicada. E possivel que estas 27 sequéncias representem IBPs, contudo, devido a

baixa quantidade de estruturas tridimensionais conhecidas e a ndo confiabilidade dos
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algoritmos ab initio é equivocada qualquer inferéncia que possa ser feita atualmente e, por
iss0, estas sequéncias ndo foram consideradas para analises posteriores.

Entre as modelagens comparativas, 38 tiveram como molde principal proteinas de
diversas fungdes como imunoglobulinas, fibronectinas e moléculas de sinalizacdo celular.
Apesar da conhecida dualidade funcional de IBPs [36], ainda ndo ha estudos que indiquem
qualquer associacao direta das mesmas com as proteinas que foram utilizadas como molde.

Por fim, 17 contigs foram modelados utilizando como molde IBPs ou proteinas com
clara associacdo de dualidade demonstrada na literatura, como as quitinases em plantas [36].
Na Tabela 5 os dados de confianga na modelagem, identidade em relacdo a sequéncia molde,
proteina molde e espécie de origem sdo apresentadas juntamente com o resultado do
BLASTX. A confiabilidade foi descrita como a porcentagem de residuos que foram
modelados com precisdo > 90%, sendo que alta confiabilidade significava mais de 90% dos
residuos, confiabilidade média entre 50 e 90% e baixa confiabilidade < 50%.

A IBP de Flavobacterium frigoris, uma bactéria Antartica, foi o principal molde
utilizado em 7 modelagens de alta e média confiabilidade, com uma das sequéncias chegando
a identidade de 58% (Tabela 5 e Figura 14). O enovelamento B-hélice, identificado através de
estudos de cristalografia de raio-x, mostrou-se essencial para a interagdo os cristais de gelo
[117]. J&4 a IBP da bactéria marinha Antértica Colwellia sp. foi molde principal de outras 4
proteinas (Tabela 5 e Figura 15), de estrutura muito similar a de F. frigoris, sendo a grande
diferenca as regides motifs.

Estudos de interacdo com a proteina de Colwellia sp. demonstraram que, ao contrario
de F. frigoris, esta ndo possui sequéncia motif especifica e somente as mutacdes que alteram a
sua estrutura tridimensional, principalmente em treoninas presentes nas folhas B, causam
perda de atividade [118]. E importante acrescentar que todas as proteinas que tiveram a IBP
de F. frigoris como molde principal, utilizaram a IBP de Colwellia sp. como principal molde
secundario, e vice-versa.

Este enovelamento foi encontrado em algumas proteinas modeladas, sendo que o
tamanho da ORF refletiu em maior (modelos 3, 6, 10, 11 e 13) ou menor (1, 4, 7 e 13)
similaridade. Este grupo ainda ndo possui um dominio proteico especifico, entdo o proximo
passo natural seria a comparacdo do alinhamento de sequéncias para avaliar a possivel
conservacdo da sequéncia motif. Entretanto, devido ao carater parcial de todas as sequéncias
modeladas, algumas destas ndo continham a regido onde poderiam ter as sequéncias motifs.
As proteinas 3, 6, 10, 11 e 13 foram as Unicas que continham a regido da sequéncia motif, mas

assim como a IBP de Colwellia sp., ndo apresentaram conservacao dos residuos T-G/A-X-T.



Tabela 5 - BLAST hit e dados de modelagem por Phyre 2 de transcritos que tiveram IBPs como molde principal.

ID Descricdo E-value Sim (%) Espécie Confianca ID molde Molde Origem da proteina molde

1 Ice-binding protein 2,25E-14 67,60% Bactéria NI Média 35,00% IBP Flavobacterium frigoris

2 antifreeze protein 1,05E-15 70,90% Stigmatella aurantiaca Baixa 31,00% IBP Leucosporidium sp.

