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RESUMO 

 

A Antártica, localizada no Polo Sul da Terra, possui padrões de distribuição e 

biodiversidade relacionados com fatores abióticos. A vegetação é limitada a espécies que 

possuem estratégias moleculares para sobrevivência, como a expressão diferencial de genes 

responsivos à baixas temperaturas. Dentre estas, está a alga Prasiola crispa, encontrada em 

áreas de degelo da Antártica. Informações moleculares sobre esta espécie ainda são escassas. 

Com o avanço das tecnologias de sequenciamento, a geração de novos dados possibilita análises 

filogenômicas e transcriptômicas. Os estudos filogenômicos consideram processos que atuam 

em genomas inteiros. Genomas de organelas são ótimas fontes de dados filogenéticos, incluindo 

sequências de proteínas e informações sobre o conteúdo genético e arquitetura. Já as análises 

transcriptômicas se valem do conjunto de todos os transcritos expressos. Neste trabalho, nós 

utilizamos os dados dos genomas do cloroplasto (cpDNA) e mitocondrial (mtDNA) para inferir 

as relações evolutivas de P. crispa e outras espécies de algas verdes, assim como uma análise 

de genômica estrutural. Também sequenciamos, montamos e anotamos o transcriptoma de P. 

crispa, visando identificar os produtos gênicos relacionados com a capacidade de sobrevivência 

no continente Antártico. Através da análise filogenômica baseada no cpDNA, pudemos 

observar a formação do clado Prasiola, composto por P. crispa, Prasiolopsis sp. e Stichococcis 

bacilaris. Os resultados da análise com mtDNA demostraram o agrupamento de P. crispa e 

outras espécies de algas da classe Trebouxiophyceae. A análise sintênica de P. crispa e espécies 

de plantas verdes relacionadas evolutivamente apresentou poucos blocos gênicos sintênicos. Na 

análise transcriptômica, identificamos 17.201 contigs. As informações geradas neste trabalho 

demonstram que os genomas acessórios são valiosas ferramentas para análises evolutivas e os 

dados do transcriptoma fornecem os primeiros insights sobre a dinâmica molecular de P. crispa 

no ambiente Antártico. Os genes e biomoléculas envolvidas no processo de sobrevivência de 

P. crispa são de grande interesse e potencial na área da Biotecnologia.  

 

Palavras-chave: Prasiola crispa, filogenômica, transcriptômica, genoma plastidial, genoma 

mitocondrial, sequenciamento de RNA. 
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ABSTRACT 
 

 
Antarctica, located at the Earth's South Pole, has broad distribution and biodiversity 

patterns related to abiotic factors. Plants are limited to species that evolved molecular strategies 

for survival, such as the differential expression of low temperature responsive genes. Among 

these is the algae Prasiola crispa, found in thawed areas of Antarctica. Molecular information 

about this species is still scarce. With the development of sequencing technologies, producing 

new data enabled more accurately phylogenomic and transcriptomic analysis. Phylogenetic 

studies consider processes that act on entire genomes. Organelle genomes are great sources of 

phylogenetic data, including protein sequences and information about genetic content and 

architecture. Transcriptomic analysis uses the set of all expressed transcripts. In this work, we 

used chloroplast (cpDNA) and mitochondrial (mtDNA) genome data to infer the evolutionary 

relationships of P. crispa and other green algae species, as well as a structural genomics 

analysis. We also sequenced, assembled and annotated the transcriptome of P. crispa, aiming 

to identify gene products related to the ability to survive in the Antarctic continent. Through 

cpDNA-based phylogenomic analysis, we were able to observe the formation of the Prasiola 

clade, composed of P. crispa, Prasiolopsis sp. and Stichococcis bacilaris. The results of the 

mtDNA analysis demonstrated the grouping of P. crispa and other species of algae of the class 

Trebouxiophyceae. Synthenic analysis of P. crispa and evolutionarily related green plant 

species showed few synthetic gene blocks. In the transcriptomic analysis, we identified 17,201 

contigs. The information generated in this work demonstrates that accessory genomes are 

valuable tools for evolutionary analysis and the transcriptome data provided the first insights 

into the molecular dynamics of P. crispa in the Antarctic environment. The genes and 

biomolecules involved in the survival process of P. crispa are of great interest and potencial in 

the field of Biotechnology.  

 

Keywords: Prasiola crispa, phylogenomics, transcriptomics, plastid genome, mitochondrial 

genome, RNA sequencing. 
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           1. INTRODUÇÃO E REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

           1.1.  A Antártica 

 

O Continente Antártico, localizado no eixo Polo Sul da Terra é isolado de outras massas 

de terra pelo Oceano Austral. A Terra do Fogo, uma província no extremo sul da Argentina, é 

a porção de terra mais próxima da Antártica, localizada a 800 km do extremo norte da Península 

Antártica (Benninghoff, 1987). 

A área total da Antártica é de aproximadamente 14.000.000 km2, sendo a maior parte 

coberta por gelo e neve permanentemente, com camadas em média de 1,6 km de espessura e 

apenas 0,4% do território está livre de gelo, disponíveis para a colonização por plantas e animais 

(Martínez-Rosales, et al., 2012; Convey, et al., 2008). Grande parte da terra livre de gelo é 

encontrada ao longo da Península Antártica, nas ilhas associadas e na região costeira ao redor 

do Continente Antártico (Figura 1). A temperatura média na Estação Comandante Ferraz é -2,8 

ºC, chegando à -50 ºC no platô Antártico (Antártica Ocidental) (Simões, 2011). 

Na proximidade da costa (Antártica Marítima) as temperaturas diminuem, as máximas 

diárias no verão estão geralmente entre 0 ºC e 6 ºC e as mínimas estão entre -2 ºC e -4 ºC. A 

temperatura média no verão é cerca de 2,8 ºC na Ilha Robert (Zúñiga, et al., 1996). No inverno, 

as temperaturas variam entre -10 ºC e -20 ºC, conforme foi relatado na Estação Casey por 

Jackson e Seppelt (1995). A temperatura mínima registrada no continente foi de -89 ºC, em 

julho de 1983, na Estação de Vostok (Phillpot, 1985).  

Do interior para a costa do continente, especialmente em direção à costa da península, 

a temperatura e a precipitação aumentam, resultando na presença de água líquida. A 

precipitação na Antártica Marítima cai principalmente como neve, embora a chuva seja 

frequente no verão (Xiong, et al., 2000).  

Os solos antárticos, especialmente nas áreas costeiras, são caracterizados por um alto 

teor de partículas minerais e carbono orgânico, baixa relação C/N e pH ácido, sendo 

enriquecidos em nutrientes devido à influência do spray marinho e guano das aves marinhas 

(Beyer, et al., 2000). As condições do permafrost e o alto teor de água do solo podem ser 

restrições importantes para o crescimento de plantas nas regiões antárticas. Após as mudanças 
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térmicas, a umidade do solo pode passar de um estado de saturação no verão para a aridez 

fisiológica no inverno (Kappen, 2000). 

Pouco ainda se sabe sobre o efeito dos nutrientes no desempenho da vegetação antártica 

(Kappen, 2000), enquanto o microclima, incluindo fatores como disponibilidade de umidade, 

baixa temperatura e velocidade do vento ao nível do solo, tem uma grande influência no 

crescimento das plantas (Beyer, et al., 2000). A cobertura de neve da Antártica é um importante 

fator microclimático na proteção das plantas do vento, gelo soprado pelo vento, partículas de 

areia e temperatura extrema (Alberdi, et al., 2002). 

 

 Figura 1. Localização e limites da região Antártica.  

 

 
         Fonte: Simões, 2011.  
 

Outros fatores microclimáticos importantes para o desenvolvimento neste habitat são a 

duração do dia e a irradiância solar. Devido à alta latitude do continente, ocorrem diferenças 

consideráveis entre os níveis de radiação solar e na duração do dia entre o verão e o inverno. 

Durante a estação de crescimento (dezembro a fevereiro), a duração do dia é cerca de 20 horas 
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na Península Antártica. A conjunção da alta irradiação e baixa temperatura pode danificar o 

aparelho fotossintético, causando uma redução na fotossíntese, fenômeno conhecido como 

fotoinibição (Demmig-Adams; Adams, 1992). 

Os padrões de distribuição e biodiversidade da vegetação estão diretamente 

relacionados com a temperatura, cobertura de gelo, disponibilidade de luz, oxigênio e água. A 

biodiversidade vegetal da Antártica é composta por algas, musgos, líquens, plantas hepáticas e 

duas espécies de plantas com flores (Singh, et al., 2010). 

Algas verdes são organismos bem adaptados ao ambiente Antártico, sendo um 

importante produtor primário, dominante nas condições ambientais extremas (Arrigo, et al., 

1997).  

 

            1.2.  As algas verdes 

 

As algas verdes são um grupo diverso e ecologicamente importante de eucariotos que 

incluem formas unicelulares e uma grande variedade de formas multicelulares. Juntamente com 

as algas vermelhas, glaucófitas e as plantas terrestres, as algas verdes são archaeplastida, ou 

seja, originaram-se através de um processo endossimbiótico, onde uma célula hospedeira 

eucariótica heterotrófica capturou uma cianobactéria, que se integrou de forma estável, sendo, 

finalmente, transformado em um plastídio. Acredita-se que esse evento, endossimbiose 

primária, tenha acontecido entre 1 a 1,5 bilhões de anos atrás, marcando a origem dos primeiros 

eucariotos fotossintéticos (Zhang, et al., 2019). 

