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RESUMO

O continente Antartico se encontra aproximadamente centralizado no polo sul da
Terra, sendo completamente isolado pelo encontro dos oceanos Atlantico, Pacifico e
indico. A Antartica é o continente com as condi¢des ambientais mais severas, onde
estdo presentes frio intenso, seca fisiolégica, ventos severos e limitacdes de
nutrientes. A composicdo da vida presente na Antartica € muito especifica, com a
presenca de organismos incluindo procariotos e eucariotos, como fungos, protistas e
algas. Entre as algas, Prasiola crispa (Lightfoot) Kitzing é o organismo mais
comumente encontrado, representando um importante produtor primario. Entretanto,
0S mecanismos moleculares envolvidos com o potencial adaptativo de P. crispa a
esse ambiente sdo ainda desconhecidos. Sendo assim, para melhor compreender a
capacidade de adaptacdo e desenvolvimento de P. crispa a estas condi¢des,
realizou-se através de sequenciador lllumina-Hiseq 2500, a obtencdo do
transcriptoma desse organismo. Posteriormente, baseando-se na utilizacdo de
softwares especificos, realizou-se a respectiva montagem e anotacdo dos dados
advindos do sequenciamento. A montagem do transcriptoma de P. crispa resultou
em 37.679 contigs, com um N50 de 1.389. O procedimento de anotacdo permitiu a
identificacdo dos organismos com maior similaridade com P. crispa, onde destacou-
se outra Chlorophyta pertencente ao ambiente antartico. Pode-se realizar a
classificacdo dos transcritos em trés diferentes categorias: processos biologicos,
funcdes moleculares e componentes celulares; assim como a visualizagdo dos seus
respectivos E-values. Por fim, pode-se realizar a identificagdo de 27 transcritos que
possivelmente auxiliam P. crispa a se tornar apta a sobreviver no ambiente antartico.
Sendo os mesmos distribuidos em caracteristicas relacionadas a resisténcia e
tolerancia a baixas temperaturas, alta incidéncia de radiagdo ultravioleta, transporte
de substancias e altos niveis de salinidade.

Key words: Prasiola crispa, transcriptoma, sequenciamento de nova geracao,

anotacao



ABSTRACT

The Antarctic continent is approximately centralized at the south of the Earth, being
completely isolated in the meeting of the Atlantic, Pacific and Indic oceans. The
Antarctic is a continent with the most severe conditions, where are present intense
cold, physiological drought, severe winds and nutrient limitations. The composition of
life present at Antarctic is very specific, with a presence of organisms including
prokaryotes and eukaryotes, such as fungi, protists and algae. Among the algae,
Prasiola crispa is an organism most commonly found, representing an important
primary producer. However, the molecular mechanisms involved with the adaptive
potential of P. crispa for this environment are still unknown. Therefore, to better
understand the capacity of adaptation and development of P. crispa to these
conditions, was made by lllumina-Hiseq 2500 sequencer, the achievement of the
transcriptome this organism. Posteriorly, based on utilization of specific softwares,
was made the respective assembly and annotation of the datas coming of
sequencing. The assembly of the transcriptome of P. crispa resulted in 37,679
contigs, with an N50 of 1,389. The annotation procedure allowed the identification of
the organisms with greater similarity with P. crispa, where stand out other
Chlorophyta belonging to Antarctic environment. Can be performed the classification
of the transcripts in three different categories, biological process, molecular functions
and cellular components, as well as the view of their respective E-values. Lastly, can
be performed the identification of 27 transcripts that possible help P. crispa to survive
in the Antarctic environment. Being the same distributed in characteristics related to
resistance and tolerance to low temperatures, high incidences of ultraviolet radiation,

substances and nutrients transports and high salinity levels.

Palavras-Chave: Prasiola crispa, transcriptome, next generation sequencing,

annotation.
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1. INTRODUCAO

A Antartica representa o continente com as condicdes ambientais mais
severas, podendo ocorrer a presenca de condicbes adversas como baixas
temperaturas, altos indices de radiagdo ultravioleta, estresse salino, seca
fisiologica, entre outros. Intimamente relacionado com as caracteristicas
adversas existentes nesse ambiente estd a baixa diversidade de organismos
encontrados. Estes, entre outros, limitam-se a organismos incluindo procariotos e
eucariotos, como fungos, protistas e algas. Entre estas destaca-se Prasiola
crispa, alga verde taloide com crescimento preferencial no ambiente Antartico
sobre regides supra litoraneas e proximas a colbnias de aves, principalmente
pinguins. P. crispa necessita apresentar estratégias especificas que possibilitem
seu sucesso adaptativo sobre as diferentes condigcbes ambientais em que pode
ser exposta durante as diferentes estaces no continente Antartico. As baixas
temperaturas certamente representam a condicdo abidtica mais influente em
relacdo a manutencdo das funcbes metabdlicas dos organismos, sendo que a
presenca de alto indice de instaturacdo da bicamada lipidica representa a
estratégia mais comumente encontrada em diferentes organismos sobre essas
condicbes. Outra condicdo abidtica com alta influéncia sobre diferentes
organismos, principalmente os presentes no ambiente Antartico, € a grande
incidéncia de radiacdo ultravioleta. Esta possui efeitos deletérios sobre acidos
nucléicos e proteinas, sendo a presenca de alteracbes morfoldégicas nas
estruturas celulares a principal estratégia para adaptacdo a essa condicao.
Analises moleculares a nivel transcriptbmico centradas nessas caracteristicas
representam uma estratégia com Otimo custo beneficio para analise de
organismos ndao modelo, cenario em que se encontra P. crispa. O emprego da
transcriptomica para com o grupo das algas é centrado principalmente na
elucidacdo de mecanismos relacionados com analises filogenéticas, producéo de
biocombustiveis e respostas de algas a estresses biotico e abidtico. O presente
trabalho tem como foco se encaixar no ambito relacionado com os mecanismos
de resposta ao estresse abidtico, sendo assim, possui como objetivos
sequenciar, montar e anotar o transcriptoma da alga antéartica P. crispa, assim
como a identficacdo dos transcritos relacionados com a manutencdo e

desenvolvimento de P. crispa ao ambiente Antértico, como a presenca de baixas



temperaturas, alta incidéncia de radiacéo ultravioleta, transporte de nutrientes e
diferencias osmoticos. Para isso, utiliza-se do emprego de ferramentas de
bioinformética e de reviséo bibliografica para elucidacdo dos nuances envolvidos
entre P. crispa, seus transcritos e as condi¢fes abidticas presentes no continente
Antértico. Para esse fim o trabalho é composto por uma revisdo centrada nos
termos gerais relacionados ao grupo das algas, assim como as caracteristicas de
resisténcia as condi¢cdes abidticas encontradas no ambiente Antartico e as
ferramentas computacionais empregadas para elucidacdo dos mesmos. Por fim,
a identificacdo de transcritos relacionados com a adaptacdo de P. crispa as

condi¢cBes extremas encontradas neste continente.
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REVISAO DE LITERATURA

2.2 As Algas

O termo Alga advém do latim algae (ervas marinhas). As algas séo
organismos pertencentes ao reino Plantae, caracterizadas como um diverso
grupo de organismos fotossintéticos que ndo possuem estruturas como raizes,
folhas e tecidos vasculares. Podem ser encontradas em ambientes marinhos e
continentais, como oceanos, corpos de agua doce, solos, rochas e arvores. A
classificacdo do grupo das algas é baseada principalmente no tipo de pigmento e
a respectiva coloracdo dos individuos, assim como caracteristicas como
substéancias de reserva e composicao de estruturas celulares (VAN DEN HOECK,
1995).

Dentre os organismos conhecidos como algas, também séo classificados
individuos de diferentes reinos, como 0s organismos procariontes e unicelulares
pertencentes ao reino Monera, conhecidos como Algas Azuis ou cianobactérias,
onde essa coloracao é baseada na presenca de pigmentos como a ficocianina e
a aloficocianina, assim como 0s organismos eucariontes e unicelulares
pertencentes ao reino Protista, onde estdo presentes diversos filos, como
Dinophyta (dinoflagelados), Bacillariophyta (diatoméaceas), Chrysophyta
(crisofitas) e Euglenozoa (euglendfitas) (RAVEN et al.,, 2001; WHITTAKER;
MARGULIS, 1978).

As algas pertencentes ao reino Plantae séo divididas em trés filos principais:
Phaeophyta (algas pardas), Rhodophyta (algas vermelhas) e Chlorophyta (algas
verdes) (HOECK et al., 1995).

As algas pardas pertencentes ao filo Phaeophyta abrangem cerca de 1.500
espécies descritas. Sao encontradas em zonas bentbnicas, com grande
incidéncia em ambientes marinhos e poucos exemplares encontrados em agua
doce. A coloracdo caracteristica desse filo € baseada na presenca do
carotenoide fucoxantina, tendo como substancia de reserva caracteristica a
laminarina (RAVEN et al., 2001).

As algas vermelhas pertencentes ao filo Rhodophyta abrangem cerca de

5.000 espécies descritas. S&o encontradas em todos os ambientes marinhos,
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possuindo preferéncia sobre aguas tropicais ao invés de aguas frias. Assim como
as algas pardas, a incidéncia de organismos em ambientes de agua doce é
menor quando em contraste com o ambiente marinho. A coloracao caracteristica
desse filo é dada pela presenca do carotenoide ficoeritrina, assim como a
ficocianina e aloficocianina. A substancia de reserva caracteristica € o amido
(RAVEN et al., 2007).