3 Antifreeze 1,51E-17 57,50% Fibularhizoctonia sp. Alta 30,00% IBP Colwellia sp.

4 ice antifreeze 2,11E-19 59,60% Fragilariopsis curta Alta 43,00% IBP Flavobacterium frigoris

5 Antifreeze 7,18E-20 56,40% Fibularhizoctonia sp. Alta 31,00% IBP Leucosporidium sp.

6 Antifreeze 5,13E-20 53,20% Fibularhizoctonia sp. Alta 45,00% IBP Colwellia sp.

7 ice antifreeze 8,44E-23 57,40% Fragilariopsis curta Alta 48,00% IBP Flavobacterium frigoris

8 Ice-binding protein 1,30E-24 76,70% Bactéria NI Média 36,00% IBP Flavobacterium frigoris

9 Ice-binding protein 3,11E-26 74,80% Bactéria NI Média 19,00% IBP Flavobacterium frigoris

10 Antifreeze 4,20E-29 74,40% Fibularhizoctonia sp. Média 49,00% IBP Colwellia sp.

11 Ice-binding protein 5,59E-36 67,20% Bactéria NI Media 33,00% IBP Colwellia sp.

12 Antifreeze 9,65E-37 74,20% Stereum hirsutum Alta 58,00% IBP Flavobacterium frigoris

13 Antifreeze 4,52E-39 69,80% Fimbriimonas ginsengisoli Média 39,00% IBP Flavobacterium frigoris

14 Antifreeze 1,69E-47 67,00% Stigmatella aurantiaca Baixa 35,00% IBP Typhula ishikariensis

15 29 kDa chitinase-like 8,98E-59 60,60% Solanum dulcamara Alta 49,00% Quitinase Oryza sativa
thermal hysteresis

16 29 kDa chitinase-like 1,38E-59 60,60% Solanum dulcamara Alta 46,00% Quitinase Oryza sativa
thermal hysteresis

17 29 kDa chitinase-like 4,88E-62 60,60% Solanum dulcamara Alta 45,00% Quitinase Oryza sativa

thermal hysteresis

Legenda: 1D — Identidade; Sim — Similaridade; NI — No identificada. Areas cinzas indicam dados de modelagem e brancas os BLAST hits.
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Figura 14 — Predigdo de estrutura tridimensional de proteinas que utilizaram como
molde a IBP de Flavobacterium frigoris. As cores e as setas indicam a orientacao,
sendo o azul a regido amino-terminal e o gradiente de cores até o vermelho a regido
carboxi-terminal. Os numeros de cada modelo estdo associados a identificacdo adotada
na Tabela 5.

IBP de Flavobacterium frigoris

Proteinas dos fungos Typhula ishikariensis [119] e Leucosporidium sp. [120] também
foram utilizadas como moldes, porém as precisdes da estrutura de ambas foram baixas (Figura
16).

Por fim, trés isoformas foram identificadas com identidade entre 45 e 49% a estrutura
tridimensional semelhante a quitinase de Oryza sativa (Figura 17). O alinhamento de
sequéncias com outras quitinases confirmou a presenga do dominio da familia 19 das

Glicohidrolases.
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Figura 15 — Predigdo de estrutura tridimensional de proteinas que utilizaram como
molde a IBP de Colwellia sp. As cores e as setas indicam a orientacdo, sendo o azul a
regido amino-terminal e o gradiente de cores até o vermelho a regido carboxi-terminal.

Os numeros de cada modelo estdo associados a identificacdo adotada na Tabela 5.

IBP de Colwellia sp.

Algumas quitinases de plantas ja foram identificas com dualidade de funcao,
possuindo atividades de IBPs [36, 121-123]. Isto porque proteinas associadas a respostas a
patdgenos, como quitinases e proteinas tipo-taumatina, precisam resistir a baixas temperaturas
para proteger as plantas durante o inverno [124]. Assim, estas proteinas também
desenvolveram a capacidade de adsor¢do dos cristais de gelo, apresentando atividade
anticongelante. Estes trés transcritos sdo 0s Unicos pertencentes ao transcriptoma de P. crispa
que foram identificados com o potencial de atividade IBP.

Sendo assim, 8 transcritos apresentaram maior potencial, sendo trés deles oriundos

diretamente de P. crispa e o restante a partir da microbiota.