As algas verdes são um grupo parafilético em relação às plantas terrestres, e que juntas 

formam o clado Viridiplantae (Umen, Herron, 2021). 

Viridiplantae, ou plantas verdes, é um clado com aproximadamente 500 mil espécies 

que exibem uma diversidade espantosa de formas de vida (Ruhfel, et al., 2014). Esta linhagem 

fracionou-se em duas divisões principais: Streptophyta, contendo as algas verdes do filo 

Charophyta, plantas terrestres (embriófitas) e Chlorophyta, que contém a maioria das algas 

verdes descritas (Lewis, McCourt, 2004). 

As carófitas possuem poucos taxa mas que são bem diversificados, exibindo uma ampla 

gama de formas como organismos unicelulares, filamentosos ou "parenquimatosos" (Lewis, 

McCourt, 2004), sendo importantes modelos para estudos de estruturas como a parede celular 
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e outros mecanismos adaptativos que foram importantes para colonização do ambiente terrestre 

(Sørensen, et al., 2012).  

O filo Chlorophyta possui a maior quantidade de espécies de algas verdes descritas, com 

grande diversidade morfológica e ecológica (Lewis, McCourt, 2004). As espécies constituintes 

deste táxon foram classificadas com base na ultraestrutura do aparelho flagelar e citocinese 

durante a mitose (Mattox, Stewart, 1984). Ficologistas reconhecem quatro classes de algas 

verdes pertencentes ao filo: Chlorophyceae, Trebouxiophyceae, Ulvophyceae e 

Prasinophyceae, este último o único grupo parafilético (Turmel, et al., 1999). 

A classe Trebouxiophyceae abrange as algas das águas marinhas e doces (Servín-

Garcideueñas, Martínez-Romero, 2012). Dentre as diversas ordens que compõe esta classe, 

Prasiolales compreende um dos mais generalizados e versáteis grupos de algas verdes. Esta 

ordem inclui espécies distribuídas em ambientes marinhos, de água doce, habitats terrestres de 

regiões polares e frio temperado (Rodríguez, et al., 2007). A morfologia destas algas varia desde 

filamentos unisseriados para talos em forma de fita, lâminas expandidas ou de pacotes como 

colônias, que são caracterizadas por uma grande plasticidade fenotípica relacionada a fatores 

ambientais (Rindi, et al., 2007). 

Espécies da família Prasiolaceae são caracterizadas por um talo frondoso de folhas com 

forma variável, com ou sem uma nítida holdfast, células dispostas em linhas verticais ou 

horizontais e um cloroplasto axial estrelado contendo um pirenóide central (John, 2002).  

O gênero Prasiola está entre as algas presentes nas áreas de degelo do continente 

Antártico, onde a espécie mais relatada é Prasiola crispa (Lightfoot) Kützing (Figura 2), 

(Wiencke, Clayton, 2002; Convey, 2007; Kováčik, Pereira, 2001). Possui como característica 

células individuais com cloroplasto axial estrelado e apenas um pirenoide. Sua reprodução pode 

ser de modo sexuado (oogamia) ou assexuado (esporos ou fragmentação) e sua distribuição 

biogeográfica é cosmopolita, presentes do Ártico ao continente Antártico (Kováčik, Pereira, 

2001; Moniz, et al., 2012). 

No continente Antártico P. crispa é um dos organismos mais encontrados e importante 

produtor primário (Convey, 2006). Esta alga está presente nas regiões supralitorais, formando 

grandes tapetes verdes, sendo encontrada principalmente em locais próximos a colônias de aves, 

substrato rico em guano, onde há altas concentrações de nitrogênio e ácido úrico (Kováčik, 

Pereira, 2001; Graham, et al., 2009). 
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Por tolerar repetidos ciclos de descongelamento e congelamento durante a primavera e 

outono, temperaturas negativas durante o inverno e altos níveis de radiação ultravioleta durante 

o verão (Lud, et al., 2001; Kosugi, et al., 2010), supõe-se que P. crispa apresente expressão 

diferencial de genes responsivos ao frio. Dentre estes, e principalmente por se tratar de um 

organismo antártico, acredita-se que P. crispa possua em seu genoma genes codificadores de 

proteínas de ligação ao gelo (ice binding proteins - IBPs). 

IBPs são polipeptídios expressos em uma ampla gama de organismos, que permitem a 

sobrevivência das células quando expostas à baixas temperaturas (Ustun, et al., 2015; 

Venketesh, et al.; 2008). A propriedade essencial de uma IBP é a capacidade de adsorção de 

um ou mais planos do gelo, que tem como consequência natural a alteração do formato dos 

cristais de gelo, ocasionando uma ligação irreversível (Randy, et al., 2017). A ausência destas 

proteínas e de outros agentes crioprotetores, em organismos expostos à baixas temperaturas, 

provocam o congelamento da água e dos fluidos intracelulares, causando desidratação, choque 

osmótico e rompimento da membrana celular pela formação de cristais de gelo (Kuiper, et al., 

2015). 

 

Figura 2. Prasiola crispa no continente Antártico. 

 

 
Fonte: Graciele Alves de Menezes, 2015. 
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A expressão destes genes durante a exposição à baixas temperaturas ainda permanece 

pouco estudada, bem como se estes genes também estão envolvidos na proteção da mesma à 

alta radiação UV do continente Antártico. 

Sendo assim, pela sua capacidade de colonizar um ambiente tão extremo, P. crispa deve 

possuir mecanismos adaptativos naturalmente selecionados durante sua evolução. Os genes e 

biomoléculas envolvidos nestes importantes mecanismos são de grande interesse e potencial na 

área da Biotecnologia. 

 

            1.3. Filogenômica 

 

Durante as últimas décadas, a análise filogenética tornou-se uma ferramenta importante 

em toda a biologia para comparar informações sobre genes, indivíduos, populações e espécies 

(Hills, 1997). 

As análises filogenéticas fornecem informações sobre as relações sistemáticas entre as 

espécies, onde, tradicionalmente, caracteres morfológicos ou ultra estruturais são utilizados 

para a reconstrução filogenética (Behura, 2015). Contudo, o número de marcadores 

morfológicos confiáveis para análises filogenéticas pode ser limitado (Blair, Murphy, 2011). 

Com a introdução do sequenciamento do DNA no início da década de 1970, a utilização 

de dados moleculares nas reconstruções de filogenias ganhou notoriedade. O gene do RNA 

ribossômico 18S (rRNA 18S), foi utilizado como referência para muitas construções de árvores 

filogenéticas devido à sua sequência ser conservada entre as espécies eucarióticas. 

Subsequentemente, estudos foram conduzidos para combinar múltiplos genes para inferir 

relações filogenéticas (Legg, et al., 2013).  

Com o advento dos métodos de sequenciamento de alta performance, a filogenética 

tomou um novo rumo nos últimos anos. A filogenômica, a integração da filogenética com os 

dados do genoma, surgiu como uma poderosa abordagem para estudar a sistemática e a 

evolução das espécies (Behura, 2015). 

O termo filogenômica é usado principalmente para se referir a uma extensão da 

filogenética que considera não apenas a evolução de sequências específicas de nucleotídeos ou 

aminoácidos, mas também de processos mais amplos que atuam em genomas inteiros (Duchêne, 

2021). O uso de genomas de organelas em estudos filogenômicos tem aumentado 
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consideravelmente, visto que fornecem inúmeros dados filogenéticos, incluindo as sequências 

de proteínas e nucleotídeos, bem como informações sobre o conteúdo genético e arquitetura 

(Letsch, Lewis, 2012).   

A caracterização da diversidade biológica e função das algas que colonizam ambientes 

polares ainda são alvo de pesquisas. Em particular, ainda há muita incerteza quanto à 

identificação e taxonomia das espécies de algas encontradas na Antártica (Hoham, 2020).  

Para P. crispa, os dados moleculares disponíveis consistem principalmente de 

sequências dos genes rbcL  (Rindi, et al., 2007; Moniz, et al., 2012), rRNA 18S (Rindi, et al., 

2004; Friedl; O’Kelly, 2002), tufA (Moniz, et al., 2014), psaB (Moniz, et al., 2012; Novis, et 

al., 2013), rpoB (Novis, et al., 2013) e atpB (Moniz, et al., 2012). Ademais, o genoma do 

cloroplasto e da mitocôndria de P. crispa foram sequenciados pelo nosso grupo (Carvalho, et 

al., 2015). 

O genoma plastidial de P. crispa consiste em uma única molécula com um comprimento 

total de 196.502 pb e conteúdo G+C de 29,32%. Compreende 63 genes codificadores de 

proteínas, 26 tRNAs e 2 rRNAs. Entre esses, 19 genes codificadores de proteínas relacionadas 

à fotossíntese, como as proteínas putativas do fotossistema I e II (Carvalho, et al., 2015) (Tabela 

1). 

O genoma mitocondrial de P. crispa, foi o primeiro genoma mitocondrial sequenciado 

da ordem Prasiolales. Possui um total de 89.819 pb e conteúdo G+C de 29,29%. Apresenta 56 

genes, compreendendo 32 genes codificantes de proteínas, 21 tRNAs e 3 rRNAs, onde foram 

anotados ao menos 17 genes codificadores de proteínas relacionadas ao metabolismo oxidativo 

mitocondrial, como as proteínas putativas do complexo I, III e IV da cadeia respiratória 

mitocondrial (Carvalho, et al., 2015) (Tabela 2).  