As algas verdes pertencentes ao filo Chlorophyta abrangem cerca de 17.000
espécies descritas. Diferentemente dos filos anteriores, possuem maior
incidéncia sobre ambientes de agua doce quando em contraste com o0s
ambientes marinhos. Os organismos presentes em habitats terrestres sé&o
encontrados associados a troncos de arvores, solo e associacdes simbibticas
com fungos (liquens). A coloracdo caracteristica desse filo se da pela presenca
do carotenoide clorofila, onde a substancia de reserva caracteristica € o amido
armazenado em seus cloroplastos (RAVEN et al., 2007).

2.2 A alga Prasiola crispa

Sendo o filo Chlorophyta o mais numeroso dentre os filos constituintes das
algas, apresentam uma gama de organismos amplamente diversificados
morfologica e ecologicamente. Além das caracteristicas como pigmentos e
substancias de reserva, carateristicas relacionadas a estruturas celulares, como
a ultraestrutura do aparelho flagelar e a citocinese durante a mitose sao utilizadas
para a classificagcdo dos organismos presentes nesse filo (MATTOX; STEWART,
1984). O filo Chlorophyta € subdividido em quatro classes: Chlorophyceae,
Trebouxiophyceae, Ulvophyceae e Prasinophyceae (TURMEL et al., 1999).

A classe Trebouxiophyceae abrange algas presentes tanto em ambientes
aquaticos quanto terrestres (BOCK et al., 2011). As caracteristicas citoldgicas
capazes de diferenciar a classe Trebouxiophyceae das demais estdo associadas
a presenca de células com um ou dois pares de flagelos, auséncia de
mastigonemas, corpos basais em sentido anti-horario, presenca de quatro raizes
microtubulares em arranjo cruciado, citocinese por ficoplasto, mitose fechada e
reproducao assexuada (MATTOX; STEWART, 1984; LEWIS; MCCOURT, 2004,

GUIRY; GUIRY, 2014). As caracteristicas morfolégicas variam desde algas com
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talos unicelulares, coloniais, filamentosas ou com laminas expandidas ou de
pacotes (LELIAERT et al., 2012).

Dentre as diversas ordens constituintes da classe Trebouxiophyceae,
Prasiolales compreende um dos grupos de algas verdes mais comumente
encontrado em ambientes terrestres e de agua doce em regifes polares
(KOBAYASI, 1967; MONIZ et al., 2012; GARBARY; TARAKHOVSKAYA, 2013).
A ordem é caracterizada tanto pela presenca de filamentos unisseriados quanto
talos em forma de fita, laminas expandidas ou de pacotes como col6nias (RINDI
et al., 2007).

A familia Prasiolaceae € caracterizada pela presenca de um talo frondoso de
folhas com forma variavel, células dispostas em linhas verticais ou horizontais e a
presenca de um cloroplasto axial estrelado contendo um pinerdide central
(JOHN, 2002).

As espécies de algas polares classificadas na familia Prasiolaceae pertencem
principalmente ao género Prasiola. Dentre as mais de 20 espécies presentes no
género, a mais comumente encontrada no bioma Antartico é Prasiola crispa
(Lightfoot) Kitzing (Figura 1), que representa um importante produtor primario
(WIENCKE; CLAYTON, 2002; CONVEY, 2007; KOVACIK; PEREIRA, 2001). P.
crispa possui abundante crescimento nas zonas supralitorais antérticas,
proeminentemente sobre solo umido, declives pertencentes a comunidades de
musgos, colbnias de focas e frequentemente associado a habitats adjacentes a
colénias de aves, principalmente colénias de pinguins, onde o solo presente é
rico em guano, substrato com alta incidéncia de é&cido Urico e compostos
nitrogenados (GRAHAM et al, 2009; KOVACIK; PEREIRA, 2001).

Durante o decorrer das estacdes no territério Antartico, P. crispa necessita
tolerar condicbes ambientais extremas, como repetidos ciclos de congelamento e
descongelamento, seca fisiolégica, limitacdo de nutrientes, estresse salino e altos
niveis de radiacdo ultravioleta, sendo o0s genes associados a essas
caracteristicas desconhecidos (KOVACIK; PEREIRA, 2001; WIENCKE;
CLAYTON,2002; CONVEY,2007).
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Fonte: Graciele Alves.

2.3 As caracteristicas de resisténcia ao ambiente antartico

A Antartica representa o0 continente com as condicdes ambientais mais
severas, podendo ter sua extensdo dividida em trés &reas distintas, Sub-antértica,
Antartica Maritima e Antartica Continental (CONVEY, 2007).

Intimamente relacionado com as caracteristicas adversas existentes nesse
ambiente esta a baixa diversidade de organismos encontrados. Estes, entre outros,
limitam-se a organismos incluindo procariotos e eucariotos, como fungos, protistas e
algas (FELLER; GERDAY, 2003).

Os organismos adaptados a essas condicbes necessitam apresentar
estratégias especificas para manutencédo de suas funcdes fisioldgicas sobre essas
condicbes. Estas sdo baseadas principalmente na existéncia de mecanismos
relacionados para com a resisténcia a baixas temperaturas, alteragdes nos niveis de
salinidade, altos indices de radiacdo ultravioleta, deficiéncia nutricional e seca
fisiolégica (LOS; MURATA, 2004; SAHOO; SECKBACH, 2015; SEIDLITZ et al.,
2001; JONES, 1991)
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2.3.1 Temperatura

Dentre todos as adaptacfes existentes em organismos fotossintéticos
presentes em regides de baixa temperatura, como o ambiente Antartico, a
permeabilidade da membrana € possivelmente a mais influente em relacédo a
crescimento, manutencdo do processo de fotossintese e fungcdes metabdlicas
(LOS; MURATA, 2004; MOCK; KROON, 2002; ROUTABOUL; FISCHER;
BROWSE, 2000; THOMASHOW, 1998).

Caracteristicas como a capacidade de regulacdo da composi¢cdo dos acidos
graxos formadores da bicamada lipidica sdo de suma importancia para este fim,
onde destaca-se a capacidade de incorporacéo de ligacdes poli-insaturadas nas
cadeias hidrocarbbnicas, de cadeia curta, ramificacdes e acidos graxos ciclicos.
Dentre todas as estratégias citadas, a alta concentracdo de insaturacdo dos
acidos graxos, principalmente centrados na presenca de ligacdes
hidrocarbbnicas do tipo poli-insaturadas, € certamente o fator crucial na
manutencdo da fluidez de membrana em baixas temperaturas, sendo essa
caracteristica encontrada em diversos organismos adaptados a ambientes com
baixa temperatura, entre eles as algas verdes (WHITE; WYNN-WILLIAMS;
RUSSELL, 2000; MORGAN-KISS et al., 2002).

Do ponto de vista molecular, o processo de biossintese desses acidos graxos
e consequente mudanca no grau de insaturacdo das membranas € regulado pela
acdo de diferentes classes de proteinas, como sintases, elongases, ligases,
lipases e desaturares, além de condi¢cBes abidticas, como altos indices de
salinidade, dissecacédo, alta incidéncia de luminosidade e disponibilidade de
nutrientes (NICHOLS et al, 2000; THOMPSON; HARRISON; WHYTE, 1990;
REITAN; RAINUZZO; OLSEN, 1994; SHIFRIN; CHISHOLM, 1981). Além do
elevado teor de lipidios, também podem estar relacionados com a tolerancia de
algas ao frio, a presenca de proteinas de membrana conhecidas como
lipocalinas, muito conhecidas em plantas terrestres e sdo associadas a tolerancia
ao frio e a dissecacdo (CHARRON et al., 2005), acumulo de polidis e
carboidratos (MARGESIN; SCHINNER, 1994; TEARLE, 1987; ROSER et al.,
1992) e altas concentragcbes de dimetil sulfénio propionato (DMSP),
supostamente importantes por fungbes crioprotetoras em algas verdes
(KARSTEN et al., 1992).
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Organismos presentes no ambiente antartico também estdo constantemente
expostos a ciclos de congelamento e descongelamento. Proteinas do tipo Heat-
Shock possuem importante papel ha manutencdo das atividades biol6gicas em
algas presentes nesses processos de aclimatacéo, principalmente como auxilio
no aumento da sobrevivéncia em fases iniciais de desenvolvimento de algas (LI,
BRAWLEY, 2004).

Outros exemplos de adaptaces as baixas temperaturas incluem a presenca
de proteinas de choque frio, proteinas anticongelantes e glicoproteinas
anticongelantes, todas estas atuam se ligando a cristais de gelo em formacgéo no
interior dos organismos. Alguns organismos presentes no oceano polar ndo se
valem de estratégias do tipo coligativas, como por exemplo a acdo de aglcares
ou sais, mas sim unicamente da presenca dessas proteinas anticongelantes e
glicoproteinas para amenizar o processo de crescimento do gelo (DAVIES; HEW,
1990).

2.3.2 Salinidade

Dentre as muitas condi¢des abioticas que diferentes organismos podem estar
expostos no ambiente antartico, existe a variancia em niveis de salinidade
(HOLZINGER; KARSTEN, 2013). Algas presentes em ambientes marinhos sdo
expostas a niveis praticamente constantes de salinidade, apresentando curtos
periodos de exposicdo a zonas costeiras em decorréncia do movimento das
ondas e marés, onde ocorre exposicdo a niveis de salinidade reduzida (ZHANG,;
GRADINGER; SPLINDER, 1999). Em contraste a isto, algas presentes em
regides mais centrais do continente antartico estdo mais expostas a agua da
chuva, com menores indices de salinidade durante o decorrer das diferentes
estacbes. Algas presentes em regides supralitorais, como P. crispa, estao,
guando em comparacao com as condi¢des anteriores, mais expostas a borrifos
de 4gua do mar e condi¢cdes de exposi¢do a dgua da chuva, podendo ocorrer
assim, maior variabilidade nos niveis de salinidade em que estdo suscetiveis
(SAHOO; SECKBACH, 2015).