Figura 16 — Predicdo de estrutura tridimensional de proteinas que utilizaram como
molde a IBP de (A) Leucosporidium sp. e (B) Typhula ishikariensis. As cores e as
setas indicam a orientacdo, sendo o azul a regido amino-terminal e o gradiente de
cores até o vermelho a regido carboxi-terminal. Os nimeros de cada modelo estdo
associados a identificagcéo adotada na Tabela 5.
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IBP de Leucosporidium sp.

Figura 17 — Predicdo de estrutura tridimensional de proteinas que utilizaram como
molde quitinase de Oryza sativa. As cores e as setas indicam a orientacdo, sendo o
azul a regido amino-terminal e o gradiente de cores até o vermelho a regido carboxi-
terminal. Os numeros de cada modelo estdo associados a identificagdo adotada na
Tabela 5.

Quitinase de Oryza sativa
S5 1
N \
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5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Em relacdo aos objetivos especificos apresentados é possivel concluir que:

O RNA de P. crispa foi extraido e sequenciado, porém houve enorme
contaminacdo com a microbiota;

As andlises de validacéo e qualidade permitiram a remocéo de reads de baixa
qualidade e contaminantes, trazendo maior confiabilidade aos dados;

De acordo com a comparagdo com as métricas de outras algas da mesma classe
possivel concluir que o transcriptoma foi montado de maneira satisfatoria;
52,19% dos transcritos foram identificados e anotados funcionalmente;

A comparagdo dos dados de organismos da classe Trebouxiophyceae
demonstraram certa uniformidade e estdo de acordo com os valores
apresentados neste trabalho;

O alinhamento de sequéncias inicialmente indicou 127 possiveis IBPs;

A modelagem da estrutura tridimensional permitiu a identificacdo de 17
possiveis IBPs, sendo que 8 delas apresentaram o maior potencial;

Este trabalho abre perspectiva para estudos posteriores, sendo 0 proximo passo in

silico a simulacdo de Dindmica Molecular para avaliar o comportamento destas estruturas

proteicas em diferentes temperaturas e sua interacdo com os cristais de gelo. Também se

espera amplificar, utilizando primers degenerados, e sequenciar 0s genes de maior potencial,

para identificacdo da sequéncia completa. Ademais, futuramente espera-se expressar e

purificar para confirmacao de suas atividades experimentalmente.
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Abstract

Background: The environment plays a key role in the structural and functional changes that an
organism must make to survive. The environmental conditions of the Antarctic continent,
such as low temperatures, physiological drought, ultraviolet radiation, and nutrient limitation
are limiting factors for the development of organisms that have mechanisms of adaptation to
survive in extreme environments. Among the algae present on the Antarctic continent,
Prasiola crispa is the organism most commonly found in the supralittoral zones of the
maritime and continental Antarctic. However, the molecular mechanisms involved in the
adaptive potential of P. crispa in this environment are unknown. Therefore, we report the de
novo assembly and annotation of the P. crispa transcriptome sampled from King George

Island, Antarctica.
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Findings: Sequencing using Illumina HiSeq 2000 produced 42,978,976 reads. Transcriptome
assembly was performed using Trinity, producing a total of 17,201 contigs and an N50 of
1,036. Gene ontology generated by Blast2GO resulted in a total of 5,343 sequences associated
with a molecular function, 4,782 sequences with biological processes, and 3,639 sequences
with cellular components.

Conclusions: The data generated from the transcriptome of P. crispa may elucidate the
molecular mechanisms that allow the survival of this organism in the Antarctic environment,

as well as to help future studies of P. crispa and other organisms Antarctic.

Keywords: RNA Sequencing, Trebouxiophyceae, Prasiolales, transcriptome, extreme

environments, anti-freeze proteins.