A compreensão da diversidade e biogeografia de algas verdes vem se tornando um 

importante desafio. Embora alguns aspectos da biologia de P. crispa tenham sido 

completamente investigados, a escassez de dados moleculares impede uma avaliação precisa 

da sua taxonomia e posição filogenética (Moniz, et al., 2012). As informações geradas nos 

últimos anos têm reformulado consideravelmente a visão sobre estes organismos, revelando 

uma diversidade genética maior do que sugere sua morfologia simples (Leliaert, et al., 2012). 
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Tabela 1. Genes identificados no genoma plastidial de Prasiola crispa. 
 
Categoria gênica Genes 

Fotossistema I  psaB, psaC, ycf3 

Fotossistema II  psbC, psbD, psbE, psbH, psbL, psbN, psbT, psbB, 

psbA, psbM 

Complexo citocromo b6f  petA, petB, petD  

ATP sintase atpA, atpB, atpH, atpI 

Ciclo de Calvin rbcL 

Proteínas ribossomais - Subunidade 

maior 

rpl14, rpl16, rpl36 

Proteínas ribossomais - Subunidade 

menor  

rps12, rps19 

RNA polimerases  rpoB, rpoC1, rpoC2 

Outras accD, clpP, ccsA 

rRNAs  rrn16S, rrn23S 

tRNAs  trnC-GCA, trnfM-CAT, trnG-TCC, trnH-GTG, 

trnI-CAT, trnI-GAT, trnL-CAA, trnM-CAT, trnN-

GTT, trnP-TGG, trnQ-TTG, trnR-ACG, trnS-GCT, 

trnT-TGT, trnV-CAC, trnW-CCA, trnV-TAC, trnA-

TGC, trnD-GTC, trnF-GAA, trnK-TTT, trnL-TAA, 

trnG-GCC, trnS-TGA, trnL-TAG, trnY-GTA, trnR-

TCT 
Fonte: do autor 
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Tabela 2. Genes identificados no genoma mitocondrial de Prasiola crispa. 
 

Categoria gênica Genes 

NADH: ubiquinona oxiredutase 

(complexo I) 

nad1, nad2, nad3, nad4, nad4L, nad5, nad6, 
nad7 

Complexo citrocromo bc1 (complexo 
III) 

cob_a, cob_b 

 Citocromo c oxidase (complexo IV) cox1_0_a, cox1_0_b, cox1_1_a, cox1_1_b 

ATP sintase atp1, apt6, atp8, atp9 

rRNAs rrnL, rrnSa, rrnSb 

tRNAs 

 
 
 
 

 

trnR-ACG, trnN-GTT, trnQ-TTG, trnF-GAA, 

trnE-TTC, trnG-TCC, trnH-GTG, trnL-TAA, 

trnK-TTT, trnM-CAT, trnF-AAA, trnP-TGG, 

trnS-GCT, trnT-TGT, trnV-TAC, trnA-TGC, 

trnC-GCA, trnL-TAG, trnM-CAT, trnS-TGA, 

trnW-CCA 
  Fonte: do autor 

 

 

1.3.1. Análise de genomas plastidiais como ferramenta filogenética 

 

Plastídios são uma das principais características distintivas da célula vegetal (Wicke, et 

al., 2007). Estas organelas fotossintetizantes fornecem a energia essencial para algas, plantas 

terrestres e alguns protozoários. Além da fotossíntese, outras vias metabólicas estão presentes 

nos plastídios, incluindo a biossíntese de ácidos graxos, aminoácidos, pigmentos e vitaminas 

(Wang, et al., 2013). A origem dos plastídios está relacionada com um evento de 

endossimbiose, pelo qual um organismo protozoário unicelular, através do processo de 

fagocitose, englobou e manteve uma cianobactéria fotossintetizante (Reyes-Prieto, et al., 2007), 

permitindo assim a transição de heterotrofia para autotrofia, adquirindo a capacidade de utilizar 

fotoenergia (Wicke, et al., 2007). Em nível genômico, esta integração envolveu a perda de genes 

e a transferência de muitos destes genes para o genoma nuclear do hospedeiro, fenômeno 

semelhante ao mtDNA (deKonin, Keeling, 2006). 

Comumente o cloroplasto desenvolve-se a partir de proplastídios subdesenvolvidos 

(progenitor de todos os plastídios), que contém apenas vesículas, não existindo estruturas 
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diferenciadas. Durante a diferenciação, tilacóides são formados e organizam-se uns sobre os 

outros, formando estruturas denominadas grana. Os tilacóides são membranas internas lipídicas 

entrelaçadas com complexos de proteínas, que fornecem a plataforma para as reações de 

fotossíntese (Pribil, Labs, Leister, 2014). O espaço interno do cloroplasto é preenchido por um 

fluido viscoso denominado estroma onde estão presentes o material genético (DNA), enzimas 

e ribossomos. Possuem membrana dupla, fruto da origem dos plastídios (Mota, 2012). Assim 

como as mitocôndrias, os plastídios são, em geral, de origem materna (Harrison, Kidner, 2011). 

Os plastídios possuem um genoma próprio, circular e independente do DNA nuclear. O 

cromossomo plastidial é dividido em quatro segmentos principais, sendo duas regiões 

invertidas e repetidas (IR) que separam a região grande de cópia única (LSC), onde estão 

presentes a maioria dos genes plastidiais, e a região curta de cópia única (SSC) (Figura 3) 

(Kolodner, Tewari, 1979). 

A organização e a expressão do genoma de plastídios estão sendo exaustivamente 

estudados. A estrutura e a sequência do genoma do cloroplasto são notavelmente conservadas 

em Streptophyta, divisão que compreende as algas verdes da classe Charophyceae e as plantas 

terrestres (Turmel, Otis, Lemieux, 2006). No entanto, estudos com genomas de cloroplastos de 

Chlorophyta, revelaram que este padrão não se aplica para este grupo de algas (Turmel, Otis, 

Lemieux, 2009; deCambiaire, et al., 2007). Por exemplo, as algas verdes Prasinophytes 

Nephroselmis olivacea, Pyramimonas parkeae, Prasinoderma coloniale e Prasinococcus sp., 

abrigam em seu genoma plastidial genes conservados (ndhJ, rbcR, rpl21, rps15, rps16, ycf66, 

rpl22 e ycf65) que nunca antes foram descritos para outras Chlorophyta. O genoma do 

cloroplasto de N. olivacea e P. parkeae exibe ainda um gene que codifica uma DNA primase, 

que se supõe ter sido adquirida de um vírus (Lemieux, Otis, Turmel, 2014b).   

A Trebouxiophyceae Leptosira terrestris, apresenta genoma plastidial circular de 

195.081 pb e não possui uma região IR, fato este que se encontra também no genoma do 

cloroplasto de Chlorella vulgaris (150.613 pb) (Wakasugi, et al., 1997), Chlorella sorokiniana 

(109.811 pb) (Orsini, et al., 2014) e Helicosporidium sp. (37.454 pb) (deKoning, Keeling, 

2006). Por mais que estas espécies apresentem conteúdo gênico semelhante, elas diferem 

significativamente em densidade gênica, ordem dos genes e quantidade de íntrons. 
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Figura 3 - Estrutura quadripartida do cromossomo plastidial. LSC, região grande de cópia única; 

IRa e IRb, regiões invertidas repetidas; SSC, região curta de cópia única.  

 
Fonte: Motta, 2012. 

 

As características semelhantes apresentadas por L. terrestris e seus homólogos em 

Chlorophyceae sugerem que a mesma força evolutiva gerou a ausência da região IR nessas duas 

linhagens de algas (deCambiaire, et al., 2007). 

Existem evidências que as plantas terrestres evoluíram de algas verdes e que durante 

esta evolução, vários rearranjos ocorreram no genoma dos cloroplastos (Graham, 1996). 

Portanto, para compreender o processo de evolução do genoma do cloroplasto, informações 

sobre sequências repetidas, regiões intergênicas e pseudogenes são extremamente úteis 

(Wakasugi, et al., 1997).  

O tamanho e a sintenia dos genomas dos plastídios variam muito entre os grupos de 

algas (Kim et al., 2014). O genoma do cloroplasto da alga verde Floydiella terrestris 

(Chlorophyceae) com 521.168 pb é o maior genoma de plastídio já sequenciado, apresentando 

97 genes conservados, 26 íntrons e teor A+T de 65,5% (Brouard, et al., 2010) (Figura 4A).  

N. olivacea exibe um genoma plastidial de 200.799 pb e apresenta o maior repertório 

gênico relatado até o momento para uma Chlorophyta, 128 genes conservados, enquanto que a 

maioria dos genomas dos cloroplastos de Chlorophyta apresentam um conjunto reduzido de 86 

a 88 genes (Lemieux, Otis, Turmel, 2014a).  

A disponibilidade de dados sobre genomas de organelas em Trebouxiophyceae é ainda 

limitada (Jeong et al., 2014). Contudo, informações retiradas do Organelle Genome Resources 

do NCBI no ano de 2017 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/GenomesHome) mostram 37 
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genomas plastidiais de algas verdes Trebouxiophyceae disponíveis (Tabela 3). Adicionalmente, 

há pelo menos outros três genomas não inclusos na plataforma do NCBI, os de Chlorella sp. 