Os organismos presentes em regides supralitoraneas necessitam apresentar
tolerancia a salinidades altas e baixas, assim como a consequente perda de agua
e perda ib6nica (SAHOO; SECKBACH, 2015). Dentre as caracteristicas
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necessarias para desenvolvimento sobre essas condi¢Bes esta a presenca de
altos niveis de acidos graxos insaturados na constituicAo da membrana dos
organismos presentes no ambiente antartico, sendo estes intimamente
relacionados com vantagens adaptativas sobre condi¢cdes de estresse salino
(MORGAN-KISS et al, 2006). Além disso, diferentes classes de carboidratos de
baixo peso molecular tém sido identificadas como importantes ferramentas para
osmorregulacdo em diferentes grupos de algas (KIRST, 1990). Em algas verdes,
a regulacdo osmdtica esta tipicamente associada a varios ions e varios solutos
organicos que incluem prolinas, sucrose e DMSP (KARSTEN et al.,, 1991b,
1992).

Estudos realizados entre P. crispa e diferentes tipos de algas demonstraram
gue P. crispa possui maior tolerancia ao estresse salino quando em comparacao
com outras algas verdes. Nestes, P. crispa pode resistir a uma faixa de
tratamento de 0,35% até 175%. Em exposicao a baixas salinidades, entre 0,35%
e 35%, P. crispa apresentou auséncia de vacuolos, sendo tanto crescimento
quanto fotossintese, inalterados. Ja em exposig¢ao a salinidades maiores, >35%o,
tanto crescimento quanto fotossintese foram fortemente inibidos. Nestes
experimentos, 0s niveis intracelulares de ions inorganicos (Na*, K*, NH4* CI,
PO4%) foram inalterados pelo decréscimo nas condigdes hiposmoticas,
entretanto, atingiram um maximo de 70% sobre essas condi¢cdes. Em niveis
hiperosmoéticos extremos, os solutos organicos sacarose e sorbitol foram maiores
(JACOB et al., 1991, 1992a, b).

2.3.3 Radiacao Ultravioleta

Outro importante fator que pode causar danos em organismos encontrados no
ambiente antartico, além do frio, é a radiagdo ultravioleta, que ocasionalmente
pode ser potencializada pelo efeito de albedo (SEIDLITZ et al., 2001). Radiacao
ultravioleta pode ser classificada como UV-A, 380nm a 320nm, UV-B, 320nm a
290nm e UV-C, 290nm a 200nm.

Radiacao ultra violeta UV-B, embora corresponda a menor porcentagem das
radiacdes que chegam na terra, € altamente danosa por causa da capacidade de
suas ondas, as quais possuem como caracteristica causarem efeitos deletérios

em células, assim como nos acidos nucléicos, através da hidroxilacdo de
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citosinas, formacédo de ligagcdes entre citosinas e guaninas, criacdo de
fotoprodutos entre bases adjacentes e desnaturacao de fitas de DNA, além de
limitacdo na sintese de proteinas, declinio na quantidade das mesmas,
diminuicdo nas taxas de metabolismo de carbono e nitrogénio, como também
influéncia deletéria em lipideos e quinonas (JORDAN, 1996; VINCENT; ROY,
1993; DOHLER, 1988, 1994). A alta incidéncia de radiac&o do tipo UV-B também
pode influenciar o correto funcionamento do processo de fotossintese, onde até
mesmo a correta conformacao e consequente fluidez da membrana lipidica pode
também estar intimamente relacionada com a manutencdo das funcdes
fotossintéticas em regides de baixas temperaturas (BISCHOF et al., 2002). Raios
ultravioleta do tipo UV-B possuem a capacidade de penetracdo de até 6 cm na
neve, e P. crispa, alga que cresce sobre solos Umidos e linha costeiras, é um
grande candidato para ser afetado pelo mesmo (LUTZ et al., 2005; KOVACIK;
PEREIRA, 2001).

P. crispa € um dos organismos mais utilizados como modelo para estudos
focados no impacto de radiacdo UV relacionado com crescimento, fisiologia e
sobrevivéncia, onde pode-se evidenciar caracteristicas como a producdo de
amino &cidos do tipo micosporina (MAAS) como resposta a um aumento de
incidéncia de radiacdo Ultravioleta em P. crispa, o mesmo também ocorre para
outros organismos. Além desta caracteristica, estudos utilizando P. crispa
demonstraram também que altos indices de radiacéo ultravioleta e de radiacao
fotossintética ativa (PAR) podem influenciar a eficiéncia dos processos ocorridos
no fotossistema Il e taxas de transporte de elétrons. Estes demonstraram que
exposicdo em torno de 24 horas reduziram a eficiéncia do fotossistema Il em
cerca de 30% quando em comparacdo com o grupo controle (Fv/Fm), também
ocorreu um declinio de cerca de 63% nos niveis de taxa de transporte de elétrons
(rETR) em comparacdo com o grupo controle quando P. crispa era exposta a luz.
Além destas, ocorreram alteragdes nos tilacéides, um aumento de 3 a 4 vezes,
0.4-0.8 um de diametro, assim como ligeiras les6es a mitocondrias.

Entre as caracteristicas importantes para a tolerancia a UV-B esta a presenca
de carotenoides, podendo ser essenciais para a protecdo de organismos
fotossintetizantes, protegendo-os contra espécies reativas de oxigénio e

consequente estresse oxidativo (KRINSKY, 1989).
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2.3.4 Nutrientes e transportadores

Algas e plantas necessitam do aporte nutricional para a sua correta
manutencdo e desenvolvimento. Estes sdo de suma importancia para funcdes
como crescimento, metabolismo e reproducdo (PEDERSEN; BORUM, 1996).

No ambiente antértico, varias sdo as possiveis fontes de nutrientes,
principalmente relacionadas com a presenca de neve, como, precipitacdo
pluviométrica, intemperismo, deposicdo de particulas como areia, poélen, detritos
organicos e animais (JONES, 1991).

Nutrientes como carbono, fosforo e nitrogénio sdo essenciais para o
desenvolvimento das algas. O carbono é requerido principalmente para o
crescimento das algas e é proveniente das formas de diéxido de carbono (CO3),
bicarbonato (HCOs3") e carbonato (COs™2). O fésforo é requerido principalmente
para processos fotossintéticos e de respiracdo celular, sendo proveniente na
forma de fosfato (HPO472). A aménia (NH4*), nitrito (NO2*) e nitrato (NOs’) sdo
uma das fontes de nitrogénio mais comumente encontradas no ambiente
antartico, sendo o mesmo essencial para o crescimento para a manutencao dos
processos celulares, como fotossintese, producdo de células e tecidos, de
proteinas, entre outros (SAHOO; SECKBACH, 2015).

O processo de obtencdo dos nutrientes é altamente influenciavel por
condicBes como temperatura, exposicdo a luz solar, dessecacao e a respectiva
forma como os mesmos se encontram disponibilizados. Atrelado a essas
condi¢cles, a presenca de transportadores e permeases para os diferentes tipos
de nutrientes representam um papel fundamental, servindo como mecanismo de
entrada para nutrientes especificos e como linha de defesa para os mesmos
guando necesséario (BLABY-HAAS; MERCHANT, 2012).

2.3.5 Tolerancia a dessecacéao

Outro fator correlacionado com a sobrevivéncia de diferentes organismos no
ambiente Antartico € a tolerancia para com altos indices de dessecacéao. Estes,
em alguns casos sdo baseados em modificagOes especializadas associadas a
parede celular e a matriz celular, todas com o intuito de evitar a 0 processo de

dessecacdo. Entretanto, aparentemente, a resisténcia a dessecacéao € baseada
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principalmente no desenvolvimento de mecanismos baseados em tolerancia a
essa condicdo. Embora estudos relacionados com as caracteristicas de
tolerancia a dessecacdo sejam apenas baseados na relacdo superficie/volume
de diferentes organismos, pode-se constatar, em algumas espécies a presenca
de adaptacOes que retardam a dessecacgao e favorecem uma reidratagcdo mais
rapida, como visto por exemplo, em P. crispa. Estudos baseados neste
organismo, demonstraram que P. crispa apresenta um menor nivel de perda de
agua que outras algas em condi¢cdes similares de umidade, onde, essa
capacidade de resisténcia se deve provavelmente a presenca de materiais
lipofilicos na superficie de talos e pela presenca de compostos pécticos (pectina)
na parede celular da mesma. (JACOB et al., 1992h).

Em P. crispa também foi constatado que os processos fisioldgicos envolvidos
tanto nas estratégias de resisténcia a dessecacdo quanto as de resisténcia a alta
salinidade, embora aparentemente proximos, diferem. No aspecto metabdlico, P.
crispa demonstrou alteragcdes no metabolismo de fosfato durante condi¢cdes de
exposicdo a meios osmoticos ndo ibnicos, ocorrendo aumento no fosfato
inorganico presente no citoplasma e uma diminuicdo nas concentracdes de
polifosfatos. Ambas as condi¢cées foram seguidas de um aumento no fosfato
inorganico presente no meio extracelular, sendo apés o periodo de quatro horas
de retorno ao meio convencional, a obtencdo do reestabelecimento das funcdes
fotossintéticas (BOCK et al., 1996). Em periodos anteriores, houveram ensaios
demonstrando processos intimamente relacionados entre altos indices de
exposicao a dessecacao com o0 consequente rompimento de membrana celular e

alteracdes em processos fotossintéticos (SMITH et al., 1986; LIPKIN et al., 1993).