Data Description

Context

The Antarctic, located on the South Pole of the Earth and isolated by the meeting of the
Atlantic, Pacific and Indian oceans, is considered a continent with severe environmental
conditions for the development of life, thus limiting the Antarctic fauna and flora to specific
organisms that have survival adaptation mechanisms [1]. The average annual precipitation of
Antarctic is only 200 mm with winds of 327 km/h and temperatures below -90°C have already
been recorded [2]. The total area is 14,000,000 kmz, with 98 to 99.7% covered by snow and
ice, with layers averaging 1.6 km thick [2,3]. In addition, the ozone hole over the Antarctic
region, first described in the 1980s, causes a high rate of ultraviolet radiation over the region,
which is intensified by the ice-generated reflection [4,5].

Among the algae present on the Antarctic ice-free areas, Prasiola crispa (Lightfoot) Kitzing
is the most commonly found organism. P. crispa is a green macroalga belonging to the
Trebouxiophyceae class and is among the most important primary producers in the Antarctic
territory. P. crispa occurs in hydro-terrestrial soils, in the supralittoral zones of the maritime
and continental Antarctica, where they form large and green carpets on the humid soil. P.
crispa is found close to bird populations, mainly adjacent to penguin colonies, where the soil
is rich in guano, a substrate with a high incidence of uric acid and nitrogen compounds [6].
The morphology of these algae varies from unisserated filaments to stalks in the form of a
tape, expanded blades or packages as colonies, which are characterized by a large phenotypic

plasticity related to environmental factors [7].



64

During the course of the seasons in the Antarctic territory, P. crispa needs to tolerate extreme
environments, such as repeated freeze and thaw cycles, physiological drought, salinity stress,
and high levels of UV radiation [1, 8]. However, the genes associated with these adaptive
characteristics in P. crispa remain unknown. Therefore, to better understand the genetic and
metabolic adaptations that allow this organism to survive in harsh environments, we
sequenced its transcriptome.

Transcriptomes represent all the expressed fractions of genomes and are a viable alternative to
understand and characterize genome wide genetic information of organisms since it simplifies
genetic analyses, as compared to whole genome sequencing [9].

High-throughput sequencing of transcriptomes (RNA-Seq) has provided new routes to study
the genetic and functional information stored within any organism at an unprecedented scale
and speed. Transcriptome approaches have been employed in a large number of the studies
involving non-model organisms, which normally lack reference genomes [10, 11].

Among these organisms are the algae group. The available data consists of organisms
belonging to different phylum, such as Prymnesiophyte, Chlorophyta, Haptophyta,
Stramenopiles and Rhodophyta [12, 13, 14, 15, 16].

P. crispa represents the first organism of the Prasiolales order with an available transcriptome
since, until this work, the mitochondrial and plastid genomes were the only molecular data
available for this species [17, 18]. Therefore, the purpose of this study was to sequence the
transcriptome of P. crispa. The identification of transcripts will help to identify genes that are
responsible for organism survival in this environment, as well as assisting in future genetic,

phylogenetic, and biotechnological studies of P. crispa and other Antarctic organisms.

Methods

Algae Collection

P. crispa was collected in areas near the Arctowski Polish Station Region, Admiralty Bay,
King George Island (61°50° — 62°15” S and 57°30° — 59°00°W), Antartic. The collection was
carried out in the Antarctic summer, in January of 2014 Austral summer, with temperature
ranging from 0.5 to 2.0°C. The samples were maintained in RNAlater® (Sigma-Aldrich,
USA) until RNA extraction.

Total RNA Extraction and RNA-Seq
Total RNA was extracted from three pools of samples using an RNAgueous®-Micro Total

RNA Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) according to the manufacturer’s
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instructions. The RNA-Seq library was prepared using random primers. The transcriptome
was sequenced by Macrogen Service using the Solexa-Illumina HiSeq 2000 next-generation
sequencing platform device according to the manufacturer’s instructions. A paired-end reads

with a read size of ~100 bp separated by insert size of 300 bp was employed.