ArM0029B, (Jeong, et al., 2014), Prasiolopsis sp. (Lemieux, Otis, Turmel, 2014b), Prototheca 

wickerhamii (Yan, et al., 2015), (Tabela 4), totalizando-se 40 genomas plastidiais completos 

sequenciados desta classe de algas verdes. 

O conteúdo gênico e número de íntrons de espécies desta classe é bastante diversificado 

(deCambiaire, et al., 2007). Além disto, estes genomas exibem uma variabilidade de tamanhos 

de 306.152 pb de Prasiolopsis sp. (Lemieux, Otis, Turmel, 2014b) a 37.454 pb da alga verde 

parasita não fotossintética Helicosporidium sp., que codifica 26 proteínas, 3 rRNAs e 25 tRNA 

(Figura 4B), carecendo de todos os genes envolvidos com a fotossíntese. Esta última possui 

apenas um íntron no grupo I do gene tRNALeu (UAA) e espaços intergênicos minúsculos. 

Ainda assim, a densidade gênica é alta, com apenas 5,1% de DNA não codificante. 

Helicosporidium sp. possui o menor genoma plastidial sequenciado de qualquer Viridiplantae 

conhecido (deKoning, Keeling, 2006). 

 

Tabela 3 – Exemplares da classe Trebouxiophyceae com genoma plastidial completo 

sequenciado. 

Espécie Acesso NCBI Tamanho do genoma (pb) 

Auxenochlorella protothecoides  NC_023775 84.576 

Botryococcus braunii  NC_025545 172.826 

Chlorosarcina brevispinosa KM462875 295.314 

Chlorella sorokiniana  NC_023835 109.811 

'Chlorella' mirabilis  NC_025528 167.972 

Chlorella variabilis  NC_015359 124.579 

Chlorella vulgaris  NC_001865 150.613 

Choricystis parasitica  NC_025539 94.206 

Coccomyxa subellipsoidea C-169 NC_015084 175.731 

Dicloster acuatus  NC_025546 169.201 

Dictyochloropsis reticulata  NC_025524 289.394 

Elliptochloris bilobata  NC_025548 134.677 

Fusochloris perforata  NC_025543 148.459 

Geminella minor KM462883 129.187 
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Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/GenomesGroup.cgi?opt=plastid&taxid=3041 modificado pelo 
autor. 
 

 

 

 

 

 

 
Geminella terricola KM462881 187.843 

Gloeotilopsis sterilis KM462877 132.626 

Helicosporidium sp.  NC_008100 37.454 

Koliella corcontica KM462874 117.543 

Koliella longiseta  NC_025531 197.094 

Leptospira terrestres  NC_009681 195.081 

Lobosphaera incisa  NC_025533 156.031 

Marvania geminata  NC_025549 108.470 

Microthamnion kuetzingianum  NC_025537 158.609 

Myrmecia israelensis  NC_025525 146.596 

Neocystis brevis  NC_025535 211.747 

Oocystis solitaria FJ968739                       96.287 

Pabia signiensis  NC_025529 236.463 

Parachlorella kessleri  NC_012978 123.994 

Paradoxia multiseta  NC_025540 183.394 

Parietochloris pseudoalveolaris KM462869 145.947 

Planctonema lauterbornii  NC_025541 114.128 

Pseudochloris wilhelmii  NC_025547 109.775 

Stichococcus bacillaris  NC_025527 116.952 

Trebouxia aggregata EU123962 / EU124002 8.354 / 765 

Trebouxiophyceae sp. NC_018569 149.707 

Watanabea reniformis  NC_025526 201.425 

Xylochloris irregularis  NC_025534 181.542 
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Tabela 4 – Espécies da classe Trebouxiophyceae com genoma plastidial sequenciado não 

depositado na plataforma Organelle Genome Resources (NCBI). 

 

Fonte: do autor 

 

 

Figura 4 - Mapas representativos dos genomas plastidiais das algas verdes Floydiella terrestris 

(Chlorophyceae) e Helicosporidium sp. (Trebouxiophyceae). (A) F. terrestres apresenta o 

maior genoma cloroplastidial já sequenciado até o momento, com 521.168 pb (B) 

contrariamente ao que é observado em Helicosporidium sp., que com 37.454 pb possui o menor 

genoma de plastídios já sequenciado do Viridiplantae. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
                

 

 

 

 

 

Espécie Acesso NCBI Tamanho do genoma (pb) 

Chlorella sp. ArM0029B  KF554427.1 119.989 

Prasiolopsis sp.  KM462862.1 306.152 

Prototheca wickerhamii  KJ001761.1 55.636 
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Fonte: Brouard, et al., 2010; deKoning, Keeling, 2006. 

 

 

A ampla quantidade de informações contida no genoma dos plastídios tem demonstrado 

que o material genético desta organela pode ser empregado como uma ferramenta adequada e 

de valor inestimável para a filogenia molecular (Wang, et al., 2013).  

Análises filogenéticas inferidas a partir do gene nuclear 18S rRNA muitas vezes são 

incapazes de desvendar as inter-relações das linhagens de algas verdes. Contudo, filogenias 

com base na análise de genomas plastidiais são bem sucedidas na resolução de questões 

distintas referentes às relações de algas (Brouard, et al., 2010). Além de oferecer um grande 

conjunto de genes para análises filogenômicas, os genomas de cloroplastos revelam as 

características estruturais do genoma para validação das filogenias (Turmel, et al., 2008). 

B
√ 



 
 
 
 

32 

Em um estudo, Lemieux, Otis e Turmel (2014b) valeram-se das sequências de 

aminoácidos de 79 genes codificantes de proteínas de 63 espécies de algas verdes para análises 

filogenômicas entre as principais linhagens de Trebouxiophyceae. 

 O sequenciamento completo de genomas plastidiais com tamanho relativamente 

pequeno (aproximadamente 150 kb) foram tecnicamente possíveis desde meados da década de 

1980. Com uso das tecnologias de sequenciamento de alta performance o custo e a dificuldade 

para o sequenciamento de genomas plastidiais foram drasticamente reduzidos o que 

consequentemente aumentou o número de genomas plastidiais disponíveis (Ruhfel, et al., 

2014).  

Os dados da sequência do genoma dos plastídios transformaram a sistemática vegetal e 

contribuíram para visão atual das relações entre plantas (Ruhfel, et al., 2014), oferecendo uma 

riqueza de dados filogeneticamente informativos que são relativamente fáceis de obter e utilizar 

(Wicke, et al., 2007), se tornando uma abordagem valiosa para inferir relações entre os 

eucariontes fotossintetizantes (Lemieux, Otis, Turmel, 2014b). 

 

1.3.2. Análise de genomas mitocondriais como ferramenta filogenética 

 

Mitocôndrias são onipresentes em células eucarióticas e executam um gama de funções 

celulares essenciais (Douce, 1985). Consideradas a “casa de força” das células, fornecem a 

energia necessária para as atividades celulares (Hammani, Giege, 2014), mas também estão 

envolvidas nos processos de sinalização celular, regulação da proliferação celular, 

diferenciação e sobrevivência (Merrill, Strack, 2014). Nas plantas, além de prover a energia 

celular e a respiração, estas organelas estão envolvidas em outras vias metabólicas incluindo a 

assimilação do nitrogênio, fotorrespiração, metabolismo do dióxido de carbono, fotossíntese 

em plantas C4, metabolismo ácido das crassuláceas, armazenamento de carbono e nitrogênio 

durante a germinação das sementes (Douce, 1985) e também desempenham um papel na 

biossíntese de aminoácidos e ácidos graxos (Picault, et al., 2004). 

As mitocôndrias originaram-se a partir de um procarioto de vida livre consumidor de 

oxigênio e que se acredita ter sido capturado, como endossimbionte, por outra célula hospedeira 

procariótica.Durante a simbiose na célula hospedeira, o genoma mitocondrial de plantas sofreu 

uma perda massiva de conteúdo gênico, onde parte foi transferido para o núcleo da célula 

hospedeira, codificando apenas um conjunto parcial dos componentes das membranas de 
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transdução de energia e componentes da maquinaria de expressão gênica (Hammani, Giege, 

2014). Um bom exemplo desta perda é o genoma mitocondrial da Streptophyta Marchantia 

polymorpha, o qual carece de alguns tRNAs, proteínas ribossomais e subunidades do complexo 

succinato-ubiquinona redutase (complexo respiratório II), o que condiz com a hipótese de 

transferência dos genes mitocondriais para o núcleo ao longo da evolução (Schuster, Brennicke, 

1994). 

Dois padrões distintos de evolução do mtDNA foram atribuídas as espécies do filo 

Chlorophyta (Pombert et al., 2006). Os genomas com um padrão ancestral de evolução 

mantiveram vestígios claros da sua ancestralidade eubacteriana (Gray, Burger, Lang, 1999) 

com a estrutura do genoma compacta, repertório gênico substancial e sequências gênicas 

conservadas. Em contraste, o padrão derivado tem sido atribuído aos mtDNA de Chlorophyta 

que se afastam radicalmente do padrão ancestral, com pouca ou nenhuma evidência dos traços 

primitivos, apresentando uma perda extensa de genes, gerando um genoma diminuto em 

tamanho e conteúdo gênico, divergência acentuada no DNA ribossomal e estrutura do rRNA 

(manifestada no truncamento da sequência e fragmentação dos genes do rRNA) e acelerada 

taxa de divergência da sequência, tanto para codificação de proteínas quanto para genes do 

rRNA (Gray, Burger, Lang, 1999; Pombert, et al., 2006). 