2.4 Analise de transcriptomas de algas: ferramentas e resultados

Em meados da década de 70, metodologias baseadas na obtengdo de
sequéncias de nucleotideos, independente do seu tamanho, representavam um
grande desafio. No decorrer do ano de 1977, entretanto, com o surgimento de
novas tecnologias relacionadas com processos de hidrolise quimica e reacdes
enziméaticas, desenvolveu-se a primeira metodologia relacionada a determinacéo
de uma sequéncia de nucleotideos com tamanhos maiores. Sendo assim, como

consequéncia, implementou-se o0 primeiro método de sequenciamento
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automatico, tecnologia batizada como método de Sanger (SANGER; NICKLEN;
COULSON, 1977).

No ano de 2001, apdés a publicacdo do projeto genoma humano (VENTER et
al., 2001; LANDER et al., 2001), houve um grande interesse no desenvolvimento
e aperfeicoamento nas tecnologias de sequenciamento de DNA, processo que
culminou no surgimento dos sequenciadores de nova geracdo. Os mesmos
suprem as limitacdes que eram encontradas no método de Sanger, como por
exemplo o tempo e a capacidade de geracdo de dados e um aumento
significativo nos dados gerados (MARDIS, 2008; CULLUM; ALDER; HOODLESS,
2011).

As técnicas de sequenciamento massivo de nucleotideos de nova geracao, ou
sequenciamento em larga escala, tiveram inicio no ano de 2005. Intrinseco a
essa tecnologia, estd a obtencdo do sequenciamento de moléculas de DNA em
plataformas capazes da geracéo de informacdes sobre milhdes de pares de base
em uma Unica corrida. Entre as diferentes técnicas desenvolvidas e amplamente
empregadas, ocorrem variacdes centradas tanto na precisdo da deteccdo de
bases nitrogenadas, no volume de dados gerados e principalmente no
mecanismo quimico empregado (MACLEAN et al., 2009).

Atualmente, as tecnologias de sequenciamento de nova geracdo podem ser
divididas em dois grupos baseados em caracteristicas metodologicas. O primeiro
grupo abrange as tecnologias baseadas em PCR, sendo constituido pelas
plataformas 454 FLX (Roche), Solexa (lllumina), SOLID System, lon Torrent (Life
Technologies), e o0 segundo grupo abrange as tecnologias baseadas em
sequenciamento de molécula Unica, sendo constituido pelas plataformas Helicos
HeliScope, Pacific Biosciences system (Helicos).

Sendo assim, dentre as diferentes aplicacdes relacionadas a estas
plataformas, est4 o sequenciamento de transcriptomas através de bibliotecas de
cDNAs, ou RNA-seq.

2.4.1 Transcriptomas
Inicialmente, na década de 1990, as técnicas empregadas com o objetivo de

determinacdo de padrdes de expressdo génica eram baseadas basicamente em

Northern blot, microarrays, os cDNA-AFLP e analise serial de expressao de
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genes SAGE (serial analysis of gene expression), entretanto, riscos como
hibridacdo cruzada, intervalo dinamico limitado e principalmente a necessidade
do conhecimento prévio do genoma a ser estudado, tornavam o emprego dessas
técnicas limitante, fatores que levaram a necessidade do desenvolvimento de
alternativas eficientes para a solucéo desses problemas (WARD et al., 2012).

Dentre as metodologias atuais de analise de transcritos de um tecido ou
organismos, destaca-se a construcdo de bibliotecas de cDNAs e o
sequenciamento parcial de clones de cDNAs escolhidos aleatoriamente para a
geracao das Etiquetas de Sequéncias Expressas (ESTs). Essas constru¢des sao
Uteis pois representam 0s genes que sao expressos na forma de RNA
mensageiro (MRNAs) em determinadas células ou tecidos em um determinado
periodo, o que permite, entre outros, comparar a expressao génica diferencial
(YING, 2004).

Resumidamente, as bibliotecas de cDNAs s&o construidas usando moléculas
de mMRNAs presentes em amostras como molde. Essas moléculas sofrem a acao
da enzima transcriptase reversa, obtendo-se entdo os cDNAs. Essas moléculas
de cDNAs sdo entdo inseridas em vetores, normalmente plasmideos e
introduzidas em organismos receptores suscetiveis, normalmente bactérias,
conformando assim, as bibliotecas. Posteriormente os plasmideos recombinantes
sdo extraidos das bactérias e sdo sequenciados utilizando primers especificos
para porcdes presentes no vetor e que flanqueiam o inserto. O procedimento de
sequenciamento se da através das peculiaridades de cada sequenciador
existente no mercado, gerando em média de 30 a 400 pares de base, que serdo
posteriormente montados com o0 objetivo da obtencdo dos transcritos
relacionados com a expressao de diferentes genes (WANG et al., 2009)

Sendo assim, aliando o sequenciamento massivo de cDNA gerado gracas ao
advento das plataformas de sequenciamento de nova geracao (do inglés next
generation sequencing NGS), desenvolveu-se a tecnologia do RNA-seq como
uma das ferramentas mais importantes de analise de transcriptomas.

O transcriptoma pode ser definido como o conjunto total de transcritos de um
dado organismo, Orgao, tecido ou linhagem celular tanto em um estagio
especifico de desenvolvimento quanto em uma dada condicao fisiolégica. Sendo
assim, incluem, portanto, RNAs codificantes (MRNAS) e néo codificantes (rRNAs,

tRNAs, RNAs estruturais, RNAs regulatérios, dentre outros). O perfil de um
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transcriptoma pode variar conforme diversos fatores como, estimulos fisicos,
qguimicos e bioldgicos, alimentacdo, ciclo celular, patologias, estado fisioldgico,
entre outros (WANG et al., 2009). Analises transcriptbmicas apresentam
vantagens interessantes quando em comparacdo com outras metodologias de
andlise, como:

1. Os insertos de DNA, podem constituir cépias da extensao total do RNAm
dos quais derivam.

2. Os cDNAs obtidos dos mRNAs sdo amplos o bastante para reunirem os
representantes de todas as sequencias de interesse, inclusive as menos raras

3. Podem n&@o possuir introns, ou apenas alguns deles, o que permite a
determinacao direta das sequéncias de nucleotideos e traducao para sequéncias
de aminoacidos.

4. Quantidades menores de RNA necessarias para realizacdo da técnica.

2.4.2 Ferramentas computacionais: Montagem e anotacgéo

O amplo desenvolvimento dos métodos e tecnologias ligadas ao
sequenciamento massivo de moléculas de DNA, geraram um grande acumulo de
informacdes moleculares relacionadas tanto ao préprio DNA, quanto a moléculas
de RNA e proteinas.

Uma limitacdo encontrada na maioria das tecnologias atuais de
sequenciamento estd relacionada com o pequeno tamanho dos fragmentos
gerados durante o procedimento de sintese das sequéncias de interesse. Em
condi¢cBes ideais 0 sequenciamento resultaria na obtencdo em tamanho real de
todos os transcritos encontrados no interior celular, entretanto, apés o processo
de sequenciamento, procedimentos relacionados a montagem se fazem
necessarios. O procedimento de montagem de sequencias de DNA advindas de
sequenciamento (reads) é baseado na sua sobreposi¢do, sendo a redundancia
encontrada entre as mesmas adotada como parametro para a reconstituicdo de
um segmento maior (contig). Este procedimento tem como intuito a reconstituicao
de maneira fidedigna de todos os transcritos recorrentes no meio celular.

As metodologias destinadas a montagem tanto para genomas quanto para
transcriptomas, podem ser separadas em duas categorias: a primeira categoria

abrange a montagem por referéncia, ou seja, aquela em que os fragmentos
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advindos do sequenciamento s&o alinhados contra um genoma ou transcriptoma
previamente reconhecido e assim, adotado como referéncia; a segunda categoria
abrange a montagem De novo (do latim, desde o principio), ou seja, aquela em
gue ndo ha disponibilidade de um genoma ou transcriptoma previamente
reconhecido para ser adotado como referéncia (MILLER et al., 2010).

A montagem de transcriptomas geralmente representa uma 6tima saida para
o desenvolvimento molecular relacionado com o estudo de espécies de
organismos ndo modelo, tanto de interesse econémico quanto biologico, onde
normalmente ndo ha informagBes previamente estabelecidas a organismos
correlatos. No que concerne aos procedimentos metodolégicos de montagem,
portanto, o procedimento De novo se mostra o mais indicado a ser conduzido
(RIESGO, 2012).

O procedimento metodologico De novo de montagem é constituido em geral,
por duas abordagens principais: a primeira abordagem conhecida como overlap-
layout-consensus (OLC), ou grafo de sobreposicdes, € dividida em trés etapas. A
primeira etapa consiste na realizacdo de todas as sobreposicdes possiveis com
as reads existentes (overlap); a segunda etapa, consiste na verificagdo de todos
0s arranjos que contemplem o maior nimero de reads e sobreposicées (layout);
e a terceira ocorre o calculo de consenso entre as mesmas, resultando assim, na
reconstrucdo das sequéncias (consensus). Nessa abordagem, as reads sao
adotadas como nés dos grafos e as sobreposicées, como arestas (POP, 2009;
SCHATZ et al., 2010; MILLER et al., 2010; CONWAY; BROMAGE, 2011), sendo
0 caminho Hamiltoniano, ou seja, aquele em que ocorre a passagem por todos 0s
nos de grafos, de uma unica vez, adotado como principio para a realizacdo do
procedimento de layout e a frequéncia de um nucleotideo em determinada
posicdo, adotada como principio para determinacdo da base consenso
(PASZKIEWICZ; STUDHOLME 2010). A segunda abordagem, conhecida como
bruijn graphs, ou grafos de bruijn (COMPEAU; PEVZNER; TESLER, 2011),
consiste na quebra das reads advindas de sequenciamento em fragmentos
menores, denominados como K-mers. Nessa abordagem, K é o tamanho
estabelecido para a quebra das reads, onde uma sequéncia tida como N>K,
resulta através de (N-K+1), no niumero de subsequéncias de tamanho K (K-mers)
presentes nas reads iniciais. Baseando-se entdo nos K-mers obtidos, mapeia-se

as sobreposicdes de comprimento K-1 entre os mesmos. Nessa abordagem, o0s
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K-mers sdo adotados como nos dos grafos e as sobreposi¢cdes de K-1, como
arestas. Sendo assim, adota-se o caminho euleriano, ou seja, aguele em que
ocorre a passagem por todas as arestas de um grafo como principio para
realizacdo do procedimento de recomposicao do transcrito original.