De novo Transcriptome assembly

Raw reads from data sets were filtered to remove the adapter sequences, and low quality reads
with Fastx-toolkit (quality cut-off = 30) [19] and Trimmomatic v 0.36 using default
parameters [20]. Next, we used Trinity version r2014-07-17 [10] as Bruijn graph assembler
with 25 kmer size. Due to the sequencing of a complex sample extracted from the Antarctic
soil, we expected some amount of bacterial and fungal contamination. Therefore, to clean our
transcriptome, we performed a tblastx with default parameters [21] searching against all of the
NCBI nucleotide non-redundant database and recovered all contigs in which the best blast hit
occurred with algae and plant sequences. Next, we used Bowtie2 [22] with default parameters
to recover only the reads that mapped against those P. crispa contigs.

After a stringent filtering process, the processed reads were assembled into 17,201 contigs.
Statistics of the assembly are summarized in Table 1. The metrics of P. crispa were compared
with others transcriptomes of the organism from the Trebouxiophyceae class, including
Chlorella minutissima [23], Trebouxia gelatinosa [24], Coccomyxa subellipsoidea [25],
Chlorella sorokiniana [26], Botryococcus braunii [27], and was found to have the lowest
number of total reads. In relation to the number of contigs, P. crispa is in an intermediary
position, with C. sorokiniana being the organism with the highest number of contigs (63,811)
and C. subellipsoidea having the lowest number of contigs (9,409). More information on the

metrics of transcriptomes is given in Table 2.

Functional Annotation

The assembled and recovered contigs were searched against the NCBI protein non-redundant
database using the BLASTX algorithm; the E-value cut-off was set at 1e-10. Genes were
tentatively identified based on the best hits against known sequences. Blast2GO [28] was used
for mapping and annotation, associating Gene Ontology (GO) terms and predicting their
function.

The search of these contigs against the NCBI protein non-redundant database with BLASTX
demonstrates that 8,980 (52.19%) sequences had at least one hit. The mapping of the
sequences against the GO database retrieved 7,009 sequences mapped, and all assigned GO
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terms were classified into three main categories: cellular component (3,639 sequences),
molecular function (5,343 sequences), and biological process (4,782 sequences). The top 15

GO terms are represented in Figure 1.

Availability of the supporting data

The BioProject ID of our data is PRINA329112, and the BioSample accession number is
SAMNO05392062. All raw reads were deposited into the Sequencing Read Archive (SRA) of
NCBI with accession number SRR5754271. This Transcriptome Shotgun Assembly project
has been deposited at DDBJ/EMBL/GenBank under the accession GFTS00000000 and is
available in the Gigascience repository Giga DB [29].

Data Validation and quality control

The reading quality of the data of this transcriptomic analysis was evaluated through FastQC
software (Babraham Bioinformatics) [RRID: SCR_014583]. The paired-end reads results
were merged using MultiQC (http://multigc.info) [29] and are displayed in Figure 2. Per base
quality phred scores range from 32.78 to 40.06, indicating base call accuracies of >99.9%
(Figure 2A). Per sequence quality shows that 99.62% of reads had a mean phred score of 30
or above (Figure 2B) and per base N content was low, with a maximum value 0.18% (Figure
2C).

Re-use potential

The current data set of RNA-Seq may help in the identification of genes and molecular
mechanisms associated with survival of P. crispa as well as other Antarctic organisms.
Through the data of this transcriptome, it is possible to perform searches for complete genes,
aiming the heterologous expression of proteins with biotechnological potential, such as
antifreeze proteins, which act to inhibit freezing of intracellular fluids [31], Heat-Shock
proteins that play an important role in maintain biological activities in algae present in these
acclimatization process [32] and mycosporine-like amino acids responsive to high incidence
of ultraviolet radiation [6]. Proteomics approaches may also be employed, aiming at the

confirmation of gene expression at the transcriptional level.
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Figure captions
Figure 1. Gene Ontology distribution to the Top 15 terms at level 4 in the three main
categories: Biological Process, Molecular Function and Cellular Component.

Figure 2. Graphs about sequencing read quality gerateds with FastQC. (A) Per base quality
phred. (B) Per sequence quality.

Table 1
Summary of Prasiola crispa assembly.