O mtDNA da alga verde Prasinophyceae Nephroselmis olivacea (Turmel, et al., 1999) 

e da Trebouxiophyceae Prototheca wickerhamii (Wolff, et al., 1994) apresentam o padrão 

ancestral de evolução, enquanto que o mtDNA da Chlorophyceae Chlamydomonas reinhardtii 

(Michaelis, Vahrenholz, Pratje, 1990) e da Pedinophyceae Pedinomonas minor (Turmel, et al., 

1999) foram classificados como sendo do padrão derivado (Pombert, et al., 2006). Assim, os 

dados disponíveis apontam para a existência de padrões distintos da evolução do genoma 

mitocondrial, não só entre Streptophyta e Chlorophyta, mas também dentro do filo Chlorophyta 

(Turmel, et al., 1999). 

As mitocôndrias de Streptophyta e Chlorophyta adquiriram características únicas que as 

diferem do seu ancestral procariótico assim como das mitocôndrias de outros reinos (Hammani, 

Giege, 2014). Em Chlorophyta o mtDNA sofreu mudanças radicais na estrutura, conteúdo 

gênico, organização dos genes, quantidade de íntrons e são altamente variáveis em tamanho 

(Lewis, McCourt, 2004; Pombert et al., 2004). 

De acordo com dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI), no 

ano de 2017, quarenta genomas de mitocôndrias de Chlorophyta foram sequenciados, sendo 
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sete exemplares da classe Trebouxiophyceae (Organelle Genome Resources) (Tabela 5). Além 

destes, o genoma mitocondrial de Chlorella sp. ArM0029B também se encontra sequenciado, 

apresentando 65.049 pb de tamanho e depositado na plataforma GenBank do NCBI sobre o 

número de acesso KF554428.1 (Jeong, et al., 2014). 

 

Tabela 5 – Exemplares da classe Trebouxiophyceae com genoma mitocondrial sequenciado. 

 

Espécie Acesso NCBI Tamanho do genoma (pb) 

Auxenochlorella protothecoides  NC_026009 57.274 

Chlorella sorokiniana isolate 1230  NC_024626 52.528 

Chlorella variabilis isolate NC64A  NC_025413 78.500 

Coccomyxa subellipsoidea C-169  NC_015316 65.497 

Helicosporidium sp. ex Simulium jonesi  NC_017841 49.343 

Prototheca wickerhamii  NC_001613 55.328 

Trebouxiophyceae sp. MX-AZ01  NC_018568 74.423 
Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/GenomesGroup.cgi?opt=organelle&taxid=3041 modificado pelo 
autor. 
 

Estes genomas variam de 78.500 pb de Chorella variabilis (NC_025413) a 49.343 pb 

de Helicosporidium sp. (deKoning, Keeling, 2006). O mtDNA de Chlorella sp. ArM0029B 

(Figura 5) apresenta o maior repertório gênico descrito até o momento para uma 

Trebouxiophyceae, com 62 genes conservados estando 18 deles envolvidos no metabolismo 

oxidativo e apenas 1 íntron dentro do gene cox1, o menor número de íntrons descrito até o 

momento para a classe (Jeong, et al., 2014). Contudo, a diferença de tamanho dos genomas não 

reflete uma capacidade de codificação maior (Turmel, et al., 1999). Chlorella sorokiniana 

possui um genoma mitocondrial de 52.528 pb com 58 genes e apresenta uma densidade 

codificante de 97,4% (Orsini, et al., 2014) enquanto o mtDNA de Chlorella sp. ArM0029B 

exibe uma capacidade de codificação de 50,2% (Jeong, et al., 2014). 

Genomas mitocondriais contém um conjunto limitado de genes que codificam proteínas 

e RNAs (Gray, Burger, Lang, 1999). As mitocôndrias que possuem os componentes clássicos 

da fosforilação oxidativa, ou seja, os complexos respiratórios I (NADH-ubiquinona redutase), 

II (succinato-ubiquinona redutase), III (ubiquinol-citocromo c redutase) e IV (citocromo c 

oxidase) e ATP sintase F1-F0 (complexo V) que normalmente contém os genes atp6, atp8, cob, 
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cox1, cox2, cox3, nad1, nad2, nad3, nad4, nad4L, nad5 e nad6 no mtDNA. No entanto, o 

mtDNA de vários exemplares da linhagem Chlorophyceae e afins normalmente não exibem os 

genes atp6, atp8, cox2, cox3, nad3 e nad4L (Fan, Lee, 2002; Denovan-Wright, et al., 1998; 

Vahrenholz, 1993). O sistema de tradução das organelas, pelo qual os mRNA mitocondriais são 

codificados, também é composto em parte por componentes especificados pelo mtDNA. Em 

plantas, protistas e na maioria dos fungos, algumas proteínas ribossômicas são codificadas no 

mtDNA (Gray, Burger, Lang, 1999). 

 

Figura 5 - Mapa representativo do genoma mitocondrial de Chlorella sp. ArM0029B. 

 

 
         Fonte: Jeong, et al., 2014. 

 

O mtDNA é considerado um marcador molecular útil para análises filogenéticas e 

identificação de espécies. Atualmente, o mtDNA também tem sido utilizado como DNA 

barcoding para identificação em nível de espécies e populações (Ko, et al., 2013). 
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Nas últimas três décadas, genes individuais do mtDNA, particularmente o gene que 

codifica uma citocromo c oxidase (cox1), foram utilizados para desvendar as relações 

filogenéticas (Hajibabaei, et al., 2007). Análises tendo como referência um único gene geraram 

filogenias atualmente aceitas. No entanto, o poder de resolução da análise de um único gene é 

limitado pelo pequeno conteúdo de informações obtidas, o que no caso particular das 

mitocôndrias é ainda mais afetado pelas extremas diferenças na composição gênica e na taxa 

de divergência da sequência do mtDNA de diferentes linhagens eucarióticas (Gray, Burger, 

Lang, 1999).  

As informações obtidas a partir do sequenciamento do mtDNA completos estão sendo 

utilizadas por pesquisadores para o desenvolvimento de filogenias. A fim de determinar a 

posição filogenética de Chlorokybus atmophyticus, uma Streptophyta, foi analisado um 

conjunto de aminoácidos obtidos de dezoito genes que codificam proteínas (atp4, atp6, atp8, 

atp9, cob, cox1, cox2, cox3, mttB, nad1, nad2, nad3, nad4, nad4L, nad5, nad6, rps3 e rps12), 

comuns a dezesseis espécies de algas verdes e plantas terrestres (Figura 6) (Turmel, Otis, 

Lemieux, 2007). Sequências de aminoácidos traduzidas dos genes codificadores de proteínas 

cob, cox1, nad1, nad2, nad4, nad5 e nad6, foram aplicados para estudos filogenéticos da alga 

verde Trebouxiophyceae Chlorella sp. ArM0029B (Jeong, et al., 2014).  

As sequências codificantes de proteínas e informações do mtDNA podem auxiliar a 

desvendar relações filogenéticas que sequências de genes nucleares seriam incapazes de 

resolver. Genomas mitocondriais compreendem um repositório de genes codificadores de 

proteínas, cuja origem está bem estabelecida e cuja evolução parece acompanhar a do 

hospedeiro eucarioto. A determinação de uma maior variedade de sequências de genomas 

mitocondriais de algas verdes poderá permitir uma reconstrução mais acurada de filogenias 

embasadas em sequências de aminoácidos de genes codificantes de proteínas (Gary, Burger, 

Lang, 1999). 
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Figura 6 - Posição filogenética Chlorokybus atmophyticus dentro do reino Viridiplantae. 

Análise filogenética embasada nos genes mitocondriais codificadores de proteínas atp4, atp6, 

atp8, atp9, cob, cox1, cox2, cox3, mttB, nad1, nad2, nad3, nad4, nad4L, nad5, nad6, rps3 e 

rps12. 

 

 
  

            Fonte: Turmel; Otis; Lemieux, 2007. 

 

 

            1.4. Análise Transcriptômica 

 

A aplicação de abordagens genômicas às pesquisas com algas, como o sequenciamento 

e análises da função gênica, causou uma mudança radical em nossa compreensão da biologia, 

ecologia e evolução das algas. A ascensão de tecnologias de sequenciamento de alta 

performance a um menor custo, levou à aquisição de dados genômicos significativos sobre algas 

desde a década de 1990 (Pedrini, 2010). Genomas inteiros de organismos podem ser 

sequenciados mais facialmente, juntamente com a disponibilidade de um maior número de 
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ferramentas de bioinformática para montagem e anotação dos dados, facilitando a sequência e 

a predição de funções biológicas (Khan, et al., 2020).  

O transcriptoma é o conjunto de todos os ácidos ribonucleicos (RNAs) expressos por 

um organismo, sendo o objeto de estudo de uma das áreas da Genômica Funcional, a 

Transcriptômica (Lu, et al., 2014). O transcriptoma contem apenas as porções transcritas dos 

genomas, o que simplifica as análises genéticas de eucariotos, removendo elementos genéticos 

complexos de grandes regiões intergênicas, íntrons e DNA repetitivo (Koid, et al., 2014). 