O procedimento de anotacg&o funcional consiste na agregacéo de informacdes
biolégicas as sequéncias advindas dos procedimentos de montagem. Para isso,
ocorre a comparacao entre as sequéncias a serem anotadas com as sequéncias
presentes em bancos de dados com funcbes biolégicas previamente
reconhecidas (STEIN, 2001). Sendo assim, pode-se identificar através de
similaridade a fungcdo de um determinado transcrito em um determinado
organismo. Como os transcriptomas representam apenas as fracdes expressas
dos genomas, permitem a andlise genética sem a presenca de regides
intergénicas, alguns introns e DNA repetitivo (RIESGO, 2012).

Dentre as diversas tecnologias atuais destinadas a realizacdo do
procedimento de anotacdo funcional de sequéncias, destaca-se a ferramenta
Blast2GO (CONESA et al., 2005). A metodologia utilizada por esta ferramenta é
baseada na submissao das sequéncias montadas ao algoritmo Blast (ALTSCHUL
et al., 1990), onde posteriormente ocorre a vinculacdo dos resultados obtidos
com as informacgdes presentes em um banco de dados baseado em termos de
ontologia, conhecido como Gene Ontology (GO) (ASHBURNER et al., 2000). O
GO é fruto da realizagcdo de um consorcio com o fim de padronizar genes e
produtos em uma subdivisdo em trés categorias: processos biol6gicos, ou seja,
atividade biolégica com o qual o gene ou seu produto esta envolvido; funcéo
molecular, ou seja, a atividade bioguimica em que um gene ou produto esta
envolvida; e componente celular, ou seja, local na célula onde um gene ou
produto € ativo.

Os resultados de anotacdo podem ainda ser enriquecidos por diferentes
ferramentas presentes no software Blast2GO, como a submissdo dos dados a
ferramenta InterProScan (QUEVILLON et al.,, 2005), com o objetivo de
identificacdo de assinaturas proteicas: GO-SIlim, com o objetivo de identificacao
de subconjuntos de termos presentes no banco de dados GO intimamente
relacionado a grupos de organismos de interesse: KEGG (KANEHISA;GOTO,
2000), com o objetivo da obtencdo de mapas metabdlicos em que 0s genes e

seus produtos estdo envolvidos, entre outros.
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A utilizacdo de abordagens transcriptbmicas para resolucdo de nuances
envolvidos com algas é bem estabelecido. Atualmente, o numero de
transcriptomas de algas existentes em bancos de dados como o MMETSP
(Marine Microbial Eukaryote Transcriptome Sequencig Project, keeling, 2014), se
encontra em 18. Outro banco de dados, o 1KP (One Thousand Plants
Consortium, MATASCI et al., 2014), se encontra em 239.

O emprego dessas abordagens € centralizado principalmente em questfes
como 0s mecanismos de adaptacao das algas a condi¢cdes de estresse biotico e
abidtico (HWANG, 2008), resolugcédo de problemas relacionados com evolucao e
analises filogenéticas (WICKETT, 2014) e identificacdo de genes relacionados
com a producédo de biocombustiveis (YAZDI, 2011).

Baseando-se nisso, o presente trabalho realizou o emprego de abordagens
transcriptdmicas e de anotacao funcional com o intuito de melhor compreender
0S mecanismos moleculares envolvidos com o processo de adaptacdo de P.
crispa ao ambiente antartico, como caracteristicas de resisténcia ao frio, aos
altos indices de radiacao ultravioleta, as flutuacGes de salinidade e ao transporte

de nutrientes.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Sequenciar, montar e anotar o transcriptoma da alga antartica Prasiola crispa.

3.2 Objetivos Especificos

- Obter a sequéncia completa do transcriptoma de P. crispa.

- Montagem e anotacao funcional do transcriptoma de P. crispa.

- ldentificacdo dos transcritos relacionados com a manutencdo e
desenvolvimento de P. crispa ao ambiente antartico, como: baixas temperaturas,
alta incidéncia de radiacdo ultravioleta, transporte nutricional e diferencias

osmaticos.
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4. CAPITULO 1

Neste capitulo serdo apresentados os dados referentes a anotacao funcional

do transcriptoma de P. crispa.

4.1 METODOLOGIA

4.1.1 Blast2GO

Para determinacdo da anotacdo funcional de P. crispa e consequente
determinacdo de similaridade de espécies resultantes da analise, utilizou-se o
software Blast2GO, versédo 4.0.7 (CONESA et al, 2005). Para isso, utilizou-se o
algoritmo blastx para o banco de dados de proteinas nao redundantes do NCBI
(nr). Sendo assim, um e-value maximo de 107 foi adotado como critério para
realizacdo do processo de anotagcdo. Posteriormente, para o procedimento de
anotacao baseado na terminologia Gene Ontology relacionado com as categorias
de processos bioldgicos, processos moleculares e componentes celulares,

utilizou-se o software Blast2GO com um e-value maximo de 1019,

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1 Anotacédo do Trascriptoma: Blast e Gene Ontology (GO)

Baseando-se no transcriptoma montado, constituido de 37.579 sequéncias,
obteve-se a anotacdo utilizando-se o banco de dados nr como referéncia. 60%
dos resultados advindos do algoritmo blastx realizados com o banco de dados nr,
resultaram em E-values de cerca de 101°-10%° enquanto que apenas 10%

resultaram de E-values de alta afinidade, menores do que 10-°° (Figura 2).
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Figura 2 — Distribuicdo dos E-values. Frequéncia de distribuicdo dos E-values
advindos do algoritmo blastx utilizando o banco de dados de proteinas néo
redundantes do NCBI como referéncia.
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Baseando-se nos dados advindos do procedimento de anotagdo pela
terminologia presente no banco de dados Gene Ontology, obteve-se a
distribuicdo dos termos GO, onde a distribuicéo relativa destes termos em divisao
de nivel 2 pode ser visualizada na Figura 3. Pode-se observar uma consideravel
representatividade de sequéncias associadas a processos biologicos (PB), sendo
estas representadas por processos metabodlicos (G0O:0008152), celulares
(G0O:0009987), unicos (G0O:0044699), entre outras. Na subdivisdo funcdes
moleculares (FM), pode-se observar grande representatividade de sequencias
associadas com atividades cataliticas (G0:0003824) e ligacdo (G0O:0005488).
Altas porcentagens de representatividade de sequéncias associadas a
componentes celulares foram constatadas, principalmente pela presenca das
categorias célula (GO:0005623), parte celular (GO:0044464) e organela
(G0:0043226). Essas informacBes podem refletir as estratégias utilizadas por P.
crispa para o processo de aclimatacdo e sobrevivéncia no ambiente antértico. O
alto indice de transcritos relacionados com processos metabdlicos e celulares é
comumente observado em diferentes organismos (LENZ et al.,2014), entretanto,
a presenca das categorias relacionadas a respostas a estimulos e regulacao
bioldgica, onde estdo presentes transcritos envolvidos com respostas a estimulos
abidticos, como baixas temperaturas e dano por radiacdo ultravioleta, condigbes
encontradas por organismos no ambiente antartico, podem servir como

justificativa para essa afirmacéo.
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Figura 3 — Distribuicdo baseada em GO. Distribuicdo da anotacdo baseada em
GO para gene ontology em divisdo de nivel 2 para processos biolégicos (PB),
Funcdo Molecular (FM) e componente celular (CC). PB: Processos metabdlicos
(GO:0008152), Processos celulares (G0O:0009987), Processos Unicos
(GO:0044699), Localizacdo (G0:0051179), Organizacdo ou biogénese
(G0O:0071840), Regulacéo biologica (GO:0065007), Resposta a estimulos. FM:
Atividade catalitica (G0:0003824), Ligacdo (G0O:0005488). CC: Célula
(GO:0005623), Parte celular (G0O:0044464), Organela (G0O:0043226), Membrana
(G0:0016020), Parte de organela (GO:0044422), Complexos macromoleculares
(G0O:0032991), Parte de membrana (G0O:0044425).
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Fonte: do autor

4.2.2 Anotacdo do Transcriptoma: Similaridade com outras espécies

Analises baseadas nos resultados advindos do algoritmo blast, possibilitaram
a identificacdo das espécies classificadas como top-hits, ou seja, aquelas com
um maior grau de similaridade de sequéncia com P. crispa (Figura 4), nessas, 29
espécies apresentaram mais do que 100 hits encontrados. Coccomyxa
subellipsoidea E.Acton foi a espécie com maior niamero de top-hits, (4.549),
assim como, Chorella variabilis 1.Shihira & R.W.Krauss, Auxenochlorella
protothecoides (Krlger) Kalina & Puncocharova, Monoraphidium neglectum
Heynig & Krienitz, Gonium pectoral O.F.Miller e Chlamydomonas reinhardtii
P.A.Dangeard, todas com mais de 600 hits (1.650, 1.024, 910, 633 e 602,
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respectivamente). C. subellipsoidea, espécie de alga verde unicelular pertencente
ao filo Chlorophyta, primeiro organismo pertencente ao ambiente polar a ter seu
genoma sequenciado (BLANC et al, 2012). C. variabilis € uma espécie de alga
verde unicelular pertencente ao filo Chlorophyta sendo um organismo modelo
para estudos relacionados com interacdes entre virus e algas (BLANC et al,
2010). A. protothecoides, € uma espécie de alga verde unicelular pertencente ao
filo Chlorophyta, € um organismo com grande potencial relacionado com a
producédo de biodiesel, sendo proposto como um dos melhores candidatos entre
as algas para esse fim (MIAO; WU, 2006). Juntas, essas algas sao as
representantes com um maior numero de top-hits relacionados com o
transcriptoma de P. crispa. (>1.000). A similaridade encontrada entre P. crispa
com estas algas, principalmente com C. subellipsoidea, sugere que estes
organismos possuam algum compartihamento de informac¢des genéticas,
principalmente levando em consideragdo os fatores abidticos encontrados no

meio de sobrevivéncia de ambas.
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Figura 4 — Relacdo de similaridade entre espécies. Espécies com maior

similaridade a nivel molecular com P. crispa.
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4.2.3 Caracteristicas de resisténcia ao ambiente Antartico

Adaptacbes para tolerancia ao ambiente antartico sdo baseadas
principalmente na fluidez da membrana plasmatica dos organismos. Atreladas a
essa condicdo, pode-se constatar varios diferentes tipos de condi¢cdes abitticas
possivelmente danosas em que P. crispa se utiliza dessa estratégia para seu
sucesso adaptativo.