Attributes Value

Total raw reads 42,978,976
Total processed reads 5,233,428
Number of contigs 17,201

Total length (pb) 13,127,645
N50 1,036

GC (%) 49.66
Average size (pb) 763.19

Size range (pb) 200 - 12,802

Contigs > 1kb 3,973 (22,05 %)




Table 2

Comparison between Prasiola crispa and organisms from the Trebouxiophyceae class with transcriptome sequenced.

(-) Data not reported.

. . . Chlorella Trebouxia Coccomyxa Chlorella Botryococcus
Attributes Prasiola crispa . . = . -
minutissima gelatinosa subellipsoidea  sorokiniana braunii
Total raw reads 42,978,976 69,011,712 243,763,578 - 244,291,069 -
Total processed reads 5,233,428 67,559,338 237,404,631 46,000,000 229,228,757 -
Number of contigs 17,201 14,905 19,601 9,409 63,811 61,220
Mean length 763.1 2,998.04 1,605 - 1,022 -
Sequences with at least
one blast hit (%) 52.19 53.50 53.60 - 36.80 -
Largest contig (pb) 12,802 - 31,749 - 15,932 -
N50 1,036 - 3,594 - 2,502 -
Assembler Trinity Trinity Trinity Reference Trinity Trinity

genome
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8 ANEXQOS
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Anexo A — BLASTX hits da metamontagem contra o banco de dados de IBPs.

Descricao E-value Similaridade (%o) Espécie
antifreeze protein 4,21E-11 48,10% Daucus carota
antifreeze protein 2,20E-11 65,50% Fibularhizoctonia sp. CB
109695

kDa class | endochitinase- 1,06E-14 64,21% Secale cereale

antifreeze

29 kDa chitinase-like thermal 1,55E-15 65,50% Solanum dulcamara

hysteresis

Antifreeze 1,51E-17 57,50% Fibularhizoctonia sp. CB
109695

antifreeze 2,44E-18 69,70% Fragilariopsis cylindrus

kDa class I endochitinase- 7,3E-19 62,80% Secale cereale

antifreeze

ice antifreeze 2,11E-19 59,60% Fragilariopsis curta

antifreeze 7,18E-20 56,40% Fibularhizoctonia sp. CB
109695

antifreeze 5,13E-20 53,20% Fibularhizoctonia sp. CB
109695

antifreeze protein 3,84E-21 49,60% Saussurea involucrata

antifreeze protein 2,68E-21 49,60% Saussurea involucrata

antifreeze protein 2,53E-21 49,60% Saussurea involucrata

ice antifreeze 8,44E-23 57,40% Fragilariopsis curta

ice antifreeze 3,18E-23 92,60% Fragilariopsis cylindrus

antifreeze 1,70E-28 80,30% Stereum hirsutum

antifreeze 4,20E-29 74,40% Fibularhizoctonia sp. CB
109695

antifreeze 9,65E-37 74,20% Stereum hirsutum

29 kDa chitinase-like thermal 8,98E-59 60,60% Solanum dulcamara

hysteresis

29 kDa chitinase-like thermal 1,38E-59 60,60% Solanum dulcamara

hysteresis

29 kDa chitinase-like thermal 4,88E-62 60,60% Solanum dulcamara

hysteresis

antifreeze protein 8,74E-11 59,20% Halobacillus sp. BAB-
2008

type | antifreeze 1,35E-11 57,30% Rubrivivax benzoatilyticus

Type 1l antifreeze 8,13E-11 56,60% Stigmatella aurantiaca
Dw4/3-1

antifreeze 1,19E-11 56,40% Pseudozobellia
thermophila

antifreeze protein 3,46E-12 81,80% Plesiocystis pacifica
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antifreeze protein

type | antifreeze

Type I antifreeze

antifreeze protein

type | antifreeze
type | antifreeze
type | antifreeze
type | antifreeze
antifreeze protein
type | antifreeze
antifreeze
antifreeze

antifreeze

antifreeze
antifreeze
type | antifreeze
type | antifreeze

type | antifreeze

type | antifreeze
antifreeze
antifreeze
antifreeze
type | antifreeze
type | antifreeze
type | antifreeze
type | antifreeze

type | antifreeze

type | antifreeze
type | antifreeze
type | antifreeze

type | antifreeze

1,25E-12
1,01E-12
9,93E-13
1,73E-13
6,89E-14
2,81E-13
5,49E-15
1,43E-15
1,05E-15
6,02E-18
4,05E-18
1,48E-18
2,19E-18
1,93E-18
1,32E-18
1,30E-18
1,00E-18
9,74E-19
8,60E-20
3,71E-20
2,26E-20
1,68E-20
3,31E-21
7,98E-22
3,50E-22
3,22E-22
2,07E-22
9,13E-23
2,82E-23
2,19E-23