O sequenciamento de RNAs em larga escala é uma abordagem recente, amplamente 

utilizado para a descoberta de novos genes (Lu, et al., 2014). Esta abordagem, quando 

comparada a outras empregadas para análises do transcriptoma como, por exemplo, os chips de 

microarranjos e sequenciamento de pequenas sequências expressas (ESTs), traz grandes 

vantagens como, bom custo-benefício, alta sensibilidade e acurácia (Wang, et al., 2011).  

Para o sequenciamento do transcriptoma, o RNA total é extraído da amostra e convertido 

em fragmentos de ácido desoxirribonucleico complementar (cDNA), formando uma biblioteca 

de sequenciamento. Esta biblioteca então é sequenciada, gerando pequenas reads que devem 

ser montadas e anotadas, de maneira muito semelhante aos genomas.  

Os primeiros métodos de sequenciamento de ácido desoxirribonucleico (DNA) foram 

criados na década de 70, quando Sanger e Coulson desenvolveram a técnica “mais e menos” 

(Sanger, Coulson, 1975) e Maxam e Gilbert a de clivagem química (Maxam, Gilbert, 1977). 

Porém, o grande avanço ocorreu quando Sanger desenvolveu o sequenciamento por 

terminação de cadeia. O mesmo consiste na síntese de uma cadeia nucleotídica utilizando o 

fragmento a ser sequenciado como molde, sendo a base correspondente para cada posição da 

cadeia identificada através do interrompimento da síntese, que ocorre a partir da adição de 

dideoxinucleotídeos (ddNTPs) marcados radioativamente, em quatro reações paralelas (Sanger, 

et al., 1977). A princípio, a metodologia utilizava a migração em gel de poliacrilamida para 

identificação das bases. Posteriormente o processo foi automatizado, com a utilização de 

ddNTPs marcados com fluoróforos e a migração em capilar, tornando-se a metodologia mais 

aplicada para o sequenciamento de DNA.  O sequenciador de Sanger é considerado a primeira 

geração, e gerava reads de ~1 kilobase (kb) (Luckey, et al., 1990). 

O sequenciamento de Sanger foi extremamente importante para as descobertas na área 

de Genômica Estrutural, por exemplo, no Projeto Genoma Humano, porém sua aplicabilidade 

na área de Transcriptômica era limitada devido à baixa quantidade de dados gerados, alto custo 
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e dificuldade da avaliação de níveis quantitativos em larga escala (Wang, et al., 2011; Heather, 

Chain, 2016). 

O início do sequenciamento de segunda geração, foi marcado pelo desenvolvimento do 

pirosequenciador. Esta metodologia também utilizava o método “sequenciamento por síntese” 

aplicando a DNA polimerase, contudo os nucleotídeos não mais eram marcados e a adição das 

bases acompanhadas em tempo real, sem a necessidade de migração em capilar (Heather, Chain, 

2016). 

O pirosequenciamento detecta o pirofosfato liberado durante o processo de formação da 

ligação fosfodiéster entre nucleotídeos, sendo a detecção realizada através de luminescência. A 

técnica foi licenciada a 454 Life Sciences para a produção de máquinas de pirosequenciamento, 

que se valiam da técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR) em emulsão para 

amplificação de DNA aderido em beads antes do sequenciamento. As reads geradas possuem 

entre 400 e 500 pares de bases (pb) (Ronaghi, et al., 1998). 

Após o sucesso dos pirosequenciadores, outras plataformas competidoras foram 

desenvolvidas, destacando-se as máquinas Solexa/Illumina e SOLiD, todas possuindo como 

característica o sequenciamento em massa. O sistema SOLiD (Sequencing by Oligonucleotide 

Ligation and Detection) é fundamentado na hibridização e ligação de oligonucleotídeos 

marcados com fluoróforos, utilizando a enzima DNA ligase (Heather, Chain, 2016).  

A plataforma Solexa/Illumina baseia-se na adição de adaptadores nas extremidades dos 

fragmentos de DNA, formação de clusters por PCR em ponte e o sequenciamento por síntese 

através da incorporação de nucleotídeos “terminadores reversíveis” marcados com fluoróforos 

(Voelkerding, et al., 2009). As primeiras máquinas produziam reads de apenas 35 pb, mas a 

introdução da estratégia de paired-end reads (reads geradas no sentido direto e reverso do 

fragmento sequenciado) permitiram um melhor mapeamento entre as reads para a montagem 

(Heather, Chain, 2016).  Os modelos posteriormente lançados, nomeados Illumina HiSeq e 

Illumina MiSeq, trouxeram como vantagem a geração de reads maiores e menor custo.  

Os métodos de sequenciamento de alta performance, através do sequenciamento em 

massa por um preço mais acessível, permitiram o desenvolvimento e maior popularização da 

área de sequenciamento de transcriptomas, onde a plataforma Illumina é a mais empregada 

neste tipo de estudos. Porém, como as reads são pequenas, surgiram os desafios para a 

montagem do transcriptoma. Assim, além da evolução das técnicas de sequenciamento, o 
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desenvolvimento das ferramentas de Bioinformática para a montagem e análise da avalanche 

de dados gerados também foram essenciais.  

 

           1.4.1 Montagem e Anotação de Transcriptomas 

 

A montagem das pequenas reads geradas em transcritos pode ser realizada em duas 

abordagens: montagem com referência e de novo. A montagem de referência é escolhida 

quando há um genoma para guiar a montagem, podendo ser da mesma espécie ou de espécies 

relacionadas. Neste tipo de abordagem as reads são mapeadas contra o genoma de referência 

utilizando programas de alinhamento de sequências (Marchant, et al., 2016). Porém, a maioria 

das espécies não-modelo nem sempre possuem um genoma a ser utilizado como referência, 

sendo necessária a montagem de novo. Nesta metodologia, a montagem dos transcritos é 

realizada através da identificação de sobreposições entre os reads, que formam contigs pela 

identificação de uma ou várias sequências consenso (Wang, et al., 2009). 

Após a montagem, o último passo é a anotação do transcriptoma. A anotação consiste 

em agregar de informações biológicas aos transcritos, por meio da busca de sequências 

homólogas, havendo uma ampla gama de pipelines e ferramentas que podem ser aplicadas 

(Garber, et al., 2011).  Esta metodologia de busca baseada em homologia é aplicada não apenas 

para anotação transcriptomas, mas também genomas, metagenomas e metatranscriptomas 

(Westreich, et al., 2016). Entre as ferramentas o Blast2GO é um dos mais utilizados, sendo 

robusto e simples (Bolger, et al., 2017; Conesa, Götz, 2008). 

O primeiro passo da anotação feita pelo Blast2GO é a busca utilizando a ferramenta de 

alinhamento BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul, et al., 1990) por 

sequências que sejam similares aos transcritos. Os resultados são expressos através do E-value, 

que descreve o número de hits que se espera ao realizar um alinhamento de sequências contra 

um banco de dados de determinado tamanho apenas ao acaso (Kerfeld, Scott, 2011). Também 

é levado em consideração o tamanho do alinhamento e similaridade. Assim, quanto menor o E-

value, mais significante é considerado aquele alinhamento entre as sequências. 

Após isso, as sequências são mapeadas e anotadas para associação de termos funcionais 

do banco de dados Gene Ontology (GO) de acordo com o resultado do BLAST. O 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 
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durante o processo anotação funcional (Huntley, et al., 2014).  Este projeto possui três 

categorias principais que indicam que o produto gênico possui (I) determinada atividade ou 

processo a nível molecular (Função Molecular, FM), (II) que ocorre em uma localização 

específica celular (Componente celular, CC) e que contribui para um efeito biológico (Processo 

biológico, PB). Além disso, existe a divisão de níveis que vão dos termos mais gerais para os 

mais específicos.  

Outras ferramentas, como o MG-RAST (Kerfeld, Scott, 2011) não possuem anotação 

tão detalhada quanto o Blast2GO mas tem como vantagem a grande velocidade para trabalhar 

com números muito grandes de contigs. Além disso, outros vocabulários de anotação como o 

COG (Cluster of Orthologous Groups) (Tatusov, et al., 2000) e Subsystems (Overbeek, et al. 

2005) podem ser aplicados. Ao fim do processo de anotação, o transcriptoma pode ser analisado 

para a busca por transcritos de interesse. 

O sequenciamento do transcriptoma já foi realizado em outras algas da classe 

Trebouxiophyceae, objetivando a identificação de transcritos associados a resistência a 

estresses bióticos e abióticos, e genes com aplicabilidade na produção de biocombustível (Baba, 

et al. 2012; Yu, et al., 2016). Contudo, dados genômicos e transcriptômicos de algas verdes 

psicrofílicas antárticas, como P. crispa, são limitados até o momento, de modo que pouco se 

sabe sobre as adaptações moleculares.  

Há na literatura algumas descrições sobre o uso de diferentes extratos de P. crispa. 

Zemolin, et al. (2014) demonstraram a ação bioinseticida de P. crispa sobre a mosca da fruta 

Drosophila melanogaster e a barata Neuphoeta cinerea, através da modificação de sistemas 

antioxidantes do organismo. Já o composto químico 7-ceto-estigmasterol, um esterol purificado 

a partir do extrato de P. crispa, apresentou atividade antiviral quando testado contra o 

Herpesvírus equino 1, o vírus causador de uma doença até o momento sem tratamento eficiente 

(Marinho, et al., 2017). Por fim, o estudo de Da Silva, et al. (2016) revela o potencial antiveneno 

do extrato de P. crispa contra atividade tóxicas in vivo e in vitro do veneno de Bothrops 

jararacussu.  