Entre as condi¢cGes abidticas, baseando-se na literatura, pode-se citar altos
niveis de salinidade, altos indices de radiacdo ultravioleta, flutuac6es nos niveis
de salinidade e de temperatura, entre outros.

Entretanto, diferentes estratégias podem estar relacionadas com a
capacidade de adaptacao de P. crispa a essas condi¢cdes. Sendo assim, valendo-
se da anotacdo funcional do transcriptoma de P. crispa, pode-se especular

transcritos putativamente envolvidos com essas caracteristicas.

4.2.3.1Radiacédo Ultravioleta

Embora a resisténcia a altos indices de radiacdo ultravioleta seja
principalmente devido a modificagdo na morfologia das estruturas celulares,
assim como a presenca de altos indices de carotenoides, pode-se identificar
transcritos relacionados aos processos moleculares de reparo a danos causados
pela exposicéo excessiva a radiacéo, principalmente do tipo UV-B.

Sendo assim, baseando-se nos resultados advindos do algoritmo blast e
termos GO, pode-se identificar transcritos envolvidas com a resposta a radiacao
Ultravioleta (GO:0009411 — Tabela 1).

Tabela 1 — Transcritos putativamente relacionados com resisténcia a radiacéo

ultravioleta.
Proteina Organismo E-value
Proteina de ligagdo ao Populus euphartica 7.41e°

DNA danificado 2

Fator de replicacdo Chlamydomonas 5.37°%
Replicagéo C (RFC) reinhardtii
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Culin-4Alike Cyphomyrex costatus 9.22e24
Fator de replicagdo Chlamydomonas 4.78e2t
Replicagéo C (RFC)-4 reinhardtii

Antigeno nuclear de Zea mays 3.98e 12

proliferagcéo celular

(PCNA)

Ubiquitina F-box/WD 7 Monoraphidum neglectum 6.09e1°
(FBW?7)

Helicase de reparo ao Auxenochlorella 3.84e26
DNA UVHG6 protothecoides

Dentre as sequéncias identificadas, ressalta-se a presenca de muitos
transcritos putativamente codificando proteinas relacionadas com danos
causados ao DNA, como proteina de ligacdo ao DNA danificado 2 (DDB2), fator
de replicacdo C (RFC), cullin-4, antigeno nuclear de proliferacédo celular (PCNA),
proteina de reparo e excisdo de DNA (ERCC-2) e helicase de reparo de DNA
UVHG6. A presenca desses transcritos pode confirmar a existéncia do mecanismo
de rota de reparo e excisdo de nucleotideos (NER) em P. crispa. NER € o
principal mecanismo para neutralizagdo de mutacdes quimicas e efeitos
mutagénicos causados pela radiacdo ultravioleta (HOEIJMAKERS, J.H, 2001,
GILLET, L.C; SHARER, 0O.D, 2006).

Ademais, foram identificados transcritos putativamente codificando a proteina
ubiquitina F-box/WD 7 (FBW?7), proteina relacionada com a mediacdo de
formacdo de proteossomas e degradacdo. (POPOV et al, 2007), demonstraram
gue a proteina FBW7 possui acdo sobre complexos relacionados com
proliferacdo celular, crescimento e apoptose, sendo esta em resposta a fatores
externos, como diferentes indices de radiacdo ultravioleta. Nestes casos, 0
controle para essas condigcbes se d& através da degradacdo proteossOmica
acarretada pela ligacdo de FBW7 a esses complexos. Em P. crispa, a presenca
desses transcritos pode sugerir a existéncia de mecanismos similares de
regulacdo em resposta tanto a radiacao ultravioleta como também para com

outras condi¢cdes danosas.
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A capacidade de sobrevivéncia de P. crispa no ambiente antartico também

esta atrelada a capacidade de obtencdo de nutrientes. Como P. crispa €

encontrada, principalmente em zonas de colonias de aves, como por exemplo,

comunidades de pinguins, estas sao possivelmente a sua principal fonte de

nutrientes.

Sendo assim, baseando-se nos resultados advindos do algoritmo blast e

termos GO (GO:0006810 — Tabela 2), pode-se identificar transcritos envolvidas

com a capacidade de transporte desses nutrientes.

Tabela 2 — Transcritos putativamente relacionados com o transporte de

substancias.

Proteina Organismo E-value
Transportador ABC - C Pomoea nil 4.62e23
Transportador ABC - G Noccaea caerulescens 2.24e18
Transportador ABC - B Gossypium raimondii 6.83e1/

Transportador AMT: Boea hygrometrica 3.12e48
amonia
Transportador com alta Nicotiana attenuata 1.6e1°
afinifade com nitrato 2.5
Transportador de metal Morus notabilis 3.36e%0

Nramp5
Transportador Geral de | Coccomyxa subellipsoidea 1.33e20
Substratos (MFS-GST)

Transportador de niquel Chlamydomonas 1.2e09
reinhardtii
TransportadorP-ATPase: | Ostreoccocus lucimarinus 9.57¢19
calcio
Transportador de zinco Triticum urartu 6.05e1?
Resisténcia ao aluminio | Coccomyxa subellipsoidea 4.61e?0

Fonte: do autor.
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Dentre os transcritos anotados ressalta-se a presenca daqueles
putativamente codificando transportadores de membrana com alta afinidade com
Nitrato. As proteinas identificadas foram classificadas como carregadores
constitutivos de alta afinidade (Inducible High Affinity Transport System — IHATS),
estes sdo fortemente induzidos pela presenca externa de NO73 disponivel,
possuindo grande capacidade de absor¢cdo quando em comparagcao com outros
tipos de carregadores de N (FORDE, 2000; SIDDIQI; GLASS; RUTH, 1991). O
nitrato representa a fonte mais importante de N para as plantas que possuem
crescimento aerobico, onde, neste processo o NO7s proveniente do solo é
absorvido e reduzido a amonio (NH*4) pela acédo da enzima nitrato redutase (NR)
e nitrito redutase (NiR) (Lea et al., 1990). P. crispa possui crescimento
preferencialmente sobre substratos ricos em &cido U(rico e compostos
nitrogenados, como a amonia, podendo crescer duas vezes melhor do que em
outros substratos (GRAHAM et al, 2009; Kovacik; PEREIRA, 2001). P. crispa
também possui transcritos putativamente codificando proteinas transportadoras
de amobnio/amobnia pertencentes a familia AMT. Baseando-se nos genomas
conhecidos de Chlorophytas, a familia AMT é amplamente representada, sendo
outras familias de transportadores de amonio/amonia, como MEP e Rh pouco
encontradas (MCDONALD; WARD, 2016).

Foram identificados também transcritos putativamente codificando
transportadores ABC, 0os mesmos estdo presentes em um grande numero de
organismos (HENIKOFF et al., 1997), estando em plantas e algas envolvidos
com processos de detoxicacdo, resposta a patogenicidade, deposi¢céo de lipidios,
transporte de fitorreguladores, como auxina e acido abscisico, desenvolvimento e
nutricdo, e envolvimento com a resposta celular a interacdes e estresse abiotico
(KANG et al., 2011). P. crispa apresentou transcritos putativamente codificando
transportadores ABC das subfamilias ABCG, ABCC e ABCB, ambos sendo mais
encontrados em plantas terrestres do que em diferentes tipos de algas (LANE et
al., 2016), A subfamilia ABCC esta relacionada com o papel de detoxificacdo e
regulacdo de estomatos (KLEIN; BURLA; MARTINOIA, 2006), a subfamilia
ABCG com o transporte de lipidios (PIGHIN et al., 2004) e a ABCB, com a
adaptacdo a ambientes com a presenca de metais pesados, como aluminio,
cadmio e chumbo, isso gracas a sua capacidade de transporte de substancias
xenobioticas (KIM et al., 2006; CHEN et al., 2007).
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E sugerido que C. subellipsoidea, alga com maior similaridade com os
transcritos de P. crispa, organismo encontrado sobre rochas no ambiente
antartico, também possui adaptacdes relacionadas com as encontradas em
plantas terrestres para tolerancia a metais pesados, especificamente o aluminio
(BLANC et al., 2012). Em apoio a isso, foi possivel realizar a identificacdo de
transcritos putativamente codificando resisténcia ao aluminio em P. crispa. Os
sintomas da toxicidade do aluminio se baseiam na limitacdo do crescimento
radicular, absorcédo de nutrientes, inducdo de estresse oxidativo e alteracfes na
conformacdo do citoesqueleto (KOCHIAN, 1995; MATUSMOTO, 2000;
SIVAGURU et al., 2000; YAMAMOTO, 2002; HORST; WANG; ETICHA, 2010). O
mecanismo envolvido no processo de resisténcia ao aluminio em P. crispa pode
ser similar ao existente em C. subellipsoidea, onde essa possivelmente baseia na
interacéo entre o malato e o Al*3, impedindo assim a sua entrada nas células
(BLANC et al., 2012).