1,16E-23

46,50%
86,50%
70,00%
64,20%
71,40%
81,10%
65,30%
58,80%
70,90%
89,50%
67,70%
69,30%
94,40%
77,90%
78,10%
78,90%
78,90%
81,00%
62,50%
77,90%
85,10%
84,70%
69,60%
81,10%
74,30%
74,30%
91,30%
51,30%
76,90%
72,90%

76,10%

Pseudomonas putida
Rhodococcus sp. B7740

Nitrosomonas europaea
ATCC 19718
Flavobacterium xanthum

Gamma proteobacterium
NOR5-3

Mycobacterium abscessus
subsp. Massiliense
Firmicutes bacterium
CAG:41

Butyricimonas
synergistica

Stigmatella aurantiaca
Dw4/3-1
Nocardioidaceae
bacterium Broad-1
Bacteroidetes bacterium
4572 117
Flavobacterium
columnare
Chitinophaga eiseniae

Neisseria bacilliformis
ATCC BAA-1200
Nonlabens ulvanivorans

Bifidobacterium
adolescentis
Bifidobacterium
adolescentis
Rhodococcus sp. B7740

Burkholderia mallei GB8
horse 4

Neisseria bacilliformis
ATCC BAA-1200
Stigmatella aurantiaca
Dw4/3-1
Desulfatibacillum
aliphaticivorans
Salinisphaera shabanensis
E1L3A

Bifidobacterium
adolescentis
Salinisphaera shabanensis
E1L3A

Salinisphaera shabanensis
E1L3A

Ideanella sakaiensis

Herbaspirillum frisingense
GSF30

Salinisphaera shabanensis
E1L3A

Salinisphaera shabanensis
E1L3A

Gamma proteobacterium
NOR5-3



type | antifreeze
antifreeze
type | antifreeze

antifreeze
type | antifreeze

AFGP

type | antifreeze
type | antifreeze
antifreeze
antifreeze
antifreeze
antifreeze
antifreeze

antifreeze
antifreeze
antifreeze
antifreeze

antifreeze

Ice-structuring glycoprotein
isoform X3
antifreeze

ice-structuring glycoprotein

ice-structuring glycoprotein
isoform X10

ice-structuring glycoprotein
isoform X9

ice-structuring glycoprotein
isoform X14

antifreeze

ice-structuring glycoprotein
isoform X1
Ice-binding protein

Ice-binding protein
Ice-binding protein
Ice-binding protein

Ice-binding protein

9,34E-24
1,13E-24
1,06E-24
3,52E-25
1,01E-25
2,06E-27
1,81E-28
1,00E-33
4,61E-34
8,36E-35
4,52E-39
1,69E-47
3,41E-51
2,93E-51
1,75E-51
1,47E-68
1,45E-101
1,02E-111
8,32E-11
4,99E-11
1,82E-11
1,79E-11
1,02E-11
8,68E-12
2,17E-12
2,60E-13
421E-11
421E-11
4,19E-11
3,64E-11

3,49E-11

54,80%
86,20%
76,10%
61,20%
79,40%
84,90%
91,50%
81,30%
81,70%
89,50%
69,80%
67,00%
87,00%
95,60%
68,80%
85,80%
74,10%
78,90%
60,00%
48.,7%

57,90%
59,30%
58,20%
58,10%
56,80%
56,00%
58,00%
51,00%
57,00%
57,00%

64,00%

Clostridium symbiosum
WAL-14163
Psychrobacter sp. 1501
(2011)