O recente aumento de dados de Transcriptomas permite que análises evolutivas em larga 

escala investiguem a base genética para as adaptações ao ambiente extremo Antártico, 

permitindo a identificação das forças seletivas que impulsionam a evolução molecular, sendo a 

base para compreender as estratégias de adaptação à ambientes extremos. 
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            2. OBJETIVOS  

 

2.1. Objetivo geral  

Este trabalho tem como objetivos (I) inferir as relações evolutivas de Prasiola crispa 

com outras espécies de plantas verdes, além de analisar a estruturas dos genomas acessórios; 

(II) analisar o transcriptoma de P. crispa e identificar os produtos gênicos diretamente 

relacionados com a capacidade de sobrevivência desde organismo no continente Antártico.  

 

2.2. Objetivos específicos   

 

- Com base nas sequências genômicas acessórias, realizar uma análise evolutiva (filogenômica) 

de Prasiola crispa;  

- A fim de compreender o rearranjo gênico que ocorreu durante a história evolutiva do cpDNA 

e mtDNA de P. crispa e espécies relacionadas, analisar a estrutura dos genomas acessórios do 

clado Prasiola; 

- Com o intuito de identificar os transcritos expressos em condições ambientais extremas, 

realizar uma análise transcriptômica de P. crispa; 

- Para certificar a qualidade da montagem do transcriptoma, realizar análises de validação e 

qualidade dos dados obtidos do RNAseq; 

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

- Identificar e anotar funcionalmente os transcritos, buscando os transcritos relacionados com a 

sobrevivência de P. crispa na Antártica, 

- Comparar as métricas do transcriptoma de P. crispa com as de outros organismos da classe 

Trebouxiophyceae. 
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  3. ARTIGO 1 

 

O artigo intitulado “Phylogenetic positioning of the Antarctic alga Prasiola crispa 

(Trebouxiophyceae) using organellar genomes and their structural analysis” de autoria de 

Carvalho E.L., Wallau G.L., Rangel D.L., Machado L.C., Pereira A.B., Victoria F.C., Boldo 

J.T., Pinto P.M. foi publicado no periódico Journal of Phycology (ISSN: 1529-8817), no ano 

de 2017. 

Este artigo relata a análise filogenômica utilizando as sequências dos genomas plastidial 

(cpDNA) e mitocondrial (mtDNA) de P. crispa, e outras espécies do filo Chlorophyta e 

Streptophyta, bem como a análise estrutural dos cpDNA e mtDNA de P. crispa e espécies 

intimamente relacionadas. 

A reconstrução filogenética bayesiana foi realizada com MrBayes v. 3.2.1, utilizando o 

modelo de substituição de aminoácidos LG + I + G e LG + G para os conjuntos de dados 

plastidiais e mitocondriais, respectivamente.  A análise sintênica foi realizado com BLASTn e 

a ferramenta de comparação Artemis foi utilizada para gerar os blocos sintênicos com mais de 

100 bp de tamanho e anotação correspondente. 

Os resultados das análises confirmam que P. crispa pertence à classe Trebouxiophyceae, 

e está filogeneticamente relacionada à espécie Prasiolopsis sp. SAG 84.81. Na análise sintênica 

do cpDNA pode-se observar uma baixa sintenia entre Prasiolopsis sp. SAG 84.81 e P. crispa, 

contudo, alguns blocos sintênicos podem ser observados. Em relação ao mtDNA, foram 

encontradas apenas regiões menores de blocos sintênicos entre P. crispa e Coccomyxa 

subellipsoidea. Estes resultados demonstram que os genomas, tanto o cpDNA quanto o mtDNA 

de P. crispa, são muito plásticos e sofreram muito rearranjos e inversões. 
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4. ARTIGO 2 
 

 
O artigo intitulado “De novo assembly and annotation of the Antartic alga Prasiola 

crispa transcriptome” de autoria de Carvalho E.L., Maciel L.F., Macedo P.E., Dezordi F.Z., 

Abreu M.E.T., Victória F.C., Pereira A.B., Boldo J.T., Wallau G.D.L., Pinto P.M.  foi publicado 

no periódico Frontiers in Molecular Biosciences (ISSN: 2296-889X), no ano de 2018. 

Neste artigo, nosso grupo apresenta os dados de uma análise transcriptômica de P. 

crispa. O número de contigs obtido foi igual à 17.201 e o conteúdo GC de 49,66%. O total de 

reads brutas foi de 42.978.976.  

O transcriptoma de P. crispa é o primeiro disponível de uma espécie da ordem 

Prasiolales. Estes dados ajudarão a identificar os genes responsáveis pela sobrevivência de desta 

alga no ambiente Antártico e também podem ser empregues em estudos genéticos, filogenéticos 

e biotecnológicos de P. crispa.  
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
	
	

Considerando os dados obtidos no presente estudo pode-se concluir que os genomas de 

organelas fornecem uma riqueza de dados filogeneticamente informativos, tornando-os uma 

abordagem valiosa para embasar estudos filogenômicos. Contudo, a determinação de uma 

maior variedade de sequências de genomas mitocondriais de algas verdes permitirá uma 

reconstrução mais rigorosa das relações taxonômicas destes organismos. Os genomas 

plastidiais da maioria das plantas terrestres compartilham genes conservados, ordem e conteúdo 

gênico semelhantes, fato este que não foi observado em nosso estudo, visto que a baixa sintenia 

observada entre os genomas plastidiais do clado Prasiola não condiz com o encontrado em 

plantas terrestres. Os dados gerados a partir da análise filogenômica e sintênica, utilizando os 

genomas acessórios da alga P. crispa fornecem um aporte para estudos futuros mais 

aprofundados. 

Quanto ao transcriptoma de P. crispa, o RNA foi extraído e sequenciado e as análises 

de validação e qualidade permitiram a remoção das reads de baixa qualidade e contaminantes, 

trazendo maior confiabilidade aos dados. Ao comparar as métricas de outras algas da mesma 

classe é possível concluir que o transcriptoma foi montado de maneira satisfatória, onde 52,19% 

dos transcritos foram identificados e anotados funcionalmente. A identificação dos transcritos 

poderá contribuir na identificação dos genes responsáveis pela sobrevivência de P. crispa, bem 

como auxiliar em futuros estudos genéticos, filogenéticos e biotecnológicos de P. crispa e 

outros organismos Antárticos.  
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6. PERSPECTIVAS 

- Gerar mais sequências dos genomas das organelas na tentativa de resolver os gaps entre os 

contigs de cpDNA e mtDNA.  

- Após a conclusão do genoma, reanotar os genomas para confirmar a atual anotação e buscar 

possíveis novos genes. 

 - Realizar uma análise e categorização funcional dos genes pertencentes ao cpDNA e mtDNA 

de P. crispa.  

- Sequenciar o genoma nuclear de P. crispa, em busca de genes relacionados com o 

metabolismo oxidativo e fotossistemas que possam ter sido transferidos durante a 

endossimbiose. 

- Identificar potenciais Ice Binding Proteins (IBPs) por alinhamento contra banco de dados 

local.  

- Modelar a estrutura tridimensional de IBPs identificadas, a partir de sua sequência 

aminoacídica.  

- Realizar a simulação in silico de dinâmica molecular das possíveis IBPs identificadas para 

avaliar o comportamento destas estruturas proteicas em diferentes temperaturas e as interações 

com cristais de gelo.  
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8. ANEXO I 

 

O Anexo I é o material suplementar do Artigo 1 intitulado “Phylogenetic positioning of 

the Antarctic alga Prasiola crispa (Trebouxiophyceae) using organellar genomes and their 

structural analysis”. 

A Figure S1 apresenta a análise filogenética de Prasiola crispa com o gene marcador 

rbcL. O clado Prasiola aparece em destaque.  

A Figure S2, apresenta a análise filogenética de Prasiola crispa com o gene marcados 

psaB. O clado Prasiola está em destaque.  

A Table S1 e Table S2, apresentam os números de acessos GenBank das sequências 

utilizadas nas análises filogenômicas do cloroplasto e da mitocôndria, respectivamente. 
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Figure S1. Phylogenetic analyses of Prasiola crispa within gene marker rbcL. Phylogenetic 

analysis of gene marker rbcL of 136 species. The tree presented was reconstructed using a 

Bayesian approach with the LG + I + G amino acid substitution model. Branch supports indicate 

posterior probability values (over each branch). The Prasiola clade is highlighted. 
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Figure S2. Phylogenetic analyses of Prasiola crispa within gene marker psaB. Phylogenetic 

analysis of gene marker psaB of 96 species. The tree presented was reconstructed using a 

Bayesian approach with the LG + I + G amino acid substitution model. Branch supports indicate 

posterior probability values (over each branch). The Prasiola clade is highlighted.	
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Table S1. GenBank accession numbers for sequences used in the chloroplast phylogenomic 

analyses. 