Pode-se também identificar transcritos putativamente codificando proteinas
relacionadas com transportadores de outros metais, como: zinco e niquel, além
do transportador Nramp5, responséavel pelo transporte do metal, ferro. Estes sao
importantes para a manutengdo do correto funcionamento das funcdes
moleculares, pois servem como mecanismo de controle de entrada ou ndo para
0s seus respectivos nutrientes (BLABY-HAAS; MERCHANT, 2012).

O zinco, niquel e ferro sdo micronutrientes essenciais para a manutencao da
vida (CHANEY, 1993; MARSCHNER, 2011; DIXON, 1975).

O zinco é absorvido preferencialmente sobre a forma de Zn?*, possuindo agéo
importante sobre o metabolismo de carboidratos, proteinas, fosfatos, RNA e
ribossomos, sendo particularmente indispensavel para o crescimento de plantas
(BROADLEY et al., 2007).

O niquel é absorvido pelas plantas preferencialmente sobre a forma de Ni%*,
possuindo importante atribuicdes quando relacionado com a produgéo de etileno,
resisténcia a doengas e germinacdo de sementes (SMITH; WOOD-BURN, 1984;
GRAHAM; WELCH; WALKER, 1985; BROWN; WELCH; CARRY, 1987).

O ferro é absorvido pelas plantas preferencialmente sobre a forma de Fe?*,
onde possui importantes funcdes relacionadas com a formacgao de enzimas e nos
processos de respiracdo celular, fotossintese, fixacdo de N2 e transferéncias de
elétrons (GUERINOT,; Yi, 1994; MARENCO; LOPES, 2009).
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Foram também identificados transcritos putativamente codificando a proteina
transportadora de célcio P-ATPase (Ca?*-ATPase), estda é de suma importancia
para a execucdo do processo conhecido como bomba de calcio em células
eucarioticas (BERRIDGE; BOOTMAN; RODERICK, 2003). Em plantas sao
encontradas nas membranas plasmaticas em geral, onde possuem como funcao
o equilibrio do calcio presente no interior celular (BUSH, 1995; SZE et al., 2000;
MIEDEMA et al., 2001). Aparentemente as proteinas transportadoras P-ATPse
estdo relacionadas com estratégias de adaptacdo desses organismos, como
exposicdo ao estresse salino (BRESSAN et al., 1998), onde foi constatado por
diferentes autores um aumento de sua expressao em condi¢des de exposicao a
altos niveis dessa condicdo (WIMMERS; Ew; BENNETT, 1992; PEREZ-PRAT et
al.,, 1992; GEISLER et al., 2000b). As proteinas transportadoras P-ATPse
também estdo relacionadas com a alteracdo nos niveis de célcio em plantas
expostas a baixas temperaturas, removendo os ions de Ca?" sobre essas
condicBes (PUHAKAINEN et al. 1999). A presenca dos transportadores de calcio
P-ATPse mostra envolvimento relacionado com condicdo de estresse existentes
no ambiente em P. crispa é encontrada, possivelmente contribuindo para o
correto funcionamento molecular sobre o ambiente antartico.

Além do mais, foram identificados transcritos putativamente codificando
proteina pertencente a Superfamilia dos Facilitadores Maioritarios, mais
especificamente, Transportador Geral de Substratos (MFS-GST). Proteinas do
tipo tém como funcéo transportar uma grande variedade de compostos, tais
como, acucares, oligossacarideos, inositol, drogas, aminoacidos, nucleosideos,
metabdlitos relacionados com o ciclo de Krebs e diferentes tipos de anions e
cations (PAO et al., 1998). A presenca desses transcritos em P. crispa pode

representar mecanismos similares para com todo o processo de transporte.

4.2.3.3 Estresse osmoético

Gracas ao local de maior recorréncia em que P. crispa se encontra, esta esta
constantemente exposta a flutuacées em relagcéo a salinidade.

Sendo assim, baseando-se nos resultados advindos do algoritmo blast e
termos (GO:0006970 — Tabela 3), pode-se identificar transcritos envolvidas com

a capacidade de transporte desses nutrientes.
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Tabela 3 — Transcritos putativamente relacionados com resisténcia ao estresse

osmatico.

Proteina Organismo E-value
Subunidade reguladora | Chlamydomonas reinhardtii 3.59e%7
do proteassoma 26S
Dihidroxi-acido Coccomyxa subellipsoidea 9.34e%7
deidratase
Oligo-transferase STT3 Selaginella moellendorffii 1.8e14
Pirofosfatase inorganica | Coccomyxa subellipsoidea 0.00
vacuolar H*
fosfatidilinositol 3- | Coccomyxa subellipsoidea 2.68e13
quinases

Fonte: do autor.

Dentre as sequéncias anotadas pode-se identificar transcritos putativamente
codificando para a enzima pirofosfatase inorgéanica vacuolar H*, esta possui
elevada expressdo em plantas durante tratamentos com altos indices de
salinidade (COLOMBO; CERANA, 1993; ZINGARELLI et al.,, 1994). Nestes
casos, a acao da enzima pirofosfatase inorganica vacuolar H* atua produzindo
um gradiente de prétons nas membranas vacuolares que permite o processo de
antiporte Na*/H*, possibilitando o armazenamento de Na+ nestas estruturas e o
correto controle do balanco osmotico (FUKUDA et al., 2004).

Também foram encontrados transcritos putativamente codificando uma
proteina do tipo subunidade reguladora de proteassoma 26S. Essas sao
relacionadas com a formacdo do complexo responsavel pela degradacdo de
proteinas em oligopeptidios, proteassoma 26S (Smalle et al., 2003). Em
experimentos foi demonstrado que a subunidade reguladora de proteassoma 26S
possui expressao maior em relacdo ao grupo controle em resposta a condi¢des
de estresse osmotico. Acredita-se que através da conformacéo desse complexo
ocorra a regulacdo de respostas a sinais promulgados por altos niveis de
salinidade (ZANG; KOMATSU, 2006).

Transcritos putativamente codificando a oligo-transferase STT3, também

foram identificados em P. crispa. Experimentos constataram que a oligo-
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transferase STT3 possui a capacidade de controlar respostas ao estresse salino
e osmaotico em Arabdopsis thaliana. Nestes foi constatado que altos indices de
NaCl possuem a capacidade de influenciar a conformacdo de proteinas
presentes no reticulo endoplasmatico e interromper o ciclo celular desse
organismo. Entretanto, a presenca de STT3 em isoformas especificas pode
anular a sensibilidade a exposicdo ao NaCl, assim como facilitar o processo de
regulacdo de adaptacédo do reticulo endoplasmatico e a continua progressao do
ciclo celular (KOIWA et al., 2003). Analises posteriores devem ser realizadas
para constatacdo das isoformas presentes em P. crispa, assim como se sua
funcao € semelhante a encontrada em A. thaliana.

Também foi possivel a identificacdo de transcritos putativamente codificando
a proteina acido-dihidroxi deidratase (DHAD). Em A. thaliana foi constatado que a
auséncia do mesmo acarreta na diminuicdo do acumulo de isoleucinas, valinas e
leucinas. Em consequéncia a isso, os exemplares com a auséncia da proteina
DHAD tornaram-se sensiveis a condicdes com altos niveis de salinidade (ZHANG
et al., 2015). AlteracBes nos niveis de isoleucina, valinas e leucinas ja haviam
sido relacionadas com alteragbes na sensibilidade a salinidade (JOSHI et al.,
2010), entretanto os mecanismos funcionais em que se baseiam n&o sé&o
conhecidos (ZHANG et al., 2015).

Baseando-se nos dados advindos do procedimento de anotacdo, pode-se
ainda identificar transcritos putativamente codificando a enzima fosfatidilinositol
3-quinases. Aparentemente, a fosfatidilinositol 3-quinases possui a capacidade
de regulacdo do metabolismo de prolina (LEPRINCE, 2014). A prolina se
acumula no vacuolo ou citosol, sendo importante para a realizagcdo do ajuste
osmotico sobre condicdes de baixo potencial hidrico (MARIJUAN; BOSCH, 2013;
ASHRAF etal.,, 2011). Em A. thaliana observou-se que inibicdo do gene
responsavel pela fosfatidilinositol 3-quinases resulta na diminuicdo do acumulo
de prolina, levando a uma maior sensibilidade a exposicdo a salinidade
(LEPRINCE, 2014). A presenca desses transcritos pode sugerir a existéncia de
mecanismos similares de regulacdo em relacdo ao estresse osmético em P.

crispa.
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4.2.3.4 Baixas temperaturas

A capacidade de sobrevivéncia de P. crispa no ambiente antartico também
esta atrelada a presenca de mecanismos de resisténcia a baixas temperaturas. O
potencial de insaturacdo da membrana de organismos encontrados nessas
condi¢des se mostram como principal estratégia para esse fim. Entretanto, outros
mecanismos podem ser encontrados, como a producdo de proteinas
anticongelanantes.

Sendo assim, baseando-se nos resultados advindos do algoritmo blast e
termos GO (GO:0009409 — Tabela 4), pode-se identificar transcritos envolvidas

com a capacidade de resisténcia a baixas temperaturas.

Tabela 4 — Transcritos putativamente relacionados com resisténcia a baixas

temperaturas.
Proteina Organismo E-value
Quitinase-anticongelante Saussurea Involucrata 4.00e1°
EBP1 Ammopiptanthus 3.00e?t°
mongolicus
Tioredoxina induzida por Ammopiptanthus 4.00e2?
frio mongolicus

Fonte: do autor.