Gamma proteobacterium
NOR5-3

Cystobacter ferrugineus

Sutterella sp. CAG:351

Leifsonia syli subsp.
Cynodontis DSM 46306
Achromobacter
xylosoxidans
Dethiosulfatarculus
sandiegensis
Psychrobacter sp. 1501
(2011)

Flavobacterium
columnare
Fimbriimonas ginsengisoli
Gsoil 348

Stigmatella aurantiaca
Dw4/3-1

Neisseria bacilliformis
ATCC BAA-1200
Williamsia sp. 1135

Cystobacter ferrugineus
Neisseria mucosa C102
Chitinophaga eiseniae

Neisseria bacilliformis
ATCC BAA-1200
Zeugodacus cucurbitae

NI

Drosophila busckii
Drosophila biarmipes
Ceratitis capitata
Drosophila biarmipes
NI

Zeugodacus cucurbitae
Bactéria NI

Bactéria NI

Bactéria NI

Bactéria NI

Psychroflexus torquis
ATCC 700755

75
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secreted Ice-binding protein cell

surface
Ice-binding protein

Ice-binding protein
Ice-binding protein
Ice-binding protein
Ice-binding protein
Ice-binding protein
Ice-binding protein
Ice-binding protein
Ice-binding protein
Ice-binding protein
Ice-binding protein
Ice-binding protein
Ice-binding protein
Ice-binding protein
Ice-binding protein
Ice-binding protein
Ice-binding protein
Ice-binding protein
Ice-binding protein
Ice-binding protein
Ice-binding protein
Ice-binding protein
Ice-binding protein
Ice-binding protein
Ice-binding protein
Ice-binding protein

Ice-binding protein

secreted Ice-binding protein cell

surface
Ice-binding protein

secreted Ice-binding protein cell

surface
Ice-binding protein

3,02E-11
1,55E-11
1,35E-11
1,01E-11
1,72E-12
6,97E-13
2,66E-13
2,19E-13
1,03E-13
2,25E-14
1,94E-14
1,86E-14
2,60E-15
2,49E-15
2,63E-16
1,19E-16
1,06E-16
4,14E-17
2,25E-17
8,87E-18
6,63E-18
4,08E-18
1,42E-18
6,88E-19
4,02E-21
2,80E-23
1,64E-23
8,42E-24
1,79E-24
1,30E-24
9,68E-25

3,11E-26

47,00%
59,00%
68,00%
52,00%
60,00%
62,00%
58,00%
72,60%
55,00%
67,60%
49,00%
56,00%
55,00%
57,00%
62,20%
57,00%
68,00%
53,00%
70,80%
57,00%
69,70%
55,00%
58,90%
55,00%
81,70%
61,00%
77,30%
74,00%
44.70%
76,70%
53,80%

74,80%

Bactéria NI

Bactéria NI
Bactéria NI
Bactéria NI
Bactéria NI
Bactéria NI
Bactéria NI
Bactéria NI
Bactéria NI
Bactéria NI
Bactéria NI
Bactéria NI
Bactéria NI
Bactéria NI
Bactéria NI
Bactéria NI
Bactéria NI
Bactéria NI
Bactéria NI
Bactéria NI
Bactéria NI
Bactéria NI
Bactéria NI
Bactéria NI
Bactéria NI
Bactéria NI
Bactéria NI
Bactéria NI

Psychroflexus torquis
ATCC 700755
Bactéria NI

Psychroflexus torquis
ATCC 700755
Bactéria NI



Ice-binding protein
Ice-binding protein
Ice-binding protein
Ice-binding protein
Ice-binding protein
Ice-binding protein

Ice-binding protein

4,70E-27
2,48E-27
5,50E-32
2,75E-35
5,59E-36
3,90E-54

2,00E-80

77,80%
77,40%
86,70%
79,30%
67,20%
78,30%

79,50%

77

Bactéria NI
Bactéria NI
Bactéria NI
Flavobacterium sp
Bactéria NI
Bactéria NI

Bactéria NI

Legenda: NI — Néo identificada.