	
Species  GenBank access number 

Acutodesmus obliquus  NC_008101 

Auxenochlorella protothecoides  NC_023775 

Botryococcus braunii  KM462884 

Chlamydomonas moewusii  EF587443 - EF587503 

Chlamydomonas reinhardtii  NC_005353 

‘Chlorella’ mirabilis  KM462865 

Chlorella sorokiniana  NC_023835 

Chlorella sp. ArM0029B KF554427.1 

Chlorella variabilis NC_015359 

Chlorella vulgaris  NC_001865 

Chlorokybus atmophyticus  NC_008822 

Chlorosarcina brevispinosa KM462875 

Choricystis parasitica  KM462878 

Coccomyxa subellipsoidea NC_015084 

Dicloster acuatus  KM462885 

Dictyochloropsis reticulata  KM462860 

Dunaliella salina  NC_016732 

Elliptochloris bilobata  KM462887 

Floydiella terrestris  NC_014346 

Fusochloris perforata  KM462882 

Helicosporidium sp. NC_008100 

Geminella minor  KM462883 

Geminella terricola  KM462881 

Gloeotilopsis sterilis  KM462877 

Koliella longiseta  KM462868 

Koliella corcontica  KM462874 

Leptosira terrestris NC_009681 

Lobosphaera incisa  KM462871 
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Marsupiomonas sp. NIES 1824 KM462870 

Marvania geminata  KM462888 

Mesostigma viride  NC_002186 

Micromonas sp. RCC 299 NC_012575 

Microthamnion kuetzingianum  KM462876 

Monomastix sp. OKE-1 NC_012101 

Myrmecia israelensis KM462861 

Neocystis brevis  KM462873 

Nephroselmis astigmática  KJ746600 

Nephroselmis olivacea  NC_000927 

Oedogonium cardiacum  NC_011031 

Oltmannsiellopsis viridis  NC_008099 

Oocystis solitaria  FJ968739 

Ostreococcus tauri  NC_008289 

Pabia signiensis  KM462866 

Parachlorella kessleri  NC_012978 

Paradoxia multiseta  NC_025540 

Parietochloris pseudoalveolaris  KM462869 

Pedinomonas minor NC_016733 

Pedinomonas tuberculata  NC_025530.1 

Picocystis salinarum  KJ746599 

Planctonema lauterbornii  KM462880 

Prasinococcus sp. CCMP 1194 KJ746597 

Prasinoderma coloniale  KJ746598 

Prasinophyceae sp. CCMP1205 KJ746601 

Prasinophyceae sp. MBIC 106222 KJ746602 

Prasiola crispa  KR017748, KR017749, KR017750 

Prasiolopsis sp. SAG 84.81 KM462862 

Prototheca wickerhamii  KJ001761.1 

Pseudendoclonium akinetum  NC_008114 

Pseudochloris wilhelmii  KM462886 
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Pycnococcus provasolii  NC_012097 

Pyramimonas parkeae  NC_012099 

Schizomeris leibleinii  NC_015645 

Stichococcus bacillaris KM462864 

Stigeoclonium helveticum  NC_008372 

Trebouxia aggregata  EU123962, EU124002 

Trebouxiophyceae sp. MX-AZ01 NC_018569 

Volvox carteri f. nagariensis  GU084820 

Watanabea reniformis  KM462863 

Xylochloris irregularis  KM462872 
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Table S2. GenBank accession numbers for sequences used in the mitochondrial phylogenomic 

analyses. 

	
	
	
	
	
	
	
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Species  GenBank access number 

Andalucia godoyi NC_021124.1 

Arabidopsis thaliana NC_001284 

Auxenochlorella protothecoides  NC_026009 

Chaetosphaeridium globosum  NC_004118 

Chara vulgaris  NC_005255 

Chlorella sorokiniana  KM241869.1 

Chlorella sp. ArM0029B KF554428.1 

Chlorella variabilis  NC_025413 

Chlorokybus atmophyticus  EF463011 

Chondrus crispus  NC_001677 

Coccomyxa subellipsoidea  NC_015316 

Colpomenia peregrina  NC_025302.1 

Cyanidioschyzon merolae   NC_000887 

Helicosporidium sp. NC_017841 

Marchantia polymorpha   NC_001660 

Micromonas sp.RCC 299 FJ859351.1 

Neochloris aquatica  NC_024761 

Nephroselmis olivacea  NC_008239 

Oltmannsiellopsis viridis  NC_008256 

Physcomitrella patens  NC_007945 

Phytophthora  andina  NC_015619.1 

Phytophthora ipomoeae  NC_015622.1 

Porphyra purpurea  NC_002007 

Prasiola crispa  KR017746, KR017747 

Prototheca wickerhamii  NC_001613 

Reclinomonas americana  NC_001823.1 

Trebouxiophyceae sp. MX-AZ01 NC_018568 
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9. ANEXO II 
 

 
O Anexo II é o material suplementar do Artigo 2 intitulado “De novo assembly and 

annotation of the Antartic alga Prasiola crispa transcriptome”.  

A Table S1 apresenta a comparação do transcriptoma de Prasiola crispa e outras algas 

da classe Trebouxiophyceae e a Figure S1 contém os gráficos sobre a qualidade do 

sequenciamento. 
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Table S1. Comparison between Prasiola crispa and organisms from the Trebouxiophyceae 

class with transcriptome sequenced. 
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Figure S1. Graphs about sequencing read quality generated with FastQC. (A) Per base quality 

phred. (B) Per sequence quality. (C) Per base N content. The colored areas separate the metrics 

into High (green), Medium (yellow) and Low (red) quality. 

 

 
 



 
 
 
 

81 

10. ANEXO III 
  

 
O artigo intitulado “HTT-DB: new features and updates” de autoria de Dotto, B.R., 

Carvalho, E.L., Da Silva, A.F., Dezordi, F.Z., Pinto, P.M., Campos, T.L., Rezende, A.M., 

Wallau, G.L. foi publicado no periódico Database (ISSN: 1758-0463), no ano de 2018.  

 Neste artigo, trazemos uma atualização do HTT-DB: Horizontally transferred 

transposable elements database, um banco de dados de elementos transponíves transferidos 

horizontalmente criado pelo nosso grupo em 2015 (Dotto et al., 2015). Novos recursos e 

atualizações como por exemplo, a transferência horizontal de vírus (HVT) foram adicionados.  

Minha participação neste trabalho consistiu na obtenção de dados de HVTs através de 

revisões bibliográficas.  
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11. ANEXO IV 
 

 
O artigo intitulado “Are the bacteria and their metabolites contributing for gut 

inflammation on GSD-Ia patients?” de autoria de Colonetti, K., Carvalho, E.L., Rangel, D.L., 

Pinto, P.M., Roesch, L.F.W., Pinheiro, F.C., Schwartz, I.V.D. foi publicado no periódico 

Metabolites (ISSN: 2218-1989), no ano de 2022.  

A doença de armazenamento do glicogênio (GSD) é uma doença de origem genética, 

onde a GSD I é a forma mais frequente e grave, causando disbiose intestinal, baixo pH fecal e 

um desequilíbrio dos ácidos graxos de cadeia curta (SCFAs). SCFAs são produtos da 

fermentação microbiana no intestino grosso e exercem um papel biológico sobre o hospedeiro, 

sendo capazes de modular a comunidade bacteriana. A espécie bacteriana, assim como seus 

metabólitos e o sistema imunológico do hospedeiro, podem influenciar a homeostase celular, 

iniciando ou não um processo inflamatório. 

Sendo assim, o objetivo desse estudo foi quantificar os SCFAs (ácido fórmico, ácido 

lático, ácido propiônico e ácido succínico de amostras de pacientes com GSD, por 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC).  

Os níveis de ácido succínico foram mais elevados nos pacientes com GSD, em 

comparação com o controle, consistente com os casos de disbiose. Os resultados indicam uma 

associação de entre a doença inflamatória intestinal e o aumento de SCFAs. 

Minha participação neste trabalho consistiu na parte metodológica: preparação das 

amostras e análise por HPLC. 
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12. ANEXO V 
 
 
O artigo intitulado “Venom characterization of the Brazilian Pampa snake Bothrops 

pubescens by top-down and bottom-up proteomics” de autoria de Rangel, D.L., Melani, R.D., 

Carvalho, E.L., Boldo, J.T., Dos Santos, T.G., Kelleher, N.L., Pinto, P.M. foi publicado no 

periódico Toxicon (ISSN: 0041-0101), no ano de 2022.  

Bothrops pubescens é uma cobra peçonhenta endêmica do Bioma Pampa, no Sul do 

Brasil. O envenenamento causado por cobras do gênero Bothrops são caracterizados por efeitos 

locais, como hemorragia, necrose, entre outros; e efeitos sistêmicos, como insuficiência renal e 

coagulopatias. As principais famílias de toxinas encontradas no veneno desse gênero são as 

metaloproteinases, serino-proteases e fosfolipase A2.  

A caracterização dos venenos é um importante fator para entender o processo de 

envenenamento, apoiar estudos de filogenia e na descoberta de novos produtos farmacêuticos 

e biotecnológicos.  

Através de análises proteômicas tipo bottom-up e top-down do veneno de 5 espécimes 

de B. pubescens, conseguimos identificar 89 grupos de proteínas pertencentes a 13 famílias de 

toxinas e 40 proteoformas uniúnicas pertencentes a 6 famílias de toxinas. Também 

identificamos um complexo multi-proteofórmico de uma L-aminoácido oxidase.  

Minha participação neste trabalho foi no projeto e execução dos experimentos, análise 

dos dados proteômicos e participação na redação do manuscrito.  
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