Baseando-se nos dados advindos do procedimento de anotacdo, pode-se
identificar transcritos putativamente codificando proteinas anticongelantes
conhecidas como quitinase-anticongelante (CHT-AFPs). Essas proteinas sao
encontradas abundantemente em algumas plantas quando expostas ao processo
de aclimatacdo a baixas temperaturas (PIHAKASKI-MAUNSBACK et al., 2001).
Proteinas anticongelantes atuam ligando-se a cristais de gelo em formacao,
impedindo a sua propagacdo e consequente dano célula (DEVRIES, 1986;
KNIGHT; DUMAN, 1986; EWART et al.,, 1999). Experimentos realizados com
Secale cereale, demonstraram a existéncia de duas classes de CHT-AFPs,
ambas apresentando func¢des anticongelantes, e uma, atividades relacionadas a

defesa contra patégenos e resisténcia a doencas (YEH et al, 2000). Para
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identificacdo da classe em que se encontra a CHT-AFP presente em P.crispa,
analises posteriores necessitam ser realizadas.

Foram identificados também transcritos putativamente codificando a proteina
EBP1. A proteina de ligacdo EBP1 é amplamente conservada em plantas,
apresentando alta regulacdo quando em exposi¢des ao frio, conferindo assim,
tolerancia ao frio e congelamento, além de propiciar a aceleracdo da sintese de
ribossomos e fatores de transcricdo sobre condicdes de estresse por baixas
temperaturas (HORVATH et al., 2006; CAO et al., 2008).

Transcritos putativamente codificando Tioredoxina induzida por frio também
foram identificados. A tioredoxina possui papel importante Nnos processos
fotossintéticos ocorridos no cloroplasto e na sinalizacdo redox (SCHURMANN;
BUCHANAN, 2008). Entretanto, a exposicdo a baixas temperaturas desnatura
parcialmente essas enzimas, levando a uma redugdo na atividade dos
organismos (LEMAIRE, JACQUOT, MAKHATATADZE, 2000). Testes realizados
in vitro demonstraram que a tioredoxina induzida por frio, um dos seis tipos
diferentes de tioredoxina encontrados em plantas, possui capacidade de
regulacao inibitéria da acdo das proteinas quinase quando em condi¢cdes de
estresse, como baixas temperaturas (XIE et al., 2009).

Sendo assim, conclui-se que presenca desses transcritos pode sugerir a
existéncia de mecanismos similares para respostas a baixas temperaturas,

auxiliando na manutencao e desenvolvimento de P. crispa ao ambiente antartico.
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5. Capitulo 2 — Manuscrito

O artigo intitulado “Transcriptome dataset of Antarctic algae Prasiola crispa”
esta disposto na forma na qual sera submetido para o periddico Frontier in Plant
Science — Data Report (ISSN: 1664-462X).
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1 Introduction

Prasiola crispa (Lightfoot) Kitzing 1843 is a green macroalgae belonging to
Trebouxiophyceae class, it is a cosmopolitan terrestrial thalloid that grows on moist
soils, upper shoralines and near to bird colonies where is a great abundance of
nutrients (Graham et al, 2009; John et al, 2002; Kovaik and Pereira, 2001). In the
Antarctic territory are between the most important primary producer (Kovaik and
Pereira, 2001; Wiencke and Clayton, 2002; Convey, 2007), where Prasiola crispa
needs to tolerate extreme environments in the course of the seasons, such as
repeated freeze and thaw cycles, physiological drought, limitation of nutrients, salinity
stress and high levels of UV radiation (Jackson and Seppelt 1995, 1997, Lud et al.,
2001, Kosugi et al., 2010, Jacob et al., 1992). The genes associated with these
adaptive characteristics in Prasiola crispa remain unknown, therefore, to better
understand the genetic and metabolic adaptations that make this organism survive

on harsh environments, we sequenced its transcriptome. Transcriptomes represent
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all the expressed fractions of genomes and are an alternative to facility the process of
genetic analyses by removing complex genetic elements of large intergenic regions,
introns and repetitive DNA (Riesgo et al., 2012). Transcriptome approaches are
employed in a large number of assays involving non-model organisms or with lack
reference genomes (Ekblom and Galindo, 2011). Among these organisms are the
group of the algae. The data view about transcriptome assembly of algae consists in
organisms belonging to different phylum, such as Prymnesiophyte, Chlorophyta,
Haptophyta, Stramenopiles and Rhodophyta (Koid et al., 2014; Yazdi et al., 2011;
Talarski; Manning; La Claire, 2016; Im et al, 2015; Shuangxiu, 2014). The metrics of
P. crispa transcriptome, when compared with other organisms from the Chlorophyta
phylum, in terms of contigs is in an intermediate position, where
Haematococcus pluvialis, presents 62,635 contigs (Gwak et al., 2014), Dunaliella
tertiolecta presents 34,301 contigs (Rismani-Yazdi et al., 2011) and
Chlamydomonas acidophila with 29,706 contigs (Olsson et al., 2015). P. crispa when
compared with organisms from the Trebouxiophyceae class, how Chlorella
minutissima that presents 14,905 contigs (Yu et al., 2016) and Trebouxia gelatinosa
with 19,601 contigs (Carniel et al., 2016), has the largest number of contigs. Until our
knowledge, P. crispa represent the first transcriptome to algae from Prasiolaes order
published, being the molecular data related with P. crispa based only in sequences
from the mitochondrial and plastid genome (Carvalho et al., 2015). Therefore, the
purpose of this study was to identify the transcripts related with the successful
adaptation and development of the P. crispa in the Antartic territory, such as
elucidate the molecular information about organism from Prasiolales order. The

transcriptome assembly was deposited to a figshare.

Material and Methods

1.1 Algae Collection

Prasiola crispa was collected in areas near Arctowski Polish Station Region,
Admiralty Bay, King George lIsland (61°50° — 62°15’ S and 57°30° — 59°00’'W),

Antartic.
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1.2 Total RNA Extraction, Library Synthesis and RNA-seq

For obtainment Total RNA, RNAs from samples were extracted using RNAqueous
Micro Total RNA Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) device according
to the manufacturer’s instructions. The transcriptome was sequenced by Macrogen
Service using the Solexa-lllumina HiSeq 2500 next-generation sequencig plataform
device according to the manufacturer’s instructions. A paired end reads with a read

size of ~100 pb separated by insert size of 300 bp was employed.
1.3 Transcriptome De novo Assembly

Raw reads from data sets were filtered to remove the adapter sequences and low
quality reads with Trimmomatic v 0.36 using default parameters (Bolger et al., 2014).
After that we used a denovo multiple kmer assembly approach (assembling reads
using kmers of 25, 35, 45, 55, 65, 75, 85, 95) since it has been shown as the best
strategy to recover both high and low expression genes (Surget-Groba and Montoya-
Burgos, 2010). We used SOAPdenovo-Trans (Xie et al., 2014) as Bruijn graph
assembler. In order to assembly all the results from the different kmers evaluated we
used a overlap-layout-consensus software CAP3 with default parameters (Huang and
Madan., 1999). Due to the sequencing of a complex sample extracted from Antarctic
soil we expected some amount of bacterial and fungi contamination. In order to clean
our transcriptome, we performed a tblastx with default parameters (Camacho et al,
2009) search against all the NCBI nucleotide non-redundant database and recovered
all contigs in which the best blast hit occurred with algae and plant sequences. Then
we used Bowtie 2 (Langmead and Salzberg, 2012) with default parameters to

recover only the reads that mapped against those P. crispa contigs.

Table 1 shows the statistics of the transcriptome assembly. They can be used for
study such as biological process, molecular functions, cellular components, gene

discovery and comparative transcriptome analysis with other Algae species.
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TABLE 1

Table 1 — Characteristics of Prasiola crispa assembly

Attributes Value

Total raw reads 21,489,488

Total processed reads 2,616,714
Number of contigs 37,679

N50 1,389

Median contig size 731

longest contig 10,065

Shortest contig 100

Contigs > 500 nt 25,222 (67.12 %)

Contigs > 1K nt 13,204 (35.14 %)
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6. CONCLUSAO

Através de plataformas computacionais conseguimos montar e anotar o
transcriptoma da alga antartica P. crispa, assim como ocorrido com outras algas
pertencentes a diferentes filos, como o filo Chlorophyta e a classe
Trebouxiophyceae.

A anotacdo funcional destes transcritos, embora tenha apresentado poucos
resultados especificos, permitiu a obtencdo de informacdes preliminares
relacionadas com as estratégias utilizadas por P. crispa para a sobrevivéncia em
ambiente Antéartico. Pode-se também constatar baseando-se nos resultados
advindos de anotacdo, que tanto P. crispa quanto outras espécies de algas
presentes ao filo Chlorophyta, possivelmente compartiiham informacdes
genéticas, podendo ser estas derivadas de conteldo génico conservado e
podendo servir futuramente como estratégia para melhoria do procedimento de
anotacao.

Ademais, analises mais aprofundadas se fazem necessarias, levando a uma
melhor compreensdo do metabolismo e das estratégias moleculares presentes

em P. crispa para sobrevivéncia a ambientes extremos.
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7. PERSPECTIVAS

- Realizacdo da identificacdo de outros possiveis transcritos putativamente
relacionados com os mecanismos de sobrevivéncia de P. crispa ao ambiente
Antartico;

- Mineragdo de todos os transcritos relacionados com outras fungdes
metabdlicas putativamente presentes em P. crispa;

- Melhoramento da anotacdo do transcriptoma de P. crispa com base em
genomas de outros organismos pertencentes ao filo Chlorophyta ja

disponibilizados;
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